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􀅰基础研究􀅰

无热量超短波治疗对大鼠脑缺血再灌注
损伤后 ＳＰＣＡ１ 的影响

樊永梅　 张长杰　 彭文娜　 尹婧　 徐睿　 胡治平

【摘要】 　 目的　 观察无热量超短波治疗对大鼠脑细胞缺血再灌注损伤后脑梗死体积、分泌途径衍生钙

离子转运 ＡＴＰ 酶(Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ￣ｐａｔｈｗａｙ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅꎬＳＰＣＡ)１ 的影响ꎮ 方法　 选取 ８０ 只 ＳＤ 大鼠ꎬ将大鼠分为假

手术组(８ 只)、模型组(３６ 只)、超短波组(３６ 只)ꎮ 用线栓法制备一侧大脑中动脉栓塞再灌注大鼠模型ꎬ模型

组和超短波组大鼠进行造模处理ꎬ假手术组大鼠处理同模型组和超短波组ꎬ但不插入线栓ꎮ 模型组按照再灌

注时间分为模型 １ ｄ 组(１２ 只)、模型 ３ ｄ 组(１２ 只)、模型 ７ ｄ 组(１２ 只)ꎬ超短波治疗组分为超短波 １ ｄ 组(１２
只)、超短波 ３ ｄ 组(１２ 只)、超短波 ７ ｄ 组(１２ 只)ꎮ 各亚组分别于造模后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 处死取标本ꎮ 用红四氮

唑染色法观察并计算每组大鼠的脑梗死体积ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测患侧海马 ＳＰＣＡ１ 蛋白变化ꎮ 结果　 假

手术组大鼠脑切片均红染ꎬ未见梗死灶ꎮ 缺血再灌注后ꎬ模型组和超短波组大鼠脑缺血区域出现白色梗死灶ꎬ
随着时间延长ꎬ脑梗死体积均减小ꎮ 与模型组同时间点比较ꎬ超短波组脑梗死体积均较小(Ｐ<０.０５)ꎮ 与假手

术组比较ꎬ除超短波 ７ ｄ 组外ꎬ各组大鼠 ＳＰＣＡ１ 均降低 (Ｐ<０.０５)ꎮ 随着时间延长ꎬ模型组和超短波组大鼠

ＳＰＣＡ１增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组同时间点比较ꎬ超短波 １ ｄ 组大鼠 ＳＰＣＡ１ 轻度增加ꎬ但差异无统计学意义

(Ｐ>０.０５)ꎬ超短波 ３ ｄ 组、超短波 ７ ｄ 组大鼠 ＳＰＣＡ１ 较模型组 ３ ｄ 组、模型组 ７ ｄ 组显著增加ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 无热量超短波治疗可减小脑梗死体积ꎬ减轻脑缺血再灌注损伤ꎬ其机制可能是抑制了

ＳＰＣＡ１表达水平下调ꎬ从而减轻了神经细胞凋亡ꎬ促进神经功能恢复ꎮ
【关键词】 　 脑缺血再灌注ꎻ　 大脑中动脉栓塞ꎻ　 ＳＰＣＡ１ꎻ　 高尔基体应激ꎻ　 超短波
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　 　 氧化应激是缺血性脑卒中后的重要病理生理机
制ꎮ 传统观点认为线粒体和内质网是氧化应激的主要
细胞器[１￣２]ꎮ 近年来一系列的研究发现高尔基体也是
氧化应激所致缺血性脑损伤的重要细胞器之一ꎬ对高
尔基体应激干预可能会减轻脑缺血再灌注损伤[３]ꎮ
分泌途径衍生钙离子转运 ＡＴＰ 酶( ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃａ２＋ / Ｍｎ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅꎬＳＰＣＡ)１ 是 ＡＴＰ２Ｃ１ 基因编码的 Ｐ
型 Ｃａ２＋ / Ｍｎ２＋ ＡＴＰ 酶ꎬ负责在细胞受到刺激后将钙离
子从细胞浆转移至高尔基体ꎬ从而维持细胞内游离钙
离子的稳定ꎬ对于维持细胞内钙锰离子稳态具有重要
意义[４]ꎮ ＳＰＣＡ１ 特异性定位于高尔基体ꎬ可以较好地

