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缺血性脑损伤中大鼠海马ＣＡ１区热休克相关因子变化的研究
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　　摘　要：目的　探明缺血性脑损伤过程中ＳＤ大鼠海马ＣＡ１区神经元热休克蛋白７２（ＨＳＰ７２）ｍＲＮＡ和 ＨＳＰ７２蛋白的表达

情况。方法　将ＳＤ大鼠随机分为假手术组、缺血再灌注３０ｍｉｎ组、缺血再灌注３ｈ组、缺血再灌注１２ｈ组、缺血再灌注１ｄ组、

缺血再灌注３ｄ组、缺血再灌注５ｄ组和缺血再灌注７ｄ组。采用ＰＴＰＣＲ和免疫印迹方法检测ＳＤ大鼠海马ＣＡ１区在缺血再灌

注后不同时期的 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和 ＨＳＰ７２蛋白表达情况。结果　ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和 ＨＳＰ７２蛋白在假手术组几乎没有表达，从再

灌注３ｈ开始有少许表达，至再灌注３ｄ表达量最大，随后不断下降。结论　缺血性脑损伤过程中 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和 ＨＳＰ７２蛋白

在缺血再灌注不同时期有不同的表达量，在再灌注３ｄ时表达量达到最高峰。

关键词：缺血性脑损伤；ＨＳＰ７２；大鼠

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１０．２１．００７

中图分类号：Ｒ３６５．７４３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１０）２１２８６４０２

犛狋狌犱狔狅狀犮犺犪狀犵犲狅犳犺犲犪狋狊犺狅犮犽狉犲犾犪狋犲犱犳犪犮狋狅狉狊犻狀狉犪狋犺犻狆狆狅犮犪犿狆犪犾犆犃１狉犲犵犻狅狀犱狌狉犻狀犵犻狊犮犺犲犿犻犮犫狉犪犻狀犻狀犼狌狉狔


犛犗犖犌犢狌犪狀犼犻犪狀
１，犔犐犝犎狅狀犵狕犺犻

１，犠犈犖犡犻犪狀犵狉狌
２，犲狋犪犾．

（１．犛犮犺狅狅犾狅犳犅犪狊犻犮犕犲犱犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲；２．犛犮犺狅狅犾狅犳犅犪狊犻犮犈犱狌犮犪狋犻狅狀犛犮犻犲狀犮犲狊，犡狌狕犺狅狌犕犲犱犻犮犪犾

犆狅犾犾犲犵犲，犑犻犪狀犵狊狌２２１００４，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｌｅａｒｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＨＳＰ７２ｍＲＮＡａｎｄＨＳＰ７２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｄｕｒｉｎｇｉｓｃｈｅ

ｍｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ．犕犲狋犺狅犱狊　ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｒａｎｄｏｍｌｙｉｎｔｏ８ｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ，ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ３０ｍｉｎ，

ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ３ｈ，ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ１２ｈ，ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ１ｄ，ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅ

ｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ３ｄ，ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ５ｄ，ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ７ｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＨＳＰ７２ｍＲ

ＮＡａｎｄＨＳＰ７２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰＴＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔａｓｓａｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．犚犲

狊狌犾狋狊　ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏａｎｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＨＳＰ７２ｍＲＮＡａｎｄＨＳＰ７２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｓｏｍｅｓｔａｒｔｉｎｇｆｒｏｍｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄ

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ３ｈｇｒｏｕｐ，ｐｅａｋｉｎｇｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ３ｄｇｒｏｕｐ，ａｎｄｄｅｃｌｉｎｉｎｇｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ５ｄ

ａｎｄ７ｄｇｒｏｕｐｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｒｅｉｓｍａｘｉｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＨＳＰ７２ｍＲＮＡａｎｄＨＳＰ７２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

３ｄｇｒｏｕｐａｌｔｈｏｕｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｅｘｐｒｅｓｓｄｉｖｅｒｓｅｌｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ＨＳＰ７２；ｒａｔｓ

