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摘 要
:

【目的 1探讨高血压大鼠左室心肌中基质金属蛋白酶
一

2( M M p
一

2) 蛋白表达的变化以及血管紧张素转

化酶抑制剂 ( A C E I )
、

血管紧张素 n l 型受体拮抗剂 ( A T I
一

an t) 单独与联合治疗对高血压大 鼠心肌中 M M P
~

2 蛋白表

达的影响
。

【方法】40 只雄性 8 周龄的易卒中白发性高血压大鼠 ( S比ZS p )随机分成 5 组
: S H RS I

〕

对照组
、

安慰剂

组
、

撷沙坦组
、

苯那普利组及撷沙坦与苯那普利联用组
。

另外
,

取 8 只雄性 8 周龄的京都 w ist 、 大鼠(W K Y )作为对

照
。

利用免疫组织化学的方法检测 W l̀ Y 以及 SH R SP 左室心肌中 M M I户
一

2 蛋白的表达
。

[结果】S H R SP 的收缩压

(BS )P
、

左室质量指数 ( L V M I )
、

胶原容积分数 ( C、
7
F )

、

血管周围胶原面积 ( P V CA )
、

左室心肌 MM I之 2 蛋白表达较同

龄的 W K Y 显著增高
。

给予苯那普利
、

撷沙坦单独或联合治疗后 5 1」R SP 的 L V M I
、

C V F
、

P V CA
、

左室心肌 M 入4尸
一

2

蛋白表达都显著降低
。

苯那普利
、

撷沙坦单独应用时的效果没有差异
,

而联合应用的效果更显著
。

[结论 1 5 1
`
IR SP

左室心肌中 MM P
~

2 蛋白表达增高
,

肾素血管紧张素系统 ( R A S )阻断后 M M I毛 2 蛋白表达显著减少 ;苯那普利
、

濒沙

坦逆转高血压心室重塑的作用可能部分通过下调 M Nl l
〕
一

2 蛋白表达而实现 ;苯那普利和撷沙坦都能降低 S H RSP 的

血压以及逆转其左室重塑
,

而联合用药的作用更显著
。
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,

等 高血压大鼠心肌中 M 入4P
一

2 的蛋白表达及其 R A S 阻断后的变化

l ar m y o e a r d i u m o f S I J R SP
.

A f t e r b lo e k a g e 班 R入S
,

M M P
一

;之p or t e i n e x p r e ss ion d e e r
ae
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.

T h e s e e f f e e t s m a y b e i n p a r t r e s
卯

n s ib l e fo r t h e e f f e e t of b e -

n a z e p r i i o r v a ls a rt a n
on

r e v e r s i n g l e f t v e n t r i e u la r r e m o d e li n g
.

B e n a z e p r i lv/ a ls a r t a n

com
b in a t io n o

ffe
r s a

b e t t e r t h e r a p e u t i e e仃e e t o n l o w e r i n g BS P
, a n d r ve e r s i n g y ( : n t r ie u la r r e

mo d e l i n g i n S H R S P t h a n t h e

t r ae t m e n t w i t h e i t h e r a g e n t a l o n e
.

K即 w o r l l s : h即巴 t e n s i o n ;

S y s t e m

v e n t r i e u la r r e m o d e l i明 ; m a t r i x m e t a ll叩 or t e i n a o e s ; r e n i n
一

an g io t e n s i n

[ J S L〕N Y a t
一

se n u n i v ( M e d cs i)
,

2 0 0 3
,

24 ( 1 )
: 3 0一 3 4 ]

高血压常引起左室重塑的发生
,

左室重塑是心

力衰竭等心血管事件的独立危险因素
,

然而左室重

塑发生发展的机制还不完全明确
。

基质金属蛋白

酶 (m
a t r i x o e t a l l叩

r o t e in a s e : ,

M吧
S
)是一组能特

异地降解细胞外基质 (
e x t r a e e l l u la : m a t r i x

,

E C M )

