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健脑方对 S H R sP 大鼠卒中后脑神经细胞凋亡的防治作用

王 少杰
’

白 文 王春玲 李红军 高艳斌
`

摘要 日的
:

观察急性脑卒中后大 鼠脑 神经细胞 凋亡的变化 及健脑方 对凋亡 的防治作用
。

方法
:

选择 易卒中型 自发 性高血压

(S H R sP ) 大 鼠制作急性脑卒中动物模型
,

用健脑方干预治疗
,

观察造模前后大鼠神经 系统症状
、

体征及大 鼠海马组 织病理结构

的 改变
,

应用原位 末端脱氧核
一

普酸转移酶 (
’

几 l1’ ) 标记 ( r U N EI
一
) 法

、

免疫组化法及固定化蛋白质印迹 ( w es , 。m lb o t ) 法观察大

鼠造模 及药物 干预前后脑神经细 胞凋亡的改变 结果
:

预防给药组 大鼠卒中发生率 明显低 f 模型组 (井
一 _ 。

.

0 1 )
’

f U N E I 法显

月、模型组棕色颗粒在 3 天后达到高峰
,

应用 健脑方 干预后
.

棕色颗粒表达 明显减 少 ( P < 。
.

()5 )
。

W
e s t e r n

结果显示
。

模型组 b d
-

2
、

l)a
x

、
C a s

aP
s e 3 在卒中后 不同时相较 正常组表达均增加

。

应用健脑方 预防及治疗后均可 使 bc l
一
2 表达升高 (1

,

< 0
.

0 5 或 p <

0
.

01 , , c a s p o s 。 3 表达下降 (尸< 0
.

05 或 尸 < 。
.

0 1 ) ;
b

a x
在预防给药组表达 下降 (尸 < 。

.

()5 或 尸长 。
.

0 1 )
,

与治疗给药组 比较 差异

无 显著性 ( 尸 ) 0
.

0几)
。

结 论
:

健脑方对脑卒中大 鼠有明显的脑保护作用
.

其机制与抑制神经 细胞凋亡 及凋亡 相关信 号的传 导

有关
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脑卒 中是 目前危害人类健康的三大疾病之一
。

我

们选择易卒中型 自发性高血压 (S H R sP )大鼠制作急性

脑卒中动物模型
,

用健脑方于预治疗
,

观察大鼠脑神经

细胞凋亡的变 化及健脑方对凋亡的防治作用
,

现报告

如下
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物及分组
:

选用从美 国 N I H 公司引进的

易卒中型 自发性高血压 (S H R sP )大鼠 55 只 ( 由中国医

北京大学人 民仄 院 中氏科
,

北京市西 城区西直 门南大街 1 1

号 ( 10 0 0 4 4 )

收稿 日期
: 20 0 弓一 () l 一 2 6 ; 修回 日期

:
2 0 0 5一 0 5一 x Z

学科学院阜外医院实验动物科提供
.

雌雄各 半
.

鼠龄 7

周 )
。

实验大鼠随机分为模型组 2 5 只
,

药物 干预组 30

只 ; 模型组按大 鼠发生卒 中后 6 小 时
、

24 小时
、

4 8 小

时
、

3 天
、

7 天分为 5 个时间段
,

每时间段 5 只 ; 药物干

预组 中再随机分为治疗给药 组
、

预防给药组
,

每组各

1 5 只
,

并根据大 鼠卒 中后 6 小时
、

3 天
、

7 天 分为 3 个

时间段
,

每时间段 5 只
。

此外
,

另选 7 周龄正常 W ist ar

大鼠 污只作为正常对照组
。

1
.

2 药物组成及给药方法
:

健脑方由天麻 1 59
、

桅 子

1 5 9
、

板蓝根 1 59
、

川芍 1 09 组成
,

按常规煎煮法提取上

清液
,

4 C 冰箱保存待用
。

药物浓度按人与大 鼠体表面

DOI : 10. 13288 /j . 11 -2166 /r . 2005. 12. 037
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积公式计算 出大鼠生药量 6
.

