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·论著·

下调硫氧还蛋白相互作用蛋白表达对急性脑梗死大鼠脑保护作用

李晓娜
开封市中心医院神经内科重症病区，河南省开封市　４７５０００

摘　要：目的　探讨下调硫氧还蛋白相互作用蛋白（ＴＸＮＩＰ）表达对急性脑梗死大鼠脑保护作用。方法　４８只 ＳＤ大鼠随
机分为假手术组、模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰组。构建大鼠缺血再灌注损伤模型。建模 ３ｄ时，行神经功能评分，

分别检测大鼠脑梗死面积和神经细胞凋亡水平，以及脑组织中 ＴＸＮＩＰ基因和 ＴＸＮＩＰ、ＡＳＫ１、ｐＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表

达。结果　ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠在建模３ｄ时，神经功能评分［（１．６５±０．１０）分］低于模型组［（２．２２±０．５５）分］和阴性对

照组［（２．４９±０．９７）分］（Ｆ＝４２．０４６，Ｐ＝０．０００）。ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑梗死面积［（１６．４０±１．３２）％］和神经细胞凋

亡率［（２２．６１±２．３３）％］低于模型组［（２４．７４±２．３８）％和（７１．５３±６．２５）％］和阴性对照组［（２３．４８±２．７２）％和

（６８．２３±３．０５）％］（Ｆ＝１９２．９３６，Ｆ＝４７３．６２７；Ｐ＜０．０５］。ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ和蛋白、ｐＡＳＫ１

和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量低于模型组和阴性对照组，而 ＡＳＫ１蛋白相对表达量高于模型组和阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。

结论　下调 ＴＸＮＩＰ基因表达可减少脑梗死面积和神经细胞凋亡，其机制可能与抑制促进凋亡相关蛋白 ＡＳＫ１磷酸化介导

的细胞凋亡有关。
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　　急性脑梗死作为神经内科常见的危重症，近
年来发病率呈升高趋势，具有较高的致残率和致死

率［１］，治疗的关键在于尽早促使梗阻血管供血区脑

组织恢复血供，但临床实际工作中发现，在解除血

·５６·
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管梗阻，恢复血流灌注后反而加重了脑损伤，即发

生了缺血
!

再灌注损伤［２］。研究发现［３］，再灌注诱

发大量活性氧（ＲＯＳ）产生，加速细胞凋亡是缺血再
灌注损伤重要机制。硫氧还蛋白相互作用蛋白

（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＸＮＩＰ）作为机体内
硫氧还蛋白的天然拮抗剂，是氧化应激途径中关键

性调控蛋白，可通过与硫氧还蛋白结合而抑制该蛋

白的抗氧化功能，在调节氧化还原平衡中发挥重要

作用［４］，研究表明［５］，ＲＯＳ可促使 ＴＸＮＩＰ由胞核转
移至胞质，激活凋亡信号调节激酶 １（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｉｇ
ｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｋｉｎａｓｅ１，ＡＳＫ１）、天冬氨酸特异的半
胱氨酸蛋白酶１（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ１，ｃａｓｐａｓｅ１）等凋亡相关分子，最终导细胞凋
亡。动物实验表明［６］，大鼠肝脏缺血

!

再灌注后产

生大量的 ＲＯＳ，ＴＸＮＩＰ表达上升，但硫氧还蛋白活
性降低。本研究拟利用小分子干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）技术特异性下调急性脑梗死
大鼠脑缺血区组织中 ＴＸＮＩＰ基因表达，观察其对脑
神经功能的保护作用。

１　资料与方法
１．１　实验动物及主要试剂和设备
１．１．１　实验动物及分组　清洁级健康雄性 ＳＤ大
鼠 ４８只购自上海斯莱克实验动物有限公司［合格
证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７－０００５］，体质量 ２６０～３００
ｇ，饲养于标准条件下，自由进食和饮水，适应性饲
养 ７ｄ。利用随机数字表随机分为假手术组、模型
组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰组，每组 １２只。
１．１．２　主要试剂和设备　ＴＸＮＩＰ和内参引物由上
海生工生物公司设计合成；ＴＸＮＩＰ干扰序列和阴性
对照序列由上海吉凯基因化学技术公司设计合成；

Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
逆转录和 ＰＣＲ试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；２，３，
５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）试剂购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自美国 Ｒｏｃｈ公
司；兔抗 ＴＸＮＩＰ多克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司；ＡＳＫ１及磷酸化ＡＳＫ１（ｐＡＳＫ１）单克隆抗体购
自美国 ＣＳＴ公司；兔抗鼠 ｃａｓｐａｓｅ１多克隆抗体购
自武汉博士德生物公司；实时荧光定量 ＰＣＲ仪购
自瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司；凝胶电泳系统购自美国 Ａｌｐｈａ
Ｉｎｎｏｔｅｃｈ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物模型构建　参照文献［７］中介绍的方

