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·基础研究 ·

热休克蛋白 70对小鼠海马 CA3区
神经元损伤的保护作用

3

朱熊兆①　亓晓丽②　姚树桥①@　彭敏①

【摘 　要 】目的 : 探讨心理应激对海马 CA3区神经元凋亡的影响 , 热休克蛋白 70 (H sp70) 对心理应激

引起的海马 CA3区神经元凋亡的保护作用。方法 : 建立心理应激、热应激 (Heat Shock Pretreatment)、心理

应激加热应激三种动物模型 , 利用免疫组化和 TUNEL分别检测海马 CA3区神经元在第 1、2、3个月三个时

间段的 H sp70表达和神经元凋亡水平。结果 : 有心理应激的各组动物海马凋亡神经元数高对照组 ( P <

0105) , 热应激加心理应激组凋亡神经元在 2、3个月时较同时段心理应激组下降 ( P < 0105) , 但热应激组

与对照组间差异没有显著性。有热应激各组 H sp70表达数高于无热应激的两组 ( P < 0101)。海马 CA3区

H sp70表达水平与神经元调亡水平呈负相关 ( r = - 0126, P = 0103)。结论 : 热应激可促进海马 H sp70的表

达 , 热休克蛋白 70对心理应激导致的海马 CA3区神经元损伤有保护作用。
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【Abstract】O bjective: To investigate whether H sp70 can p rotect hippocampal CA3 neuron from apop tosis in2
duced by chronic p sychological stress1 M ethods: Establish three kinds of stress animal models: p sychological stress

animal model, thermal stress animal model and p sychological stress p lus thermal stress animal model1 Detect the

H sp70 exp ression and the neuronal apop tosis in the hippocampal CA3 sub2region with immunohistochem istry staining

and TUNEL respectively at three time points, one month, two months and three months after treatment1 Three2way

ANOVA was used for statistical analysis1 Make correlation analysis of the H sp70 exp ression and neuronal

apop tosis1Results: The results revealed that the p sychological stress p romoted the neuronal apop tosis in the hippocam2
pal CA3 region without increasing the H sp70 exp ression; the thermal stress p romoted the H sp70 exp ression in the hip2
pocampal CA3 neurons, and it did not increase the neuronal apop tosis in this region1A t the same time, the neuronal

apop tosis of the m ice treated with p sychological stress and thermal stresswasmuch less than that of the m ice treated on2
ly with p sychological stress1The p sychological stress × thermal stress interaction had significance effect on the apop to2
sis of the hippocampal CA3 neurons1There was a significant negative correlation between the H sp70 exp ression and the

appotosis in the hippocampal CA3 neurons1 Conclusion: In conclusion, this study demonstrated the H sp70 could ex2
ert p rotective effect on the hippocampal CA3 neurons against apop tosis from chronic p sychological stress1

【Key words】　p sychological stress; Heat shock p rotein70 (H sp70) ; animal study; hippocampus; apop tosis

　　热休克蛋白 (Heat shock p rotein, H sp ) 是机体

在应激条件下合成的应激蛋白 , 在多种应激条件下都

能够发挥保护作用 , 如缺血缺氧、射线照射、重金属

中毒等 , 因此被认为是具有重要应激保护作用的分子

之一。机体在热休克条件下能够合成多种热休克蛋

白 , 包括 5个主要家族 , 如 H sp27、H sp60、H sp90、

H sp70以及 H sp110 /104。其中热休克蛋白 70 ( Heat

shock p rotein70, H sp70) 被认为是对温度和应激条件

最敏感的蛋白 , 且被认为功能最重要。H sp70作为许

多结构和功能蛋白质的 “分子伴侣 ”能够促进新生

多肽链的正确折叠、转运和组装 , 以及变性蛋白质的

修复、清除。H sp70也能够参与细胞周期关键分子的

调节 , 如 p53、Cdk4、W ee21、 c2myc、PRb等 , 调节

细胞的生存和死亡 [ 1 - 3 ]。

海马作为心理应激环路的重要组成部分 , 在心理

应激条件下其结构可发生一系列可塑性变化 , 主要包

括体积缩小 , 神经元数目减少 , 分叉减少 , 突触结构

的改变等 [ 4 ]
, 例如 McEwen的研究表明慢性心理应激
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可引起海马 CA3区树突萎缩 , 齿状回颗粒细胞增生

