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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨异氟醚后处理通过调节转化生长因子 β（ＴＧＦ⁃β）信号通路发挥脑缺血后

神经保护效应，及其对下游 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ＪＮＫ）的影响。 方法　 雄性ＳＤ 大鼠 ５０ 只，体重 ２５０～
３００ ｇ，随机分为五组，每组 １０ 只：假手术组（Ｓ 组）、脑缺血－再灌注损伤组（ ＩＲ 组）、异氟醚后处理组

（ＩＳＯ 组）、ＴＧＦ⁃β１ 抑制剂组（ＬＹ 组）和 ＴＧＦ⁃β１ 激动剂组（ＳＲ 组）。 Ｓ 组仅做分离颈部血管的探查手

术；ＩＲ 组采用大脑中动脉栓塞模型（ＭＣＡＯ）建立脑缺血－再灌注损伤，缺血 ９０ ｍｉｎ，再灌注 ２４ ｈ；ＩＳＯ
组在 ＭＣＡＯ 再灌注即刻吸入 １􀆰 ５ ％异氟醚后处理 ６０ ｍｉｎ；ＬＹ 组和 ＳＲ 组分别在ＭＣＡＯ 前 ３０ ｍｉｎ 经脑

立体定位仪侧脑室分别注射抑制剂（ＬＹ２１５７２９９）和激动剂（ＳＲＩ⁃０１１３８１），总量为 ５０ μｌ，注射 １０ ｍｉｎ，
注射完成后常规行 ＭＣＡＯ 和异氟醚后处理。 ＴＴＣ 染色法及神经行为学评分判断神经损伤程度，采用

ＴＵＮＥＬ 法检测神经元凋亡程度，免疫荧光染色法观察海马 ＣＡ１ 区 ＴＧＦ⁃β１ 的蛋白定位，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测海马 ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃ＳＭＡＤ２ ／ ３、ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量。 结果　 与 Ｓ 组比较，ＩＲ 组和 ＩＳＯ 组神经行

为学评分明显升高，神经元凋亡明显加重，ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃ＳＭＡＤ２ ／ ３ 和 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组和 ＳＲ 组神经行为学评分明显降低，神经元凋亡明显减轻，ＴＧＦ⁃β１ 和 ｐ⁃
ＳＭＡＤ２ ／ ３ 蛋白含量明显升高，ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，ＬＹ 组神经行

为学评分明显升高，神经元凋亡明显加重，ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量明显降低，ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 异氟醚后处理可通过调节 ＴＧＦ⁃β１ ／ ＳＭＡＤ 信号通路进而抑制 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 的表达，发
挥对大鼠脑缺血－再灌注损伤的神经保护作用。
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　 　 围术期脑缺血损伤事件常造成患者预后不良，
受麻醉科医师的高度重视［１］。 经典研究表明，异氟

醚可以减轻脑缺血－再灌注损伤，但其激活内源性

细胞保护机制尚未阐明。 转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒ⁃
ｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ，ＴＧＦ⁃β）是一类细胞因子超

家族，其成员与信号转导分子 ＳＭＡＤ 形成复合物，
与特异的 ＤＮＡ 序列结合调节靶基因表达，在细胞内

形成多信号通路网络，从而调控细胞增殖、凋亡与

转化［２－３］。 本研究选用经典吸入性麻醉药异氟醚，
旨在探究异氟醚后处理效应对 ＴＧＦ⁃β 信号通路的

调节作用，为围术期脑保护提供新的思路与方法。

材料与方法

实验动物与分组 　 成年 ＳＤ 雄鼠 ５０ 只，体重

２５０～ ３００ ｇ，采用随机数字表法分为五组，每组 １０
只：假手术组（ Ｓ 组）、脑缺血 －再灌注损伤组（ ＩＲ
组）、异氟醚后处理组（ ＩＳＯ 组）、ＴＧＦ⁃β１ 抑制剂组

（ＬＹ 组）、ＴＧＦ⁃β１ 激动剂组（ＳＲ 组）。
模型建立与给药方法 　 采用戊巴比妥钠 ５０

ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射麻醉，建立大脑中动脉栓塞模型

（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ，ＭＣＡＯ）：颈
部正中切口，分离左侧颈总、颈外、颈内动脉，结扎

