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大鼠局灶性脑缺血／再灌注损伤后 

早期生长反应基因一1 mRNA的表达 

毕国荣 白丽娟 张贺敏 张辉 海虹 周慧杰 
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采用大鼠可逆性大脑 中动脉栓塞 

(McA0)模型，应用原位杂交和逆转录一 

聚合酶链反应(RT—PCR)观察大 鼠局 

灶性脑缺血／再灌注(I／R)损伤后早期生 

长反应基因一1(Egr一1)tuRNA动态变 

化，旨在探讨缺血损伤后 Egr一1 mRNA 

表达的细胞种类及规律，为脑 I／R损伤 

的病理生理机制提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组及模型 备：健康雄性 

SD大鼠 2O0～250 g，由中国医科大学实 

验动物中心提供。按随机数字表法分为 

假手术组、局灶性脑缺血 2 h组及再灌 

注 2、4、22、46、70、118和 166 h组 ，每组 

10只。采用栓线法阻塞大鼠大脑中动脉 

(McA)制备 I／R损伤模型 。用体积分 

数为 1O 的水合氯醛(300 mg／kg)腹腔 

注射麻醉大鼠，颈正中切口，分离左侧颈 

总动脉 (ccA)、颈外动脉(EcA)和颈内 

动脉(IcA)，用动脉夹暂时阻断 ICA血 

流 ，结~'LECA 及 CCA，在 CCA分叉处切 

一 小 口，插入顶端加热成球面的尼龙单 

丝线，放 开动脉夹，沿 CCA分叉 部和 

IcA轻柔推进，经 CCA分叉部通过 IcA 

入颅至大脑前动脉(ACA)，可阻断流人 

MCA 的所有血流。尼龙线插入深度距 

离分叉处 (18．5土0．5)mm，然后 结扎 

ICA，缝合皮肤 ，外留 2 cm 长尼龙线线 

头并固定。缺血 2 h后用 200 mg／kg的 

水合氯醛麻醉大鼠，提拉留于体表的尼 

龙线头端至CCA分叉处使血流再通。假 

手术组除不插尼龙线外其余步骤同上。 

1．2 苏木素一伊红(HE)染色：取每组不 

基金项目：辽宁省博士启动、自然科学基 

金资助项 目(20032058)；辽宁省高等学校科 

学研究计划项目(20060937) 

作者单位 ：110004 辽宁沈阳，中国医科 

大学附属盛京医院神经内科 

作者简介：毕国荣(1964一)，女(汉族)， 

辽宁省人，医学博士，副教授，硕士生导师， 

主要研究方 向为神经肽 与神经系统疾病 

(Email：biguorongcmu@sina．com) 

同时间点 5只大鼠于冰盘上处死快速取 

脑 ，固定，常规石蜡包埋 ，以距前额 2 mm 

到视交叉为取材部位制作厚 5／Lm切片。 

切片常规用二甲苯脱蜡，经各级乙醇至 

水洗，苏木素染色 5 min，自来水冲洗 ，盐 

酸乙醇分化 30 S。自来水浸泡 15 min，置 

于伊红液中 2 min，常规脱水、透明、封 

片，于显微镜下观察制成的切片标本。 

1．3 Egr一1 mRNA 表达 检测 及方 法 ： 

按不 同时间点分别处死5只大鼠取脑 ， 

用两种方法检测 Egr一1 tuRNA表达 ， 

按文献[2]方法实验所用试剂均购 自武 

汉博士德生物有限公司。 

1．3．1 原位杂交检测 Egr一1 mRNA 

的表达规律：以距前额 2 mm到视交叉 

为取材部位制备厚度约 5／Lm的冷冻切 

片。常规脱蜡至水 ，滴加体积分数为 3 

的 H2O2(37℃ 10 min)灭 活 内源性 酶 ， 

暴露 mRNA核酸片段 ，预杂交 (37℃， 

4 h)，Egr一1 mRNA的多相寡核苷酸探 

针 序 列 如 下：5L GAGGA GATGA 

TGCTG CTGAG CAACG GGGCT 一3 ， 

5 一GCCTT TGCCA CTCAG TCGGG 

CACCC AGGAC 一 3 。5 一 CCTTT 

TCTCC CAGGA CAATT GAAAT 

TTGCT 一3 ，37 oC杂 交 24 h后 ，用 

37℃水温洗涤[标准枸橼酸盐水 (SSC) 

