
国 际神 经 病 学 神经 外 科学 杂 志 年 第 卷 第 期

论著

细胞外信号调节激酶 与 激酶作用

对脑梗死后神经血管单元的影响

吕 欣欣 、 张瑞雪 唐 吉友

泰山 医 学院
，
山 东 省泰安市

山 东 大学 ，
山 东 省济南 市

山 东 大学 附属千佛山 医 院神经 内科 ，
山 东 省济南 市

摘 要 ： 目 的 研 究 脑梗死 后 细胞外 信号调 节激酶 和 激酶 （ 两 条信号 通路通 过相 互 作用 激活 下

游效应 分子 多 聚 核糖聚 合酶 来 调 控脑梗 死后 神 经 血管 单元 。 方 法 该 实验 分 为 两 个 部分 ： 只 大

鼠 随机 分 为假手 术组
（

和脑 梗死组 （
脑 梗死 组根据 脑梗 死 后时 间不 同又 分为

、 、 、 、 和 六 个 亚

组 ， 分 别 采用 检 测假手 术组 及脑梗 死组各 亚组 、 蛋 白 表达 水平 。 只 大 鼠随 机分为 对 照组 、

模型组 、 组 、 组 和 组 ， 分别 检 测神 经 功 能 、 脑 梗 死 面积 以 及 、 及 丨 的 蛋 白

表达水 平 。 结果 假手 术组 各个 时间点总 和 表达 相同 。 脑梗 死组 总 表达不 变 ， 表 达 先降

低后升 高 时 达最 高 峰 。 脑梗 死组 的 表 达 随 时 间的 延 长逐 渐升 高 ， 表 达 达 高峰 ， 随后 表 达下 降 。 模型 组

与对照 组相 比 ， 、 及 的 表达 显 著提高 （
尸

； 与模 型组相 比 组 々 的表 达下 降 （

， 而 组 表达 无变化 （
尸 组 、 组 及 组 组 丨 的 表 达显 著下

降 （ ， 其 中 以 组 下 降 最 为 显 著 。 结 论 和 都 参 与 了 脑 梗 死 后 脑 组 织 的 损 伤 ，

可能作 为 的 下 游效 应分 子 ， 与 共 同调 节 的表 达进 而调控 脑梗 死后 神经 血管 单元 的存 亡 。

关键词 ： 脑梗 死
； 神经 保护

； 神 经血管 单元 ； 细 胞外信 号调节 激 酶 。 激酶 ； 多聚 核 糖聚 合酶 大 鼠
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脑梗死 因 具有 极 高 的 致 死率 和 致残 率 已 成 为 方 法

