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腺苷预处理对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织中 ＣＣＡＡＴ／增强子
结合蛋白同源蛋白表达的影响
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摘要：　目的　观察腺苷预处理（ＡＰ）对脑缺血再灌注损伤大鼠脑组织中 ＣＣＡＡＴ／增强子结合蛋白同源蛋白
（ＣＨＯＰ）表达的影响，探讨 ＡＰ对脑缺血再灌注损伤大鼠的神经保护作用机制。方法　将 ３６只健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠按随机数字表法分为假手术组、缺血再灌注（ＩＲ）组和 ＡＰ组，每组１２只。ＡＰ组大鼠术前３ｄ腹腔注射
１．５ｍｇ·ｋｇ－１腺苷注射液，每日１次；假手术组和ＩＲ组大鼠术前３ｄ腹腔注射等量生理盐水，每日１次。ＩＲ组及 ＡＰ
组大鼠采用线栓法制备大脑中动脉栓塞（ＭＣＡＯ）模型，并于栓塞２ｈ后拔出栓线恢复血供制备 ＩＲ模型；假手术组大
鼠不插入栓线，余处理同ＩＲ组及ＡＰ组。于再灌注２４ｈ时，根据５分制神经行为学评分标准对３组大鼠进行神经功
能缺损评分；然后，断头处死３组大鼠，取脑组织；应用苏木精伊红染色法观察３组大鼠脑组织病理学改变，实时荧光
定量聚合酶链式反应法检测３组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量，免疫组织化学法检测３组大鼠脑组织中
ＣＨＯＰ蛋白阳性表达情况，脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法检测３组大鼠脑组织细胞凋亡情况。
结果　３组大鼠神经功能缺损评分比较差异有统计学意义（Ｆ＝１５７．９２３，Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠神经功能缺损
评分显著高于假手术组（ｔ＝１７．６６３、７．１３３，Ｐ＜０．０５），ＡＰ组大鼠神经功能缺损评分显著低于ＩＲ组（ｔ＝－１０．５３０，Ｐ＜
０．０５）。假手术组大鼠脑组织神经元形态结构正常，细胞核完整，间质无水肿；ＩＲ组大鼠脑组织神经元数目减少、细胞
核溶解、出现空泡，间质水肿，组织疏松；ＡＰ组大鼠神经元损伤程度显著低于 ＩＲ组。３组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰｍＲＮＡ
相对表达量比较差异有统计学意义（Ｆ＝２９８９．７５１，Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和ＡＰ组大鼠脑组织中ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量
显著高于假手术组 （ｔ＝７５．５１４、２３．５０２，Ｐ＜０．０５），ＡＰ组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量显著低于 ＩＲ组（ｔ＝
－５２．１７１，Ｐ＜０．０５）。３组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达率比较差异有统计学意义（Ｆ＝２２５７．０９６，Ｐ＜
０．０５）；ＩＲ组和ＡＰ组大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达率显著高于假手术组（ｔ＝６５．９２７、２１．７４４，Ｐ＜０．０５），ＡＰ
组大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达率显著低于ＩＲ组（ｔ＝－４４．１８３，Ｐ＜０．０５）。３组大鼠脑组织细胞凋亡率比
较差异有统计学意义（Ｆ＝１５１９．３７２，Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和ＡＰ组大鼠脑组织细胞凋亡率显著高于假手术组（ｔ＝５．５１２、
２．６９３，Ｐ＜０．０５），ＡＰ组大鼠脑组织细胞凋亡率显著低于ＩＲ组（ｔ＝－２．８１８，Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＰ可通过抑制ＣＨＯＰ
的表达减轻脑缺血再灌注损伤。
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１７．６６３，７．１３３；Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓｃｏｒｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（ｔ＝－１０．５３０，Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｂｒａｉｎｎｅｕｒｏｎｓｏｆｒａｔｓ
ｗｅｒｅｎｏｒｍａｌ，ｔｈｅｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｉｎｔａｃｔ，ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｅｄｅｍａｗａｓｎｏｔｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＩｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｏｎｓｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｎｕｃｌｅｉｄｉｓｓｏｌｖｅｄ，ｔｈｅｖａｃｕｏｌｅｓａｐｐｅａｒｅｄ，ｔｈｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｅｄｅｍａｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｔｈｅｔｉｓｓｕｅｗａｓｌｏｏｓｅ．Ｔｈｅｉｎｊｕｒｙ
ｄｅｇｒｅｅｏｆｎｅｕｒｏｎｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＨＯＰｍＲＮＡｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝２９８９．７５１，Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＨＯＰｍＲＮＡｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐａｎｄＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｔ＝７５．５１４，２３．５０２；Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＨＯＰｍＲＮＡｉｎｂｒａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（ｔ＝－５２．１７１，Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒａｔｅｏｆＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝２２５７．０９６，Ｐ＜
０．０５）．ＴｈｅｒａｔｅｏｆＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐａｎｄＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｔ＝６５．９２７，２１．７４４；Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒａｔｅｉｎＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｂｒａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（ｔ＝－４４．１８３，Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝１５１９．３７２，Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐａｎｄＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｔ＝
５．５１２，２．６９３；Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＡＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（ｔ＝－２．８１８，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＰｃａｎｒｅｄｕｃｅｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＯＰ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ａｄｅｎｏｓｉｎｅ；ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ；
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　急性缺血性卒中（ａｃｕｔｅｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ，ＡＩＳ）是
以突然起病、迅速出现神经功能障碍为特征的一类脑

