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远隔缺血预适应血浆外泌体增加血管内皮细胞低氧耐受
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摘要　 目的　 研究远隔缺血预适应（ＲＩＰＣ）治疗前后卒中患者及健康对照血浆外泌体对人微血管内皮细胞（ＨＭＥＣ⁃１）低氧耐

受的影响。 方法　 ＨＭＥＣ⁃１ 分为空白对照组（Ｃ 组） 、氧 －糖剥夺（ＯＧＤ）处理组（ＯＧＤ 组），分别使用卒中患者 ＲＩＰＣ 前后（Ｓ⁃ｂ
组，Ｓ⁃ａ 组）及健康成人 ＲＩＰＣ 前后（Ｃ⁃ｂ 组，Ｃ⁃ａ 组）的血浆外泌体（３５ μｇ ／ ｍｌ）孵育 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞 ２４ ｈ，随后各组均给予 ＯＧＤ 处

理 ６ ｈ ，再灌注处理 ２４ ｈ。 水溶性四氮唑（ＷＳＴ⁃１）法检测内皮细胞活力，测定 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测紧密连接蛋

白 ＺＯ⁃１、ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 表达水平。 结果　 健康成人 ＲＩＰＣ 后血浆外泌体显著增加 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞活力，降低 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
酶活性。 结论　 ＲＩＰＣ 治疗后血浆外泌体减少内皮细胞凋亡，增加内皮细胞低氧耐受。
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　 　 远隔缺血预适应（ ｒｅｍｏｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ⁃
ｉｎｇ，ＲＩＰＣ） 是指通过非侵入方式对非重要器官（如
肢体）的反复缺血刺激使重要器官（如脑） 产生对

低氧 ／缺血的耐受，其通过神经、体液、免疫等途径激

活机体的内源性保护机制［１］。 目前 ＲＩＰＣ 对低氧 ／
缺血神经保护作用明确，但其分子机制尚不十分清

楚。 该课题组前期研究表明 ＲＩＰＣ 血浆外泌体可以

增加神经细胞对低氧 ／缺血的耐受，提示血浆外泌体

可能在神经系统低氧 ／缺血损伤保护方面发挥重要

作用［２］。 血管内皮的完整性对于内皮 － 神经单位

功能的维持至关重要，而外泌体是否能降低由于低

氧 ／缺血造成的人微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓ⁃
ｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ， ＨＭＥＣ⁃１）损伤，进而对神经系

统产生保护作用尚不清楚。 该研究利用体外培养的

ＨＭＥＣ⁃１ 细胞，加入卒中患者及健康对照 ＲＩＰＣ 前后

的血浆外泌体共孵育，后对其进行氧 － 糖剥夺（ｏｘｙ⁃
ｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）处理，观察 ＯＧＤ 条件

下 ＲＩＰＣ 血浆外泌体对内皮细胞低氧耐受及紧密连

接相关蛋白 ＺＯ⁃１、 ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 表达的影响，来探讨

ＲＩＰＣ 发挥保护作用的可能细胞机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器　 ＨＭＥＣ⁃１（上海信裕生物科

技有限责任公司）； 内皮细胞培养基（美国 Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｃｅｌｌ 公司）；高糖培养基 ＤＭＥＭ、胎牛血浆 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司）；５ ×电泳液（合肥 ＢｉｏＳｈａｒｄ 公司）；１０ ×
转膜液（上海雅酶公司）；ＰＶＤＦ 膜（德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司）；ＺＯ⁃１ 抗体、ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；
β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；羊抗兔二抗、
羊抗鼠二抗（上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）；预染蛋白 ｌａｄｄｅｒ、
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 总外泌体分离试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）； ＷＳＴ⁃１ 检测试剂盒、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测试剂盒

（上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）；超声破碎仪（美国 Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；超低温冰箱（合肥美菱公司）；二氧化

碳培养箱（新加坡 ＥＳＣＯ 生命科学集团）；低温高速

离心机（美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；化学发光成像仪（上
海勤翔科学仪器有限公司）；酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）； 微量移液器（美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；掌上离

心机［大龙兴创实验仪器（北京）股份公司］。
１． ２　 血浆来源　 该实验所用患者样品血浆来源于

深圳前海蛇口自贸区医院，从收集样本中选取年龄

介于 ４０ ～ ５５ 岁 ３ 例男性患者进行研究，患者病因皆
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为 ２ 型糖尿病，颅内动脉狭窄造成的缺血性卒中。 ２
例健康男性作为志愿者参与该研究。 ＲＩＰＣ 前抽取

