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  近年大量文献报道蛋白水解酶在缺血性脑损伤

中起重要作用 ∀目前有人报道蛋白水解酶钙凋磷酸

酶∏和钙蛋白酶的激活可导致

脑缺血神经细胞凋亡而且其抑制剂对缺血性损伤起

保护作用≈ ∗  ∀丁基苯酞 ∆Λ222∏

°是我所近年开发的一个新型抗脑缺血药物 有

良好的抗脑缺血作用 ∀研究表明 °对低氧低糖

及大脑中动脉阻断  ≤ 诱导的大鼠皮层神经细

胞凋亡有明显的抑制作用≈ 这可能是 °缩小

 ≤ 后脑梗塞体积的原因 ∀本文旨在研究 °

对凋亡抑制作用的机制是否与大鼠脑皮层

∏和的活性改变有关 以期为该药

用于临床提供有力的理论依据 ∀

材 料 和 方 法

  动物  体重  ∗  ⎯ • 大鼠 由中

国医学科学院动物繁殖中心提供 ∀

试剂与药品  Ο22 ∆Λ2孔雀

绿 酪蛋白钠盐 钙调素≤ 及 2

Ν2吗啡啉丙磺酸  °≥均为 ≥产品 ⁄× × 

× 2 Β2巯基乙醇为 ≥√产品 ∞°∞≥ ∞× 

等为国产分析纯 ∀

大鼠 ΜΧΑΟ模型  体重  ?   ⎯ • 

大鼠 以水和氯醛 #  麻醉 用大脑中

动脉栓塞法造成局部性脑缺血  后 动物重新麻
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醉 尼龙线自颈外动脉抽出 恢复颈总动脉血流再灌

