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&&!摘&要"&目的&新生儿缺氧缺血性脑损伤发病机制尚不十分清楚$目前缺乏有效的治疗手段% 近年来$越

来越多的研究显示组织纤维蛋白溶酶原激活剂(-)SSP.T-R0.063S/)*,F.* 3:-)O3-,4$ -1M)在神经系统中起到很重要的

作用% 该研究欲探讨纤维蛋白溶酶原激活剂(-1M)在新生鼠缺氧缺血脑损伤中的作用% 方法&选用W)S-34大鼠 ?

日龄的新生鼠$运用C):.T53**P::)动物模型造成新生鼠脑缺血缺氧$缺血缺氧后不同时间取新生鼠大脑检测% 异

硫氰酸荧光素T右旋糖酐左心室灌注分析脑缺血缺氧后新生鼠脑的再灌注障碍% 用逆转录酶T聚合酶链反应(CIT

1'C)$酶谱法检测损伤后不同时间-1M的表达与活性#并采用双重免疫荧光$IX8_a和cM1Z染色法检测血小板聚

集指标(Z*-.F4)* 1̀ZZ\)与纤维蛋白(Q)\4)*)在缺血缺氧后不同时间的表达及神经细胞凋亡% 结果&新生鼠脑缺氧

缺血后 ! ($异硫氰酸荧光素T右旋糖酐心室灌注提示新生鼠大脑有明显的缺血梗塞区$而Z*-.F4)* 1̀ZZ\与Q)\4)*的

表达也较对照侧明显增加% 但 > (后缺血梗塞区面积明显缩小$伴有Z*-.F4)* 1̀ZZ\与Q)\4)*的表达减少% -1M的表

达与活性在缺血缺氧后明显增加% 随着缺氧缺血后恢复的时间延长$大脑凋亡细胞增加% 结论& -1M表达的增加

在脑缺氧缺血的急性期可有助于血栓溶解$但在脑缺氧缺血的亚急性期却会导致神经细胞凋亡而加重脑损伤%
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&&(<,/*6./& =<>-./01-&I(./.:(3*)S/,Q*.,*3-36(R0,Y):T)S:(./):\43)* 23/3F.( Ẑbc) 4./3)*SP*:6.343*2

.QQ.:-)O.-4.3-/.*-3004,3:( )S6)/)-.2 Q,4-()S2)S,42.47A3*RS-P2).S(3O.S(,U* -(3--)SSP.T-R0.063S/)*,F.* 3:-)O3-,4

(-1M) 063RS3* )/0,4-3*-4,6.)* *.4O,PSSRS-./7I()SS-P2R)*O.S-)F3-.2 -(..QQ.:-,Q-1M)* Ẑbc)* *.,*3-3643-S7

?-/9+:,&D.O.*T23RT,62 W)S-3443-0P0SU.4.PS.2 Q,4-(.C):.T53**P::)/,2.6,Q*.,*3-36(R0,Y)3T)S:(./)3( Ẑ)7

b43)* S3/06.SU.4.:,66.:-.2 !$ >$ 3*2 $> (4S3Q-.4̂ Z7BZI'Tc.Y-43* U3S)*i.:-.2 )*-,-(.6.Q-O.*-4):6.,Q0P0S3Q-.4̂ Z

-,,\S.4O.4.0.4QPS),* 2.Q.:-S,Q-(.*.,*3-36\43)*7CIT1'C3*2 -1MjR/,F43/U.4.PS.2 -,2.-.:--(..Y04.SS),* 3*2

3:-)O)-R,Q-1M7c,P\6.)//P*,S-3)*)*F$ -.4/)*362.,YR*P:6.,-)2R6-43*SQ.43S./.2)3-.2 2XI1*):H .*2 63\.6)*F(IX8_a)

3*2 cM1ZS-3)*)*FU.4.PS.2 -,2.-.:--(..Y04.SS),* ,Q)*-.F4)* 1̀ZZ\ 3*2 Q)\4)* 3*2 *.P4,*3630,0-,S)S7@-,34/,&BZI'T

c.Y-43* 0.4QPS),* 3*36RS)S)*2):3-.2 -(.4.U3S,\O),PS)*Q34:-34.3)* -(.*.,*3-36\43)* 3*2 -(..Y04.SS),* ,Q)*-.F4)* 1̀ZZ\

3*2 Q)\4)* )*:4.3S.2 S)F*)Q):3*-6R! (43Q-.4̂ Z:,/034.2 U)-( -(.:,*-4363-.436S)2.7I(.)*Q34:-34.32.:4.3S.2 3*2 -(.

