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大鼠脑缺血再灌注后血清中血管内皮生长因子与神经元凋亡的研究
纳冬梅 1 孙 强 2 曹 坪 1 张 宏 1 徐 波 1
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摘要 目的：通过检测 SD 大鼠脑缺血再灌注模型血清中血管内皮生长因子(VEGF) 与神经元凋亡动态表达变化的关系，以探讨

两者之间的相关性。方法：将 40 只大鼠随机分为 8 组：对照组、假手术组和脑缺血 30 min 再灌注 12 h 组、1d 组、3 d 组、5d 组、7d

组、及 14 d 组，每组 5 只。采用 ELISA 双抗夹心法检测大鼠血清中血管内皮生长因子、原位细胞凋亡 TUNEL 法检测脑组织中的

凋亡神经细胞数。结果：再灌注 12h、1d、3 d、5d、7d 及 14 d 大鼠血清 VEGF 表达和凋亡神经元百分比的变化均为负相关性(均为

P<0.05 )。结论：在脑缺血再灌注大鼠模型中，缺血诱导使 VEGF 的表达发生变化，VEGF 通过直接或间接的途径抑制神经元凋

亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the interrelation ship between thedynamic changes of of VEGF and neuronal apoptosis after

Cerebral Ischemic Reperfusion in SD Rats. Methods: A total of forty SD rats were randomly divided into eight different groups（n = 5):

controls group, sham-operation group，cerebral ischemia for 30 min and reperfusion for 12 hour( I/R12h group)，1day(I/R1d group)，3 day

(I/R3d group)，5 day( I/R5d group)，7 day( I/R7d group), and 14day( I/R14d group). By using ELISA method the VEGF were measured，

the apoptosis of neurons was examined by TUNEL. Results: The expression of VEGF has a negative correlation（P<0.05) with neurons

apoptosis reperfusion for 12hour，1day，3 day，5day，7day and 14day after Cerebral Ischemic Reperfusion. Conclusions: VEGF mediated

by cerebral ischemia inhibits the apoptosis of neurons in rats after cerebral ischemic reperfusion.
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血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor，
VEGF） 是在胚胎发生和创伤愈合过程中启动血管形成的一个

高度特异的有丝分裂原，最近有研究[1] 表明它具有神经保护作

用, 但 VEGF 对神经保护的确切机制及最佳时间窗尚无定论，

本研究通过建立大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型,动态检测缺

血再灌注后不同时间点 VEGF 的浓度与神经元凋亡的变化,为
缺血性脑血管病的临床研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

清洁级 SD（Sprague Dawley）大鼠(购自中山大学动物实验

中心 , 合格证号：2004A089) 40 只，鼠龄 3-4 个月，体质量

(220-260)g，不分雌雄，随机分为 8 组:对照组、假手术组、模型

组各组缺血( ischemia,I) 30 min ,分别再灌注 ( reperfusion,R)

12h (I/R12h 组)、1d(I/R1d 组 )、3 d(I/R3d 组 )、5d(I/R5d 组 )、
7d( I/R7d 组)、及 14 d( I/R14d 组),每组 5 只。
1.2 实验方法

1.2.1 模型的制备 参照文献[2]。手术动物术前 12h 禁食，自由饮

水，麻醉,颈部正中切口,分离并结扎右侧颈外动脉,仔细分离颈

内动脉,不结扎翼颚突动脉,颈内动脉远端放置微型动脉夹,在

颈外动脉靠近分叉处以头皮针穿刺的方式导入端口打磨光滑，

头端涂有硅油的尼龙线(标准直径 0.235mm),去掉动脉夹,在直

视情况下缓慢推进尼龙线至其入颅,线栓至有阻力时（入颅长

度为 1.85±0.05cm），将渔线连同颈总动脉一起结扎，缺血 30

min,造模成功标准为:右侧出现 Honer 征；苏醒后出现左前肢屈

曲、内收,左侧转圈,或向左侧倾倒。造模成功的大鼠放开颈外

动脉扎线，将留在外的线栓拔出 1cm,使得大脑中动脉得以再

通。假手术组：只是暴露颈内动脉,不进行插线。各组动物术中

均用白炽灯照射使其肛温维持在(37.0±0.5)℃左右,术后单笼饲

养。对照组:不给予任何处理。
1.2.2 抽取血清及制作脑组织切片法 各组大鼠在规定时间
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内, 3.6%水合氯醛（1 mL/100g）腹腔注射麻醉各组大鼠后，仰卧

