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替勃龙对大鼠脑缺血再灌注后神经元凋亡的影响

田文艳１，张洪义２，苏立凯１，申文增２

１．河北大学附属医院神经内科，保定０７１０００

２．河北大学基础医学院试验中心，保定０７１０００

［摘要］　目的：研究雌激素对缺血性脑损害的神经保护作用是否与抗神经元凋亡有关。方法：３０只雌性成年ＳＤ大鼠，随机

分为假手术组（ｓｈａｍ），手术对照组（ＯＶＸ），替勃龙组［０．２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］；采用大鼠大脑中动脉闭塞制成局灶性脑缺血模型。

在缺血２ｈ、再灌注２４ｈ后立即断头取脑，应用２，３，５三苯基氯化四唑（ＴＴＣ）染色观察脑梗死体积，ＴＵＮＥＬ法检测凋亡细胞，

链酶菌抗生物素蛋白过氧化物酶（ＳＰ）法检测抗凋亡基因Ｂｃｌ２、细胞凋亡诱导因子Ｂａｘ和半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白酶

ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果：替勃龙用药组较手术对照组脑梗死体积显著缩小（Ｐ＜０．０５），ＴＵＮＥＬ阳性细胞数减少（Ｐ＜０．０１），

Ｂｃｌ２阳性细胞增多（Ｐ＜０．０１），Ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞减少（Ｐ＜０．０１）。结论：替勃龙可抑制去卵巢大鼠局灶性脑缺血再

灌注时神经细胞凋亡，具有神经保护作用。
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　　流行病学调查研究表明，绝经前女性较同龄男
性的脑卒中发病率低，而绝经后女性的脑卒中发病
率明显增高［１］。这一现象可能与妇女绝经后雌激素
水平减低有关。临床上使用雌激素替代疗法可使发
生卒中的相对危险度下降［２］，与卒中有关的死亡率
下降。替勃龙 （ｔｉｂｏｌｏｎｅ，７甲基异炔诺酮）为一种组
织特异性的甾体类固醇，对骨及阴道组织能产生雌

激素样作用，但不刺激子宫内膜和乳腺组织。本研
究主要评价小剂量替勃龙对去势大鼠局灶性脑缺

血／再灌注损伤中的神经保护作用及其可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物　５个月龄健康雌性ＳＤ大鼠３０只，体
质量２５０～２７０ｇ，由河北医科大学实验动物中心提供
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（动物使用许可证号ＳＣＸＫ２００３１００３）。按体质量随
机分为３组：假手术组（ｓｈａｍ）、对照组（ＯＶＸ）、替勃龙
组（ｔｉｂｏｌｏｎｅ），各１０只。假手术组行下腹切开，见到双
侧卵巢，但不切除任何组织；其余２组于脑缺血术前

１４ｄ切除双侧卵巢。替勃龙组，替勃龙 （荷兰欧加农
生产，南京欧加农制药分装）０．２５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），绝经
后妇女应用替勃龙改善更年期症状用量２．５ｍｇ／ｄ，按
动物与人的公斤体质量折算系数［３］，计算确定大鼠的
试验用剂量，灌胃；对照组，每日用等量蒸馏水灌胃。
实验期间所有动物置于同一室内，二级环境分笼饲
养，自由饮水，室温（２１±４）℃，光照１２ｈ，黑暗１２ｈ。

１．２　脑缺血再灌注大鼠模型制备　用改良Ｌｏｎｇａ
法制作大鼠大脑中动脉阻断（ＭＣＡＯ）模型。以

１０％水合氯醛（０．３３ｇ／ｋｇ）ｉｐ麻醉后，暴露并钝性游
离左侧颈总动脉（ＣＣＡ），结扎同侧ＣＣＡ近心端和颈
外动脉（ＥＣＡ）分叉部，距 ＣＣＡ 末端约５ｍｍ 处剪
口，用直径０．２４ｍｍ 的日本尼龙线沿颈内动脉
（ＩＣＡ）方向插入，深度由分叉部算约 （１８．５±０．５）

