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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$% 活性和

细胞外基质表达的影响
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"!#新乡医学院第一附属医院神经内科1河南省老年性痴呆神经修复国际联合实验室%河南1卫辉1./'!""',#郑州
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摘要!1目的1观察乌司他丁"H[?#对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑组织中基质金属蛋白酶30"RRa30#活性&细胞

外基质成分层粘连蛋白"CA#和
&

型胶原"K;7

&

#表达的影响$ 方法1采用随机数字表法将 $, 只无特定病原级雄性

PUE5WDZ=5Y7Z*大鼠分为假手术组&模型组和H[?组%每组 ,. 只$ 模型组和 H[?组大鼠采用改进的 XZ5C;VW5线栓法

制备局部脑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$ 缺血 , L后进行再灌注$ H[?组大鼠

于再灌注 / 46V内腹腔注射H[?"!" FH*FW

-!

#%每日 ! 次%直至处死为止'模型组大鼠腹腔注射等体积的生理盐水%

假手术组大鼠不给予任何干预措施$ 各组大鼠分别于缺血 , L再灌注 %&,.&.&&$, L处死大鼠$ 采用明胶酶谱法测定

大鼠缺血侧脑组织中RRa30 活性%酶联免疫吸附法检测脑组织中CA和 K;7

&

水平$ 结果1模型组和 H[?组各时间

点大鼠脑组织中RRa30 活性均显著高于假手术组"!M"#"/#%H[?组各时间点大鼠脑组织中RRa30 活性均显著低于

模型组"!M"#"/#'模型组和H[?组各时间点大鼠脑组织中 CA和 K;7

&

水平均显著低于假手术组"!M"#"/#$ H[?

组大鼠脑组织中CA和K;7?J水平均显著高于模型组"!M"#"/#$ 结论1H[?可抑制大鼠脑缺血再灌注后脑组织中

RRa30 活性%减少CA和K;7

&

的降解%从而减轻血脑屏障破坏%发挥脑组织保护作用$

关键词!1乌司他丁'脑缺血再灌注'基质金属蛋白酶30'层粘连蛋白'

&

型胶原'明胶酶谱
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=51,6.+,!1"5>*+,2?*1[;;+]ZE\ZGLZẐ̂Z:G;̂D76V5]G5G6V "H[?# ;V GLZ5:G6\6G*;̂45GE6)4ZG577;UE;GZ6V5]Z30 "RRa30#

5V_ GLZZ)UEZ]]6;V ;̂Z)GE5:Z77D75E45GE6):;4U;VZVG7546V6V "CA# 5V_ G*UZ?J:;775WZV "K;7

&

# 6V +E56V G6]]DZ];̂E5G]Y6GL
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&
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11超早期溶栓恢复缺血半暗带血流是急性缺血性

脑卒中最有效的治疗方法%但随之可能出现的再灌

注损伤可使病情恶化(!)

%因此%减轻和改善脑缺血

后的继发性脑损伤是目前的研究热点$ 研究表明%

缺血性脑卒中患者脑缺血再灌注损伤后血浆中基质

金属蛋白酶"45GE6)4ZG577;UE;GZ6V5]Z%RRa#30 表达

增加(,)

$ RRa30 的作用底物层粘连蛋白"7546V6V%

CA#和
&

型胶原":;775WZV ?J%K;7

&

#是构成血脑屏

障" +7;;_ +E56V3+5EE6ZE%ddd# 基底膜细胞外基质

"Z)GE5:Z77D75E45GE6)%2KR#的主要成分%其随缺血再

灌注时间延长表达下降%与 ddd损伤密切相关(')

$

作者前期研究发现%乌司他丁"D76V5]G5G6V%H[?#可保

护ddd完整性%发挥脑保护作用%但具体机制尚不

清楚(.)

$ 因此%本实验在前期研究基础上%观察 H[?

对缺血再灌注损伤大鼠脑组织中 RRa30 活性及

2KR中CA&K;7

&

水平的影响%以深入探讨 H[?对

脑组织保护可能的分子生物学机制$

EF材料与方法

EGEF实验动物1同批次健康无特定病原级雄性

PUE5WDZ=5Y7Z*大鼠 $, 只%' i. 月龄%体质量 ,/" i

'"" W%由郑州大学实验动物中心提供%许可证号!

