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为研究经脑室途径联合应用血管内皮生长因子!(1+,"和血管生成素!234567658$539:#!34-:"#治疗大鼠急性脑梗塞的效
果#并探讨治疗的机制#采用脑立体定向输注的方法#将 %!!;:-)*+, 治疗载体或者 %!!;:-)*+, 和 %!!;:--".-: 的混合治疗
载体#通过侧脑室转染途径对大鼠大脑中动脉阻塞缺血再灌注模型进行基因治疗$ 观测 ;<=> 和 2349: 蛋白表达%血脑屏障通透
性%脑微血管密度等指标#并对大鼠进行神经功能行为评分等$结果显示#联合应用 ;1=> 和 2349: 治疗急性脑梗塞可降低血脑屏
障通透性#减轻脑水肿#增加缺血灶周围脑区的微血管密度#改善大鼠的神经功能$ 由此得出结论&联合应用 ;1=> 和 -".9: 基因
治疗大鼠急性脑缺血#可保护脑细胞#促进新生血管生成#减轻脑水肿#改善大鼠的神经功能$
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#$?%@ ;. =&’&A’?0 ;<=$&B;?@ %$& =2BA;.?%;2. 2C D.1 +* ?.> -EFG
=2/0> A& /<&> &?’0H %2 3I2B2%& %$& C2IB?%;2. 2C B?%/I& .&2J&<<&0<
?.> 3I2%&=% %$& ;.K/’&> =&00<@ !;%$2/% ;.>/=;.1 %$& <;>& &CC&=%< 2.
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D>&.2+D<<2=;?%&> J;’/<O ?.1;21&.&<;<O L022> L’?;. L?’’;&’

) 引言
很多研究表明血管内皮生长因子 !-?<=/0?’ E.>2%$&0;?0

F’2!%$ G?=%2’"-EFG# 在缺血性疾病治疗中的作用是把双刃
剑$一方面具有直接促进缺血周围区微血管增生和神经保护
作用%另一方面又可以增加微血管的通透性"促进血管壁的
渗出"增加血脑屏障的破坏 P*+QR& 近年来很多研究表明"缺血后
血管生成是一个多因子参与调节的复杂过程"其中血管内皮
生长因子和血管生成素’D.1;232;&%;."D.1(在其中起关键作
用 PSR& 形成功能性成熟血管有赖于这两类因子的协同作用 PQR&

-TFU 也称为血管通透性因子 )-?V=/0?I W&IB&?A;0;%H U?=%2I"
-WU("是目前发现的最强的血管通透性因子 @其增加微血管
通透的作用比组织胺强 8 666 倍@ 可以在脑缺血后加重血脑
屏障!L022> LI?;. L?II;&I"LLL(的渗出"诱发血管源性脑水肿
甚至脑出血"从而阻塞微血管管腔而减少血供"最终引起颅
内压的增高P8R& 近年的研究表明"血管生成的各个阶段都需要

-EFU 的参与 "但它在血管生成起始阶段的作用是最关键
的PXR& 目前认为"-TFU除了促进缺血区血管增生外"还在缺血
早期通过扩张微血管增加缺血区血流灌注 PYR%另外 -TFU 在
周围和中枢神经系统对于神经元*雪旺细胞*星形胶质细胞*
神经干细胞以及小胶质细胞还具有直接的神经营养和神经

保护作用"并能促进神经元轴突的生长 PX+YR&更重要的是 -TFU
在脑缺血后能促使室下带和海马齿状回颗粒下层的神经干

细胞增生和迁徙 PX+YR& (.1是一类新发现的主要由血管内皮周
围组织分泌的糖蛋白" 是血管内皮细胞 !T.>2%$&0;?0 Z&00<"
TZ<(特异性受体酪氨酸激酶 [;&+\ 的配体"与 -TFU 协同调
节血管的发生和形成过程&很多研究还表明"D.1+*还参与维
持成熟血管的完整性" 它的表达可抑制单层 TZ< 的通透性"
防止微血管渗漏"是迄今为止发现的第一个作用于 TZ< 的抗
血管通透性因子"这提示 D.1+* 在调节血管通透性方面发挥
着重要作用& 近年来的很多研究也证明"D.1+* 可以对抗由
-TFU所引发的血管渗透性增加" 并认为 D.1+* 和 -TFU 的
平衡对于维持中枢神经系统 LLL 的完整性起关键作用"而急
性脑缺血打破了这种平衡从而诱发了 LLL 的破坏 P8R& 也有研
究表明"D.1+*是通过最大程度地加强血管 TZ< 之间*内皮周
围细胞和基质之间的相互作用来减少血管的渗出 P]+ R̂& 在脑缺

血的急性期"(.1+* 和 -TFU 是对 ___ 渗漏起重要作用的影
响因子"___ 渗漏增加就会诱发脑水肿甚至脑出血& 如何在
脑缺血急性期保护 ___"减轻脑水肿和继发性脑损害"可能
对脑缺血的治疗有重要意义&
为了在发挥 -TFU治疗作用的同时" 避免或减轻其诱发

___ 渗透性增高的副作用"本研究设计了 -TFU 与血管生成
素 (.1+* 联合基因治疗的研究方案"将采用脑立体定向输注
的方法" 将治疗载体 ’((-*+!&’+ 联合 ’((-*+()*+* 注射
到大鼠侧脑室内"观察其在脑内的表达"并研究其促进缺血
后血管增生和改善脑缺血早期 ___ 通透性的作用及其可能
机制"为脑缺血的治疗探索新的途径&

* 实验材料
*+, 实验动物
健康成年雄性 ‘;<%?’ 大鼠 ^S 只"年龄 S!Q 月"体重 *]6!

\66 1"由中国医学科学院实验动物所提供"按照 aWU 级标准
饲养& 每笼饲养 X 只" 自由进食水" 饲养室温度控制在 \6!
\\""明暗光照每日各 *\ $&实验中对动物采取的一切操作都
按照中国协和医科大学动物管理委员会制定的要求进行"所
有损伤性操作都事先进行麻醉"最大程度地减少动物的疼痛
刺激&

,+- 重组腺相关病毒治疗载体
携带治疗基因 ,!&’++*X8 和 ,()*-./.-01-)+* 的 : 型重

组腺相关病毒载体"’((-*+!&#+*’((-*+()*+*和空白对照
载体 ’((-*+./00均购自本元正阳基因技术有限公司"均含有
Zb-启动子"病毒滴度均为 \#*6*\ J14J&=%2’ 1&.2B&<9,Bc&
,+. 主要抗体及其工作浓度
主要抗体及其工作浓度见表 *& 使用的 S 种分子生物学

方 法 是 $‘&<%&’. _02% !‘_(" :BB/.2$;<%2=$&B;<%’H !:d( 和

:BB/.2C0/2’&<=&.=&!:U(&

- 实验方法
-+, 实验动物分组

^S 只大鼠被随机平均分为 \ 个治疗组和 * 个自然恢复
组" 每组 S* 只& ! 联合基因治疗组$’DD-*+!&#+,’DD-*+

表 , 主要抗体及工作浓度
/012" * 34(5 %6 (%7" 08541%94"( 089 5:"4& 942;54%8

抗体
工作浓度

生产厂家
‘L :d :U

=+U2<!<=+8\(
!+?=%;.!<=+*X*X(
2==0/>;.!<=+]*QQ(
DeWQ!<=+S\YS^(
D.1+*!<=+^6QQ(
-TFU!<=+*8\(

*f\66

*f*66
*f\66

*f*66

*f\66
*f*86

a?.%? Z’/g
a?.%? Z’/g
a?.%? Z’/g
a?.%? Z’/g
友谊中银

友谊中银
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表 ! 改良的神经功能缺损评分标准
"#$%& ! ’()*+*&) ,&-.(%(/*0#% 1&2&.*34 10(.&1

!"#!"! ! $%&’ 单基因治疗组"#$$%"!$(&)&#$$%"!’())#
另取 * 只大鼠作为自然恢复组$进行 %+,- 和 $’.!" 蛋白质
免疫印迹实验$观察 %+,- 和 $’.!" 在脑缺血自然病程中的
表达%

!56 大鼠麻醉方法
称取大鼠体重&以 /!的戊巴比妥纳腹腔注射全麻&暂时

性全麻剂量 01 2.&3.!取脑过深麻醉剂量 41 2.&3.%
678 立体定向载体输注
!595: 手术方法
大鼠麻醉成功后固定于立体定向仪% 用碘伏消毒头顶部