研究 的 焦 点 。 目 前
， 脑梗死的 治疗 的 主要措施是 静 大 脑 中 动 脉模 型 的 制 作 雄性 大 鼠

，

脉溶栓恢复 缺血 区 的 血流 因 溶栓存在 严格 的 时 体重 约 水 合 氯 醛 腹

间 窗 限制 和 溶栓后 再 出 血 的风险
，
所 以 临 床 应 用 中 腔 注射麻 醉 。 根 据 改 良 线 栓法 制 作 右

受 到一 定 的 限制 ， 因 此迫切 需 要 寻求一种更有效 的 侧 大脑 中 动脉 缺 血模 型 ： 依此分 离 颈总
、 颈 内 及 颈

治疗脑梗死 的 方法 。 以 细胞信号 通 路为 基 础 的 神 外 动脉
，
结扎 颈外 动 脉及 颈 总动 脉 近 心 端

，
动 脉 夹

经 保护是 一 种 治 疗 脑 梗 死 的 有 效 措 施 ， 激 酶 夹 闭 颈 内 动脉远 端 ，

一 根 头 端沾 有硅 胶 的 鱼线 从颈

和 细 胞 外 信 号 调 节 总 动 脉近 分叉 处 缓 慢 插 人颈 内 动 脉 ， 直 到 略 感 阻

激 酶 力 ， 即 大脑 中 动脉 和 大脑 前动 脉分 叉 处 ， 进 线 ±

介 导 的 信号通 路通 过 参与 调 节脑梗死后 神
。 整 个实验 保 持大 鼠 体温 ± 。 对

经 细 胞 的 生 长 ， 在脑 梗死后神 经 保护 中 发挥重要 的 照 组 进行相 同 手 术 ， 但 不 插线
，
其 余步 骤 同 制 作 大

作 用 。 聚 腺 苷 二 磷 酸 核糖 聚 合 酶
脑 中动 脉 模型 。

作 为 和 共
干 预 措 施 对 照 组 、 模 型 组 、 组 、

同 的 下游 点 蛋 白 ， 是神 经血 管 单元各成分中 细胞
组 、 组 分别 在 模 型 制 作 前

生 长 调 控 的 关 键 效 应 蛋 白 。 因 此 ’ 探 讨 、

及 造模 后 给 予 大 鼠 尾 静脉 注射 、

对其下 游把点 蛋 白 的 表达 的 调控及
、 抑 制 剂 、

其 具体机制
，
对 临床 脑梗死 的 神 经保护 治 疗具 有 重

曲 丨 刘
、
、

，

抑 制 剂 、 联 合 应 用 抑 制 剂
妥 的 指导 意 义 。

材料和 方法
。

神 经 功 能 评 分 术后 进行 大 鼠 神 经
材料

实 验 动 物 与 分 自 健康 雄 性 大 鼠 （ 体
功 能评分 ， 依 据 评分 标 准 分 ： 无 神 经 功 能 缺

重 由 山 东 中 医药 动 物 实 验 中 心 提
损

；
分 ： 提 尾 时 ， 大 鼠脑 梗死 对 侧 （ 左侧 ） 目 爪不

供 。 本实 验分两个 部 分 ，

一

、 雄性大 鼠 只 ， 体
能 伸 展

；
分 ： 对 侧 目 ！ 爪 （ 左 侧 ） 抓 地 力下 降 ；

分 ：

重 随 机分 为假 手 术组 （ ，
脑梗 死组

大 鼠 自 发 向 跟 各 方 向 转 圈
，
提尾 时 向 对 侧 （ 左侧 ）

。 各组 根据不 同 的 时间 点分为 、 、 、

转 圈 分 ： 大 鼠 自 发 向 对侧 （ 左侧 ） 转 圈 ； 分 ： 大

、 和 共 个亚组 ，
每组 只 。 二 、 级 鼠 昏 迷 或死 亡 。

雄 性 大 鼠 只 ， 随 机分 为 对照 组 （ ，
模 型 组 染 色 大 鼠 行 神 经 功 能 评 分 后 ，

在

， 组 （ 组 （

的水 合 氯 醛麻 醉 下 断 头 取 脑 ， 冰 箱冷

组 ， 每 组 只 大 鼠 。
冻 后 连续冠状切 片 （ 厚 片 ） ，

主要试 剂 兔抗大 鼠多 克 隆磷酸 化 由 配 制 ） 恒 温 箱 中 避 光 染 色

抗体 、 兔抗大 鼠 多 克隆总 抗体 （

后 置于 多 聚 甲 醛 溶液 中 固 定 切 片在 蓝

，
山 羊 抗 大 鼠 多 克 隆 抗 体 （

色背景 下 进行 正 反 两 面 拍 照
，

图 像处 理

兔抗 大 鼠 多 克 隆 抗 体 （
软件计 算脑梗死面积 。

受 体 阻 断 剂 检测 评 分后 断 头 取 脑 ， 分 离

阻断 剂 法舒 地 尔
，
碧 云 天 生 物 有 限 右 侧大脑皮质

，
取 大脑皮 质溶解于

公司 ） ，
染 色剂 （ 。 细 胞裂 解 液 ） 蛋 白 酶 抑 制 剂 ）
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碧 云 天 生物 有 限公 司 ， 中 国 ） 混 合 溶 液 中
，
然 后 碾 （ ， 脑 梗死

、 及 组 蛋 白

磨 、 离心 、 取 上 清 、 测 蛋 白 浓 度 （ 蛋 白 浓 度 测 定 盒 的 表达 同 对 照 组 相 比 无统 计意 义 （ 。

碧 云 天 生 物 有 限 公 司 ，
中 国 ） 蛋 白 浑 浊

液 和 上样缓 冲 液 按 混合 后 变 性 取
氺氺

叫 蛋 白 样 品 上 样 ， 凝 胶 电 泳 、 恒 流 下 转 二
’

