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研究报告

莫诺苷对脑缺血再灌注大鼠皮层肝细胞生长因子及
血管性血友病因子表达的影响

魏仁平１ꎬ２ꎬ孙芳玲２ꎬ刘婷婷２ꎬ程　 华２ꎬ艾厚喜２ꎬ
郭德玉２ꎬ田　 欣２ꎬ祝自新２ꎬ王宇峰２ꎬ郑文荣２ꎬ王　 文１ꎬ２ꎬ３

(１. 河北北方学院ꎬ河北 张家口　 ０７５０００ꎻ２. 首都医科大学宣武医院实验动物室ꎬ北京市老年病医疗研究中心ꎬ
北京　 １０００５３ꎻ３. 北京市脑重大疾病研究院ꎬ北京　 １０００６９)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究莫诺苷对脑缺血再灌注 ７ ｄ 大鼠患侧皮层肝细胞生长因子(ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＨＧＦ)及血管性血友病因子(ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬｖＷＦ)表达的影响ꎮ 方法 　 ２５ 只健康成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
(ＳＤ)大鼠采用改良 Ｚｅａｌｏｎｇａ 线栓法制备大鼠大脑中动脉阻塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＭＣＡＯ)模型ꎬ术后

随机分为假手术组、模型组、莫诺苷小剂量组、中剂量组及大剂量组ꎬ每组 ５ 只ꎮ 造模后 ３ ｈ 按照 ３０ꎬ ９０ꎬ ２７０ ｍｇ / ｋｇ
剂量每天一次灌胃给予莫诺苷ꎮ 免疫印迹法和免疫荧光法分别检测莫诺苷对脑缺血再灌注 ７ ｄ 大鼠患侧皮层

ＨＧＦ 及 ｖＷＦ 表达的影响ꎮ 结果　 脑缺血再灌注 ７ ｄ 后ꎬ免疫印迹法显示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组 ＨＧＦ 蛋白表达

显著升高(Ｐ < ０ ０１)ꎻ同模型组相比ꎬ莫诺苷给药组(３０ ｍｇ / ｋｇ、９０ ｍｇ / ｋｇ、２７０ ｍｇ / ｋｇ)ＨＧＦ 蛋白表达水平均显著升

高(Ｐ < ０ ０５ꎬＰ < ０ ０１ꎬＰ < ０ ００１)ꎮ 免疫荧光法显示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组 ｖＷＦ 表达显著升高(Ｐ < ０ ００１)ꎻ
同模型组相比ꎬ莫诺苷中、大剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ、２７０ ｍｇ / ｋｇ)ｖＷＦ 表达显著升高(Ｐ < ０ ０１ꎬＰ < ０ ００１)ꎮ 结论　 莫诺

苷可以上调 ＨＧＦ 及 ｖＷＦ 在脑内的表达ꎬ促进局灶性脑缺血大鼠血管新生ꎮ
【关键词】 　 莫诺苷ꎻ脑缺血再灌注ꎻ免疫印迹ꎻ免疫荧光ꎻＨＧＦꎻｖＷＦ
【中图分类号】 Ｒ￣３３２　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０１６) ０３￣００２４￣０５
ｄｏｉ: １０ ３９６９. ｊ. ｉｓｓｎ. １６７１ － ７８５６ ２０１６ ０３ ００６

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｉｎ
ｐｅｒｉ￣ｉｎｆａｒｃｔ ｃｏｒｔｅｘ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ

ＷＥＩ Ｒｅｎ￣ｐｉｎｇ１ꎬ２ꎬ ＳＵＮ Ｆａｎｇ￣ｌｉｎｇ２ꎬ ＬＩＵ Ｔｉｎｇ￣ｔｉｎｇ２ꎬ ＣＨＥＮＧ Ｈｕａ１ꎬ ＡＩ Ｈｏｕ￣ｘｉ２ꎬ ＧＵＯ Ｄｅ￣ｙｕ２ꎬ
ＴＩＡＮ Ｘｉｎ２ꎬ ＺＨＵ Ｚｉ￣ｘｉｎ２ꎬ ＷＡＮＧ Ｙｕ￣ｆｅｎｇ２ꎬ ＺＨＥＮＧ Ｗｅｎ￣ｒｏｎｇ２ꎬ ＷＡＮＧ￣Ｗｅｎ１ꎬ ２ꎬ３