固定，剪开肋骨，暴露胸腔，用 5 mL 注射器左心室抽取血液

2mL，置于真空采血管(不加抗凝剂)中，室温下静置 30 min 后，

l 000 r／min 离心 20 min，取上清液 0.5 mL，移入消毒并硅化的

0.5 mL Ep 管中，置于 -80℃冰箱中保存；后断头取缺血侧脑组

织，假手术组和对照组在相应位置取材。将切好的脑片固定于

同一固定液中 4h，常规脱水,透明,浸蜡和石蜡包埋。每个蜡块

切 25 片张切片 (厚 4μm)，隔 4 张取 1 张，共取 5 张切片待

用。
1.2.3 检测方法

1.2.3.1 ELISA 法检测 VEGF 试剂盒购自上海丰翔生物 血清

标本于室温下待测，将标准品定比稀释，充分混匀，酶标板的各

孔依次编号，将 VEGF 单克隆抗体包被酶标板，每孔加入 50μL
样本稀释液，再加入标准品和待测标本 50μL，所有标本均设双

孔检测，以稀释液作为空白对照，严格按照说明书操作，加终止

液后 15 分钟内，450nm 波长依序测量各孔的吸光度（OD 值），

以 VEGF 标准品质量浓度为横坐标，相应的光密度值为纵坐标

作图，根据待测酶标仪测定的标本的光密度值在直线上算出相

应的 VEGF 质量浓度。
1.2.3.2 TUNEL 法检测凋亡细胞 TUNEL 凋亡检测试剂盒为

美国 ROCHE 公司产品，实验步骤严格按说明书操作。光学显

微镜（400 倍）下观察结果：细胞核中有棕黄色颗粒者即为凋亡

细胞，计算凋亡百分比，每张切片随机取 4 个视野。
1.2.4 统计学处理 采用 SPSS 16.0 统计学软件对数据进行分

析，实验数据均以均数±标准差(x±s 表示)，不同时间点凋亡神

经元百分比和血清中的 VEGF 质量浓度的总体比较采用双因

素方差分析，组间的两两比较采用 SNK-q 检验，各组凋亡神经

元百分比与血清 VEGF 质量浓度的相关分析及其与再灌注时

间的关系采用 Pearson 相关分析，P＜0.05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 VEGF 与凋亡神经元的检测结果

对照组、假手术组血清中 VEGF 差异没有统计学意义

（P＞0.05），VEGF 在再灌注 12h 较对照组明显增高（P＜0.05），

持续至 7d 达到峰值，14d 组中下降，较 7d 组差异有统计学意

义（P＜0.05）；对照组、假手术组凋亡神经元百分比差异没有统

计学意义（P＞0.05），在再灌注 12h 后凋亡神经元百分比（（3.5±
0.58）%）较对照组、假手术组差异没有统计学意义（P＞0.05），

1d 组凋亡神经元百分比升高（达峰值：（22.6±2.97）%），较假手

术组有统计学意义（P＜0.05），此后凋亡神经元百分比开始持

续减少 （到 14d 达到 （7.2±1.48）%），较上个时间点均为 P＜
0.05，差异有统计学意义。（见表 1）。

表 1 再灌注组不同时间点 VEGF 表达与凋亡神经元百分比的变化(n=5, x±s)
Table 1 Changes of the VEGF expression and percent of TUNEL-positve cells after ischemic-reperfusion(n=5, x±s)

