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重症颅脑损伤大鼠中SIRT1的表达情况及其对应激
障碍的影响

刘洪涛 1，冯守宁 1，解寒冰 1，杨文涛 2

1.郑州人民医院急诊科，河南 郑州 450000
2.开封市中心医院急诊科，河南 开封 475000

摘 要：目的 探讨基于 p38分裂原激活蛋白激酶（p38MAPK）通路沉默信息调节因子相关酶 1（SIRT1）表达水平在重症颅脑损伤

大鼠中的变化及其对创伤后应激障碍（PTSD）的影响。方法 SD大鼠 80只，留取 15只作对照组，其余复制重症颅脑损伤大鼠模

型。分为模型组、SIRT1过表达组、p38激动剂组。对照组仅制作假手术模型，SIRT1过表达组脑内注射过表达 SIRT1慢病毒载体，

p38激动剂组予以过表达 SIRT1慢病毒载体+p38激动剂；模型组、对照组予以等体积生理盐水。评估各组大鼠创伤后第 1、3及 5
天测试神经功能；高架十字迷宫实验评定创伤应激行为学；TTC法观察脑梗死面积；Western blotting检测梗死侧脑皮质中 SIRT1、
p38、p-p38蛋白的表达情况。结果 从模型组、p38激动剂组、SIRT1过表达组到对照组，大鼠神经功能评分逐渐降低（P＜0.05），

进入开臂（和闭臂）次数逐渐增多，在开臂（和闭臂）停留时间逐渐延长（P＜0.05）。模型组、SIRT1过表达组、p38激动剂组大鼠创

伤后第1、3及5天脑梗死较明显，且随时间延长而加重；与模型组比较，SIRT1过表达组、p38激动剂组有所改善。从模型组、p38激
动剂组、SIRT1过表达组到对照组，大鼠脑皮质 SIRT1、p-p38蛋白相对表达量逐渐升高（P＜0.05）。结论 重症颅脑损伤大鼠脑皮

质SIRT1表达下调，上调SIRT1可缓解PTSD，其机制可能与抑制p38信号通路有关。
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Abstract： Objective To investigate the change in the expression level of silent information regulator related en⁃
zyme 1（SIRT1）based on the p38 mitogen-activated protein kinase（p38MAPK）signaling pathway in rats with severe trau⁃
matic brain injury and its effect on post-traumatic stress disorder（PTSD）.Methods A total of 80 Sprague-Dawley rats were
selected，among which 15 rats were established as control group and the rest of the rats were used to establish a rat model of
severe traumatic brain injury and were then divided into model group，SIRT1 overexpression group，and p38 agonist group.
The rats in the control group were given sham operation model，those in the SIRT1 overexpression group were given intracere⁃
bral injection of SIRT1 overexpression lentiviral vector，and those in the p38 agonist group were given SIRT1 overexpression
lentiviral vector+p38 agonist；the rats in the model group and the control group were given an equal volume of normal saline.
Neurological function was evaluated on days 1，3，and 5 after trauma；the elevated plus maze test was used to evaluate post-
traumatic stress behavior；the TTC method was used to observe the area of cerebral infarction；Western blotting was used to
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measure the protein expression of SIRT1，p38，and p-p38 in the cerebral cortex at the ipsilateral side. Results Neurologi⁃
cal score gradually decreased from the model group to the p38 agonist group，the SIRT1 overexpression group，and the con⁃
trol group（P <0.05），with gradual increases in the number of times of entering open arm（and closed arm）and the time
spent in open arm（and closed arm）（P <0.05）. The model group，the SIRT1 overexpression group，and the p38 agonist
group had marked cerebral infarction on days 1，3，and 5 after trauma，which aggravated over time，and the SIRT1 overex⁃
pression group and the p38 agonist group had certain improvement compared with the model group. The relative protein ex⁃
pression of SIRT1 and p-p38 gradually increased from the model group to the p38 agonist group，the SIRT1 overexpression
group，and the control group（P <0.05）. Conclusion The expression of SIRT1 is downregulated in the cerebral cortex of
rats with severe traumatic brain injury，and upregulation of SIRT1 can alleviate PTSD，possibly by inhibiting the p38 signal⁃
ing pathway. ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(3): 226⁃230］
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重型颅脑损伤是一种因坠楼、交通事故等暴力作用