血管病，发病率较高。据统计，２０１０年至２０１９年，我
国 ＡＩＳ的发病率从１２９／１０万上升至１４５／１０万［１］。

ＡＩＳ具有高致残率、高致死率的特点，患者即使得到及
时治疗，也常因缺血、坏死等脑组织损伤而引起语言

和肢体功能障碍。尽早开始再灌注治疗，挽救缺血半

暗带以减轻脑缺血时脑损伤程度是ＡＩＳ治疗的关键。
国际指南广泛推荐的有效的再灌注治疗措施有急性

期应用静脉溶栓及血管内介入治疗等措施［２３］。但

是，在恢复脑循环灌注时不可避免地会对脑组织结

构产生进一步损害，影响大脑功能，即脑缺血再灌注

损伤（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＩＲＩ），因
此，寻找一种减轻ＣＩＲＩ的有效措施对于脑缺血性卒
中的治疗极为重要［４５］。内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）作为 ＣＩＲＩ的重要机制可诱导

细胞凋亡［６７］。ＣＣＡＡＴ／增强子结合蛋白同源蛋白
（ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）是ＥＲＳ的经典标志物，也是启动细胞凋
亡的关键点［８］。腺苷是一种神经保护剂，有研究显

示，腺苷激动剂可通过抑制ＥＲＳ减轻大鼠心肌缺血
再灌注损伤［９］。刘超等［１０］研究显示，腺苷激动剂可

降低ＣＨＯＰ的表达，减轻大鼠心肌ＥＲＳ，从而抑制细
胞凋亡。基于此，本研究观察腺苷预处理（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＡＰ）对大鼠ＣＩＲＩ后 ＣＨＯＰ表达和
ＥＲＳ的影响，探讨腺苷对 ＣＩＲＩ的保护作用和机制，
以期为预防ＡＩＳ后ＣＩＲＩ提供新的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物　３０只健康成年雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠由新乡医学院动物中心提供，体质量２５０～
２８０ｇ。大鼠单笼饲养在鼠房内，给予自由饮水和充
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足的食物，并保持鼠房良好的通风、适宜的温度和湿

度及明暗周期均衡的光线。

１．２　主要试剂与仪器　大脑中动脉栓塞（ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型栓线购自北京
西浓科技有限公司，水合氯醛购自上海源叶生物科

技有限公司，腺苷购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，苏木精伊
红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染料、脱氧核糖核苷酸末端
转移酶介导的缺口末端标记法（ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ
ｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡荧光检测试剂盒
以及蛋白酶Ｋ购自上海碧云天生物技术有限公司，
ＣＨＯＰ抗体购自美国 ＳｉｇｎａｌｗａｙＡｎｔｉｂｏｄｙ（ＳＡＢ）有限
公司，兔链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶 （ｓｔｒｅｐｔａ
ｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）试剂盒购自北京中杉金桥生物
技术有限公司，ＣＨＯＰ引物由广州如期生物技术有
限公司设计并合成，ｍＲＮＡ提取试剂（ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ）、ｃＤＮＡ反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ）购自北京宝日医生物技术北京有限公司，实时
荧光定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）试 剂 盒

（ＰｏｗｅｒＵｐＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ）购自赛默飞世尔
科技有限公司；ｑＲＴＰＣＲ仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公
司，冷冻离心机购自德国 ＨＥＲＭＬＥ公司，全波长读
数仪购自上海徕卡仪器有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　动物分组及预处理　按随机数字表法将３６
只健康雄性 ＳＤ大鼠分为假手术组、缺血再灌注
（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）组和 ＡＰ组，每组 １２只。
术前各组大鼠禁食１２ｈ、禁水２ｈ。ＡＰ组大鼠腹腔注
射腺苷注射液（１．５ｍｇ·ｋｇ－１，生理盐水稀释至２ｍＬ，
术前３ｄ，每日１次）；假手术组和 ＩＲ组大鼠在相同
时间和地点腹腔注射２ｍＬ生理盐水（术前 ３ｄ，每
日１次）。
１．３．２　大鼠ＭＣＡＯ及ＣＩＲＩ模型制备　ＩＲ组和 ＡＰ
组大鼠参考ＬＯＮＧＡ等［１１］的方法制备ＭＣＡＯ模型：２
组大鼠腹腔注射 １００ｇ·Ｌ－１水合氯醛溶液
（３ｍＬ·ｋｇ－１）麻醉，固定大鼠四肢于专用手术台并
始终保持大鼠仰躺姿势状态，备皮、碘伏消毒颈部皮

肤，铺洞巾，颈部正中偏左约０．５ｃｍ处做纵向手术切
口，钝性分离筋膜、肌肉及神经，结扎左侧颈外动脉及

左侧颈总动脉，并在颈总动脉上剪一小口，轻轻插入

ＭＣＡＯ栓线至颈内动脉，深度１８～２０ｍｍ，缝合皮肤，
碘伏消毒伤口，栓线固定于胸前皮肤。栓塞２ｈ后，
向外拔栓线约１ｃｍ制备ＣＩＲＩ模型。假手术组大鼠
不插入栓线，余处理同ＩＲ组及ＡＰ组。
１．３．３　大鼠神经功能损伤评分　３组大鼠苏醒后，
按照５分制评分标准［１２］对３组大鼠进行神经功能

缺损评分，１～３分为有效模型；０、４分或死亡为无效
模型，剔除术中因栓线插入过深致蛛网膜下腔出血

的大鼠、麻醉药物个体差异等原因所致死亡的大鼠

及无效 ＭＣＡＯ模型大鼠，随时补充各组大鼠，以保
证每组ＭＣＡＯ模型大鼠的数量一致；评分后单笼饲
养于条件良好稳定的鼠房内，给予充足的食物和水。

１．３．４　组织取材和标本制备　随机选取每组大鼠各
６只，于再灌注２４ｈ后腹腔注射１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛
溶液（３ｍＬ·ｋｇ－１）进行麻醉，麻醉成功后开胸经心
脏快速灌注生理盐水２００ｍＬ后再灌注４０ｇ·Ｌ－１多
聚甲醛２００ｍＬ；将灌注后的大鼠快速断头取脑，冠
状切取视交叉前后各 ２ｍｍ脑组织，置于４０ｇ·Ｌ－１

多聚甲醛溶液中固定 ２４ｈ，脱水、透明、固定，石蜡
包埋，使用切片机制备脑组织切片（厚度约５μｍ），
用于ＨＥ染色、免疫组织化学染色及 ＴＵＮＥＬ染色。
各组余下的６只大鼠于再灌注２４ｈ后迅速断头取
脑，新鲜脑组织保持于－８０℃冰箱中，用于ｑＲＴＰＣＲ
检测。

１．３．５　ＨＥ染色观察脑组织形态　石蜡切片于烤
片机上６５℃烤片２ｈ，经二甲苯脱蜡，梯度乙醇（下
行梯度１００％、９５％、８５％、７５％）脱二甲苯，流水冲
洗，行苏木精染色，盐酸酒精分化、伊红染色，再经梯