法构建大鼠缺血再灌注损伤模型：１０％水合氯醛

腹腔注射麻醉，固定后，消毒，沿颈部正中线切开，

使左侧颈总动脉充分暴露，沿血流方向将颈内动脉

和颈外动脉分离，对颈外动脉远心端及近心端进行

结扎，并从两结扎点之间将血管剪断，对颈总动脉

及颈内动脉进行夹闭，在颈外动脉游离端剪一切

口，并将线栓插入颈内动脉约１９ｍｍ，对伤口缝合，
缺血 １２０ｍｉｎ后恢复灌注。假手术组大鼠仅暴露
左侧颈总动脉而不结扎。待大鼠清醒后，根据 Ｚｅａ
Ｌｏｎｇａ评分标准对神经功能进行评分［８］，以评分 １
～３分为合格。建模过程中，模型组和阴性对照组
各有 １只大鼠死亡，进行了补充。

ＴＸＮＩＰ干扰组：于恢复灌注前 １５ｍｉｎ，将 ５ｎｍｏｌ
的 ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ溶于 １０μＬ生理盐水中，经侧脑室
注射；ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ序列：５’ＧＣＣＣＵＵＡＧＧＡＵＣＣＵＧ
ＧＣＵＵＴＴ３’。阴性对照组：于恢复灌注前 １５ｍｉｎ，
将等量的阴性对照序列经侧脑室注射；阴性对照序

列：５’ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３’。模 型 组
则以同样的方法给予等量的生理盐水。

１．２．２　神经功能评分　各组大鼠于建模 ３ｄ时，
再次根据 ＺｅａＬｏｎｇａ评分标准对神经功能损伤情况
进行评分［８］。

１．２．３　ＴＴＣ法检测各组大鼠脑梗死面积　各组大
鼠于再次进行神经功能评分后，各组随机取 ６只大
鼠，麻醉处死，留取脑组织，置于 －２０℃冰箱２０ｍｉｎ，
取出后沿冠状位连续切６片，厚度约２ｍｍ，浸入１％
ＴＴＣ中进行３７℃水浴２０ｍｉｎ。取出后用多聚甲醛固
定，４℃固定２４ｈ，拍照，用 ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０软件对
图片进行分析，计算脑梗死面积百分比（％）＝梗死
脑组织总面积／脑组织总面积 ×１００％。
１．２．４　ＴＵＮＥＬ法检测脑组织中神经细胞凋亡水
平　各组大鼠于再次进行神经功能评分后，将各组
剩余的 ６只大鼠麻醉处死，留取脑组织，多聚甲醛
固定，行冠状位切片，常规脱水后，用石蜡包埋，用

切片机按 ４μｍ的厚度进行切片，按照 ＴＵＮＥＬ试剂
盒进行操作。对切片常规脱蜡、再水合，用蛋白酶

Ｋ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）处理１５ｍｉｎ，滴加 ＴＵＮＥＬ液在３７℃
下孵育 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３次，ＤＡＢ染色，苏木素复
染。用光学显微镜观察，ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细胞胞核
或胞质被染色棕黄色，随机取 ５个视野计数凋亡细
胞数，计数神经细胞凋亡率（％）＝ＴＵＮＥＬ阳性细
胞数／总细胞数 ×１００％。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测脑组织中 ＴＸ
ＮＩＰ基因表达　取脑组织，研磨后加入裂解液，按
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Ｔｒｉｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒说明提取总 ＲＮＡ并检测
纯度。按逆转录试剂盒说明将总 ＲＮＡ逆转录成
ｃＤＮＡ，按 ＰＣＲ试剂盒说明，用实时荧光定量 ＰＣＲ
仪对引物进行扩增。引物序列：ＴＸＮＩＰ：上游：５’
ＣＡＡＧＴＴＣＧＧＣＴＴＴＧＡＧＣＴＴＣ３’，下游：５’ＧＣＣＡＴＴＧ
ＧＣＡＡＧＧＴＡＡＧＴＧＴ３’；βａｃｔｉｎ：５’ＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧ
ＣＡＧＴＣＧＧＴＴ３’，下游：βａｃｔｉｎ：５’ＴＧＴＧＴＧＧＡＣＴＴ
ＧＧＧＡＧＡＧＧ３’。反应条件：９４℃ ３ｍｉｎ，９２℃ ３０ｓ，
９２℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７６℃ ３０ｓ，连续循环 ３８次。
每个样品设 ３个平行复孔。用 ２－△△Ｃｔ法计算脑组
织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ相对表达量。
１．２．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法 检 测 脑 组 织 中 ＴＸＮＩＰ、
ＡＳＫ１、ｐＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达　取脑组织，
研磨后加入含蛋白酶抑制剂及广谱磷酸酶抑制剂

