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摘要:目的  观察新型 PPARA激动剂油酰乙醇胺 ( oleoyleth2

anolam ide, OEA )对小鼠局灶性脑缺血损伤的保护作用及特

点。方法  线栓法制备小鼠大脑中动脉栓塞模型诱导脑缺

血。OEA (10、20、40 mg# kg- 1 )在术前 3 d开始每天灌胃给

药 1次;或在缺血前 015 h、1 h、再灌注同时、再灌后 1 h, 各

单次灌胃给予 OEA 40mg# kg- 1。脑缺血 11 5 h,再灌注 24 h

后, 测定小鼠神经功能缺失评分、脑梗死体积、脑水肿等评定

脑缺血损伤的指标。结果  OEA ( 20、40 mg# kg- 1 )术前多

次给药及 OEA( 40 mg# kg- 1 )缺血前 01 5 h或再灌注同时单

次给药可明显改善小鼠神经功能损伤,减小脑梗死体积和减

轻脑水肿程度, 且以再灌注同时单次给药效果最为明显。结

论  OEA剂量及时间依赖性的保护小鼠局灶性脑缺血急性

损伤, 有效剂量为 20 mg# kg- 1和 40mg# kg- 1, 最佳治疗时

间点为再灌注同时。
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  油酰乙醇胺 ( oleoylethanolam ide, OEA)是一种

天然存在于组织和循环血液中的脂肪酸乙醇胺类化

合物
[ 1]
。OEA在脑内的功能逐渐引起人们的重视,

在兴奋性脑损伤后, 脑内神经元释放 OEA, 且发挥

明显的神经保护作用
[ 2]
。另有研究报道

[ 3]
脑梗死

患者脑组织内 OEA大量释放,且主要集中在脑缺血

原发灶的周边区,提示 OEA对缺血后脑损伤可能具

有保护作用。那么外源性应用 OEA是否具有抗脑

缺血损伤作用? 作用特点又如何呢? 本研究在小鼠

局灶型脑缺血模型上观察新型 PPARA激动剂 OEA

是否具有抗脑缺血损伤作用,并进一步阐明其作用

的特点。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物  健康昆明种小鼠, ` ,体重 25 ~

30 g, 由厦门大学医学院实验动物中心提供 [合格证

号: SYXK(闽 ) 200820003]。自然光照周期饲养, 术

前 12 h禁食,自由饮水。

1. 1. 2 药品及试剂  油酰乙醇胺 (OEA), 厦门大

学医学院药学系提供, 临用前用含体积分数为 011

的吐温 - 20的生理盐水配置所需浓度; 2, 3, 52三苯

基氯化四氮唑 ( 2, 3, 52Triphenyltetrazolium chloride,

TTC),美国 Amresco公司产品;其余均为市售分析

纯产品。

1. 1. 3 实验仪器  DZ22型电热恒温振荡水槽, 上

海精宏实验设备有限公司;显微手术器械,上海医疗

器械 (集团 )有限公司手术器械厂;数码相机, 日本

佳能公司。

1. 2 方法

1. 2. 1 局灶性脑缺血 /再灌注模型制备  参照

Longa
[ 4]
等建立的方法制备小鼠右侧大脑中动脉栓

塞 (m idd le cerebral artery occ lusion, MCAO)模型。小

鼠用质量浓度为 100 g# L
- 1
的水合氯醛 ( 400 mg#

kg
- 1

)腹腔注射麻醉后, 分离颈总动脉,将头端用聚

胺酯处理的直径为 01108 mm的尼龙丝线经颈总动

脉切口插入颈内动脉,线栓插入总长度自颈总动脉

分叉部记为 ( 116 ? 011) cm。缺血 115 h后拔除线

栓,即恢复血供。动物术中及术后麻醉清醒前给予

保温。动物苏醒后出现对侧肢体运动障碍即为模型

制备成功。

1. 2. 2 动物分组与给药  实验小鼠随机分为 5组:

