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腺病毒介导 5MFV!#U 基因转移对
新生大鼠缺氧缺血性脑损伤的保护作用

张珊珊!郑湘榕!杨于嘉!钟乐!王霞!谢岷!余小河

"中南大学湘雅医院儿科!湖南 长沙&]!"""%$

&&!摘&要"&目的&研究腺病毒介导的血管内皮生长因子%5MFV'!#U 基因转移对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤

%IZB9'的神经保护作用* 方法&采用细菌内同源重组技术构建 E2H5MFV腺病毒重组载体* A 日龄 J043C@.H93TH

6.>大鼠随机分成 ] 组#假手术组%/ h$"')IZB9组%/ h$U')病毒缓冲液移植组%B@LL.4组#/ h$"'#E2H5MFV移植

组%E2H5MFV组#/ h$U'* 使用;):.法制成IZB9模型#E2H5MFV移植组和B@LL.4组在IZB9后 Q 2于大鼠左侧感

觉运动皮层区分别立体定位注射 $

!

X重组体腺病毒悬液或病毒缓冲液$移植后 A 2 采用 ;RH1';法检测鼠脑

5MFV!#U /;8E的表达$采用原位缺口末端标记法%R_8MX法'检测鼠脑皮质神经元凋亡情况$ 采用免疫组织化

学法分别检测5MFV蛋白表达及'9Q] 表达计数大脑皮质微血管密度$Q" 日龄时采用放射型迷宫觅水试验进行行

为学测试#QU 日龄采用苏木精H伊红染色观察鼠脑组织病理学* 结果&E2H5MFV组5MFV!#U 基因表达较IZB9组

及B@LL.4组明显增高%Kk"7"U'$E2H5MFV组脑细胞凋亡数目较IZB9组及B@LL.4组减少%Kk"7"U'$E2H5MFV组

平均大脑皮质微血管数及5MFV蛋白表达较IZB9组及B@LL.4组明显增多%Kk"7"U'$ E2H5MFV组行为学测试成

绩较IZB9组及B@LL.4组改善%Kk"7"U'$ E2H5MFV组鼠脑皮层神经元变性坏死较 IZB9组及 B@LL.4组减轻* 结

论& 腺病毒载体介导的5MFV!#U 基因转移可增加新生鼠脑组织5MFV!#U /;8E及5MFV蛋白的表达#减少脑细

胞凋亡)增加新生脑血管形成#减轻缺氧缺血性脑损伤#改善远期学习记忆功能*

!中国当代儿科杂志#>??@#A?$B%&ZNZ CZT>"

!关&键&词"&缺氧缺血性脑损伤$ 血管内皮生长因子$ 基因转移$ 新生大鼠
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&&74$%&*(%& 849-(%)6-&R,)*<.?-)C3-.-(.04,-.:-)<..LL.:-?,L32.*,<)4@?H/.2)3-.2 <3?:@634.*2,-(.6)36C4,T-( L3:-,4

%E2H5MFV'!#U C.*.-43*?L.43C3)*?-(>0,N):H)?:(./):S43)* 23/3C.%IZB9' )* *.,*3-3643-?7:-%5"+$&E2H5MFV

4.:,/S)*3*-32.*,<)4@?T3?:,*?-4@:-.2 S>S3:-.4)36(,/,6,C,@?4.:,/S)*3-),* -.:(*,6,C>7J.<.*H23>H,62 J043C@.H93T6.>

43-?T.4.43*2,/6>3??)C*.2 -,] C4,@0?& ?(3/H,0.43-.2 %/ h$"'# IZB9%/ h$U'# S@LL.4H-4.3-.2 %/ h$"'# 3*2 E2H

5MFVH-4.3-.2 %/ h$U'7R(.IZB9/,2.6T3?04.034.2 S>0.4/3*.*-,::6@?),* ,L6.L-:,//,* :34,-)2 34-.4># L,66,T.2 S>

.N0,?@4.-,% \ ,N>C.* L,4$ (4?7Z* -(.E2H5MFVH-4.3-.2 3*2 -(.B@LL.4H-4.3-.2 C4,@0?# $

!

