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摘要 目的  探讨葛根素对大鼠脑缺血再灌注损伤后 ƒ 蛋白表达的影响 ∀方法  采用闭夹大脑中动脉后再通造成局部脑缺

血再灌注模型 免疫组化 ≥°法测定 ƒ 表达情况 光镜观察脑组织 ƒ 蛋白阳性细胞数和死亡细胞数 ∀结果  正常对照组

ƒ 阳性细胞数及死亡细胞数明显少于再灌注组 再灌注葛根素组死亡细胞数和 ƒ 阳性细胞数明显少于再灌注对照组 Π均

∀结论  葛根素对大鼠急性脑缺血再灌注损伤具有保护作用 ∀
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  脑血管栓塞进行溶栓治疗或行血管再通术后往往会引

起再灌注损伤 防治脑缺血再灌注损伤是近年来研究的热点

之一 ∀中药葛根中的主要活性成分葛根素 2Β2∆葡萄吡喃

糖 2 . 2二羟基异黄酮 具有扩张脑血管 增加脑血流量 改

善微循环 调节血管内皮细胞功能 抗动脉粥样硬化 抗氧

化 !清除自由基和抑制缺血再灌注损伤 !改善急性血瘀模型

大鼠的血液流变性 ≈ 等作用 对脑缺血缺氧具有保护作用 ∀

目前临床上广泛用于治疗各种心脑缺血性疾病 !视网膜动静

脉阻塞 !突发性耳聋和糖尿病 ≈ 等症 ∀笔者以往的研究发

现 葛根素对急性脑缺血模型大鼠脑细胞损伤具有保护作

用 其机制可能主要通过上调 ≥° 蛋白的表达而实

现 ≈ 2 ∀笔者观察葛根素对大鼠脑缺血再灌注损伤后 ƒ 表

达的影响 探讨葛根素保护神经元和防治脑缺血再灌注损伤

的作用机制 ∀

1  材料和方法

1 1  药物试剂

葛根素注射液 Β 为广东燕塘生物化学药业

有限公司产品 批号 ≤ 由广西壮族自治区

人民医院制剂室提供 批号 水合氯醛溶液由

广西壮族自治区人民医院制剂室提供 批号 ƒ 试剂

及免疫组化试剂盒均购于福州迈新生物技术有限公司 ∀

1 2  动物

• 大鼠 ≥°ƒ级 体重 ∗ 雌雄各半 购于广

西壮族自治区药品检验所 许可证号 ≥≤÷ 桂 2 ∀

1 3  仪器

∏ ≅ 显微镜 石蜡切片机 ∀

1 4  方法

1 4 1  动物模型制备  只大鼠随机分成急性脑缺血再灌

注对照组 再灌注对照组 !急性脑缺血再灌注葛根素干预组

再灌注葛根素组 !正常对照组 每组 只 ∀按文献 ≈ 方法

制备急性脑缺血再灌注模型 首先对大鼠行水合氯醛麻醉

# 后 以电钻等器械小心撬开颅骨 暴露并

闭夹大脑中动脉造成局部特定区域急性脑缺血模型 每组大

鼠以闭夹大脑中动脉侧为缺血侧 另一侧不闭夹作为正常对
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照 正常侧 ∀再灌注葛根素组在缺血前 按 #

腹腔注射葛根素注射液 对照组则按同样方法注射相同

体积的生理盐水 ∀急性脑缺血模型大鼠于缺血侧闭夹大脑

中动脉 脑缺血再灌注模型大鼠于缺血侧均闭夹大脑

中动脉 后开放血管再通 ∀再灌注对照组 !再灌

注葛根素组均取材于缺血再灌注区 正常对照组取材于单纯

行急性脑缺血 后的非缺血侧 正常侧 ∀然后各组迅

速取材 并迅速经 中性甲醛固定 常规脱水 石蜡包埋

∞染色及用免疫组化 ≥°法测定 ƒ 表达情况 ∀

1 4 2  结果判断  ∞染色细胞出现核固缩或核碎裂或核

溶解者判为死亡细胞 每张切片取 个高倍镜视野 倍光

镜 ≅ 不足 个高倍镜视野者统计全部细胞数 计算

死亡细胞数占总细胞数的百分率 取其平均值 ∀免疫组化染

色结果 ƒ 阳性定位于细胞质和细胞膜 阴性不着色 阳性

呈棕黄色 每张切片取 个高倍镜视野 倍光镜 ≅

不足 个高倍镜视野者统计全部细胞数 计算阳性细胞

数占总细胞数的百分率 取平均值 ∀

1 5  统计方法

实验数据输入计算机处理 以 ξ ? σ表示 采用 ≥°≥≥统计

软件对多组间进行方差分析和两两比较 θ检验及相关分析 ∀

2  结果

ƒ 在各组中均有不同程度的表达 见图 ∗ 再灌注

对照组阳性细胞数明显多于再灌注葛根素组和正常对照组

Π均 见表 ∀ ∞切片各组均可见死亡细胞 以再

灌注对照组最明显 再灌注对照组可见灶性坏死及出血 ∀各

组 ƒ 阳性细胞数与死亡细胞数间均无明显相关性 Π

与正常对照组比较 再灌注对照组及再灌注葛根素组

的 ƒ 阳性细胞数与死亡细胞数均明显增多 Π ∀见

表 ∀

表 1  脑缺血再灌注各组 ƒ 表达情况比较 ξ ? σ

Ταβ 1  × ¬ ƒ ∏

∏ ξ ? σ

组  别 剂量 # ν ƒ 阳性细胞百分数

正常对照组 ?

