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新生大鼠缺氧缺血脑损伤时脑组织
STAT3 信号通路的作用

邓睿 1,2　赵凤艳 1　张莉 1　李德渊 1　母得志 1

（1. 四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　610041；2. 重庆市妇幼保健院新生儿科，重庆　400013）

［摘要］　目的　研究信号转导和转录激活因子 3（STAT3）信号通路在新生大鼠缺氧缺血脑损伤中

的作用和机制。方法　80 只 7 日龄 Sprague-Dawley 大鼠随机分为缺氧缺血（HI）组（n=40）和假手术组

（n=40）。HI 组大鼠行右侧颈总动脉结扎随后缺氧（8% O2）处理 2.5 h，假手术组仅分离右侧颈总动脉但不

予结扎和缺氧处理。两组分别在 HI 后 4、6、8、12 和 24 h 处死大鼠并收集脑组织。采用免疫组化和 Western 

blot 法检测 STAT3、磷酸化 STAT3 和血管内皮生长因子（VEGF）蛋白表达，TUNEL 染色法检测细胞凋亡。

结果　HI 组和假手术组间 STAT3 蛋白表达在各时间点差异均无统计学意义（P>0.05）；除 24 h 外，其余时间

点 HI 组的磷酸化 STAT3 蛋白表达均明显高于假手术组，6 h 达高峰（P<0.01）。各时间点 HI 组 VEGF 蛋白表

达均明显高于假手术组，8 h 达高峰（P<0.05）。HI 组各时间点凋亡细胞数均高于假手术组，且随时间延长凋

亡细胞数逐渐增加（P<0.01）。结论　新生大鼠 HI 后 STAT3 可能被磷酸化激活从而诱导 VEGF 表达；STAT3

通路激活可能参与了神经细胞的凋亡调节，推测该通路活化与神经细胞的凋亡抑制相关。

［中国当代儿科杂志，2016，18（1）：78-84］
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Role of STAT3 signaling pathway in hypoxic-ischemic brain damage of neonatal rats
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Abstract: Objective    To study the role and mechanisms of STAT3 signaling pathway in hypoxic-ischemic brain 
damage (HIBD) of neonatal rats. Methods    Eighty 7-day-old Sprague-Dawley rats were randomly divided into two 
groups: HI and sham-operated (n=40 each). The rats in the HI group were subjected to right carotid artery ligation 
and subsequent hypoxia exposure (8% O2) for 2.5 hours, and the rats in the sham-operated group underwent the right 
carotid artery dissection without subsequent ligation or hypoxia treatment. Brain tissue samples were collected at 4, 
6, 8, 12 and 24 hours after operation and hypoxic exposure. Immunohistochemistry and Western blot were used to 
detect the expression of STAT3, phosphorylated STAT3 (p-STAT3) and vascular endothelial growth factor (VEGF) 
proteins. TUNEL staining was used to detect apoptotic cells. Results    No significant difference in STAT3 expression 
was observed at all time points between the HI and sham-operated groups (P>0.05). Compared with the sham-operated 
group, the expression of p-STAT3 protein in the HI group was significantly upregulated at 4, 6, 8, 12 hours after 
operation and hypoxic exposure, and peaked at 6 hours (P<0.01). The VEGF expression in the HI group was higher than 
that in the sham-operated group at all time points, which peaked at 8 hours (P<0.05). TUNEL staining showed that the 
apoptotic cells increased significantly in a time-dependent manner compared with the sham-operated group (P<0.01). 
Conclusions    HI may lead to phosphorylation of STAT3 which probably induces the VEGF expression in the brain of 
neonatal rats. The activated STAT3 signaling pathway may be involved in the apoptosis regulation of nerve cells, and 
related to apoptosis inhibition of  nerve cells.                                             [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(1): 78-84]
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新生儿缺氧缺血性脑病（hypoxia-ischemic 

encephalopathy, HIE）是围生期新生儿常见的中枢

神经系统疾病，可以导致严重的神经系统后遗症。

但其发病机制尚未完全阐明。Janus 激酶 - 信号转

导与转录激活因子（janus kinase-signal transducer 
and activator of transcription, JAK-STAT）途径是近