颈外动脉、颈内动脉近心端，在动脉分叉处剪口后

插入直径为 ０􀆰 ２５ ｍｍ 的线栓，深度为距动脉分叉口

（１８􀆰 ０±１􀆰 ０） ｍｍ，栓塞 ９０ ｍｉｎ 后拔除线栓造成再灌

注。 Ｓ 组仅做颈部血管探查手术，不放置线栓。 ＩＲ
组采用 ＭＣＡＯ 建立脑缺血－再灌注损伤，缺血 ９０
ｍｉｎ，再灌注 ２４ ｈ。 ＩＳＯ 组大鼠在再灌注即刻放入吸

入麻醉箱，调节压缩空气流量至 １ Ｌ ／ ｍｉｎ，异氟醚挥

发罐连接压缩气出口和吸入麻醉箱入口，调节刻度

至 １􀆰 ５％，全程使用麻醉气体监测仪监控异氟醚浓

度，６０ ｍｉｎ 后取出放饲养笼复苏。 ＬＹ 组和 ＳＲ 组分

别在 ＭＣＡＯ 前 ３０ ｍｉｎ 经脑立体定位仪侧脑室（坐标

定位：距离囟门后 ０􀆰 ８ ｍｍ，横向 １􀆰 ５ ｍｍ，深度 ４􀆰 ０
ｍｍ，分别注射 ＴＧＦ⁃β１ 的抑制剂（ＬＹ２１５７２９９）和激

动剂（ＳＲＩ⁃０１１３８１），抑制剂和激动剂均按 ５ μｇ ／ ｋｇ
给药，注射总量为 ５０ μｌ，注射 １０ ｍｉｎ。 经侧脑室给

药 ３０ ｍｉｎ 后常规行 ＭＣＡＯ 和异氟醚后处理。

神经功能行为学评估 　 大鼠在再灌注 ２４ ｈ 时

进行神经行为学评分，评分方法［４］：０ 分，无神经损

伤体征；１ 分，不能完全伸展对侧前爪；２ 分，提尾后

向对侧转圈；３ 分，提尾后向对侧倾倒；４ 分，不能自

发行走，意识丧失。 分值越高表明大鼠神经功能损

伤越严重。
ＴＴＣ 染色及脑损伤体积测定 　 神经功能评分

后用戊巴比妥钠 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹腔注射深麻醉，断头取

脑，－２０ ℃冰箱中快速冰冻 １５ ｍｉｎ 后由前向后冠状

切片，每片厚度约为 ２ ｍｍ，置入 ２％ ＴＴＣ 溶液中 ３７
℃恒温遮光染色 ３０ ｍｉｎ，福尔马林液中固定 ２４ ｈ。
用数码相机拍照，用 ＣＭ⁃２０００Ｂ 医学图象分析系统

测量脑片梗死体积（红色区为正常，苍白色为梗死

区），计算梗死体积，梗死体积和脑体积之比为梗死

体积百分比。
ＴＵＮＥＬ 法检测海马组织 ＣＡ１ 区细胞凋亡 　 再

灌注 ２４ ｈ 戊巴比妥钠深麻醉后，用 ４％多聚甲醛固

定液经心脏实施灌注取脑，制备冰冻切片，切片经

５％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ，加入 ５０ μｌ ＴｄＴ 酶反应液后与

５０ μｌ 的 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＨＲＰ 结合，镜下 ＤＡＢ 控制显

色，ＴＵＮＥＬ 阳性神经元被染成棕黄色，显微镜下观察

并采图，每张切片在 ２００ 倍视野下随机选择 ３ 个不同

视野。 用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 进行阳性细胞分析。
免疫荧光染色法检测海马组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含

量　 各组切片使用 ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ，滴加 ＴＧＦ⁃β１

一抗 ４ ℃孵育 １２ ｈ，ＰＢＳ 洗涤后，滴加 ＦＩＴＣ 标记的

生物素化 ＩｇＧ 二抗，湿盒避光室温孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗

涤后暗室下用 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ 的 ＰＩ 溶液染细胞核 ３０ ｓ，
封片后激光共聚焦显微镜下观察。 每张切片在 ２００
倍视野下随机选 ３ 个不同视野进行采图。 用 Ａｉｍ
Ｉｍａｇｅ Ｅｘａｍｉｎｅｒ 图像分析系统进行荧光强度测定。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 海 马 组 织 ＴＧＦ⁃β１ 及 ｐ⁃
ＳＭＡＤ２ ／ ３、ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量　 各组于再灌注 ２４ ｈ
时取脑，快速剥离海马组织，常规提蛋白法获得海

