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摘要 目的  探讨 Α2二氢麦角隐亭2⁄∞≤的神经保护作用与核因子  ƒ2ϑ激活的相关性 ∀方

法  采用大鼠大脑中动脉闭塞诱导神经元凋亡 用迁移率改变法∞ ≥检测 ƒ2ϑ活性 流式细胞仪ƒ≤  和

× ∞法检测神经元凋亡 ∀结果  脑缺血   和  均伴有 ƒ2ϑ激活 其中以缺血  尤为显著 ∀ Λ#


 和  Λ# 的 2⁄∞≤ 预防给药均可明显抑制缺血  诱发的神经元凋亡 当用 °⁄× ≤ 选择性阻断 ƒ2

ϑ活性后 2⁄∞≤ 的神经保护作用明显减弱 ∀结论  2⁄∞≤ 的神经保护作用可能依赖 ƒ2ϑ的激活 ∀
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2⁄∞≤属 Α受体阻断剂 动物实验和临床观

察均表明 2⁄∞≤ 对缺血诱发的神经元损伤有

保护作用≈  近年已用于临床做为缺血性脑血管

疾病的防治 一直认为其作用机制与其 Α阻断作用 

从而解除脑血管痉挛和增加脑血流量等因素有关 ∀

利用体外培养的小脑颗粒神经元我们偶然发现 

2⁄∞≤ 可抑制缺氧缺糖所诱发的细胞凋亡 当

用 ≥选择性阻断 ƒ2ϑ活性后 2⁄∞≤ 的

抗凋亡作用明显减弱 提示 2⁄∞≤ 的神经保

护作用机制可能与 ƒ2ϑ激活有关 ∀本研究采用

大鼠大脑中动脉闭塞   ≤ 模型 旨在探讨

2⁄∞≤ 的神经保护作用与 ƒ2ϑ激活的相关

性 以进一步阐明 2⁄∞≤ 的神经保护作用机

制 ∀
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  实验动物及分组  取健康 ⎯ • 大鼠 体重

 ?  由中山医科大学动物中心提供 ∀大鼠

随机分 组 每组 只动物 ∀ 假手术组  单

纯缺血组  2⁄∞≤  Λ#   Λ#


 加缺血组  °⁄× ≤  # 加2

⁄∞≤  Λ# 加缺血组  溶媒对照组 ∀

  ΜΧΑΟ模型制备  大鼠用  戍巴比妥钠1

# 腹腔麻醉 颈部正中切口 分离右侧颈总

动脉≤≤  !颈外动脉∞≤ 和颈内动脉≤  将

制备好的   号尼龙栓线自 ∞≤  残端插入 插入

深度约 1  以阻塞大脑中动脉  ≤ 的血流 ∀

术后以出现典型的 征即动物躯体左转 !左

前肢偏瘫为模型成功的标志 ∀假手术组栓子自

∞≤ 插入  后拔出 ∀不同浓度的 2⁄∞≤

分别于大鼠  ≤  模型  前腹腔给药 °⁄× ≤ 于

 ≤ 模型  前腹腔注射 溶媒对照组注射等体

积的生理盐水 ∀

  核蛋白提取和 Ε ΜΣΑ 检测  参照 ⁄

的方法进行 ∀脑组织匀浆后迅速加入 倍体

积冷 °≥液悬浮   ≅  ε 离心  沉淀加

入  液 #     ≤ 1  ≤

 ⁄× × 1  1 冰水浴  后 加入

  °2震荡    ≅ 室温下离心  沉

淀加入 液#      

∞⁄×  1 °  ≥ƒ 1  1 混匀后置  ε 摇

床震荡    ≅  ε 离心  收集上清

液   ε 储存备用 ∀蛋白浓度测定采用法 ∀

  Ε ΜΣΑ检测  参照试剂盒内说明书进行 取
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1 #∏未标记的双链 ƒ2ϑ寡核苷酸探