皮肤&铺盖无菌洞巾% 头顶部正中纵行手术切口&长约 " 52&
按照坐标靶点&电钻磨开颅骨直到显露硬膜&将固定于立体
定向仪的 "1 "6 微量注射器在注射靶点上方垂直进针至侧
脑室内&以微螺旋定量推进器匀速缓慢注射 "1 "6 病毒载体
’/""1"1 7.(&注射速率 189 "6&2:’&注射完毕待 9 2:’ 后缓慢
拔针%

!595! 注射靶点坐标
侧脑室注射靶点坐标)以前囟点为坐标原点(值"向前 189

22&向右 "89 22&硬膜下 ;89 22#

!5959 各组注射载体剂量
各组侧脑室注射量"# 联合基因治疗组"#$$%"!$(&) 9

"6*"""1"1 7.(&#$$%"!*"+!" 9 "6*"""1"1 7.(!! $(&) 单基
因治疗组"#$$%"!$(&) 9 "6 *"""1"1 7.(&#$$%"!’()) 9 "6
*"""1"1 7.(+
!5; 大鼠局灶性脑缺血再灌注模型的建立
!5;5: 模型制作时机
病毒载体侧脑室内注入后 4 周制作脑缺血模型#

!5;5! 术前准备
大鼠术前 "/ <禁食# 手术前一天进行手术器械 ""1#高

压蒸汽灭菌消毒 /1 2:’# 将 * 52 长的 0!1 尼龙鱼线在距离
末端 "84 52 处用作标记&末端浸腊&使用前先用碘伏浸泡#
!5;59 手术方法
大鼠麻醉成功后固定大鼠仰卧位&充分暴露颈部# 碘伏

消毒铺无菌洞巾后&在手术显微镜下进行操作# 取颈部正中

; 52切口&上至颈和下颌连接处&下至胸骨角&于左右颌下腺
间剪开阔筋膜&向两侧翻开并固定# 在右侧胸锁乳突肌处安
置牵引线&以充分暴露视野&在右侧胸锁乳突肌和颈前肌群
之间向深部分离&轻轻分离颈部肌群三角&显露深面的颈总
动脉*==$(&开放颈总动脉鞘&分离颈总动脉&注意避免过度
激惹伴行的迷走神经&避免损伤邻近静脉# 上溯分离颈内动
脉系统*>=$(,颈外动脉*+=$(系统起始部,甲状腺上动脉起
始部,枕动脉起始部#保护解剖分叉处的迷走神经结#顺着颈
内动脉走行方向向深部仔细分离&暴露出翼腭动脉和颈内动
脉的分叉处# 依次结扎 ==$ 近心端,+=$系统起始部 *甲状
腺上动脉分支之前(,枕动脉和翼腭动脉# 随后用动脉夹夹住
颈内动脉段阻断血液返流#==$距离分叉处约 9 22 处&以显
微剪剪开动脉壁&送入线栓&结扎 ==$预置线套&松开动脉夹

继续送入线栓&长度距离 ==$ 分叉处约 "84 52# 复结扎 >=$
之预置线固定线栓&分层缝合皮肤# 若插入深度约 " 52 时产
生阻力&可适当退出调整方向# 经过多次实验对比&发现分离
并结扎翼颚动脉可使线栓较容易插入颈内动脉颅内分支&并
能较好地提高模型成功率#

!5;5; 脑缺血后再灌注
脑缺血模型制作成功后 / <&将线栓拔出 " 52&剪除外露

线栓&之后大鼠将慢慢苏醒#

!5;5< 3=>?@动物模型入选标准
动物 ?@=$A制作完成后 * <进行改良的神经功能缺损评分

*@BC:D:EC FE(#B)B.:5G) HE7E#:?I H5B#EJ&@FHH(&标准见表 /# 选择
K$"/分的动物随机分组&评分不在该范围的动物不能入组#

A7< 蛋白质印迹法测定 BCDE 和 ?,/F:表达
A7<7: 脑组织取材
缺血再灌注 04 < 后&; 组中各取 * 只大鼠快速断头取脑L

从额极到中脑平均切为 K 块&每块 / 22&从前到后依次编号
为 H"MHK# 取其中 H;*包含侧脑室注射靶点(右侧半称重后&
置于液氮中备用#

功能分类 功能测试结果 评分

运动试验

提起鼠尾*患侧无法完成以下动作(
前肢收缩

后肢收缩

;1 J 内头部运动并偏离垂直线%"1&
提鼠置于桌面

正常行走

不能直行

向患侧绕圈

向患侧摔倒

"
"
"

1
"
"
"

感觉试验

位置觉试验*视觉,触觉(
推动动物向侧方移动&动物无法移动
本体感觉试验*深感觉(
将患肢置于桌子边缘&动物无肢体收缩
反应

"

"

横杆平衡

试验

平衡

抓住横杆一侧

抱住横杆&一肢体掉下
抱住横杆&二肢体掉下!或抱横杆旋转%*1&
尽力平衡&但失败掉下*%01 J(
尽力平衡&但失败掉下*%/1 J(
掉下*’/1 J(

1
"
/
;
0
9
*

反射消失

和反常

运动

耳廓反射*刺激耳道后摇头(
角膜反射*棉花刺激角膜后眨眼(
惊吓反射*听到突然声响后运动反射或
尖叫(
抽搐,肌阵挛,肌张力异常

"
"
"
"

总分 "4

研究论文!?.3*0%&1"

科技导报 AGHI#AJ!A:" K:

C M Y K



!"#"! 脑组织总蛋白提取
将上述液氮保存的脑组织切块!按照每 !"" #$ 加入 %""

!& ’()*’(+’,-蛋白提取液!在冰上孵育 ." #/0使细胞裂解
冰上匀浆!1!离心 !" """ $!2" #/0! 吸取上清液*3"!保存!
用于 45检测"
!"#"$ %&’法测定蛋白浓度

!# 配置工作液$根据标准品和样品数量!试剂 6 与试剂
5按照 7"8! 的体积比配置适量 596工作液!充分混匀%

2& 稀释标准品$ 取 5:6 标准品原液 ’1 """ !$;#&&!""
!& 加双蒸水稀释到 2"" !&!然后再倍比稀释 3 次!得到不同
蛋白浓度的 5:6 标准浓度溶液! 分别为$2 """(! """(7""(
27"(!27(%2<7(.!<27(!7<%27 !$;#&"

.& 微板滴加标本$将不同浓度的 5:6 标准液)按照浓度
大小顺序&和待测标本液分别滴加到 =% 孔板!每一浓度蛋白
液滴加 .份!每一孔取 2"" !& 工作液混合".>!静置 ." #/0"

1& 冷却到室温!用酶标仪测定 77" 0# 的光密度值!绘制
标准曲线!根据线性方程计算各标本蛋白浓度"

!"#"( )%检测 *+,-和 ’./01表达
将提取的脑组织蛋白)." !$&加 2":?: 上样缓冲液)总

体积为 2" !&&经 =7!变性 !" #/0*上样于 3@ :?: 聚丙烯酰
胺):/$#A 公司&凝胶中电泳 2 B*用电转膜仪)5/C*(AD 公司&
将蛋白转印到硝酸纤维素膜):/$#A 公司&上!约 >7 #/0*!"@
的脱脂奶粉溶液于室温封闭 ! B!,5:, 漂洗 . 次"!" #/0*加
入一抗抗体 )稀释浓度见抗体工作浓度表& 室温孵育 2 B 后
1!过 夜 !,5:, 漂 洗 . 次 "!" #/0*加 入 E(’ *抗 兔 F$G
)!81 """!:/$#A 公司& 室温孵育 ! B!,5:, 漂洗 . 次"!" #/0*
膜上加 +9& 荧光显影剂!在暗室内压片)HCDAI 公司&*用洗
脱缓冲液 7"!洗涤硝酸纤维素 ." #/0% 用同法显示 !*AJK/0
条带!以此作为加样的内参照% !*AJK/0 单克隆抗体)!82 """&!
E(’标记的抗鼠 F$G)!81 """!:/$#A公司&%
!"2 血脑屏障通透性的测定
!"2"1 测定时机
大鼠 K-96)模型脑缺血再灌注后 21 B取脑%

