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七氟醚后处理对糖尿病大鼠脑缺血-再灌注
损伤的影响

刘振国 董桂敏 张海燕 刘伟亮

  【摘要】 目的 研究七氟醚后处理对糖尿病大鼠脑缺血-再灌注损伤的影响。方法 雄性SD
大鼠32只,3.0~3.5月龄,体重280~320g,采用随机数字表法分为四组:非糖尿病缺血-再灌注

对照组(NDC组)、糖尿病缺血-再灌注对照组(DC组)、非糖尿病缺血-再灌注七氟醚后处理组(NDS
组)和糖尿病缺血-再灌注七氟醚后处理组(DS组),每组8只。采用栓线法和链脲佐霉素制备缺血-
再灌注损伤大鼠模型和糖尿病大鼠模型。缺血2h,再灌注24h后,进行大鼠神经缺损评分,采用

TTC法测定脑梗死体积,Westernblot法测定血管生成素-1(angiopoiettin-1,Ang-1)蛋白含量。结

果 DC组神经缺损评分、脑梗死体积百分比明显高于 NDC组,Ang-1蛋白含量明显低于 NDC组

(P<0.05);NDS组神经缺损评分、脑梗死体积百分比明显低于 NDC组,Ang-1蛋白含量明显高于

NDC组(P<0.05);DS组神经缺损评分、脑梗死体积百分比明显低于DC组,Ang-1蛋白含量明显

高于DC组(P<0.05)。结论 大鼠脑缺血-再灌注后,糖尿病可加重神经缺损,增大脑梗死体积,

减少Ang-1蛋白含量;七氟醚可减轻神经缺损,减小脑梗死体积,增加Ang-1蛋白含量;七氟醚后处

理减轻大鼠脑缺血-再灌注损伤与Ang-1蛋白含量增加有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectsofsevofluraneposttreatmentoncerebralische-
mia-reperfusioninjuryindiabeticratsandnon-diabeticrats.Methods Thirty-twomaleSDrats,aged
3.0-3.5months,weighing280-320g,weredividedintofourgroupsbyrandomnumbermethod(n=
8):nondiabeticischemiareperfusiongroup (groupNDC);diabeticischemiareperfusiongroup
(groupDC);nondiabeticischemiareperfusiongroupwiththesevofluranepost-treatment(group
NDS);diabeticischemiareperfusiongroupwiththesevofluranepost-treatment(groupDS).Themid-
dlecerebralarteryocclusion methodandstreptozotocin wereusedtoestablishtheischemia-
reperfusioninjurymodelanddiabeticmodel.2hafterischemiaand24hafterreperfusion,therats
nervedefectscalewasdetected,thecerebralinfarctionvolumewasevaluatedbyTTCmethod,and
Westernblotmethodwasusedtodetectangiogenin-1(Ang-1)expression.Results Betweenthefour
groupsofrats,nervedeficitscoreandinfarctvolumeweresignificantlyhigher,Ang-1proteinrelative
expressionwassignificantlyloweringroupDCthanthoseingroupNDC(P<0.05);neuraldeficit
scoreandinfarctvolumeweresignificantlylower,Ang-1proteinrelativeexpressionwassignificantly
higheringroupNDSthanthoseingroupNDC(P<0.05);nervedeficitscoreandinfarctvolume
weresignificantlylower,Ang-1proteinrelativeexpressionwassignificantlyhigheringroupDSthan
thoseingroupDC(P<0.05).Conclusion Intheratsaftercerebralischemiareperfusion,diabetes
couldaggravatethenervedefect,increasethevolumeofcerebralinfarction,reducetheexpressionof
Ang-1;sevofluranecouldreducenervedefects,reduceinfarctvolume,increasetheexpressionof
Ang-1.TheexpressionofAng-1anddegreeofinjuryaftercerebralischemiareperfusioninratshave
relationship.
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  近年来,糖尿病患病率逐年上升,已成为影响

我国居民健康的主要慢性非传染性疾病之一[1]。糖

尿病引起的缺血性脑血管并发症,目前以溶栓治疗
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为主,在治疗中需要采取有效的方法减轻溶栓后产

