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摘要 目的：通过观察肢体缺血后处理（LIP）后p-Akt、Caspase-9及Bcl-2蛋白的表达，探讨PI3K/PKB信号途

径在远程LIP减轻脑缺血再灌注损伤中的作用。方法：42只大鼠随机分成对照组、缺血再灌注（IR）组和LIP

组各14只，后2组采用线栓法制备局灶性脑缺血再灌注模型，LIP组在缺血2 h后再灌注前实施3个循环健

侧股动脉缺血5 min再灌注5 min的LIP。采用TTC染色测定脑梗死体积，免疫组化法检测p-Akt、Caspase-9、

Bcl-2蛋白的表达。结果：LIP组大鼠脑梗死体积较 IR组明显减小（P＜0.05）。LIP组p-Akt、Bcl-2蛋白表达较

IR组明显增高（P＜0.05），LIP组Caspase-9蛋白表达较 IR组明显降低（P＜0.05）。结论：LIP可上调 p-Akt、

Bcl-2表达，下调Caspase-9表达，并减轻脑梗死体积，PI3K/PKB信号通路在LIP减轻脑缺血再灌注损伤中可能

发挥重要保护作用。
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Abstract Objective: To investigate the changes in expression of p-Akt, Caspase-9, and Bcl-2 protein in the rat

model of limb ischemic postconditioning (LIP) and examine the effect of the phosphatidylinositol 3-kinase/

Protein Kinase B (PI3K/PKB) signal transduction pathway in LIP against cerebral ischemia reperfusion injury in

rats. Methods: A total of 42 Wistar rats were randomly assigned to the sham surgery group, ischemia/

reperfusion (IR) group, and LIP group with 14 rats in each group. The filament occlusion method was employed

to generate the focal cerebral ischemia reperfusion model in the latter two groups. Two hours after the middle

cerebral artery occlusion model was established and before reperfusion, LIP was carried out in LIP group rats by

three cycles of 5 minutes occlusion/5 minutes release of the left femoral artery. Brain sections were stained with

TTC for surveying the volume of infraction. The expression of p-Akt, Caspase-9, and Bcl-2 proteins was

determined by immunohistochemical staining. Results: Compared with the IR group, the LIP group showed

significantly decreased infarct volume (P＜0.05). The expression of p-Akt protein and Bcl-2 protein significantly

increased in the LIP group compared with that in the IR group (P＜0.05). The expression of caspase-9 protein

significantly decreased in the LIP group compared with that in the IR group (P＜0.05). Conclusion: Limb

ischemic postconditioning may upregulate the expression of p-Akt and Bcl-2 proteins, downregulate the

expression of caspase-9 protein, and reduce the cerebral infarct volume. The PI3K/PKB signal transduction

pathway may play important roles in limb ischemic postconditioning against cerebral ischemia reperfusion

injury.

Key words limb ischemic postconditioning; phosphatidylinositol 3-kinase; protein kinase B; ischemia

reperfusion

急性缺血性脑卒中作为卒中最常见的

类型，其高致残率、高死亡率带来巨大的社

会和经济负担[1]。目前，急性缺血性脑卒中

的治疗，无论是公认和首选的静脉溶栓治

疗，还是动脉溶栓、桥接、机械取栓、血管成

形、支架术等血管内介入治疗，其最终目的

都是为了开通血管，实现缺血脑组织的再灌

注。但在脑缺血再灌注过程中，再灌注损伤

会加剧神经细胞的死亡。2017年急性缺血

性脑卒中早期血管内介入治疗流程与规范

专家共识中明确指出，血管再通后的过度灌

注综合征是一种非常严重的并发症[2]。如何

最大限度降低脑缺血再灌注（ischemia-reper-

fusion，IR）损伤成为脑血管领域研究的热点

问题。研究发现，肢体缺血后处理（limb

ischemic postconditioning，LIP）可通过多种

机制参与脑缺血再灌注损伤的保护[3]。而磷

脂 酰 肌 醇 3 激 酶（phosphatidyl inositol 3
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kinase，PI3K）、蛋白激酶 B（protein kinases B，PKB）信

