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急性期的保护性作用研究
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摘　要：目的　研究表皮生长因子协同体（ＥＧＦＣ）对大鼠大脑中动脉闭塞（ＭＣＡＯ）急性期的作用，为其临床转化提供理
论基础和实验依据。方法　选取 ＳＤ大鼠随机分为 Ｓｈａｍ组、ＭＣＡＯ组、低剂量 ＥＧＦＣ组（２μｇ）、中剂量 ＥＧＦＣ组（２０μｇ）、

高剂量 ＥＧＦＣ组（２００μｇ）。制备 ＭＣＡＯ模型，缺血２ｈ后再灌注，３ｈ后腹腔给药，２４ｈ后处死，采用 ＴＴＣ染色测定梗死体

积；测定脑组织含水量，计算湿干比；ＥＬＩＳＡ检测脑组织中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等炎症因子的表达水平。结果　与 ＭＣＡＯ

组相比，不同剂量 ＥＧＦＣ组梗死体积均减小，当给予 ＥＧＦＣ２００μｇ时，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与 ＭＣＡＯ组相比，

不同剂量 ＥＧＦＣ组脑组织含水量均降低，且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＥＬＩＳＡ检测炎性因子，与 Ｓｈａｍ组相比，ＭＣＡＯ

组和低剂量 ＥＧＦＣ组中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的含量明显升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与 ＭＣＡＯ组相比，中、高剂

量 ＥＧＦＣ组３种炎症因子的含量均降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与低剂量 ＥＧＦＣ组相比，中、高剂量 ＥＧＦＣ组 ３

种炎症因子的含量均降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　ＥＧＦＣ对 ＭＣＡＯ大鼠脑组织具有保护作

用，且在一定范围内，随着给药剂量的增加，保护作用也增强。
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　　脑梗死已成为人类主要死因之一，存活者
７５％遗留不同程度的残疾，造成沉重的社会和经
济负担［１，２］。其病理生理涉及氧自由基损伤［３］、炎

症反应［４］、氧化应激［５］、细胞坏死和凋亡［６］等多个

环节，直接或间接导致神经元坏死或凋亡。目前除

４．５ｈ内 ｒｔＰＡ静脉溶栓外，临床尚缺乏有效的药
物，探索有效的神经保护措施，改善病理损害和临

床预后是亟待解决的问题。

近期研究发现表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）在多种组织愈合过程中发挥作用。目
前认为在缺血性脑卒中中 ＥＧＦ是强效的有丝分裂
原，具有保护缺血神经元，维持其生存的作用，与

中枢神经系统细胞、组织的增殖、生长、分化及再

生密切相关［７，８］。表皮生长因子协同体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ，ＥＧＦＣ）是由毛叶绞股兰萃
取物与 ＥＧＦ融合形成的一种能长期保持 ＥＧＦ活性
的 ＥＧＦ协同共生体［９］。目前 ＥＧＦＣ为应用于化妆
品、保健品等的功能性生物原料，尚未有关于 ＥＧＦＣ
对脑卒中影响的相关研究。本研究通过建立大鼠

大脑中动脉闭塞（ａｃｕｔｅｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕ
ｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）／再灌注模型，观察各组动物脑梗死
体积、脑组织含水量、脑组织中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６
炎症因子含量的变化，探讨 ＥＧＦＣ对大鼠大脑中动
脉闭塞急性期的影响。

１　材料和方法
１．１　实验动物

５０只清洁级雄性 ＳＤ大鼠（８～１０周龄，体重
２８０～３００ｇ），购自北京维通利华实验动物技术有
限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１６－０００６】，所有动物均于
动物房检疫合格。标准化饲养房饲养动物，室温

２０～２２℃，相对湿度 ５０％，每天交替进行 １２ｈ光
照、１２ｈ黑暗处理，喂养 １周后进行实验。５０只大
鼠随机分为 ５组 Ｓｈａｍ组、ＭＣＡＯ组、低剂量 ＥＧＦＣ
组（２μｇ）、中剂量 ＥＧＦＣ组（２０μｇ）、高剂量 ＥＧＦＣ
组（２００μｇ），每组 １０只。各组大鼠周龄、体重比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。
本实验大鼠处置方法经过本单位实验动物福利伦

理委员会批准（编号：２０１７０２０１）。
１．２　主要试剂

ＥＧＦＣ由高美谷生物技术有限公司提供，用
０．９％生理盐水稀释，配制成所需的 ＥＧＦＣ溶液。

１．３　实验方法
１．３．１　动物模型制备　ＭＣＡＯ模型制作方法：术
前 １２ｈ禁食水，采用改良 ＺｅａＬｏｎｇａ法制备大鼠
ＭＣＡＯ模型。手术过程如下：ＳＤ大鼠经异氟烷诱
导并维持麻醉，仰卧位固定，颈正中线切口，沿胸