(１. Ｈｅｂｅｉ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ ０７５０００ꎬＣｈｉｎａꎻ ２. Ｘｕａｎｗｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００５３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

３. Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｂｒａｉｎ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００６９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ２５ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＭＣＡＯ
ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ’ｓ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｈｅｎ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ５)ꎬ ｉｓｃｈｍｉａ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ５)ꎬ ａｎｄ
ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ ( ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｎ ＝ ５). Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ



ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ａｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ３０ ｍｇ / ｋｇꎬ ９０ ｍｇ / ｋｇ ａｎｄ ２７０ ｍｇ / ｋｇ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ < ０ ０１) ７
ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ (３０ ｍｇ / ｋｇꎬ９０ｍｇ /
ｋｇꎬ２７０ ｍｇ / ｋｇ) ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０ ０５ꎬ Ｐ < ０ ０１ꎬ Ｐ < ０ ００１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ( Ｐ < ０ ００１ ). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ (９０ ｍｇ / ｋｇꎬ ２７０ ｍｇ / ｋｇ ) ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０ ０１ꎬ Ｐ <
０ ００１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘꎬ
ｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒａｔ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅꎻ Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎻ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎻ ＨＧＦꎻ ＶＷＦ

　 　 成年动物缺血性脑损伤后可使神经血管单元

的微环境改变ꎬ能够诱导血管发生ꎬ但所诱发的神

经血管因子的高表达只是在短时间内有明显变化ꎬ
自体应激产生血管新生过程短暂ꎬ不足以恢复神经

血管单元稳态ꎬ因此需要通过外源性药物等作用增

强和加速内源性脑神经血管稳态重构ꎬ促进血管新

生ꎮ 肝 细 胞 生 长 因 子 ( ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＨＧＦ)是一种多肽生长因子ꎬ能特异性的促进内皮

细胞增殖[１]ꎬ进而促进缺血组织的血管新生ꎮ 因此

ＨＧＦ 可作为一种有效的促血管新生因子和神经保

护因子ꎬ对缺血性脑损伤后的血管新生和神经发生

等起 重 要 作 用[２]ꎮ 血 管 性 血 友 病 因 子 ( ｖｏｎ
ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬｖＷＦ)是由血管内皮细胞及巨核细

胞合成和分泌ꎬ是一种存在于血浆、内皮细胞表面

的糖蛋白ꎬ可作为血管内皮细胞的标记物[３]ꎮ
药物莫诺苷是从中药山茱萸中分离得到的单

体化合物ꎮ 前期研究发现ꎬ莫诺苷能减小局灶性脑

缺血再灌注大鼠脑梗死体积、促进内源性的神经干

细胞增殖、促进血管生成素 １(Ａｎｇ￣１)及其受体(Ｔｉｅ￣
２)的表达[４ － ８]ꎬ促进血管新生ꎮ 本研究采用 ＭＣＡＯ
模型观察脑缺血再灌注 ７ ｄ 后患侧皮层 ＨＧＦ 及

ｖＷＦ 的表达变化ꎬ进一步探讨莫诺苷对缺血性脑损

伤后血管新生的作用及机制ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 主要仪器和试剂

尼龙栓线ꎬ直径 ０ ２６ ｍｍ(２６３４ － １００):北京沙

东生物技术有限公司ꎻ超声波细胞破碎粉碎机:
ＪＹ９２￣ＩＩ 型ꎬ宁波市新芝科技研究所ꎻ电泳仪和小型

垂直电泳槽:美国 Ｂｉｏｒａｄ 公司ꎻ高分辨率多模式分

子成像系统:美国 Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ Ｈｅａｌｔｈ 公司ꎻ全波长酶

标仪:美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎮ ＨＧＦ 抗体:Ａｂｃａｍꎻ
β￣ａｃｔｉｎ 抗体:中山金桥ꎻｖＷＦ 抗体:ＭｉｌｌｉｐｏｒｅꎻＣＹ３￣标

