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【摘* 要】目的：观察全身亚低温对大鼠全脑缺血再灌注损伤

相关基因表达的影响及其机制, 方法：采用改良的 S;/A47.//4#
>F )TU 法，制备大鼠全脑缺血再灌注模型，采用 RFVQ 法观

察亚低温对大鼠全脑缺血再灌注后 ;<=#:，;4> 基因表达规律,
结果：RFVQ 法观察显示 ;<=#: 在缺血再灌注后 + G 有少量表

达，$) G 达峰值，% < 时明显减弱, 亚低温组再灌注后 + G 表达

较弱，( < 时表达增强达峰值，% < 时明显减弱, 亚低温组与单

纯缺血再灌组比较，在缺血再灌注后 ( < 时有显著性差异

（2 W ", "!）, ;4> 基因在缺血再灌注后 + G 出现表达，’ < 时达

高峰，% < 时仍有较高水平表达, 亚低温组各时间点 ;4> 基因

呈低表达，与缺血再灌组比较，’ < 和 % < 时相差最显著（2 W
", "!），并且未见表达高峰出现, 结论：亚低温可抑制脑缺血

再灌注后促凋亡基因如 ;4> 基因的表达，从而抑制脑缺血后

神经元凋亡的发生, 亚低温的脑复苏作用可能与其抑制脑缺

血再灌注后神经元凋亡的发生有关,
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GH 引言

全身亚低温对脑缺血再灌注损伤的保护作用已

在实验研究及临床治疗中得到肯定，但其对缺血再灌

注所致的神经元凋亡及相关基因是否有影响，机制如

何，仍不清楚, 我们就此问题作了初步研究,

#H 材料和方法

#, #H 材料 H 实验动物选用雄性 RB 大鼠 !!% 只，体

质量（$’" Y $"）8，动物随机分为假手术组、缺血再灌

组、亚低温组分别与再灌注 +，!$，$) 和 )0 G 及 (，’
和 % <，相对应的不同时间点共 $! 组，其中 + G，’ < 相

对应组为 % 只，其余每组 ’ 只,
#, IH 方法

!, $, ! * 动物模型及标本制备 * 采用改良的 )#TU
法［!］, 大鼠在 $" 8 Z [ 戊巴比妥钠（)" 28 Z \8，4C）麻醉

后，将动物俯卧位固定于实验台上，于颈后正中第一、
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二颈椎处切开皮肤，剥离显露双侧翼小孔! 显微镜下

