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【摘要】 目的 :研究慢性应激对主动脉超微结构和主动脉血管细胞粘附分子- 1(VCAM- 1)表达的影响。方法 :将健康

的 24 只 Wistar雄性大鼠随机分成实验组和对照组各 12 只。适应性饲养 1 周后 ,实验组大鼠给予 3 周应激刺激制作

慢性应激动物模型 ,对照组不给予任何刺激正常饲养。两组大鼠同时处死 ,用透射电镜观察主动脉组织的超微结构 ;

用免疫组化方法检测主动脉血管内皮细胞 VCAM- 1 的表达情况。结果 :①实验组大鼠主动脉的超微结构改变,内皮

细胞的线粒体明显肿胀 , 空泡变。而对照组大鼠的主动脉内皮细胞超微结构无此改变 ;②实验组大鼠主动脉组织的

VCAM- 1 表达增强(平均灰度值为 151.39±1.17), 显著高于对照组(其平均灰度值为 159.48±3.75, P<0.05)。结论 :①慢

性应激能造成大鼠主动脉超微结构的改变 , 内皮细胞线粒体结构退行性变和内皮细胞的炎症性变 ;②慢性应激能导

致大鼠主动脉血管内皮细胞 VCAM- 1 的表达增强。
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【Abstract】 Objective: Studying the affect of chronic stress to ultrastructure and the expression of vascular cell

adherence molecules- 1 in thoracic aorta in rats. Methods: 24 male Wistar rats are divided into two groups randomly,

including the test group and control group. The number of each group is 12. The test group are compelled to receive a

series of stimulation after they are fed 1 week in quiet surrounding, but the control group are not. All of rats are executed

at the same time. After have drawn the materials from the thoracic aorta, we observe the ultrastructure by electronic

microscope and the expression of vascular cell adherence molecules- 1 by the method immunohistochemistry in thoracic

aorta. Results: ①The ultrastructures in test group are changed, but the control group are normal; the modification is

concentrated on the obvious swelling, vacuolicitical transformation in mitochondria, but the control are not. ②The VCAM-

1 is highly expressed in thoracic aorta of the test group, there is not in control group(P<0.05). Conclusion: ①The chronic

stress can exchange the ultrastructure in thoracic aorta in rats, the core of modification is that there occurrence the

degenerative change in mitochondria of endothelial cell and inflammatory change in endothelial cell ②The chronic stress

can lead to the majority expression of VCAM- 1 in the endothelial cell membrane.
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应激是机体对应激源的非特异性应答, 可引起

一系列的全身反应。应激对人的工作、健康和生活

质量的影响变得日益突出。适度的应激是维持人体

正常心理功能和生理功能的必要条件; 如果紧张刺

激超过了个人耐受能力就会破坏人的心身平衡,损

害人的健康,造成或加重疾病[1]。心理因素已经影响

很多疾病的发生和发展。应激因素可能导致有机体

组织超微结构发生改变, 也能影响有机体某些细胞

因子的水平[2], VCAM- 1 属于免疫球蛋白超家族的

黏附分子, 在炎症的发生和发展过程中起着很大的

作用。本研究通过建立慢性应激动物模型,观察应激

对大鼠主动脉超微结构和 VCAM- 1表达的影响。

1 材料和方法

1.1 动物及分组

雄性 Wistar 大鼠 24 只 ,体重 200g±20g,购自中

国医科大学实验动物中心。大鼠正常饮食,在光暗周

期为 12 小时 , 温度 20±2°C, 安静环境下饲养 7 天。

随机分成实验组和对照组,每组 12只。

1.2 主要试剂和实验仪器

1.2.1 主要试剂 兔抗鼠 VCAM- 1 多克隆抗体、生

物素标记的山羊抗兔 IgG(即用型)、SABC(链霉素过

氧化物复合物)免疫组化试剂盒 , DAB显色剂 ,以上

试剂均购自武汉 Boster试剂公司。

1.2.2 主要仪器 计算机图像分析系统 (Meta
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Morph/Cool Snapfx/Ax70)、LKBV 铝型超薄切片机、

JEM1200EX透射电镜。

1.3 实验方法

1.3.1 慢性应激大鼠模型的建立 按照 Benelli 等

慢性应激的造模方法[3]并加以改进。动物模型为慢

性不可预见性应激加孤养模型。实验组大鼠进行单

笼喂养 , 每天给予电击足底、冰水游泳、夹尾、热应

激、禁食 48小时、禁水 24小时、摇晃等刺激,每天随

机给予一种刺激,连续刺激 21天后处死。对照组大

鼠,不给予任何刺激,与实验组同日处死。

1.3.2 标本制备 各组动物均于实验的第 21 天后,

腹腔注射戊巴比妥钠( 50mg) /Kg,麻醉。①电镜标本

制备及观察:速取胸主动脉后用 4°C生理盐水冲洗,

每只大鼠取胸主动脉组织取冠状面切位 5 块 , 厚

1mm,将组织块置于 3.1%戊二醛液中预固定,环境温

度 4°C, 48h- 72h, 1%锇酸后固定, 4°C, 2h, 丙酮逐级

脱水 , Epon812 包埋 , LKBV 铝型超薄切片机制片 ,

5%的水性醋酸铀和枸橼酸铅双染 , JEM1200EX 透

射电镜观察。②免疫组化标本制备及指标检测 :将

胸主动脉组织取冠状面切位 5 块, 厚 5mm左右 ,将

组织浸放在 4%多聚甲醛溶液中进行外固定。常规

石蜡脱水、包埋、制成石蜡切片 ,切片厚度 5μm。对

VCAM- 1 检测 , 采用免疫组化 ABC法 , 具体步骤参

照文献的方法[4]。③图像分析:每只大鼠选取胸主动

脉组织较完好的切片 1张,随机选取 4个视野,在计

算机图像分析系统 (Meta Morph/Cool Snapfx/Ax70)

