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颈交感干离断对局灶性脑缺血大鼠脑组织病理学及
热休克蛋白70的影响
董 莹 1 马克宁 1 卢晓维 1 李兴志 1,2

摘要

目的：通过观察热休克蛋白70（HSP70）在局灶性脑缺血中的表达，探讨颈交感干离断（TCST）对局灶性脑缺血损伤的

保护作用。

方法：建立大鼠永久的大脑中动脉闭塞（MCAO）模型，以TCST模拟星状神经节阻滞（SGB），以MCAO动物模型为基

础，观察TCST对其一般状态的影响；HE染色光镜观察各组大鼠术后不同时间点（术后第6、24、48及72小时）脑组织

的形态学变化；采用免疫组织化学方法检测脑组织的海马CA1区HSP70表达变化情况。

结果：颈交感干离断治疗可以显著改善局灶性脑缺血动物的一般状态，改善缺血区的病理组织学变化。各组HSP70
在局灶性脑缺血后第6小时表达开始增强，第24小时达高峰，后逐渐下降，治疗组HSP70表达低于模型组。

结论：TCST可以显著改善局灶性脑缺血动物的一般状态，改善缺血区的病理组织学变化，可以减少局灶性脑缺血后

HSP70的表达，具有神经保护作用。
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Abstract
Objective：To study effects of transection of cervical sympathetic trunk(TCST) on the expression of heat shock
protein 70(HSP70) and brain histopathology after focal ischemic damage in rats.
Method：Ninty-six healthy Wistar rats (weight 250—300g) were recruited to establish the middle cerebral artery
occlusion (MCAO) model by the ligation of right carotid artery. The focal ischemic brain tissues were sectioned
and the cerebral pathological changes were observed at the 6thh, 24thh, 48thh, 72thh after MCAO respectively. The
expressions of HSP70 in focal ischemic brain tissues at different time points after MCAO were assayed by
immunohistochemistry. The neurological behavior defects of rats were assessed.
Result：The expression of HSP70 was low in the common brain tissue. The expressions of HSP70 in the
controlled and treatment group increased from the 6thh after MCAO, and reached their peaks at the 24thh after
ischemia respectively. The expressions of HSP70 in treatment group were less than those in controlled group.
Conclusion：TCST could lessen the neurological defects of animal models, ameliorate the pathological changes of
ischemic brain tissues, reduce the expressions of HSP70. It possessed neuroprotective effect and was good for the
rehabilitation of neurological function.
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脑血管病是神经系统的常见病和多发病，其中

缺血性脑血管病占 70%左右，是当前危害人类生命

和健康最严重的疾病之一。早期有效的治疗对降低

死亡率、改善预后至关重要。急性缺血性脑血管病

治疗的主要目的是尽早改善闭塞的血管循环状态，

恢复血流，抢救受缺血损害但尚未死亡的脑细胞。

近 年 来 星 状 神 经 节 阻 滞 (stellate ganglion
block, SGB)除应用于疼痛性疾病的治疗外，在缺血

性脑血管病的治疗方面也得到了良好的效果。但其

具体作用机制不甚明确。本实验主要采用免疫组化

技术，探讨星状神经节阻滞神经保护作用的机制，为

临床工作提供理论依据和实验基础，为脑血管病的

治疗开拓一条新的途径。

1 材料与方法

1.1 动物分组及模型制备

健康雄性Wistar大鼠 96只，鼠龄 3—4个月，重

250—300g，清洁级，由长春市高新医学动物实验研

究中心提供。实验动物随机分为三组：MCAO模型

组（M组）、TCST组（T组）及假手术组（S组）；三组大

鼠并按栓塞的时间随机分为术后第 6，24，48，72小

时4个亚组，每亚组各8只。T组是在MCAO的同时

行 颈 交 感 干 离 断 (transection of cervical
sympathetic trunk, TCST)；S 组进行麻醉及手术操

作，对血管及神经不夹闭及离断。大鼠术前 12h禁

食不禁水。

1.2 行为学观察

神经病学评分：待动物清醒后参照Zea Longa[1]