年来新发现的一条信号转导途径，该途径可能与

脑缺血 [1-4]、神经炎症 [5] 等中枢神经系统疾病相关。

STAT3 是 STATs 家族的重要成员，能参与信号转

导和结合相应 DNA 位点。当细胞因子与相应的受

体结合后，JAKs 募集胞浆内的 STAT3，使 STAT3

发生磷酸化而活化。活化的 STAT3 形成同源或异

源二聚体转位到细胞核内，与其特异 DNA 反应

元件结合，启动下游靶基因的转录 [6]。研究表明

成年鼠脑缺血损伤后，STAT3 的活化形式磷酸化

STAT3 （phosphorylated STAT3, p-STAT3）在脑组

织中的表达会升高，但 p-STAT3 在神经细胞上的

定位存在差异，一些报道认为 p-STAT3 主要在神

经元中表达 [1-2]，而另一些研究则认为 p-STAT3 在

反应性星形胶质细胞、小胶质细胞中表达 [7]。另

外，缺血性脑损伤时 STAT3 活化的作用也存在争

议，有研究发现 STAT3 活化可以上调抗凋亡蛋白 

Bcl-2、Bcl-xl 并下调促凋亡蛋白 Bax 表达，从而发

挥神经保护作用 [1-3]，另有研究认为 STAT3 的过量

活化会导致神经细胞凋亡 [4]。不同研究中 p-STAT3 

开始出现及达到高峰的时间也不尽相同。上述关

于STAT3的研究大都集中在成年鼠脑缺血模型中，

而对于 STAT3 信号通路在新生鼠脑缺氧缺血性

（hypoxia-ischemia, HI）损伤中所起作用报道较少。

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth 

factor, VEGF）是 STAT3 重要的下游效应分子。

VEGF 不仅能促进新生血管生成和血管重塑，还是

一种重要的神经营养和保护因子 [8-9]，其对中枢神

经系统的保护作用已成为研究的热点。尽管有报

道称 VEGF 在鼠脑局部脑缺血后表达上调 [10]，但

是尚不清楚这种变化是否与 STAT3 的活化及神经

细胞凋亡相关。

本研究意在阐明 STAT3 在新生鼠缺氧缺血性

脑损伤（hypoxic-ischemic brain damage, HIBD）中

的作用及其与 VEGF 表达、神经细胞凋亡的关系。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器

山羊血清、SP 免疫组化试剂盒（北京中杉金

桥生物公司）；兔抗 STAT3 抗体、兔抗 p-STAT3

抗体（Cell Signaling 公司，美国）；兔抗 VEGF 抗

体、小鼠抗 β-actin 抗体及辣根过氧化物酶标记的

抗兔及抗鼠 IgG 抗体（Santa Cruz 公司，美国）； 

TUNEL 细胞凋亡原位检测试剂盒（Roche 公司，

美国）；酪氨酸磷酸酶抑制剂 Cocktail Ⅱ（Sigma 

公司，美国）；BCA 蛋白定量检测试剂盒、牛血

清白蛋白（北京百泰克公司）；ECL 底物化学发

光试剂（Pierce 公司，美国）。图像采集系统、 

CX31 显微镜（Olympus 公司，日本）；ImagePro 

Plus 4.5 图像分析软件（Media Cybernetics 公司，

美国）。

1.2　实验动物分组与模型建立

7 日 龄 Sprague-Dawley（SD） 大 鼠 共 80 只

（购于华西实验动物中心），雌雄不限，体重

