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摘要　 目的　 观察新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后脑组织的

病理损伤改变、脑组织内质网应激相关因子激活转录因子 ６
（ＡＴＦ６）、肌醇需求因子 １（ ＩＲＥ１）、双链 ＲＮＡ 依赖的蛋白激

酶样内质网激酶（ＰＥＲＫ）的分布及表达变化。 方法　 ７ ｄ 龄

新生大鼠分为假手术组（Ｓｈａｍ 组）和缺氧缺血性脑损伤组

（ＨＩＢＤ 组）。 采用改良 Ｒｉｃｅ 法建立 ＨＩＢＤ 模型。 对造模 ７２
ｈ 时间点的脑组织进行苏木精 － 伊红（ＨＥ）染色观察大脑病

理变化，尼氏染色观察皮质及海马区神经元损伤情况，采用

免疫组化法检测各组大鼠大脑皮质及海马区 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、
ＰＥＲＫ 的表达情况。 造模后 ６、２４、７２ ｈ 分别处死大鼠，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各时间点 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 蛋白表达情

况。 结果　 ＨＩＢＤ 后 ７２ ｈ，ＨＥ 染色显示 Ｓｈａｍ 组未见神经细

胞损伤，ＨＩＢＤ 组可见脑组织神经细胞损伤，且主要损伤部位

为脑皮层及海马区域。 尼氏染色显示 ＨＩＢＤ 组皮质及海马

区受损神经元比例均高于 Ｓｈａｍ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ００１）。 免疫组织化学染色显示，与 Ｓｈａｍ 组比较，ＨＩＢＤ 组

脑组织大脑皮质及海马区中 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 阳性细胞数

（棕黄色）增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＨＩＢＤ 组神经细胞胞质及核内

ＡＴＦ６ 表达均增加，胞核内 ＩＲＥ１ 及胞质内 ＰＥＲＫ 表达增加。
ＨＩＢＤ 组 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 各时间点的蛋白相对表达水平

均高于 Ｓｈａｍ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 新

生大鼠缺氧缺血性脑损伤后，脑损伤的部位主要在大脑皮质

及海马区，且大脑皮质及海马区组织内质网应激因子表达升

高，提示内质网应激相关因子参与其病理性损伤。
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　 　 新生儿缺氧缺血性脑损伤 （ ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）主要是因为围产期发生的缺氧

窒息引起的脑缺氧缺血性损害，是临床上引起新生

儿急性死亡和慢性神经系统损伤的主要原因之

一［１］。 儿童 ＨＩＢＤ 的病死率高达 ６０％ ［２］，虽然目前

较为有效的治疗方法为亚低温治疗，但在损伤早期

有效果［３］，所以深入研究 ＨＩＢＤ 的损伤机制，这对于

ＨＩＢＤ 的治疗具有重要意义。
内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）

是指由于缺氧、缺血等损伤导致细胞内质网稳态失

衡、生理功能发生紊乱及障碍的一种亚细胞器的病

理过程［４］。 ＥＲＳ 可以诱导未折叠蛋白反应（ ｕｎｆｏｌ⁃
ｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ），以恢复细胞内环境的稳

定，但是剧烈或者持久的 ＥＲＳ 可导致细胞凋亡，而
细胞凋亡是引起缺氧缺血性脑损伤的主要机制之

一［５］。 该研究通过观察新生大鼠 ＨＩＢＤ 后 ＥＲＳ 相

关因子激活转录因子 ６（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
６，ＡＴＦ６）、肌醇需求因子 １（ ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｄｅｍａｎｄ ｆａｃｔｏｒ １，
ＩＲＥ１）、双链 ＲＮＡ 依赖的蛋白激酶样内质网激酶

（ＰＫＲ⁃ｌｉｋｅ ＥＲ ｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）的表达、分布及神经元

损伤情况，进一步探讨 ＥＲＳ 在 ＨＩＢＤ 发病机制中的

相关作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 １５ 只健康成年 ＳＤ 大鼠由徐州医

科大学实验动物中心提供，饲养条件为室温（２０ ～
２６ ℃），光照为 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替。 动物合格证

