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【摘要】目的 探讨抑制细胞外调节蛋白激酶（ERK）1/2对脑缺血再灌注（I/R）损伤大鼠的作用及对缝隙连接蛋白（Cx）40/
Cx43异型缝隙连接表达以及核因子-κB（NF-κB）相关炎症因子p-IκBa、肿瘤坏死因子（TNF）-α及干扰素（IFN）表达的影响。方

法 选取成年雄性100只大鼠随机分为5组，每组20只：假手术组（仅暴露双侧颈总动脉而不夹闭）；治疗组4 h组和治疗组8 h组
（I/R后立即腹腔注射ERK1/2特异性抑制剂SCH772984，25 mg/kg）；④溶媒组（I/R后立即腹腔注射溶媒二甲基亚枫）；⑤模型组

（阻断双侧颈总动脉血流30 min后，恢复血流，产生 I/R损伤）。采用神经功能损伤程度量表（NSS）评分评估大鼠神经功能。采

用干湿重法测定脑组织含水率。采用免疫印迹法测定损伤侧海马区皮质p-IκBa、TNF-α及 IFN的表达，采用免疫共沉淀法检测

Cx40/Cx43异型连接表达。结果 模型组NSS评分脑含水率、p-IκBa、TNF-α、IFN及Cx40/Cx43异型连接的表达水平较假手术组

均明显增高（P<0.05），SCH772984干预后，均明显下降（P<0.05）。结论 抑制ERK1/2途径，可明显抑制Cx40/Cx43异型连接和

NF-κB，减少炎症因子，缓解脑水肿，从而改善大鼠神经功能。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of inhibition of extracellular regulated protein kinase (ERK）1/2 on rats after the
cerebral ischemia-repufusion (I/R) injury. Methods One hundred adult SD rats were randomly divided into 5 groups 20 animals each, i.
e. sham operation; treatment groups 1 and 2 in which the animals received the intraperitoneal injection of ERK1/2 inhibitor SCH 772984
(25 mg/kg) immediately after I/R and then were sacrificed 4 and 8 hours after I/R, respectively; vehicle group in which the animals
received intraperitoneal injection of isovolumetic DMSO and then were sacrificed 8 hours after I/R; injury group in which the animals
without receiving any treatment were sacrificed 8 hours after I/R. The cerebral I/R injury model was established by clipping bilateral
common carotid arteries. The cerebral water content was measured by Hatashita wet-weight method in 10 rats of each group. The levels
of p-IκBa, tumor necrosis factor-α (TNF-α), interferon (IFN) and Cx40/Cx43 heterotypic gap junction expressions were determined in
the hippocampal tissues of 10 rats of each group by western blot and co-immunoprecipitation, respectively. Results Water content and
levels of p-IκBa, TNF-α, IFN and Cx40/Cx43 heterotypic gap junction expressions were significantly lower in the treatment groups 1
and 2 than those in the vehicle and injury groups (P<0.05) and were significantly higher than those in the sham group (P<0.05). There
were no significantly differences in the cerebral water content and the levels of p-IκBa, TNF-a, IFN and Cx40/Cx43 heterotypic gap
junction expressions between both the treatment groups (P>0.05). Conclusion Inhibition of ERK1/2 may relieve the cerebral oedema
and improve the neurological function which may be by down-regulation of Cx40/Cx43 heterotypic gap junction and p-IκBa protein
expressions, then reducing the levels of inflammatory factors such as TNF-α and INF expressions in the rats after I/R injury.
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脑缺血再灌注（ischemia-repufusion，I/R）损伤病死

率及致残率仍然较高 [1]。研究显示，核因子-κB
（nuclear factor kappa B，NF-κB）途径激活所致的炎

性因子的大量增多，是脑 I/R损伤发生、发展的最为

重要的原因之一 [2]。研究发现缝隙连接蛋白

（connexin，Cx）40与Cx43所形成的异型连接与脑 I/R
损伤密切相关[3~6]。Cx40与NF-κB的抑制蛋白 IκBa
具有同源性[7]。因此，Cx40/Cx43异型连接形成可能

导致 IκBa对 NF-κB途径抑制功能减弱是脑 I/R损伤

的原因。受损胶质细胞Cx40/Cx43异型连接表达明

显 上 调 与 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶（extracellular
regulated protein kinase，ERK）1/2 的激活密切相关
[5]。本实验通过抑制ERK1/2，观察其对脑 I/R大鼠的

作用及对Cx40/Cx43异型缝隙连接表达以及NF-κB
相关炎症因子p-IκBa、肿瘤坏死因子（tumor necrosis
factor，TNF）-α及干扰素（interferon，IFN）表达的影