生的脑缺血-再灌注对脑组织的再次损伤,但与非

糖尿病患者比较,糖尿病患者治疗效果较差[2]。七

氟醚是临床常用的吸入性麻醉药,研究表明,七氟

醚具有保护脑组织的作用,能减轻缺血-再灌注对

脑组织的损伤[2,4]。血管生成素-1(angiopoiettin-1,

Ang-1)是特异性作用于血管内皮细胞的生长因子,
具有保持血管内皮稳定性、促进血管再生、降低血

管通透性等重要作用。研究表明Ang-1对脑缺血-
再灌注损伤具有保护作用[4]。

本研究通过建立糖尿病和局灶性缺血-再灌注

损伤大鼠模型,研究七氟醚对糖尿病缺血-再灌注

损伤大鼠的作用,并探讨七氟醚、糖尿病及 Ang-1
表达对缺血-再灌注损伤的影响。

材料与方法

实验动物与分组 SPF级雄性SD大鼠32只,

3.0~3.5月龄,体重280~320g,购自山东大学实

验动物中心。在通风良好、室温25℃、相对湿度

45%的环境中饲养,自由摄取食物。采用随机数字

表法将大鼠分为四组:非糖尿病缺血-再灌注对照

组(NDC组)、糖尿病缺血-再灌注对照组(DC组)、
非糖尿病缺血-再灌注七氟醚后处理组(NDS组)和
糖尿病缺血-再灌注七氟醚后处理组(DS组),每组

8只。
实验仪器 美国CWESAR-830型小动物呼吸

机;德国罗氏 ACCU-CHEKAdvantage型血糖仪;
美国伯乐 Bio-radPowerPac型电泳仪;美国伯乐

Bio-radGelDocXR型凝胶成像系统。
糖尿病大鼠模型建立 大鼠禁食6h,将链脲

佐菌素溶于0.5mol/L柠檬酸盐缓冲液中,按照40
mg/kg的剂量对大鼠进行腹腔注射。第1次注射

24h后注射同等剂量链脲佐菌素。第2次注射链

脲佐菌素后3d,使用血糖仪监测大鼠尾静脉血糖

浓度,血糖浓度>16.7mmol/L表明1型糖尿病大

鼠模型制作成功[5]。非糖尿病对照组大鼠腹腔注射

柠檬酸盐缓冲液。
局灶性脑缺血大鼠模型建立 糖尿病建模成

功后,所有大鼠采用线栓法制备局灶性脑缺血大鼠

模型。大鼠全麻采用10%水合氯醛300mg/kg腹

腔注射。麻醉后仰卧位固定消毒后皮肤正中切开,
右侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动脉进行分离并结

扎,在颈总动脉远心端,采用4/0手术用单股尼龙

线插入,经颈内动脉与颈总动脉分叉处进线约18

mm,栓塞右侧大脑中动脉,缝合皮肤[6]。在阻断

大脑中动脉血流2h后,将尼龙线外抽,恢复血流

灌注24h。接受七氟醚后处理的大鼠放置在密闭

的动物箱中,再灌注开始后,参考文献[7]的方法,
小动物呼吸机与密闭动物箱连接,保持大鼠暴露在

含有2.6%七氟醚的氧气中。
神经缺损评分测定 在局灶性缺血-再灌注24

h后,参考文献[8]的方法,对实验大鼠进行神经行

为学测试评分,评分标准如下:0分,无神经功能

缺损;1分,轻度神经功能缺损(不能完全伸展对侧

前肢);2分,中度神经功能缺损(向对侧转圈);3
分,重度神经功能缺损(向对侧倾倒);4分,不能自

发行走,意识水平降低。
脑梗死体积测定 大鼠断头处死,取出大脑组

织,自脑前极连续切取2mm厚度脑冠状切片,浸

入2%的 TTC溶液于37℃下避光浸染30min,

10%甲醛中性缓冲液固定并过夜。采集切片图像,
参照文献[9]的方法使用图像分析软件计算脑梗死

体积占全脑体积的百分比。

Ang-1蛋 白 含 量 测 定 再灌注24h后采用

Westernblot法测定大鼠脑组织中 Ang-1蛋白含

量。按照文献[10]的方法从脑组织中提取蛋白质,
蛋白样品与等体积的上样缓冲液混合,煮沸5min,
冷却后用10%聚丙烯酰胺凝胶电泳对蛋白质进行

分离,并将分离后的蛋白质转移到PVDF膜,5%
脱脂牛奶封闭1h。加入 Ang-1(1∶2000)和β-
Actin(1∶500)一抗4℃孵育过夜。清洗膜,加入二

