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老年脑缺血／再灌注大鼠炎症级联反应变化及其意义 

李建生 高剑峰 周友龙 刘轲 

【摘要】 目的 观察老年脑缺血／再灌注(I／R)大 鼠肿瘤坏死 因子一a(TNF—a)、细胞 间黏附分子一1 

(ICAM一1)和血管内皮黏附分子一1(VCAM 一1)及 ICAM mRNA表达的变化，探讨老年脑 I／R损伤的病理 

生理机制。方法 36只青年(5～6月龄)SD大鼠和 36只老年(2O～21月龄)SD大鼠，均为雄性，采用随机方 

法将其分别分为青年假手术组、老年假手术组、青年模型组和老年模型组。两个模型组又各随机分为缺血3 h 

(I3 h)和I／R 1、3、6、12 d时间点，每个时间点 6只大鼠。采用大脑中动脉栓塞(MCAO)方法复制脑 I／R损伤 

动物模型，观察各组大鼠各时间点神经功能障碍评分，脑组织含水量 ，脑组织病理学，TNF—a、VCAM 一1、 

ICAM一1及 ICAM mRNA表达的变化。结果 老年假手术组 TNF—a表达高于青年假手术组}青年模型组和 

老年模 型组脑组 织 含 水量 (I／R 1～6 d)、神经 功 能 障碍 评 分 (I 3 h及 I／R 1～ 12 d)、TNF—a(I3 h及 I／R 

1～6 d)、VCAM 一1(I 3 h及 I／R 1～12 d)、ICAM 一1(I 3 h及 I／R 1～6 d)及 ICAM 一1 mRNA(I 3 h及 I／R 

1～12 d)表达均高于同龄假手术组 ；老年模型组神经功能障碍评分(I 3 h、I／R 6 d)、TNF—a(I／R 1 d、3 d)、 

vcAM 一1(I／R 3 d、6 d)、ICAM 一1(I 3 h、I／R 1 d)及IcAM一1 mRNA(I／R 1～6 d)表达均高于青年模型组。 

结 论 脑 I／R 损伤 与 TNF—a、VCAM 一1、ICAM 一1表达增 加有 关 ，老年脑 I／R损伤 严重 可能 为随着 增 龄 

TNF—a和黏附分子 表达增强所致 。 

【关键词】 老年期； 缺血／再灌注损伤，脑； 肿瘤坏死因子； 黏附分子 

Changes in inflammatory cascade response and its implication during cerebral ischemia／reperfusion in aged 

rats LI Jian—sheng，GAO Jian—feng，z HoU You—long，LlU Ke．Department of Geriatrics，Henan College 

of Traditional Chinese Medicine，Zhengzhou 450003，Henan，China 

[Abstract】 Objective To investigate the changes in expression of tumor necrosis factor—a 

(TNF—a)， vascular cellular adhesive molecule 一1 (VCAM 一 1)，intercellular adhesion molecular一 1 

(ICAM 一1)and its mRNA expression，and the pathogenetic mechanism of cerebral ischemia／reperfusion 

(I／R)in elderly．Methods Thirty—six male young SD rats(5—6 months old)and 36 male aged SD rats 

(20—21 months old) were randomly divided into young sham—operated group，young model group，aged 

sham—operated group and aged model group，respectively．The two model groups were randomly divided into 

ischemia 3 hours(I 3 h)，I／R 1，3，6，12 days groups．There were 6 rats in each group．Focal cerebral I／R 

model was replicated with middle cerebral artery occlusion(MCAO)．The changes of the nervous dysfunction 

score，the water content of cerebral constitution and the expression of TNF —a，VCAM 一1，ICAM 一1 and 

ICAM 一1 mRNA were observed at each time point． Results The expression of TNF —a in the aged 

sham-operated group were higher than that of the young sham—operated group． The nervous dysfunction 

score(I 3 h and I／R 1—12 d)，the water content of cerebral constitution (I／R 1—6 d)，the expression of 

