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血管内皮生长因子在动脉粥样硬化缺血性脑卒中
模型大鼠脑组织中的表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨动脉粥样硬化基础上缺血性脑卒中模型大鼠脑组织中血管内皮生长因子表达规律及意义。
方法摇 大鼠被随机分为对照组和模型组,后者制备动脉粥样硬化大鼠模型,然后再被分为动脉粥样硬化模型假手

术组、动脉粥样硬化模型持续缺血 0郾 5、6、12、24 h 组,运用逆转录聚合酶链式反应技术检测血管内皮生长因子 mR鄄
NA 表达及免疫组织化学法检测血管内皮生长因子蛋白表达及变化。 结果摇 各动脉粥样硬化模型组与对照组比较

血管内皮生长因子表达有明显升高(P < 0郾 05),各持续缺血组与假手术组比较血管内皮生长因子基因及蛋白表达

均有明显升高(P < 0郾 05),并随时间发生规律性变化,其中血管内皮生长因子的基因及其蛋白产物在持续缺血 6 h
组均达到峰值。 结论摇 机体长期存在动脉粥样硬化基础病变对缺血性脑卒中脑组织血管内皮生长因子基因及其

蛋白产物的表达有正向调控作用,缺血后可随时间变化。 本实验结果可为动脉粥样硬化基础上缺血性脑卒中的发

生、发展、治疗及预后估计提供一定的理论基础。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the regulation of vascular endothelial growth factor (VEGF) expression after cer鄄
ebral ischemia stroke in atherosclerotic rats model. 摇 摇 Methods摇 Rats were randomly divided into control group and mod鄄
el group, and then the latter, established into the atherosclerotic rats model, were randomly divided into five groups: ather鄄
osclerosis (As)鄄sham, As rat model with sustained ischemia (As鄄SI) 0郾 5, 6, 12, 24 h. 摇 The cerebral tissues were ana鄄
lyzed with the level of VEGF mRNA by reverse transcription polymerase chain reaction (RT鄄PCR) and the level of VEGF
protein by immunohistochemical method. 摇 摇 Results摇 To compare each type of rat model groups with control, and com鄄
pare four鄄time鄄points rat model groups with As鄄sham, the formers were significantly up鄄regulated (P < 0郾 05), and changed
regularly with the four鄄time points,among which VEGF mRNA and its protein productions had reached the peak in As鄄SI 6
h group. 摇 摇 Conclusions摇 The present study showed that atherosclerotic disease had some positive effects on the expres鄄
sion of VEGF gene and its outcomes during cerebral ischemia stoke happened, and changed with the four鄄time points. 摇
Meanwhile, it had provided a theory to evaluate the occurrence, development, treatment and prognosis of cerebral ischemia
stroke complicated by atherosclerotic disease.

摇 摇 缺血性脑卒中(cerebral ischemic stroke,CIS)是 脑卒中的常见类型,约占全部脑卒中的80% ,为全
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球致残性疾病的主要病因以及第二大死亡原因。 流

行病学及动物实验等资料显示,CIS 存在多种危险

因素,如性别、年龄、高血压、心脏病、糖尿病、吸烟、
高脂血症等[1,2]。 近年来的研究表明,动脉粥样硬

化(atherosclerosis,As)已成为 CIS 发病的独立因素,
二者之间有密切相关性[3]。 由于其病理生理过程

较单纯缺血性脑卒中更复杂,机制尚不十分明了,在
临床上难以做到迅速、有效的诊断和治疗。 研究表

明,在单纯缺血性脑卒中时,血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor,VEGF )表达明显

上调,与缺血性脑卒中有相关关系[4],通过研究

VEGF 的表达规律与动脉粥样硬化、缺血性脑卒中

三者的相关性,可以对动脉粥样硬化基础上缺血性

脑卒中的病理生理机制有更深入的了解,更符合临

床实际情况。 本实验使用动脉粥样硬化基础上缺血

性脑卒中大鼠模型对 VEGF 及其基因的表达及变化

规律进行研究,在国内外实验研究中尚未见到类似

报道。 本研究结果可为缺血性脑血管病基础研究、
实验诊断等提供新思路。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物与分组

