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[关键词] 　 局灶性脑缺血ꎻ　 低密度脂蛋白胆固醇受体ꎻ　 ｐ３８￣丝裂原激活蛋白激酶信号通路

[摘　 要] 　 目的　 初步探索 ｐ３８￣丝裂原激活蛋白激酶(ｐ￣３８ＭＡＰＫ)与低密度脂蛋白胆固醇受体(ＬＤＬＲ)在高血脂

加重脑缺血的作用ꎮ 方法　 将大鼠分为假手术组(正常饲料)、正常＋大脑中动脉栓塞(ＭＣＡＯ)组(正常饲料)与高

脂＋ＭＣＡＯ 组(高脂饲料)ꎬ喂养 ３０ 天ꎬ行大脑中动脉线栓法(ＭＣＡＯ)造成局灶性脑缺血ꎮ 测定血脂水平ꎬ通过神经

活动评分、缺血脑组织梗死重量、ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 测定 ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达、免疫荧光对 ＬＤＬＲ 与 ｐ￣ｐ３８
双染等指标ꎬ观察高脂饲料对脑缺血程度的影响ꎮ 结果　 高脂＋ＭＣＡＯ 组血清甘油三酯(ＴＧ)、总胆固醇(ＴＣ)、低密

度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)均显著高于正常＋ＭＣＡＯ 组(Ｐ<０.０１)ꎮ 高脂＋ＭＣＡＯ 组与正常＋ＭＣＡＯ 组比较ꎬ神经活动评

分明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ且程度随时间加重(Ｐ<０.０１)ꎬ缺血脑组织重量明显增加(Ｐ<０.０１)ꎻ脑皮层细胞凋亡率明显

增加(Ｐ<０.０１)ꎬ海马组织 ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ位于海马组织 ＣＡ１ 区ꎻＬＤＬＲ 荧光染色明显增加ꎬ位
于海马组织锥体细胞层ꎮ 结论　 ＬＤＬＲ 与 ｐ￣ｐ３８ 在高血脂加重脑缺血的作用位点不同ꎬＬＤＬＲ 染色定位于海马组织

锥体细胞层ꎬｐ￣ｐ３８ 定位在 ＣＡ１ 区非锥体细胞层ꎬ提示高血脂加重脑缺血可能从 ＬＤＬＲ 受体和 ｐ３８￣ＭＡＰＫ 信号通路

途径(与巨噬细胞炎性环节有关)两个环节起作用ꎮ
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　 　 高血脂是心血管疾病的危险因素ꎬ增加脑缺血 患病风险ꎬ导致神经功能预后恶化ꎮ 脂蛋白受体介
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导的内吞途径是细胞摄取脂质的主要方式ꎬ已有研

究阐明低密度脂蛋白胆固醇受体( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＬＤＬＲ)通过摄取富含胆固醇的脂蛋

白而形成泡沫细胞是动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ
Ａｓ)形成的重要机制ꎬ该途径与巨噬细胞凋亡有

关[１]ꎮ ｐ３８￣丝裂原激活蛋白激酶(ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)信号通路参与了这一过程ꎬ是
介导细胞产生生物学反应的一组重要的蛋白激酶ꎬ
外界刺激时ꎬＭＡＰＫｓ 调控生长、发育、分裂、分化、死
亡[２]ꎬ在脑损伤级联反应中能将细胞外刺激信号传

递到细胞核ꎬ脑缺血早期 ｐ３８ 可被激活ꎬ在缺血区胶

质细胞核神经元表达增加ꎬ并呈现时间相关性ꎬ提
示 ｐ３８￣ＭＡＰＫ 信号通路在脑缺血神经元凋亡过程中

起重要调控作用[３]ꎬｐ３８ 表达与巨噬细胞凋亡有密

切联系[４]ꎮ 本研究在大鼠高血脂饲料喂养下予以

大脑中动脉栓塞 (ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ
ＭＣＡＯ)致局灶性脑缺血ꎬ与非高脂饲料喂养大鼠的

ＭＣＡＯ 缺血程度、行为学评分、脑组织形态、细胞凋

亡程度进行比较ꎬ并从 ｐ３８ 蛋白与 ＬＤＬＲ 在海马组

织表达特点ꎬ阐明 ＬＤＬＲ 与 ｐ３８￣ＭＡＰＫ 信号通路两

个途径介导的大鼠局灶性脑缺血的脑损伤程度ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 药品试剂及器材