.Y04.SS),* ,Q)*-.F4)* 1̀ZZ\ 3*2 Q)\4)* U.4.4.2P:.2 > (4S3Q-.4 Ẑ7I(..Y04.SS),* 3*2 3:-)O)-R,Q-1M)*:4.3S.2

S)F*)Q):3*-6R)* *.,*3-3643-S3Q-.4̂ Z$ 3*2 0.3H.2 3-> (4S3Q-.4̂ Z7I(.*P/\.4,Q30,0-,-):*.P436:.66S)*:4.3S.2

04,F4.SS)O.6RU)-( -(.04,6,*F.2 4.0.4QPS),* -)/.Q,66,U)*F̂ Z7A+5.43,0+5,&I(.)*:4.3S.,Q-1M)* -(.3:P-.0(3S.3Q-.4

Ẑbc/3R\.(.60QP6-,:6,-2)SS,6O)*F$ \P-)-)*2P:.S*.P4,*3630,0-,S)S3*2 3FF43O3-.S\43)* )*iP4R7

!A905B A+5/-2)C-:06/*$ !""#$ $" (%)&P%$ 'P%%"

&&D-8 ;+*:,&&I)SSP.T-R0.063S/)*,F.* 3:-)O3-,4# b43)* (R0,Y)3T)S:(./)3# M0,0-,S)S# 8.,*3-3643-S

&&新生儿缺氧缺血性脑损伤 ( (R0,Y):T)S:(./):

\43)* 23/3F.$ Ẑbc)是儿科最常见的严重疾病之

一$多数病例预后不良% 缺氧缺血可损伤新生儿脑

细胞$累及神经系统发育中的多个区域而遗留永久
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性的损伤% 可致新生儿死亡$成活者常遗留脑瘫*智

力低下$癫
!

或学习障碍等严重后遗症!!"

% 其发病

机制尚不十分清楚$缺乏有效的治疗手段% 此外$未

成熟大脑对缺氧缺血的反应可能具有年龄特异性$

因此在不同的时期选择适当的治疗非常重要!$"

%

组织纤维蛋白溶酶原激活剂(-1M)和尿激酶纤

维蛋白溶酶原激活剂 ( P4,H)*3S.T-R0.063S/)*,F.*

3:-)O3-,4$P1M) 可激活纤维蛋白溶酶原形成纤维蛋

白溶酶起到溶解血栓的作用!="

% 目前只有-1M获得

美国食品及药物管理局的批准可作为溶栓治疗用于

治疗缺血性卒中!>"

% -1M的血管内溶栓作用对于缺

血后脑损伤有益% 以往的研究都集中于成人$-1M

在新生儿 Ẑbc中的作用仍有待于阐明%

本研究旨在探讨新生儿缺氧缺血后-1M与脑损

伤的关系% 我们检测新生鼠缺氧缺血后与脑血栓形

成及纤维蛋白溶解相关的各种指标$发现其缺氧缺

血后对纤维蛋白酶原系统的激活具特异反应性%

-1M表达与活性的增加在缺氧缺血的急性期可有助

于血栓溶解$但其在缺氧缺血的亚急性期却会导致

细胞凋亡而加重脑损伤%

$E材料和方法

$7$E材料

选用 W)S-34大鼠 ? 日龄的新生鼠$运用 C):.T

53**P::)动物模型!#"

