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　　摘　要:　目的　脑梗死患者存活时间与脑内血管增生程度相关。血管生长素 (angiogen in)具有促血管生成作

用。本研究旨在观察大鼠脑缺血后血管生长素在脑内表达水平的变化。方法　大鼠大脑中动脉栓塞法 (M CAO 法)

制作局灶性脑缺血模型,脑切片免疫组织化学染色检测血管生长素蛋白表达。结果　血管生长素在正常大鼠脑中

普遍弱阳性表达,脑膜、室管膜及血管染色较为明显。脑缺血后6h 缺血脑区血管生长素表达水平明显增强 (P <

0. 01) ,缺血24h 内血管生长素表达水平逐渐升高。结论　脑缺血可诱导缺血脑区血管生长素蛋白表达增强。
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The change of the expression of ang iogen in in ischem ic bra in af ter foca l bra in ischem ia　GUO H uai2lian, H UA N G

L i, CH EN G M in, et al. (D ep artm ent of N eurolog y , P eop le’s H osp ital, P ek ing U niversity ,B eij ing 100044, China)

Abstract: 　Objective　P revious study has show n that longer survival of the cerebral infarction patien ts is

co rrelated w ith increase in neovascularization. A ngiogen in is one of the most po ten t inducers of vascular grow th. T he

purpose of th is study is to observe the change of the exp ression level of angiogen in in the brain after brain ischem ia.

M ethods　B rain ischem ia model w asp roduced w ith the left m iddle cerebral artery occlusion (M CAO ) model in rats.

T heexp ression of angiogen in w as iden tified by imm unoh istochem istry w ith an ti2angiogen in an tibody. Results　

A ngiogen in w as exp ressed w eak ly but w idely in rat brain, the exp ression w as relatively strong in cerebral p ia m ater,

ependym a, and vessels. T he exp ression of angiogen in w as sign ifican tly increased (P < 0. 01) in ischem ic brain 6h after

M CAO , and the exp ression levelw as increasedfurtherw ith in 24h. Conclusion s　T he angiogen in exp ression is increased

in the ischem ic brain after brain ischem ia.

Key words:　A ngiogen in;　B rain ischem ia

　　K rup insk i等人研究发现脑梗死患者缺血脑区

微血管密度显著升高,患者存活时间与缺血区血管

增生程度相关[ 1 ]。脑缺血后梗死灶周围血管通过新

生血管供应缺血组织有助于缺血后神经功能恢

复[ 2 ]。补充外源性促血管生成因子可引起缺血脑区

血管数目增加,并可减轻缺血性损害[ 3～ 5 ]。血管生长

素 (angiogen in, AN G)是由123个氨基酸组成的相对

分子量为14400的碱性蛋白,具有很强的诱导新生血

管生成和生长的作用[ 6 ]。AN G 由肝脏、外周血细胞、

内皮细胞、成纤维细胞和肿瘤细胞产生,正常人血中

可检测到AN G [ 7, 8 ]。AN G 与脑缺血之间的关系尚未

见报道。本研究观察了大鼠局灶性脑缺血后脑内

AN G表达的变化。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂与仪器　AN G 抗体 (美国 San ta

C ruz公司) ; 二步法免疫组织化学检测试剂盒 (北京

中山公司)。显微镜 (德国L eica公司)观察并照相,采

用L eica Q 550 CW 图像分析系统和L eica Qw in 软

件 (德国L eica公司)测定鼠脑切片免疫组化染色结

果的平均光密度值。

1. 2　实验动物　健康雄性W istar大鼠由北京

大学医学部实验动物科学部提供,体重280～ 350g。

采用线栓法制作左侧大脑中动脉梗死模型 (m iddle

cerebral artery occlusion,M CAO ) [ 9, 10 ]。

1. 3　实验分组　大鼠随机分为正常对照组4

只,M CAO 组12只 (缺血6h 组、18h 组、24h 组各4

只)。

1. 4　免疫组化染色法检测AN G 蛋白表达水

平　各组大鼠于术后6h、18h、24h 用10%水合氯醛

腹腔注射麻醉 (0. 35gökg) ,先后用生理盐水和4%多

聚甲醛经左心室灌流固定后取脑,置4%多聚甲醛过

夜,再依次置20%和30%蔗糖中脱水, OCT 包埋,冰

冻切片。按照北京中山公司提供的二步法免疫组化

检测试剂盒操作步骤进行染色。另取一套切片进行

H E 染色。

1. 5　平均光密度值测定　免疫组化染色结果

在L eica显微镜下观察并照相, L eica Q 550 CW 图像
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分析系统和L eica Qw in 软件测定免疫组化染色结

