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"基础研究#

乌司他丁对脑缺血再灌注大鼠脑组织中基质金属蛋白酶DC 活性的

影响
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! 曾志磊,
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! 袁/彬!

! 吉四辈!
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摘要!/目的/探讨乌司他丁对脑缺血再灌注大鼠脑组织中基质金属蛋白酶1,"AAa1,#活性的影响$ 方法/采

用随机数字表法将大鼠分为假手术组&模型组和乌司他丁组%每组 ,7 只$ 模型组和乌司他丁组大鼠根据改良 PID

;9NOD线栓法制备大鼠局部脑组织缺血再灌注损伤模型%假手术组大鼠步骤同模型组%但不插入鱼线$ 乌司他丁组大

鼠于再灌注后 6 8RN内腹腔注射乌司他丁"!" """ M)EO

.!

#%每日 ! 次%直至处死为止*模型组大鼠腹腔注射等量生理

盐水%假手术组大鼠不做任何处理$ 各组分别于再灌注后 %&,7&7&&$, < 处死大鼠%通过测定损伤侧脑组织中伊文思

蓝"VC#渗出量来观察血脑屏障"CCC#通透性的改变%采用明胶酶谱法检测损伤侧脑组织中 AAa1, 活性$ 结果/模

型组大鼠各时间点脑组织内VC渗出量均显著高于假手术组"!=">"6#$ 乌司他丁组大鼠再灌注 ,7&7&&$, <时脑组

织内VC渗出量均显著低于模型组"!=">"6#*乌司他丁组和模型组大鼠再灌注 % <时脑组织内VC渗出量比较差异

无统计学意义"!B">"6#$ 乌司他丁组大鼠再灌注 %&,7&7& < 时脑组织内 VC渗出量均显著高于假手术组"!=

">"6#*乌司他丁组和假手术组大鼠再灌注 $, <时脑组织内VC渗出量比较差异无统计学意义"!B">"6#$ 模型组和

乌司他丁组大鼠各时间点脑组织中AAa1, 活性均显著高于假手术组"!=">"6#$ 乌司他丁组大鼠各时间点脑组织

中AAa1, 活性均显著低于模型组"!=">"6#$ 结论/大鼠脑组织缺血再灌注后%乌司他丁可能通过抑制AAa1, 活性

来减轻CCC通透性%从而保护脑组织$

关键词!/脑缺血再灌注损伤*乌司他丁*基质金属蛋白酶1,*血脑屏障
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Z<IG<D89HI]DZR9N O]9UH DZ$, < D[ZI]]IHI][UGR9N "!B">"6##W<IDLZRYRZ*9[AAa1, RN +]DRN ZRGGUI9[]DZGRN Z<I89\I:O]9UH

DN\ Z<IU:RNDGZDZRN O]9UH QDG<RO<I]Z<DN Z<DZRN Z<IG<D89HI]DZR9N O]9UH "!=">"6##W<IDLZRYRZ*9[AAa1, RN +]DRN ZRGGUI
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//脑血管疾病致残率&病死率高%尽早溶栓&重新

恢复血流是重要的治疗措施%但该治疗方法会使患

者出现更严重的再灌注损伤$ 血脑屏障 " +:99\

+]DRN1+D]]RI]%CCC#是否完整在脑缺血再灌注损伤发

生机制中起重要作用$ 有研究表明%乌司他丁"U:R1

NDGZDZRN%MW4#具有脑保护作用'!(

$ 作者之前研究显

示%脑缺血再灌注损伤后基质金属蛋白酶"8DZ]R)

8IZD::9H]9ZIRNDGIG%AAaG#尤其是基质金属蛋白酶1-

"8DZ]R)8IZD::9H]9ZIRNDGI1-%AAa1-#表达增加%乌司

他丁可抑制AAa1- 活性%减轻 CCC破坏%保护脑细

胞',(

%但乌司他丁对 AAa1, 活性的作用仍不明确%

国内外也未见相关报道$ 因此%本研究在之前研究

基础上通过测定损伤侧脑组织中伊文思蓝"IYDNG

+:UI%VC#及AAa1, 含量%进一步研究乌司他丁对脑

组织的保护作用及作用机制$

@A材料与方法

@B@A实验动物/清洁级 @H]DOUI2DQ:I*"@2#雄性

大鼠 $, 只%体质量",$6 j,6# O%由郑州大学实验动

物中心提供%按标准饲料喂养$

@BCA试剂与仪器/明胶"猪皮来源#&VC购自美国

@RO8D公司%乌司他丁 "每支 !" 万 M%国药准字

T!---"!'7#购自广东天普生化医药股份有限公司%

二喹啉甲酸"+RLRNL<9NRNRLDLR\%CF5#蛋白浓度定量

试剂盒购自上海觅拓生物技术公司%预染蛋白质

AD]EI]

