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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨心跳骤停心肺复苏后脑损伤（ＢＩＣ）模型中，治疗性低温（ＴＨ）对神经元氧

化应激损伤的作用及相关机制。 方法　 雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，７～ １０ 周，体重 ２８０～ ３２０ ｇ。 采用随机数

字表法分为五组：假手术组（Ｓ 组）、ＢＩＣ 组、低温治疗组（ＴＨ 组）、沉默冷诱导 ＲＮＡ 结合蛋白（ＣＩＲＰ）
后低温治疗组（ＴＨＣ 组）和空载后低温治疗组（ＴＨＮ 组），每组 １２ 只。 采用经食管连续快速起搏诱发

室颤，心跳骤停 ４ ｍｉｎ 后，行心肺复苏术（ＣＰＲ），建立 ＢＩＣ 模型。 于 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ，采用免疫荧

光法检测海马活性氧簇（ＲＯＳ）荧光强度，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马 ＣＩＲＰ、硫氧还蛋白 １（Ｔｒｘ１）、磷酸化

凋亡信号调节激酶 １（ＡＳＫ１）蛋白含量及其下游 ｐ３８ 和 ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃末端激酶（ＪＮＫ）磷酸化含量。 于 ＢＩＣ
模型制备后 ３ ｄ，采用原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测海马神经元凋亡细胞百分比。 结果　 与 Ｓ 组比

较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＢＩＣ 组 ＲＯＳ 荧光强度明显升高，ＣＩＲＰ 含量明显降低，ｐ⁃ＡＳＫ１、ｐ⁃ｐ３８ 含量明显

升高；ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ＲＯＳ 荧光强度均明显升高，ＣＩＲＰ 含量明显升高，ｐ⁃ＪＮＫ 含量明显降低；ＴＨＣ 组

ＲＯＳ 荧光强度明显升高，ＣＩＲＰ、Ｔｒｘ１ 含量明显降低，ｐ⁃ＡＳＫ１、ｐ⁃ｐ３８ 含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ
组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ＲＯＳ 荧光强度明显降低，ＣＩＲＰ、Ｔｒｘ１ 含量明显升高，ｐ⁃
ＡＳＫ１ 和 ｐ⁃ＪＮＫ 含量明显降低；ＴＨ 组 ｐ⁃ｐ３８ 含量明显降低；ＴＨＣ 组 ＲＯＳ 荧光强度明显降低，ｐ⁃ＡＳＫ１
和 ｐ⁃ｐ３８ 含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＴＨＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ＲＯＳ 荧光强

度明显降低，ＣＩＲＰ、Ｔｒｘ１ 含量明显升高，ｐ⁃ＡＳＫ１、ｐ⁃ｐ３８ 和 ｐ⁃ＪＮＫ 含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｓ 组比

较，ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ ＢＩＣ 组、ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组神经元凋亡细胞百分比明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＢＩＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组凋亡细胞百分比明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＴＨＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后３ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组凋亡细胞百分比明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＴＨ
可以减轻 ＢＩＣ 模型制备后神经元氧化应激反应以及减少神经元凋亡，沉默 ＣＩＲＰ 后该作用减弱，显示

ＴＨ 复苏神经元的机制可能与激活 ＣＩＲＰ ／ Ｔｒｘ１ ／ ＡＳＫ１ 通路有关。
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ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＲＰ ａｎｄ Ｔｒｘ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＳＫ１ ａｎｄ ｐ⁃ＪＮＫ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １； Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； Ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 心跳骤停严重威胁着人类生命安全，尽管心肺

复苏技术（ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ， ＣＰＲ）不断

提高与完善，自主循环恢复后仍有部分心跳骤停患

者最终死于心跳骤停心肺复苏后脑损伤 （ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ ａｆｔｅｒ ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｅｓｔ， ＢＩＣ）。 治疗性低温（ｔｈｅｒａ⁃
ｐｅｕｔｉｃ ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａ， ＴＨ， ３２ ℃ ～ ３４ ℃）具有抑制兴