49 / k g 体重泣`口
,

再核算成

溶液灌 胃
,

每次喂药量为 2m l
,

每天两次
。

1
.

3 造模
:

模型组及药物 干预组大 鼠均喂 4 % N a CI

饲料并饮用 1% 的盐水
,

治疗 给药组 同时用 中药健脑

方灌 胃
。

盐负荷饮食喂养至第 2 周时用尾套法 ( 中日友

好医 院生产的尾压仪 )测量大鼠收缩压
,

当收缩压超过

1 8 o m m H g 后 观察大 鼠有 无脑卒 中的各 项指标 并 记

录
。

大鼠发生卒中后即停止盐负荷改用普通水喂养
。

预

防给药组大 鼠发生卒中后即予健脑方灌 胃
。

根据大鼠

神经 系统症状体征评分标准并按各个时间段处死动

物
。

第 12 周结束实验
,

统一处死未卒 中动物
一
2丁

。

1
.

4 研究方法

1一屯
.

1 大 鼠神经系统症状体征评分标准
:

采用 日本永

冈明伸等的脑卒 中症状体征评分标准叹
。

O 分
:

正常 ; 1

分
:

运动量轻度减少
,

或轻度兴奋 ; 2 分
:

运动量明显减

少
,

或激惹性亢进 ; 3 分
:

不 能行走
,

忧郁性症状 (体卧

不动 ) ; 4 分
:

不能站立
,

体肢麻痹 (瘫痪 )或任何一侧体

肢瘫痪
。

每 日上午 9 时及下午 3 时对大 鼠进行评分 (用

恫吓的方式查看反应和活动能力 )
、

称重
、

记录
。

当日平

均积分达到 2 分以上即可判定大 鼠己发生卒 中川
。

以

3 天评分 的平均值评价脑卒中症状及体征变化程度
。

1
.

4
.

2 大 鼠脑组织病理改变
:

观察结束后
,

每组动物

随即常规制作石蜡切片
,

H E 染色
。

1
.

4
.

3 原 位 末 端脱 氧 核 昔 酸 转移 酶 ( T d T ) 标 记

( T U N E I
J

)法进行细胞凋亡的检测
。

1
.

4
.

4 免疫组织化学染色 (S P )法
:

每组 动物随即常

规制作石蜡切片及冰冻切片
,

3 % H
:
0

:

灭活内源性酶
,

分别与一抗
e a s p a s e 3

、

b e l
一

艺
、

b a x
抗体 ( l

: 10 0 稀释
,

美

国 S a n t a C r u z 公司 )
、

生物素标记 Ig G 二抗 ( 1
: 4 0 0 稀

释
,

中山公 司 ) 及辣 根过氧化物酶 ( H R P )标记 的链霉

素 亲和素复合物 ( 1
: 4 00 稀释

,

中山公 司 )孵育
,

D A B

显色
,

苏木素复染
,

封片观察
。

1
.

4
.

5 固定化蛋白印迹 (W
e s t e r n b l o t )法

:

参照 S a n t a

C ur z 公司提供的蛋白提取方法
,

应用裂解缓冲液分别

裂解脑组织得到总蛋白
。

以牛血清蛋 白 (B S A )作为标

准品
,

根据蛋 白定量试剂盒 (美 国 iB o 一

R ad 公 司 ) 手册

绘制蛋白定量标准曲线
,

于分光光度计 S OOn m 下测吸

光值
,

计算出提取液的蛋 白浓度
。

取总蛋 白 5 。拼g
,

10 %

聚丙烯酞胺凝胶电泳分离后 电转移到 N C 膜 上
,

封闭

后
.

加入一抗 c a s p a s e 3
、

b e l
一

2
、

b a x 抗 体 ( S a n t a C r u z 公

司 )
,

工作浓度 1 : 2 0 0
,

辣根过 氧化物酶结合 的二抗

(英 国 A m e r s
h a m 公司 )

,

工作浓度 l , 2 0 0 0
,

用 E C L 化

学发光试剂盒 ( A m er hs a m 公司 )检测杂交信号
。

1
.

