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[摘　 要] 　 目的　 探索亚低温对脑缺血再灌注( I / R)损伤的保护作用机制。 方法　 将 36 只雄性 SD 大鼠随机分

为假手术组、重组组织型纤溶酶原激活剂( rt-PA)组、模型组、I / R+亚低温组、I / R+rt-PA 组、I / R+亚低温+rt-PA 组,
每组各 6 只。 通过构建大鼠的缺血再灌注模型,进行神经功能半定量缺损评分;大鼠血脑屏障渗透实验,比较各组

血脑屏障保护作用的差异;免疫组化检测大鼠脑组织中 t-PA 和组织型纤溶酶原激活物抑制剂(PAI-1)的表达;
Western blot 检测 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 的表达。 结果　 两个亚低温处理大鼠模型组神经损伤情况均低于模型组

(P<0. 05);亚低温治疗可以降低血脑屏障的通透性;rt-PA 组和 I / R+rt-PA 组大鼠脑组织中 t-PA 和 PAI-1 的表达量

明显增加,其余各组表达量均较低;rt-PA 组和 I / R+rt-PA 组的 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 表达量显著增加,而亚低温

处理后可明显降低 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 表达量。 结论　 亚低温对脑缺血再灌注损伤的保护作用与降低血脑屏

障的通透性、降低大鼠脑组织缺血再灌注后 t-PA 和 PAI-1 的表达以及降低 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 含量有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the protection mechanism of mild hypothermia on cerebral ischemia-reperfusion(I / R)
injury. 　 　 Methods　 36 male SD rats were randomly divided into sham operation group, recombinant tissue plasminogen
activator(rt-PA) group, model group, I / R+mild hypothermia group, I / R+ rt-PA group, and I / R+mild hypothermia+rt-PA
group, with 6 rats in each group. 　 By building the rat model of ischemia reperfusion, the semi quantitative neurological
deficit score was made. 　 By the experiment of blood brain barrier penetration, the difference of blood-brain barrier protec-
tion was compared among every groups. 　 Immunohistochemistry was used to detect the expressive level of t-PA and PAI-1
in the tissues of rats; Western blot was used to test the expressive level of p-MEK1 / 2 and p-ERK1 / 2. 　 　 Results 　
Neural injury was lower in two groups of mild hypothermic rats than that in experimental control group(P<0. 05). 　 Mild
hypothermic treatment can reduce the permeability of the blood-brain barrier. 　 The expression of t-PA and PAI-1 in rat
brain tissue significantly increased in rt-PA group and I / R+rt-PA group, while the expression of other groups was lower. 　
The p-MEK1 / 2 and p-ERK1 / 2 expressions were significantly increased in the rt-PA group and the I / R+rt-PA group, which
were significantly reduced after mild hypothermic treatment. 　 　 Conclusion　 The protective effect of mild hypothermia on
cerebral ischemia reperfusion injury is related to reducing the permeability of blood-brain barrier, reducing the expression of
t-PA and PAI-1 after ischemia reperfusion in rat brain tissue, and reducing the expression of p-MEK1 / 2 and p-ERK1 / 2.
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　 　 缺血性脑血管病( ischemic cerebrovascular dis-
ease, ICVD)是引起人类死亡的重要疾病之一,严重

影响着人们的健康。 世界上每年大约有 1 500 多万

的病人遭受缺血性脑血管病的折磨,该疾病每年还

在呈增多趋势发展。 重组组织型纤溶酶原激活剂

(recombinant tissue plasminogen activator, rt-PA)是

FDA 批准在缺血后 3 ~ 4. 5 h 内用于治疗脑缺血病

的唯一特定药物[1]。 溶栓治疗的时间窗较窄[2],并
且伴有脑水肿、出血和神经毒性的风险[3],而且 rt-
PA 治疗后再进行溶栓治疗会导致恶性充血[4]。 亚

低温治疗技术可有效延长脑梗死的治疗时间窗,且
在脑缺血再灌注过程中保护神经细胞。 有研究者

发现,亚低温辅助治疗可使大鼠神经细胞存活明显

增多。 然而,关于亚低温治疗的保护作用机制并没

有被阐明,故本研究拟进一步探索亚低温对脑缺血

再灌注损伤的保护作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物和分组

本研究所用大鼠均从北京维通利华实验动物

技术有限公司购买。 选择鼠龄均在 4 周龄的 SPF
级健康雄性 SD 大鼠 36 只,体质量为 95 ~ 110 g。 随

机分为假手术组、rt-PA 组、模型组、I / R+亚低温组、
I / R+rt-PA 组、I / R+亚低温+ rt-PA 组,每组各 6 只。
各组处理方法如下:(1)假手术组:大鼠脑缺血再灌

