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摘摇 要:摇 目的摇 观察慢性寒冷应激对肾血管性高血压大鼠(RHR)血浆及脑组织中内皮素鄄1(ET鄄1)和降钙素

基因相关肽(CGRP)表达的影响,并探讨内皮素鄄1(ET鄄1)和降钙素基因相关肽(CGRP)与高血压脑卒中发生之间的

关系。 摇 方法摇 将造模成功后的 RHR 与对照组大鼠(正常血压)各分为慢性寒冷应激组与非应激组,在慢性寒冷

应激 8 周后处死大鼠,ELISA 法检测血浆中 ET鄄1 和 CGRP 的表达,免疫组化法检测脑组织中 ET鄄1 和 CGRP 的表

达。 摇 结果摇 与 RHR 非应激组比较,RHR 应激组大鼠血液及脑组织中 ET鄄1 的表达明显升高,CGRP 表达明显下

降,差异均有显著性(P < 0. 05);与对照非应激组比较,对照应激组大鼠血液及脑组织中 ET鄄1 的表达明显升高,
CGRP 表达也明显升高,差异均有显著性(P < 0. 05)。 摇 结论摇 慢性寒冷应激能打破 RHR 体内 ET鄄1 与 CGRP 的平

衡,这可能是寒冷应激促使脑卒中发生的病理生理学机制之一。
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Influence of Chronic Cold Stress on Expression of ET鄄1,CGRP in
Plasma and Brain Tissue of Renovascular Hypertensive Rats

JING Kaiquan,ZENG Rong,GU Hongfeng,et al
(Department of Neurology,the First Affiliated Hospital,University of

South China,Hengyang,Hunan,421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To observe the influence of chronic cold stress on expression of endothelium鄄1 (ET鄄1) and
calcitonin gene related peptide (CGRP) in plasma and brain tissue of renovascular hypertensive rats (RHR),and to inves鄄
tigate the relationship between ET鄄1,CGRP and hypertensive stroke. 摇 Method 摇 The wistar rats were divided into two
groups: renovascular hypertensive rats(RHR)group and control group (normal blood pressure rats) . Each group was fur鄄
ther subdivided into two groups: chronic cold stress group and non鄄chronic cold stress group. At the 8th week of chronic
cold stress all subgroups rats were sacrificed,plasma was saved to measure the expression of ET鄄1 and CGRP by Enzyme 鄄
linked immunosorbent assay(ELISA)and brain tissue was collected to measure the expression of ET鄄1 and CGRP by immu鄄
nohistochemistry. 摇 Results 摇 In RHR chronic cold stress group,ET鄄1 was significantly higher while CGRP was signifi鄄
cantly lower in plasma and brain tissue compared with the RHR non鄄chronic cold stress group (P < 0. 05). Compared
with the control non鄄 chronic cold stress group,ET鄄1 and CGRP were both significantly higher in plasma and brain tissue of
control chronic cold stress group. 摇 Conclusion 摇 Chronic cold stress can damage the balance of ET鄄1 and CGRP of
HRH,which is possibly related to the pathological damage of cerebrovascular and hypertensive stroke.
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摇 摇 脑卒中是目前危害人类健康与生命安全的三大

疾病(脑卒中,心血管疾病及肿瘤)之一,研究表明

高血压是导致脑卒中发生最重要的独立危险因

素[1]。 近年来国内外的流行病学调查及临床观察

均发现,在寒冷的冬季高血压患者脑卒中的发病率

明显升高[2],但目前寒冷诱发脑卒中的具体机制尚

不清楚。 内皮素鄄1(endothelin鄄1,ET鄄1)和降钙素基

因相关肽( calcitonin gene related peptide,CGRP)是

一对生理性的拮抗因子,前者能强烈收缩血管,引起

血管内皮损害,后者是内源性舒血管活性肽,能对抗

ET鄄1 的血管损害作用,对血管内皮有强大的保护作

用,两者之间平衡的打破可能是导致脑血管损伤甚

至诱发脑卒中的重要原因。 本实验采用肾血管性高

血压大鼠 ( renovascular hypertensive rats, RHR) 模

型,观察慢性寒冷应激对其血液及脑组织中 ET鄄1 和

CGRP 表达的影响,探讨慢性寒冷应激诱发脑卒中

的可能机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 健康雄性 Wistar 大鼠 50 只,体重 80 ~ 120 g,由
上海斯莱克实验动物有限公司提供,动物生产许可

