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内质网应激与蛛网膜下腔出血后早期

脑损伤的相关性研究

齐文涛　曹德茂　彭爱军　王友伟　武永康

摘　要　目的　探讨 ＣＡＡＴ增强子结合蛋白同源蛋白（ＣＨＯＰ）、海马葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）和 ｃａｓｐａｓｅ－１２在蛛网膜下

腔出血（ＳＡＨ）后的表达及其在早期脑损伤（ＥＢＩ）中的作用。方法　选取健康雄性 ＳＤ大鼠 ７８只，采用随机数字表法将其分为空

白对照组（６只）、假手术组（３６只）与 ＳＡＨ组（３６只）。将假手术组和 ＳＡＨ组分别于 １、６、１２、２４、４８、７２ｈ，采用简单随机抽样法选

取 ６只大鼠，神经功能缺陷评分后处死。比较各组不同时间点光镜及电镜下大鼠海马神经元形态改变、ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ｃａｓｐａｓｅ－

１２相对表达水平、海马神经元凋亡细胞水平、脑水肿严重程度及神经功能缺陷评分情况。结果　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和 ｃａｓｐａｓｅ－１２的表达，ＳＡＨ组与空白对照组、假手术组在 １２、２４、４８、７２ｈ比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），且

在 ＳＡＨ后２４ｈ达到峰值。ＴＵＮＥＬ法检测大鼠海马区神经元凋亡显示，ＳＡＨ组与对照组、假手术组在６、１２、２４、４８、７２ｈ比较，差异

均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），在电镜下，ＳＡＨ后 ２４ｈ节点可见明显的神经元凋亡。ＳＡＨ组 １２、２４、４８、７２ｈ的神经功能缺陷评分及

脑水肿程度明显重于空白对照组及假手术组，在 ２４ｈ达高峰，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＡＨ组大鼠的 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和

ｃａｓｐａｓｅ－１２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果与脑水肿严重程度及神经元凋亡结果之间呈极显著正相关，与神经功能缺陷评分呈极显著

负相关（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＡＨ后 ７２ｈ内确实造成了 ＥＢＩ，同时发生了内质网应激，内质网应激与 ＥＢＩ严重程度之间均呈正相

关，揭示内质网应激在 ＳＡＨ后 ＥＢＩ的病理过程中发挥了重要作用。
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　　自发性蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒ
ｒｈａｇｅ，ＳＡＨ），特别是动脉瘤性的 ＳＡＨ，是一种临床常
见的急性脑血管疾病，致残率、病死率高

［１］
。近期研

究表明，造成 ＳＡＨ患者预后差的主要原因可能为早
期脑损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ），其具体机制尚不
明确

［２］
。有研究者认为细胞凋亡是 ＥＢＩ发生、发展

过程中的主要病理生理机制，是决定 ＳＡＨ最终预后
的关键因素

［３］
。内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

ｓｔｒｅｓｓ）途径是近年才发现的一种新的细胞凋亡途径，
在很多神经系统疾病的发生、发展中发挥着重要作

用，如脑缺血、阿尔茨海默病、帕金森病等
［４］
。本实

验试图通过研究 ＳＡＨ后内质网应激水平，探讨内质
网应激与 ＳＡＨ后神经功能损害的关系及机制，为
ＳＡＨ后 ＥＢＩ的治疗策略提供新的思路。

材料与方法

１．实验仪器与试剂：高速颅骨钻（ＺＨ．ＧＳＺ，山东
临沂），显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ．ＢＸ４１，日本），１０％水合氯
醛（购于扬州市第一人民医院医院），ＡＱＰ－４多克隆
抗体、ｃａｓｐａｓｅ－１２、ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８单克隆抗体，内参
β－ａｃｔｉｎ，ＴＵＮＥＬ试剂盒，ＤＡＢ显色试剂盒（均购自
上海誉津生物技术有限公司）。