锁乳突肌内缘分离肌肉和筋膜，暴露右侧颈总动脉

（ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）、颈外动脉（ｅｘｔｅｒｎａｌｃａ
ｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）和颈内动脉（ｉｎｔｅｒｎａｌｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，
ＩＣＡ），在 ＣＣＡ远心端和近心端及 ＥＣＡ处挂线备
用。用动脉夹暂时 夹 闭 ＩＣＡ，然 后 近 心 端 结 扎
ＣＣＡ、ＥＣＡ。然后在距 ＣＣＡ分叉部 ４ｍｍ处剪一小
口，将线栓插入到 ＩＣＡ，用绕在 ＣＣＡ远心端的细线轻
轻系牢线栓，用眼科镊轻推线栓，从血管分叉处开始

计算，当插入深度在 １８ｍｍ时，系牢 ＣＣＡ远心端的
细线，缝合伤口，单笼饲养观察。２ｈ后拔出线栓实
现缺血／再灌注。术中监测体温、血压等生命体征，
应用激光多普勒（ＰＥＲＩＭＥＤ，ＰＦ５００１）监测大鼠大脑
中动脉分布区的血流量以保证模型成功。

Ｓｈａｍ组模型制作同 ＭＣＡＯ组，但分离血管后不
进行线栓插入。

１．３．２　ＥＧＦＣ干预　手术后 ３ｈ，ＥＧＦＣ组分别予
腹腔注射 ２μｇ、２０μｇ、２００μｇ的 ＥＧＦＣ，每组 １０只
大鼠。Ｓｈａｍ组（１０只）和 ＭＣＡＯ组（１０只）则腹腔
注射生理盐水。给药体积恒定，为 ５ｍｌ／ｋｇ。
１．３．３　脑梗死体积计算　手术后 ２４ｈ，麻醉动
物，断头取出大鼠的脑组织，切成 ２ｍｍ厚的冠状
切片，行三苯基氯化四氮唑（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏ
ｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色。用 ＩｍａｇｅＪ１．４２加以分析
（ＮＩＨ图像分析软件）。为尽可能减少脑水肿带来
的误差，计算脑梗死体积上采用间接计算法，即梗

死体积占非脑梗死半球体积的百分比表达［１０］。

１．３．４　脑组织含水量的测定　本实验采用干湿
重法测定脑组织含水量。术后 ２４ｈ将大鼠断头处
死，迅速取脑，取额极后约 ２ｍｍ厚的脑组织用于
脑含水量测定。将脑组织分为病变侧及病变对侧

两部分。①将脑组织放于事先称重（Ａ）的锡纸中，
立即称重（Ｂ），ＢＡ即得湿重；②用锡纸包裹脑组
织，置入 １００℃烤箱内烘干 ２４ｈ后取出恢复到室
温，称重（Ｃ），ＣＡ即得干重；③代入下列公式分别
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计算两侧脑组织含水量：（湿重 －干重）／湿重 ×
１００％，即（ＢＣ）／（ＢＡ）×１００％。
１．３．５　ＥＬＩＳＡ法检测脑组织中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ
６炎症因子　采用 ＥＬＩＳＡ法检测脑组织中 ＴＮＦα、
ＩＬ１β、ＩＬ６含量，具体实验步骤按照试剂盒说明
书操作进行。

１．４　统计学分析
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行统计分析，多组

间均数比较采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，组间两两比
较采用 ＳＮＫ法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组大鼠脑梗死体积

Ｓｈａｍ组右侧脑组织红染，未见梗死灶，梗死体
积为零；ＭＣＡＯ组及低剂量 ＥＧＦＣ组（２μｇ）、中剂
量 ＥＧＦＣ组（２０μｇ）、高剂量 ＥＧＦＣ组（２００μｇ）大
鼠可见苍白色梗死灶。与 ＭＣＡＯ组相比，低剂量
ＥＧＦＣ组、中剂量 ＥＧＦＣ组、高剂量 ＥＧＦＣ组大鼠梗
死体积均减小，且随着给药剂量的增加，大鼠脑梗

死体积呈减小趋势，当予 ２００μｇ时，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）。与低剂量 ＥＧＦＣ组相比，中剂量
ＥＧＦＣ组、高剂量 ＥＧＦＣ组大鼠脑梗死体积均呈减
小趋势，予 ２００μｇ时，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。见图 １、图 ２。
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注：与 Ｓｈａｍ 组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与

