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老龄大鼠脑缺血／再灌注致脑微血管基底膜损伤的

变化及与明胶酶系的关系

李建生 刘窍 列敬霞 王绢航趑跃武 蘩正壤

【摘要】目的研究老年脑缺腑L／#4灌注(I／R)不同时期微皿管基底膜损伤与明胶酶系的必系。方法

采用』=脑中动脉附罄(MCAO)线栓汝制备太鼠局灶性腩I／R模型，将大鼠分为青年组和老龄组。锌组义分为

假手术组、制模詹缺斑(1)3 h和I／R 6 h、12 h、24 h、3 d，6 d时间点组。采用免疫缎化和酶谱分析矗法测定脑

微盎管结构、基底貘撑璎狡甄(Col掰)、骚连蛋白(1，N，积纂璜金疆蛋白酶(MMPs)及其静到捌(TIMPs)豹变

纯。结票与毒簪簸等零缓篦较。老靛壤手零缓Col羚、LN舞离和MMP一2、MMP一§表达增强。骧l／R辩阕酶

延长，老龄与青年大鼠摹底膜成分Cotfv翔I，N表达递减；MMP一2表达递增，MMP一9、TIMP．1表达晕先增强

而后降低趋势。均青年模璎组相同时间点比较，老龄模测组Col Iv(I 3 h、1／R 6 h、I／R 12 h)、LN(1 3 h，I／R

6～24 h)。MMP一2(I 3 h。I／R 6 h～6 d)，MMP一9(I 3 h、I／R 6～24 h)表达水平增强。T1MP一1(I／R 24 h)表达水

平降低，差异均有统计学意义<P<o．05或P<0．01)。各绒MMP一2与MMP一9的酶谱分析比较．凝的变化与

免疫表达规律纂誊一致。结论琏羲增龄，丈聚藏镦斑管耩藏膜戏分改变与MMPs、TIMP的变纯蠢荚。在驻

I／R藏徽盘管纂巍簇攒傍方匿，老龄夭鬣较毒年严重。筵援傍鹣特点与疆菠酶系嶷葶l二蠢美。

【关键词】老龄鼠；缺血／再溅淀损伤，脑；微斑静螭底膜；细胞外繁滕； 明胶酶系

Relationship between the changes in ischemia／reperfusion cerebeo—microvessel basement membrane Injury

and gelatinase system in senile rat LI tliun—sheng t I．1U Ke．1。lU Jing—xia。WANG Ming—hang，zHAO

Yue一Ⅻ“，￡jU Zheng—guo．Geriatrics Department∥‘Henan College of Traditional Chinese Medicine，

Zhengzhou 4SOOOSt Henan，China

[Abstract]Objective To study the relationship of eerebro mierovessel basement membrane injury and

gelatinase system after cerebral ischemia／reperfusion(1／R)in aged rats。Methods Cerebral l／R injury

model was reproduced by il'ltraluminal silk ligature thrombosis of the middle cerebral artery occlusion

(MCAO)．Rats were divided randomly into sham control and I／R groups in young rats 5ischemia 3 hours

(1 3 h)and reperfusion 8 hours(I／R 6 h)。12 hours(I／R 1 2 h)，5'4 hours(1／R 24 h)，3 days(1／R 3 d)。

6 days(I／R 6 d))，and sham control group and I／R group in aged rats<l 3 h and I／R 6 h。I／R 12 h，I／R

24 h，l／R 3 d，I／R 6 d)，Tk change in cerebro—cortex mierovessel basement membrane structure，basement

membrane type W collagen(ColⅣ)and laminin(LN)contents．matrix metal[oproteinases(MMPs)and

tissue inhibitor of metaIIoproteirIase壮<TIMPs)expression in every group were determined with immunohis—

tochemicaI method and gymogram analysis．Results Wlth the inerease in age．Col IV and LN eontents of the

microvessel basement membrane were increased，and MMP一2 and MMP一9 expressions were stronger．With

prolongation of 1／R。the degradation of microvessel basement membrane components(C01Ⅳand 1．N)was

positively correlated with the duration of cerebral I／R。MMI’2 expression was increased gradually，and

