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Ｕ０１２６介导 Ｔ细胞亚型增殖在缺血性脑卒中的神经保护作用及机制研究

钟懿，熊晓星

武汉大学人民医院神经外科，湖北 武汉　４３００６０

摘　要：目的　探究 Ｕ０１２６在缺血性脑卒中的神经保护效应及其介导的 Ｔ细胞在其中的作用。方法　分别采用成年雄
性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生型（ＷＴ）小鼠和严重联合免疫缺陷（ＳＣＩＤ）小鼠，随机分为 ｓｈａｍ组、ｓｈａｍ＋Ｕ０１２６（２ｇ／Ｌ）组、ＭＣＡＯ组

及 ＭＣＡＯ＋Ｕ０１２６组，每组各１０只，经线栓法构建大脑中动脉短暂性闭塞模型，６０ｍｉｎ后取出线栓，恢复血流。观察在有

或无免疫缺陷的情况下 Ｕ０１２６对脑梗死范围和脾脏增殖情况的影响。结果　Ｕ０１２６可显著减小小野生型小鼠脑缺血再

灌注后的脑梗死体积（Ｐ＜０．０５）；减轻脑缺血再灌注损伤对脾脏增殖的破坏（Ｐ＜０．０５）。但在 Ｔ细胞缺陷的 ＳＣＩＤ小鼠

中 Ｕ０１２６的应用并未减小梗死面积，反而扩大了梗死范围（Ｐ＜０．０５），而当 ＣｏｎＡ刺激 Ｔ细胞增殖后 Ｕ０１２６的保护作用

得到恢复（Ｐ＜０．０５），这表明 Ｔ细胞可能是 Ｕ０１２６的作用靶点。结论　Ｕ０１２６可能通过抑制 ＥＲＫ１／２信号通路并选择

性促进 Ｔ细胞增殖来介导其在缺血性脑卒中中的神经保护效应。
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　　由于脑血流的突然中断引发的缺血性脑卒中
是全球残疾和死亡的第二大原因［１］，然而当前脑卒

中的治疗，包括静脉溶栓和机械取栓的实施具有明

显的条件严苛性和局限性，仅轻微改善了现状。这

促使人们越来越关注于如何从病理生理机制入手

来延缓病情进展以减轻患者痛苦。Ｔ细胞是继发
性卒中进展的主要调节因子，在大脑受到缺血刺激

后数小时至数天内完全激活，并驱动强烈的急性炎
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症反应［２－３］。动物实验中缺乏淋巴细胞的转基因

小鼠在短暂性大脑中动脉阻塞（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｍｉｄｄｌｅｃｅｒ
ｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ｔＭＣＡＯ）处理后表现出病变缩
小，而通过脾细胞的过继转移恢复免疫缺陷动物的

淋巴细胞群逆转了这种保护作用，其梗死体积与野

生型动物相似［２］。并且，抗体介导的单个 Ｔ细胞亚
群的耗竭，同样减缓了继发性病变的进展［２］。

丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）是存在于胞内的一组重要信号转
导系统，在缺血性脑卒中后被迅速激活参与调控各

种细胞活动［４］。然而，Ｊｕｎ氨基端激酶（Ｊｕｎａｍｉｎｏ
ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）和 ｐ３８ＭＡＰＫ的过度激活常常
与神经元死亡／凋亡密切相关［５］，Ｕ０１２６是丝裂原
活化蛋白激酶激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＥＫ）１／２特异且高效的抑制剂，能够在体外和体
内抑制 ＥＲＫ１／２的活化，阻断 ＥＲＫ的磷酸化及信
号传递［５］。多项研究已经证实［６－９］，用 ＭＥＫ１／２抑
制剂 Ｕ０１２６治疗可减少实验性局灶性缺血性脑卒
中后的梗死面积，缓解神经功能缺损，并改善长期

的功能恢复。此外，选择性 ＥＲＫ激活还与 Ｔ淋巴
细胞的增殖有关［１０］，因此，本研究主要通过构建小

鼠 ｔＭＣＡＯ模型，探讨 Ｕ０１２６在缺血性脑卒中的保
护效应，以及初步阐明该效应可能的发生机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物及分组

野生型（ＷｉｌｄＴｙｐｅ，ＷＴ）Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ４０只，
严重联合免疫缺陷（ｓｅｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＳＣＩＤ）小鼠４０只，体重 ２０～２５ｇ，购买于湖
北省疾病预防控制中心（４３００４７０００１８８７１）。小鼠
均繁殖饲养于武汉大学人民医院动物实验中心，实

