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阿托伐他汀对大鼠脑缺血再灌注 PERK / elfR2a
通路及 Caspase鄄3 表达的影响

彭文娟,杨剑文*, 刘湘玉,杨期明

(南华大学附属省马王堆医院神经内科,湖南 长沙 410015)

摘摇 要:摇 目的摇 研究蛋白激酶 R 样内质网激酶(PERK) / eIFR2a 通路及 Caspase鄄3 在大鼠脑缺血再灌注损伤

中的作用机制及阿托伐他汀对其的影响。 摇 方法摇 采用大脑中动脉线栓塞法制作大鼠脑缺血再灌注模型;随机分

为缺血再灌注组、假手术组、阿托伐他汀组、阿托伐他汀 + Salubrinal 抑制剂组,大体标本采用 TTC 染色,釆用 West鄄
ern鄄blot 法检测 PERK、Caspase鄄3 蛋白表达及 eIF2a 蛋白磷酸化。 摇 结果 摇 与假手术组相比,大鼠缺血再灌注后

PERK 蛋白表达及 eIF2a 的磷酸化增加, Caspase鄄3 表达的活性增强(P < 0. 01);阿托伐他汀干预可以减轻 PERK 蛋

白表达及 eIF2a 蛋白磷酸化(P < 0. 05)。 给予特异性 eIF2a 磷酸化抑制剂 Salubrinal 后可抑制 eIF2a 的磷酸化及

Caspase鄄3 表达的活性(P < 0. 05),对 PERK 蛋白表达无影响。 形态学上从 TTC 染色提示:在缺血再灌注组 TTC 染

色可见大片脑梗死组织。 Salubrinal 抑制剂及阿托伐他汀干预后脑梗死体积明显缩小(P < 0. 05)。 摇 结论摇 内质

网应激通过 PERK / eIF2a / Caspase鄄3 途径促进细胞凋亡,阿托伐他汀干预可以减轻脑缺血再灌注损伤。
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The Study of PERK / eIF2a Pathway and the Expression of
Caspase鄄3 in Ischemia鄄reperfusion Rats and Atorvastatin Intervention

PENG Wenjuan,YANG Jianwen,LIU Xiangyu,et al
(Mawangdui Hospital Affilated to University of South China,Changsha,Hunan 410015,China)

Abstract:摇 Objective摇 To study the PERK / eIF2a pathways and Caspase 3 in the mechanism of action of ischemia
reperfusion injury in rats and the effect of atorvastatin. 摇 Methods摇 Produce the ischemia reperfusion model rats by Middle
cerebral artery embolism method which were divided into the ischemia reperfusion group,control group,atorvastatin interven鄄
tion group and eIF2a suppression group. To observe the changes of ischemic brain,specimens were treated with TTC stai鄄
ning,the PERK,Caspase鄄3 protein expression and protein phosphorylation eIF2a were detected by western鄄blot. 摇 Results
Compared with the control group,after ischemia reperfusion,PERK protein expression and protein phosphorylation eIF2a in鄄
creased,the expression of Caspase 3 was enhanced,and the expression of PERK protein and phosphorylation eIF2a was re鄄
lieved after atorvastatin intervention. The expression of Caspase鄄3 and phosphorylation eIF2a was inhibited by inhibitor Salu鄄
brinal,which had no effect no PERK. Large cerebral infarction in ischemia reperfusion group was visible by TTC staining af鄄
ter ischemia reperfusion. Cerebral infarction volume was significantly narrowed by atorvastatin intervention or inhibitor Salu鄄
brinal. 摇 Conclusion摇 Cell apoptosis was related to the PERK / eIF2a / Caspase 3 pathways after endoplasmic reticulum
stress,atorvastatin can reduce the damage of cerebral ischemia reperfusion.