X4.:,/S)*3*-32.*,<)4@?
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-43*?063*-3-),*# 5MFV!#U /;8E.N04.??),* T3?2.-.:-.2 @?)*C;RH1';78.@4,*3630,0-,?)?T3?2.-.:-.2 S>-(.-.4/)*36

2.,N>*@:6.,-)2>6-43*?L.43?.H/.2)3-.2 S),-)*>63-.2 2.,N>@4)2)*.-4)0(,?0(3-.*):c.6.*2 63S.6)*C%R_8MX'7'9Q] 3*2
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:,/034.2 T)-( -(3-)* -(.@*-4.3-.2 IZB93*2 -(.S@LL.4H-4.3-.2 C4,@0?%Kk"7"U'7=):4,<3?:@6342.*?)->3*2 5MFV

0,?)-)<.:.66?)*:4.3?.2 )* -(.E2H5MFVH-4.3-.2 C4,@0 :,/034.2 T)-( -(3-)* -(.@*-4.3-.2 IZB93*2 -(.S@LL.4H-4.3-.2

C4,@0?%Kk"7"U'7Z* -(.432)3634//3K.-.?-# -(.E2H5MFVH-4.3-.2 C4,@0 (32 /,4.)/04,<.2 3:().<./.*-?-(3* -(.

IZB93*2 -(.S@LL.4C4,@0?%Kk"7"U'78.@4,*362.C.*.43-),* 3*2 *.:4,?)?T.4.6.??.*.2 )* -(.E2H5MFVH-4.3-.2 C4,@0

:,/034.2 T)-( -(.IZB93*2 -(.S@LL.4C4,@0?7!"#(.'$)"#$&E2H5MFVC.*.-43*?L.4:3* )*:4.3?.-(..N04.??),* ,L5MFV

/;8E3*2 5MFV04,-.)*# 2.:4.3?.*.@4,*3630,0-,?)?# 3*2 )*:4.3?.3*C),0,).?)?)* -(.S43)*7R()?3--.*@3-.?S43)*

23/3C.3*2 )/04,<.?6,*CH-.4/6.34*)*C3*2 /./,4>L@*:-),*?)* *.,*3-3643-?3L-.4IZB97

!!5)#< !"#%-/,=-+)*%&# >??@# A? %B'&ZNZ CZT>"

&&E-0 F"&+$&&I>0,N):H)?:(./):S43)* 23/3C.$ 53?:@634.*2,-(.6)36C4,T-( L3:-,4$ F.*.-43*?L.4$ 8.,*3-3643-?

&&新生儿缺氧缺血性脑病% (>0,N):H)?:(./):.*H

:.0(36,03-(>#IZM'是围生期新生儿常见的中枢神经

系统病变#是导致患儿发生脑瘫)智力障碍的重要原

因!!"

#尽管当前围产医学得到了长足的发展#但目

前对于其治疗仅限于对症支持#尚无特效治疗方法#

故本病一直是当今围产医学研究领域的重要课题之

一* 血管内皮生长因子%<3?:@634.*2,-(.6)36C4,T-(

L3:-,4#5MFV'是一种内皮细胞特异的有丝分裂原#

直接作用于血管内皮细胞刺激其增殖)迁移#形成新

生血管#中枢神经系统血管新生对神经系统的成型

及保护具有重要的作用!$"

* 此外#5MFV在新血管

形成之前对神经组织有直接保护作用#这有助于延

长细胞的存活时间#直到新血管形成#减轻神经元损

伤!Q"

* 使用5MFV治疗成年大鼠急性脑梗死取得良

好效果!]"

