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药理实验与临床观察

全脑缺血大鼠原瘤基因 c 一 f o s表达及小聚碱的影响△

南京医科大学药理教研室 ( 2 1 0 02 9)吴俊芳
.

王 平 “ 王 洁
`

” 潘鑫鑫 …, lJ天培…

摘 要 采 用结扎大鼠双侧颈总 动脉合并低血压后再恢复供血造成大 鼠脑缺 血再灌注模型
,

运用

斑点杂交技术
,

观察大鼠全脑缺血再灌注中海马
c 一 fo s m R N A 表达 的 动态 变化

,

并观察小粟碱

( B e r )的作用
。

结果表明
,

大 鼠全脑缺血 3 0 m in 后再灌注 1 0~ 18 0 m in
,

海 马
。 一 f o s m R N A 出现 一过

性高表 达
,
l h 达高峰

,

为假手术组的 5
.

1 倍
。

B er 20 m g / (k g
·

d) x 5 d iP 显著抑制脑缺血诱导的

c 一 fo s
高表达

,

且 明显升高 S O D 及 G S H
一

P x 活力
,

降低 M D A 含量
。

这表明
,

脑缺血过程 中
c 一 f os 原

癌基 因呈 现一过性高表达
,

eB
r
的抗氧自由荃及降低

c 一

f os m R N A 水平 的作 用可能是其抗脑缺血

作用 机制之一
。

关链词 小粟碱 脑缺血 原癌基因
c 一

fo
s
氧自由基

c 一

fo
s 原癌基 因是立 即早期 基 因家族 中

的一员 〔1〕 。

正常情况下 。一 f os m R N A 在细胞

内的水平很低
,

但在 一系列 生理或病理 刺激

因子作 用下其水平可在几分钟 内瞬时诱导
。

近年研 究表明
,

脑缺血可诱导和 激活脑内立

即早 期 基 因的表 达 〔2 , 。

小 聚 碱 ( b
e r b e r i n e ,

B e r ) 是 从 毛 莫 科 黄 连 属 C户P t i s c h i n e s e s

F r a n c h
.

根状茎 中提取的一种异喳琳生物碱
,

其具有抗 鼠实验性脑缺血作用
〔3〕 。

我们运用

斑点杂交技术
,

观察大 鼠全脑缺血再灌注过

程 中 c 一 f os 表达的动态变化
,

并观察 eB
r 的作

用
。

1 材料和方法

1
.

1 动 物
:
S p r a g u e D a w l e y 大 鼠

,

雄 性
,

体

重 3 50 一 4 50 9 ,

由江苏省实验动物中心提供
。

1
.

2 药 品与试剂
:

硫酸小聚碱由中国药科大

学赵守训教授惠赠
,

纯度 > 99 %
,

用蒸馏水配

制
。 c 一 f o s c D N A 探针 由北京医科大学心肺 内

分 泌 研 究 室 惠 赠
; a 一 3 ,

P
一

d C T P ( 3 0 0 0 C i /

m m o l ) 购 自北 京 福瑞 同位素 公 司 ; 3
H C u R

( 0
.

1 m L /m C i) 购 自上海原子能研究所 ; 随机

引物试剂盒和异硫氰酸肌购 自上海华美生物

试剂公司
。

其它试剂均为分析纯
。

1
.

3 脑组 织 总 R N A 提 取及斑 点杂 交
:

取

1 0 0 m g 脑组织按 G o u g h 的改 良的异硫氰酸

孤一步法
〔4〕提取总 R N A

。

总 R N A 以 0
.

1%

焦碳 酸二 乙 醋 ( D E P C ) 水稀释后
,

用紫外分

光光度计测出样本在 入 2 60 n m 的吸光度值
,

以 0
.

1% D E P C 水作 对 照
,

计算 R N A 浓 度

(拜g /拌L )
。

各斑点样品用量均 为 5 拌g 总 R N A
。

点

样后将尼龙膜 80 ℃烘干 Z h
,

置人 58 ℃预热

的含预杂交 液塑料袋 中
,

除气并热封 口 ,

于

85 ℃水浴中反应 Z h
,

再将含有标记
C一

fo
s 基

因探针 和杂交液 的混合液加人塑料袋 内
,

在

5 8℃水浴反 应 16 ~ 24 h
,

取 出尼龙 膜
,

将其

浸浴在 100 m L Z X S S C (柠檬酸钠和氯化钠

的缓 冲液 ) 中室 温漂洗 2 次
,

每次 s m in
,

然

A d d r e s s :

W
u

J
u n f a n g ,

eD p a r t m e n t o f P h a r m a e o lo g y ,

N a n jin g U n i v e r s i t y o f M e d i e a l S e i e n e e s ,

N a n ji n g

吴俊芳 女
,

33 岁
,

1 9 8 6 年 获医学学士学位
,

1 9 9 2 年 获医学硕士学位
,
1 9 9 5 年获 医学博士学 位

,

1 9 9 7 年 8 月从中国医学
科学院药学博士后流动站 出站

,

同时 留药物研究所 工作
,

被聘为副研究员
.