２．动物的来源与分组：成年雄性 ＳＤ大鼠 ７８只
（购于扬州大学实验动物中心），体质量 ３００±５０ｇ，月
龄２～３个月。采用随机数字表法将大鼠分为空白对
照组６只、假手术组３６只与 ＳＡＨ组３６只。

３．模型的建立及鉴定：采用视交叉前池注血法建
立 ＳＡＨ模型。ＳＤ大鼠称重，通过腹腔注射１０％水合
氯醛溶液（０．３５ｇ／ｋｇ）麻醉，消毒铺巾并逐层分离皮
下组织至颅骨，用高速电钻在冠状缝前 ５ｍｍ、中线旁
开３ｍｍ颅骨处钻孔，小心挑破硬脑膜，将 ＰＥ－１０导
管向两耳假想连线方向中点刺入约 １ｃｍ，接 １ｍｌ注射
器，回抽即见清亮脑脊液。假手术组注入生理盐水

０．３ｍｌ，ＳＡＨ组用碘伏消毒大鼠尾部后，尾部动脉穿
刺抽动脉血０．３ｍｌ，１ｍｉｎ内通过 ＰＥ－１０导管注入大
鼠蛛网膜下腔，注入完毕后骨蜡封闭骨孔，消毒并缝

合切口。ＳＡＨ组大鼠开颅后于大脑 Ｗｉｌｌｉｓ环附近蛛
网膜下腔可见明显积血，而假手术组蛛网膜下腔未见

积血，鉴定为建模成功，否则为建模失败。

４．神经功能缺陷评分：参照 Ｋａｏｕｔｚａｎｉｓ等的行为
学评分

［５］
：进食：自由进食２分，拒绝进食１分。运动

反应：自由行走 ５分，行走困难 ４分，不能行走 ３分，
刺痛时肢体收缩 ２分，刺痛时无反应 １分。睁眼反
应：自行睁眼 ４分，声音刺激睁眼 ３分，刺痛睁眼 ２
分，不能睁眼１分。总分１１分，最低３分。对各组大
鼠各时间点进行神经行为学评分。

５．组织固定及处理：造模成功后，将假手术组和
ＳＡＨ组分别于１、６、１２、２４、４８、７２ｈ，采用简单随机抽
样法选取６只大鼠处死，断头取脑，取下两侧海马及
额叶底部脑组织，各取部分用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
ｃａｓｐａｓｅ－１２、ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８蛋白的表达，ＴＵＮＥＬ法
检测大鼠海马神经元凋亡细胞水平，电镜观察，部分

放入４％甲醛溶液中固定后常规 ＨＥ染色制作切片光
镜下观察细胞形态，剩余脑组织用于干湿重测定评估

脑水肿情况。空白对照组大鼠直接处死后，固定及

处理方法同上。

６．ＴＵＮＥＬ法检测大鼠海马神经元凋亡细胞数：
烘片后，充分脱蜡和水化。２０μｇ／ｍｌ的蛋白酶 Ｋ消化
组织１５ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）震洗后，用焦碳酸
二乙酯（ＤＥＰＣ）水浸泡 ４５ｍｉｎ，后 ＰＢＳ震洗 ５ｍｉｎ（３
次），滴加５０μｌＴＵＮＥＬ反应混合液，３７℃湿盒中孵育
１ｈ，ＰＢＳ震洗后滴加过氧化物酶（ＰＯＤ）转换液，后
３７℃湿盒中孵育３０ｍｉｎ，后 ＰＢＳ震洗５ｍｉｎ（３次），滴
加 ＤＡＢ并在镜下控制显色程度，清水洗净后 ＨＥ复
染，后梯度乙醇溶液脱水，二甲苯透明，中性树胶封

