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　　［摘要］　目的　探讨ＲＮＡ干扰排斥性导向分子ａ（ｒｅｐｕｌｓｉｖｅｇｕｉｄａｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌｅａ，ＲＧＭａ）对大鼠脑缺血再灌注损伤后大

脑皮质血管再生的作用及其可能的机制。方法　大鼠随机分为假手术组（Ｓ组）、脑缺血再灌注损伤组（Ｉ／Ｒ组）、脑缺血再灌

注损伤＋ＲＧＭａ特异性ＲＮＡ干扰重组腺病毒干预组（Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄｓｈＲＧＭａ组）以及脑缺血再灌注损伤＋空载体重组腺病毒注

射组（Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄＨＫ组）。大鼠在脑缺血前接受腺病毒注射，然后采用线栓法制备大鼠大脑中动脉缺血再灌注损伤模型。再

灌注后２ｄ免疫荧光双标法定位ＲＧＭａ及其受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ在血管内皮细胞上的表达。腺病毒注射后７ｄ，免疫组化标记

ＣＤ３１＋的血管内皮细胞，计数大脑皮质缺血周围区微血管数；蛋白质印迹实验检测血管内皮生长因子ａ（ＶＥＧＦａ）蛋白表达水

平；评估神经功能缺损。结果　在缺血再灌注损伤后，ＲＧＭａ及其受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ在ＣＤ３１＋细胞上均有表达。ＲＮＡ干扰抑制

ＲＧＭａ表达后，微血管数量增多，ＶＥＧＦａ蛋白表达水平升高，神经功能缺损减轻。结论　ＲＮＡ干扰ＲＧＭａ表达可促进缺血

再灌注损伤后缺血皮质周围区血管再生，该过程可能与脑组织ＶＥＧＦａ表达水平上调有关。
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　　缺血性脑血管疾病是神经系统的常见疾病，具

有高发病率、高致残率及高致死率的特点，严重危害

人类健康。新血管的形成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）是脑梗死

后早期的重要过程，能改善局部血流供应，帮助清除

坏死组织，为神经元修复、再生创造良好的微环境，

从而促进神经功能康复［１］。排斥性导向分子ａ

（ｒｅｐｕｌｓｉｖｅｇｕｉｄａｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌｅａ，ＲＧＭａ）是一种轴突

导向因子。近期研究发现，ＲＧＭａ在中枢神经系统

受损后过度表达［２］，与其受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ结合后，介

导轴突生长抑制、排斥性导向作用，并参与了神经增

殖、分化、存活等过程［３］。研究发现血管和神经系统

具有一定的相似性，因此它们之间存在着一些共同的

的分子信号，许多神经导向因子如Ｎｅｔｒｉｎ１、Ｎｅｔｒｉｎ４、

ＥｐｈｒｉｎＢ２等在神经和血管生长过程中均能发挥调节

作用［４］。但目前关于ＲＧＭａ在血管系统中的作用尚

待阐明。本研究采用重组腺病毒对缺血再灌注大鼠

脑组 织 ＲＧＭａ的 转 录 进 行 ＲＮＡ 干 扰 （ＲＮＡ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ），从而抑制ＲＧＭａ表达，观察血管

再生情况，探讨ＲＮＡ干扰ＲＧＭａ对大鼠局灶性缺血

再灌注后血管再生的影响及潜在的机制。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂　ＲＧＭａ特异性ＲＮＡｉ重组腺病