Key words:摇 protein kinase鄄like ER kinase; 摇 EIF2a; 摇 endoplasmic reticulum stress; 摇 Caspase鄄3; 摇 ischemia
reperfusion;摇 atorvastatin

摇 摇 脑梗死发生后出现脑细胞的坏死,神经损伤加

重,其损伤的机制主要与细胞凋亡有关,最近几年有

大量研究发现内质网应激(ERS)与细胞凋亡有关,
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内质网是一种细胞器,参与了蛋白质的折叠、稳态和

脂质合成等过程,多种诱导因素包括氧化应激、缺
血、电解质紊乱等影响内质网功能,导致非折叠蛋白

和错误折叠蛋白在内质网的积聚,触发内质网应激,
诱导促凋亡转录因子 C / EBP 同源蛋白(C / EBP ho鄄
mologousprotein,CHOP),激活 C鄄JNK 激酶、分裂凋

亡蛋白 12 及 / Caspase鄄3 等,从而启动细胞凋亡或死

亡,启动细胞凋亡信号[1鄄4]。
内质网应激包含蛋白激酶 R 样内质网激酶

(protein kinase R鄄like ER kinase,PERK)、肌醇激酶 1
(inositol鄄requiring kinase 1,IRE鄄l)和转录激活因子 6
(transcriptional factor activating transcription factor 6,
ATF鄄6)3 条信号通路[5鄄9]。 其中 PERK 是一种丝氨

酸苏氧酸激酶,在内质网应激启动后被激活,还能磷

酸化翻译起始因子 2a(eIF2a),从而切断 mRNA 的

翻译过程。 Caspase鄄3 是引起细胞凋亡的关键酶之

一,是执行凋亡程序的下游关键因子之一,因而推测

缺血再灌注等启动内质网应激导致细胞凋亡可能与

Caspase鄄3 有关,且 PERK / eIF2a / Caspase鄄3 通路是其

导致脑组织损伤机制之一。
近期有研究报道,氟伐他汀可以抑制缺氧所导

致的巨噬细胞凋亡,其机制与抑制内质网应激有关,
参与内皮细胞的凋亡[10鄄11]。 而阿托伐他汀与氟伐

他汀具有类似的分子结构,能竞争性抑制羟甲基戊

二酰辅酶 A 还原酶(HMG鄄CoA),因此推测阿托伐他

汀也可能通过内质网应激途径抑制缺氧等所导致细

胞凋亡,减轻脑缺血再灌注损伤,从而起到神经保护

作用。 本研究拟探索阿托伐他汀对缺血再灌注损伤

内质网应激的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 脑缺血再灌注动物模型的建立摇 摇 清洁级健

康雄性 SD 大鼠 60 只,鼠龄 10 个月,体质量 89 依 9
g,购自中南大学医学院动物实验室(实验动物许可

证号 SYXK(湘)2013鄄001)。 大鼠的饲养温度 20 ~
25益,湿度 40% ~70% ,室内风速 0. 1 ~ 0. 2 m / s,光
照时间为 12 h / 12 h 明暗。 实验经本院动物伦理委

员会批准同意。 按数字随机法将大鼠分为 4 组:假
手术组、缺血再灌注组、阿托伐他汀组和阿托伐他汀

+ Salubrinal 抑制剂组(简称阿 + 抑制剂组),每组

15 只。 缺血再灌注组、阿托伐他汀组和阿 + 抑制剂

组大鼠以大脑中动脉闭塞法建立脑缺血再灌注模

型,用 10%水合氯醛 350 mg / kg 麻醉。 切开颈前正

中皮肤,钝性分离皮下组织,暴露右侧颈总动脉及颈

内外动脉,在颈总动脉距离颈动脉分叉 2 cm 处剪一

斜口,将标记好的栓线通过分叉插向颈内动脉,插入

深度为 18. 5 依 1. 0 mm,表明线栓已经堵塞大脑中动

脉血流,栓塞 2 h 后再灌注恢复血流,最后缝合皮

肤。 假手术组大鼠暴露右侧颈总动脉。 其中阿托伐

他汀组及阿 +抑制剂组在造模前 1 天灌胃阿托伐他

汀干预(5 mg / kg,辽宁大连辉瑞制药有限公司,片
剂,用温开水 2 mL 溶解灌胃),1 次 /天,至造模后 3
天。 假手术组和缺血再灌注组大鼠灌胃 2 mL 蒸馏

水。 eIF2a 抑制组大鼠在造模前 1 天灌胃 eIF2a 酸

化特异性抑制剂 Salubrinal(11. 2 mg / kg,液体针剂,
ApexBio Technology LLC 公司,Houston,TX,USA) 1
次 /天,至造模后 3 天[12]。
1. 2摇 TTC 染色摇 摇 TTC 染色检测大鼠脑缺血组织

体积。 造模后 3 天,将大鼠用 10% 水合氯醛麻醉,
用 4%多聚甲醛固定并快速断头取脑后,在短暂冰

冻后从前至后切成 2 mm 厚度的脑片,即置于 2%
TTC 酸盐缓冲液中 37 益 避光恒温解育 30 min。
PBS 固定。 拍照,用 HMIAS鄄2000 高清晰度彩色图