响。

1 材料与方法

1.1 实验动物 将 100只雄性 SD大鼠[350~450 g，上
海毕凯实验动物有限责任公司（沪 ICP备05033115）]
随机分为 5组，每组 20只：①假手术组；②治疗 4 h
组；③治疗8 h组；④溶媒组；⑤模型组。

1.2 大鼠脑 I/R模型的建立 将 3%戊巴比妥（65 mg/
kg）腹腔注射麻醉大鼠后，取颈部正中切口，找到双

侧颈总动脉，分离周围组织，用微血管夹夹闭双侧颈

总动脉，大鼠体温维持在37 ℃。夹闭效果用激光多

普勒血流仪（Stockholm，瑞典）进行测量，以小于正常

血流量的 25%作为有效。阻断双侧颈总动脉血流

30 min后，撤去血管夹，恢复血流，产生 I/R损伤。

1.3 干预方法 假手术组仅暴露双侧颈总动脉而不

夹闭；治疗组伤后立腹腔注射SCH772984（25 mg/kg；
Adooq Bioscience，美 国）；④ 溶 媒 组 腹 腔 注 射

SCH772984溶媒 5%二甲基亚砜 10 μl。治疗 4 h组

为伤后 4 h进行实验，而治疗 8 h、溶媒组、模型组伤

后8 h进行实验。

1.4 神经功能评估 采用神经功能损伤程度量表

（neurological severity scale，NSS）评分评估大鼠神经

功能。采用双盲法，根据以下原则评估：提起大鼠尾

巴离地面约1尺，观察前肢情况，正常大鼠两前肢对

称地伸向地面，左肩内旋、左前肢内收为4分，否则0
分；将大鼠置平滑地板上，分别推左（或右）肩向对侧

移动，检查抵抗运动的阻力，正常大鼠两侧阻力明显

对称，右肩向左侧移动时，阻力下降，根据下降程度

的不同评为1~3分；将大鼠两前肢置一金属网上，观

察两前肢张力，正常大鼠两前肢的张力明显对称，发

现左前肢肌张力下降，根据下降的轻重，评为 0~3
分。根据以上评分，满分10分，分数越高，说明动物

的功能损伤越严重。

1.5 脑含水量测定 NSS评分结束后，每组取10只大

鼠测定脑组织含水量。拉颈法处死大鼠后，快速开

颅取脑，迅速移到冰面，并测定大脑湿重。再将大脑

放入蒸箱中，在 110 ℃下，烘蒸 24 h，测得大脑干重。

含水率=（大脑湿重-大脑干重）/大脑湿重×100%。

1.6 免疫印迹法测定 p-IκBa、TNF-α及 IFN的表达

每组剩余 10 只大鼠则取伤侧海马区组织测定蛋

白。取海马区域皮质组织，冰冷PBS洗涤两次；加入

RIPA裂解缓冲液（Santa Cruze，含1%蛋白酶抑制剂）

冰上匀浆10 min，低温离心12 000转/min×25 min，收
集上清液，BCA法测定蛋白含量，按每泳道 30 μg蛋
白上样电泳，其余标本在-80 ℃冻存。12%的 SDS-
PAGE凝胶电泳分离，常规方法转印至NC膜上，5%
脱脂牛奶-TBST封闭 2 h，再分别将 IκBa（1:1 500）、

p-IκBa（1:1 000）、TNF-α（1:1 000）、IFN（1:1 000）及

内参GAPDH（1:2 000）（Santa Cruze，美国）加入封闭

液，4 ℃轻摇过夜，TBST溶液洗涤NC膜，再加入辣根

酶标记山羊抗兔二抗抗体（1：2 000；中山金桥生物

科技），37 ℃孵育1 h。采用化学发光试剂盒（中山金

桥生物科技）进行发光显影。扫描蛋白条带，采用

Image J 1.36b软件下行吸光度分析，蛋白吸光度值/
GAPDH为相对含量，以假手术组目标蛋白/GAPDH
为100%。

1.7 免疫共沉淀法测定Cx40/Cx43异型连接的表达

提取冻存的蛋白标本，按照参考文献[5]方法，加以

Cx40一抗（Zymed，美国）及正常大鼠血清 10 μl，低
温孵育过夜，再将处理好的液体置入蛋白琼脂糖珠

中，孵育4 h，将琼脂糖珠用裂解液冲洗数次，加入上

样液、煮沸、测定浓度、上样，采用 Cx40、Cx43一抗

（Zymed，美国），与免疫印迹法步骤及分析方法相

同，以Cx40蛋白析出液体中Cx43蛋白含量的表达为

CX40/Cx43异型连接的含量 [5]，以各组 Cx43/假手术

组组Cx43×100%为相对含量。

1.8 统计学分析 使用 SPSS 17.0和Graph Prism软件

进行分析，计量资料以 x±s表示，用方差分析和 t检

验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NSS评分比较 模型组和溶媒组NSS评分较假手
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术组明显增高（P<0.05），而模型组和溶媒组无统计