!"2"! 测定方法
按 5LMANLOP!"Q等方法!使用伊文思蓝)+OA0R 5MSL!+5&作为

示踪剂测定 555通透性% 在动物处死前 . B! 自股静脉注入
2#+5溶液)2" #$;I$&% 注射 +5溶液后!经主动脉用 TA9M盐
水)!7" ##CM;&!7"" #&;I$&进行灌注!大脑标本迅速取出后
从额极到中脑冠状位平均切为 > 块!每块 2 ##!从前到后依
次编号为 :!U:>!其中 :. 包含侧脑室注射靶点!取 :. 称取湿
重后加甲酰胺 . #& 加盖避光在 71!水浴箱中提取 21 B!吸
取提取液! 在紫外分光光度计下测量提取液的光密度值))?
值&!波长 %.2 0#% 脑组织 +5含量以 )?;$湿脑组织表示!用
+5含量))?;$&代表 555通透性%
!"3 石蜡切片免疫组化检测
!"3"1 测定时机及脑区
大鼠 K-96) 模型脑缺血再灌注后 21 B 取脑! 检测缺血

侧海马即早基因 !"#$% 的表达! 并检测脑缺血周围区水通道
蛋白 6’V1的表达%
!"3"! 检测方法
!"3"!"1 取材及石蜡包埋
各组动物过深麻醉)&$%&!依次用 "<! ##CM;#& 的 ’5: 和

1#多聚甲醛各 7"" #&主动脉快速冲洗灌注固定!取脑切块!
将脑标本放入 1@的多聚甲醛固定 21 B!行梯度酒精脱水!二
甲苯透明!石蜡包埋%

!"3"!"! 免疫组化步骤
!& 切片$连续石蜡切片!切片厚度 7 !#!从连续的石蜡

冠状切片中每隔 !" 张取一张! 贴于经过多聚赖氨酸包被处
理的载玻片上%

2& 常规脱蜡$二甲苯浸泡切片 !7 #/0*.#的 E2)2浸泡切

片 !" #/0*!""#酒精(=7#酒精和 3"#酒精依次水化!蒸馏水
冲洗!’5: 液浸泡%

.& 抗原修复$滴加胰酶工作液修复!室温放置 3 #/0*蒸
馏水冲洗!’5:液浸泡%

1& 一抗孵育$滤纸吸取多余 ’5:液!分别滴加一抗)抗体
浓度见表 !&!1!过夜%

7& 二抗孵育$滴加生物素标记的相应二抗!室温放置 17
#/0% 滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素!室温 !7 #/0%

%& 显色$?65*过氧化氢显色剂显色!室温下 7%3 #/0!光
镜下监视*浅染苏木素%

>& 脱水透明$>"#酒精 . #/0!3"#酒精 . #/0!="#酒精
7 #/0!=7#酒精 !" #/0!!""#酒精 F !7 #/0!!""#酒精 FF !7
#/0!依次梯度脱水% 透明$二甲苯 F(二甲苯 FF(二甲苯 FFF!各
7 #/0%

3& 封片观察$中性树胶封片!显微镜下观察%
!"3"!"$ 免疫组化阳性细胞计数
将完成染色的切片在显微镜下观察并进行显微图像采

集% 分别对各组脑组织切片中的阳性细胞数进行计数% 先以

1"的物镜确定每张图片中的感兴趣区)6WLA CX F0KLWLRK!6)F&!
每张切片的 6)F定义为阳性细胞最密集处! 然后以 2""的物
镜将每张切片 6)F 输入 F’’ 图像处理系统! 每张图片选择 .
个区域进行计数!使用 F’’ 色彩分割法)RL$#L0KAK/C0&命令以
EF: 直方图模式确定阳性细胞的轮廓及表达范围的边界!进
行阳性细胞计数% 每张动物的阳性细胞数量为所观察的 !"
张切片中 6)F的阳性细胞数量之和%
!"4 血脑屏障紧密连接相关蛋白 566789:.免疫荧光检测
!"4"1 测定时机和脑区
大鼠 K-96) 模型脑缺血再灌注后 > D 取脑!检测梗塞灶

周围区 CJJMSD/0 表达%
!"4"! 检测方法
!"4"!"1 取材
动物过深麻醉)&$%&!依次用 "<! ##CM;#& 的 ’5: 和 1#

多聚甲醛各 7"" #& 主动脉快速冲洗灌注固定*取脑切块!从
额极到中脑平均切为 > 块!每块 2 ##!从前到后依次编号为
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!"#!$% 其中 !& 包含侧脑室注射靶点! 取 !& 标本放入 ’(的
多聚甲醛固定 )’ *!移到 &+!蔗糖溶液中浸泡至脑块沉底"
!"#"!"! 免疫组化步骤
以恒冷冰冻切片机由嘴侧向尾侧行冠状位冰冻切片!切

片厚度 ,- !.! 切片间隔 /++ !.! 每只大鼠脑切片数量 ,+
张!切片收集到 ,’孔板内!浸泡在冻存液内",+#备用" 各组
脑冰冻切片分别进行 01123456和免疫双染色" 将冰冻切片从
冻存液内取出! 放入预先加入 +7+/ .0289 :;! 的 )’ 孔板内!
:;! 室温洗涤 - .56!’ 次 #&!双氧水室温洗涤 )+ .56#+7+/
.0289 的 :;! 室温洗涤 - .56!’ 次#+7&( <=5>06 ?@/++ &A#水
浴 )+ .56#+7+/ .0289 的 :;! 室温洗涤 - .56!’ 次#-(羊血清
$原液配成的体积比!溶剂 +7+/ .0289 :;!%作用室温 B+ .56!
吸除后不洗# 加用 C(羊血清稀释的 01123456 一抗 /D/C+!E#
过夜#+7+/ .0289的 :;! 室温洗涤 /+ .56!- 次# 开始避光!用
-(羊血清稀释的二抗 <FGH /DI++!常温孵育 J+ .56#+7+/ .0289
的 :;!室温洗涤 /+ .56!C次&将脑片用毛笔铺于多聚赖氨酸
包被的载玻片上! 以 C+!甘油8:;! 混合液封片! 避光 E#保
存&

!"#"!"$ 免疫组化阳性细胞计数
将完成染色的切片在显微镜下观察并进行显微图像采

集& 分别对各组脑组织切片中的阳性细胞数进行计数& 先以

E$物镜确定每张图片中的 KLF!每张切片的 KLF 定义为阳性
细胞最密集处! 然后以 )+$的物镜将每张切片 KLF 输入 F::
图像处理系统!每张图片选择 I个区域进行计数!使用 F:: 色
彩分割法命令以 MF! 直方图模式确定阳性细胞的轮廓及表
达范围的边界!进行阳性细胞计数& 每张动物的阳性细胞数
量为所观察的 /+张切片中 KLF的阳性细胞数量之和&
!"% 脑梗塞体积测定
!"%"& 测定时间点
大鼠 >NHKL模型缺血再灌注后 EJ *&

!"%"! 测定方法
大鼠 >NHKL模型$!%/J%过深麻醉取脑!取脑冷结后冠状

切片!从额极到中脑平均切为 $块!每块 ) ..!从前到后依次
编号为 !/#!$! 迅速将切取的脑片浸泡在 )( <<H@:;! 溶液
中!避光条件下!I$#水浴 I+ .56!每隔 C .56 将标本翻转一
次!以保持染色均匀& 注意染色容器足够大!防止脑片相互掩
盖!导致染色不全!翻动时应注意保护脑片的完整& 染色后小
心取出脑片浸泡在 :;! 溶液中!使用数码相机拍照!后续使

用 OFM /7P7/ 图像分析软件计算各脑片面积及相应梗塞灶面
积! 梗塞体积表示为梗塞体积与对侧大脑半球体积的百分
比&

!"&’ 缺血周围区微血管密度测量
!"&("& 测定时机
大鼠 >NHKL模型脑缺血再灌注后 / 周取脑&

!"&("! 检测方法
!"&("!"& 取材及固定
动物麻醉后!在取脑前 I * 经股静脉注射 )!Q; 溶液$)+

.R8SR%! 在取脑前 / .56 经股静脉注射 C!GF<H@葡聚糖溶液
$E .98SR%&取脑后将标本固定于 E!多聚甲醛 E# EJ *&固定
后!大脑半球从额极到中脑平均切为 $ 块!每块 ) ..!从前到
后依次编号为 !/#!$!其中 !I 包含侧脑室注射靶点!取 !I 标
本进行冰冻切片&