奋性氨基酸释放，减轻氧化应激损伤，调节炎症反

应等作用。 尽早使用 ＴＨ 能有效改善心跳骤停后

ＣＰＲ 患者神经功能的预后并提高生存率［１－２］。 前期

研究发现， ＴＨ 可高表达冷诱导 ＲＮＡ 结合蛋白

（ｃｏｌｄ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＩＲＰ ）， 减轻

ＢＩＣ，抑制神经元凋亡的发生［３］。 为进一步证实

ＣＩＲＰ 在低温脑复苏中的具体作用，本研究通过腺相

关病毒转染以沉默 ＣＩＲＰ，观察 ＴＨ 对 ＣＩＲＰ 沉默后

ＢＩＣ 复苏效果的影响，并探讨 ＴＨ 脑复苏时 ＣＩＲＰ 的

相关作用机制。

材料与方法

实验分组与方法　 健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，７～
１０ 周，体重 ２８０～３２０ ｇ，由南京大学医学院附属金陵

医院动物实验中心提供 ［实验动物生产许可证号：
ＳＣＸＫ（沪）２０１８－０００６］。 采用随机数字表法分为五

组：假手术组（Ｓ 组）、ＢＩＣ 组、ＴＨ 组、沉默 ＣＩＲＰ 后低

温治疗组 （ ＴＨＣ 组） 和空载后低温治疗组 （ ＴＨＮ
组），每组 １２ 只。 模型制备前 ２ 周，ＴＨＣ 组于海马

ＣＡ１ 区 注 射 沉 默 ＣＩＲＰ 的 腺 相 关 病 毒 （ ＡＡＶ９⁃
ＣＩＲＢＰ⁃ＲＮＡｉ，病毒滴度 １􀆰 ２５×１０１２ ＧＣ ／ μｌ），空载组

注射空载腺相关病毒，其余三组注射等体积生理

盐水。
ＢＩＣ 模型制备　 参照 Ｗｕ 等［３］ 研究中的方法制

备模型。 术前禁食 １２ ｈ，自由饮水。 腹腔注射 ２％
戊巴比妥钠 ４５ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉，采用 １４ Ｇ 套管行气管

插管。 监测 ＥＣＧ，分离左股动静脉，并于左股动静

脉内置管监测动脉内压。 Ｓ 组仅接受气管插管和动

静脉置管术。 ＢＩＣ 组、ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组采用

经食管连续快速起搏诱发室颤，心跳骤停 ４ ｍｉｎ 后

开始 ＣＰＲ 建立 ＢＩＣ 模型。 复苏成功后 ＴＨ 组、ＴＨＣ
组和 ＴＨＮ 组立刻使用冰袋及酒精快速降温，维持直

肠温度 ３３ ℃，持续 ６ ｈ 后缓慢复温；Ｓ、ＢＩＣ 组不作

降温处理。
样本采集　 五组分别于 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ，灌

注 ４ ℃生理盐水后，右侧脑组织 ＯＣＴ 试剂包埋后液

氮迅速冷冻保存，左侧脑组织取海马于液氮罐中速

冻后放－８０ ℃冰箱保存。 ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ，经左

心室先后灌注 ４ ℃生理盐水与 ４％多聚甲醛后取全

脑，浸入 ４％多聚甲醛中继续固定。
活性氧簇（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）检测　

液氮冷冻保存脑组织冠状面 ４ μｍ 厚度切片，按照

ＤＨＥ⁃ＲＯＳ 活性氧检测试剂说明进行操作，４００ 倍尼

康荧光镜下观察海马 ＣＡ１ 区并采集图片，细胞呈红

色荧光点为 ＲＯＳ 阳性细胞，采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０
软件进行免疫荧光强度分析，计算 ５ 个视野 ＲＯＳ 荧