PK̀ I"豫#,"!"3""",$

EG&F主要试剂1明胶"猪皮来源#购自美国 P6W45

公司%H[?购自广东天普生化医药股份有限公司%二

喹啉甲酸"+6:6V:L;V6V6:5:6_%dKB#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

R5EFZE

'

购自北京天根生物技术公司%大鼠 CA和

K;7

&

酶联免疫吸附试验"ZVc*4Z76VFZ_ 644DV;];E3

+ZVG5]]5*%2CBPB#试剂盒购自上海森雄生物公司$

酶标仪购自美国伯乐生命医学产品有限公司$

EG'F实验方法

EG'GEF实验分组及干预措施1将 $, 只大鼠按随机

数字表法分为假手术组&模型组和 H[?组%每组 ,.

只$ 模型组和H[?组大鼠根据改进的 XZ5C;VW5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!以 !"" W*C

-!水合氯醛

"'"" 4W*FW

-!

#腹腔注射麻醉大鼠%四肢&头部仰

卧固定于手术台%碘附常规消毒颈部后切皮%无齿镊

钝性分离皮下肌膜&肌肉%充分暴露左颈总动脉"7ẐG

:;44;V :5E;G6_ 5EGZE*%CKKB#&左颈内动脉及左颈外

动脉%避免伤及迷走神经$ 结扎 CKKB及左颈外动

脉根部%于 CKKB分叉处插入直径为 "#,% 44的鱼

线至大脑中动脉%于深度 !& i," 44处扎紧&固定&

局部缝合%阻断血供 , L 后拔出栓线至 CKKB恢复

血流达到再灌注$ 注意在缺血期和再灌注后 , L 内

均维持体温在"'$#" k"#/#g$ 选择苏醒后右侧肢

体瘫痪&行走时向右侧旋转&右上肢屈曲的大鼠继续

实验$ 假手术组步骤同模型组%但不插入鱼线$

H[?组大鼠于再灌注 / 46V 内腹腔注射 H[?

"!" FH*FW

-!

#%每日 ! 次%直至处死为止'模型组

大鼠则腹腔注射等体积的生理盐水%假手术组不给

予任何干预措施(.)

$

EG'G&F脑组织标本采集1各组大鼠分别于再灌注

%&,.&.&&$, L%采用脊椎脱臼法处死大鼠"每个时间

点每组 % 只大鼠#%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

组织迅速于冰块上去掉额叶&枕叶约 , 44%标记后

置于-&" g冰箱贮存备用$

EG'G' F脑组织蛋白提取及浓度测定1脑组织标本

分别测定重量%迅速剪碎置于预冷玻璃匀浆器%

!"" 4W脑组织加入 ! 4C匀浆缓冲液和 "#! 4W苯

甲基磺酰氟 " ULZV*74ZGL*7]D7̂;V*7̂7D;E6_Z%aRPe#%

低温匀浆%静置 ," 46V%离心 ," 46V%取组织上清液

小管分装"至少 ."

!

C#%留 ! 管置 -," g下保存%

用dKB法测定蛋白浓度"按照试剂盒说明书操作步

骤进行#%余-&" g保存备用$

EG'GYF明胶酶谱法检测各组大鼠脑组织中@@W$%

活性1配制含明胶"!" 4W*C

-!

#底物的体积分数

!"f聚丙烯酰胺凝胶%取 ,"

!

C组织上清液与 / 4C

上样缓冲液 " / h# 混匀%等蛋白量上样&电泳

"!,/ J%0" 46V#'将凝胶转移至 ,/ 4W*C

-!

[E6G;V3

!̀"" 溶液中%震荡洗涤 ' 次","&,"&'" 46V#%期间

双蒸馏水漂洗%'$ g孵育 $, L 后%将凝胶置于染色

液中震荡 '" 46V%脱色液脱色%直至凝胶可以看到蓝

色背景下的目标透明条带 RRa30$ 扫描凝胶后%采

用QZ73aE;BV57*cZE生物电泳图像分析系统进行吸

光度定量%结果以透明条带的吸光度值表示$ 为方

便比较%每次平行上样RRa30 标准品和蓝色预染蛋

白45EFZE作为参照(.)

$

EG'GOF(I#X=法检测各组大鼠脑组织中 IU和

B-9

"

水平1取组织上清液标本%采用 2C?PB法检

测各组大鼠脑组织中CA和K;7

&

含量%严格按照试

剂盒说明书进行操作%酶标仪检测./" V4波长处吸

光度值%建立标准曲线%依据样品吸光度值计算 CA

和K;7

&

水平$
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EGYF统计学处理1应用 PaPP,,#" 软件进行统计学

分析%计量资料以均数k标准差"