记荧光二抗:Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎮ
化合物莫诺苷ꎬ白色结晶ꎬ由宣武医院药物研

究室自行从山茱萸中提取制备ꎬ高效液相色谱仪对

组分进行分析(Ｃ１８ 柱ꎬ柱温 ３５℃ꎬ乙腈 － 水混合

(１５:８５)洗脱糖苷类ꎬ流速 １ ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长

２４０ ｎｍ)ꎬ纯度 ９８ ５％ ꎮ
１ ２　 实验动物分组及给药

ＳＰＦ 级健康成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ 大鼠 ２５
只ꎬ体重 ２６０ ~ ２８０ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物中

心【ＳＣＸＫ(京)２００６ － ０００９】ꎬ由首都医科大学宣武

医院 ＳＰＦ 级实验动物室常规饲养【ＳＹＸＫ(京)２０１０
－ ００１３】ꎬ预适应环境 １ 周后进行实验ꎬ环境温度 ２４
± １℃ꎬ湿度 ５５ ± ５％ ꎮ 将大鼠编号 １ ~ ２５ 只ꎬ用随

机数字表法分为假手术组、模型组、莫诺苷小(３０
ｍｇ / ｋｇ)、中(９０ ｍｇ / ｋｇ)、大(２７０ ｍｇ / ｋｇ)剂量组ꎬ共
５ 组ꎬ每组 ５ 只ꎮ 莫诺苷溶于蒸馏水ꎬＭＣＡＯ 造模后

３ ｈ 按照 ３０、９０、２７０ ｍｇ / ｋｇ 剂量每天一次灌胃给药ꎬ
连续给药 ７ ｄꎮ 假手术组和模型组给予等体积的蒸

馏水ꎮ
１ ３　 ＭＣＡＯ 模型制备及行为学评分

模型的制备参照 Ｌｏｎｇａ 法[９]并稍加改进ꎮ 本实

验经过首都医科大学宣武医院伦理委员会评估ꎬ尊
重实验中动物的福利ꎮ 大鼠术前禁食不禁水 １２ ｈꎮ
称重后将体重在 ２６０ ~ ２８０ ｇ 之间的大鼠用 １０％ 水

合氯醛 ４ ｍＬ / ｋｇ 进行腹腔注射麻醉ꎮ 将麻醉后的大

鼠仰卧置于手术操作台上ꎬ用安尔碘进行颈部周围

消毒ꎮ 在大鼠右侧颈部切口约 ２ ｃｍ 后ꎬ对肌肉及筋

膜进行分离ꎬ注意避开甲状腺ꎮ 暴露右侧颈总动脉

(ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＣＣＡ)ꎬ分离出右侧颈内动脉

(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬ ＩＣＡ) 和颈外动脉 ( ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＥＣＡ)ꎮ 结扎 ＥＣＡ 接近分叉处及 ＣＣＡ
近心端ꎬ用动脉夹夹闭 ＩＣＡꎬ在 ＣＣＡ 用眼科剪剪一

个斜行的细小切口ꎬ将栓线小心插入ꎬ缓慢轻推栓

５２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



线进入 ＩＣＡꎬ直到产生阻挡感ꎬ说明栓线已经经 ＣＣＡ
分叉处ꎬ通过 ＩＣＡ 入颅进入了大脑中动脉(ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙꎬ ＭＣＡ)ꎬ到达了大脑前动脉( ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙꎬ ＡＣＡ)起始部ꎬ阻断 ＭＣＡ 的所有血

