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　 　 【摘要】 　 目的　 评价 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路在异氟醚后处理减轻大鼠脑缺血－再灌注损伤中的作

用。 方法　 清洁级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ４４ 只，６～８ 周龄，体重 ２２０～ ２８０ ｇ，采用随机数字表法将其分为

四组：假手术组（Ｓ 组）、缺血－再灌注组（ＩＲ 组）、缺血－再灌注＋异氟醚后处理组（ ＩＳＯ 组）和环巴胺＋
缺血－再灌注＋异氟醚后处理组（ＣＹＣ 组），每组 １１ 只。 采用线栓法栓塞大脑中动脉 ９０ ｍｉｎ、再灌注

２４ ｈ 制备脑缺血－再灌注损伤模型。 ＩＳＯ 组大鼠在再灌注即刻吸入 １ ５％异氟醚。 ＣＹＣ 组大鼠在缺

血前 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路特异性抑制剂环巴胺 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。 再灌注 ２４ ｈ 后，所有大鼠

进行神经行为学评分，采用 ＴＴＣ 法测定脑梗死体积，ＨＥ 染色和尼氏染色观察病理学改变，ＴＵＮＥＬ 染

色观察海马 ＣＡ１ 区细胞凋亡，免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 蛋白含量。 结果　 与 Ｓ 组

比较，ＩＲ 组、ＩＳＯ 组和 ＣＹＣ 组大鼠神经行为学评分明显升高，脑梗死体积明显增大，坏死和凋亡细胞

明显增多，组织病理学损伤严重，Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 蛋白含量明显增加（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组神

经行为学评分和脑梗死体积明显降低，坏死和凋亡明显减少，组织病理学损伤明显减轻，Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１
蛋白含量明显增加（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，ＣＹＣ 组神经行为学评分明显升高，脑梗死体积明显增

大，坏死和凋亡细胞明显增多，组织病理学损伤明显加重，Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 蛋白含量明显减少（Ｐ＜０ ０５）。
结论　 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路激活参与了异氟醚后处理减轻大鼠脑缺血－再灌注损伤的过程。
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　 　 目前脑卒中呈现出年轻化趋势，以大脑中动脉

栓塞为主的脑缺血性损伤高达 ７０％ ～８０％［１］。 早期

血流再通是治疗的关键，然而，一定时间后血流的

恢复可能会加重局部脑损伤和功能障碍，这种现象

称为缺血－再灌注损伤［２］。 异氟醚是临床常用的吸

入麻醉药，可通过抑制凋亡相关信号通路逆转组织

细胞受损，减轻脑缺血－再灌注损伤［３］。 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１
信号通路参与多种组织损伤的修复过程，可通过抗

凋亡、抗氧化应激、保护血脑屏障、促进神经血管再

生等多种机制保护脑组织。 研究表明，Ｓｈｈ 通路激

动剂可增强脑缺血性损伤后运动功能和认知功能

的恢复［４］，抑制 Ｓｈｈ 信号通路则加剧了缺血性脑损

伤并抑制脑重塑［５－６］。 本实验采用大脑中动脉栓塞

模型，探讨 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路是否参与异氟醚后处

理大鼠脑缺血－再灌注损伤及其发挥的作用。

材料与方法

实验分组　 清洁级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ４４ 只，６～
８ 周龄，体重 ２２０～２８０ ｇ，由石河子大学实验动物中

心提供，采用随机数字表法将其分为四组：假手术

组（Ｓ 组）、缺血－再灌注组（ ＩＲ 组）、缺血－再灌注＋
异氟醚后处理组（ＩＳＯ 组）和环巴胺＋缺血－再灌注＋
异氟醚后处理组（ＣＹＣ 组），每组 １１ 只。 ＩＳＯ 组大鼠

