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　　［摘要］　目的　比较血糖正常大鼠和糖尿病大鼠全脑缺血再灌注后海马ＣＡ１区Ｋｕ７０和Ｂａｘ的表达变化，探讨Ｋｕ７０和

Ｂａｘ在糖尿病加重脑缺血再灌注神经损伤中的作用。方法　雄性ＳＤ大鼠７２只，随机分为假手术（ＳＯ）组、血糖正常全脑缺血
再灌注（ＮＣＩ）组和糖尿病全脑缺血再灌注（ＤＣＩ）组。ＤＣＩ组采用链脲佐菌素诱导联合改良的Ｐｕｌｓｉｎｅｌｉ４血管阻断（４ＶＯ）法制

作糖尿病全脑缺血再灌注模型，ＮＣＩ组不用链脲佐菌素诱导，其余处理同ＤＣＩ组；ＳＯ组仅暴露血管。分别在缺血再灌注１、６、

２４和４８ｈ应用光镜观察海马ＣＡ１区神经细胞形态变化，免疫组织化学和免疫印迹法检测海马ＣＡ１区Ｋｕ７０蛋白表达水平，

免疫组织化学方法检测海马ＣＡ１区Ｂａｘ蛋白表达水平。结果　ＮＣＩ组大鼠海马ＣＡ１区细胞结构破坏，各时间点存活神经元
密度与ＳＯ组比较均减少（Ｐ＜０．０５）；ＤＣＩ组大鼠海马ＣＡ１区神经元结构损伤加重，各时间点存活神经元密度较 ＮＣＩ组降低

（Ｐ＜０．０５）。ＮＣＩ组１ｈ和６ｈ时间点Ｋｕ７０表达较ＳＯ组增强（Ｐ＜０．０５），２４ｈ和４８ｈ表达较ＳＯ组降低（Ｐ＜０．０５）；ＤＣＩ组各

时间点Ｋｕ７０表达均较ＮＣＩ组降低（Ｐ＜０．０５）。ＮＣＩ组各时间点Ｂａｘ表达均较ＳＯ组增强（Ｐ＜０．０５），ＤＣＩ组各时间点Ｂａｘ表

达均较ＮＣＩ组增强（Ｐ＜０．０５）。结论　糖尿病可加重全脑缺血再灌注后神经损伤，其机制可能与进一步加重Ｋｕ７０低表达和

Ｂａｘ高表达有关。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ；ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；Ｋｕ７０；Ｂａｘ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（７）：７１４７１８］

　　高血糖能加重脑缺血再灌注所致的各种脑损

伤，是脑缺血发病率和病死率增高的一个独立危险

因素［１２］。脑缺血损伤时，脑内异常代谢可造成神经

细胞ＤＮＡ损伤，受损ＤＮＡ可通过ＤＮＡ修复酶进

行修复，提高神经元的缺血耐受能力，但如果ＤＮＡ
修复功能减弱，则会导致基因突变，细胞发生死

亡［３］。Ｋｕ７０蛋白是细胞修复ＤＮＡ依赖蛋白激酶的

调节亚单位，主要参与ＤＮＡ双链断裂的修复，在脑

缺血后神经修复过程中发挥重要作用［４］。Ｂａｘ是

Ｂｃｌ２家族强有力的促凋亡基因，研究显示Ｂａｘ在糖

尿病脑缺血大鼠的梗死区及远离梗死区的脑区表达

均明显增强［５］。本研究应用糖尿病联合脑缺血再灌

注模型，观察实验大鼠海马ＣＡ１区 Ｋｕ７０和Ｂａｘ表

达及神经细胞丢失的变化，探讨两者在糖尿病加重

脑缺血再灌注神经元损伤中的作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　健康雄性ＳＤ大鼠７２只，体

质量 （１８５±１９）ｇ，购自北京维通利华实验动物中心

［ＳＣＸＫ（京）２００５００１３］；多克隆磷酸化Ｋｕ７０和Ｂａｘ免

疫组化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　动物分组及处理　７２只雄性ＳＤ大鼠随机分

为假手术（ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ＳＯ）组、血糖正常全脑缺

血再灌注（ｎｏｒｍｏｇｌｙｃｅｍｉａｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＮＣＩ）组和糖尿病全脑缺血再灌注（ｄｉａ

ｂｅｔｅｓｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＤＣＩ）组。

ＤＣＩ组大鼠实验前禁食１２ｈ，然后按５５ｍｇ／ｋｇ腹腔

注射链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ），７２ｈ后空腹血

糖超过１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，有多尿、体质量下降等表现的

大鼠为糖尿病造模成功。ＮＣＩ组和糖尿病造模成功

的ＤＣＩ组大鼠采用改良的Ｐｕｌｓｉｎｅｌｉ４血管阻断（４

ＶＯ）法［６］制作全脑缺血再灌注模型。动物常规麻

醉，颈正中切口，分离双侧颈总动脉，在其下置线备

用。枕后部正中切开，暴露双侧第１颈椎横突翼孔，

直视下热凝其下通过的椎动脉，电凝每次时间约２～
４ｓ，使翼小孔后双侧椎动脉永久闭塞。术后大鼠缝

皮回笼，２４ｈ后以无创性微动脉夹夹闭双侧颈总动

脉，缺血３０ｍｉｎ后松开动脉夹，实行再灌注。缺血

及再灌注期间用红外线测温仪监测耳内鼓膜温度，

并使之维持在（３７．０±０．２）℃。ＳＯ组仅暴露血管，

不电凝椎动脉、不夹闭颈总动脉。根据缺血再灌注

时间，每组又随机平均分为缺血再灌注１、６、２４和４８

ｈ时间亚组。

１．３　病理学检测　将大鼠以４％多聚甲醛灌注固定

后取脑，截取视交叉平面至大脑横裂脑组织，常规石

蜡包埋，连续冠状切片，片厚５μｍ，行 ＨＥ染色。参

照文献［７］在有测微尺的光学显微镜（２００×）下观察

海马ＣＡ１区神经元形态（有明显细胞膜、细胞核、核

仁为存活神经细胞）。将ＣＡ１区平均分为３等份，

每等份选取一个相同部位，应用Ｍｏｔｉｃ６．０图像采集

及图像分析系统分别计数其中每个视野（２００×）下

存活神经元数量，以平均细胞存活密度（存活细胞数

量与总细胞数量比值）表示。

１．４　Ｋｕ７０、Ｂａｘ蛋白免疫组化检测　切片常规脱蜡

至水，枸橼酸盐微波修复，分别滴加Ｋｕ７０和Ｂａｘ抗

体（Ｋｕ７０抗体工作浓度为１２００；Ｂａｘ抗体工作浓

度为１１５０），湿盒中４℃过夜，然后滴加二抗（ＰＶ
二步法），３７℃温箱孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，脱水、透

明、封片。以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。光镜下观

察并摄片。每个标本取４张切片，将每张切片的

ＣＡ１区平均分为３等份，每等份选取相同部位的４
个视野，应用Ｍｏｔｉｃ６．０图像采集及图像分析系统测

定各组阳性细胞的光密度（Ｄ）值。

１．５　Ｋｕ７０蛋白质免疫印迹检测　处死大鼠后，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℃、１９８３０×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清。考马斯亮

蓝法测定各样本的蛋白含量。将蛋白样品４０μｇ与

等体积上样缓冲液混合，煮沸１０ｍｉｎ，１００ｇ／Ｌ十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），转

膜，封闭液室温下震荡２～３ｈ，加入 Ｋｕ７０抗体

（１２０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加二抗，３７℃
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ显色，用图像分析仪测定

Ｄ值。以βａｃｔｉｎ的Ｄ值作为内参照，对各组条带的

Ｄ值进行校正和半定量分析。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，采用重复设计资料的方
差分析比较组间差异，检验水平（α）为０．０５。



·７１６　　 · 第二军医大学学报　２０１３年７月，第３４卷

２　结　果

２．１　各组大鼠海马ＣＡ１区神经元存活情况　由图

１可见，ＳＯ组大鼠海马ＣＡ１区神经元排列紧密，神

经元胞体较大，胞核大而圆，核仁清晰，胞质着色浅

而均匀。ＮＣＩ组大鼠海马ＣＡ１区细胞轮廓模糊，排

列紊乱，胞体收缩呈多角形或不规则，部分胞质自

溶；各时间点存活神经元密度均明显减少（Ｐ＜
０．０５）；ＤＣＩ组中海马ＣＡ１区神经元结构损伤加重，

大部分胞质自溶，各时间点神经元细胞存活密度进

一步降低（Ｐ＜０．０５），表明糖尿病可增加脑缺血后的

神经细胞丢失。

图１　ＨＥ染色检测各组大鼠海马ＣＡ１区神经元存活情况

Ｆｉｇ１　ＳｕｒｖｉｖａｌｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓＣＡ１ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ

ＳＯ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ；ＮＣＩ：Ｎｏｒｍｏｇｌｙｃｅｍｉａｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＤＣＩ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｐ＜０．０５ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣＩｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　各组大鼠海马ＣＡ１区Ｋｕ７０表达情况　由图

２可见，Ｋｕ７０阳性表达主要位于细胞核，阳性细胞
的胞质可见细小的棕黄色颗粒。ＳＯ组可见一定量

Ｋｕ７０阳性细胞，染色棕黄。与ＳＯ 组比较，ＮＣＩ组

１ｈ和６ｈ时间点Ｋｕ７０免疫阳性反应增强，２４ｈ和

４８ｈ免疫阳性反应迅速下降（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＣＩ组
比较，ＤＣＩ组各时间点 Ｋｕ７０免疫阳性反应均减少
（Ｐ＜０．０５）。蛋白质免疫印迹结果与此相符（图３）。

图２　免疫组织化学检测各组大鼠海马ＣＡ１区Ｋｕ７０和Ｂａｘ阳性表达情况

Ｆｉｇ２　Ｋｕ７０ａｎｄＢａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓＣＡ１ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄ

ＳＯ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ；ＮＣＩ：Ｎｏｒｍｏｇｌｙｃｅｍｉａｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＤＣＩ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｐ＜０．０５ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣＩｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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图３　蛋白质印迹法检测各组大鼠海马ＣＡ１区Ｋｕ７０蛋白表达情况

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｕ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓＣＡ１ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ＳＯ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ；ＮＣＩ：Ｎｏｒｍｏｇｌｙｃｅｍｉａｇｌｏｂａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＤＣＩ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｇｌｏｂａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．
Ｐ＜０．０５ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣＩｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　各组大鼠海马ＣＡ１区Ｂａｘ表达情况　由图２
可见，Ｂａｘ阳性表达主要位于细胞质，阳性细胞的胞

质可见细小的棕黄色颗粒。ＳＯ组偶见Ｂａｘ阳性细

胞，染色浅淡。与ＳＯ组比较，ＮＣＩ组各时间点Ｂａｘ
免疫阳性反应增强（Ｐ＜０．０５）；与ＮＣＩ组比较，ＤＣＩ
组中１ｈ、６ｈ和２４ｈＢａｘ免疫阳性反应增强，４８ｈ
有所下降但仍高于ＮＣＩ组（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　脑缺血再灌注导致神经细胞损伤后坏死与凋亡