每例受试者静脉血 ２０ ｍｌ 作为对照组。 ＲＩＰＣ 操作

即在受试者非优势臂上端周围放置一个 １２ ｃｍ 宽的

血压袖带充气诱导 ＲＩＰＣ，持续 ５ 个循环。 每个循环

由前述的 ２００ ｍｍＨｇ 充气 ５ ｍｉｎ，再灌注 ５ ｍｉｎ 的周

期组成，在 ＲＩＰＣ 操作后立即使用相同方法抽取相

同体积的静脉血。
１． ３　 血浆外泌体分离 　 该实验使用 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
总外泌体分离试剂盒分离血浆外泌体：① 冷冻血浆

２５ ℃水浴，完全融化后置于冰上，４ ℃，４ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ３０ ｍｉｎ，去除细胞及碎片；② 将上清液转移至

１. ５ ｍｌ 新离心管中，加入血浆体积 ２０％ 试剂，枪头

吹吸使血浆与试剂充分混合，４ ℃ 环境孵育 ３０ ｍｉｎ，
室温 １０ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，分离外泌体；③ 去

除上清液，使用 １ ×无菌 ＰＢＳ 重悬外泌体沉淀，分别

标记为 Ｓ⁃ｂ（卒中患者 ＲＩＰＣ 前血浆），Ｓ⁃ａ（卒中患者

ＲＩＰＣ 后血浆），Ｃ⁃ｂ（健康成人 ＲＩＰＣ 前血浆），Ｃ⁃ａ
（健康成人 ＲＩＰＣ 后血浆）， － ８０ ℃储存。
１． ４　 构建 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞氧糖剥夺 ／再灌注模型 　
ＨＭＥＣ⁃１ 细胞正常培养于内皮细胞培养基（ｅｎｄｏｔｈｅ⁃
ｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍ， ＥＣＭ），构建 ＯＧＤ 模型时培养于含

有 １０％ ＦＢＳ 和 ０. ６％ 青 － 链霉素的 ＤＭＥＭ 完全培

养基中，培养条件为 ３７ ℃、２１％ Ｏ２ ＋ ５％ ＣＯ２ ＋
７４％ Ｎ２。 ＨＭＥＣ⁃１ 在卒中患者 ＲＩＰＣ 前血浆 （ Ｓ⁃ｂ
组）、卒中患者 ＲＩＰＣ 后血浆（ Ｓ⁃ａ 组）及健康成人

ＲＩＰＣ 前血浆（Ｃ⁃ｂ 组）、健康成人 ＲＩＰＣ 后血浆（Ｃ⁃ａ
组）外泌体中各孵育 ２４ ｈ，细胞培养液换为 ＤＭＥＭ
无糖培养液，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ ＋ ９５％ Ｎ２ 的条件下

氧糖剥夺 ６ ｈ，更换 ＤＭＥＭ ＋１０％ ＦＢＳ 培养液，于 ３７
℃、２１％ Ｏ２ ＋ ５％ ＣＯ２ ＋ ７４％ Ｎ２ 培养条件下再灌注

２４ ｈ，即 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞氧糖剥夺 ／再灌注模型构建成

功。
１． ５　 ＷＳＴ⁃１ 检测细胞活力　 以 ３ ０００ 个 ／孔的密度

将 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞种入 ９６ 孔板中，待细胞贴壁后，按
照上述分组构建模型，造模完成后每孔加入 １０ μｌ
ＷＳＴ⁃１ 溶液，充分混匀后 ３７ ℃孵育 ４ ｈ，期间每 ３０
ｍｉｎ 用酶标仪检测每孔在 ４５０ ｎｍ 波长下的吸光度

值，并计算细胞活力。 细胞活力计算公式为：细胞活

力 ＝ ［（处理组 ＯＤ 值 －空白组 ＯＤ 值） ／ （对照组 ＯＤ
值 －空白组 ＯＤ 值）］ × １００％ 。
１． ６　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测　 收集氧糖剥夺 ６ ｈ 再灌