% ICZj,6试剂购自美国 Z*T

O)-4,F.* 公司$CIT1'C所用各引物购自美国 D)F/3

公司% 免疫组化所需抗体 B)\4)*$ 6̀R:,04,-.)* ZZ\$

'c!%$1TD.6.:-)* 购自美国 bc 1(34/)*F.* 公司%

IX8_6试剂盒购自C,:(.2)3F*,S-):S̀ /\^公司%

$7!E动物模型制作

新生鼠随机分为实验组(># 只)与对照组(!#

只)% 实验组再随机分为缺氧缺血后恢复 !$>$$> (

组(各亚组 * V!#)% =K异氟烷吸入麻醉后$结扎其

右侧颈总动脉% 待新生鼠恢复 ! (后将其置于 =?r

水浴的缺氧箱中(含 !"K氧气$@"K氮气)缺氧$缺

氧 @" /)*后$新生鼠送回至母鼠身边原饲氧环境中

恢复$待缺氧缺血后恢复 !$>$$> (取标本检测%

$7FE脑损伤的判定

新生鼠脑缺氧缺血后 !$>$$> ($在麻醉下用

>K多聚甲醛行心脏灌注% 将实验新生鼠麻醉$固定

并剪开胸廓暴露心脏$经左心室心间部进针$同时剪

开右心耳$连续灌注生理盐水$待右心耳流出的液体

变清亮时改为灌注 >K多聚甲醛% 灌注结束后处死

新生鼠取脑组织% 脑组织标本置于 >K多聚甲醛固

定 $> ($依次置于 !#K$="K蔗糖多聚甲醛液固定%

依次沉底后取大脑组织$#"

&

/厚连续冰冻切片%

每个大脑选用固定的 % 张不同部位的切片代表整个

大脑$并用甲酚紫做8)SS6染色% Z/3F.+软件行图像

分析$检测皮质$纹状体$海马等处的损伤%

$7GE异硫氰酸荧光素'右旋糖酐心室灌注分析

将右旋糖酐用异硫氰酸荧光素标记(BZI'T2.YT

-43*$ #/F溶于 !"" Pa1bD 中#D)F/3)$在新生鼠脑

缺氧缺血后 ! (和 > (通过一小针头注入新生鼠左

心室中% $ /)* 后$动物被快速断头处死并取出大

脑固定 >% (% 冰冻切片厚度 #"

&

/$用荧光显微镜

进行检测$Z/3F.+软件进行分析%

$H%E@YMCA@分析

用ICZj,6试剂提取新生鼠脑组织缺氧缺血侧$

对照侧及正常新生鼠脑组织海马的总C8M% 用Z/T

3F.+软件测量CIT1'C扩增产物光密度值$以
(

T3:T

-)*作标准校正各产物的相对含量% 所使用的 1'C

的引物如下&-1M#qTÌ M̀ ''MM'̀ 'M̀ M'MM'IT

IMT=q和 #qTÌ M'M̀ 'M'''M̀ 'M̀ M̀M'IT=q#

P1M#qT'̀ MMIM'IM'M̀ `̀ MM̀ M'T=q和 #qT̀MT

'MIIII'M̀ ÌI'IIÌ T̀=q#1MZT! #qTMI''Ì 'T

'IMM̀ II'I'I'Ì T和 #qTMIÌ I'I'Ì I'̀ `̀ IT

Ì Ì T=q#

(

T3:-)* #qTM̀ M̀ `̀ MMMI'̀ Ì '̀ ÌM'T

= 和 #qT'MMIM̀ ÌMÌM''Ì '̀'̀ IT=q%

$HPE/C(酶谱法

将纤溶酶原和酪蛋白加入 DcDT1M̀ _凝胶中%

用CZ1M缓冲液加入等量的样品缓冲液("7#AI4)ST

'̂a$ 0 <̂7%$!""K丙三醇$"7"#K溴酚蓝$!"K

DcD)提取样品蛋白$并低电压跑胶 # (% 电泳后$用

$7#K I4)-,*TJT!"" 在室温下清洗凝胶 $ 次$每次

=" /)*$然后在甘氨酸("7!A甘氨酸$0^%7")中

=?r孵育过夜% 用考马斯亮蓝溶液将凝胶染色

=" /)*$过夜脱色$可见有活性的蛋白酶溶解底物后

形成的条带%

$7&E组织学

冰冻切片厚度为 ="

