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摘要　目的:探讨黄体酮( progesterone, PROG)对脑缺

血再灌注损伤的保护机制 。方法:采用 SD大鼠局

灶性脑缺血再灌注模型( transient middle cerebral ar-

tery occlusion,MCAO) 。将大鼠随机分为 6 组:假手

术组 、ischmia reperfusion ( I R) 组 、溶剂(二甲基亚砜

dimethyl sulfoxide, DMSO) 对照组 、PROG 预防组 、

PROG治疗组 、PROG预防并治疗组, 对各组动物脑

缺血 再灌注后神经功能缺陷进行计分, 并应用细胞

死亡原位末端标记( insitu end labeling , ISEL)法研究

脑组织细胞凋亡情况 。结果:( 1)缺血 2 h 再灌注

24 h后神经功能缺陷计分:假手术组为 0分, I R组

为 1.38±0.92, DMSO 组为 1.0±0.53, 预防组为

0.35±0.51, 治疗组为 0.62±0.52, 防治组为 0.25

±0.46。( 2)高倍视野下凋亡细胞数:假手术组为

1.88±0.25, I R 组为 41.38 ±3.85, DMSO 组为

38.13±5.69, 预防组为 22.88 ±2.70, 治疗组为

25.63±2.93, 防治组为 20.88±2.30。以上指标各

药物处理组(预防组 、治疗组及防治组)与 I R组 、

DMSO对照组之间差异具有统计学意义( P <0.05) 。

结论:PROG可减少局灶性缺血再灌注脑损伤动物

模型神经功能缺失的发生, 减轻局灶性缺血再灌流

脑损伤,减少大鼠缺血再灌注后脑细胞凋亡。

关键词　黄体酮;脑缺血;再灌注损伤;神经功能

缺陷;凋亡

中图分类号:R977.12;R965

文献标识码:A

文 章 编 号:1009-2501( 2004) 09-1045-05

目前脑血管病已成为人类三大病死原因之

一
[ 1]
, 其中缺血性脑卒中约占 70%～ 80%。中枢神

经系统发生局灶性脑缺血再灌注后, 由于兴奋性氨

基酸释放 、Ca
2+
超载及氧自由基形成等原因导致继

发性损伤, 损伤形式主要为程序性细胞死亡( pro-

grammed cell death , PCD)
[ 2]

, 又称细胞凋亡, PCD可

促使缺血损伤区扩大形成恶性循环。故寻找减少细

胞坏死 、抑制 PCD发生 、减轻脑缺血( ischemia, I)再

灌注( reperfusion, R)损伤的有效神经保护剂已成为

当前脑卒中防治研究的热点
[ 3]
。黄体酮( progester-

one, PROG)可在神经系统合成和分泌, 且具有活性

作用
[ 4]

,近年来它在脑缺血保护中的作用引起人们

的极大关注, 研究表明外源性 PGOG处理脑缺血或

挫伤的大鼠,可降低脑组织的H2O 、Na
+
、K
+
、Ca

2+
含

量,减轻脑水肿,促进认知能力的恢复
[ 5, 6]
。此外,亦

有研究表明 PROG 可影响抑制性氨基酸
[ 7]
和兴奋性

氨基酸( EAA)递质系统
[ 8]
, 通过抑制兴奋性氨酸受

体的活性 、降低兴奋性氨基酸的毒性反应起到对缺

血脑的保护作用, 因此 PROG有可能成为治疗脑缺

血的有效制剂。本实验利用大鼠局灶性脑缺血再灌

注( transient middle cerebral artery occlusion, MCAO)模

型,原位缺口末端标记( ISEL)法,进一步探讨 PROG

对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护机制 。

1　材料与方法

1.1　动物　Sprague-Dewley ( SD)雄性大鼠 48只, 体

重 250 ～ 300 g,新乡医学院实验动物中心提供(动物

合格证号:200208) 。

1.2　试剂　PROG, Sigma 公司产品, 实验前溶于二

甲基亚砜( dimethl sulfoxide, DMSO, 配成 8 mg·ml
-1
浓

度备用。Sigma 公司产品) ;5%氯胺酮针剂, 上海第

一生化制药厂生产;1%多聚-L-赖氨酸溶液, Sigma

公司产品,中山公司分装;DAB 显色系统, 北京中山
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公司产;原位缺口末端标记( in situ cell detection kit,

AP)试剂盒, 德国宝灵曼公司产品 。

1.3　分组　SD大鼠随机分成 6组(每组 8只) :假

手术组仅切开颈部皮肤, 暴露左侧颈总动脉;缺血再

灌注对照组( I R) :只作缺血再灌注,不作药物处理;

