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【摘要】 目的  观察雷帕霉素对大鼠脑缺血再灌注后神经元损害的保护作用。方法  52 只雄性

SD 大鼠随机分为对照组和实验组（雷帕霉素干预）各 24 只，另 4 只为假手术组。采用 Longa 线栓法制备

大鼠局灶性脑缺血再灌注模型，缺血 3 h 后，于再灌注 4 h、6 h、12 h、24 h、72 h、7 d 进行各指标观察；其

中实验组在构建脑梗模型之前进行腹腔注射雷帕霉素 （1 mg/kg），假手术组不插线，其余过程同对照组。

采用 TTC 染色法观察脑组织变化；免疫组织化学（免疫荧光法）检测 Bcl-2、Caspase-3 及自噬相关蛋白

LC-3 的变化。结果  TTC 染色假手术组未见缺血表现，缺血 3 h 后可见病灶侧脑组织苍白，实验组病灶

小于对照组。实验组大鼠灌注 6、12、24 h 时神经功能缺损评分均明显低于对照组（P ＜ 0.05）。Caspase-3
的表达：再灌注4 h表达显著增高， 至24 h左右达高峰， 实验组再灌注6 h、24 h、7 d表达明显低于对照组，

差异有统计学意义（P ＜ 0. 05）；Bcl-2 的表达：再灌注 4 h 增多，24 h 达高峰，实验组再灌注 4、6、12、24 h

表达明显高于对照组（P ＜ 0.05）；实验组 LC-3 表达明显高于对照组。结论  雷帕霉素能促进 LC-3 表达，

抑制细胞凋亡；抑制 Caspase-3 的表达，增加 Bcl-2 的表达从而减轻缺血所致的损伤，对大鼠缺血后神经

功能的恢复有确切的疗效。
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【Abstract】 Objective  To observe and evaluate the protective effects of rapamycin on neuronal 
damage after focal cerebral ischemia-reperfusion in rats. Methods  A total of 52 male SD rats were randomly 
divided into control group and experimental group （rapamycin intervention group）， with 24 rats in each group， 
and the other 4 rats were assigned into sham-operated group. The model of focal ischemia-reperfusion was 
prepared by Longa's method. Each index was observed at the 4th， 6th， 12th， 24th， 72nd hour and the 7th day 
after reperfusion for 3 hours. The experimental group was injected with rapamycin （1 mg/kg） intraperitoneally 
before establishing the cerebral infarction model. The sham-operated group did not plug the thread， and the 
rest of the process was same with the control group. The changes of brain tissue were observed by TTC staining. 
Changes of Bcl-2， Caspase-3 and autophagy related prtein LC-3 were detected by immunohistochemistry 

（immunofluorescence）. Results  There was no ischemia detection in TTC staining sham operation. After 3 hours 
of ischemia， the lesion side brain tissue was pale， and the lesions in the experimental group were smaller than 
those in the control group. The score of neurological deficit of the experimental group at the 6th， 12th and 24th 
hour after reperfusion was lower than that of the control group （P ＜0.05）. The expression of caspase-3 increased 
significantly at the 4th hour after reperfusion and peaked at 24h， and the expression of caspase-3 of experimental 
group at the 6th， 24th hour and the 7th day was significantly lower than that of control group， and the difference 
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脑血管病作为常见病、多发病严重威胁着人身