注损伤动物模型构建时不插入尼龙鱼线,其余手术

步骤保持一致;(2) rt-PA 组:假手术处理后注射 rt-
PA;(3)模型组:常温下构建脑缺血再灌注损伤动物

模型;(4) I / R+亚低温组:构建脑缺血再灌注损伤动

物模型后的大鼠进行亚低温处理;(5) I / R + rt-PA
组:构建脑缺血再灌注损伤动物模型后的大鼠注射

rt-PA;(6) I / R+亚低温+ rt-PA 组:构建脑缺血再灌

注损伤动物模型后的大鼠同时进行亚低温处理和

注射 rt-PA 处理。
1. 2　 脑缺血再灌注损伤动物模型构建

利用线栓法制备 SD 大鼠大脑中动脉闭塞

(middle cerebral artery occlusion model, MCAO) 模

型。 (1)首先把异氟烷和脂肪乳混合做成 8% 的乳

化异氟烷对大鼠腹腔注射进行麻醉,半数有效量

(ED50)相当于液态异氟烷 0. 51 ~ 0. 64 mL / kg。 (2)
观察大鼠麻醉状态良好后,剪去颈部鼠毛,利用碘

伏进行消毒处理,沿正中线颈部切开后暴露右侧颈

动脉,分离右侧颈外动脉后在远端对其分支进行结

扎。 (3)取一段 0. 26 mm 单丝尼龙鱼线(250 g 以下

的大鼠选 0. 26 mm 鱼线,250 ~ 300 g 的大鼠选 0. 26

~ 0. 28 mm 鱼线),顶端缓慢加热成圆形,通过右侧

颈外动脉根部内腔和颈内动脉进入右侧大脑前动

脉,造成右侧中动脉起点阻塞。 (4)再次利用碘伏

对其伤口进行消毒处理,并小心缝合手术切口。
(5)栓塞 2 h 后,去除鱼线,制备再灌注模型(其中,假
手术组不插入尼龙鱼线,其余手术步骤保持一致)。
1. 3　 亚低温处理方法

将需要亚低温处理的大鼠放入装有冰袋的代

谢笼中,前 30 min 内,大鼠的肛温应该降至(33±1)
℃,具体测试方法为将大鼠肛温温度计插入大鼠肛

门约 4 cm;鼓膜的温度应该降至(31+1) ℃(用数位

温度表测量),每隔 10 min 测量温度 1 次;温度控制

稳定后,每 1 h 监测肛温与鼓膜温度 1 次,持续亚低

温 72 h。 以直肠温度代表身体深部体温,鼓膜温度

代表脑组织温度。
1. 4　 SD 大鼠大脑神经功能缺损半定量评分

参照 Longa 的实验[5] 方法,在构建大鼠的缺血

再灌注模型后,麻醉清醒开始至 72 h,对每组大鼠的

神经功能缺损进行半定量评分。 评分的标准按照:0
分表示无神经功能损伤症状;1 分表示提尾时栓塞

动脉对侧前肢不能伸直;2 分表示行走时向栓塞动

脉对侧旋转;3 分表示行走时向栓塞动脉对侧倾倒;
4 分表示不能自发行走,意识丧失。
1. 5　 血脑屏障渗透实验

动物处死前 1 h,对每组大鼠注射含 5%牛血清

白蛋白 ( bovine serum albumin, BSA) 的伊文思蓝

(Evans blue, EB)300 μL;腹腔注射乳化异氟烷(将
1. 2 mL 的液态异氟烷和 21. 3 mL 的 30% 脂肪乳加

入密封性良好的玻璃容器内,在振荡器上以 2 000
r / min 的速度震荡 30 s,静置 30 s,然后再以 2 000 r /
min 速度剧烈震荡 50 min,达到平衡后放置于 4 ℃
冰箱保存备用)麻醉大鼠后,打开胸腔,心内灌注肝

素生理盐水 200 ~ 300 mL(当右心房流出液体变清

澈时即可停止灌注);4 h 后,将所有大鼠处死,处死

后取出其完整脑组织,然后放入福尔马林中固定,
低温切片后放入低温冰箱(-80 ℃)避光保存,然后

在激光共聚焦显微镜下观察,并读取大鼠脑组织中

的荧光值,比较各组间的差异。
1.6　 免疫组化检测大鼠脑组织中 t-PA和 PAI-1的表达

对 rt-PA 组、I / R+rt-PA 组以及 I / R+亚低温+rt-
PA 组三组大鼠按照 10 mg / kg 的剂量腹腔注射 rt-
PA,其余三组注射相应剂量的生理盐水。 然后将 I /
R+亚低温组、I / R+亚低温+rt-PA 组大鼠放入装有冰

