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内质网应激对大鼠局灶性脑缺血再灌注后听皮层损伤的作用$
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#摘要$

!

目的
!

探讨内质网应激对大鼠局灶性脑缺血再灌注后听力损伤的作用及机制$方法
!

将
*%

只健

康雄性
CB

大鼠"分为假手术组!

C@9G

组#和缺血再灌注组!

K

,

4

组#"每组
!#

只$采用线栓法制备大脑中动脉

栓塞模型"假手术组只分离颈部血管"不插入线栓$脑缺血
/%G-2

后再灌注
&)@

$于术前及术后
&)@

检测听

性脑干反应!

5E4

#"术后
&)@

行神经功能评分"用三苯氯化四氮唑!

\\Q

#法检测脑梗死体积"

HO

染色法观察

听皮层神经元病理变化"末端标记法观察神经细胞凋亡状况"计算凋亡指数$免疫组织化学及蛋白免疫印迹
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#法测定葡萄糖调节蛋白
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#&天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶
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#蛋白表

达$结果
!

与
C@9G

组比较"

K

,

4

组神经功能评分升高"脑梗死体积增加"

5E4

反应阈明显增加$

HO

染色

C@9G

组神经元边界清楚"形态正常"结构完整'

K

,

4

组正常组织结构消失"细胞核固缩&深染"细胞周围空泡变'

凋亡指数显著增加"
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蛋白表达明显上升"两组比较差异均有统计学意义!
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#$结论
!

局灶性脑缺血再灌注损伤后听力损伤可能与内质网应激有关"
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可能参与了内质网应激介导

的听皮层神经元细胞凋亡过程$

#关键词$
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脑缺血'内质网应激'缺血再灌注损伤'听性脑干反应
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研究表明脑缺血再灌注时缺血缺氧$自由基蓄积

及三磷酸腺苷耗竭等都可能导致内质网应激!
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%过度
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可以

引起神经细胞凋亡#进一步加重脑损伤%据报道听力

%))!

重庆医学
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年
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卷第
!!
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基金项目&河北省卫生和计划生育委员会医学科学研究重点课题!

&%!/%!%'

"%

!

作者简介!吕哲!
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"#硕士#副主任医师#主要研究

方向为耳科疾病的基础和临床研究%
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缺失与脑卒中密切相关(

*

)

%众所周知#听皮层是听觉

系统的最高级中枢%初级神经元的退行性变及凋亡

将导致中枢对传入信息的感知能力下降#对声音信息

的认知和处理的能力下降%以往对缺血再灌注损伤

导致的听力损伤研究多集中于外周听觉系统#而对中

枢病变研究较少(

)3/

)

%本研究通过建立局灶性脑缺血

再灌注模型#观察内质网应激相关因子葡萄糖调节蛋

白
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:;>,1F=F
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;:98F+

?
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M4I'(

"$天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶
3!&

!

Q91

?
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"在听皮层

的表达#阐述脑缺血再灌注对听力损害的可能机制%

!

!

材料与方法

!.!

!

实验动物
!

健康雄性清洁级
CB

大鼠
*%

只#体

质量
&#%

!

&(%

7

#无耳毒性药物使用史#无噪声暴露

史#耳廓反射灵敏#由河北医科大学实验动物中心提

供%动物许可证号&

CQ̂ R

!冀"

&%!*3!3%%*

%饲养条

件&以标准饲料喂养#恒温
&%

!

&#e

#昼夜交替%采

用随机数字表法把实验动物分为两组&缺血再灌注组

!

K

'

4

组"

!#

只#假手术组!

C@9G

组"

!#

只%

!."

!

仪器与试剂
!

KQC3QH54\43OI

型
5E4

电位

仪!麦德森医疗器"#

\;2F:

试剂盒!

4,>@F

公司"#三苯

氯化四氮唑!

\\Q

#

C-

7

G9

公司"#兔抗鼠
Q91

?

91F3!&

抗体$

M4I'(

抗体!

