
第 ３７ 卷　 第 ４ 期

２０２３ 年　 　 ８ 月

长治医学院学报
ＪＯＵＲＮＡＬ　 ＯＦ　 ＣＨＡＮＧＺＨＩ　 ＭＥＤＩＣＡＬ　 ＣＯＬＬＥＧＥ

Ｖｏｌ．３７　 Ｎｏ．４
Ａｕｇ．　 ２０２３

基金项目：山西省基础研究项目（２０２３０３０２１２１１３２６）
作者单位：山西大同大学医学院（山西 大同 ０３７００９）
作者简介：李加善，男，本科，实验师，研究方向：脑缺血的神经保护；通信作者：彭志锋，男，博士，副教授，研究方向：脑缺血的神经保护；

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐｚｆ１８１＠ １２６．ｃｏｍ。

硝苯地平预处理对大鼠脑缺血再灌注损伤的影响

李加善　 杨德兵　 彭志锋

摘　 要　 目的：探讨硝苯地平对脑缺血 ／ 再灌注（Ｉ ／ Ｒ）大鼠大脑的保护作用。 方法：将 ３０ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠随机分为假手术（ｓｈａｍ）组、Ｉ ／ Ｒ 组和硝苯地平＋Ｉ ／ Ｒ 组，每组 １０ 只大鼠。 Ｉ ／ Ｒ 组大鼠阻断左颈总动脉

１ ｈ，再灌注 ２４ ｈ；硝苯地平＋Ｉ ／ Ｒ 组于手术前 ２ ｈ 通过导管口服给药硝苯地平（１０ μｇ·ｋｇ－１），手术方法同 Ｉ ／ Ｒ
组。 根据 ２，３，５－氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色法计算各组大鼠脑梗死体积，通过苏木精－伊红（ＨＥ）染色观

察各组大鼠缺血脑组织病理学改变，通过 ＥＬＩＳＡ 分析各组大鼠脑组织丙二醛（ＭＤＡ）、总谷胱甘肽（ｔＧＳＨ）、环
氧化酶 １（ＣＯＸ－１）、环氧化酶 ２（ＣＯＸ－２）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）含量。 结果：与 Ｓｈａｍ 组梗死体积（０）相

比，ＩＲ 组大鼠梗死体积［（３５. ３±４. １）％］增加（Ｐ＜０. ０５）；与 ＩＲ 组相比，硝苯地平组大鼠梗死体积［（２３. ６±
３. ０）％］降低（Ｐ＜０. ０５）；与 Ｓｈａｍ 组相比， Ｉ ／ Ｒ 组大鼠 ＭＤＡ［（１５. ０ ± １. ６） ｎｍｏｌ·ｍｇ－１］ 和 ＣＯＸ－２ 水平

［（２７. ４±２. ９） μ·ｍｇ－１］增高，ＣＯＸ－１［（３. １±０. ４） μ·ｍｇ－１］、ｔＧＳＨ［（２. １±０. ２） ｎｍｏｌ·ｍｇ－１］和 ＳＯＤ 水平

［（２１. ０±２. ３） μ·ｍｇ－１）］降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０. ０５）；与 Ｉ ／ Ｒ 组相比，硝苯地平组大鼠 ＭＤＡ
［（５. ７±０. ６） ｎｍｏｌ·ｍｇ－１］和 ＣＯＸ－２ 水平［（５. ０±０. ６） μ·ｍｇ－１］降低，ＣＯＸ－１［（９. ７±０. ９） μ·ｍｇ－１］、ｔＧＳＨ
［（５. ６±０. ６） ｎｍｏｌ·ｍｇ－１］和 ＳＯＤ 水平［（４２. ３±４. ６） μ·ｍｇ－１］增高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０. ０５）。 结

论：硝苯地平对脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤具有神经保护作用；这种作用可能与提高脑组织抗氧化能力，抑制炎症细胞因

子过度分泌有关。
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　 　 脑缺血是世界范围内导致死亡的主要原因之

