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热休克蛋白70对感染性脑水肿核转录因子一，cB 

及其抑制蛋白的影响 

毛定安 杨于嘉 俞燕 

【摘要】 目的 探讨热休克蛋白 70(HSP70)对感染性 脑水肿大 鼠核转录因子一 B(NF— B)活化及 

NF— B抑制蛋白一a(I— Ba)的影响及意义。方法 制备百 日咳菌液大鼠感染性脑水肿模型。72只SD大鼠随 

机分为对照组(NS组)、感染性脑水肿组(BE组)及热休克处理组(HSP组)，各组分别于注射百日咳菌液或生 

理盐水 4、8和 24 h处死，取脑组织，采用 Western印迹杂交分析法检测脑组织 HSP70及 I—KBa表达，凝胶电 

泳迁移率检测法(EMSA)检测神经细胞核提取物 NF— B活性。结果 在热休克处理后，HSP组各时间点 

HSP70表达明显增加，与NS组和BE组 比较差异均有显著性(尸均<O．01)。在 BE组各时间点中，NF—KB均 

显示明显的滞留条带，提示 NF— B活性明显增强，而 I— 表达则明显减低。HSP组各时间点中，NF— B 

滞留条带与 BE组比较明显减低，而 I— 表达则明显增强。结论 HSP70表达增加可抑制 NF— B活化及 

I— Ba蛋白降解，提示HSP70对感染性脑水肿具有保护作用，其机制可能与抑制 NF— B活化及 I— 蛋白 

降解有关。 
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Effect of heat shock protein 70 on nuclear factor—gB／inhibitor protein—a of nuclear factor—KB in brain 

edema induced by infection in rat MAO Ding —an ，YANG Yu—jia，y Yan． Department of 

Pediatrics，7 he Second Xiangya Hospital，Central South University，Changsha 41 001 1，H unan，China 

[Abstract] Objective To study the effect of heat shock protein 70(HSP70)on activation of nuclear 

factor—KB (NF—KB)and degradation of inhibitor KB—a protein(I—KBn)in brain edema induced by Pertussis 

bacilli infection in rats．Methods Brain edema was induced by injection of Pertussis bacilli suspension via the 

left internal carotid artery．Seventy—two Sprague—Dawley rats were divided randomly into brain edema 

group，pretreatment with heat shock group，and normal saline control group．The rats were sacrificed 4，8 

and 24 hours after injection of Pertussis bacilli and normal saline，respectively．HSP70 expression and the 

degradation of I—KBa were assayed in all animals with W estern blot analysis．Electrophoretic mobility shift 

assay (EMSA)was performed to assess NF —KB activation of nuclear extract of neurones．Results The 

results showed that HSP70 expression was significantly increased in heat shock group compared with control 

group and brain edema group．The activity of NF—KB started to increase at 2 hours in brain edema group and 

peaked at 24 hours．The expression of I—KBa began to decrease at 2 hours and reached the lowest level at 

24 hours．In heat shock group the activity of NF —KB complexes was lower than that in brain edema group． 

and the expression of I—K higher than that in brain edema group at corresponding time points．Conclusion 

HSP70 shows a protective effect on development of brain edema as its expression increases． The 

mechanism might be associated with its inhibitory effect on degradation of I—KBa and activation of NF—KB． 

[Key words】 infective brain edema； heat shock protein； nuclear factor—KB； inhibitor KB—a 

protein 

感染性脑水肿是由于各种脑部或全身疾病所引 

起，具有细胞毒性和血管源性脑水肿的特点。我们以 

往的研究发现，热休克反应能诱导热休克蛋白 70 

(heat shock protein 70，HSP70)合成以产生对感染 

性脑水肿的保护作用，但是其作用机制仍不十分清 

楚“ 。近年来文献报道认为，HSP70可通过对核转 

录因子一 B／核转录因子一 B抑制蛋白一a(nuclear 
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factor一~B／inhibitor ，cB —a protein·NF 一 ，cB／ 

I一 Ba)的作用来保护脑组织 。本研究拟采用 

Western~迹分析法检测脑组织 HSPT0及I—KBa表 

达，凝 胶 电泳迁移率 法 (electrophoretic mobility 

shift assay，EMSA)检测神经细胞核提取物NF—KB 

活性，观察HSP70对脑水肿大鼠NF一~：B／I一~：13a的 

影响及其意义。 

1 材料与方法 

1．1 感染性脑水肿模型制备及实验动物分组：建立 

百日咳菌液所致大鼠感染性脑水肿模型“ 。大鼠用 

质量分数为 25 的乌拉坦 4 ml／kg腹腔注射麻醉 
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后，取颈正中切口，分离左侧颈总动脉、颈外动脉和 

