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·基础研究·
电刺激小脑顶核对局灶脑缺血再灌注大鼠脑组织

C-Rel、BxL-xL表达的影响
龚家明，蒋瑛子，赵雪，胡德荣，渠翔，谢雪梅

摘要 目的：检测电刺激小脑顶核干预后局灶性缺血再灌注大鼠脑组织核因子C-Rel、BxL-xL表达的变化，

探讨电刺激小脑顶核中枢神经源保护的作用机制。方法：60只Wistar大鼠随机分为正常组（NC组）、缺血再

灌注组（I/R）、电刺激小脑顶核组（FNS组），每组20只。采用线栓法制作脑缺血再灌注动物模型，FNS组予

以电刺激小脑顶核干预。免疫组织化学染色法检测C-Rel和Bcl-xL蛋白表达，逆转录聚合酶链反应法检测

C-Rel和Bcl-xL mRNA转录水平。结果：FNS组C-Rel和BxL-xL蛋白表达水平和mRNA转录水平均高于其

他2组（P＜0.05），但 I/R组和NC组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：电刺激小脑顶核可诱导局灶性

缺血再灌注大鼠脑组织C-Rel和BxL-xL的表达上调，这可能是其发挥中枢神经源性保护作用的机制之一。
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研究发现，电刺激小脑顶核能减轻局灶性脑缺

血再灌注后神经损伤，缩小梗死体积，其机制可能

与减轻炎症反应、抑制神经细胞凋亡有关[1-4]。缺血

再灌注损伤后神经细胞凋亡受一系列基因调控，涉

及许多蛋白的表达及相互影响。本实验采用电刺

激小脑顶核干预脑局灶性缺血再灌注大鼠，检测核

因子C-Rel、BxL-xL表达的变化，探讨电刺激小脑顶

核的中枢神经源性保护作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物和分组 健康雄性 Wistar 大鼠 60

只，体质量250～300 g，由重庆医科大学实验动中心

提供。所有大鼠随机分为正常组（NC组），缺血再

灌注组（I/R组），电刺激小脑顶核组（FNS组），各20

只。I/R组为缺血 2 h后再灌注 24 h，FNS组再灌注

同时电刺激小脑顶核1 h。

1.2 方法

1.2.1 缺血/再灌注模型制备 线栓法制作大鼠脑

缺血再灌注模型 [5]，参考 Longa 等的评分法，＞2 分

者入选。排除标准：取脑时发现病灶蛛网膜下腔出

血，切片HE染色未见梗死病灶，观察时间内动物死

亡。按随机抽样原则补足相应例数。

1.2.2 电刺激小脑顶核 大鼠麻醉后固定于脑立

体定向仪上，小脑顶核定位：前囟后 11.6 mm，左旁

开 1.1 mm，深度 5.6 mm。钻开颅骨后，插入双极同

心圆电极（100 μm），予以强度50 μA、频率70 Hz、时

程0.5 ms的电刺激，持续1 h。

1.2.3 免疫组织化学染色法检测C-Rel和Bcl-xL蛋

白表达 于缺血再灌注后 24 h，各组取 10只大鼠，

4%甲醛灌注固定后，冠状切取视交叉后部脑组织，

制作石蜡切片，常规免疫组化染色，不同的切片分

别加入 bcl-xL（1∶100）和 C-Rel（1∶100）单克隆抗体

（均购于北京中杉生物公司），4 ℃湿盒内过夜。滴

加生物素化二抗，37 ℃敷育 20 min；PBS洗涤 3次，

然后滴加辣根酶标记链霉卵白素，37 ℃敷 20 min，

DAB显色。每只大鼠取 3张切片采集图像，在 400

倍下，每张切片随机取 5 个视野，应用 Image-pro

plus 6.0图象分析软件进行平均光密度值测定分析。

1.2.4 逆转录聚合酶链反应法检测C-Rel和Bcl-xL

mRNA转录水平 于缺血再灌注后24 h，各组取10

只大鼠，动物麻醉后直接断头取脑，冰上取右侧大

脑中动脉供血的皮质区。C-Rel 引物正义链：

5'-GTGCGTGGAAAGCGTAGACA-3'，反义链：5'-

CAGCCAAGGTGACCCATTAC-3'，bcl-xL引物正义

链：5'-CGGAATTCGCCACCATGACCAC-3'，反义

链：5'-GCCTTAAGCGGTGGTAGGTG-3'。由重庆

海韵生物技术公司合成。提取各组大鼠脑组织总

RNA并定量，用DNAase I去除DNA污染，各实验组

取同等量的RNA，合成 cDNA，PCR 扩增。2%的琼

脂糖凝胶电泳，Bio-Rad凝胶成像系统成像并测定光

密度值，以目的基因与β-actin条带平均光密度比值

表示目的基因mRNA的相对表达量，对各组产物进

行半定量分析。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件处理数据，计量资料以

（x±s）表示，组间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 免疫组织化学检测结果与分析

免疫组化染色结果显示，C-Rel 阳性细胞和

BxL-xL 阳性细胞均呈胞浆黄染，FNS 组 C-Rel 和

BxL-xL表达均高于其他2组（P＜0.05），I/R组和NC
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组之间表达差异无统计学意义（P＞0.05），见图1，表1。