!"&("!"! 微血管密度计数
以恒冷冰冻切片机由嘴侧向尾侧行冠状位冰冻连续切

片!切片厚度 /++ !.!每只大鼠脑切片数量 )+ 张!将脑片用
毛笔铺于多聚赖氨酸包被的载玻片上!以 C+!甘油8:;! 混合
液封片&在共聚焦显微镜下观察!观察 Q; 在脑缺血中心区及
周围区渗出情况! 同时观察 GF<H@葡聚糖在脑缺血中心区及
周围区微血管显影情况!分别进行显微图像采集&将 GF<H@葡
聚糖微血管成像结果输入 F::图像处理系统! 测量各样本中
KLF 单位面积$..)%内微血管显影所占面积$!.)%!客观反应
缺血周围区微血管密度&

!"&& 统计学方法
全部资料采用 !:!! //7C 统计软件包进行统计学分析&

各组数据均以均数&标准差表示& 采用单样本检验法 $L6T
!U.V2T "@>TW>$,@>U52T4%%!对两治疗组动物同项数据进行统计
学差异性分析检验!#’+7+-为有统计学差异!有显著意义&

$ 实验结果
$"& 模型制作
$"&"& 立体定向手术结果
各组动物术后均未出现神经功能缺损体征!均可以正常

进食水!无体重减轻及肛温异常!未发生动物死亡& 说明脑室
内注射 =KKX"载体对动物的生理状况无明显影响&
$"&"! )*+,-模型制作结果
治疗组和对照组大鼠在右侧 NHK 供血区脑缺血再灌注

后均出现不同程度的神经功能缺损体征!表现为右侧眼裂变
窄’左前肢肌力减退’行走时向左侧旋转等!同时其感觉功能
和某些神经反射也有一定的缺损" 多数大鼠于术后 "(& 4 出
现精神萎靡’进食减少和体重减轻等表现!但随后这些表现
可明显改善!精神和体重逐渐恢复到术前水平" 术后 =KKX"@
$!%@"8=KKX"@&’() 治疗组死亡 B 只!=KKX"@&*()8=KKX"@
6322 治疗组大鼠死亡 J 只# 模型制作后死亡的动物均给予补
足样本量"

$.! /0检测 1234 和 ,567&表达和半定量分析
两治疗组和自然恢复组大鼠脑缺血再灌注后 ’J *!在缺

血侧脑组织内 XQYG 和 K6R@" 蛋白的表达情况见图 "#图 &"
在自然恢复组大鼠中 !K6R@" 几乎看不到表达条带 ! 而在

=KKX"@+!%@"8=KKX"@&*()可见比较强的 K6R@" 条带"有趣
的是在 =KKX"@&*()8=KKX"@6322治疗组出现了很弱的 K6R@"
条带" 在自然恢复组大鼠中!有明显的 XQYG条带" 半定量研
究 发 现 ! 在 =KKX" @$!% @"8=KKX" @&*()’=KKX" @&*()8
=KKX"@6322 和自然恢复组 XQYG 条带表达的相对于内参
!@U1>56 的 LZ 值依次是 (’7J/&+7A/!-7-B&+7J[!&7/&&+7[-#在
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图 ! 蛋白质免疫印迹法检测脑缺血 "# $ 缺血半球内
%&’( 和 )*+,! 的表达

(-+. ! /01203* 4562 7*7581-1 69 %&’( 7*: )*+,! 0;<3011-6*
-* 2$0 -1=$0>-= 437-* 2-11?0 "# $ 79203 30<039?1-6*

图 @ )*+ 相对内参 !,7=2-* 表达的相对 AB 值!!!C""DE.EF#
(-+. @ G0>-,H?7*2-272-I0 7*7581-1 69 )*+,! <3620-*

!,7=2-* J71 ?10: 71 -*203*75 =6*2365. K01?521 J030 0;<30110:
71 2$0 30572-I0 AB 372-6 69 )*+,! 26 !,7=2-* L!!C""DE.EFM

图 " &N 在 3))%!,#$%&O3))%!,’!(,! 组的渗出情况
(-+. " P?7*2-272-I0 7*7581-1 69 &N <03>074-5-28
注! !" 在 #$$%&’!"#$(#$$%&’%&’’& 组的渗出明显少于

#$$%&’!()$)#$$%&’*+,, 组"&!-#*"./.0$

123456 784 !" 94#:4;<=,=3> ?@A)BC =* 384 #$$%&’!()+)#$$%&’,&’’&
B#2+9 D;5 #4:;#E;<,> F4G#4;54F G2:9;#4F D=38 384
#$$%&H!-)$)#$$%&’*+,, B#2+9 ?&!-I *".J.0K

#$$%&H%&’H&)#$$%&H!")$!#$$%&H!")$)#$$%&H*+,, 和自
然恢复组 $*B 条带表达的相对于内参 !H;G3=* 的 @A 值依次
是"L/MM#./-&#./N0#.J.M$.J.N#.J.&%

@.@ 脑缺血再灌注后血脑屏障通透性的比较
在该实验中$ 采用伊文思蓝在脑内的渗出量比较两治疗

组大鼠缺血后血脑屏障的破坏情况&图 N’%结果表明$在大鼠
脑缺血再灌注后 ON 8$#$$%&H%&’H&)#$$%&H!")$ 治疗组和
#$$%&H!")$)#$$%&H*+,, 治疗组所测得的每克脑组织的 @A
值&@A(BH&’分别为"OJL-. N#.JL0L P$LJOOP -#.JLNO L% 后者的
!" 渗出量几乎是前者的 &JLP 倍% 上述两治疗组数据差异具
有统计学显著性&*".J.0’% 说明 #$$%&H%&’H&)#$$%&H!")$
能够减轻脑缺血早期血脑屏障的渗出%

@." 脑缺血体积和神经行为学评分
脑缺血再灌注后 NM 8 行 77Q 染色 $#$$%& H%&’ H&)

#$$%&H!")$ 组大鼠相对梗塞体积为 O.JN0R#N/LR$#$$%&H
!")$)#$$%&H*+,, 组大鼠相对梗塞体积为 NP/O.R#L/OR$自
然恢复组相对梗塞体积为 LM/O.R#N/&R$L 组数据差异具有
统计学显著性&*"./.0’% 脑缺血再灌注后 NM 8$#$$%&H%&’H&
)#$$%&H!")$组大鼠神经行为学明显改善&图 0S图 P’%
@.F 脑缺血再灌注后缺血灶周围区微血管密度的比较
为了比较 #$$%&H%&’H&)#$$%&H!")$ 和 #$$%&H!")$)

#$$%&H*+,, 在治疗脑缺血过程中对微血管增殖的作用$本研
究采用 TU7QH葡聚糖绿色荧光对微血管进行显影$ 用伊文思
蓝的红色荧光显示脑梗塞中心区$两者结合可以清楚地显示
和定位缺血灶周围区的微血管数目&图 MS图 V’% 结果表明$
在 #$$%& H!")$)#$$%& H%&’ H& 治 疗 组 和 #$$%& H!")$)
#$$%& H*+,, 治疗组的微血管密度分别是 "O&P N-MJV. #
L& MN-JNN !:O)::O和 &NL L.&JL&#&N P&-J-. !:O)::O%前者是
后者的 &J0O 倍$ 上述两治疗组数据差异具有统计学显著性
&*".J.0’% 说明与 #$$%&H!")$)#$$%&H*+,, 相比 $#$$%&H
!")$)#$$%&H%&’H&能够诱导更多的微血管缺血后增殖%

图 Q %&’( 相对内参 !,7=2-* 表达的相对 AB 值!!!C")DE.EF$
(-+. Q G0>-,H?7*2-272-I0 7*7581-1 69 %&’( <3620-*
!,7=2-* J71 ?10: 71 -*203*75 =6*2365. K01?521 J030

0;<30110: 71 2$0 30572-I0 AB 372-6 69 %&’( 26 !,7=2-*
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!!"!"" !#"

图 $ 脑缺血灶及其周围区血管增生情况
%!&’ $ %()*+,-.,/., *0-,+123!*/ *4 .,+,0+2( 5!.+*!1,--,( 6,+4)-!*/ !/ 3#, !-.#,5!. 6,+!74*.2( +,"!*/

