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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨鸢尾素预处理对全脑缺血－再灌注大鼠 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的影响。 方法　 成

年雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，体重 ３００～３５０ ｇ，按随机数字表法分为五组：假手术组（Ａ 组）、缺血－再灌注组

（Ｂ 组）、鸢尾素预处理组（Ｃ 组）、ＤＡＰＴ（Ｎｏｔｃｈ 信号通路选择性抑制剂）预处理组（Ｄ 组）和鸢尾素复

合 ＤＡＰＴ 预处理组（Ｅ 组），每组 １２ 只。 采用改良夹闭双侧颈总动脉合并低血压法建立大鼠全脑缺

血－再灌注模型。 假手术组仅分离双侧颈总动脉，不结扎。 在大鼠全脑缺血－再灌注模型制备前 ３０
ｍｉｎ，Ｃ 组静脉注射鸢尾素 １０ μｇ ／ ｋｇ，Ｄ 组腹腔注射 ＤＡＰＴ １００ ｍｇ ／ ｋｇ，Ｅ 组静脉注射鸢尾素 １０ μｇ ／ ｋｇ
后腹腔注射 ＤＡＰＴ １００ ｍｇ ／ ｋｇ。 Ａ 组和 Ｂ 组分别于相应时点静脉注射等体积生理盐水。 再灌注 ２４ ｈ
后采用神经功能缺失评分（ＮＤＳ）法观察大鼠行为学变化，大脑干湿比重法观察大鼠脑含水量（ＢＷＣ）
变化，ＨＥ 染色及原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法观察大鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区坏死及凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 Ｃａｓｅｐａｓｅ⁃３、Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量。 结果　 与 Ａ 组比较，Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组和

Ｅ 组 ＮＤＳ 均明显升高，ＢＷＣ 均明显增加，脑组织海马 ＣＡ１ 区形态学损伤和神经元凋亡程度明显加

重，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｂ 组比较，Ｃ 组大鼠 ＮＤＳ
明显降低，ＢＷＣ 明显减少，脑组织海马 ＣＡ１ 区形态学损伤和神经元凋亡程度明显减轻，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白相对含量明显降低，ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｃ 组比较，Ｄ 组和

Ｅ 组大鼠 ＮＤＳ 明显升高，海马 ＣＡ１ 区形态学损伤和神经元凋亡程度明显加重，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白相对含

量明显升高，ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 Ｄ 组和 Ｅ 组各项指标差异无

统计学意义。 结论　 鸢尾素预处理可减轻大鼠全脑缺血－再灌注后海马神经元凋亡，降低脑水肿程

度，其机制可能与激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路有关。
【关键词】 　 鸢尾素；脑缺血－再灌注损伤；海马；Ｎｏｔｃｈ 信号通路；凋亡

Ｉｒｉｓｉｎ ｏｎ ｒｅｄｕｃｅ ｇｌｏｂａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ　
ＪＩＮ Ｚｈａｏ， ＧＵＯ Ｐｅｉｐｅｉ， ＹＡＮＧ Ｘｉｎ， ＷＡＮＧ Ｙａｎｌｉｎ， ＷＵ Ｈｕｉｓｈｅｎｇ． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，
Ｚｈｏｎｇｎａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｗｕｈａｎ ４３００７１， Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＵ Ｈｕｉｓｈｅｎｇ， Ｅｍａｉｌ： ｗｂ００２４０５＠ｗｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｒｉｓｉｎ ｏｎ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｇｌｏｂａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６０ ｈｅａｌｔｈｙ ａｄｕｌｔ Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎ⁃
ｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ａ）， ｇｌｏｂａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｂ）， ｉｒｉｓｉｎ⁃
ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｃ）， ＤＡＰＴ （ｓｅｌｅｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｄ）
ａｎｄ ｉｒｉｓｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＡＰＴ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｅ）， ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｅｎｒｏｌｌｅｄ １２ ｒａｔｓ． Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇｌｏｂａｌ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃｌｉｐｐｉｎｇ ｏｆ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｔｅｎｓｉｏｎ． Ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ， ｏｎｌｙ ｂｉ⁃
ｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｒｔｙ ｍｉｎｕｔｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ， ｒａｔｓ ｉｎ
ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｇ ／ ｋｇ ｉｒｉｓｉｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ， ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ＤＡＰＴ １００ ｍｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｅ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｉｒｉｓｉｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ａｎｄ ＤＡＰＴ ｉｎｔｒａｐｅｒ⁃
ｉｔｏｎｅａｌｌｙ． Ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｂ．
Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｏｕｒ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅ
（ＮＤＳ）． Ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ （ＢＷＣ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｂｒａｉｎ ｅｄｅｍａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＴｄＴ⁃ｎｅｄｉａｔｅｄ
ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ （ＴＵＮＥＬ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， Ｎｏｔｃｈ１， ＮＩＣＤ， ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃ⁃

·６６· 临床麻醉学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３７ 卷第 １ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１



ｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａ， ｔｈｅ ＮＤＳ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ， ＢＷＣ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｗｅｒｅ ｗｏｒｓｅ， ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＮＩＣＤ， Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０ ０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ
Ｂ， ｔｈｅ ＮＤＳ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ， ｔｈｅ ＢＷＣ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ， ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ ｐｏｓｉ⁃
ｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＩＣＤ， Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ
Ｈｅｓ１ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃ， ｔｈｅ ＮＤＳ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ， ｔｈｅ ＢＷＣ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｗｅｒｅ ｗｏｒｓｅ， ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＩＣＤ， Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｄ
ａｎｄ Ｅ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｒｉｓｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｅ⁃
ｄｅｍａ ａｆｔｅｒ ｇｌｏｂａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Ｉｒｉｓｉｎ； Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ； Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ； Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ； Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 全脑缺血－再灌注损伤是临床上休克、心肺复

苏以及心脏大血管手术中均会出现的复杂病理生

理过程，常引起继发性脑水肿、神经功能障碍等相

关并发症［１］，目前临床治疗效果均不理想［２－３］。 本

课题组前期研究发现缺血性卒中患者血清中鸢尾

素浓度与神经功能成正相关［４］，且外源性鸢尾素可

一定程度减轻脑缺血－再灌注损伤［５］，但相关机制

尚不甚清楚。 Ｙａｎｇ 等［６］ 研究表明，Ｎｏｔｃｈ 信号通路

可通过减轻神经元凋亡，降低脑缺血－再灌注损伤

的程度，鉴于此，本实验拟观察外源性鸢尾素预处

理对大鼠全脑缺血－再灌注损伤的影响，并探讨其

机制是否与调节 Ｎｏｔｃｈ 信号通路有关。

材料与方法

实验分组与方法　 成年雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，体
重 ３００～３５０ ｇ，由武汉大学医学部动物中心提供［动
物使用许可证号：ＳＹＸＫ（鄂）２０１５－００２５］。 按随机

数字表法分为五组：假手术组（Ａ 组）、缺血－再灌注

组（Ｂ 组）、鸢尾素治疗组（Ｃ 组）、ＤＡＰＴ（γ⁃分泌酶

抑制剂，间接抑制 γ⁃分泌酶底物 Ｎｏｔｃｈ 的活性，从而

影响细胞信号传导和分化）治疗组（Ｄ 组）和鸢尾素

复合 ＤＡＰＴ 治疗组（Ｅ 组），每组 １２ 只。
制备全脑缺血－再灌注模型　 采用改良夹闭双

侧颈总动脉合并低血压法建立模型［３］。 大鼠腹腔

注射 １％戊巴比妥钠 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉后，仰卧位固定，
分离双侧颈总动脉、右侧颈总静脉和一侧股动脉。
于颈总静脉沿心脏方向穿刺置管用于抽血，股动脉

