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后处理对心肌缺血再灌注致脑损伤中炎症因子及 GFAP的影响 *
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摘要 目的：探讨缺血后处理对心肌缺血再灌注致脑损伤中炎症因子及胶质纤维酸性蛋白的影响。方法：24只雄性 SD大鼠随机

分为 3组(n=8)，假手术组(Sham)、心肌缺血 /再灌注组(IR)、后处理组(IPost)。结扎大鼠冠状动脉左前降支 30 min，复流 120 min建

立大鼠心肌缺血 /再灌注模型。后处理组于再灌注前进行缺血后处理，再灌注 10 s，缺血 10 s，共 3次。断头处死大鼠取脑组织，光

镜下观察病理学结果，Western blot检测炎性因子 IL-6、IL-8、IL-10，免疫组化法检测 GFAP。结果：与 Sham组相比较，IR组脑组织

炎症因子 IL-6，IL-8表达增加，IL-10下降(P<0.01)，而后处理可以降低脑组织中 IL-6，IL-8的表达，增加 IL-10的表达(P<0.01)；与

Sham组相比较，IR组脑组织 GFAP表达增多(P<0.05)，而后处理可以显著增加脑组织中 GFAP的表达(P<0.01)。结论：心肌缺血后

处理可以减少脑组织中炎症因子的表达，增加 GFAP的表达，从而起到脑保护作用。
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Effect of Post-conditioning in Brain Injury Induced by Myocardial IR on
Inflammatory Factor and GFAP*

To evaluate the effect of post-conditioning in brain injury induced by myocardial I/R on inflammatory factor

and GFAP. Male Sprague-Dawley rats were randomly allocated into 3 groups (n=8): group Sham, group IR, group IPost. Myo-

cardial IR was induced by occlusion of the anterior descending branch of the left coronary artery for 30 min. group IPost received 3 cy-

cles of 10 s reperfusion followed by 10 s ischemia at the end of myocardial ischemia. The rats were sacrificed at 120 min of reperfusion

and the brains were removed for microscopic examination, inflammatory factors and GFAP. Compared with group Sham, IL-6,

IL-8 were significantly increased, IL-10 was down-regulated in group IR(P<0.01). Post-conditioning can decrease IL-6, IL-8 and up-regu-

lated IL-10(P<0.01). When compared with group Sham, the expression of GFAP was higher in group IR(P<0.05), however, the GFAP in

group IPost is the most among these three groups(P<0.01). Post-conditioning could protect brain by decreasing inflammatory

factors, increasing GFAP, which both from brain injury induced by myocardial ischemia reperfusion.
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前言

缺血再灌注损伤后，机体组织的自我修复是研究的热点之

一。星形胶质细胞在中枢神经系统中发挥着支持神经元、分泌

神经营养因子及免疫应答等重要功能[1,2]。在中枢神经系统受损

时，其发生活化进而使受损神经元得到修复。胶质纤维酸性蛋

白(glial fibrillary acidic protein, GFAP)作为构成神经胶质细胞

的主要细胞骨架蛋白，其表达的高低可以反映胶质细胞的功能

状态[3,4]。

我们的前期研究[5-7]发现心肌缺血再灌注会引起炎性因子

和氧自由基的增多，脑部虽然有血脑屏障的保护，但是这些介

质仍可以通过机体内的血液再分布进入其他脏器并导致相应

损伤，而后处理可以部分减轻再灌注损伤。因此，本研究拟观察

心肌缺血再灌注致脑损伤后，后处理对脑组织的自我修复的保

护作用，以期为临床脑保护及修复提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

SD大鼠购置于北京华阜康生物科技股份有限公司，IL-6、

IL-8，IL-10，GFAP购置于美国 Cell Signaling公司，荧光二抗购

置于美国 LI-COR公司，DW-2000型动物呼吸机购置于中国上

海嘉鹏科技有限公司，BX50显微摄影系统购置于日本 Olym-
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pus公司。

1.2 实验分组

雄性 SD大鼠(SPF级)24只，体重 200-220 g，采用随机数

表法分为 3组，(1) 假手术组 (Sham)、(2) 心肌缺血 /再灌注组

(IR)、(3)缺血后处理组(IPost)。

1.3 心肌缺血再灌注模型

大鼠腹腔注射 3 %戊巴比妥钠(50 mg/kg)，固定后连接心

电导联，行气管切开，呼吸机通气，分离股静脉并置管。开胸结

扎冠状动脉左前降支(LDA)，心电图见到明显的 ST短抬高(>0.