一。 脑缺血损伤临床治疗原则之一是尽早恢复血

液再灌注。 然而，再灌注本身可能导致脑损伤、脑
水肿、脑出血和神经元死亡，这种现象被称为缺

血 ／再灌注（ Ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ ／ Ｒ）损伤。 氧化

应激与炎症细胞因子过量产生与 Ｉ ／ Ｒ 密切相

关［１］。 以往研究证实，不同中医药对脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤

具有神经保护作用［２］ 。 但临床常用西药的保护

作用报道较少。 有研究表明，二氢吡啶类钙通道

阻滞剂硝苯地平对缺氧和 Ｉ ／ Ｒ 时细胞损伤具有

保护作用［３］ 。 硝苯地平可抑制脂质过氧增加，并
表现出抗氧化活性和抗凋亡性质［４］ 。 本研究通

过测量 Ｉ ／ Ｒ 损伤大鼠脑梗死体积，并进行组织病

理学检查，测定氧化应激指标、炎症和抗氧化指

标，如丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、总谷胱甘

肽（ ｔｏｔａｌ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ， ｔＧＳＨ）、环氧化酶 １、 ２ （ Ｃｙ⁃
ｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ １、２；ＣＯＸ－１ 和 ＣＯＸ－２）和超氧化物

歧化酶 （ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ） 水平。 来探

讨硝苯地平抑制脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤的作用机制。 现报

道如下。

１　 材料和方法

１. １　 实验动物及分组

　 　 雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠（２４０～ ２６０ ｇ），购于北京维通

利华实验动物技术有限公司 （动物许可证号：
ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１１）。 大鼠随机分为 ３ 组：假手

术（ Ｓｈａｍ 组）、 Ｉ ／ Ｒ 组和硝苯地平 ＋ Ｉ ／ Ｒ 组，每组

１０ 只大鼠。
１. ２　 实验试剂

　 　 硝苯地平控释片（拜耳医药保健有限公司）；
２，３，５－氯化三苯基四氮唑（２，３，５－Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏ⁃
ｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）和苏木精－伊红（ Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃
ｅｏｓｉｎ ，ＨＥ） 染料（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（南京博研生物科技有限公司）。
１. ３　 实验方法

１. ３. １　 Ｉ ／ Ｒ 模型制备 　 腹腔注射戊巴比妥钠

（３０ ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉大鼠。 然后在颈部腹面作中线

切口显露右侧颈总动脉，用钝性解剖法分离迷走

神经附近邻近组织的肌肉，分离颈动脉分叉，仔细

分离颈外动脉、颈内动脉、枕动脉和翼腭动脉。 将

细丝经颈外动脉插入颈内动脉阻断大脑中动脉

（Ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ， ＭＣＡＯ）， 阻 断

６０ ｍｉｎ后牵拉单丝诱导再灌注，在再灌 ２４ ｈ 后进行

相关检测［５］。 模型成功标志是手术后出现手术侧肢

体瘫痪，站立不稳。 Ｓｈａｍ 组除不插入细丝外，其余

手术均相同。 硝苯地平组在手术前 ２ ｈ 通过导管口

服给药（１０ μｇ·ｋｇ－１）。

１. ３. ２　 ＴＴＣ 染色 　 再灌注 ２４ ｈ 后，大鼠在深麻

醉后快速采集脑缺血半影区（正常脑组织和缺血

病灶之间有一形态和结构过渡区，该区着色和细

胞形态结构界于病灶和正常脑组织之间，即缺血

半影区），冠状面切片，５ μｍ 厚。 切片在 ３７ ℃ 的

ＴＴＣ 染液中培养 ３０ ｍｉｎ，非梗死区染为红色，梗死

区呈灰白色。 梗死体积 ＝ （对侧半球体积－非梗死

同侧半球体积） ／对侧半球体积 × １００％。
１. ３. ３　 组织病理学检查 　 再灌注 ２４ ｈ 后，各组

大鼠脑缺血半影区用酒精 （ ７０％、 ８０％、 ９０％ 和

１００％）处理样本，使组织脱水，然后在 １０％甲醛溶

液中固定，组织通过二甲苯并包埋在石蜡中，取石

蜡切片 ５ μｍ，ＨＥ 染色。
１. ３. ４　 ＥＬＩＳＡ 分析　 再灌注 ２４ ｈ 后，各组大鼠脑

缺血半影区在 １０％冰冷磷酸盐缓冲液中匀浆，然
后离心（×４ ０００ ｒｐｍ），取上清液进行相关检测。 按

照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒规定的步骤检测缺血半影区中

ＭＤＡ、ｔＧＳＨ、ＣＯＸ－１、ＣＯＸ－２ 和 ＳＯＤ 水平。
１. ４　 统计学分析

　 　 数据采用 ＳＰＳＳ２２. ０ 统计软件分析，符合正

态分布的计量资料以均数±标准差（ �ｘ ± ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析及 Ｔｕｋｅｙ’ ｓ 检

