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·论著·

创伤性颅脑伤后小鼠皮层和海马 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ的表达变化

李娟１，饶维１，吴颜艳２，荔志云３，马义辉３

１．第四军医大学西京医院神经外科，陕西 西安 ７１００３２
　　　　　　　　　　　２．兰州军区兰州总医院心脏内科，甘肃 兰州　７３００５０
　　　　　　　　　　　３．兰州军区兰州总医院神经外科，甘肃 兰州　７３００５０

摘　要：目的　探讨创伤性脑损伤后小鼠皮层和海马 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ的表达及其意义。方法　在小鼠创伤性脑损伤
模型基础上，采用免疫印迹法和免疫组织化学法检测创伤性脑损伤后 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ的蛋白变化。结果　Ｗｎｔ３ａ和

βＣａｔｅｎｉｎ在对照组的脑组织中表达较低。创伤性脑损伤后１ｈ，皮层和海马区 βＣａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ３ａ的含量开始增加。与对

照组相比，伤后６ｈ和第７天，βＣａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ３ａ蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光染色结果显示，脑损伤 ２４ｈ

后，βＣａｔｅｎｉｎ和 Ｗｎｔ３ａ在小鼠皮层和海马表达量均增加。结论　小鼠创伤性脑损伤后早期和恢复期，Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ

的蛋白水平在皮层和海马显著增高，这提示 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ可能在创伤性脑损伤的病理生理机制中发挥着重要的作

用。
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　　创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是
人类，尤其是青年人致残的主要原因之一。创伤性

脑损伤及其后遗症一直是危害人类健康的主要因

素之一，其中伤后运动功能和学习、记忆障碍对患
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者的影响最为普遍和持久，目前尚缺乏有效的治疗

手段。Ｗｎｔ基因是从小鼠乳腺癌中克隆出的一种
原癌基因。目前，大量的研究证实，Ｗｎｔ基因参与
调控胚胎正常发育和细胞增殖与分化等重要生理

过程。最新的研究发现，在生理条件下，Ｗｎｔ能够
调节成年中枢神经系统内海马的神经发生。β
Ｃａｔｅｎｉｎ是一种具有介导细胞黏附及信号转导双重
活性的多功能蛋白。目前，大量的研究证实，β
Ｃａｔｅｎｉｎ参与调控干细胞增殖及分化，与肿瘤的转
移、预后等恶性程度密切相关。近年来，国内外的

一些研究证实，Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ经典通路对脑卒中、
阿尔兹海默症和脊髓损伤均发挥着一定的保护作

用。因此，本研究应用 ＴＢＩ小鼠模型，探讨 ＴＢＩ后
小鼠皮层和海马区 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白的表达
变化与意义，为进一步研究 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ对
创伤性颅脑伤后发挥的作用提供帮助。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　健康雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠，由第四军医大学实验动物中心提供，体重（２０
～２５ｇ），随机分为 ８组：正常对照、ＴＢＩ后 １ｈ、３ｈ、
６ｈ、２４ｈ、３ｄ、７ｄ和 １４ｄ，每组 １０只。
１．１．２　主要试剂及仪器　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自第四
军医大学实验动物中心，兔来源 βＣａｔｅｎｉｎ单克隆
抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），兔来源 Ｗｎｔ３ａ单克
隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），小鼠来源 βＡｃｔｉｎ
单克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），羊抗兔 ＩｇＧ
抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），羊抗兔 ＩｇＧＦＩＴＣ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），硝
酸纤维膜（Ｓｉｇｍａ），ＥＣＬ发光底物（Ｐｉｅｒｃｅ）荧光显微
镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）。ＰＣＩ３０００小鼠皮层精确打击装置
（ＨａｔｔｅｒａｓＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）。凝胶成像系统（上海生物技
术公司），垂直板凝胶电泳仪和 ＤＹＣＰ４０Ｃ型电泳
槽（ＢｉｏＲａｄ）。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的制备　新鲜配制 ０．８％戊巴比
妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注入麻醉小鼠。气管插管，小
动物呼吸机辅助呼吸。沿头部正中线切开头皮、筋