11~18 g，随机分为假手术组和HI组，每组40只。

采用 Rice-Vannucci 法制备 HIBD 模型 [11]，两

组大鼠经乙醚麻醉后取仰卧位固定，颈正中切口，

HI 组分离并结扎右侧颈总动脉，缝合切口。术后

恢复 1 h，再将大鼠放入缺氧舱中，充以氮氧混合

气（92% N2、8% O2）2.5 h，之后取出置于母鼠笼中。

假手术组仅予以分离右侧颈总动脉，不予结扎及

缺氧处理，其余处理同 HI 组。

1.3　标本采集

每组按 HI 后 4、6、8、12 和 24 h 5 个时间点

取材，每个时间点每组各取 8 只，然后平均分为

两部分，一部分（n=4）于心脏内灌注 20 mL 生理

盐水，4% 多聚甲醛内固定 20 min，开颅将脑完整

取出，分离右侧脑组织，用于苏木精 - 伊红（HE）

染色、免疫组化及 TUNEL 染色；另一部分（n=4）
同上法开颅取脑，在冰袋上分离右侧脑组织，置

于液氮中备用于 Western blot 检测。

1.4　HE染色

在海马层面取材，切片（5 μm）经常规脱蜡

水化后，苏木素染色 5 min，盐酸酒精分化，自来

水冲洗，伊红染色 2 min。脱水、透明、封片。
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1.5　免疫组织化学法检测 STAT3、p-STAT3 及 

VEGF 蛋白表达

实验步骤按试剂盒说明进行。一抗滴度为

1 : 100（STAT3）、1 : 75（p-STAT3）和 1 : 200 （VEGF）。

PBS 代替一抗做阴性对照。在海马层面取材，每个

脑组织标本共选取 6 张切片（5 μm），光镜下每

张切片随机选取 5 个视野（×400）采集图像，应

用 Image Pro Plus 4.5 图像分析软件测定蛋白阳性表

达的积分光密度（IOD）值。

1.6　Western blot 检测蛋白表达

取冻存脑组织标本50 mg放入细胞裂解液中，

匀浆，冰上放置 30 min 后于 4℃、14 000 r/min 离

心 30 min，收集上清总蛋白。恒压 110 V 电泳

1 h，凝胶转移至固相支持物，膜封闭，ECL显色，

凝胶成像仪成像并检测其 IOD 值。目的蛋白条带

和内参 β-actin 条带的 IOD 比值表示目的蛋白相对

表达量。

1.7　TUNEL 染色

按 TUNEL 试剂盒操作步骤进行。在海马层面

取材，石蜡切片（5 μm）常规脱蜡水化，置于pH 6.0 

的柠檬酸缓冲液中，加热 30 min，封闭 10 min，漂

洗后加脱氧核糖核苷酸末端转移酶反应液，37℃ 

避光孵育 60 min，漂洗后加 Streptavidin-HRP 工作

液，37℃避光孵育 30 min，DAB 显色，阳性细胞

显色为棕黄色。每个脑组织标本共选取 6 张切片，

光镜下每张切片随机选5个视野（×400）采集图像，

计算凋亡指数（凋亡指数 = 凋亡阳性细胞数 / 总细

胞数 ×100%）。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 12.0 统计软件包对数据进行统计学

分析。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，P<0.05 
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组新生大鼠神经细胞病理改变