抑制 [ 5 ]。Lucassen的研究显示慢性心理应激能够引起

海马 CA3区神经元凋亡增加 , 使得该脑区的神经元

数目减少 [ 6 ]。但是心理应激是否引起海马神经细胞

凋亡仍存在争论 , 其机制尚不清楚。近几年的研究发

现限 制 性 心 理 应 激 可 促 使 动 物 海 马 组 织 中

H sp70mRNA 的表达迅速增加 , 并且以 CA3区最明

显 , 由此推测海马 CA3 区是应激的敏感区域 , 而

H sp70可能在心理应激期间对该区的神经细胞起保护

作用 [ 7 ] , 最近 Hayase的研究表明强制性游泳应激使

小鼠海马组织 H sp70的阳性细胞数明显增多 , H sp70

可减轻应激引起的抑郁 , 这一结果提示 H sp在心理

应激过程中对应激敏感组织发挥了保护作用 [ 8 ]。这

些研究均是研究急性心理应激与 H sp70的关系 , 且

未从形态学上来证明 H sp70在心理应激过程中对海

马组织的保护作用。为了解 H sp70在心理应激中是

否对海马组织有保护作用 , 本研究采用慢性心理应激

的方法 , 对动物给予热应激和心理应激处理 , 探讨慢

性心理应激对海马 CA3区神经元凋亡的影响 , H sp70

在 CA3区的表达水平与凋亡水平的关系 , 试图找到

H sp70对心理应激引起的海马 CA3区神经元凋亡是

否具有保护作用的实验性证据 , 为预防和干预心理应

激对海马组织的损伤作用 , 提供一种新的思路。

对象与方法

111动物 　11111动物的繁殖 　采用动物由美国

德克萨斯大学西南医学中心培育的 HSF1 ( heat shock

factor 1) 基因敲除杂合子交配 , 然后经 PCR基因型

鉴定所得到的野生型小鼠 [ 9 ] (本品系小鼠是研究

H sp70的组织保护作用的常用实验动物 , 尤其是该品

系中已培育出了 HSF1基因敲除鼠 , 其野生型的实验

结果可与将来 HSF1基因敲除鼠的实验结果进行比

较 )。所有动物在中南大学湘雅二医院动物饲养中心

饲养 , 近交繁殖 , 群养 , 3～5只 /盒。选取 2月龄小

鼠入组。饲养条件为光照 8am - 8pm, 温度为 24 ±

015℃, 相对湿度 60% , 照度 220 lux, 屏蔽环境 , 饲

料、垫料以及饮水都经过严格的消毒。

11112动物的分组 　采用析因设计的方法 , 入组

动物共 70只 , 根据随机数字表分为四组。对照组 16

只 ; 热应激组 18只 ; 心理应激组 18只 ; 心理应激加

热应激组 18只 (对照组在 1、2、3个月时段各 5只 ,

其他各组在每个时段 6只 )。入组动物分别给予 1个

月、2个月、3个月处理 , 干预结束后断头处死。

112动物模型的建立 　对照组动物放于一安静的

环境中 , 不接受心理应激或热应激。热应激组 , 每周

接受一次热应激。心理应激组 , 接受限制应激和饮水

冲突应激。心理应激加热应激组 , 在接受限制应激和

饮水冲突应激的基础上 , 每周接受一次热应激。

11211心理应激动物模型的建立 　心理应激包括

两种方式 , 限制应激和饮水冲突应激。饮水冲突应激

是根据 Vogel冲突模型和 Geller2Seifter冲突模型设计

而成的 [ 10, 11 ]。限制应激是将小鼠限制在一狭小的容

器内 (直径 4cm , 长 8cm ) , 限制其活动范围 , 使动

物产生无助和抑郁的情绪 , 每次限制 015～115个小

时 , 容器开口以保证充足的氧气供应。

11212热应激动物模型的建立 　将一支肛温计插

入小鼠直肠内约 3cm处进行肛温监测 , 然后将动物

放于一个自制的加热舱内进行加热。舱内相对湿度约

为 60%。待其直肠温度达到 42℃时停止加热 , 此时

动物的直肠温度能够保持在 42℃达 15分钟 [ 12 ]。

113免疫组化测定海马神经元 H sp70的表达

一抗为小鼠抗小鼠 H sp70, 二抗为山羊抗小鼠