ＭＣＡＯ 栓线:北京沙东生物技术有限公司提供ꎬ
产品编号:２４３２￣Ａ４ꎻ红四氮唑(ＴＴＣ)ꎬ天津市瑞金特

化学品有限公司ꎬ批号:津 Ｑ / ＨＸ３２５１￣２００３ꎻＧＬＡＭ￣
ＯＵＲ ３０００ 全自动生化分析仪ꎻＡＳＰ２００Ｓ 自动真空组

织脱水机ꎻＬｅｉｃａ ＥＧ１１５０Ｈ 自动生物组织包埋机ꎻ
Ｌｅｉｃａ ＲＭ２２５５ 切片机ꎻＯＬＹＭＰＵＳ 显微镜ꎻＩＤＡ￣２０００
高清晰度数码显微图象分析系统ꎻ电泳仪(美国ꎬ
ＢＩＯＲＡＤ)ꎻ转移脱色摇床(海门其林贝尔仪器制造

公司)ꎻ电泳槽(北京六一仪器厂)ꎻＰＶＤＦ 膜(美国ꎬ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ)ꎻ医用 Ｘ 射线胶片(美国ꎬ柯达公司)ꎻｐ３８
抗体(美国 ＣＳＴ 公司ꎬ批号 ４５１１ｓ０００６)ꎻＬＤＬＲ 抗体

(美国 Ｓａｎｔａ￣ｓｃ１１８２４)ꎻ抗兔 ４８８ 标记二抗 (美国

Ｓａｎｔａ￣ｓｃꎬ３６２２６１)ꎻ抗羊 ５５５ 标记二抗(美国 Ｓａｎｔａ￣
ｓｃꎬ３６２２６５)ꎻＤＡＰＩ(美国ꎬＳｉｇｍａ)ꎻＴＵＮＥＬ 凋亡试剂

盒(北京中杉金桥)ꎮ
１.２　 动物分组

ＳＤ 大鼠ꎬ体重 ２１０.０~２３０.０ ｇꎬ中国军事医学科

学院卫生学环境医学研究所实验动物中心提供ꎬ许
可证号:ＳＣＸＫ(军)２００９￣００３ꎮ 饲养于具有实验动物

使用许可证的实验设施中[许可证号:ＳＹＸＫ(津)

２０１１￣０００３]ꎮ 大鼠全价成长饲料购自北京科澳协力

饲料有限公司ꎬ许可证号:ＳＣＸＫ(京)２００９￣００１２ꎮ 高

脂饲料由北京科澳饲料有限公司制备ꎬ配方为基础

饲料加蔗糖、炼猪油混合而成ꎬ蔗糖 ２０％、猪油

２０％、胆固醇 ２％、胆盐 ０.３％ꎮ 在实验室适应性喂养

１ 周ꎬ按照体重分层随机分为假手术组(１０ 只)、正
常＋ＭＣＡＯ 组(１０ 只)、高脂＋ＭＣＡＯ 组(１０ 只)ꎮ
１.３　 模型制备

大鼠喂养高脂饲料 ３０ 天 诱导高脂血症模型ꎬ
以甘油三酯(ＴＧ)、总胆固醇(ＴＣ)、低密度脂蛋白胆

固醇(ＬＤＬＣ)显著升高为模型成功判定标准ꎮ 而后

行线栓法局灶性脑缺血模型制备ꎮ 按照 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ
线栓 造 模 方 法ꎮ 腹 腔 注 射 １０％ 水 合 氯 醛