#目前尚未见 5MFV基因治疗新生鼠脑损

伤的报道* 为了探索新生儿 IZM新的治疗途径#本

实验利用新生大鼠缺氧缺血性脑损伤% (>0,N):H)?H

:(./):S43)* 23/3C.# IZB9'模型#观察了腺病毒介

导5MFV!#U 基因转移对 IZB9时 5MFV!#U /;8E

及蛋白的表达)脑细胞凋亡)脑血管形成及神经行为

学的影响#以期探讨腺病毒介导的 5MFV基因治疗

新生大鼠 IZB9的可行性#为脑损伤的治疗研究提

供了新的实验方法*

AJ材料与方法

A7AJ实验动物分组

健康 A 日龄 J043C@.H93T6.>%J9'大鼠#由中南

大学实验动物中心提供#雌雄不拘#体重在 !$ l!U C

之间#随机分为假手术组% / h$"')IZB9组% / h

$U')病毒缓冲液移植组 %B@LL.4组# / h$"')E2H

5MFV移植组%E2H5MFV组#/ h$U'* 假手术组大

鼠行假手术#仅予以分离左颈总动脉#不予结扎和缺

氧* 移植组大鼠在IZB9后 Q 2进行移植*

AU>J[WLP模型制作

按照;):.法制成IZB9模型!U"

#A 日龄 J9新生

大鼠乙醚吸入麻醉后取仰卧位# 颈部正中切口#游

离并结扎左侧颈总动脉#缝合皮肤切口后返回母鼠

笼中恢复 $ (#而后置于 QAf恒温的 !X自制有机玻

璃缺氧舱%方底拱顶密闭装置#其一侧的近底部和

对应一侧的近顶部各有一 ! :/[! :/小孔分别与

氮氧混合气源)测氧仪连接'中#以 ! l$ X̂/)* 的速

度输入氧浓度为%% m"7!'\的氮氧混合气体#底层

铺有钠石灰以吸收 'P

$

及湿气#持续缺氧 $ (* 实

验结束后将大鼠放回鼠笼由母鼠行母乳喂养* 进行

行为学观察的大鼠于 $! 日龄断奶#断奶后按性别分

笼饲养*

A7NJ脑内移植

本研究组已构建 E2H5MFV重组体腺病毒* 首

先构建真核表达载体 1:98EQ7!H5MFVg13#以

WS3Z和Y0*Z酶切#将目的片段与 0J(@--6.穿梭载体

连接#构建成 0J(@--6.H5MFVg13载体* 将构建好

的穿梭载体按照 Z*<)-4,C.* 腺病毒载体系统操作说

明书进行腺病毒重组载体构建#即用1/.Z进行酶切

后#将线形化的载体与 0E2M3?>载体电击共转

B+U!%Q 感受态细菌#进行同源重组#以卡那霉素进

行阳性克隆筛选#获得重组载体 0E2M3?>H5MFVg

13#并用 '?'6法纯化病毒* E2H5MFV移植组与

B@LL.4组于IZB9后 Q 2进行脑内移植#移植时间与

移植部位参照我室既往研究!#"

#将大鼠固定于立体

定位仪#以左侧感觉运动皮层区%坐标 E1& "̀7Q

//#=X& $̀ //#95& !̀7U //#即前囟后 "7Q //#

前囟左 $ //#深 !7U //'为移植点#使用微量进样

器垂直缓慢进针 !7U //#注入 $

!

X重组体腺病毒

悬液或 $

!

X病毒缓冲液#时间 oU /)*#保留针头

U /)*#逐步拔出#历时 U /)*#缝合头皮#复温苏醒后

回笼饲养*

AUTJSVK3/;H7的检测

移植后 A 2 进行*

$

引物的设计与合成&根据

F.*B3*c资料设计 5MFV和 FE19I的引物#FE1H

9I作为内参照* FE19I引物序列 %UiHQi'上游

''R'RFR'ER'R'R''E'E#下游 E'FRF'EF'EFH

FEE'E'RE$5MFV引物序列%U iHQ i'上游 RF'ERH

R'E'ERRRFRRFRF'#下游EFE'''RFFRFFE'E

(%QA(
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%

脑组织总;8E的抽提&采用R4)K,6试剂#

进行总 ;8E的抽提#使用核酸蛋白分析仪测定

;8E的浓度和质量#琼脂糖凝胶电泳检查 ;8E的

完整性*

&

逆转录和1';扩增&取 $

!