成分的 Z矛
十

依赖的酶家族
,

在组织重塑 中起重要

的作用川
。

研究显示
,

人类终末期扩张型心肌病左

室心肌 中的 M M P
一

1 的表达 减 少
、

活性 降低 而

M M P
一

3
、

M M I
〕一

9 表达和活性增高比 3〕
。

在快速起

搏引起充血性心力衰竭的动物模型 中
,

左室心肌

M M P
一

2
、

M入11
〕一

3 的表达增加风
“」

。

在肿瘤坏死因

子 ( t u m o r n e e
or

s is f a e t o r ,

T N F )转基因心力衰竭大

鼠模型心脏中 M M P
一

2
、

M M P
一

9 活性显著增高〔6了
。

说明不同种类的 M 八妇
〕

在心室重塑乃至心力衰竭

的过程中对心肌细胞外基质的合成与分解产生不

同的影响
。

而在高血压心室重塑中
,

M M P S 的作用

还了解得很少
。

本研究利用免疫组织化学染色的方法检测易

卒中自发性高血压大鼠 (
S t r o k e 一 p r o n e :

因
n t a n eo u s l y

h y p e r t e n s iV e r a t s
,

S
HR

S p )左室心肌中刚
P
一

2 的

蛋白表 达 以及 血 管紧张素转化酶抑制剂 (
a n -

g io t e n s i n co n v e r t in g e n : y m e in h ib i t o r ,

A CE I )
、

血管

紧张素 11 1 型受体拮抗剂 (
a n g i o t e n s in 11 t y p e l an

-

t ag o n ist
,

A T I
一

an t) 单独与联合治疗对 S H RS P 心室

重塑和左室心肌中 入叭 I P
一

2 蛋白表达的影响
,

为高

血压左室重塑的发生机制及其治疗学提供理论依

据
。

1 材料与方 法

1
.

1 材 料

易卒中 自发性高血 压大 鼠 ( S H R S P )
、

京都

W is t a r
大鼠 ( K y o t o W i s t ar r a t

,

W K Y )由上海第二

军医大学生理
、

药理教研室提供 ; 盐酸本那普利

( B
e n az e p r i l H y d or e h lor id e

)
、

撷沙坦 ( V
a l s a rt a n

)由北

京诺华制药有限公司提供 ;小 鼠抗大鼠 M M p
~

2 抗

原
、

生物素山羊抗 Ig G (通用型 )
、

抗生蛋白链菌素

购自美国 N 已亦在a kr er s
公司 ; D A 13显色试剂盒购自

D A K O 公司
。

1
.

2 动物分组

4 0 只雄性 8 周龄的易卒中自发性高血压大鼠

( S Fn只
`

S P )随机分成 5 组 (
n = 8 )

: S r 1RS P 对照组
、

安慰剂组
、

撷沙坦组
、

苯那普利组
、

撷沙坦联用苯那

普利组
。

S H R SP 对照组
:

于 16 周龄时测血压与体

质量后处死取心脏标本 ;其余各组于 8 周龄开始分

别予以安慰剂 (等容积的大 鼠饮用水 )
、

撷沙坦 (30

呵众 g
,

溶于大 鼠饮用水中 )
、

盐 酸苯那普利 ( 10

m g瓜g
,

溶于大 鼠饮用 水中 )
、

盐 酸苯那普利 ( 10

m g八g )联合撷 沙坦 ( 15 gm 人 g
,

溶于大 鼠饮用水

中 )灌喂 8 周
,

每日上午 1 次
,

于 16 周龄时处死取

心脏标本 ;另外
,

取 8 只 8 周龄的京都 W ist
a r
大鼠

(W K Y )作为对照
,

不给予干预治疗
,

于 16 周龄时

测血压与体重后处死取心脏标本
。

1
.

3 大鼠收缩压的测定

应用尾动脉容积法
,

使用 1班3P
一

I B 型大鼠血压

计 (中日友好临床医学研究所研制 )测定大鼠的收

缩压
。

1
.

4 心脏标本留取

大鼠称重后断头处死
,

开胸取出心脏 ;立 即用

0
.

02 mo l几 磷酸盐缓冲液 ( p7H
.

4 )灌洗至流出液

无血
.