验，以 Ｐ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２. １　 硝苯地平对脑梗死体积影响

　 　 与 Ｓｈａｍ 组相比， Ｉ ／ Ｒ 组大鼠梗死体积增加

（ ｔ＝ ５８. ６７３，Ｐ＜０. ００１）；与 ＩＲ 组相比，硝苯地平组

大鼠梗死体积降低 （ ｔ ＝ １３. ３２８，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见

图 １、表 １。

图 １　 各组大鼠典型 ＴＴＣ 染色

Ｆｉｇ．１　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

８４２
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表 １　 各组大鼠脑梗死体积比较（�ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（�ｘ±ｓ）

组别 例数 梗死体积 ／ ％

Ｓｈａｍ 组 ５ ０

Ｉ ／ Ｒ 组 ５ ３５. ３±４. １

硝苯地平组 ５ ２３. ６±３. ０

２. ２　 硝苯地平对组织病理学影响
　 　 Ｓｈａｍ 组大鼠神经元、胶质细胞、血管结构形态

正常。 Ｉ ／ Ｒ 组大鼠神经元胞周水肿，星形胶质细胞

形态异常变性，提示神经元 ／胶质细胞凋亡，凋亡

小体和血管扩张充血。 硝苯地平组血管充血减

少，细胞周水肿消失，星形胶质细胞未变性。 见

图 ２。

１：神经元；２：血管；３：星形胶质细胞；４：少突胶质细胞；５：小胶质细胞

图 ２　 各组大鼠病理学表现（ＨＥ 染色，２００×）
Ｆｉｇ．２　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（２００×）

２. ３　 硝苯地平对氧化应激、炎症和抗氧化

指标影响
　 　 与 Ｓｈａｍ 组相比，Ｉ ／ Ｒ 组大鼠 ＭＤＡ（ ｔ＝ １７. ８７２，
Ｐ＜０. ００１）和 ＣＯＸ－２（ ｔ ＝ ２３. ４２１，Ｐ＜０. ００１）水平增

高，ＣＯＸ － １ （ ｔ ＝ １６. ３２７， Ｐ ＜ ０. ００１ ）、 ｔＧＳＨ （ ｔ ＝
１４. ９８３，Ｐ＜０. ００１）和 ＳＯＤ（ ｔ＝ １２. ３８２，Ｐ＜０. ００１）水

平降低；与 Ｉ ／ Ｒ 组相比，硝苯地平组大鼠 ＭＤＡ（ ｔ ＝
１７. ４３６，Ｐ ＜ ０. ００１） 和 ＣＯＸ － ２ （ ｔ ＝ ２１. ２７９， Ｐ ＜
０. ００１）水平降低，ＣＯＸ－１（ ｔ ＝ １８. ０３７，Ｐ＜０. ００１）、
ｔＧＳＨ（ ｔ＝ １３. ３６２，Ｐ＜０. ００１）和 ＳＯＤ（ ｔ ＝ １１. ８７３，Ｐ＜
０. ００１）水平增高。 见表 ２。

表 ２　 各组大鼠氧化应激、炎症和抗氧化指标比较（�ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（�ｘ±ｓ）

组别 例数 ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） ＣＯＸ－１ ／ （μ·ｍｇ－１） ＣＯＸ－２ ／ （μ·ｍｇ－１） ｔＧＳＨ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） ＳＯＤ ／ （μ·ｍｇ－１）