的裂解液，按总蛋白提取试剂盒说明提取总蛋白，

按 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明检测总蛋白浓
度。取 ５０ｍｇ总蛋白，行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电
泳分离，电转移至聚偏氟乙烯膜上，５％脱脂奶粉
封闭 ２ｈ，分别将一抗兔抗 ＴＸＮＩＰ多克隆抗体、
ＡＳＫ１及 ｐＡＳＫ１单克隆抗体和兔抗鼠 ｃａｓｐａｓｅ１多
克隆抗体（稀释比例：１∶８００、１∶１０００、１∶５００和
１∶１２００）加入，４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，加入
二抗，室温条件下孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，暗室下
加入化学发光试剂反应 ２０ｍｉｎ，拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ
图像软件分析，获得脑组织中 ＴＸＮＩＰ、ＡＳＫ１、ｐ
ＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量。
１．３　统计学方法

使用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件分析，计量资料以均
数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素
方差分析和 ＬＳＤｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果
２．１　各组大鼠神经功能评分

假手术组、模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰
组大鼠建模 ３ｄ时，神经功能评分分别为（０．１４±
０．０５）分、（２．２２±０．５５）分、（２．４９±０．９７）分和
（１．６５±０．１０）分，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝
４２．０４６，Ｐ＝０．０００）。模型组、阴性对照组和 ＴＸ
ＮＩＰ干扰组大鼠建模 ３ｄ时，神经功能评分均高于
假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型
组和阴性对照组大鼠建模 ３ｄ时，神经功能评分无
差异（Ｐ＝０．２３９）。ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠建模 ３ｄ
时，神经功能评分低于模型组和阴性对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　各组大鼠脑梗死面积

假手术组、模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰
组大鼠脑梗死面 积 分 别 为 （０．９９±０．０８）％、
（２４．７４±２．３８）％、（２３．４８±２．７２）％和（１６．４０±
１．３２）％，差异有统计学意义（Ｆ＝１９２．９３６，Ｐ＝
０．０００）。模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰组大
鼠脑梗死面积高于假手术组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。模型组和阴性对照组大鼠脑梗死面
积无差异（Ｐ＝０．２７１）。ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑梗死
面积低于模型组和阴性对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见图 １。
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图 １　ＴＴＣ法检测大鼠脑梗死面积

２．３　各组大鼠脑组织中神经细胞凋亡水平
假手术组、模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰

组大鼠脑组织中神经细胞凋亡率分别为（４．９２±
１．４３）％、（７１．５３±６．２５）％、（６８．２３±３．０５）％
和（２２．６１±２．３３）％，差异有统计学意义（Ｆ＝
４７３．６２７，Ｐ＝０．０００）。模型组、阴性对照组和
ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中神经细胞凋亡率高于
假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型
组和阴性对照组大鼠脑组织中神经细胞凋亡率无

差异（Ｐ＝０．１４３）。ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中神
经细胞凋亡率低于模型组和阴性对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 ２。
２．４　各组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰ基因表达

假手术组、模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰
组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ相对表达量分别为
（１．０３±０．１４）、（２．６１±０．０９）、（２．６５±０．１１）
和（１．５５±０．１０），差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝
３０１．９７９，Ｐ＝０．０００）。模型组、阴性对照组和ＴＸＮＩＰ
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图２　ＴＵＮＥＬ法检测脑组织中细胞凋亡情况（放大倍数 ×

４００）

注：Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：阴性对照组，Ｄ：ＴＸＮＩＰ干扰组

干扰组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ相对表达量高
于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模

型组和阴性对照组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ相
对表达量比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．５１５）。
ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ相对表达
量低于模型组和阴性对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
２．５　各组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰ、ＡＳＫ１、ｐＡＳＫ１
和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达

模型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组
织中 ＴＸＮＩＰ、ｐＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量
高于假手术组，而 ＡＳＫ１蛋白相对表达量低于假手
术组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型组和
阴性对照组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰ、ＡＳＫ１、ｐＡＳＫ１
和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量比较，差异无统计学
意义 （Ｐ 值 分 别 为 ０．１８８、０．４２０、０．２５５和
０．２５１）。ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰ、ｐ
ＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量低于模型组和
阴性对照组，而 ＡＳＫ１蛋白相对表达量高于模型组
和阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见表 １。