色为止 ;沿房室环剪去心房
,

沿室间隔剪去右

心室
,

保留室间隔 ;左心室肌以滤纸吸干
,

用 B6P 1

型赛多利斯电子天平称质量后以 10 0 ml 几 福尔马

林固定 ;左 室质量指数 = 左室质量 ( m g )州本质量

( g )
; )

1
.

5 大鼠左室心肌中 MM P
一

2 蛋白表达的测定

切片脱蜡水化
,

30 m L几 氏 q 灭活内源性过

氧化物酶
,

抗原微波修复
,

滴加小鼠抗大鼠 M M P
一

2

抗原
,

滴加生物素山羊抗 I药
,

滴加抗生蛋白链菌

素
,

D A B 显色
,

苏木素轻度复染
,

脱水
,

透明
,

封片
,
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显微镜观察
,

阳性 结果 细胞浆着色呈棕黄色
。

以

T B S 缓冲液替代 一抗作对照染色
。

染片结果用

IB A S 2
.

5 全自动图象分析系统作图象分析
,

测定

测试区域面积 A 的灰度值 G A 和面积 ( m 十 n
)及

阳性反应产物
。
相 的灰度值 G

。

和面积
n ,

每个标

本随机取 5 个视野
、

取其均值
。

根据公式 P U = 100
X { aG

一 G A
{ / 「( 1 一 八乃。

)
·

G ~ 」计算阳性单位

值川
。

式 中 AA
。 = n / ( m + n

)
,

G ~ 为测 试仪器

的最大灰度级 2 5 6
。

1
.

6 大鼠左室心肌 C V F
、
1〕 V C A 的测定

石蜡切片常规脱蜡至水
,

天狼猩红饱和苦味酸

液染色
,

M ay e sr 苏木素复染
,

50 ℃烤片
,

中性树胶

封片
。

结果观察
:

胶原纤维呈红色
,

细胞核呈绿色
,

其它呈黄色
。

染片结果用 BI A S 2
.

5 全自动图象分

析系统作图象分析
,

测定胶原容积分数 ( C又下 )
、

血

管周围胶原面积 ( PV C A )
。

C V F 为胶原面积与心

肌总面积的比值
,

其中胶原面积不包括血管周围胶

原面积
,

每个标本随机取 5 个视野
,

取其均值 ; P V
-

C A 为壁内小动脉管腔周围胶原面积与管腔面积的

比值
,

每一标本随机测量 5 支呈横切面壁内小动脉

的周围胶原面积与管腔面积的比值
,

取其均值
。

1
.

7 统计分析

各组数据以均数 土标准差 ( 厉 士 :
)表示

,

计算

机上以 S P SS 统计软件包处理
,

行方差分析
。

表 l 大鼠 8 周龄
、

12 周龄
、

16 周龄时的收缩压

T ab le l 黝
s

olt i
e b l以 x l p

~
Of r a t。 at t

he 眼
e 试 8

,

12
,

an d 1 6 w ee k s

(
, ; = 8

,
厉 士 、 ,

-nnlr gH )

( hD u P S
一

w e e k
一 o l d 12

一
w e e k

一 o ld 16
一

w ee k
一 o l d

S HR SP con
t olr 17 6士 8 1) 2 02 士 11 1 ) 2 2 r 士 13 1)

W K Y
CO I 11 r o l 1 16士 10 122 士 9 130 士 7

P l
a e e

l
x 〕 t r ea t ed 1 7 6 士 8 2 03 士 1 2 2 2 2 士 13

V
a
lsa rt an t r ea t e d 17 3 士 10 160 士 9 15 4 士 1 1 2 )

·

3 )

B en az 印 ir l t r ea t司 173 士 15 1 60 士 11 15 5士 1 1
2 )

G 二旧 1
1
〕ina 腼

t r “ 注司 177 士 11 1 59 士 10 14 3士 9 2 )
,

4 )

1 ) C ol n par e d w i th V门丈Y co
n t r o l g ro

u p P < 0
.

0 0 1
,

2 ) 肠m p ar e d

。 t h P la e e玩 t

are tde o r y月 ( Y
con otr l g or

u p P ( 0
.

0 0 2
,

3 ) (二川 l p aer d

w i th eB二
e p r il t r e a t e d g o u p P ) 0

.