C9289Q=;a

公司"#免疫组织化学

试剂盒!渤海生物工程有限公司"#羊抗兔
K

7

M

荧光抗

体!碧云天生物技术有限公司"%

!.#

!

方法

!.#.!

!

X5QN

模型建立
!

大鼠以
!%6

水合氯醛全

身麻醉后#依次分离颈总动脉和颈内$颈外动脉#结扎

颈外动脉远端#颈外动脉上剪一小口#把标记好的栓

线从切口处插入颈内动脉#随后向上深入#大约距颈

总动脉分叉处!

!(.#c%.#

"

GG

#此时堵住大脑中动脉

开口#随即结扎固定#计时
/%G-2

#然后轻轻取出线

栓%

C@9G

组只进行血管分离并不插入线栓%

&)@

后

进行检测和处死$取材%

!.#."

!

神经功能缺失评分
!

采用改良
P,2

7

9

法#即

单盲
/

级
#

分法进行评分%

%

分&无神经损伤症状表

现,

!

分&提尾时不能伸展对侧的前肢,

&

分&提尾时对

侧的前肢屈曲,

*

分&行走时轻度向对侧转圈,

)

分&行

走时向对侧严重转圈,

#

分&向对侧跌倒#不能自主

行走%

!.#.#

!

听性脑干反应!

9;+-8,=

A

<=9-218FG=F1

?

,21F

#

5E4

"测试
!

分别对造模前和造模
&)@

后的两组动

物进行检测%检测方法为&水合氯醛麻醉后置于隔声

屏蔽室内#选用听性脑干诱发电位检测仪#采用短声

为刺激声#增益为
#%L

#速率为每秒
&!.!

次#极性为

交替波#观察时程
!%G1

(

'

)

%将初始刺激强度定为
"%

+ECIP

#随后以
#+ECIP

逐渐递减%直到递减至出

现
&

次
5E4

%

波的波形不一致#此时增加
#+ECIP

进行检测#当重复波形出现一致时#即可记为
5E4

的

反应阈值%

!.#.$

!

脑梗死体积测定
!

麻醉后每组取
#

只大鼠断

头取脑#将其均匀切成
#

片冠状切片#随即浸入
&6

\\Q

溶液中染色
*%G-2

#在多聚甲醛溶液中固定
&)

@

#取出拍照#计算梗死体积%脑梗死体积百分比
D

(总梗死体积
$

!梗死侧半球体积
$

梗死对侧半球体

积")'梗死对侧半球体积
d!%%6

%

!.#.%

!

HO

染色观察听皮层组织学改变
!

大鼠全身

麻醉后暴露心脏#自心尖处将灌注针插入#以
)6

多聚

甲醛灌注#固定后取脑%准确取材听皮层区域!参照

*大鼠脑立体定位图谱+"#组织置于固定液中
&)@

以

上#之后石蜡包埋$切片%切片常规经脱蜡$初染$复

染$脱水$封片等工序处理后进行观察%

!.#.&

!

原位缺口末端标记!

\YJOP

"法检测凋亡神

经细胞
!

常规处理制备好的石蜡切片后#按试剂盒说

明书进行操作后#置于光镜下观察#若细胞核内为棕

黄色即为阳性细胞%随机选择并计算
#

个高倍视野

中的凋亡指数!

5K

"%

5KD

!凋亡细胞数'细胞总数"

d

!%%6

%

!.#.J

!

免疫组织化学观察听皮层
M4I'(

$

Q91

?

91F3

!&

表达
!

将经抗原修复#灭活酶后的石蜡切片#滴加

一抗$二抗#

B5E

显色及复染#封固后于显微镜下观

察%随机选取
#

个不同的视野进行图像分析!采用

KG9

7

F3I=,I:;1/.%

软件"%

!.#.K

!

蛋白免疫印迹!

SF18F=2<:,8

"法检测
M4I'(

$

Q91

?