注 ２４ ｈ 后的 Ｃ 组、ＯＧＤ 组、Ｓ⁃ｂ 组、Ｓ⁃ａ 组、Ｃ⁃ｂ 组、Ｃ⁃
ａ 组细胞，ＰＢＳ 洗涤 １ 次，离心后吸尽上清液，按照

每 ２００ 万细胞加入 １００ μｌ 裂解液的比例加入裂解

液，重悬沉淀，冰浴裂解 １５ ｍｉｎ，１３ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ ，４ ℃
离心 １５ ｍｉｎ ；把上清液转移到预冷的离心管中，测
定 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血管内皮紧密连接相关基

因表达水平　 收集氧糖剥夺 ６ ｈ 再灌注 ２４ ｈ 后的 Ｃ
组、ＯＧＤ 组、Ｓ⁃ｂ 组、Ｓ⁃ａ 组、Ｃ⁃ｂ 组、Ｃ⁃ａ 组细胞，加入

ＲＩＰＡ 裂解液及蛋白酶抑制剂处理过夜，１２ ９００ ｒ ／
ｍｉｎ ，４ ℃ 离心提取细胞总蛋白，ＢＣＡ 法检测蛋白浓

度。 每组取 １５ μｇ 蛋白上样液加到 ８％ 、１２％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶点样孔中，电泳分离蛋白；将蛋白转印到

ＰＶＤＦ 膜上； ５％脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ ；ＴＢＳＴ 洗膜

３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；将洗好的膜在 ４ ℃ 条件下使用

ＺＯ⁃１ 一抗 （１ ∶ ２ ０００ 稀释）、ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 一抗 （１ ∶
１ ０００ 稀释）、β⁃ａｃｔｉｎ 一抗 （１ ∶ １ ０００稀释） 孵育过

夜；ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １２ ｍｉｎ；室温下用山羊抗兔

和山羊抗小鼠抗体孵育 １. ５ ｈ ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每
次 １５ ｍｉｎ；ＥＣＬ 超敏发光液浸泡 ＰＶＤＦ 膜，化学发光

仪扫描图像，分析蛋白表达。
１． ８　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 统计

软件进行数据处理。 所有实验均重复 ３ 次及以上，
结果以 �ｘ ± ｓ 表示，实验数据采用单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行统计学处理，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 外泌体鉴定　 为了验证从血浆中分离的小球

是该实验所需要的外泌体，该实验使用电子显微镜

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 观察及检测了这些小球。 电镜结果

显示这些小球粒径在 ５０ ～ １５０ ｎｍ 之间，多呈球状、
椭圆状，与外泌体形状一致（图 １Ａ）。 ３ 种外泌体特

异性蛋白标志物，ＣＤ６３、ＨＳＰ７０、ＴＳＧ１０１ 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析，结果表明这些小球中包含 ＣＤ６３、ＨＳＰ７０、
ＴＳＧ１０１（图 １Ｂ）。
２． ２　 健康成人 ＲＩＰＣ 后血浆外泌体对 ＨＭＥＣ⁃１ 细

胞低氧耐受的影响　 以正常培养 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞活力

设为 １，则 ＯＧＤ 组、Ｓ⁃ｂ 组、Ｓ⁃ａ 组、Ｃ⁃ｂ 组、Ｃ⁃ａ 组的

细胞活力分别是 ０. ８９ ± ０. ０３５、０. ８６ ± ０. ０３８、０. ８６ ±
０. ０３２、０. ９２ ± ０. ０４２、０. ９８ ± ０. ０２４（图 ２）。 结果显

示，与 Ｃ 组相比，ＯＧＤ 条件下对 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞活力

显著降低，卒中患者 ＲＩＰＣ 前后血浆外泌体孵育对

ＯＧＤ 条件下 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞活力的恢复差异无统计

学意义，而健康成人 ＲＩＰＣ 前后血浆外泌体可以显

著增加对 ＯＧＤ 处理后的 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞活力。
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图 １　 血浆外泌体鉴定

Ｆｉｇ． １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ
Ａ： Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ × ２０ ０００； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒｓ ＨＳＰ７０， ＴＳＧ１０１，
ＣＤ６３；ａｆｔｅｒ：ａｆｔｅｒ ＲＩＰＣ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；ｂｅｆｏｒｅ：ｂｅｆｏｒｅ
ＲＩＰＣ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ＷＳＴ⁃１ 检测细胞活力