TNF—a(I 3 h and I／R 1—6 d)，VCAM 一1(I 3 h and I／R 1 d)，ICAM 一1(I 3 h and I／R 1—6 d)and 

ICAM 一1 mRNA (I 3 h and I／R 1—1 2 d)in young model group and aged model group were higher than those 

of the young sham-operated group and the aged sham—operated group respectively．The nervous dysfunction 

score(I 3 h，I／R 6 d)，the expression of TNF—a(I／R 1，3 d)，VCAM 一1(I／R 3，6 d)，ICAM 一1(I 3 h， 

I／R 1 d)and ICAM 一1 mRNA (I／R 1—6 d)in aged model group were higher than that of young model 

group．Conclusion The cerebral I／R injury is correlated with the up—regulation of TNF—a，VCAM 一1， 

ICAM 一1 and its mRNA expression．The cerebral I／R injury of aged rats is more serious than that of young 

rats which might be associated with up—regulation of TNF—a，adhesion molecules expression with aging． 
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(TNF—a)、黏附分子在缺血性脑损伤中起重要作 

用⋯；随着增龄，老年大 鼠较青 年大 鼠脑缺血／再灌 

注(I／R)损伤病理生理有不同特点，老年大鼠脑 I／R 

所致的脑组织超微结构损伤、神经细胞凋亡和微血 

管基底膜破坏等均表现出与青年大鼠明显不同的特 

点 。本研究 中比较了青年 和老年大鼠脑组织含水 

量，TNF—a、黏附分子表达及神经功能障碍评分变 
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化 ，旨在揭示老年脑 I／R病理生理机制和特点 。 

1 材料与方法 

1．1 动物和试剂 ：5～6月龄青年 SD大鼠 36只 ，雄 

性 ，体重 250～350 g；2O～21月龄老年 SD大 鼠 36 

只 ，雄性 ，体重 450～600 g；大 鼠均 由河南省实验动 

物中心提供(动物合格证号：医动字第 410117号)。 

兔抗大鼠血管内皮黏附分子一l(VcAM —1)、兔抗 

大 鼠细 胞 间 黏 附 分 子 (ICAM —1)和 ICAM —l 

mRNA、兔抗大 鼠 TNF—a原位杂交试剂盒均 由博 

士德生物工程有限公司提供。 

1．2 模型制备及分组：采用随机数字表方法将青年 

和老年大鼠分别分为青年假手术组、青年模 型组和 

老年假手术组、老年模型组。两个模型组又各随机分 

为 I3 h及 I／Rl、3、6和 12 d时 间点 ，每个时 间点 

6只大鼠。采用改良的 Longa等 方法制备大鼠大 

脑中动脉栓塞(McAo)模型。 

1．3 观察指标及方法 

1．3．1 病理学观察 ：取脑组织 ，常规苏木素一伊红 

(HE)染色，光镜下进行病理学观察。另取脑组织以 

体积分数为 2．5 的戊二醛和体积分数为 l 的锇 

酸固定，常规制作超薄切片，醋酸铀一枸橼酸铅双染， 

透射电镜下观察神经细胞、胶质细胞和毛细血管等 

的超微结构。 

1．3．2 脑组织含水量 ：取脑组织标本 ，用分析天平 

测定其湿重；然后在电热恒温干燥箱中 100 oC干燥 

48 h，测其干重；按公式计算脑组织含水量 。 

脑组织含水量一(湿重一干重)／湿重×100 

1．3．3 神经功能障碍评分：按吴俊芳 提出的8个 

等级评分标准进行神经功能障碍评分。 

1．3．4 TNF—a和黏附分子蛋白表达：TNF—a、 

VCAM —l、ICAM 一1蛋 白表达用免疫组化法测定 ； 

ICAM —l mRNA用原位杂交法测定 。用全 自动彩 

色图像处理系统分析图像 ，测定阳性反应灰度值 或 

阳性反应血管数 目，以平均值表示表达相对强度 。其 

中灰度值与 TNF—a的表达呈相反关系。 

1．4 统计学处理：应用SPSS 10．0软件包对数据进 

行统计学分析。数据以均数土标准差( ±s)表示，采 

用方差分析 ，P<O．05为差异有统计学意义 。 

2 结 果 ’ 

