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　　摘要:目的　研究大鼠急性局灶性脑缺血后皮层和纹状体 hephaestine表达的变化。方法　用线栓法制备大鼠

急性大脑中动脉阻塞(MCAO)再灌注模型 , 在再灌注后的不同时间点应用免疫组化及图像分析检测皮层和纹状体

的表达。结果　M CAO 再灌注后大鼠出现大脑中动脉梗塞的神经系统损害体征 , TTC 染色有白色梗死区。 hep-

haestine在正常大鼠的皮层 、纹状体有表达 ,在急性脑缺血再灌注后 12 h 缺血侧皮层 、纹状体表达明显增加并持续

到再灌注后 48 h , 在 24 h 达到高峰(P <0.01), 至1 周时表达较正常明显减少(P <0.01)。结论　大鼠急性脑缺血

再灌注后 hephaestine的表达出现明显的变化 , 在急性脑缺血的病理生理变化中可能起着重要的作用。
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Abstract:Objective　To study the expression of hephaestine during acute focal cerebral ischemia

and reperfusion in rats.Methods　The Expression of hephaestine in the cortex and striatum of rats

during acute cerebral ischemia and reperfusion were investigated by using immunohistochemistry and

computer image analysised.Results　Hephaestine expression was observed in no rmal cortex and stria-

tum of rats.With the ischemia and reperfusion time going on , the expression of hephaestine was obvi-

ously changed ,peaked at the 12th and 24th hour(P<0.01)after reperfusion ,declined one w eek af ter

(P <0.01).Conclusion　There w as a change of expression of hephaestine in the cortex and striatum

during acute cerebral ischemia and reperfusion , its mechanism of brain potecion remains unclear.
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　　Hephaetine是新近发现的脑铁代谢相关蛋白 ,

在脑铁代谢中起着重要作用
[ 1]
。急性脑缺血再灌

注后 hephaestine 表达变化的研究未见报道 。我们

采用大鼠急性大脑中动脉脑缺血再灌注模型 ,用免

疫组化和计算机图像分析技术 ,检测了皮层和纹状

体缺血再灌注后不同时间 hephaestine的表达情况 ,

初步探讨 hephaest ine 在急性局灶性脑缺血再灌注

病理生理过程中的作用。

1　材料与方法

1.1　动物与实验分组　雄性健康 SD 大鼠 60只 ,

体重 280 ～ 300 g ,由香港理工大学动物中心提供。

饲养室室温保持在 25℃, 12 h/12 h 昼夜节律 ,自由

进食。实验在室温 25℃下的上午 9时进行 ,实验前

12 h禁食。大鼠随机分为正常对照组 、假手术组 、

大脑中动脉阻塞(M CAO)再灌注 12 h 、24 h 、48 h 、

72 h和 1周组 ,每组 5只。

1.2　M CAO 再灌注模型的制作和 T TC 染色　4-

0外科手术尼龙线 ,头端 0.5 mm 靠近火加热成光

滑球形 ,距头端 18.5 mm 处作标记 ,将球端 20 m m

尼龙线浸泡在多聚-L-赖氨酸(0.1%Sigma)中 1

h ,60℃恒温箱中烘干 1 h ,制成多聚-L-赖氨酸
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包被尼龙线 。大鼠腹腔注射 4%水合氯醛(1 ml/

