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轴索损伤后热休克蛋白 !" 的变化对 #$%蛋白表达的影响

何朝晖，孙晓川，李) 峰，江) 涌，郑履平) ) （重庆医科大学附属第一医院神经外科，重庆 %"""!*）

) ) 摘) 要：目的) 观察大鼠轴索损伤后相应神经元内热休克蛋白（+,-. /+012 340.,56 7"，89:7"）和 ;-<蛋白表达的变化
及热应激对其表达的影响，探讨 89:7" 神经保护作用的机制。方法) 将 $7 只雄性 =5/.-4 大鼠分为正常对照组（> 组，
? 只）、单纯视神经牵拉伤组（@组，!’ 只）、单纯热应激处理组（A组，!’ 只）和热应激预处理牵拉伤组（B组，!’ 只）。对 @
组大鼠右侧视神经施予牵拉，对 A组大鼠施予热应激处理，B 组大鼠经热应激预处理 &% + 后再对右侧视神经施予牵拉。
@、A、B组分别在伤后 %、’、!* +，!、?、$ C各处死 ? 只动物。光镜下观察视神经、视网膜神经节细胞（ 4,.56-D E-6ED506 1,DD/，
FGA/）的形态学变化，免疫组化染色检测各组动物 FGA/ 中 89:7"、;-< 蛋白的表达情况。结果) 牵拉伤后视神经轴索、
FGA/的形态发生明显的病理变化，热应激预处理再致伤后上述病理改变有显著改善。单纯牵拉伤可使 FGA/ 中 89:7"、
;-<蛋白的表达增强，单纯热应激处理后 89:7" 的表达增强、;-<蛋白的表达不受影响，热应激预处理后再致伤使 89:7"
的表达明显增强、高峰表达时间提前、维持时间延长，而 ;-<蛋白的表达明显减弱。结论) ;-< 蛋白表达增强可能参与了
迟发性轴索断裂及迟发性神经元凋亡；89:7" 可能通过减轻 ;-< 蛋白的异常聚集而发挥神经保护作用；增强内源性神经
保护作用可能是弥漫性轴索损伤治疗的新途径。
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" " 在颅脑外伤中，弥漫性轴索损伤（)*++(,- ’./0’1 *02
3(45，678 ）是最为常见、后遗症最为严重的损伤类型
之一，至今尚缺乏针对性的有效治疗手段。近年来，

678后发生迟发性轴索断裂的观念已为越来越多的学
者所接受［9，:］。临床观察表明，部分 678 患者可有相
当程度的功能恢复，提示有相当部分的受损轴索能避

免发生延迟性断裂，并出现结构修复及功能恢复。这

是否意味着轴索损伤后早期机体可能存在某种自我保

护机制，是否意味着某种新的治疗途径的可能，本实验

将进行探讨。

!" 材料与方法

9# 9" 大鼠分组与致伤
" " 成年健康雄性 ;*,<’4大鼠 =$ 只，体质量（:=% > :%）?，分为
@ 组：正常对照组（7 组）A 只、单纯视神经牵拉伤组（B 组）9C
只、单纯热应激处理组（D组）9C 只、热应激预处理牵拉伤组（6
组）9C 只。B、D、6组按大鼠处死时间又各下设 E 个时相点：@、
C、9E F、9、A、= )，每个时相点 A 只大鼠。7 组除麻醉外不作任
何处理；B组按本课题组已报道的致伤方式对大鼠右侧视神经
施予牵拉［9］；D组予以热应激处理：腹腔注射麻醉，将大鼠置于
@= G水浴箱中，使其肛温升至 @: G后，转至 @: G水浴箱中维
持 9= H*0，然后放置室温恢复 :@ F；6 组经热应激预处理 :@ F
后按 B组方式致伤。