91F3!&

蛋白表达
!

麻醉后取出大鼠梗死侧听皮

层脑组织#迅速制备脑组织匀浆#在离心机中离心
*%

G-2

后取上清液#进行蛋白定量%按说明书操作变性$

上样之后#电泳$转膜#将其置入
#6

脱脂奶粉室温封

闭
!@

#分别加入兔抗
Q91

?

91F3!&

多克隆抗体#兔抗

M4I'(

多克隆抗体#孵育过夜后洗膜#再加入羊抗兔

K

7

M

荧光抗体#孵育
!@

#应用远红外荧光扫描成像系

统#以
&

39>8-2

的表达为内参照#测定目标带单位密度#

M4I'(

'

&

39>8-2

$

Q91

?

91F3!&

'

&

39>8-2

比值代表蛋白相

对表达水平%

!.$

!

统计学处理
!

采用
CICC!'.%

统计软件进行数

据处理#计量资料以
Kc>

表示#采用独立样本
:

检验#

以
"

#

%.%#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

神经功能缺失评分$脑梗死体积比较
!

K

'

4

组表

现出不同程度的脑缺血性损伤#

C@9G

组无行为学改

变#经
\\Q

染色后
C@9G

组脑组织显示出均匀的红

色%与
C@9G

组比较#

K

'

4

组脑组织显示为大范围苍

白色梗死区域#两组脑梗死体积$神经功能缺失评分$

5K

比较差异均具有统计学意义!

"

#

%.%!

"#见表
!

%

"."

!

5E4

反应阈
!

造模前两组
5E4

反应阈比较差

异无统计学意义!

"

"

%.%#

"#造模后两组比较差异有

统计学意义!

"

#

%.%!

"%

K

'

4

组造模前后差异有统计

!))!

重庆医学
&%!(

年
)

月第
)'

卷第
!!

期



学意义#

C@9G

组造模前后差异无统计学意义!

"

"

%.%#

"#见表
&

%

表
!

!!

大鼠神经功能缺损评分(脑梗死体积(

5K

比较%

Kc>

'

组别 神经功能评分!分" 脑梗死体积!

6

"

5K

!

6

"

C@9G

组
% % *.)%c!.#&

K
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组神经元边界清楚#结

构完整#形态正常#高倍镜下核仁清晰#细胞核圆而

大#
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组正常组织结构消失#细胞排列紊乱#细胞周

围空泡变#细胞质嗜伊红#细胞核固缩$深染!图
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法检测凋亡神经细胞
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缺血再灌注后

&)@

后#
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'

4

组阳性细胞明显增多#细胞形态上有改

变#两组
5K

比较差异具有统计学意义%提示缺血再

灌注可以诱导细胞凋亡!表
!

$图
&
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组阳性细胞明显增多#两组比较差异具有统

计学意义!

"

#

%.%!

"%

Q91

?

91F3!&

抗原阳性细胞呈棕

黄色#以细胞质表达为主#在
C@9G

组中微量表达#再

灌注
&)@

后#

K

'

4

组阳性细胞较
C@9G

组明显增多#

&))!

重庆医学
&%!(

年
)

月第
)'

卷第
!!

期



!!

5

$

E

&

M4I'(

,

Q

$

B

&

Q91

?

91F3!&

,

$

&

"

#

%.%!

#与
C@9G

组比较

图
)

!!

SF18F=2<:,8

检测
M4I'(

和
Q91

?

91F3!&

蛋白表达

两组比较差异具有统计学意义!

"

#

%.%!

"#见图
*

%

".&

!

SF18F=2<:,8

检测
M4I'(

$

Q91

?

91F3!&

蛋白表

达
!

C@9G

组大鼠脑组织仅有少量
M4I'(

$

Q91

?

91F3

!&

蛋白表达#

K

'

4

组
&)@

表达
M4I'(

$

Q91

?