沿心脏方向穿刺置管用于监测血压。 使用肝素化

的注射器经颈总静脉缓慢抽取大鼠全身 ３０％ ～３５％
血量的静脉血并置于 ３７ ５ ℃水浴中，同时使其平均

动脉压维持在 ３５～４５ ｍｍＨｇ（１ ｍｍＨｇ＝ ０ １３３ ｋＰａ），
使用无创微动脉夹夹闭双侧颈总动脉。 夹闭颈总

动脉 ２０ ｍｉｎ 后松开动脉夹恢复灌注并经右侧颈总

静脉缓慢回输血液（回输速度约 １ ２ ｍｌ ／ ｍｉｎ），结扎

右颈总静脉和一侧股动脉，缝合伤口。 假手术组仅

分离双侧颈总动脉，不结扎血管。 整个手术过程中

采用白炽灯照射，维持大鼠直肠温 ３７ ３ ～ ３７ ７ ℃，
待大鼠翻正反射恢复且完全清醒后放回笼中饲养。

药物干预　 大鼠全脑缺血－再灌注模型制备前

３０ ｍｉｎ，Ｃ 组静脉注射鸢尾素 １０ μｇ ／ ｋｇ，Ｄ 组腹腔注

射 ＤＡＰＴ １００ ｍｇ ／ ｋｇ，Ｅ 组静脉注射鸢尾素 １０ μｇ ／ ｋｇ
后腹腔注射 ＤＡＰＴ １００ ｍｇ ／ ｋｇ。 Ａ 组和 Ｂ 组分别于

相应时间点静脉注射等体积生理盐水。
神经功能缺失评分 （ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅ，

ＮＤＳ） 　 再灌注 ２４ ｈ 后，由同一名观察者在不知具

体分组的情况下参照 Ｌｉ 等［５］研究方法，对各组大鼠

的神志、听力、嗅觉、视觉、呼吸、神经及角膜反射、
运动及定向力、对新环境的适应力、饮食及有无癫

痫发作等各方面进行评分，神经功能完全正常为 ０
分，脑死亡为 １００ 分。

脑含水量（ｂｒａｉｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＢＷＣ）测定　 再

灌注 ２４ ｈ 后，每组取 ６ 只大鼠深麻醉后断头处死，
在冰皿上迅速取出脑组织，沿矢状缝将大脑左右半

球分开。 取出大脑左半球，用滤纸吸干表面水分，
称湿重后置于 １１０ ℃烤箱中烘烤 ２４ ｈ 至恒重，取出

后立即称干重，计算 ＢＷＣ（％）＝ （湿重－干重） ÷湿
重×１００％。

病理学观察　 再灌注 ２４ ｈ 后，每组取 ６ 只大鼠

深麻醉后断头处死，在冰皿上迅速取出脑组织，４％
多聚甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋，冠状切片。 行

常规 ＨＥ 染色，４００ 倍光镜下观察海马 ＣＡ１ 区神经

元病理学结果。
原位末端标记（ＴｄＴ⁃ｎｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａ⁃

ｂｅｌｉｎｇ， ＴＵＮＥＬ）法染色检测神经元凋亡　 取石蜡包

埋的脑组织切片，采用 ＴＵＮＥＬ 法检测海马神经元

凋亡情况，具体操作按试剂盒说明书进行。 在海马

·７６·临床麻醉学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３７ 卷第 １ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１



ＣＡ１ 区于 ４００ 倍光镜下随机取 ５ 个不重叠的视野进

行观察，用全自动医学彩色图像分析系统对染色结

果进行分析，正常细胞核呈蓝色，凋亡阳性细胞核

呈棕黄色。 计算神经元凋亡率（％）＝ 凋亡细胞数÷
细胞总数×１００％。

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白及 Ｎｏｔｃｈ 信号通路相关蛋白检测

　 将剩下的大脑右半球取海马组织匀浆后提取总

蛋白，进行蛋白浓度测定后行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳、
转膜、加入兔抗鼠一抗孵育过夜、加二抗室温孵育