9# :" 病理取材
" " B、D、6组大鼠在各个时相点腹腔注射麻醉后，开胸经左心
室升主动脉插管，予等渗盐水 9%% H1 快速冲洗，@% ? I J 多聚甲
醛 I %# 9 H/1 I J磷酸盐缓冲液（KBL，@ G，MN $# @）灌注 @%% H1。
切开右眼外眦，向前牵拉眼球，暴露视神经，在球后视神经 = HH
处剪断，将眼球连同视神经放入 @% ? I J 多聚甲醛 I %# 9 H/1 I J
KBL，@ G冰箱固定 :@ F。7 组大鼠腹腔注射麻醉后用上述方
法取材。标本常规脱水、浸蜡。每只大鼠的组织蜡块以 = !H
厚度连续切片 C 张，其中 @ 张行 NO染色，其余 @ 张行免疫组化
染色。

9# A" NLK$%、&’(蛋白免疫组化染色
" " 切片常规脱蜡脱水，体积分数 AP N:Q:灭活内源性酶，微

波修复抗原。滴加山羊血清封闭液，室温 :% H*0；NLK$% 一抗

（或 &’(一抗）（9R 9%%，武汉博士德公司），@ G冰箱过夜；滴加
二抗工作液，A$ G :% H*0；滴加链霉素亲和素2过氧化合酶复合
物（L7BD），A$ G :% H*0。联苯二胺（67B）显色，苏木精复染；
脱水透明，中性树胶封片。用 KBL代替一抗作为阴性对照。

9# @" 图像分析
9# @# 9" 组织病理学观察" " 光镜下对来自 7、B、D、6组的 NO
染色切片进行病理学检查。

9# @# :" 视网膜神经节细胞（ 4-<*0’1 ?’0?1*/0 S-11, ，TUD,）计数
" " 本课题组前期的实验结果显示，单纯热应激处理对 TUD,
计数无明显影响；大鼠轴索损伤后 TUD,数量在伤后 9 V A )开
始减少，第 = 天达到高峰，并可持续至伤后 9 周以上［9］。故本
次实验只对 7组、B组 = )和 6组 = )的 TUD,进行计数。从每
只大鼠选择 9 张 NO染色切片，光镜下恒定倍数（ W :%%）观察。
在每张 NO切片上选取 @ 个视野，计数每个视野的 TUD,，每组
共产生 9: 个视野，同时计算每组每个视野 TUD,平均数。
9# @# A" NLK$%、&’(蛋白表达" " 选择视网膜 @ 个视野及视神
经 @个视野，分别拍摄照片各 @张，这样每个时相点共有 9:张视
网膜照片和 9:张视神经照片。将全部照片输入计算机，应用北
航 DX2:%%%B型生物医学图像分析系统进行处理，自动得出每个
时相点平均吸光度值。吸光度值越高，说明阳性表达越强。

9# =" 统计学分析
" " 数据以 !! > "表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间
两两比较行 #检验。

#" 结果

:# 9" 组织病理学观察
:# 9# 9" 正常视网膜、视神经 " " 视网膜由分界清楚的 A 层细
胞组成：外核层细胞、内核层细胞和 TUD,。TUD, 呈单层排列，
其轴索穿出筛板后成为球后视神经。正常视神经纤维排列紧

密、整齐。

:# 9# :" B、6组视网膜及视神经的病理改变" " 视神经牵拉伤
后 = )，TUD,细胞体空泡化，细胞脱失现象明显（图 9）。热应
激预处理再致伤后 = )，TUD, 的形态、数量未见明显异常
（图 :）。视神经牵拉伤伤后 9E F，视神经出现脱髓鞘前期改
变，空泡增多。伤后 = )，视神经纤维排列紊乱，分布稀疏。热
应激预处理再致伤后 A )，视神经纤维形态学改变不明显；伤
后 = )，视神经纤维排列比较整齐，分布有序（图 A）。

