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人工寒潮促发大鼠脑卒中发病前脑血管内皮细胞

粘附分子的变化

林健雯 1， 施晓耕 2， 解龙昌 3， 刘春岭 1， 黄如训 1*

（1．中山大学附属第一医院神经科， 广东 广州 510080； 2．广东省中医院神经内科， 广东 广州 510120；
3．广州医学院第二附属医院神经科， 广东 广州 510260）

摘 要： 【目的】 探讨人工寒潮促发大鼠脑卒中发病前脑血管内皮细胞粘附分子（CAM）的变化。 【方法】 110 只 SD 大
鼠制成双肾双夹肾血管性高血压大鼠模型， 分为寒潮和非寒潮两大组， 再按血压水平各分为正常血压组、160 ～ 199、200 ～
219 和 ≥ 220 mmHg 等 4 个亚组，寒潮箱处理 3 d 后（每亚组 6 只大鼠）取视交叉平面脑片，连续切片，每 8 张取 1 张切片作
免疫组化检测血管内皮的 VCAM-1、ICAM-1、P－选择素水平，视交叉平面剩余切片及其余脑片连续切片，HE 染色，了解是否

有卒中病灶。 发生脑卒中者被剔出统计学分析。 【结果】 在 ＜ 220 mmHg 的各血压亚组，寒潮组各级脑血管的 VCAM-1、ICAM-
1、P－选择素的免疫组化阳性信号均比非寒潮组高；在 ≥ 220 mmHg 血压亚组，寒潮组各级脑血管的上述指标的免疫组化阳
性信号均比非寒潮组低；在非寒潮组，各级脑血管的 3 个指标的免疫组化阳性信号均随血压升高而升高；在寒潮组，各级脑

血管的 3 个指标的免疫组化阳性信号也随血压升高而升高，然而在血压 ≥ 220 mmHg 时转为降低。 【结论】 长期持续的高

血压损害了脑血管内皮的调控功能，在寒潮等外因的诱导下易致脑卒中。
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Changes of Endothelial Cellular Adhesion Molecules in Brain Vessels in Rats
with Prestroke Status Caused by Artificial Cold
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Abstract： 【Objective】 To investigate the changes of endothelial cellular adhesion molecules in brain vessels in rats with
prestroke status caused by artificial cold． 【Method】 Male Sprague-Dawley （SD） rats （n ＝ 110） were randomly assigned into 2
groups： artificial cold exposure （ACE） and non-ACE． Each group was further divided into 4 sub-groups according to their systolic
blood pressure ［after 2 kidney 2 clip renovascular hypertensive rats （RHR） operation］： ① Sham-operated control group， BP ＜
140 mmHg， ② mild hypertensive group， BP of 160 － 199 mmHg， ③ moderate hypertensive group， BP of 200 － 219 mmHg， and
④ severe hypertensive group， BP ≥ 220 mmHg． After ACE or non-ACE treatment， rat brains were removed quickly and then
sectioned into 2．0-mm-thick coronal sections． One of every eight serial sections from bregma section were stained with
immunohistochemistry for measurement of vascular cell adhesion molecule-1 （VCAM-1）， intercellular adhesion molecule-1 （ICAM-
1）， and p-selectin． Other sections were stained with HE to observe whether stroke occurred． The rats with stroke did not enter the
statistical analysis． 【Result】 ① In Bp ＜ 220 mmHg subgroup， all indexes were elevated in rats with ACE treatment compared
with those with non-ACE treatment． On the other hand， all the indexes in Bp ≥ 220 mmHg subgroup decreased to some extent in
rats with ACE treatment compared with those with non-ACE treatment． ② Among the rats with not-ACE treatment， there is a
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流行病学调查、 临床观察及动物实验均发现
在寒冷季节，尤其是气温骤降的寒潮时，脑卒中发
病明显增多 ［1－3］。 然而，我们利用人工寒潮研究不
同血压水平的大鼠脑卒中的发病时发现：脑血管
病变必须达到一定的严重程度 （血压 ≥ 220
mmHg）时才具备易卒中的条件；在严重的脑血管
病变基础上，在寒潮的作用下，更易于促发脑卒
中 ［4］。 我们认为当满足其中一点而又未发生脑卒
中时，机体所处的状态可被称为卒中前状态，而且
血压水平越高及经历寒潮而尚未发生脑卒中的大