验前自由进食进水。

分别将 ＷＴ小鼠和 ＳＣＩＤ小鼠均随机分为 ｓｈａｍ
组、ｓｈａｍ＋Ｕ０１２６（２ｇ／Ｌ）组、ＭＣＡＯ组及 ＭＣＡＯ＋
Ｕ０１２６组，每组各 １０只，每天固定时间腹腔注射
给药 １次，连续 ７ｄ，末次给药 １ｈ后进行手术，手
术后继续每天给药 １次直至术后 ４８ｈ取材。ｓｈａｍ
组和 ＭＣＡＯ组每次给予等量生理盐水，其余实验步
骤相同。

１．２　试剂与仪器
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２抑制剂 Ｕ０１２６购自英国 Ａｂｃａｍ

公司（ａｂ１２０２４１）；ＣｏｎＡ购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司
（Ｃ２２７２）；３Ｈ胸腺嘧啶购自上海易汇生物科技有
限公司（ＩＲ７０１７０）；β液闪仪购自美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司（ＱｕａｎｔｕｌｕｓＧＣＴ６２２０）；玻璃纤维过滤器购自上

海联硕生物科技有限公司（４３１４１２）。
１．３　大脑中动脉模型制作

使用 ５％异氟烷吸入麻醉小鼠，术中异氟烷浓
度保持在 １％ ～２％。仰卧位固定，颈部中线切开，
钝性分离大鼠左侧皮下组织和肌肉，暴露左侧颈总

动脉、颈外动脉及颈内动脉，结扎颈外动脉分支，

结扎颈总动脉近心端（距分叉点约 １．０ｃｍ），用动
脉夹暂时阻断颈总动脉的远心段（距分叉点约

０．５ｃｍ），在颈总动脉远心端和近心端之间，剪开一
小切口，于颈外动脉内插入一 ６～０单丝线栓直达
大脑中动脉主干的起始部。随后，扎紧远心端备用

线，固定尼龙线。假手术组线栓只插入 ０．５ｃｍ左
右。缺血 ６０ｍｉｎ后，将线栓轻轻取出。整个手术
过程中小鼠体温恒定保持于 ３７±０．５℃，严密监测
呼吸、心律、氧饱和度、动脉氧分压，二氧化碳分

压、ｐＨ值及脑血流改变。再灌注后不同时间，称
重，采用双盲法评估小鼠神经功能情况包括转身实

验，前肢上台实验，前肢应用协调实验等［１１］。

１．４　２％ ２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）法测
量脑梗死体积

卒中后 ７２ｈ评估脑梗死体积。异氟烷深度麻
醉小鼠后处死，断头取脑，将鼠脑置入专用的切片

模具中，沿冠状位作 ２ｍｍ的连续切片，置于 ２％的
ＴＴＣ中浸泡 ３０ｍｉｎ，避光，均匀染色后浸于 ４％多
聚甲醛中固定过夜，染成红色的为正常脑组织，白

色为梗死脑组织。使用 ＮＩＨ ＩｍａｇｅＪ软件处理数
据，通过矫正脑水肿而计算脑组织损伤程度，即测

量梗死对侧整个大脑半球面积和梗死同侧正常半

球面积，两者相减得到梗死面积，其结果乘以切片

厚度（２ｍｍ）即为梗死体积。整个半球的梗死程度
由 ５片大脑切片梗死体积相加而来。最终结果以
梗死体积占对侧大脑皮质体积的百分比表示。首

先计算每个层面脑片的梗死面积，再将各脑片梗死

面积之和乘以厚度（２ｍｍ）为总的梗死体积［１１］。

１．５　脾脏切除与增殖能力实验
ＭＣＡＯ术后第 ３天，异氟烷深度麻醉小鼠后处

死，仰卧位固定，剪净小鼠左侧腹部毛发，经 ７５％
酒精消毒后，于无菌条件下剪开皮肤和腹膜，翻开

其余脏器并剥离脂肪组织找出脾脏并摘除，置于

５ｍｌＥＰ管中称重，比较各组小鼠间脾脏大小。用
１６４０完全培养基冲洗脾脏，收集细胞，用新培养基
重悬细胞，调整细胞浓度为 ２．６×１０５。按分组铺
板，每组设 ３孔，每孔 １００μＬ细胞，并加入适量
２μｇ／ｍＬ的 ＣｏｎＡ，同时设阴性对照，３７℃、５％ＣＯ２
·２１１·
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孵育 ６６ｈ。随后加入 ３Ｈ胸腺嘧啶，继续培养
１８ｈ。将细胞收集至玻璃纤维过滤器上，烤干后 β
液闪仪计数，结果以每分钟计数 （ｃｏｕｎｔｓｐｅｒｍｉ
ｎｕｔｅｓ，ＣＰＭ）表示，每天至少重复检测 ３次［１２－１３］。

１．６　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学处理。实验数

据以均数 ±标准差表示，多组间均数比较采用单因
素方差分析 （ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较应用
ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｔ细胞缺陷对小鼠脑缺血再灌注损伤后梗死
体积的影响