100 g)麻醉后 ,仰卧固定在手术台上 , 75%酒精消毒

颈部皮肤 ,正中颈部切口 ,分离并暴露右侧颈总动脉

(CCA)、颈外动脉(ECA)、颈内动脉(ICA), 结扎

ECA 及其分支 ,于 CCA 近心端 、ICA远心端分置动

脉夹夹闭 ,于 ECA近分叉处用眼科手术剪作一小切

口 ,插入制备好的栓线 ,扎紧备线 ,松开 ICA 远心端

动脉夹 ,使线栓入 ICA ,根据动物大小确定插入深度

在18.0 ～ 20.0 mm 范围内 ,阻断 MCA血液供应制

成M CAO动物模型 ,松开CCA 近心端动脉夹 ,缝合

皮肤切口 ,栓线外留 1 cm 。待缺血 60 min后轻拉线

头 ,直到感到阻力 ,即栓线头端至 ECA 切口处实现

再灌注 ,术中室温保持在 25℃。麻醉清醒后大鼠出

现右侧 Horner' s综合征和左前肢不能前伸 ,有运动

旋转追尾现象作为模型制作成功的标志 。

1.3　免疫组织化学染色　各组大鼠分别于缺血灌

注后 12 h 、24 h 、48 h 、72 h和 1周 ,麻醉后 ,开胸暴

露心脏 ,剪开右心房 ,从左心室灌注肝素化 4℃生理

盐水 300 m l ,将血液冲洗干净 ,用 4%多聚甲醛灌注

固定 ,断头取脑 ,放入 10%的福尔马林固定 24 h后 ,

放入 20%蔗糖溶液中。自视交叉处连续向后冠状

切片 ,片厚 10 μm ,根据 Vectastain Elite ABC 成套试

剂盒(Vector Laboratories)的要求作免疫组化实验 。

一抗(抗 hephaestine , Sigma 公司产品)稀释度为 1∶

200。细胞被染成棕褐色为阳性结果 。同时做空白

对照实验 。

1.4　图像分析和统计方法　免疫组化结果应用北

航CM-2000B医学图像分析系统进行统计分析。每

张切片随机分析皮层和纹状体各四个视野(1 ×

200)。分别计算阳性细胞着色的平均值 。结果以均

值±标准差( x ±s)表示 ,应用组间均数 t 检验 ,检

验水准为双侧α=0.05。

2　结果

2.1　大鼠 M CAO 再灌注后行为特征和 TTC 染色

　动物麻醉清醒后出现局灶性脑缺血表现:有侧

Horner氏征 ,左前肢不能前伸 ,向前行走时向左侧

转圈出现追尾现象 ,甚至倾倒;T TC 染色右侧大脑

半球 MCA梗死区不染色 ,呈白色(图 1)。

2.2　Hephaestine表达免疫组化染色结果　在正常

大鼠和实验性缺血大鼠的皮层和纹状体都有 hep-

haestine阳性细胞分布 ,阳性细胞着色较深 ,呈弥散

分布。在缺血再灌注后 12 h Hp 表达明显增加 , 24

～ 48 h 表达增加达高峰 , 72 h开始下降 ,但是仍比

正常组织高(P <0.01)。缺血 1周后 Hp 表达明显

降低 ,较正常组明显减少(P <0.01)。见表 1 、图 2 、

图 3 ,图 4。

表 1　皮层和纹状体急性缺血后再灌注不同时间

Hephaestin 表达的平均 A 值

分组 n 皮层 纹状体

正常组 5 0.050±0.011 0.058±0.012

假手术组 5 0.048±0.018 0.049±0.009

缺血再灌注组

　再灌注 12h 5 0.069±0.014■ 0.060±0.021■

　再灌注 24h 5 0.084±0.013■ 0.074±0.012■

　再灌注 48h 5 0.065±0.018■ 0.054±0.019■

　再灌注 1周 5 0.021±0.009△ 0.031±0.014△

　　与正常组相比 , ■P>0.01 , △P <0.01
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3　讨论

缺血性脑血管疾病可造成急性脑缺血 、缺氧后

铁代谢出现明显的变化 ,细胞内铁使氧离子活化从

而介导产生的自由基和脂质过氧化起着重要的作

用[ 2] 。研究表明 ,高铁可以加重缺血-再灌注损

伤 ,铁螯合剂或清除剂对神经损伤有保护作用[ 3] 。

脑铁的平衡取决于脑代谢蛋白的表达水平 ,由

于这些蛋白的正常表达和相互协作 ,使脑铁水平维

持在正常的生理水平 。脑内铁的平衡要比脑外组织

复杂得多 ,除了以转铁蛋白受体介导的细胞转铁蛋

白-fe(Tf-fe)为主要途径外 ,新发现的铁代谢蛋白如

二价金属转运体(DM T1)等参与了脑的铁代谢 。

hephaestine(Hp)是 1999年发现的新的铁转运蛋白 ,

可将二价铁转化成三价铁 ,具有铁氧化酶活性 ,参与

肠上皮细胞铁释放到血液循环中的作用 。香港理工

大学铁代谢实验室最近的研究[ 4～ 6]发现 ,在脑组织

中Hp也广泛存在 ,Hp在脑铁代谢中的具体作用目

前还不十分明确 。

全脑缺血后 ,皮质大部和皮质下区域的总铁含

量升高 。有关沙土鼠的研究证实 ,大脑短暂缺血 5

min后再灌注 , 4 d 后海马 CA1 区出现 Tf阳性神经

元和许多铁蛋白阳性胶质细胞 , 7 d后纹状体上出

现许多铁蛋白阳性的巨噬细胞(活化的小胶质细

胞),说明 Tf和铁蛋白阳性巨噬细胞的动员与缺血

后神经元的变性有关[ 7] 。大鼠大脑中动脉阻塞 60

min后 ,Northern blot分析发现缺血皮层区 L-铁蛋

白和 H-铁蛋白 mRNA 出现迟发的长时间的合成 ,

在再灌注后 12 h 出现明显升高 ,并且持续 2 周升

高 ,高峰期定量分析 H-铁蛋白和 L-铁蛋白分别升高

2.5 倍和 6倍 。免疫组化结果进一步显示 , 60 min

脑缺血可以引起铁在脑内的沉积 ,与铁蛋白的表达

有关 ,特别是在巨噬细胞或小胶质细胞明显阳性的

组织或细胞坏死区域 。到目前为止 ,脑缺血后 hep-

haest ine表达的变化及作用还未见研究报道。本实

验研究发现 ,在脑内广泛存在的铁相关蛋白 Hp ,在

60 min急性脑缺血再灌注后 60 min时 ,其表达明显

增加 ,在 24 h 时表达增加达最高峰 ,随着再灌注时

间的延长 ,Hp的表达增加持续 48 h ,到 72 h时恢复

到正常水平 ,在再灌注 1 周时发现 ,Hp 的表达较正

常水平明显下降 ,缺血再灌注后 Hp的表达变化 ,可

能与急性脑缺血影响 Hp 的合成有关 ,也可能与缺

血后脑铁代谢的变化 ,二价游离铁的增加促进 Hp

的合成有关。关于 Hp在急性脑缺血再灌注后的表

达变化以及其在脑缺血后的病理生理中的具体作

用 ,有待进一步研究。
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