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【摘) 要】目的：对比研究哺乳动物雌激素和植物雌激素对
大鼠局灶性脑缺血后脑组织 C#?:8 表达的影响, 方法：将 &"
只雌性去势 A;大鼠随机分成空白对照组，雌激素组和葛根素
组，每组 (" 只, 所有大鼠均制作成右侧永久性大脑中动脉阻
断模型, 采用免疫组化方法检测去势雌性大鼠脑缺血后不同

时间点脑组织 C#?:8的表达, 结果：雌激素组和葛根素组大鼠
脑缺血后脑组织 C#?:8的表达均下降，发生作用的时间段在脑
缺血后 !’ J至 $0 J, 在脑缺血后 + J，( 组表达 C#?:8 的阳性
细胞数无统计学差异, 在 !’ J及 $0 J时间点，用药组与对照
组相比，C#?:8 阳性细胞数明显减少（0 V ", "* ）；用药组之间
相比无统计学意义（0 W ", "*）, 结论：两种雌激素均能减弱
脑缺血后脑组织 C#?:8的表达,
【关键词】脑缺血 ；植物雌激素类；C#?:8；细胞凋亡
【中图号】Y%0() ) )【文献标识码】R

HI 引言
研究表明，9#?:8基因表达与细胞凋亡关系密切，

C#?:8表达的强弱与缺血状态下的组织细胞损伤的程
度正相关, 我们通过观察动物雌激素和植物雌激素
对去势雌大鼠永久的局灶脑缺血后不同时间段的 C#
?:8表达的影响，进一步探讨植物雌激素对缺血脑组
织的保护机制, 我们应用葛根素作为植物雌激素的
代表，它的化学结构是 +#; 吡喃葡萄糖#0，%#二羟基
异黄酮苷，属植物雌激素中异黄酮类,

JI 材料和方法
J, JI 材料I 动物雌激素选用美国 A4M23 公司的 !%#
X.>3 雌二醇，葛根素由山东鲁银制药有限公司生产，
C#?:8 多克隆抗体及 C#?:8 蛋白免疫组化试剂盒和
;RX染色剂购自武汉博士德生物制剂公司,
J, KI 方法
!, $, !) 模型建立) 成年雌性 A;大鼠 &" 只，( Z 0 2:
龄，体质量 $(" Z $’" M，购自哈尔滨医科大学实验动
物中心, 所有动物制作脑缺血模型前 ! P[ 均将双侧
卵巢切除, 各组动物在卵巢切除 ! P[ 后，用 !"" M \ ]
的水合氯醛腹腔麻醉（", "( 2] \ [M）, 然后用改良的
]:M3［!］法行永久性右侧大脑中动脉阻断模型, 动物
随机分成 ( 组：空白对照组，雌激素组，葛根素组，每
组 (" 只, 雌激素组腹腔注射 !%#X.>3 雌二醇 ! P[，
次 \ B（! 2M \ [M），葛根素组腹腔注射葛根素 ! P[，次
\ B（*"" 2M \ [M），空白对照组不给予任何药物,
!, $, $) 标本采集) ( 组大鼠按大脑中动脉阻断的时
间各分为 + J组，!’ J 组，$0 J 组, 在相应时间点将
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大鼠断头取脑，将脑组织切除脑干，其余脑组织冠状

平均切成 ! 等分，取中间的切片（约距额极 " # $
%%）& 然后用 "’ ( ) * 的多聚甲醛固定，梯度酒精脱
水，石蜡包埋，制成蜡块，切成厚约 " !%的薄片&
+& ,& -. 标本检测. /01 免疫组化法检测 12345 蛋白
的表达& 切片常规脱腊至水，灭活内源性酶，热抗原
修复滴加 +6+’’ 稀释的兔抗 12 345 抗体，"7过夜，滴
加生物素化羊抗兔 8(9，滴加试剂 :/01，;/0 显色，
苏木素轻度复染& 12345 阳性细胞计数方法：在各样
本相同部位，在缺血侧梗死灶边缘区选择 ! 个不重叠
的视野，计数每个视野下每 +’’ 个细胞中阳性染色的
细胞数& 然后再除以 !，所得的数据作为一个标本的
12345 表达的阳性细胞数&
统计学处理：上述数据均经 :<::+’& ’ 统计软件

处理，用 ! " #表示，采用多因素方差分析方法进行显
著性检验&

!" 结果
不同预处理组在永久的右侧的大脑中动脉阻断

后 =，+>，," ?三个时间点缺血脑组织都有大量的 12
345的表达，阳性细胞广泛分布在缺血侧的新皮层、远
离梗死灶的海马、扣带回及部分丘脑& 梗死灶中心未
见阳性表达，梗死灶周围的半暗带区有较强的表达，

未见缺血侧纹状体区域有 12345 蛋白的表达& 在脑缺
血后 = ?，对照组，雌激素组和葛根素组 12345 阳性细
胞数分别是 ,’& - @ ’& =，+A& " @ ’& >，和 +A& > @ ’& !，
对照组与用药组之间两两比较，差异无统计学意义