注!图"!#""#$!大鼠 $%&’( 自然恢复脑缺血中心区血管灌注情况%图&)$"&*$!+’’,-.!"#$/+’’,-.0122 治疗组脑缺血中心区及其周围区血管灌注情
况%图&3$"&4$!在 +’’,-.!%&$5+’’,-.’().- 治疗组脑缺血中心区及其周围区血管灌注情况’ 图"!$(")$("3$为 678&9葡聚糖绿色荧光显示微血管及
缺血灶%图":$(";$("<$为 => 红色荧光显示微血管缺血灶%图"?$("*$("4$为上述绿色荧光和红色荧光的叠加合成图像"@#A2; :A+B-CC !D$

EF$;@G 621F+;@#;0#; F:@;+HA$4F0 F* ?;+;:+A2 D4?+F!H;@@;2 I;+*1@4F0 40 $<; 4@?<;D4? I;+49*F?A2 +;34F0 *+FD $<; @IF0$A0;F1@ +;?FH;+J 3+F1I
K*431+;@ KAL"K?MMN +’’,-9!%&$/+’’,-90122 3+F1I O*431+;@ K)M"K*MMN A0) +’’,-9!%&$5+’’,-9’()9- 3+F1I K*431+;@ K3M"K4MMP

=HA0@ :21; A0) 678&9);Q$+A0 ;D4$ +;) A0) 3+;;0 *21F+F#<+FD;N +;@I;#$4H;2JN *F+ D;A@1+;D;0$ F* I2A@DA9I;+*1@;)
D4#+FH;@@;2@ KJ;22FR ?F2F+N =HA0@ S21; A0) 678&9);Q$+A0MN A0) 0F09I2A@DA I;+*1@;) D4?+FH;@@;2@ K+;)N =HA0@ S21; F02JM K@?A2; SA+B-CC !DM

图 8 脑缺血再灌后 9$ # +::;7!"#$<+::;7%&’7= 组大
鼠的神经功能明显改善!&>?#(@A’AB"

%!&’ 8 CD, /,)+*(*&!.2( -,1,+!3E -.*+, !/ 3D, +::;=7
!)*+<+::;=7,&’7= "+*)6 F2- +,52+G20(E H,.+,2-,H
243,+ 9$ DI FD!.D F2- -!"/!4!.2/3(E (*F,+ 3D2/ 3D, -.*+,-

!/ 3D, +::;=7!-*$<+::;=7/)(( "+*)6 2/H 3D,
-6*/32/,*)- +,.*1,+E "+*)6 J&>?I (@A’ABK

图 B 脑缺血再灌后 9$ #行 CCL 染色
%!&’ B M12()23!*/ *4 3#, !-.#,5!. (,-!*/ 1*()5, F!3# CCL -32!/!/& 23 9$ # 243,+ +,6,+4)-!*/

!2" 自然恢复组

J2N O6*/32/,*)- +,.*1,+E &+*)6

!0" +::;7!"*$<+::;7/)(( 组
P0N +::;7!"*$<+::;7/)(( &+*)6

!." +::;7!"*$<+::;7%&’7= 组
J.N +::;7!"*$<+::;7%&’7= &+*)6

图 ? 三组间相对脑梗塞面积的比较
%!&’ ? L*562+!-*/ *4 3D, +,(23!1, !/42+.3 1*()5,

0,3F,,/ 3D, 3D+,, &+*)6-
注! +’’,9!%&$5+’’,9’()9- 组脑梗塞面积明显小于自然恢复组

和 +’’,9!%&$5+’’,90122 组"(BT)*UCVCW$
EF$;@G 8<; 88&9);+4H;) +;2A$4H; 40*A+?$ HF21D; F* $<; +’’,-9!%&+5

+’’,-9’039- 3+F1I RA@ @4304*4?A0$2J @DA22;+ $<A0 $<A$ F* $<;
+’’,-9!%&$5+’’,-90122 3+F1I A0) $<;

@IF0$A0;F1@ +;?FH;+JK(BTN *UCPCWM

!2" !0" !." !H" !,"

!4"

研究论文!:+3!.(,-"

科技导报 QAAR#Q8!Q=" 9B

C M Y K



!!" "##$%&!"#$’"(($%&)*++
组缺血周围区 #,-.
存在广泛的表达

/!0 123"3 43"3 56"3 73++8
39:"388;)< (,=. ;) >23 "((?%&
!%&$@"((?%&)*++ "!> A"!;)8

!A" "((?%&!%&$@"((?%&’()&%
(,=. 阳性细胞数相对较少

/AB C23 73++8 39:"388;)< (,=.
!"3 "!"3 ;) >23 "((?%D!%&$@

"##?%D’()D% A"!;)8

!7" "##?%D!%&$@"##?%D’()D% 组缺血周围区 #,=. 表达相对
面积明显少于 "##?%D!%&$@"##?%D)*++ 组!(!E#*"FGFH"

/7B C23 (,-.D:68;>;I3 39:"388;6) ;) >23 "((?%D!%&+@"((?%D
’()D% <"6*: 4!8 !::!"3)>+J +643" >2!) >2!> 6K >23
"((?%D!%&$@"((?%D)*++ <"6*: /(!EL *"FMFHB

图 %% 两组缺血周围区 (,-. 的表达
N;<G %% O55*)62;8>67235;8>"J K6" (,-. !)P

Q*!)>;K;7!>;6) 6K (R-. :68;>;I3 73++8

图 S 两组间缺血灶周围区微血管密度的比较
N;<G S T65:!";86) 6K >23 5;7"6!I3883+ P3)8;>J

A3>433) >23 >46 <"6*:8
注! !""#$%!"#$&!’’($%%&’%$ 组缺血灶周围的微血管密度明显
多于 !’’#$%!()$&!’’#$%)*++组"&!,#*"-.-/$

012345 673 89:!1!;3443+4 <3)492= 1> 273 !’’($%!()+&!’’($%,&’%$
?!1*@ AB4 49?)9>9:B)2+= 79?73! 27B) 27B2 1> !’’($ %!-)$&
!’’($%)*++ ?!1*@. CB2B A3!3 @!343)23< B4 83B)!DC. E*F-.-/
;3!4*4 !’’($%!")$&!’’($%)*++ G&!,H *"-.-/I

UGE 免疫组化和免疫荧光结果比较
两治疗组免疫组化和半定量结果!./012 见图 $-"B#J":$!

"KLM见图 $$ %B$J":$! N::+*<9)的免疫荧光结果见图 $O"B$
J":$& 对上述蛋白的表达分别进行半定量比较! 结果发现!

!""($%!-)+&!""($%,&’%$治疗组脑缺血后 ./012和 N:+9<9)
的表达比 !""($%!-)+&!""($%)*++ 治疗组明显增高 !而

"KLM 的表达明显降低& 上述 P 组数据的差异都具有显著性
统计学意义"*"-.-/$&

. 讨论
’)?%$调节血管从内皮细胞层形成多细胞精细血管结构

的血管成熟过程!具有吸引血管平滑肌细胞"(DQR$’周细胞
等血管周围细胞的作用! 支持内皮细胞层形成完整的血管
壁& SB8T+3等UMV研究发现!’)?%$可剂量依赖性地抑制 WR4 单
层的基础通透性! 而且 ’)?%$ 还分别抑制由 X-"凝血酶和
$--"(WSY 这两种经典通透性诱导物质刺激的单层通透性
增加!提示 ’)?%$ 是强大的抗血管通透性因子& 67*!421) 等 U/V

在比较分别过量表达 !-)+ 和 ,&’/$ 的转基因小鼠 Z$M%
!-)+’Z$M%,&’%$通透性时发现!基线情况下!Z$M%!-)+ 小

图 %F 两组缺血侧海马即早基因 ,-./0 的表达
N;<G %F C23 ,-./0 39:"388;6) ;) >23 ;87235;7

2;::67!5:*8 ;) >23 >46 <"6*:8

!!" "((?%D!%&+@"((?%D’()D%
组缺血侧海马即早基因 ,-./0
存在广泛的表达

V!B C23"3 43"3 56"3 73++8
39:"388;)< ,-./0 ;) >23 "((?%D
!%&+@"((?%D’()D% "!> A"!;)8

!A" "((?%D!%&+@"((?%D)*++ 组
几乎很少看到阳性表达

/AB C23 73++8 39:"388;)< ,-./0
!"3 "!"3 ;) >23 "((?%D!%&+@

"((?%D)*++ A"!;)8

!7" "((?%D!%&+@"((?%D’()D% 组缺血侧海马即早基因 ,-./0 表达明显
高于 "((?%D!%&+@"((?%D)*++组!(!E#*"FGFH"#!87!+3 A!"W%FF !5"