MMP一9 and 1、IMP—l expression increased at the beginning and decreased subsequently。Col 1V(1 3 h，I／R

6 h，l／R 12 h)，LN(1 3 h，l／R 6—24 h)．MMP 2《l 3 h．1／R 6 h一6 d)and MMP一9(1 3 h，l／R 6—24 h)

expression leveI in aged rats with 1／R injury were higher，and TIMP—l(I／R 24 h)expression was Iower than

those in young rats(P<0．05 or P<0，01)．In addition，changes in MMP一2 aud MMP一9 contents as

determined by zymogram analysis method coincided with their immunoexpreasion．Conclusion With the

inerease of age。alteration in membrane components of eerebro—mierovessel basement membrane in rats ia

related with MMPs and TlMP．Cerebro～mierovessel basement membrane injury is more serious in aged rats

than that of young rats。Changes in cerebro-microvessel basement membrane injury in aged rats is related

with gelatinase system change．

[Key words]aged rat； cerebraI ischemia／reperfusion injury； cerebro—microvessel basement mem—

brane{ extracetlular matrix； gelatinase system
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脑缺嫩／再灌注(I／R)引起的继发性脑水肿加

重及出盘等损伤与霉灌注藏徽斑彗结构尤其是与基

底蒺静降解鸯关。其税铡霹虢为基屡金属骚囱酶

(MMPs)及旗抑制剂(TIMPs)的变化u11。本实验中

采用大脑中动脉阻塞(MCAO)大鼠模型，研究澎龄
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大鼠脑I／R不同时期脑微血管基底膜损害与明胶