上测量主动脉的灰度值( grey density)。每张切片灰

度值各取平均值来代表这张切片最终的灰度值。

2 结 果

2.1 电镜结果

实验组大鼠主动脉的超微结构发生改变, 电镜

下可见主动脉内皮细胞脱落,内皮下层增厚,结构不

规则,平滑肌细胞尾足伸出;主动脉内皮细胞周围有

淋巴细胞和单核细胞浸润, 主动脉内皮间质弥漫水

肿,内皮细胞肿胀,吞饮泡增多,胞质形成指状突起凸

向管腔,小血管腔中见较多血小板聚集、附壁 ;主动

脉内皮细胞的细胞器结构也发生了改变, 表现在内

皮细胞的线粒体明显肿胀,形状不规则空泡变,外膜

模糊,内嵴不清,基底致密等退行性变。

2.2 免疫组化结果

实验组大鼠 VCAM- 1 的表达主要表现在低倍

光镜下可见胸主动脉内膜黄染, 高倍镜下可见主动

脉内皮细胞胞膜及胞浆呈宗黄色着色, 而对照组的

着色却很淡或没有。实验组大鼠胸主动脉的 VCAM-

1 表达情况 (平均灰度值为 151.39±1.17) 和对照组

VCAM- 1 的表达 (平均灰度值为 159.48±3.75) 有差

异,两者间比较差异有显著性(P<0.05)。

3 讨 论

应激能对机体的很多系统造成影响。本研究中,

经过 21 天不可预见的应激刺激后实验组大鼠主动

脉内皮细胞超微结构发生改变并伴有淋巴细胞和单

核细胞浸润,小血管内皮细胞肿胀,吞饮泡增多,胞质

形成指状突起凸向管腔, 血管腔中见较多血小板聚

集、附壁 , 这与国内外[5,6]报道的结果相似。但这种

超微结构的改变是一过性还是永久性, 仍需我们进

一步研究。应激造成血管内皮细胞结构的损伤可能

和缺血造成的损伤有相同的机制[7]。在缺血的情况

下 , 可诱导 NFκB激活,且 TNFα增加近 10 倍,促进

炎性介质的释放,有利于炎症的发生而引起损伤[8]。

随着分子生物学技术研究的逐步深入, 一些与

动脉粥样硬化相关的化学因子和细胞因子不断被检

出 , 动脉粥样硬化是炎症的观点被重新提出 [9]。

VCAM- 1 属于免疫球蛋白超家族的黏附分子 , 在

1989首次被鉴定[10]。VCAM- 1的表达被认为与免疫

和炎症反应有关。VCAM- 1在动脉粥样硬化慢性炎

症过程发生发展的各个阶段起着不可忽视的作用 ,

它的一些活性似都与其膜结合的形式表达有关,大

部分研究认为 VCAM- 1 参与白细胞的浸润过程 [11],

目前描绘白细胞从循环血液中迁移入组织的过程可

分为包含一系列粘附的三、四个连续步骤。用标准的

免疫组化方法检测不到正常血管上 VCAM- 1 的表

达,当体内在炎症病理条件下, VCAM- 1才可表达在

血管内皮细胞上[12]。VCAM- 1除表达在内皮细胞上,

也可在平滑肌细胞、淋巴组织和皮肤的树突状细胞、

肝脏(枯否细胞)和脾脏的单核细胞衍生的细胞 , 以

及脾脏的某些上皮细胞上表达。当在某些细胞因子

如白细胞介素、肿瘤坏死因子等的诱导下, VCAM- 1
的表达可以增加[13]。在应激的环境下,机体的很多细

胞因子水平发生改变 , 如白介素、肿瘤坏死因子

等[14,15]。本研究中实验组大鼠胸主动脉内皮细胞膜上

VCAM- 1 的表达与对照组大鼠相比差异有显著性 ,

说明应激能对机体 VCAM- 1 的表达情况产生影响。

应激对 VCAM- 1 表达的影响,其机制可能不是单途

径的,这种复杂的机制尚待进一步研究。在应激造成

机体损伤的病理过程中, 血管内皮细胞结构和功能

的损伤为炎症反应的发生提供了可能。
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也得到类似结果 , 他们发现述情障碍高分组视觉

P300的波幅较低分组视觉 P300的波幅增高, 在 Pz

点尤为显著。

P300 的潜伏期代表了对刺激物评价所需要的

时间,它随任务难度的增加而增加[10,14]。P300的潜伏

期主要认为与信息的加工速度有关 [10], 潜伏期的长

短是反映认知功能的重要指标。在本研究中,述情障

碍高分组的平均潜伏期与低分组的平均潜伏期无统

计学差异, 这说明述情障碍高分个体对简单信息加

工处理的速度相对低分个体并没有显著降低, 这与

Franz等[11]的研究结果相同。

脑电地形图反映了认知加工过程中脑电的活动

强度,研究中发现,高分组和低分组的脑电分布区域

相类似,但中央区、顶枕区等脑区高分组的脑电较低

分组的脑电高, 提示述情障碍高分组的脑电活动较

强, 说明述情障碍高分组投入的心理资源较述情障

碍低分组投入的心理资源高。
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