ＭＣＡＯ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１；与低剂量 ＥＧＦＣ组比较，

＆＆Ｐ＜０．０１。

图 １　各组大鼠脑组织梗死体积

图 ２　各组大鼠脑组织梗死体积（实体）

２．２　各组大鼠脑组织含水量测定
Ｓｈａｍ组脑组织含水量正常，与 Ｓｈａｍ组相比，

ＭＣＡＯ组脑组织含水量明显增加，出现严重的水肿
（Ｐ＜０．０１）；与 ＭＣＡＯ组相比，低剂量 ＥＧＦＣ组
（２μｇ）、中剂量 ＥＧＦＣ组（２０μｇ）、高剂量 ＥＧＦＣ组
（２００μｇ）脑组织含水量均降低，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），而在三组间无差异。见图 ３。
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注：为与 ＭＣＡＯ组比较，Ｐ＜０．０５；为与 Ｓｈａｍ组

比较，Ｐ＜０．０１。

图 ３　各组大鼠脑组织含水量测定

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测脑组织中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６
的含量

２．３．１　各组大鼠脑组织中 ＴＮＦα的含量　与
Ｓｈａｍ组 相 比，在 ＭＣＡＯ组 和 低 剂 量 ＥＧＦＣ组 中
ＴＮＦα的含量明显升高，差异具有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）。ＭＣＡＯ模型建立后，与 ＭＣＡＯ组相比，
给予不同剂量的 ＥＧＦＣ，实验大鼠脑组织中 ＴＮＦα
含量均降低，给予中、高剂量 ＥＧＦＣ时，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。与低剂量 ＥＧＦＣ组相比，中剂
量 ＥＧＦＣ组、高剂量 ＥＧＦＣ组 ＴＮＦα的含量均降
低，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），
而高剂量 ＥＧＦＣ组降低更明显。见图 ４。
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注：与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＭＣＡＯ组比较，

＃＃Ｐ＜０．０１；与低剂量 ＥＧＦＣ组比较，＆Ｐ＜０．０５，

＆＆Ｐ＜０．０１。

图 ４　各组大鼠脑组织中 ＴＮＦα的含量
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２．３．２　各组大鼠脑组织中 ＩＬ１β的含量　与
Ｓｈａｍ组相比，在 ＭＣＡＯ组和低剂量 ＥＧＦＣ组 ＩＬ１β
的含量明显升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
ＭＣＡＯ模型建立后，与 ＭＣＡＯ组相比，中剂量 ＥＧＦＣ
组、高剂量 ＥＧＦＣ组大鼠脑组织中 ＩＬ１β含量均降
低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与低剂量
ＥＧＦＣ组相比，中剂量 ＥＧＦＣ组、高剂量 ＥＧＦＣ组 ＩＬ
１β的含量均降低，差异均具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），而高剂量 ＥＧＦＣ组降低更明显。见图５。
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注：与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＭＣＡＯ组比较，
＃＃Ｐ＜０．０１；与低剂量 ＥＧＦＣ组比较，＆＆Ｐ＜０．０１。

图 ５　各组大鼠脑组织中 ＩＬ１β的含量

２．３．３　各组大鼠脑组织中 ＩＬ６的含量　与 Ｓｈａｍ
组相比，ＭＣＡＯ组和低剂量 ＥＧＦＣ组 ＩＬ６的含量明
显升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＭＣＡＯ
模型建立后，与 ＭＣＡＯ组相比，中剂量 ＥＧＦＣ组、高
剂量 ＥＧＦＣ组大鼠脑组织中 ＩＬ６含量均降低，差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。与低剂量
ＥＧＦＣ组相比，中剂量 ＥＧＦＣ组、高剂量 ＥＧＦＣ组 ＩＬ
６含量均降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ
＜０．０１），而高剂量 ＥＧＦＣ组降低更明显。见图 ６。
３　讨论

ＥＧＦ是由 Ｃｏｈｅｎ［１１］在 １９８６年首次报道的一种
体内广泛表达的多肽生长因子，具有促进细胞增

殖、抑制细胞凋亡等生物学作用。ＥＧＦ是表皮生长
因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）／
细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）信号转导通路的上游因子，与 ＥＧＦＲ
结合后，磷酸化激活 ＥＲＫ，产生级联反应，启动信
号转导途径，发挥其生物学效应。