引起的重度颅脑组织损伤，创伤后昏迷 6 h以上或者再次

昏迷者可参考格拉斯哥评分诊断，预后较差，伤后容易发

生 创 伤 后 应 激 障 碍（posttraumatic stress disorder，
PTSD）［1］。PTSD指的是个体遭受严重创伤或者死亡威胁

引起的持续存在或延迟出现的精神障碍，基因疗法为其

重要研究方向。研究发现［2］，沉默信息调节因子相关酶 1
（silent information regulator factor related enzymes 1，
SIRT1）是依赖烟酰胺腺苷二核苷酸的一种去乙酰化酶，

在脑组织表达高于其他组织器官，可通过使底物蛋白去

乙酰化而调节DNA表达、细胞凋亡，参与机体多种病理、

生理过程，但关于 SIRT1在重型颅脑损伤组织中的表达

变化及其对 PTSD的影响报道少见。故本研究通过重型

颅脑损伤大鼠模型，研究 SIRT1表达水平变化对重型颅

脑损伤及其PTSD的影响，为PTSD的临床治疗提供思路。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物 无特定病原体（SPF）级雄性 SD大鼠

80只。8周龄，体重（300±20）g，购自上海斯莱克实验动

物有限责任公司，许可证号：SCXK（沪）2012-0002。排除

颅脑损伤史，适应性饲养1周。

1. 1. 2 药物、主要试剂和仪器 SIRT1过表达慢病毒载

体 GV166-SIRT1（上海吉凯基因医学科技股份有限公

司）、p38MAPK激动剂 p79350（上海恪敏生物科技有限公

司）、兔抗大鼠 SIRT1、p38丝裂原活化蛋白酶（p38）、磷酸

化 p38丝裂原活化蛋白酶（p-p38）多抗（一抗）（上海士锋

生物科技有限公司），山羊抗兔辣根过氧化物酶（HRP）标

记的 IgG单抗（二抗）（美国 Cell Signaling Technology公
司），2，3，5- 氯 化 三 苯 基 四 氮 唑（2，3，5-Triphenyl-
Tetrazolium Chloride，TTC）染色试剂盒（上海碧云天生物

技术有限公司），总RNA提取试剂盒（德国Qiagene公司）。

68505系列脑立体装置（深圳市瑞沃德生命科技有限公

司），ABI7500 fast实时荧光定量 PCR仪（美国 Ambion公

司），M348496重物击打实验台（深圳市瑞沃德公司），

FH-600荧光显微镜（西安华宏光电科技有限公司），

XR-XG201高架十字迷宫（上海欣软信息科技有限公司）。

1. 2 方法

1. 2. 1 模型复制与分组 80只大鼠留取 15只作对照

组，其余 65只复制大鼠重物下落致闭合性重型颅脑损伤

模型［3］：腹腔注射 2%的戊巴比妥钠麻醉，将大鼠固定在

脑定位仪上，标记打击位点。将大鼠置于重物打击实验

台上，调节头部位置，保证重物下落位置与打击点重合。

重物重 300 g，下落高度 3 cm，沿垂直金属杆自由下落，撞

击脑部左侧颅骨打击点上塑料垫片，颅骨呈凹陷性骨折。

模型复制后 1 h参考神经功能缺损评分法（neurological
severity scores，NSS）［4］，评分标准：自主活动程度、左前肢

偏瘫、提尾时左前肢伸不直、抗侧推能力、向左倾斜度、向

左环行度、对触须的反应。7个指标无异常为 0分，中度

异常 1分，严重异常 2分，总分 0~14分，评分越高表示神

经功能水平越低。NSS评分≥5分表示模型复制成功。54
只模型复制成功大鼠，随机分为模型组、SIRT1过表达组、

p38激动剂组，各 18只。对照组切开头皮，去除骨窗但不

致颅脑损伤，其余操作同前。

1. 2. 2 干预 SIRT1过表达组大鼠在建模后立即经侧脑

室内注射 SIRT1过表达慢病毒载体GV166-SIRT1 2 mL/kg
+生理盐水 1 mL/kg，侧脑室注射坐标是以前囟点为中心，

旁开 1.5 mm，向后囟方向 1.1 mm，深 4.5 mm。p38激动剂

组大鼠在脑内注射 SIRT1过表达慢病毒载体 GV166-

SIRT1 2 mL/kg + p38MAPK激动剂 p79350 1 mL/kg。对照

组、模型组则予以注射等体积生理盐水。坚持用药 5 d，
给药期间对照组死亡3只，其余三组各死亡6只。

1. 2. 3 神经功能评估 应用NSS评分标准检验大鼠创

伤后第1、3及5天的神经功能水平变化。

1. 2. 4 大鼠模型复制后第 5天的 PTSD评估 高架十字

迷宫实验装置的高度是 50 cm，闭合吊臂与开放吊臂的长

宽高均为 110 cm × 50 cm × 10 cm，摄像仪安装至正上方。
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大鼠最开始置于迷宫中间平台上，正面为迷宫同一个开

