
书书书

第二军医大学学报　２０１０年１月第３１卷第１期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．１

· ５５　　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．０００５５ ·论　著·

脑缺血预处理对沙鼠前脑缺血再灌注后ＨＳＰ７０表达水平及学习记忆能
力的影响

李建民１，赵雅宁２，安超旺１，陈长香１，朱　军２，付爱军１

１．华北煤炭医学院附属医院神经外科，唐山０６３０００

２．华北煤炭医学院护理系，唐山０６３０００

　　［摘要］　目的　研究脑缺血预处理对沙鼠前脑缺血再灌注后热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）表达水平及动物学习记忆能力的影
响。方法　１００只蒙古沙鼠随机分成假手术（Ｓｈａｍ）组、前脑缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组、脑缺血预处理（ＩＰ）组，放线菌酮＋脑缺血预
处理（Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ）组，每组２５只。后３组参照Ｋｉｒｉｎｏ法制备前脑缺血动物模型，Ｋｉｔａｇａｗａ法制备脑缺血预处理动物模

型。再灌注后１、２、３ｄ取各组动物脑组织行 ＨＥ染色，观察海马ＣＡ１区神经元形态变化；用ＴＵＮＥＬ法检测神经细胞凋亡情

况；用免疫组织化学和蛋白质印迹法检测 ＨＳＰ７０的表达水平。再灌注后３、４、５、６、７ｄ用４ＰＴＴ旱路迷宫法对沙鼠的学习记

忆能力进行评定，各取均值。结果　与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组沙鼠海马ＣＡ１区存活神经元密度降低（Ｐ＜０．０５），神经细胞凋亡
数量增多（Ｐ＜０．０５），ＨＳＰ７０表达量增加（Ｐ＜０．０５），学习记忆能力下降（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，ＩＰ组中沙鼠海马ＣＡ１区

存活神经元密度增加（Ｐ＜０．０５），凋亡神经细胞数量回降（Ｐ＜０．０５），ＨＳＰ７０表达水平进一步增加（Ｐ＜０．０５），学习记忆能力

得到改善（Ｐ＜０．０５）；而Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ组基本消除了ＩＰ组中的上述改变，神经细胞形态及密度，神经细胞凋亡数量，

ＨＳＰ７０表达水平、学习记忆能力与Ｉ／Ｒ组相似。结论　缺血预处理对脑缺血性损伤具有保护作用并可改善脑缺血后的学习
记忆功能障碍。这可能是通过促进 ＨＳＰ７０表达增加，启动内源性的神经保护机制而加强了对再次缺血损伤的保护作用。
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　　研究表明，短暂性脑缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰ）对神经细胞具有保护作用，可诱导
机体抵抗后发生的较为严重甚至致死性的脑缺血事

件，减轻脑缺血病变，此种现象称脑缺血耐受（ｉｓｃｈｅ
ｍｉｃｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ＩＴ）［１］。目前，对ＩＰ神经保护作用的
研究大多集中于脑缺血后的病理形态学改变以及行

为运动能力方面，较少涉及学习记忆功能的变化。
热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）是一应激蛋白，研究发现它
对脑缺血损伤具有保护作用［２］。但 ＨＳＰ７０是否与
脑缺血耐受过程中学习记忆变化有关，目前报道较
少。本研究利用蛋白合成抑制剂放线菌酮阻断

ＨＳＰ７０蛋白的合成，观察了缺血预处理后前脑缺血
沙鼠学习记忆功能的变化，旨在进一步探讨 ＨＳＰ７０
在脑缺血耐受中的作用。

１　材料和方法

１．１　动物分组及模型制作　１００只雄性健康蒙古沙
鼠（购自上海生物制品有限公司实验动物中心），体
质量６０～８０ｇ，９～１２周龄，随机分成４组：假手术
（Ｓｈａｍ）组，脑缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组，脑缺血预处理
（ＩＰ）组，放线菌酮＋脑缺血预处理（Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋
ＩＰ）组，每组２５只。Ｓｈａｍ组只暴露血管，不夹闭颈
总动脉；参照 Ｋｉｒｉｎｏ［２］的方法制作沙鼠前脑缺血再
灌注模型（无创性微动脉夹夹闭双侧颈总动脉，缺血