/7B C23 7DK68 39:"388;6) ;) >23 "##?%D!%&+@"##?%D’()D%
<"6*:4!8 "35!"X!A+J 2;<23" >2!) >2!> 6K >23
"((?%D!%&+@"((?%D)*++ <"6*: /(!EL*"FGFHB
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注! !""#$%!"#$&!’’($%%&’%$ 组")#*+,-./0 在缺血周围区微血管
上的表达明显多于 !’’#$%!()$&!’’#$%0-,, 组"1$

%2+),3 1)!4$55 !6$&!’’($%!*)$&!’’($%+&’%$ 组在缺血周围区微
血管上 7+,-./0的表达相对面积明显多于

!’’($%!")$&!’’($%0-,, 组%+$%&!8&,"595:$
;<=32> ?@3!3 A3!3 6<!3 +3,,2 3BC!322/0D <+,-./0 /0 =@3 !""($%!*)$&
!""($%%&’%$ !)= 1!)/02 E)F =@)0 /0 =@3 !’’#$%!*)$&!’’#$%0-,,

1!)/02 E1G9 ?@3 !3,)=/H3 )!3) <I <+,-./0 3BC!322/<0 /0 =@3 !’’($%!*)$&
!’’($%%&’%$ D!<-C A)2 6-+@ A/.3! =@)0 =@)= <I =@3 !’’($%!*)$&

!’’($%0-,, D!<-C E+G E&!8J ,"595:G

鼠耳朵皮肤血管出现病理性血浆渗漏!但是 K$L%%&’%$ 小鼠
无渗漏发生!并且共表达 %&’%$ 和 !*)$ 的转基因小鼠血浆
渗漏也比 K$L%!*)$ 小鼠显著减少!证实 %&’%$ 的表达可减
轻由于 !*)$所致的血管渗漏"
近年来很多研究表明!缺血后血管生成是一个多因子参

与调节的复杂过程!其中血管内皮生长因子#(MNO$和血管
生成素#’0D$在其中起关键作用 PQR!形成功能性成熟血管有赖
于这两类因子的协同作用 PLR% (MNO是特异性血管内皮细胞有
丝分裂原!能够刺激血管 MS2 通过有丝分裂进行增殖&迁移
和血管形成!已经明确 (MNO%$T$ 和 (MNO%$8: 是促 MS2 分
裂的主要异构体 " 同时 (MNO 也称为血管通透性因子
’()2+-,)! U3!63)1/,/=V O)+=<!!(UO$! 是目前发现的最强的血
管通透性因子! 其增加微血管通透的作用比组织胺强 : 555
倍!可以在脑缺血后加重血脑屏障’WWW$的渗出!诱发血管源
性脑水肿甚至脑出血! 从而阻塞微血管管腔而减少血供!最

终引起颅内压的增高 PXR"’0D是一类新发现的主要由血管内皮
周围组织分泌的糖蛋白!是血管 MS2 特异性受体酪氨酸激酶
?/3%T 的配体!与 (MNO协同调节血管的发生和形成过程" 很
多研究还表明!’0D%$还参与维持成熟血管的完整性!它的表
达可抑制单层 MS2 通透性!防止微血管渗漏!是迄今为止发
现的第一个作用于 MS2 的抗血管通透性因子! 这提示 ’0D%$
在调节血管通透性方面发挥重要作用" 近年来的很多研究也
证明!’0D%$可以对抗由 (MNO 所引发的血管渗透性增加!并
认为 ’0D%$ 和 (MNO 的平衡对于维持中枢神经系统 WWW 的
完整性起关键作用!而急性脑缺血打破了这种平衡从而诱发
了 WWW的破坏P:JY%ZR" 也有研究表明!"0D%$是通过最大程度地
加强血管[\2 之间& 内皮周围细胞和基质之间的相互作用来
减少血管的渗出 P$5%$$R"
尽管研究表明 ([]^ 和 ’0D%$ 在正常成年动物脑组织

中均呈现低水平的表达!但近年来有关探索脑缺血后血管生
成因子的研究表明! 脑缺血再灌注损伤后内源性 ([]^ 和
’0D%$在时间表达上具有不同步性" _@)0 等 P$TR利用大鼠局灶

性缺血再灌注模型的研究表明!缺血后 T#L @!在缺血半球就
出现 ([]^ 6‘a’ 的增高!而 ’0D%$ 6‘a’ 降低!而且发现
脑梗死中心区的血脑屏障渗出程度与 (M]^ 的增高水平及
’0D%$的降低水平明显相关" 而缺血 LY#XT @ 后 ’0D%$ 表达
开始升高!尽管此时 (M]^ 的表达仍在上调!但是血脑屏障渗
出却开始减退" 而且进一步研究发现在脑梗塞后 T#TY .!梗
死周围缺血区的 (M]^和 ’0D%$及其受体都表达增高" 与此
同时!在梗死周围缺血区也出现了新生的血管" 文章最后得
出结论认为!在脑缺血引起的缺血核心区!(M]^ 和 ’0D%$ 的
急性改变介导了血脑屏障的破坏渗出 ! 而在缺血周围区

(M]^和 ’0D%$及其受体的增高共同调节着缺血后新生血管
的形成"也有人发现!在脑缺血早期应用 (M]^可以诱发严重
的脑水肿!而在内源性 ’0D%$ 表达开始上调时应用 (M]^ 并
不加重 WWW 渗出P$QR" (M]^和 ’0D%$介导 WWW通透性变化的
具体机制仍然有待阐明!有研究认为可能与前者增强而后者
抑制间质金属蛋白酶%Z 的活性有关 P$LR" 因此在急性脑缺血
中!(M]^ 和 ’0D%$ 的表达及其表达量之间的平衡对于促进
健康新生血管生成和维持 WWW 的完整性可能起着关键作用"
本研究结果表明!在自然恢复组大鼠 =bS’7脑缺血再灌注损
伤 LY @ 后! 蛋白免疫印迹实验没有检测到 ’0D 蛋白表达条
带!而确实检测到了 (M]O 的明显表达!说明至少到缺血损伤
LY @ ’0D 是几乎没有表达的!正说明了 (M]O 和 ’0D%$ 在缺
血灌注损伤后表达的不同步性" 这种不同步性可能是在缺血
早期 WWW 渗出增加并导致脑水肿的重要原因之一"而在本实
验中发现的有趣现象是!在 !’’($%!*)$&!’’($%0-,, 单基因
治疗组!却检测到了微弱的 ’0D%$ 表达条带" 尽管条带表达
比较弱!但是说明 !’’($%!*)$&!’’($%0-,,与自然恢复组相
比! 在脑缺血再灌注损伤后 LY @表达的 ’0D%$ 量是增多的"
这种差异的原因目前还不是很清楚!在既往的研究中也没有

图 !" 两组在缺血周围区微血管上 #$%&’() 的表达
*(+, !" -..&)/0%&/123$2)$2 0/1 #$%&’() 4)’

5&4)6(0($46(/) /0 /$%&’() 7/3(6(82 $2%%3

!4" !9"

!$"
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类似报道 ! 推测可能与 !""#$%!"#$&!’’($%)*++ 治疗组
(,-.的过表达诱发的血管增殖作用刺激了内源性 ’)/%$ 的
生成以满足这些血管成熟的需要有关!其具体机制需要进一
步研究"
目前在促进脑缺血血管增生性治疗的研究中!(,-. 仍

然占有主导地位" 虽然很多研究之间 (,-. 的应用途径#剂
量#给予方式$(,-. 蛋白或基因治疗%以及治疗时机不尽相
同! 但大多数结果表明!(,-. 可以有效促进缺血后血管增
生!但在缺血早期 (,-. 也同时诱发严重的 000 渗出!甚至
导致脑出血等灾难性后果"123)/等4$56利用大鼠大脑中动脉血

栓栓塞模型!在缺血后 $ 2 静脉输注 2(7-.%$89!发现诱发
严重的 :::破坏和脑水肿! 并引起缺血灶内渗出性出血!最
终加重了缺血性脑损害&而在缺血后 ;< 2 进行治疗可以明显
促进半暗区血管增生和改善动物神经功能 " 与之相似 !

