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　　［摘要］　目的　探讨发生脑缺血再灌注损伤时 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达和活性的变化规律及应用强力霉素后脑水肿的变
化。方法　大脑中动脉线栓法制备局灶性脑缺血再灌注模型，根据再灌注时间不同分为再灌注３、６、１２、２４、７２、１２０ｈ组及假
手术组。应用干湿重法测定强力霉素干预后缺血侧脑半球含水量的变化，应用蛋白质印迹法检测缺血侧脑组织 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９蛋白表达变化，应用明胶酶谱法检测缺血侧脑组织 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９活性变化。结果　ＭＭＰ２在脑缺血再灌注３
ｈ和１２０ｈ表达和活性升高（Ｐ＜０．０１）；ＭＭＰ９在脑缺血再灌注６ｈ表达和活性开始升高（Ｐ＜０．０１），到再灌注２４ｈ达到峰

值，再灌注１２０ｈ降至正常水平（Ｐ＞０．０５）；脑缺血再灌注大鼠各时间点缺血侧脑半球含水量与假手术组相比皆升高，并且随

着再灌注时间延长持续升高；应用强力霉素大鼠缺血侧脑半球含水量与同时间点生理盐水组相比降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

结论　ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９降解细胞外基质引发血管源性脑水肿，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达及其活性在脑缺血再灌注１２０ｈ
内的交替变化可能会影响脑水肿的发展。
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　　缺血性脑血管病发生后，迅速进行溶栓是治疗

成功的前提和基础［１］。但溶栓治疗容易引起脑水

肿，对脑组织造成继发性损伤，即脑缺血再灌注损

伤［２］。基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＭＭＰｓ）是一组Ｚｎ２＋依赖性蛋白水解酶家族，研究表

明脑缺血再灌注伴有 ＭＭＰ２（明胶酶Ａ，７２０００）和

ＭＭＰ９（明胶酶Ｂ，９２０００）活性表达变化［３］，两者降

解脑血管基底膜Ⅳ胶原蛋白、层粘连蛋白和纤连蛋

白等，与脑微血管通透性增加、炎性细胞侵入和脑水

肿发生密切相关［４］。但研究认为两者在再灌注的不

同时期分别发挥各自作用，并且关于两者的表达活

性变化时间，各研究结果并不一致［５６］。因此，本研

究利用局灶性脑缺血再灌注模型，同时检测再灌注

１２０ｈ内 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达及其活性，探讨发

生脑缺血再灌注损伤时 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的动态

变化规律及其与脑水肿之间的关系。同时，本研究

观察给予大鼠 ＭＭＰｓ广谱抑制剂强力霉素后脑水

肿变化情况，进一步阐述 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９对脑水

肿的影响。

１　材料和方法

１．１　制备局灶性脑缺血再灌注大鼠模型　ＳＤ成年

大鼠由中国医科大学实验动物中心提供，雄性，清洁

级，体质量２８０～３２０ｇ。参照Ｌｏｎｇａ大脑中动脉线

栓法（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）制备

局灶性脑缺血再灌注大鼠模型［７］，栓塞成功后固定

尼龙线，２ｈ后拔出尼龙线进行再灌注。大鼠清醒后

观察神经行为学改变，参考ＺｅａＬｏｎｇａ评分法［７］：０
分为无明显神经功能缺失症状；１分为不能完全伸展

对侧前爪；２分为爬行时向对侧转圈；３分为行走时

身体向偏瘫侧倾倒；４分为不能自发行走，意识障碍；

５分为死亡。大鼠手术清醒后用单盲法进行评分，选

用神经功能评分为１、２、３分的大鼠，其余大鼠剔除。

１．２　实验分组　根据局灶性脑缺血再灌注持续时

间，大鼠被随机分成７组，分别为再灌注３ｈ组、６ｈ
组、１２ｈ组、２４ｈ组、７２ｈ组、１２０ｈ组和假手术组，

假手术组手术操作与模型制备相同，但不插入尼龙

线。每组大鼠 １８ 只，其中 ６ 只检测 ＭＭＰ２ 和

ＭＭＰ９的表达及其活性变化；另外１２只进一步分

为生理盐水组和强力霉素组，检测脑含水量变化。

强力霉素组大鼠腹腔注射强力霉素（４５ｍｇ／ｋｇ），于

再灌注前１２ｈ开始，每１２ｈ注射一次直至处死；生

理盐水组腹腔注射同剂量生理盐水。

１．３　蛋白质印迹法检测 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达

水平变化　大鼠过量麻醉致死后，迅速断头，冰浴中

取脑。提取缺血侧脑额顶叶组织蛋白，匀浆离心、测

定蛋白浓度；蛋白分离采用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，转印到

硝酸纤维素膜上；ＭＭＰ２（１５００稀释，ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司）、ＭＭＰ９（１５００稀释，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、β

ａｃｔｉｎ抗体（１５０００稀释，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）４℃孵育

过夜；相应二抗室温孵育２ｈ；ＥＣＬ发光，采用Ｃｈｅｍｉ

Ｉｍａｇｅｒ５５００Ｖ２．０３软件扫描胶片，ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ２．０
图像分析仪对条带积分光密度进行定量分析。