ＭＣＡＯ后 ６０ｍｉｎ及 ７５ｍｉｎ的 ＳＣＩＤ组小鼠与
ＷＴ组相比脑梗死体积均显著减小（Ｐ＜０．０５）。
见图 １。
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注：Ａ：ＴＴＣ染色结果图；Ｂ：两组比较的统计学结果，＃

为 ＳＣＩＤ组与 ＷＴ组比较，Ｐ＜０．０５

图 １　ＭＣＡＯ后 ６０ｍｉｎ及 ７５ｍｉｎ的 ＳＣＩＤ组小鼠与 ＷＴ

组脑梗死体积比较

２．２　Ｕ０１２６对小鼠脑缺血再灌注损伤后脑梗死
体积的影响

建立 ＭＣＡＯ模型 ７５ｍｉｎ后，与对照组相比，
Ｕ０１２６组脑梗死体积明显减小（Ｐ＜０．０５）（图２）。
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注：Ａ：ＴＴＣ染色检测 Ｕ０１２６对 ＣＩＲＩ小鼠脑梗死体积

的影响；Ｂ：两组脑梗死体积的比较。＃为与对照组相

比，Ｐ＜０．０５

图 ２　Ｕ０１２６对小鼠脑缺血再灌注损伤后脑梗死体积

的影响

２．３　Ｔ细胞缺乏对 Ｕ０１２６神经保护作用的影响
与 ＷＴ组相比，Ｕ０１２６的添加并未明显减小

ＳＣＩＤ小鼠的脑梗死面积，反而使梗死体积增大了
（Ｐ＜０．０５）。见图 ３。
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注：Ａ：四组 ＴＴＣ染色效果图；Ｂ：四组梗死体积的量化

结果比较。＃为 Ｖｅｈｉｃｌｅ组与 Ｕ０１２６组比较，Ｐ＜０．０５

图 ３　Ｔ细胞缺乏对 Ｕ０１２６神经保护作用的影响

２．４　Ｕ０１２６对脑缺血再灌注损伤后脾脏体积的
影响

ＭＣＡＯ７５ｍｉｎ后分别提取五组小鼠的脾脏进行
比较，发现 Ｕ０１２６的应用可减小缺血性脑卒中后
脾脏萎缩的程度（Ｐ＜０．０５）。见图 ４。
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图 ４　脑缺血再灌注后各组脾脏体积的变化与对比

２．５　不同情况下 Ｕ０１２６对脾脏增殖的影响
使用 ２μｇ／ｍｌ的 ＣｏｎＡ刺激 Ｔ细胞增生后，

Ｕ０１２６恢复了其在脑缺血再灌注损伤中的保护作
用，促进了脾细胞的增殖（Ｐ＜０．０５）。见图 ５。
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＋Ｕ０１２６组比较；ｄ为与 ＭＣＡＯ组比较；Ｐ值均 ＜０．０５

图５　ＭＣＡＯ７２ｈ后 Ｕ０１２６对脾脏增殖的影响，Ｐ＜０．０５
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３　讨论
缺血性脑卒中是一种危及生命的疾病，也是全