HI 组不同时间点皮层和海马有不同程度细胞

肿胀、细胞间隙增宽、细胞排列紊乱、神经元变性、

核固缩，HI 后 24 h 细胞缺失明显；假手术组皮层

和海马区细胞排列有序，形态正常。见图 1。

假手术组 HI 4 h

HI 8 h HI 24 h

图1　两组新生大鼠各时间点神经细胞病理学改变（HE

染色，×400）　　假手术组皮层细胞排列有序，形态正常； HI

组不同时间点皮层细胞肿胀、细胞间隙增宽、细胞排列紊乱、神

经元变性、核固缩，24 h 细胞缺失明显。

2.2　HI 对新生大鼠脑组织 STAT3 蛋白表达的影

响

STAT3 主要分布于皮质和海马区等部位，定

位于胞浆及胞核。HI 组各时间点 STAT3 表达水平

比较差异无统计学意义（P>0.05）；HI 组与假手

术组比较，各时间点 STAT3 表达水平差异无统计

学意义（P>0.05）。见图 2，表 1。

2.3　HI 对新生大鼠脑组织 p-STAT3 蛋白表达的

影响

p-STAT3 分布区域和定位与 STAT3 蛋白一致。

和假手术组相比，HI 组大鼠 HI 后 4 h p-STAT3 蛋白

表达增加，6 h 达高峰，8 h 开始降低，但仍然维持

在较高水平（P<0.05），24 h 降至最低，与假手术

组比较差异无统计学意义（P>0.05）。见图3，表2。

2.4　HI对新生大鼠脑组织 VEGF 蛋白表达的影响

VEGF 主要分布于皮质和海马区等部位，定

位于胞浆。和假手术组相比，HI 组大鼠 HI 后 4 h 

VEGF蛋白表达增加，8 h达高峰，12 h开始降低，

24 h 降至最低（P<0.05）。见图 4，表 3。

2.5　新生大鼠HI 后神经细胞凋亡

HI组各时间点凋亡细胞指数均高于假手术组，

且随时间延长逐渐增加，24 h 时细胞凋亡指数最

高（P<0.01），假手术组各时间点有少量细胞凋亡，

见图 5，表 4。
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假手术组

假手术组

HI 4 h

HI 4 h

HI 6 h

HI 6 h

HI 8 h

HI 8 h

HI 12 h

HI 12 h

HI 24 h

HI 24 h

图 2　两组新生大鼠各时间点STAT3 蛋白的表达（免疫组化，×400）　　假手术组皮质胞浆及胞核均可见 STAT3

蛋白表达；HI 组各时间点皮质胞浆及胞核 STAT3 蛋白表达水平与假手术组比较无明显差异。STAT3 阳性表达呈棕黄色。

图3　两组新生大鼠各时间点p-STAT3蛋白的表达（免疫组化，×400）　　假手术组皮质胞浆及胞核偶见 p-STAT3 

蛋白表达；HI 组各时间点皮质胞浆及胞核 p-STAT3 蛋白表达较假手术组显著增加，6 h 时表达水平达高峰。p-STAT3 阳性表

达呈棕黄色。

表 1　两组新生大鼠 STAT3 蛋白表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 4 h 6 h 8 h 12 h 24 h F 值 P 值

假手术组 4 28 213±4 780 26 934±1 955 28 582±5 035 26 687±3 297 27 887±4 045 0.170 0.951

HI 组 4 26 162±2 120 25 859±1 365 28 508±8 967 26 324±5 808 27 119±3 610 0.170 0.950

t 值 0.785 0.901 0.014 0.109 0.283

P 值 0.463 0.402 0.989 0.917 0.786

表 2   两组新生大鼠 p-STAT3 蛋白表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 4 h 6 h 8 h 12 h 24 h F 值 P 值

假手术组 4 6 681±1 589 8 244±1 909 7 866±907 8 067±1 304 7 965±1 204 0.760 0.566

HI 组 4 12 953±2 970a 31 582±3 572 25 621±3 251a 12 795±2 178a 7 837±718a 53.230 <0.01

t 值 3.724 11.523 10.522 3.725 0.183

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.861

注：a 示与同组 6 h 比较，P<0.05。
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假手术组 HI 4 h HI 6 h

HI 8 h HI 12 h HI 24 h

图4　两组新生大鼠各时间点VEGF蛋白的表达（免疫组化，×400）　　假手术组皮质胞浆偶见 VEGF 蛋白表达；

HI 组各时间点皮质胞浆 VEGF 蛋白表达较假手术组显著增加，8 h 时表达水平达高峰。VEGF 阳性表达呈棕黄色。

表 3   两组新生大鼠 VEGF蛋白表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 4 h 6 h 8 h 12 h 24 h F 值 P 值