(３.５ ｍＬ / ｋｇ)麻醉ꎮ 大鼠仰卧位固定于手术台上ꎬ
按照常规消毒ꎬ颈部正中切口ꎬ暴露右侧颈总动脉

(ＣＣＡ)和颈外动脉(ＥＣＡ)ꎬ小心分离与颈总动脉伴

行的迷走神经ꎬ用 ５ / ０ 丝线结扎颈总动脉和颈外动

脉ꎬ在距离分叉处 ０.５ ｃｍ 左右用眼科剪将颈总动脉

剪一小切口ꎬ将备用线栓送入切口ꎬ向内推行ꎬ将线

栓沿颈总动脉、颈内动脉顺行至中动脉ꎬ遇到阻力

时停止ꎬ从颈总动脉分叉处计算插入深度 ( １. ８ ±
０.５ ｃｍ)ꎬ造成大鼠大脑中动脉血供阻断ꎮ 等动物造

模苏醒后出现明显偏瘫症状ꎬ身体倾斜ꎬ爬行旋转ꎮ
１.４　 血脂水平观察

大鼠经 ４.５％戊巴比妥钠麻醉后ꎬ经腹主动脉采

血ꎬ离心 ２ ５００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎꎬ全自动生化分析仪测

定大鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ 水平ꎮ
１.５　 神经活动评分

在造模后 ２４、４８ ｈ 对大鼠进行神经活动评分ꎮ
评分标准:０ 分为无神经缺陷ꎬ活动正常ꎻ１ 分为左前

爪不能充分伸展ꎻ２ 分为大鼠向左侧转圈ꎻ３ 分为大

鼠向左侧倾倒ꎻ４ 分为不能自发行走ꎬ意识丧失ꎮ
１.６　 缺血脑组织梗死重量百分比

造模后 ７２ ｈꎬ将大鼠断头处死ꎬ迅速将大鼠大脑

取出ꎬ用冷盐水冲洗后ꎬ快速放于－２０ ℃冰箱中放置

１０ ｍｉｎꎬ待脑组织稍硬后ꎬ取出切掉嗅球、垂体、低位

脑干ꎬ由前向后冠状切片ꎬ均匀切成厚 ２ ｍｍ 脑片ꎬ等
分切成 ５ 片ꎬ置于 １％ＴＴＣ 溶液中ꎬ３７ ℃ 避光孵育

３０ ｍｉｎꎬ每隔 ５ ｍｉｎ 左右翻动 １ 次ꎮ ＴＴＣ 可与正常＋
ＭＣＡＯ 组组织内的脱氢酶系统反应被还原为玫瑰红

色ꎬ因此使正常＋ＭＣＡＯ 组组织染呈玫瑰红色ꎬ梗死组

织呈白色ꎬ且界限分明ꎬ眼科镊精确剥离梗塞部位ꎬ电
子天平精密称取总重并记录ꎮ 脑梗塞比例测定:脑梗

塞比例(％)＝ (梗塞部分重量 / 全脑重量)×１００％ꎮ
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１.７　 ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡

大鼠经麻醉后ꎬ开胸经左心室至主动脉插管ꎬ
剪开右心耳ꎬ快速灌注冰生理盐水 １２０ ｍＬ 和 ４％多

聚甲醛缓冲液 ４５０~６５０ ｍＬꎬ直至四肢僵硬ꎮ 取脑置

于 ４％多聚甲醛磷酸缓冲液中固定ꎬ用于凋亡检测ꎮ
采用 ＴＵＮＥＬ 法检测神经元凋亡数量ꎬ标记步骤按试

剂盒提供的操作手册进行ꎬ对氨基联苯胺显色ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ３８ 蛋白表达

大鼠颈椎脱臼处死ꎬ断头取脑ꎬ于冰上分离坏

死侧海马组织 １００ ｍｇꎬ用冰生理盐水冲洗后ꎬ快速

置于液氮罐中冷冻ꎬ于－８０ ℃冰箱保存ꎮ 测定前在

液氮条件下研磨ꎬ用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞ꎬ蛋白质

提取试剂盒提取总蛋白、考马斯亮蓝法测定蛋白含

量ꎻ制备 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶ꎻ蛋白样品变性和电泳ꎻ凝胶

转膜并分别用非标记一抗及辣根过氧化物酶标记

的二抗对其进行孵育、检测ꎻ经洗膜、曝光、洗片ꎬ用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值ꎮ
１.９　 免疫荧光

将大鼠经 １.１.４ 所述灌洗后ꎬ取海马组织置于 ４％
多聚甲醛磷酸缓冲液中固定ꎬ常规切片ꎬ玻片脱蜡至

水ꎬＰＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ用 ０.５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 孵育 ２０ ｍｉｎꎬ
再用 ＰＢＳＴ 清洗 ２ 次ꎬ封闭孵育 ６０ ｍｉｎꎻ第一抗体 １ ∶
１００ 稀释ꎬ孵育 ４ ℃过夜ꎬＰＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ各 ５ ｍｉｎꎻ
４８８ 标记荧光二抗工作液孵育 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 清

洗 ３ 次ꎻ第二抗体 １ ∶ １００ 稀释ꎬ３７ ℃ ２ ｈꎬＰＢＳＴ 清洗

３ 次ꎻ５５５ 标记荧光二抗工作液孵育３７ ℃ ３０ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎻＤＡＰＩ 核染液 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎꎬ自来水冲