主要研究方 向为
:

神经药理 学
。

至今 已发表及 已接
受待发表 的文章有 4 0 篇

,

参 与编写 的著作 4 部
,

承担 过江苏省 科委资助 基金项 目
、

国家 自然 科学基金重 大项 目
、

国家科委
1 0 3 5 项 目

、 “
九

.

五 ” 攻关项 目等
。

` ’

江西省上饶地 区传染 病院
伪 . 骨

中国医学科 学院药物研究所药理 室
△本研究为江苏省科委 资助项 目 ( N o

.
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与假手术组相 比没有明显差异 ( 图2 )
。

J O2 4
`

100 1翻侧钱

后 再 将 膜 浸 浴 在 100 m2 L XC S S0 /
.

1 %

SD S( 十二烷基硫酸钠 )液 中
,

于 “ ℃水浴 中

漂洗 2 次
,

每次 10 m in
,

最后将膜浸浴在 100

m L 0
.

1 X S S C 液中于 “ ℃水浴漂洗 2 次
,

每

次 3 0 m in
,

取 出尼龙膜
,

晾干后进 行放射 自

显影
,

通过图像分析仪对胶 片进行光密度扫

描
,

以测量各斑点相应 的灰度 ( IO D )值
。

1
.

4 急性不完全性脑缺血实验
:

参照文献
〔 5〕

方 法结扎大 鼠双侧颈 总动脉合并低血压 30

m i n 后再恢复供血
,

分别 在再灌 注 0
、

1 0
、

2 0
、

3 0
、

6 0
、

9 0
、

1 2 0
、

1 8 0 m i n 后 断头处死
,

每次处

死 6 只
,

取海马组织 1 00 m g 提取总 R N A
,

并

与 a 一 3 ,
P 标记的 。一

fo
s 。 D N A 探针进行斑点杂

交
,

计算各斑点 的灰度值
。

假手术组 (6 只 ) 除

不夹闭血管外
,

处理同缺血对照组
。

另取 S D 大 鼠 18 只
,

分为 3 组
。

药物组
:

B e r 2 0 m g / ( k g
·

d ) x 5 d i p
,

缺血对照组
:
i p

生理盐水
。

二组均于末次给药后 30 m in 施 以

缺血手术
,

于 缺血 30 m in 后再灌注 60 m in

断头处死
,

同前提取海马组织 中总 R N A
,

斑

点杂交
。

假手术组 ( 6 只 ) 除不夹闭血管外
,

其

余处理同缺血对照组
。

1
,

5 S O D
、

G S H
一

P x 活力及 M D A 含量 的测

定
:

取海 马组织约 0
.

2 9
,

制成 10 %匀浆
,

经

分级离 心后 取上 清液
,

按 M iz u n o 的方 法 〔的

测定 SO D 及 G S H
一

P x 活力 ;按硫代巴 比妥酸

法 〔7〕测定 M D A 含量
。

蛋 白质定量用 F ol in 酚

法 〔8〕 。

2 结果

2
.

1 大 鼠全脑缺血再灌注时海 马
c 一 fo s

基

因的表 达
:

由图 1 可见
,

大 鼠脑缺血 30 m in

后再灌注 1 0 m i n
,

海 马组织 c 一 f o s m R N A 水

平 即有 升高趋势
, 6 0 m in 达高峰

,

为假手术

组的 5
.

1 倍
。

6 0 m i n 后 e 一 f o s m R N A 水平渐

渐降低
,

90 一 1 80 m in 降至假手术组水平
。

2
.

2 B e r 对大 鼠全脑缺血时海 马组织 c 一 fos

基 因表 达的影 响
:
B e r 2 0 m g / ( k g

·

d ) x s d

i p 显著抑制大 鼠全脑缺血 30 m in 后再灌 注

6 0 m i n 时海马组织 。 一

f o s m R N A 的表达
,

与

缺 血对 照组 比较有显著差异 (尸 < 0
.

0 1 )
,

但

《中草 药 》 19 9 9 年第 30 卷第 1 期

时间 `
(而 n )

与假手术组 ( C ) 比较
: 肠

尸 < 0
.

05 “ 尸 < 0
.