Ｓｈａｍ 组 ５ ４. ９±０. ５ １０. ５±１. ４ ４. ３±０. １ ６. ０±０. ６ ４４. ６±５. １

Ｉ ／ Ｒ 组 ５ １５. ０±１. ６ ３. １±０. ４ ２７. ４±２. ９ ２. １±０. ２ ２１. ０±２. ３

硝苯地平组 ５ ５. ７±０. ６ ９. ７±０. ９ ５. ０±０. ６ ５. ６±０. ６ ４２. ３±４. ６

３　 讨论

Ｉ ／ Ｒ 损伤是多种病理生理机制参与的复杂反

应，主要涉及氧化应激、炎症反应、凋亡、自噬，以
及兴奋性氨基酸毒性作用等［６］。 减少脑梗死体

积、减轻神经功能缺损症状，改善患者生存质量等

是临床需要解决的难题。 本研究旨在探讨硝苯地

平对大鼠脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤的神经保护作用，对于改善

脑梗死患者临床症状、 减轻神经缺损程度、提高生

活质量具有重要意义。

本研究发现，硝苯地平显著减少 Ｉ ／ Ｒ 大鼠脑

梗死体积。 此前已有研究表明，硝苯地平通过抑

制线粒体细胞色素 ｃ 释放、ｃａｓｐａｓｅ－９ 激活以及随

后 ｃａｓｐａｓｅ－３ 激活来抑制缺血后细胞凋亡［７］。 根

据组织病理学分析，硝苯地平预处理大鼠未见神

经元细胞周水肿、星形胶质细胞变性、血管结构扩

张充血。 研究表明细胞损伤与细胞内 Ｃａ２＋升高有

关［８］，而 Ｉ ／ Ｒ 导致组织中细胞内 Ｃａ２＋ 增加［９－１０］。
细胞内 Ｃａ２＋增加激活依赖于 Ｃａ２＋胞浆蛋白酶。 胞

质蛋白酶将细胞内次黄嘌呤脱氢酶转化为黄嘌呤

９４２
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氧化酶，是活性氧的主要来源。 活性氧产生增加，
氧化细胞膜脂质，导致 ＭＤＡ 等有害产物产生［１１］。
本研究结果显示，硝苯地平组大鼠大脑组织中

ＭＤＡ 水平降低，表明硝苯地平可能抑制了脑组织

中活性氧增加，保护脑组织免受氧化损伤。 ＣＯＸ－
２ 水平升高与组织中氧化应激和炎症有关［１２］。 缺

血期间细胞内 Ｃａ２＋增加激活磷脂酶 Ａ２ 是 Ｉ ／ Ｒ 损

伤重要机制之一［１３］。 磷脂酶 Ａ２ 增加膜磷脂产生

花生四烯酸，然后 ＣＯＸ－２ 激活并释放花生四烯酸

中的前列腺素和活性氧［１４］。 本研究结果显示，大
鼠 Ｉ ／ Ｒ 损伤后大脑皮质组织中 ＣＯＸ－２ 水平升高，
经硝苯地平预处理后，ＣＯＸ－２ 水平降低。 硝苯地

平抑制 Ｉ ／ Ｒ 后 ＣＯＸ－２ 活性升高可能是由于它阻

断了缺血时 Ｃａ２＋ 进入细胞通路。 但在本研究中，
硝苯地平组大鼠 ＣＯＸ－１ 水平升高，而 ＣＯＸ－２ 水

平降低，对于 ＣＯＸ－１ 与 ＣＯＸ－２ 在 Ｉ ／ Ｒ 损伤中的

作用，以及通过什么途径起不同的作用，均有待进

一步研究。 此外，过度产生活性氧被谷胱甘肽和

其他内源性抗氧化剂中和，特别是包括 ＳＯＤ 和

ｔＧＳＨ等抗氧化酶在内的人体防御系统，在神经元

细胞抵抗活性氧诱导的细胞死亡中起着关键作

用［１４］。 谷胱甘肽作为酶反应的辅助因子，可储存

半胱氨酸，调节包括 ＤＮＡ 和蛋白质合成、细胞因子

产生、免疫反应和蛋白质谷胱甘肽化［１５］。 硝苯地

平可能通过 Ｃａ２＋通道抑制 Ｉ ／ Ｒ 后组织中活性氧增

加，从而降低 ｔＧＳＨ 消耗。
本研究仍存在不足之处。 首先，成模样本量

较小；其次，未对不同时间点（再灌注 ７ ｄ 内）各指

标变化趋势进行观察，将在后续研究中展开。 总

之，本研究结果表明，硝苯地平对大鼠脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤

有一定的保护作用，这种作用可能与提高脑组织

抗氧化能力，抑制炎症细胞因子过度分泌有关。
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