将电凝插入翼孔约 "! # $$ 烧灼，使双侧椎动脉闭

塞! %& ’ 后再用同法麻醉动物，将动物仰卧位固定于

手术台，于双侧顶部及颞部头皮下插入针状电极，动

态监测脑电变化! 在颈前正中切开皮肤暴露双侧颈

总动脉并游离，用微型动脉夹夹闭双侧颈总动脉，造

成全脑缺血，以出现静息脑电波为准，否则弃之! %"
$() 后松开动脉夹，再灌注于预定时间点! 假手术组

不行椎动脉凝闭和颈总动脉夹闭，余过程同缺血再灌

注组! 亚低温治疗组连接 #"* 监护仪肛温探头持续

监测肛温，于再灌注开始同时用冰袋全身降温法迅速

将大鼠直肠温度降至 ++, 左右，严密观察大鼠生命

体征，维持 + ’ 后，将大鼠置于恒温箱缓慢复温至

+-,，观察 . ’ 后放回笼中饲养!
大鼠存活于预定时间点时，分别以 %" / 0 1 戊巴

比妥钠麻醉，经主动脉灌注 &" $1 0 1 多聚甲醛（23，

45 -! &）固定 . ’，断头取脑! 于前囟处以美蓝标记，

冠状切取前囟后 % 6 # $$ 组织块，置于上述灌注液

内固定过夜，常规系列脱水，石蜡包埋，行系列冠状切

片! 每间隔 %"" !$ 收取 7 !$ 切片一张，58 染色，

选取前囟后 +! 9 $$ 处之切片，光镜下观察!
.! %! %: 免疫组织化学染色（;<3=）法: 按 ;<3= 试

剂盒（武汉博士德生物试剂公司）程序进行! 切片常

规二甲苯脱蜡，梯度乙醇至水! 5%>% 甲醇封闭 +"
$()，显微波处理液中微波处理 ." $()，滴加一抗（ 用

23; 及 ." $1 0 1 正 常 羊 血 清 稀 释），兔 抗 !"#?$ 为

.@.""，兔抗 !%& 为 . @.""，湿盒内孵育 &, %& ’，加

23; 液稀释二抗（. @."" 羊抗兔抗体）孵育 +-,，7"
$()，加 23; 稀释 . @ .""，后加 A<3 显色 % 6 # $()，

23; 浸洗后核复染或不复染，水洗、脱水、透明、22B
封固，阳性对照为已知 3CD?%，3EF 蛋白染色阳性标本

切片，阴性对照为空白对照（23; 取代一抗）! 光镜下

观察结果，用图像分析仪进行分析，统计每一组，每只

动物随机选取相同平面 & 张切片，对海马 =<. 区

3EF，3CD?% 免疫阳性细胞的灰度值进行测定，灰度值

越大，表明阳性细胞越少，灰度值越小，表明阳性细胞

越多!
统计学处理：所有数据均以 & ’ ( 表示，采用单

因素方差分析比较组间差别，两两比较行 1;A?) 检验

进行统计分析!

!" 结果

光镜下观察海马 =<. 区，!"#?$，!%& 基因表达阳

性为细胞染成棕黄色颗粒状! !"#?$ 在假手术组海马

=<. 区几乎没有染色阳性细胞! 缺血再灌注 7 ’ 组

开始有少量的阳性细胞出现，随再灌注时间延长，海

马 =<. 区阳性细胞数逐渐增多，%& ’ 达峰值，与假手

术组比较，* G "! ".，随后又逐渐减少，再灌注 - H 时

仅有少数散在阳性细胞! 亚低温 7 ’ 组开始表达较

弱，从 .% ’ 开始表达逐渐增强，直至 + H 时达高峰，与

假手术组比较，* G "! ".，随后阳性表达明显减弱，- H
组时仅有少量的着色细胞出现! 亚低温组与缺血再

灌组比较只有 + H 组有显著性差异，其余各组无统计

学意义（* I "! "#，JEK .）!

表 .: 亚低温对大鼠全脑缺血再灌注不同时间海马 =<. 区 !"#?$ 基因表达免疫阳性细胞灰度值

JEK .: 8LLMCNO PL $PHMQENM ’R4PN’MQ$(E P) N’M MF4QMOO(P) PL !"#?$ 4PO(N(SMCMDD /QER OCEDM () QEN ’(44CE$4ED =<. ELNMQ /DPKED CMQMKQED (O?
C’M$(E E)H QM4MQLTO(P) LPQ H(LLMQM)N N($MO （& ’ (）

UQPT4 7 ’（+ V -） .% ’（+ V #） %& ’（+ V #） &9 ’（+ V #） + H（+ V #） # H（+ V -） - H（+ V #）

=P)NQPD %&% W 9 %+* W - %&" W 7 %&% W # %&. W - %&" W 7 %&" W -

XOC’M$(E E)H QM4MQLTO(P) %%7 W - .99 W -E .7# W ."K .9- W 9E %"7 W 7E %.9 W - %%* W -

JQMEN$M)N Y(N’ $PHMQENM ’R4PN’MQ$(E %.% W - .9+ W 9E .-& W 9K .-+ W -K .7+ W #KH %"& W -EC %.9 W 9

E* G "! "#，K* G "! ". ,( CP)NQPD；C* G "! "#，H* G "! ". ,( (OC’M$(E E)H QM4MQLTO(P)!

: : !%& 基因在假手术组可见少量的阳性细胞出现!
再灌注 7 ’ 组开始就有 !%& 基因的表达，并随再灌时

间延长 !%& 表达逐渐增强，# H 时达高峰期，与假手术

组比较，* G "! ".，持续到 - H 时仍有较高水平表达!
亚低温各组 !%& 基因呈低表达，与缺血再灌组比较，#
H 和 - H 组相差最明显（* G "! ".），并且未见表达高

峰期出现! 与假手术组相比，各组相差不显著（* I
"! "#，JEK %）!