01

圈 1 大限急性不完全性脑缺血 3 0 m in 再灌注 不同

时 间海马 c 一 f os m R N A 裹达的动态变化伽 一

6
,

牙士 s )

10 r 今盆

昌
6

划侧撰
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1 2 3

l
一

假手术组 ; 2
一

对照组 ; 3
一

eB
r 2 0 m g / ( k g

·

d ) x s d

与假手术组 比较
: 璐 苦

尸 < 0
.

01 ; 与对照组 比较
: 竹 璐

尸 < 0
.

01

图 2 B er 对大 鼠脑缺血 30 m in 再灌注 60 im n 时海

马 c 一 fo s m R N A 表达的影响 (n 一 6几万士 , )

2
.

3 B er 对大 鼠全脑缺血时海马组织 S O D
、

G S H
一

P x 活 力及 M D A 含 量的影 响
:

大 鼠全

脑缺血 30 m in 后再灌注 60 m in 时海马组织

的 S O D 及 G S H
一

P x 活力明显 降低
,

M D A 含

量 明显升高
,

而 B e r 2 0 m g / ( k g
·

d ) 只 5 d i p

能显著提高 S O D
、

G SH
一

P x 活力
,

降低 M D A

含量
,

但不能达到假手术组水平 (表 1 )
。

3 讨论

脑卒 中是严重威胁人类健康的重大疾病

之一
,

但由于对其发病机制 尚未弄清
,

临床上

一直缺乏有效的防治措施
。

近年来
,

国内外对



裹 1 B e r对海马 SO D
、

S GH
一

P
x

活力及 M D A含 ,

的影响 (n ~ 6
,

王士 s)

(吨 / kg
·

d) (U /吨 蛋白)

假手术组 一

对照组 一

eB r 20

4
.

85士 0
.

53

1
.

13士0
.

22
番 .

3
.

87士0
,

38△ △

GSH
一

Px

( U /m g蛋白)

44
.

6士7
.

8

10
.

7士3
.

2
拼 .

32
.

9士 6
.

1△△

MDA

( n m o l/ m g 蛋白)

8
.

27士1
.

04

23 6士6
.

1
告 位

10
.

8士2
.

5△△

与假手术组比较
: 白 `

尸< 。
.

01 与对照组比较
: △△尸< 。

.

01

脑 缺血诱导和激活脑内立 即早期基 因 ( 如 c -

fo
s , 。 一

iu n) 和晚期基 因 (如神经生长 因子
、

脑

源性神经营养因子 ) 等基因表达的研究 十分

活跃
,

试 图从基 因水平 阐述脑卒 中后继发性

神经元损伤的机制
,

并从基因调控上寻 找新

的防治方法和措施
。

研 究证 实
,

脑 缺血 可促使 c 一
fo

s
基 因表

达
,

且这种表达是快速而一过性的
。

以 结扎双

侧颈总动脉合并低血压致大鼠急性不完全性

脑缺血为模型
,

运用斑点杂交技术观察大 鼠

脑缺血 过程 中 c 一 fos 基 因表达 的动态 变化
。

结果显示
,

大 鼠脑 缺血 30 m in 后再灌注 10

m i n 海马组织即出现 。 一
f o s 表达增强

,

6 0 m i n

达高峰
,

90 m in 以后降至假手术组水平
。

目

前对
c 一 f os 基因在 中枢神经元 内表达的功能

意 义还缺乏 足够 的认 识
,

但 。一
fo

s 基 因表达

作 为一种标识物
,

反 映了脑 内神经元受到缺

血损伤后的功能活动状态
,

同时
,

脑缺血诱导

的 c 一

fo
s 表达编码一种核磷酸蛋 白 ( f os )

,

后

者作 为第三信使与同激活的另一核磷酸蛋 白

iu n 构成二聚体
,

调节靶基 因的表达
,

产生功

能蛋白
,

对促进神经细胞生长
、

分化和对损伤

的修复
、

重塑起着重要的作用
。

目前认为
〔的 ,

脑缺血后 c 一

fo
s 基因表达增

强可能与脑内兴奋性氨基酸受体激活和胞内

钙超载有关
,

并与氧 自由基之 间存在某种必

然的联系 〔103
。

本实验结果表明
,

大 鼠脑缺血

3 0 m i n 后再灌注 6 0 m i n
,

海马 S O D 及 G S H
-

P x 活力明显降低
,

M D A 含量 明显升高
,

B er

能 显 著 提 高 S O D 及 G S H
一

P x 活 力
,

降 低

M D A 含量
,

具有抗氧 自由基作用
。

B e r 还能

显著降低新生大 鼠脑细胞 内游离钙浓度
〔 , 1〕 。

提示 B er 可能通过抗氧 自由基和降低胞 内钙

水 平而抑制 c 一

fo
s 表 达

,

这可 能是 其抗脑 缺

血作用机制之一
。
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