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心肺复苏术后大鼠海马组织高迁移率族蛋白
V$

和

F[.

*

V

的表达及相关性分析"
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"摘要#

!

目的
!

观察高迁移率族蛋白
V$

"

3P\V$

%(核转录因子"

F[.

*

V

%在心肺复苏术后大鼠海马组织内的表达!以期探讨

其可能意义&方法
!

0%

只
DE

大鼠分为假手术组和复苏组"按复苏后自主循环恢复后
1

(

)

(

$1

(

10

和
0/J

各时间点分为
2

亚组%&

在相应的时间点断头处死!取海马组织!

34

染色观察海马病理变化!

B5.>AB

和
S9+I9:,V="I

检测
3P\V$

(

F[.

*

V

水平表达!并

对二者进行相关分析&结果
!

病理切片显示假手术组海马结构未见明显变化!复苏组存在缺血病理改变!

10J

最为显著!

0/J

损

伤仍比较重$与假手术组比较!复苏组海马
3P\V$

(

F[.

*

V<BFG

表达均呈先上升后下降的趋势!均于
10J

达峰值"

!

#

%&%$

%$

复苏组
3P\V$

蛋白表达在自主循环恢复后
1J

显著降低!

10J

达到峰值!在
0/J

稍下降!差异均有统计学意义"

!

#

%&%$

%$

3P\V$

和
F[.

*

V

蛋白表达呈显著正相关&结论
!

3P\V$

'

F[.

*

V

信号通路可能参与心肺复苏术后早期脑炎性损伤!干预此通

路的靶向性治疗有望减轻心肺复苏术后脑炎性损伤&

"关键词#

!

心肺复苏术$

F[.

*

V

$高迁移率族蛋白
V$

$神经炎症损伤
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心搏骤停$

+N!!9,K7:!#7K7::9+I

#

DAG

&一直是威胁人类生命

健康的重大问题'

$

(

*随着医疗体系的完善与心肺复苏技术的规

范化#院外及院内的
DAG

患者心肺复苏成功率得到一定的提

高#但在自主循环恢复后的患者中大约仍有
)/]

的院外和
1']

院内
DAG

患者死于脑损伤'

1

(

*近年来关于心肺复苏术后全脑

缺血损伤研究涉及了能量代谢异常)炎性反应)钙离子超载)神

经细胞凋亡等诸多方面#其中心肺复苏术后脑组织内炎症瀑布

效应备 受 关 注'

'.0

(

*研 究 报 道 胞 外 高 迁 移 率 族 蛋 白
V$

$

3P\V$

&表现炎性因子样作用与多种炎性介质共同参与炎性

反应'

2.)

(

*既往研究证实#在脑出血)脑卒中及脑膜炎患者的外

周血和脑脊液中
3P\V$

水平均显著升高'

-.(

(

*近年来发现在

心肺复苏术后患者脑脊液和血液中
3P\V$

水平亦显著升

高'

$%

(

*但是#对心肺复苏术后脑组织
3P\V$

表达规律尚未见

相关研究报道*本研究通过窒息法制备大鼠
DAG

模型#检测心

肺复苏术后大鼠不同时间点海马组织内
3P\V$

和核转录因子

$

F[.

*

V

&表达及其相关性#同时观察病理形态学改变#初步探讨

3P\V$

和
F[.

*

V

在心肺复苏术后脑炎性损伤中的作用#为临

床治疗心肺复苏术后脑炎性损伤寻求潜在的治疗新靶点*

'/00

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
'1

期

"

基金项目!江苏省连云港市科技局科研基金资助项目$

+J$%%$

&*

!

作者简介!侯安然$

$(//X

&#硕士#主要从事心肺复苏方面的基础研究*

!

&

!

通讯作者#
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!
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%
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!

材料与方法

@&@

!

材料
!

清洁级)雄性
DE

大鼠
0%

只#体质量
1%%

"

1/%

8

$徐州医学院动物实验中心#合格证号!苏
DAgW1%$%.%%%'

&%

5:#Q"=

试剂和逆转录试剂盒$北京天根公司&%

3P\V$

和
F[.

*

V>AB

引物$上海生物工程公司&%

BR>G

裂解液)

VAG

蛋白浓

度测定试剂盒)蛋白质分子量标准)碱性磷酸酶标记山羊抗兔

鼠
R

8

\

和
VAR>

"

FV5

显色试剂盒$中国碧云天生物技术研究

所&%兔抗大鼠
3P\V$

抗体$美国
G@K7<

公司&#兔抗鼠
F[.