#" 讨论

同其他有核细胞一样，神经细胞凋亡的发生也是

多个基因参与调控的结果［%］，也存在着抗凋亡基因

与促凋亡基因的相互制衡，!"#?$ 和 !%& 的表达强度

决定细胞命运，!%& 占优势时促进细胞死亡，!"#?$ 占

优势是阻止细胞死亡［+］! 本实验结果提示 !"#?$ 在缺

血再灌注后 7 ’ 表达较弱，随后逐渐增强，%& ’ 表达

最强，- H 时明显减弱与 5P)/ 等［&］实验结果一致! 亚
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表 !" 亚低温对大鼠全脑缺血再灌注不同时间海马 #$% 区 !"# 基因表达免疫阳性细胞灰度值

&’( !" )**+,-. /* 0/1+2’-+ 345/-3+206’ /7 -3+ +852+..6/7 /* !"# 5/.6-69+,+:: ;2’4 .,’:+ 67 2’- 3655,’05’: #$% ’*-+2 ;:/(’: ,+2+(2’: 6.,3+<
06’ ’71 2+5+2*=.6/7 */2 16**+2+7- -60+. （# $ %）

>2/=5 ? 3（& @ A） %! 3（& @ B） !C 3（& @ B） CD 3（& @ B） E 1（& @ B） B 1（& @ A） A 1（& @ B）

#/7-2/: !F! G ? %HH G B %HD G B %H? G ? %HA G ? %HH G D !F! G B

I.,3+06’ ’71 2+5+2*=.6/7 %HF G A %D! G ? %AH G H’ %A! G %F’ %?A G %F( %C? G H( %?E G %F(

&2+’-0+7- J6-3 0/1+2’-+ 345/-3+206’ !FH G H, !F? G ?, %HA G H, %H! G D, %DD G ?, %HE G A1 %HD G D1

’’ K FL FB，(’ K FL F% (% ,/7-2/:；,’ K FL FB，1’ K FL F% (% 6.,3+06’ ’71 2+5+2*=.6/7L

低温组从 %! 3 开始表达，随后逐渐增强，E 1 达高

峰，随后表达又明显减弱L 亚低温组延迟了 !)*<+ 的

表达高峰期L M:+.76:’ 等［B］研究证明，!)*<+ 家族与脑

缺血时神经元和星形胶质细胞的死亡有紧密关系，并

应用干预因素可上调 !)*<+ 的表达，从而减小梗死面

积L !"# 在缺血再灌注后 ? 3 开始就有较强的表达，

随时间延长 !"# 基因表达逐渐增强，B 1 时达高峰，A
1 组仍有较高水平表达L 而亚低温各组 !"# 基因均呈

低表达，并且未见表达高峰期出现L 结果显示亚低温

对 !)*<+ 基因表达影响较弱，而对 !"# 基因表达有明

显的抑制作用，证明亚低温可对缺血后细胞凋亡的基

因调控产生影响，主要通过抑制促凋亡基因如 !"# 的

表达，从而对缺血后细胞凋亡发挥抑制作用L
脑缺血后细胞是否发生凋亡，是抗凋亡基因与促

凋亡基因相互制衡的结果L !)*<+ 和 !"# 便是这样一

对基因，两者表达比例是决定神经元凋亡抑制强弱的

关键因素L 研究发现 !"# 基因是 5BE 的下游基因，它

单独不足以启动细胞凋亡途径，多与 !)*<+，5BE 共同

参与并调节细胞凋亡，其作用具有二重性，!"# 不仅

能和 !)*<+ 形成二聚体（ !)*<+<!"#）抑制凋亡，而且其

自身还能形成二聚体（ !"#<!"#）诱导凋亡［?］L 本研究

表明亚低温对 !)*<+ 基因表达影响较弱，而对 !"# 的

表达有抑制作用，在脑缺血后 !"# 基因表达减弱，!)*<
+ 基因蛋白浓度相对增高L !)*<+ 与 !"# 可结合成杂

二聚体，以抑制 !"# 的促凋亡作用L 但 N+7’26 等［A］认

为低温并不能影响 !)*<+ 表达，其保护缺血脑组织的

作用与抑制凋亡途径无关，而与抑制细胞色素 # 的

释放有关，O+22+2 等［D］也发现对照组 #$% 区 !)*<+ 免

疫活性较弱，且主要位于濒临死亡的细胞，!)*<+ 高表

达并不足以阻止细胞死亡L 全身亚低温如何影响 !"#

和 !)*<+ 基因表达，可能与亚低温引起 !"# 基因转录

率下降有关L 总之，脑缺血后细胞凋亡是多个基因参

与调控的结果，亚低温对细胞凋亡的基因调控机制目

前还不十分清楚，有待进一步研究L
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