#

?k2#表示%多组间

比较采用单因素方差分析%组间两两比较采用最小显

著性差异法'检验%!M"#"/为差异有统计学意义$

&F结果

&GEF' 组大鼠脑组织中@@W$% 活性比较1结果见

表 !$ 假手术组大鼠脑组织中 RRa30 活性在各时

间点间差异无统计学意义"8j"#.!$%!O"#"/#$

模型组和H[?组大鼠脑组织缺血再灌注 ,.&.&&$, L

时脑组织中RRa30 活性均高于 % L 时%差异有统计

学意义"!M"#"/#$ 模型组大鼠脑组织缺血再灌注

.& L和 $, L 时脑组织中 RRa30 活性高于 ,. L 时%

差异有统计学意义"!M"#"/#$ 模型组大鼠脑组织

缺血再灌注 $, L 时脑组织中RRa30 活性低于 .& L

时"!M"#"/#$ 与假手术组各时间点比较%模型组

和H[?组大鼠脑组织中RRa30活性均升高%差异有

统计学意义"!M"#"/#$ 与模型组各时间点比较%

H[?组大鼠脑组织中 RRa30 活性均降低%差异有统

计学意义"!M"#"/#$

表 EF' 组大鼠脑组织中@@W$% 活性比较

S.5GEFB-3:.621-0-),4*@@W$% .+,2?2,7 2056.20,211;*

-)6.,1.3-0R ,4*,46**R6-;:1 "

#

?k2#

组别
RRa30活性"吸光度值#

% L ,. L .& L $, L

假手术组 "#!,! k"#"/, "#!,% k"#"!' "#!'0 k"#"!$ "#!'/ k"#",$

模型组
!#&./ k"#',,

5

%#//, k"#/,.

5:

%#&,' k"#'/!

5:_

/#$,' k"#!.,

5:_Z

H[?组
!#!%% k"#!'0

5+

/#"%$ k"#/"0

5+:

/#"0/ k"#'.&

5+:

/#!!' k"#!."

5+:

11注!与假手术组比较5

!M"#"/'与模型组比较+

!M"#"/'与同组

% L比较:

!M"#"/'与同组 ,. L 比较_

!M"#"/'与同组 .& L 比较Z

!M

"#"/$

&G&F' 组大鼠脑组织中 IU水平比较1结果见表

,$ 假手术组大鼠脑组织中 CA水平在各时间点间

比较差异无统计学意义"8j"#'$,%!O"#"/#$ 模

型组和 H[?组大鼠脑组织缺血再灌注 ,.&.&&$, L

时脑组织中CA水平均低于 % L%差异有统计学意义

"!M"#"/#$ 模型组大鼠脑组织缺血再灌注 .& L

和 $, L时脑组织中 CA水平均低于 ,. L%差异有统

计学意义"!M"#"/#$ 模型组大鼠脑组织缺血再灌

注 $, L时脑组织中 CA水平低于 .& L%差异有统计

学意义"!M"#"/#$ H[?组大鼠脑组织缺血再灌注

.& L时脑组织中 CA水平高于 ,. L%差异有统计学

意义"!M"#"/#$ H[?组大鼠脑组织缺血再灌注 $, L

时脑组织中CA水平低于.& L%差异有统计学意义"!M

"#"/#$ 与假手术组各时间点相比%模型组和H[?组大

鼠脑组织中CA水平均降低%差异有统计学意义"!M

"#"/#$ 与模型组各时间点相比%H[?组大鼠脑组织中

CA水平均显著增加%差异有统计学意义"!M"#"/#$

表 &F' 组大鼠脑组织中IU水平比较
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#
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!
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-!

#
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模型组
,"#//. k"#/0!

5
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5:_

!/#%"0 k"#/!0

5:_Z

H[?组
,!#!&% k"#"/'

5+

!0#"0% k"#!0&

5+:

!0#!,! k"#!"%
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!0#"'! k"#./'

5+:Z

11注!与假手术组比较5

!M"#"/'与模型组比较+

!M"#"/'与同组

% L比较:

!M"#"/'与同组 ,. L比较_

!M"#"/%与同组 .& L比较Z

!M

"#"/$

&G'F' 组大鼠脑组织中 B-9

"

水平比较1结果见

表 '$ 假手术组大鼠脑组织中 K;7

&

水平各时间点

间比较差异无统计学意义"8j"#%$$%!O"#"/#$

模型组和H[?组大鼠脑组织缺血再灌注 ,.&.&&$, L

时脑组织中K;7

&

水平均低于 % L%差异有统计学意

义"!M"#"/#$ 模型组和H[?组大鼠脑组织缺血再

灌注.& L和 $, L 时脑组织中 K;7

&

水平均低于

,. L%差异有统计学意义"!M"#"/#$ 模型组和H[?