在再灌注的即刻吸入 １ ５％异氟醚 ６０ ｍｉｎ。 ＣＹＣ 组

大鼠在缺血前 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路

特异性抑制剂环巴胺 １０ ｍｇ ／ ｋｇ（批号：Ｓ１１４６１２）。
脑缺血－再灌注损伤模型制作 　 采用文献［７］

的方法制备模型。 腹腔注射氯胺酮 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉

大鼠，仰卧位固定，活力碘消毒颈部皮肤，行颈部正

中切口，分离皮下组织，暴露并分离右颈总动脉、颈
外动脉和颈内动脉。 结扎颈外动脉和颈总动脉近

心端，在距动脉分叉约 ０ ５ ｍｍ 处剪一个小口，插入

３－０ 尼龙缝线进入颈内动脉直至遇到阻力，若到达

大脑中动脉，此时缝线前端距动脉分叉处 １８ ～ ２０
ｍｍ，否则可能误入翼腭动脉，调整缝线直至进入大

脑中动脉。 闭塞 １ ５ ｈ 后，小心拉出尼龙线即造成

再灌注。 Ｓｈａｍ 组进行相同的实验步骤，但线栓进入

深度为距颈总动脉分叉 １０ ｍｍ。 本研究排除术后死

亡（非蛛网膜下腔出血）大鼠 ５ 只、手术失败 ７ 只，
蛛网膜下腔出血大鼠 ３ 只，随机补充 １６ 只大鼠。

神经行为学评分　 再灌注 ２４ ｈ 进行改良 Ｌｏｎｇａ
评分［８］，评分如下：０ 分，没有缺陷；１ 分，难以完全

伸展对侧前肢；２ 分，无法伸展对侧前肢；３ 分，轻度

转圈；４ 分，严重转圈；５ 分，向对侧倾倒。 评分后将

大鼠断头处死，迅速获取脑组织标本并用于进一步

的实验。
脑梗死体积测定　 －２０ ℃冰箱冷冻脑组织标本

１５ ｍｉｎ，以 ２ ｍｍ 的间隔由前向后快速冠状切片。 将

切片在 ３７ ℃下用 ２％ＴＴＣ 溶液中染色 ３０ ｍｉｎ，然后

在 ４％多聚甲醛中固定 ２４ ｈ。 用佳能数码相机对染

色切片拍照，并使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ ０ 软件测量梗

死体积。 根据 Ｓｗａｎｓｏｎ 方法测量梗死体积：梗死体

积（％） ＝ （对侧半球体积 －非损伤的同侧半球体

积） ／对侧半球体积×１００％。
凋亡细胞计数 　 使用细胞凋亡试剂盒根据说

明书进行 ＴＵＮＥＬ 实验检测海马 ＣＡ１ 区的细胞凋

亡。 凋亡阳性细胞染色后细胞核呈棕黄色或棕褐

色，正常细胞细胞核为蓝色。 神经元凋亡指数（ＡＩ）
＝ （凋亡细胞数 ／总细胞数）×１００％。

脑组织病理形态观察　 再灌注 ２４ ｈ 后，先后用

生理盐水和 ４％多聚甲醛溶液经心脏灌注大鼠，取
出鼠脑，在 ４％多聚甲醛溶液中固定 ２４ ｈ 后进行石

蜡包埋。 用切片机将组织切成 ４ μｍ 厚的冠状切

片，常规脱蜡脱水后进行 ＨＥ 染色和尼氏染色。 受

损神经元（％）＝ （ＣＡ１ 海马中每 １ ｍｍ 长度总锥体

神经元数量－ＣＡ１ 海马中每 １ ｍｍ 长度存活锥体神

经元数量） ／ ＣＡ１ 海马中每 １ ｍｍ 长度总锥体神经元

数量×１００％。 神经元密度为 ＣＡ１ 海马中每 １ ｍｍ 长

度存活的锥体神经元的数量［９］。
Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 表达荧光检测　 将石蜡切片常规脱

蜡、脱水、抗原修复、消除内源性过氧化物酶，再用

０ ３％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 和 １０％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭

破膜 １ ｈ；将切片分别与抗 Ｓｈｈ 抗体（稀释度 １ ∶１００）
和抗 Ｇｌｉ１ 抗体（稀释度 １ ∶１００）４ ℃过夜；ＰＢＳ 洗涤

后，用山羊抗小鼠荧光二抗（稀释度 １ ∶５０）孵育 １ ｈ，
然后在黑暗中用碘化丙啶溶液染色 ５ ｍｉｎ，将细胞核
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染为红色荧光用于定位，ＰＢＳ 洗涤后封片，使用共聚

焦激光扫描显微镜获取图像并用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６ ０ 软件测量平均荧光（绿色）强度量化蛋白含量。

脑组织 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 蛋白含量测定 　 使用裂解

缓液从海马组织中分离蛋白，ＢＣＡ 法测蛋白浓度。
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳上样量为 ６ μｇ，电泳分离蛋白

后恒流电转至 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，
将膜分别与抗 Ｓｈｈ 抗体和抗 Ｇｌｉ１ 抗体（稀释度 １ ∶
１ ０００）和 β⁃Ａｃｔｉｎ（稀释度 １ ∶１ ０００）４ ℃过夜。 ＴＢＳＴ
洗涤 ３ 次后，将膜与二抗（１ ∶２０ ０００）在室温孵育 ２
ｈ，然后用 ＥＣＬ 试剂显影，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定条带

灰度值。 目的蛋白含量为目的蛋白条带的灰度值

与内参灰度值的比值。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行统计学分

析。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ
检验；等级资料的组间比较采用秩和检验。 Ｐ＜０ ０５
为差异有统计学意义。