球致残致死的主要原因之一，它能导致多种神经功

能缺陷，包括运动受限、认知功能障碍和抑郁等，

影响患者的生活质量。由于卒中发病率日益攀升，

现有防治措施局限颇多，因而探寻新型治疗途径迫

在眉睫。Ｕ０１２６是一种 ＥＲＫ１／２抑制剂，本研究发
现，在小鼠 ｔＭＣＡＯ模型中，Ｕ０１２６的施用可减小脑
梗死体积，有望成为新型的神经保护剂。在脑缺血

急性期，由于脑血流量的骤然减少，引发一系列分

子事件，如兴奋性毒性、氧化应激和炎症免疫反应

等，活性氧、活性氮等氧化应激产物通过作用于相

应受体、钙通道或酪氨酸激酶诱导 ＥＲＫ１／２的活
化，活化的 ＥＲＫ１／２随后与胞浆成分相互作用或进
行核转位，促进细胞死亡［１４］。此外，该通路也可增

加炎症介质的释放，刺激血管收缩受体和基质金属

蛋白酶的表达，恶化神经损伤［９］。Ｕ０１２６是一种
ＭＥＫ１／２抑制剂，进而在体内外抑制下游 ＥＲＫ１／２
的活化，虽然它也能阻遏某些其他蛋白激酶，但比

抑制 ＭＡＰＫ级联激活所需浓度高约 １０００倍，这揭
示了 Ｕ０１２６高度的特异性。目前，Ｕ０１２６在缺血
性脑卒中的神经保护作用已得到广泛认可。在神

经细胞中，使用 Ｕ０１２６能阻断谷氨酸［１５］、多 巴

胺［１６］或锌离子［１７］等各种物质导致的神经元死亡，

有效缩小脑梗死范围，临床数据表明梗死体积与卒

中幸存患者的长期功能结局相关［１８］。研究显示，

它还能减轻缺血后血管内皮细胞上内皮素 Ｂ型受
体表达的增加，缓解脑血管收缩［６］；在卒中急性期

抑制 ＥＲＫ１／２还可维持血管稳定性及促进血管生
成，加强脑血流恢复使脑灌注正常化，这对预防细

胞死亡和促进感觉运动功能的恢复大有裨益［１９］。

并且，Ｕ０１２６的使用在稳定血脑屏障，降低促炎细
胞因子活性（ＴＮＦα，ＩＬ１β和 ＩＬ６等）［７］，抑制 Ｎ
甲基Ｄ天冬氨酸受体表达等方面也具有良好的效
果［８］。

近期研究表明，在实验性卒中的急性期，Ｔ细
胞及其亚型迅速从外周迁移至缺血核心区，不仅参

与引发针对中枢神经系统抗原的自身免疫反应，导

致大脑局部炎症，加重脑损伤；而且与脑卒中诱导

的免疫抑制相关，导致外周各器官的感染发生率增

加［２０］。因此，Ｔ细胞缺陷通常认为是脑保护性的，
在缺乏淋巴细胞的免疫缺陷小鼠中观察到梗死面

积显著减小，而 Ｔ细胞的重新注入恢复了梗死灶。

在我们的研究中也显示，与 ＷＴ小鼠相比，ＳＣＩＤ在
接受同样的处理后其梗死范围明显较大。但在进

一步的实验中，即使给予同样剂量的神经保护剂

Ｕ０１２６，ＳＣＩＤ小鼠的脑梗死面积不减反增，而使用
ＣｏｎＡ刺激 Ｔ细胞增生后，重新观察到 Ｕ０１２６对脾
脏增殖的促进效应，并且 Ｕ０１２６似乎与 ＣｏｎＡ具有
协同效应，这一点与前文中 ＳＣＩＤ小鼠梗死面积减
小相悖。对此，我们猜测这是由 Ｔ细胞亚型的不同
功能所致［２０］。Ｔ细胞根据 ＣＤ４和 ＣＤ８分子表达水
平分为 ＣＤ４＋Ｔ细胞（辅助性 Ｔ细胞，ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌｓ，
Ｔｈ）和 ＣＤ８＋Ｔ细胞（细胞毒性 Ｔ细胞，ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴ
ｃｅｌｌｓ，Ｔｃ）。Ｔｃ细胞主要通过释放细胞毒性介质直
接破坏靶细胞，或通过 ＦａｓＬ途径诱导细胞凋亡。
Ｔｈ细胞根据其细胞因子分泌情况进一步分为
Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７和 Ｔｆｈ细胞。Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞是至
今研究最为明确的两种 Ｔｈ细胞亚型。激活状态
下，Ｔｈ１细胞分泌促炎因子干扰素 γ（ＩＦＮγ）和淋巴
毒素 ＬＴａ，而 Ｔｈ２细胞产生抗炎因子白细胞介素 ４
（ＩＬ４）、ＩＬ１０和 ＩＬ１３［１３，２０］。由此可知 Ｔ细胞亚
群在脑损伤中起着不同的作用：Ｔｈ１细胞的缺乏导
致较小的梗死灶，Ｔｈ２细胞的缺乏加重梗死［２１］。本

实验中 Ｕ０１２６可能具有选择性促进 Ｔｈ２细胞增殖
的特点，Ｔｈ２细胞的存在也保障了 Ｕ０１２６益处的
发挥，两者相辅相成，因此 Ｕ０１２６能够减轻外周免
疫抑制造成的淋巴器官萎缩，而对 ＳＣＩＤ小鼠而言，
在免疫缺陷和缺血缺氧的双重刺激下，脑损伤加

剧，Ｕ０１２６的脑保护作用被消除，但这需要进一步
的实验来证实。

根据上述结果，在缺血性脑卒中急性期给予

Ｕ０１２６能够显著改善脑缺血带来的损伤，这是通
过抑制 ＥＲＫ１／２信号通路实现的，同时我们的研究
提示其神经保护作用可能与选择性促进 Ｔ细胞增
殖有关。当前治疗缺血性脑卒中可供选择的主要

药物是 ｔＰＡ，却因治疗窗的狭窄（＜４．５ｈ）及随之
带来的出血转化和神经毒性等风险［２２］，很大比例

的患者未能获得理想疗效。Ｕ０１２６作为关键信号
通路的高效阻滞剂，在未来可能具有可观的治疗潜

力，但它的具体作用机制如何及存在哪些潜在副作

用，仍需大量研究探明完善。
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