固。在高倍镜（×４００）下随机选取不重复的 １０个视
野，细胞核呈黄色为阳性细胞，计数视野下阳性细胞

数，以阳性细胞数的均值作为海马神经元凋亡细胞数

量。

７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ｃａｓｐａｓｅ－
１２蛋白的表达：称取 ３０ｍｇ海马区脑组织置入无酶
ＥＰ管中，加入组织裂解液１５０μｌ，超声粉碎组织后，冰
上静 置 ３０ｍｉｎ充 分 裂 解，１３０００ｒ／ｍｉｎ高 速 离 心
１５ｍｉｎ，取上清液，重复离心直至没有沉淀为止。提取
总蛋白，将浓度调至 １０μｇ／ｍｌ，加样量总蛋白不超过
２００μｇ，分别加入 ＣＨＯＰ抗体（１∶５００）、ＧＲＰ７８抗体
（１∶１０００）、ｃａｓｐａｓｅ－１２抗体（１∶５００）及β－ａｃｔｉｎ抗体
（１∶１０００），置于室温摇动并洗膜、曝光、显影。蛋白
条带用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析，计算出不同时间点
β－ａｃｔｉｎ、ＣＨＯＰ／β－ａｃｔｉｎ、ＧＲＰ７８／β－ａｃｔｉｎ及ｃａｓｐａｓｅ－
１２／β－ａｃｔｉｎ的比值。
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８．干湿称重法计算脑组织标本水含量来反映脑
水肿程度：将取下两侧海马及额叶底部脑组织后剩余

的脑组织用电予分析天平分别称取湿重（ｍｇ），然后
置入１１０℃恒温箱烘烤２４ｈ至恒重，置于干燥缸冷却
１０ｍｉｎ取出称干重，用干湿重法计算脑组织含水量。
计算公式为：脑组织含水量（％）＝（湿重 －干重）／湿
重 ×１００％。

９．电镜观察细胞形态：取额叶底部脑组织约
１ｍｍ３。２．５％戊二醛，磷酸缓冲液配制固定 ２ｈ。用
０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸漂洗液漂洗 １５分 ３次，１％锇酸固定
液固定２～３ｈ，用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸漂洗液漂洗 １５分 ３
次。在 ４℃冰箱内依次用 ５０％乙醇、７０％乙醇、９０％
乙醇、９０％乙醇 ９０％丙酮（１∶１）、９０％丙酮脱水各
１５～２０ｍｉｎ，取出后在室温 １００％丙酮中分 ３次各处
理１５～２０ｍｉｎ。纯丙酮 ＋包埋液（２∶１）包埋后固化，
超薄切片机切片 ５０～６０ｎｍ，３％醋酸铀 －枸橼酸铅双
染色，透射电镜观察、拍片。

１０．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件进
行统计分析，实验所得数据全部采用二因素方差分

析，并利用 ＬＳＤ法进行多重比较。组间相关性用英
文字母标记，含有相同字母表示组间差异无统计学

意义，不含相同字母表示组间比较差异有统计学意

义。对于各个指标两两之间计算 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系
数，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．建立 ＳＡＨ模型结果：ＳＡＨ组有 １只大鼠因麻

醉死亡，３只大鼠因注血后 ７２ｈ内死亡，病死率
１１１１％；假手术组 ２只大鼠因麻醉死亡，１只大鼠注
生理盐水后死亡，病死率为 ８．３３％；空白对照组无死
亡，病死率为 ０；３组病死率比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），及时补做７只进行实验。ＳＡＨ组大鼠开
颅后于大脑 Ｗｉｌｌｉｓ环附近蛛网膜下腔可见大量积血，
部分在前循环处可见血凝块；假手术组蛛网膜下腔未

见血凝块。

２．神经功能缺陷评分结果：大鼠经水合氯醛溶
液腹腔麻醉后 １ｈ未完全清醒，无法进行神经功能
缺陷评分。３ｈ后大鼠逐渐恢复，故从 ６ｈ开始评分。
假手术组各时间点评分无明显变化，接近满分，ＳＡＨ
组评分 ６ｈ开始下降，２４ｈ达到谷值，然后逐渐上升，
第 ６、１２、２４、４８、７２ｈＳＡＨ组与空白对照组、假手术
组比较明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表
１）。

表 １　神经功能缺陷评分 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间 假手术组 ＳＡＨ组
空白对照组 １１ １１

