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【摘) 要】目的：研究全脑缺血再灌注损伤后 3R, 在 G< 大

鼠海马的表达及热休克预处理对其表达的影响，以阐明 3R,
在脑缺血再灌注损伤中作用机制. 方法：健康雄性 G< 大鼠

&" 只，随机分为假手术组（GY 组，& Z *"），缺血再灌注组（ [R
组，& Z *"），热休克预处理组（IG\ 组，& Z *"），以四血管法建

立全脑缺血再灌注模型，将大鼠置于 ($^中 !+ 46@ 行热休克

预处理，全脑缺血 ’ 46@ 后 $，’，!$，$( D，*，+ H 再灌注后处

死，取海马组织行 I3 染色，3R, 免疫组化染色，/OW3_ 法检

测凋亡细胞. 结果：[R 缺血再灌注后 $ D 3R, 在 KB! 区开始

表达，$( D 达到高峰，+ H 仍有表达，KB* 区弱于 KB! 区，同时

KB! 区细胞损伤明显，IG\ 组 3R, 在 KB! 和 KB* 区相应时

点均弱于 [R 组（4 ‘ ". "+），细胞损伤轻微，凋亡细胞减少（4
‘ ". "+）. 结论：全脑缺血再灌注损伤后 3R, 过度表达参与

了神经元损伤过程，热休克预处理通过下调 3R, 过度表达具

有脑保护作用.
【关键词】脑缺血；再灌注损伤；热休克预处理；细胞外信号调

节 JB\ 激酶类
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HI 引言

近来研究发现，脑血流中断和再灌注使脑组织细

胞产生损伤级联反应至少涉及 ( 个不同机制：能量障

碍、兴奋性氨基酸毒性、梗死周围去极化、炎症及程序

性细胞死亡，上述机制均与信号通路调节有关［!］. 丝

裂素活化蛋白激酶（JB\,）家族成员是连接细胞膜

表面受体与决定性基因表达之间重要调节酶，但对其

成员之一 3R,! T $（ 细胞外信号调节激酶）在脑缺血

再灌注损伤中作用的研究结果却相互矛盾，热休克预

处理可通过诱发产生热休克蛋白而具有脑保护作

用［$］，因此我们观察 G< 大鼠全脑缺血再灌注损伤后

3R, 蛋白在海马的表达及热休克预处理对其表达的

影响，以阐明 3R, 在全脑缺血再灌注损伤中的作用

机制.

JI 材料和方法

J. JI 材料I 健康雄性 G< 大鼠 &" 只，由西安交通大
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学医学院动物中心提供，鼠龄 !" # $" %，体质量（&""
’ ()）*，随机分为 & 组，假手术组（+,，! - &"），缺血

