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　　摘　要　目的　探讨白介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）在脑缺血

－再灌注不同时期的基因表达。方法　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为假手术组和脑缺血３０ｍｉｎ再灌注６ｈ（ＩＲ６ｈ）、１２

ｈ（ＩＲ１２ｈ）、２４ｈ（ＩＲ２４ｈ）、４８ｈ（ＩＲ４８ｈ）组。动物模型采用线栓法制备大鼠中动脉栓塞法，用ＲＴＰＣＲ法检测脑

缺血－再灌注不同时间点ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＩＣＡＭ１的表达。结果　ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＩＣＡＭ１在假手术组脑组

织内低水平表达。ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达在脑缺血－再灌注６ｈ后即明显增高，１２ｈ后表达开始减弱，２４～４８ｈ呈

低水平增高。ＴＮＦα在脑缺血－再灌注６ｈ表达开始上升，２４ｈ达到高峰，４８ｈ后开始下降。ＩＣＡＭ１脑缺血

－再灌注６ｈ表达开始升高，２４ｈ达到高峰，４８ｈ后仍维持较高水平。结论　炎症因子参与了脑缺血－再灌注

性损伤，且具有明显的时间规律。
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　　脑缺血－再灌注后触发一系列炎症级联反应，

促进炎性细胞的浸润及大量炎性因子的释放。炎

症反应可以引起局部血管痉挛甚至栓塞，加重脑缺

血症状。浸润的炎性细胞（主要包括白细胞、小胶

质细胞、星形胶质细胞）产生大量炎性因子，在脑缺

血－再灌注损伤中占有重要地位，常见的炎性因子

包括ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα及ＩＣＡＭ１等。炎性因子

可作用于血管内皮，引起血脑屏障的破坏及脑水

０４２
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肿；刺激花生四烯酸的代谢，使氧自由基产生增加，

加重氧化应激损伤；诱发神经细胞凋亡的发生，加

重脑损伤［１２］。本实验通过建立大鼠局灶性脑缺血

－再灌注模型，采用ＲＴＰＣＲ法研究了脑缺血－

再灌注过程中ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１的 ｍＲＮＡ

表达，以了解脑缺血－再灌注炎症损害的病理生理

过程。

１　材料与方法

１１　实验动物与材料

ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，由山东鲁抗医药股

份有限公司提供；ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂购自天

根生化科技（北京）有限公司；琼脂糖购自Ｂｉｏｗｅｓｔ

Ｇｅｎｅ有限公司；ＰＣＲＭｉｘ购自 ＴａＫａＲａ公司；引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１２　实验方法

１２１　动物分组　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重

２８０～３２０ｇ。随机分为假手术组、模型组，其中模

型组按照再灌注时间不同分为缺血３０ｍｉｎ，再灌

注６ｈ、１２ｈ、２４ｈ及４８ｈ４个亚组。

１２２模型建立　根据 Ｌｏｎｇａ改良线栓法制备

Ｗｉｓｔａｒ大鼠大脑中动脉栓塞模型
［３５］。

１２３　ＲＴＰＣＲ　引物由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。ＩＬ１β上游为５＇ａｇｇａｃｃｃａａｇｃａｃ