　　缺血性脑损伤常因脑血液循环障碍所致，患者常表现为猝

然昏扑、不省人事或突然发生口歪眼斜、舌强言蹇、半身不遂、

智力障碍等临床特征。据报道，每年约４６０万人死于脑卒中，

其中约８６％因缺血所致。因此，积极探索缺血性脑损伤中所

涉及关键因子的状况，具有极其重要的医学价值。热休克蛋白

７２（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ７２，ＨＳＰ７２）是 ＨＳＰ家族中最重要的成

员，也是应激诱导表达最多的成员。作为重要的分子伴侣，

ＨＳＰ７２能够结合各种变性蛋白，以防这些蛋白遭受免疫细胞

的攻击［１］，因此 ＨＳＰ７２对维持细胞稳态和细胞存活具有重要

意义。本实验以大鼠双侧颈总动脉结扎脑缺血动物模型为基

础，研究 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和 ＨＳＰ７２蛋白在缺血再灌注不同时

期的表达情况，可望为进一步探讨 ＨＳＰ７２在缺血性脑损伤中

的作用机制提供可靠的实验基础。

１　材料与方法

１．１　动物及分组　雄性健康ＳＤ大鼠８０只，体质量为２５０～

３００ｇ，均为清洁级。将大鼠随机均分为甲、乙两组，甲组用于

检测 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ的表达，乙组用于检测 ＨＳＰ７２蛋白的表

达。甲、乙每个组又分别分为８组，即假手术组（Ｓｈａｍ）、缺血

再灌注３０ｍｉｎ组（Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ）、缺血再灌注３ｈ组（Ｉ／Ｒ３ｈ）、缺

血再灌注１２ｈ组（Ｉ／Ｒ１２ｈ）、缺血再灌注１ｄ组（Ｉ／Ｒ１ｄ）、缺血

再灌注３ｄ组（Ｉ／Ｒ３ｄ）、缺血再灌注５ｄ组（Ｉ／Ｒ５ｄ）和缺血再

灌注７ｄ组（Ｉ／Ｒ７ｄ），每组５只。

１．２　实验方法

１．２．１　动物模型制备　腹腔注射２０％水合氯醛（３００～３５０

ｍｇ／ｋｇ）麻醉动物后，分离双侧颈总动脉并以宽松绳线套住但

不结扎，电凝双侧椎动脉［２３］。手术第２天在动物清醒状态下

结扎双侧颈总动脉，全脑缺血１５ｍｉｎ，然后再灌注不同的时间。

缺血时保持直肠温度为３６．５～３７．５℃。假手术组实施与实验

组相同的处理，但不结扎双侧颈总动脉。

１．２．２　样品制备和免疫印迹检测　甲组参照 Ｎｉｋａｉｄｏ等
［４］使

用的方法，使用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒抽提样品中总 ＲＮＡ，使用 ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒进行检测，引物序列为：５′ＣＣＧＧＡＧＡＧＡＡＧＧ

ＡＧＴＡＡＣＴＴＧＡＴＡＡＧ３′，５′ＴＧＧＡＴＴＡＧＡＧＧＣＴＴＴ

ＴＣＴＧＧＣＴＣ３′。以β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）作为内参照，引物序

列为：５′ＴＧＡＡＣＡＣＧＧＣＡＴＴＧＴＡＡＣＣＡＡＣ３′，５′ＣＡＧ

ＴＧＧＴＡＣＧＡＴＧＴＡＡＣＣＡＡＣ３′。扩增产物经２％琼脂糖

电泳，利用Ｓｅｎｓｉａｎｓｙ凝胶图像分析软件进行拍照并进行电泳

图像分析。以Ｉ／Ｒ３ｈ组为基准（假设为１），其余各组与之相除
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表１　　海马ＣＡ１区 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ表达情况（狓±狊）