2．1 病理学观察 

2．1．1 光镜观察：①青年和老年假手术组大鼠大脑 

皮质各层神经元结构完整，无炎性浸润、出血灶等。 

②青年模型组大鼠神经元、胶质细胞肿胀，血管扩张 

充血 、管周水肿、炎性细胞浸润。③老年模型组大鼠 
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神经元、胶质细胞肿胀，排列紊乱，血管壁结构模糊、 

缺损 ，血管扩张充血、管周水肿 、炎性细胞浸润形成 

血管套 ，管腔受压 、变形 ；血管外、细胞外间隙水肿 。 

2．1．2 电镜观察：①青年和老年假手术组大鼠神经 

元细胞器形态、结构正常。②青年模型组大鼠I 3 h 

脑组织神经元、胶质细胞 的胞质 、线粒体开始水肿 ， 

线粒体嵴和膜开始消失，内质网脱颗粒；微血管周围 

轻度水肿，部分基底膜断裂、水肿。I／R l～3 d损伤 

逐步加重，胞质和线粒体高度水肿 ，线粒体嵴和膜大 

部分或全部消失，粗面内质网脱颗粒严重，细胞器减 

少；血管周围高度水肿，基底膜大部分溶解、破坏，内 

皮细胞胞膜部分出现模糊、绒毛缺失。I／R 12 d神经 

元损伤减轻，胞质、线粒体轻度水肿，线粒体嵴或膜 

部分消失。③老年模型组大鼠 I 3 h脑组织神经元、 

胶质细胞的胞质、线粒体高度水肿，线粒体嵴和膜消 

失，内质网脱颗粒，染色质浓缩及边缘聚集；微血管 

周围水肿，基底膜缺损。I／R 3 d神经元超微结构破 

坏最严重，胞质、胞核高度水肿，线粒体水肿，线粒体 

嵴模糊、消失，粗面内质网脱颗粒严重，出现大量脂 

褐素，细胞器大量减少；微血管基底膜大部分溶解、 

破坏，甚至消失 ，内皮细胞胞膜缺损 ，绒毛缺失。 

2．2 脑组织含水量变化(表 1)：与同龄假手术组比 

较 ，青 年和老年模型组大鼠脑组织含水量 I 3 h时均 

无 明显变 化 ；I／R l d达峰值 ，随后逐 渐下 降；I／R 

l～6 d均较同龄假手术组和模型组 I 3 h显著升高 ， 

但青年模型组 I／R 6 d与 I 3 h比较差异无显著性 

(P>0．05)；I／R 12 d时，青年和老年模型组大鼠脑 

组织含水量基本恢复至 I 3 h水平 。 

表 1 各组脑组织含水量和神经功能障碍评分比较( 士 ，n=6 

Table 1 Comparison of cerebral water content and 

nervous dysfunction Score among the groups(xis，n一6) 

注：与同龄假手术组 比较： P<o．Ol}与本组 I 3 h比较： 

’P<o．05，。P<O．Ol；与本组 I／R 1 d比较：z~p<o．O1；与 

本组I／R 3 d比较： P<O．05，HP<O．O1；与本组 I／R 6 d比 

较：★P<O．05；与青年模型组相同时间点比较；Op<o．O1 

2．3 神经功能障碍评分变化(表 1)：青年和老年模 
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型组大鼠神经功能评分较 同龄假手术组均 明显升高 