１０ｍｉｎ后松开动脉夹，再灌注）；根据Ｋｉｔａｇａｗａ等［３］

的方法制作脑缺血预处理模型（短暂夹闭双侧颈总
动脉２ｍｉｎ，２４ｈ后再夹闭双侧颈总动脉１０ｍｉｎ后
松开动脉夹，再灌注）；Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ组在脑缺
血预处理前３０ｍｉｎ腹腔注射放线菌酮（２．５ｍｇ／

ｋｇ）。整个操作过程在显微镜下进行，术中监测肛
温，维持体温于３６．８～３７．２℃。因脑缺血预处理诱
导脑缺血耐受的时间为１～７ｄ，故本实验选择观察
沙鼠再灌注后１、２、３ｄ的脑组织形态变化、凋亡神经
细胞情况及 ＨＳＰ７０蛋白表达水平，同时对再灌注后

３、４、５、６、７ｄ的动物进行学习记忆能力的评定。

１．２　脑组织形态结构观察　各组动物以戊巴比妥
钠麻醉（４０ｍｇ／ｋｇ），用４０ｇ／Ｌ多聚甲醛经左心室灌
注固定后取脑，后固定２４ｈ，梯度乙醇脱水，二甲苯
透明，石蜡包埋、切片，片厚５μｍ。切片经二甲苯脱
蜡，梯度乙醇脱水，ＨＥ染色。每只沙鼠取连续３张

冠状背侧海马切片，采用美国ＢｉｏＲａｄ公司图像分
析仪，计数正常神经元，取均值。

１．３　ＴＵＮＥＬ法观察神经细胞凋亡情况　标本多
聚甲醛固定，经脱水、透明、浸蜡、包埋、切片，按

ＴＵＮＥＬ检测试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司）说明书操作，

ＢＣＩＰ／ＮＢＴ显色。阳性率的定量分析：每个标本取

３张切片，每张切片在海马区随机选取４个视野，

２００倍光镜下应用目镜网格测试系统，计数阳性细
胞，取均值。

１．４　ＨＳＰ７０蛋白表达水平的检测　
１．４．１　免疫组化法检测　标本多聚甲醛固定，经脱
水、透明、浸蜡、包埋、切片，按ＳＡＢＣ试剂盒说明书进行

ＨＳＰ７０免疫组化染色：０．３％过氧化氢室温孵育

５～１０ｍｉｎ。蒸馏水洗３次。滴加正常山羊血清封闭液，
室温２０ｍｉｎ，甩去多余液体，不洗。滴加兔抗鼠ＨＳＰ７０
抗体（１１５０，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），４℃过夜，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗２ｍｉｎ×３次。滴加生物素化山羊抗兔ＩｇＧ（武汉
博士德生物工程有限公司），２０～３７℃，２０ｍｉｎ，０．１ｍｏｌ／

ＬＰＢＳ洗２ｍｉｎ×３次。滴加ＳＡＢＣ，２０～３７℃，２０ｍｉｎ，

０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗５ｍｉｎ×４次。ＤＡＢ显色，不复染。利
用多媒体彩色病理分析系统计数，取均值。

１．４．２　蛋白质印迹法检测　沙鼠处死后，迅速取双
侧海马ＣＡ１区组织，称量０．６ｇ，４℃ＰＢＳ充分洗涤，
加入３倍体积的４℃全细胞裂解液，冰浴中匀浆，４℃
离心５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径３．５ｃｍ），取上
清液。考马斯亮蓝法测各样本的蛋白含量后，取蛋
白样品４０μｇ与等体积上样缓冲液混合，煮沸１０
ｍｉｎ，１００ｇ／ＬＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，转膜，封闭液室
温下 震 荡 ２～３ ｈ，加 入 ＨＳＰ７０ 单 克 隆 抗 体
（１２０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜，标记二抗，