Group VEGF(pg/m1) F value P value Apoptotic nerve % F value P value

Control 48.4±1.74 ***696 ***0.00006 2.9±0.74 #0.68 #0.43

Shamoperation 49.8±2.39 *95.5 *0.0003 3.3±0.83 ###196 ###0.00057

I/R12h group 65.8±2.77 **141 **0.0006 3.5±0.58 **2.15 **0.18

I/R1d group 66.6±3.65 **101 **0.0005 22.6±2.97 **207 **0.0005

I/R3d group 78.4±2.7 **436 **0.00009 20.8±2.49 **237 **0.0004

I/R5d group 80.2±5.8 **138 **0.0007 16±4.00 ##5.19 ##0.052

I/R7d group 85.2±2.59 #505 #0.00008 13.1±2.19 ##27 ##0.01

I/R14d group 77.2±3.27 ***18.4 ***0.003 7.2±1.48 ##110 ##0.0008

*:Compared with I/R12h group，**:compared with control group，***:compared withI/R7d group，
#:Compared with shamoperationgroup，##:compared withI/R3d group，###:compared withI/R1d group

2.2 各组血清 VEGF 表达和凋亡神经元百分比的相关性分析

再灌注 12h、1d、3 d、5d、7d 及 14 d 大鼠血清 VEGF 表达

和凋亡神经元百分比的变化均有负相关性 (均为 P＜0.05 )：

12h 组 VEGF 与细胞凋亡相关度为 P=0.015 (r = -0.946)；1d 组

VEGF 与细胞凋亡的相关度为 P=0.016 (r = -0.943)；I/R3d 组

VE GF 与细胞凋亡的相关度为 P=0.013 (r = -0.951)；5d 组

VEGF 与细胞凋亡的相关度为 P=0.024 (r = -0.926)；7d 组

VEGF 与细胞凋亡的相关度为 P=0.012 (r = -0.952)；14d 组

VEGF 与细胞凋亡的相关度为 P=0.018 (r = -0.938)（见图 1-6）。

图 1 I/R12h 组 VEGF 与细胞凋亡的相关性分析(r =-0.946,P=0.015)

Fig.1 The correlation of VEGF level in serum and cells apoptosis of

I/R12h group (r =-0.946,P=0.015)
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图 2 I/R1d 组 VEGF 与细胞凋亡的相关性分析(r = -0.943,P=0.016)
Fig.2 The correlation of VEGF level in serum and cells apoptosis of I/R1d

group (r = -0.943,P=0.016)

图 3 I/R3d 组 VEGF 与细胞凋亡的相关性分析(r = -0.951,P=0.013)
Fig.3 The correlation of VEGF level in serum and cells apoptosis of I/R3d

group (r = -0.951,P=0.013)

图 4 I/R5d 组 VEGF 与细胞凋亡的相关性分析(r = -0.926,P=0.024)
Fig.4 The correlation of VEGF level in serum and cells apoptosis of I/R5d

group (r = -0.926,P=0.024)

图 5 I/R7d 组 VEGF 与细胞凋亡的相关性分析(r = -0.952,P=0.012)
Fig.5 The correlation of VEGF level in serum and cells apoptosis of I/R7d

group (r = -0.952,P=0.012)

图 6 I/R14d 组 VEGF 与细胞凋亡的相关性分析(r = -0.938,P=0.018)
Fig.6 The correlation of VEGF level in serum and cells apoptosis of

I/R14d group (r = -0.938,P=0.018)

3 讨论

缺血性脑中风是目前严重威胁人类健康的疾病之一，其

发病率及致死率相当高，尽管近十几年来对脑缺血机制进行了

大量研究，但因其机制极为复杂，缺乏有效的干预手段，故预后

极差；血管内皮生长因子又称血管渗透因子，是一类促进血管

再生，增加血管通透性的细胞因子，VEGF 的表达受许多因素的

调控,缺血或低氧是诱导 VEGF 表达的最主要的因素[3]；研究[4-6]