再灌注组（ ./，! - &"）和热休克预处理组（0+1，! -
&"），各组 $ 个时间段每时段 ! 只2 34567 试剂盒购

自德国宝灵曼公司，6/8 多克隆兔抗鼠抗体及辣根

酶标记 链 霉 卵 白 素 试 剂 盒 由 美 国 +9:;9 <=>? @ABC
;DBE:BF*G 公司生产2
!2 "# 方法

(2 )2 (H 动物模型制备 H 所有动物均以 )" * I 7 戊巴

比妥钠 J" K* I L* 行腹腔内注射麻醉，待翻正反射消

失后俯卧固定于手术台上，在大鼠枕颈正中切开皮肤

显露枕后三角，在显微镜下于枕后三角外侧与第一横

突之间找到椎动脉博动后，以 )! KM 电凝器凝断双

侧椎动脉，逐层缝合，术毕回笼，使其体温维持 &NO
左右2 )J E 后以同样方法麻醉，在胸锁乳突肌后气管

旁，显露颈总动脉，用无创动脉夹同时夹闭 $ KA:，期

间密切观察其瞳孔变化，无瞳孔散大者予以剔除，逐

层缝合后回笼2 给予 )，$，()，)J E，&，! % 再灌注

后处死2 0+1 组：将 +P 大鼠置于可控温箱中 J)O
(! KA:，于 )J E 后和 ./ 组同样处理2 +, 组：除不凝

断椎动脉和夹闭颈总动脉外，其他处理同 ./ 组2
(2 )2 )H 组织学检查H 到要求时间时麻醉后于剑突下

横向剪开腹壁显露膈肌，将其沿胸壁左右向剪开，将

胸前壁离断掀起，显露心脏，用 Q 号针从心尖插入心

室，剪开右心房，先用生理盐水然后再用 J * I 7 多聚

甲醛 )"" K7 灌注至肝脏变白、四肢僵硬，断头取脑，

在视交叉后 ( KK 及 J KK 处冠状切面切开，取中间

块，固定后石蜡包埋，在海马齿状回互包平面连续冠

状切片，片厚 J !K2 行 06 染色，光镜下观察 +P 大

鼠海马 RS(，RS& 区细胞形态学变化，采用 34567 法

原位检测凋亡细胞，显示细胞核有明显的黄棕色颗粒

或斑片为阳性细胞，即凋亡细胞，定量分析方法为：

光镜下计 算 凋 亡 指 数2 凋 亡 指 数（ 9TBT;BUAU A:%DV，

S.）计算方法：每只动物随机两张切片，每张切片观

察 RS( 或 RS& 区，分别计算各区凋亡细胞数和总细

胞数2 S. - 凋亡细胞数 I 总细胞数 W (""X 2
(2 )2 &H 免疫组织化学H 将切片脱蜡，微波修复抗原，

置入 &" K7 I 7 0),) 室温下孵育 (" KA:，滴加正常山

羊血清封闭液，室温 (" KA:，滴加 6/8 多克隆抗体，

为浓缩一抗，使用时用 1@+ 稀释为 (Y!" 进行滴定，滴

加辣根酶标记链霉卵白素，&NO孵育 &" KA:，PS@ 显

色试剂显色2 组织切片中显示细胞浆或细胞核有明

显黄棕色颗粒或斑片为 6/8 阳性2
(2 )2 J H 灰 度 测 定 及 结 果 判 断 H 采 用 德 国 7DAZ9C
[!!"6 高清晰彩色图文分析计算机系统对阳性结果