12 mV)，心前区变白，则认为造模成功。结扎时间为 30 min，松

开线结再灌注 120 min后取脑组织。再灌注成功标准[8,9]：ST段

回落，心尖恢复红润。结扎时间为 30 min，松开线结再灌注 120

min后取脑组织。假手术组只穿线，不结扎 LAD。后处理组于再

灌注前进行缺血后处理，再灌注 10 s，缺血 10 s，重复 3次。

1.4 指标检测

(1)制备石蜡切片，置于 4％多聚甲醛溶液中固定 24 h，HE

染色，光镜(× 400)下观察病理学结果；(2)Western blot法检测炎

性因子 IL-6、IL-8，IL-10：脑组织用裂解液提取蛋白，测定蛋白

浓度，采用聚丙烯酞胺凝胶电泳分离目的蛋白，冰浴转膜后，脱

脂奶粉室温封闭 1-2 h，一抗 4℃孵育过夜，次日荧光二抗孵育

1 h后 TBST清洗，红外成像系统扫膜，读取灰度值；(3)免疫组

化法检测 GFAP：切片入水，3％H2O2孵育 10 min，加入 GFAP

多克隆抗体，4℃孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔二抗，37℃孵育 20 min；滴加 SP，37℃孵育 20 min，DAB

显色，苏木素复染，常规脱水，透明，干燥，封片。

1.5 统计学处理

所有数据以均数± 标准差 (x± s) 表示，数据分析均采用

GraphPad Prism 6.0软件进行，组间比较采用方差分析。P<0.05

则认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 心肌缺血再灌注后脑组织病理切片

光镜下(400倍)，在假手术组中，皮层神经元胞浆丰富，排

列整齐，核圆而碱染呈蓝色。IR组中，皮层神经元结构遭到破坏。

胞浆空泡化，呈分布不均匀的淡红色，胞核固缩。IPost组中，细

胞结构基本恢复正常，大多数神经元胞膜完整，胞核清晰。

图 1 三组大鼠脑组织 HE染色

Fig. 1 H&E staining of the brain in three groups

2.2 心肌缺血再灌注后脑组织炎症因子

缺血再灌注损伤能引起脑组织炎症因子 IL-6，IL-8表达水

平增加，IL-10表达下降(P<0.01)；而缺血后处理可以降低脑组

织中炎症因子 IL-6，IL-8的表达，增加 IL-10的表达(P<0.01)。见

表 1，图 2。

Note: compared with group Sham: aP<0.01, compared with group IR: bP<0.01.

表 1 三组大鼠脑组织中炎症因子表达的比较(n=8, x± s)

Table 1 The expressions of inflammatory factor in three groups(n=8, x± s)

IL-6 IL-8 IL-10

Sham 1.0 1.0 1.0

IR 6.6± 0.5a 7.9± 0.4a 0.4± 0.1a

IPost 3.5± 0.3ab 3.9± 0.6ab 1.3± 0.2ab

2.3 心肌缺血再灌注后脑组织 GFAP的表达

与假手术组相比较，缺血再灌注损伤能引起脑组织 GFAP

表达增多 (P<0.01)；而缺血后处理可以显著增加脑组织中

GFAP的表达(P<0.01)。见图 3，4。I/R组散在分布 GFAP阳性的

星形胶质细胞，分布较稀疏，胞体较小，突起细小，而 IPost组有

大量密集的，GFAP阳性纤维互相交织的，胞体较大、突起粗长

的反应性星形胶质细胞。

3 讨论

星形胶质细胞是中枢神经系统最主要的胶质细胞，在正常
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图 2 三组大鼠脑组织中炎症因子 western blot表达条带

Fig.2 The western blot of inflammatory factor in three groups

图 3 三组大鼠脑组织中 GFAP表达的比较

Fig.3 GFAP of the brain in three groups

图 4 三组大鼠脑组织中 GFAP表达的比较

Fig.4 The expressions of GFAP in brain in three groups

Note: compared with group Sham: aP<0.01, compared with group IR:
bP<0.01.

情况下发挥着支持神经元、分泌神经营养因子、参与递质代谢、

物质运输、血脑屏障形成及免疫应答等重要作用[1,10]。在中枢神

经系统受损时，其发生活化反应进而使受损神经元得到修复，

促进轴突再生，并填充缺损神经组织[11,12]。

胶质纤维酸性蛋白是星形胶质细胞的主要成分，是构成神

经胶质细胞的主要细胞骨架蛋白，在维持星形胶质细胞的形态

和功能上有重要作用 [3,13]。在中枢神经系统正常组织中 GFAP

的表达水平较低，当中枢神经系统损伤导致星形胶质细胞反应

性增生时，GFAP的表达上调[14,15]。因此，GFAP被视为星形胶质

细胞增生和胶质瘢痕形成的敏感又可靠的指标。

本研究结果显示：缺血再灌注后，皮层神经元结构遭到破

坏，胞浆空泡化，呈分布不均匀的淡红色，胞核固缩，炎症因子

IL-6，IL-8表达水平显著增加，而抗炎因子 IL-10表达下降。结

果表明：心肌缺血再灌注会引起炎性因子的增多，这些介质可

以通过机体内的血液分布到脑组织并导致相应损伤。

本研究结果显示：缺血再灌注损伤能引起脑组织 GFAP表

达增多，而缺血后处理可以显著增加脑组织中 GFAP的表达。

GFAP作为客观反应星形胶质细胞增生程度和脑梗死后脑组

织病变程度的指标。其增生是脑梗死后的正常过程，对神经修

复和功能重建发挥着有利作用[16,17]。但同时应注意星形胶质细

胞的过度增生和胶质瘢痕形成对损伤修复的不利影响，其中最

典型的是抑制轴突的再生[18-20]。并可产生活性氧，释放毒性物

质，分泌有害细胞因子，破坏血脑屏障。

综上所述，心肌缺血后处理可以减少脑组织中炎症因子的

表达，增加 GFAP的表达，从而起到脑保护作用，但要同时注意

GFAP的过度增生带来的不利影响。
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