丁

移 到 膜上 、 在 脱脂 奶 粉 中 封 闭 ，
然 后

加 一抗 抗憐酸 化 、 总 ：

。

■
、

：

、

—

：

、

°

！ ：

丨

翁
抗 体 畔育 代 过 夜

’
二 抗 （

： 常温
丨 義

孵 育 ’
， 发 光试 剂 盒 检测 蛋 白

七
丨

丨

丨

浓 度
，

丨 图 像处 理 软件分 析灰 度值 。

统 计 学 分 析
图 脑 梗 死 后 不 同 时 间 点 和 的 表 达 变

计 量 资 料用 平 均 数 ± 标准 差 （
“ ，

） 表 示 ’
采 用

和 为 与 对 照 组 相 比 服 的 表 达 先

统计 软件 进 行 分 析
’
多 组 间 比 较 米 用 单

降 低 后 升 高 再 降 低 （
尸

；
尸

，

因 素 方 差 分 析 ’
两 组 间 比 较 应 用 检

的 表 达 先 升 高 后 降 低

验 。 表 示 差 异 有统 计学 意 义 。

结果

脑 梗 死 后 各 时 间 点 在 缺 血 脑梗 死后 不 同 组 间 神 经 功 能 评 分

侧 大 脑 皮 质 的 表 达 变化 脑 梗 死后 神 经 功 能 评 分
，
与 对 照 组 相 比 ，

脑 梗 死后 各 时 间 点 的 总 表 达 不 变 ， 而 磷 模 型 组 、 组 、
组 及 神

酸化 的 随 时 间 的 延 长 表 达 逐 渐 经功 能评分 增 加 ， 有 统 计 学 意 义 （ 。 与

升高
， 时 达 最 高 峰

（ ，
随 后 的 模 型组 相 比

，
组 及 组 神 经 功 能 评 分

磷 酸 化 水平 逐 渐 降 低 与 假 手 术组 相 应 时 间 点 比 降低 （ ； 组 神

较 （ 由 于 假手 术 组 各 亚 组 蛋 白 表 达 相 同 ， 下 面 图 经功 能 评分 明 显 降低 （ 。 与 组 或

中用 组 表 示 假 手术 组 各 个 时 间 点 蛋 白 水 平 ） ，
脑 组相 比

，
组 神 经 功 能 评 分 降

梗死 组 、
丨认 的 活 性 显 著 降 低 （ 低 具 有 统 计学 意 义

（
。 见 表 。

、 的 磷 酸 化水 平 明 显 高 于 假

手术 组 （
尸 二 磷 酸 化 水平 脑 梗死 后 表 各组大 鼠神经功能缺损评分 （

±

和 丨 蛋 白 的 水平 仍 高 于 假 手 术组 （
尸

见 图 、 图
神经功能评分 ± ±

“

± ±

注 ： 为 与 对 照 组 相 比 ， 为 与 模 型 组 相 比
，

为 与 模型 组相比
， 为 与 相 比

， 户 为 与

一

一

组相比 ， 尸

—
‘

脑 梗 死 面 积

脑 梗 死 面 积 的 测 定 结 果 显 示 ， 对 照 组 染 色 未 见

脑梗 死 ； 模 型 组 脑梗 死 面 积 占 整 个脑组织 面 积 比 例
图 脑梗 死 后 不 同 时 间 点 ， 和 的 表达 变 化

为 ±
； 与 模 型 组 相 比

，
组 、

结 果 显 示 ： 脑 梗 死 后 组 脑 梗 死 面 积 较 模 型 组 明 显 减 小 （
尸

， 分

的 表 达 逐 渐 升 高 ， 表 达 达 高 峰 ， 随 后 表 达 下 别 为 ± 和 ± ’ 组

降 。 与 假 手 术组 相 比
，

、 组 水 平 明 显 脑梗 死 面 积 为 为 丨 ± 显 著 低 于 模 型 组

升高 （
， 组 的 表 达 最 高 （

、 组 （ 及 组 （

脑 梗 死 组 表 达 仍 高 于 对 照 组 。 见 图 、 图 。
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‘