$

"蓝色%相对分子质量 !& """ h-7 """#购

自天根生化科技 "北京#有限公司%W]RG1+DGI"0k1

@0!,"%6"" O#购自日本 0DHDN 公司%甲酰胺&聚丙烯

酰胺&双聚丙烯酰胺&十二烷基硫酸钠&过硫酸铵&四

甲基乙二胺&甘氨酸&甘油&W]RZ9N _1!""&C]Rn1'6&考

马斯亮蓝J,6" 均购自美国58]IGL9公司*垂直电泳

仪&制胶架&电泳玻璃板&酶标仪"C431J52A9\I:

%&"#购自美国伯乐生命医学产品有限公司%HT@1'F

型精密酸度计购自上海仪器设备厂%气浴恒温振荡

器购自常州拓兴实验仪器厂$

@BFA实验分组及干预措施/采用随机数字表法将

大鼠分为假手术组&模型组和乌司他丁组%每组 ,7

只$ 模型组和乌司他丁组大鼠根据改进后 PID

;9NOD线栓法制备大鼠局灶性大脑中动脉脑缺血再

灌注损伤模型',(

%具体造模方法为!大鼠给予

!"" O);

.!水合氯醛"按照 '"" 8O)EO

.!

#腹腔注射

麻醉后%将四肢&头部仰卧固定于手术台%碘伏消毒

颈部后切皮%无齿镊钝性分离皮下肌膜&肌肉%充分

暴露左颈总动脉":I[ZL9889N LD]9ZR\ D]ZI]*%;FF5#&

左颈内动脉":I[ZRNZI]ND:LD]9ZR\ D]ZI]*%;4F5#及左颈

外动脉":I[ZI)ZI]ND:LD]9ZR\ D]ZI]*%;VF5#%避免伤及

迷走神经$ 结扎 ;FF5和 ;VF5根部%于 ;FF5分

叉处插入直径 "#,% 88鱼线至大脑中动脉%于深度

!& h," 88处扎紧&固定&局部缝合%阻断血供 , <

后%拔出栓线至;FF5恢复血流达到再灌注%以大鼠

出现右侧肢体瘫痪&行走时向右侧旋转&右上肢屈曲

为造模成功$ 假手术组大鼠步骤同模型组%但不插

入鱼线$ ' 组大鼠于缺血期及再灌注后 , < 内均维

持体温在"'$#" j"#6#e$ 乌司他丁组大鼠于再灌

注后 6 8RN 内腹腔注射乌司他丁"溶于生理盐水%

!" """ M)EO

.!

#%每日 ! 次%直至处死为止*模型组

大鼠腹腔注射等量生理盐水%假手术组大鼠不做任

何处理''(

$ 假手术组大鼠分别于术后 %&,7&7&&$, <

分批处死%模型组和乌司他丁组分别于再灌注后 %&,7&

7&&$, <分批处死大鼠%' 组均每个时间点处死 % 只$

各组大鼠于处死前 '" 8RN 舌下静脉注射 ," 8O);

.!

VC", 8;)EO

.!

#%大鼠全身立刻变蓝*脊椎脱臼法处

死大鼠%立刻经右心室注入生理盐水%至心脏流出清

亮液停止%剪开颅骨取脑组织%梗死侧脑组织呈蓝

染%冰块上去掉额叶&枕叶约 , 88%以蓝染最深处为

中心将左半侧梗死脑组织冠状切为 , 份%枕侧份用

做AAa1, 活性测定%额侧份用做 VC测定%标记后

于.&" e冰箱保存用于后续试验$

@BGA$Q法测定各组大鼠 QQQ通透性/取额侧脑

组织称质量&剪碎后置于离心管%每 !"" 8O脑组织
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加入 ! 8;甲 酰 胺 溶 液% %" e 水 浴 ,7 <%

6 """ ])8RN

.!离心 ," 8RN%取上清液%!" """ ])8RN

.!

离心 !" 8RN%吸取 ,""

!