摇 摇 成年雄性 Wistar 大鼠 48 只,体重 250 ~ 280 g
(购自山西医科大学实验动物中心),按随机数字法

分为对照组(Control)、模型组(共 40 只),As 模型建

立后又随机分为 As 模型假手术组(As鄄sham)、As 模

型持续缺血(As rat model with sustained ischemia,
As鄄SI)0郾 5、6、12、24 h 组,每组 8 只。 丙基巯氧嘧啶

购自上海朝晖药业有限公司,批号:080902;猪胆盐

购自苏州东吴医用生化制品厂,批号:0101;胆固醇

购自上海政翔化学试剂研究所(第二军医大学校办

企业),批号:980106;猪油为市售食用猪油。
1郾 2摇 模型建立

1郾 2郾 1摇 大鼠动脉粥样硬化模型建立摇 摇 对照组给

予基础饲料,As 模型组均给予高脂饲料(2% 胆固

醇、0郾 2% 猪胆盐、0郾 2% 丙基硫氧嘧啶、10% 猪油、
87郾 6%基础饲料)喂养,自由摄水,定期给予瓜子、
杂食等以增强抵抗力。 喂食量为每只每天 30 ~ 40
g,并观察饮水、体重、外观、活动,整个试验周期为 6
个月[5]。
1郾 2郾 2摇 动脉粥样硬化基础上缺血性脑卒中模型建

立摇 摇 参考 Takeshi 等[6] 方法制作双侧颈总动脉

(2VO)结扎模型。 实验前动物禁食 8 h,自由饮水,
称重,10%水合氯醛 0郾 3 mL / kg 进行腹腔注射麻醉,

仰卧位,固定,沿颈中线切开,分离出双侧颈总动脉。
(1)对照组及 As 模型假手术组:仅作双侧颈总动脉

分离,不结扎;(2)As 模型持续缺血组:采用外科 3鄄0
尼龙线永久结扎双侧颈总动脉,动物苏醒后进行神

经病学评分,判定手术是否成功。
1郾 3摇 神经病学评分

评 分 标 准 参 照 Neurological Severity Scores
(NSS)评分法[7]。 (1)运动试验:提尾试验 3 分;置
地面行走试验 3 分;(2)感觉试验 2 分;(3)平衡木

试验 6 分;(4)反射消失与异常运动 4 分。 最高分

18 分。 13 ~ 18 分:严重损伤;7 ~ 12 分:中度损伤;
1 ~ 6 分:轻度损伤。
1郾 4摇 逆转录聚合酶链式反应检测脑组织血管内皮

生长因子 mRNA 表达

快速分离出脑组织置于冰台上,取其前半部分

组织约 150 mg,按 Trizol 试剂盒说明书提取组织总

RNA;应用 PrimerDesign 软件设计引物。 VEGF 引

物:上游序列 5忆鄄GCCCTGAGTCAAGAGGACAG鄄3忆,
下游序列 5忆鄄CAGGCTCCTGATTCTTCCAG鄄3忆,扩增

片段长 170 bp;甘油醛鄄3鄄磷酸脱氢酶 ( glyceralde鄄
hyde鄄3鄄phosphate dehydrogenase,GAPDH)引物:上游

序列 5忆鄄TGAACGGGAAGCTCACTGG鄄3忆, 下游序列

5忆鄄TCCACCACCCTGTTGCTGGA鄄3忆,扩增片段长 307
bp。 逆转录聚合酶链式反应 ( reverse transcription
polymerase chain reaction,RT鄄PCR) 的反应条件为