供ꎬ造成了大脑中动脉阻塞ꎮ 缝合肌肉ꎬ并在创口

处涂少量青霉素ꎬ以预防伤口感染ꎮ 栓塞 ３０ ｍｉｎ
后ꎬ用眼科镊缓慢向外拔出栓线ꎬ实现再灌注ꎮ 假

手术组大鼠不插入栓线ꎬ其余操作与 ＭＣＡＯ 手术组

相同ꎮ
ＭＣＡＯ 手术后的动物置于温控毯上 ３６ ５℃ ~

３７ ５℃保暖ꎬ直至动物苏醒后观察其行为ꎮ 采用

Ｌｕｄｍｉｌａ Ｂｅｌａｙｅｖ １２ 分评分法进行术后行为学评

分[１０]:１)提尾悬空试验:无明显神经功能缺失为 ０
分ꎬ梗死对侧肢体屈曲为 １ 分ꎬ侧推试验阳性为 ２
分ꎮ ２)前肢放置试验:Ａ 视觉亚试验ꎬ实验者将动

物握于手中ꎬ使其前爪悬空ꎬ让动物位于桌子前方ꎬ
自桌面上方 １０ ｃｍ 处向桌面缓慢斜线靠近ꎬ大鼠正

常反应为前肢即抓向桌面ꎬ损伤大鼠则表现为肢体

反应延迟ꎮ ０ 分:动物肢体放置反应正常ꎻ１ 分:反应

延迟但不超过 ２ ｓꎻ２ 分:反应延迟且超过 ２ ｓꎮ 侧方

刺激ꎬ让动物位于桌子侧方ꎬ实验检测方法及评分

标准同前方刺激ꎮ Ｂ 触觉亚实验:将动物双眼遮住ꎬ
并使其前爪悬空ꎬ用其前爪背刺轻触桌面ꎬ刺激深

度仅达皮肤和毛发ꎬ动物反应及评分通视觉试验ꎬ
触觉刺激同样分前方和侧方刺激ꎮ Ｃ 本体觉亚实

验:操作及评分同触觉亚实验ꎬ仅刺激深度不同ꎬ本
体觉亚实验给予前爪较大压力ꎬ刺激深达肌肉及关

节ꎮ 评分 ４ ~ １０ 分为造模成功ꎬ选择入组ꎮ 采用差

额补充方法补足各组设计所需大鼠数量ꎮ
１ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析 ＨＧＦ 蛋白表达

造模 ７ ｄ 后将大鼠用 １０％水合氯醛 ４００ ｍｇ / ｋｇ
腹腔注射麻醉ꎬ迅速剥离大脑并将脑膜剥去ꎬ取出

患侧皮层包入锡箔纸中ꎬ放入液氮中冻存片刻后ꎬ
于 － ８０℃保存ꎮ 取出患侧皮层于 ５ ｍＬ ＥＰ 管中称

重ꎬ加入预冷的裂解液 ７ μＬ / ｍｇ 新鲜组织、ＰＭＳＦ １
μＬ / １００ μＬ ＲＩＰＡꎬ冰上充分超声粉碎ꎮ ４℃ １２０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ 采用 ＢＣＡ 法定量蛋白浓

度ꎬ并加入裂解液ꎬ调节各组总蛋白浓度一致ꎮ 总

蛋白加入 ５ × 上样缓冲液 １: ４ 稀释ꎬ ９５℃ 变性

１０ ｍｉｎꎮ
取新鲜大鼠患侧皮层脑组织裂解提取蛋白ꎬ进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳(分离胶 １０％ ꎬ浓缩胶 ５％ )ꎬ每孔

加入 ５０ μｇ 样品ꎬ先恒压 ６０ Ｖ 电泳 ６０ ｍｉｎꎻ然后恒

压 ９０Ｖ 电泳至分离胶底部ꎬ电转移到硝酸纤维素膜

上ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ加入 １:１０００ 稀释的兔抗

大鼠 ＨＧＦ 单克隆抗体ꎬ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎬ再加入 １:２０００ 稀释的羊抗兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰꎬ
室温摇床孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬＥＣＬ 试剂显色、
曝光并拍照ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参ꎬ将曝光后的图片

导入软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 中分析ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１ ５　 免疫荧光分析 ｖＷＦ 表达水平