体健康，已经成为全球第一致残和第三致死性疾病，

而缺血性脑血管病占整个脑血管病的 85% 以上［1］。

研究发现 mTOR 激酶抑制剂—雷帕霉素可以诱导自

噬的发生、抑制半胱天冬酶，从而抑制细胞凋亡［1］，

雷帕霉素对于脑缺血是否具有保护作用，是否通过

自噬途径对脑缺血具有保护作用还不是很清楚。本

实验 Longa 线栓法制备大鼠脑缺血 - 再灌注模型，

观察雷帕霉素对于脑缺血后凋亡相关蛋白 Bcl-2、

Caspase-3 及自噬相关蛋白 LC-3 的表达影响，现报

道如下。

一、材料与方法

1. 动物及实验材料：选择清洁级雄性 SD 大鼠

（10～12周龄，常州卡文斯）52只，随机分为假手术组

4只、对照组及实验组（雷帕霉素干预）各24 只。对照

组和实验组大鼠缺血 2 h 后，进一步分为再灌注 4 h、

6 h、12 h、24 h、72 h、7 d 组。实验材料一抗：Bcl-2（博

士德公司）；Caspase-3（Abcam，货号 ab49822）；LC-3
（Abcam，货号 ab192890）；二抗羊抗兔（联科生物，货

号 GAM4882）。

2. 造模及干预方法：Longa线栓法［2］制备大鼠局

灶性脑缺血再灌注模型，用1%的戊巴比妥钠（40 mg/kg

体重）腹腔麻醉，颈部正中切口，逐步分离左侧颈总

动脉（CCA）、左侧颈外动脉（ECA）及颈内动脉（ICA）。

近心端结扎颈总动脉，并在其上剪一小口，切口远

端打一松扣，将一头端烧成球形的直径 0.165 mm 的

鱼线插入切口，扎紧切口远端丝线，松开动脉夹，将

鱼线缓慢向 ICA 入颅的方向推进，至有阻力不能再

进为止。其中实验组在构建脑梗模型之前进行腹腔

注射雷帕霉素（1 mg/kg）；假手术组除不进线外，其余

过程同对照组。大鼠术后笼中喂养，自由进食、饮水，

根据不同时间点处死动物，留取标本。

3. 评价方法：（1）神经功能缺损评分：根据Longa［2］

评分法进行神经功能缺损评分，具体评分标准如下：

0 分，无神经缺损症状；1 分，右前肢屈曲；2 分，转圈

实验阳性；3 分，向右侧倾倒；4 分，不能行走或意识

障碍。其中 1～4 分为有效模型。（2）TTC 染色法观

察脑组织病理变化。（3）免疫组织化学（免疫荧光检

测法）检测各组凋亡相关蛋白 Bcl-2、Caspase-3 及自

噬蛋白 LC-3 表达水平。

4. 统计学方法：采用统计软件 SPSS 16.0 对收集

的数据进行整理与统计分析，计量资料以均数 ± 标

准差（x±s）表示，两组间不同时间点比较行 t 检验，

计数资料采用 % 表示，进行 χ2 检验，P ＜ 0.05 为差

异有统计意义。

二、结果

1. 病理组织学结果：见图 1（见本期封三）。TTC

染色假手术组未见缺血病灶，对照组左侧大脑皮质

顶叶呈典型的缺血性坏死，实验组较对照组梗死灶

明显减小，梗死部位以基底节区为主，半暗带面积

较对照组小，脑水肿明显减轻。

2. 神经功能缺损评分比较：见表 1。实验组再

灌注 6 h、12 h、24 h 评分明显低于对照组（P ＜ 0.05），

其余时间点差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

3.免疫荧光结果：见表2、3，图2～4（见本期封三）。

Caspase-3 的表达：再灌注 4 h 表达显著增高，至 24 h

左右达高峰，实验组再灌注 6 h、24 h、7 d 表达明显

低于对照组比较差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；Bcl-2
的表达：再灌注 4 h 增多，24 h 达高峰，实验组再灌

注 4、6、12、24 h 表达明显高于对照组（P ＜ 0.05）；实

验组 LC-3 表达明显高于对照组。

讨论  脑血管病作为人类第一致残性疾病严重

困扰着医务工作者，如何做到有效的治疗是一项艰

巨的任务，而缺血性脑血管病在所有脑血管病中占

85% 以上。凋亡作为细胞死亡的另外一种方式，已

经备受关注，神经元脑缺血所诱发的凋亡过程极为

复杂，有众多凋亡信号通路参与神经元凋亡的发生

发展［3-4］；近年来研究显示，PI3K/AKT/mTOR 信号

通路是细胞内重要的信号转导分子，mTOR 为一种

苏氨酸 / 丝氨酸蛋白激酶，在体内广泛表达，参与调

was statistically significant （P ＜ 0.05）. The expression of Bcl-2 increased at the 4th hour after reperfusion， 
and peaked at the 24th hour after reperfusion. The reperfusion at the 4th， 6th， 12th and 24th hour of the 
experimental group was significantly higher than that of the control group （P ＜ 0.05）. The expression of LC-3 
of the experimental group was significantly higher than that of the control group . Conclusions  Rapamycin can 
promote LC-3 expression to inhibit apoptosis， reduce the expression of Caspase-3 and increase the expression of 
Bcl-2， so as to reduce the injury caused by ischemia， which has a definite effect on the recovery of neurological 
function after ischemia in rats.

【Key words】  Rapamycin；  Cerebral ischemia；  Reperfusion；  Bcl-2；  Caspase-3
Fund programs： Scientific Technology Development Foundation Program of Shanghai Fengxian District 

Scientific Technology Committee （Fengxian 20131407）； Project of Shanghai Health Bureau （20124286）
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节细胞代谢、存活［5-6］；研究发现在脑缺血半暗带内