;上清液%以甲酰胺溶液作

为空白对照管%酶标仪检测 %'" N8波长处吸光度

值%以标准曲线计算 VC渗出量%以 VC渗出量表示

CCC通透性$

@BHA脑组织蛋白提取及浓度测定/取枕侧脑组织

称质量%迅速剪碎置于预冷玻璃匀浆器%每 !"" 8O

脑组织加入 ! 8;匀浆缓冲液和 "#! 8O苯甲基磺酰

氟"H<IN*:8IZ<*:GU:[9N*:[:U9]R\I%aA@i#%低温匀浆%

7 e静置 ," 8RN%7 e&!, """ ])8RN

.!离心," 8RN%

取上清液小管分装 "至少 7"

!

;#%其中 ! 管于

.," e下保存%采用 CF5法测蛋白浓度%其余置于

.&" e冰箱保存备用$

@BIA明胶酶谱法检测损伤测脑组织中 ::LDC 活

性/配制聚丙烯酰胺凝胶%取 ,"

!

;组织上清液与

6 8;6 g上样缓冲液混匀%按照CF5蛋白浓度测定

结果%每孔等蛋白量上样%含 !" 8O);

.!明胶底物&

体积分数为 !"d的聚丙烯酰胺凝胶电泳"!,6 #̀

-" 8RN*将凝胶转移至 ,6 8O);

.!

W]RZ9N _1!"" 溶液

中%震荡洗涤 ' 次","&,"&'" 8RN#%期间双蒸馏水漂

洗%'$ e孵育 $, < 后%凝胶置于染色液中震荡

'" 8RN%脱色液脱色%直至凝胶可以看到蓝色背景下

的透明条带$ 凝胶经扫描后%采用 ?I:1a]95ND:*cI]

生物电泳图像分析系统进行光密度定量$ 以透明条

带的相对光密度值来表示 AAa1, 活性$ 为方便比

较%每次平行加入脑组织胶质瘤细胞上清液或蓝色

预染蛋白8D]EI]作为参照',(

$

@B̂ A统计学处理/应用 @a@@,,#" 软件进行统计

学处理$ 数据以均数j标准差"

$

?j8#表示%多组间

比较采用单因素方差分析%组间两两比较采用 ;@21

'检验%!=">"6 为差异有统计学意义$

CA结果

CB@AF 组大鼠$Q渗出量比较/结果见表 !$ 模型

组大鼠各时间点脑组织内VC渗出量均高于假手术

组"!=">"6#$ 乌司他丁组大鼠再灌注 ,7&7&&$, <

时脑组织内VC渗出量均低于模型组"!=">"6#*乌

司他丁组和模型组大鼠再灌注 % < 时脑组织内 VC

渗出量比较差异无统计学意义"!B">"6#$ 乌司他

丁组大鼠再灌注 %&,7&7& < 时脑组织内 VC渗出量

均高于假手术组"!=">"6#*乌司他丁组和假手术

组大鼠再灌注 $, <时脑组织内VC渗出量比较差异

无统计学意义"!B">"6#$

表 @AF 组大鼠脑组织中$Q渗出量比较

K*7B@A<)4/*0.-),)%$Q&T2+*(.),.,70*.,(.--2&)%0*(-

*4),3 (5&(50&&30)2/- "

$

?j8#

组别 )

VC渗出量("

!

O)O

.!

#

% < ,7 < 7& < $, <

假手术组 % 7#!% j"#!% 7#!- j"#'6 7#,, j"#%- 7#!& j"#$,

模型组 %

$#'& j!#6,

D

!'#6% j!#7'

D

!"#&! j!#7%

D
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CBCAF 组大鼠脑组织中::LDC 活性比较/结果见

