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抗原及通透性的影响
ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈＥＰＯｏｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒｂｒａｉｎｉｓ
ｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ

刘式威１，刘政华２，吕　霞２，杨桂蓉３，刘志刚１，尹　岭４

１．解放军２１１医院神经内科，哈尔滨１５００８０

２．解放军６５４２６部队医院，哈尔滨１５００８６

３．哈尔滨香坊区民生社区卫生服务中心，哈尔滨１５００４０

４．解放军总医院神经信息中心，北京１００８３７

　　［关键词］　重组人促红细胞生成素；脑缺血；再灌注损伤；血脑屏障

　　［中图分类号］　Ｒ７４３．３１　　　［文献标志码］　Ｂ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１１）０７０８０２０３

［收稿日期］　２０１１０２１３　　　　［接受日期］　２０１１０２１５
［基金项目］　国家重点基础研究发展计划（“９７３”计划，２００４ＣＢ７２０３０２）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｓ（“９７３”Ｐｒｏｇｒａｍ，

２００４ＣＢ７２０３０２）．
［作者简介］　刘式威，博士，副主任医师．
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０４５１８３８５２４１６，Ｅｍａｉｌ：ａｂｃｄ９６２２＠１６３．ｃｏｍ

　　重组人促红细胞生成素（ｒｈＥＰＯ）通过降低过氧化反应

水平、减少神经元的坏死和凋亡、促进新生血管再生、缓解血

管痉挛、抑制炎症反应及调节神经递质等机制，对中枢神经

系统具有保护作用［１］。内皮屏障抗原（ＥＢＡ）是一种膜蛋白，

在血脑屏障内皮细胞特异性表达。Ｇｈａｂｒｉｅｌ等［２］认为ＥＢＡ
为血脑屏障内皮细胞紧密连接的主要成分，是观测血脑屏障

屏障功能完整性的可靠指标。我们的前期研究表明，ＥＢＡ
减少可作为脑缺血性血脑屏障损伤的一个敏感和特异标志

物［３］。内源性示踪剂ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ为人正常血浆蛋白成分，对

细胞无毒性作用，不受浓度、电荷及巨噬细胞的影响，更接近

于在体情况，能真实、准确地反映血管通透状态。本研究利

用ＥＢＡ和ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ作为观测指标，研究ｒｈＥＰＯ对脑缺血

再灌注损伤后血脑屏障ＥＢＡ和通透性的影响，以揭示ｒｈＥ

ＰＯ对血脑屏障的保护作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　健康雄性ＳＤ大鼠３０只，清洁级，体

质量２３０～２５０ｇ，由哈尔滨医科大学附属二院动物实验中心

提供。ｒｈＥＰＯ（沈阳三生制药股份有限公司），小鼠抗大鼠

ＥＢＡ单克隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司），兔抗鼠ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ多克隆抗

体（Ｓｉｇｍａ公司），ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒（北京友谊中联生物

科技有限公司），ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉金桥生物技术

有限公司），２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ，上海化学试剂

公司）。

１．２　实验分组　３０只大鼠随机分成ｒｈＥＰＯ治疗组、缺血再

灌注组和假手术组３组，每组１０只。所有大鼠均参照Ｌｏｎｇａ

线栓法［４］建立大鼠局灶性脑缺血２ｈ再灌注２４ｈ损伤模型，

假手术组不结扎动脉。ｒｈＥＰＯ治疗组于缺血同时腹腔注射

ｒｈＥＰＯ（３０００Ｕ／ｋｇ），缺血再灌注组和假手术组缺血同时腹

腔注射等量生理盐水。

１．３　冰冻切片制备　再灌注２４ｈ后麻醉大鼠，断头取脑，

弃去嗅脑与小脑，立即放入小冻存管中，投入液氮罐中速冻，

ＯＣＴ包埋。用冷冻切片机把大脑组织以２ｍｍ间距冠状切

成７片，其中第４片再次冠状切片，片厚１０μｍ，连续取２张，

其中１张行ＥＢＡ，１张行ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ免疫组化染色。然后把

剩余７片脑片进行ＴＴＣ染色。

１．４　ＴＴＣ染色　７片脑片置于２％ ＴＴＣ磷酸盐缓冲液中，

３７℃避光温浴３０ｍｉｎ。ＴＴＣ被线粒体过氧化氢酶还原，可

使正常脑组织染色呈红色，梗死组织呈白色。染色完成后，

将切片移入盛有１０％甲醛溶液的避光器皿中固定２４ｈ。索

尼ＤＳＣＦ８２８型数码照相机对每一脑片进行摄片并存入计

算机内，用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅＢｅｔａ４．０２ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ图像分析软件