袋的代谢笼培养,使其体温降至 33 ℃,其余四组大

鼠均为室温下培养。 72 h 后,处死大鼠并取其脑组

织,利用免疫组化观察各组大鼠脑组织中 t-PA 和纤
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溶酶原激活物抑制剂(plasminogen activation inhibi-
tors, PAI-1)的表达情况。 抗体购自生工生物工程

(上海)股份有限公司。
1. 7　 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 含量的检测

采用免疫印迹试验(Western blot, WB)技术,进
行磷酸化 MEK1 和磷酸化 MEK2(p-MEK1 / 2)以及

磷酸化 ERK 1 和磷酸化 ERK 2(p-ERK1 / 2)表达的

检测,WB 检测试剂购自美国 GE 公司。
1. 8　 统计学方法

应用 SPSS 20. 0 软件进行统计分析。 实验所得

半定量数据采用 x±s 表示,应用单因素方差分析并用

Bonferroni 法进行组间多重比较、双因素方差分析并

用 Bonferroni 法进行组间多重比较,Kruskal-Wallis H
检验并采用 Dunn’s 法进行组间多重比较。 本实验结

果均重复 3 次及 3 次以上。 动物实验结果选取具有

代表性的一次,以中位数表示平均水平。 其余实验均

取 3 次及 3 次以上实验结果的均值及标准差。

2　 结　 果

2. 1　 神经功能缺损评分

根据神经功能缺损半定量评分结果(图 1)可以

看出,假手术组和 rt-PA 组无神经系统损伤表现,其
它组均表现出从提尾时栓塞动脉对侧前肢不能伸

直至行走时向栓塞动脉对侧倾倒程度不等的神经

功能障碍。 其中,I / R+亚低温组神经功能缺损情况

显著低于模型组;I / R+亚低温+rt-PA 组神经功能缺

损情况显著低于 I / R+rt-PA 组。 此外,I / R+rt-PA 组

与模型组相比在脑组织损伤情况上无明显差异,而
行亚低温辅助治疗的两个处理组(I / R+亚低温组和

I / R+亚低温+rt-PA 组)中,脑组织损伤情况均低于

模型组,差异具有统计学意义(P<0. 05)。

图 1. 神经功能缺损半定量评分

Figure 1. Semi quantitative scoring of neurological deficit

2. 2　 SD 大鼠血脑屏障渗透实验

血脑屏障渗透实验后,激光共聚焦显微镜下观

察各组实验结果发现,在假手术组,大鼠血脑屏障

正常,大分子 5%BSA 并不能通过血脑屏障,说明该

组大鼠血脑屏障没有发生渗漏情况。 假手术后注

射 rt-PA 发现,rt-PA 能够引起血脑屏障渗透性增

加,导致大分子 BSA 能够透过血脑屏障。 在模型组

中可以发现血脑屏障发生了渗透性的变化,一方面

说明,线栓法构建的大鼠中动脉堵塞模型,其脑部

血脑屏障会发生少量的渗透性变化;另一方面,证
明模型构建的成功。 在 I / R+亚低温组中,可以发现

仍有少量荧光的产生;在 I / R+亚低温+rt-PA 组发

现,与 rt-PA 组比较,其荧光值明显减少,说明亚低

温治疗可以降低血脑屏障的通透性(图 2)。

图 2. 血脑屏障实验检测亚低温对渗透性的影响　 　 A 为假手术组,B 为 rt-PA 组,C 为模型组,D 为 I / R+亚低温组,E 为 I / R+rt-PA 组,F
为 I / R+亚低温+rt-PA 组。

Figure 2. Effect of mild hypothermia on permeability by blood-brain barrier test
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2. 3　 免疫组化检测大鼠脑组织中 t-PA 与 PAI-1 的
表达

免疫组化检测结果发现,t-PA 和 PAI-1 两种蛋

白在各组中的表达情况较为一致,其中 I / R+rt-PA

组和 rt-PA 组大鼠脑组织中 t-PA 和 PAI-1 的表达量

明显增加,其余各组表达量均较低,说明亚低温可

降低大鼠脑组织缺血再灌注后 t-PA 和 PAI-1 的表

达情况(图 3)。

图 3. 免疫组化检测大鼠脑组织中 t-PA 和 PAI-1的表达

Figure 3. The expression of t-PA and PAI-1 in brain tissue detected by immunohistochemistry
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2. 4　 Western blot 检测 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 的

含量

Western blot 检测各组 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2
的含量发现,rt-PA 组和 I / R+rt-PA 组的 p-MEK1 / 2
和 p-ERK1 / 2 含量显著增加,而在亚低温处理后可