注  ≈ ∀

实验分组 !给药方式和组织匀浆制备  动物分

组 每组 只 假手术组 !缺血对照组 !∆Λ2°  

及  # 及 ∆2和 Λ2°  # 各

组 ∀于缺血前  ° ∀大鼠于局部脑缺血 

再灌注  后迅速断头取脑 在冰浴上分离出缺

血侧皮层和对侧皮层并各分成两份 制成  的组

织匀浆 ∀以测定∏和 的活性 ∀

Χαλχινευριν活性测定[ 6 ∗ 8]  取缺血侧和对侧

皮层 按  Β  的 比 例 加 入  °≥ 缓 冲 液

#   °≥  ≤≤ 1  ≤ 1制

成组织匀浆 ∀  ≅ 离心   ε  取上清

液  Λ加 1 # 的 Ο22 ∆Λ2

 Λ∀ ε 孵育  后 以孔雀绿显色

反应检测被水解的磷含量 ∀于  波长测吸光

度 ∀以磷酸二氢钾为标准品制备标准曲线线性范

围为  ∗   ∀ 法定量蛋白含量 ∀

Χαλπαιν活性测定
[ 9 ,10]  取皮层组织加入 

 #  ×2≤ 缓 冲 液   #   Β2

   ∞⁄×  1  ⁄× ×  

 在冰浴上用玻璃匀浆器将其制成组

织匀浆   ≅ 离心   ε  取上清液置

 ε 冰箱待测 活性 ∀每个样品分成两管 总

体积为  Λ一管为无 ≤ 体系 内含酪蛋白

1  #  ×2≤  #  

∞×  及上清液  Λ另一管除用  # 

≤≤代替 ∞×  外 余内容物均相同 ∀ ε 反应

 后依此向各管加入蒸馏水 1 考马斯亮

蓝2 染液 考马斯亮蓝2 1  乙醇

1  磷酸 1   1 充分混合  后

## 药学学报  °∏≥    



于  测吸光度 ∀最后每个样品的 酶活

性用各相应的无钙管吸光度减去有钙管所得差

值来计算 ∀各管  活性以 ∃# 
 

表示 ∀蛋白定量采用 法 ∀

数据统计  两酶活性以均数 ? 标准差表示 组

间比较用 τ检验 ∀

结 果

1  丁基苯酞对脑缺血再灌损伤缺血侧和对侧皮层

χαλχινευριν活性的影响

结果见表  ∀非缺血侧各组间 ∏活性

均无显著性差异 ∀假手术组手术侧皮层组织

∏活性为 1 ? 1 Λ °# 
 

   ≤  后其活性升高达 1 ? 1 

与假手术组比较有显著差异  ∆Λ2°  

# 和 ∆2°  # 
 均能显著降低

∏活性 ∆Λ2°  # 和 Λ2° 

# 组其活性有降低倾向 但无统计学意义 ∀

结果表明 脑缺血再灌能使大鼠皮层 ∏活

性增加 而应用 °后该酶活性能不同程度地降

低 ∀提示 ° 抗脑缺血的作用可能与其降低

∏活性有关 ∀

Ταβ 1  Χηανγεσ ιν χαλχινευριν αχτιϖιτιεσ ιν

ιπσιλατεραλ ανδ χοντραλατεραλ χορτεξ1 ΝΒΠ ωασ

αδ µινιστρατεδ ιπ 10 µιν βεφορε τΜΧΑΟ ιν ρατσ( ν =

5 , ξ ? σ)

∏ ≤#  ≤ 

≥  ?   ? 

∂  ?   ?   

∆Λ2°   ?   ? 

  ?   ?  3

  ?   ?  3 3

∆2°   ?   ?  3 3

Λ2°   ?   ? 

≤∏ √  ¬  Λ ° # 
 

  3 Π  1  3 3     Π  1  

√ ∏

2  丁基苯酞对脑缺血再灌损伤缺血侧和对侧皮层

χαλπαιν活性的影响

≤活性测定结果见表  ∀非缺血侧各组间

≤活性均无显著性差异 ∀缺血侧假手术组皮

层组织 ≤活性为1 ? 1 ∃# 
 

 而缺血再灌后其活性显著升高为 1 ?

1 Π 1 ∀ ∆Λ2°  # 和 ∆2°

 # 其活性降低明显 分别为 1 ? 1

和1 ? 1 ∃# 
   ∀而 ∆Λ2

°   #  Λ2°  # 其活性有

降低趋势 但无统计学意义 ∀表明 ∆2° 和 Λ2

°作用强度可能有一定的差异 ∀

Ταβ 2  Χηανγεσ ιν Χαλπαιν αχτιϖιτιεσ ιν ιπσιλατεραλ

ανδ χοντραλατεραλ χορτεξ1 ΝΒΠ ωασ αδ µινιστρατεδ ιπ

10 µιν βεφορετΜΧΑΟ ιν ρατσ( ν = 5 , ξ ? σ)