证号:SCXK (沪) 2007鄄0005,动物使用许可证号:
SYXK(沪)2008鄄0050。
1. 2摇 主要试剂及仪器

大鼠 ET鄄1 及 CGRP ELISA 试剂盒(武汉博士德

生物工程有限公司);兔抗大鼠 ET鄄1 多克隆抗体、
兔抗大鼠 CGRP 多克隆抗体、SABC 免疫组化染色

二抗(抗兔 IgG)试剂盒(武汉博士德生物工程有限

公司);内径 0. 25 mm 的环形银夹(中山大学附属第

一医院神经科);鼠尾测压仪(DSWY鄄1 型,城都仪器

厂);RXZ鄄300A 型智能人工气候箱(宁波江南仪器

厂);37 益 恒温箱(城都仪器厂);酶标仪(ELX808
型,美国 Bio鄄Tek 公司)。
1. 3摇 动物模型制备及分组

健康雄性 Wistar 大鼠 50 只,体重 80 ~ 120 g,适
应性喂养一周后分为 RHR 模型组(30 只)及正常对

照组(20 只),术前 24 h 禁食,自由饮水;采用双肾

单夹法复制 RHR 模型,步骤:用 10% 水合氯醛 3. 5
mL / kg 腹腔注射麻醉大鼠,仰卧固定手术台上,左侧

腹部及左肾区备皮、消毒、铺巾、切开皮肤约 3 cm
长,止血钳顿性分离腹部肌肉层,暴露并分离左肾动

脉,取银夹呈垂直方向套入,使左肾动脉落入银夹顶

部的小孔内,依次缝合肌肉和皮肤关闭腹腔,术后

24 h 禁食,腹腔注射青霉素 3 万 U 连续 3 天,观察

大鼠活动情况,自由饮水,待情况稳定喂食普通颗粒

饲料。 术前及术后第 2、第 4、第 6、第 8 周用鼠尾测

压仪测量大鼠血压。
1. 4摇 模拟慢性寒冷应激

造模后 8 周,挑选形成稳定高血压的 RHR 模型

组(20 只)与对照组(20 只),各组分为慢性寒冷应

激组和非慢性寒冷应激组(每组各 10 只);按照文

献[3]报道方法模拟慢性寒冷应激:(1)慢性寒冷应

激组:每天将动物置于(4 依 1)益 的人工气候箱中每

天 4 h;(2)非慢性寒冷应激组:每天将动物置于(23
依 1)益的人工气候箱中,4 h /天,其余时间动物均

饲养于温度为(23 依 1)益、湿度为 50% ~ 60% 的

饲养室内,昼夜节律为 24 h,总的干预时间为 8 周。
各组大鼠在慢性寒冷应激前及慢性寒冷应激后第

2、第 4、第 6、第 8 周用鼠尾测压仪测量大鼠血压。
1. 5摇 神经行为学评分

按 Longa 5 级 4 分评分法由 2 人同时对大鼠进

行行为学评分,0 分:无神经功能缺失症状;1 分:不
能完全伸展左侧前肢;2 分:行走时向左侧转圈;3
分:自主行走时向左侧倾倒;4 分:不能自发行走,有
意识障碍,规定 Longa 评分 > 1 分为脑卒中。
1. 6摇 标本取材及制备