号通路在脑缺血再灌注损伤中扮演重要角色，激活后

可通过多种途径抑制细胞凋亡，减轻缺血再灌注损伤，

发挥神经保护作用[4,5]。但是，关于PI3K/PKB信号途径

在LIP减轻脑缺血再灌注损伤中的研究，国内外鲜有报

道。本研究通过创建LIP大鼠模型，观察脑缺血再灌注

后 p-Akt、Caspase-9、Bcl-2蛋白的表达，探讨PI3K/PKB

信号途径在LIP减轻脑缺血再灌注损伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及分组 健康雄性Wistar大鼠42只，3

月龄，SPF级，体质量250~300 g，由青岛市药物检验所实

验动物中心提供[动物合格证号：SCXK（鲁）20130010]。

大鼠随机分为对照组、IR组、LIP组各14只。其中，每组

7只用于TTC染色测定脑梗死体积，7只用于免疫组织

化学法测定p-Akt、Caspase-9、Bcl-2蛋白表达。所有大

鼠于实验开始前适应环境7 d，单笼饲养，自由饮食。实

验动物及实验过程符合中华人民共和国科技部颁布的

《关于善待实验动物的指导性意见》要求[6]。

1.1.2 主要试剂及材料 直径 0.24 mm 线栓、即用型

SABC试剂盒、DAB显色试剂盒、抗p-Akt单克隆抗体、

抗Bcl-2单克隆抗体、抗Caspase-9单克隆抗体（购于武

汉博士德生物技术有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 模型制作 ①IR 模型制备：采用线栓法，参照