IgG, 正常的山羊血清封闭液 , SABC, DAB 显色液

(试剂购于麦新生物制品公司 )。步骤 : (1) 石蜡切

片常规脱蜡入水 ; (2) 3% H2 O2 室温 10分钟消除内

源性过氧化物酶 ; ( 3) 抗原热修复两次 , 011MPBS

洗 2分钟 ×2次 ; (4) 滴加正常山羊血清封闭液 , 室

温 20分钟 ; (5) 滴加一抗 4℃过夜 , 011MPBS洗 2

分钟 ×3次 ; (6) 滴加生物素化山羊抗小鼠 IgG, 室

温 15分钟 , 011MPBS洗 2分钟 ×3次 ; ( 7) 滴加

SABC室温 15分钟 , 011MPBS洗 5分钟 ×4次 ; (8)

DAB显色 , 显微镜下控制反应时间 , 蒸馏水冲洗 ,

梯度酒精脱水 , 二甲苯透明 , 中性树胶封片。

114脱氧核苷酸末端标记法 ( Term inal deoxynu2
cleotidyl transferase2mediated dUTP nick2end labeling ,

TUNEL) 测定海马神经元的调亡

平衡缓冲液 , 生物素化脱氧核苷酸混合物 , 末端

脱氧核苷酸转移酶 ( Term inal deoxynucleotidyl Trans2
ferase , TdT) , 20 ×SSC, 蛋白酶 K, 链酶亲和素

HRP, DAB显色剂 , H2 O2。所需试剂购于美国 Pro2
mega公司。反应步骤如下 : (1) 石蜡切片常规脱蜡

入水 ; (2) 切片浸入 0185%NaCl, 011MPBS洗 5分

钟 ×1次 ; ( 3) 3% H2 O2 室温 10分钟消除内源性过

氧化物酶 ; (4) 在 4%多聚甲醛 /1 ×PBS中固定 15分

钟 , 011MPBS洗 5分钟 ×1次 ; (5) 每片组织滴加

20ug /m l的蛋白酶 K, 室温下消化 30分钟 , 011MPBS

洗 5分钟 ×1次 ; (6) 滴加 100ul平衡缓冲液平衡 10

分钟 ; (7) 每片组织滴加 98ul平衡冲液 , 1ul生物素
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图 1　C组 3个月 CA3区 H sp70的表达 DAB ×200

图 2　心理应激加热应激组 3个月 CA3区 H sp70的表达

　　　DAB ×200

图 3　心理应激组 3个月 CA3区凋亡 DAB ×200

图 4　心理应激加热应激组 3个月 CA3区凋亡 DAB

　　　 ×200

化脱氧核苷酸 , 1ulTdT酶混合液 , 4℃过夜 ; ( 8) 2

×SSC浸泡 30分钟 , 终止反应 , 011MPBS洗 5分钟

×3次 ; ( 9 ) 1∶500稀释链酶亲和素 HRP, 滴加

100ul于组织片 , 室温下反应 20分钟 , 011MPBS洗 5

分钟 ×3次 ; (10) DAB显色 , 显微镜下控制反应时

间 , 蒸馏水冲洗 ; (11) 苏木素轻度复染 , 梯度酒精

脱水 , 二甲苯透明 , 中性树胶封片。

115检测结果记录 　在 O lympus显微镜 10 ×20

高倍视野下观察免疫组化和凋亡阳性细胞 , 记数海马

CA3区的阳性细胞数 , 以作为统计指标进行统计分

析。取适当的视野进行显微摄影。H sp70在神经元和

神经胶质细胞均可表达 , 但依据 Bodega 提出的

H sp70的阳性神经元判断标准可区别神经胶质细

胞 [ 13 ] : 细胞浆呈现棕黄色 , 细胞核透明 (见图 1、

2)。神经元凋亡阳性细胞主要表现为 : 染色质浓集 ,

细胞核体积变小 , 呈现棕黑色 (见图 3、4)。

116统计分析 　进行三因素析因设计的方差分析

和 Pearson相关分析。

结 果

211四组动物各时间段海马 CA3区 H sp70表达结

果 (见表 1)

表 1　不同时间段各组动物海马 CA3区 H sp70阳性神经元数 ( x ±s)