号：ＳＹＸＫ（苏）２０２０⁃００４８。 按照 １ ∶ ２ 雄雌比例进行

交配繁殖，孕鼠单独喂养，待产子后选用 ７ ｄ 龄 ＳＤ
大鼠作为实验对象。
１． ２ 　 试剂与仪器 　 ＡＴＦ６ 一抗 （兔）、 ＩＲＥ１ 一抗

（兔）、ＰＥＲＫ 一抗（兔）、β⁃ａｃｔｉｎ 一抗及 β⁃ａｃｔｉｎ 二抗

购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司，羊抗兔二抗购自上海碧云天

生物技术有限公司，ＨＥ 染色试剂盒购自大连美伦

生物技术有限公司等。 荧光显微镜（ＢＸ⁃４３）、数字

切片扫描系统（ＶＳ１２０）购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司。
１． ３　 动物模型制备　 参照相关文献［６］ 制作新生大

鼠缺氧缺血性脑损伤模型（ＨＩＢＤ 组）：７ ｄ 龄 ＳＤ 大
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鼠无水乙醚吸入麻醉，仰卧位固定，沿颈正中线切开

皮肤，游离出右侧颈总动脉，碘伏浸泡丝线进行结

扎，缝合切口后回窝休息 ２ ｈ，再置入缺氧箱中，设置

３７ ℃恒温水浴箱，以 １ ～ ２ Ｌ ／ ｍｉｎ 的速度输入含 ８％
氧气、９２％氮气的混合气体，持续 ２ ｈ，造成缺氧缺血

性脑损伤。 假手术组（Ｓｈａｍ 组）切开颈部皮肤，游
离右颈总动脉后缝合切口，不结扎，也不缺氧，缝合

切口后呼吸正常空气。
１． ４　 动物分组　 清洁级 ７ ｄ 龄新生 ＳＤ 大鼠，１２ ～
１８ ｇ，随机分为 Ｓｈａｍ 组、ＨＩＢＤ 组，每组按照术后时

间点不同进一步分为 ６、２４、７２ ｈ 三个亚组，６ ｈ、２４ ｈ
每个亚组 ８ 只，７２ ｈ 每个亚组 １６ 只，６、２４、７２ ｈ 各 ８
只大鼠用于蛋白检测，７２ ｈ 的余 ８ 只大鼠用于 ＨＥ
染色、免疫组化及尼氏染色。
１． ５　 方法

１． ５． １　 标本制备新生大鼠脑组织的获取　 各组新

生大鼠在各时间点断头取脑，称取右侧新鲜脑组织

约 １００ ｍｇ，置于匀浆管中并加入含有蛋白酶抑制剂

的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解蛋白，匀浆结束后，将液体转移

至新的 ＥＰ 管中，４ ℃、１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸
取上清液，使用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后于 － ８０ ℃
保存。

新生 ＳＤ 大鼠于 ７２ ｈ 取材，开胸后充分暴露心

脏，从心尖部插入灌注针头至左心室，剪开右心耳，
快速灌注 ５０ ｍｌ ０. ９％ ＮａＣｌ，同时观察肝、肺组织颜

色变白、右心耳流出处液体为无色透明后，灌注 ４ ℃
预冷的 ４％多聚甲醛 ５０ ｍｌ，待其四肢抽动及全身组

织变硬后取材，打开乳鼠颅腔，仔细摘取其脑组织，
固定于 ４％多聚甲醛中，置于 ４ ℃冰箱过夜。
１． ５． ２　 ＨＥ 染色　 取缺氧缺血 ７２ ｈ 后大脑常规固