果的平均光密度值。分别测量每只大鼠左侧大脑皮

层和右侧大脑皮层的平均光密度值。每只大鼠测量

四张脑片,取平均值。

1. 6　统计学分析方法　数据以均值±标准差

(ς±s)表示。实验结果采用 P rism 3. 0软件进行统计

学分析。多组数据均数间比较采用单因素方差分析
(one w ay ANOVA ) , P < 0. 05认为有统计学意义。

2　结　果

2. 1　AN G 在正常及局灶性脑缺血大鼠脑中的

表达情况　免疫组化染色结果显示,正常大鼠脑内

几乎所有区域均见淡棕色,其中软脑膜、室管膜及血

管染色较为明显 (见图A )。大鼠脑缺血后6h,缺血大

脑半球大脑中动脉供血区 (皮层及基底节)AN G 表

达明显增强 (见图B) ,缺血后18h (见图C) 及24h (见

图D )上述区域AN G 表达进一步增强。脑缺血6h、

18h、24h 组大鼠缺血对侧 (右侧)大脑AN G 表达未

见增强。(缺血18h 组有一只大鼠术后死亡,剔除)。

图像分析结果表明: 缺血6h、18h、24h 组大鼠缺

血侧大脑皮层AN G 表达 (免疫组化染色平均光密

度值)均显著高于缺血对侧大脑皮层 (P < 0. 01)及

正常对照组大鼠左侧大脑皮层 (P < 0. 01) (见表1)。

缺血18h 组和24h 组大鼠缺血侧大脑皮层AN G 表

达 (免疫组化染色平均光密度值)均显著高于缺血6h

组大鼠缺血侧大脑皮层 (P 值分别为< 0. 05和<

0. 01) (见表1)。缺血24h 组大鼠缺血侧大脑皮层

AN G 表达高于缺血18h 组,但差别未达显著性意义
(P > 0. 05)。

表1　大鼠大脑中动脉阻塞 (M CAO )后不同时间点

　　缺血侧和缺血对侧大脑皮层AN G表达情况

(免疫组织化学染色平均光密度值, ς±s)

　 缺血对侧皮层 (右侧) 缺血侧皮层 (左侧)

正常对照组 (n= 4)

M CAO 6h组 (n= 4)

M CAO 18h组 (n= 3)

M CAO 24h组 (n= 4)

0. 153±0. 001

0. 155±0. 0023

0. 156±0. 0023

0. 154±0. 0013

0. 154±0. . 002

0. 171±0. 004#

0. 176±0. 004# △

0. 178±0. 005# ▲

　　与缺血侧皮层比较3 P < 0. 01; 与正常对照组左侧皮层比较# P

< 0. 01;与M CAO 6h组左侧皮层比较△P < 0. 05,▲P < 0. 01

　　2. 2　脑缺血后脑组织病理学变化　H E 染色结

果显示: 正常对照组大鼠大脑皮层神经元呈三角形

或多角形,细胞核染色均匀,核仁清楚,核膜完整,间

质无水肿。局灶性脑缺血6h、18h、24h 组大鼠缺血侧

大脑半球大脑中动脉供血区表现为间质水肿及神经

元胞体缩小、细胞核固缩浓染、核仁不清、胞浆疏松。

神经元缺血性改变及间质水肿随缺血时间延长而逐

渐加重。

3　讨　论

A ngiogen in 是一种单链的碱性蛋白, 是核糖核

酸酶超家族的一员[ 11 ] , 除具有核糖核酸酶活性外,

还具有促血管生成 (angiogenesis)活性。脑缺血后脑

内血管生成情况与神经功能恢复之间的关系逐渐引

起人们的注意。K rup insk i等研究发现脑缺血患者脑

内新生血管数目越多则生存时间越长[ 1 ]。因此,研究

脑缺血后血管生成因子的变化规律有助于进一步了

解脑缺血的病理机制,并有助于探索新的治疗脑缺

血的方法。V EGF [ 12, 13 ]、bFGF [ 3, 4 ]及 T GF2Β1[ 13 ]等具

有促血管生成作用的因子与脑缺血的关系已见报

道。研究发现脑缺血大鼠缺血脑区V EGF 和 bFGF

水平升高[ 12, 14 ] , 脑缺血患者血中 V EGF 水平升

高[ 13 ] ,适量外源性 bFGF 或V EGF 对脑缺血有保护

作用[ 4, 5 ]。AN G 具有很强的促血管生成作用, 但

AN G 与脑缺血的关系尚未见报道。本研究观察了

AN G在正常及缺血大鼠脑中的表达情况。

AN G在正常对照组大鼠脑中呈弱阳性表达 (见

图A ) ,提示AN G在正常脑组织中普遍存在。由图及

表1可见,局灶性脑缺血6h 后缺血脑区AN G蛋白表

达已明显升高,缺血24h 内AN G 蛋白表达水平随脑

缺血时间延长而进一步升高,提示缺血可诱导AN G

蛋白表达。大量研究证实 AN G 可诱导血管生

成[ 6, 11 ] ,因此,脑缺血后缺血脑区AN G 蛋白表达升

高应有助于缺血区新生血管形成。推测缺血后AN G

表达升高对缺血脑组织具有保护作用。脑缺血可诱

导AN G 表达升高, 但缺血后AN G 表达呈逐渐升

高,如能在脑缺血后尽早补充AN G,有可能促进缺

血脑组织功能恢复。

H E 染色结果显示缺血24h 以内随缺血时间延

长脑组织缺血性损害逐渐加重, 同时, 缺血脑区

AN G 表达水平也逐渐升高,提示AN G 表达水平与

缺血性损害的严重程度有关。因本研究采用的是持

续性脑缺血模型 (没有再灌注) , 缺血大鼠多在48h

内死亡,因此本研究仅观察了缺血后24h 内的AN G

变化。脑缺血24h 以后AN G 表达水平变化规律尚待

进一步研究。
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　　患者,女, 52岁,农民, 因双足阵发性疼痛1年, 加重半月