’=*>?@3 等 4$96 在大鼠脑缺血再灌注后即刻经颈内动脉输注

AB5 >/&C/ 的 (7-.!DE 2 后发现缺血灶周围区新生血管数目
增加!但缺血灶内有血肿形成" (.-.在急性脑缺血早期诱发
脑水肿和脑出血与增加毛细血管通透性有关!如何减轻这种
副作用是实现 (,-.成功治疗脑缺血的关键" 为此! 很多学
者从 (,-.治疗途径和应用剂量上做了进一步研究"F3!!?/3)
等 4$86利用线栓法制作大鼠脑缺血 E 2 再灌注模型!缺血前一
周向侧脑室内连续输注 9 !/&>G 的 2(7-.%$89!发现缺血后
治疗组脑水肿减轻!梗塞面积减小!作者认为 9 !/&>G 浓度的
(7-. 经侧脑室输注时对脑缺血具有直接的神经保护作用!
同时诱发脑水肿的副作用最小" 另外!H*)等4$D6利用大鼠线栓

法制作脑缺血 IA >?) 再灌注模型!在缺血再灌注后 $!5 J 通
过侧脑室途径输注 (7-.!结果表明可以显著减小梗塞面积!
改善神经功能恢复#促进室下带和齿状回增殖的新生神经元
存活!并促进缺血纹状体区血管生成" K3)L 等 4$<6把 (7MN 的
OPQ’ 导入幼年仓鼠肾细胞中建立能稳定表达 (7-N 的细胞
株!然后在缺血前 8 J将细胞移植到大鼠纹状体内!研究发现
缺血后在移植区周围出现血管增生!而且半暗带凋亡细胞减
少" 上述研究结果不仅表明脑室途径应用 (7-N是治疗脑缺
血的有效途径!也说明 (7-N 对脑缺血的治疗机制可能是多
方面的!包括血管生成#直接神经保护作用#促进神经干细胞
再生等" 尽管很多实验证实 (7-N 促进了缺血区血管增生!
但至今却没有可靠的实验结果表明 (7-N 治疗能增加缺血
区的局部脑血流量! 在 F3!!?/3) 和 K3)L 等的实验中明确提
出没有检测到缺血半球局部脑血流量的增加! 这表明 (7-N
虽然能够促进血管生成!但这些新生的血管能否发挥功能尚
需进一步研究!这可能与 (7-N 单因子作用生成的血管不成
熟#缺乏有效的血流灌注有关"
本研究结果表明!!’’(R!%&$%$89 联合 !’’(%’()%$等

剂量进行脑室内转染和单纯 !’’(%!%&$%$89 单基因转染相
比! 可以在脑缺血再灌注后 E; 2 明显减少伊文思蓝的渗出!
伊文思蓝的渗出减少提示血脑屏障的渗出减轻!这进一步提

示 ’)/%$ 确实对缺血早期的 ::: 破坏和 (7-N 诱发的:::
渗透性增加有明显的对抗作用" 另外本研究结果也观察到在
脑缺血再灌注后 $ 周缺血周围区的微血管密度显著增加!这
表明外源性 (7-N%$89 联合 ’)/%$ 可能对于缺血后微血管
的再生起到互相促进作用!要比 (7-N%$89 单因子治疗更能
增加血管的密度! 另外也可能是外源性 (7-N%$89联合’)/%$
促进了成熟微血管的增殖!而这些增殖后的血管不会因为不
成熟而最终退化"有报道认为486(7-N%$89诱导增生的微血管
是幼稚的血管!存活时间比较短!可以发生自发性消退" 为了
探索 ’)/%$ 保护 ::: 的机制!本研究进行了 ’ST;#UO+*J?)#
*!+,- 的免疫组化实验 " 结果表明 !!’’(%!%#.%$89联合
!’’(%’()%$ 组在缺血灶周围区诱导了更多的 *!+,- 和
UO+*J?) 表达" ’ST; 和 UO+*J?)是介导 ::: 通透性的关键介
质" 研究表明!UO+*J?) 表达增多是 ::: 功能恢复或者存在的
标志之一" ’ST;蛋白控制微血管内水分子的转运功能!很多
研究表明脑缺血性脑水肿总是伴随 ’ST; 表达的增加! 两者
呈正相关!’ST; 在介导血管源性脑水肿方面起到重要作用"
在基因联合治疗组可以显著减少 ’ST; 的表达! 提示可以减
轻缺血后脑水肿!而 UOO+*J?)表达明显增强说明 ::: 的功能
破坏减轻" 这些结果表明!’)/%$ 可能是通过抑制 ’ST;和促
进 UO+*J?) 的表达而发挥保护 ::: 和减轻微血管渗出的作
用"
近年来有学者开始用 (7MN 联合 ’)/%$ 治疗急性脑缺

血并取得了很好的疗效!并认为 (7MN 和 ’)/%$ 联合治疗急
性脑缺血不仅可以有效地促进新生血管增殖和成熟!还可以
保护 :::完整性" 123)/等4$I6在大鼠急性脑缺血之前!分别静
脉内应用编码 ’()%$基因的重组腺病毒载体 $’J%’)/%$%和
重组 ’)/%$ 蛋白! 在缺血后 8 2发现反映微血管通透性的伊
文思蓝在脑内的渗出均明显减少!与对照组相比脑梗塞体积
也减少约 EE"&进一步研究发现!’J%’()%$ 治疗组的大鼠在
缺血早期输注 (7MN 伊文思蓝渗出也比对照组明显减少 "

(3+3=+V等4$;6在小鼠局灶性永久性脑缺血模型中!把重组 ’)/%$
和重组 (7MN 分别或同时在缺血早期注入脑室内!发现联合
治疗组与 (7MN 单独治疗组相比!梗死体积和脑水肿体积分
别下降 9A"和 ;E"&而且进一步研究发现!联合治疗组脑缺
血周围区的新生血管渗出性明显减轻" 12* 等 4EA6在正常成年

小鼠脑内分别局部注射 ’J%’()/$#(7MN# 或者 (7MN 加
’J%’()%$!结果表明 E 周后 (7MN 加 ’J%’()%$ 组增生血管
的管壁上 1U%$ 的表达比 (7MN 组更丰富! 作者认为 ’)/%$
和 (7MN在血管生成和维持 ::: 完整性方面有协同作用!两
者的联合应用既能有效促进血管增生!又能通过促进血管壁

1U%$ 的表达维持血管壁正常的通透性" 本研究结果进一步
表明!!’’(%!%&.%$89 联合 !’’(%’()%$ 治疗脑缺血可以
促使保护性基因 */+,- 的表达!从而减少了缺血性脑损伤!这
些疗效可能直接来源于 ’)/%$ 对 ::: 的保护作用和促进成
熟性微血管增殖的作用"
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! 结论
本实验表明!!"#$% 不仅能够对抗 &’() 所致的毛细血

管通透性增加! 并且在血管生成过程中与 *’() 有协同作
用!所以联合应用 &’() 和 +",$% 促进脑缺血后血管再生可
能会在一定程度上避免 &’() 单因子治疗所带来的副作用!
而发挥协同作用" 尽管在动物实验中 &’()对脑缺血的治疗
已取得了许多可喜进展!但 &’() 和 +",$% 的联合治疗仍存
在一些问题需要进一步研究#! &’() 和 +",$% 联合治疗的
量效比例关系$ " 对新生血管功能的进一步多角度评价等"
但我们相信这是更加合理有效的治疗策略!将会为急性脑缺
血的治疗开辟一条新的道路!最终可能会取代 &’() 单因子
治疗缺血性疾病"

参考文献!"#$#%#&’#("
-%. /0123 4 56 789: 56 ;1""8< =6 !" #$> ?800 2@A8 BA3CDEDC FA<3#F012DG" GH

I1BCF01< 3"JG2K30D10 #<GL2K EM92G< D" M" N?+$G990FBDG" OGP80 GE 98<8Q<M0
D"EM<92-R.> % &!’()*#"+)$ ,-* &!’()$6 %SSS6 TUVWXY WTZ$WWW>

[\] ^1<2D 5 R6 78<"1FJD" ^6 78001D0 +6 !" #$> 5@AG_D1$D"JFC8J I1BCF01<
8"JG2K80D10 ,<GL2K E1C2G< 8_A<8BBDG" A<8C8J8B "8GI1BCF01<D‘12DG" 1E23<
C3<3a<10 DBCK8OD1[R]> ./ % 0#"+)$6 \bbb6 %TWVcXY SWT$SdW>

[c] e1"9GAGF0GB ( ;6 ;1IDB =6 (108 f g6 !" #$> &1B9F01<$BA89DED9 ,<GL2K
E192G<B 1"P Q0GGP I8BB80 EG<O12DG"[R]> &#"’(!1 \bbb6 ZbdY \Z\$\ZU>