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＷＳＴ⁃１
ａ：Ｃ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｓ⁃ｂ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｓ⁃ａ ｇｒｏｕｐ； ｅ： Ｃ⁃ｂ

ｇｒｏｕｐ； ｆ：Ｃ⁃ａ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ；
＠ Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃ⁃ａ ｇｒｏｕｐ．

２． ３　 健康成人 ＲＩＰＣ 后血浆外泌体对 ＨＭＥＣ⁃１ 细

胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性的影响　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平代表了

细胞凋亡。 利用 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测试剂盒检测 Ｃ
组、ＯＧＤ 组、 Ｓ⁃ｂ 组、 Ｓ⁃ａ 组、 Ｃ⁃ｂ 组、 Ｃ⁃ａ 组细胞

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性，分别是 ２７. ９４ ± ２. ４９７、３３. １５ ±
３. ３８０、 ３６. ０６ ± １. ５６９、 ３２. ２９ ± １. ５３１、 ３２. ４０ ±
０. ６５９、２７. ２８ ± １. ３７０。 结果表明健康成人 ＲＩＰＣ 后

血浆外泌体孵育能够显著降低 ＯＧＤ 后 ＨＭＥＣ⁃１ 细

胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性（图 ３）。

图 ３　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性

Ｆｉｇ． ３　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａ：Ｃ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｓ⁃ｂ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｓ⁃ａ ｇｒｏｕｐ； ｅ： Ｃ⁃ｂ

ｇｒｏｕｐ； ｆ：Ｃ⁃ａ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓ⁃ａ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ；
＠ Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃ⁃ａ ｇｒｏｕｐ．

２． ４　 ＲＩＰＣ 后血浆外泌体对血管内皮紧密连接相

关蛋白表达的影响　 血脑屏障紧密连接的形成涉及

特定的跨膜蛋白（即 ｃｌａｕｄｉｎｓ），这些跨膜蛋白通过

与辅助蛋白（即 ＺＯ 蛋白）相互作用与细胞骨架细丝

相连。 因此，该研究使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＭＥＣ⁃１
细胞紧密连接相关基因 ＺＯ⁃１、ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的表达（图
４）。 ＯＧＤ 后，ＨＭＥＣ⁃１ 细胞紧密连接相关基因表达

下降，ＲＩＰＣ 前血浆外泌体孵育内皮细胞，可以缓解

ＯＧＤ 诱导的紧密连接蛋白丢失，差异无统计学意

义。 说明 ＲＩＰＣ 血浆外泌体孵育不足以恢复 ＯＧＤ 后

紧密连接相关基因水平。

３　 讨论

　 　 脑卒中是全球第二大死亡原因和长期致残的主

要原因，年病死率约为 ５５０ 万，缺血性卒中是由于脑

血管的短暂性或永久性闭塞，导致大脑中的细胞损

伤和神经功能障碍［３］。 因此，脑保护是各种相关临

床治疗中的关键目标，ＲＩＰＣ 作为一种内源性保护机

制，可有效诱导脑缺血耐受，从而减轻缺血损伤，改
善患者预后［４］，越来越多的临床前研究［５］支持 ＲＩＰＣ
在局灶性和整体性脑缺血再灌注损伤的神经保护方

面的有效性，然而，这一过程的潜在机制尚不完全清

楚。 外泌体是释放到血液中的细胞外囊泡，参与局

部和远距离细胞之间的细胞间通讯，它们包裹蛋白

质、核酸、脂类等活性物质，将其运送到邻近或远处

的其他细胞，来调节受体细胞的功能［６］ 。该研究探
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血管内皮紧密连接相关蛋白表达

Ｆｉｇ． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＺＯ⁃

１； Ｂ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ａｎｄ ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃｌａｕｄｉｎ⁃５；ａｆｔｅｒ：ａｆｔｅｒ ＲＩＰＣ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；ｂｅｆｏｒｅ：ｂｅｆｏｒｅ ＲＩＰＣ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；ａ：Ｃ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ； ｃ：Ｓ⁃ｂ

ｇｒｏｕｐ； ｄ：Ｓ⁃ａ ｇｒｏｕｐ； ｅ：Ｃ⁃ｂ ｇｒｏｕｐ； ｆ：Ｃ⁃ａ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ； ＠ Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｓ⁃ａ ｇｒｏｕｐ．