光强度的平均值。
免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 　 取－８０ ℃ 冰箱保存

的大鼠海马组织，裂解后提取总蛋白，ＢＣＡ 法测定

蛋白浓度。 制作 ８％ ～ １５％浓缩分离胶，４０ μｇ 蛋白

上样，电泳后转膜、封闭，加入一抗 Ｔｒｘ１（２４２９Ｓ，１ ∶
５００）、ｐ⁃ｐ３８ （９２１５Ｓ，１ ∶ １ ０００）、ｐ⁃ＪＮＫ （９２５５Ｓ，１ ∶
１ ０００）、ｐ⁃ＡＳＫ１ （ｓｃ⁃１０９９１１，１ ∶５００）、ＣＩＲＰ（１０２０９⁃２⁃
ＡＰ，１ ∶１ ０００）和 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶１ ０００）后 ４ ℃过夜，次日
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二抗（１ ∶５ ０００）室温孵育 ２ ｈ 后漂洗。 使用 ＥＣＬ 发

光液曝光显影，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４􀆰 ６􀆰 ５ 分析蛋白条

带吸光度值，计算吸光度值比值分析目的蛋白相对

含量。
细胞凋亡测定 　 多聚甲醛固定脑组织冠状面

切片，切片按照 ＴＵＮＥＬ 试剂说明进行操作，４００ 倍

尼康荧光镜下观察海马 ＣＡ１ 区，细胞呈绿色荧光点

为凋亡细胞，计算细胞凋亡指数＝凋亡细胞计数÷总
细胞计数×１００％，取 ５ 个视野的平均值。

统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２１ 统计学软件进行统计

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

Ｔｕｋｅｙ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

海马组织 ＲＯＳ 荧光强度　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模

型制备后 １ ｄ ＢＩＣ 组、ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组 ＲＯＳ
荧光强度均明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ 组比较，
ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组 ＲＯＳ
荧光强度均明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＴＨＣ 组比较，
ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ＲＯＳ 荧光强度

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １—２）。

图 １　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织

ＲＯＳ 荧光图（×４００）

ＣＩＲＰ 蛋白相对含量　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模型制

备后 １ ｄ ＢＩＣ 组和 ＴＨＣ 组 ＣＩＲＰ 相对含量明显降低，
ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ＣＩＲＰ 相对含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＢＩＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组

ＣＩＲＰ 相对含量明显升高。 与 ＴＨＣ 组比较，ＢＩＣ 模型

制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ＣＩＲＰ 相对含量明显升高

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织

ＲＯＳ 荧光强度的比较

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织

ＣＩＲＰ 蛋白相对含量的比较

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。
Ｔｒｘ１ 蛋白相对含量　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模型制

备后 １ ｄ ＴＨＣ 组 Ｔｒｘ１ 相对含量明显降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组

和 ＴＨＮ 组 Ｔｒｘ１ 相对含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与

ＴＨＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组
Ｔｒｘ１ 相对含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｓ 组和 ＢＩＣ 组

间差异无统计学意义（图 ４）。
ｐ⁃ＡＳＫ１ 蛋白相对含量　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模型

制备后 １ ｄ ＢＩＣ 组和 ＴＨＣ 组 ｐ⁃ＡＳＫ１ 相对含量明显

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １
ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ｐ⁃ＡＳＫ１ 相对含量明显降低，ＴＨＣ
组 ｐ⁃ＡＳＫ１ 相对含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＴＨＣ
组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ｐ⁃
ＡＳＫ１ 相对含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５）。

ｐ⁃ｐ３８ 蛋白相对含量　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模型制

备后 １ ｄ ＢＩＣ 组和 ＴＨＣ 组 ｐ⁃ｐ３８ 相对含量明显升高
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　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织