定、脱水、石蜡包埋，统一取海马区行冠状位脑组织切

片，切片常规脱蜡、复水，进行 ＨＥ 染色，于光学显微

镜下观察各组神经细胞的形态改变并拍摄组织图片。
１． ５． ３　 尼氏染色　 取石蜡切片行尼氏染色液染色，
光学显微镜下观察存活神经元数量和胞质出现的尼

氏小体并拍摄组织图片。
１． ５． ４　 免疫组化　 取石蜡切片脱蜡至水，放入预热

的柠檬酸缓冲液进行抗原修复。 取适量 ３％过氧化

氢覆盖组织，室温孵育 １０ ｍｉｎ，３％ ＢＳＡ 室温封闭 ３０
ｍｉｎ，孵育一抗（１ ∶ ４００）切片平放于湿盒内 ４ ℃孵

育过夜。 次日孵育二抗（１ ∶ ４００），室温孵育 １ ｈ，
ＤＡＢ 显色，苏木精染色细胞核，脱水、封片，显微镜

镜检，采集图像分析。
１． ５． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 实验前取出部分蛋白样

品，通过 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，并转移至 ＰＶＤＦ
膜，封闭，一抗 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ（１ ∶ １ ０００）于 ４ ℃
孵育过夜，洗膜 ３ 次，每次 ５ｍｉｎ，二抗（１ ∶ ５ ０００）室
温孵育 ２ ｈ，洗膜 ３ 次，每次 ５ｍｉｎ，使用凝胶成像系

统拍照并保存图片，ＩｍａｇｅＪ 软件分析相对灰度值，以
β⁃ａｃｔｉｎ 为内参标化相关蛋白表达量。
１． ６　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２４. ０ 统计软件对数

据进行分析，实验结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间比较采

用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 脑组织病理改变　 Ｓｈａｍ 组脑组织的神经细胞

排列正常、整齐，层次清晰、形态及数量正常，包膜完

整，核居中且圆，核仁深，异染色质少。 ＨＩＢＤ 组可

见皮质及海马区脑组织的神经细胞数量减少，排列

紊乱，细胞间隙增大，结构不清，细胞质疏松，淡染，
细胞胞质空泡化，表现为核固缩，并伴有细胞坏死，
部分细胞膜破裂等。 见图 １。

图 １　 各组脑组织病理学改变

黑色箭头：神经元细胞胞质空泡化、细胞核固缩；红色箭头：细胞膜破裂；蓝色箭头：神经元坏死
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２． ２　 各组大鼠皮质及海马区凋亡情况比较　 尼氏

染色结果显示 Ｓｈａｍ 组神经元细胞体呈圆形，核仁

清晰，胞质深染，存在染色较深的尼氏小体。 与

Ｓｈａｍ 组比较，ＨＩＢＤ 组大脑皮质及海马区细胞皱缩、
细胞核固缩，部分胞核偏位或溶解，空泡样表现，尼
氏小体染色稀释且色浅，尼氏体数量减少，神经元变

性严重，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ００１）。 提示缺氧

缺血性脑损伤新生大鼠神经元受损增加，神经元凋

亡率增加。 见图 ２、表 １。

图 ２　 各组脑组织尼氏染色结果 × ４００
黑色箭头：尼氏小体；红色箭头：空泡样变、细胞核固缩

表 １　 两组大脑皮质及海马区尼氏体染色阳性

神经元数占神经元总数比值（ｎ ＝ ８，个 ／ 高倍视野，�ｘ ± ｓ）

组别 大脑皮质 海马区

Ｓｈａｍ ０． ４２５ ± ０． ０５３ ０． ５２９ ± ０． １５４
ＨＩＢＤ ０． ２３６ ± ０． ０３７ ０． １９８ ± ０． ０９０
ｔ 值 ８． ８１７ ５． ７９０
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

２． ３　 各组新生大鼠脑组织 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 表

达情况　 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 阳性染色均呈棕黄色，
阳性表达主要在损伤侧皮质及海马区，Ｓｈａｍ 组新生