5 图像分析与统计方法
:
H E 染色切片直接在光镜

下观察
,

并在 10 又 40 倍视野下进行 T U N IE
一

计数
,

取

每张切片中区 域相互不重叠的 4 个视野
.

计算其 中阳

性细胞总数
,

实验数据以均值挂
: 标准差 (

、

子士
, ) 表示

.

统

计 分 析 采 用 z 检 验
。

W
o s t。

、

r n b l o t 结 果 用

P h o s p h o l m a g e r 图像分析仪 (美 国 M o le e u la r D y n a m i e s

公 司 )测定条带的吸光度 ( A 值 )
,

以 A 值代表蛋 白的

相对表达量
,

实验结果以 王士 s 表示
,

应用 S P S S 1 0
.

。

统计学软件
,

采用方差分析及组间多重比较分析
。

2 结果

2
.

1 各组大鼠卒中发生率及神经系统 症状体征积分

比较
:

表 1示
,

模型组有 2 只大 鼠
、

预防给药组有 1 只

大 鼠意外死亡 ; 发生卒中大鼠的症状轻重程度不等
,

轻

者出现运动减少
、

易激惹
,

重者出现行走转圈或不 能站

立
、

身体向一侧倾倒
、

完全偏瘫
、

抽搐或大便失禁等
。

预

防给药组大鼠卒中发生率明显低于模型组 与治疗给药

组 (均 P < 。
.

01 )
,

治疗给药组与 预防给药组大 鼠神经

系统症状体征积分明显低于模型组 (均 尸 < 0
.

01 )
.

且

预防给药组疗效优于治疗给药组 (尸 < .0 0 1 )
。

表 1 各组 大鼠卒中发生率及神经系统症状体征积分变化比较

组别

模 型组

治疗 给药组

预防给药组

卒中大 鼠

数 (只 )

大 鼠总数
(只 )

卒中发生

率 ( % )

{:
::

8 2
.

6 1

8 6
.

6 7

4 艺
.

8 6

积分 (分
,

牙士 、 )

2
.

8 7士 0
.

1 6

2
.

1 9士 0
.

0 9

2
.

0 8土 0
.

0 8 广

与模 型组比较
, *

P < 。
.

01 ; 与治疗 给药组 比较
,

△ P < 。
.

01

2
.

2 H E 染 色结果
:

正常大 鼠神经细胞 体呈圆 形
,

核

大
,

核膜清晰
,

核仁明显
。

神经细胞数 目多且紧密
、

整

齐
,

神经细胞结构和分布正常
,

神经纤维走向规则
。

模

型 6 小时
、

24 小时
、

48 小时
、

3 天组大鼠可见局灶性出

血坏死
,

神经元数 目减少
,

神经纤维走 向紊乱
。

7 天组

不仅可见出血 及梗死灶
,

还可见胶质细胞增生活跃
。

2
.

3 T U N E I
,

染色结果
:

光镜下 可见染 色 为棕色的细

胞 为凋亡细胞
,

阳性细胞主要分布在海马
、

皮层区
。

凋

亡 细胞在卒中发生 6 小时即出现
,

随时间延长凋 亡细

胞 逐渐增多
,

并在 3 天时达到高峰
,

以 后逐渐减少
,

7

天后凋亡细胞基本消失
。

表 2 示
,

预防给药组卒 中 3 天

后 阳性细胞数 明显低于同期模型组 (尸 < 0
.

05 )
。

表 2 药物干预前后大鼠 T U N IE
J

阳性细胞计数 (个
,

厉士、
)

组别 卒中后 6 小时 卒 中后 3 天 卒中后 7 天

模型组 1 4
.

5 0士 8
.

5 3 ( 5 ) 4 9
.

8 3士 2 2
.

8 2 ( 5 ) 1 8
.

83士 1 1
.

2 3 ( 4 )

治疗给药组 1 2
.

3 3士 1 2
.

9 8 ( 5 ) 3 0
.

0 0士 1 5
.