ｃｔｔｃｔｔｔ３＇，下游为５＇ａｇａｃａｇｃａｃｇａｇｇｃａｔｔｔｔｔ３＇；ＴＮＦα

上游为５＇ｔｇｃｃｔｃａｇｃｃｔｃｔｔｃｔｃａｔｔ３＇，下游为５＇ｇｔｇｇｇｔ

ｇａｇｇａｇｃａｃｇｔａｇｔ３＇；ＩＣＡＭ１上游为５＇ａｇｇｔａｔｃｃａｔｃ

ｃａｔｃｃｃａｃａ３＇，下游为５＇ｇｃｃａｃａｇｔｔｃｔｃａａａｇｃａｃａ３＇；β

ａｃｔｉｎ上游为５＇ｃｔｃａｇｔｔｇｃｔｇａｇｇａｇｔｃｃｃ３＇，下游为５＇

ａｔｔｃｇａｇａｇａａｇｇｇａｇｇｇｃｔ３＇。取大鼠缺血侧海马组

织，利用ＴＲＩｚｏｌ法提取ＲＮＡ，并经紫外分光光度

计检测 ＲＮＡ的纯度及浓度。取１μｇＲＮＡ，参照

ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂

盒说明书进行反转录。以ｃＤＮＡ 为模板，采用

ＴａＫａＲａ公司的ＰＣＲｍｉｘ进行ＰＣＲ反应，总反应

体系为２０μＬ。ＰＣＲ产物进行２％琼脂糖凝胶电

泳，目的基因的表达水平通过βａｃｔｉｎ进行校正，计

算出ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达的相对

值。

１３　统计学方法

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计分析软件进行数

据的统计分析。

２　结果

２１　脑缺血后动物行为改变

本文结果显示，手术后大鼠多在２ｈ内清醒，

假手术组大鼠均正常活动，未出现神经缺损症状。

脑缺血－再灌注不同时间组大鼠均出现比较明显

的神经缺损症状，表现为大鼠活动减少，反应迟钝，

右侧 Ｈｏｒｎｅｒ征阳性，不能完全伸展左前肢，行走

时向左侧转圈，出现追尾现象，甚至向左侧倾倒（见

图１）。

图１　脑缺血模型复制成功后出现的神经缺损症状

２２　ＰＣＲ结果

应用ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＩＣＡＭ１特异引物，以

逆转录合成的ｃＤＮＡ为模板通过ＲＴＰＣＲ方法扩

增目的基因，并计算其 ｍＲＮＡ相对表达量。以目

的基因 ｍＲＮＡ 的转录水平与内参基因βａｃｔｉｎ

ｍＲＮＡ的转录水平相对变化作为判断的标准，以

此来衡量缺血再灌注不同时间炎症因子基因的变

化情况。ＩＬ１β、ＴＮＦα及ＩＣＡＭ１在假手术组脑

组织内表达较低。ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达在脑缺血

再灌注６ｈ后即明显增高，１２ｈ后有所降低，２４～

４８ｈ维持低水平增高（见图３Ａ，表１）。ＴＮＦα在

脑缺血再灌注６ｈ表达开始上升，２４ｈ达峰值，４８

１４２
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ｈ后开始下降（见图３Ｂ，表２）。ＩＣＡＭ１脑缺血再