入院。患者1年前无诱因出现双足底疼痛, 足底局部皮肤发

红、发热、肿胀、针刺样疼痛, 剧烈难忍, 症状持续1小时左右

完全自行缓解。此后,上述症状反复发作, 有时累及足背、小

腿等部位,常因站立、行走时间长、气候炎热、温水洗脚等因

素诱发,且夜间发作次数多,局部按摩、冷敷能使红、肿、痛减

轻。因精神受刺激病情加重,疼痛持续数小时不能缓解入院。

发病以来无发热,生育三子,一子患再生障碍性贫血。入院查

体: T 36. 8℃, P90次ö分, 呼吸正常, 血压150ö90mmH g, 全身

皮肤黏膜正常,心律不齐, 可闻及早博, 双肺呼吸音粗, 可闻

及干湿性罗音,腹部正常,脊柱、四肢关节正常,颅神经正常,

颈软,四肢肌力、肌张力正常,腱反射 (6 ) ,病理征 (- ) ,感觉

系统、共济运动正常, 克氏征 (- )。辅助检查: 血常规: WBC

16×109öL , 中性粒细胞84% ,淋巴细胞10. 6% ,血小板30×

1012öL ;尿常规: 潜血 (6 ) , 白细胞 (6 ) , 蛋白 (6 ) , 24小时尿

蛋白定量0. 65göL , 见细胞管型; 血生化: K4. 46mmolöL , N a

126mmolöL , Ca 1. 98mmolöL ; 肝功能: 总蛋白50göL , 白蛋白

25göL ,血沉86mm öh, 类风湿因子 (- ) , 抗 (O )正常; 胸部 X

线检查: 双下肺可见片状浸润阴影; 心电图: 心率96次ö分,频

发房性早搏,有时呈二联律,双足、踝、膝关节X 线检查正常。

入院诊断: 红斑性肢痛症,肺部感染,高血压病,泌尿系感染。

入院后给予抗菌素、普奈洛尔治疗,足部疼痛明显减轻,停止

发作。但患者体温逐渐升高,最高达39. 6℃,并出现四肢末端

麻木、无力,且迅速加重。腰椎穿刺检查: 压力100mmH 2O、脑

脊液: 常规正常, IGg 合成率正常, 寡克隆区带 (- ) ; 头部

M R I: 右颞叶可见条片状异常信号,在 T 2W I及 FLA IR 序列

上呈高信号,在 T 1W I上呈稍低信号,病变区灰质及白质同时

受累,占位征象不明显,考虑血管炎性病变。复查三大常规、

肝、肾功能、血沉大致同入院时, 腹部B 超正常, 甲胎蛋白

(A FP)定性 (- ) ,定量7ngöm l,抗双链DNA 抗体 (dsDNA )阳

性、抗 SM 抗体 (阳性)、抗核抗体 (ANA )阳性、抗中性粒细胞

胞浆 (p2AN CA、c2AN CA )阳性, CH 50总补体、C3、C4降低。腓肠

肌活检:血管炎性神经损害。

综合分析上述资料,本患者符合美国风湿学会1982年的

系统性红斑狼疮 (SL E ) 诊断标准。给予大剂量甲强龙

(5000m g)冲击治疗后,递减法服强的松, 20天后病情得到控

制,但周围神经病变无改善。

讨　论　红斑性肢痛症是一种少见的病因不明的阵发

性血管扩张性周围自主神经疾病。症状以肢端, 尤以双足最

常见, 表现足前部, 足趾的红、肿、热、痛, 阵发性, 剧烈难忍,

夜间发作次数多,怕温热, 喜冷。如出现上述症状, 排除局部

感染性炎症,诊断即可成立。本患者符合上述特征,且排除关

节炎、血液病、糖尿病、雷诺氏病等,故临床可确诊。系统性红

斑狼疮是一种自身免疫性结缔组织病, 可造成全身各系统、

脏器损伤。大量自身抗体和免疫复合物可致血管、自主神经

病变,临床可出现雷诺氏现象,但并发红斑性肢痛症者未见

报道,另外本患者整个病程中未出现 SL E 所常见的颜面部蝶

形或盘状红斑。于 SL E 活动时临床表现以颅内血管炎、周围

神经病变为主,临床亦少见。本患者早期出现红斑性肢痛症,

一年余以后确诊 SL E,提示自身免疫异常可能是导致红斑性

肢痛症的一种原因。
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