溶剂对照组( DMSO) :缺血前 30 min和缺血后 2 h 分

别 ip 相当体积的 DMSO;预防组:术前 30 min ip

PROG 4 mg·kg
-1
;治 疗 组:术 后 2 h ip PROG

4 mg·kg
-1
;防治组:缺血前 30 min 和缺血后 2 h 分

别 ip PROG 4 mg·kg
-1
。

1.4　动物模型制作　直径 0.175 ～ 0.24 mm 尼龙鱼

线,其末端靠近火焰烧圆, 并于 2.0 cm 处用记号笔

标记, 于肝素中浸泡 2 h, 60 ℃烤箱 1 h 烤干备用 。

参照 Zea-Longa氏
[ 9]
线栓改进

[ 21]
法制作脑缺血动物

模型。5%氯胺酮( 0.1 g·kg
-1
)腹腔注射麻醉后, 做

约 2 cm 颈部正中切口,在左侧的肩胛舌骨和胸锁乳

突肌形成的三角处分离 、暴露颈总动脉( CCA)及其

分支颈外动脉( ECA)和颈内动脉( ICA) , 夹闭 CCA 、

ICA 、ECA,结扎ECA的分支枕动脉 、甲状腺上动脉及

ECA终末支 、ICA 的颅外分支翼突腭动脉 。游离左

ECA主干一段, 用 0 ～ 4 外科手术线将左 CCA 近心

端结扎,在左CCA近分叉处做一松结,剪一“V”形切

口,尼龙线自切口处由CCA处轻送栓线经 CCA分叉

处进入 ICA, 入颅至大脑前动脉内,插入的尼龙线长

约为 20 mm 即可阻断MCA,引起左侧大脑中动脉阻

断( middle cerebral artery occlusion, MCAO) , 造成局灶

性脑缺血。术后缝合皮肤, 将栓线另一端置于切口

外。缺血 2 h 后再灌注,抽出尼龙线, 使其头端退回

到 ECA主干内, 恢复大脑中动脉血供 。

1.5　缺血判定标准及评分　缺血动物右侧上下肢

体瘫痪,围绕右侧呈顺时针绕圈(追尾现象) 。而有

痉挛和意识障碍的大鼠则剔除。缺血和再灌注后,

在不同时间点( I 0.5 、I 1 、I 2 h 、R 0.5 、R 1 、R 4 、R 8 、

R 24 h)对大鼠进行神经体征的观察。参照 Zea-Lon-

ga 氏
[ 9]
神经功能损失评分标准:0分:正常;1分:不

能完全伸展前肢;2分:行走时转圈;3分:行走时跌

倒;4分:不能行走及意识减弱 。

1.6　取材　实验动物于再灌注 24 h后开胸, 4 ℃、

4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液灌注固定左心室,断头取

脑,将鼠脑自额极至枕叶均分为A 、B 、C 、D 、E 5等分

脑片, 将 C脑片置于同样固定液后固定过夜, 系列

酒精脱水;二甲苯透明;56 ～ 58 ℃烤箱浸腊;软蜡包埋。

1.7　细胞凋亡检测　将制成的石蜡包埋组织,连续

冠状切片(片厚 4 ～ 6 μm) 5张进行 HE染色 。使用

原位细胞死亡检测药盒, 采用原位末端标记法( In-

situ end labeling, ISEL)标记凋亡细胞, 光镜下对阳

性凋亡细胞数进行检测。阳性凋亡细胞呈棕黄色,

阴性细胞为蓝色。对照组染色中, 用不含 TdT 的

TUNEL反应液代替 。

1.8　缺血侧区凋亡细胞的定量分析　采用显微镜

记数法:每张切片均按照缺血侧皮质到髓质的顺序

随机观察10个视野( 40×10) ,记数视野内TUNEL染

色的阳性细胞,以平均值做为阳性细胞数 。

1.9　统计学处理　数据以均数±标准差表示, 同一

时间点神经功能缺失计分 、组化及凋亡染色阳性细

胞数的比较采用单因素方差分析( SLD法 、Newman-

keuls法) ,方差不齐时采用秩和检验。应用 SPSS for

Windows 10.0 软件包处理, 取α=0.05 作为检验水

准 。

2　结果

2.1　神经行为观察及神经功能缺陷计分比较　各

组实验动物在 MCAO术后约 30 ～ 40 min 苏醒,恢复

翻正反射和自发活动, 除假手术组动物无神经功能

缺失症状外, 其余各组动物活动明显增多, 有 31只

( 77.5%)发生向MACO侧的旋转,而这种旋转在 2 h

后消失,之后向MACO对侧旋转 。

除假手术组动物外,其余各组有 37只( 92.5%)