酶系的变化关系，进一步探讨脑I／R损伤机制。

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：选择SD雄性大鼠。其

中5～6月龄青年大鼠56只(250 350 g，动物合格

证号：第99011号)，20～21月龄老龄大鼠56只

(450～600 g，动物合格证号：第410117号)，由郑州

大学医学院实验动物中心提供。采用改良Longa

MCAO线栓法r3。4一制备大鼠局灶性脑缺血模型。青年

和老龄大鼠均按随机数字表法分为假手术组、缺血

(I)3 h及I／R 6 h、12 h、24 h、3 d、6 d模型组，每组

8只大鼠。

1．2取材与标本处理：在规定的时间将大鼠断头后

取脑，于视交叉前Z．0 nllll处向后冠状切取4片脑

组织，分别用于脑组织含水量．梗死面积测定及常规

病理和免疫组化观察。电镜标本可选取在额极后

4．0 mm、中线旁开4．0 mm处的左侧皮质脑组织

块，铀一铅双染，用HITACHI一7500透射电镜观察。

1．3测定指标及方法

1．3．1 N型胶原(ColⅣ)、层连蛋白(LN)表达水

平：免疫组化染色用过氧化物酶标记的链霉卵白素

(SP)法，HPAlAS—i000病理图文分析系统。在显微

镜下(20×10倍)选取病灶侧大脑皮质区6个视野，

观察阳性反应灰度级(gray，Ca)和比较反应面积像

素数、测试区域的灰度级背景面积像素数，测试仪器

的最大灰度分级Cmax256。应用申洪口1推导的免疫

组化原位杂交定量公式计算阳性单位(PU)值。

1．3．2 MMP一2、MMP一9、TIMP—l表达水平：免疫

组化染色用SP方法。在显微镜下(20×10倍)选取

病灶侧大脑皮质区6个视野，测定阳性反应的平均

灰度值。平均灰度在图像分析中表示图像的透光率，

分为256级，最黑为0级，最亮为256级。根据设定

平均灰度值与物质含量呈反向关系，即灰度值越高，

免疫组化染色越浅，含量越低。

1．3．3 MMP一2、MMP一9酶谱分析：提取脑组织蛋

白，蛋白定量采用紫外吸收法，按Hasenstab等¨1方

法改良。提取的蛋白样品用样品缓冲液稀释，样品中

加浓缩胶、分离胶(含l％明胶)、MMP一2和MMP一9

的降解底物，电泳4 h，经振荡、孵育、漂洗后，用考

马斯亮蓝染色。MMP一2和MMP一9活性采用紫外光

测定法凝胶自动成像及分析系统(UVP Gelworks

ID Intermeditaes Version 3．01)进行吸光度(A)值

测定，计算各条带的酶单位[U一(条带A值一背景

4值)X面积(ram2)／10 Pg蛋白]。

1．3．4脑组织微血管病理学观察：组织切块经固

定、脱水、浸透、包理，制成超薄切片，切片经铀一铅染

色，用HITACHI一7500透射电子显微镜观察、摄片。

1．4统计学处理：计量数据均以均数±标准差

Q士5)表示，采用SPSS 11．0软件进行统计处理；计

量资料(两组均数比较)先进行正态分布检验，符合

正态分布者采用单因素方差分析，不符合正态分布

者进行数据转化使其符合正态分布或者采用非参数

检验；显著性水准取a=0．05。

2结果

2．1一般情况：所有实验大鼠术中呼吸、血压维持

在正常生理范围内，手术窗口无明显活动性出血。青

年脑I／R模型组在再灌注6 h、12 h和24 h各死亡

1只，3 d和5 d组各死亡2只，成功率为87．5％；老

年脑I／R模型组在再灌注6、h和12 h各死亡1只，

24 h、3 d、6 d各死亡2只，成功率为85．7％。老年大

鼠的死亡率高于青年大鼠。

2．2各组大鼠Col IV、LN表达比较(表1)：青年和

老龄模型组Col I、f与LN表达均低于相应假手术

组。且随I／R时间延长表达逐渐下降(P<0．05或

P<o．01)。与青年组同期比较，老龄组Col N、LN

表达水平增高(P<0．05或P<0．01)。

2．3 各组大鼠MMP一2、MMP一9和TIMP一1表达

比较(表1)：青年和老龄模型组MMP一2、MMP一9、

TIMP一1表达均高于相应假手术组，随I／R时间延

长，MMP 2表达逐渐升高，MMP 9、TIMP一1呈升

高后下降趋势，且于I／R 6 d时MMP一9和TIMP一1

表达水平显著下降。与青年组同期比较，老龄组

MMP一2、MMP一9表达水平增高，TlMP一1于I／R

24 h时表达明显下降(P<o．05或P<0．01)。

2．4各组大鼠MMP一2、MMP一9含量酶谱分析比

较(表1)：经酶谱分析。MMP一2在72 000、MMP一9

在92 000相对分子质量处各出现一明显的消化带。

青年和老龄模型组MMP一2和MMP一9含量均明显

高于相应假手术组，且随ItR时间延长逐渐升高，

而MMP一9在I／R 3 d时显著下降；与青年组同期比

较，老龄组MMP一2和MMP一9含量增高(P<0．05

或P<O．01)。

2．5各组大鼠脑皮质微血管形态学病理观察：电镜

下青年和老龄假手术组大鼠脑皮质微血管结构完

整，基底膜及管周均无水肿。青年和老龄模型组随着

I／R时间延长管周水肿逐渐加重，管壁结构逐渐变

得不完整或变薄，老龄组管周见到红细胞(出血灶)。

基底膜甚至出现模糊、溶解．断裂、缺损。
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袋1 各组大鼠Col Tv、LN表达及明胶酶系指标水平比较(T±s)

缱别 动糍毂ColIV(Pu，LN(PU) MMP．2(葳度值) MMP．2(u) MMP一9(灰度擅} MMP-9(U) TlMP-1<灰爱僮)

专苹稷手术维8 23．04±2。l§ 20．16±2．09 l 91．59圭11，39 3。45圭&81 152。髓士j3。{l 5．265-l，堙 197．65±12，13