0 5
,

4 ) C o j〕 l p
aer d w it h Va lsart an

t er a t e d o r
eB

n az e p r il t ear
t e d g or u p P < 0

.

0 5

2 结 果

2
.

1 苯那普利
、

撷沙坦单独或联合治疗对大鼠收

缩压的影响

如表 1 所示
,

易卒 中 自发 性 高血 压 大 鼠

( S H R S )P 的收缩压显著高于同龄的京都 Wist
a r
大

鼠 ( 尸 < 0
.

0 0 1 )
。

给予苯那普利
、

撷沙坦单独或联

合治疗后 血压显著降低 ( 尸 < 0
.

001 )
,

苯那普利

( 10 mg 人 g )
、

撷沙坦 ( 30 m g八 g )单独应用时对血压

的影响没有差异 ( 尸 > 0
.

05 )
,

而苯那普利 (10 mg /

k g )
、

撷沙坦 ( 15 m g人g )联合应用时 比两者单用更

显著地降低血压 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

2
.

2 大鼠左室质量指数
、

心肌胶原容积分数
、

血管

周 围胶原面积

如表 2 所示
,

s H卫S P 的左室质量指数
、

胶原容

积分数
、

血管周围胶原面积较同龄 的京都 w ist ar

大鼠显著增加 ( 尸 < 0
.

0 0 1 )
。

给予苯那普利
、

撷沙

坦单独或联合治疗后 SH R SP 的左室质量指数
、

胶

原容积分数
、

血管周围胶原面积都显著降低 ( 尸 <

表 2 大鼠左室质量指数
、

胶原容积分数
、

血管周围胶原面积

aT ble 2 eL f t v e n
itr

e u la r

mass
in dex

,

co ll昭 en vo lum
e fr a e t i

o n

a n d p er iva
s e u larL Co l l昭

e n ar ea
o f ar t s

(
, , = 8

,

历 士 :

)

(玉℃叩 I
J

VM I (叱g/ ) CVF(% ) PV CA (% )

SHRSP con tor l 2 82士0
.

17 1) 4 36士0
.

23 1 ) 14
.

86士1
.

40 1 )

W KY co n
otr l 2

.

00士0
.

15 1
.

64士0
.

17 7
.

74士1
.

16

P lac e比 tear ted 2
.

80士0
.

19 4
.

32士0
.

14 15
.

09士1
.

08

Val 浴腼 tear t司 2
.

46士0
.

14 2 )
,

3 ) 3
.

65士0
.

13 2 )
,

3 ) 10
.

37 士1
,

04 2 )
、

3 )

玫naz
e p巧1 t re a t司 2

.

47 士0
.

12 2 ) 3
.

69士0
.

22 2 ) 10
.

36士2
.

18 2 )

( )朋bina t l o n trea t司 2
.

26士0
.

23 2 )
,
4 ) 3

.

41士0
,

23 2 )
,

4 ) 8
.

24 士2
.

69 2 )
,

5 )

1 ) oC m p ar e d w i t h WK Y co
n

otr l g or u p P < 0
.

0 0 1
,

2 ) 吸m p二 d

w i t h P la e e比 t r e a t ed o r 、们 <Y c o n t ro l g ro
u p P ( 0

.

0 0 1
,

3 ) (无m p a r e d

w i t h Be 二
e p r ; 1 t r e a t e d g or u p P ) 0

.

0 5
,

4 ) O 拍 l p二de w i th Va l
asrt an

tare t e d o r
Be anz

e p r i l t are t e d g拍 u p p ( 0
.

0 5
,

5 ) 肠nr p ar e d w i t h Va l
-

sar
tan t r e a t e d o r 致” az e Pr i l t r ea ted g or

u P P ( 0
.

0 1

0
.

0 0 1 )
,

苯那普利 ( r o 哩 k/ g )
、

撷沙坦 ( 3 0 m g 众g )

单独应用时的效果没有差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
,

而苯那

普利 ( 10 mg 八g )
、

撷沙坦 (巧 mg 众g )联合应用时比

两者单用更显著地降低 S H R SP 的左室质量指数

( 尸 < 0
.