鼠就越接近卒中前状态。与 1、2 级预防一样，卒中
前状态也是脑卒中预防相当重要的阶段 ［5］。 人工
寒潮促发脑卒中发病的机制还不十分清楚。 早在
1856 年德国病理学家 Virchow 就指出： 血管壁损
伤、 血液成份改变和血流异常是血栓形成的三大
要素，这三要素不仅适用于血栓形成，也适用于所
有脑卒中。 三大要素是互相影响，密切联系的，而
内皮细胞是维持血管内壁完整性及血液正常流动

的中心环节。血流、血液的各种成分以及血细胞与
血管内皮之间存在着复杂的相互作用。 血小板与
内皮细胞表面都带有负电荷，在正常情况下不会
互相粘附，但内皮细胞受刺激后表达大量的细胞
粘附分子（cellular adhesion molecule， CAM），可与
血小板粘附。 本文将重点研究不同血压水平以及
不同血压水平下寒潮时脑血管细胞粘附分子－1
（vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1）、细胞
间粘附分子－1（intercellular adhesion molecule-1，
ICAM-1）和 P－选择素的免疫组化阳性信号的变
化，以了解卒中前状态的脑血管内皮细胞 CAM 的
改变。

1 材料与方法

1．1 人工模拟寒潮
由于受季节限制且每次寒潮的主要指标很难

一致，影响结果分析，为此我们改装了 RXZ-300A
型智能人工气候箱（宁波江南仪器厂），建立了能

模拟自然寒潮又便于实验操作的人工寒潮箱，来
实施人工寒潮，获得较理想的结果 ［6］。 按照广东省
气象局规定的标准， 寒潮定义为日平均气温在 24
h内急剧降温 8 ℃或以上（或 48 h 内降温 10 ℃或
以上），而且整个过程最低气温≤ 5 ℃。
1．2 模型复制
体质量 80 ～ 100 g的健康雄性 Sprague-Dawley

（SD）大鼠共 110 只（广东省医学动物中心提供），
鼠龄 60 ～ 90 d，其中 95 只按既定的方法 ［3］复制

成双肾双夹肾血管性高血压大鼠 （2 kidney 2 clip
renovascular hypertensive rats，RHR）模型，另 15 只
采用假手术方法作为正常血压组， 术后常规用庆
大霉素 8 000 U ／ kg 腹腔注射预防感染。 在与外界
通风良好的房间以普通大鼠饲料喂养， 自由饮用
自来水，动物房的温度控制在 20 ℃左右，光暗周
期 24 h，为正常昼夜节律。用 SDP-1 型大鼠心率血
压计经尾动脉测定收缩压，造模前测量 1 次，造模
后每周测量 1 次。 术后观察 12 周，RHR 组大鼠形
成稳定高血压。
1．3 动物分组及人工气候箱处理
正常血压组与 RHR 组各分为寒潮（ACE）和

非寒潮（non-ACE）两大组。寒潮组置于人工气候箱
中，相对湿度保持 65％不变，寒潮温度设置以 22 ℃
12 h，4 ℃ 12 h 为 1 d 循环，共 3 d。 非寒潮组置于
相对湿度 65％， 温度 22 ℃的人工气候箱共 3 d。
按血压水平分为正常血压、160 ～ 199、200 ～ 219、
≥ 220 mmHg 共 4 个亚组［7］。
1．4 标本的取材和制备
每天观察大鼠的一般情况。 以寒潮 3 d、出现