C总 ;8E样

品# 采用14,/.C3;RH1';一步法成套试剂盒进行

逆转录和 1';扩增#1';反应条件为 a]f预变性

U /)*$a]f ]U ?)#"f ]U ?)A$f ! /)*#共 $U 循环$

再 A$f !" /)*#]f保存* 扩增结束后取 1';产物

上样#在 ! \琼脂糖凝胶上进行电泳#应用凝胶成像

系统对条带进行扫描分析#测定 1';产物 5MFV

:98E条带和 FE19I内参照条带的光密度值的比

值%9̂9"'作为5MFV基因的相对表达量*

AUDJ末端脱氧核苷酸介导的 bMP̀ O=缺口末端标

记$Ò HVG%操作方法

采用原位细胞死亡检测试剂盒%天津灏阳公司

提供'进行脑细胞凋亡的检测* 实验步骤按说明书

进行* 9EB显色#水洗#苏木素轻度复染#显微镜下

监测显色* 被标记的凋亡细胞其细胞核呈棕黄色*

以1BJ代替脱氧核苷酸末端转移酶者为阴性对照*

计数方法&选取脑皮质及海马#]"" 倍光镜下随机计

算 U 个视野 U"" 个细胞中阳性细胞数#结果以平均

值m标准差%RmD'表示*

AUBJ大脑皮质微血管密度计数

采用 J1法进行大脑皮质 '9Q] 免疫组织化学

检查计数大脑皮质微血管密度#主要操作步骤如下&

石蜡切片脱蜡入水后 "7Q \ I

$

P

$

室温孵育 !U /)*

以灭活内源性过氧化物酶$正常牛血清封闭液室温

孵育 Q" /)*#甩去多余液体#不洗$滴加适当稀释

的+抗#]f过夜$生物素标记二抗%羊抗兔'QAf#

!U /)*$辣根酶标记链霉卵白素 QAf#!U /)*$各步

骤间用 "7"! /,6̂X1BJ 漂洗 U /)* [Q$新鲜配制

9EB%武汉博士德生物有限公司提供' 显色$镜下

观察控制反应时间#自来水充分冲洗#苏木素轻度复

染#自来水冲洗返蓝$常规脱水$透明$中性树胶封

片* 阴性对照除用 "7"! /,6̂X1BJ 代替一抗外#其

余步骤相同* 结果判定&'9Q] 定位于血管内皮细胞

胞浆#呈棕黄色* 微血管密度计数按D.)2.*.4方法

进行!A"

#凡染成棕黄色的单个内皮细胞或内皮细胞

族作为一个血管计数#每张切片在同一皮层缺血区

选择 U 个高倍% []""' 视野进行微血管计数#其平

均数来表示微血管密度*

AUZJSVK3免疫组化操作方法

按照5MFV免疫组化试剂盒%北京中山金桥生

物技术有限公司提供'进行 5MFV免疫组化操作*

高倍镜下随机观察 U 个视野#计数 5MFV免疫组化

阳性细胞数密度*

A7@J放射型迷宫觅水测试

采用双盲法进行#即行测试者不知道动物的分

组* 本实验主要用于学习记忆和空间能力的考核#

自 Q" 日龄起检测#参照 B362@)*)

!%"方法* 自制放射

形迷宫#中央为一直径为 Q" :/的平台#共有 % 个呈

放射性对称分布的臂#臂长 U" :/#宽 !$ :/#每臂末

端有一小孔* 动物在测试前禁水 ]% (#仅在每日傍

晚单独放置笼中饮水 Q" /)*#然后回笼* 开始 $ 2

在每个臂的孔内都放 U"

!