¹假手术组 ( Sham组 ):术前用体积分数为 011的吐

温 - 20灌胃 3 d( 10 m l# kg
- 1

), º模型组 (Mode l

组 ):术前用体积分数为 011的吐温 - 20灌胃 3 d

( 10 m l# kg
- 1

), »¼½组分别为术前给予 OEA 10、

20、40mg# kg
- 1
灌胃 3 d, d 4进行手术造模。

  另取实验小鼠随机分为 6组: ¹ 假手术组

( Sham组 ):术前用体积分数为 011的吐温 - 20灌

胃 ( 10m l# kg
- 1

), º模型组 (Model组 ):术前用体

积分数为 011的吐温 - 20灌胃 ( 10m l# kg
- 1

), »¼

½¾分别为缺血前 015 h、1 h、再灌注同时、再灌后

1 h组,在相应的时间点单次灌胃给予 OEA 40 mg#

kg
- 1
。
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1. 2. 3 神经功能缺失评分  参照 Bederson等
[ 5]
建

立的分级法, 于缺血 /再灌注 24 h后对各组动物进

行神经功能缺陷评分。0:无症状; 1:提尾时,损伤对

侧前肢不能伸直; 2:向损伤对侧推力下降; 3:向损伤

对侧转圈。

1. 2. 4 脑梗死灶体积及脑水肿的测定  采用小鼠

脑片 TTC染色法。小鼠于缺血 /再灌注 24 h后断头

取脑, 切成 210 mm厚的冠状切片, 置于质量浓度为

20 g# L
- 1
的 TTC溶液中 37e 孵育 30m in。正常脑

组织着深红色, 梗死脑组织不着色。在质量浓度为

40 g# L
- 1
的多聚甲醛溶液中避光固定 24 h后数码

相机拍照,应用图像分析系统测量脑梗死面积并计

算脑梗死体积。用 / (损伤侧脑半球体积 - 非损伤

侧脑半球体积 ) /非损伤侧脑半球体积 0来反映脑水

肿程度。

1. 3 统计学处理  所有实验数据均以 �x ? s表示,

采用 Prism 4 for W indows软件 (G raphPad Software

Inc, USA)进行统计学分析,组间比较用单因素方差

分析, 当方差分析差异有显著性时,进一步用 q检验

作两两比较。

2 结果

2. 1 OEA对脑缺血小鼠神经功能缺失评分的影响

 缺血 /再灌注后,小鼠出现明显的神经功能缺失症

状, OEA ( 20、40mg# kg
- 1

)术前多次给药能明显减

轻小鼠神经功能损伤 (P < 0101), 见 F ig 1A; OEA

( 40mg# kg
- 1

)术前单次给药及术后单次给药,可

改善小鼠神经功能损伤, 其中以再灌注同时单次给

药效果最明显 (P < 0101),见 F ig 1B。

2. 2 OEA对脑缺血小鼠脑梗死体积的影响  缺

血 /再灌注后, 小鼠缺血侧额顶叶皮层和皮层下区

(纹状体, 海马等 )可见明显的苍白梗死灶 ( F ig

2A), OEA ( 20、40mg# kg
- 1

)术前多次给药能明显

减小脑梗死体积 (P < 0101), 并且对皮层梗死体积

改善更为明显, 可降低大脑皮层梗死体积达

75176%和 77153%; 对皮层下区梗死体积只降低

44157%和 59113% , 见 Fig 2B、C。OEA ( 40 mg#

kg
- 1

)不同时间单次给药, 以再灌注同时单次给药效

果最明显, 其脑梗死体积较模型组小鼠减少

74180% (P < 0101),见 Fig 2D。

2. 3 OEA对脑缺血小鼠脑水肿程度的影响  OEA

( 20、40mg# kg
- 1

)术前多次给药呈剂量依赖性减轻

脑水肿程度 (P < 0105或 P < 0101 ), F ig 3A; OEA

( 40mg# kg
- 1

)缺血前单次给药及缺血后单次给药

均可减轻脑水肿程度, 其中以再灌注同时单次给药

效果最明显, 与 Model组比, 其降低脑水肿程度达

61150%, F ig 3B。

F ig 1 A: E ffect of O EA adm in istered w ith mu lt ip le do ses b efor e

isch em ia on neurog log ical d eficit score(�x ? s, n= 8 ); B: E ffect

of OEA ( 40 mg# kg- 1 ) adm in istered w ith s ing le d ose at

d iffer en t t im e po in ts on n eu roglogica l deficit scor e(�x ? s, n= 8)