部的神经元凋亡主要由线粒体通路和死亡受体介导

通路这两条Caspase介导的通路诱导神经元凋亡［7-8］。

本实验采用 Longa 线栓法制备大鼠局灶性脑缺

血再灌注模型，摸拟临床上出现的脑梗死，以脑缺

血 3 h 作为缺血时间点，这个时间点与目前临床静

脉溶栓时间点相一致，本研究把细胞损害的杀手半

胱天冬酶 Caspase-3 和凋亡保护蛋白 Bcl-2 作为实验

研究指标，研究表明：Caspase-3 在缺血再灌注 4 h

即有明显表达，24 h 表达显著升高；Bcl-2 在再灌

注 6 h 表达显著增高，到再灌注 7 d 时明显下降，再

灌注早期（24 h 内） Bcl-2 的表达随缺血时间的延长

而增多，再灌注后期（72 h 后）其表达几乎与缺血时

间长短无关，本实验说明缺血后神经元损害即刻就

会出现，开始神经损害轻微，但随着时间延长因为

缺血导致的瀑布反应众多因子参与从而导致神经

损害进一步加重。另外，抗凋亡蛋白Bcl-2早期有表

达，在缺血再灌注72 h达到高峰期，且持续 7 d，说明

72 h 后 Bcl-2 在这个时期一直处于高度活化状态，起

着抗击神经元损害角色作用。Bcl-2 开始增高是脑

缺血再灌注所引发的级联反应，72 h 后的升高可能

是通过 PI3k/mTOR/Bcl-2 信号通路来调节促进 Bcl-2
的高表达［9］。Bcl-2 表达的增高，抑制了神经元的凋

亡，促进神经元的存活。而 Caspase-3 在脑缺血再灌

注 24 h 达高峰并持续到 72 h，其后下降，至 7 d 时明

显降低，降至再灌注 4 h 水平，再灌注早期（24 h 内）

Caspase-3 的表达随缺血时间的延长而增多，再灌注

后期（72 h 后）其表达几乎与缺血时间长短无关，与

Bcl-2 相似。

自噬是细胞对于生存环境的一种适应反应，正

常情况下自噬可以清除细胞内的代谢废物，通过缺

血缺氧动物模型，证实了自噬不但对营养缺乏状态

下的神经细胞起保护性作用［10-12］，雷帕霉素是一种

大环内酯类抗生素，雷帕霉素在哺乳动物细胞内特

定作用靶点是 mTOR 蛋白，已有的研究显示：在缺

血缺氧状态下，细胞中 mTOR 是调节自噬的关键因

子，雷帕霉素作为 mTOR 激酶抑制剂，对自噬发挥

正向调节作用［13］。本实验研究还发现，脑缺血可以

诱导自噬相关蛋白 LC-3 的表达，脑缺血早期即有自

噬表达，早期表达可能是脑缺血后细胞启动自身保

护作用；后期 LC-3 增多可能与雷帕霉素通过 mTOR

蛋白的激活，从而促进自噬相关蛋白 LC-3 表达有

关，另外雷帕霉素可以下调 Caspase-3 的活性；推

测雷帕霉素对脑缺血的保护作用可能是通过 PI3K/

mTOR/Bcl-2 信号通路来调节，促进自噬出现、抑制

细胞凋亡。

综上所述，本试验通过免疫组织化、细胞超微

结构的研究，提示雷帕霉素通过促进 Bcl-2 的表达、

抑制 Caspase-3 及自噬相关蛋白 LC-3 产生对脑缺血

再灌注早期的损伤起到保护作用。

表1  对照组和实验组神经功能缺损评分比较（分，x±s）

组别 再灌注 4 h 再灌注 6 h 再灌注 12 h 再灌注 24 h 再灌注 72 h 再灌注 7 d

对照组 1.83±0.24 1.66±0.19 2.23±0.18 2.55±0.23 1.75±0.15 1.85±0.25

实验组 1.41±0.13 0.93±0.13 1.55±0.16 1.56±0.18 1.13±0.07 1.52±0.16

t 值 0.850 2.571a 2.648a 2.591a 0.681 0.981

    注：aP ＜ 0.05

表2  对照组和实验组 Caspase-3 表达的阳性细胞数比较（个，x±s）

组别 再灌注 4 h 再灌注 6 h 再灌注 12 h 再灌注 24 h 再灌注 72 h 再灌注 7 d

对照组 21.75±2.43 23.73±1.55 27.47±1.75 31.26±2.92 13.12±1.85 9.24±1.45

实验组 21.12±1.36 22.82±1.65 27.76±1.55 29.83±1.66 13.39±0.65 8.97±1.23

t 值 0.205 1.752a 0.362 1.897a 0.534 1.682a

    注：aP ＜ 0.05

表3  对照组和实验组 Bcl-2 表达的阳性细胞数比较（个，x±s）

组别 再灌注 4 h 再灌注 6 h 再灌注 12 h 再灌注 24 h 再灌注 72 h 再灌注 7 d

对照组 7.75±0.91 16.66±0.95 11.83±0.46 8.15±1.13 8.01±0.85 3.75±0.93

实验组 12.89±1.16 22.88±0.73 22.15±0.87 21.15±1.33 8.28±0.52 4.25±0.05

t 值 3.560a 5.369a 6.358a 8.652a 0.472 0.781

    注：aP ＜ 0.05
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