２ ｈ、化学发光后压片曝光、将 Ｘ 光胶片进行扫描、采
用 ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 图象分析软件分析目的条带的灰度

值，以 β⁃ａｃｔｉｎ 条 带 灰 度 值 为 参 照， 定 量 检 测

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ ＢＭ４６２０ ）、 Ｎｏｔｃｈ１ （ Ａ０００３３⁃２ ）、 ＮＩＣＤ
（Ａ０００３３⁃１）和 Ｈｅｓ１（ＢＭ４４８８）的蛋白相对含量。

统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 统计学软件进行数

据分析。 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 （ＡＮＯＶＡ） 分析。
Ｐ＜０ ０５为差异有统计学意义。

结　 　 果

ＮＤＳ　 与 Ａ 组比较，Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组和 Ｅ 组均

于再灌注 ２４ ｈ 后出现明显神经功能障碍，ＮＤＳ 明显

升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｂ 组比较，Ｃ 组于再灌注 ２４ ｈ
后神经功能障碍程度明显减轻，ＮＤＳ 明显降低（Ｐ＜
０ ０５）；Ｄ 组和 Ｅ 组 ＮＤＳ 差异无统计学意义。 与 Ｃ
组比较，Ｄ 组和 Ｅ 组于再灌注 ２４ ｈ 后神经功能障碍

程度明显加重，ＮＤＳ 明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 Ｄ 组和 Ｅ
组间 ＮＤＳ 差异无统计学意义（图 １）。

　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比

较，ｃＰ＜０ ０５

图 １　 五组大鼠 ＮＤＳ 的比较

ＢＷＣ　 与 Ａ 组比较，Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组和 Ｅ 组 ＢＷＣ
明显增加（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｂ 组比较，Ｃ 组 ＢＷＣ 明显减

少（Ｐ＜０ ０５），Ｄ 组和 Ｅ 组 ＢＷＣ 差异无统计学意义。
与 Ｃ 组比较，Ｄ 组和 Ｅ 组 ＢＷＣ 明显增加（Ｐ＜０ ０５）。

Ｄ 组和 Ｅ 组间 ＢＷＣ 差异无统计学意义（图 ２）。

　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比

较，ｃＰ＜０ ０５

图 ２　 五组大鼠 ＢＷＣ 的比较

脑组织病理学形态　 ４００ 倍光镜下观察大鼠海

马 ＣＡ１ 区神经元病理学结果：Ａ 组海马 ＣＡ１ 区结构

正常，未见明显坏死细胞；Ｂ 组海马 ＣＡ１ 区结构破

坏严重，可见大量坏死锥体细胞。 与 Ａ 组比较，Ｂ
组、Ｃ 组、Ｄ 组和 Ｅ 组海马 ＣＡ１ 区损伤程度明显加

重。 与 Ｂ 组比较，Ｃ 组海马 ＣＡ１ 区损伤程度明显减

轻，Ｄ 组和 Ｅ 组海马 ＣＡ１ 区损伤程度略有减轻。 与

Ｃ 组比较，Ｄ 组和 Ｅ 组海马 ＣＡ１ 区损伤程度明显加

重。 Ｄ 组和 Ｅ 组间海马 ＣＡ１ 区损伤程度差异无统

计学意义（图 ３）。
ＴＵＮＥＬ 法检测神经元凋亡 　 Ａ 组海马 ＣＡ１ 区

未见明显凋亡细胞， Ｂ 组海马 ＣＡ１ 区可见大量

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞。 与 Ａ 组比较，Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组和

Ｅ 组海马 ＣＡ１ 区凋亡程度明显加重。 与 Ｂ 组比较，
Ｃ 组海马 ＣＡ１ 区凋亡程度明显减轻；Ｄ 组和 Ｅ 组凋

亡程度和凋亡率差异均无统计学意义。 与 Ｃ 组比

较，Ｄ 组和 Ｅ 组海马 ＣＡ１ 区凋亡程度明显加重。 Ｄ
组和 Ｅ 组间海马 ＣＡ１ 区凋亡程度和凋亡率差异无

统计学意义（图 ４）。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白及 Ｎｏｔｃｈ 信号通路相关蛋白相对