进行半定量测定，将摄影机镜头随机选取被测视野，

显示于高分辨监测仪上，在此视野中按颜色监测阳性

物质2 把选出阳性物质赋予棕黄色，得出二值图，并

测出灰度，每只动物选出 J 张切片，每张切片再随机

选取 & 个视野，测定灰度取平均值2
统计 学 处 理：所 有 数 据 以 " # $ 表 示，应 用

+1++("2 " 软件进行方差分析及 7+PC% 检验，& \ "2 "!
差异有统计学意义2

"# 结果

"$ !# %&’# 在 ./ 组 +P 大鼠海马 RS( 区 ) E 即有

表达，主要位于核膜，() E 出现于核内，)J E 达到高

峰，! % 时仍有表达；RS& 区较 RS( 区各时点表达弱

（& \ "2 "!），$ E 出现于核膜上，() E 出现于核内，)J
E 至 ! % 位于胞浆2 0+1 组各时点于各区表达均弱于

./ 组（& \ "2 "!，表 (）2 +, 组高倍镜下细胞结构清晰

可见，核膜完整，核仁明显2 ./ 组缺血再灌注 & % 时

细胞间质水肿明显，神经元数目减少，排列紊乱，核膜

界线不清，核仁消失，RS& 区少数细胞结构不清，0+1
组变化不明显2
"2 "# 凋亡细胞# ./ 组于缺血再灌注后 )J E 即出现

凋亡细胞，主要位于 RS( 区，& % 时达高峰，RS& 区于

各时点少于 RS( 区（& \ "2 "!），0+1 组于各时点各

区凋亡细胞计数少于 ./ 组（& \ "2 "!，表 )）2

(# 讨论

]S18（丝裂素活化蛋白激酶）家族成员是哺乳

动物细胞内一组进化保守的酶，是连接细胞膜表面受

体与决定性基因表达间重要凋节酶，其作用涉及多层

次的细胞调节，对丝裂素、激素、生长因子等生理病理

刺激如缺血缺氧等均可作出不同反应，因而调控着细

胞的适应，增殖分化、存活和程序性细胞死亡等几乎

所有的生理功能和过程，故又有细胞质及细胞核联系

枢纽之称2 目前已发现哺乳动物脑细胞组织中有 &
种 ]S18，分别为：细胞外信号调节激酶（6/8( I )），

RC^>: 氨基末端酶（ _58( I ) I &），1&‘ ]S18（1&‘ "，#，

$）它们被上游激酶激活，经过核转位可激活各自的

核内转录因子，再调节转录靶基因，促进有关蛋白的

合成及通路的改变，完成对细胞外刺激的反应［&］2
脑缺血再灌注损伤发生后，通过各种细胞膜受体

介导，激活 18R 途径，SR 途径、R9) a CR9] 途径，再激

活 ]S18 级联反应的 6/8，_58，1&‘ 通路，通过调

控凋亡相关基因家族成员的差异性表达及 R9UT9UD
家族的激活、b9U 配体的表达等，参与 调 控 细 胞 凋

亡［J c !］，一般认为 6/8 通路在促进神经元细胞增殖、
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分化，抑制凋亡中发挥重要作用［!］，但对脑缺血再灌

注损伤后 "#$ 作用的研究结果却相互矛盾% "#$ 激

活后，可降低脑缺血再灌注损伤 &’() 受体活性，抑

制 *+, - 内流，具有神经元保护作用［. / 0］；而抑制脑缺

血再灌注损伤后 "#$1 2 , 表达，可促进短暂局灶脑缺

血后神经元的凋亡［0 / 3］%

表 14 5( 大鼠缺血再灌注后各时点 *)1 区和 *)6 区 "#$ 灰度值 （! " 67，# $ %）

组别 , 8 ! 8 1, 8 ,9 8 6 : ; :

*)1 区

4 假手术 ,71% 6. < ,1% ;. ,73% .7 < ,9% 0. ,71% !3 < ,;% 39 136% .! < ,1% 7. ,7,% .; < ,1% 61 ,7,% ,. < ,1% 1,

4 缺血再灌注 1.9% !, < ,6% 31+ 1;7% ,, < ,1% 7,+ 161% ., < ,9% .0+ 11;% !6 < ,1% !;+ 1,.% ,9 < ,1% 60+ 199% ;; < ,0% ,,+

4 热休克预处理 1.!% 9. < ,3% 63+= 1;,% 16 < ,6% !.+ 191% 69 < ,6% 90+= 160% !7 < ,7% 0,+= 193% ,1 < ,7% .3+= 1!3% ;1 < ,6% !3+=

*)6 区

4 假手术 13.% ;9 < ,.% ;; ,71% !; < ,1% 3. ,7!% !3 < 13% !; ,1,% .0 < ,7% .0 ,79% 91 < ,7% ,, 130% 9! < ,3% 63

4 缺血再灌注 1.;% ;, < ,;% ;6+ 19!% ;9 < ,9% 60+ 196% 60 < 6,% 66+> 19;% !6 < ,1% !;+> 1;,% 1; < 66% 17+> 1;3% ,6 < ,1% !6+>

4 热休克预处理 101% ,9 < ,6% ;!+= 1.0% ,1 < ,;% 97+>= 1!3% 66 < ,.% 7!+>= 1!,% 9, < ,1% 1;+>= 1!;% .; < 61% .;+>= 1.1% 13 < ,.% 79+>=

+& ? 7% 7; ’% 假手术，>& ? 7% 7; ’% *)1，=& ? 7% 7; ’% 缺血再灌注%

表 ,4 5( 大鼠缺血再灌注后各时点 *)1 区和 *)6 区凋亡指数 （! @ 67，A，# $ %）

组别 , 8 ! 8 1, 8 ,9 8 6 : ; :