*

V

抗体$武汉三鹰生物技术有限公司&#兔抗大鼠
&

.7KI#,

抗体

$巴傲德生物技术有限公司&%呼吸机$

VS

动物呼吸#上海软隆

有限公司制造&*

@&A

!

方法

@&A&@

!

分组
!

采用随机数字表法分为假手术组$

$h)

&)复苏

组$按复苏后自由循环恢复后
1

)

)

)

$1

)

10

和
0/J

各时间点分

为
2

亚组#

$h)

&*

@&A&A

!

模型制备
!

在实验大鼠腹腔注射
$%]

水合氯醛
'

<6

"

b

8

麻醉#将大鼠仰卧位固定于手术台上#四肢接心电导

联#监测标准肢体
$

导联*颈部正中切口#气管切开置管固定#

接呼吸机*行右侧股动)静脉置管#动脉导管接压力传感器#显

示动脉压波形#待大鼠血压和心率稳定后#假手术组开始计时实

验*复苏组继续于呼气末夹闭大鼠气管导管制备窒息性
DAG

模型#并给予心肺复苏#在自主循环恢复后开始计时实验*初始

继续以纯氧机械通气
)%<#,

#后剪断气管导管$体外留
$K<

供

通气&#结扎股动)静脉#缝合皮肤切口#送回鼠笼饲养*

@&A&B

!

标准
!

DAG

判断标准!心电图呈室颤)停搏#收缩压小

于或等于
12<<3

8

*心肺复苏标准方法!在出现
DAG

#且夹

闭气管插管
/<#,

后开放气道#呼吸机控制通气$纯氧&#频率

每分钟
/%

次#潮气量
)<6

"

b

8

#吸"呼比
$̂ 1

#并快速行人工胸

外按压#按压频率为每分钟
1%%

次#按压深度为大鼠胸廓前后

径
$

"

'

#同时经股静脉快速推注肾上腺素
%&%1<

8

"

b

8

#必要时

追加
$

次*主自循环恢复判断标准!心电图出现自主节律#收

缩压大于
)%<<3

8

#持续
$%<#,

以上*复苏无效判定!持续

复苏
'%<#,

无效终止抢救*大鼠补充标准!假手术组)复苏组

在留取标本之前发生死亡的#该动物的实验数据无效#则另进

行补充实验#以满足每个亚组实验数据
)

只*

@&A&C

!

标本留取
!

假手术组大鼠操作成功
1%<#,

后留取静

脉血
2<6

#断头留取脑组织*复苏组在模型制备成功后于各

时间点留取标本!麻醉后取下腔静脉血
2<6

#并断头处死#取

左侧海马#

X/%Y

保存%取右侧海马放
0]

多聚甲醛固定备用*

@&A&D

!

光镜下观察海马组织病理变化
!

海马$右&常规进行

34

染色*以假手术组海马组织病理变化为参照#观察各时间

点复苏组海马组织病理变化*

@&A&N

!

B5.>AB

法检测大鼠海马组织
3P\V$

)

F[.

*

V<B.

FG

表达
!

按照
B5.>AB

试剂盒操作说明#

3P\V$<BFG

反

应条件为!

(0Y

预变性
2<#,

#

(0Y

变性
'%+

#退火
2(Y'%+

#

延伸
-1Y )%+

#共进行
1-

个循环#最后
-1 Y

延伸
$%<#,

*

F[.

*

V<BFG

反应条件为!

(0Y

预变性
2<#,

#

(0Y

变性
2%

+

#退火
2'Y02+

#延伸
-1Y)%+

#共
1/

个循环#最后
-1Y

延

伸
/<#,

*引物序列及
>AB

条件见表
$

*扩增的
>AB

产物在

1]

琼脂糖电泳后#采用凝胶成像分析系统观察电泳结果#

mN7,I#I

L

C,9

分析软件进行分析#以目的基因"
\G>E3

为本

基因表达的相对值*

表
$

!!

B5.>AB

引物序列及条件

基因 引物序列
5

$

Y

&

>AB

产物

$

@

M

&

3P\V$

!

[":?7:! 5\G55GG5\GG5\G\55A\\\A 2(&% 1$0

!

B9H9:+9 5\A5AG\\GGGA55\GA5\555

F[.