灌注６ｈ表达开始上升，２４ｈ达峰值，４８ｈ后仍维

持较高水平（见图３Ｃ，表３）。

图３　不同脑缺血再灌注时间内ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达

表１　大鼠局灶性脑缺血－再灌注不同时间

炎性因子基因的表达

组别 ｎ ＩＬ１βｍＲＮＡ ＴＮＦαｍＲＮＡ ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ

假手术组 ５ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００

ＩＲ６ｈ组 ５ ２．２８０±０．１６６ １．４００±０．１４１ １．４４０±０．１２５

ＩＲ１２ｈ组 ５ ２．１２０±０．１２４＃ ２．５２０±０．１７２＃ １．９２０±０．１１６＃

ＩＲ２４ｈ组 ５ １．５２０±０．１５６＃ ２．６８０±０．１３９＃ ２．２００±０．１１８＃

ＩＲ４８ｈ组 ５ １．４６０±０．１０６ １．３８０±０．１１６ ２．２２０±０．１５３

　　注：：ＩＲ６ｈ组与假手术组比较，犘＜０．０５；＃：ＩＲ１２ｈ组与

ＩＲ６ｈ组比较，犘＜０．０５；＃：ＩＲ２４ｈ组与ＩＲ１２ｈ组比较，犘＜０．０５；

：ＩＲ４８ｈ组与ＩＲ２４ｈ组比较，犘＜０．０５。

３　讨论

脑缺血引起的脑损伤通常与运动、认知等功能

相关，因此我们采用改良的ＺｅａＬｏｎｇａ５级评分

法［３］，评估与动物模型的脑缺血相关的认知和行为

学改变。我们发现，缺血性脑损伤能够引起大鼠不

同程度的神经缺损症状的出现，如不能完全伸展对

侧前肢；行走时向对侧转圈，并出现追尾现象；行走

时出现向对侧倾倒现象等。

脑缺血－再灌注触发的炎性反应，损害血脑屏

障，加重了脑水肿及脑损伤的发生，在此病理生理

过程中，炎细胞浸润及炎性因子的释放发挥着重要

作用。本实验应用ＲＴＰＣＲ的方法检测了大鼠局

灶性脑缺血－再灌注过程中炎性因子ＩＬ１β、ＴＮＦ

α、ＩＣＡＭ１的表达。结果发现，脑缺血－再灌注性

损伤能够引起３种炎性因子ｍＲＮＡ表达的不同程

度增高，其中ＩＬ１β在ＩＲ６ｈ达峰值，ＩＲ１２ｈ后即开

始有所降低；ＴＮＦα的基因表达在ＩＲ２４ｈ达峰值，

ＩＲ４８ｈ后有所降低，ＩＣＡＭ１在ＩＲ２４ｈ达峰值，

ＩＲ４８ｈ后仍维持较高水平。

２４２
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ＩＬ１β是一种能够激活多种免疫细胞和炎性

细胞的炎性因子，诱导白细胞与血管内皮细胞黏附

分子的表达；促进花生四烯酸和其他炎症介质的释

放；诱发白细胞聚集，促进局部炎症反应，减少脑血

流，加重局部脑缺血；促使氧自由基的产生，加重神

经毒性及神经细胞凋亡［６７］。

ＴＮＦα是一种典型的具有多种生物学功能的

炎性因子，在缺血－再灌注性脑损伤中起关键作

用：促进缺血脑组织内白细胞的活化、聚集及黏附，

并进一步促进炎性介质和蛋白水解酶的释放，导致

局部炎症的扩大，进一步加重脑组织的损伤；诱导

血管内皮细胞激活形成促凝状态，增加缩血管物质

的释放，诱导血管收缩，降低脑血流，增加缺血性脑

损伤及脑卒中的危险性；诱导花生四烯酸的释放及

氧自由基的产生损伤细胞膜；促使脑局部兴奋性氨

基酸增多，加重兴奋性神经毒性作用；通过Ｆａｓ

ＦａｓＬ介导的死亡受体途径促进神经细胞凋亡
［８］。

局部脑缺血后ＩＬ１β、ＴＮＦα等炎性因子释放

增多，进而刺激血管内皮细胞ＩＣＡＭ１的表达。

ＩＣＡＭ１即可促进白细胞的黏附，又可介导白细胞

跨内皮细胞迁移到炎症部位，是导致白细胞向缺血

区浸润的关键因子［９１１］。因此，脑缺血－再灌注

后，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１在脑内的表达未达峰值

前，及时应用选择性阻断剂，对改善缺血－再灌注

脑损伤可能是有益的。有研究表明，ＩＣＡＭ１抑制

剂可抑制白细胞的浸润，减轻炎症反应，减轻脑损

伤。另外，抗炎治疗可以延长急性脑缺血后的ｒｔ

ＰＡ溶栓治疗时间窗
［１２１３］。

本文结果表明，炎性因子及黏附分子介导了脑

缺血－再灌注不同时期的炎症级联反应，为通过免

疫学机制调控不同时期的炎症损伤程度，进而研究

发现新的治疗缺血性脑血管病的有效途径提供了

理论依据，但是确切的机理尚需进一步研究。
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