毒ｒＡｄｓｈＲＧＭａ（产品名：ｒＡｄ５Ｐ７４８；病毒滴度：

２．５×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ）及空载体重组腺病毒ｒＡｄＨＫ

（产品名：ｒＡｄ５ＨＫｓｈＲＮＡ；病毒滴度：２．５×１０１０

ｐｆｕ／ｍＬ）购自武汉晶赛生物工程技术有限公司。兔

抗大鼠ＲＧＭａ多克隆抗体、小鼠抗大鼠ＣＤ３１单克

隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司，兔抗大鼠Ｎｅｏｇｅｎｉｎ多克

隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，兔抗大鼠血管内皮生

长因子ａ（ＶＥＧＦａ）多克隆抗体、小鼠抗大鼠βａｃｔｉｎ

多克隆抗体购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８标

记山羊抗兔ＩｇＧ购自Ｅａｒｔｈｏｘ公司，Ｃｙ３标记山羊

抗小鼠ＩｇＧ购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。免疫组化检测

相关试剂盒、免疫印迹检测相关试剂盒购自碧云天

生物技术有限公司。

１．２　实验动物及分组　清洁级成年雄性ＳＤ大鼠

５０只，体质量１８０～２８０ｇ，购于重庆医科大学实验

动物中心。将大鼠随机分为４组，即假手术组（Ｓ

组）、脑缺血再灌注损伤血组（Ｉ／Ｒ组）、脑缺血再灌

注损伤＋ＲＮＡｉ重组腺病毒干预组（Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄ

ｓｈＲＧＭａ组）以及脑缺血再灌注损伤＋空载体重组

腺病毒注射组（Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄＨＫ组）。假手术组除了

不插入线栓外，其余步骤同模型制作。Ｉ／Ｒ组制作

大脑中动脉缺血再灌注损伤模型，参照本课题组前

期的线栓法［５６］制备，结合Ｌｏｎｇａ评分
［７］；１～３分的

大鼠纳入实验，０分与４分以及在取材时发现有蛛

网膜下隙出血者剔除实验组，并从同批次实验大鼠

中随机抽取补齐。Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄｓｈＲＧＭａ组和Ｉ／Ｒ＋

ｒＡｄＨＫ组大鼠接受腺病毒注射后立即制作脑缺血

再灌注损伤模型。腺病毒的立体定位参照本课题组

前期的实验方法［６］，以前囟为坐标原点，右侧两点皮

质（２．０，１．０，－１．２）ｍｍ、（１．５，－３．０，－１．２）ｍｍ

以及海马（２．５，－３．５，－３．５）ｍｍ作为靶点。每个

点分别注射腺病毒２μＬ，注射速度０．２μＬ／ｍｉｎ，注

射完毕后保留微量进样器在原位５ｍｉｎ后拔针。Ｉ／

Ｒ组再分为２ｄ和７ｄ亚组，２ｄ组用免疫荧光定位

ＲＧＭａ及其受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ在缺血脑组织中的表达，

其余大鼠在脑缺血再灌注后７ｄ分别进行免疫组化微

血管计数及蛋白质印迹实验检测ＶＥＧＦａ的表达。所

有大鼠在处死前进行神经功能评分。

１．３　蛋白质印迹实验　大鼠断头取脑后，取出缺血

侧大脑中动脉供血区皮质于－８０℃保存。按照蛋白

提取说明书提取出组织蛋白。蛋白样品在１０％的

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中分离后，转移至ＰＶＤＦ膜上，与

兔抗大鼠ＶＥＧＦａ多克隆抗体（１∶７５０）或小鼠抗大

鼠βａｃｔｉｎ多克隆抗体（１∶３０００）４℃孵育过夜。二

抗（１∶１０００）室温孵育２ｈ后，使用凝胶成像分析系

统扫描拍照，应用Ｆｕｓｉｏｎ软件进行结果分析，以

ＶＥＧＦａ／βａｃｔｉｎ的相对值表示蛋白表达水平。

１．４　免疫荧光检测　取大鼠缺血侧脑组织制备冰

冻切片（片厚１０μｍ），－８０℃保存。取出晾干，放入

丙酮中固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后放入乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）溶液（１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝８）中进行微波修复，

１０ｍｉｎ后ＰＢＳ冲洗；加入０．３％Ｔｒｉｔｏｎ破膜，ＰＢＳ冲

洗后封闭血清３７℃孵育１ｈ，甩去血清；兔抗大鼠

ＲＧＭａ多克隆抗体（１∶５０）、兔抗大鼠Ｎｅｏｇｅｎｉｎ多

克隆抗体（１∶２０）分别与小鼠抗大鼠ＣＤ３１单克隆

抗体（１∶１００）混合后，滴加到脑组织上，４℃孵育过

夜。第２天将切片３７℃复温１ｈ，ＰＢＳ冲洗后，在避

光条件下加入Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ（绿

光）和Ｃｙ３标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（红光）的混合二抗

（稀释浓度均为１∶１００），３７℃孵育２ｈ后ＰＢＳ冲

洗，５０％甘油封片。激光共聚焦显微镜下观察拍照。

１．５　免疫组化及微血管计数　从每只大鼠冰冻切

片中随机抽取５张，经过抗原修复、破膜、Ｈ２Ｏ２灭活

内源性过氧化物酶、血清封闭后，与小鼠抗大鼠

ＣＤ３１单克隆抗体（１∶２００）混合，４℃孵育过夜，按照

·２４４·
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说明书进行免疫组化染色、ＤＡＢ显色并封片。在显