ｍｍ，于ＩＣＡ近心端结扎该动脉，全层缝合切口，再
灌注时抽出尼龙线１０ｍｍ。以动物清醒后爬行时向
右转圈（追尾现象），严重时向右跌倒，提尾时右前肢
内收屈曲，为入选标准。于脑缺血手术２ｈ后再灌
注，２４ｈ后断头取脑。

１．３　指标检测及方法

１．３．１　脑梗死体积测定　取左侧大脑半球，冠状面
均匀切成２ｍｍ 厚脑片，染色固定，照相测量并计算
出总的梗死体积。用计算机多媒体彩色图像分析系
统测量脑梗死体积。

１．３．２　免疫组化细胞凋亡的检测　距额极３～５
ｍｍ冠状切取材，放入４％多聚甲醛固定２４ｈ后，制
成石蜡切片，用于免疫组织化学染色。

　　采用ＴＵＮＥＬ法原位标记ＤＮＡ片段检测凋亡
细胞。具体步骤参照产品说明书，原位细胞凋亡检
测试剂盒为美国ＲＯＣＨＥ公司出品。

　　采用链酶菌抗生物素蛋白过氧化物酶法（ｓｔｒｅｐ
ｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）检测抗凋亡基因Ｂｃｌ２、细胞
凋亡诱导因子Ｂａｘ和半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白
酶ｃａｓｐａｓｅ３的表达。Ｂｃｌ２、ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３多克隆
抗体购于河北博海生物工程有限公司。

　　采用多功能真彩色细胞图像分析管理系统（美
国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ），在光镜
下分析图像，每张切片采集缺血周边区具有代表性

１０个高倍视野，计算平均数。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，数据
以珚ｘ±ｓ表示，多组间比较进行方差分析及两两比较

ｑ检验。

２　结　果

２．１　梗死体积　替勃龙组与对照组比较梗死体积
缩小，并有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　替勃龙对脑缺血模型大鼠梗死体积的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｂｏｌｏｎｅｏｎｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

ｖｏｌｕｍｅｏｆｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｖｏｌｕｍｅｏｆ
ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ
Ｖ／ｍｍ３

Ｖｏｌｕｍｅｏｆ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
Ｖ／ｍｍ３

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
（％）

Ｓｈａｍ ２５９．６５±８．０１ ４７．３１±４．７４ １８．２１±２．１７
ＯＶＸ ２５９．７８±７．４１ ６４．８７±４．２８ ２５．３２±２．３６

Ｔｉｂｏｌｏｎｅ ２６０．２７±７．６２△ ４７．３２±４．３２△ １８．１７±２．２１△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸ．ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏ

ｍｉｚｅｄｇｒｏｕｐ；Ｓｈａｍ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．２　ＴＵＮＥＬ标记结果　缺血组对侧仅见数个阳
性细胞散在分布，缺血侧可见大量黄棕色阳性细胞，
以圆形为主。假手术组阳性细胞数１０％，替勃龙组
阳性细胞数１１％，明显少于 ＯＶＡ 组阳性细胞数

２８％，差异有显著性（Ｐ＜０．０１），见图１。

图１　各组缺血侧皮层ＴＵＮＥＬ染色结果

Ｆｉｇ１　ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｎｉｓｃｈｅｍｉａｐａｌｌｉｕｍｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｔｉｂｏｌｏｎｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＶＸｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．３　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ在同侧皮质表达的百分率　在脑组织
切片中，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ阳性表达表现为胞质棕黄色深染。
替勃龙组较对照组Ｂｃｌ２阳性细胞增多（Ｐ＜０．０１），Ｂａｘ
及ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞减少（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　替勃龙对脑缺血模型大鼠脑皮质Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｉｂｏｌｏｎｅｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，

ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｒａｔｓｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｍｏｄｅｌ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｃａｐａｓｅ３

Ｓｈａｍ ３２±２ １２±１ ４±１
ＯＶＸ ５±１ ６０±２ ４９±２

Ｔｉｂｏｌｏｎｅ ３３±２△△ １１±１△△ ５±１△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１ｖｓＯＶＸ．ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏ

ｍｉｚｅｄｇｒｏｕｐ；Ｓｈａｍ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　脑缺血再灌注后的细胞死亡是一个极其复杂的
病理过程，细胞凋亡即细胞程序性死亡，是脑缺血后
神经元死亡的一种重要形式，由多个基因参与调控
的非炎症性死亡。

　　有研究证实了外源性雌激素可以明显降低实验
性 ＭＣＡＯ大鼠的死亡率，减少脑梗死面积，证明外
源性雌激素具有缺血性神经保护作用［４］，然而外源
性雌激素因增加乳腺及妇科肿瘤发病率而限制了临

床应用。替勃龙是一种组织选择性雌激素活性调节
剂，它对身体的某些特殊部分产生雌激素活性。但
是，它在子宫内膜上不起雌激素的作用 ，不刺激子
宫内膜增殖，对乳腺无雌激素效应。

　　Ｖｅｒｇｏｕｗｅｎ等［５］研究发现去势雌性 Ｗｉｓｔａｒ大
鼠在大脑中动脉栓塞前３０ｍｉｎ静脉给予低剂量和
高剂量替勃龙均不能改变梗死体积；在脑缺血术前

７ｄ皮下给予低剂量（２０μｇ／１０ｄ）替勃龙对梗死体
积无影响，而高剂量替勃龙（２００μｇ／１０ｄ）可使梗死
体积缩小。小剂量替勃龙对梗死体积无影响，可能
与 Ｗｉｓｔａｒ大鼠不如ＳＤ大鼠对性激素敏感有关。替
勃龙只有慢性治疗可发挥对脑缺血的保护作用也提

示替勃龙在脑缺血再灌注中发挥保护作用可能通过

基因组机制。

　　本实验发现替勃龙替代治疗可抑制去卵巢大鼠
局灶性脑缺血再灌注时神经细胞凋亡，减少凋亡细
胞数，明显缩小脑梗死体积，具有神经保护作用，其
发挥神经保护作用、抗凋亡的机制为上调脑缺血再
灌注后Ｂｃｌ２的表达，减低Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达。研究表明，Ｂｃｌ２能阻止上游Ｃａｓｐａｓｅ的活化，

阻止自由基的生成、促进钙离子的清除及中和促凋
亡因子如Ｂａｘ和Ｂａｄ，其阻止神经元发生缺血性死
亡的作用已被过度表达Ｂｃｌ２的小梗死灶转基因鼠
所证实。细胞凋亡的最后实施是通过Ｃａｓｐａｓｅ３的
激活而实现的，处于凋亡过程的下游阶段，是十分重
要的凋亡执行蛋白，它能直接或间接裂解细胞结构
如细胞骨架、核酸等，从而使凋亡发生。而雌激素的
脑保护作用不仅参与了凋亡起始的多个机制如抑制

自由基的产生［６］、防止线粒体受损等［７］，还有可能直
接影响凋亡相关基因的表达而起到脑保护的作用。
另外，雌激素还可能通过清除自由基［６］、抗氧化［８］、
抑制脑内白细胞介素１等炎性因子［９］活性参加了脑

保护作用。

　　我们的实验结果显示：切除卵巢大鼠造成的雌
激素缺乏使得大脑中动脉缺血再灌注时脑组织损害

加重，而替勃龙替代治疗可显著改善这种缺血再灌
注损伤。当然替勃龙替代治疗对绝经后妇女缺血性
脑血管病的保护及治疗作用还需要进一步的临床试

验研究。
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