６ｈ １０．１７±０．７５３ ８．００±０．８９４＃

１２ｈ １０．００±０．６３２ ６．３３±１．２１１＃

２４ｈ ９．８３±０．７５３ ３．８３±０．７５３＃

４８ｈ ９．６７±１．２１１ ５．６７±０．８１７＃

７２ｈ １０．００±０．８９４ ６．８３±０．９８３＃

　　ＬＳＤ０．０５＝１．０３５；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与假手术组比

较，＃Ｐ＜０．０５

　　３．脑水肿检测：空白对照组及假手术组脑水肿程
度轻微，组间、组内各时间点比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。ＳＡＨ组 ６ｈ脑水肿开始加重，２４ｈ达到
峰值，４８、７２ｈ脑水肿仍较重。第１２、２４、４８、７２ｈＳＡＨ
组与对照组、假手术组比较脑水肿明显，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

表 ２　脑组织干湿比反映脑水肿程度 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间 假手术组 ＳＡＨ组
空白对照组 ０．５７２９±０．０３１９ ０．５７２９±０．０３１９

１ｈ ０．５６６４±０．０３３７ ０．５９４３±０．０４０７
６ｈ ０．５８６４±０．０３４８ ０．６２１２±０．０４０７
１２ｈ ０．５６７８±０．０３００ ０．６４４１±０．０３８０＃

２４ｈ ０．５７１７±０．０４４６ ０．７７３９±０．０２３０＃

４８ｈ ０．５５６７±０．０４９２ ０．７２８３±０．０４９１＃

７２ｈ ０．５８１４±０．０５２３ ０．６８２２±０．０３９９＃

　　ＬＳＤ０．０５＝０．０６３；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与假手术组比

较，＃Ｐ＜０．０５

　　４．ＴＵＮＥＬ法检测神经元凋亡结果：４００倍显微镜
下观察发现，空白对照组、假手术组凋亡细胞较少，组

间、组内比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＳＡＨ
组１ｈ出现少量凋亡细胞，６ｈ凋亡细胞数增多，１２ｈ凋
亡细胞明显增多，２４ｈ凋亡细胞达到峰值，细胞着色
也较深，４８ｈ凋亡细胞逐渐下降，７２ｈ凋亡细胞数目明
显减少，１２、２４、４８、７２ｈＳＡＨ组与空白对照组、假手术
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表３）。
　　５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣＨＯＰ蛋白表达结果：空
白对照组、假手术组 ＣＨＯＰ蛋白表达微弱，组间、组内
在不同时间点比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ＳＡＨ组 ＣＨＯＰ蛋白表达与空白对照组、假手术组比
较明显增多，ＳＡＨ组６ｈＣＨＯＰ蛋白表达开始上升，于
２４ｈ达到峰值，然后逐渐下降，７２ｈ仍有较明显表达，
第１２、２４、４８、７２ｈＳＡＨ组与对照组、假手术组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表４）。
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表 ３　神经元凋亡计数 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间 假手术组 ＳＡＨ组
空白对照组 ３．３３±２．２５ ３．３３±２．２５

１ｈ ５．３３±１．８６ ９．５０±３．６２
６ｈ ５．６７±２．１６ １４．００±５．５９
１２ｈ ６．５０±３．０８ １９．００±６．７５＃

２４ｈ ６．１７±１．９４ ３３．００±６．３６＃

４８ｈ ７．００±２．３７ ２３．５０±５．０１＃

７２ｈ ７．８３±３．３１ １６．００±５．２２＃

　　ＬＳＤ０．０５＝６．３１８；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与假手术组比

较，＃Ｐ＜０．０５

表 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣＨＯＰ蛋白

表达相对结果 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间 假手术组 ＳＡＨ组
空白对照组 ０．０８３４±０．００７５ ０．０８３４±０．００７５

１ｈ ０．０８６７±０．００８８ ０．０９１０±０．００５２
６ｈ ０．０８０２±０．００８２ ０．１１６９±０．００８０
１２ｈ ０．０９１３±０．００６２ ０．１４３８±０．０１３０＃