含量　 与 Ａ 组比较， Ｂ 组、 Ｃ 组、 Ｄ 组和 Ｅ 组中

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量均明

显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 Ｂ 组比较，Ｃ 组中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白相对含量明显降低，ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白

相对含量均明显升高 （ Ｐ＜ ０ ０５）； Ｄ 组和 Ｅ 组

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量差异

均无统计学意义。 与 Ｃ 组比较， Ｄ 组和 Ｅ 组中

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白相对含量明显升高，ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和

Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量均明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 Ｄ 组和

Ｅ 组间 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＮＩＣＤ、Ｎｏｔｃｈ１ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含

量差异均无统计学意义（图 ５—８）。
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图 ３　 五组大鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区 ＨＥ 染色图（×４００）

图 ４　 五组大鼠海马神经元凋亡的 ＴＵＮＥＬ 染色图（×４００）

　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比

较，ｃＰ＜０ ０５

图 ５　 五组大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白相对含量的比较

讨　 　 论

本实验参照 Ｃａｔａｎｅｓｅ 等［３］ 研究中介绍的方法，
夹闭双侧颈总动脉合并低血压 ２０ ｍｉｎ，再灌注 ２４ ｈ，
建立大鼠全脑缺血－再灌注模型。 ＮＤＳ、ＢＷＣ、ＨＥ
染色及 ＴＵＮＥＬ 法等实验结果均提示全脑缺血－再
灌注模型构建成功。

脑缺血－再灌注损伤是复杂的病理生理过程，
而细胞凋亡是其中至关重要的机制之一。 脑组织

特定区域的神经元凋亡，不仅会引起神经功能受

　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比

较，ｃＰ＜０ ０５

图 ６　 五组大鼠 ＮＩＣＤ 蛋白相对含量的比较

损，还可引起血脑屏障通透性增加，诱发脑水肿。
因此，减轻神经元凋亡被认为是保护神经功能的重

要措施之一。 鸢尾素是一种通过脂肪组织、肝脏、
脑和其他外周组织相联系而发挥生物学效应的新

型肌肉因子，由纤维连结蛋白Ⅲ型域包含蛋白 ５
（ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ Ⅲ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５，
ＦＮＤＣ５）经蛋白水解酶剪切后形成［７－８］，最早被发现

与代谢性疾病相关［９－１０］。 新近研究［１１］ 发现运动可

以增加 ＦＮＤＣ５ 的表达，促进海马神经元分泌鸢尾
素，提示鸢尾素可能与脑组织中能量代谢有关。 本

·９６·临床麻醉学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３７ 卷第 １ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１



　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比

较，ｃＰ＜０ ０５

图 ７　 五组大鼠 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白相对含量的比较

　 　 注：与 Ａ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 Ｂ 组比较，ｂＰ＜０ ０５；与 Ｃ 组比

较，ｃＰ＜０ ０５

图 ８　 五组大鼠 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量的比较

课题组前期研究发现缺血性卒中患者血液中鸢尾

素的浓度与其短期预后呈正相关［５］。 本实验结果

显示，与单纯全脑缺血－再灌注组比较，鸢尾素预处

理组 ＮＤＳ 明显降低、ＢＷＣ 明显减少、海马神经元凋

亡程度明显减轻以及反应细胞凋亡的标志蛋白

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 相对含量明显降低，以上结果均提示鸢尾

素可减轻脑缺血－再灌注损伤。
Ｎｏｔｃｈ 信号通路表达于哺乳动物大脑皮层和海

马神经元中［１２］。 在生理情况下，大脑发育时 Ｎｏｔｃｈ
信号通路决定了神经细胞的命运，调节神经干细胞

的增殖、分化和凋亡［１３］。 Ｓｔｕｍｐ 等［１４］ 表明，激活

Ｎｏｔｃｈ 信号通路可通过促进神经干细胞增殖，使缺

血后神经功能缺损得以恢复；而阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路后，随着 ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 蛋白表达量的降低，神经干