出现右侧肢体瘫痪,尤其是前肢,表现为动物右旋时

右前肢托于腹下, 于左前肢交叉成剪刀状;左旋时右

前肢掌面朝上,拖于身体右侧;提尾试验时右前肢内

收,头弯向右上;缺血后动物不饮水不进食,活动增

多,再灌注后神经功能缺失症状无明显改善或恶化,

28只( 75.7%)拔线再灌注后动物活动明显增多, 兴

奋性增高,可能与再灌注后损伤加重有关 。

各组神经功能缺陷计分随时间推移而逐渐降

低,药物处理各组与对照组( I R或 DMSO)计分缺陷

的显著差异出现于 I 1 h 和 I 2 h 或 R 4 h 后。

各组各时间段神经功能缺陷计分比较:预防组 、

治疗组 、防治组各组神经功能缺陷计分均小于对照

组( DMSO 、I R组) 。预防组 、治疗组 、防治组各组间

无显著差异 。再灌注 4 、8 、24 h 神经功能缺陷计分,

各用药组均显著低于与 I R组( P <0.05,表 1) 。

2.2　大鼠脑组织观察结果　缺血侧脑组织颜色苍

白,呈局灶性与大脑中动脉供应区相适应,冠状切面

可见左侧缺血区脑组织较右侧体积增大 、脑组织苍

白(图 1) 。整体观察预防组 、治疗组 、防治组较 DM-

SO和 I R组病变范围局限 。
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表 1　各组不同时间段神经功能缺陷计分比较( x±s , n=8)

组别
缺血

0.5 h 1 h 2 h

再灌注

0.5 h 1 h 2 h 8 h 24 h

假手术组 　 0 　 0 　 0 　 0 　 0 　 0 　 0 　 0

缺血再灌注组 3.8±0.5 3.6±0.3 2.8±0.6 2.7±0.8 2.6±0.9 2.4±0.6 2.1±0.3 1.4±0.9
溶剂对照组 3.6±0.8 3.5±0.7 2.6±0.8 2.4±0.4 2.4±0.7 1.8±0.4 2.0±0.1 1.0±0.5
预防组 3.6±0.7 3.2±0.5 2.6±0.5 2.4±1.9 2.0±0.9 1.7±0.7b 1.5±0.7b 0.4±0.5be

治疗组 3.6±0.6 3.3±0.9 2.8±0.3 2.5±0.5 2.5±0.8 1.4±0.7be 1.1±0.6be 0.6±0.5b

防治组 3.5±0.5 2.8±0.7be 2.4±0.4b 2.4±0.5 2.2±0.6 1.0±0.6be 0.7±0.4be 0.2±0.5be

与缺血再灌注组相比bP<0.05;与溶剂对照组相比eP<0.05

图 1　冠状切可见左侧缺血区脑组织较右侧体积增大, 脑组

织苍白

2.3　HE染色组织学观察结果　脑缺血损伤 HE 染

色的镜下组织学特征参照 Crcia
[ 10]
等人评价神经缺

血性病变的标准 。假手术组大鼠左侧脑组织神经细

胞排列致密,神经元核仁及核周围质着色深, 神经细

胞周围的神经纤维无空泡 。缺血再灌注各组缺血区

中心神经组织结构完全破坏, 神经元 、神经胶质细胞

和纤维血管内皮细胞大部坏死,细胞数量明显减少,

坏死细胞留下许多腔隙,细胞间隙明显增宽。缺血

边缘区神经元肿胀 、着色淡,形态变为角形或扇形,

神经元周神经纤维呈空泡状或海绵状, 神经胶质细

胞肿胀 。缺血侧大脑皮质大部分神经元表现为:神

经元细胞数量明显减少, 核固缩深染 、核仁 、尼氏体

消失,胞质少着色深, 呈杆状或梭形,与周围神经组

织有较大间隙(图 2) 。

图 2　I R 组缺血侧 HE染色( 10×10)
神经元 、神经体积增大 、脑组织苍白胶质细胞和纤维血管内皮细胞大部

坏死,细胞数量明显减少,坏死细胞留下许多腔隙,细胞间隙明显增宽

　　缺血损伤程度以视前区 、纹状体为最重, 其次是

皮质,海马区变化不明显。预防组 、治疗组 、防治组

损伤程度轻于 DMSO和 I R组。在缺血区可发现红

神经元(细胞质强嗜酸性, 核固缩深染)和鬼影细胞

(细胞核的嗜酸性物质丧失对苏木素的亲和力, 仅显

示细胞核轮廓或完全不显示细胞核) (图 3) 。

图 3　I R组缺血侧 HE染色( 40×10)
显示红神经元(细胞质强嗜酸性,核固缩深染)和鬼影细胞(细胞核的

嗜酸性物质丧失对苏木素的亲和力, 仅显示细胞核轮廓或完全不显

示细胞核)