*

V

!

[":?7:! A\G5A5\555AAAA5AG5A5 2-&% $-2

!

B9H9:+9 G55\\\5\A\5A55G\5\\5

\G>E3

!

[":?7:! AG\5\AAG\AA5A\5A5AG5 2/&' 2(2

!

B9H9:+9 G\\\\AAG5AAGAG\5A55A

@&A&O

!

S9+I9:,V="I

检测大鼠海马组织
3P\V$

)

F[.

*

V

表达

!

按照
BR>G

裂解液说明书提取蛋白#

VAG

法定量蛋白#配制

$1]

分离胶#

2]

浓缩胶#样品上样量为
2

!

6

$约
'%

!

8

&#

/%Z

下电泳
'%<#,

#

$1%Z

下电泳至溴酚蓝到胶底#转膜
'%%<G

$

)%<#,

&#室温下封闭
(%<#,

#加一抗
0Y

孵育过夜#碱性磷酸

酶标记山羊抗兔二抗 $

$^$%%%

&室温下孵育
(%<#,

#洗膜)

VAR>

"

FV5

显色*扫描后将目的蛋白条带与内参蛋白$

&

.7K.

I#,

&条带吸光度比值以
DT9

表示*

@&B

!

统计学处理
!

采用
D>DD$)&%

统计软件进行实验数据分

析处理*计量资料用
DT9

表示#两样本均数比较采用
5

检验#

多个样本均数比较采用单因素方差分析#多组计量资料间的多

重比较采用
*K.S

J

检验%若方差不齐采用随机区组设计的秩

和检验*以
!

#

%&%2

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A&@

!

海马组织病理切片结果
!

假手术组神经细胞排列整齐#

形态完好#圆形或椭圆形#核染色较淡#染色质分布较均匀#尼

氏体分布正常#未见细胞肿胀及变性坏死等病理改变*复苏组

海马组织存在缺血性病理改变#随着自主循环恢复延长光镜下

细胞周围间隙出现增宽#形态不规则#组织结构疏松#间质水

肿#胞质结构不清#尼氏体边聚或消失#核固缩#神经细胞出现

变性坏死#以自主循环恢复后
10J

最为显著#自主循环恢复后

0/J

水肿减轻#但损伤仍较重#间质胶质纤维增多#见图
$

*

A&A

!

大鼠海马组织
3P\V$

)

F[.

*

V<BFG

表达变化
!

与假

手术组比较#复苏组自主循环恢复后
1

)

)

)

$1

)

10

和
0/J

的海

马
3P\V$

)

F[.

*

V<BFG

表达量均明显增高#差异有统计学

意义$

!

#

%&%$

&#其中
10J

为峰值$

!

#

%&%$

&#在
0/J

略下降

$

!

#

%&%$

&#见图
1

*

A&B

!

大鼠海马组织
3P\V$

)

F[.

*

V

蛋白表达变化
!

与假手

术组比较#海马组织
3P\V$

在复苏组自主循环恢复后
1J

蛋

白表达显著降低$

!

#

%&%$

&#

10J

达到峰值$

!

#

%&%$

&#

0/J

稍

下降$

!

#

%&%$

&*与假手术组比较#复苏组自主循环恢复后
1

)

)

)

$1

)

10

和
0/J

的
F[.

*

V

蛋白表达量均明显增高#差异有统

计学意义$

!

#

%&%$

&#其中
10J

为峰值$

!

#

%&%$

&#

0/J

略下

降$

!

#

%&%$

&#见图
'

*

A&C

!

3P\V$

和
F[.

*

V

蛋白表达间的相关性分析
!

复苏组各

时间点海马组织
3P\V$

与
F[.

*

V

蛋白表达趋势相同#相关

性分析显示二者呈正相关$

,h%&(-/

#

!h%&%%%

&*
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!!

G

!假手术组%

V

!复苏组
1J

%

A

!复苏组
)J

%

E

!复苏组
$1J

%

4

!复苏组
10J

%

[

!复苏组
0/J

*

图
$

!!

各组海马组织病理形态学变化'

34e0%%

(

图
1

!!

各组海马组织
3P\V$

)

F[.

*

V<BFG

表达比较

图
'

!!

各组海马组织
3P\V$

)

F[.

*

V

蛋白表达比较

B

!

讨
!!