浓度不同]，封闭(37℃)30 min，滴加生 

物素化鼠抗地 高辛(37 C，60 min)、链 

霉 素 一抗 生 物 素 蛋 白 一过 氧 化 物 酶 

(SABC，37℃，20 min)、生物素化过氧 

化物酶(37℃，20 min)、3，3'-二氨基联 

苯胺(DAB)显色，显微镜下观察其控制 

时间，常规脱水、透明、封片。阴性对照采 

用 0．5 mol／L磷酸盐缓冲液 (PBS，pH 

7．2～7．4)代替探针杂交液进行杂交，其 

余步骤相同。组织切片置于 MetaMorph 

(美 国)图像 分析 系统 中测定 Egr一1 

mRNA阳性表达反应物的平均 吸光度 

(A)值，染色越 深，表明平均 A值越大 

(范 围为 O～1)。 

1．2．2 RT—PCR检测 Egr一1 mRNA 

表达规律：取缺血侧及缺血对侧脑组织 ， 

按异硫氰酸胍一酚一氯仿法提取脑组织总 

RNA，采用紫外线吸收法进行 RNA定 

量 ，各组 RNA样品的A ／A 比值 

范围均为 1．8～2．0，将 2肛g总RNA反 

转录为相应cDNA。大鼠Egr一1前体正 

义 引 物 为 5L GAA CCT GGA AAC 

cAc ccT 一3 ，反 义引物 为 5L GcG 

AAc AAC CCT ACG AGC一3 ，扩增产 

物片段长度为 474 bp；以 口～actin为内 

参照，正义引物为 5L GAT TGC CTC 

AGG ACA TTT CTG 一3 ，反 义引物 为 

5 一GAT TGC TCA GGA CAT TTC 

TG一3 ，扩增产物片段长度为 690 bp。 

Egr～1 mRNA扩增条件为 94℃变性 

30 S，55℃退火 1 min，72℃延伸 2 min， 

35个循环。取扩增产物 7肛1电泳，经溴 

酚蓝染色后检测并 计算 出各组Egr一1 

mRNA电泳条带与内参照B—actin条带 

表达量(用灰度比值表示)。 

1．4 统计学方法：采用 SPSS统计分析 

软件，计量数据以均数±标准差(z土s) 

表示，采用方差分析及 t检验，P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 组织病理学观察 ：假手术组大脑皮 

质细胞层次分明、形态结构正常。I／R组 

缺血侧大脑皮质、皮质下白质及基底节 

区神经元减少、排列紊乱，细胞周围间隙 

增宽 ，有大量坏死神经元，胞体肿胀、胞 

浆淡染、胞核溶解、结构不清，梗死边界 

区可见大量固缩神经元，而且 I／R组缺 

血病灶范围随时间延长逐渐扩大。 

2．2 原位杂交(表 1，彩色插页图 1)：假 

手术组神经元及胶质细胞有轻度阳性表 

达，主要为细胞核着色。缺血 2 h、再灌注 

2 h后，缺血侧细胞核 Egr一1 mRNA细 

胞阳性表达反应明显增强，平均 A值显 

著高于假手术组(P<O．O1)。再灌注4 h 

Egr一1 mRNA细胞阳性表达最高，除胞 

核外胞质亦着色增强，呈棕褐色颗粒状， 

其平均A值显著高于其他各组(P均< 
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乌司他丁对肝脏冷保存损伤的保护作用研究 

图1 实验组肝组织病理学变化 

(HE，×400) 
Figure 1 Pathological change of 

iver tissues in test group(HE，×400) 

图2 对照组肝组织病理学变化 

(HE，×400) 
Figure 2 Pathological change of liver 

tissues in control group(HE，×400) 

骨髓间充质干细胞移植 

图3 实验组电镜下肝超微结构 

(TEM，×10000) 
Figure 3 Ultrastructure of liver 

tissues in test group(TEM，×1 0 000) 

对心 

图1 体外原代培养的MSCs(X 1 00) 
Figu re 1 P rimary cultu re of MSCs in vitro(X 1 00) 

(正文见398页 ) 

图4 对照组电镜下肝超微结构 

(TEM，×10000) 
Figure 4 Ultrastructure of liver tissues 

in control group(TEM，×1 0 o0o) 

肌梗死后心功能的影响 

(正文见428页 ) 

Ce 

图2 MSCs组心肌细胞阳性表达(免疫组化，X 400) 
Figu re 2 Positive exp ression of cardiac muscle 

， 

n MSCs labeled with BrdU(immunohistochemistry，X400) 
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A：假手术组}B：I／R组2 h 

图1 各组脑组织Eg r一1mRNA阳性表达(原位杂交，X400) 
Fiau re 1 PosRive exp ression of Egr一1 mRNA in brain tissue in each group(in situ hybridization，X 400) 
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