：
“

■

图 染 色 示
，

红 色 为 正 常 组 织
，

白 色 为 梗死 部 分 。

图 与 组 相 比
， ，

； 与

组 相 比
，

“

尸
，

尸
。

■ 及 丨 对 脑 梗 死 后 表 达 的

“ 影 响

證 ■ 与对照组 相 比 ’
模 型组 的 表达 上 升

■ ■ ； 应 用 后 ， 的 表 达显 著 降 低
，
低

■ ■ 于 对 照组 （ 会且 的 表 达 与

：
模 型 组相 比 差异 无统 计学 意 义 （

尸
；

组 的 表 达 与 模 型 组 相 比 明 显 降 低

尸 与 组 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义

图 各 组 脑 梗 死 面 积 百 分 比 比 较 。 和 为 与
见 图 网

组 相 比
，

尸
，

为 与 组

相 比
，
尸

；
为 与 组 相 比

，
尸

。

‘ — —

、 丨 对脑 梗 死 后 表 达 的

影 响

脑 梗 后 模 型 组 表 达 与 对 照 组 相 图 及 对 脑 梗 死 后 表 达 的 影 响 。

比 明显增 加 （ ；
组 的表达

较 模 型组 下 降 ， 仍 高 于 对 照 组 （ ；

组 的 表 达 较 模 型组 显 著 下 降 （ ，

与对照 组 相 当 （ 组 与 对
均

’

照组 相 比 ， 的 表 达 显 著 减 低 （ 。

见 图 、 图 。

■
轫

丨。 ■

— 醫
°

图 及 对 脑 梗 死 后 表 达 的

影 响 。 图 及 对 脑 梗 死 后 表 达 的 影

响 。

“

和
”

为 与 组相 比
，

尸
，

”

和 为 与 组 相 比
， ， 。
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及 丨 对 脑 梗 死 后 表 达 达在 脑梗 死 早 期 下 降 ， 脑 梗 死 后 明 显增 加 ，

的 影 响 能 够 阻 断 的 激 活 ， 降 低 脑 梗 死 面

脑 梗 后 模 型 组 的 表 达 量 增 多 ， 与 积 ， 改 善 神 经 功 能 。 由 此 我 们 推 断 在 脑 梗 死 早 期

对照 组 相 比 显 著 提 高 （ 组 及 的 表达 上 调
， 有 助 于保 护 脑 缺 血 急 性 期 神 经

组 与 模 型组 相 比
，

的表 达 均 降 低 （ 功能 损伤 ， 在 脑 梗 死 后 期
，

的 过 表 达 反 而

；
组 丨 的 加重 神 经 功 能 损 伤

，
因 此阻 断 此 通 路对 脑 梗 死 有 保

表 达 量 最 低 ， 与 单 独 应 用 或 组 相 比 护意 义 。

有 显著 差 异 （ 。 见 图 、 图 。 信号通 路通 过 调 节 细 胞 肌动 蛋 白 微

丝骨 架 的 聚 合 状 态
， 调 控 细 胞 黏 附

、
迁 移 、 增 殖 与

！ ： ：
？周 亡 。 前期 实 验 发：

现 缺 血 后 底 物 内

收 蛋 白
（

在 缺 血 区 ； 表 达 明 显 增 。

蛋 白 破 坏 轴 突 生 长 锥 ， 损 伤 神 经 的 恢 复 。

通 过 降 低 一 氧 化 氮 合酶 （ 的 表 达 影 响

血 管舒 张 、 调 节 急 性 缺 血后 的 炎 症 反 应 、 破 坏 血

图 及 对脑梗 死后 丨 表达 的 影 响 。
丨 么 “ 仏 ， 功 、

、
，

脑 屏 障 参 与 脑 梗死 的 发 生 和 发 展 过 程 。 我 们 的

实验 显 示
，
脑 梗 死 后 的 表 达 升 高 ， 在 脑 梗 死

后 的表 达 达 高 峰 ， 持续 一 段 时 间 后 下 降
，

‘

可 能 因 为我 们 的 实 验采 用 的 是永久 性 脑梗死 模 型
，

」

所 以 表 达 变化在 时 间上 存 在 一 定 的 差 异
，
本

°

“

实 验 应 用 阻 断 剂
，
显 著 降 低 神 经 功 能 损 伤 ，

顏

“

二
与之 前 的 研究 相 一 致

’