(P均<0．01)，并于 I／R3 d达峰值，随后逐渐下降， 

至 I／R12 d时明显低于 3 d(P<0．05或 P<O·01)。 

老年模型组大 鼠 I3 h和 I／R6 d时神经功能评分均 

明显高于青年模型组同时间点(P均<0．01)。 

2．4 TNF—a和 VCAM 一1表达水平 (表 2)：老年 

假 手术 组 TNF—a表 达 明显 高 于青 年 假 手术 组 

(P<0．05)。青年和老年模型组制模后 TNF—a均 

明显升高，I／R1 d达峰值，后逐渐下降，I3 h～I／R 

6 d TNF—a均明显高于同龄假手术组(P<0．05或 

P<0．01)，I／R12 h时与同龄假手术组 比较差异无 

显著性 。I／R1 d和 I／R3 d老年模型组大鼠 TNF—a 

表达明显高于青年模型组(P均<0．05)。青年和老 

年模型组大鼠制模后 VCAM 一1表达明显增 高，均 

于 I／R3 d达峰值，随后逐渐下降，但至 I／R12 d仍 

明显高于同龄假手术组 (P均<0．05)。老年模型组 

I／R3 d和 I／R6 d时 VCAM 一1表达均 明显高于青 

年模型组 (P<0．05和 P<0．01)。 

表 2 各组 TNF—a和 VCAM 一1 

表达水平 比较 ( 士s，H一6) 

Table 2 Comparison of TNF —a and VCAM 一1 

expression among the groups( 士s，n一6) 

注：与同 龄假 手术组 比较 ： P<0·05， P<0·01；与卒组 I 3 h 

比较 ：’P< 0．05，。尸< 0．01；与 本 组 I／R 1 d 比 较 ： 

AP<0．05， P<0．01；与 本 组 I／R 3 d比较 ： 尸< o．05， 

DP<0．01}与本组 I／R 6 d比较 ： P<O．05， P<O．01；与 

青年假手术组比较： P<O．05；与青年模型组相同时间点比 

较：OP<O．05，Op<0．01 

2．4 ICAM 一1和 ICAM 一1 mRNA 的表达水 平 

(表 3)：青年和老年模型组大鼠制模后 ICAM 一1及 

其mRNA表达均明显增加，于 I／R1 d达峰值，随后 

逐渐下降，至 I／R12 d，ICAM 一1与同龄假手术组比 

较，差异均无显著性 ，而 ICAM 一1 mRNA仍明显高 

于同龄假 手术组 (P 均< 0．05)。老年模 型组 大 鼠 

I3 h和 I／R1 d时 ICAM 一1表达均明显高于青年模 

型组 同时 间点 ，而 ICAM 一1 mRNA 于 I／R1～6 d 

均明显高于青年模型组(P<0．05或 P<O．01)。 

表 3 各组 ICAM 一1和 ICAM 一1 mRNA 

表达水 平比较( 士s，n一6) 

Table 3 Comparison of ICAM —。1 and ICAM —。1 mRNA 

expression among the groups(x~s，n一6) 