[Z] (1OQ08 R h6 ;<8L R6 i<8‘DB8 j6 !" #$> +",DGAGD82D"$% DB M" M"2DA8<O8MQD0D2@
M"P M"2D$D"E0MOOM2G<@ M,8"2 D" ID2<G M"P 2M<,82B 9800 kF"92DG"B [R]> 23(4
5!66 \bbb6 UdVdXY Wbc$Wbd>

[T] iKF<B2G" (6 =F<D ?6 =OD2K 46 !" #$> j8M:M,8$<8BDB2M"2 Q0GGP I8BB80B D"
OD98 2<M"B,8"D9M00@ GI8<8_A<8BBD", M",DGAGD82D"$%[R]> 743!84!6 %SSS6 \UW
VTZZSXY \T%%$\T%Z>

[W] lKM", l6 ?KGAA ^> &MB9F0M< 8"PG2K80DM0 ,<GL2K EM92G< M"P M",DGAGD82D"B
D" EG9M0 98<8Q<M0 DB9K8ODM[R]> 9(!8:6 2#(:3);#64 <!:1 \bb\6 %\V\XY W\$
WW>

[d] fMOD89D"B:M ^6 ^M<9D"DM: 46 fGLM: R l6 !" #$> &’() MB M" M",DG,8"D96
"8F<G2<GAKD96 M"P "8F<GA<G2892DI8 EM92G< [R]> 0)6"!*= >3? <!: @)6A6
\bbT6 TSY Tdc$TUc>

[U] &M0MQ08 =6 ^G"2M"8< R6 7800MD0 +6 !" #$> &’()$D"PF98P 777 A8<O8MQD0D2@
DB MBBG9DM28P LD2K M" ^^/$S M92DID2@ D"9<8MB8 D" 98<8Q<M0 DB9K8ODMY QG2K
8EE892B P89<8MB8P Q@ +",$%[R]> % 2!(!B C$)): D$)A <!"#B1 \bbT6 \TV%%XY
%ZS%$%TbZ>

[S] =2G<:8QMFO ’6 jMOQ<89K2B ;6 ?M<O80D82 /> &’()Y m"98 <8,M<P8P MB M
BA89DED9 M",DG,8"D9 EM92G<6 "GL DOA0D9M28P D" "8F<GA<G2892DG" [R.>
C3)!66#=66 \bbZ6 \WVSXY SZc$STZ>

[%b. =F"PQ8<, ?6 4GLM"82‘ ^6 7<GL" j )6 !" #$> =2MQ08 8_A<8BBDG" GE
M",DGAGD82D"$% M"P G2K8< OM<:8<B Q@ 9F02F<8P A8<D9@28BY /K8"G2@AD9
BDOD0M<D2D8B 2G M BFQAGAF0M2DG" GE 9800B D" OM2F<D", I8BB80B PF<D", 0M28<
B2M,8B GE M",DG,8"8BDB D" IDIG[R.> E#B F8;!6"6 \bb\6 U\VZXY cUd$Zb%>

[%%. eM"9GAGF0GB ( ;6 40M,BQ<F" 6̂ )G0:OM" R> &MB9F0G,8"8BDB6 M",DG,8"8BDB6
M"P,<GL2K EM92G<BY 8AK<D"B 8"28< 2K8 E<M@ M2 2K8 QG<P8< [R.> 2!$$6 %SSU6
ScY WW%$WWZ>

[%\. (MOQ08 R h6 ;<8L R6 i<8‘DB8 j6 !" #$> +",DGAGD82D"$% DB M" M"2DA8<O8MQD0D2@
M"P M"2D$D"E0MOOM2G<@ M,8"2 D" ID2<G M"P 2M<,82B 9800 kF"92DG"B [R.> 23(4

5!61 \bbb6 UdVdXY Wbc$Wbd>
[%c. iKF<B2G" (6 hFP,8 R =6 nGEE8 ’6 !" #$> +",DGAGD82D"$% A<G2892B 2K8 MPF02

IMB9F0M2F<8 M,MD"B2 A0MBOM 08M:M,8[R.> &#" <!:6 \bbb6 WVZXY ZWb$ZWc>
[%Z. lKM", l (6 lKM", j6 iBM", g6 !" #$> ?G<<80M2DG" GE &’() M"P

M",DGAGD82D" 8_A<8BBDG" LD2K PDB<FA2DG" GE Q0GGP$Q<MD" QM<<D8< M"P
M",DG,8"8BDB ME28< EG9M0 98<8Q<M0 DB9K8ODM[R.> % 2!(!B C$)): D$)A <!"#B6
\bb\6 \\VZXY cdS$cS\>

[%T. lKM", l (6 lKM", j6 RDM", o6 !" #$> &’() 8"KM"98B M",DG,8"8BDB M"P
A<GOG28B Q0GGP$Q<MD" QM<<D8< 08M:M,8 D" 2K8 DB9K8OD9 Q<MD" -R.> % 2$38
F8;!6"6 \bbb6 %bWVdXY U\S$UcU>

-%W. &M0MQ08 =6 ^G"2M"8< R6 7800MD0 +6 !" #$G &’()$D"PF98P 777 A8<O8MQD0D2@
DB MBBG9DM28P LD2K M" ^^/ $S M92DID2@ D"9<8MB8 D" 98<8Q<M0 DB9K8ODMY
QG2K 8EE892B P89<8MB8P Q@ +",$% -R.> % 2!(!B C$)): D$)A <!"#B6 \bbT6
\TV%%XY %ZS%$%TbZ>

-%d. +QFOD@M i6 eG:G2M ?6 4F,8 e6 !" #$> +,,<MIM2DG" GE K8OG<<KM,D9
2<M"BEG<OM2DG" Q@ 8M<0@ D"2<MM<28<DM0 D"EFBDG" GE 0GL$PGB8 IMB9F0M<
8"PG2K80DM0 ,<GL2K EM92G< ME28< 2<M"BD8"2 EG9M0 98<8Q<M0 DB9K8ODM D" <M2B
-R.> C(#38 5!66 \bbT6 %bZSV%XY ST$%bc>

-%U. 5M<<D,M" ^ h6 ’""DB = h6 =F00DIM" = ’6 !" #$> ’EE892B GE D"2<MI8"2<D9F0M<
D"EFBDG" GE IMB9F0M< 8"PG2K80DM0 ,<GL2K EM92G< G" 98<8Q<M0 Q0GGP E0GL6
8P8OM6 M"P D"EM<92 IG0FO8-R.> .4"# &!’()4+3( VH3!8X6 \bbc6 %ZTV%XY ZS$
Tc>

-%S. =F" e6 RD" 46 pD8 j6 !" #$> &’()$D"PF98P "8F<GA<G2892DG"6 "8F<G,8"8BDB6
M"P M",DG,8"8BDB ME28< EG9M0 98<8Q<M0 DB9K8ODM -R.> % 2$38 F8;!6"1 \bbc6
%%%V%\XY %UZc$%UT%>

-\b. eM"G +6 =KD",G i6 iM:8F9KD +6 !" #$> ’"9MABF0M28P IMB9F0M< 8"PG2K80DM0
,<GL2K EM92G<$B89<82D", 9800 ,<ME2B KMI8 "8F<GA<G2892DI8 M"P M",DG,8"D9
8EE892B G" EG9M0 98<8Q<M0 DB9K8ODM -R.> % &!’()6’(?6 \bbT6 %bc V%XY %bZ$
%%Z>

#科技导报$%图书推介&栏目征稿

#图书推介$栏目专门介绍新近出版的学术专
著以及涉及科学精神%科学方法%科技哲学%工程理
论%科学人文%科学家传记%经典科学著作%科学通
俗读物%科学道德等方面的图书&为读者提供优秀
图书信息%搭建交流读书心得平台’ 欢迎将自己认
为的好书推荐给读者&每条推荐语约 cbb 字&要求
简明扼要%精辟独到&富有吸引力( 推介信息包含)
书影%书名%作者%出版社%定价%出版日期%推荐语&
以及推荐者单位%姓名( 欢迎各出版社提供相关图
书样本&本刊将免费推介( 栏目责任编辑)陈广仁*
投稿信箱)9K8",FM",<8"qC1B2>G<,>C"(

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

研究论文!)%*+’,#("

科技导报 -../’-0!-1" 23

C M Y K