  ## P < 0101 vs sham group; * * P < 0101 vs model group; a: Sham

group; b: Model group; c: 1 h before isch emia group; d: 015 h before is2

chem ia group; e: Reperfus ion group; :f 1 h after reperfus ion group

3 讨论

  最近研究表明
[ 6, 7]

, OEA是过氧化物酶体增殖

物激活受体 A( peroxisome proliferator2activated recep2

tor A, PPARA)的天然高亲和激动剂,其激活 PPARA

的半数有效浓度 ( EC50 )仅为 120 nmol# L
- 1
。而现

有研究提示
[ 8]

PPARA可能是一种内源性神经保护

因子。研究发现
[ 9~ 11]

, PPARA激动药非诺贝特可明

显减少小鼠缺血后的脑梗死体积, 减轻脑缺血后的

氧化应激反应和炎症反应。最近又有研究报道

PPARA基因敲除小鼠脑缺血后的梗死体积较野生

型小鼠扩大
[ 12]

, 提示 PPARA可能直接参与了脑缺

血后的神经保护机制。本实验应用新型的 PPARA

激动剂 OEA亦观察到其对脑缺血损伤后的各种评

价指标的改善作用,这一结果为阐明 PPARA在抗脑

缺血损伤中的保护作用提供了新的依据。

  本实验还进一步探讨了OEA神经保护作用的
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F ig 2 A: Corona l slices sta in ed w ith TTC; B: E ffect o f OEA adm in istered w ith m u ltip le d oses b efore isch em ia on in farct vo lum e(�x ? s, n= 8 );

C: E ffect o fOEA adm in ister ed w ith m u ltip le dosesb efore isch em ia on co rt ical and sub cor tica l in far ct volum e(�x ? s, n= 8); D: E ffect of OEA ( 40

m g# kg- 1 ) adm in istered w ith sing le do se a t d ifferen t tim e poin ts on in farct volum e(�x ? s, n= 8)

  #P < 0105, ## P < 0101 vs sham group; * P < 0105, * * P < 0101vsmodelgroup; a: Sham group; b: Model group; c: 1 h before ischem ia group; d: 015 h

before ischem ia group; e: Reperfu sion group; :f 1 h after reperfu sion group; N. D= not detectab le

F ig 3 A: E ffect of O EA adm in istered w ith m u lt ip le doses befor e isch em ia on br ain ed ema(�x ? s, n= 8);

B: E ffect o fO EA( 40m g# kg- 1 ) adm in istered wi th sin gle do se a t d ifferen t t im e po in ts on br ain edem a(�x ? s, n= 8)

  #P < 0105, ## P < 0101 vs sham group; * P < 0105, * * P < 0101vsmodelgroup; a: Sham group; b: Model group; c: 1 h before ischem ia group; d: 015 h

before ischem ia group; e: Reperfu sion group; :f 1 h after reperfu sion group; N. D= not detectab le

剂量依赖性。OEA抗脑缺血损伤作用具有剂量依

赖性, 有效剂量是 20 mg# kg
- 1
和 40 mg# kg

- 1
, 小

剂量 10mg# kg
- 1
无保护作用。并发现 OEA对皮层

梗死体积的改善作用更为明显, 而对皮层下区的改

善作用并不明显, 其原因可能是作为脑缺血中心部

位的纹状体和海马损伤较为严重,药物难以改善;而
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位于缺血周边区的脑皮质区损伤较轻, 药物可发挥