放吊臂，观察 5 min中四个行为指标，即进入开放（和闭

合）吊臂总次数、在开放（和闭合）吊臂停留时间。

1. 2. 5 创伤后梗死面积测定 在各组大鼠创伤后第 1、3
及 5天，分别取 4只大鼠，分离大鼠脑组织，切取额端置

入磷酸 TTC缓冲液内，再置入 37℃恒温箱内，避光孵育

20 min。正常脑组织可被TTC染为红色，受损脑组织因缺

血性梗死而显示白色，观察各组大鼠脑梗死面积。

1. 2. 6 Western blotting法检测脑皮质中 SIRT1、p38、p-

p38蛋白表达水平 取上述脑组织，应用放射免疫沉淀测

定裂解液结合超声提取蛋白，10 min后获得总蛋白，以二

喹啉甲酸法定量蛋白浓度，各组取 50 μg蛋白进行 SDS-

PAGE电泳，转膜至聚偏氟乙烯膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，
置入相应一抗（SIRT1浓度1∶200，p38浓度1∶200，p-p38浓
度1∶200，GAPDH浓度1∶200），4℃过夜，次日用HRP标记的

山羊抗兔 IgG二抗（浓度1∶1 000）在室温下孵育1 h，显色拍

照，获得蛋白条带图，应用 Image J软件计算其蛋白灰度值。

实验重复5次。

1. 3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件分析数据，计量资料以均

数±标准差（-x ± s）表示，如 Levene检验方差齐，采用重复

测量数据的方差分析，或单因素方差分析及 LSD-t比较，

不齐则改用Welch检验及Dunnett T3比较。P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组神经功能评分变化

各组大鼠创伤后第 1、3及 5天的神经功能评分比较，

采用重复测量数据的方差分析，结果：①不同时间点的神

经功能评分有差别（F=12.262，P=0.000）。②组间神经功

能评分有差别（F=16.487，P=0.000），模型组、SIRT1过表

达组、p38激动剂组大鼠创伤后 1、3及 5天神经功能评分

逐渐升高（P＜0.05）。与对照组比较，模型组、SIRT1过表

达组、p38激动剂组大鼠神经功能评分较高（P＜0.05）；与

模型组比较，SIRT1过表达组、p38激动剂组大鼠神经功

能评分较低（P＜0.05）；与 SIRT1过表达组比较，p38激动

剂组大鼠神经功能评分较高（P＜0.05）。③SIRT1过表达

组、p38激动剂组与模型组的神经功能评分变化趋势有差

别（F=10.946，P=0.000）。见表1。

2. 2 各组大鼠PTSD行为学变化

从模型组到 p38激动剂组、SIRT1过表达组、对照组，

大鼠进入开臂（和闭臂）次数逐渐增多，在开臂（和闭臂）

停留时间逐渐延长（P＜0.05）。见表2。

图1 各组大鼠创伤后脑梗死面积（TTC，×200）

第1天 第3天 第5天
对照组

模型组

SIRT1过表达组

p38激动剂组

表2 各组大鼠PTSD行为学检验结果 （n=12）

组别

对照组

模型组

SIRT1过表达组

p38激动剂组

F值

P值

进入开臂次数/次
4. 95±1. 23
2. 02±1. 05①
3. 47±1. 06①②
2. 99±1. 05①②③
20. 219
0. 000

在开臂停留时间/s
29. 64±4. 16
18. 33±3. 29①
25. 28±2. 97①②
21. 47±3. 13①②③

34. 344
0. 000

进入闭臂次数/次
11. 26±2. 31
8. 05±1. 48①
9. 66±1. 42①②
9. 05±1. 23①②③
11. 097
0. 000

在闭臂停留时间/s
149. 69±20. 36
121. 61±21. 45①
142. 45±14. 66①②
137. 63±20. 27①②③

6. 441
0. 001

注：①与对照组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05；③与SIRT1过表达组比较，P＜0.05