讨了 ＲＩＰＣ 血浆外泌体对 ＯＧＤ 诱导的 ＨＭＥＣ⁃１ 损伤

的神经保护作用，利用体外培养的 ＨＭＥＣ⁃１ 细胞，加
入卒中患者及健康对照 ＲＩＰＣ 前后的血浆外泌体共

孵育，后对其进行 ＯＧＤ 处理，结果显示健康对照

ＲＩＰＣ 后血浆外泌体孵育可以增加 ＯＧＤ 条件下内皮

细胞 ＨＭＥＣ⁃１ 的细胞活力并降低细胞凋亡分子

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的水平。 结果提示 ＲＩＰＣ 释放的外泌体作

用内皮细胞，可以减少低氧诱导的损伤，增加细胞低

氧耐受，这可能是 ＲＩＰＣ 神经保护的一种机制。
在脑缺血期间，组织适应无氧代谢，而血供的恢

复导致氧供超过要求，从而导致超氧自由基的产生，
引起氧化应激，参与再灌注损伤早期阶段的关键事

件是巨噬细胞的激活，导致内皮损伤和促炎性细胞

因子的进一步释放［７］。 血脑屏障（ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉ⁃
ｅｒ ，ＢＢＢ）的破坏在缺血性脑卒中患者的炎症反应和

加速脑损伤中起关键作用，缺血诱导的 ＢＢＢ 破坏主

要是由于脑内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）紧密连

接蛋白结构完整性的丧失［８］。 ＥＣｓ 调节血管张力，
参与物质转运的通透性调节，维持内环境稳定，内皮

功能障碍与多种脑血管疾病相关［９］，一些蛋白将相

邻内皮紧密锚定，即紧密连接（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）蛋
白［１０］，ＴＪ 蛋白由一些跨膜蛋白包括 ｃｌａｕｄｉｎｓ、ｏｃｃｌｕ⁃

ｄｉｎ、连接黏附蛋白 ＪＡＭｓ 和细胞质辅助蛋白例如

ＺＯｓ 组成。 其中，ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 明确参与 ＢＢＢ 渗透性调

节［１１］，ＺＯｓ 是支持 ＴＪｓ 的细胞质蛋白，两者的胞外环

相互作用，在相邻的 ＥＣ 之间形成初级密封［１２］。 ＴＪ
蛋白的各个组成部分发挥协同作用，ＴＪ 蛋白的改变

或缺失可能导致 ＢＢＢ 功能障碍［１３］。 该研究还探讨

了 ＲＩＰＣ 血浆外泌体对内皮细胞紧密连接相关基因

（ＺＯ⁃１、ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）表达的影响，已有大量研究［１４］ 表

明，ＯＧＤ 后 ＴＪ 蛋白表达下降，细胞死亡增加，渗透

性增加。 该实验使用 ３ 例不同患者血浆外泌体孵育

观察细胞活力、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性及检测紧密连接蛋白

表达水平即为了降低个体差异，探索普遍性规律。
加入 ＲＩＰＣ 前血浆外泌体孵育可以改善 ＯＧＤ 后的细

胞活力及降低 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性，起到对损伤的内皮细

胞的恢复作用，但这个恢复不足以弥补 ＴＪ 蛋白的损

失，后续该课题组会继续探讨增加外泌体孵育的浓

度来观察紧密连接相关基因的表达情况。 缺血性卒

中的病理生理学非常复杂，包括细胞凋亡、神经血管

修复和再生等早期和晚期过程［１５］。 因此，该课题组

还需要进一步的研究来阐明 ＲＩＰＣ 对内皮细胞低氧

缺血保护的分子机制。
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ｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ ｃａｕｓｅｓ ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ⁃ｒｅｌｅｖａｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ
ｍｉｃｅ： ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｍｕｌｔｉ⁃ｏｍｉｃｓ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｈｉｚｏｐｈｒ
Ｂｕｌｌ， ２０２１， ４７（５）： １２８８ － ９９． ｄｏｉ：１０． １０９３ ／ ｓｃｈｂｕｌ ／ ｓｂａｂ０３９．

［７］ 　 Ｌｉ Ｊ， Ｙａｎｇ Ｃ， Ｗａｎｇ Ｙ． ｍｉＲ⁃１２６ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｏｘｙ⁃
ｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖｉａ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ／ Ｎｒｆ２
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０２１， ２４ （ １ ）： ５１９． ｄｏｉ： １０． ３８９２ ／ ｍｍｒ． ２０２１．
１２１５８