针χ2× ×   ≤ × × × ≤≤≤  ≤2χ 

χ× ≤  ≤ × ≤≤≤ ≤ ×    × ≤≤ 2χ和 ×

多核苷酸激酶 用≈Χ2°×° 1 ≅  # 

进行标记 总反应体积为  Λ核蛋白  Λ

≤  Λ≈Χ2°×°标记的 ƒ2ϑ探针  Λ反

应液  Λ 混匀后室温放置  上样于聚丙

烯酰胺凝胶样品孔中 恒压 伏电泳 ∀电泳结束

后轻轻揭下凝胶 放入暗盒中   ε 曝光 !显影 ∀

ƒ2ϑ激活的阳性片状显色采用  ≥ 1

型全自动图像分析系统测量显色阳性区及背景阴性

区的平均灰阶值 ∀

  ΤΥΝΕΛ检测  参照试剂盒内说明书进行 ∀大

鼠用  戊巴比妥钠腹腔麻醉后 迅速取出脑组织

置于  多聚甲醛中固定 常规石蜡包埋 切片厚

度  Λ ∀切片组织经脱蜡 !梯度乙醇复水化 加入

 Λ#  蛋白酶 室温下消化  °≥ 冲

洗 加入 × ∞反应液 阴性对照反应液中不加

××  ε 湿盒中  后 °≥ 冲洗 加入生物素抗

体 × 显色 核固红衬染 ∀光镜下凋亡细胞呈紫

蓝色 ∀于凋亡阳性细胞分布区随机选择视野 以每

个高倍镜视野 ≅ 内的细胞凋亡数作为凋亡的

量化指标 计算凋亡阳性细胞百分比 ∀

  流式细胞仪(ΦΧΜ)检测 ∆ΝΑ断裂百分率  脑

组织用 1 胰蛋白酶消化制成单细胞悬液 

≅ 离心  沉淀加入  无水乙醇  ε 固定过

液 离心后沉淀用 °≥悬浮 目尼龙网过滤 加

入  Λ#   置  ε 消化  然后加

入  Λ#  碘化丙啶 °  ε 避光  用

ƒ≤≥2型流式细胞仪检测并计算凋亡细胞 ⁄

断裂百分比 ∀

  统计处理  试验数据以 ξ ? σ表示 组间比较

用 τ检验 ∀

结 果

1  脑缺血诱发 ΝΦ2ϑΒ激活的时相变化

∞ ≥检测结果显示 脑缺血   和  均

伴有 ƒ2ϑ激活 其中以缺血  尤为显著 图像分

析平均灰阶值为  ?  与正常对照组平均灰阶

值为  ? 相比差异显著 Π 1 ν   ∀而

缺血  和  后 ƒ2ϑ活性逐渐减弱 平均灰阶

值分别为  ? 和  ?  但与正常对照组相比

也有显著差异 Π 1 ν   结果见图  ∀

ƒ  ×∏ √∏ ƒ2
 √    ƒ√  

∏ ∏ 



  ≤  √∏ ƒ2  

 ?     ∗   × √  ƒ2 

∏     

 √∏ ƒ2   ?   ?  

 ?   ?  √  ×∏

     ∏ ƒ2
 √

2  Αλπηα2∆ΗΕΧ抑制脑缺血诱发的神经元凋亡

× ∞检测结果显示 脑缺血   和  

均发现有神经元凋亡 但以缺血 1 ∗  最多 结

果见表  ∀  Λ# 和  Λ# 的 2

⁄∞≤预防给药均可明显抑制缺血  诱发的神经

元凋亡 给药后凋亡细胞百分比分别为 1  ?

1 和 1  ? 1  与单纯缺血  组比较差

异显著 Π 1 ν   ∀

Ταβ 1  Περχεντ οφ νευροαποπτοσισινδυχεδ ατ ϖαριουσ

τιµε οφ χερεβραλισχηεµιαιν ρατσσυβϕεχτεδ το µιδδλε

χερεβραλ αρτερψ οχχλυσιον . Νευροαποπτοσισ ωασ

µεασυρεδ βψ δεοξψνυχλεοτιδψ τρανσφερασε2µεδιατεδ
δΥΤΠ νιχκ ενδ λαβελινγ (ΤΥΝΕΛ) ασσαψ

∏ ×  °∏ 

 ≤   ?  

     ?  

  ?  3

   ?  3 3

  ?  3 3

   ?   3

   ?  