膜，分离骨膜直至显露颅骨，致伤部位以前囟后

２ｍｍ、矢状缝向右旁开 ２ｍｍ处为中心，磨钻钻孔
（直径 １．５ｍｍ）形成圆形骨窗，保持硬脑膜完整，
随后采用 ＰＣＩ３０００小鼠皮层精确打击装置制作颅
脑中型损伤模型（经打击后即刻出现呼吸暂停，随

后逐渐清醒，至创伤后 ２４ｈ时 ＮＳＳ评分为 ７～１２

分）。缝合头皮，放回鼠笼喂养。对照组给予上述

创伤组同样的手术和打击前准备，但不给予打击。

１．２．２　标本与切片制备　随机取对照组和 ＴＢＩ后
２４ｈ组小鼠各 ５只。小鼠麻醉后快速灌注 ５０～
１００ｍｌ生理盐水，然后灌注 ４％多聚甲醛约１００ｍｌ。
取小鼠脑组织再放入 ４％多聚甲醛中后固定 ８ｈ。
取标本进行常规石蜡连续切片，切片厚度 ５μｍ，行
免疫组化染色。

１．２．２　免疫印迹　将冻存的脑组织（创伤组损伤
侧和对照组同侧）置于预冷的 １×ＰＢＳ液中洗去血
液和其他组织，称重后放入置于冰上的碾钵中，按

组织重量：裂解液按照 １∶１０的比例，加入后进行
匀浆，收集裂解液，放置３０ｍｉｎ，１２０００ｇ离心３０ｍｉｎ，吸
取上清，采用 ＢＣＡ法蛋白定量测定蛋白浓度。每
管上清液再加入 １／４体积 ５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲
液，１００℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白质变性。聚丙烯酰胺凝
胶电泳及转膜，将硝酸纤维膜置于室温下封闭１ｈ，
所使用的封闭液为含 ５％脱脂牛奶的三羟甲基氨
基甲烷缓冲液封闭。使用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳ
稀释一抗，４℃孵育过夜。将硝酸纤维膜用 ＴＢＳＴ漂
洗 ３×１０ｍｉｎ。辣根过氧化物酶标记二抗，室温下
孵育 ２ｈ，再取出硝酸纤维素膜，用 ＴＢＳＴ漂洗 ３×
１０ｍｉｎ。显影：加 ＥＣＬ化学发光底物于胶片下曝
光。采用美国 ＩｍａｇｅＬａｂ凝胶成像分析软件进行图
像扫描和分析。

１．２．３　免疫组织化学检测　切片脱蜡至水，双蒸
水洗；预热的柠檬酸盐抗原修复液（ｐＨ＝６．０）微
波修复１５ｍｉｎ，冷却 ３０ｍｉｎ后取出切片，用双蒸水
洗 ２次 ×５ｍｉｎ；１×ＰＢＳ漂洗 ３次 ×５ｍｉｎ；用内源
性过氧化物酶阻断剂封闭内源性过氧化物酶，室温

孵育１５ｍｉｎ；１×ＰＢＳ漂洗 ３次 ×５ｍｉｎ；滴加 ５％正
常驴血清封闭液，室温孵育 ３０ｍｉｎ；直接甩去血
清，滴加一抗孵育，４℃过夜；１×ＰＢＳ漂洗 ３次 ×
５ｍｉｎ；用 ＦＩＴＣ标记的羊抗兔 ＩｇＧ３７℃避光孵育孵
育 ２ｈ；１×ＰＢＳ漂洗 ３次 ×５ｍｉｎ；无荧光缓冲甘油
封片。在荧光显微镜下观察，高倍镜浏览切片，每