的评分标准进行评分，评分1分以上即为模型成功。

颈交感干离断成功的判定标准：麻醉清醒后若

出现同侧眼睑下垂，眼裂变窄，瞳孔缩小等典型的霍

纳综合征（Horner's syndrome），则证明颈交感干离

断成功。

1.3 标本的采集及处理

①病理标本制备及HE染色：以10%水合氯醛腹

腔注射麻醉，依次以37.0℃，0.9%生理盐水，4%多聚

甲醛进行心腔灌注，然后断头取脑，继续用 4%多聚

甲醛，4℃固定24h后取视交叉及其后4mm前的脑组

织用PBS漂洗，进行常规脱水、透明、浸蜡、包埋，连

续冠状切片厚度 5μｍ，切片间距 50μｍ。常规HE

染色。光镜下观察右侧神经元的变化。②免疫组化

标本的制备：制备连续冠状面切片同前，片厚 5μm
每一标本随机抽取 2张切片进行HSP70免疫染色。

采用 SABC 免疫组化方法检测右侧海马 CA1 区

HSP70的表达。对照免疫组化检测设阳性对照，用

福州迈新生物工程公司的阳性对照片作阳性对照，

结果为阳性；阴性对照，用PBS液代替一抗作空白对

照，结果为阴性。用显微镜观察右侧海马 CA1区

HSP70的表达情况，并摄片，在CA1区锥体细胞层任

选 5 个相邻的具有代表性的视野（×200），测定

HSP70阳性细胞数，取平均值作为每只动物的阳性

细胞密度值。

1.4 统计学分析

测得的数据应用 SPSS11.5统计软件进行统计

学处理，实验结果以均数±标准差表示，组内比较用 t
检验，HSP70的多组间比较用单因素方差分析，P<
0.05认为差异有显著性。

2 结果

2.1 行为学观察

M组及T组大鼠在麻醉清醒后均出现神经功能

缺失的体征，T组同时出现同侧眼睑下垂，眼裂变

窄，瞳孔缩小等典型的霍纳综合征；S组未见神经功

能缺失及霍纳综合征的体征。S组一般状态良好，

活动正常，食欲良好，皮毛光泽；M组一般状态较差，

活动较少，食欲差，皮毛不光泽，随着脑缺血时间的

延长，上述情况逐渐加重；T组一般状态良好，右眼

裂变小，较M组明显活跃，食欲较好，皮毛较M组明

显光泽，但较S组一般状态差。

2.2 HE染色结果

光镜下可见：梗死区主要位于尾状核、壳核、丘

脑前部及外侧部、海马CA1、CA2、CA3区。观察海

马CA1区神经元的变化，结果显示：S组有3—4层锥

体细胞，排列紧密、整齐；高倍镜下可见细胞大而圆，

核仁明显，随着缺血时间的延长，上述情况未见变

化。M组第 6小时神经元变化以肿胀为主，神经元

数量无明显变化，第 24小时后随着缺血时间的延

长，神经元数量开始逐渐减少，细胞变性。T组在各

时间点也出现了缺血性改变，但较M组轻。

2.3 HSP70的表达
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阳性的结果是细胞的胞浆、胞核有棕黄色颗粒

的大量表达。在CA1区锥体细胞层任选5个相邻的

具有代表性的视野，测定HSP70阳性细胞数，取平均

值作为每只动物的阳性细胞数（如图 1—4）。结果

显示HSP70在脑缺血后第 6小时即开始表达增强，

在第24小时达高峰，后逐渐下降，T组的HSP70表达

明显低于M组（见表1）。
图1 第24小时T组HSP70

的表达
（SABC免疫组化方法，×200）

图2 第24小时M组HSP70
的表达

（SABC免疫组化方法，×200）
图3 第48小时T组HSP70

的表达
（SABC免疫组化方法，×200）

图4 第48小时M组HSP70
的表达

（SABC免疫组化方法，×200）

表1 HSP70的表达 （x±s，阳性细胞数）

时间点

第6小时
第24小时
第48小时
第72小时

①与M组比较P<0.05；②与S组比较P<0.05

鼠数

8
8
8
8

假手术组

5.63±1.06
10.88±2.36
6.00±1.51
2.38±1.41

模型组

40.88±3.00②

60.50±4.38②

34.75±4.03②

15.88±1.56②

TCST组

19.50±2.83①②

38.50±3.42①②

20.25±2.31①②

10.10±1.85①②

3 讨论

星状神经节是位于颈部的交感神经节，由C6、7
颈部神经节构成的颈下神经节和第1胸椎神经节融

合而成，可调节颅内、上肢、心脏的血管功能。SGB
显著的生理学效应是使其支配区域内的血管扩张、

血流速度加快，缓解因交感神经兴奋导致的血管阻

力升高和血流速度减慢，从而改善脑血流量，使灌注

压升高，脑缺血、缺氧状态得到改善，使半暗带组织

向正常组织转变，挽救濒临死亡的脑组织，缩小梗死

灶范围。Gupta等 [2]的研究表明 SGB能够不受大脑

血管容量自动调节的影响而降低脑血管的紧张度。

Ide等 [3]还发现 SGB可抵消β1受体阻滞药引起的大