度乙醇（上行梯度７５％、８５％、９５％、１００％）脱水，二
甲苯透明处理后中性树胶封片，显微镜下观察大鼠

脑组织病理学变化。

１．３．６　ｑＲＴＰＣＲ法检测脑组织中 ＣＨＯＰｍＲＮＡ
的表达　取－８０℃冰箱中冷存脑组织，应用 ＴＲＩｚｏｌ
法提取总ｍＲＮＡ，应用全波长读数仪测波长２６０ｎｍ
和２８０ｎｍ处的吸光度（ａｂｓｏｒｂｅｎｃｅ，Ａ）值，并选取
Ａ２６０／Ａ２８０值在１．８～２．１之间的样本测定其浓度。按
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘｃＤＮＡ反转录试剂盒说明
书合成ｃＤＮＡ，反应条件：反转录反应３７℃ １５ｍｉｎ，
反转录酶失活反应 ８５℃ ５ｓ，４℃ 维持。按

ＰｏｗｅｒＵｐＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘｑＲＴｑＰＣＲ试剂盒
说明书进行定量检测，以 βａｃｔｉｎ为参照。反应条
件：ＵＤＧ酶激活 ５０℃ ２ｍｉｎ，预变性９５℃ ２ｍｉｎ，
９５℃ 变性１ｓ，６０℃ 退火／延伸３０ｓ，共４０个循环。
ＣＨＯＰｍＲＮＡ上游引物序列为 ５′ＴＧＴＴＧＡＡＧＡＴ
ＧＡＧＣＧＧＧＴＧＧ３′，下游引物序列为 ５′ＴＧＧＡＣＣＧ
ＧＴＴＴＣＴＧＣＴＴＴＣＡ３′；βａｃｔｉｎ上 游 引 物 序 列 为
５′ＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＡＣＧＡＴＧ３′，下游引物序列为
５′ＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡ３′。检测荧光
信号，获得相应 Ｃｔ值，应用 ２－△△Ｃｔ法计算 ＣＨＯＰ
ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．７　ＳＰ法检测大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白表达
取各组大鼠脑组织石蜡切片，经二甲苯脱蜡、下行梯
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度乙醇脱二甲苯、水洗及磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗、高压锅内抗原修复；滴加
内源性过氧化物酶阻断剂室温孵育２０ｍｉｎ，滴加山
羊血清室温封闭 ３０ｍｉｎ，再滴加 ＣＨＯＰ一抗（滴度
１１００），４℃冰箱过夜；然后，滴加生物素标记山羊
抗兔 ＩｇＧ聚合物室温孵育 ２０ｍｉｎ，滴加辣根酶标记
链霉标记卵白素工作液室温孵育 ２０ｍｉｎ；滴加二氨
基联苯胺液染色，纤维镜下观察至细胞质出现黄色

或棕黄色，自来水冲洗终止染色；苏木精复染

１ｍｉｎ，盐酸乙醇分化数秒后再经上行梯度乙醇脱水，
二甲苯透明后封片。显微镜下观察，细胞质呈黄色或

棕黄色者为 ＣＨＯＰ蛋白阳性表达。每张切片随机选
取 ５个不重叠高倍视野（×４００）采集图像，应用
ＩｍａｇｅＪ图像分析软件计算ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达
率。ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达率＝ＣＨＯＰ蛋白阳性细
胞数／细胞总数×１００％。
１．３．８　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠脑组织细胞凋亡的
情况　取各组大鼠脑组织石蜡切片，在烤片机上烤
片３０ｍｉｎ，温度设置在６５℃；二甲苯脱蜡２次、梯度
乙醇（下行梯度为 １００％、９０％、７０％）脱二甲苯 ３
次，水洗后滴加 ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝７．４）稀释的不含
ＤＮａｓｅ的蛋白酶Ｋ，室温下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３
次，充分洗去蛋白酶 Ｋ；然后，滴加 ＴＵＮＥＬ检测液，
３７℃避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ充分洗涤３次后用抗荧
光淬灭封片液封片，避光下用荧光显微镜（×２００）观
察，每张切片选取３个不重叠高倍视野（×４００）采集
图像，应用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件计算细胞凋亡率，细
胞凋亡率＝ＴＵＮＥＬ阳性细胞数／细胞总数×１００％
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组
间比较采用单因素方差分析，两两比较采用最小显