结　 　 果

与 Ｓ 组比较，ＩＲ 组、ＩＳＯ 组和 ＣＹＣ 组大鼠神经

行为学评分明显升高，脑梗死体积明显增加，凋亡

指数明显增高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组大

鼠神经行为学评分明显降低，脑梗死体积明显减

小，凋亡指数明显下降（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，
ＣＹＣ 组大鼠神经行为学评分明显升高，脑梗死体积

明显增大，凋亡指数明显增高（Ｐ＜０ ０５） （表 １，图
１—２）。

表 １　 四组大鼠神经行为学评分、脑梗死体积和凋亡指数的

比较（ｘ±ｓ）

组别 只数
神经行为学

评分（分）
脑梗死体积

（％）
凋亡指数

（％）

Ｓ 组 ８ ０ ０ ９ ９±１ ８

ＩＲ 组 ８ ３ ６±０ ７ａ ２７ ５±１ ５ａ ５３ ５±１ ３ａ

ＩＳＯ 组 ８ ２ ３±０ ７ａｂ １５ ７±１ １ａｂ ３０ ７±２ ４ａｂ

ＣＹＣ 组 ８ ３ ５±１ ２ａｃ ２８ １±２ ６ａｃ ５８ ３±２ ６ａｃ

　 　 注：与 Ｓｈａｍ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｉ ／ Ｒ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；
与 ＩＳＯ 组比较，ｃＰ＜０ ０５

ＨＥ 染色：Ｓ 组大鼠海马 ＣＡ１ 区锥体神经元排

列整齐，细胞结构完整，边界清晰；ＩＲ 组椎体神经元

排列紊乱、稀疏、中断，大量神经元胞核深染、固缩，

　 　 注：红色部分为正常脑组织，白色部分为梗死脑组织

图 １　 四组大鼠脑组织 ＴＴＣ 染色结果

　 　 注：阳性细胞为棕黄色或棕褐色，正常细胞为蓝色

图 ２　 四组大鼠脑组织 ＴＵＮＥＬ 染色结果（２００ 倍）

仅见少量正常神经细胞；ＩＳＯ 组形态正常神经元数

目较 ＩＲ 组增多，椎体神经元排列较密，仅少量胞核

深染、固缩的神经元；ＣＹＣ 组椎体神经元排列紊乱，
出现大量不规则细胞及空泡现象，胞核固缩、深染，
细胞周围间隙增宽。 尼氏染色：Ｓ 组大鼠海马 ＣＡ１
区存在大量神经元，神经元内有较多的尼氏小体；
ＩＲ 组 ＣＡ１ 区神经元数目减少，胞浆内尼氏小体减

少；ＩＳＯ 组受损神经元较 ＩＲ 组减少，尼氏小体增多；
ＣＹＣ 组神经元损伤严重，仅存少量神经元和尼氏小

体（图 ３—４）。
免疫荧光：Ｓｈｈ 位于细胞膜和细胞质中，Ｇｌｉ１ 表

达于细胞质和细胞核（图 ５—６）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：与组

比较，ＩＲ 组 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 蛋白含量明显增加 （Ｐ ＜
０ ０５）；与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 的蛋白含量

明显增加（Ｐ＜０ ０５）；与 ＩＳＯ 组比较，ＣＹＣ 组 Ｓｈｈ 和

Ｇｌｉ１ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）（图 ７—８）。

讨　 　 论

异氟醚在脑卒中 ＭＣＡＯ 模型缺血的急性期具

有神经保护作用，但具体机制尚未完全阐明。 本研
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　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ＩＳＯ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ３　 四组大鼠脑组织 ＨＥ 染色结果（×２００）及受损神经元

百分比的比较

究采用大脑中动脉栓塞 ９０ ｍｉｎ 再灌注 ２４ ｈ 的方法

制备大鼠卒中模型，实验结果表明，大鼠大脑中动

脉栓塞后神经行为学评分、脑梗死体积和凋亡指数

均升高，提示模型制备成功。 免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果表明，异氟醚后处理显著增加了 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ
蛋白含量，而给予 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路特异性抑制剂

环巴胺后，Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ 蛋白含量均明显减少，提示异

氟醚后处理可能通过 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路发挥脑保

护作用。
大鼠海马 ＣＡ１ 区对缺血性损伤最敏感［１０］，并

且在缺血性脑损伤后于海马 ＣＡ１ 区发现了新生神

经元［１１］，提示海马 ＣＡ１ 区与脑组织的损伤修复密

切相关，故本实验选择观察海马 ＣＡ１ 区的锥体神经

元。 前期的研究已经证明，１ ５％异氟醚后处理对局

灶性脑缺血－再灌注损伤大鼠提供强大的神经保护

作用，且 ＤＭＳＯ 对缺血 －再灌注损伤没有明显影

响［１２］，故本研究选择 １ ５％异氟醚进行实验。
目前临床上尚无治疗缺血－再灌注损伤的有效

措施，如何减轻缺血－再灌注损伤已成为临床研究

的重点。 近年来大量研究显示，一些与细胞的增

殖、存活、分化和凋亡相关的信号通路，如 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 ＩＳＯ 组

比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ４　 四组大鼠脑组织尼氏染色结果（×２００）及神经元

密度的比较

图 ５　 四组大鼠海马 Ｓｈｈ 蛋白免疫荧光图

信号通路［１３］、ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路［１４］、Ｎｒｆ２ ／ ＡＲＥ
信号通路［１５］ 等，参与了组织缺血－再灌注损伤后的