反映高尔基体氧化应激的程度和水平ꎮ 有研究表明ꎬ
无热量超短波治疗对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护
作用[５￣８]ꎮ 但具体机制仍不清楚ꎬ是否通过介导调节氧
化应激来完成神经保护作用尚需探讨ꎮ 本研究旨在探
讨无热量超短波治疗对以 ＳＰＣＡ１ 为重要参与部分的
高尔基体应激的影响ꎬ进一步研究无热量超短波治疗
的脑保护作用机制ꎬ为其临床应用提供理论依据ꎮ

材料与方法

一、动物模型的制备与分组
选用湖南省人民医院实验动物中心提供的健康雄

性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大鼠 ８０ 只ꎬ体重 ２６０ ~ ２９０ ｇꎬ
２.５~３.０ 月龄ꎮ 参照 Ｌｏｎｇａ 等[９]报道的方法建立改
良一侧大脑中动脉局灶性脑缺血再灌注模型ꎮ 当造模
大鼠清醒后ꎬ评定动物神经功能缺损情况:０ 分ꎬ正常ꎻ
１ 分ꎬ对侧肢体屈曲ꎻ２ 分ꎬ拖住尾巴后拉时ꎬ对侧肢体
无力ꎻ３ 分ꎬ拖住尾巴后拉时ꎬ向对侧转圈ꎻ４ 分ꎬ自发向
对侧转圈或倾倒ꎻ５ 分ꎬ无任何自发活动[９]ꎮ 造模后剔
除死亡及评分不足 ２ 分的大鼠后ꎬ将大鼠分为假手术
组(８ 只)、模型组(３６ 只)、超短波组(３６ 只)ꎮ 模型组
和超短波组大鼠进行造模处理ꎬ假手术组大鼠处理同
模型组和超短波组ꎬ但不插入线栓ꎮ 模型组按照再灌
注时间分为模型 １ ｄ 组(１２ 只)、模型 ３ ｄ 组(１２ 只)、
模型 ７ ｄ 组(１２ 只)ꎬ超短波治疗组分为超短波 １ ｄ 组
(１２ 只)、超短波 ３ ｄ 组 (１２ 只)、超短波 ７ ｄ 组 (１２
只)ꎮ

二、超短波治疗
采用上海电子仪器厂生产的五官超短波治疗机ꎬ

波长为 ７.３７ ｍꎬ电流波形为脉冲式ꎬ高斯波形ꎬ频率为
４０.６８ ＭＨｚꎬ最大输出功率为 ４０ Ｗꎬ调谐后第 １ 档输出
功率约为 １１ Ｗꎮ 电极直径 ４ ｃｍꎬ对置于鼠脑两侧ꎬ电

极表面距鼠头皮约 １０ ｃｍꎮ 并取重物放置于其旁以起
到固定作用ꎮ 于脑缺血再灌注后１８ ｈ开始治疗ꎬ每次
治疗 １０ ｍｉｎꎬ每日 １ 次ꎮ 取标本当日也进行治疗ꎬ最后
１ 次治疗距取标本时间至少间隔 ４ ｈꎮ

三、观测指标
各亚组分别于造模后 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 处死取标本ꎮ

用红四氮唑染色法观察并计算每组大鼠的脑梗死体
积ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测患侧海马 ＳＰＣＡ１ 蛋白
变化ꎮ

１.计算脑梗死体积:假手术组(４ 只)、模型１ ｄ组
(６ 只)、模型 ３ ｄ 组(６ 只)、模型 ７ ｄ 组(６ 只)、超短波
１ ｄ 组(６ 只)、超短波 ３ ｄ 组(６ 只)、超短波 ７ ｄ 组(６
只)大鼠在规定时间内被断头处死ꎬ冰皿上快速取出
大脑ꎬ弃去嗅球、小脑和低位脑干ꎬ冠状切成 ５ 片ꎬ每片
厚约 ２ ｍｍꎬ放于 ２％的红四氮唑溶液中进行染色ꎬ染色
的脑片在 ３７ ℃孵箱中孵育 ３０ ｍｉｎꎬ梗死区呈白色ꎬ正
常组织呈红色ꎬ将染色后的脑组织浸泡在 ４％多聚甲
醛溶液中固定 ２ ｈꎬ用于脑梗死体积测定ꎬ计算脑梗死
体积百分比ꎮ 用数码相机拍照ꎬ输入计算机ꎬ每个脑片
的梗死面积及脑缺血侧半球面积利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进
行分析处理ꎬ并根据公式 Ｖ ＝ ｔ(Ａ１＋Ａ２＋􀆺Ａｎ) －(Ａ１＋
Ａｎ)ｔ / ２ 计算出脑梗死体积和脑缺血侧半球体积ꎬ其中
ｔ 为切片厚度ꎬＡ 为梗死面积ꎮ Ｖ％ ＝ (梗死体积 /缺血
半球体积)×１００％ꎮ