检测指标 Ｓｈａｍ Ｉ／Ｒ３０ｍｉｎ Ｉ／Ｒ３ｈ Ｉ／Ｒ１２ｈ Ｉ／Ｒ１ｄ Ｉ／Ｒ３ｄ Ｉ／Ｒ５ｄ Ｉ／Ｒ７ｄ

ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ ０．１２±０．１２ ０．２５±０．１３ １ １．５１±０．２３ ２．３４±０．１５ ５．６６±０．１９ ３．１３±０．２４ １．８９±０．１７

所得比值见表１。

　　乙组于大鼠快速断头取脑后，分离出双侧海马ＣＡ１区，置

液氮中冻存。下面步骤中的操作均在冰水浴中实施。由液氮

中取出海马ＣＡ１区，注入１．５ｍＬ内含蛋白酶抑制剂的匀浆缓

冲液，匀浆（１０ｓ×６次）后，８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，

加入０．６ｍＬｂｕｆｆｅｒＢ振荡摇匀，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上

清液，按改良Ｌｏｗｒｙ法，用牛血清清蛋白作为标准蛋白测蛋白

后分装，置于－８０℃冰箱备用。按宋远见等
［５］的方法，等量蛋

白样品经７．５％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离

后，电转移至ＮＣ膜上。转移后的ＮＣ膜经３％ＢＳＡ室温封闭

３ｈ后加入 ＨＳＰ７２一抗，４℃过夜。用洗涤缓冲液洗膜３遍，

加入二抗ＩｇＧ，３７℃孵育２ｈ，再用洗涤缓冲液洗膜３遍。用

ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，双蒸水冲洗以终止反应。结果用图像处理仪

（ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙ）分析处理。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，所得数据以狓±

狊表示，组间比较采用方差分析。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ表达见表１，ＨＳＰ７２蛋白表达见图１。

图１　　海马ＣＡ１区 ＨＳＰ７２蛋白表达情况

３　讨　　论

ＨＳＰ７２是 ＨＳＰ家族中最重要的成员，也是应激诱导表达

最多的成员。正常情况下，ＨＳＰ７２主要位于细胞浆中，当细胞

遭受感染或氧化应激时，ＨＳＰ７２有一部分向细胞核内移位，发

挥细胞保护和免疫调节作用［６］。有研究发现，Ｈ２Ｏ２ 和 ＨＳ

（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ）等刺激能够促进巨噬细胞 ＨＳＰ７２发生核移位，核

聚集的 ＨＳＰ７２能够与多种核蛋白发生相互作用，随着刺激时

间延长，ＨＳＰ７２又能够回到细胞浆中
［７］。ＨＳＰ７２中存在一个

重要结构域即ＰＢＤ结构域，通过该结构域 ＨＳＰ７２能够与蛋白

激酶Ｃ和ＪＮＫ１、Ａｋｔ等多种蛋白结合，进而发挥生物学功能。

另外，该结构域可以通过基因重组方法去除，从而影响 ＨＳＰ７２

的功能，但并不影响 ＨＳＰ７２的核移位
［８９］。作为重要的分子伴

侣，ＨＳＰ７２能够结合各种变性蛋白，以防这些蛋白遭受免疫细

胞的攻击［１０］，因此 ＨＳＰ７２对维持细胞稳态和细胞存活具有重

要意义。

　　以ＳＤ大鼠脑缺血模型为基础研究 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和蛋白

的表达时间窗，是研究缺血性脑损伤中热休克作用机制的重要

实验基础。本研究结果显示，ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和蛋白在假手术

组和缺血再灌注早期没有表达，从再灌注３ｈ开始有少许表

达，至再灌注３ｄ表达量达到最高峰，随之渐渐下降。这一结

果初步提供了 ＨＳＰ７２ｍＲＮＡ和蛋白在缺血性脑损伤过程中

表达的时间趋势，可望为进一步研究热休克作用的相关机制提

供一定的依据。
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