明显的保护作用,是药物重点救治的部位。

  另外本实验还观察了 OEA神经保护作用的时

间依赖性。OEA在缺血前多次给药及在缺血前 015

h或再灌同时单次给药均能改善小鼠脑缺血损伤,

其中以再灌同时单次给药效果最明显。研究表明:

脑缺血后,脑组织从可逆性损伤到不可逆行损伤转

变的关键时期是恢复血供过程, 而非缺血过程
[ 13 ]
。

因此,再灌同时应是药物救治的关键时机。本研究

结果也表明 OEA在再灌注同时给药,其抗脑缺血损

伤效果最为明显,掌握好这一最佳的治疗时间点是

OEA发挥脑缺血损伤后神经保护作用的关键。

  总之,本研究结果表明 OEA具有抗脑缺血损伤

作用, 其有效剂量为 20 mg# kg
- 1
和 40 mg# kg

- 1
,

最佳治疗时间点是再灌注同时。脑缺血是危害人类

健康的主要疾病, 亟需开发有效的治疗药物。OEA

内源性存在于组织中,毒副作用小,可作为治疗脑缺

血损伤的一种先导化合物, 为今后开发毒副作用小

而疗效明显的抗脑缺血损伤药物提供思路。
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Abstr act: A im  To invest igate the effect of oleoyletha2

nolam ide ( OEA ), a new PPARA agon is,t on focal

cerebral ischem ia in m ice. M ethods  Transien t focal

cerebral ischem ia in m ice was induced bym iddle cere2

bra l artery occ lusion for 115 h. OEA was ora lly adm in2

istered e ither with multip le doses ( 10, 20, 40 mg#

kg
- 1

) once a day for 3 days be fore ischem ia or single

dose ( 40mg# kg
- 1

) at 015 h be fore or 1 h before is2

chem ic, the same tim e of reperfusion or 1 h after reper2

fusion respect ively. Neurological defic it score, infarct

volume and bra in edem a were determ ined. R esu lts  

Pretreatm ent w ith mu ltiple doses ( 20, 40 mg# kg
- 1

)

ofOEA before ischem ia or single dose ( 40mg# kg
- 1

)

ofOEA at 015 h before ischem ia or at the sam e time of

reperfusion sign ificantly attenuated neurologica l de ficit

score, decreased infarct volum e and a lleviated bra in e2

dem a, and the treatm ent at the t ime of reperfusion had

the mostmarked effect. Conc lu sion  Oleoylethano 2
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lam ide has a dose2and tim e2dependent neuroprotective

effect on the injury in the acute phase of transient focal

cerebral ischem ia in m ice, w ith effective doses of 20

mg# kg
- 1

and 40 mg# kg
- 1

and the optima l therapeu2

tic time point of the same tim e of reperfusion.

K ey words: oleoylethanolam ide; m idd le cerebral artery

occlusion; cerebral ischem ia; reperfusion in jury; effec2

tive doses; optima l therapeutic tim e poin;t m ice
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摘要:目的  探讨罗红霉素对哮喘大鼠支气管诱导型一氧化

