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  [ 摘要]  目的:探讨大黄苷元联合不同时间窗溶栓治疗对脑缺血大鼠神经细胞凋亡的阻抑作用及其对相关调控基因蛋白

表达的影响。方法:大鼠随机分为假手术组、模型组、尿激酶溶栓组 ( 简称溶栓组) 、大黄苷元组和联合组 ( 大黄苷元 + 尿激酶

组) 。大鼠自体血栓结合线栓阻塞大脑中动脉制备血栓栓塞性脑缺血动物模型。大鼠分别于缺血后 3, 6, 9 h经导管由颈内动

脉用尿激酶进行溶栓。动脉给尿激酶后 24 h,观察大鼠脑组织病理改变;免疫组织化学法检测神经细胞凋亡和凋亡相关基因

蛋白 Bax, caspase-3和 Bcl-2表达。结果: 各模型组大鼠病理改变明显, TUNEL细胞增多、Bax和 caspase-3表达增强、Bcl-2表达

下调; 各用药组较模型组 TUNEL细胞减少, 6 h和 9 h组 Bax和 caspase-3表达减弱、6 h组 Bcl-2表达上调; 各组 9 h分别较其 3

h的 TUNE细胞数增加、Bax增强、Bcl-2 减弱; 联合组分别较单一用药各时间组 TUNEL细胞数减少、6 h 和 9 h 组 Bax及

caspase-3表达减弱、Bcl-2 表达上调。结论:脑缺血可使促凋亡基因 Bax表达上调和抑凋亡基因 Bcl-2 下调, 引起神经细胞凋

亡, 且随缺血时间延长而明显。大黄苷元及尿激酶溶栓可下调 Bax, caspase-3, 上调 Bcl-2 表达,对脑缺血神经细胞凋亡有阻抑

作用, 以二者联合用药的效果尤为理想。
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[ Abstract]  Objective: To compare depression effects of rhubarb aglycone associated thrombolysis using at

different time windows through artery on neurocyte apoptosis and its correlated controlling gene in rats with

thrombus-occluded cerebral ischemia. Method: Rats were randomly divided into sham-operated, model, urokinase

thrombolysis, rhubarb aglycone and associated groups. Rat model of thrombus-occluded cerebral ischemic was du-

plicated through the occlusion of middle cerebral artery by using the embolus of rat autologous blood blot and being

inserted with nylon thread. At the time of 3, 6, 9 h after the operation of cerebral ischemia, rats were underwent
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treatment of thrombolysis by using urokinase through the pipe in internal carotid artery. At 24 h after urokinase

thrombolysis, rats brain were taken, and then brain pathological changes were observed. Immunohistochemical

method was used to detect the brain neurocyte apoptosis ( TUNEL cell number) , and then the expression of Bax,

caspase-3 and Bcl-2 were measured in the study. Result: Compared with sham-operated group, pathological changes

were obvious, TUNEL cell numbers and expression of Bax, Caspase-3 increased in model group, while expression of

Bcl-2 decreased. TUNEL cell numbers in each administration group decreased and expression of Bax, caspase-3 in

6, 9 h groups of administration attenuated, while expression of Bcl-2 up regulated in 6 h groups, these changes ap-

peared more significant in 3 h group than that in 9 h group. In comparison with each simple administration group,

TUNEL cell numbers in association group reduced, and expression of Bax, caspase-3 in 6, 9 h group attenuated,

and expression of Bcl-2 up regulated. Conclusion: Up regulation of expression in promoting apoptosis and down reg-

ulation of expression in inhibiting apoptosis could be caused by injury of cerebral ischemia and the changes became

more obvious following the prolonging of ischemia time. Rhubarb aglycone and thrombolysis could inhibit apoptosis,

but effects of their association appeared more significant. Association of rhubarb aglycone and thrombolysis could in-

hibit apoptosis by up regulating expression of Bax and caspase-3, as well as down regulating expression of Bcl-2.