Ｔｒｘ１ 蛋白相对含量的比较

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织 ｐ⁃ＡＳＫ１ 蛋白

相对含量的比较

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ
组ｐ⁃ｐ３８相对含量明显降低，ＴＨＣ 组 ｐ⁃ｐ３８ 相对含量

明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＴＨＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制

备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ｐ⁃ｐ３８ 相对含量明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组差异无统计学意义（图
６）。

ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白相对含量 　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模型

制备后 １ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ｐ⁃ＪＮＫ 相对含量明显降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ
ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组 ｐ⁃ＪＮＫ 相对含量明显降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＴＨＣ 组比较，ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＴＨ 组

和 ＴＨＮ 组 ｐ⁃ＪＮＫ 相对含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｓ
组、ＢＩＣ 组和 ＴＨＣ 组间差异无统计学意义（图 ７）。

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ６　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织

ｐ⁃ｐ３８ 蛋白相对含量的比较

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ７　 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 五组大鼠海马组织

ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白相对含量的比较

海马组织细胞凋亡　 与 Ｓ 组比较，ＢＩＣ 模型制

备后 ３ ｄ ＢＩＣ 组、ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组神经元凋

亡细胞百分比明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＢＩＣ 组比较，
ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组凋亡

细胞百分比明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＴＨＣ 组比较，
ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ ＴＨ 组和 ＴＨＮ 组凋亡细胞百分

比明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ８—９）。

讨　 　 论

ＴＨ 在 ＢＩＣ 模型中具有复苏神经元的作用，但
具体机制尚未明确。 本研究采用经食管连续快速

起搏诱发室颤，心跳骤停 ４ ｍｉｎ 后开始 ＣＰＲ 建立

ＢＩＣ 模型。 本实研究结果显示，ＢＩＣ 组 ＲＯＳ 荧光强
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图 ８　 ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ 五组大鼠海马组织 ＴＵＮＥＬ
荧光图（×４００）

　 　 注：与 Ｓ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＢＩＣ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 ＴＨＣ

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

图 ９　 ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ 五组大鼠海马组织凋亡细胞

百分比的比较

度和神经元凋亡细胞百分比明显升高，提示模型制

备成功。 ＴＨ 组、ＴＨＣ 组和 ＴＨＮ 组海马区 ＲＯＳ 荧光

强度和神经元凋亡细胞百分比明显降低，ＣＩＲＰ 表达

量明显升高，而 ＴＨＣ 组沉默 ＣＩＲＰ 后 ＲＯＳ 荧光强度

和神经元凋亡细胞百分比明显升高，ＣＩＲＰ 表达量明

显降低，ＴＨ 作用减弱，提示 ＴＨ 通过上调 ＣＩＲＰ 减轻

氧化应激反应，发挥复苏神经元的作用。
大鼠海马 ＣＡ１ 区对缺血缺氧性脑损伤反应最

为敏感，且损伤后 ２４ ｈ 为 Ｔｒｘ１ 氧化还原活性增强

点［４］，故本研究选择观察 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ 海马

ＣＡ１ 区的 ＲＯＳ 荧光强度，及 Ｔｒｘ１ 通路相关蛋白的

表达。 前期研究［３］表明，脑损伤后 ３ ｄ 为凋亡相关

蛋白 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达高峰，故本研究选择观

察 ＢＩＣ 模型制备后 ３ ｄ 神经元的凋亡状况。 脑损伤

发生时，由于脑组织的高氧耗、低储备，以及相对较

低的内源性抗氧化能力，大脑极易遭受氧化还原失

衡导致的氧化应激损伤，可激活多种级联反应，最
终导致神经元的凋亡和坏死［５］。 本研究中 ＴＨ 明显

上调了 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＣＩＲＰ 和 Ｔｒｘ１ 蛋白含量，
使得 ＢＩＣ 模型制备后 １ ｄ ＲＯＳ 荧光强度和 ＢＩＣ 模型