１ ５ １　 灌注及大脑切片

１０％ 水合氯醛 ４ ｍＬ / ｋｇ 腹腔注射麻醉ꎬ固定四

肢ꎬ迅速开胸暴露心脏ꎬ从左心室插管至主动脉根

部ꎬ在右心耳剪开一小口做出口ꎮ 快速灌注生理盐

水ꎬ待右心耳流出液无色透明时ꎬ换 ４％ 多聚甲醛

１５０ ｍＬ 快速灌注ꎬ之后稍减慢灌注速度至动物四肢

变硬ꎮ ３０ ｍｉｎ 后断头取脑ꎬ将脑组织浸于 ４％ 多聚

甲醛中ꎮ 固定完全后ꎬ将脑标本从后固定液中取

出ꎬ进行冠状面冰冻切片ꎬ厚度为 ４０ μｍꎮ
１ ５ ２　 免疫荧光染色

大脑切片用 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎻ置 ０ １％ Ｔｒｉｔｏｎ 破膜 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎻ加入 １０％正常山羊血清ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ倾
去ꎻ分别加入 １ ∶ ２００ 的 ｖＷＦ 一抗ꎬ４ ℃ 孵育 ２４ ｈꎬ
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ加入 ＣＹ３￣标记山羊抗鼠

ＩｇＧꎬ室温孵育 ２ ｈꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴一

滴封片剂封片ꎬ晾干ꎻ正置荧光显微镜观察并摄片ꎬ
采用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ ０ 图像分析软件计算 ｖＷＦ 阳

性血管的数目ꎮ
１ ６ 统计学处理

实验数据以`ｘ ± ＳＥＭ 表示ꎮ 应用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软

件进行单因素方差分析(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ采用

Ｓｃｈｅｆｆｅ 法进行组间两两比较ꎬ以 Ｐ < ０ ０５ 代表差异

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 免疫印迹法观察莫诺苷对缺血性脑损伤后

ＨＧＦ 表达的影响

脑缺血再灌注 ７ ｄ 后ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组

ＨＧＦ 蛋白表达显著升高(Ｐ < ０ ０１)ꎻ 同模型组大鼠

相比ꎬ莫诺苷给药小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)ＨＧＦ 蛋白表

达水平提高ꎬ具有统计学意义(Ｐ < ０ ０５)ꎻ莫诺苷

中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)和大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)ＨＧＦ
蛋白表达显著升高(Ｐ < ０ ０１ꎬＰ < ０ ０１) (图 １ꎬ表
１)ꎮ
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表 １　 免疫印迹法检测 ＨＧＦ 表达变化统计结果
Ｔａｂ. １　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｃｈａｎｇｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
组别
Ｇｒｏｕｐ

ＨＧＦ / β￣ａｃｔｉｎ
(Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ)

Ｐ 值
ｐ ｖａｌｕｅ

假手术组 (ｓｈａｍ) ０ ３３８４ ± ０ ００９６ ０ ００１
模型组(ｍｏｄｅｌ) ０ ５２９５ ± ０ ０２３３＃＃ －

莫诺苷小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(３０ ｍｇ / ｋｇ) ０ ６３３３ ± ０ ０２６３∗ ０ ０４４

莫诺苷中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(９０ ｍｇ / ｋｇ) ０ ６９６０ ± ０ ０１３７∗∗ ０ ００２

莫诺苷大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(２７０ ｍｇ / ｋｇ) ０ ８３９１ ± ０ ０１８２∗∗∗ ０ ０００

注:ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗Ｐ < ０ ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０ ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０ ００１ 与
模型组相比ꎻ ＃＃Ｐ < ０ ０１ 与假手术组相比ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗Ｐ < ０ ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０ ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０ ００１
ｖｓ. ｍｏｄｅｌꎻ ＃＃Ｐ < ０ ０１ ｖｓ. ｓｈａｍ.