马组织总蛋白样品。 取 １０ μｌ 样品常规电泳、转模。
室温封闭后按浓度 １ ∶ ５００ 进行内参及目的蛋白一

抗孵育过夜，室温孵育二抗 ２ ｈ，暗室曝光。 应用

Ｇｅｌ⁃ｐｒｏ ３２ 图像分析软件测定各组目的蛋白与内参
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蛋白灰度值之比来分析各组蛋白含量。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计学软件。 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，多重比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
ｐｏｓｔ⁃ｈｏｃ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

神经行为学评分 　 所有大鼠术前神经行为学

评分均为 ０ 分，Ｓ 组术后 ２４ ｈ 神经行为学评分均为

０ 分。 与 Ｓ 组比较，ＩＲ 组、ＩＳＯ 组、ＬＹ 组、ＳＲ 组神经

行为学评分明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ
组和 ＳＲ 组神经行为学评分明显降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。
与 ＩＳＯ 组比较，ＬＹ 组神经行为学评分明显升高，ＳＲ
组明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １）。

　 　 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 １　 五组大鼠术后 ２４ ｈ 神经行为学评分的比较

脑梗死体积 　 与 Ｓ 组比较，ＩＲ 组、ＩＳＯ 组、ＬＹ
组、ＳＲ 组脑梗死体积明显增大（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组

比较，ＩＳＯ 组和 ＳＲ 组脑梗死体积明显减小 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，ＬＹ 组脑梗死体积明显增

大，ＳＲ 组明显减小（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２）。
海马组织 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 凋亡阳性细胞数　 与

Ｓ 组比较，ＩＲ 组、ＩＳＯ 组、ＬＹ 组、ＳＲ 组凋亡阳性细胞

数明显增多（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组和 ＳＲ
组凋亡阳性细胞数明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组

比较，ＬＹ 组凋亡阳性细胞数明显增多，ＳＲ 组明显减

少（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。
海马组织 ＴＧＦ⁃β１ 免疫荧光结果　 ＴＧＦ⁃β１ 集中

表达在海马 ＣＡ１ 区的神经元细胞浆中。 与 Ｓ 组比

较，ＩＲ 组、ＩＳＯ 组和 ＳＲ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量明显升

高，ＬＹ 组明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ
组和 ＳＲ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量明显升高，ＬＹ 组明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，ＬＹ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白

　 　 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 ２　 五组大鼠脑 ＴＴＣ 染色及梗死体积的比较

　 　 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　 五组大鼠海马组织 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 染色图（×２００）
及凋亡阳性细胞数的比较

含量明显降低，ＳＲ 组明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４）。
海马组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量 　 与 Ｓ 组比较，ＩＲ

组、ＩＳＯ 组、ＳＲ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量明显升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组、ＳＲ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含

量明显升高，ＬＹ 组明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组

比较，ＬＹ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量明显降低，ＳＲ 组明显

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５）。
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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 ４　 五组大鼠海马组织 ＣＡ１ 区 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白免疫荧光图

（×２００）及含量的比较

　 　 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 ５　 五组大鼠海马组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量的比较

海马组织 ｐ⁃ＳＭＡＤ２ ／ ３ 蛋白含量　 与 Ｓ 组比较，
ＩＲ 组、ＩＳＯ 组、ＳＲ 组 ｐ⁃ＳＭＡＤ 蛋白含量明显升高，ＬＹ
组明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组、ＳＲ
组 ｐ⁃ＳＭＡＤ 蛋白含量明显升高，ＬＹ 组明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，ＬＹ 组 ｐ⁃ＳＭＡＤ 蛋白含量明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＲ 组明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ６）。

　 　 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 ６　 五组大鼠海马组织 ｐ⁃ＳＭＡＤ２ ／ ３ 蛋白含量的比较

海马组织 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量　 与 Ｓ 组比较，ＩＲ
组、ＩＳＯ 组、ＬＹ 组、ＳＲ 组 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量明显升

高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＩＳＯ 组、ＳＲ 组 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／
２ 蛋白含量明显降低，ＬＹ 组 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量明

显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＳＯ 组比较，ＬＹ 组 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２
蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＲ 组 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白

含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 五组 ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量