表1 各组大鼠创伤后各个时间点的神经功能评分 （n=12，分）

组别

对照组

模型组

SIRT1过表达组

p38激动剂组

第1天

1. 13±0. 13
9. 98±1. 25
7. 14±1. 11
8. 59±1. 19

第3天

1. 14±0. 13
11. 35±1. 19
8. 81±1. 13
10. 01±1. 31

第5天

1. 13±0. 12
12. 75±1. 10
9. 44±1. 28
11. 02±1. 33

2. 3 各组大鼠创伤后脑梗死面积变化

各组术后第 1、3及 5天分别处死 4只大鼠，对照组脑

组织正常，无梗死表现；模型组、SIRT1过表达组、p38激
动剂组大鼠创伤后脑梗死面积较大，且随创伤时间延长

而增大；与模型组比较，SIRT1过表达组、p38激动剂组脑

梗死面积有所改善。见图1。
2. 4 各组脑皮质SIRT1、p38、p-p38蛋白表达

从模型组到 p38激动剂组、SIRT1过表达组、对照组，

大鼠脑皮质 SIRT1、p-p38蛋白相对表达量逐渐升高（P＜
0.05）。见表3、图2。
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重型颅脑损伤患者由于脑部遭受外力产生脑组织挫

伤、颅内血肿，引起脑组织缺氧缺血，并在进展过程中继

发PTSD［5］。炎症反应在颅脑损伤病理发展过程起重要作

用，炎症介质受 SIRT家族的去乙酰化酶活性调控，因而

SIRT家族可能与重型颅脑损伤存在关系［6-7］。SIRT1作为

目前研究最多的 SIRT家族成员之一，引起了相关医学研

究人员的关注，笔者认为 SIRT1表达水平可能对重型颅

脑损伤程度以及预后有一定影响，但具体影响机制尚不

清楚。

SIRT1是一个与细胞分化、凋亡、能量代谢均密切相

关的组蛋白去乙酰化酶，最早在神经元细胞核内被发现，

随后被证明在皮质、海马、小脑、下丘脑等神经组织内亦

有广泛表达［8］。SIRT1属于双向调节蛋白，有神经保护作

用，用白藜芦醇保护大鼠脑组织缺血性损伤过程中，上调

SIRT1表达水平，可发挥神经保护作用，且可能是通过介

导功能蛋白去乙酰化而实现的，比如 p38蛋白等［9］。本研

究结果表明，与模型组比较，SIRT1过表达组创伤后第 1、
3及 5天的神经功能评分较低，创伤后第 1、3及 5天脑梗

死面积明显较小，提示 SIRT1过表达可减轻重型颅脑损

伤大鼠神经功能，减轻脑梗死。PTSD最核心症状是持续

性回避行为，可能与脑内核团的某些神经环路相关，动物

实验证明［10］，作用在杏仁核上的强烈刺激可影响海马功

能，海马功能与脑区存在广泛纤维联系，将各种传入感觉

信息整合成有条理信息后返回皮质，改变行为学。与模

型组比较，SIRT1过表达组大鼠脑皮质 SIRT1表达上调，

同时 SIRT1过表达组进入开臂（和闭臂）次数均较多、在

开臂（和闭臂）停留时间均较长，提示 SIRT1过表达可改

善大鼠行为学，减轻 PTSD，原因可能为上调大鼠脑皮质

上SIRT1表达，减轻了海马功能损伤，从而改善PTSD。
p38MAPK为 p38MAPK信号通道的枢纽，受理化生物

因素等刺激时会发生络氨酸磷酸化反应，激活下游信号

分子，启动相应炎症因子的基因表达［11-12］，可知 p38MAPK
信号传导通道参与细胞凋亡、炎症发作等应激反应过程，

张瑶等［13］报道 p38MAPK可经多种途径控制凋亡，故与创

伤后细胞凋亡也存在关系。LI等发现［14］，p38MAPK信号

通道与重型颅脑损伤存在密切关系，其在颅脑创伤后炎

症反应过程中扮演着重要角色，是应激反应通路之一，可

被外部刺激、细胞内刺激激活。活化 p38MAPK进入细胞

核后，可诱发细胞出现炎症反应或免疫反应，甚至促使细

胞凋亡。重型颅脑损伤后激活 p38MAPK信号通道，导致

氧化应激增强，神经细胞凋亡。大鼠脑皮质上过表达的

SIRT1可利用组蛋白脱乙酰基作用，发挥抗氧化应激、抗

凋亡作用。从模型组到 p38激动剂组、SIRT1过表达组、

对照组，大鼠脑皮质 SIRT1、p-p38蛋白相对表达量逐渐升

高，提示 p38MAPK信号通道在重型颅脑损伤中被激活，

应用 p38抑制剂可抑制 SIRT1表达，在减轻重型颅脑损伤

后氧化应激、减少神经细胞凋亡过程发挥了反向作用，最

终加重了神经功能缺损、增加了脑梗死面积、加剧了

PTSD。
重症颅脑损伤大鼠脑皮质 SIRT1异常低表达，上调

SIRT1可缓解 PTSD，其机制可能与 p38信号通路激活有

关，为临床治疗重型颅脑损伤提供可能潜在靶点。
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