大鼠损伤侧大脑皮质及海马区胞质有少量 ＡＴＦ６ 表

达，胞核中有少量 ＩＲＥ１ 表达，胞质中有少量 ＰＥＲＫ
表达，而 ＨＩＢＤ 组损伤侧皮质及海马区胞质及核内

ＡＴＦ６ 表达均增加，且核内表达增加明显，胞核内

ＩＲＥ１ 表达增加，胞质内 ＰＥＲＫ 表达增加，表明缺氧

缺血后，３ 个 ＥＲＳ 感受因子功能均活化并启动

ＵＰＲ，并激活 ３ 个因子介导的凋亡通路造成脑损伤。
与 Ｓｈａｍ 组比较，ＨＩＢＤ 组新生 ＳＤ 大鼠大脑皮质及

海马中 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 阳性细胞数（棕黄色）增
加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３ 和表 ２、３。

表 ２　 各组皮质 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 的表达

免疫组化阳性细胞数比值（ｎ ＝ ８）

组别 ＡＴＦ６ ＩＲＥ１ ＰＥＲＫ
Ｓｈａｍ ０． ２２ ± ０． １２ ０． １６ ± ０． ０６ ０． １７ ± ０． ０９
ＨＩＢＤ ０． ８３ ± ０． ０７ ０． ８２ ± ０． ０８ ０． ６９ ± ０． ０６
ｔ 值 １３． ３９ １９． ９３ １７． ５７
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

表 ３　 各组海马区 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 的表达

免疫组化阳性细胞数比值（ｎ ＝ ８）

组别 ＡＴＦ６ ＩＲＥ１ ＰＥＲＫ
Ｓｈａｍ ０． １５ ± ０． ８４ ０． １３ ± ０． １２ ０． ０６ ± ０． ０３
ＨＩＢＤ ０． ７５ ± ０． ０９ ０． ７５ ± ５１． ９７ ０． ６７ ± ０． ０９
ｔ 值 １０． ４９ ９． ９５ ２１． １１
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

２． ４ 　 各组大鼠脑组织不同时间点 ＡＴＦ６、 ＩＲＥ１、
ＰＥＲＫ 蛋白表达比较　 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＨＩＢＤ 组各

时间点损伤侧脑组织中 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 蛋白表

达随造模时间延长呈显著增高趋势，以 ７２ ｈ 时间点

表达量最高， 见图 ４Ａ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 蛋白在 ６、２４、７２ ｈ 时间点，ＨＩＢＤ
组较 Ｓｈａｍ 组升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。
见图 ４Ｂ ～ Ｄ。

３　 讨论

　 　 新生儿 ＨＩＢＤ 是围产期发生的严重疾病［７］，可
导致患儿出现智力低下、学习障碍、癫痫、脑瘫等神

经功能受损症状，甚至死亡，给家庭及社会带来巨大

的经济负担。 在我国 ＨＩＢＤ 是导致新生儿死亡及儿

童致残的主要原因，相关研究［８］ 显示，新生儿缺氧

缺血性脑损伤在发达国家中大约每 １ ０００ 例存活的

新生儿中有 １ ～ ８ 例患病，而在发展中国家每 １ ０００
例存活的新生儿中患病者高达 ２６ 例。 目前唯一公

认有效的治疗方法为亚低温治疗［９］，且仅在 ６ ｈ 之

内使用对于中度的 ＨＩＢＤ 有效，重度 ＨＩＢＤ 无明显疗

效。 因此研究缺氧缺血性脑损伤的发病机制，降低

ＨＩＢＤ 引起的死亡及致残率是儿科领域急需解决的

重要问题。
研究［１０］表明凋亡是新生大鼠缺氧缺血性脑损

主要机制之一。 而 ＥＲＳ 通路是介导细胞凋亡的重

要途径。 内质网作为细胞内最大的细胞器，在蛋白

质合成、加工和转运等过程中发挥重要作用。 内质

网对细胞内外环境的改变非常敏感，缺氧缺血等损

伤可导致 ＥＲＳ。 有研究［１１］证实在缺氧缺血环境下，
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图 ３　 各组脑组织免疫组化染色 × ４００
Ａ：各组脑组织皮质 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 阳性表达细胞；Ｂ：各组脑组织海马区 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 阳性表达细胞

