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雌二醇对脑缺血大鼠海马血管内皮生长因子表达的影响
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［摘要］　目的：探讨雌二醇对脑梗死／再灌注损伤大鼠海马区血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）表达

的影响。方法：雌性成年大鼠，双侧卵巢切除后随机分为３组。雌二醇治疗组给予苯甲酸雌二醇２ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１腹腔注射，连

续７ｄ；模型组、假手术组腹腔注射等量麻油。模型组和雌二醇治疗组分别建立大脑中动脉梗死（ＭＡＣＯ）模型，缺血２ｈ后再灌注

４８ｈ。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹技术和ＲＴＰＣＲ技术分别检测ＶＥＧＦ蛋白及基因表达。结果：大脑梗死／再灌注损伤后ＶＥＧＦ蛋白、基因表

达均增加，雌二醇治疗组ＶＥＧＦ表达高于模型组（Ｐ＜０．０５）。结论：雌二醇增加脑梗死／再灌注损伤大鼠海马ＶＥＧＦ的表达。
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　　血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）在血管发生和形成过程中起着主要的调控作用。缺

氧、缺血以及某些激素、细胞因子和药物等因素均可以使

ＶＥＧＦ的表达上调。研究发现，雌激素可使许多肿瘤内的

ＶＥＧＦ表达增加。但雌激素对梗死脑组织 ＶＥＧＦ的表达的

影响尚不明确。本研究旨在通过检测梗死海马区 ＶＥＧＦ的

表达了解雌激素对梗死脑组织ＶＥＧＦ的影响。

１　材料和方法

１．１　动物分组、给药　健康成年雌性ＳＤ大鼠３０只（第二军

医大学实验动物中心，体质量２５０～３５０ｇ）。随机均分为３
组：雌二醇治疗组、模型组、假手术组。双侧卵巢切除７ｄ后，

雌二醇治疗组给予苯甲酸雌二醇２ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１腹腔注

射（上海通用药厂），连续７ｄ。模型组、假手术组给予同等剂

量麻油（安慰剂）。

１．２　模型建立　雌二醇治疗组、模型组采用改良线栓法［１］

建立大脑中动脉梗死（ＭＣＡＯ）模型。２．５％戊巴比妥钠５０

ｍｇ／ｋｇ腹腔麻醉，将头端涂有硅胶的４０单股手术尼龙线自

颈外动脉经颈内动脉插入一侧大脑中动脉，待大鼠清醒后２

ｈ内观察大鼠肢体运动。利用改良Ｂｅｄｅｒｓｏｎ检查法作神经

行为评估：０级，无神经功能缺损；１级，提尾时损失对侧前肢

屈曲；２级，在１级基础上，还有瘫痪侧肌张力下降；３级，在２
级基础上，出现活动时向瘫痪侧打转现象；４级，在３级基础

上，出现意识障碍。评分为２级以上视作建模成功。缺血２

ｈ后，撤出尼龙线，结扎颈外动脉，实现再灌注。假手术组仅

结扎颈外动脉，不做颈内动脉插线栓塞处理。再灌注４８ｈ
后断头处死大鼠，３ｍｉｎ内取大脑，将梗死侧脑组织自额极至

枕级由前至后均分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４份，取缺血再灌注损伤较

严重的Ｂ、Ｃ部分脑组织用作本次实验。Ｂ部分脑组织在

０．１％的ＤＥＰＣ水中稍作漂洗，立即放入细胞冻存管中，液氮

中保存备用；Ｃ部分脑组织用０℃生理盐水冲洗，用于 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎ印迹法分析。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法分析ＶＥＧＦ蛋白　提取大鼠海马区脑

组织蛋白，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析（ＶＥＧＦ多克隆抗体购自

武汉博士德公司），以βａｃｔｉｎ作内参。显色后拍照保存，生物

图像扫描分析系统（复日科技ＦＲ９８０）测定ＶＥＧＦ和βａｃｔｉｎ
电泳条带灰度值，以二者之比作为 ＶＥＧＦ蛋白表达量，灰度

越低，表示表达越高。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测 ＶＥＧＦｍＲＮＡ 表达量　参考 ＧｅｎＢａｎｋ
核苷酸序列资料设计引物，由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。ＶＥＧＦ上游５′ＣＡＡ ＴＧＡ ＴＧＡ ＡＧＣＣＣＴ

ＧＧＡＧＴ３′，下游５′ＴＴＴＴＴＧＣＴＴＴＣＧＣＧＴＴＣＴＴＴ

３′，产物大小为５３８ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游５′ＴＧＴＴＡＣＣＡＡＣＴＧ

ＧＧＡＣＧＡＣＡ５′，下游５′ＧＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＣＧＡＣＴ

ＣＴ３′，产物大小为２４９ｂｐ。采用ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）抽提总ＲＮＡ，严格按照逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）说

明书操作合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系经过３５个循环，７２℃
延伸５ｍｉｎ得到扩增产物。取１０μｇ产物２％琼脂糖凝胶电