慢性寒冷应激 8 周后将各组大鼠用 10% 水合

氯醛 3. 5 mL / kg 腹腔注射麻醉,固定在手术台上,
待大鼠呼吸变慢,肌张力下降,对疼痛刺激无反应时

沿腹中线剪开腹腔,暴露心脏,经心脏采血 3 mL 备

用;然后经左心室插管,依次灌注生理盐水及 4%的

多聚甲醛,断头取脑组织,4%的多聚甲醛固定 48 h,
常规脱水,石蜡包埋,自视交叉向后连续切片,分别

行常规 HE 染色观察脑血管病变情况及免疫组化法

检测脑组织 ET鄄1 及 CGRP 的表达。
1. 7摇 血浆 ET鄄1 及 CGRP 测定

将血标本加入 EDTA 抗凝,4 益 环境中,1 500
转 /分,离心 10 min,取上清液,采用 ELISA 法检测

血浆中 ET鄄1 及 CGRP 的含量,操作步骤严格按试剂

盒说明进行。
1. 8摇 脑组织中 ET鄄1 及 CGRP 测定

每只大鼠取切片 4 张分别行 ET鄄1 及 CGRP 免

疫组化染色(各 2 张);石蜡切片脱蜡至水,3%甲醇鄄
双氧水室温孵育 10 min,PBS 洗 5 min 伊 3 次,0. 1
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mmol / L 椽酸缓冲液(pH 6. 0)微波抗原修复 98 益
20 min,自然冷却至室温,PBS 洗 5 min 伊 3 次,用
10%正常山羊血清封闭 37 益 30 min,滴加一抗 ET鄄
1 和 CGRP,4 益冰箱过夜,PBS 洗 5 min 伊 3 次,滴
加生物素标记的二抗 IgG 工作液,37 益,孵育 30
min,PBS 洗 5 min 伊 3 次,滴加 SABC 工作液,37 益
孵育 30 min,PBS 洗 5 min 伊 3 次,DAB 显色,中性

树胶封片。 阴性对照用 PBS 替代一抗,其余步骤同

上。 普通光学显微镜观察,拍照,高倍镜下在大脑皮

层取 10 个互不重叠的视野,计算阳性细胞数目取平

均值。
1. 9摇 统计分析

数据资料用均数 依 标准差表示,采用 SPSS13. 0

统计软件进行统计学分析,两样本均数比较采用 t
检验,多组间比较采用方差分析,P < 0. 05 为差异有

显著性。

2摇 结摇 果

2. 1摇 模型评价

摇 摇 采用双肾单夹法(2K1C)制备肾血管性高血压

大鼠(RHR)模型,与对照组相比模型组术后第 2、第
4、第 6、第 8 周血压均明显升高,差异有显著性(P <
0. 05);与术前相比,模型组术后第 2、第 4、第 6、第 8
周血压明显升高,差异有显著性(P < 0. 05),见表 1。

表 1摇 各组大鼠造模前后血压变化(n =10,mmHg)

组别 术前 术后 2 周 术后 4 周 术后 6 周 术后 8 周

对照组 85. 50 依 4. 17 85. 20 依 4. 16 85. 90 依 5. 92 86. 50 依 5. 56 86. 30 依 5. 23

模型组 84. 60 依 4. 43 115. 40 依 8. 46a 132. 00 依 10. 82a 157. 10 依 13. 10a 161. 20 依 13. 58a

t 值 0. 47 - 10. 13 - 11. 82 - 15. 69 - 16. 28

P > 0郾 05 < 0郾 05 < 0郾 05 < 0郾 05 < 0郾 05

摇 摇 与术前比较,a:P < 0. 05

2. 2摇 慢性寒冷应激后血压变化

组间比较:与对照非应激组相比,对照应激组血

压在应激后第 4、6、8 周明显升高(P < 0. 05);与
RHR 非应激组比较,RHR 应激组血压在应激后第

6、8 周明显升高(P < 0. 05)。 组内比较:与应激前

相比,对照应激组血压在应激后第 4、6、8 周明显升

高(P < 0. 05);与应激前相比,RHR 应激组血压在

应激后 6、8 周明显升高(P < 0. 05),见表 2。

表 2摇 各组大鼠慢性寒冷应激前后血压变化(n =10,mmHg)