0 5 )
、

胶原容积分数 ( 尸 < 0
.

05 )
、

血管周围

胶原面积 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

2
.

3 大鼠左室心肌 MM P
一

2 的蛋白表达

如表 3
、

图 1 所 示
,

S卜IR SP 左室心肌 M M P
一

2

蛋白表达较同龄的京都 W i st a r
大鼠显著增加 ( 尸

< 0
.

0 01 )
。

给予苯那普利
、

撷沙坦单独或联合治疗

后 S玉IR SP 左室心肌 MM P
一

2 蛋白表达都显著降低

( P < 0
.

0 0 1 )
,

苯那普利 ( 10 哩 k/ g )
、

撷沙坦 ( 3 0

mg 众
g )单独应用时的效果没有差异 ( 尸 > 0

.

05 )
,

而苯那普利 ( 10 mg 众g )
、

撷沙坦 (巧 m g众g )联合应
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,

等
.

高血压大鼠心肌中 M人于
一

2 的蛋白表达及其 R A S 阻断后的变化

用时比两者单用更显著地降低 S H R S P 左室心肌

M M I
〕 一

2 蛋白表达 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

表 3 大鼠左室心肌 M M P
一

2 蛋白表达

T a b l e 3 M 五肛
〕一2 p r o t ie n e x p r

ess ion in le f t v
en th e u lar

m卿ar d i二
o f ra t s
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朗 tor l
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阵11 t
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t de
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33 土 0
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7 5 1 )

8
.

07 士 0
.

19
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.

87 士 0
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80士 0
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26 2 )
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13
.
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.

14 士 0
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1 ) C Ol n par e d w i t h V月丈Y e o n t
or l g or
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.

0 0 1
,

2 ) Cb n l par e d

w i t h P lac e
肠

t r ae tde o r W K Y c o n tor l g or
u p P ( 0

.

00 1
,

3 ) oC m p ar e d

w i t h B e

二
e p r i l t r e a t e d g ro

u p P > 0
.

0 5
,

4 ) C o l刀 par ed w
l t h V习
绷二

t比 a t ed o r

及
n az e p` I t

姗 t e d g : D u p P ( 0
.