94益 20 s,56益 20 s,72益 20 s,反应 32 个循环。 采

用 2郾 5%琼脂糖电泳观察聚合酶链反应(polymerase
chain reaction,PCR)产物,将电泳后的琼脂糖凝胶板

置于图像系统处理分析,获得目的基因和 GAPDH
的吸光度值,以 GAPDH 的吸光度值作为内参照,计
算出目的基因与 GAPDH 基因之间的比值,作为

VEGF mRNA 表达的水平。
1郾 5摇 免疫组织化学法检测脑组织血管内皮生长因

子表达

将“1郾 4冶项 RT鄄PCR 中剩余的后半部分脑组织

浸入中性福尔马林中固定,蜡块包埋。 制作石蜡切

片,常规脱蜡至水,抗原热修复,正常山羊血清封闭。
滴加适当比例稀释的一抗(按 1 颐 200 稀释,北京博

奥森生物技术有限公司,bs鄄1313R),4益湿盒过夜,
磷酸盐缓冲液( phosphate buffered solution,PBS)漂

洗,滴加生物素化二抗工作液,37益孵育,PBS 漂洗,
滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液,37益孵育,PBS
漂洗,DAB 显色,常规复染,二甲苯透明,封片。
1郾 6摇 图像分析

应用 Image鄄Pro鄄Plus 6郾 0 分析 RT鄄PCR 结果,
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VEGF mRNA 表达水平均以平均灰度值表示。 采用

MIAS鄄2000 图像分析系统进行定量分析,记录免疫

组化结果中的平均光密度值。
1郾 7摇 统计学分析

所有数据均采用 SPSS 13郾 0 统计软件进行分

析,计量资料结果以均数 依 标准差表示。 采用单因

素方差分析,满足方差分析条件时组间多重比较采

用 LSD鄄t 法;如果不满足,则采用 Dunnett爷sT3 检验,
P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠主动脉根部组织学改变

摇 摇 实验 6 个月后,大鼠主动脉根部 HE 染色显示,
对照组血管内皮完整,中膜可见梭形平滑肌细胞,弹
力纤维层结构清晰完整;模型组病变部位血管内皮

明显增厚,连续性中断,脂质斑块形成,胆固醇结晶

沉积,可见大量堆积的泡沫细胞,中膜平滑肌增厚,
弹力纤维断裂,外膜变薄,出现典型 As 病理改变。
由此表明,通过长期饲喂高脂饲料的方法可建立成

熟大鼠 As 模型(图 1)。

图 1. 大鼠主动脉根部(HE 染色, 伊 50) 摇 摇 左为对照组,右为

模型组。

Figure 1. The root of rat aorta(HE staining, 伊50)

2郾 2摇 逆转录聚合酶链式反应检测脑组织血管内皮

生长因子 mRNA 的表达结果

各 As 模型组与对照组比较,VEGF mRNA 表达

均有显著统计学差异(P < 0郾 05),各 As 模型持续缺

血组与 As 模型假手术组比较均有统计学差异(P <
0郾 05),缺血不同时间点组间均有统计学差异(P <
0郾 05)(表 1)。
2郾 3摇 免疫组织化学法检测脑组织血管内皮生长因

子的表达结果

对照组大鼠脑组织 VEGF 免疫组化染色阳性颗

粒在皮质和海马区仅有微量表达;各 As 模型组与对

照组比较 VEGF 表达均有统计学差异(P < 0郾 05);
As鄄SI 0郾 5 h、6 h、12 h 组与 As鄄sham 组比较有显著统

计学差异(P < 0郾 05),As鄄SI 24 h 组与 As鄄SI 0郾 5 h
组、As鄄SI 12 h 组比较未见明显统计学差异(P >
0郾 05)。 模型组阳性表达广泛分布于双侧大脑皮

质、脑微血管周围及海马区细胞,阳性颗粒存在于细

胞浆,也有少量存在于细胞核周围(表 2 和图 2)。

表 1. 动脉粥样硬化模型大鼠缺血性脑卒中后 VEGF mRNA
表达变化

Table 1. The change of VEGF mRNA expression after cere鄄
bral ischemia stroke in atherosclerotic rats model