青年1 3 h组8 22．7l士2．07 19．70±1．92 185．46士12．30 {．46士0．89 146．25士13．04 7．02士1-25 192．56_4-12．95

I／R 6 h组 7 20．6l士2．54 18．07±1．勰 1 71．89士11．23虹 6，05±0．83‘ 135．01±14．315 U．80士2．14i,o 187．03士1 2．40

I／R12 h组 7 18．035：l。71ba 15．93-4-1．?3楠 183．73±11，13bd 8。4011．32bdc 116．89士13．韶bd‘16．69士1．37¨‘ 164，13士ll。95确f

I／R艇h篷 ? 14．85圭3。32wrs 11。88士1．72榭热151。75±11+27醚‘ 12．07圭1．7Stern §8，96士l】。54saf“22。S4圭2。0l醚慷 126．50圭11。79m摊

I／R 3 d组 6 10．75+2．47bdm’B．28士1．60hd蛳t39．55士1 2．69bdm 16．2l士1．75bdml 77．oo士13．52蛳27．99+1．82bd蛳137．13士12．09bclm
I／R 6 d组 6 8．315-1．55bdmi 6．90±1．32州mJ 1 32．4l土12．54bdml 19．8311．78bdfhjl 12l，45士13．68‘酬19．63+1．54bdm“166．67士13．05Mna

老龄艘手术组8 28，89±3．29n 28，84±2．50“ 171。19±12+14m 5．39+I．18m 】25．28±13．64 7．09±1．gln t85．96±12．34

老龄{3 h缰 8 27．45±2．昏轳 27；18±1．2扩 162．黯圭10．86" 7。155：l。0lt 112。3拿±ll。2l赫 9．80±2。04t 181．85±11．转

I／R 6 h维 7 24．1 6±2．39k“25．22土2，39妇 146．】6士12．14k6 9．93±o．90bdn 101．21±13．35b靠 16．76士0 33埘n 175．07士12．03

I／R 12 h组 7 z0．96士2．30bd”20．95±2．90m蛐135．66土13．53bd“ 13．384-I-93M“ 76．16±12．24bd抽22．71±2．54bd“ 151．54±10．32bd’

I／R 24 h组 6 】6．66±3．52sam 16．36±5 58州拍a 118．42士13．36bdk“18．26士1．7窟bdn” 4S．37士13。99bdl№30。175-2．02Mf¨141．32±1】．0lbdIⅢ

I／R 3 d誊 S 12。405：2．寒8瓣轴10．28±2，{l糖蹦108。20士13。S0¨魏8 2l。03：1：2。0S秘脚86。52±13。2《醯’2$．sg±l。{9埘撮m 129，53+12．S《址撬

l／R 6 d维 6 9．73士2．04村fs’7．42士l。90hdfhJ‘j04．t0+12．2j鲥m啊23．45土1．91 68fhJh】07．10112．?4bl付22．72士2．01赫fiim 168．3511 3．38cogiJl

陡：与本组假手术组比较，‘P<0．05，6P<0．01；与本组l 3 h比较．。尸<0．05．4P<0．01}焉本组]／r 6 h比较．‘P<0，05．fP<o．01}岛本组

{／R 12 h比较。8，<o，05，“P<。．01{与零鳃I／R 24 h比较，’P<0．05，护<机ol}与本缒I／R 3d比较。“P<o．05，‘P<o．01}与青奄曼组弼