病理过程。
Ｓｈｈ 蛋白是 Ｈｈ 蛋白家族成员之一，Ｓｈｈ 信号通

路是生物进化中最为保守的信号通路之一，参与了

脊椎动物和非脊椎动物胚胎发育的多个过程，对神

经系统的发育和器官的形成和构建至关重要。 在

经典的 Ｓｈｈ 信号传导中，Ｓｈｈ 蛋白以自分泌或旁分

泌方 式 与 Ｐａｔｃｈｅｄ 受 体 结 合， 解 除 Ｐａｔｃｈｅｄ 对

Ｓｍｏｏｔｈｅｄ 受体的抑制作用，使 Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２ 和 Ｇｌｉ３ 进
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图 ６　 四组大鼠海马 Ｇｌｉ１ 蛋白免疫荧光图

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂ Ｐ＜０ ０５；与 ＩＳＯ

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ７　 四组大鼠脑组织 Ｓｈｈ 蛋白相对含量的比较

入细胞核并启动控制细胞生长、存活和分化的一系

列靶基因的表达，从而完成各种生物学作用［１６］。
以前的研究认为 Ｓｈｈ 信号通路仅在胚胎发育阶

段发挥作用，但近年来的研究表明，即便是在成年

大脑中这一信号通路仍非常有效力［１７］。 在缺血性

脑损伤后，海马神经元中 Ｓｈｈ 蛋白的表达水平显著

上调，而使用环巴胺抑制了海马神经干细胞的增

殖［１８］。 给予外源性重组 Ｓｈｈ 蛋白可显著改善脑缺

血－再灌注损伤大鼠的神经行为学评分、减少脑梗

死体积、促进缺血周围组织的血管生成和神经干细

胞的定植，而给予抑制剂环巴胺消除了 Ｓｈｈ 蛋白的

神经保护作用［１９］。
Ｇｌｉ１ 蛋白的高水平表达是 Ｓｈｈ 信号通路激活的

明确标志［２０］。 在本研究中，ＩＲ 组 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 表达

上调，表明缺血 －再灌注损伤激活了脑组织中的

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂ Ｐ＜０ ０５；与 ＩＳＯ

组比较，ｃＰ＜０ ０５

图 ８　 四组大鼠脑组织 Ｇｌｉ１ 蛋白相对含量的比较

Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路，这与前期其他学者的研究结果

一致［２１］。 ＩＳＯ 组 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 的表达进一步上调，表
明异氟醚后处理促进了 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路的进一

步激活。 同时 ＩＳＯ 组神经行为学评分、脑梗死体积

和凋亡指数的降低以及脑组织病理学损伤的减轻，
表明异氟醚后处理增强 Ｓｈｈ 和 Ｇｌｉ１ 蛋白表达、抑制

细胞凋亡、减轻大鼠脑缺血－再灌注损伤。 因此，异
氟醚后处理的脑保护作用与 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路的

激活有关。
环巴胺属于异甾体类生物碱， 主要作用于

Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ 蛋白，通过改变 Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ 蛋白的空间

结构特异性抑制 Ｓｈｈ 信号通路，本研究参考文献［２２］

选择 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 环巴胺于缺血前 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射。
与 ＩＳＯ 组比较，ＣＹＣ 组神经行为学评分、脑梗死体

积和凋亡指数升高，脑组织病理学损伤严重，Ｓｈｈ 和

Ｇｌｉ１ 蛋白表达下调，Ｇｌｉ１ 核移位减少，表明环巴胺促

进了细胞凋亡，消除了异氟醚后处理的神经保护作

用，Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路的抑制加剧了大鼠的脑缺血

－再灌注损伤，继而证明了异氟醚对缺血－再灌注损

伤的保护作用可能是通过激活 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路

介导的。
综上所述，异氟醚后处理能够降低神经行为学

评分、减少脑梗死体积、抑制细胞凋亡、改善组织病

理学损伤减轻脑缺血－再灌注损伤，其机制可能与

Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通路的激活有关，但 Ｓｈｈ ／ Ｇｌｉ１ 信号通

路对异氟醚后处理脑保护作用的详细机制有待进

一步阐明。
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