（$ B ’& ’!）& 而对照组 12345阳性细胞数在缺血后 +>
?达高峰（"’& A @ +& -），与 = ? 相比差异显著（$ C
’& ’!）& 雌激素组和葛根素组在 +> ? 时 12345阳性细
胞数与 = ?时相比，差异无统计学意义& +> ?，雌激
素组和葛根素组相比，12345 阳性细胞数分别是 ,+& -
@ +& ’ 和 ,+& " @ ’& >，差异亦无统计学意义（$ B
’& ’!）& 在 ," ? 时间点，对照组 12345 阳性细胞数与
+> ?相比略有减少，为 -,& A @ +& ,$，而雌激素组和葛
根素组 12345的表达阳性细胞数分别是 ,"& - @ +& ! 和
,-& ! @ +& ’，与 +> ?时间点相比稍有增多& 在 +> ?及
," ?时间点，两处理组与对照组相比，12345 的表达
明显减弱（$ C ’& ’!），而雌激素组和葛根素组之间相
比较差异无统计学意义& 各处理组不同时间点 12345
蛋白的表达见图 +&

#" 讨论
脑缺血后形成脑梗死的过程中，细胞发生了两种

方式的死亡：即梗死中心的急性细胞死亡和梗死周边

/：脑缺血后 = ?；0：对照组脑缺血后 +> ?；1：雌激素组和葛根素组

脑缺血后 +> ?；;：对照组脑缺血后 ," ?；D：雌激素组和葛根素组脑
缺血后 ," ?&

图 +. 各组动物脑缺血后不同时间点梗死周围半暗带区 12345
蛋白的表达

半暗带区的细胞凋亡& 后者的发生需要时间和能量
的动态过程，它的发生较坏死缓慢，持续时间长& 即
刻早基因 E2345基因正是与这一过程相关的一种转录
调节因子&

12345基因表达的机制是通过 F2甲基2;2天冬氨
酸（FG;/）受体介导的，并随谷氨酸释放的增多而上
升［,］& 另外细胞内钙离子的增加，也可诱导神经细胞
E2345的表达& 而已有研究证实 +$2HIJK雌二醇可通过
FG;/受体，抑制谷氨酸的释放，并可减少神经细胞
内兴奋性氨基酸的含量& 另外它还可抑制钙超载&
因此，推测雌激素可通过上述途径下调 E2345 基因的
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表达，抑制细胞的凋亡，本实验表明雌激素发生作用

的主要部位是在非梗死区的扣带回皮层!
早在 "##"，就有学者报道大鼠（雌、雄）局灶性

脑缺血后脑组织中 $%&’(表达均增加［)］! 既往研究显
示脑缺血后 $%&’(表达的峰值在缺血后 * + , -，而在
*, -后恢复到基线水平! 更有学者证明在脑缺血后
半小时 $%&’(表达达到高峰，而在缺血 * -再灌注 , -
时，回归至基线水平［,］! 另有学者应用永久的脑缺血
模型证明 $%&’( 表达的高峰在脑缺血后 , -，而后在
*, -返回基线水平［. / 0］! 本文研究表明 $%&’(的大量
表达可持续至缺血后 *, - ! 我们分析，与以往研究
结果不同的原因在于我们应用的不是雄性大鼠，而是

卵巢切除后的去势雌性大鼠! 这一点可能暗示性别
及雌性荷尔蒙影响了缺血脑组织 1%&’( 基因表达的时
间及持续时间长短! 雌激素对两性大鼠都具有神经
保护作用［2 / 3］，但脑缺血后去势大鼠和雄性大鼠 $%
&’( 表达的方式明显不同，这一点提示雌激素对两性
动物的脑保护机制可能有所不同!
本研究同时应用了哺乳动物雌激素（"2%4567 雌

二醇）和来自天然植物的雌激素（葛根素），对比观察

了两种雌激素对单侧大脑中动脉阻断后去势雌大鼠

缺血脑组织 $%&’( 表达的影响，发现植物雌激素与
"2%4567雌二醇同样可减弱脑梗死周边半暗带区域的
$% &’( 的表达数量，并且发生作用的方式也极为相
似! 雌激素替代治疗增加子宫内膜癌、乳腺癌及一些
消化道肿瘤的发病率，这使雌激素替代治疗难以在临

床上推广! 近年来出现的植物雌激素具有与动物雌
激素相似的化学结构，而且显示一定的雌激素活性，

包括 " 对羟基和 " 个酚环，后者对它吸附于雌激素受
体起着决定性的作用! 这类雌激素具有抗增殖、抗肿
瘤的特性，且来源广泛，应用安全，不受性别的限制!
目前国外的研究人员证实植物雌激素可以减少由谷

氨酸盐和 4567%淀粉样蛋白诱发的神经细胞损害，表
现为自神经细胞释放乳酸脱氢酶的减少，它可以减少

反应性氧自由基的积聚，保护细胞膜的完整性! 这类
激素还能抑制 17(87(5（天冬氨酸半胱氨酸特异性蛋
白酶，是一类在细胞凋亡中起关键作用的蛋白酶家

族! ）的激活，延缓神经细胞凋亡［# / "9］! 这些研究表
明植物雌激素在缺血性脑血管病的防治方面有广阔

的应用前景!
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