ＥＲＳ 会激活内质网的未折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ），以适应缺氧缺血损伤，但长时

间以及表达过强的 ＥＲＳ 可启动细胞凋亡。 正常情

况下内质网分子伴侣葡萄糖调节蛋白 ７８ （ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ７８，ＧＲＰ７８）和 ３ 个 ＥＲＳ 感受蛋白

ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、 ＩＲＥ１ 结合，处于无活性状态［１２］，一旦

ＥＲＳ 发生，ＵＰＲ 激活导致未折叠的蛋白在内质网内

积聚，使 ＧＲＰ７８ 从 ３ 种跨膜蛋白上解离出来，与未

折叠的蛋白结合，促进其折叠，并激活这上述 ３ 种跨

膜蛋白，使上述三种蛋白功能活化，启动细胞凋亡途

径［１３］。 研究［１４］表明，ＥＲＳ 与许多急慢性神经系统

疾病如脑梗死、癫痫、神经退行性疾病等相关。 但

ＥＲＳ 在缺氧缺血性脑损伤中的确切作用机制尚未阐

明。
本研究显示，ＨＥ 染色、尼氏染色显示 ＨＩＢＤ 后

脑损伤的神经细胞数目增多，神经元内尼氏体数量

减少，提示神经元损伤增加，且主要的损伤部位在损

伤侧的皮质和海马区。 免疫组化结果显示 Ｓｈａｍ 组

新生大鼠损伤侧大脑皮质及海马区胞质中有少量

ＡＴＦ６ 表达，胞核中有少量 ＩＲＥ１ 表达，胞质中有少

量 ＰＥＲＫ 表达，而 ＨＩＢＤ 组损伤侧皮质及海马区胞

质及核内 ＡＴＦ６ 表达增加，且核内表达增加明显，胞
核内 ＩＲＥ１ 表达增加，胞质内 ＰＥＲＫ 表达增加，表明

新生大鼠缺氧缺血时，３ 个 ＥＲＳ 感受因子功能均活

化并启动 ＵＰＲ，结合脑组织神经元损伤及凋亡增加

的结果，表明 ３ 个 ＥＲＳ 感受因子最终启动凋亡通路

造成脑损伤。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示，新生大鼠缺氧

缺血性脑损伤后 ６ ｈ，ＥＲＳ 相关因子 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、
ＰＥＲＫ 的表达量开始增加，７２ ｈ 表达最高，进一步提

示新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后，发生 ＥＲＳ，且 ３ 个

ＥＲＳ 感受因子介导的凋亡通路被激活，凋亡途径主

要是 ＣＨＯＰ 通路、 Ｃａｓｐａｓｅｓ 通路及 ＪＮＫ 通路［１５］，
ＣＨＯＰ 在生理条件下表达较低， 而 ＡＴＦ６、 ＩＲＥ１、
ＰＥＲＫ 均能诱导 ＣＨＯＰ 的转录，使 ＣＨＯＰ 表达增加，
从而诱导细胞凋亡。

综上所述，新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后导致

内质网功能受损，进一步启动 ＥＲＳ 介导的神经元凋

亡，ＥＲＳ 介导的细胞凋亡是一种新的凋亡途径，由此
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图 ４　 各组新生大鼠大脑组织免疫印迹蛋白表达情况

Ａ：各组新生大鼠损伤侧脑组织不同时间点 ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ 蛋白表达；Ｂ ～ Ｄ：Ａ 图蛋白表达情况统计分析结果；与 Ｓｈａｍ 组比较：
∗Ｐ ＜ ０. ０５

可见 ＥＲＳ 在缺氧缺血性脑损伤中起重要作用，因此

减少 ＥＲＳ 可能是早期阻断新生儿缺氧缺血性脑损

伤细胞凋亡的有效靶点。
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