分摇 组 n VEGF mRNA 平均灰度值(x 依 s)

对照组 8 0郾 38 依 0郾 020

As鄄sham 组 8 0郾 46 依 0郾 027a

As鄄SI 0郾 5 h 组 8 0郾 80 依 0郾 030ab

As鄄SI 6 h 组 8 0郾 91 依 0郾 047abc

As鄄SI 12 h 组 8 0郾 84 依 0郾 051abcd

As鄄SI 24 h 组 8 0郾 72 依 0郾 053abcde

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 As鄄sham 组比较;c 为

P < 0郾 05,与 As鄄SI 0郾 5 h 组比较;d 为 P < 0郾 05,与 As鄄SI 6 h 组比较;e
为 P < 0郾 05,与 As鄄SI 12 h 组比较。

表 2. 动脉粥样硬化模型大鼠缺血性脑卒中后 VEGF 蛋白表

达变化

Table 2. The change of VEGF expression after cerebral is鄄
chemia stroke in atherosclerotic rats model

分摇 组 n VEGF 蛋白平均光密度值(x 依 s)

对照组 8 0郾 14 依 0郾 009

As鄄sham 组 8 0郾 16 依 0郾 008a

As鄄SI 0郾 5 h 组 8 0郾 22 依 0郾 030ab

As鄄SI 6 h 组 8 0郾 35 依 0郾 043abc

As鄄SI 12 h 组 8 0郾 29 依 0郾 002abcd

As鄄SI 24 h 组 8 0郾 26 依 0郾 018abd

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 As鄄sham 组比较;c 为

P < 0郾 05,与 As鄄SI 0郾 5 h 组比较;d 为 P < 0郾 05,与 As鄄SI 6 h 组比较。

3摇 讨摇 论

血管内皮生长因子是一类以游离形式广泛存在

于机体各器官、组织的生物活性物质,在中枢神经系

统中主要由星形胶质细胞产生和分泌,主要作用于

血管内皮细胞,与其特异性受体共同参与正常或病

理状态下血管的生长,内皮细胞存活和增殖,增加血

管通透性、血管重建及神经元再生[8,9]。 目前认为

动脉粥样硬化是一种炎症性疾病,由多种炎症细胞
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图 2. 大鼠脑组织 VEGF 免疫组织化学染色( 伊 250) 摇 摇 从左向右、从上到下分别为对照组、As 模型假手术组、As 模型持续缺血 0郾 5 h、
6 h、12 h、24 h 组。