微镜下观察阳性细胞并拍照，每张切片中采集５个

不重叠的２００倍视野进行微血管计数。参考

Ｗｅｉｄｎｅｒ改良微血管计数法
［８］，染色棕黄、与背景明

显有别的内皮细胞作为一个计数单位（相互分离的

内皮细胞、内皮细胞簇、内皮细胞条索均按１个微血

管计数），不以是否形成血管管腔或管腔内有无红细

胞作为计数单位，管腔＞６个红细胞大小、带有肌层

的血管不计算在内。

１．６　神经功能评估　参照Ｇａｒｃｉａ等
［９］的评分标准，

采用评分者单盲的方法对大鼠的自主运动、四肢运动

协调性、前肢运动对称性、爬网能力、躯体本体感觉以

及胡须刺激的反应等６项进行评分，最低分３分，最

高分１８分，得分越低表明神经功能缺损越严重。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量

数据以珔狓±狊表示。多组间比较采用单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ），方差齐时两两比较行ＬＳＤ检验，方

差不齐时行Ｔａｍｈａｎｅ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　缺血再灌注损伤后ＲＧＭａ及其受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ

的表达　共聚焦结果（图１）显示，大鼠缺血周围脑

皮质区可见ＲＧＭａ（图１Ａ，绿光）与 Ｎｅｏｇｅｎｉｎ（图

１Ｂ，绿光），均在ＣＤ３１＋细胞（红光）上表达。

图１　犚犌犕犪（犃）、犖犲狅犵犲狀犻狀（犅）与犆犇３１免疫

荧光双标阳性细胞染色

犉犻犵１　犇狌犪犾犾犪犫犲犾犲犱犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狅犳

犚犌犕犪（犃）狅狉犖犲狅犵犲狀犻狀（犅）狑犻狋犺犆犇３１

ＲＧＭａ：Ｒｅｐｕｌｓｉｖｅｇｕｉｄａｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌｅａ．ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇＲＧＭａ＋，

Ｎｅｏｇｅｎｉｎ＋ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６００

２．２　各组大鼠皮质ＣＤ３１免疫组化染色及微血管

计数　大鼠脑缺血再灌注损伤后７ｄ，缺血周边区可

见ＣＤ３１标记的棕色的单个内皮细胞散在分布或呈

细条索排列（图２）。Ｉ／Ｒ组微血管数量（５４．６±

６．３５）较Ｓ组（９．４０±１．１４）增多（犘＜０．０１）；Ｉ／Ｒ＋

ｒＡｄＨＫ组微血管数量为５６．６０±４．１６与Ｉ／Ｒ组比

较差异无统计学意义；Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄｓｈＲＧＭａ组微血管

数量最多（７７．８０±３．７０），与其他３组比差异均有统

计意义（犘＜０．０１）。

图２　狉犃犱狊犺犚犌犕犪对大鼠大脑皮质缺血周围

区犆犇３１表达的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狉犃犱狊犺犚犌犕犪狅狀犆犇３１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀狆犲狉犻犻狀犳犪狉犮狋犻狅狀犮狅狉狋犲狓犪狉犲犪

Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（Ｉ／Ｒ）

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄＨＫｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄｓｈＲＧＭａｇｒｏｕｐ．

ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗＣＤ３１＋ｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　蛋白质印迹实验检测脑组织内ＶＥＧＦａ蛋白

表达　如图３所示，脑缺血再灌注损伤后（Ｉ／Ｒ组）

大鼠缺血侧脑皮质ＶＥＧＦａ蛋白表达较Ｓ组升高

（犘＜０．０１）。与Ｉ／Ｒ 组比较，Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄＨＫ 组

ＶＥＧＦａ蛋白水平无明显变化（犘＞０．０５），而Ｉ／Ｒ＋

ｒＡｄｓｈＲＧＭａ组ＶＥＧＦａ蛋白水平升高（犘＜０．０１）。

图３　狉犃犱狊犺犚犌犕犪对缺血侧脑皮质犞犈犌犉犪蛋白

表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狉犃犱狊犺犚犌犕犪狅狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犞犈犌犉犪

犻狀狋犺犲犻狊犮犺犲犿犻犪犮狅狉狋犲狓狋犻狊狊狌犲狊狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ｓ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＶＥＧＦａ：Ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａ．犘＜０．０１ｖｓＳｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓ

Ｉ／Ｒｇｒｏｕｐ．狀＝５，珔狓±狊

·３４４·
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２．４　神经功能评估　与Ｓ组比较，Ｉ／Ｒ组大鼠出现

严重的神经功能缺损（犘＜０．０１）。给予腺病毒ｒＡｄ

ｓｈＲＧＭａ干预后，大鼠的神经功能缺损减轻（犘＜

０．０１），而Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄＨＫ组大鼠神经功能缺损与Ｉ／

Ｒ组比较未见明显变化。见表１。

表１　各组大鼠神经功能评分

犜犪犫１　犖犲狌狉狅犾狅犵犻犮犪犾狊犮狅狉犲狊狅犳狉犪狋狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