表 ,$ 模型组和乌司他丁组大鼠各时间点脑组织中

AAa1, 活性均高于假手术组"!=">"6#$ 乌司他丁

组大鼠各时间点脑组织中 AAa1, 活性均低于模型

组"!=">"6#$
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FA讨论

脑缺血再灌注损伤与 CCC破坏密切相关'7(

$

CCC是具有渗透特异性的屏障%由内皮细胞和微血

管内皮细胞"包括毛细血管和小静脉#&细胞外基质

"I)Z]DLI::U:D]8DZ]R)%VFA#&周细胞&星形胶质细胞

终足之间的紧密连接组成%可防止血液中有害物质

侵入脑内%还可将脑内毒素泵回毛细血管内%调节脑

内能源物质代谢$ 当各种原因造成脑组织缺血%继

而再通灌注后%一方面炎症因子&氧自由基等大量释

放%其对血脑屏障内皮细胞的直接毒性作用可造成

细胞水肿*另一方面细胞壁结构被破坏%造成水分和

大分子物质如血浆蛋白穿越 CCC进入组织间隙%造

成血管源性脑水肿和中枢神经内环境紊乱%进一步

加重再灌注损伤%两者相互作用%形成恶性循环$ 本

研究结果显示%模型组大鼠再灌注 % < 脑组织中 VC

渗出量少量增加%,7 < VC渗出量达高峰%7&&$, <

后VC渗出量有所下降%但各时间点均高于假手术

组$ 表明大鼠脑缺血再灌注后CCC通透性增加%且

CCC通透性变化与缺血后再灌注时间密切相关%与

?4225k等'6(研究结果一致$ 因此%保护 CCC可减

轻脑组织再灌注损伤$

目前认为%CCC的破坏可能与自由基损伤&神

经细胞内钙超载&兴奋性氨基酸细胞毒性&前列腺素

),,$) 新乡医学院学报///////<ZZH!((QQQ#))*)*)+#L98/////////,"," 年/第 '$ 卷



升高&内皮细胞黏附分子表达及蛋白酶激活等多种

因素有关'%(

$ AAaG是一组降解 VFA的锌依赖的

金属蛋白酶%其中一类是明胶酶%包括明胶酶15(

AAa1, 和明胶酶1C(AAa1-%正常情况下以低水平酶

原形式存在%在某些病理情况下%酶原被活化%影响

组织损伤与修复%应用外源性抑制剂可在一定程度

上减轻缺血再灌注损伤'$(

$ k5K?等'&(研究发现%

AAa1, 在脑缺血再灌注后 ' < 内可降解内皮细胞&

周细胞&星形胶质细胞之间的紧密连接蛋白"ZRO<Z

nUNLZR9N H]9ZIRNG%W0aG#如密封蛋白和咬合蛋白%破坏

CCC%应用AAa抑制剂可防止 AAa降解 W0a%表明

AAa1, 与早期脑缺血再灌注后 CCC破坏有关$

S5K?等'-(研究发现%模型组大鼠再灌注 , < 后

AAa1, 表达上调%CCC通透性增加%且具有时间依

赖性*提示 AAa1, 与再灌注早期 CCC的开放导致

出血及水肿有关$ 本研究结果发现% 假手术组大鼠

脑组织中AAa1, 活性较低%脑缺血再灌注后模型组

大鼠 % < 脑内 AAa1, 活性升高%,7 < 达高峰%7&&

$, <后有所下降%进一步说明脑缺血再灌注后 CCC

的破坏与AAa1, 活性有关%且与再灌注时间呈动态

变化$

乌司他丁是一种胰蛋白酶抑制剂%具有抑制炎

症因子释放&减轻自由基损伤&抑制蛋白质分解亢进

等作用%最初主要用于治疗急性胰腺炎&改善休克时

的微循环$ 目前研究发现%其在肝脏&心脏&肾脏&肠

和肺再灌注损伤中具有细胞保护作用%但其对脑组

织缺血再灌注损伤的保护机制尚未完全阐明'!"(

$

以往关于乌司他丁对脑缺血再灌注损伤的研究主要

集中在清除氧自由基对机体的损害'!!(

&减少炎症因

子'!,(

&抑制凋亡'!'(等方面%作者前期研究结果提

示%乌司他丁可能通过抑制 AAa1- 活性减轻 CCC

通透性%从而发挥脑保护作用''(

$ 本研究结果发

现%与模型组比较%乌司他丁组大鼠脑组织内 VC渗

出量明显下降%AAa1, 活性明显降低%提示乌司他

丁可能通过抑制AAa1, 活性减轻CCC通透性$

综上所述%乌司他丁可能通过抑制 AAa1- 及

AAa1, 活性%从而减轻大鼠脑缺血再灌注损伤后

CCC的破坏%进而发挥其脑组织保护作用$ 本研究

为乌司他丁的神经保护作用提供了新的实验依据%

该药有可能成为防治脑血管病的新药$ 但本研究仍

然存在一些问题%比如观察时间短%不能详细地反映

脑缺血再灌注后各项指标的动态变化*此外%定位的

缺血取材区与实际缺血区可能有一定差别$
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