片随机取损伤区周围和海马区 ５个视野。
１．３　统计学处理

各组数据以 ｘ±ＳＤ表示，使用 ＳＰＳＳ１６．０软件
对于各检测结果数据进行分析。采用多个样本均

数间方差分析及两两比较的 ＳＮＫｑ检验进行统计
学分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
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２　结果
２．１　小鼠创伤性脑损伤后皮层中 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白
的表达变化

免疫印迹法检测小鼠创伤性脑损伤后 βＣａｔｅ
ｎｉｎ蛋白在损伤侧皮层的表达变化，结果发现，对照
组的皮层中 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白有少量表达，创伤性脑
损伤后 １ｈ，皮层 βＣａｔｅｎｉｎ少量增加，伤后 ３ｈ起，

βＣａｔｅｎｉｎ表达量明显增加，一直持续至伤后 ２４ｈ
达到高峰。与对照组相比，伤后 ２４ｈ的蛋白含量
增加了近 ４倍（Ｐ＜０．０５，图 １）。与对照组相比，
创伤性脑损伤后 ７天和 １４天，小鼠皮层 βＣａｔｅｎｉｎ
的蛋白表达量仍显著增高（Ｐ＜０．０５，图 １）。免疫
荧光染色结果进一步显示，脑损伤 ２４ｈ后皮层 β
Ｃａｔｅｎｉｎ的免疫组织化学染色呈阳性，且可能表达于
神经元上（图 ２）。
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图 １　ＴＢＩ后 βＣａｔｅｎｉｎ在小鼠皮层的表达变化
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图 ２　ＴＢＩ后皮层 βＣａｔｅｎｉｎ的表达（×４００）

２．２　小鼠创伤性脑损伤后海马区 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白
的表达变化

免疫印迹法检测小鼠创伤性脑损伤后 βＣａｔｅ

ｎｉｎ蛋白在海马的表达变化，结果发现，对照组的海
马中 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白有少量表达，创伤性脑损伤后１
ｈ，海马组织中 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白含量即显著增加，伤
后 ６ｈ达到高峰，与对照组相比，蛋白含量增加了
近 ５倍（Ｐ＜０．０５，图 ３）。βＣａｔｅｎｉｎ蛋白的高表达
一直持续至伤后 ２４ｈ。与对照组相比，创伤性脑
损伤后第 ７天，小鼠海马 βＣａｔｅｎｉｎ的蛋白表达量
仍显著增高（Ｐ＜０．０５，图 ３）。免疫荧光染色结果
也进一步证实，脑损伤 ２４ｈ后海马区 βＣａｔｅｎｉｎ的
免疫组织化学染色呈阳性（图 ４）。
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图 ３　ＴＢＩ后 βＣａｔｅｎｉｎ在小鼠海马的表达
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图 ４　ＴＢＩ后海马区 βＣａｔｅｎｉｎ的表达（×４００）

２．３　小鼠创伤性脑损伤后皮层中 ｗｎｔ３ａ蛋白的
表达变化

免疫印迹法检测小鼠创伤性脑损伤后 Ｗｎｔ３ａ
蛋白在损伤侧皮层的表达变化，结果发现，对照组

的皮层中 Ｗｎｔ３ａ蛋白有少量表达，创伤性脑损伤
后 １ｈ，皮层 Ｗｎｔ３ａ蛋白含量显著增加，伤后 ２４ｈ
虽然有所降低，但仍处于高表达状态。与对照组相
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比，创伤性脑损伤后 ２４ｈ，小鼠皮层 Ｗｎｔ３ａ的蛋白
表达量仍显著增高，是对照组的 ６倍水平（Ｐ＜
０．０５，图 ５）。事实上，与对照组相比，即使在伤后
的第 ７天，Ｗｎｔ３ａ蛋白水平仍处于显著增高水平
（Ｐ＜０．０５，图 ５）。免疫荧光染色结果进一步显
示，脑损伤 ２４ｈ后皮层 Ｗｎｔ３ａ的免疫组织化学染
色呈阳性，且可能表达于神经元上（图 ６）。
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图 ５　ＴＢＩ后 Ｗｎｔ３ａ在小鼠皮层表达变化
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图 ６　ＴＢＩ后损伤侧皮层 Ｗｎｔ３ａ的表达（×４００）