狀＝５，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｓ

Ｓ １６．５６±０．５３

Ｉ／Ｒ ９．８９±２．４７

Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄＨＫ ９．５６±２．０７

Ｉ／Ｒ＋ｒＡｄｓｈＲＧＭａ １３．００±１．３２△△

　　Ｓ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．犘＜０．０１ｖｓＳ

ｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ

３　讨　论

近期研究发现ＲＧＭａ不仅参与了细胞的增殖、

分化、黏附和迁移以及轴突导向等早期神经系统发

育过程，在神经系统损伤后，还介导了轴突生长的抑

制、炎症反应的调节等，在脑缺血、多发性硬化、老年

性痴呆等中枢神经系统疾病的病理机制中发挥着多

种作用［３］。近年来，许多研究表明血管神经系统拥

有一些共同的机制及特性，并且有研究证实一些神

经导向因子在对神经生长起导向作用的同时也对血

管发生起着调节作用，例如神经轴突导向四大家族

之一Ｎｅｔｒｉｎ家族的成员Ｎｅｔｒｉｎ１在血管生成中发

挥着重要作用［１０］。在调节血管新生的过程中，

Ｎｅｏｇｅｎｉｎ可作为Ｎｅｔｒｉｎ１的受体，介导Ｎｅｔｒｉｎ１对

血管平滑肌的作用［１１］，然而其对内皮细胞的促血管

生成效应可能并非由Ｎｅｔｒｉｎ介导。值得注意的是，

Ｎｅｏｇｅｎｉｎ也是神经系统中ＲＧＭａ的主要受体，且

ＲＧＭａ与 Ｎｅｏｇｅｎｉｎ结合的亲和力远高于 Ｎｅｔｒｉｎ

１
［１２］。已有研究发现在肿瘤进展过程中ＲＧＭｂ可能

参与调节ＨＧＦ和ＢＭＰ７介导的血管新生过程
［１３］，

但关于ＲＧＭａ是否参与调节缺血再灌注脑损伤后

血管再生的过程，目前鲜有报道。

本研究发现，大鼠脑缺血再灌注损伤后７ｄ，缺

血皮质周围区微血管数目较假手术组（Ｓ组）明显增

加（犘＜０．０１），这与Ｈａｙａｓｈｉ等
［１４］报道的血管新生

从卒中后１ｄ开始并在３～７ｄ迅速增多相一致。研

究报道ＲＧＭａ在局灶脑缺血再灌注１２ｈ时开始升

高，２ｄ时达高峰，随后有所下降，在２周时仍稍高于

正常水平［２］。ＲＧＭａ的受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ则在缺血再

灌注损伤后１ｄ开始持续升高，并在１４ｄ达到高

峰［１５］。而在本研究中，ＲＧＭａ表达的高峰期即缺血

再灌注损伤后２ｄ，ＲＧＭａ及其受体Ｎｅｏｇｅｎｉｎ在血

管内皮细胞上均有表达，提示其可能参与损伤后血

管新生的过程。本课题组前期研究已经证明，用重

组腺病毒ｒＡｄｓｈＲＧＭａ进行特异性ＲＮＡｉ可显著

降低ＲＧＭａ表达、促进轴突生长、改善大鼠神经功

能［１６］。当给予腺病毒抑制ＲＧＭａ表达后，缺血皮质

周围区微血管数量较对照组增多（犘＜０．０１），且神

经功能改善（犘＜０．０１）。因此，ＲＧＭａ可能在缺血

再灌注损伤后发挥负性调节作用，通过ＲＮＡｉ抑制

ＲＧＭａ表达则促进了血管的再生，而新生的血管改

善了缺血、缺氧引起的神经细胞损伤，从而促进神经

功能的康复。

缺血性脑卒中后血管再生涉及多种生长因子和

细胞因子，如血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、碱性成纤

维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）及血管紧张素（Ａｎｇ）等，其

中ＶＥＧＦ具有诱导血管新生、促血管内皮细胞增殖

和增加血管通透性等生物活性［１７］，ＶＥＧＦａ是其主

要的亚型。本研究发现，经ＲＮＡ重组腺毒干预后

ＶＥＧＦａ蛋白表达水平较对照组升高（犘＜０．０１）。

综上所述，ＲＧＭａ可能通过抑制缺血再灌注损

伤后ＶＥＧＦａ的表达从而阻碍缺血再灌注损伤后的

血管再生，而ＲＮＡ干扰抑制ＲＧＭａ表达后，有利于

ＶＥＧＦａ发挥血管再生调节作用，最终促进了缺血再

灌注后血管新生。因而在缺血再灌注损伤后血管再

生过程中 ＲＧＭａ可能通过受体 Ｎｅｏｇｅｎｉｎ调控

ＶＥＧＦ通路发挥负性调节作用，但其机制仍有待进

一步的研究。
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