表明脑缺血后，VEGF 不仅通过促进血管内皮细胞增殖和迁移

参与血管生成，其在神经保护和神经发生等方面也发挥了重要

作用。本研究针对缺血性脑中风而制作了大鼠的脑缺血再灌注

模型，探讨血管内皮生长因子在缺血再灌注中的神经保护作

用。
本研究检测 VEGF 的结果显示：对照组、假手术组血清中

VEGF 差异没有统计学意义（P＞0.05），所有大鼠缺血再灌注后

血清 VEGF 含量均较对照组增高，在再灌注 12h 较对照组即明

显增高（P＜0.05），持续至 7d 达到峰值，14d 组中下降，较 7d 组

差异有统计学意义（P＜0.05），据此认为由于防御和应激反应

触发或启动 VEGF 的产生，而再灌注后血清中 VEGF 的异常升

高主要来自于脑缺血后脑组织组织释放 VEGF 到血清中，而非

源自其他组织；VEGF 的变化随着再灌注时间呈动态变化则表

明随侧支循环的建立，脑血供得到改善后 VEGF 的产生逐渐减

少。凋亡神经元的检测结果为：对照组、假手术组凋亡神经元百

分比差异没有统计学意义（P＞0.05），在再灌注 12h 后凋亡神

经元百分比较对照组、假手术组差异没有统计学意义 （P＞
0.05），1d 组凋亡神经元百分比升高，较假手术组有统计学意义

（P＜0.05），此后凋亡神经元百分比开始持续降低，由于脑缺血

后神经元的凋亡发生是一个多环节调控过程，而神经元凋亡是

脑缺血再灌注后迟发性神经元死亡的基本形式，本实验结果结

合 Abbatea [7-9]等的研究结果认为：在缺血性脑损伤半暗带低氧

区的早期,低氧激活低氧诱导因子 -1α(HIF-1α)的表达,激活的

HIF-1α 诱导 VEGF 及其受体水平表达增加，可对神经元产生

直接保护作用,从而减少缺血缺氧对神经元的损害；VEGF 与其

受体结合后,促使微血管内皮细胞增殖、迁移,促使新血管生成,
改善局部血供, 并保护内皮细胞不发生程序性死亡, 通过直接

或间接抑制神经细胞凋亡而保护神经元。
本研究对再灌注组不同时间点 VEGF 表达与凋亡神经元
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百分比变化做了相关性分析后表明：再灌注 12h、1d、3 d、5d、
7d 及 14 d 大鼠血清 VEGF 表达和凋亡神经元百分比的变化均

呈负相关关系(P＜0.05 )，脑缺血后 VEGF 表达的增加可能是

一种代偿性保护机制，另外有研究证实, VEGF 还可刺激轴索

生长,减少缺氧和兴奋性氨基酸所诱导的神经元死亡等直接促

神经发生和保护神经元[10-13]。
本研究中但值得注意的是：VEGF 值在再灌注 12 h 时显

著提高,说明这可能是微循环重建的一个关键时期,有利于新生

血管的形成,从而对改善缺血组织微循环,恢复缺血神经元的血

供有重要意义；再灌注 12 h 凋亡神经元还没检测到有显著的

变化（P＞0.05），估计由于凋亡的程序性和检测手段的原因，致

使检测到的结果具有滞后性，在 1 天后，已经造成显著性神经

元凋亡（P＜0.05）, VEGF 对神经元的直接和间接的保护作用是

值得肯定的，但是在缺乏外源性干预的情况下，内源性 VEGF
的启动需要复杂的程序与时间，而且含量相对于机体的需要极

为有限，所以在缺血再灌注 1 天内开始及时、持续应用外源性

VEGF 来增加再灌注损伤过程中 VEGF 的浓度，从而改善缺血

组织微循环，减轻神经元损伤程度，以直接或间接的途径促进

神经元修复，可以最大程度的减少脑损伤，但 VEGF 抑制神经

元凋亡的相关机制、应用外源性 VEGF 的给药方式、途径及达

到梗死灶的最佳时间窗有待进一步深入研究确定。
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