２．４　小鼠创伤性脑损伤后海马区 Ｗｎｔ３ａ蛋白的
表达变化

免疫印迹法检测小鼠创伤性脑损伤后 Ｗｎｔ３ａ
蛋白在海马的表达变化，结果发现，对照组的海马

中 Ｗｎｔ３ａ蛋白有少量表达，创伤性脑损伤后 １ｈ，
海马组织中 Ｗｎｔ３ａ蛋白含量增加，一直持续至伤
后 ６ｈ。与对照组相比，创伤性脑损伤后 ６ｈ，小鼠
海马 Ｗｎｔ３ａ的蛋白表达量仍显著增高并且达到高
峰，是对照组蛋白水平的 ６倍（Ｐ＜０．０５，图 ７）。免
疫荧光染色结果也进一步证实，脑损伤 ２４ｈ后海马
区 Ｗｎｔ３ａ的免疫组织化学染色结果阳性（图８）。
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图 ７　ＴＢＩ后 Ｗｎｔ３ａ在小鼠海马的表达变化

!" !"#$

#$

图 ８　ＴＢＩ后海马区 Ｗｎｔ３ａ的表达（×４００）

３　讨论
Ｗｎｔ基因编码的 Ｗｎｔ蛋白是分泌性蛋白，在脊

椎动物中已发现至少 ２０种，其中人类有 １６种，它
们在细胞外基质中积累并激活相邻细胞中的信号

通路。目前认为 Ｗｎｔ信号通路的组成主要包括：细
胞外因子 Ｗｎｔ，跨膜受体卷曲蛋白（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ），糖原
合成激酶３β（ＧＳＫ３β）、β连环蛋白（βＣａｔｅｎｉｎ）
等［１］。βＣａｔｅｎｉｎ又称 β连环蛋白。是 Ｗｎｔ信号经
典通路的核心分子。βＣａｔｅｎｉｎ的表达增加或突变
与多种肿瘤的发生发展、侵袭和转移密切相关。

βＣａｔｅｎｉｎ可以增强肿瘤干细胞的干性及去极性，
促进肿瘤的侵袭及复发［２］。大量的研究已经证实，

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ经典通路是与哺乳动物胚胎时期神
经系统发生关系最为密切的信号通路，其参与神经

干细胞的增殖、分化、轴突形成等［３］。最近的研究

发现，Ｗｎｔ也参与调节成年中枢神经系统内的神
经发生。Ｌｉｅ等人的研究发现，过表达 Ｗｎｔ３能够增
强海马区域的神经再生［４］。Ｑｕ通过细胞周期分析
发现，βＣａｔｅｎｉｎ能够促进神经干细胞的增殖和自

·４７１·
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我更新［５］。李慧等人发现，缺血性脑损伤可刺激

Ｗｎｔ７在成年海马 ＳＧＺ的表达上调，这提示 Ｗｎｔ７可
能通过经典 Ｗｎｔ信号通路参与调节脑缺血后成年
海马 ＳＧＺ的神经发生［６］。成年哺乳动物中枢神经

系统中仅有两个区域的神经干细胞可以持续产生

新的神经元：侧脑室的脑室下区（ｔｈｅｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｚｏｎｅ，ＳＶＺ）以及海马齿状回的颗粒下层（ｔｈｅｓｕｂ
ｇｒａｎｕｌａｒｚｏｎｅ，ＳＧＺ）。越来越多的证据表明，这些区
域新生的神经元对学习、记忆以及嗅觉功能发挥着