2.2 RT-PCR检测结果与分析

FNS 组 C-Rel 和 BxL-xL mRNA 转录水平均高于其他 2 组

（P＜0.05），I/R组和NC组之间转录水平差异无统计学意义（P＞

0.05），见表2。

3 讨论

NF-κB是重要转录调节因子，在中枢系统具有破坏和修复

的双重作用。脑缺血再灌注时，与NF-κB结合的抑制蛋白 IκB

磷酸化降解，暴露核定位信号区，NF-κB蛋白转入细胞核内，启

动下游相关靶基因的转录，调控炎症反应、神经细胞凋亡及死亡

过程，在脑缺血再灌注的病理生理过程中发挥着重要的作用。

C-Rel是NF-κB蛋白家族成员之一，C-Rel对脑缺血再灌注损伤

具有保护作用。Marina 等[6,7]研究发现，用基因敲除和RNA干扰

技术抑制 c-Rel基因表达后，缺血再灌注动物脑梗死面积增大，

病理损伤程度加重。Alessandra等[8,9]研究发现，缺血皮质可诱

生动物脂肪激素Leptin发挥神经保护作用，Leptin是通过激活

含有 c-Rel的二聚体入核，诱导Bcl-x L转录，抑制氧糖剥夺后的

神经元凋亡。培养敲除c-Rel基因的神经元并行氧糖剥夺后，神

经元凋亡未减少。Bcl-xL是Bcl-2家族的抗凋亡蛋白，相关研究

发现，Bcl-xL参与了脑缺血再灌注后神经细胞凋亡的调控，通过

基因敲除、转基因动物等实验发现其有效的抑制细胞凋亡，缩小

梗死面积。本实验研究显示，缺血再灌注后 24 h，C-Rel 和

Bcl-xL表达增加，证实脑缺血可通过激活C-Rel上调Bcl-xL表

达，发挥抗凋亡和脑保护作用。

既往研究表明，小脑顶核是调控脑血流量的神经中枢，电

刺激小脑顶核可抑制加压素、肾上腺素等血管收缩的活性物质

释放，导致脑血管扩张，改善微循环，增加局部脑血流。此外，电

刺激小脑顶核还能减轻炎症反应，稳定细胞膜，降低神经元兴奋

性，提高神经细胞对缺血缺氧的耐受性，发挥内源性神经保护作

用。本实验结果显示，与正常组和缺血再灌注组比较，FNS组核

因子C-Rel和Bcl-xL的表达明显增加，提示电刺激小脑顶核可

能通过激活C-Rel和增加其表达，诱导下游靶基因Bcl-xL的表

达。抗凋亡蛋白Bcl-xL表达增加后抑制脑缺血再灌注神经细

胞的凋亡，减轻缺血再灌注损伤，可能是其发挥中枢神经源性神

经的机制之一。
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组别

NC组

I/R组

FNS组

只数

10

10

10

C-Rel

0.25±0.06①

0.35±0.01①

1.48±0.02

BxL-xL

0.38±0.05①

0.42±0.03①

1.37±0.01

表1 各组C-Rel、BxL-xL蛋白表达光密度值比较 (x±s)

注：与FNS组比较，①P<0.05

A1 A2 A3

B1 B2 B3

注 ：（A1）NC 组 C-Rel；（A2）I/R 组 C-Rel；（A3）FNS 组

C-Rel；（B1）NC 组 BxL-xL；（B2）I/R 组 BxL-xL；（B3）FNS 组

BxL-xL

图1 免疫组织化学法检测C-Rel及BxL-xL结果（光镜，×400）

组别

NC组

I/R组

FNS组

只数

10

10

10

C-Rel

0.27±0.03①

0.31±0.01①

1.43±0.02

BxL-xL

0.35±0.04①

0.43±0.03①

1.53±0.01

表2 各组C-Rel、BxL-xL mRNA转录水平比较 (x±s)

注：与FNS组比较，①P<0.05
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