组别 应激前 应激后 2 周 应激后 4 周 应激后 6 周 应激后 8 周

对照非应激组 85. 20 依 4. 13 84. 35 依 4. 72 85. 14 依 5. 55 86. 31 依 4. 67 85. 31 依 5. 12

对照应激组 84. 21 依 4. 18 87. 11 依 6. 06 95. 47 依 7. 48ab 106. 51 依 10. 73ab 118. 23 依 11. 83ab

RHR 非应激组 160. 42 依 13. 91 161. 20 依 12. 66 162. 20 依 12. 77 162. 82 依 11. 50 162. 22 依 12. 85

RHR 应激组 159. 15 依 13. 73 166. 45 依 12. 91 172. 60 依 12. 65 175. 12 依 13. 66bc 180. 14 依 13. 46bc

摇 摇 与同时间点对照非应激组比较,a:P < 0. 05;与应激前比较,b:P < 0. 05;与同时间点 RHR 非应激组比较,c:P < 0. 05

2. 3摇 慢性寒冷应激后神经功能评分

对照应激组、对照非应激组、RHR 非应激组大

鼠均未发生脑卒中,神经功能学评分为 0 分;RHR
应激组有 4 只大鼠(第 6 周 1 只,第 7 周 1 只,第 8
周 2 只)发生脑卒中,神经功能评分 > 1 分,RHR 应

激组大鼠卒中发生率与 RHR 非应激组相比明显升

高(字2 = 4. 75,P < 0. 05)。

2. 4摇 慢性寒冷应激后血浆 ET -1 及 CGRP 的含量

各组大鼠慢性寒冷应激后血浆 ET鄄1 及 CGRP
的含量如表 3 所示。 血浆 ET鄄1 的含量:RHR 应激

组与 RHR 非应激组比较,血浆 ET鄄1 的含量明显升

高(P < 0. 05),对照应激组与对照非应激组比较,血
浆 ET鄄1 的含量明显升高(P < 0. 05)。 血浆 CGRP
的含量:RHR 应激组与 RHR 非应激组比较血浆
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CGRP 的含量明显下降(P < 0. 05),对照应激组与对

照非应激组比较血浆 CGRP 的含量明显升高(P <
0. 05)。
2. 5摇 慢性寒冷应激对大脑皮层组织 ET鄄1 与 CGRP
表达的影响

各组大鼠大脑皮层均有 ET鄄1 表达(胞膜被感

染成棕黄色的细胞即为 ET鄄1 阳性表达细胞),其中

RHR 应激组 ET鄄1 阳性表达细胞最多,对照非应激

组 ET鄄1 阳性表达细胞最少(图 1)。 RHR 应激组与

RHR 非应激组比较,大脑皮层 ET鄄1 阳性细胞表达

数明显增多 (29. 60 依 3. 85, 19. 80 依 2. 39, P <
0郾 05),对照应激组与对照非应激组比较大脑皮层

ET鄄1 阳性细胞表达数明显增多(10. 40 依 2. 30,7. 00
依 2. 00,P < 0. 05),见图 2 所示。 CGRP 在各组大鼠

大脑皮层细胞中也均有表达,其中 RHR 非应激组

CGRP 阳性表达细胞最多,对照非应激组 CGRP 阳

性表达细胞最少;RHR 应激组与 RHR 非应激组比

较,大脑皮层 CGRP 阳性细胞表达数明显减少

(10郾 40 依 2. 88,15. 00 依 2. 24,P < 0. 05),对照应激

组与对照非应激组比较大脑皮层 CGRP 阳性细胞表

达数明显增多 (8. 20 依 2. 17,4. 40 依 1. 14, P <
0郾 05),见图 3、图 4。

表 3摇 各组大鼠血浆 ET鄄1 及 CGRP 的含量(n =10)

组别 ET鄄1(滋g / L) CGRP(ng / L)