１．４　明胶酶谱法分析 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的活性变

化　大鼠过量麻醉致死后，迅速断头，冰浴中取脑。

ＰＢＳ裂解缺血侧脑额顶叶组织蛋白，匀浆离心、测定

蛋白浓度；１０％ＳＤＳＰＡＧＥ（１．０ｍｇ／ｍｌ明胶）分离

蛋白，凝胶经洗脱、漂洗、孵育、染色、脱色，采用Ｃｈｅ

ｍｉＩｍａｇｅｒ５５００Ｖ２．０３软件扫描胶片，ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ

２．０图像分析仪读取光密度。

１．５　脑含水量测定　大鼠过量麻醉致死后，迅速断

头，冰浴中取脑，去除嗅球及低位脑干，清除软脑膜，

用预冷的生理盐水冲洗脑表面，滤纸吸干水分，沿脑

矢状缝分离缺血侧脑半球，电子天平记录其湿质量。

称质量后迅速将其放入１００℃恒温烤箱中，烘烤４８ｈ
后称取干质量，计算脑组织含水量。脑组织含水量

（％）＝（半脑湿质量－半脑干质量）／半脑湿质量×

１００％。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据

分析。所有数据以珚ｘ±ｓ表示，两组间采用ｔ检验，多

组间采用单因素方差分析和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　脑缺血再灌注不同时间点神经功能评分结

果　假手术组大鼠无神经功能缺失表现，神经功能

评分为０分；脑缺血再灌注各组大鼠均表现不同程

度的神经功能缺失，再灌注３ｈ时神经功能缺失最明

显（２．７８±０．４２，Ｐ＜０．０１），之后６、１２、２４、７２、１２０ｈ
神功能评分随再灌注时间延长平行下降（２．７２±
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０．４６、２．６１±０．５０、２．５６±０．５１、２．３９±０．６１、２．２８±

０．５７），但再灌注各时间点间比较无统计学差异（Ｐ＞
０．０５）。

２．２　脑缺血再灌注不同时间点 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
蛋白的表达变化　结果见图１，ＭＭＰ２在假手术组

大鼠脑组织有一定程度表达，再灌注３ｈ后表达升

高（Ｐ＜０．０１）。但再灌注６ｈ后 ＭＭＰ２表达下降，

直到再灌注１２０ｈ表达再次升高，与假手术组相比

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＭＭＰ９在假手术组

大鼠脑组织有低表达，再灌注６ｈ后表达开始升高

（Ｐ＜０．０１），到再灌注２４ｈ达到峰值，之后表达下

降，到再灌注１２０ｈ降至正常水平。

图１　脑缺血再灌注不同时间点 ＭＭＰ２（Ａ，Ｂ）、

ＭＭＰ９（Ｃ，Ｄ）蛋白表达比较

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＭＰ２，

ＭＭＰ９ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
ＩＤＶ：Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ．

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　脑缺血再灌注不同时间点 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
活性的比较　明胶酶谱法检测结果与蛋白质印迹蛋
白表达变化一致，见图２。

图２　脑缺血再灌注不同时间点 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９活性比较

Ｆｉｇ２　ＡｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＭＭＰ２，ＭＭＰ９ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　脑缺血再灌注不同时间点脑组织含水量变化

与强力霉素对其影响　脑缺血再灌注大鼠各时间点

缺血侧脑半球含水量与假手术组相比升高（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），并且随着再灌注时间延长含水量逐渐

升高，在再灌注１２０ｈ达到峰值，强力霉素组大鼠缺

血侧脑半球含水量与同时间点生理盐水组相比降低

（图３）。

图３　强力霉素对再灌注不同时间点脑组织含水量的影响

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｅｍｉｓｐｈｅｒｉｃｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｓｉｄｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，
△△Ｐ＜０．０１ｖｓｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　在临床上，脑缺血再灌注后脑水肿的形成加大