X水#让动物在迷宫内自

由觅水* 空间测试时#在 Q 个臂内加水#它们相邻的

角度分别为 !QU{)a"{和 !QU{#每天测试 U 次#每次

间隔 ! /)*#连续测试 Q 2* 每次测试开始时都将大

鼠放在迷宫中央面朝固定的第 Q 臂#以 Q 个臂的水

都被找到为结束#记录以下结果&

$

找到 Q 个臂的水

所花的时间$

%

重复的次数#即进入已经去过的臂

的次数$

&

记忆错误的次数#即进入没有水的臂的次

数*

A7QJ脑组织病理学苏木精H伊红染色染色

行为学测试结束后#大鼠 QU 日龄时进行#在

!"\水合氯醛麻醉下#]\多聚甲醛灌注并取左脑组

织固定后石蜡包埋)切片)脱蜡)透明)苏木精H伊红

染色)光镜下观察*

A7A?J统计学分析

全部资料应用 J1JJ !!7U 版统计软件包进行分

析#计量数据用均数m标准差 %RmD' 表示#组间的

比较采用方差分析#Kk"7"U 认为有统计学意义*

>J结果

>UAJSVK3/;H7检测结果

测定1';产物 5MFV:98E条带和 FE19I内

参照条带的光密度值的比值%9̂9"'作为 5MFV基

因的相对表达量* 假手术组5MFV基因的 9̂9" 值

为 "7]Ua m"7!!A* IZB9组与 B@LL.4组 5MFV基因

的 9̂9" 值分别为 "7%%U m"7!Q])"7%AQ m"7!$##

IZB9组与 B@LL.4组之间差异无显著性%Ko"7"U'#

与假手术组比较#均明显增高 %Kk"7"U'* E2H

5MFV组脑组织 5MFV基因的 9̂9" 值为 !7"Q# m

"7"#Q#较 IZB9组与 B@LL.4组均明显增高 %Kk

"7"U'#%图 !'*

>U>JÒ HVG检测结果

假手术组脑细胞凋亡数为 U7U" m!7]!* IZB9

组与 B@LL.4组大鼠病变侧脑凋亡细胞数分别为

$#]7Q% m!#7$a#$AQ7AU m$]7U]#两组之间差异无显

(aQA(
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图 AJ各组大鼠脑组织SVK3/;H7表达

著性 %Ko"7"U'#较假手术组均明显增高 %Kk

"7"!'* E2H5MFV组凋亡细胞数为 !U!7Q% m$!7#a*

E2H5MFV组较IZB9组及 B@LL.4组比较#其凋亡细

胞数明显下降%Kk"7"U'#%图 $'*

>7NJ大脑皮质微血管密度计数结果

'9Q] 表达定位于血管内皮细胞# 染色阳性部

位可见芽状或条索状的微血管图* 假手术组鼠脑微

血管密度为 U7$" m"7UQ#IZB9组及 B@LL.4组鼠脑

=59分别为 !"7# m!7]")!!7! m"7a"#与假手术组

比较#均明显增加%Kk"7"U'#IZB9组与 B@LL.4组

比较#差异无显著性%Ko"7"U'* E2H5MFV组鼠脑

微血管密度为 $%7% m!7!U#分别与IZB9组及B@LL.4

组比较#明显增加%Kk"7"U'#%图 Q'*

>UTJ大脑皮质SVK3免疫组化结果

各组鼠脑皮质5MFV免疫组化阳性细胞数密度

见表 !#图 ]* IZB9组及 B@LL.4组免疫组化阳性细

胞数密度较假手术组明显增强 %Kk"7"U'#E2H

5MFV组免疫组化阳性细胞数密度较 IZB9组及

B@LL.4组)假手术组明显增强%Kk"7"U'*

&&表 AJ各组鼠脑皮质SVK3免疫组化阳性细胞数

%\# RmD'

组别 鼠数 皮层区

假手术组 U ]7%% m"7%"

IZB9组 U

$]7#U mQ7]!

3

B@LL.4组 U

$#7]A mQ7UU

3

E2H5MFV组 U

#%7"a mQ7QA

S

&&3&与假手术组比较#Kk"7"U$S&分别与 IZB9组及 B@LL.4组比

较#Kk"7"U*

>7DJ放射型迷宫觅水测试

各组测试结果见表 $* IZB9组与 B@LL.4组在

放射形迷宫中的觅水时间)错误次数)重复次数均

明显高于假手术组%Kk"7"!'#IZB9组与 B@LL.4

组比较#差异无显著性%Ko"7"U'#E2H5MFV移植

治疗后各指标均较 IZB9组及 B@LL.4组明显改善

%Kk"7"U'*

&&表 >J各组大鼠放射型迷宫觅水试验
%RmD'

组别 鼠数& 觅水时间%?' 错误次数 重复次数

假手术组 !$ !QU7U# m!Q7$Q %7U# m!7"a !7%Q m"7AA

IZB9组 !$

$$"7%a m$$7AU

3

!$7!a m!7#]

3

Q7Qa m"7A]

3

B@LL.4组 !$

!aa7#A m$$7aA

3

!$7$$ m$7!Q

3

Q7Q! m"7A"

3

E2H5MFV组 !$

!#Q7$% m!U7]!