Figure 2. VEGF immunohistochemistry in rat brain

和炎症介质参与的复杂的病理生理反应。 它们形成

的炎症微环境对 VEGF 的表达都有显著影响并与炎

症细胞共同参与炎症过程[9鄄11]。 在缺血性脑卒中急

性期 VEGF 表达增高,其作用于血管内皮细胞后增

加血管内皮细胞的通透性,同时协同炎症因子促使

炎症细胞向缺血区域移动,并诱导新生血管向缺血

缺氧区域生长,恢复该区域的供血[4]。
本实验对动脉粥样硬化基础上缺血性脑组织

VEGF 的表达规律进行了初步研究,各 As 模型持续

缺血组脑组织中的 VEGF mRNA 及蛋白含量均有明

显增加,依据 As鄄SI 0郾 5 h、6 h、12 h、24 h 四组 VEGF
mRNA 及蛋白含量的均值可以推断,在各时相上呈现

规律性变化,即 0郾 5 h 开始升高,至 6 h 达到高峰,12、
24 h 后下降但仍较基线水平高。 结果显示,在 As 模

型大鼠脑卒中急性期 VEGF mRNA 及蛋白含量表达

明显增加,并随时间迁延而发生规律性变化。 与 Pi鄄
chiule P 研究小组[4] 的报道比较,VEGF mRNA 及蛋

白含量峰值提前至发病后 6 h,这可能与动脉粥样硬

化所形成全身炎症反应有关。 长期的炎症反应以及

缺血缺氧性损伤均可破坏血脑屏障,并引起星形胶质

细胞及血管内皮细胞 VEGF 基因活跃表达。 在动脉

粥样硬化基础上发生缺血缺氧时 VEGF 基因的表达

时间及水平较无炎症反应存在时表达时间更短、表达

水平更高,这说明动脉粥样硬化对缺血性脑卒中时

VEGF 基因及其蛋白产物的表达有正向调控作用。

近年来,有人用 VEGF 蛋白治疗急性局部脑卒

中模型大鼠,从组织学到行为学都有一定疗效,但
VEGF 蛋白治疗仍有许多缺陷,尚需进一步可行性

研究。 另外还有药物治疗,如白藜芦醇、胸腺素 琢、
脂氧素 A 等,以及骨髓干细胞及 VEGF 基因修饰人

骨髓间充质干细胞疗法、基因沉默疗法等[12鄄15]。 深

入研究 VEGF 基因及其蛋白在急性缺血期和慢性期

的表达规律,可为动脉粥样硬化基础上缺血性脑卒

中的发生、发展、治疗及预后估计提供理论基础。
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核仁素对血管内皮生长因子介导的人脐静脉
内皮细胞管型形成的影响

陈岸兰, 邹 江, 肖 卉, 肖献忠, 王慷慨
(中南大学湘雅医学院病理生理学系, 湖南省长沙市 410008)

[关键词] 摇 核仁素;摇 血管内皮生长因子;摇 血管新生;摇 内皮细胞

[摘摇 要] 摇 目的摇 核仁素是细胞核仁中含量最多的一种多功能磷酸蛋白质和 RNA 结合蛋白,其主要功能涉及核

糖体 RNA 的合成、核糖体的装配、细胞生长、凋亡、炎症免疫等生理病理过程。 然而细胞内核仁素在血管内皮生长

因子(VEGF)诱导的血管新生中有何作用,尚不清楚。 本研究拟探讨 VEGF 在诱导人脐静脉内皮细胞(HUVEC)管

型形成过程中对核仁素蛋白表达的影响及核仁素在这一过程中的作用。 方法摇 采用免疫印迹和定量聚合酶链反

应(PCR)技术检测 VEGF 对核仁素表达的影响;采用基质胶、细胞划痕试验分析核仁素过表达和抑制表达对 VEGF
诱导的 HUVEC 管型形成、迁移能力的影响;采用生物信息学分析血管新生相关基因 mRNA 序列中含核仁素特异性

结合基序的数量和位点。 采用 RNA 免疫沉淀结合 RT鄄PCR 分析核仁素与靶基因 mRNA 的结合。 结果摇 VEGF 促

进 HUVEC 中核仁素蛋白和 mRNA 的表达,其表达量在 100 滋g / L VEGF 处理 24 h 时增加约 3. 5 倍,并维持至 48 h。
核仁素过表达显著增强 50 滋g / L VEGF 介导的 HUVEC 形成管型的能力以及细胞迁移能力,而核仁素抑制表达则显

著削弱 100 滋g / L VEGF 介导的 HUVEC 管型形成与细胞迁移能力。 生物信息学分析发现,环氧合酶 2(COX鄄2)、基
质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)、endoglin (ENG)、整合素 琢V 和缺氧诱导因子 1琢(HIF鄄1琢)等 12 个血管新生相关基因

mRNA 中含有核仁素结合基序“(T / G)CCCG(A / G)冶。 进一步采用 RNA 免疫沉淀结合 RT鄄PCR 分析初步发现核仁

素可以与 ENG 、MMP鄄9 和 COX鄄2 的 mRNA 结合。 结论摇 核仁素正性调节 VEGF 介导的血管新生,其机制可能是核

仁素与血管新生相关基因 mRNA 结合,维持后者的稳定性,从而发挥在转录后水平对血管新生相关靶基因表达的

调节作用。
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