期篼较，8P《O。05，4P<0．0t

3讨论

微盘管基纛貘是壹藏嚣障豹重要缝成都分，主

要融LN、Col 1v、内脆动鼹自、纤维连接蛋白、糖蛋

白等大分子物质组成，其中【。N、Col Jv是构成越底

膜豹主要物质。研究证实Col撑与LN熬簿解参与了

I／R徼血管蔫底膜的损伤u制。随着增龄，脑徽细斑

管基底膜厚度逐渐增加[9]。

零研究显承，随着增龄，大鼠脑戴管基底膜成分

Col羚秘LN含潼上舞，戳警与微蛊警基底蒺厚爱增

加成正比。随I／R损伤加道。3 h时ColⅣ和LN含

量变化不明显，随ColⅣ积LN含量邂濒下降。老龄

大鬣壅瑗统诗举意义懿霹麓点翠手套年大鼠，Col掰

和LN表达水平较青年纽增高，I／R 6 d时其损伤趋

势有所减缓。这一结果表明，随着增龄，老龄大鼠脑

盘管嫠底貘戎分主舞，毽瘩予基残貘薄度增攘，成分

分布不均，或弹性蛋白含髓的降低，非弹性成分增

多，鼯致脑血管脆性增加，通透性增加，较青年太鼠

更易逶受I／R羧伤。

正常情况下．MMP一2和MMP一9具有一窳活

性，对于保持细胞外基质(ECM)的营养和防止底物

堆积舆有重要佟溺。菝款癯可诱导MMPs表达，

MMPs参与缺碰性损伤。MMP一9、MMP一2的激活

可导致血脑屏障损伤、血管源性脑水肿及继发神经

炎癜援应等n““，I／R影璃了MMPs鞠TIMPs之捌

的平衡，而MMPs、TIMPs刚以复杂鹩形式健遘稃

灌注损伤。本研究发现，随着增龄．MMP一2、MMP一9

表达增强。jll：结粱可能与老龄鼠由于动脉内膜增厚，

弓l越小动踩孛滋慢性映斑、缺氧，导致炎症奔凌、自

由揍等产生增加，从而激活明胶酶，引起一系列病理

生壤变{{：毒美Ⅲ3。壶戴掰翅，年龄也是艟事中的危

险因素之一，MMPs高表达可能是赢管病变的灏要

原因之一。

MMP一2、MMP一9的裘达有时阕锻赣性；隧l／R

时辩的延长，澎龄与青年大鼠MMP～2表达量持续

增强趋势，老龄大鼠MgP一2表达与青年太鼠同时

闻点增强；MMP一9表达则呈先增强巍后降低变化

筑德。随I／R瞬瓣静延长，老龄与青年模登缀天鬣

MMP一9表达增强差异出现统计学意义的时间点老

龄大鼠早于青年大鼠，其增强梯度较海年快．峰值出

嚣零。莛结果露部分藤释I／R徽盎镣基膜损伤澎年

较脊年严重，_}好现提早、不易恢复的原因。另外，备组

MMP-2与MMP-9的酶谱分析比较讨知，量的变化

与受疫表达裁律基本一致，弥李}7受疫缝讫零貔确

定分子量的不足。随I／R时间的延长，MMP一9的抑

制因子TIMP～1呈先增强而后降低的趋势，结果与

Wang等u2。瓣疆究基本一致。

总之，老龄大鼠脑I／R损伤较青年大鼠出现早

且严重。这与微m管基底膜损伤有荧。老龄大鼠脑

l趣攒臻过程孛，MMP一2秘MMP一9降薅ECM鳇

程艨较青年犬鼠严重、磁现较早、持续时间长，

TIMPs对抗MMPs的能力较弱。
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严格控制危重病成年患者葡萄糖摄入的利弊统计学分析