Zea-Longa等[7]大脑中动脉局灶性脑缺血模型的制备方

法，10%水合氯醛腹腔注射大鼠麻醉后仰卧于手术台

上，分离左侧颈总、颈外及颈内动脉，结扎颈外动脉远

端，动脉夹夹闭颈总及颈内动脉，在颈外动脉结扎线近

端距分叉 5 mm处剪一约 0.2 mm小口并导入线栓（线

栓直径 0.24 mm），经颈总动脉分叉部进入颈内动脉，

向上深入至分叉以上（18.5±2）mm，遇阻力停止。结扎

颈外动脉近心端，松开颈总和颈内动脉夹，2 h后轻轻

抽出栓线至分叉处形成再灌注。②LIP模型制备：参照

Ren等[8]处理方法制作LIP模型，局灶性脑缺血2 h后再

灌注前，分离左侧股动脉，使用动脉夹夹闭左侧股动

脉，行3个循环缺血5 min和再灌注5 min的LIP。对照

组均为假手术，给予暴露颈总动脉及左侧股动脉，不插

线栓，不实施后处理。IR组在缺血2 h再灌注前亦分离

左侧股动脉，但不实施后处理。按Menzies[9]等级评分

法，在动物清醒状态下，出现右前肢不能伸展、爬行时

向右侧转圈并存活至规定时间点作为造模成功的标

准。所有动物均在再灌注24 h后处死。死亡动物通过

随机原则补齐数量并重新造模。

1.2.2 TTC染色检测梗死体积 按谢惠芳[10]等的处理

方法进行操作。每组随机选取 7只大鼠，快速断头取

脑，距额极 2 mm向后连续等距切取 5个冠状脑片，间

距2 mm，37 ℃水浴，避光、体积分数0.01TTC缓冲液染

色30 min，蒸馏水冲洗、40 g/L多聚甲醛的PBS溶液中

固定保存。正常脑组织染为红色，梗死组织为白色。

使用 Simple PCI 图像分析软件（购于美国 Compix 公

司）计算梗死体积百分比，(非缺血侧体积－缺血侧正

常脑组织体积)/非缺血侧体积×100%，非缺血侧体积或

者缺血侧正常脑组织体积=(s1+s2+s3+s4+s5)×2 ，其中

s表示每片应该计算的面积，2表示每片厚度(mm) [11]。

1.2.3 免疫组化法检测p-Akt、Caspase-9、Bcl-2蛋白的

表达 对 p-Akt、Caspase-9、Bcl-2 蛋白的检测采用免

疫组织化学染色法，参照试剂盒提供的实验步骤进行

操作：石蜡切片脱蜡至水，3%H2O2室温10 min，切片浸

入 0.01 mol/L 的枸橼酸盐缓冲液，微波炉加热至沸腾

后断电，间隔5 min后，反复2次。滴加5%的BSA封闭

液，室温 20 min。滴加 1∶100工作浓度的一抗，4 ℃过

夜后滴加生物素化二抗，37 ℃孵育30 min。滴加试剂

SABC，37 ℃孵育30 min。DAB室温显色，镜下控制反

应时间。所有切片均在同一光强度下，同一放大倍数

下进行，细胞浆出现棕色颗粒为阳性着色。在低倍镜

下选择观察缺血灶周围区视野，主要在皮质区取 4个

象限选择视野，然后在高倍镜下计数阳性细胞。

1.3 统计学处理

采用 SPSS19.0 软件包对数据进行统计学处理。

所有定量数据进行正态性和方差齐性检验，符合正态

分布以（均值±标准差）表示。各组均数间的比较采用

单因素方差分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组脑梗死体积比较

TTC染色显示对照组脑组织呈均匀红色，无梗死

灶。LIP组与IR组脑组织染色均见白色缺血灶，主要位于

额、顶、颞叶皮质，纹状体及海马区亦可见缺血灶（图1）。

LIP组脑梗死体积显著小于IR组（P＜0.05）（表1、图1）。

2.2 p-Akt、Bcl-2、Caspase-9蛋白表达

p-Akt蛋白在对照组即有表达，包括皮质、纹状体

及海马区内的神经元细胞浆内，表现为棕色颗粒。IR

组的 p-Akt蛋白表达有所升高，LIP组 p-Akt蛋白表达

较对照组及 IR组增多，差异均有统计学意义（P＜0.05）
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（表 1、图 2A-C）。Bcl-2蛋白在对照组表达较多，IR组