制备后 ３ ｄ 神经元凋亡细胞百分比明显降低。 而沉

默 ＣＩＲＰ 后，ＣＩＲＰ 和 Ｔｒｘ１ 的含量降低，ＲＯＳ 荧光强

度和神经元凋亡细胞百分比均明显升高，提示 ＴＨ
减轻心跳骤停 ＣＰＲ 后神经元氧化应激损伤、减少神

经元凋亡的作用与 ＣＩＲＰ ／ Ｔｒｘ１ 通路密切相关。
ＣＩＲＰ 作为应激反应蛋白和 ＲＮＡ 分子伴侣，在

低温低氧等应激条件下，ＣＩＲＰ 的含量增加，起到调

节炎症反应和抗凋亡的作用［６］。 伴随着神经细胞

线粒体呼吸链中的电子泄漏，ＲＯＳ 大量产生释放，
氧化还原系统失衡，氧化应激反应会加剧细胞损

伤［７］。 Ｌｉ 等［８］研究通过离体实验表明，低温可以上

调 ＣＩＲＰ 的表达，抑制神经元细胞内丙二醛的生成，
增强谷胱甘肽过氧化酶和超氧化物歧化酶的活性，
并通过调节氧化还原系统提高细胞的存活率。 脑

损伤模型的在体实验表明，ＢＩＣ 可影响线粒体凋亡

相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达，ＴＨ 可明显增加

ＣＩＲＰ 含量、减轻心跳骤停 ＣＰＲ 后神经元的线粒体

损伤［３］。 本研究中显示，ＴＨ 上调 ＣＩＲＰ 的表达，降
低大鼠造模后海马区 ＲＯＳ 荧光强度和神经元凋亡

细胞百分比，提示 ＴＨ 复苏神经元的作用可能和

ＣＩＲＰ 与线粒体介导的氧化应激相关。
Ｔｒｘ１ 是减轻细胞氧化损伤的硫氧还原蛋白系

统主要成分。 Ｙａｎｇ 等［９］ 研究表明，ＣＩＲＰ 能与应激

反应基因 Ｔｒｘ１ ｍＲＮＡ 的 ３’⁃ＵＴＲ 特异性结合，增加

Ｔｒｘ１ 蛋白的合成，并从细胞核转移到细胞质，与

Ｔｒｘ１ 转录子结合，进一步促进 Ｔｒｘ１ 的表达。 Ｗａｎｇ
等［１０］研究发现，低温暴露可明显上调 ＣＩＲＰ 和 Ｔｒｘ１
的表达，增强机体的冷适应能力。 Ｔｒｘ１ 通过 Ｓ 亚硝

基化甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶和反硝化 Ｃａｓｐａｓｅ３ 半胱

氨酸抑制 Ｆａｓ 诱导的细胞凋亡，保护神经元免受氧

化应激诱导的神经元凋亡［１１］。 Ｔｒｘ１ 还能通过促进

线粒体产生的大量超氧化物和过氧化氢转化，增强

ＲＯＳ 的清除能力，减轻应激反应导致的细胞损

伤［７，１１］。 外源性静脉注射重组 Ｔｒｘ１ 或转基因过表

达 Ｔｒｘ１ 均可减少神经元凋亡从而减轻脑损伤［１２］。
ｓｉＲＮＡ 干扰 Ｔｒｘ１ 的表达可加重脑应激性损伤和神

经细胞死亡，且机制与氧化应激密切相关［１３，１６］。 这

些研究提示 Ｔｒｘ１ 的表达上调可增加 ＲＯＳ 的清除，
从而减轻氧化应激诱导的脑损伤。 本研究显示，
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ＢＩＣ 组 Ｔｒｘ１ 表达量较 ＴＨＣ 组差异无统计学意义，与
Ｔａｋａｇｉ 等［４］在中脑动脉栓塞脑损伤模型的研究不