*)1 区

4 假手术 7% ,! < 7% 6. 1% 6. < 7% .. 1% ;, < 7% ,9 1% ;7 < 7% 01 ,% ,! < 7% 66 1% 6. < 7% !,

4 缺血再灌注 ,% .; < 7% 60+ 16% 9, < ;% 10+ ,0% 6. < .% 1,+ 63% 6! < 0% 1.+ 9,% 63 < !% 93+ ,,% 76 < ;% 96+

4 热休克预处理 1% 6; < 7% !+= .% !; < ,% 6,+= 19% 1! < 6% 63+= ,,% 10 < 6% ,.+= ,9% 13 < ;% 96+= 3% 6. < 6% 1;+=

*)6 区

4 假手术 7% ,; < 7% !0 1% 60 < 7% ,. 1% ;1 < 7% 9! 1% 93 < 7% .3 ,% 9, < 7% 6; 1% ,. < 7% ,3

4 缺血再灌注 1% 60 < 7% 63+> 3% 7, < 6% 1,+> ,7% 10 < ;% 1,+> 61% ,9 < .% ,0+> 69% ,! < .% ,;+> 1.% 70 < 6% ,.+>

4 热休克预处理 1% ,0 < 7% ;!+= ;% 90 < 1% !0+>= 3% 6, < !% 6!+>= 1!% ,. < 6% !9+>= 10% 3, < 6% 1;+>= .% !; < ,% 91+>=

+& ? 7% 7; ’% 假手术，>& ? 7% 7; ’% *)1，=& ? 7% 7; ’% 缺血再灌注%

4 4 我们的实验结果显示，脑缺血再灌注后 "#$ 在

5( 大鼠海马 *)1 区表达较 *)6 区强，同时伴有 *)1
区神经细胞变性坏死，细胞凋亡，说明 "#$ 的过度表

达参与了脑缺血再灌注损伤过程，其机制尚不清楚，

可能与增加兴奋性氨基酸释放，从而增加兴奋性毒性

致神经元死亡［3］%
热休克预处理对大脑缺血再灌注损伤具有保护

作用，其机制为抗氧化调节其他蛋白质合成、维持细

胞固有蛋白质形态结构、促进缺损蛋白质的修复、影

响糖皮质激素的释放及代谢、干扰宿主的炎症反应对

防止细胞凋亡有重要作用［17 / 11］% 我们的研究结果发

现，B5C 组 "#$ 在缺血再灌注后各时间点及各区的

表达明显弱于 D# 组，同时细胞损伤及凋亡减弱，说明

热休克预处理可下调 "#$ 的表达，保护缺血再灌注

损伤后的脑组织%
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!" 临床资料" DEEE ] DEEI 收治 UD 期胃癌 XK 例1 年龄（IG ^
FE）岁1 肿瘤大小平均 D1 W（E1 ! _ W1 E）$5，!D $5 HK 例，H _
I $5 DD 例，"W $5 K 例1 每例平均获取淋巴结 DF（FD _ HH）