共存，呈动态演变过程。研究认为缺血再灌注后神

经元选择坏死或凋亡很大程度上依赖于缺血损害的

程度，轻度脑缺血以细胞凋亡为主，严重脑缺血以坏

死为主［８］。也有研究认为脑缺血再灌注早期（１２ｈ
内）以坏死为主，而迟发性神经细胞死亡以凋亡为

主，在缺血４８～７２ｈ达高峰［９］。本研究应用改良的

Ｐｕｌｓｉｎｅｌｉ４血管阻断法建立全脑缺血再灌注模型，

缺血时间为３０ｍｉｎ，应用 ＨＥ染色方法观察海马

ＣＡ１区神经细胞病理形态变化，对比分析ＮＣＩ组大

鼠和ＤＣＩ组大鼠神经细胞存活情况，结果显示１、６、

２４、４８ｈ各时间点糖尿病鼠海马ＣＡ１区神经元结构

损伤比 ＮＣＩ组加重，大部分胞质自溶，各时间点神

经元存活密度降低，表明糖尿病可增加脑缺血后的

神经细胞丢失，加重脑缺血再灌注损伤。

　　Ｋｕ７０是哺乳动物中细胞修复ＤＮＡ依赖蛋白

激酶的调节亚单位，ＤＮＡ损伤时，Ｋｕ７０首先与损伤

ＤＮＡ结合，激活 ＤＮＡ 修复酶而启动整个修复过

程，同时增加ＤＮＡ损伤修复的正确性［１０］。研究发

现，脊髓短暂缺血再灌注引起的可逆性神经损伤伴

有Ｋｕ７０结合ＤＮＡ活性的升高，而严重的缺血再灌

注导致永久性的神经缺损时 Ｋｕ７０结合ＤＮＡ的活

性降低［１１１２］。本研究中，在 ＮＣＩ组１ｈ 和６ｈ时

Ｋｕ７０表达增加，２４ｈ和４８ｈ时 Ｋｕ７０表达迅速减

少，与万群等［１３］的研究结果（缺血再灌注６ｈ时

Ｋｕ７０的表达水平即明显降低）不完全一致。我们认

为脑缺血早期，脑内异常代谢引起ＤＮＡ损伤时应

激引起Ｋｕ７０短暂增加，增强细胞修复能力，因而大

部分细胞处于存活状态（缺血６ｈ内），随缺血时间

的延长，Ｋｕ７０下降，修复酶的修复功能减退，导致大

量细胞坏死或凋亡，存活神经元密度迅速减少（缺血

２４ｈ后）。本研究中ＤＣＩ组 Ｋｕ７０在１ｈ即开始明

显减少，未出现一过性增高现象，持续减少至４８ｈ，

同时糖尿病缺血组各时间点存活神经元密度均较

ＮＣＩ组进一步降低，表明 Ｋｕ７０蛋白减少全面贯穿

糖尿病脑缺血再灌注病理进程，是糖尿病增加脑缺

血后神经细胞丢失的因素之一。

　　正常情况下，Ｂａｘ蛋白以非活性形式分布于细

胞质或细胞骨架上，当受到凋亡刺激因素作用后其

构象发生改变，转位至线粒体外膜，促进膜上电压依

赖离子通道开放、触发凋亡蛋白释放执行凋亡程

序［１４］。本研究中ＤＣＩ组大鼠Ｂａｘ表达与ＮＣＩ组比

较，在各时间点均进一步增多，提示Ｂａｘ表达上调参

与了糖尿病加重脑缺血发展的病理进程。但４８ｈ
时ＤＣＩ组Ｂａｘ表达有所减少，其原因可能与该时间

点大量细胞死亡有关。

　　本研究中Ｋｕ７０、Ｂａｘ表达时间趋势存在一定内

在的关联性。ＮＣＩ组Ｋｕ７０和Ｂａｘ在早期（１ｈ和６

ｈ）均增高，此时间点出现一定数量的神经细胞丢失，

提示脑缺血再灌注早期损伤和修复处在相对平衡阶

段；随缺血再灌注时间延长，Ｋｕ７０表达下降，ＤＮＡ
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修复功能损伤严重，而Ｂａｘ增高，细胞以损伤为主，

因此丢失神经元数量大幅度上升。在ＤＣＩ组，表现

为Ｋｕ７０表达持续下调、而Ｂａｘ增高，提示糖尿病合

并脑缺血再灌注双重损伤状态下，Ｋｕ７０活性严重受

抑，ＤＮＡ修复功能损伤过于严重，促凋亡基因异常

高表达，从而导致大量细胞死亡。那么Ｋｕ７０和Ｂａｘ
存在怎样的关系呢？研究表明Ｋｕ７０降低时，ｐ５３表

达及磷酸化ｐ５３的水平增加，而Ｂａｘ是ｐ５３的下游

基因［１５］；此外Ｋｕ７０自身可与Ｂａｘ结合形成 Ｋｕ７０

Ｂａｘ复合体，阻断Ｂａｘ从细胞质进入线粒体，抑制其

促凋亡的功能［１６］。脑缺血再灌注及糖尿病合并脑

缺血再灌注状态下，Ｋｕ７０和Ｂａｘ的作用关系尚需进

一步深入研究。

　　总之，我们认为糖尿病可加重脑缺血再灌注后

神经元的损伤，Ｋｕ７０的活性降低和Ｂａｘ表达增高

参与并介导了此病变过程。这为临床防治糖尿病并

发脑缺血性损伤提供了新的预防和治疗靶点。

４　利益冲突
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