[ Key words]  cerebral ischemia; rats; thrombolysis; rhubarb aglycone; association; apoptosis

  针对脑缺血半暗带的时间窗进行溶栓是决定治

疗成败的关键因素,抑制缺血半暗带神经细胞凋亡

可减缓梗死灶的扩大、延长脑梗死的时间窗,为进一

步的溶栓治疗赢得机会
[ 1-2 ]
。此外,溶栓可引起神经

细胞凋亡,造成脑组织的再灌注损伤。因此,阻抑神

经细胞凋亡在延长溶栓时间窗和减轻溶栓后再灌注

损伤方面具有重要意义。大黄是脑缺血治疗常用中

药,其乙醚提取物大黄苷元可抑制脑缺血后神经细

胞凋亡,具有抗脑缺血损伤作用
[ 3 -4 ]
。该研究从大黄

苷元联合尿激酶溶栓对脑缺血大鼠神经细胞凋亡及

其凋亡相关基因蛋白表达的影响方面探讨其对脑缺

血损伤的保护作用。

1 材料与方法

1.1 材料 SD大鼠,清洁级, 3～4 月龄, 260 只,雌雄

各半,体重( 300 ±50) g,由河南省实验动物中心提供

(合格证号 410117 号) ;聚乙烯导管( 武进市政平乳胶

制品厂,型号 F2×70,外径 0. 7 mm) ;尼龙线 (日本大

东阳公司,型号 2. 5,内径 0. 285 mm) ;凝血酶(济南军

区生物制品药物研究所, 批号 H41023661) ; 尿激酶

(山东新华制药股份有限公司,批号 05401236) ;大黄

苷元(河南中医学院药物分析学科提供) 。

1.2 分组与处理  大鼠随机分为假手术组、模型

组、用药组;用药组又分为尿激酶溶栓组( 简称溶栓

组)、大黄苷元组和联合组 ( 大黄苷元 +尿激酶组) 。

模型组和用药组大鼠根据脑缺血后干预时间点的不

同分为 3, 6, 9 h 3 组,各组 20 只动物。大鼠均于造

模前 4 d, ig 1 次 / d,大黄苷元组和联合组用大黄苷

元 ig( 用量为 12. 96 mg·kg - 1 ) ,其余均 ig等体积的

生理盐水。脑缺血后不同时间点经导管进行区域动

脉给药,模型组用生理盐水,溶栓组与联合组用尿激

酶,尿激酶用量 5 000 U·kg
- 1
。

1.3 造模及取材 参考改良的 Zhang 法制备自体

血栓结合线栓阻塞大脑中动脉制备血栓栓塞性脑缺

血动物模型
[ 5 ]

,留置导管。区域动脉给药后 24 h冰

盘上取脑,制备标本,待行指标测定。

1.4 观察指标

1.4.1 脑组织病理观察  切取的脑组织用 4% 的

多聚甲醛固定,常规脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、染

色,光镜下观察脑组织病理形态改变,根据受损程度

由轻到重进行分级
[ 6 ]

,观察大鼠例数;病理损伤程度

由轻到重分级( 镜下见出血者均为Ⅳ级) : Ⅰ级 0 ～

25% ,Ⅱ级 26 ～50% ,Ⅲ级 51～75% ,Ⅳ级≥75%。

1.4.2 TUNEL 阳性细胞  免疫组织化学检测;操

作按试剂盒说明进行;梗死灶半暗带区及梗死区分

别取互不重叠的 3 个( 20 ×10)视野,计 TUNEL染色

阳性细胞个数,取其均数,进行统计。

1.4.3 Bax表达 免疫组织化学检测;操作按实际

和说明进行;显微镜计算机彩色图像处理系统观测

Bax蛋白阳性反应产物面积; 免疫组织化学定量计

算公式得出阳性单位( PU) 值。

1.4.4 caspase-3 表达 免疫组化法检测;操作按试

剂盒说明书进行;显微镜计算机彩色图像处理系统
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观测 Bax蛋白阳性反应产物面积;免疫组织化学定