偏瘫症状或意识障碍、死亡为研究终点，在研究终
点处死大鼠。 将大鼠用 100 mL ／ L 水合氯醛（300
mg ／ kg）麻醉后，经左心室向升主动脉插管，剪开下
腔静脉， 同时快速灌注肝素化生理盐水 （50 U ／
mL） 120 mL（滴速为 10 mL ／ min）以清除血管内血
液，断头取脑，冰箱 －20 ℃ 冷冻 10 min 后由嘴侧
至尾侧每 2 mm切成一冠状薄片，固定于 40 g ／ L 多
聚甲醛溶液中 8 h，常规脱水，石蜡包埋，连续切片，

positive association between high blood pressure and all indexes． Among rats with ACE treatment， this positive association can also
be seen in the rats with Bp ＜ 220 mmHg， however， all indexes decreased dramatically in rats with Bp ≥ 220 mmHg compared
with those with Bp ＜ 220 mmHg． 【Conclusion】 Persistent and severe hypertension impairs the endothelial modulating function．
Severe hypertensive RHR is prone to stroke after ACE．

Key words： artificial cold exposure； hypertension； stroke； VCAM-1； ICAM-1； p-selectin
［J SUN Yat-sen Univ（Med Sci），2009，30（6）：677－681］
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表 1 各血压组大鼠经人工气候箱处理后各级脑血管 P－选择素、ICAM-1 和 VCAM-1 的免疫组化阳性信号比较
Table 1 Changes of P-selectin， ICAM-1 and VCAM-1 in brain vessels in the rats with different blood pressure level

after ACE （x ± s）

Normal blood pressure
Non-ACE
ACE

160 ～ 199 mmHg
Non-ACE
ACE

200 ～ 219 mmHg
Non-ACE
ACE

≥220 mmHg
Non-ACE
ACE

30～50 μm

0
25 ± 31）

29 ± 5
33 ± 5

34 ± 9
42 ± 6

36 ± 62）

30 ± 6

75～149 μm

0
18．2 ± 2．61）

29 ± 6
29 ± 7

30 ± 7
32 ± 8

40 ± 62）

25 ± 7

150～199 μm

0
19 ± 81）

28 ± 5
28 ± 9

33 ± 4
34 ± 5

37 ± 82）

15 ± 4

30～50 μm

35 ± 5
40 ± 5

38．2 ± 2．2
41 ± 8

43 ± 3
45 ± 7

47 ± 5
27 ± 51）

75～149 μm

27 ± 9
27 ± 7

29 ± 5
32 ± 8

33 ± 8
35 ± 7

42 ± 6
23 ± 7

150～199 μm

17．4 ± 0．3
22．3 ± 0．5

26．2 ± 2．3
27 ± 9

27 ± 8
27．4 ± 1．4

39 ± 4
20．4 ± 2．5

30～50 μm

21 ± 4
22 ± 8

22 ± 5
24 ± 9

24 ± 5
29 ± 10

28 ± 6
19 ± 7

75～149 μm

16．4 ± 0．4
27 ± 41）

24 ± 9
28．5 ± 1．5

26 ± 10
33 ± 10

28 ± 4
25 ± 5

150～199 μm

20．6 ± 2．8
27．5 ± 2．5

23 ± 10
39 ± 5

26 ± 5
63 ± 71）

30 ± 3
17 ± 72）

ACE： artificial cold exposure； 1） Compared with non-ACE rats in the same sub-group， P＜0．05； 2） Compared with rats with different BP in
non-ACE group， P ＜ 0．001