!! !" !#
图 !" 单纯视神经牵拉伤后 $ %的视网膜神经节细胞"（NO W:%%）
图 #" 热应激预处理再致伤后 $ %的视网膜神经节细胞"（NO W:%%）
图 &" 热应激预处理再致伤后 $ %的视神经纤维"（NO W:%%）
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!! !" !#
图 !" 单纯牵拉伤后 # $ %&’( )*+,- 阳性表达"（!"#$ % &’’）

图 ." 热应激预处理再致伤后 #/ 0 %&’( )*+,- 强阳性表达"（!"#$ % &’’）
图 /" 单纯牵拉伤后 1 0 %&’( 234蛋白阳性表达"（!"#$ % &’’）

&( )( *+ "、#组及 , 组间 -.$/ 数量比较+ + "、# 组 0 1 及 ,
组 0 1 -.$/ 数分别为（&2( 0 3 )( *）、（4( & 3 5( 2）、（&06 * 3
&6 )）。#组 -.$/数量低于 "组和 ,组（! 7 ’( ’)），但 " 组与
,组间比较差异无统计学意义（! 8 ’( ’0）。
&( &+ 视神经牵拉伤后 9!:4’ 表达的变化及热应激处
理对其表达的影响

+ + "组 -.$/中 9!:4’ 呈弱阳性表达。# 组 -.$/ 中 9!:4’
的表达在各个时相点明显增加，) 1 达到高峰（图 5）。$ 组
-.$/中 9!:4’ 阳性表达与 "组比较也有明显增强，除 0 1外，
差异均有统计学意义（! 7 ’6 ’0）。,组 -.$/中 9!:4’ 阳性表
达增强更加明显（图 0），其特点是在伤后早期更为显著，高峰
时相点比 #、$组提前，维持时间比 $组长。见表 )。
&( *+ 视神经牵拉伤后 ;<= 蛋白表达的变化及热应激
处理对其表达的影响

+ + "组 -.$/中 ;<=蛋白呈阳性表达。# 组伤后 5 > )2 ? 表
达增加，@ ?达高峰（图 2）；) 1 后则降低到正常水平以下。$
组阳性表达与 "组相比无显著性差异（! 8 ’6 ’0）。,组 -.$/
中 ;<=蛋白牵拉伤后 5 ?表达下降，) 1降至最低；* 1恢复到 $
组水平（表 &）。

表 #" 视神经牵拉伤后不同时间 %&’(中 )*+,- 表达的变化
及热应激的影响（" A )&，!# 3 $）

组别 5 ? @ ? )2 ? ) 1 * 1 0 1
#组 ’(&& 3’(’2< ’(&* 3’(’4< ’(&2 3’(’5B ’(&@ 3’(’*B ’(&& 3’(’0< ’(&) 3’(’5<

$组 ’(&’ 3’(’*< ’(&’ 3’(’*< ’(&’ 3’(’*< ’(&) 3’(’5< ’(&’ 3’(’*< ’()C 3’(’&
,组 ’(&& 3’(’5B ’(&0 3’(’4BD’(*) 3’(’0B1’(&0 3’(’2BD’(&) 3’(’5< ’(&’ 3’(’*<

"组：’( )@ 3 ’( ’5；<：! 7 ’( ’0，B：! 7 ’( ’)，与 "组比较；D：! 7
’( ’0，1：! 7 ’( ’)，与 $组比较

表 5" 视神经牵拉伤后不同时间 %&’(中 234蛋白表达的变化
及热应激的影响（" A )&，!# 3 $）

组别 5 ? @ ? )2 ? ) 1 * 1 0 1
#组 ’(&C 3’(’0< ’(** 3’(’5B ’(&4 3’(’*< ’(&* 3’(’*< ’(&’ 3’(’5B ’(&5 3’(’&
$组 ’(&0 3’(’0 ’(&0 3’(’0 ’(&0 3’(’0 ’(&5 3’(’* ’(&2 3’(’0 ’(&0 3’(’5
,组 ’(&* 3’(’5 ’(&) 3’(’0<D’(&’ 3’(’2<D’()@ 3’(’*B1’(&5 3’(’5 ’(&0 3’(’*