（Ｓｃｉｏｎｉｍａｇｅ公司开发）对脑片缺血侧进行面积计算，所有脑

片梗死面积之和乘以脑片厚度即为梗死体积 （ｍｍ３）。

１．５　免疫组化染色　按ＳＡＢＣ法进行，一抗（ＥＢＡ，１∶４００；

ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，１∶１０００）４℃孵育过夜，二抗滴加生物素结合的

羊抗兔、鼠抗鼠ＩｇＧ，ＤＡＢ氧化酶法显色，苏木精复染，脱水、

透明、封片，光镜观察。每张切片在１００倍光镜下随机选取５
个缺血半暗带视野区域，用 ＭＩＡＳ医学图像分析软件计算免

疫反应阳性细胞数。

１．６　统计学处理　所得数据以珚ｘ±ｓ表示，用ｔ检验进行统

计学处理，检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

　　缺血再灌注组ＥＢＡ表达数最低，假手术组ＥＢＡ表达数

最高，ｒｈＥＰＯ治疗组虽然较假手术组降低（Ｐ＜０．０１），但较

缺血再灌注组明显增加（Ｐ＜０．０１）。缺血再灌注组ｆｉｂｒｉｎｏ

ｇｅｎ表达数最高，ｒｈＥＰＯ治疗组虽然可见ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ表达，但

较缺血再灌注组减少（Ｐ＜０．０１）。缺血再灌注组梗死体积最

大，ｒｈＥＰＯ治疗组梗死体积与缺血再灌注组比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０１），假手术组未见梗死。

　　见图１。

图１　ｒｈＥＰＯ治疗组、缺血再灌注组和假手术组ＥＢＡ的表达

　内皮屏障抗原（ＥＢＡ）表达（↑），ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ表达（↑），ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００．ＴＴＣ染色：ｒｈＥＰＯ治疗组

和缺血再灌注组缺血坏死区域表现为白色（↑），假手术组正常（↑）．Ｐ＜０．０１与缺血再灌注组比较；△△Ｐ＜０．０１与假手术组比较．ｎ＝１０，

珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　脑缺血再灌注损伤是在脑缺血的基础上恢复血流后，脑

组织的损伤反而加重的现象。目前，对脑缺血再灌注损伤的

防治措施还相当有限，故各国学者一直在寻求更多更有效的

治疗药物。近年来许多国内外文献报道ｒｈＥＰＯ不仅具有促

进造血祖细胞增殖分化的作用，而且对缺血缺氧性脑损伤大

脑具有神经保护作用，其作用机制可能包括抗谷氨酸兴奋毒

性［５］、调节ＮＯ合成［６］、抗氧化作用［７］、抗炎作用［８］、抗神经

元凋亡［９］、促进血管生成、促进神经元再生和神经营养作用

等。

　　在脑缺血引起中枢神经病变的病理过程中，血脑屏障破

坏是重要的标志。通过研究ｒｈＥＰＯ对血脑屏障的影响，可以

揭示ｒｈＥＰＯ对中枢神经保护作用的血管机制。王社军等［１０］

研究认为血脑屏障通透性改变与缺血后再灌注的时间密切

相关，缺血再灌注３ｈ，血脑屏障通透性开始增加；再灌注６～

１２ｈ，通透性逐渐增加；再灌注２４ｈ，通透性明显增加，且达高

峰；待再灌注７２ｈ及１２０ｈ，通透性又逐渐减小。为此本研究

主要选取缺血再灌注２４ｈ作为时间观测点，利用ＥＢＡ和ｆｉ

ｂｒｉｎｏｇｅｎ免疫组化染色检测ｒｈＥＰＯ对血脑屏障ＥＢＡ表达和

通透性的影响，结果显示ｒｈＥＰＯ治疗组ＥＢＡ表达较缺血再

灌注组显著增加，ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ表达明显减少，梗塞体积明显缩

小。结果说明ｒｈＥＰＯ能显著增加ＥＢＡ表达，减少内源性示

踪剂ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ的外渗，对血脑屏障具有保护作用。同时，本

实验还证实ｒｈＥＰＯ治疗能够缩小脑梗死体积，推测ｒｈＥＰＯ

可能通过直接或间接途径作用于血脑屏障内皮细胞，保护血

脑屏障，从而实现对中枢神经的保护，具体机制尚需进一步

研究。

　　总之，本实验从血脑屏障角度证实ｒｈＥＰＯ对大鼠脑缺血

再灌注损伤的中枢神经具有保护作用，为临床应用ｒｈＥＰＯ治

疗缺血性脑血管病提供了依据。
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