91F3!&

蛋

白较
C@9G

组明显增加#两组比较差异有统计学意义

!图
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听皮层是大脑皮质的一个亚皮质区域#也是听觉

系统的最高级中枢#是众多下调通路的源头#能在听

觉系统的各个层面上影响神经信息处理%听觉皮质

接受来自大脑中动脉的血供#皮层的功能也与缺血性

损伤密切相关%听觉皮质神经元在缺血缺氧情况下

容易发生细胞凋亡%课题组在前期的工作中采用夹

闭双侧颈总动脉方法造成全脑缺血再灌注模型#观察

了内质网应激反应及相关因子在听皮层的变化(

'3(

)

%

在本研究中#通过建立局灶性缺血再灌注模型#并通

过神经功能评分$

\\Q

染色证实模型制作成功%从形

态学上可以观察到
K

'

4

损伤区细胞有明显的变化%

对两组大鼠进行
5E4

测试发现#与
C@9G

组相比#

K

'

4

组显示出
5E4

反应阈明显升高%因此笔者推断听

皮质损伤可能是听力损伤早期阶段最重要的改变%

内质网是细胞内蛋白质合成以及修饰的主要场

所#同时也是细胞内钙离子的储存库(

"3!!

)

%神经系统

的内质网系统高度发达#对内外部环境的刺激如缺血

缺氧$氧化应激及营养物质缺乏等非常敏感%当遇到

各种有害刺激时#可以引起
O4C

#此时大量蛋白质在

细胞内未正确折叠或错误折叠并大量堆积#从而导致

钙离子紊乱%当这些蛋白质少量出现时#可以通过内

质网相关降解途径进行清除%但大量出现并且超出

了内质网的自身清除能力时#细胞内一系列级联反应

通路被激活#促使具有保护作用的蛋白质生成#使细

胞免受应激反应的损伤#维护机体的内环境稳定和生

理平衡#称为非折叠蛋白反应!
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#
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"%但是如果严重而持续的
O4C

超过自

身调节能力#则导致细胞凋亡和组织损伤(

!&3!*

)

%

内质网应激相关性凋亡及凋亡相关蛋白近年来

成为研究的热点%

O4C

诱导的
YI4

主要通过转录激

活因子
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种感应蛋白

介导的信号通路来实现(

!)

)

%

M4I'(

被认为是
O4C

的经典标志物之一%在正常情况下与上述
*

个感应

蛋白结合#封闭了它们的信号%当机体处于应激状态

下#

M4I'(

首先被释放出来与非折叠蛋白结合#达到

阻止这些非折叠蛋白输出内质网的目的#进而对细胞

起保护作用(

!#

)

%在本研究中#局灶性缺血再灌注
&)@

后
M4I'(

表达明显上调提示#缺血再灌注启动了

O4C

过程%

Q91

?

91F3!&

途径是内质网应激引发凋亡的一个

重要途径%正常情况下
Q91

?

91F3!&

是
O4C

诱发凋亡

的特异性介质#非
O4C

相关刺激诱导的细胞凋亡中

不被激活%研究表明#抑制
Q91

?

91F3!&

介导的
O4C

通路后#缺血再灌注后的神经细胞凋亡可以减少%对

于
Q91

?

91F3!&

基因缺陷大鼠#可以抵抗由于内质网应激

引起的凋亡#对于其他死亡刺激并不能抵抗凋亡的发

生(

!/3!'

)

%在本研究中#局灶性脑缺血再灌注后#缺血侧

听皮层凋亡阳性细胞明显增多#

Q91

?

91F3!&

蛋白表达明

显增高#提示内质网应激启动了相关凋亡途径#并进一

步激活相关级联反应#导致神经元发生凋亡%

在脑缺血再灌注损伤过程中#内质网应激介导的

凋亡途径可能是脑缺血损伤听皮层引发听力下降的

可能机制之一%因此#如何抑制内质网应激及其相关

凋亡途径#可为治疗伴有脑血管疾病的突发性耳聋提

供了新的研究思路及研究方向%
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