&

/% 用大鼠相应的抗体行

免疫组化检测B)\4)*$ 6̀R:,04,-.)* ZZ\$'c!%$1TD.6.:T

-)*等的表达% 用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的

缺口末端标记法(IX8_a)方法检测神经细胞的凋亡%

$7#E统计分析

所有数据用平均值]标准(N]H)差表示% 不同

组之间的定量数据使用微软_Y:.6的两组(非配对)

间C检验%

'$#<'
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!E结果

!H$ER0,,4染色结果

新生鼠结扎其右侧颈总动脉$缺氧 @" /)*% 恢

复 $> (后$8)SS6染色可见右侧脑组织肿胀并有明显

的梗塞灶%

图 $ER0,,4染色EE

8)SS6染色发现缺氧缺血后 $> (后右侧

脑组织肿胀并有明显梗塞灶%

!H!E异硫氰酸荧光素M右旋糖酐$INYAM:-[/*65%心

室内注射与免疫组化染色结果

B)-:T2.Y-43*作为血液灌注的示踪剂$心室内注

射$显示新生鼠脑缺氧缺血后 ! ($大脑再灌注障碍

明显#> (再灌注障碍却明显减轻(图 $)% 提示与成

年大鼠脑的持续性再灌注障碍不同$在新生鼠大脑$

缺氧缺血仅导致暂时性再灌注障碍% 新生鼠大脑缺

氧缺血可诱导内皮细胞激活(1TD.6.:-)* 表达)和血

小板聚集(Z*-.F4)* 1̀ZZ\)$但新生鼠大脑缺氧缺血

仅导致纤维蛋白 (Q)\4)*)在血管中短暂的沉积%

Z*-.F4)* 1̀ZZ\与纤维蛋白(Q)\4)*)的表达在缺氧缺

血后 ! (表达明显增加$而缺氧缺血后 > (表达明显

减少提示血栓溶解(图 =)%

!HFE新生鼠脑缺氧缺血后 @YMCA@和酶谱法检测

/C(的表达与活性

CIT1'C分析发现新生鼠大脑缺氧缺血后$-1M

表达明显增加(图 >)% -1M酶谱法显示有活性的蛋

白酶溶解底物后形成的条带$与对照组相比$新生鼠

大脑缺氧缺血后 ! 和 > ($条带明显增宽提示-1M活

性明显增加$以缺氧缺血后 > (最明显%

!
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EE图 !E新生鼠脑缺氧缺血后/C(表达和活性增加可致脑暂时性的缺血再灌注障碍$INYA':-[/*62染色 $̂""%EE

M&对

照侧脑组织$未见缺血再灌注障碍#b&缺氧缺血后 ! (右侧脑组织有明显的再灌注障碍#'&缺氧缺血后 > (右侧脑组织再灌注障碍明显减轻%
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EE图 FE新生鼠大脑缺氧缺血可诱导血小板聚集$N5/-L*05SCNN<%与纤维蛋白$70<*05%在血管中短暂的沉积$双重免疫荧光

Ĝ""%( EE

(&对照侧脑组织#O&缺氧缺血后 ! (右侧脑组织B)\4)*(,F.*)表达增加#A&缺氧缺血后 > (右侧脑组织B)\4)*(,F.*)表达减少#

K&对照侧脑组织#Q&缺氧缺血后 ! (右侧脑组织Z*-.F4)* 1̀ZZ\表达明显增加#I&缺氧缺血后 > (右侧脑组织Z*-.F4)* 1̀ZZ\表达减少%

'=#<'



第 !" 卷第 # 期
$""% 年 !" 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9:-7$""%

!"#$%!

&$'

(')#*

+,&-.