至关重要的作用［７，８］。国外的研究证实，创伤性颅

脑伤能诱导侧脑室的脑室下区和海马齿状回区域

内源性神经干细胞的增殖［９，１０］。本研究结果发现，

正常小鼠脑组织中 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白有少量
表达，创伤性脑损伤后 Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白在
损伤侧皮层和海马区的含量增加。Ｗｎｔ３ａ和 β
Ｃａｔｅｎｉｎ蛋白在小鼠脑损伤早期的蛋白变化，可能提
示 Ｗｎｔ３ａ涉及的蛋白通路参与了创伤性颅脑伤的
病理生理过程。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ经典通路的干预也
许能够实现对创伤性颅脑伤后的保护作用和认知

功能的 改 善。小 鼠 创 伤 性 脑 损 伤 恢 复 期 出 现

Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白水平的增高，可能对创伤
性颅脑伤后内源性神经干细胞的增殖和分化有一

定的影响。ＡｄｉＳｈｒｕｓｔｅｒ等人研究证实，Ｗｎｔ３ａ增强
了局灶性脑缺血后的神经再生并对神经功能障碍

有一定的改善［１１］。最新的研究发现，高温预处理

对创伤性颅脑伤后脑损伤具有一定的保护作用，而

且 βＣａｔｅｎｉｎ可能也参与其中［１２］。

综上所述，本实验结果提示，Ｗｎｔ３ａ和 βＣａｔｅ
ｎｉｎ蛋白作为 Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ经典通路的关键蛋白，
可能在创伤性颅脑伤的病理生理机制中发挥着重

要作用，通过对相关基因的干预也许能够实现对创

伤性颅脑伤后的保护作用和认知功能的改善，并为

创伤性颅脑伤的治疗发现全新的靶点。
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ｔｈｅｏｌｆａｃｔｏｒｙｂｕｌｂ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ２０１３，３３（３７）：

１４６６０１４６６５．

［８］　 ＤｅｎｇＷ，ＡｉｍｏｎｅＪＢ，ＧａｇｅＦＨ．Ｎｅｗｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｎｅｗ

ｍｅｍｏｒｉｅｓ：ｈｏｗ ｄｏｅｓａｄｕｌｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓａｆｆｅｃｔ

ｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙ［Ｊ］？ＮａｔＲｅｖＮｅｕｒｏｓｃｉ２０１０，１１

（５）：３３９３５０．

［９］　ＣｈｅｎＸＨ，ＩｗａｔａＡ，ＮｏｎａｋａＭ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｇｌｉ

ａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｐｅｒｓｉｓｔｆｏｒａｔｌｅａｓｔｏｎｅｙｅａｒｉｎｔｈｅｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕ

ｌａｒｚｏｎｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｂｒａｉｎ ｔｒａｕｍａ ｉｎ Ｒａｔｓ． ＪＮｅｕｒｏｔｒａｕｍａ

２００３，２０（７）：６２３６３１．

［１０］ＲｏｌａＲ，ＭｉｚｕｍａｔｓｕＳ，ＯｔｓｕｋＳ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｈｉｐｐ

ｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ．

ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２００６，２０２（１）：１８９１９９．

［１１］ＳｈｒｕｓｔｅｒＡ，ＢｅｎＺｕｒＴ，ＭｅｌａｍｅｄＥ，Ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｓ

ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｆｏｃａｌｉｓ

ｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ２０１２，７（７）：ｅ４０８４３．

［１２］ＵｍｓｃｈｗｅｉｆＧ，ＡｌｅｘａｎｄｒｏｖｉｃｈＡＧ，ＴｒｅｍｂｏｖｌｅｒＶ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｒｏｌｅａｎｄｄｙｎａｍｉｃｓｏｆβｃａｔｅｎｉｎｉｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，

２０１３，８（１０）：ｅ７６１２９．
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