视交叉层面每 8 张取 1 张切片作免疫组化；视交叉
层面的其余切片及其余脑片连续切片后作 HE 染
色，普通光学显微镜观察，了解是否有卒中病灶。发
生脑卒中者被剔出卒中前状态的分析。每亚组随机
抽取 6只大鼠标本作免疫组化染色。
1．5 免疫组织化学染色检测血管内皮的 VCAM-
1、ICAM-1、P－选择素水平
常规脱蜡至水；0．1 mol ／ L PBS（pH ＝ 7．4）洗 2

min × 2 次；抗原修复：切片置于 0．01 mol ／ L 枸橼
酸钠缓冲液（pH ＝ 6．0）中，700 W 微波炉高火 12
min （P-selectin、VCAM-1）； 高火 5 min（ICAM-1）
PBS 洗 3 次；3％过氧化氢浸泡 20 min； PBS 洗 3
次；山羊正常免疫血清 30 min 后，不洗，甩干；一
抗抗体浓度：ICAM-1（1： 300），P-selectin （1： 100），
VCAM-1（1： 150）；4 ℃孵育过夜； PBS 洗 5 次；二
抗 （生物素化山羊抗兔抗体 ）室温孵育 30 min；
PBS 洗 5 次 ；SABC 室温孵育 30 min； PBS 洗 5
次；DAB 显色 15 s；自来水冲洗 10 min；蒸馏水冲
洗片刻；烤干，中性树胶封片；普通光学显微镜观
察，拍照。阴性对照染色方法：不加一抗，以 PBS 代
替，其余步骤与以上染色方法相同。
所得图片用 ImageJ 1．29X 图像分析软件分

析，方法如下。 选取近似圆形的血管，测量血管外
周长，计算血管直径（外周长 ／ 3．14）；非圆形血管，

计算最小外直径。 脑内血管 30 ～ 50 μm 者为微血
管 ［8］，因选取的是视交叉层面，该层面符合中动脉
特征的血管为大脑中动脉（middle cerebral artery，
MCA），按血管外径 （D）分为小 MCA （75 ≤ D ＜
150 μm）、中 MCA（150 ≤ D ＜ 200 μm）、大 MCA
（D ≥ 200 μm）［9］，因本研究切片的大 MCA 较少，
故不作分析 。 数据分析按微血管 、 小 MCA、中
MCA 三个等级分别统计。 每个切片取 3 ～ 5 个微
血管分析。 阳性信号值 ＝ （血管内皮平均阳性灰
度－血管周围 100 μm2 脑组织的平均阳性灰度 ）
的绝对值。
1．6 统计学分析
采用 SPSS 11．0 统计软件进行统计分析。计量

资料数据用均数 ± 标准差表示， 两组间均数比较
采用 One-Way ANOVA 检验， 多组间均数比较用
S-N-K 法。 P ＜ 0．05 认为差异有统计学意义。

2 结 果

在正常血压 、160 ～ 199 mmHg 及 200 ～ 219
mmHg 血压亚组，寒潮组各级脑血管的 P－选择素、
ICAM-1、VCAM-1 的免疫组化阳性信号均比非寒
潮组高（表 1），其中差异有统计学意义是：①正常
血压亚组的各级脑血管的 P－选择素 （封 2 图 1

P-selectin ICAM-1 VCAM-1
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中山大学学报（医学科学版） 第 30 卷

示 30 ～ 50 μm者）；②正常血压亚组的 75 ～ 149 μm
脑血管的 VCAM-1、200 ～ 219 mmHg 亚组的 150
～ 199 μm 脑血管的 VCAM-1。 在 ≥ 220 mmHg 血
压亚组，寒潮组各级脑血管的 P－选择素、ICAM-1、
VCAM-1 的免疫组化阳性信号均比非寒潮组降低
（表 1），其中差异有统计学意义是：30 ～ 50 μm 的
脑血管的 ICAM-1（封 2 图 2）。在非寒潮组，各级脑
血管的 P－选择素 、ICAM-1、VCAM-1 的免疫组化
阳性信号均随血压升高而升高， 其中各级脑血管
的 P－选择素的各血压亚组的免疫组化阳性信
号的差异有统计学意义（封 2 图 3 示 30 ～ 50 μm
者）。在寒潮组，各级脑血管的 P－选择素、ICAM-1、
VCAM-1 的免疫组化阳性信号随血压升高而升
高，然而在血压 ≥ 220 mmHg 时转为降低，其中
150 ～ 199 μm 脑血管的 VCAM-1 的免疫组化阳
性信号在各血压亚组的差异有统计学意义 （封 2
图 4）。