２ ２　 免疫荧光法观察莫诺苷对缺血性脑损伤后

ｖＷＦ 阳性血管数目的影响

ｖＷＦ 免疫荧光染色结果显示:局灶性脑缺血后

７ ｄꎬ模型组梗死灶周围可以看见一些清晰的 ｖＷＦ
阳性血管结构(图 ２Ｂ)ꎬ莫诺苷给药中剂量组(９０
ｍｇ / ｋｇꎬ图 ２Ｄ)和大剂量组(图 ２Ｅ)的 ｖＷＦ 阳性血管

数量明显增多ꎮ 对 ｖＷＦ 阳性血管数量进行统计ꎬ结
果显示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组 ｖＷＦ 阳性血管数

量显著增加(Ｐ < ０ ００１)ꎻ与模型组相比ꎬ莫诺苷中、
大剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ、２７０ ｍｇ / ｋｇ)的 ｖＷＦ 阳性血管

数量显著增多(Ｐ < ０ ０１ꎬＰ < ０ ００１)ꎻ莫诺苷小剂

量组(３０ ｍｇ / ｋｇ) ｖＷＦ 阳性血管数量与模型组比无

明显差别(图 ２ꎬ表 ２)ꎮ

注:Ａ:假手术组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:莫诺苷小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ
Ｄ:莫诺苷中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＥ:莫诺苷大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ

图 ２　 各组大鼠患侧皮层 ｖＷＦ 免疫荧光染色

( × ２０ 标尺 ＝ ５０ μｍ)
Ｎｏｔｅ:Ａ:ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎻＢ:ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｃ:ｌｏｗ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ

Ｄ:ｍｉｄｄｌｅ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ(９０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ
Ｅ:ｈｉｇｈ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ(２７０ ｍｇ / ｋｇ) .

Ｆｉｇ. ２　 ｖＷＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｓｔｒａｉｎｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ( × ２０ Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ)

表 ２　 免疫荧光检测 ｖＷＦ 血管数量统计结果
Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖＷＦ ｖｅｓｓｅｌｓ

ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐ

ｖＷＦ ｖｅｓｓｅｌｓ / ｍｍ２

(Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ)
Ｐ 值

ｐ ｖａｌｕｅ
假手术组(Ｓｈａｍ) １０ ２０００ ± ０ ８６０２ ０ ０００
模型组(Ｍｏｄｅｌ) ２９ ４０００ ± ２ ９４２８＃＃＃ －

莫诺苷小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(３０ ｍｇ / ｋｇ) ３１ ４０００ ± １ １６６２ １ ０００

莫诺苷中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(９０ ｍｇ / ｋｇ) ４８ ８０００ ± ２ １５４１∗∗ ０ ０１

莫诺苷大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(２７０ ｍｇ / ｋｇ) ６３ ８０００ ± １ ８５４７∗∗∗ ０ ０００

注:ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗∗Ｐ < ０ ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０ ００１ 与模型组相比ꎻ
＃＃＃Ｐ < ０ ００１ 与假手术组相比ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗∗Ｐ < ０ ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０ ００１ ｖｓ. ｍｏｄｅｌꎻ
＃＃＃Ｐ < ０ ００１ ｖｓ. ｓｈａｍ.