了病死率，是脑梗死溶栓治疗后病情恶化的主要原

因。脑缺血再灌注损伤引起脑水肿发生，主要有两

方面原因：（１）细胞源性水肿，由于能量代谢障碍引

起神经细胞发生肿胀形生脑水肿；（２）血管源性水

肿，由于脑微血管通透性增加，细胞间隙内水分增

多，形成脑水肿。其中血管源性水肿是脑缺血再灌

注后脑水肿持续发生的主要因素。

　　脑微血管内皮细胞、星形胶质细胞、小胶质细胞

和神经元等都能分泌 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９无活性的

前体，该前体分泌后被蛋白酶切割而激活产生生物

活性［８］，降解脑微血管细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａ

ｔｒｉｘ，ＥＣＭ），包括血管基底膜的胶原、层粘连蛋白和

纤维连接蛋白等，导致脑微血管渗透性增高，血脑屏

障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）完整性破坏，脑毛细血

管内的水分及血浆蛋白外渗，脑体积增加，引发血管

源性脑水肿。一些研究表明 ＭＭＰ２或 ＭＭＰ９参

与脑梗死血管源性水肿的发生［９１０］，但少有报道同时

检测脑缺血再灌注大鼠 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的动态

变化规律。本研究从蛋白表达和酶活性两方面证实

脑缺血再灌注１２０ｈ内ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白表达

和活性交替升高，而这一期间脑组织含水量持续升

高，该结果提示 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９参与脑缺血再灌

注后脑水肿的发生。

　　同时，本研究应用 ＭＭＰｓ广谱抑制剂强力霉素

检测其对脑组织含水量的影响，结果表明强力霉素

组大鼠与同时间点生理盐水组相比脑组织含水量显

著降低，该结果进一步证明 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９与脑

缺血再灌注后脑水肿的发生具有相关性。强力霉素

为脂溶性物质，能通过ＢＢＢ到达受损部位脑组织，

抑制神经系统炎症反应［１１］。作为广谱的 ＭＭＰｓ抑

制剂，强力霉素从转录水平和酶原活化等方面抑制

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白表达及其活性上调，发挥对

脑缺血再灌注受损组织的保护作用［１２］。

　　ＭＭＰ２与丝氨酸蛋白酶纤溶酶原活化因子相

似，在血管再生中是控制蛋白水解的关键因子，临床

发现有卒中病史的患者血浆 ＭＭＰ２水平升高，脑内

存在大量表达 ＭＭＰ２的巨噬细胞［１３］。本研究中也

发现 ＭＭＰ２在脑缺血再灌注１２０ｈ蛋白表达和活

性显著升高，该结果表明 ＭＭＰ２参与再灌注损伤后

组织修复和血管再生等过程。同时，在本研究中发

现再灌注３ｈ出现 ＭＭＰ２蛋白表达活性增高，提示

ＭＭＰ２在脑组织损伤早期即可被激活，与先前研究

认为 ＭＭＰ２只参与脑梗死后期的组织修复存在一

定差异。而Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ等
［１０］在研究脑缺血再灌注损

伤ＢＢＢ通透性的变化时发现，ＭＭＰ２参与再灌注

早期ＢＢＢ通透性的增高，该结果与本研究检测结果

类似。以上结果提示 ＭＭＰ２的表达激活不仅参与

脑损伤后期神经再生过程，在脑损伤早期也有可能

加重脑组织损伤。本研究发现再灌注３ｈ和１２０ｈ
脑组织含水量显著高于假手术组，该结果提示这两

个时间点 ＭＭＰ２的表达激活与脑水肿发生可能存

在相关性。

　　ＭＭＰ９作为促炎症反应蛋白酶，通过细胞因子

和即早基因刺激参与神经炎症反应应答，启动子区

包含转录因子活化蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ

１）和核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｔｏｒκＢ，

ＮＦκＢ）。细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎ

ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ

１β，ＩＬ１β）、白细胞介素８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８，ＩＬ８）、白细

胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）等炎症介质都能

够在转录水平上促进 ＭＭＰ９表达上调［１４］。研究证

明脑缺血后 ＭＭＰ９基因敲除小鼠的神经元损伤显

著降低［９］，脑缺血后２４～４８ｈ脑水肿达到高峰，与脑

内 ＭＭＰ９活性增高时间一致［１５］。临床发现脑卒中

患者 ＭＭＰ９的活性与梗死面积成正比，ＭＭＰ９的

峰值出现在发病后２４ｈ内［１３］，以上结果与本研究中

ＭＭＰ９蛋白表达和活性在再灌注２４ｈ达到峰值相

一致。但大多数研究认为作为神经炎症反应的关键

因子 ＭＭＰ９是参与再灌注损伤脑水肿发生的重要

因素，而本研究发现 ＭＭＰ９表达激活在再灌注６ｈ
开始升高明显迟于 ＭＭＰ２；再灌注１２０ｈＭＭＰ９
表达激活恢复至正常，此时 ＭＭＰ２水平再次升高，

以上结果提示 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的交替变化共同

参与脑缺血再灌注损伤以及脑水肿的发生，ＭＭＰ９
并非引起再灌注损伤的唯一因素。

　　综上所述，本研究应用脑缺血再灌注大鼠，从蛋

白表达和酶活性变化两方面检测再灌注１２０ｈ内

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９动态变化，探讨脑缺血再灌注损伤

以及脑水肿的发生机制，而应用 ＭＭＰｓ广谱抑制剂

强力霉素能够降低脑水肿的发生，有望成为治疗缺

血性脑血管疾病的新途径。
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《医学科研设计与统计分析》已出版

　　本书由贺佳主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１００８４３，１６开，定价：３９．００元。

　　科研设计是医学科研的第一步。正确、合理、高效地进行设计，获得可靠的数据，解决医学科研问题，报告科研结果是医学

工作者应该具备的基本科研素质。

　　本书从医学科研实例出发，针对常见的研究问题，详细介绍了如何进行设计、分析、报告结果和陈述结论的全过程。注重

实际应用，对每个实例均给出相应的ＳＡＳ软件实现过程，附有详细的语句说明；结合国际常见的医学论文报告规范对医学论

文的撰写进行了详细介绍。本书思路清晰，语言通俗，易于理解、操作。

　　本书由第二军医大学出版社出版发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