枚，前哨淋巴结（PO"）平均数 D1 E（F _ !）枚1 HI 例作为第 F
组剖腹时未见浆膜受侵，取 X 号针沿原发灶四周刺入浆膜下

层，仔细注入 FE - ] O 亚甲蓝（ 江苏济川制药厂生产）FE _ FW
5O 并轻轻按摩 W 5#. 即见有 PO" 染色1 作 +D 胃切除术，沿

大弯纵形切开胃标本，固定于 IE - ] O 甲醛液，取下染色的淋

巴结（PO"）和未染色的淋巴结（非 PO"），也于 IE - ] O 甲醛液

固定，切成 D 55 厚切片，石蜡包埋，作 W !5 切片，染色后观

察1 记录各淋巴结的所在位置1 另外 HI 例作为第 D 组在胃癌

行整块根治性 +D 切除后，将标本移至手术台下，打开胃腔，于

肿瘤周围黏膜下分数点注入 FE - ] O 亚甲蓝 FE _ FW 5O 并轻轻

按摩，约 W _ FE 5#. 后即可发现有胃周淋巴结蓝染，确定为

PO" 并予以切除，单独送病理科行常规切片及连续切片检查，

其余胃标本行常规病理检查1 结果第 F 组 PO" 活检 D 例失

败，HD 例检测成功（GI1 F‘），其中 PO" 阳性 K 例，计非 PO" 阳

性 I 例，非 PO" 阴性 I 例；PO" 阴性 DI 例，计非 PO" 阳性 D
例，非 PO" 阴性 DD 例1 PO" 活检的阳性判断值、阴性判断值、

敏感性和特异性分别为 FEE‘（K ] K），GF1 !‘（DD ] DI），KE1 E‘
（K ] FE）和 FEE‘（DD ] DD）1 PO" 位 于 第 F 站 淋 巴 结 D! 例

（KI1 I‘），第 F，D 站淋巴结 H 例（G1 I‘）和第 D 站淋巴结 D
例（X1 H‘）1 免疫组化染色和细胞角蛋白测定未见微转移灶1
根据 PO" 活检可预测淋巴结状态，PO" 淋巴结状态（"）阴性

DD 例，阳性 FE 例，PO" 阳性 K 例，PO" 阴性 DI 例1 第 D 组 PO"
活检 HI 例 标 本 中 有 HH 例 前 哨 淋 巴 结 定 位 成 功，成 功 率

G!1 W‘，其中 PO" 阳性 FE 例，其中非 PO" 阳性 X 例，非 PO"
阴性 I 例；PO" 阴性 DH 例，其中非 PO" 阳性 F 例，非 PO" 阴

性 DD 例1 PO" 活检的阳性判断值、阴性判断值、敏感性和特异

性分别为 FEE‘（FE ] FE），GK1 G‘（DD ] DH），GE1 G‘（FE ] FF）和

FEE‘（DD ] DD）1 PO" 位于第 F 站淋巴结 DW 例（!W1 K‘），第 F，

D 站淋巴结 W 例（FW1 D‘）和第 D 站淋巴结 H 例（G1 F‘）1 免疫

组化染色和细胞角蛋白测定未见微转移灶1 根据 PO" 活检可

预测淋巴结状态，PO" 淋巴结状态（"）阴性 DD 例，阳性 FF 例，

PO" 阳性 FE 例，PO" 阴性 DH 例1

#" 讨论" 胃癌的临床诊断和外科治疗经过一个多世纪的历

史演变，进入到近于合理化、规范化阶段［F］1 有资料显示美蓝

在肿瘤周围和乳晕皮下联合注射可显著提高 PO" 的检出率及

PO" 预测腋窝淋巴结状态的准确率［D］1 前哨淋巴结定位活检

对早期胃癌的淋巴结清扫有很好的潜在价值［H J I］1 相比较而

言，蓝染料法简单易行，在任何医院都能实行，但其鉴定方法

带有主观性以及色素注射时间和淋巴管的追踪方法都要求熟

练掌握等缺点［W］1 我们通过应用蓝染料法分别在术中、术后

对胃癌 PO" 的定位活检判断区域淋巴结的情况，对部分的淋

巴结清扫方法和范围可以改变，对 PO" 阴性可以不必进行区

域淋巴清扫，从而使一部分手术范围缩小，减少手术创伤，受

益于微创手术，有利于术后恢复及提高术后的生活质量，并可

提高术后肿瘤临床分期的准确性1 同时如果发现其他淋巴引

流，可扩大手术范围，达到肿瘤根治的目的1 PO" 检测技术在

乳腺癌中应用相对比较成熟，但在胃癌研究中病例数相较少，

还需进一步改良完善1 下一步我们要应用新技术检验生物活

性染料示踪剂寻找到的 PO" 的真伪；提高实施 PO" 技术方法

的准确性；研究是否存在跳跃转移，并如何检验，还有待于进

一步研究1
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