的 Bcl-2 蛋白表达下降，较对照组差异有统计学意义

（P＜0.05），且 LIP 组 Bcl-2 蛋白表达较对照组及 IR 组

增 多 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P＜0.05）（表 1、图

2D-F）。Caspase-9蛋白在对照组极少表达，散在于神

经元细胞浆中，阳性细胞呈棕黄色颗粒。 IR 组的

Caspase-9蛋白表达明显增加，分布于缺血灶周边神经

元细胞浆，皮质、纹状体区均可见到，且 LIP 组

Caspase-9蛋白表达较 IR组明显减少，差异有统计学意

义（P＜0.05）（表1、图2G-I）。

3 讨论

缺血后处理不是新概念，是相对于先前提出的缺

血预处理而言，由于缺血事件存在太多的不可预见性，

在缺血预处理得不到广泛临床应用的情况下，缺血后

处理就显得颇为重要，但在实际工作中，由于急性缺血

再灌注受时间窗的限制、靶器官缺血的复杂多变以及

增加原位缺血可能会进一步加剧缺血组织的损害等

诸多因素，这种原位缺血后处理的临床应用也受到限

制 [12]。伴随研究的深入，LIP的概念逐渐被提出，在机

体重要器官发生致命的缺血缺氧损伤后，再灌注发生

开始前或开始后，通过给肢体进行短暂、可逆的非创伤

性缺血缺氧刺激，可激活机体的内源性保护机制，并通

过多种细胞信号通路途径，作用于靶器官，从而降低靶

器官的损伤[13,14]。本研究通过3个循环缺血5 min、再灌

注5 min的方式反复夹闭健侧股动脉建立LIP缺模型，

发现LIP组大鼠脑梗死体积较 IR组明显减小，说明通

过短暂、反复夹闭健侧股动脉的LIP可以减轻脑缺血

再灌注损伤。

PI3K/PKB信号通路是一种重要的细胞信号通路，

激活后可通过多种途径抑制细胞凋亡，减轻缺血再灌

注损伤。活化的Ras能直接结合并激活P13K的P110

催化亚基，PI3K活化后将二磷酸磷脂酰肌醇转化生成

第二信使三磷酸磷脂酰肌醇，然后通过激活生存信号

激酶PKB等靶蛋白来调控细胞生存。其中，PKB又称

Akt，是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，主要通过PI3K激

活。PI3K可使Akt的Ser473和Thr308位点磷酸化，激

活后的Akt可通过对含有丝氨酸/苏氨酸残基的底物磷

酸化，譬如激活其下游的Bcl蛋白、caspase蛋白等发挥

其广泛的生物学效应，包括促进细胞凋亡、抗细胞凋亡、

促细胞生存等功能[15,16]。而LIP在脑梗死急性期具有明

显的神经保护作用，其机制也可能是通过降低神经细胞

凋亡水平来实现[17]。在动物实验模型中发现[18]，远程缺

血后处理可通过提高 fibulin-5 mRNA和蛋白的表达从

而激活PI3K/AKT信号途径来抑制细胞凋亡。本研究

发现，缺血再灌注后 p-Akt蛋白表达有所升高，LIP可

对照组

对照组

LIP组

图1 3组脑组织TTC染色

A B C

D E F

G H I

p-Akt

Bcl-2

Caspase-9

对照组 IR组 LIP组

注：A、D、G为对照组，B、E、H为 IR组，C、F、I为LIP组；A-C

为p-Akt；D-F为Bcl-2蛋白；G-I为Caspase-9蛋白

图2 各组脑组织p-Akt、Bcl-2、Caspase-9蛋白表达（SABC染

色，×400）

组别

对照组

IR组

LIP组

F值

P值

例数

7

7

7

梗死体积百分比/%

0

38.29±2.27

31.11±3.00②

25.35

0.00

p-Akt/(个/视野)

6.90±0.97

8.94±1.10①

14.74±1.51①②

78.14

0.00

Bcl-2/(个/视野)

14.91±1.20

11.30±1.66①

18.61±1.81①②

37.59

0.00

Caspase-9/(个/视野)

1.6±0.52

9.77±1.47①

4.97±1.07①②

96.64

0.00

表1 各组大鼠脑梗死体积、p-Akt、Bcl-2、Caspase-9蛋白表达水平比较（x±s）

注：与对照组比较，①P＜0.05；与 IR组比较，②P＜0.05
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（本文编辑：王晶）

明显增加p-Akt蛋白的表达，说明脑缺血再灌注可影响

p-Akt蛋白的表达，而通过LIP可进一步激活Akt，刺激

p-Akt蛋白的表达。同时，活化的Akt对其下游底物产

生影响，其中，缺血灶周边区Bcl-2蛋白的表达明显增

加，Caspase-9蛋白表达明显减少。而远程LIP又是如

何从远端肢体传递到脑组织、由肢体的缺血改变影响

到脑组织蛋白变化发挥缺血再灌注损伤的保护作用的

呢？尽管具体机制仍未完全阐明，但本研究推测，通过

短暂的、反复的远端肢体缺血、缺氧刺激，可能导致机

体产生启动信号，同时发生机械信号与生物信号的相

互转导，诱导机体内源性保护因子的触发和释放，由此

激活 PI3K/PKB 信号通路，上调 p-Akt 蛋白，而活化的

Akt 对其下游底物产生影响，上调 Bcl-2 和下调

Caspase-9蛋白的表达，并通过神经、循环、内分泌等多

种途径，最终作用于脑组织。其中，上调的Bcl-2蛋白

可能通过抑制内质网 Ca2+的释放、调节核内外运输及、

阻止促凋亡基因信号传递、抑制氧自由基等多种途径

发挥抗细胞凋亡作用，同时Caspase-9蛋白表达减少可

通过降低其下游的Caspases始动和级联瀑布效应减少

细胞凋亡、减轻缺血再灌注损伤，从而通过多方面最终

发挥脑缺血再灌注损伤的神经保护作用。

本文的创新点在于，目前尽管缺血后处理在脑保

护中的作用机制研究比较多，但 PI3K/PKB 信号途径

在LIP减轻脑缺血再灌注损伤中的研究鲜有报道，本

研究首次通过夹闭健侧股动脉的远程 LIP 来检测再

灌注后 p-Akt蛋白及其下游Bcl-2、Caspase-9蛋白的表

达，并探讨 PI3K/PKB 信号通路在脑缺血再灌注损伤

中的保护作用。这对临床工作，尤其是在急性缺血性

脑卒中早期实施溶栓治疗或血管内介入治疗时，适时

予以远程LIP干预，可能不仅减轻脑血管再通后带来

的缺血再灌注损伤，同时也为新疗法和新药物的开发

提供全新思路和全新靶向，并提供初步实验依据。诚

然，本研究也存在许多不足，未应用PI3K抑制剂对模

型进行干预，以进一步反证PI3K/PKB信号途径在LIP

减轻脑缺血再灌注损伤中的保护作用，同时细胞凋

亡、炎性反应、神经血管发生等因素也未进行进一步

检测。
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