抗 (1∶4000)进行孵育。ECL显色,凝胶成像仪采

集图像并分析。采用 Ang-1蛋白与内参照β-actin
积分光密度值的比值来反映Ang-1蛋白含量。

统计分析 采用SPSS19.0软件进行数据分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析,组间各因素之

间的比较采用SNK-q检验;计数资料比较采用χ2

检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

神经 缺 损 评 分  糖 尿 病 大 鼠 造 模 成 功 率

100%。DC组神经缺损评分明显高于NDC组(P<
0.05);NDS组神经缺损评分明显低于 NDC组(P
<0.05);DS组神经缺损评分明显低于DC组(P<
0.05)(图1)。

脑梗死体积百分比 DC组脑梗死体积百分比

明显高于 NDC组(P<0.05);NDS组脑梗死体积
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  注:与NDC组比较,aP<0.05;与DC组比较,bP<0.05

图1 四组大鼠神经缺损评分的比较

百分比明显低于NDC组(P<0.05);DS组脑梗死

体积百分比明显低于DC组(P<0.05)(图2,3)。

  注:与NDC组比较,aP<0.05;与DC组比较,bP<0.05

图2 四组大鼠脑组织TTC染色图

  注:与NDC组比较,aP<0.05;与DC组比较,bP<0.05

图3 四组大鼠脑梗死体积百分比的比较

Ang-1蛋白含量 DC组Ang-1蛋白含量明显

低于NDC组(P<0.05);NDS组 Ang-1蛋白含量

明显高于NDC组(P<0.05);DS组Ang-1蛋白含

量明显高于DC组(P<0.05)(图4)。

讨  论

在缺血性脑血管疾病治疗过程中,不可避免出

现脑缺血-再灌注损伤,其机制涉及自由基损伤、神

  注:与NDC组比较,aP<0.05;与DC组比较,bP<0.05

图4 四组大鼠脑组织Ang-1蛋白含量的比较

经细胞内Ca2+超载、兴奋性氨基酸、细胞凋亡、血脑

屏障破坏等众多因素。糖尿病会加重这一损伤,因

此寻找有效的方法减少损伤的发生具有重要的临

床意义。
本研究结果显示,发生缺血-再灌注损伤后糖

尿病大鼠比非糖尿病大鼠脑梗死体积更大,神经缺

损评分更高,这表明糖尿病会加重大鼠脑缺血-再
灌注损伤;采用七氟醚处理后,糖尿病大鼠和非糖

尿病大鼠脑梗死体积百分比明显减小,神经缺损评

分明显降低,表明七氟醚可以有效减轻缺血-再灌

注损伤。

Ang-1是一种血管生长因子,在缺血等病理条

件下,能够起到血管生成调节的作用,可以特异性

作用于内皮细胞,干预平滑肌细胞、内皮细胞和周

细胞的相互作用,保持血管内皮的稳定、促进血管

的生成、降低血管损伤导致的神经元损害。研究表

明,Ang-1通过促进缺血脑组织周围侧支循环的建

立,提高血管内皮的稳定性和存活能力,帮助缺血

脑组织周围神经血管新生等多种作用,发挥对神经

元的保护作用[11]。本研究结果显示,非糖尿病大

鼠Ang-1蛋白含量明显高于糖尿病大鼠,在发生缺

血-再灌注损伤时,可能由于糖尿病大鼠血管更为

脆弱,神经元更易发生损害,导致糖尿病大鼠神经

缺损评分和脑梗死体积百分比明显高于非糖尿病

大鼠。临床研究表明,1型糖尿病患者脑血管的舒

展、收缩功能以及脑血流量自我调节功能都发生下

降,这些变化加剧了糖尿病患者缺血-再灌注后大

脑损伤[12]。七氟醚处理后大鼠脑组织中 Ang-1表

达量明显高于未经过七氟醚处理组,血管稳定性提

高,脑梗死体积百分比明显减小,神经缺损评分明
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显降低。
综上所述,七氟醚处理可以减轻大鼠脑缺血-

再灌注损伤与增加Ang-1的表达有关。
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