∏ ≤#  ≤ 

≥ 1 ? 1 1 ? 1

∂ 1 ? 1 1 ? 1  

∆Λ2°  1 ? 1 1 ? 1

 1 ? 1 1 ? 1

 1 ? 1 1 ? 1 3 3

∆2°  1 ? 1 1 ? 1 3 3

Λ2°  1 ? 1 1 ? 1

≤ √  ¬  ∃# 
   

3 3     Π 1  √ ∏

讨 论

  脑缺血造成细胞内能量耗竭 引起细胞膜的去

极化 谷氨酸释放增加  ∞ 受体激活 从而引发

胞外 ≤ 的大量内流和胞内 ≤ 库的大量释放 

造成细胞内钙超载 使胞内多种酶活性改变 ∀特别

对一些蛋白水解酶的激活 如 ∏和 

这两种酶的激活是依赖钙离子的存在 当它们激活

后可改变染色体的结构 激活核酸内切酶 引起

⁄片段化 导致缺血后神经细胞凋亡≈  ∀而

≤抑制剂  ƒ能改善低氧后的神经元

损伤≈∏抑制剂 ƒ能减轻缺血后脑组

织损伤 ∀由此可见 ∏和 ≤在脑缺血

损伤中起着重要作用 ∀

本实验结果表明局部脑缺血后皮层 和

∏的活性升高 这一结果与文献≈报道一

致 ∀但也有作者报道脑缺血  后 ∏活

性降低并丧失≈ ∀本文并未检测再灌不同时间点

这两酶的活性 ∀本文所使用的动物模型与作者以前

研究 °对脑缺血神经细胞凋亡的作用的模型完

全相同 即均为 2  ≤  模型缺血  再灌 

 目的是试图探讨 °对脑缺血神经细胞凋亡的

抑制作用与和 ∏的相关性 以期比

较系统深入地研究该作用的机制 ∀

##药学学报  °∏≥    



° 能降低脑缺血侧皮层 ∏ 和

≤的活性 从而阻止神经细胞凋亡的启动 减

轻脑缺血损伤 ∀ °对脑缺血神经细胞凋亡的抑

制作用可能与其降低这两酶的活性有关 ∀我们推测

°降低 ∏和 ≤活性的主要原因可

能与 °降低细胞内钙≈ 增加 2表达和减少

细胞色素 ≤ 从线粒体释放到胞浆中有关待发表资

料 ∀其原因是  这两种酶的激活是依懒钙的存

在  细胞色素 ≤ 从线粒体的丢失 可激活这两

种蛋白磷酸酶  2可抑制细胞色素 ≤ 丢失 ∀

至于要探讨 °对这两种酶的直接作用 则尚待进

一步的实验研究 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ≠ ×  ≥ × ≤  ×   ετ αλ ×

  √ ≤   °°  

∏ ≈ 

Ευρ ϑ Νευροσχι  8    

≈ ≤ ⁄ ∏≥ ≥∏ 

≈  Στε µ Χελλσ 14   

≈ ≤ ƒ ≥ƒ  ≥  ∏√ 

 ¬ √    

 ⁄≈  Βραιν Ρεσ 769    

≈ ⁄ ÷  ƒ ≠ °  ¬2∏
 ∏√ ∆Λ222
∏ Αχτα Πηαρµ Σιν ≤  34

    

≈ ⁄ ÷ ƒ ≠ ° ∞ ∆Λ222∏

 ∏  ∏  

 ≈  Χηιν ϑ Πηαρµ αχολ Τοξιχολ

 ≤  14  

≈ ∞ ∞ ∏∏ ƒ ≥ ∏

≈  Βιοχηε µ

Πηαρµ αχολ 43    

≈   ° ≤ •    ετ αλ  

∏      ∏

    ∏  

√ ∏≈  ϑ Βιολ Χηε µ  260 

   

≈     ⁄ ∞     

∏    ∗   ≈  Αναλ

Βιοχηε µ  63    

≈ ∏2   •     

∏ 22∏√

 ≈  Αναλ Βιοχηε µ  

    

≈ √ °  ∞ °     ετ αλ  ƒ°≤

    

  ∏ ≈  Βιοχηι µιε   75

    

≈       ∞ × 

   ¬2≈  Ανν Ν Ψ Αχαδ

Σχι  825    

≈  ≥    ≥ ετ αλ° 

≈  ϑ Μεδ Ινϖεστ  

45     

≈ ÷ ƒ ≠ °  ∞ 22∏ 

∏∏  ∏∏

¬ ≈  Αχτα

Πηαρµ Σιν ≤  34    

ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ32Ν2ΒΥΤΨΛΠΗΤΗΑΛΙ∆Ε ΟΝ ΧΟΡΤΙΧΑΛ ΧΑΛΧΙΝΕΥΡΙΝ ΑΝ∆

ΧΑΛΠΑΙΝ ΑΧΤΙςΙΤΙΕΣ ΙΝ ΦΟΧΑΛ ΧΕΡΕΒΡΑΛΙΣΧΗΕΜΙΑ ΡΑΤΣ

⁄ 2¬ƒ∞ ≠2∏

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ ×¬22∏°∏
√∏√ΜΕΤΗΟ∆Σ  ×

2∏ ∏ ×√ ∏ ∏

  ΡΕΣΥΛΤΣ  ∆Λ2°  ∆2°  # 
∏  ∏

∏√√ Λ2°  #  √∏
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