假手术组 4 11 923±4 223 10 590±3 281 11 471±3 753 10 566±2 740 11 131±3 727 0.110 0.979

HI 组 4 18 682±2 430a 37 356±3 417 41 756±4 447 33 598±4 696a 18 366±4 429a 29.650 <0.05

t 值 2.774 11.300 10.409 8.473 2.499

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注：a 示与同组 8 h 比较，P<0.05。

图 5　两组新生大鼠细胞凋亡情况（TUNEL 染色，×400）　　假手术组偶见 TUNEL 阳性细胞表达；HI 组各时间点

神经细胞胞核 TUNEL 阳性表达较假手术组显著增加，24 h 时表达水平最高。TUNEL 阳性表达呈棕黄色。

假手术组 HI 8 h HI 24 hHI 4 h

表 4　两组新生大鼠细胞凋亡指数比较　（x±s）

组别 鼠数 4 h 6 h 8 h 12 h 24 h F 值 P 值

假手术组 4 1.0±0.4 1.0±0.3 1.1±0.4 1.3±0.5 1.1±0.3 0.360 0.830

HI 组 4 5.9±1.0a 10.1±0.8a 14.8±2.5a 22.0±2.4a 33.5±5.9 48.980 <0.01

t 值 8.833 20.280 10.990 17.144 10.991

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与同组 24 h 比较，P<0.05。

2.6　Western blot  检测两组新生大鼠 STAT3、

p-STAT3 及 VEGF 蛋白表达

与假手术组相比，HI 后各时间点 STAT3 蛋白

表达差异无统计学意义（P>0.05）。p-STAT3 蛋白

表达于 HI 后 4 h 开始升高，6 h 达高峰，8 h 以后逐

渐降低，除 24 h 外，HI 组各时间点 p-STAT3 表达
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表5　Western blot 检测两组新生大鼠各蛋白相对表达水平