EE图 GE@YMCA@图(

&提示缺氧缺血后/C(表达明显增加%

!HGEỲ RQW和K(CN染色

IX8_a和cM1Z染色显示新生鼠脑缺氧缺血后

$> ($其大脑皮质和海马区均可见凋亡细胞(细胞核

及胞浆内出现浓染致密的颗粒块状亮绿色或蓝色荧

光)$(图 #)%

FE讨论

在成年大脑中$神经元与小胶质细胞分泌 -1M

而非 P1M$维持细胞外蛋白质水解水平!<"

% 目前只

有-1M获得美国食品及药物管理局的批准可作为溶

EE图 %E新生鼠缺氧缺血后 !G 9Ỳ RQW和K(CN染色( EE

M&对照侧(左侧)大脑皮质#b&对照侧(左侧)大脑海马#'&缺氧缺血

后损伤侧(右侧)$> ($见右侧大脑皮质可见细胞核及胞浆内出现浓染致密的颗粒块状亮蓝色荧光(箭头处)提示细胞凋亡#c&缺氧缺血后损伤

侧(右侧)$> ($示右侧大脑海马处也可见细胞核及胞浆内出现浓染致密的颗粒块状亮蓝色荧光(箭头处)提示细胞凋亡#_&对照侧(左侧)大脑

皮质$未见IX8_a阳性细胞#B&对照侧 (左侧)大脑海马$ 未见IX8_a阳性细胞# &̀缺氧缺血后损伤侧(右侧)$> ($右侧大脑皮质可见IX8_a

阳性细胞(箭头处)# &̂缺氧缺血后损伤侧(右侧)$> ($右侧大脑海马处IX8_a阳性细胞(箭头处)

栓治疗用于治疗缺血性卒中% -1M的血管内溶栓作

用对于缺血后脑损伤有益$但其作用由于以下原因

存在局限性&

!

引起脑出血的危险性#

"

有害的血管

外的作用&对神经细胞有兴奋性毒性!?$%"

#

#

较短的

治疗时间窗%

$

可提高 8T甲基TcT天(门)冬氨酸

(8T/.-(RTcT3S034-3-.$ 8AcM)受体及蛋白酶激活受

体 !(1MC!)介导的兴奋性毒性!@$!""

%

有研究认为!!!"兴奋性毒素可使 -1M活性增加

而导致神经细胞退化变性% 在小鼠大脑中脑动脉闭

塞(/)226.:.4.\43634-.4R,::6PS),*$ A'M9)的动物

模型中发现$-1M缺乏的小鼠相比对照组$其脑梗塞

的体积及神经细胞损伤都有所减少!!$"

% 而在

A'M9后$如果将重组的-1M注入-1M缺乏的小鼠$

其脑梗塞的体积也会增加% 并且由于-1M可激活纤

维蛋白溶酶原形成纤维蛋白溶酶$同时促使基质金

属蛋白酶(/3-4)Y/.-366,04,-.)*3S.S$ AA1S)$尤其是

AA1@ 表达上调$活性增加$引起神经血管的蛋白质

水解$细胞基底膜的降解$造成血脑屏障损害及脑出

血!!=$!>"

% 血脑屏障受损会促进脑梗塞的加重% 在

成年动物模型中$有研究发现 AA1抑制剂的使用

可能改善缺血性脑损害!!#"

%

我们运用C):.T53**P::)动物模型$检测新生鼠

缺氧缺血后与脑血栓形成及纤维蛋白溶解相关的各

种指标% 新生鼠脑缺氧缺血后 Z*-.F4)* 1̀ZZ\ 和纤

维蛋白表达急性增加可导致血栓形成而发生再灌注

障碍% 但异硫氰酸荧光素T右旋糖酐心室灌注分析

提示新生鼠脑缺氧缺血导致缺血再灌注障碍是短暂

性的$这与在成年大脑$脑缺氧缺血可诱发血栓形

'>#<'
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成$导致持续性再灌注障碍不同!!<"

% -1M表达与活

性的增加在缺氧缺血的急性期可有助于血栓溶解$

但其在缺氧缺血的亚急性期却会导致细胞凋亡而加

重脑损伤$同时也提示持续性 -1MG血纤维蛋白溶酶

在缺氧缺血后的激活是临床上导致新生儿脑实质与

白质损伤的重要原因% 因此在适当的时候如果能减

轻-1M的血管外作用$将对缺氧缺血后的新生儿大

脑起到保护作用%
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