２４ｈ ０．０８７１±０．００４６ ０．３４８８±０．０３５６＃

４８ｈ ０．０９３２±０．００６３ ０．２５５２±０．０１６４＃

７２ｈ ０．１００３±０．００７４ ０．１７３２±０．０１３８＃

　　ＬＳＤ０．０５＝０．０５１；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与假手术组比

较，＃Ｐ＜０．０５

　　６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＧＲＰ７８蛋白表达结果：空
白对照组、假手术组 ＧＲＰ７８蛋白均表达微弱，组间、
组内在不同时间点比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。ＳＡＨ组６ｈ开始表达上升，于 ２４ｈ达到峰值，
然后逐渐下降，７２ｈ表达仍较明显，第 １２、２４、４８、７２ｈ
ＳＡＨ组与空白对照组、假手术组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，表５）。

表 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＧＲＰ７８蛋白

表达相对结果 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间 假手术组 ＳＡＨ组
空白对照组 ０．２０５８±０．０１７８ ０．２０５８±０．０１７８

１ｈ ０．２０６１±０．０２１４ ０．２３０７±０．０３８３
６ｈ ０．２２１１±０．０２８５ ０．２４８５±０．０２０８
１２ｈ ０．２０４７±０．０１９５ ０．３９４７±０．０６６０＃

２４ｈ ０．２２３３±０．０２７６ ０．６２８８±０．０４０８＃

４８ｈ ０．２２０３±０．０１７５ ０．４７０５±０．０５３３＃

７２ｈ ０．２３７０±０．０１１６ ０．３６１３±０．０４７４＃

　　ＬＳＤ０．０５＝０．０８９；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与假手术组比

较，＃Ｐ＜０．０５

　　７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃａｓｐａｓｅ－１２表达结果：空
白对照组、假手术组 ｃａｓｐａｓｅ－１２表达微弱，组间、组
内不同时间点比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

ＳＡＨ组６ｈｃａｓｐａｓｅ－１２表达开始明显上升，于 ２４ｈ达
到峰值，然后逐渐下降，７２ｈ仍有少量表达，第 ６、１２、
２４、４８、７２ｈＳＡＨ组与空白对照组、假手术组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表６）。

表 ６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃａｓｐａｓｅ－１２表达

相对结果 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间 假手术组 ＳＡＨ组

空白对照组 ０．１８７４±０．０１０５ ０．１８７４±０．０１０５

１ｈ ０．１８９２±０．０１３２ ０．２３３４±０．０２９１

６ｈ ０．１９９８±０．０１８０ ０．３１８３±０．０３６８＃

１２ｈ ０．１９０９±０．０１５６ ０．４０２８±０．０４６４＃

２４ｈ ０．２０７７±０．０２１１ ０．５４８６±０．０３９３＃

４８ｈ ０．２００５±０．０１３６ ０．４３５０±０．０４４５＃

７２ｈ ０．２０５３±０．０２４２ ０．３７３２±０．０３８７＃

　　ＬＳＤ０．０５＝０．０６３；与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与假手术组比

较，＃Ｐ＜０．０５

　　８．电镜结果：ＳＡＨ组海马神经元凋亡比较严重，
术后６ｈ即可见细胞皱缩，体积变小，１２ｈ时胞质内空
泡较多，细胞核体积变小，核膜下染色质边集、浓聚，

呈现凋亡表现，２４ｈ时最为严重（图 １），细胞核裂解
为碎块，产生凋亡小体。空白对照组及假手术组海马

神经元及细胞器形态良好。

图 １　ＳＡＨ后 ２４ｈ海马神经元电镜图（×８０００）
可见凋亡表现严重，细胞核裂解为碎块，

产生凋亡小体（黑色箭头所示）

　

　　９．根据 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析显示，ＳＡＨ组大鼠
的 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和 ｃａｓｐａｓｅ－１２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
结果与脑水肿严重程度及神经元凋亡结果之间呈极