学差异（P>0.05）。治疗4 h组和治疗8 h组NSS评分

较模型组明显降低（P<0.05），但均明显高于假手术

组（P<0.05）。见表1。
2.2 脑组织含水率的比较 模型组和溶媒组脑组织

含水率较假手术组明显增高（P<0.05），而模型组和

溶媒组无统计学差异（P>0.05）。治疗 4 h组和治疗

8 h组脑组织含水率较模型组明显降低（P<0.05），但

均明显高于假手术组（P<0.05）。见表1。
2.3 p-IκBa、TNF-α、IFN表达水平的比较 模型组和

溶媒组 p-IκBa、TNF-a及 IFN表达水平较假手术组

明显增高（P<0.05），而模型组和溶媒组无统计学差

异（P>0.05）。治疗4 h组和治疗8 h组p-IκBa、TNF-
a及 IFN表达水平较模型组明显降低（P<0.05），但均

明显高于假手术组（P<0.05）。见图1。
2.4 Cx40/Cx43异型连接表达水平的变化 模型组和

溶媒组Cx40/x43共表达（异型连接）水平较假手术组

明显增高（P<0.05），而模型组和溶媒组无统计学差

异（P>0.05）。治疗4 h组和治疗8 h组Cx40/x43共表

达（异型连接）水平较模型组明显降低（P<0.05），但

均明显高于假手术组（P<0.05）。见图2。
3 讨 论

大面积脑梗死发病率逐年升高，尽管随着机械

图1 各组p-IκBa、TNF-α、IFN表达水平的比较

与假手术组相应值比较，* P<0.05；与模型组相应值比较，# P<0.05；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；INF. 干扰素

图2 各组Cx40/Cx43异型连接表达水平的比较

与假手术组相应值比较，* P<0.05；与模型组相应值比较，# P<0.05

表1 各组大鼠NSS评分和脑组织含水率比较

注：与假手术组相应值比较，* P<0.05；与模型组相应值

比较，# P<0.05；NSS. 神经功能损伤程度量表

组别

假手术组

治疗4 h组
治疗8 h组
溶媒组

模型组

NSS评分

0
2.7±0.3*#

3.2±0.4*#

6.5±0.5*

6.7±0.6*

脑组织含水率

（68.2±4.1）%
（75.0±5.5）%*#

（76.2±3.1）%*#

（88.5±4.3）%*

（87.4±6.3）%*
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取栓术的普及，但治疗效果仍不理想。目前普遍认

为脑 I/R损伤可能是导致这一现象最重要的原因之

一。Cx为跨膜蛋白 [8]，可维持细胞正常形态及功能
[9]。Cx43为中枢神经系统最为丰富的Cx，其表达异

常与神经系统疾病的发生、发展有着密切的关系。

研究发现，Cx43蛋白磷酸化程度与脑损伤程度有关
[10，11]。而 Frantseva等 [12]则认为，某些Cx的降低具有

神经保护作用。我们前期研究显示，抑制神经元

Cx40蛋白，可改善神功能损伤[13]。这提示Cx表达的

异常可能参与脑损伤的发生、发展。

异型缝隙连接指两个不同连接子所形成的Cx，
其功能的改变仍不完全明确。叶新运和洪涛[14]首次

提出Cx43/Cx45异型连接与脑血管痉挛有关。我们

前期研究也发现，受损胶质细胞Cx40/Cx43异型连

接表达明显上调，且并可能和 ERK1/2的激活相关
[5]。NF-κB的激活所致的TNF-α及 IFN等损伤性因

子的异常增多参与 I/R损伤[15]。而 IαBa磷酸化增多，

对NF-κB抑制的减弱则是NF-κB途径激活的主要

形式。最新的研究显示，Cx40与 IκBa末端具有同源

性[8]。我们推测，Cx43可能与 IκBa竞争性地与Cx40
结合，随着Cx40/Cx43异型连接的增多，IκBa与Cx40
解离也增多，从而导致 IκBa的活化，启动NF-κB途

径。本文结果显示抑制ERK1/2后，Cx40/Cx43异型

连接减少，IκBa 磷酸化程度也明显降低，下游的

TNF-α、IFN等炎性因子表达也明显减少。因此，我

们认为，随着 Cx40/Cx43异型连接的减少，Cx43与

IκBa竞争性抑制作用减弱，可降低 IκBa磷酸化水

平，对NF-κB的激活有抑制作用。

综上所述，抑制ERK1/2途径，可明显抑制Cx40/
Cx43异型连接和NF-κB，减少炎症因子，缓解脑水

肿，从而改善大鼠神经功能。这提示Cx40/43异型连

接的增多，导致NF-κB抑制解除与脑 I/R损伤有关。
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