［８］ 　 Ｋｉｍ Ｙ， Ｌｅｅ Ｓ， Ｚｈａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＣＬＥＣ１４Ａ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｌｏｓｓ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎ⁃

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０２０， １７ （１）： ４８． ｄｏｉ：
１０． １１８６ ／ ｓ１２９７４ － ０２０ － １７２７ － ６．

［９］ 　 Ｌｅｅ Ｈ Ｗ， Ｘｕ Ｙ， Ｈｅ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｖｅｎｏｕｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，
２０２１， １４４（１６）： １３０８ － ２２． ｄｏｉ：１０． １１６１ ／ ＣＩＲＣＵＬＡＴＩＯＮＡＨＡ．
１２１． ０５４０７１．

［１０］ Ａｂｄｕｌｌａｈｉ Ｗ， Ｔｒｉｐａｔｈｉ Ｄ， Ｒｏｎａｌｄｓｏｎ Ｐ Ｔ． Ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ： ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓ⁃
ｐｏｒｔｅｒｓ ｆｏｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０１８， ３１５（３）： Ｃ３４３ － ５６． ｄｏｉ：１０． １１５２ ／ ａｊｐｃｅｌｌ． ０００９５． ２０１８．

［１１］ Ｌｉ Ｙ， Ｌｉｕ Ｂ， Ｚｈａｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＺＯ⁃１ ａｎｄ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｉｓ⁃
ｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎａｎｏｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２３， ２１（１）： ７０． ｄｏｉ：
１０． １１８６ ／ ｓ１２９５１ － ０２３ － ０１８２８ － ｚ．

［１２］ Ｚｈａｏ Ｙ， Ｇａｎ Ｌ， Ｒｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ
ｂａｒｒｉｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ［ Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０２２， １７８８： １４７９３７． ｄｏｉ：
１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｒａｉｎｒｅｓ． ２０２２． １４７９３７．

［１３］ Ｋｉｍ Ｋ Ａ， Ｓｈｉｎ Ｄ， Ｋｉｍ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅ⁃
ｌｉａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ
［ Ｊ ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１８， ４９ （ ６ ）： １５７１ － ９． ｄｏｉ： １０． １１６１ ／
ＳＴＲＯＫＥＡＨＡ． １１７． ０１７２８７．

［１４］ Ｘｕｅ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｗａｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｈｙｐｏｘｉａ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ａｌｔｉｔｕｄｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｅｄｅｍａ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｃｏｍｍｕｎ Ｓｉｇｎａｌ， ２０２２， ２０ （１）： １６０． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／
ｓ１２９６４ － ０２２ － ００９７６ － ３．

［１５］ Ｘｉｏｎｇ Ｙ， Ｆｕ Ｙ， Ｌｉ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｑｕｉｎｉｍｏｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｉｏｎ， ａｓｔｒｏｇｌｉｏｓｉｓ， ＢＢＢ ｄａｍａｇｅ， ａｎｄ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｃｈｅｍ Ｎｅｕｒｏｓ⁃
ｃｉ， ２０２３， １４（１１）： １９９２ － ２００７． ｄｏｉ：１０． １０２１ ／ ａｃｓｃｈｅｍｎｅｕｒｏ．
２ｃ００７４０．

Ｒｅｍｏｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

Ｚｈａｎｇ Ｘｉ１，２， Ｙａｎｇ Ｗｅｎｊｉｅ２， Ｓｈａｏ Ｇｕｏ２，３，４

（ １Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｎｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，
Ｂａｏｔｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｂａｏｔｏｕ　 ０１４０６０；

３Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｈｙｐｏｘｉｃ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｘｕａｎｗｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，
Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ　 １０００６９； ４Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｌｏｎｇｇａｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ， Ｓｈｅｎｚｈｅｎ， Ｓｈｅｎｚｈｅｎ　 ５１８１１２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ（ＨＭＥＣ⁃１） ｉｎ ｓｔｒｏｋｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｒｅｍｏｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ
（ＲＩＰＣ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｇｒｏｕｐ Ｃ） ａｎｄ ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕ⁃
ｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ （ＯＧＤ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ｕｓｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｓｔｒｏｋｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＲＩＰＣ （Ｓ⁃ｂ
ｇｒｏｕｐ， Ｓ⁃ａ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ａｄｕｌｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＲＩＰＣ （Ｃ⁃ｂ ｇｒｏｕｐ， Ｃ⁃ａ ｇｒｏｕｐ）． ＨＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａ⁃
ｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ （３５ μｇ ／ ｍｌ） ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＯＧＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ６ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕ⁃

·３１８１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｏｃｔ；５９（１０）



ｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｗａｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｓａｌｔ⁃１（ＷＳＴ⁃１） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｅｎ⁃
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ， ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｚｏｎｅ ｏｃｃｌｕｄｅｎ⁃１ （ＺＯ⁃１） ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ⁃５． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ＲＩＰＣ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｄｕｌｔｓ， ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ＨＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｆｔｅｒ ＲＩＰＣ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ．
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下颌后缩对大鼠脑血流及脑卒中恢复的影响
付春风，刘小郁，韩全成，郑秀云，梅　 勤，程雨荷，吴婷婷

（安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，安徽省口腔疾病研究重点实验室，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 探究下颌后缩对脑部血流的改变以及对脑卒中恢复产生的影响和潜在的机制。 方法　 ６ 周龄的 ＳＤ 雄性大鼠选

作实验对象。 金属套管粘接于大鼠上颌切牙 １ 周，迫使下颌后缩（ＭＲ）。 通过激光散斑成像检测 ＭＲ 对脑部血流改变；莫里斯

水迷宫检测 ＭＲ 对认知功能改变。 而后通过大脑中动脉阻塞法（ＭＣＡＯ）对 ＭＲ 建造脑卒中模型（ＭＣＡＯ ＭＲ）观察 １ 周。 此

外，将 ＭＣＡＯ ＭＲ 大鼠在制备 ＭＣＡＯ 当天去除金属套管，使其在自然状态下恢复下颌骨的位置，设为脑卒中 ＋ 咬合恢复

（ＭＣＡＯ ＲＯ）组并作为阳性对照。 至此将大鼠分为 Ｓｈａｍ 组、ＭＣＡＯ 组、ＭＣＡＯ ＭＲ 组、ＭＣＡＯ ＲＯ 组。 通过改良神经评分检测

神经功能；２， ３， ５⁃氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色检测大鼠大脑缺血面积；苏木精 －伊红（ＨＥ）染色观察神经细胞变化；免疫组

化检测血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）蛋白表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血小板 － 内皮细胞黏附分子（ＣＤ３１）、沉默调节蛋白 ６
（ＳＩＲＴ６）、硫氧还蛋白互作蛋白（ＴＸＮＩＰ）的蛋白表达水平，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＩＲＴ６、ＴＸＮＩＰ、ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；免疫荧光检

测小胶质细胞活化标志物离子钙结合衔接分子 １（ＩＢＡ⁃１）。 结果　 激光散斑显示下颌后缩使脑部血流出现降低，水迷宫显示

认知功能下降。 ＭＣＡＯ ＭＲ 相较于其他组，ＴＴＣ 染色显示的缺血面积更大，ＨＥ 染色和神经评分显示神经系统功能恢复更差。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 显示 ＭＣＡＯ ＭＲ 组抑制 ＳＩＲＴ６ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平，上调了 ＴＸＮＩＰ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平，
小胶质细胞活化增多。 结论　 下颌后缩降低脑部血流改变大鼠认知功能，并调控 ＳＩＲＴ６ ／ ＴＸＮＩＰ 轴抑制脑卒中大鼠血流和神

经恢复。
关键词　 下颌后缩；脑血流；脑卒中；康复；认知功能
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响。 虽然下颌前伸对于脑血流的影响被证明［２］，但
下颌后缩与脑血流关系的研究很少，可能是由于临

床医生更关注下颌后缩对面部美观的影响，忽视了

下颌后缩与脑部血流的关系。
同时下颌后缩会引起气道狭窄，血氧水平降低、

血管变性等并发症，都是脑卒中的高危因素［３］。 并

且脑卒中发病率逐年上升，已成为中国第一大残率

疾病［４］，因此脑卒中患者的康复备受关注。 脑卒中

康复过程复杂，受到多种因素影响。 研究［５］ 指出脑
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