时间
(月 )

对照组 热应激组 心理应激组
热应激加
心理应激组

1 2116 ±1616 10917 ±4417 4813 ±3610 7415 ±5112

2 2318 ±714 7813 ±5815 3415 ±2212 11715 ±5116

3 5710 ±3215 12010 ±6712 7117 ±2816 14510 ±5214

212心理应激、热应激、时间三因素对海马 CA3

区神经元 H sp70表达的方差分析

表 2　各组动物海马 CA3区神经元 H sp70表达的析因设计方差分析

项目 F值 P值

心理应激 11686 01199

热应激 381619 01000

时间 51075 01009

心理应激 ×热应激 01137 01713

心理应激 ×时间 01737 01483

热应激 ×时间 01131 01877

心理应激 ×热应激 ×时间 11736 01185

为了解心理应激、热应激、时间 3个因素对海马

CA3区 H sp70 表达的影响 , 以海马 CA3 区神经元

H sp70水平为统计指标 , 作三因素多水平析因设计的

方差分析。结果 (见表 2) 发现热应激、时间因素对

海马 CA3区 H sp70表达有显著作用 ( P < 0105)。心

理应激作用不显著 ( P > 0105) , 且心理应激和热应
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激、心理应激和时间、热应激和时间、心理应激热应

激和时间不存在交互作用 ( P > 0105)。表 1示给予

热应激的各组 H sp70表达均数显著高于无热应激的

各组 , 提示热应激促进 H sp70表达。

213四组动物各时间段海马 CA3区神经元凋亡结

果 (见表 3)

214心理应激、热应激、时间三因素对海马 CA3

区神经元凋亡的方差分析

表 3　不同时间段各组动物海马 CA3区凋亡神经元数 ( x ±s)

时间
(月 )