ν    ξ ? σ 3 Π  1  3 3 Π  1  



3  Π∆ΤΧ减弱 αλπηα2∆ΗΕΧ的神经保护作用

× ∞检测结果显示 当用 °⁄× ≤ 

# 阻断大鼠 ƒ2ϑ 活性后 2⁄∞≤
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 Λ# 的神经保护作用消失 凋亡细胞百分

比为 1  ? 1  与单纯缺血  组比较无显

著性差异 Π 1 ν   提示 2⁄∞≤ 的神

经保护作用被 °⁄× ≤ 所阻断 ∀流式细胞检测结果

显示 脑缺血  后 ⁄直方图上呈现特征性的细

胞凋亡峰°峰 给予 2⁄∞≤ Λ#

后 ° 峰明显减弱 ∀当大鼠预先用 °⁄× ≤ 

# 抑制 ƒ2ϑ活性后 2⁄∞≤ 抑制神

经元凋亡的作用减弱 ⁄ 直方图上 °峰明显增

强 提示神经元损伤程度加重 其结果与 × ∞检

测一致 结果见图  ∀

ƒ  ×∏  ×¬ ε 

∏ °  ∏ 

  ≤ ≤ °2⁄∞≤  Λ#  ⁄°

 °⁄× ≤  #   ° ⁄ 

讨 论

∞ ≥检测结果显示 脑缺血在诱发神经元产

生凋亡的同时 也伴有 ƒ2ϑ激活 这一结果与近

年的文献报道一致≈  ∀ × ∞检测和流式细胞

检测结果均表明 2⁄∞≤ 对大鼠脑缺血诱发的

神经元凋亡有保护作用 当用 °⁄× ≤ 阻断 ƒ2ϑ活

性后 2⁄∞≤ 的神经保护作用明显减弱 这一

结果与我们在体外培养的小脑颗粒神经元实验中所

观察到的结果一致待发资料 提示 2ϑ激活介

导了 2⁄∞≤ 的神经保护作用 ∀

ƒ2ϑ是体内广泛存在的一种核转录因子 在

失活态 ƒ2ϑ与其抑制亚基 ϑ以无活性的三聚

体°2°2ϑ形式存在于胞浆 在激活态与 ϑ

解离以有活性的二聚体°2°结合形式存在于

胞核 ∀研究表明 凡是能引起胞浆 ϑ磷酸化或被

体 内 泛 素蛋 白 酶 体 系  ∏∏

识别而降解的因素均可以激活 ƒ2ϑ∀近

年研究发现 ƒ2ϑ激活可减弱许多有害刺激如 

× ƒΑ!氧自由基 !化疗药物 !缺血缺氧及 ∂2感

染等诱发的组织损伤和细胞凋亡≈ ∗  并发现 ƒ2

ϑ的抗凋亡作用与减弱 ≤∞家族即 家族

的功能有关≈  提示 ƒ2ϑ激活在凋亡的信号传

导中起重要作用 ∀

2⁄∞≤ 属 Α受体阻断剂 但为什么抑制

ƒ2ϑ活性后其抗凋亡作用明显减弱 最近我们采

用大鼠  ≤  模型已初步发现 2⁄∞≤ 本身

即有增强 ƒ2ϑ活性的作用 ∀根据上述实验结果

和理论分析 我们认为 2⁄∞≤ 的神经保护作

用机制除了与其 Α受体阻断作用有关外 还与 ƒ2

ϑ激活密切相关 推测 2⁄∞≤ 很可能即是一

个 Α受体的阻断剂 同时也是 ƒ2ϑ激活的诱导

剂 但 2⁄∞≤ 的 Α阻断作用和 ƒ2ϑ激活之

间的内在关系还需进一步探讨 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ≤  ∏√ √  22

   ≈  ϑ Νευραλ Τρανσµ

Συππλ 45≥∏    

≈   °  ƒ2  ƒ  ετ αλ 2
 °χ ∏
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∏  ∏∏ ≈  Αχτα

Νευρολ Σχανδ  99    

≈ ≤  ≥ ⁄×  ≥ ∞ ετ αλ

 √ ∏2ϑ  

∏≈  Στροκε  28    

≈ ≥  ×∏ ×  √   ετ αλ √ 

∏2 

∏ ≈  Μολ Βραιν Ρεσ 63

    

≈ •  ≤ ≠    •  ≥  ετ αλ × ƒ2
 2∏   

  ƒ2  ≈  Σχιενχε   274

    

≈ ∂  ⁄  ≥ ∂   ετ αλ

  × ƒ2∏   ƒ2ϑ ≈ 

Τρενδσ Χελλ Βιολ 8    

≈ ⁄∏ ≤    ° ετ αλ ƒ2ϑ 

∂22     ≈  

ςιρολογψ 244    

≈ ≤∏ ≤   ∏ ≥  ∏2∏∏⁄ ετ αλ

  

≈  Βιοµεδ Πηαρµ αχοτηερ 52 

  

≈ •  ≤ ≠    • ∏    ετ αλƒ2
 ∏  ×  °  ×  ƒ 2
°  2°  ∏2 √ ≈ 

Σχιενχε  282    
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ΑΒΣΤΡΑΧΤ: ΑΙΜ  × √     ∏√  2
2⁄∞≤ √ ∏ ƒ2 ΜΕΤΗΟ∆Σ

∏∏∏ ∏ ≤⁄

√  ƒ2  ∞≥  

∏√∏∏∏∏

 ¬∏2×° ×∞    ƒ≤ 

ΡΕΣΥΛΤΣ  √ ∏ƒ2 ⁄   

√∏√ƒ2 ⁄ ∏ 

∏√ƒ2∏¬√

   °ƒ2 ⁄ √ ∏

  ∏√ƒ2  ∏¬

2⁄∞≤  Λ# 
 Λ# 

 √ ∏2∏
        ƒ2  √ ∏  # 

2
°⁄×≤ ∏∏2⁄∞≤ ∏√2
⁄∞≤ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×∏∏√2⁄∞≤ 

√ƒ2

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : 2∏
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