著性差异法ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组大鼠神经功能缺损评分比较　假手术组、ＩＲ
组和ＡＰ组大鼠神经功能缺损评分分别为（０．０００±
０．０００）、（２．８８９±０．２７２）、（１．１６７±０．４０８）分，３组大
鼠神经功能缺损评分比较差异有统计学意义（Ｆ＝
１５７．９２３，Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠神经功能缺
损评分显著高于假手术组，差异有统计学意义（ｔ＝
１７．６６３、７．１３３，Ｐ＜０．０５）；ＡＰ组大鼠神经功能缺损评
分显著低于ＩＲ组，差异有统计学意义（ｔ＝－１０．５３０，
Ｐ＜０．０５）。
２．２　３组大鼠脑组织病理学表现　结果见图１。假
手术组大鼠脑组织神经元形态结构正常，细胞核完

整，间质无水肿；ＩＲ组大鼠脑组织神经元数目减少、

细胞核溶解、出现空泡，间质水肿，组织疏松；ＡＰ组
大鼠神经元损伤程度低于ＩＲ组。

Ａ：假手术组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＡＰ组。

图１　３组大鼠脑组织病理形态学表现（ＨＥ染色，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆ
ｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．３　３组大鼠脑组织中ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量
比较　假手术组、ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠脑组织中
ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量分别为 １．０００±０．０００、
３．８５０±０．０９１、１．８８１±０．０６７。３组大鼠脑组织中
ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量比较差异有统计学意义
（Ｆ＝２９８９．７５１，Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠脑组
织中ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量显著高于假手术组，
差异有统计学意义（ｔ＝７５．５１４、２３．５０２，Ｐ＜０．０５）；
ＡＰ组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量显著
低于 ＩＲ组，差异有统计学意义（ｔ＝－５２．１７１，Ｐ＜
０．０５）。
２．４　３组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达
比较　结果见图２。ＣＨＯＰ蛋白在细胞质中呈黄色
或棕黄色。ＩＲ组和ＡＰ组大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白
阳性细胞较假手术组显著增多，ＡＰ组大鼠脑组织中
ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞显著少于ＩＲ组。假手术组、ＩＲ
组和ＡＰ组大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达
率分别为（０．７６７±０．５０５）％、（２１．６５０±３．４４２）％、
（７．６５４±１．１９９）％。３组大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白阳
性细胞表达率比较差异有统计学意义（Ｆ＝２２５７．０９６，
Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠脑组织中 ＣＨＯＰ蛋白
阳性细胞表达率显著高于假手术组，差异有统计学

意义（ｔ＝６５．９２７、２１．７４４，Ｐ＜０．０５）；ＡＰ组大鼠脑组
织中ＣＨＯＰ蛋白阳性细胞表达率显著低于ＩＲ组，差
异有统计学意义（ｔ＝－４４．１８３，Ｐ＜０．０５）。

Ａ：假手术组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＡＰ组。

图２　３组大鼠脑组织中ＣＨＯＰ蛋白表达（免疫组织化学染
色，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ
ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．５　３组大鼠脑组织细胞凋亡情况比较　结果见
图３。假手术组、ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠脑组织细胞凋
亡率分别为 （０．０６３±０．１３７）％、（１８．５６５±
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２．２３２）％、（９．１０４±２．０３０）％。３组大鼠脑组织细
胞凋亡率比较差异有统计学意义（Ｆ＝１５１９．３７２，
Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组和ＡＰ组大鼠脑组织细胞凋亡率显
著高于假手术组，差异有统计学意义（ｔ＝５．５１２、
２．６９３，Ｐ＜０．０５）；ＡＰ组大鼠脑组织细胞凋亡率显著低
于ＩＲ组，差异有统计学意义（ｔ＝－２．８１８，Ｐ＜０．０５）。

Ａ：假手术组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＡＰ组。

图３　３组大鼠脑组织细胞凋亡情况（ＴＵＮＥＬ染色，×２００）
Ｆｉｇ．３　Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ（ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