。 通 过 以 上 多 条

途 径 参与 脑梗 死后 神 经血 管 的 损 伤
， 因 此 ，

早 期 应

自
° 阻 断 剂 对 脑 梗 死 的 治 疗 有 定 的 临 床

留 ———

—
———

— —— —— —

思乂 。

￡ 和 这 两 条 信 号 通 路 同 时 参 与 地 塞

图 及 对 脑 梗 死 后 表 达 的 影
米松诱 导 去 丨 肾 上 腺 素 介 导 的 血骨 平 滑 肌收 缩 、

响 。 和 为 与 组 相 比
， ；

列 环 素 调 细 胞 表 面 趋 化 因 子 抗体 表 达

和 为 与 组 相 比
，

，
介导 人类 单 核 细 胞 的 迁 移 。 血 管 紧 张 素 诱

为 与 组 相 比
， ； 为 与 导肠 系 膜上动 脉 的 收缩 和血小 板 生 长 因 子 （

组 相 比
， 。 介导 恶性 胶 质 瘤 的增 殖 的 过 程 都 通 过 介导 ，

这种 作 用 均 可 以 被 阻 断 剂 阻 断
，

讨论 推测 可 能 是 的 上 游 分…
。 我 们 的

是 细 胞 内 重 要 的 信 号 调 节 激 酶 ，
参 与 细 研究 也证 明 了 很可 能 作 为 的 下 游 效

胞 的 生 长 、 增 殖 及 分化 过 程 ，
并 且 在 中 枢神 经 系 统 应分 子 ，

参 与 到 脑 梗死 后信号 通 路的 调 控 。

中 广 泛 表 达 ， 调 节 神 经 细 胞 对 外 界 刺 激 信 号 的 反 脑缺 血 后 ，

一

系 列 自 由 基 和 超 氧 自 由 基 引

应 。 激活 具有 双 重 作 用 ， 既能 够 调 节 细 胞 生 起 断 裂 ， 诱 导 过 度 表 达 ， 通 过 消 耗

长 ，
也 可 以 诱导 细 胞 死亡 。

一

方 面 通 过 介 和 促进 线 粒 体 释 放 细 胞 凋 亡 诱 导 因 子 （

导基 质 金 属 蛋 白 酶 （ 和 组 织 蛋 白 酶 组 织 抑 及 调 控 的 炎 症 基因 表 达 促

制 因 子 （ 及 炎症 因 子 的 表 达 ，
加 重 脑 缺 血 进 细 胞 死 亡 。 脑 缺 血 后 过 度 激 活 介 导 的

损伤… ’

。 另 有 研 究 表 明 槐 定 碱 （ 及 细 胞 毒 性存在 于 神 经 血 管单元 的 各 成 分 中
，
虽 然 刺

能 够 上 调 的 表 达 进 而减 轻 脑 水 肿 、 神 经 激 激 活 的 因 子 种类 、 发 生 的 时 间 及 作 用 机

坏死 以 及减 少梗 死 体 积
丨

。 我 们 的 研 究 采 用 永 久 制 不 同 ， 但最 终 导 致 神 经 血 管 单元 各 组成部 分 的 功

性大 脑 中 动 脉缺 血 模 型
， 结 果 显 示 ， 的 表 能 紊 乱及 细胞 毒 性 将 直 接 或 间 接 影 响 神 经 元 的 功
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能
〗

。 抑 制 缺血半 暗带 区 的 激活
， 可 以 显 ，

訂

著减 少 脑 梗 死面 积 ， 改 善 神 经 功 能 。 本 研 究 发 ’ ’

现 ： 阻 断 剂 及 阻 断 剂 都 能 够 降 低 “

山 、丄

的 表达 ， 减少 脑 梗死面 积 ， 提髙神 经 功 能评
。 ， 彳 。

， ：

分 ， 说 明 和 这 两 条 信 号 通 路 都 通 过
拙。

发挥脑梗死 后 的 调 控作用 。 并 且 已 有 研究

显示 上 有 直 接磷 酸 化位点 ，
关于

，

如何通 过 发挥作用 需进一 步研究 。 （

总 之 ， 脑缺血后 ， 和 通过介导 炎 症

因 子 的 激活 、 细 胞 因 子诱导 的 细胞外基质 蛋 白 酶表

达等途径 ， 导致 包括神 经元 、 血 脑 屏 障 、 胶 质 细胞 、

“ °
’

细 胞 外 基 质 等 结 构 的 神 经 血 管 单 元 损 伤
，
同 时

：

作 为 的 下 游效 应分子 ，
与 共 同

仏咖 （ 。

调 的 表 达 进 而 调 控脑 梗 死 后 神 经 血 管
。 ：

单 元的 存亡 。
’

’ ，
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