同，这可能与不同的脑损伤模型建立相关；此外，
ＢＩＣ 模型建立前，脑区注射过程的早期应激反应，也
可能间接影响了实验结果。 与 ＢＩＣ 组比较，ＴＨ 组

明显上调了 ＣＩＲＰ 和 Ｔｒｘ１ 的表达，降低了 ＲＯＳ 荧光

强度，使得 ＢＩＣ 后 ３ ｄ 海马区神经元凋亡减少，而沉

默 ＣＩＲＰ 后，Ｔｒｘ１ 含量降低，ＲＯＳ 荧光强度升高，ＴＨ
作用减弱，表明 ＴＨ 通过上调 ＣＩＲＰ 促进 Ｔｒｘ１ 的表

达升高，降低 ＲＯＳ 荧光强度。
此外，低氧等应激反应产生的 ＲＯＳ 等刺激物，

氧化 Ｔｒｘ１ 的 Ｃ３２ 和 Ｃ３５ 位半胱氨酸形成二硫键，使
得 ＡＳＫ１ 磷酸化，促使其下游的 ｐ３８ 和 ＪＮＫ 磷酸化，
最终导致细胞的凋亡和坏死［１４］。 Ｔｒｘ１ 表达受到抑

制时，ＡＳＫ１ 的磷酸化活化会相应增加，运用 ＡＳＫ１
抑制剂抑制 ＡＳＫ１ 磷酸化时， 神经元凋亡则减

少［１２，１５］。 因此，为验证 ＴＨ 减轻 ＣＰＲ 后神经元氧化

应激损伤的机制，本研究进一步检测了 ＣＰＲ 后 ｐ⁃
ＡＳＫ１、ｐ⁃ｐ３８ 和 ｐ⁃ＪＮＫ 的表达水平，结果显示，ＴＨ 上

调 ＣＩＲＰ 的同时 Ｔｒｘ１ 的表达升高，其下游的 ｐ⁃
ＡＳＫ１、ｐ⁃ｐ３８ 和 ｐ⁃ＪＮＫ 的含量均明显降低。 腺相关

病毒转染沉默 ＣＩＲＰ 后，Ｔｒｘ１ 的表达降低，其下游的

ｐ⁃ＡＳＫ１、ｐ⁃ｐ３８ 和 ｐ⁃ＪＮＫ 的含量则升高。 ＴＨ 可以同

时影响 Ｔｒｘ１ 和 ｐ⁃ＡＳＫ１ 的表达，提示 ＴＨ 可通过调

节 ＣＩＲＰ ／ Ｔｒｘ１ ／ ＡＳＫ１ 信号通路，减少 ＲＯＳ 的产生，
使得神经元凋亡细胞百分比降低，减轻 ＢＩＣ。 但是，
为进一步证实 ＣＩＲＰ ／ Ｔｒｘ１ ／ ＡＳＫ１ 通路在低温脑复苏

中的作用，还需通过 ＣＩＲＰ、Ｔｒｘ１ 和 ＡＳＫ１ 的基因敲

除或过表达等干预手段再次验证。
综上所述，ＢＩＣ 模型中，ＴＨ 可上调 ＣＩＲＰ 发挥脑

复苏作用；腺相关病毒转染沉默 ＣＩＲＰ 可使神经元

氧化应激反应增强、细胞凋亡数量增加、ＴＨ 作用减

弱，显示 ＴＨ 可能通过激活 ＣＩＲＰ ／ Ｔｒｘ１ ／ ＡＳＫ１ 通路，
发挥复苏神经元的作用。
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ａｃｔｉｖｉｔｙ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ， ２００２， ９０ （ １２ ）：

１２５９⁃１２６６．

［１５］ 　 Ｃｈｅｏｎ ＳＹ， Ｃｈｏ ＫＪ， Ｋｉｍ ＳＹ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌ⁃

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ １ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ９ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｉｎ ｂｒａｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ

ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｎｊｕｒｙ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１６， １０： ２１３．

（收稿日期：２０２０ ０３ ３０）

·７７·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