2.4　各组 TUNEL染色观察及细胞凋亡情况　假

手术组大脑半球极少检测到凋亡细胞( 1.88±0.25

个 HP) 。DMSO组和 I R组的缺血大脑半球皮质 、基

底节区可见凋亡细胞, 缺血中心区散在,缺血区边缘

内侧成簇,阳性细胞呈黄褐色, 胞质均质浓缩,胞核

深染,轮廓清晰, 细胞体积小,边集于核周呈新月形

或环形, 且可见少量大小不等深染成黄褐色的圆形

小体,形似凋亡小体(图 4) 。治疗组 、防治组在缺血

半球亦可监测到凋亡细胞, 右侧均为阴性 。凋亡细

胞形态与溶剂对照组和缺血再灌注组相似,但数量

显著少于对照组( P <0.05) 。预防组 、治疗组 、防治

组各组间无显著统计学意义( P>0.05, 表 2) 。

图 4　I R组纹状体 ISEL法凋亡细胞染色( 40×10)
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表 2　各组缺血侧细胞凋亡数比较( x ±s, n=8)

分组 细胞凋亡数

假手术组 1.88±0.25bc

缺血再灌注组 41.38±3.85
溶剂对照组 38.13±5.69
预防组 22.88±2.70bc

治疗组 25.63±2.93bc

防治组 20.88±2.30bc

与缺血再灌注组相比bP<0.05, cP<0.01

3　讨论

细胞凋亡是细胞按自身程序主动死亡的过

程
[ 11]

,而细胞坏死则是被动死亡过程, 所以凋亡又

称为程序性细胞死亡( programmed cell death, PCD) 。

细胞凋亡在形态学和生化特征上表现为细胞皱缩,

细胞核染色质浓缩, DNA片断化, 而细胞的膜结构

和细胞器仍完整。1990年 Shigeno 等
[ 12]
报告在短暂

性脑缺血后使用蛋白合成阻滞剂亚环已酮能抑制迟

发性神经细胞死亡的发生, 首先提出了缺血性神经

细胞死亡可能与细胞凋亡有关 。PCD最突出的生化

改变是细胞染色质 DNA的有控裂解, 裂解后的 DNA

断片( fragments) 在琼脂糖电泳图谱上呈现梯状, 称

为梯状DNA
[ 13]
。利用这一特性, MacMans等

[ 14]
在阻

断大鼠双侧颈总动脉形成的不完全脑缺血模型上观

察到:在缺血 16 min 再灌注 48 h 后, 大鼠脑海马 、

纹状体细胞 DNA分别有 25%、35%产生了裂解, 在

琼脂糖电泳图谱上呈梯状,皮层细胞的 DNA未见有

裂解 。这说明神经元在经历了短暂轻度缺血后会发

生PCD,并且发生的区域是对缺血最为敏感的部位 。

以后, 许多学者在局灶和全脑缺血等不同的脑缺血

模型上,先后证实脑缺血后可诱发 PCD。在缺血再

灌注各组( I R、DMSO 、预防组 、治疗组 、防治组)均可

见明显神经细胞凋亡, 提示缺血再灌注损伤可诱导

细胞凋亡,这与以往结果相符
[ 14]
。

近几年来, 人们对神经元的迟发性损伤机制作

了深入研究,许多实验证实重度缺血诱发坏死,轻度

缺血诱导凋亡, 进而造成迟发性神经元死亡。这解

释了为什么在本实验中脑缺血中心区发生坏死(梗

死) , 而半暗区则以细胞凋亡为主。若能减少半暗区

细胞凋亡,将会有效抑制坏死区的扩大,从而减轻迟

发性脑损伤 。本实验发现:药物干预各组细胞凋亡

数目均少于对照组 ( I R或 MDSO) , 且差异有显著

性。说明 PROG可有效减少脑缺血再灌注后细胞凋

亡的发生,减轻脑损伤,结果与既往研究显示 PROG

的神经保护作用相符
[ 15-17]