量计算公式得出阳性单位( PU) 值。

1.4.5 Bcl-2表达  免疫组化法检测;操作按试剂

盒说明书进行;显微镜计算机彩色图像处理系统观

测 Bax蛋白阳性反应产物面积;免疫组织化学定量

计算公式得出阳性单位( PU) 值。

1.5 统计学处理 SPSS 11. 0 统计软件处理。等级

资料用秩和检验; 计量资料以 珋x ±s表示,单因素方

差分析统计。显著性水准取α=0. 05。

2 结果

2.1 光镜下病理损伤程度及电镜下变化 模型组各

时间点大鼠脑组织病理损伤均较假手术组明显( P <

0. 01) ;各用药组均较模型组减轻( P <0. 01) ;各组 9 h

均较 3 h损伤明显( P <0. 05) ;联合 3 h和 9 h组较溶

栓组和大黄苷元组损伤减轻( P <0. 05)。见表 1。
表 1 各组大鼠脑组织病理损伤分级比较 ( n = 8)

组别 t/ h

各级病理变化例数 /只

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
秩和

假手术 6 1 1 0 176

模型 3 1 2 5 0 403. 5 1)

6 1 1 5 1 453. 5 1)

9 0 2 4 2 504. 0 1, 4)

溶栓 3 2 4 2 0 303. 0 2)

6 1 4 2 1 378. 5 2, 3)

9 1 3 3 1 403. 5 2, 3, 4)

大黄苷元 3 2 3 3 0 328. 0 2, 3)

6 1 3 3 1 400. 5 2, 3)

9 1 2 4 1 428. 5 2, 3, 4)

联合 3 3 3 2 0 277. 5 2)

6 2 4 2 0 303. 0 2)

9 1 5 1 1 353. 5 2, 3, 4)

  注 : T 代表时间点 ; 与假手术组比较 ; 1) P < 0. 01, 与相应时间点

模型组比较2) P < 0. 01,溶栓组和大黄苷元组与相应时间点联合组比

较3) P < 0. 05, 与同组别 3 h组比较4) P < 0. 01,与同组别 6 h组比较 5)

P < 0. 01( 表 2 ～3 同 ) 。

2.2 TUNEL阳性细胞  模型组各时间点均较假手

术组增多 ( P < 0. 01) ; 各用药组均较模型组减少

( P <0. 01) ;各组 9 h分别较 6 h和 3 h组增多( P <

0. 01, P <0. 05) ;各联合组分别较两单一用药组减少

明显( P <0. 01) 。见表 2。

2.3 Bax表达变化  各模型组均较假手术组增强

( P <0. 01) ;溶栓组和联合组 3 h较模型组表达减弱

( P < 0. 01) ;各组 9 h 较其 6 h 和 3 h 组增强 ( P <

0. 01, P <0. 05) ;联合组较溶栓 9 h和 6 h组、大黄苷

元各时间组减弱( P < 0. 01, P <0. 05)。见表 2。
表 2 各组大鼠脑组织 TUNEL 阳性细胞和 bax

蛋白表达比较 ( 珋x±s)

组别 t / h n
TUNEL

阳性细胞

Bax 表达

/ PU

假手术 8 1. 23 ±0. 14 15. 68 ±2 . 67

模型 3 8 13. 69 ±1. 37 1) 25. 34 ±2 . 26 1)

6 7 20. 85 ±2. 06 1, 4) 28. 94 ±1 . 47 1, 4)

9 7 26. 94 ±1. 97 1, 4, 5) 34. 69 ±3 . 68 1, 4, 5)

溶栓 3 7 7. 36 ±0. 52 2, 3) 18. 01 ±1 . 14 2)

6 8 16. 49 ±1. 28 2, 3, 4) 23. 87 ±1 . 42 2, 3, 4)

9 7 20. 03 ±2. 04 2, 3, 4, 5) 27. 71 ±1 . 54 2, 3, 4, 5)

大黄苷元 3 8 8. 72 ±0. 40 2, 3) 23. 56 ±1 . 54 3)

6 8 16. 29 ±1. 08 2, 3, 4) 30. 12 ±2 . 16 3, 4)

9 7 21. 55 ±1. 03 2, 3, 4, 5) 32. 59 ±1 . 87 2, 3, 4)