明显降低 p-MEK1 / 2 和 p-ERK1 / 2 含量(P<0. 05)。
此外,假手术组、模型组、I / R+亚低温组以及 I / R+亚
低温+rt-PA 组在 p-MEK1 / 2 和 pERK1 / 2 的含量上

差异无显著性(P>0. 05,图 4)。

图 4. Western blot 检测磷酸化MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 的含量

1 为假手术组,2 为 rt-PA 组,3 为模型组,4 为 I / R+亚低温

组,5 为 I / R+rt-PA 组,6 为 I / R+亚低温+rt-PA 组。
Figure 4. The contents of p-MEK1 / 2 and p-ERK1 / 2 detec-
ted by Western blot

3　 讨　 论

脑缺血再灌注损伤[6] 是指当缺血部位发生在

脑部,由于血液再灌注产生损伤加重的现象。 亚低

温治疗是目前临床上常用的防止脑细胞损伤、保护

脑功能的重要手段。 其作用原理是通过降低机体

温度,减缓细胞基础代谢、降低氧代谢率、减少能量

消耗和乳酸产生、减少中枢神经系统组织的损伤来

达到最佳治疗目的。 本研究通过半定量评分系统

对神经功能的缺损进行评分比较发现,进行亚低温

处理的两个处理组神经功能状况要显著好于常温

处理组,该结果与以往文献报道情况基本一致[7]。
血脑屏障是指脑毛细血管壁与神经胶质细胞

形成的血浆与脑细胞之间的屏障和由脉络丛形成

的血浆和脑脊液之间的屏障。 这些屏障严格限制

外周血液中的神经毒性物质、炎性因子、免疫细胞

等进入中枢神经系统,并将大脑内的代谢产物和神

经毒性物质排出脑组织外[8]。 通过这种对大脑和

外周血物质交换的精密控制,血脑屏障维持着中枢

神经系统的水、离子平衡以及神经递质和激素水

平,使得大脑微环境保持稳定。 过去已有报道,脑
缺血再灌注可能会有助于部分脑组织的恢复,但如

果已经发生了不可逆的脑损伤,血流的再灌注有可

能加重脑水肿,促进脑出血转化,从而导致进一步

的脑损伤。 在大脑缺血再灌注过程中,内皮细胞黏

附分子、兴奋性氨基酸、前列腺素、各类细胞因子、
自由基以及中性粒细胞等都在血脑屏障的破坏上

扮演着不同程度的角色[9]。 为了研究亚低温辅助

治疗对血脑屏障的作用,我们通过 SD 大鼠血脑屏

障渗透实验,比较了不同组别中大鼠的血脑屏障差

异,观察亚低温处理对血脑屏障渗透性的影响,结
果表明,亚低温辅助治疗可显著降低大鼠大脑缺血

再灌注条件下血脑屏障的通透性,换言之,可以降

低缺血再灌注对血脑屏障的破坏性效应。
在血液中,纤溶酶主要以无活性的纤溶酶原的

形式存在,在被纤溶酶原激活物的活化下成为有活

性的纤溶酶发挥作用。 脑组织内的纤溶酶原激活

物主要是 t-PA,由微血管内皮细胞、神经细胞和神

经胶质细胞分泌[10]。 纤溶酶原激活物抑制剂

(PAI)也分为多型,其中 PAI-1 占有绝对主导的作

用,主要由内皮细胞和肝细胞产生,在肝脏和脾脏

中含量较高而脑组织和心肌中含量较少。 在脑组

织中,t-PA 与 PAI-1 相互制约维持着正常的纤溶活

性,出现脑损伤时两者的表达量均显著增加。 有研

究[11]显示低温处理可以降低全身 t-PA 的表达。 本

研究结果发现,亚低温条件下可降低缺血再灌注对

脑组织的损害效应,从而起到对脑组织的保护性

作用。
Ras / Raf / MEK / ERK 丝裂原激活的蛋白激酶信

号转导通路是生长因子和有丝分裂原调节基因表

达和防止凋亡的重要途径,对调控细胞周期进程、
细胞凋亡或分化具有不同的作用[12]。 在本研究中,
我们尝试性地在缺血再灌注条件下观察了亚低温

处理对 Ras / Raf / MEK / ERK 丝裂原激活的蛋白激酶

信号转导通路的影响,发现注射 rt-PA 可显著增强

磷酸化 MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 含量,而在亚低温处理

后可明显降低 MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 的活化水平,从
而表现出拮抗 t-PA 效应的作用。
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综上所述,亚低温对脑缺血再灌注损伤的保护

作用与降低血脑屏障的通透性、降低大鼠脑组织缺

血再灌注后 t-PA 和 PAI-1 的表达以及降低磷酸化

MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 含量有关,具体的分子作用机

制有待进一步研究。
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