"组：’( &0 3 ’( ’2；<：! 7 ’( ’0，B：! 7 ’( ’)，与 "组比较；D：! 7
’( ’0，1：! 7 ’( ’)，与 $组比较

6" 讨论

+ + 我们曾研究发现，视神经牵拉伤 5 ? 后，大鼠轴突
细胞骨架有显著的超微结构的变化，不但有微管数量

的减少，提示有微管解聚发生，而且相互间的排列分布

也被打乱，从而造成轴浆流运输中断，轴索肿胀，并由

此引发连锁病理反应，最终于伤后数小时发生轴索中

断，即迟发性轴索断裂［&］。而导致其根本病理变化微

管解聚的更深层次的原因有待于进一步探讨。

*( )+ ;<=蛋白与迟发性轴索断裂及神经元凋亡
+ + 微管由微管蛋白（ E=B=FGH）和微管相关蛋白（IGJ
DKLE=B=FMJ<//LDG<EM1 NKLEMGH，O":）组成，;<= 蛋白是一
种神经元 O":，生理条件下广泛存在于神经元内，它
的功能在于与微管蛋白结合促进其聚合形成微管，并

维持已形成微管的稳定性。

+ + ;<= 蛋白本身是一种磷酸蛋白，主要通过磷酸化
和去磷酸化调节，进而影响微管系统的装配和稳定性。

在 "FP?MGIMK病变神经元中，异常过度磷酸化的 ;<= 蛋
白聚集形成双螺旋细丝（ N<GKM1 ?MFGD<F QGF<IMHE/，
:9R/），:9R/螺旋缠绕形成神经元纤维缠结（HM=KLQGJ
BKGFF<KS E<HTFM/，UR;/），异常 ;<=蛋白不仅丧失了促进
微管组装的能力，而且促进正常微管相关蛋白与微管

的分离，使微管崩解［*］。而轴索损伤后发生迟发性轴

索断裂是否与 ;<=蛋白的异常变化引发的微管崩解有
关，国内外文献尚少见报道。

+ + 本研究结果显示，视神经牵拉伤 5 > )2 ? 后 -.$/
中 ;<=蛋白表达增加，并在 @ ?达到高峰。;<=蛋白表
达增加可能是由于机械性的损伤造成轴浆流运输阻滞

导致 ;<=蛋白在神经元内异常聚积［5］。我们曾报道，
大鼠视神经牵拉伤 5 ?后，微管不但排列紊乱，且数量
减少甚至消失［&］。;<=蛋白表达异常与微管崩解在时
相上的重叠提示二者的变化具有相关性，一方面 ;<=
蛋白的异常聚积可使新的微管等细胞骨架成份合成障

碍，另一方面可导致微管崩解增加，使轴突内微管数目

明显下降，从而进一步影响正常的轴浆转运，形成恶性

循环，导致继发性轴索断裂［0］。我们认为，轴索损伤

后 ;<=蛋白的异常变化能够在一定程度上解释受损轴
索在经历数小时的肿胀期后再出现迟发性轴索断裂的

现象。
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第 ! 期" 何朝晖，等#轴索损伤后热休克蛋白 $% 的变化对 &’(蛋白表达的影响"

" " 我们以前的研究［)］及本次实验均证实大鼠视神
经牵拉伤后发生迟发性神经元凋亡，导致 *+,- 数量
减少。./0123145 等［6］认为凋亡细胞的形态变化之一
是膜大泡的形成，而膜大泡的形成正是细胞骨架变化

的结果。&’(蛋白的异常聚积可使微管结构失去稳定
性，引起 789:; 磷酸化，导致 789:; 与 7’< 结合能力下
降，除本身失去抗凋亡能力外，也释放了后者的促凋亡