洗 １０ ｍｉｎꎬ甘油封片ꎬ荧光显微镜照相ꎮ
１.１０　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件进行统计学处理ꎮ 各组

数据以 ｘ±ｓ 表示ꎮ 进行独立样本 ｔ 检验和组间比较单

因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组血脂水平的比较

高脂饲料喂养后ꎬ大鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ 水平较

假手术组和正常＋ＭＣＡＯ 组显著升高( Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ表 １)ꎮ
２.２　 各组神经活动评分的比较

线栓造成大脑中动脉阻塞致局灶性脑缺血ꎬ出
现神经功能改变ꎮ 脑缺血大鼠神经功能损伤具有

随时间加重的特点(Ｐ<０.０５)ꎮ 高脂饲料喂养后的

脑缺血大鼠较正常饲料脑缺血大鼠神经功能损伤

严重ꎬ评分明显升高(Ｐ<０.０１ꎬ图 １)ꎮ

表 １. 高脂喂养后各组大鼠血清脂蛋白水平的比较(ｘ±ｓꎬｎ＝１０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｆｅｅｄｉｎｇ(ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)

分组 ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ＴＣ(ｍｇ / ｄＬ) ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

假手术组 ０.０７±０.０２ １.８５±０.２５ ０.４５±０.１４
正常＋ＭＣＡＯ 组 ０.０８±０.０２ ２.１６±０.４７ ０.３２±０.０７
高脂＋ＭＣＡＯ 组 ０.５３±０.１５ａｂ ３.７１±１.１２ａｂ １.１９±０.５１ａｂ

ａ:Ｐ<０.０１ꎬ与假手术组比较ꎻ ｂ:Ｐ<０.０１ꎬ与正常＋ＭＣＡＯ 组比较ꎮ

图 １. 各组局灶性脑缺血大鼠神经活动评分的比较 　 　 ａ:Ｐ<
０.０１ꎬ与正常＋ＭＣＡＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ

２.３　 各组缺血脑组织梗死重量百分比的比较

线栓阻塞大脑中动脉致局部脑缺血ꎬ部分脑组

织呈白色坏死状ꎬ高脂＋ＭＣＡＯ 组梗死面积与正常＋
ＭＣＡＯ 组比较明显增加(Ｐ<０.０１ꎬ图 ２)ꎮ

图 ２. 脑梗死区域 ＴＴＣ 染色以及梗死面积百分比的比较

ａ:Ｐ<０.０１ꎬ与正常＋ＭＣＡＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

６２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



２.４　 各组脑皮层组织形态与细胞凋亡的比较

假手术组神经细胞、胶质细胞及毛细血管形态

正常ꎬ结构完整ꎬ核仁清晰ꎬ胞浆无红染(图 ３Ａ)ꎬ少
见凋亡神经细胞(图 ３Ｄ)ꎮ 正常＋ＭＣＡＯ 组脑组织

水肿ꎬ神经细胞大片消失ꎬ锥体细胞明显减少ꎬ见神

经细胞变性ꎬ胞体变小ꎬ尼氏小体消失ꎬ核固缩深染

(图 ３Ｂ)ꎬ星形细胞和小胶质细胞略见增生ꎬ见大量

凋亡细胞ꎬ细胞体缩小ꎬ核膜皱缩ꎬ染色质浓缩ꎬ呈
棕黄色颗粒(图 ３Ｅ)ꎻ高脂＋ＭＣＡＯ 组核固缩程度较

单纯脑缺血组更为严重(图 ３Ｃ)ꎬ凋亡细胞数量较

正常＋ＭＣＡＯ 组明显增多ꎬ核膜皱缩程度更严重(图
３Ｆ)ꎮ

图 ３. 各组缺血脑皮层 ＨＥ 染色(Ａ、Ｂ、Ｃ)及细胞凋亡(Ｄ、Ｅ、Ｆ)的比较(×２００)　 　 Ａ、Ｄ 为假手术组ꎬＢ、Ｅ 为正常＋ＭＣＡＯ 组ꎬＣ、Ｆ 为

高脂＋ＭＣＡＯ 组ꎮ ａ:Ｐ<０.０１ꎬ 与假手术组比较ꎻｂ:Ｐ<０.０１ꎬ与正常＋ＭＣＡＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ(ＡꎬＢꎬＣ) ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(ＤꎬＥꎬＦ) ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ(×２００)