文分析系统(陕西省西安市金马医疗器械有限公

司)观察梗死部位,测量梗死体积并计算脑缺血组

织体积(占全脑体积的百分比,% )。
1. 3摇 Western blot 检测摇 摇 Western blot 检测大鼠缺

血侧脑组织中 PERK、翻译起始因子 2a 及 Caspase鄄3
的表达。 造模后 3 天,将大鼠用 10% 水合氯醛麻醉

并处死,然后将缺血脑组织剪碎各加入一定比例改

良 RIPA 裂解液,在冰浴条件下进行组织匀浆、离
心,弃除沉淀,贮存于 - 80益中待用。 每份样品取样

200 滋g,SDS鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳,电压积层胶 80
V,分离胶 120 V。 半干法将蛋白转移至 PVDF 膜

上,加入 Western 封闭液在室温封闭 3 h 后,加入—
抗兔抗 PERK、兔抗 eIF2a、兔抗 Caspase鄄3 及 茁鄄actin
多抗(1颐 4 000;Santa Cruz Biotechnology,Santa Cruz,
CA,USA)4益 孵育过夜,封闭液漂洗,再加 HRP 标

记的山羊抗兔 IgG(1颐 2 000;Santa Cruz Biotechnolo鄄
gy)室温下孵育 2 h,摇床杂交 1 h,漂洗后放射自显

影。 测量光密度(OD)值(LS117 光密度仪,深圳市

金鹏程软件科技有限公司),目的蛋白的表达水平

以目的蛋白与 茁鄄actin 的光密度比值表示。
1. 4 摇 统计学分析 摇 摇 用 SPSS16. 0 统计学软件包

(SPSS,Chicago,IL,USA)对结果进行统计分析,计
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量资料用 x 依 s 表示,多组间的比较用单因素方差分

析检验(LSD),以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 阿托伐他汀增加脑缺血再灌注大鼠脑梗死体

积摇 摇 TTC 染色结果显示,假手术组大鼠未见脑梗

死灶,缺血再灌注组大鼠存在明显脑梗死现象,而与

缺血再灌注组相比,阿托伐他汀组及阿 + 抑制剂组

大鼠脑梗死体积明显缩小(P < 0. 05)(图 1)。

图 1摇 阿托伐他汀对脑缺血再灌注大鼠脑梗死体积的影响

大鼠(TTC 染色)正常脑组织染成红色,梗死区脑组织染成白色. A:
假手术组;B:缺血再灌注组;C:阿托伐他汀 + salubrinal 抑制剂组;
D:阿托伐他汀组;E:大鼠脑梗死体积定量结果. 摇 与假手术组比较,
*:P < 0. 05;与缺血再灌注组比较,#:P < 0. 05

2. 2摇 阿托伐他汀减少脑缺血再灌注大鼠梗死侧脑

组织中 PERK、Caspase鄄3 和 eIF2a 表达的变化 摇 摇
Western Blot 结果显示,与假手术组相比,大鼠缺血再

灌注后诱导大量 PERK 蛋白的表达、Caspase鄄3 活性

明显增强及 eIF2a 蛋白显著磷酸化 (P < 0. 01)。 但

阿托伐他汀干预后,缺血再灌注大鼠脑组织中 PERK
蛋白表达、Caspase鄄3 活性及 eIF2a 蛋白磷酸化程度明

显降低(P < 0. 05)。 而特异性 eIF2a 酸化抑制剂 Sa鄄
lubrinal 能显著抑制缺血再灌注大鼠脑组织中 eIF2a
蛋白磷酸化及 Caspase鄄3 活性(P < 0郾 05),但对 PERK
蛋白表达没有影响(P >0. 05,图 2)。

图 2摇 阿托伐他汀对脑缺血再灌注大鼠脑组织中 PERK、
Caspase鄄3 和 eIF2a 蛋白表达的影响摇 蛋白表达水平以其与与

茁鄄actin 光密度比值表示. 摇 1:假手术组;2:阿托伐他汀 + salubrinal
抑制组;3:缺血再灌注组;4:阿托伐他汀组. 摇 与假手术组比较,*:
P < 0. 05;与缺血再灌注组比较,#:P < 0. 05