S

!"7U% m$7"Q

S

$7UQ m!7"#

S

&&3&与假手术组比较#Kk"7"!$S&分别与 IZB9组及 B@LL.4组比

较#Kk"7"U*

>UBJ脑组织苏木精M伊红染色

假手术组脑组织细胞排列整齐)细胞形态和结

构清晰正常* IZB9组及 B@LL.4组缺血半球侧细胞

排列紊乱#有神经元变性)核固缩呈强嗜碱性#部分

神经细胞胞体缩小结构模糊或消失#呈空隙状或有

空腔形成#有胶质细胞增生#可见炎性细胞浸润#另

见血管内皮细胞肿胀#血管周围间隙扩大* E2H

5MFV组病变侧脑细胞变性坏死减轻# 细胞形态结

构较清晰#偶见核固缩深染%图 U'*

NJ讨论

5MFV是一类高效的)特异性的可以诱导新生

血管形成的内皮细胞有丝分裂原#具有促进内皮细

胞增殖)诱导血管形成#神经营养及神经再生作

用!a#!""

* J@*等!!!"对大脑中动脉永久性闭塞所致的

脑梗塞模型鼠脑注射外源性5MFV蛋白治疗大鼠急

性脑梗死#通过免疫组化研究发现#5MFV治疗组鼠

脑新生血管比对照组高出 ] 倍#而脑梗死面积明显

缩小#从而减轻大鼠缺血性脑损伤* 由于 5MFV蛋

白价格昂贵#在体内不稳定#需要反复多次给药)用

药量大#因而限制了其应用的可行性#而5MFV基因

治疗可克服上述局限性*

本研究在建立 A 日龄 J9新生大鼠 IZB9动物

模型的基础上探讨了腺病毒介导 5MFV!#U 基因对

新生IZB9大鼠的治疗作用* 结果显示#E2H5MFV

治疗组鼠脑组织5MFV基因表达较 IZB9组明显增

加#表明5MFV基因治疗后的缺血脑组织有摄取并

表达外源性 5MFV基因的能力#使 5MFV基因表达

增高)5MFV蛋白合成增加达到有效治疗的程度*

J@*的研究结果表明!!$"

#外源性 5MFV的神经

保护作用机制可能有&

$

调节磷脂酰肌醇 Qi激酶

("]A(
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&&图 >J各组大鼠左大脑皮层 Ò HVG阳性细胞表达$Ò HVG# cT??%J

