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　　摘要：目的　观察大鼠脑缺血／再灌注后海马ＣＡ1区热休克蛋白90（ＨＳＰ90）的表达。方法　应用免疫印迹
法观察大鼠脑缺血／再灌注后不同时间点海马ＣＡ1区ＨＳＰ90的表达。结果　缺血／再灌注30ｍｉｎ后 ＨＳＰ90的表
达开始增高�6ｈ达最高峰�持续升高至第3天�6ｈ后 ＨＳＰ90的表达与对照组相比较有显著性差异 （Ｐ＜0．05）。
结论　大鼠脑缺血／再灌注早期可诱导海马ＣＡ1区ＨＳＰ90的合成及表达增加�表明 ＨＳＰ90参与了脑缺血有关的
病理及生理过程。
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　　目前普遍认为热休克蛋白 （ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏ-
ｔｅｉｎ90�ＨＳＰ90）是一类应激保护性蛋白。有文献表
明ＨＳＰ90和相当数量的信号分子相互关联�并通过
对底物蛋白的作用�影响疾病的发生和发展。由于
ＨＳＰ90属应激反应蛋白�而海马ＣＡ1区是大鼠脑缺
血最敏感的区域�短暂性的脑缺血／再灌注 （Ｉ／Ｒ）过
程中�ＨＳＰ90在海马 ＣＡ1区锥体细胞内的表达�是
反映缺血敏感而可靠的指标。本实验对脑缺血／再
灌注过程中大鼠海马ＣＡ1区ＨＳＰ90的表达进行检
测并探讨其在缺血性神经元损伤中的作用。
1　材料和方法
1．1　实验材料　雄性 ＳＤ大鼠�250～300ｇ�清洁
级�徐州医学院实验动物中心提供；ａｎｔｉ－ＨＳＰ90由
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司提供；二抗和标准牛血清白蛋白均购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。
1．2　实验方法
1．2．1　动物模型制备　参照已建立的大鼠四动脉
结扎模型 ［1］�动物以20％水合氯醛 （300～350ｍｇ／
ｋｇ）腹腔注射麻醉后�分离双侧颈总动脉�电凝椎动
脉。手术第2天动物分别在缺血前随机分为假手术
组及脑缺血／再灌注0ｍｉｎ、30ｍｉｎ、3ｈ、6ｈ、16ｈ、
1ｄ、3ｄ组�每组5只；于清醒状态下结扎双侧颈总
动脉�全脑缺血15ｍｉｎ�然后再灌注。缺血时保持大
鼠直肠温度36．5～37．5℃�以体征表现判断缺血模
型的可靠性。假手术组不结扎双侧颈总动脉。
1．2．2　样品制备　大鼠缺血15ｍｉｎ再灌注后�按

照再灌注时间的不同�断头快速取脑�分离双侧海
马�沿海马裂将 ＣＡ1区分离出来�置液氮中冻存备
用。以下操作均在冰水浴中进行：从液氮中取出海
马ＣＡ1区加0．8ｍｌ匀浆缓冲液�用Ｇｌａｓ－Ｃｏｌ匀浆
器高速匀浆 （10ｓ×12次 ）�4℃下 800ｇ离心 15
ｍｉｎ�移取上清液 （主要为胞质部分 ）�测蛋白后分
装�置－80℃冰箱待用。
1．2．3　蛋白含量测定　按Ｌｏｗｒｙ等 ［2］方法�以牛血
清白蛋白为标准蛋白。
1．2．4　免疫印迹法　按Ｈｕ等 ［3］方法�等量蛋白样
品经 10％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）分离后�以半干转法电转移至 ＮＣ膜上。转
移后的 ＮＣ膜经3％ ＢＳＡ封闭后加入稀释好的一
抗�4℃过夜。用洗涤液洗膜�加入相应的二抗�室温
孵育2ｈ�以ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色�水洗终止反应�扫描显
色条带并以ＬａｂＷｏｒｋｓ软件分析处理。
1．3　统计学处理　数据用统计分析软件ＳｉｇｍａＳｔａｔ
3．2处理�以 ﹣ｘ±ｓ表示�采用ｑ检验 （Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌ
ｔｅｓｔ）�Ｐ＜0．05为有显著性差异。
2　结　果
　　按 Ｉ／Ｒ时间的不同�对各组海马 ＣＡ1区的
ＨＳＰ90进行免疫印迹检测�结果发现从Ｉ／Ｒ30ｍｉｎ
开始ＨＳＰ90的表达开始增高�6ｈ达最高峰�并持续
升高至第3天�而且Ｉ／Ｒ6ｈ组与假手术组相比较有
显著性差异 （Ｐ＜0．05）。见图1。
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图1　免疫印迹法测得Ｉ／Ｒ后不同时间点海马ＣＡ1区ＨＳＰ90的蛋白表达条带 （Ａ）及扫描图 （Ｂ）（ｎ＝5）
与假手术组 （ｓｈａｍ）比较：∗Ｐ＜0．05

3　讨　论
　　ＨＳＰ90作为分子伴侣中的一员�在进化上高度
保守�人体细胞内ＨＳＰ90分为α型和β型�两者间
同源性为84％�其共同结构特征为Ｎ端含有ＡＴＰ酶
结合位点�Ｃ端则含有形成ＨＳＰ90同源二聚体所必
需的由 190个氨基酸残基组成的结合亚单位 ［4］。
ＨＳＰ90的底物多为涉及信号传递的蛋白质�ＨＳＰ90
对其稳定性和活性具有重要的调节作用。有研究表
明ＨＳＰ90的分子伴侣功能需要ＡＴＰ的结合和水解�
同时依赖于不同的辅助伴侣分子构成伴侣蛋白复合

体 ［5］。依结合ＡＴＰ／ＡＤＰ状态的不同以及辅助伴侣
分子的不同�ＨＳＰ90对底物蛋白发挥着截然相反的
调节作用。当ＡＴＰ与ＨＳＰ90结合时�ＨＳＰ90与ｐ23
和 ｐ50Ｃｄｃ37形成伴侣复合体�该复合体有助于
ＨＳＰ90底物蛋白的稳定及活性；而当ＨＳＰ90与ＡＤＰ
结合时�ＨＳＰ90与 ＨＳＰ70以及 ｐ60Ｈｏｐ形成的伴侣
复合体却促进底物蛋白的泛素化并经蛋白酶体通路

降解 ［6］。新近的研究表明 ＨＳＰ90和辅助伴侣分子
ｐ50ｃｄｃ37还参与了对 ＪＮＫ及 ｐ38上游激酶 ＭＬＫ3
（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅ3）稳定性和活性的调节�当
ＨＳＰ90功能受到抑制时�ＭＬＫ3激酶水平明显降低�
ＴＮＦα诱导的 ＭＬＫ3及 ＪＮＫ的活化随之被阻断 ［7］�
这一结果提示可能一些促进凋亡的蛋白质同样受到

ＨＳＰ90伴侣功能的调控。本实验结果表明�脑缺血／

再灌注诱导了海马ＣＡ1区ＨＳＰ90的过表达�ＨＳＰ90
的过表达参与了脑缺血的病理与生理过程�其原因
可能与促凋亡通路ＪＮＫ信号通路相关�也可能与脑
缺血后神经细胞的内源性保护机制有关。
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