２.５　 各组 ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达的比较

与假手术组比较ꎬ正常＋ＭＣＡＯ 组大鼠海马组

织 ｐ￣ｐ３８ 蛋白明显升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常＋ＭＣＡＯ
组比较ꎬ高脂＋ＭＣＡＯ 组缺血海马组织 ｐ３８ 蛋白磷酸

化更明显(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫荧光可见高脂＋ＭＣＡＯ 组

海马组织 ｐ￣ｐ３８ 较正常＋ＭＣＡＯ 组绿色荧光更明显

(图 ４)ꎮ
２.６　 缺血海马组织 ｐ￣ｐ３８ 与 ＬＤＬＲ 免疫荧光染色

ＬＤＬＲ 染色于海马椎体细胞层呈红色荧光ꎬ高
脂＋ＭＣＡＯ 组红色荧光程度明显强于假手术组和正

常＋ＭＣＡＯ 组ꎮ ｐ￣ｐ３８ 呈现绿色荧光染色ꎬ位置为非

锥体细胞层(图 ５)ꎮ

３　 讨　 论

高血糖、高血脂是心脑血管疾病的危险因素ꎬ
关于高血糖加重脑缺血在 ＭＡＰＫ 表达的研究已显

示ꎬ高糖可同时激活 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 激酶两条 ＭＡＰＫ 通

路ꎬ并能诱导细胞凋亡ꎻ给予胰岛素样生长因子 １
后ꎬＪＮＫ 活性降低ꎬｐ３８ 激酶活性进一步增强ꎬ能保

护细胞免于凋亡[５]ꎮ 而高血脂作为脑缺血的另一

危险因素ꎬ对脑缺血进程和病变程度的影响也十分

图 ４. 高脂加重大鼠局灶性脑缺血海马组织 ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达

ａ:Ｐ<０.０１ꎬ 与假手术组比较ꎻｂ:Ｐ<０.０１ꎬ与正常＋ＭＣＡＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ

复杂ꎮ 已有学者从血管调节因子方面研究高脂血

症对脑缺血的影响[６]ꎮ 本实验从 ＬＤＬＲ 途径和 ｐ３８￣
ＭＡＰＫ 凋亡途径ꎬ研究高血脂对 ＭＣＡＯ 脑缺血的

影响ꎮ
ＭＡＰＫ 信号传导途径参与介导生长、发育、分
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图 ５. 高脂加重大鼠局灶性脑缺血海马组织 ＬＲＬＤ 与 ｐ￣ｐ３８ 蛋白表达(×２００)　 　 ＬＤＬＲ 呈现红色荧光ꎬ主要位于海马组织椎体细胞

层ꎬ高脂＋ＭＣＡＯ 组 ＬＤＬＲ 染色程度明显强于假手术组与正常＋ＭＣＡＯ 组ꎬ高脂饲料造成海马组织 ＬＤＬＲ 强表达ꎮ ｐ￣ｐ３８ 为绿色荧光ꎬ染色位置

与 ＬＤＬＲ 不同ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＤＬＤ ａｎｄ ｐ￣ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅ￣
ｍｉａ(×２００ )