67 ( 5 ) 7
.

00士 1 1
.

37 ( 5 )

预防给药组 9
.

5 0土 4
.

0 4 ( 5 ) 2 0
.

0 0 几上7一 3
’

( 5 ) ] 1
.

5 ( )士 9
.

66 ( 4 )

与同期模型组比较
, ,
尸 < 0

.

05 ;括 号内为大 鼠数

2
.

4 免疫组化法染色结果
: e a s p a s e 3

、

b e l
一

2
、

b a x 的阳

性表达部位 (棕色颗粒 )均在胞浆和胞膜
。

其中 b d
一

2在



J
`

r C M
.

I ) e e
.

2 0 0 5
,

V o
l

.

4 6
,

N ( )
.

] 2

表 3 各组大 鼠不同时间段 cb l
一

2

组别 时间 b
e
l
一

2

气

模 型组 6 小时 1 7 19 魂, 士 1 2 3 2 2 ( 5 )

3天 ` 2 3 0 3一。士 7 5 0 5 ( 5 )

7天 1 7 7 0 9 9士 9 6 3 2 ( 4 )

治疗给药组 6 小时 2 1 7 4 0连上 8 0 4 4 ( 5 )

3 天 3门2 2 4 6士 5 8 6 7 ( 5 )
`

7天 3 t 2 9 8 9士 5 4 3 9 ( 5 )
“ ’

预防给药组 6小时 2 3 1 8 8 5士 1 2 6 4 7 ( 5 )
*

3天 3 3 5 7 8 1士 6 6 9 4 ( 5 )
补 资

7 天 4 1 1 6 3 9士 8 4 8 5 ( 4 )
说

e a s p a s e 3灰度值变化比较` 士 ,
)

c ` l s P芝ts e 3

7 17 0 2士 6 6 8 9 ( 5 )

10 8 7 8士 7 7 4 3 ( 5 )

64 6 17土 8 0 4 5 ( 4 )

6 16 4 9丁 9 9 0 4 ( 5 )

97 1 72士 6 6 57 ( 5 )

3 8 5 8 7士 74 3 7〔5 )

92 5 0 5士 3 5 8 9 ( 5 )
矢

64 7 4 3士 63 0 3 ( 5 )
河

6岛7 7 ( )士 8 14 9 ( 4 )
、 资

1 2 3 9 4 8士 l ( ) 2 2 3 ( 5 )

1 7 5 0 3 2士 9 9 5 6 ( 5 )

1 5 7 2 0 8士 5 5 4 5 ( 4 )

1 0 4 6 4 6土 7 5 2 1 ( 5 )

5 6 6 6 3士 4
「

13 2 ( 5 )
甘

12 4 3 1 1士 8 0 9滩〔5 )
井

7 3 2 4 9士 6 8 4 0 ( 5 )
怪

5 4 4 1 9士 7 5 6 7 ( 5 )
漪 份

1 1 4 2 1 0士 ] 0 2 7 5 ( 4 )
苦

与同时间模 型组比较
, * 尸< 。

.

( ) 5 , , ,
P < 0

.

01 ;括号 内为大 鼠数

正常组大鼠神经元细胞可见少量表达
,

卒 中后 6 小 时

表达有所增加
,

3一 7 天时达到高峰
,

主要 阳性部位是

c as p as e 3 细胞 ; 预防给药组表达高于治疗给药组
,

治疗

给药组 表达高 于模 型组
; ba x 在正常对照组大 鼠神经

元细胞可见表达
,

发生卒 中后 24 一 48 小时 即达 到高

峰
,

第 7 天表达有所下降
; 而治疗给药组

、

预防给药组

表达较模型组减轻
,

但两组间差异无显著性
; ca sP as

e 3

在卒 中后 4 8 小时表达有所增加
,

3 ~ 7 天时达到高峰
,

而治疗给药组
、

预防给药组表达较模型组略减轻
,

但组

间差异无显著性
。

2
.