差异无统计学意义（图 ７）。

　 　 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 ７　 五组大鼠海马组织 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 蛋白含量的比较
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讨　 　 论

吸入麻醉药异氟醚已被证实对缺血性脑损伤

具有神经保护作用［５］，但其作用机制尚不明确。 在

本实验研究中，１􀆰 ５％异氟醚后处理对大鼠脑缺血－
再灌注损伤具有保护作用，可明显减小脑梗死体

积，改善神经行为学评分，减少损伤侧海马 ＣＡ１ 区

细胞凋亡的数量。
当预先应用 ＴＧＦ⁃β１ 特异性抑制剂 ＬＹ２１５７２９９

后，ＴＴＣ 染色显示脑梗死体积明显增大，神经行为学

评分明显升高，这一现象提示抑制 ＴＧＦ⁃β１ 的表达

可减弱异氟醚的保护作用。 而给予 ＴＧＦ⁃β１ 的激动

剂 ＳＲＩ⁃０１１３８１ 则与异氟醚的保护效应发挥了叠加

作用，因此推测 ＴＧＦ⁃β 信号通路可能参与了脑缺血

－再灌注损伤后的神经修复过程。 在脑缺血－再灌

注的 ２４ ｈ，大鼠海马 ＴＧＦ⁃β１ 的表达在 ＩＲ 组和 ＩＳＯ
组均增加，免疫荧光显示 ＴＧＦ⁃β１ 集中表达在对缺

血缺氧最敏感的海马 ＣＡ１ 区。 ＴＧＦ⁃β 信号通路包

括 ＴＧＦ⁃βｓ、激活素、骨形态发生蛋白等 ３０ 多个因

子，参与机体细胞增殖、分化、损伤修复等。 许多研

究已证实，ＴＧＦ⁃β１ 是脑缺血期间在表达的主要亚

型［６－８］，本研究也显示其下游活性的 ｐ⁃ＳＭＡＤ２ ／ ３ 蛋

白含量呈相同的上调趋势，提示异氟醚后处理有助

于诱导 ＴＧＦ⁃β ／ ＳＭＡＤ 信号通路的激活。 ＴＧＦ⁃β１ 诱

导下游受体调节型 ＳＭＡＤ 磷酸化并激活后转移到

细胞核内，调节靶基因的表达［９－１０］。
ＴＧＦ⁃β 信号通路存在一些非典型的信号通路途

径，调节下游信号产生应答。 最常见的非典型通路

是 ＭＡＰＫ 信号通路，主要包括 ＥＲＫ、ＪＮＫ 等通路蛋

白［１１－１２］。 本研究显示，ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白含量在缺血－再
灌注损伤后明显升高，但 ＩＳＯ 组中蛋白含量均明显

降低，而非磷酸化的总 ＪＮＫ 蛋白含量在各组中无变

化。 ＪＮＫ 作为 ＭＡＰＫ 信号转导途径之一，是脑缺血

－再灌注损伤过程中细胞应激损伤应答的关键蛋

白。 对于 ＴＧＦ⁃β１ ／ ＪＮＫ 信号转导通路相互作用是否

参与异氟醚后处理对脑缺血－再灌注损伤的保护作

用 研 究 甚 少。 本 研 究 中 给 予 ＴＧＦ⁃β１ 抑 制 剂

ＬＹ２１５７２９９ 后，ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白含量明显升高，此时异氟

醚后处理的保护作用被明显抑制。 但当给予 ＴＧＦ⁃
β１ 通路的激动剂 ＳＲＩ⁃０１１３８１ 时，ＴＧＦ⁃β１ 蛋白含量

明显升高，异氟醚后处理的保护作用持续存在且增

强，细胞凋亡数量明显降低，而 ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白含量明显

降低，说明 ＴＧＦ⁃β１与 ＪＮＫ 间存在着负性调节的作

用，即 ＴＧＦ⁃β１ 可调控 ＪＮＫ，使 ＪＮＫ 信号通路过程不

能完整地参与异氟醚后处理对脑缺血－再灌注损伤

的保护作用。
综上所述，异氟醚后处理可通过调节 ＴＧＦ⁃β１ ／

ＳＭＡＤ 信号通路进而抑制 ｐ⁃ＪＮＫ１ ／ ２ 的表达，发挥对

大鼠脑缺血－再灌注损伤的神经保护作用。
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