显著正相关，与神经功能缺陷评分呈极显著负相关

（Ｐ＜０．０５，表７）。
讨　　论

内质网是细胞合成蛋白和存储钙的重要场所。

在缺氧，氧化应激，感染以及钙离子稳态失衡等病理

·７５１·
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表 ７　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析

项目 ＣＨＯＰ ＧＲＰ７８ Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 神经功能缺陷评分 干湿比

ＧＲＰ７８ ０．９２６１ － － － －
ｃａｓｐａｓｅ－１２ ０．８９３８ ０．９１１９ － － －
神经功能缺陷评分 －０．８６０６ －０．８７１５ －０．８７１８ － －

干湿比 ０．８４５１ ０．８２２７ ０．８６１４ －０．７４０２ －
凋亡计数 ０．８６８１ ０．８８１０ ０．８５２４ －０．８３５３ ０．７８８６

情况下，内质网未折叠的蛋白质会明显增多，当超出

内质网处理能力时，细胞会激活一些相关信号级联反

应，来应对条件的变化和恢复内质网良好的蛋白质折

叠环境，称为内质网应激。内质网应激介导的凋亡是

继经典的死亡受体活化和线粒体损伤两条途径后最

新发现的一条细胞凋亡途径
［６］
。适度的内质网应激

有利于细胞内钙和蛋白质加工等稳态恢复正常，增强

细胞耐受应激刺激的能力，持续而严重的内质网应激

则触发内质网相关性细胞凋亡（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈ，ＥＲＡＤ），造成细胞损伤。ＥＲＡＤ途径
主要包括 ｃａｐａｓｅ－１２剪切活化、ＣＨＯＰ／ＧＡＤＤｌ５３表
达上调，以及 ｃ－ｊｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）途径的激
活

［７］
。

ＣＨＯＰ（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ）也称 ＧＡＤ
Ｄｌ５３，主要位于细胞核，正常情况下 ＣＨＯＰ表达量较
少，它是内质网应激介导的凋亡通路中重要的信号分

子，受转录因子 ＡＴＦ４调控，发生内质网应激时，其表
达水平升高

［８］
。持久、过度的内质网应激激起 ＣＨＯＰ

的大量表达，ＣＨＯＰ主要通过耗尽细胞谷胱甘肽和增
加细胞对氧化应激的敏感度，上调凋亡基因 Ｂａｘ，下
调抗凋亡基因 ＢＣＬ２介导细胞的凋亡［９］

。ＧＲＰ７８表
达于细胞质，是内质网 应 激 的 标 志 性 蛋 白

［１０］
。

ＧＲＰ７８是内质网中最主要的分子伴侣蛋白，也是内
质网启动的蛋白标志物，其表达可反应内质网的启动

和稳态调节能力
［１１］
。ｃａｓｐａｓｅ家族是内质网应激过

程中最终执行凋亡的水解酶类，目前发现其家族共有

１４个成员，ｃａｓｐａｓｅ－１２是 ＥＲｓｔｒｅｓｓ导致细胞凋亡途
径的一个特异性分子

［１２］
。正常情况下，ｃａｓｐａｓｅ－１２

以酶原形式存在，当内质网应激出现时激活 ｃａｓｐａｓｅ－
１２，激活的 ｃａｓｐａｓｅ－１２进一步激活下游的 ｃａｓｐａｓｅ－
９，活化的 ｃａｓｐａｓｅ－９进一步激活 ｃａｓｐａｓｅ－３、６、７等
效应 ｃａｓｐａｓｅ，并最终导致了细胞凋亡［１３］

。因此，可

以通过检测细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－１２、ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８等的
表达量来反映 ＥＲｓｔｒｅｓｓ的状态。

本实验通过检测 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和 ｃａｓｐａｓｅ－１２
的表达反映内质网应激，通过行为神经功能缺陷评