论

3P\V$

是一种高度保守的非组
EFG

结合蛋白#广泛存

在于真核细胞胞核#参与基因转录)修复和核酸结构稳定等多

种生物学过程*近年来研究表明胞内
3P\V$

释放到胞外则

作为一种炎性因子在炎性反应瀑布中处于核心地位#在启动早

期炎性反应)扩大和维持晚期炎性反应过程中均发挥重要作

用'

$$

(

*又有研究表明
3P\V$

作为一种重要的炎症因子在脑

梗死病情发展转归过程中能激活其他炎症介质#放大炎性反

应#加剧脑损伤'

$1

(

*

本研究显示心肺复苏术后大鼠海马组织
3P\V$

蛋白表

达水平于
1J

降低#而后逐渐上升#

10J

达到高峰#在
0/J

略下

降#但仍高于正常水平*本研究与
S7,

8

等'

$'

(报道类似#但不

同之处为本研究自主循环恢复后
1J3P\V$

蛋白表达量降

低#而
S7,

8

等'

$'

(研究则为
1J

时升高#原因可能为制作动物

模型方式不同和缺血时间长短不同*

DAG

所致为全脑缺血缺

氧#其缺血面积及损伤程度更为显著#在心肺复苏术后早期阶

段#神经细胞)胶质细胞及内皮细胞等出现缺血受损或坏死#

3P\V$

迅速从胞核转移至胞质被动释放至胞外)耗竭#而后

释放出来的
3P\V$

进一步激活小胶质细胞和其他免疫细胞

主动分泌
3P\V$

)炎性因子共同介导心肺复苏术后脑炎性损

伤*从而出现心肺复苏术后海马组织
3P\V$

表达呈现明显

的早期降低)晚期升高的趋势#有关研究也得到类似观点'

$0

(

*

以上研究均提示
3P\V$

是触发心肺复苏术后脑缺血早期炎

性反应的上游始动因子*

3P\V$

基因表达呈现持续升高趋

势#在
0/J

略下降#与蛋白表达趋势类似*

F[.

*

V

是一种功能多样的核转录因子#基础状态下主要存

在于真核细胞胞质#在活化因素的激活下可迅速从细胞质转移

至胞核与相应的
EFG

结合位点特异性结合#随后启动)调控炎

性因子的表达#造成组织损伤*然而升高的炎性因子反过来可
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充当活化因素再次激活
F[.

*

V

形成一种正反馈途径不断地促

进炎症的发生)发展#可见
F[.

*

V

是炎性反应的中心环节*脑

缺血能诱导
F[.

*

V

的激活#激活的
F[.

*

V

在脑缺血无菌性炎

性损伤'

$2

(

)脑水肿)神经细胞凋亡等方面均发挥着重要作用*

本研究得出
F[.

*

V

在心肺复苏术后海马组织蛋白表达随

着自主循环恢复时间延长逐渐上升#

10J

为峰值#后缓慢下降#

其基因表达与蛋白表达一致#与
S7,

8

等'

$'

(的研究结果一致*

F[.

*

V

与
3P\V$

蛋白表达相关性分析显示二者呈显著正相

关$

:h%&(-/

#

!h%&%%%

&*

34

染色观察大鼠心肺复苏术后脑

缺血病理改变与海马组织中
3P\V$

)

F[.

*

V

表达变化趋势基

本一致#从病理形态学方面支持以上结论*另外研究发现胞外

的
3P\V$

可与受体
BG\4

)

56B1

"

0

等结合通过不同信号通

路介导
F[.

*

V

活化'

$)

(

*以上提示
3P\V$

位于
F[.

*

V

上游#

进而推测在心肺复苏术后早期由受损)坏死的细胞被动释放的

3P\V$

是启动心肺复苏术后早期脑炎性反应的主要炎性

因子*

综上所述#

3P\V$

和
F[.

*

V

在心肺复苏术后大鼠海马组

织中变化趋势一致#并且二者之间呈显著正相关性#表明

3P\V$

"

F[.

*

V

信号通路可能参与了心肺复苏术后早期脑炎

性损伤#进而加剧脑组织损害*若在此时间窗内给予针对

3P\V$

"

F[.

*

V

信号通路的靶向治疗有望减轻心肺复苏术后

脑炎性损伤)改善神经功能预后*但本研究仍需延长观察时

间#扩大样本量#设计通道.分子开关/做进一步地研究探索)

证实*
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