3摇 讨摇 摇 论

蛋白激酶 R 样内质网激酶是一种丝氨酸苏氨
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酸激酶,内质网发生应激后,它磷酸化 eIF2a[13],从
而切断 mRNA 的翻译,包括 ATF4,同时也能诱导

UPR 相关的基因,降低未折叠蛋白水平。 在内质网

应激 中 Caspase鄄12 的 过 程 已 有 报 道[14], 导 致

Caspase鄄12 前体的裂解和激活,进一步激化 Caspase鄄
3 等因子导致线粒体依赖的细胞死亡,Caspase鄄3 是

细胞凋亡关键酶之一,但不能通过自催化或自剪接

的方式激活,因而被认为是执行凋亡程序的下游关

键因子之一,但具体的 PERK / eIF2a / Caspase鄄3 通

路研究不多。 在本研究中 TTC 染色结果提示缺血

再灌注后大鼠存在明显脑梗死现象,阿托伐他汀及

Salubrinal 干预后大鼠脑梗死体积明显缩小,同时

Western Blot 测定 PERK 蛋白的表达增强、eIF2a 明

显去磷酸化及 Caspase鄄3 活性增加,说明细胞发生凋

亡、坏死时激动内质网应激,激活了内质网激酶之一

的 PERK,也同时使具有 mRNA 的翻译功能的 eIF2a
磷酸化加强,切断了蛋白质的翻译过程,并启动了凋

亡因子 Caspase鄄3。 脑缺血再灌注发生后内质网应

激、eIF2a 磷酸化及凋亡因子 Caspase鄄3 启动三者之

间是否有一内在的联系,值得探讨,本实验中设计了

eIF2a 磷酸化特异性抑制剂 Salubrinal 组,经 Salu鄄
brinal 抑制后,Caspase鄄3 活性明显下降,从而抑制细

胞凋 亡, 而 PERK 无 影 响, 推 测 PERK / eIF2a /
Caspase鄄3 通路参与了细胞凋亡途径[15鄄17]。 C / EBP
同源蛋白(CHOP)是在内质网触发的凋亡信号中研

究最为清楚的分子之一。 CHOP 抗凋亡主要是

ATF4 和 ATF6 依赖的途径调控[18],其另一个重要

途径是 CHOP 介导 Bcl鄄2 家族蛋白的转录抑制及激

活,从而抑制抗凋亡 Bcl鄄2 蛋白的表达[19]。 有研究

报道 PERK / eIF2a / ArF4 是 CHOP 蛋白表达所必需

的,PERK 信号通路的激活在 ERS 早期通过抑制蛋

白质的合成对细胞起保护作用、促进细胞的生存,随
着 ERS 时间的延长,PERK 通过诱导 CHOP 的表达

而促进细胞的凋亡[20鄄24]。 这些前期的研究支持内

质网相关的激酶在细胞凋亡中起重要作用,因而内

质网应激导致细胞凋亡的途径和因子可能很多,本
研究认为内质网应激通过了 PERK / eIF2a / Caspase鄄
3 通路参与了细胞凋亡途径。

氟伐他汀抑制缺氧所导致的巨噬细胞凋亡的机

制与 N鄄末端糖调节蛋白(GRP78)有关,内质网应激

后 PERK 通过与 GRP78 的结合而失去活性[25鄄27],阿
托伐他汀具有调脂、抗炎、抗氧化等作用,显著降低

脑血管疾病发生率以及死亡率,阻断 HMG鄄CoA 还

原成甲基经戊酸(MVA)有关,MVA 是焦磷酸拢牛

儿酷(GGPP)和焦磷酸法尼醋(FPP)合成的前体,后
两者与免疫调节、凋亡有关[28鄄29]。 因而推测阿托伐

他汀可能干预内质网应激的凋亡,在本实验中设计

了阿托伐他汀组,结果发现阿托伐他汀干预后,
PERK 蛋白的表达、eIF2a 去磷酸化程度及 Caspase鄄3
活性均降低。 以往的研究多集中在阿托伐他汀仅通

过调脂、抗炎等防止动脉粥样硬化进展等[30鄄31],在
抗凋亡,保护缺血诱导神经细胞死亡研究不多,本研

究发现阿托伐他汀可能通过抗凋亡,减轻神经细胞

损伤,其机制可能是通过 PERK / eIF2a / Caspase鄄3
通路参与了细胞凋亡途径。
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