3 讨 论

以往关于卒中前状态的研究存在以下一些问

题：①多数是关于危险因素越严重，卒中前状态越
明显的研究， 但在血管病变基础上外界诱因促发
脑卒中的研究相当缺乏；②绝大多数研究是在脑
卒中发生后的回顾性研究， 难以确定所研究因素
是脑卒中发生的因还是果；③有关寒冷影响内皮
功能的研究多为体外细胞水平的研究， 不能代替
机体对于寒冷所作出的复杂反应。 针对以往研究
存在的问题， 本文将重点研究处于卒中前状态的
大鼠的脑血管内皮的 CAM 的改变。 不少研究提示
ICAM-1、VCAM-1、P－选择素与高血压、 动脉粥样
硬化、脑卒中之间的密切关系 ［10－14］，但这些 CAM
在高血压患者受寒冷刺激后的变化未见报道。 本
文研究寒潮促发脑卒中的机制， 除了利用寒潮作
为诱因研究卒中前状态外， 还因为寒潮本身是广
东地区冬季脑卒中发病的重要诱因 ［15］，明确其促
发脑卒中的机制， 对于针对性预防冬季脑卒中发
病有重大意义。
高血压可增加血管内皮细胞的切变力， 引起

内皮功能紊乱，使血管内皮 CAM 的表达增加 ［16－17］。
本研究发现非寒潮时脑血管内皮的 VCAM-1、
ICAM-1、P－选择素的蛋白表达均随血压升高而升
高，血压水平与 CAM 表达呈正相关，并与脑卒中

发生率随血压升高而增加的变化趋势 ［7］一致，与以
往的研究结果一致， 提示血管内皮损害在脑卒中
发病中起极其重要的作用。 本研究还发现在血压
＜ 220 mmHg 的 RHR 经历寒潮后脑血管内皮的
CAM 表达比非寒潮时高， 提示寒潮可加重脑血管
内皮损害，促使脑卒中发病。
然而，多数研究认为脑血管内皮 CAM 表达增

高与动脉粥样硬化形成、 缺血性脑卒中发生关系
密切 ［18］，而本研究非寒潮组脑血管内皮 CAM 表达
增高却与脑出血呈正相关 ［4］。 我们认为 CAM 是双
刃剑，血压升高时内皮 CAM 表达增高、血管壁平
滑肌细胞增生、肥大、血管管壁增厚是一种适应性
的保护机制 ［19－20］，可避免血管壁破裂；但同时这些
改变又加重了动脉硬化，促进血小板聚集、血栓形
成。 机体的自我调控能力使这种保护与破坏在轻、
中度高血压并无诱因 （非寒潮） 存在时可维持平
衡，但在重度高血压或 ／和有诱因（寒潮）存在时，
机体的自我调控机制崩溃，这种平衡极易被打破，
而导致脑卒中的发生， 至于发生哪一种类型的脑
卒中跟不同的诱因有关。 非寒潮组中，虽然脑血管
内皮 CAM 表达增高，但随着血压增高，与 CAM 相
关的适应性保护机制已不足以遏制高血压的破坏

力，脑出血发生率也随之增高 ［4］。 而当血压≥220
mmHg 时又经历寒潮时，脑血管内皮的 CAM 表达
水平转为降低， 而 RHR 的脑卒中发病率明显增
高 ［7］。 我们认为正是机体自我调控机制的崩溃，导
致了 RHR 在寒潮后相当高的脑出血发生率 ［7］。
本研究中 CAM 的变化趋势与以往研究所报

道的凝血、纤溶 ［22］以及血压 ［4］的变化趋势的一致

性提示长期持续的高血压损害了 RHR 血管内皮
各个系统的调控功能，血压越高调控功能越差，当
有诱因存在时，易卒中状态更加明显。
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