３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ显色，图像分析仪测
定光密度，作定量分析。

１．５　４ＰＴＴ旱路迷宫法测试沙鼠学习记忆能力　
４ＰＴＴ旱路迷宫是日本山形大学医学部神经机能研
究室研制开发的评价学习记忆能力的实验装置（主
要用于评价不悉水性的蒙古沙鼠），通过记录沙鼠自
然环境下进入迷宫的摄食情况，可以同时测试动物
的活动状况、紧张状态、行动反应及学习记忆等情
况［４］。本实验主要采用的检测指标为：（１）达到完成
标准所需的实验次数（Ｑｕａｌｉｆｉｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ）；（２）每
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次完成实验所用的时间 （Ｓｉｎｇｌｅｔｅｓｔｔｉｍｅ）；（３）每次
实验中从开始到吃掉第一个食物所用的时间（Ｆｉｒｓｔ
ｆｏｏｄｔｉｍｅ）；（４）每次实验中的非正确错误数（Ｆａｕｌｔｙ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ）。动物在进入测试的前１ｄ均进入迷宫
训练３次。指标（１）、（２）、（３）主要观察动物通过训
练后能正确完成实验的情况，反映动物参照记忆的
形成，指标（４）主要观察动物进入无食物盒次数、重
复进入已吃掉食物食盒次数，反映动物工作记忆的
形成。动物再灌注后３～７ｄ进行检测，上、下午各１
次，连续５ｄ测试结果的总均值进行统计。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件包进
行方差分析或ｔ检验，实验数据均以珚ｘ±ｓ表示，单侧

Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＥ染色示脑组织形态学结果　实验结果如
图１所示，Ｓｈａｍ组动物海马ＣＡ１区神经元结构完
整，排列整齐致密，未见变性坏死的神经元；Ｉ／Ｒ组
各时间点均可见海马ＣＡ１区变性坏死神经元，表现
为细胞间隙加大，细胞核浓缩、深染，溶解、消失，神
经元密度均明显减少（Ｐ＜０．０５）；ＩＰ组海马ＣＡ１区
存活的神经元较Ｉ／Ｒ组明显增多，神经元大部分结
构完 整，神 经 元 密 度 均 明 显 增 加 （Ｐ＜０．０５）；

Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ组神经元改变与Ｉ／Ｒ组相似。

图１　再灌注后１ｄ各组神经元形态变化（ＡＤ）及随时间变化图（Ｅ）

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ１ｄａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＡＤ）ａｎｄｉｔｓｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ（Ｅ）

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｉ／Ｒｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｎｅｕｒｏｎｄｅｎｓｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＩＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＤ）

２．２　神经细胞凋亡结果　ＴＵＮＥＬ法检测神经细
胞凋亡结果如图２所示，与Ｓｈａｍ 组比较，Ｉ／Ｒ组

ＴＵＮＥＬ阳性细胞显著增多（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比

较，ＩＰ组ＴＵＮＥＬ阳性细胞减少（Ｐ＜０．０５）；Ｃｙｃｌｏ
ｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ组ＴＵＮＥＬ阳性细胞与Ｉ／Ｒ组表现相
似。

图２　再灌注后１ｄ神经细胞凋亡情况（ＡＤ）及随时间变化图（Ｅ）

Ｆｉｇ２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓ１ｄａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＡＤ）ａｎｄｉｔｓｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅ（Ｅ）

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｉ／Ｒｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｎｅｕｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＩＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＤ）

２．３　ＨＳＰ７０蛋白的表达

２．３．１　免疫组化检测结果　ＳＡＢＣ法中 ＨＳＰ７０阳
性染色呈棕黄色，实验结果如图３所示，Ｓｈａｍ组，未
见 ＨＳＰ７０阳性细胞；Ｉ／Ｒ组中，ＨＳＰ７０阳性细胞明

显增多，染色棕黄；ＩＰ组 ＨＳＰ７０阳性细胞数目显著
增多，染色更深；Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ组 ＨＳＰ７０阳性
细胞数目及染色与Ｉ／Ｒ组相似。
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图３　再灌注后１ｄ各组 ＨＳＰ７０蛋白免疫组化检测结果

Ｆｉｇ３　ＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ１ｄａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＳＡＢＣ）

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＩＲｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３．２　蛋白质印迹法检测结果　结果如图４所示：
与Ｓｈａｍ 组比较，Ｉ／Ｒ组中 ＨＳＰ７０蛋白表达增加
（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，ＩＰ组中 ＨＳＰ７０蛋白表

达进一步增高（Ｐ＜０．０５）；放线菌酮抑制了 ＨＳＰ７０
蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。

图４　再灌注后各组ＨＳＰ７０蛋白质印迹检测结果

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｉ／Ｒｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＨＳＰ７０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＩＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

２．４　学习记忆能力测试结果　与Ｓｈａｍ 组比较，

Ｉ／Ｒ组沙鼠的各项学习记忆指标都有明显差异（Ｐ＜
０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，ＩＰ组沙鼠的学习记忆指标有

较大的改善（Ｐ＜０．０５）；Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ组沙鼠
各项指标则接近Ｉ／Ｒ组，具体数据见表１。