颈内动脉分支，结扎翼腭动脉和枕动脉，夹闭左颈外 

动脉后，从左颈总动脉穿刺向左颈内动脉注入百日 

咳菌液 0．2 ml／kg，制备感染性脑水肿模型。对照组 

(NS组)用同法注射等量生理盐水。 

72只健康 SD大鼠，体重(210±30)g，雌雄各 

半，随机分为3组，每组24只。@NS组：给予生理盐 

水；②感染性脑水肿组(BE组)：不行预处理，置室温 

中，24 h后制备模型；③热休克处理组(HSP组)：大 

鼠用质量分数为 2 的戊巴比妥钠麻醉后，置 45℃ 

水浴箱中，使其肛温升至42℃时，移至 42℃水浴箱 

中维持 15 min，然后置室温恢复 24 h，即制成感染 

性脑水肿模型。其中各组按时间又分为4、8和 24 h 

3个亚组。上述各组动物分别观察至相应时间后断 

头处死 。 

1．2 Western印迹分析法检测脑组织 HSP70的表 

达：动物断头处死，立即取左侧大脑组织约 150 mg， 

按文献“ 方法稍作修改，制备蛋白质样本。根据蛋白 

定量结果各组取等量蛋白质 100 p-g，经质量分数为 

8 的十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS— 

PAGE)，直至溴酚蓝达凝胶底部。取出凝胶，置4℃ 

冰箱的电转移槽中进行电转移，将蛋白质转至硝酸 

纤维素膜上。取出硝酸纤维素膜，用封闭液[磷酸盐 

缓冲液(PBS)中含质量分数为 0．05 的吐温一2O和 

1 的牛血清白蛋白]后，按 1：1 000加入抗 HSP70 

单克隆抗体(单抗)，4 C下平缓摇动过夜，用含吐温 
一 20磷酸盐缓冲盐溶液(PBS～T)洗膜；按 1：2 000 

加入碱性磷酸酶(AKP)标记羊抗鼠IgG抗体，室温 

内2 h，PBS洗膜，加入 AKP生色底物缓冲液，室温 

下平缓摇动，观察生色过程，至蛋白条带显色清晰时 

终止反应。拍摄照片，记录实验结果。重复 3次，照 

片结果用CS一930扫描仪进行密度分析。 

1．3 Western印迹分析法检测脑组织 I—K 表 

达：具体方法同检测脑组织 HSP70表达。 

1．4 核抽提物的制备：操作按文献(53方法略加改 

进。断头后迅速取左侧大脑组织200 mg，用冷 PBS 

洗净红细胞 。1：10 SMTD一苯甲基磺酰氟(PMSF) 

[由0．25 mol／I 蔗糖，1 mmol／I MgC12，20 mmol／L 

Tris—HCl(pH 7．85)，1 mmol／L二 硫 苏 糖 醇 

(DTT)，0．1 mmol／I PMSF组成]缓冲液机械匀 

浆，钢目过滤；再加入 SMTD—PMSF液体2 ml，混 

匀，机械匀浆；加入体积分数为 1 的Triton-X100 

再次 匀浆，冰 上 孵 育15 min；4 C下 1 000×g离 

心 10 min，共2次。取沉 淀涂片，用体积分数 为 

· 645 · 

1O 的甲醛固定，苏木素一伊红 (HE)染色，观察细 

胞核的收集；取沉淀，用0．3 mol／L NaC1一MTD液 

(1 mmol／I MgC12，10 mmol／L Tris — HCl、pH 

8．0，1 mmol／I DTT，0．3 mol／L NaC1)裂解细胞 

核，置干冰上60 min；4 C下14 500×g离心15 min， 

取上清，一7O℃保存。并取微量上清用福林一酚法进 

行蛋 白定量 。 

1．5 EMSA检测脑组织 NF—KB的活性：采用美国 

Promega公司的凝胶迁移检测系统(Gel shift assay 

system)试剂盒。按照说明采用[了一。。P3ATP标记 

NF—KB结合序列寡核苷酸片段作探针，NF一 B结 

合反应总体积为 2O l，含结合缓冲液[体积分数为 

2O 的甘油 ，5 mmol／L MgC12，2．5 mmol／L乙二胺 

四 乙 酸 (EDTA)，2．5 mmol／L DTT，0．25 mol／L 

NaC1，50 mmol／L Tris—HC1、pH 7．5，0．25 mg／ml 

鲑精 DNA3。20／*g核提取物及放射性 比活度为 

160 000 cpm的探针，室温孵育 30 min，用 6 非变 

性聚丙烯酰胺凝胶，在 0．5 mol／L四溴乙烷(TBE) 