裂、分化、死亡、细胞间功能同步等多种生物过程ꎬ
它不仅与高血脂加重脑缺血损伤的机制有关ꎬ而且

还与损伤后的组织修复有关ꎮ 在哺乳类动物细胞

中存在着 ＥＲＫ 途径、ＪＮＫ / ＳＡＰＫ 途径和 Ｐ３８ 途径等

３ 条并行的 ＭＡＰＫ 信号通路ꎮ ＭＡＰＫ 信号转导通路

在正常脑生理功能中发挥着重要作用ꎮ 正常小鼠

大脑皮质、海马、小脑和脑干的一些神经核团均可

见 ＭＡＰＫ 基础活性表达ꎬ但脑内不同区域 ＭＡＰＫ 激

活方式和生理功能可能有所不同ꎮ Ｔａｋａｇｉ 等[７]发现

局灶性脑缺血再灌注后 ５ ｍｉｎꎬ皮质和海马神经元中

Ｐ３８、ＪＮＫ 活性开始增强ꎬ再灌注 ３０ ｍｉｎ 达高峰ꎮ 大

鼠心脏骤停 ５ ｍｉｎ 致全脑缺血再灌注损伤模型检测

不同时间点海马组织内激酶活性ꎬ结果发现在缺血

再灌注后 ６ ｈ 内 ＪＮＫ / ＳＡＰＫ、ｐ３８ 和 ＥＲＫ 活性逐渐

增高并达高峰后ꎬ于缺血再灌注 １２ ｈ 时又恢复至缺

血前水平ꎮ 缺血再灌注后第 ４ 天ꎬ海马 ＣＡ１ 区可见

大量 ＴＵＮＥＬ 阳性神经元[８]ꎮ
ＬＤＬＲ 的主要功能是参与 ＬＤＬ 的分解代谢ꎬ维

持血浆胆固醇水平恒定ꎬＬＤＬＲ 通过调控血脂相关

成分代谢来参与缺血性脑血管病的发生ꎮ ＬＤＬＲ 通

过两种方式发挥生物效用ꎬ一为受体介导途径ꎬ将
体内 ２ / ３ ＬＤＬ 吸收、代谢、清除ꎬＬＤＬＲ 通过 ＡｐｏＢ１００

识别 ＬＤＬ 与其结合ꎬＬＤＬ 颗粒被吞饮ꎬ然后进入溶

酶体内ꎬＬＤＬ 水解释放出游离胆固醇供细胞利用ꎬ
ＬＤＬＲ 进入再循环ꎮ 另外 １ / ３ ＬＤＬ 通过非受体通路

吸收 ＬＤＬ 中的胆固醇ꎬ变成“泡沫细胞”ꎬ该途径是

与巨噬细胞关系密切的ꎬ当泡沫细胞坏死崩解后ꎬ
形成糜粥样坏死物ꎬ粥样硬化斑块形成ꎬ当此过程

发生在脑ꎬ将最终导致脑梗死[９]ꎮ
本实验从 ＬＤＬＲ 和 ｐ￣ｐ３８ 途径探讨高血脂对脑

缺血的进程和病变程度的影响ꎬ结果表明:高脂饲

料喂养后ꎬ大鼠血清 ＬＤＬ 明显升高ꎬ在此基础上的

ＭＣＡＯ 较正常饲料喂养的大鼠脑损伤程度明显加

重ꎬ从行为学评分、脑梗死面积、海马组织细胞凋亡

等指标均表明高血脂因素对脑血管病变的负面影

响ꎮ 高脂饲料喂养后ꎬ海马组织内 ＬＤＬＲ 荧光染色

程度明显强于正常＋ＭＣＡＯ 组ꎬ表明 ＬＤＬＲ 受体途径

介导的 ＬＤＬ 代谢障碍是局灶性脑缺血的危险因素

之一ꎮ 同时ꎬｐ￣ｐ３８ 信号通路也是高血脂加重脑缺

血的作用环节之一ꎬｐ￣ｐ３８ 在海马组织蛋白表达明

显高于非高脂＋ＭＣＡＯ 组ꎮ 因此ꎬＬＤＬＲ 与 ｐ￣ｐ３８ 是

高血脂加重脑缺血的两个途径ꎮ 从免疫荧光双染

结果显示ꎬＬＤＬＲ 与 ｐ￣ｐ３８ 在海马组织的染色部位不

重合ꎬＬＤＬＲ 染色于海马组织锥体细胞层ꎬｐ￣ｐ３８ 定

８２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



位为 ＣＡ１ 区非锥体细胞层ꎬ表明 ＬＤＬＲ 的受体途径

在锥体细胞起作用ꎬ而 ｐ￣ｐ３８ 介导的细胞凋亡与

ＬＤＬＲ 受体作用区域不同ꎬ这为进一步实验去验证

ｐ￣ｐ３８ 信号通路诱导巨噬细胞在炎症反应中的作用

提供思路ꎬ这一反应是与载脂蛋白 Ｅ(ＡｐｏＥ)与巨噬

细胞上极低密度脂蛋白胆固醇受体(ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＶＬＤＬＲ) 或载脂蛋白 Ｅ 受体

(ＡｐｏＥＲ２)结合相关的ꎬ通过 ｐ３８￣ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ
诱导巨噬细胞从 Ｍ１ 向 Ｍ２ 表型转换ꎬ在炎症反应中

发挥重要作用ꎮ 本实验结果提示ꎬ有望通过进一步

实验研究ꎬ基于 ＬＤＬＲ 受体途径和非受体途径(ｐ３８￣
ＭＡＰＫ 诱导巨噬细胞)探讨高血脂作为脑缺血危险

因素的作用实质ꎬ为高血脂诱发脑缺血的治疗研究
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