表１　各组学习记忆能力指标的变化

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅａｒｎｉｎｇ／ｍｅｍｏｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｓｉｎｇｌｅｔｅｓｔｔｉｍｅ
ｔ／ｓ

Ｆｉｒｓｔｆｏｏｄｔｉｍｅ
ｔ／ｓ Ｆａｕｌｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｓｈａｍ ２．５０±２．８０ ６５．７７±１６．７２ １５７．６３±３４．３７ １．８７±０．７５
Ｉ／Ｒ ９．３８±０．４１ １１７．７３±２０．０８ ３４０．８０±５７．９４ ７．３６±２．９７

ＩＰ ８．４８±１．７４△ ８７．７３±１８．６１△ １８９．０９±３５．６８△ ３．２８±１．４５△

Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ＋ＩＰ ３．０８±０．９２▲ １１０．２９±１８．８▲ ３１９．４８±５４．８▲ ６．３１±１．１０▲

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＩＰｇｒｏｕｐ．Ｆｉｒｓｔｆｏｏｄｔｉｍｅ：Ｔｈｅｔｉｍｅｔｏｆｉｎｉｓｈｅａｔｉｎｇｔｈｅｆｉｒｓｔｆｏｏｄ
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３　讨　论

　　１９９０年，日本学者首次提出脑缺血耐受现象，
此后的１０多年间，缺血耐受对脑缺血性损的保护作
用日益为人们重视。陈立英等［５］报道，缺血预处理

１０ｍｉｎ可缩小局灶性脑缺血２４ｈ后脑梗死体积的

５３．２％，并可显著改善大鼠的神经运动功能症状。
缺血预处理的脑保护机制包括：（１）抑制内源性毒性
产物对神经细胞的损伤作用；（２）调节脑缺血后信号
通路的活性，促进缺血再灌注后期内源性保护因子
或蛋白的合成；（３）改变遗传信息传递，减少促凋亡
蛋白的转录或表达，减少脑细胞的死亡；（４）抑制脑
缺血后的氧化应激和炎性反应等［６８］。但目前，对缺
血预处理脑保护作用的研究大多集中在脑缺血后的

病理形态学改变，或其对神经运动功能影响方面，较
少涉及缺血预处理与脑缺血后认知功能关系的方

面。本研究发现，沙鼠前脑缺血前２ｍｉｎ缺血预处
理后，沙鼠的参照记忆和工作记忆显著高于缺血组，
这说明缺血预处理对脑缺血后的学习记忆功能损伤

有一定的保护作用，这与国外的研究相符合［９］。

　　本研究结果显示，脑缺血再灌注后海马ＣＡ１区
神经元数目显著减少，ＴＵＮＥＬ阳性细胞增加，缺血
预处理可明显减少凋亡和坏死的神经元数量，提高
存活神经元密度；与此相对应，ＨＳＰ７０表达显著提
高，应用其抑制剂放线菌酮后 ＨＳＰ７０的表达水平下
降，缺血预处理的保护作用基本被消除，存活神经元
密度、神经细胞凋亡数量以及学习记忆指标与缺血
组相似。由此我们分析，脑缺血预处理可通过增加

ＨＳＰ７０表达水平，激活其下游效应，减少再发致死
性脑缺血后的神经细胞凋亡，改善脑缺血后的学习
记忆功能障碍。

　　Ｂｒｏｗｎ等［１０］认为哺乳类动物脑缺血预处理可

提高突触丰富区域的 ＨＳＰ７０表达水平，不仅依赖神
经元自身 ＨＳＰｓ的表达，还能被邻近的神经胶质细
胞表达的 ＨＳＰｓ所补充。我们分析认为脑缺血预处
理可使 ＨＳＰ７０表达增加，从而提高脑组织抗氧化能
力、增强神经细胞拮抗兴奋性氨基酸毒性作用，延缓
细胞死亡；也可能调节了ＡＴＰ酶及某些信号转导激
酶活性水平，降低了蛋白质的分解，降低凋亡蛋白的
活性，使神经元抵抗凋亡蛋白酶的作用，易于存活，
从而减少神经细胞凋亡，缩小脑梗死体积，改善神经
功能损伤程度［１１１３］。缺血预处理通过增加 ＨＳＰ７０

蛋白表达，诱导脑组织对缺血再灌注的保护效应，这
种间接保护缺血脑组织的继发性损害的规律可为临

床治疗提供一条有效途径。
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