表１　各组大鼠脑组织中ＴＸＮＩＰ、ＡＳＫ１、ｐＡＳＫ１和ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＴＸＮＩＰ蛋白 ＡＳＫ１蛋白 ｐＡＳＫ１蛋白 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白
假手术组 ６ ０．２３±０．０６ ０．８３±０．０８ ０．３０±０．０６ ０．２０±０．０９
模型组 ６ ０．８１±０．０４ａ ０．２６±０．０６ａ ０．８６±０．０４ａ ０．６６±０．０６ａ

阴性对照组 ６ ０．７７±０．０７ａ ０．２９±０．０２ａ ０．７８±０．１０ａ ０．７２±０．０７ａ

ＴＸＮＩＰ干扰组 ６ ０．４０±０．０５ａｂｃ ０．５４±０．０９ａｂｃ ０．５３±０．１８ａｂｃ ０．４２±０．１２ａｂｃ

Ｆ １５８．５０８ ８６．６９３ ３３．０３９ ４６．５５４
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：ａ为与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ为与模型组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ为与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论
急性脑梗死是致残、致死的主要疾病之一，目

前尚无特效的治疗手段，关键在于尽早恢复血管血

流，减少缺血半暗带区组织损伤，以改善患者预

后［９］，但在血管复流过程中不可避免的会发生缺血

!

再灌注损伤，反而会加重脑组织损伤［１０］。近年

来研究发现［１１］，硫氧还蛋白与缺血
!

再灌注损伤

密切相关，在平衡氧化还原状态、抗凋亡、抗炎中

发挥重要作用。ＴＸＮＩＰ则是存在于机体内硫氧还
蛋白的天然拮抗剂，可与其结合而抑制其抗氧化活

性，在氧化应激反应中发挥重要作用，有研究指

出［１２］，ＴＸＮＩＰ表达上调可促进炎症或凋亡相关分子
表达而在细胞凋亡及炎症反应中发挥重要作用。

本研究通过构建急性缺血
!

再灌注大鼠模型，并对

脑组织中 ＴＸＮＩＰ基因表达进行干预，结果显示，ＴＸ

ＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰｍＲＮＡ和蛋白相对
表达量均低于模型组和阴性对照组，说明通过侧脑

室注射 ＴＸＮＩＰｓｉＲＮＡ的方法可有效抑制脑组织中
ＴＸＮＩＰ表达。

本研究结果显示，ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠建模 ３ｄ
时，神经功能评分低于模型组和阴性对照组，说明

下调 ＴＸＮＩＰ基因表达可改善大鼠神经功能，本研究
结果显示，ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑梗死面积和脑组织
中神经细胞凋亡率均低于模型组和阴性对照组，说

明下调 ＴＸＮＩＰ基因表达可有效减少缺血
!

再灌注

大鼠脑梗死面积及神经细胞凋亡，这些结果提示

ＴＸＮＩＰ基因参与了大鼠脑缺血
!

再灌注损伤过程，

抑制该基因表达则可有效保护脑组织。ＡＳＫ１作为
细胞凋亡通路中一种重要的蛋白，在细胞因子和应

激诱导细胞凋亡中发挥关键性作用［１３］，ｃａｓｐａｓｅ１
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是一种炎症相关 ｃａｓｐａｓｅ，不仅在调控炎症反应中发
挥重要作用，而且介导了程序性细胞死亡，在促进

细胞凋亡中发挥重要作用［１４］，本研究结果显示，模

型组、阴性对照组和 ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中
ＴＸＮＩＰ、ｐＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量高于
假手术组，而 ＡＳＫ１蛋白相对表达量低于假手术
组，ＴＸＮＩＰ干扰组大鼠脑组织中 ＴＸＮＩＰ、ｐＡＳＫ１和
ｃａｓｐａｓｅ１蛋白相对表达量低于模型组和阴性对照
组，而 ＡＳＫ１蛋白相对表达量高于模型组和阴性对
照组，说明在急性缺血

!

再灌注大鼠脑组织中存在

ＴＸＮＩＰ、ｐＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白高表达，抑制 ＴＸ
ＮＩＰ表达则可减少 ｐＡＳＫ１和 ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达，
提示 ＴＸＮＩＰ可能通过促进凋亡蛋白 ＡＳＫ１磷酸化
表达而加速细胞凋亡。

综上所述，下调 ＴＸＮＩＰ基因表达可改善急性脑
梗死大鼠神经功能，减少脑梗死面积和神经细胞凋

亡，其机制可能与抑制促进凋亡相关蛋白 ＡＳＫ１磷
酸化介导的细胞凋亡有关，但具体作用机制尚待进

一步研究明确。
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