（n=4，x±s）

组别 STAT3 p-STAT3 VEGF

假手术组 0.126±0.004 0.084±0.011 0.122±0.010

HI 组

4 h 0.139±0.014 0.179±0.021a 0.455±0.008a

6 h 0.139±0.009 0.558±0.024a,b 0.953±0.041a

8 h 0.136±0.008 0.298±0.017a 1.158±0.039a,c

12 h 0.133±0.013 0.136±0.012a 0.746±0.043a

24 h 0.137±0.012 0.093±0.017 0.457±0.014a

F 值 0.87 422.10 632.60

P 值 0.518 <0.01 <0.01

注：a 示与假手术组相比，P<0.05；b 示与同组 4、8、12、
24 h 相比，P<0.05；c 示与同组 4、6、12、24 h 相比，P<0.05。

图 6　Western blot  检 测 两 组 新 生 大 鼠 STAT3、

p-STAT3 及 VEGF 蛋白表达　　1 为假手术组；2~6 分别为

HI 组 HI 后 4、6、8、12 及 24 h。

3　讨论

JAK-STAT 信号通路是近年来新发现的一条细

胞内信号转导途径 [2,12]。在 JAK-STAT 通路众多分

子中，STAT3 与神经系统发育和分化密切相关。

有研究发现，以成年小鼠脑卒中为研究模型，利

用 IL-6 受体单克隆抗体阻断 IL-6 信号转导后，

小鼠大脑皮层缺血半暗带 p-STAT3 蛋白表达显

著减少，梗塞区域凋亡神经细胞明显增多，提示

STAT3 活化可能具有神经保护作用，从而阻止细

1           2           3          4           5          6

STAT3

p-STAT3

VEGF

β-actin

均高于假手术组（P<0.05）。VEGF 蛋白表达于 HI

后 4 h 明显增加，8 h 达高峰，24 h 明显降低，变

化趋势与免疫组化结果相似。HI 后各时间点 VEGF

表达均高于假手术组（P<0.05）。见图 6，表 5。

胞凋亡 [13]。然而，新生鼠脑HI后 STAT3是否活化，

以及是否参与损伤神经细胞修复，目前研究甚少。

在本研究中，发现假手术组和 HI 组 STAT3

阳性细胞在皮质和海马广泛分布，与既往研究一

致 [1-2]；且在假手术组新生大鼠脑组织中 p-STAT3

蛋白表达水平极低，表明 STAT3 蛋白主要是以非

磷酸化的形式存在于正常新生鼠脑组织中。在 HI

后 4 h p-STAT3 蛋白表达增加，6 h 达高峰，8 h 后

降低，p-STAT3 阳性细胞主要位于皮质深部及海

马，胞质和胞核均有表达，但以胞核表达为主。

而 STAT3 在 HI 后各时间点表达无差异，提示在

HIBD 模型中，HI 可以诱导 STAT3 磷酸化从而激

活。Suzuki 等 [14] 建立成年大鼠大脑中动脉栓塞模

型，检测其局灶性脑缺血再灌注损伤后 p-STAT3

蛋白在脑组织中表达的变化，发现大脑皮质局部

缺血再灌注3.5 h后，皮层及纹状体神经元p-STAT3

表达水平开始升高，再灌注损伤 24 h 后 p-STAT3

蛋白在缺血半暗带区显著增多并达高峰，此后，

p-STAT3 随着再灌注时间延长表达逐渐减少。其

p-STAT3表达趋势与本研究相似，即先升高后降低，

但上述研究中 p-STAT3 表达高峰时间晚于本研究

所观察到的时间，这可能与动物年龄及模型不同

有关。

作为 STAT3 重要的下游效应分子之一 [15]， 

VEGF 已被证实可促进缺血区血管再生、结合受

体发挥抗凋亡效应、诱导神经干细胞增殖分化成

熟 [9,16]。那么在 HI 后，STAT3 活化是否诱导 VEGF

的表达呢？本研究结果显示，HI 后 4 h VEGF 表

达增加，8 h 达高峰，之后降低，但假手术组只有

少量 VEGF 表达。以上结果提示新生鼠脑组织发

生 HI 改变后会出现 VEGF 的表达上调。而另一个

值得关注的问题是，HI 后 p-STAT3 表达也呈先升

高后降低的趋势，但表达高峰早于 VEGF。根据

p-STAT3 与 VEGF 表达高峰出现的先后及表达趋势

的一致性推断：新生鼠脑 HI 后，活化的 STAT3 可

能参与了其下游 VEGF 的表达调控。

本研究凋亡检测发现，凋亡细胞数随 HI 时间

的延长逐渐增加，VEGF 的表达变化趋势与凋亡趋

势相反，即 VEGF 表达高时，凋亡程度轻，VEGF

下降时，凋亡增加。这可能是由于 p-STAT3 蛋白

逐渐减少，受其调控的 VEGF 表达也相应降低，

对神经有保护作用的因子下调，导致损伤加重，
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凋亡细胞增多 [3,17]。其他信号通路，如 HIF-1α/
caspase-3 在新生鼠脑 HI 中的作用研究也提示上游

神经保护因子 HIF-1α 的表达呈先增加后降低的趋

势，而神经细胞的凋亡呈逐渐增加趋势 [18]，与本

实验结果类似。因此，推测新生大鼠 HIBD 时，

VEGF 表达增加对神经细胞具有保护作用。

综上，HI 可激活新生大鼠脑组织 STAT 信号

通路，诱导 STAT3 磷酸化，调节其下游 VEGF 蛋

白表达，推测 STAT3 通路激活可能参与了神经细

胞的凋亡调节，与神经细胞的凋亡抑制相关。
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