注 ：与I司龄 假手术 组 比较； P<0．05， P<0．01}与本组 I 3 h 

比较：’P< 0．05，。P< 0．01}与本 组 I／R 1 d比 较： 

P<O．05，z~p<o．01}与本组 I／R 3 d比较：Dp<o．O1；与 

本组 I／R 6 d比较； P<O．O1}与青年模型组相同时间点比 

较 ：Op<o．05，Op<o．O1 

3 讨 论 

脑缺血老年大鼠表现为精神差，血脑屏障破坏 

严重 ，梗死灶大，神经细胞受损 ，炎性细胞浸润严重 ， 

胶质细胞及微血管增生等组织修复反应轻，胶质细 

胞 减少严重 ，并出现明显 的神经 细胞 胞体萎缩 ； 

I／R各时间点均可见不同程度的神经功能障碍和大 

小不一的梗死灶，且老年大鼠上述指标变化较青年 

大鼠明显 。从本结果脑组织病理、脑组织含水量变 

化来看，I／R引起的脑组织损伤从 I3 h到I／R3 d持 

续加 重 ，老年大 鼠较青年 大 鼠严重 ，且持续 时间较 

长，这可能是老年脑血管病病死率高的原因之一。 

TNF—a是 炎症反应的始发 细胞 因子 ，脑 I／R 

诱导其表达增加 。TNF—a具有多种作用：①可激 

活白细胞，增加 ICAM 的表达，促使白细胞黏附、浸 

润及白细胞介素一1(IL一1)等细胞因子合成；②具 

有细胞毒性，可诱导对其敏感 的细胞发生坏死和凋 

亡 ，诱导内皮细胞表达血小板活化因子 (PAF)、血栓 

素A。(TXA。)，产生凝血活性；③激活胶质细胞等表 

达诱导型一氧化氮合酶(iNOS)产生过量一氧化氮 

(NO)，并诱导其他 自由基形成，加剧氧化损伤n们。 

Yin等 ”观察到 MCAO小鼠脑组织中TNF—a表 

达 于 I1 h后增加 ，24 h在 缺血侧皮质表达至峰值 ， 

结果与 Berti等n 的研究结论基本一致。本组结果 
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显示，随着增龄，大鼠脑组织 TNF—a表达增高；脑 

I／R老年大 鼠 TNF—a表 达较青 年大 鼠明显增强 ， 

且高峰持续时间长。提示老年人 I／R时TNF—a介 

导的损伤严重 ，这 可能与随着增龄脑组织 TNF—a 

表达增强有关，与 Kyrkanides等“““ 的结论一致。 

脑 I／R时 ，白细胞 过度 黏附滚动和牢固黏附进 

而向血管外游走 ，释放蛋白酶及毒性氧化物 ，促进炎 

症反应，导致脑组织 I／R损伤。其过程涉及多种黏 

附分子 ，较重要 的是 ICAM 一1和 VCAM 一1(免疫 

球蛋白超家族)。张莉莉等“ 发现，大鼠I／R2 h后 

缺血区VCAM 一1表达开始升高，I／R12 h达高峰， 

其后略下降，至 I／R72 h后仍有较高水平表达，表达 

部位主要分布在缺血侧额叶、顶叶皮质及尾状核和 

壳核外侧部。本研究中发现，随着增龄，大鼠脑组织 

黏 附分子(ICAM 一1、VCAM 一1)表达有增高趋势； 

脑 I／R老年大鼠黏附分子表达较青年大鼠明显增 

强 。提示老年 I／R时，炎性 细胞激活、黏附 、聚集增 

强，炎性损伤较重 。这可能与随着增龄脑组织黏附分 

子表达上调有关 。 

综上所述 ，大 鼠脑 I／R后促炎细胞 因子表达上 

调，炎性细胞黏附性增强，提示炎症级联反应参与脑 

I／R损伤 。老年脑 I／R炎症级联反应较青年严重 ，且 

持续时间长、不易恢复，其机制可能与随着增龄，脑 

组 织 TNF—a、VCAM 一1、ICAM 一1表达 增强有 

关。因此，阻断炎症级联反应可能成为治疗脑 I／R 

损伤的新途径 。 
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2006年血液净化治疗新进展学习班招生 

· 启 事 · 

广东省人民医院肾内科将于 2006年 6月 13～27日在广州市举办国家级继续医学教育项 目“血液净化治疗新进展”学习 

班(项 目编号 2006—3—5005)。本次学习班以理论讲授为主，专题讨论为辅，安排相关新技术护理示教，透析器复用示教。届时 

将邀请国内著名专家(中华肾脏病学会主委、副主委)授课。学习结束授予国家级继续教育 I类学分 16分。欢迎全国各医院肾 

内科、血液净化中心及监护室的医生及专业护士参加。欲参加者请速来函或来电索取报名表。联系方式：广州市中山二路 106 

号广东省人民医院血液净化中心 何朝生或马建超收，邮编：510080。联系电话：020—83827812转 62010、62011；传真：020— 

83850849。 

(广 东省人 民医院) 
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