。

结合本实验结果和既往研究推测 PROG 抑制细

胞凋亡的机制可能为:( 1) PROG下调促凋亡基因的

表达而起到保护作用;( 2)有研究
[ 5]
显示 PROG可明

显减少大鼠MCAO侧纹状体钙含量, 减轻细胞内“钙

超载”而对缺血脑有神经保护作用。钙超载是导致

神经细胞损伤和死亡的最后通路, 脑缺血时兴奋性

氨基酸和氧自由基过度释放 、细胞水肿 、酸中毒等均

可造成钙进入细胞;( 3)有研究表明
[ 18, 19]

PROG可通

过增强GABA受体亚单位的活性,抑制兴奋性氨基

酸受体活性,使GABA系统的抑制功能占优势, 降低

兴奋性氨基酸的毒性反应, 从而一方面降低 NMDA

过度兴奋所介导的 Ca
2+
内流引起神经细胞迟发性

损伤,另一方面通过降低Na-K-ATP酶调控的离子运

输使Ca
2+
通道延迟开放,有可能防止膜机能衰竭和

缺血脑损伤的发生发展,减轻脑缺血损伤 。

各组神经功能缺陷计分随时间推移而逐渐降

低,药物处理各组与对照组计分缺陷差异出现于再

灌注 4 h后 。各组不同时间段神经功能缺陷计分比

较,用药各组神经功能缺陷计分较 DMSO和 I R组

较低,统计分析有显著性差异, 提示 PROG可减少大

鼠MACO后神经功能的缺失 。这与 Alkayed
[ 20]
的研

究相符 。

从各组死亡率:药物预防组 、治疗组动物死亡率

与对照组( I R或 MDSO)无差异, 而防治组为 0%则

明显低于对照组。加大外源性 PROG剂量是否可降

低脑缺血再灌注损伤模型动物的死亡率尚需进一步

研究。另在实验中发现:术后动物旋转呈时相性,这

一现象在以往的文献中罕见报告 。分析其机制可能

与缺血大脑半球间兴奋性神经递质的不平衡有关:

推测在缺血 2 h 内, MACO 侧大脑半球兴奋性氨基

酸大量释放导致 MACO对侧肢体肌张力增高,出现

左旋;2 h 后MACO侧大脑半球兴奋性氨基酸耗竭,

出现缺血坏死, 导致 MACO 对侧肢体瘫痪, 出现右

旋 。其真正机理还需进一步研究证实 。

综上所述,通过本实验可知:缺血再灌注损伤可

引起大鼠脑细胞凋亡增加, 外源性 PROG可减少脑

缺血再灌注损伤模型动物神经功能缺陷损失;外源

性 PROG可减轻局灶性缺血再灌流脑损伤, 减少大

鼠脑缺血再灌注后的脑细胞凋亡 。
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Effects of progesterone on apoptosis and neuroprotective in rats during fo-
cal cerebral ischemia reperfusion injury
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ABSTRACT　AIM:To study the effects of neuroprotec-
tive and molecular mechanism of progesterone on ischemia

reperfusion injury.METHODS:The rats with transient

middle cerebral artery occlusion ( MACO) were treated by

Zea-Longa for 2 h and reperfused for 24 h.48 male rats

were divided into 6 group randomly.There were the sham

group, ischmia reperfusion ( I R) , dimethl sulfoxide

( DMSO) , and pretreatment, posttreatment, pre+posttre-
ament with PROG.The score of neurological deficit was

measured by Zea-Longa method and insitu end labeling

( ISEL) was used to investigate apoptosis in the brain tis-
sues.RESULTS:The score of neurological deficit was 0

in the sham operation after reperfusion 24 h, 1.38±0.92
in the I R group, 1.0±0.53 in the DMSO group, 0.35
±0.51 in the pretreatment group, 0.62±0.52 in the

posttreatment group, and 0.25±0.46 in the pre+postt-
reament group.The number of apoptosic cells was 1.88±
0.25 in the sham group, 41.38±3.85 in the I R group,

38.13±5.69 in the DMSO group, 22.88±2.70 in the

pretreatment group, 25.63 ±2.93 in the posttreatment

group, and 20.88 ±2.30 in the pre +posttreament

group.There were significant differences in pretreament,

posttreament, pre +posttreament and control groups( I R
or DMSO) ( P <0.05) .CONCLUSION:PROG may

protect the focal ischemia brain on reperfusion injury and

reduce the expression of apoptosis and the neurological

deficit.
KEY WORDS　progesterone;ischemia;reperfusion in-
jury;neurological defici;apoptosis
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