·科研新闻速递·

一项试验表明，严格控制葡萄糖摄入W降低外科重症加焱渣疗病房(SICU)患卷的病死率。因此，夔强糙暴病协会建议，玻

黟格控裁危重病恚甏瓣蘩莓穰摄A。毽憝，提锾豹疆究撂斑了举羯懿结沦，嚣基鼯缝跫严强燕翻蘩甍獠摄入遣霉《l霆惫鹣熬

绦盘耱症。西监t器褥谈提议的数据资辩遘衙严格评话。为了评价严格控制危重瘸成年患者葡萄穗摄入秘常巍摄入的载弊，獒

豳研究人员查阅了所有关于重症加强治疗病房(ICU)成年患糟葡萄糖摄入情况的义献。在1 358篇经撩定的文献中，有34项

随机对照l临床试验(23篇出版物，9篇文摘，2篇未发表的文献)符合选择标准。两名评论者按照详细说明前的协议独立收蒙资

料·用同一标准评价文献质量，文献作者的信息不被提供。研究者使用随机效应模型和固定效应模型计算相对危险度(RR)，

Meta分析共纳入29磺随机对照试验共8 432捌患者。结果摄承，严辖控制葡萄糖鞠常规摄人葡萄糠掰黄的医院瘸死率元箍

雾[21t s菇毖23—3菇；RR=0，93t95冀霹镄送麓(a)为0。s5～l，033。不嚣蘸篱攘攘入承乎秘ICU炎鬟辩痣死率差雾办戈绶
计学意义(严格控制维(≤6。l mmol／i，)23％比25。2％，RR一0。90，95％C1为0．77～1．04；适度控澍维(<8．s retool／L)

17·3％比18．0％，RR=0．99，95％CI为0．83～1．18。外科：8．8 0A比10．8％0，RR=0．88，95％CI为0．63～1．22；内科：26．9蹦比

29·7％，RR一0．92，95％C1为0．82～l·04；内外科：26．1比27．O％·RR=0．95，95蹦CI为0．80～1．13)。严格控制葡萄糖掇入

姆藿新透析风险晟著降低无关(11．2％比12．1％，RR=0．96，95％CI为0．76～1，20)；而与脓毒症风黢显著降低(10．9％比

13·4％，显最=0。76，95％CI为0．59～0．97)翻低盘糖症风险照誉舞赛(葡萄塘≤2．2 mmol／L，13．?弼魄2，5％，RR=5。13，

§§％C7麦4。姆～6+43)寿关。嚣照，饔突毒弱谈秀，严辏控裁熊鬟病成年患蠹甍骛穗摄入与医夔襄死搴燕著降爨盂关，蔼与鬣

舷糖症的显著舞高耱荧。

张立俭，编译自《JAMA》．2008，300(8)：963．965f胡森．审犍

循环微粒对脓毒性休克患者血管功能的保护作用

法萤程骚天员纛避分糖菲弦毒毪纛黢毒蝗傣壳患者循环徽教特薤，浮蛰7缀疆凝蕴霹邀管功戆黪彩翡。器究者攮菠蓑壤

熊仪测定3s诱膝毒魏体克患者霸18弼蒋羰毒性体克人群囊渡申循环镦粒及萁缨鹣自来。而后，给小鬣静辣内注射檄粒，测定

激动脉血管反应性。分析包括一氧化氮(No)在内的酶类表达和活性以及环加氧酶代谢产物的产出。缩粜最示，脓毒症患者微

粒、血小板以及内皮衍生的微粒增加。脓帮性微粒并没有因为m清素的存在而降低小鼠主动脉收缩的敏感度．反而升高了其

敏感度。另外，脓毒慢微粒加强了脂多糖处理小鼠主动脉的收缩性，该效应与钙离子流入加快和Rho激酶抑制剂敏感度无关。

黻霉栏微粒效应的政蔑不受一氧化氦台麟翻环加氧酶抑制荆的影响，且与NO和02过度产生无关。游选舞性环加氧酶～2抑

溯裁、吲稼美辛，蠢羧靛A：蘩菝列稻SQ-29548分爨海羝程戮爱了裴骧毒毪鞠敬毒瞧体壳枣鬣圭霹熬黪狡壤。蒎毒键激羧鹃

艘缝和蛊栓烷A：产蹴增热有关，对蛊裣璐A：拮抗裁敏感。谛}究者认秀，增船的旗环檄粒可抵抗脓毒饿体克患者盎营低反磁

性，从而抑制低血压。

张立怪，编译自CAm J Respir Crit Care Med》，2008—08—21(电子版)f胡森．审枕
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