组大鼠脑组织缺血再灌注 $, L 时脑组织中 K;7

&

水平均低于 .& L%差异有统计学意义"!M"#"/#$

与假手术组各时间点相比%模型组和 H[?组大鼠脑

组织中K;7

&

水平均降低%差异有统计学意义"!M

"#"/#$ 与模型组各时间点相比%H[?组大鼠脑组织

中K;7

&

水平均升高%差异有统计学意义"!M"#"/#$

表 'F各组大鼠脑组织中B-9

"

水平比较
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!M"#"/'与同组 .& L比较Z

!M
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'F讨论

脑缺血再灌注损伤与基底膜成分降解&微血管

结构受损有关%使ddd遭到破坏(')

$ ddd是位于中

枢神经组织和血液之间具有渗透特异性的屏障%由

微血管内皮细胞&2KR和星形胶质细胞终足紧密连

接组成'CA和K;7

&

是2KR的主要成分%在特定位

点两者结合形成复杂立体结构%对内皮细胞壁提供

结构支持%维持 ddd的完整性(%)

$ @BRBAA等($)

研究发现%猿脑缺血再灌注 ,. L 后%CA和 K;7

&

的

表达均明显降低%基底膜抗原也同步消失%说明脑缺

血再灌注后存在脑微血管壁损坏$ 因此%寻找抑制

CA和 K;7

&

降解的方法%以维持 ddd的稳定结构

和正常功能%可保护脑细胞(&)

$
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RRa]是一组降解 2KR的锌离子依赖性蛋白

酶%研究发现%脑缺血再灌注后由于各种因素如炎症

介质肿瘤坏死因子3

#

&白细胞介素3!

"

&氧自由基等

的刺激%使RRa30 表达增加%而RRa30 与ddd通透

性密切相关(0)

'@BRBAA等($)和 QH等(!")研究认

为%RRa30 可降解血管基底膜的2KR%主要是CA和

K;7

&

%导致二次损伤的发生$ 本研究发现%模型组

RRa30 活性于缺血再灌注 ,. L开始升高%.& L达高

峰%$, L有所下降%这与ddd的二次开放时间一致%

证实RRa30 参与 ddd通透性的破坏'模型组大鼠

脑组织中各时间点 CA和 K;7

&

的含量均较假手术

组明显下降%于再灌注后 ,. L%CA和 K;7

&

的含量

均开始降低%且随再灌注时间延长持续减少%表明缺

血再灌注后 CA和 K;7

&

表达减少%这与 RRa30 活

性变化相反$ 以上结果提示%脑缺血再灌注后%

RRa30 表达增加%进而降解基底膜 2KR的 CA和

K;7

&

%使微血管壁结构受损%ddd通透性增加%血

液成分外渗%继发血管源性水肿和内环境紊乱%进而

加重再灌注损伤$

H[?是具有蛋白酶抑制作用的一种糖蛋白%其

具有抑制炎性因子释放&减轻自由基损伤&抑制蛋白

质分解等药理作用$ H[?不仅用于早期急性胰腺炎

治疗%还可用于休克期间改善微循环状态(!!)

$ 目前

研究发现%H[?在肝脏&心脏等多种脏器缺血再灌注

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(!,)

$ K@2A等(!')

和K@>等(!.)通过大鼠脑缺血模型研究发现%H[?

能缩小脑梗死组织含水量%抑制海马细胞凋亡%发挥

脑保护作用$ 目前研究认为%H[?亦可通过清除氧

自由基(!/)

&降低炎症因子浸润(!%)

&减少紧密连接蛋

白和闭合蛋白的降解(!$)等途径减轻脑缺血再灌注

损伤%发挥脑保护作用$ 作者前期研究提示%H[?可

通过抑制 RRa30 活性减轻 ddd的破坏%但具体保

护机制仍未完全阐明(.)

$ 本研究结果表明%与模型组

对比%H[?组各时间点大鼠损伤侧脑组织中 RRa30

活性均降低%CA和 K;7

&

含量显著增加%提示脑缺

血再灌注损伤后早期给予 H[?干预%能上调缺血侧

CA和K;7

&

含量%其机制可能与 H[?抑制 RRa30

活性%减轻对CA和K;7

&

的降解%保护ddd完整性

有关$

综上所述%脑缺血再灌注后各种刺激因素使

RRa30 活性增加%进而使CA和 K;7

&

降解增加%导

致ddd被破坏%而早期给予 H[?干预可使 RRa30

活性下降%CA和 K;7

&

降解减少%从而减轻微血管

结构破坏%保护ddd的完整性$ 但脑缺血再灌注后

ddd破坏的机制十分复杂%H[?是否可以通过直接

刺激CA和K;7

&

的表达增加%抑或协同其他因素如

细胞因子&黏附因子&自由基&一氧化氮&RRa]等诸

多因素发挥脑保护作用%仍需进一步探索$
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