分、脑水肿和神经元凋亡反映 ＥＢＩ，运用相关性分析，
来进一步探讨内质网应激在 ＳＡＨ后 ＥＢＩ中的作用。
本研究中用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和
ｃａｓｐａｓｅ－１２的表达，ＳＡＨ组与空白对照组、假手术组
在１２、２４、４８、７２ｈ比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５），ＳＡＨ组 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和 ｃａｓｐａｓｅ－１２表达 ６ｈ
开始上升，均于２４ｈ达到峰值，然后逐渐下降，２４ｈ时
间点与其他时间点蛋白表达比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。ＴＵＮＥＬ法检测大鼠海马区神经元凋亡
显示，空白对照组及假手术组神经元凋亡少，且各时

间点无明显差异，ＳＡＨ组 １ｈ凋亡细胞较少，６ｈ凋亡
细胞逐渐增多，２４ｈ达到峰值，ＳＡＨ组与对照组、假手
术组在６、１２、２４、４８、７２ｈ比较，差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５），在电镜下，ＳＡＨ后 ２４ｈ节点可见明显的
神经元凋亡。ＳＡＨ组１２、２４、４８、７２ｈ的神经功能缺陷
评分及脑水肿程度明确重于空白对照组及假手术组，

在 ２４ｈ达高峰，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。
ＳＡＨ组大鼠的 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和 ｃａｓｐａｓｅ－１２Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测结果与脑水肿严重程度及神经元凋亡结
果之间呈极显著正相关，与神经功能缺陷评分呈极显

著负相关（Ｐ＜０．０５）。
本研究表明，在 ＳＡＨ后 ７２ｈ内 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和

ｃａｓｐａｓｅ－１２表达均显著增高，说明 ＳＡＨ后确实发生
了 ＥＲｓｔｒｅｓｓ。通过分析空白对照组、假手术组、ＳＡＨ
组的神经功能缺陷评分、脑水肿程度和神经元凋亡的

差异，以及电镜下细胞及细胞器形态，说明在 ＳＡＨ早
期确实发生了 ＥＢＩ。并进一步证实了 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８
和 ｃａｓｐａｓｅ－１２表达与 ＥＢＩ严重程度之间均存在正相
关，初步揭示 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８和 ｃａｓｐａｓｅ－１２表达在
ＳＡＨ后 ＥＢＩ的病理过程中发挥了重要作用，这将为
今后深入研究 ＳＡＨ后 ＥＢＩ的发生机制及寻找针对性
的治疗策略、潜在治疗靶点提供理论依据。
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ＰＥＴ－ＣＴ在妇科恶性肿瘤诊治中的应用
朱雪洁　陈香娟　陈杨宗　张秀云　朱　华

摘　要　目的　探讨 ＰＥＴ－ＣＴ在妇科恶性肿瘤的诊断和治疗中的临床应用。方法　回顾性分析 ２０１１年 １１月 ～２０１６年 ３

月在温州医科大学附属第一医院行 ＰＥＴ－ＣＴ检查的妇科恶性肿瘤患者 ６８例，其中 ５０例血肿瘤标志物正常，ＣＴ和（或）ＭＲＩ诊

断为妇科恶性肿瘤；１８例 ＣＴ和（或）ＭＲＩ检查正常但血肿瘤标志物持续升高。结果　６８例患者中宫颈癌 ２１例，卵巢癌 ４０例，子

宫内膜癌 ６例，输卵管癌 １例。５０例 ＣＴ和（或）ＭＲＩ怀疑妇科恶性肿瘤的患者中，１７例（３４％）患者 ＰＥＴ－ＣＴ为阴性，改变了治

疗方法，避免了不必要的干预。１８例 ＣＴ和（或）ＭＲＩ阴性但血肿瘤标志物持续升高的患者中，１２例（６７％）患者 ＰＥＴ－ＣＴ阳性，

比传统的影像学检查更及时、准确的诊断肿瘤的复发，从而指导治疗，改善预后。结论　ＰＥＴ－ＣＴ作为一种有效且无创的影像学

诊断方法，对于临床制定和调整妇科恶性肿瘤治疗方案有着重要的意义。

关键词　ＰＥＴ－ＣＴ　妇科恶性肿瘤　诊断　复发
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