２.采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＰＣＡ１ 蛋白水平:将假
手术组(４ 只)、模型 １ ｄ 组(６ 只)、模型 ３ ｄ 组(６ 只)、
模型 ７ ｄ 组(６ 只)、超短波 １ ｄ 组(６ 只)、超短波 ３ ｄ 组
(６ 只)、超短波 ７ ｄ 组(６ 只)大鼠患侧海马总蛋白于
１０％十二烷基磺酸钠( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ)￣聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ
ＰＡＧＥ)分离后ꎬ蛋白湿转入硝酸纤维膜上ꎮ 经 ５％脱
脂牛奶溶液封闭 ３０ ｍｉｎꎬ４％牛血清白蛋白封闭 ５ ｍｉｎꎬ
ａｎｔｉ￣ＳＰＣＡ１ 抗体 ４ ℃孵育 １８ ｈꎬ辣根过氧化物酶标记
的二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ在化学发光溶液中显色曝光ꎮ

四、统计学处理
所有数据分析均采用 ＳＰＳＳ １９.０ 版软件完成ꎮ 实

验数据以(ｘ－ ±ｓ)形式表示ꎬ两组间均数比较采用 ｔ 检
验ꎬ多组间均数比较用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５表示
差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠的脑梗死体积比较
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图 １　 各组大鼠脑梗死

　 　 假手术组大鼠脑切片均红染ꎬ未见梗死灶ꎮ 缺血
再灌注后ꎬ模型组和超短波组大鼠脑缺血区域出现白
色梗死灶ꎬ随着时间延长ꎬ脑梗死体积均减小ꎮ 与模型
组同时间点比较ꎬ超短波组脑梗死体积均较小ꎬ差异有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见表 １ 和图 １ꎮ

表 １　 各组大鼠脑梗死体积检测结果比较(％ꎬｘ－±ｓ)

组别　 　 　 　 例数 脑梗死体积

假手术组 ４ ０.００±０.００
模型 １ ｄ 组 ６ ０.３９±０.０５ａ

模型 ３ ｄ 组 ６ ０.３６±０.０４ａｂ

模型 ７ ｄ 组 ６ ０.３０±０.０７ａｂｃ

超短波 １ ｄ 组 ６ ０.２５±０.０４ａｄ

超短波 ３ ｄ 组 ６ ０.１９±０.０５ａｂｄ

超短波 ７ ｄ 组 ６ ０.１３±０.０４ａｂｃｄ

　 　 注:与假手术组比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与组内 １ ｄ 比较ꎬ ｂＰ<０.０５ꎻ与组内

３ ｄ比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬｄＰ<０.０５

二、各组大鼠 ＳＰＣＡ１ 蛋白检测结果比较
与假手术组比较ꎬ除超短波 ７ ｄ 组外ꎬ各组大鼠

ＳＰＣＡ１ 均降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 随着时
间延长ꎬ模型组和超短波组大鼠 ＳＰＣＡ１ 增加 ( Ｐ<
０.０５)ꎮ 与模型组同时间点比较ꎬ超短波 １ ｄ 组大鼠
ＳＰＣＡ１ 轻度增加ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ超
短波 ３ ｄ 组、超短波 ７ ｄ 组大鼠 ＳＰＣＡ１ 较模型组 ３ ｄ
组、模型组 ７ ｄ 组显著增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 详见表 ２ 和图 ２ꎮ

讨　 　 论

缺血性脑卒中是常见的脑血管疾病之一ꎬ致残率
和致死率较高ꎮ 脑缺血后早期溶栓被认为是有效的治
疗方法[１０] ꎮ但溶栓后血流再通可导致缺血再灌注损

表 ２　 各组大鼠 ＳＰＣＡ１ 蛋白检测结果比较(ｘ－±ｓ)