氮合酶 ( iNOS)及一氧化氮 (NO)的影响。方法  24只成年

哮喘大鼠随机分成对照组、哮喘组以及罗红霉素组。对支气

管肺泡灌洗液 (BALF)细胞总数及嗜酸性粒细胞计数,免疫

组织化学检测大鼠支气管上皮细胞 iNOS蛋白表达, RT2PCR

检测肺组织 iNOS mRNA表达, 分光光度计检测肺组织 iNOS

活性及 NO含量。双抗体夹心法检测肺组织白细胞介素24

( IL24)及干扰素2C( IFN2C )。结果  哮喘组大鼠 BALF细胞

总数及嗜酸性粒细胞分类分别为 ( 7128 ? 11 65) @108# L- 1、

( 7173 ? 11 54)% ,均高于对照组 ( 3176 ? 0197) @108 # L- 1、

( 1127 ? 01 60)% ;罗红霉素组 BALF细胞总数及嗜酸性粒细

胞分类分别为 ( 5168 ? 0195) @108 # L- 1、( 5154 ? 11 53)% ,

明显低于哮喘组, 差异有统计学意义。哮喘组肺组织 IL24

浓度、iNOS活性及 NO含量高于对照组, 罗红霉素组肺组织

IL24浓度、iNOS活性及 NO含量低于哮喘组。哮喘组肺组织

IFN2C浓度低于对照组,罗红霉素组肺组织 IFN2C浓度高于

哮喘组。哮喘大鼠支气管上皮细胞 iNOS蛋白及肺组织 iN2

OSmRNA表达分布吸光度值分别为 ( 01 25 ? 0106)、( 01 52 ?

01 14), 较对照组 [ ( 01 14 ? 0105), ( 0133 ? 0105) ]明显增强;

但罗红霉素组 iNOS蛋白及 mRNA 表达为 ( 0115 ? 0103)、

( 01 35 ? 0107),均明显较哮喘组减弱。结论  罗红霉素通过

干预哮喘大鼠气道 IL24、IFN2C以及 iNOS /NO体系, 抑制哮

喘气道炎症反应。

关键词:罗红霉素;哮喘;一氧化氮;诱导型一氧化氮合酶;气

道炎症;细胞因子
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  一氧化氮 ( nitric oxide, NO)由一氧化氮合酶

( n itric oxide synthase, NOS)催化 L2精氨酸产生, 一

氧化氮合酶包括神经元型 ( nNOS)、内皮型 ( eNOS)

及诱导型 ( iNOS)共 3种。支气管哮喘 (以下简称哮

喘 )是由嗜酸性粒细胞等多种细胞和细胞组分参与

的慢性气道炎症性疾病, iNOS/NO体系的变化可能

与哮喘气道炎症反应密切相关
[ 1]
。已有研究显示

临床上常用的大环内酯类抗生素可以通过纠正

Th1 /Th2细胞因子失衡, 起抑制炎症作用。罗红霉

素是临床应用广泛的大环内酯类抗生素之一, 哮喘

患者服用罗红霉素其临床症状及其支气管高反应性

能得到明显的改善
[ 2]
。为此, 本研究通过复制哮喘

大鼠模型,观察罗红霉素对哮喘大鼠气道 iNOS基

因及其蛋白表达、NO含量以及 Th1 /Th2细胞因子

白细胞介素 4( IL24)、干扰素 C( IFN2C)水平变化的

影响,以期探讨罗红霉素在哮喘气道炎症形成中的

干预作用。

1 材料与方法

1. 1 材料  Sprague Daw ley( SD)大鼠由温州医学

院动物实验中心提供,鸡卵清蛋白购自 Sigma公司,

罗红霉素片购自法国 Usiphar公司, 兔抗大鼠 iNOS

多克隆抗体购自武汉博士德公司, iNOS、GAPDH引

物由上海生工合成, NO及 iNOS试剂盒购自南京建

成生物工程研究所, IL24及 IFN2C ELISA试剂盒购

自上海晶美生物工程公司。

1. 2 动物模型复制及标本处理  清洁级 ` 健康 SD

大鼠 24只,随机均分为 3组 ( n = 8), 分别为:正常

对照组、哮喘组以及罗红霉素组。大鼠哮喘模型制

作: d 1腹腔内注射 10%的鸡卵清蛋白和 10%的氢

氧化铝混合液 1 m,l d 8相同剂量、相同方法加强致

敏 1次;致敏后 d 15开始予 1%鸡卵清蛋白雾化吸

入刺激,每周 3次,每次 30 m in, 连续 8 wk。正常对

#1223#中国药理学通报  ChinesePharmacologica l Bulletin 2009 Sep; 25( 9): 1223~ 7