近年来研究发现 ＥＧＦ在脑梗死后脑保护方面
发挥积极作用。脑梗死后的缺血再灌注，启动了

ＥＲＫ信号转导通路，导致 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（Ｎ
ｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ，ＮＭＤＡ）受体活性降低，阻止
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注：与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；与 ＭＣＡＯ组比较，

＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与低剂量 ＥＧＦＣ组比较，＆Ｐ＜

０．０５，＆＆Ｐ＜０．０１。

图 ６　各组大鼠脑组织中 ＩＬ６的含量。

Ｃａ２＋内流，在神经元功能保护中发挥了重要作
用［１２］。在脑缺血后 １２ｈ，ＥＧＦ在缺血中心区及半
暗带区的表达达高峰，在缺血 ４８ｈ时仍可维持较
高水平，且其在缺血半暗带区的表达量明显高于缺

血中心区［１３］。ＥＧＦ联合生长激素释放肽 －６可以
显著改善急性脑梗死的病理改变和临床表现，促进

神经功能的恢复［１４］。对于亚急性期大脑中动脉梗

死大鼠，ＥＧＦ亦可明显缩短其康复时间［１５］。

笔者认为，作为 ＥＧＦ的协同体，ＥＧＦＣ可能与
ＥＧＦ具有类似的生物学作用。本研究中，腹腔注射
ＥＧＦＣ后，大鼠脑组织的梗死体积减小，且在 ＴＴＣ
染色法中观察到给药剂量为 ２００μｇ时，梗死体积
减小最为显著，表明 ＥＧＦＣ对大鼠大脑中动脉闭塞
急性期的脑组织具有保护作用，且在一定范围内，

随着给药剂量的增加，保护作用增强。ＥＧＦＣ的脑
保护作用与文献报道中 ＥＧＦ的作用相一致。笔者
还发现，腹腔注射 ＥＧＦＣ后，大鼠脑组织的含水量
均较对照组降低，说明脑水肿程度均降低，但低剂

量组、中剂量组、高剂量组之间差异无统计学意

义，说明 ＥＧＦＣ对脑缺血再灌注损伤组织具有保护
作用。但本实验组间差异无统计学意义可能与观

察时间较短（因仅观察了术后 ２４ｈ脑组织水肿程
度的变化），尚未达到脑梗死病理过程中脑组织水

肿最严重的时期———坏死期（２４～４８ｈ）有关，这
为后续实验提供了方向。

有研究表明，在机体组织受损、缺氧和氧化应

激等情况下，ＥＧＦ表达水平显著升高。ＥＧＦ可以减
轻肠道缺血再灌注损伤后的细菌移位和炎症因子

的表达，可增加坏死性肠炎时肠道微血管血流量，

改善失血性休克后肠道的微循环［１６，１７］。在缺血性

脑卒中中 ＥＧＦ可减少氧自由基的产生，保护缺血
神经元。脑缺血再灌注损伤可以导致大量炎性因
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子的释放，包括 ＩＬ１，ＩＬ６、ＴＮＦａ及活性氧等，它
们在缺血再灌注损伤中发挥了重要作用［１８，１９］，抑

制其表达可减轻缺血性脑损伤［２０］。本研究中发

现，腹腔注射 ＥＧＦＣ后，采用 ＥＬＩＳＡ法检测脑组织
中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的含量，与 ＭＣＡＯ组相比，
中剂量 ＥＧＦＣ组、高剂量 ＥＧＦＣ组大鼠脑组织中
ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的含量均降低，且在一定范围
内，高剂量 ＥＧＦＣ组降低更明显，但中剂量组与高
剂量组之间差异无统计学意义，推测，ＥＧＦＣ可能
通过抑制脑组织缺血再灌注损伤后的炎症反应来

发挥其保护缺血神经元的作用，这与 ＥＧＦ相关的
文献报道相符。本研究还发现，随着 ＥＧＦＣ剂量的
增加，脑组织中炎性因子的含量降低更显著，说明

对缺血脑组织炎性反应的抑制作用越强，但中剂量

组与高剂量组之间无统计学意义，笔者认为可能与

样本量较少，ＥＧＦＣ的给药剂量梯度较小有关，在
今后的实验中，需增加实验样本量，增大 ＥＧＦＣ的
剂量梯度，这为团队今后的研究提供了方向。

综上所述，ＥＧＦＣ对大鼠大脑中动脉闭塞急性
期的脑组织具有一定的保护作用，在今后的研究

中，可以从炎症反应、氧化应激等方面进一步探讨

ＥＧＦＣ保护作用的产生机制，为其临床转化进一步
提供理论依据。
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