细胞的增殖也明显减少。 Ｚｈａｏ 等［１５］ 研究发现，用
电针活化 Ｎｏｔｃｈ 信号通路，可促进海马区神经干细

胞的增殖、迁移和分化，从而对脑缺血所致神经的

功能缺损起到防治作用。 本研究结果显示，脑缺血

－再灌注 ２４ ｈ 后 Ｎｏｔｃｈ 信号通路被激活，其关键因

子 Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白相对含量明显升高，经
外源性鸢尾素预处理后 Ｎｏｔｃｈ１、ＮＩＣＤ 和 Ｈｅｓ１ 蛋白

相对含量进一步升高，提示 Ｎｏｔｃｈ 信号通路被进一

步激活。 为了进一步探讨鸢尾素的神经保护作用

是否与其激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路相关，本研究中加入

了 Ｎｏｔｃｈ 信号通路选择性抑制剂 ＤＡＰＴ。 研究结果

显示，与单纯使用鸢尾素预处理相比较，鸢尾素和

ＤＡＰＴ 同时预处理会使大鼠全脑缺血 －再灌注后

ＢＷＣ 明显增加，海马神经元凋亡率及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白相对含量明显升高，说明鸢尾素的神经保护作用

被 Ｎｏｔｃｈ 信号通路选择性抑制剂 ＤＡＰＴ 所抵消。 因

此，以上研究结果提示鸢尾素可能是通过激活

Ｎｏｔｃｈ 信号通路发挥其神经保护作用。
然而，Ｎｏｔｃｈ 信号通路在脑组织中的改变所产

生的效应尚有争议。 Ａｒｕｍｕｇａｍ 等［１６］ 研究表明，阻
断 Ｎｏｔｃｈ 信号通路后，仍可通过多种途径提高小鼠

脑缺血后 ＮＤＳ。 Ｙａｎｇ 等［６］ 研究表明，活化 Ｎｏｔｃｈ 信

号通路可通过减轻神经元凋亡对一过性脑缺血的

小鼠发挥脑保护作用。 Ｏｙａ 等［１７］ 研究认为，缺血脑

损伤后一段时间内，Ｎｏｔｃｈ 信号通路可能在海马新

生神经元的整合里发挥重要作用。 本研究结果显

示，鸢尾素可通过激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路减轻大鼠全

脑缺血－再灌注损伤。 这些研究结果的差异可能由

于实验动物的种系、损伤模型以及处理方式不同

所致。
综上所述，鸢尾素预处理可一定程度上减轻大

鼠全脑缺血－再灌注后脑水肿的程度，抑制海马神

经元凋亡，其机制可能与激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路有关。
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·读者·作者·编者·

《临床麻醉学杂志》关于学术不端行为的声明

为维护学术期刊的严肃性和科学性，并向广大读者负责，本刊编辑部重申坚决反对抄袭、剽窃、一稿两投、一稿两用等学

术不端行为，并采取以下预防和惩处措施：（１）稿件刊出前所有作者须在校样首页亲笔签名，并加盖公章；稿件文责自负。
（２）投稿后 ３ 个月内未收到稿件处理意见，稿件可能仍在审阅中；作者欲投他刊，请先与编辑部联系撤稿，切勿一稿两投。 （３）
来稿如有学术不端行为嫌疑时，编辑部在认真收集有关资料和仔细核对后将通知第一作者，作者须对此作出解释。 （４）如稿

件被证实系一稿两用，本刊将在杂志和网站上刊登撤销该文的声明，并向作者所在单位通报；２ 年内拒绝发表该作者的任何

来稿。
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