泳，溴化乙锭染色，显示电泳条带。利用生物图像扫描分析

系统分析ＶＥＧＦ扩增产物和βａｃｔｉｎ的光密度值，以二者之

比作为ｍＲＮＡ表达水平，光密度越高，表示表达越高。

１．５　统计学处理　各组数据以珚ｘ±ｓ表示，使用ＳＰＳＳ１３．０
软件，用单因素方差分析，组间两两比较用最小显著差异法

ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５视为有统计学差异。
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２　结　果

２．１　ＶＥＧＦ蛋白表达　３组均检测到１条４５０００电泳带

（图１），假手术组、模型组和雌二醇治疗组 ＶＥＧＦ／βａｃｔｉｎ灰

度值比分别为４９．２４３±７．７６５、１０７．２９４±１１．２４６、１４４．２５６±

１４．２５６（ｎ＝１０）。雌二醇治疗组和模型组 ＶＥＧＦ／βａｃｔｉｎ灰

度值比均较假手术组减少（Ｐ＜０．０５），相比模型组，雌二醇治

疗组ＶＥＧＦ／βａｃｔｉｎ灰度值比减少差异显著（Ｐ＜０．０１）。说

明雌二醇能上调ＶＥＧＦ蛋白的表达。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法测ＶＥＧＦ蛋白表达

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：假手术组；２：雌二醇治疗组；３：模型组

２．２　ＶＥＧＦ基因表达　电泳显示各组ＶＥＧＦ均为一条特异

性扩增带（图２），雌二醇治疗组、模型组和假手术组 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎ光密度值比分别为７４．７６１±８．４８７、５７．５０４±

４．４８７、４１．８８５±３．５１６（ｎ＝１０）。与假手术组相比，雌二醇治

疗组和模型组ＶＥＧＦ基因表达均增高（Ｐ＜０．０１），雌二醇治

疗组ＶＥＧＦ基因表达明显高于模型组（Ｐ＜０．０５）。

图２　２％琼脂糖凝胶电泳检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达

１：模型组；２：雌二醇治疗组；３：假手术组；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　雌激素作为重要的脑保护因子，能够调节血管内皮细胞

的增生、迁移和存活［２］。ＶＥＧＦ是介导和调节微血管增生的

特异性血管内皮因子，成人脑组织中仅脉络丛、小脑颗粒细

胞等少数组织有极低水平的 ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ表达［３］。当出

现缺氧以及激素改变等变化时使ＶＥＧＦ及其受体表达上调，

发挥血管调节及脑保护作用［４］。研究表明，在局灶性脑缺

血／再灌注早期即有ＶＥＧＦ的阳性表达，随再灌注时间延长，

表达逐渐增强，于脑缺血再灌注４８ｈ表达最强［５］。本研究

显示雌二醇可以增加梗死／再灌注脑组织内ＶＥＧＦ蛋白和基

因的表达。与雌二醇在某些性腺相关性肿瘤如垂体腺瘤、乳

腺癌等肿瘤中上调ＶＥＧＦ表达的结果类似［６７］。雌二醇如何

上调ＶＥＧＦ的表达，其机制仍不清楚，可以明确这是多因素

作用的结果。雌二醇受体可与生长因子信号通路中的酪氨

酸激酶受体的上皮生长因子家族成员相互作用，通过升高细

胞内的ｃＡＭＰ水平激活ｃＡＭＰ依赖性蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）而

启动 ＶＥＧＦ基因的转录［８］。ＶＥＧＦ还可通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通

路调节缺血损伤后的神经保护和血脑屏障的通透性，从而发

挥神经保护的作用［９］。在本实验中我们发现，雌二醇使

ＶＥＧＦ表达升高，说明雌二醇可能通过调节ＶＥＧＦ的表达来

实现脑保护作用。大多数研究显示 ＶＥＧＦ表达增加后能够

促进缺血损伤区血管增生、改善局部循环、促进损伤血管修

复，从而起到缺血脑保护作用。但ＶＥＧＦ增加也可能增加血

管的通透性，使炎性介质释放增加、细胞外液增加，加重脑梗

死后的继发损伤。有学者给脑损伤小鼠注射抗 ＶＥＧＦ单克

隆抗体后发现其脑组织内的间质液体压力即脑组织水肿有

所减轻［１０］。因此，ＶＥＧＦ在脑缺血、再灌注损伤中的真正作

用仍值得我们进一步研究。雌激素和 ＶＥＧＦ的临床应用目

前还有许多争论。由于雌激素是人体自然分泌、不存在排斥

反应，且已被证明对预防心、脑梗死是有效的，故有人建议将

其用作心、脑疾病的预防用药。但目前雌激素替代治疗心、

脑缺血性疾病仍有许多问题需要解决，而且长期使用雌激素

可增加妇女性腺相关性肿瘤如乳腺癌、子宫内膜癌等肿瘤的

发生率，抑制男性睾丸功能等，这些均限制了雌激素的应用。

目前有许多ＶＥＧＦ的基因产物已被用于实验治疗缺血性疾

病，取得了一定的效果，但由于其作用及其机制还未完全清

楚，尚未应用于临床中。
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