对照非应激组 125. 23 依 8. 65 20. 65 依 4. 61

对照应激组 159. 99 依 11. 44a 28. 40 依 5. 42a

RHR 非应激组 142. 54 依 8. 92 34. 39 依 5. 02

RHR 应激组 224. 98 依 10. 55b 26. 28 依 4. 46b

摇 摇 与对照非应激组比较,a:P < 0. 05;与 RHR 非应激组比较,b:P
< 0. 05

图 1摇 大脑皮层组织 ET鄄1 免疫组化染色( 伊400)

图 2摇 各组大鼠大脑皮层 ET - 1 的阳性细胞数摇 与 RHR 非

应激组比较,#:P < 0郾 05;与对照非应激组比较,*:P < 0郾 05
图 3摇 各组大鼠大脑皮层 CGRP 的阳性细胞数摇 与 RHR
非应激组比较,#:P < 0郾 05;与对照非应激组比较,*:P < 0郾 05
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图 4摇 大脑皮层组织 CGRP 免疫组化染色( 伊400)

3摇 讨摇 论

长期慢性高血压导致血管内皮受损,激活血小

板,引起血小板粘附、聚集,同时血管内皮受损后暴

露出的组织因子激活凝血因子 VII(FVII),产生级

联反应,造成局部凝血与抗凝系统失衡,并最终导致

血栓形成、血管闭塞引起脑卒中,研究已表明高血压

是导致脑卒中的独立危险因素[1]。 临床研究资料

表明,冬春季节气温骤降时脑卒中的发病率明显增

加[2],这提示寒冷应激诱发高血压患者的脑卒中,
但对其促发脑卒中的具体途径及机制尚待揭示。 本

实验采用慢性寒冷应激来模拟自然条件下气温变化

对高血压机体的影响,与既往的急性寒冷应激(实
验组大鼠每天置于 4 益环境中 12 h,连续 3 天)相
比,慢性寒冷应激(实验组大鼠每天置于 4 益环境

中 4 h,连续 8 周)能更好的模拟冬季人们反复历经

室内温暖环境及室外寒冷环境相互交替的过程。
RHR 模型脑动脉病理变化与人类相似,以平滑

肌增厚,继而发生玻璃样变,最后发生纤维素样坏死

为主,林健雯等[4] 研究证实,当 RHR 血压越高时,
越容易在寒潮来袭时发生脑卒中,因此 RHR 模型可

作为研究人类高血压脑卒中的动物替代模型。 其形

成高血压的机制为:狭窄一侧肾动脉后造成该侧肾

脏缺血,激活肾素鄄血管紧张素系统(RAS),引起血

管紧张素 II (AngII) 及醛固酮升高,AngII 通过强烈

收缩动脉平滑肌导致血压升高,醛固酮可促进近端

肾小管对钠重吸收造成水钠潴留进一步引起血压

升高。
ET鄄1 是一种由 21 个氨基酸残基组成的血管活

性多肽,广泛分布在中枢神经系统、血管内皮、血管

平滑肌中,具有强烈的收缩血管及其他多种生物学

活性。 CGRP 是 Resenfeld 等在 1983 年应用基因工

程技术在体内发现的一种活性多肽,它是迄今为止

发现的最强的扩血管物质之一,CGRP 在病理条件

下可抑制 ET 的大量释放,还能对 ET 的生物效应产

生拮抗作用。 ET鄄1 在许多病理情况下都可异常表

达及释放,如:高血压、糖尿病、动脉粥样硬化等,本
实验观察到 RHR 非应激组与对照非应激组比较血

浆及脑组织中 ET鄄1 的含量明显升高,ET鄄1 的升高

可能与高血压机体血管平滑肌异常增殖、血管平滑

肌合成及释放 ET鄄1 增加有关,同时血压升高又可增

加血管壁的切应力,损伤内皮细胞,使 ET鄄1 的表达

及释放增加,而此时作为机体可能的一种代偿机制

CGRP 的含量也相应升高,拮抗 ET鄄1 的缩血管作用