联合 3 7 4. 95 ±0. 68 2) 17. 13 ±1 . 72 2)

6 8 10. 57 ±0. 68 2, 4) 21. 69 ±1 . 67 2, 4)

9 8 17. 10 ±0. 77 2, 4, 5) 24. 13 ±1 . 56 2, 4, 5)

2.4 Caspase-3 表达变化  各模型组均较假手术组

增强( P < 0. 01) ;各用药 6 h和 9 h组均较模型组减

弱( P < 0. 01) ;溶栓和大黄苷元 9 h组分别较其 6 h

和 3 h组增强( P <0. 01, P < 0. 05) ;联合组各时间点

分别较两单一用药组减弱。见表 3。
表 3 各组大鼠脑组织 caspase-3和 Bcl-2蛋白表达比较 ( 珋x±s)

组别 t / h n caspase-3 / PU Bcl-2 表达 / PU

假手术 8 5. 34 ±0. 59 18 . 64 ±2. 85

模型 3 8 12. 38 ±1. 24 1) 12 . 27 ±1. 671)

6 7 20. 76 ±1. 36 1, 4) 8 . 34 ±1. 031, 4 )

9 7 25. 92 ±2. 68 1, 4, 5) 4 . 69 ±1. 661, 4 , 5)

溶栓 3 7 9. 25 ±1. 33 2) 15 . 01 ±0. 632)

6 8 15. 64 ±1. 34 2, 4) 11 . 29 ±1. 272, 3 , 4)

9 7 20. 03 ±2. 04 2, 3, 4, 5) 8 . 54 ±1. 262, 3 , 4, 5)

大黄苷元 3 8 11. 27 ±1. 29 11 . 06 ±1. 233)

6 8 17. 58 ±1. 34 3, 4) 7 . 56 ±0. 863, 4 )

9 7 21. 37 ±1. 65 2, 3, 4) 6 . 12 ±1. 042, 3 , 4)

联合 3 7 11. 16 ±2. 13 2) 17 . 12 ±1. 542)

6 8 12. 75 ±2. 45 2) 14 . 03 ±1. 142, 4 )

9 8 14. 97 ±1. 34 2, 4) 11 . 67 ±1. 132, 4 , 5)

2.5 Bcl-2 表达变化 各模型组均较假手术组表达

减弱( P < 0. 01) ; 各溶栓组和联合组均较模型组表

达增强( P < 0. 01) ;溶栓组和联合组 9 h分别较其 6

h和 3 h组增强( P <0. 01) ;联合组分别较溶栓组和

大黄苷元各时间组表达增强( P < 0. 01) 。见表 3。
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3 讨论

脑缺血损伤引起的细胞凋亡 ( apotosis) 受多种

相关基因的调控,是级联式( cascade) 基因表达的结

果
[ 7]
。Bcl-2 是重要的抑凋亡基因,而 bax则促进细

胞凋亡,二者在功能上互相对立。研究表明, Bcl-2

可通过减轻细胞内钙超载、减少自由基生成、抑制脂

质过氧化反应、阻止 cyt-c 释放等机制抑制细胞凋

亡; bax主要通过改变线粒体膜的通透性,增加 cyt-c

释放而诱导细胞凋亡的发生
[ 8 ] ; caspase 是细胞凋亡

机制中特异性细胞内信号传导的关键成分,活化的

caspase-3 可通过水解特异性蛋白底物促进凋亡发

生,被 caspase裂解的蛋白质产物( 同源半胱氨酸蛋

白酶) 参与细胞凋亡信号的启动,故凋亡的最后实施

是通过 caspase的激活来实现
[ 9, 1 0]
。本研究显示,脑

缺血损伤可引起神经细胞凋亡发生,且随缺血时间

延长而明显,大黄苷元和尿激酶溶栓对脑缺血神经

细胞凋亡具有抑制作用,以二者联合的效果尤为显

著;大黄苷元联合溶栓可下调促凋亡基因 bax 和

caspases表达,上调抑凋亡基因 Bcl-2,进而通过抑制

细胞凋亡来发挥脑保护作用。
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