３　讨论

　　１９７７年ＨＥＡＲＳＥ［１３］首次提出组织及器官在低
灌注缺血后恢复血流灌注可进一步加重组织及器官

的损伤。脑缺血再灌注期间可产生一系列复杂的生

化代谢、生理功能、病理形态改变等，其机制复杂，包

括炎症反应、兴奋性氨基酸毒性、细胞内钙超载、能

量代谢障碍、自由基损伤和细胞凋亡等多种机制。

腺苷作为一种神经调节剂，其对ＣＩＲＩ的保护作用已
被证实［１４］。在脑组织缺血缺氧情况下，腺苷由低浓

度生成和代谢平衡状态，快速调整为高浓度状态而

发挥其神经保护作用。腺苷的主要神经保护机制

有：抑制钙离子内流，减少兴奋性神经递质释放，阻

止ＮＯ合成；抑制炎症细胞黏附和浸润，减轻炎症细
胞介导的细胞损伤；抑制血小板的聚集，扩张脑血

管；抑制自由基产生，减轻自由基介导的再灌注损

伤；降低缺血后神经元的能量消耗，增加能量供

应［１５］。本研究结果显示，ＩＲ组和ＡＰ组大鼠神经功
能缺损评分明显高于假手术组，ＡＰ组大鼠神经功能
缺损评分明显低于 ＩＲ组。假手术组大鼠脑组织神
经元形态结构正常，细胞核完整，间质无水肿；ＩＲ组
大鼠脑组织神经元数目减少、细胞核溶解、出现空

泡，间质水肿，组织疏松；ＡＰ组大鼠神经元损伤程度
较ＩＲ组显著减轻。ＩＲ组和 ＡＰ组大鼠脑组织细胞
凋亡率显著高于假手术组，ＡＰ组大鼠脑组织细胞凋
亡率显著低于ＩＲ组。以上研究结果提示，腺苷可通
过降低脑组织细胞凋亡来改善ＣＩＲＩ。
　　细胞凋亡除有死亡受体途径、线粒体途径，还有
ＥＲＳ［１６］。合成、加工及转运蛋白需在内质网这一重
要细胞器中进行，缺血缺氧会导致内质网功能紊乱，

诱导一些未折叠的蛋白及错误折叠的蛋白，这些错

误蛋白聚集在内质网内从而影响内质网正常生理功

能，进而导致细胞凋亡。细胞对未折叠的蛋白及错

误折叠的蛋白做出的应对反应为未折叠蛋白反应

（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。ＵＰＲ主要通过激
活３种跨膜蛋白的激活发挥调节作用，分别是内质
网膜应激传感器蛋白激酶ＲＮＡ样内质网激酶、肌醇
需要酶、激活转录因子６，这３种跨膜蛋白均可激活
ＣＨＯＰ的表达［１７］。ＣＨＯＰ在生理状态下以很低的表
达水平存在于细胞质中，当ＥＲＳ发生时其表达量显
著增加。ＣＨＯＰ为内质网相关促凋亡蛋白，是 ＥＲＳ
启动细胞凋亡的重要位点。研究表明，柚皮甙［１６］、

大黄酚［１８］等药物预处理及低温预处理［１９］、电针预

处理［２０］等方法可通过抑制 ＣＨＯＰ表达来抑制细胞
凋亡，进而减轻ＣＩＲＩ。本研究结果显示，ＩＲ组和ＡＰ
组大鼠脑组织中ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量和 ＣＨＯＰ
蛋白阳性细胞表达率显著高于假手术组，ＡＰ组大鼠
脑组织中ＣＨＯＰｍＲＮＡ相对表达量和ＣＨＯＰ蛋白阳
性细胞表达率显著低于 ＩＲ组，这说明，脑缺血再灌
注可使大鼠脑组织ＣＨＯＰｍＲＮＡ及ＣＨＯＰ蛋白的表
达量显著升高，而 ＡＰ使大鼠脑组织 ＣＨＯＰｍＲＮＡ
及ＣＨＯＰ蛋白的表达量显著降低，提示腺苷改善ＣＩＲＩ
可能与其抑制ＣＨＯＰ的表达有关。推测其机制可能
是：正常生理状态下 ＥＳＲ未被启动，ＣＨＯＰ未被激
活，处于静息状态；当细胞发生缺血再灌注时，细胞

为应对ＥＲＳ出现未折叠蛋白反应，从而激活ＣＨＯＰ，
使ＣＨＯＰ呈高表达状态，进而诱导细胞凋亡发生，造
成脑组织损伤，出现神经功能缺损症状；ＡＰ使
ＣＨＯＰ的表达降低，从而减轻细胞凋亡程度，改善脑
组织损伤及神经功能缺损症状。

　　综上所述，腺苷可能通过抑制ＣＨＯＰ的表达，抑
制ＥＳＲ，进而抑制细胞凋亡，从而减轻 ＣＩＲＩ，发挥脑
保护作用；这为腺苷的神经保护作用提供新的支持

点，为ＡＩＳ后ＣＩＲＩ的治疗提供新的治疗依据。
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