溶液中进行电泳。加样前预电泳 30 min，加样后在 

i00 V电压中电泳 2 h，直到溴酚蓝达凝胶底部，停 

止电泳。取出凝胶，一7O℃中行放射性 自显影，24～ 

48 h后洗片，记录实验结果，密度扫描仪定量分析， 

各样本重复 3次。用 HeLa核提取物设置阴性对照、 

阳性对照、特异性竞争抑制及非特异性竞争抑制对 

照4个反应对 照体系。 

2 结 果 

2．1 Western印迹分析法检测脑组织 HSP70的表 

达(表 1)：经CS一930扫描仪定量检测分析，密度面 

积扫描显示 ，NS组 4、8和 24 h及 BE组 4、8 h脑组 

织 中均有少量的 HSP70，而 HSP组 4、8 h较 NS 

组、BE组脑组织中 HSP70含量明显增多，24 h BE 

组和 HSP组较 NS组 HSP70含量均增多，以 HSP 

组增多最 明显 。 

表 1 HSP70 Western印迹分析法密度 

面积扫描值( 士 ，Jl一8) 

Table 1 Level of HSP70 expression in W estern blot 

analysis at different groups( 士 ，Jl一 8) 

注：与 NS组相应时间点比较： P< 0．05，一 P<0．01；与 BE 

组相应时间点比较： P<0．01 

2．2 NF—KB DNA一蛋白质结合物活性测定(表 2)： 

NF—KB DNA探针与核抽提物结合反应后显示， 
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NS组仅隐约可见一条DNA一蛋白质结合物滞留条 

带；BE组 4、8和 24 h均显示明显滞留条带，以24 h 

最为明显；而 HSP组 4、8和 24 h虽可见滞留条带， 

但与 BE组比较明显减低。 

表 2 EMSA检测 NF—KB和 Western印迹分析法 

检测脑组织 I—KBa密度扫描分析 (n一3) 

Table 2 Level of NF —KB activation 

with EM SA and I—KBa expression in W estern 

blot analysis in different groups(n一3) 

2．3 Western印迹分析法检测脑组织 I—JcBa表达 

(表 2)：BE组中I—JcBa表达从 4 h到 24 h逐渐减 

少 。HSP组 I—JcBa表达 比相应 BE组 明显增多。 

3 讨 论 

本研究中所采用的大鼠百 日咳脑水肿模型类似 

于急性、弥漫性、感染性全脑水肿。在感染性脑水肿 

中，有肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一l』3 

(IL一113)及一氧化氮(NO)等细胞因子大量生成，而 

这些细胞因子的活化大部分受 NF一．cB的调控 。 

NF～JcB是 1986年由Sen等首次从小鼠B淋巴细 

胞核中检测到的一种能与免疫球蛋白．c轻链基因增 

强 ．cB序列特异性结合的核蛋白因子 ，在静息状态 

下与抑制性蛋白I一．cB结合，并以非活性状态存在 

于胞浆内。在许多刺激因素如细菌、病毒产物和特定 

细胞因子作用下，由于 I一．cB的磷酸化和通过蛋白 

酶体途径的降解，使 NF一．cB活化，与 I一．cB解离 

后，NF一．cB移位入核，与 DNA的特定序列结合，激 

活转录，导致多种细胞因子表达增加，在许多炎症疾 

病中发挥重要作用。本研究结果表明，24 h BE组大 

鼠NF—JcB DNA结合蛋白活性明显增高，而 I—JcB 

表达明显降低，并持续到 24 h。这一结果提示，在百 

日咳菌液的作用下，脑组织神经细胞中I一．cB降解， 

NF～．cB被激活，由于NF一．cB能够诱导编码许多促 

炎症细胞因子(如 TNF—a及 II 一113)和化学因子 

(如 NO)等的基因转录，从而引起细胞因子及 No 

等产物大量产生，对神经细胞产生损伤作用，导致脑 

水肿的形成和加重。说明NF一．cB活化、I一．cB降解 

在感染性脑水肿中可能具有重要作用。 

我们以前的研究证实，HSP对感染性脑水肿有 

显著的保护作用，并发现这种保护作用与脑组织中 

HSP70基因转录增强和 HSP70的合成增加有关“ 。 

本研究发现 ，4、8和 24 h HSP组 NF—JcB活性均 明 

显降低，而 I—JcBa表达明显增加，提示 HSP 7O表达 

增加时，可抑制 NF一．cB活化及 I一．c 蛋白降解， 

从而对感染性脑水肿具有保护作用。这一保护作用 

的机制可能是 HSP70与 NF—JcB一样也出现核易 

位，在细胞核内通过竞争进入核孔转运的 NF一．cB 

复合体阻止其活化 ；同时 HSP70也能够直接作用 

于I一．c 蛋白降解，抑制NF一．cB的活性。 ，从而部 

分阻断细胞因子的产生，使炎症因子合成减少，减轻 

脑组织损害，对感染性脑水肿产生保护作用。 
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