7&假手术组大鼠左大脑皮层偶见 R_8MX阳性

细胞$ L&IZB9组大鼠左脑皮层可见大量深色的 R_8MX阳性细胞%箭头所指为凋亡脑细胞'$ !&B@LL.4组大鼠左脑皮层可见大量

R_8MX阳性细胞%箭头所指为凋亡脑细胞'$P&E2H5MFV组大鼠左脑皮层R_8MX阳性细胞表达减少*

&&图 NJ各组大鼠左脑皮层!PNT 阳性细胞表达$!PNT 免疫组化# cT??%J

7&假手术组大鼠左脑皮层少量'9Q] 阳性细

胞$ L&IZB9组大鼠左脑皮层'9Q] 阳性细胞较假手术组增加$!&B@LL.4组大鼠左脑皮层 '9Q] 阳性细胞较假手术组增加$ P&E2H

5MFV组大鼠左脑皮层'9Q] 阳性细胞较IZB9组增加*

&&图 TJ各组大鼠左脑皮质SVK3阳性细胞表达$免疫组化# cT??%J

7&假手术组大鼠左脑皮质细胞少量5MFV阳性细

胞表达$ L&IZB9大鼠左脑皮质区5MFV阳性细胞表达较假手术组增加$ !&B@LL.4组大鼠左脑皮质区5MFV阳性细胞表达较假手术组

增加$ P&E2H5MFV组大鼠左脑皮层5MFV阳性细胞较IZB9组增加*

&&图 DJ脑组织切片观察$苏木精M伊红染色# cT??%J

7&假手术组大鼠左脑皮质细胞排列整齐#无核固缩$ L&IZB9组大鼠

左脑皮质细胞排列紊乱#神经元变性#核固缩$!&B@LL.4组大鼠左脑皮质细胞排列紊乱#神经元变性#核固缩$ P&E2H5MFV组大鼠左脑

皮质细胞排列较整齐#偶有核固缩*

%1ZQY的' 核̂因子 c3003B信号转导通路#抑制

'3?03?.HQ 活性#减少缺血性神经元细胞凋亡$

%

通

过激活的1!QY的途径增加缺血诱导酪氨酸磷酸化

的 c<!7$ 钾离子通道蛋白$

&

提高脑室管膜下区神

经前体细胞的增殖和迁移)改善脑中风后纹状体神

经发生和促进新生神经元的成熟* 目前已证实#脑

缺血缺氧性神经元死亡有坏死和凋亡两种形式#

IZB9脑细胞凋亡是新生大鼠脑细胞死亡的主要形

式#在未成熟大鼠脑缺氧缺血损伤模型中均观察到

凋亡现象!!Q"

* 本实验结果发现 E2H5MFV治疗组较

IZB9组及B@LL.4组神经细胞凋亡程度减轻#由此初

步认为 E2H5MFV可能通过抑制新生 IZB9大鼠脑

(!]A(
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细胞凋亡#增加脑神经细胞的存活数#发挥修复脑

损伤的作用# 因而 5MFV基因治疗减轻 IZB9大

鼠脑细胞凋亡#可能是其保护新生大鼠 IZB9的机

制之一*

在生理情况下#血管发育与血管形成受到精密

的调控* 本实验利用目前较为灵敏可靠的抗血管内

皮细胞 '9Q] 单抗来标记微血管#结果发现 E2H

5MFV治疗组鼠脑皮质微血管密度较 IZB9组增加

$ 倍#表明5MFV基因治疗可增加缺氧缺血脑组织

的新生血管形成*

在脑损伤后的神经保护措施评价指标中#形态

学的改善不一定与功能学的进步成正比#故本研究

将病理形态学与神经行为学检测相结合来评价

5MFV基因治疗对 IZB9的神经保护作用* 行为学

检查方法是用于判断远期效果较好的指标#放射形

迷宫觅水测试是一种研究与海马功能直接相关的空

间学习记忆模型#能较准确地反映动物的空间学习

记忆能力!!] l!#"

* 本实验行为学结果显示#IZB9组

较假手术组在放射形迷宫中的觅水时间延长#错误

及重复次数增多#提示缺氧缺血损害了动物的空间

学习和记忆能力* E2H5MFV治疗组较IZB9组在放

射性迷宫中的觅水时间缩短)错误次数和重复次数

减少#提示E2H5MFV治疗对 IZB9所致大鼠的空间

学习记忆能力的损害有显著改善作用* 苏木精H伊

红染色组织学结果显示#IZB9组缺血半球侧细胞

排列紊乱#神经元变性)部分神经细胞胞体缩小结构

模糊或消失#有胶质细胞增生#E2H5MFV组鼠脑细

胞变性坏死减轻#神经细胞数较IZB9组明显增加*

这说明5MFV基因治疗可改善大鼠远期空间学习记

忆能力#减少缺氧缺血所致的神经元丢失#具有神经

保护作用*

本研究结果表明#腺病毒载体介导的 5MFV!#U

基因转移可增加鼠脑组织 5MFV!#U /;8E及其蛋

白的表达#减轻缺氧缺血性脑损伤#改善大鼠远期学

习记忆功能#具有神经保护作用#其神经保护作用机

制可能与减轻鼠脑细胞凋亡)增加鼠脑新血管形成

有关*
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