脑中动脉血流减慢的作用。临床上也观察到 SGB
可抑制气管插管 [4]以及减少手术中刺激的应激反

应 [5]，并对不稳定型心绞痛患者心肌损伤有一定

保护作用 [6]。SGB可以干扰应激产生的交感－肾上

腺髓质的反应，降低血浆儿茶酚胺水平，阻断或改善

随后发生的一系列病理改变。故可以用来治疗缺血

性脑血管病。临床观察SGB治疗脑梗死后遗症也取

得了确切的疗效[7—8]。在实验室，我们通常通过对实

验动物进行颈 TCST来达到模拟人类 SGB的目的。

实验证明，大鼠的TCST可以显著提高MCAO后大鼠

的生存率，并且能够有效地提高局灶性脑缺血大鼠

的血浆中降钙素基因相关肽的含量，可能对局灶性

脑缺血所致的感觉及功能障碍有治疗作用[9—10]。

海马是大鼠脑组织缺血性损伤最敏感的区域，

其中最易受损的CA1区在缺血后将产生迟发性神经

元死亡，故选择海马CA1区作为观察的主要区域，探

讨TCST对脑缺血后脑组织病理变化的影响。本实

验通过HE染色方法观察了缺血脑组织病理学的动

态变化，结果显示：缺血第 6小时组HE染色病理改

变主要以肿胀为主，随缺血时间延长，可出现神经元

固缩及神经元脱失。M组大鼠随着缺血时间的延

长，海马CA1区的病理损伤逐渐加重，从第6小时的

细胞肿胀变化为主，逐渐演变为神经细胞的变性、坏

死，细胞核碎裂、溶解、消失。T组梗死面积小，细胞

缺血程度较轻，核固缩、溶解程度轻。我们认为颈交

感干离断可以减轻脑缺血对脑组织损伤的病理学影

响。

HSP70是热休克蛋白的五个家族中最丰富的一

种，它无论在正常或应激情况下，对于细胞的蛋白合

成均发挥着重要作用，尤其在脑缺血过程中扮演了

重要角色，是细胞受损的标志。由于脑组织对缺血

性损伤这一严重的热休克反应极为敏感，HSP70在
多种脑缺血模型中均有表达。目前已将HSP作为中

枢神经系统损伤，特别是脑损伤的标志物，用于判断

脑损伤的部位和损伤的程度。在神经元受到损伤

时，HSP70的表达随着损伤程度的增加而增强 [11]。

缺血时间越长，HSP 表达越高 [12]。据 Northern[13]研

究，在发生局灶性缺血、损伤时，大鼠脑HSP70基因
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表达较正常时明显增加。已发现高热、癫痫、脑缺血

缺氧、脑卒中及脑损伤均会导致中枢神经系统HSP
大量表达，并对机体和脑有明显的保护作用[14]。郑

玲玲等[15]的研究显示，大鼠臂丛神经损伤2个月后，

神经损伤组与臂丛神经切断组的脊髓运动神经元内

HSP70表达显著高于对照组，且两组运动神经元胞

体较对照组胞体大，处于功能活跃状态，提示HSP70
在运动神经元再生过程中可能起到作用。在对兔全

脑缺血再灌注损伤的研究中发现，SGB可降低兔神

经细胞HSP70的过度表达[16]。本次实验结果显示，S
组在术后第 6小时也有少量HSP70的表达，考虑出

现的原因是手术应激所致。M组及T组与 S组比较

在脑缺血后第 6小时表达已明显增加（P<0.05），表

明局灶性脑缺血造成的脑损伤诱导HSP70的合成增

加，以抵抗缺血、缺氧而产生应激反应。由于在神经

元受到损伤时，HSP70的表达随着损伤程度的增加

而增强[11]，故由上述结果可以判定模型组损伤的程

度较假手术组重。免疫阳性细胞数随缺血时间的延

长而逐渐增高，这与Vargas等 [12]发表的结果一致。

HSP70为脑缺血后组织损伤的早期标志，它的存在

意味着损伤尚处于可复阶段。但是随着缺血损伤时

间的进一步延长及HSP70的时间性，HSP70的合成

进一步减少，HSP70 表达逐渐下降。故 M 及 S 组

HSP70在第 24小时达到高峰，后逐渐降低。T组的

HSP70表达的变化时程与两组表达变化相同，在第6
小时即发现明显表达，到第24小时至高峰后逐渐下

降。但是T组各时间点HSP70的表达较M组比较均

降低（P<0.05）。考虑为TCST通过改善脑缺血的状

态，降低缺血造成的损伤，减轻应激反应而使HSP70
的表达下降。

本实验通过应用TCST改善脑血流、降低应激反

应，能有效地改善脑缺血大鼠一般状态，起到挽救半

暗带区神经元的作用，减轻神经元坏死，改善脑水

肿。这表明TCST对局灶性脑缺血的损伤有保护作

用。但是半暗带向梗死灶的转化受多种复杂因素的

影响,还包括自由基、一氧化氮、兴奋性递质、酸中

毒、炎性介质等，TCST的全部生物学意义及功能目

前还不是完全清楚。所以应用TCST的全部后果还

不能完全体现在实验当中，还有待于科学研究的进

一步深入。但此次实验证明了TCST对脑缺血大鼠

的影响，这为临床应用 SGB治疗缺血性脑血管病提

供了实验依据。
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