5 W es t e r n bl ot 法测定结果
:

表 3 示
,

应用健脑方干

预后
,

预防给药组
、

治疗给药组均可使 bc l
一

2 表达升高

( P < 0
.

0 5 或 P < 0
.

0 1 )
, e a s p a s e 3 表达下 降 ( P < 0

.

0 5

或 尸 < 。
.

01 ) ; 而 b ax 仅在预防给药组 表达下降 ( P <

0
.

05 或 P < 0
.

0 1 )
,

治疗组无明显变化 (尸 > 0
.

0 5 )
,

这

可能与治疗用药时间较短有关
。

3 讨论

本研究选择 S H R sP 大鼠制作急性脑卒 中动物模

型
,

并用健脑方干预治疗
,

发现应用健脑方后可明显降

低 S H R sP 大 鼠卒 中发生率 ( P < 0
.

01 ) ;
无论预 防给药

组或治疗给药组
,

其神经系统症状体征积分均 明显低

于模 型组
; 应用健脑方干预后

,

T U N E L 法显示大 鼠脑

组织棕色颗粒表达明显低于同期模型组 ( P < 0
.

05 )
,

同时
e a s p a s e 3 表达亦下 降

; 正常脑组织有 b e l
一

2 和 b a x

的散在微弱表达
。

脑卒中发生后 bc l
一

2 表达增加
,

表达

较强的细胞形态接近正常
,

损伤较轻
。

ba x 蛋白表达于

卒中后 4 8 小时达到高峰
,

表达较强的细胞形态变化较

大
,

损伤较重
。

cb 卜2 可防止或减少脑卒中所致的细胞

凋亡的发生发展
,

但 cb l
一

2 抗细胞凋亡作用是有限的
,

如果依然未能挽救凋亡的细胞
,

则启动 ba
x 基因表达

,

加速细胞的死亡
。

本研究显示
,

应用健脑方预防及治疗

后均可使 bc l
一

2 表达升高 ( P < 0
.

05 或 P < 0
.

01 )
,

b ax

在 预防给药组表达下降 ( p < 0
.

05 或 尸 < 0
.

0 1 )
,

治疗

给药组则无明显下降 (尸> 。
.

05 )
,

说明健脑方 是通过

调节 cb 卜2 家族蛋 白而调节细胞凋亡进程的
。

中医学认 为
,

中风主要在于患者素体气血不足或

肝 肾阴亏
,

加之忧思恼怒
、

饮酒饱食
、

房劳过度或外邪

侵袭
,

致使肝阳暴张
,

阳化风动
,

气随血逆
,

内风时起
,

内风挟痰挟火
,

横窜经络
,

蒙蔽清窍
,

因此风
、

火
、

痰
、

痕

是 中风急性期的主要病理 改变
。

健脑方主要由天麻
、

桅

子
、

板蓝根
、

川芍组成
,

具有清热解毒
、

祛风活血之功
。

其 中川芍含力I芍内脂
、

力}芍酚和生物碱川芍嗦等成分
,

特别是生物碱 中含有钙离子拮抗剂
,

能明显抑制高血

压大 鼠血管平滑肌钙离子内流
,

并对血管内皮具有保

护作用川
。

天麻为平肝熄风药
,

其化学成分香英兰醛
、

香荚兰醇和天麻素等可增加大鼠和兔的脑血流量
,

降

低脑血管阻力
。

该药还可能通过影响凋亡基 因的表达
,

进而抑制细胞 的死亡川
。

板蓝根
、

桅子为清热解毒药
,

对再灌注损伤的神 经细胞具有明显的保 护作用川
,

与

天麻
、

川芍等祛风活血药组合
,

对不同时相 的 bc l
一

2 表

达均呈增加趋势
。

既往的研究提示
,

中药的神经元保护

作用可能是通过清除自由基
、

抗炎
、

拮抗钙超载以及调

节细胞凋亡等共同作用实现的
,

本实验表明
,

中药对凋

亡的调控作用主要是通过调节凋亡相关蛋白的表达而

实现的
,

从而为中药预防治疗脑卒中提供理论依据
。
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