及组织细胞损害作用,本实验观察到对照应激组与

对照组非应激组比较血浆及脑组织中 ET鄄1、CGRP
的含量均明显升高,这与既往文献[5]报道一致。

ET鄄1 与血管平滑肌细胞上的受体结合后,通过

激活钙通道引起血管平滑肌强烈收缩,造成组织缺

血缺氧性损伤。 有研究证实 ET鄄1 还是一种促有丝

分裂源,在高血压机体血管平滑肌细胞 ( vascular
smooth muscle cells,VSMCs)的异常增殖中起重要作

用[6],ET鄄1 作用于 VSMC 后其收缩型标志基因 h鄄
Caldesmon 表 达 减 少, 而 合 成 型 标 志 基 因 1鄄
Caldesmon 表达逐渐增高[7],VSMC 表型转化是其增

殖过程中的关键性起始步骤,而血管平滑肌细胞的

异常增殖所引发的血管重构是动脉粥样硬化发生的

重要原因[8]。 一方面 ET鄄1 参与动脉粥样硬化(As)
的发生、发展,另一方面在已形成 As 的血管组织中,
异常增殖的平滑肌细胞可分泌大量的 ET鄄1,且粥样

斑块上 ET鄄1 的受体数目明显上调,受体对其敏感性

也异常增高[9],由此形成恶性循环,进一步加重血

管病变。 CGRP 是一种内源性的舒血管活性肽,可
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直接对抗 ET鄄1 的缩血管效应,其机制可能为:CGRP
与受体结合后促使胞内的 Ca2 + 从胞浆转移到胞内

的膜结构中,使胞浆中 Ca2 + 浓度下降,同时 Ca2 + 与

胞浆中的钙调蛋白解离,导致细胞舒张,进而发挥强

大的舒血管作用。 CGRP 与其受体结合后并在其受

体活性蛋白的调节下可发挥抑制血管平滑肌增殖的

作用[10],其机制可能为:CGRP 降低 CDK2(细胞周

期蛋白依赖性激酶 2)和 Cyclin E(细胞周期蛋白 E)
的表达阻滞,阻滞细胞周期由 G0 / G1 期进入 S 期而

抑制血管平滑肌细胞增殖[11]。 CGRP 还能抑制炎

症时 ET鄄1 的基础释放,能拮抗病理条件下大量释放

的 ET鄄1 的缩血管作用,正常情况下,ET鄄1 与 CGRP
的分泌维持动态平衡,共同维持脑血管功能的稳定,
若二者之间的分泌失衡可导致脑血管痉挛[12],加重

脑血管病变,甚至诱发脑卒中。 本实验中观察到慢

性寒冷应激可使 RHR 血浆及脑组织中 ET鄄1 的含量

明显升高,而 CGRP 的含量明显下降,这与对照组中

ET鄄1、CGRP 的变化不一致(二者均升高),说明慢性

寒冷应激可打破高血压机体 ET鄄1 与 CGRP 分泌之

间的平衡,还观察到慢性寒冷应激可使 RHR 血压进

一步升高,血压升高又增加了血管壁的切应力,进一

步加重血管内皮细胞的损伤,使 ET鄄1 合成增加,导
致 CGRP 不能有效拮抗 ET鄄1 的缩血管作用和血管

平滑肌增殖效应,形成恶性循环,最终导致脑血管严

重病变,甚至诱发脑卒中。
本实验在 RHR 应激组中观察到 4 只大鼠出现

神经功能评分 > 1 分,与非应激组差异显著,这表明

机体血压越高在冬季寒冷气候来临时越容易发生脑

卒中,这可能与血压越高对脑血管损伤越严重有关。
综上所述,慢性寒冷应激可能是通过打破 ET鄄1

与 CGRP 分泌之间的平衡,进一步加重高血压机体

脑血管损伤,最终导致脑卒中发生。 但慢性寒冷应

激对机体的影响十分复杂,涉及到多个系统、多个环

节、多个靶点,其具体机制还有待更进一步研究及

探讨。
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