组别　 　 　 　 例数 灰度值

假手术组 ４ １.１５±０.１５
模型 １ ｄ 组 ６ ０.２８±０.０６ａ

模型 ３ ｄ 组 ６ ０.６８±０.０８ａｂ

模型 ７ ｄ 组 ６ ０.８７±０.１２ａｂｃ

超短波 １ ｄ 组 ６ ０.３０±０.１０ａ

超短波 ３ ｄ 组 ６ ０.７９±０.１９ａｂｄ

超短波 ７ ｄ 组 ６ １.１６±０.１６ｂｃｄ

　 　 注:与假手术组比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与组内 １ ｄ 比较ꎬ ｂＰ<０.０５ꎻ与组内

３ ｄ比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与模型组同时间点比较ꎬｄＰ<０.０５

图 ２　 各组大鼠 ＳＰＣＡ１ 蛋白条带图

伤ꎮ 近年来ꎬ有研究探讨了高尔基体在与氧化应激相
关的钙锰离子稳态、细胞凋亡、脂质代谢、信号转导及
抗氧化等过程中的重要作用[３]ꎮ 细胞内游离钙离子
是介导一系列生理过程的第二信使ꎬ过多的钙离子会
干扰细胞正常代谢活动ꎬ甚至引起细胞死亡[１１￣１２]ꎮ 为
了维持稳定的细胞内游离钙离子浓度ꎬ细胞通过线粒
体、内质网及高尔基体摄取钙离子ꎬ维持钙离子稳态ꎮ
ＳＰＣＡ１ 是特异性分布在高尔基体膜的钙离子泵ꎬ通过
摄取细胞内的钙离子ꎬ降低细胞质钙离子浓度ꎬ对于在
分泌活动中的钙锰离子稳态起到至关重要的作用[１３]ꎮ
神经系统发育过程中ꎬＳＰＣＡ１ 持续性高表达的区域如
海马、皮质、小脑是对缺血较敏感的部位[１４]ꎮ 有研究
报道ꎬＳＰＣＡ１ 有拮抗氧化应激的作用[１４￣１６]ꎮ 氧糖剥

􀅰３１􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 １ 月第 ４０ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.１



夺 /复氧模型中存在 ＳＰＣＡ１ 蛋白和基因表达的下降ꎬ
发现转化生长因子￣β ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬ
ＴＧＦ￣β)￣Ｓｍａｄ２ / ３￣ＳＰＣＡ１ 信号通路在氧糖剥夺 /复氧
损伤中起到重要作用[１４ꎬ１７]ꎮ 以上研究均提示 ＳＰＣＡ１
可能在高尔基体应激中起到了重要作用ꎬ通过干预高
尔基体应激过程、提高 ＳＰＣＡ１ 表达水平ꎬ可能对受损
的脑组织有保护作用ꎮ

目前ꎬ治疗脑梗死的相关药物较多ꎬ非药物治疗手
段也得到了广泛关注ꎮ 研究表明ꎬ电磁场治疗能通过
抑制炎症反应和氧化应激来达到神经保护作用[１８￣２２]ꎮ
而超短波作为一种高频电场治疗ꎬ也能通过抗氧化应

激的机制来达到减轻细胞损伤的目的[２３]ꎮ 本研究结
果显示ꎬ脑缺血再灌注后ꎬ作为脑组织内高尔基体应激
的重要参与成分 ＳＰＣＡ１ 表达下降ꎬ提示脑缺血后出现
了高尔基体应激的激活ꎻ而无热量超短波治疗后ꎬ
ＳＰＣＡ１表达下调受到部分抑制ꎬ且逐渐回升ꎬ表明无热
量超短波治疗可以调整高尔基体应激的过度激活ꎮ

综上所述ꎬ无热量超短波治疗能够减小脑梗死体
积ꎬ减轻脑缺血再灌注损伤ꎬ其机制可能是抑制了
ＳＰＣＡ１表达水平下调ꎬ抑制了过度的高尔基体应激ꎬ从
而减轻了神经细胞凋亡ꎬ促进神经功能恢复ꎮ
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