对照组 热应激组 心理应激组
热应激加
心理应激组

1 11120 ±3135 14183 ±4126 19133 ±14192 18183 ±3113

2 5180 ±2186 10183 ±5138 19183 ±13169 6167 ±6106

3 11167 ±4176 8117 ±2104 15150 ±5189 7100 ±1167

为了解心理应激、热应激、时间 3个因素对海马

CA3区神经元凋亡的影响 , 以海马 CA3区神经元凋

亡水平为统计指标 , 作三因素多水平方差分析。结果

(见表 4) 发现心理应激、时间因素对海马 CA3区神

经元凋亡有显著作用 ( P < 0105)。热应激作用不显

著 ( P > 0105) , 但热应激与心理应激存在交互作用

( P = 0101) , 心理应激和时间、热应激和时间、心理

应激与热应激和时间不存在交互作用 ( P≥0105 )。

表 3示有心理应激各组动物除热应激加心理应激组 3

个月时段外其余各时段凋亡神经元均数均高于对照

组 , 提示心理应激增加海马 CA3区神经元凋亡。热

应激虽然没有主效应 , 但是热应激与心理应激存在交

互作用 , 热应激加心理应激组凋亡神经元在两个月和

三个月时均较同时段心理应激组下降 , 而热应激组与

对照组没有明显差异 , 提示热应激可以抑制神经元凋

亡 , 这种保护作用在应激性状态下明显 , 在非应激状

态下不明显。一个月时段热应激加心理应激组凋亡神

经元均数均较同时段心理应激组无明显差异 , 这与时

间因素具有显著作用相吻合 , 提示应激的时间越长 ,

热应激的保护作用越明显。

表 4　各组动物海马 CA3区神经元凋亡的 3 ×2 ×2析因设计方差分析

项目 F值 P值

心理应激 51853 01019

热应激 21780 01101

时间 41407 01017

心理应激 ×热应激 71187 01010

心理应激 ×时间 01715 01493

热应激 ×时间 11784 01177

心理应激 ×热应激 ×时间 11777 01178

215海马 CA3区 H sp70表达与神经元凋亡的相关

分析 　对三个时间段海马 CA3区 H sp70表达水平和

神经元凋亡水平进行相关分析 , 结果显示二者之间存

在有统计学意义的负相关 ( r = - 0126, P = 0103)。

讨 论

本研究发现心理应激明显地促进了海马 CA3区

神经元的凋亡 , 心理应激组动物的海马 CA3区神经

元凋亡始终维持在较高的水平 , 且该组动物海马 CA3

区 H sp70阳性细胞数没有显著增加。热应激明显促

进了热应激组、心理应激加热应激组两组动物海马

CA3区 H sp70的表达 , H sp70阳性细胞数的增加趋势

明显强于心理应激组和对照组 , 在第 2、3个月时 ,

心理应激加热应激组的 CA3区 H sp70阳性细胞数显

著高于心理应激组。热应激组和心理应激加热应激组

在各个时间段均未发现明显的凋亡增加现象 , 且凋亡

数目呈下降趋势 , 热应激组下降趋势最明显 , 心理应

激加热应激组的 CA3区神经元凋亡数目总是小于心

理应激组。海马 CA3区 H sp70阳性细胞数与凋亡细

胞数呈显著负相关 , 显示了热应激的抗凋亡作用 , 心

理应激和热应激的交互作用对海马 CA3区神经元凋

亡的发生具有显著作用。结果提示热应激通过诱导

H sp70的表达降低心理应激所致的海马 CA3区神经

元凋亡水平 ; 随着心理应激时间延长 , 实验动物海马

CA3区神经元凋亡水平增高 , 反之 , 实验动物 CA3

区神经元凋亡水平则随着热应激时间的延长而降低 ,

从而表明 H sp70对心理应激所致的小鼠海马神经元

损伤具有保护作用。

心理应激能够诱导机体细胞发生凋亡 , 在心理 -

神经 -免疫领域的研究中已经得到广泛证实。例如

Engler等人 [ 14 ]研究发现社会挫败应激能够引起胸腺

细胞凋亡和胸腺细胞数目减少。尽管众多研究都指出

海马 CA3区是心理应激的敏感区域 , 然而对于心理

应激是否引起海马 CA3区神经元凋亡仍有争议。Lu2
cassen等人 [ 6 ]的研究发现心理应激引起海马各区发生

凋亡的情况有差别 , 对树鼠给予 28天的心理应激 ,

海马 CA1区凋亡数目减少 , CA3区凋亡数目增多 ,

海马神经元凋亡数目的总体是减少的 , 与本研究发现

海马 CA3区神经元凋亡增加是一致的。关于心理应

激导致海马神经元凋亡的机制可能有如下几种 : (1)

应激导致葡萄糖代谢障碍 , 致使神经元能量代谢障

碍 , 从而发生凋亡 [ 15 ] ; (2) 兴奋性谷氨酸和 Ca2 +依

赖的 NMDA受体介导的兴奋性毒性作用 , Ca
2 +的内

流触发了 Ca
2 + 依赖或调节的激酶 , 启动凋亡的发

生 [ 16 ]
; (3) 应激引起的 BDNF的减少 , BDNF是神经
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元发育的主要调节成分 , 其减少可直接导致细胞的凋

亡 [ 17 ]。但是心理应激导致海马神经元凋亡的确切机

制并不十分清楚 , 有待深入研究。

本研究结果显示随着热应激诱导的 H sp70表达

的增加 , 能对抗心理应激所导致的实验鼠海马 CA3

区神经元的凋亡。凋亡是受基因控制的细胞自我破坏

过程 , 在这个过程中有基因的表达和蛋白质的合成。

H sp70可通过多条途径和这些调控凋亡的基因和蛋白

质相互作用 , 从而调节细胞的增殖分化 , 抑制凋亡的

发生。H sp70能够调节参与细胞周期的关键分子 , 如

P53、Cdk4、W ee21、C2myc等 , 通过调节这些周期

蛋白而抑制凋亡的发生 [ 18 ]
; 也可参与有丝分裂素激

活的信号通路 , 对其中的蛋白酶进行调控 , 如 Src激

酶、酪氨酸受体激酶、Raf和 Map激酶 , 参与细胞的

有丝分裂 , 进而调节细胞的增殖和分化 , 抑制凋亡的

发生 [ 19 ]
; 还可通过和 Bcl - 2凋亡抑制基因发生协同

作用 , 抑制凋亡发生 [ 20 ]
; H sp70的高表达也能够抑

制 Fas介导的凋亡信号的传导 , 从而抑制凋亡的发

生 [ 21 ]。但是心理应激促进海马 CA3区神经元凋亡的

具体途径 , 以及 H sp70有效的抵抗这种凋亡的具体

机制仍有待继续研究。
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