再灌注对照组 ? 3

再灌注葛根素组 ? 3 ϖ

注 与正常对照组比较 3 Π 与再灌注对照组比较 ϖ Π

3 Π √ ∏ ϖ Π √ ∏

∏ ∏

表 2  各组急性脑缺血损伤程度比较 ξ ? σ

Ταβ 2  × ∏2

∏ ∏ ξ ? σ

组  别 剂量 # ν 死亡细胞百分数

正常对照组 ?

再灌注对照组 ? 3

再灌注葛根素组 ? 3 ϖ

注 与正常对照组比较 3 Π 与再灌注对照组比较 ϖ Π

3 Π √ ∏ ϖ Π √ ∏

∏ ∏

图 1  正常对照组 ƒ 染色 部分神经细胞阳性  ≥° ≅

Φιγ 1  ƒ ∏ ≥° ≅

图 2  再灌注对照组 ƒ 染色 部分神经细胞阳性  ≥° ≅

Φιγ 2  ƒ ∏

∏ ≥° ≅

图 3 再灌注葛根素组 ƒ 染色 部分神经细胞阳性  ≥° ≅

Φιγ 3  ƒ ∏ ∏ ≥° ≅

3  讨论

脑缺血可致脑组织损伤 缺血再灌注往往使损伤进一步

加重 其后续损伤与细胞凋亡有关 ∀ ∏ 2 等 ≈ 报

道 脑缺血再灌注可致脑组织损伤 包括神经细胞和血管损

伤 其损伤与组织释放氧自由基 ! 等物质有关 ∀氧自由基

及 既可致细胞坏死 也可致细胞凋亡 ∀有报道 蛋白激

酶 ≤∆ ° ≤∆可诱导脑组织再灌注损伤 ≈ ∀ ° ≤∆可促进各

种细胞的凋亡 包括神经细胞 ≈ 2 ∀细胞凋亡是指有核细胞

在一定条件下通过启动内部死亡机制 按特定的基因程序自

行结束生命的过程 ∀介导细胞凋亡的通路有多条 其中 ƒ

与 ƒ 系统是细胞凋亡中最主要的途径之一 ∀ ƒ 是一种
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细胞表面蛋白分子 其胞内区含有一段长约 ∗ 个氨基

酸序列的死亡结构域 与死亡相关蛋白结合后 激活 ≤ 2

从而引起一系列 ≤ 酶联反应 引起 ⁄ 降解 细胞

凋亡 ∀研究表明 大鼠脑缺血再灌注后 ƒ 表达增强 表明

ƒ 蛋白介导了脑缺血后细胞凋亡的发生 ≈ ∀

本研究表明 缺血再灌注对照组 !再灌注葛根素组的 ƒ

阳性细胞数及死亡细胞数均明显多于正常对照组 再灌注对

照组则明显多于再灌注葛根素组 ∀表明葛根素对急性脑缺

血再灌注所致的脑细胞损伤具有保护作用 其保护作用机制

在急性缺血性损伤及再灌注损伤可能有所不同 ∀对缺血性

损伤的保护作用可能主要通过上调 ≥° 蛋白的表达而实

现的 ≈ 而对脑缺血再灌注损伤的保护作用除上调 ≥°

表达外 还可能与下调 ƒ 蛋白的表达 !减少细胞凋亡有关 ∀

急性脑缺血性损伤主要由于缺血使脑细胞代谢障碍 导

致细胞变性坏死所致 而与 ƒ 蛋白介导的细胞凋亡相关不

大 在再灌注损伤机制中 除了缺血导致脑细胞代谢障碍和

变性坏死途径外 本研究进一步证实其损伤机理可能有 ƒ

蛋白的参与 ∀

本实验结果显示 实验各组 ƒ 阳性细胞数与死亡细胞

数间均无显著相关性 说明了脑缺血再灌注所致的细胞死亡

途径不仅仅是由 ƒ 介导 还有其他途径介导细胞死亡 进

一步说明了损伤机制的复杂性 ∀

实验结果表明 葛根素对急性脑缺血再灌注损伤具有保

护作用 提示通过这一药物干预作用对缺血再灌注后脑神经

细胞损伤的预防 !保护及治疗可能存在一定的应用价值和

前景 ∀
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摘要 目的  探讨复方藤梨根制剂对高转移性人肺癌细胞 ° 的生长及细胞间隙连接蛋白 ≤¬ 表达水平的影响 ∀方法  采

用 ××法体外观察不同浓度复方藤梨根制剂对 ° 细胞的杀伤作用 应用流式细胞仪检测用药后 ° 细胞 ≤¬ 的表达水平 ∀

结果  个浓度的复方藤梨根制剂对 ° 细胞均有杀伤作用 呈剂量依赖关系 ∀与对照组相比 ≤¬ 表达水平逐渐上升 ∀结

论  复方藤梨根制剂对 ° 细胞具有生长抑制作用 其机制可能与上调间隙连接蛋白 ≤¬ 表达水平有关 ∀

关键词 复方藤梨根制剂 高转移性人肺癌细胞 细胞间隙连接蛋白
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Τηε στυδψ οφ τηε εφφεχτ οφΦυφανγ Τενγλιγεν µ ιξτυρε ον Χξ43 εξπρεσσιον ιν λυνγ χανχερ χελλλινε
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