活性［$］。神经元凋亡又可导致胞体神经营养因子分

泌功能下降，新的微管微丝等细胞骨架成份合成障碍，

受损轴突进一步变性、坏死，最终导致胞体及其轴突消

失［=］。因此我们认为，轴索损伤后 &’( 蛋白的增高还
与迟发性神经元凋亡有关。

># ;" ?@A对 &’(蛋白表达的影响
" " 目前认为，?@A的诱导表达是生物体在长期进化
过程中保留下来的自我保护机制之一。我们先前的实

验研究已经证实，?@A$% 能明显改善轴索损伤后的病
理变化［B］。

" " ?@A$% 作为一种分子伴侣，可与蛋白质结合，促进
蛋白质的正确折叠，同时可消除变性蛋白质或与变性

蛋白质结合以维持蛋白自稳［!］。研究表明，?@A$% 水
平增高可降低 &’( 蛋白磷酸化程度，增强 &’( 蛋白和
微管的结合能力，抑制 A?C- 螺旋缠绕形成神经元纤
维缠结，从而增强新生细胞骨架的合成，减轻微管的崩

解，起到神经保护作用［)%］。本研究对 ?@A$% 是否通
过调节 &’(蛋白的表达而发挥神经保护作用进行了探
讨。

" " 本实验结果显示，视神经牵拉伤 = D 后 *+,- 中
?@A$% 表达增加，) E 达到高峰，F E 仍然维持在较高
水平。牵拉伤 = D 后 *+,- 中 &’( 蛋白也表达增加，
B D 达到高峰。组织病理学检查结果表明，视神经遭
受牵拉伤后，视神经、*+,- 先后表现出损伤征象，并
逐渐加重，至伤后 F E 病理改变最为明显。&GH/HGIG
等［))］也发现，在不可逆损害的神经元中 ?@A$% 的表
达上调，但在可逆性损伤的神经元中，?@A$% 的表达更
早、更强烈，提示 ?@A$% 的表达越早、越强烈，对神经
元的保护作用就越强。我们认为，尽管牵拉伤可诱导

*+,-增强表达 ?@A$%，启动内源性保护机制，但尚不
能充分调节或抑制 &’( 蛋白的表达，&’( 蛋白的表达
在伤后增强，并能在 ?@A$% 表达高峰前达到峰值，说
明单纯牵拉伤诱导的 ?@A$% 表达尚不够强、不够快，
所产生的神经保护作用有限，尚不具备充分足够的神

经保护作用，故不能避免或减轻伤后病理变化的发生

及发展，

" " 本实验结果还提示，热应激处理后再施予牵拉伤，
?@A$% 表达增加更加显著，明显强于单纯牵拉伤组，且
高峰时间提前，> E 才降至单纯热应激组水平，但仍然

高于正常对照组。我们比较观察到，热应激预处理后

再施予牵拉伤，*+,- 中 &’(蛋白伤后 = D表达下降并
低于正常对照组，) E 降至最低。组织病理学检查结
果显示，与单纯牵拉伤后 *+,-层胞体空泡化、细胞脱
失现象相比，热应激预处理再致伤后 F E，*+,- 的形
态、数量未见明显异常。以上结果均表明，经过热应激

预处理后再施予牵拉伤可显著提高 *+,- 中 ?@A$% 的
表达，其表达高峰时间提前，维持时间延长。?@A$% 水
平明显增高可增强对神经元内异常聚积的 &’(蛋白清
除，致 &’(蛋白表达明显减弱，进而减轻或消除由 &’(
蛋白的异常聚积诱发的一系列病理反应，从而达到神

经保护作用。因此，可以认为，热应激可显著提高

*+,-中 ?@A$% 的表达，进而通过减轻 &’( 蛋白的异
常聚集发挥神经保护作用。

" " 以上研究结果提示，选择合适的刺激手段可提高
?@A$% 的表达以增强其神经保护作用可能是治疗 JKL
的一种新的途径。相信随着生物技术研究的发展，

?@A将在不远的将来被应用于临床，为颅脑损伤患者
解除病痛。
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