３　 讨论

脑卒中因其高致残率及高死亡率已严重威胁

人类健康ꎬ成为我国居民第二死因和成人第一位致

残原因[１１]ꎮ 其中ꎬ缺血性脑卒中ꎬ在中国脑血管疾

病中居第一位[１２]ꎬ因此一直以来是临床研究的热

点ꎮ 对于缺血性脑卒中来说ꎬ脑血管重塑过程依赖

于局部产生的血管生长因子ꎬ当局部组织损伤后ꎬ
刺激血管生长因子释放ꎬ然后到达预先存在的血管

内皮细胞ꎬ刺激其发生一系列生物活性和表型的改

变ꎬ进而使血管芽生ꎬ形成有功能腔的导管[１３]ꎮ 新

生的血管可为神经发生提供神经营养因子ꎬ并为新

生的神经细胞迁移到缺血周边区域提供依附的支

架ꎬ是梗死周边区域脑组织抗损伤和神经元修复的

结构基础[１４ － １６]ꎮ 此外ꎬ有研究表明缺血性脑损伤患

者脑内新生血管密度与患者的存活时间存在相关

性ꎬ新生血管密度增加多的患者ꎬ预后较好[１７]ꎮ
肝细胞生长因子 ＨＧＦ 等能通过不同的分子途

径促进内皮细胞的分裂和增殖从而促进缺血组织

的血管新生[１８]ꎮ Ｍｉｙａｇａｗａ[１９]等将载有 ＨＧＦ 基因的

质粒转染入小鼠心梗心肌ꎬ发现能活化转录因子

ＥＴｓꎬ使梗死范围减少ꎬ梗死区血管新生较单纯心肌

细胞移植组显著增加ꎮ ＨＧＦ 过表达能刺激血管新

生和侧支血管形成[２０]ꎮ 可见ꎬＨＧＦ 在新生血管形

成过程中发挥重要的作用ꎮ 并且不论在体内还是

体外试验ꎬ ＨＧＦ 的促血管生成活性已被证实比

ＶＥＧＦ 及 ｂＦＧＦ 更强一些[２１ － ２２]ꎮ
ｖＷＦ 是一种大分子糖蛋白ꎬ内皮细胞是血浆

ｖＷＦ 的主要合成场所ꎮ ｖＷＦ 在成人糖尿病和心血

管疾病中表达升高ꎬｖＷＦ 水平升高是内皮细胞损伤

７２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



或激活的标志[２３]ꎮ ｖＷＦ 是血管内皮细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＶＥＣ)特异性标志之一[２４]ꎬ因此常

用来鉴定 ＶＥＣꎬ检测血管新生ꎮ
本研究发现ꎬ在大鼠局灶性脑缺血再灌注 ７ ｄ

时ꎬ模型组患侧皮层 ＨＧＦ、ｖＷＦ 表达明显上调ꎬ提示

缺血性脑损伤使脑梗死边缘区神经血管微环境改

变ꎬ诱导 ＨＧＦ 的表达短时间内升高ꎬ血管数量增加ꎮ
而灌胃给予莫诺苷后ꎬＨＧＦ、ｖＷＦ 表达水平比模型

组进一步提高ꎬ且升高水平与莫诺苷给药剂量表现

出正相关趋势ꎬ表明莫诺苷能促进缺血性脑损伤后

ＨＧＦ 的表达增强ꎬ促进内皮细胞增殖ꎬ进而促进血

管新生ꎮ 结合前期的研究ꎬ莫诺苷对局灶性脑缺血

再灌注大鼠血管新生相关因子血管生成素 １ 及其受

体 Ｔｉｅ￣２ 具有显著的促进作用[１３]ꎬ我们推测莫诺苷

通过促进 ＨＧＦ 表达ꎬ改善神经血管修复的微环境ꎬ
进而发挥促血管新生的作用ꎮ
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Ｉｓｃｈｅｍｉａ: Ｃｈｏｉｃｅ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｇｅｎｔ [ Ｊ ] . Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｅｎｄｏｃｒ
Ｍｅｔａｂ Ａｇｅｎｔｓ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１４ꎬ １４ (１): ３２ － ３９.

[２２] 　 Ｎａｋａｍｕｒａ Ｍꎬ Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｔꎬ Ｍａｔｓｕｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＡｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｉｌｍａｎｎｉｉ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｃｏｓａ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｍｐｈｏｍａ: ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃ￣Ｍｅｔ ａｎｄ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ[Ｊ] . Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２９
(４): ７０ － ７６.

[２３] 　 Ｌｉｐ ＧＹꎬ Ｂｌａｎｎ Ａ. Ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ: ａ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ [ Ｊ]? Ｃａｒｄｉｏｖａｓｅ
Ｒｅｓꎬ １９９７ꎬ ３４(２): ２５５ － ２６５.

[２４] 　 Ｊａｆｆｅ ＥＡꎬ Ｎａｃｈｍａｎ ＲＬꎬ Ｂｅｃｈｅｒ ＣＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉ ａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏ ｇｉｃ ｃｒｉｔｅｒｉａ[Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ １９７３ꎬ
５２: ２７４５ － ２７５６.

〔修回日期〕２０１５ － １１ － ２３

８２ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３