0 1

3 讨 论

本研究结果显示
,

S H R SP 左室心肌中 M M P
一

2

的表达较同龄的 W K Y 明显增多
。

这一结果结合

最近 M uj u m da r[
8 〕的研究结果在自发性高血压大鼠

心肌中 M M P
一

2 的活性增强
,

我们可 以推测在高血

压心室重塑 的过程中
,

虽然 肾素血管紧张素系统

( er
n in a n g io t e n s i n s邓 t e m

,

R A S )激活
、

转化生长 因

子书r ( t r a n s f o

rrn i n g g or w t h f a e t o r 一

俘1
,

T G F
一

日1 )等因

素都可以促进心肌胶原等细胞外基质的合成
,

但可

能也存在某些类型的心肌胶原等细胞外基质的分

解代谢增强
,

而不一定是心肌胶原等细胞外基质的

分解代谢减弱
,

这也可能为高血压心室重塑逐渐发

展到心室扩张
、

心力衰竭埋下了伏笔
。

血管紧张素转化酶抑制剂 ( A C卜: 1 )和血管紧张

素 11 1 型受体拮抗剂 (A T I
一

an t) 都能抑制肾素
一

血管

紧张素系统 ( R八)S 的激活
,

从而起到降压与改善心

室重塑 的作用
。

然而 A CE I 与
J

% r l
一

an t 分别阻断

RAS 的不同环节
,

探讨两者单独与联合应用在降

低血压及逆转心室重塑方面的作用有重要意义
。

本研究发现给予苯那普利
、

撷沙坦单独或联合治疗

后 S r 1R SP 的血压
、

左室质量指数
、

胶原容积分数
、

血管周围胶原面积都显著降低
。

苯那普利 ( 10 mg /

k g )
、

撷沙坦 ( 30 m g众 g )单独应用时的效果没有差

异
,

而苯那普利 ( 10 gm 众g )
、

撷沙坦 ( 15 m g众 g )联

合应用时比单用两者更显著地降低 SH R S P 的血

压
、

左室质量指数
、

胶原容积分数
、

血管周围胶原面

积
。

这一研究结果提示
,

苯那普利
、

撷沙坦联合应

用有相加作用
。

加IM P 的表达与活性受到许多因素的调节
。

肿

瘤坏死因子
一 。 、

T G F
es

皿 等细胞因子是 M M p S
基因

表达与活性的重要调节 因子 9[, ` 0〕
。

最近又有研究

显示
,

_

血管紧张素 11
、

内皮素可以刺激心肌细胞表

达 M M I〕
一

2 并且增强 M M p
~

2 的活性 [“ ]
。

A cE I
、

A J
,

1
一

an t 通过抑制或阻断 nA
g n 的作用从而逆转

心室重塑
,

其中也可能通过下调 M M P
一

2 的表达与

活性而发挥作用
。

本研究给予 SH R SP 苯那普利
、

撷沙坦单独或联合治疗以后
,

S H R S P 心室重塑减

轻的同时左室心肌 M M P
一

2 的蛋 白表达也显著降

低
。

这一方面从另一个角度提示血管 紧张素 且对

M M P
一

2 的表达具有诱导作用 ; 另一方面也支持 A
-

C E I
、

/汀1
一

an t 可能通过下调 M M I〕
一

2 的表达与活性

而逆转心室重塑的推测
。

我们的研究结果也显示
,

苯那普利 ( 10 m g人 g )
、

撷沙坦 (巧 m g众 g )联合用药

时比苯那普利 ( 10 m g众 g )或撷沙坦 ( 30 m g众 g )单

独用药时下调 M M P
一

2 的作用更明显
,

这又从另一

个层面说明了 A C E I
、

A T I
一

an t 联合用药具有相加

作用
。

本研究提示 M N护
一

2 在高血压心室重塑的过

程中可能起重要作用
,

但是在高血压心室重塑过程

中尤其是向心室扩张
、

心力衰竭演进的过程 中各类

加价任
,

的表达与活性变化以及和它们的调节物之间

的相互作用还有待于进一步研究
。

通过直接或间

接的方法调节 M M I
〕

的表达与活性可能能够改变

心室重塑的进程
。

M入I P 可能是高血压心脏病
、

冠

心病等所致心室重塑 以及最终进展为心力衰竭新

的重 要治疗靶点
。
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验二次钳夹时
,

胞体反应对加快再生速度的影响作

用不占主导地位
,

从而推断远侧端的 Shc
~

n 细

胞和非神经元性细胞对神经再生速度的影响可能

解释本实验的结果
。

同时
,

二次钳夹后脂褐素累积

速度较一次钳夹更为减小
。

在二次钳夹时
,

神经元

仍处在一次损伤后 的再生
、

修复的状态中
,

结构蛋

白合成较正常多
,

此时对再次钳夹的胞体反应敏感

度下降
,

于是细胞轴突的再生便可以利用由条件

性损伤导致的已经增多的微管蛋白及其它细胞骨

架蛋白
。

那么总体上说
,

细胞在二次再生时蛋白合

成的增加较第一次少
,

而且主要以结构蛋白合成的

减少为主
。

由于细胞总体的氧耗代谢较一次再生

时减少
,

因而二次再生对脂褐素累积速度减慢的影

响应该较一次再生时更大 ;但是
,

细胞对膜性成分

的原料需求的减少
,

缓解了其合成的压力
,

使其依

靠另一途径一减少对正常膜性成分的分解获得原

料的程度减轻
,

那么通过这一途径使脂褐素累积速

度减慢的程度较一次再生时变小
。

由于这两个因

素同时作用
,

就表现为二次钳夹再生后脂褐素累积

速度较一次钳夹再生更为减慢
,

但减慢的程度并不

是两次钳夹效应的单纯叠加
。

总之
,

本实验显示轴

突损伤后再生可以使神经元内脂褐素的累积较正

常情况下减少
,

即减慢了神经元内脂褐素的累积速

度
,

这提示了轴突损伤后再生可减缓神经元的衰老

进程
。
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