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#摘要$

!

目的
!

检测临床脑梗死患者和小鼠脑缺血再灌注模型血清中
8#K.$/$!

和肿瘤坏死因子
.

%

"

>YZ.

%

$

的表达变化!并探讨其相关性%方法
!

选取发病
0/2

内入住承德医学院附属医院的脑梗死患者
'1

例"脑梗死损伤

组$!另选取同期
$'

例健康体检者"对照组$%取受试者外周血血清!采用实时定量
GHK

"

d

K>.GHK

$和酶联免疫吸

附试验"

W\IA@

$分别检测血清中
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达%同时采用线栓法建立小鼠大脑中动脉阻塞"

_H@M

$

模型!分别在
%

&

$

&

'

&

-

&

$0

和
1/!

检测血清
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达水平%分析
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

表达的关

系%在人胚肾
JWa.1('>

细胞通过荧光素酶报告基因方法!并在人外周血单核细胞
>JG.$

中利用蛋白质印迹法

"

?7+37<,O:"3

$检测
8#K.$/$!

对
>YZ.

%

的抑制作用%结果
!

脑梗死损伤组患者血清
8#K.$/$!

表达水平低于对照

组"

!

&

%&%;

$%在小鼠
_H@M

模型中!随着脑梗死病程延长!血清
8#K.$/$!

表达水平逐渐下调%

>YZ.

%

表达水平

在脑梗死患者和小鼠
_H@M

模型中均上调!并与
8#K.$/$!

的表达呈负相关"

@b=%&-%'/

!

!b%&%%%0

#

@b

%&();'

!

!b%&%%$/

$%

8#K.$/$!

可以结合到
>YZ.

%

的
'f

非翻译区"

'f.X>K

$并抑制后者的表达%在人外周血单

核细胞
>JG.$

中!

8#K.$/$!

可以抑制
>YZ.

%

蛋白的产生%结论
!

8#K.$/$!

的表达下调可能导致
>YZ.

%

升高!从

而使炎性反应加重%
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脑梗死是世界范围内人群死亡的主要原因之一%也

是导致长期神经功能损伤的主要原因'多重因素导致

的疾病复杂性阻碍脑梗死的诊断和治疗+

$

,

'虽然已开

展许多有关脑梗死治疗的临床试验%但目前血栓溶解仍

是主要治疗方法+

1

,

'因此%迫切需要开发新的有效的诊

断和治疗方法'微
KY@+

#

8#6<"KY@+

%

8#KY@+

$是生

物体内广泛存在的含
$(

!

10

个核苷酸的非编码
KY@

%

其可与靶基因
8KY@

的
'f

非翻译区域#

'fX>K

$结合%

阻止它们的翻译'

8#KY@+

可调节多种细胞活动%如细

胞增殖&分化&凋亡&器官发育&机体代谢和肿瘤发生'

且近年来%许多研究已经注意到
8#KY@+

在脑梗死中

的作用'脑缺血后%大脑中
8#KY@+

的表达发生改

变+

'

,

'另外%有些
8#KY@

在人体血清或血浆中稳定存

在%可以作为组织损伤和病理状态的特异标志物+

0

,

'研

究发现%

8#K.$/$

家族中%

8#K.$/$9

对小鼠的缺血性神

经损伤具有保护作用+

;

,

%下调的
8#K.$/$O

通过对热休

克蛋白
@;

#

JAG@;

$和
XHJ\$

蛋白水平的负调控%诱

导神经保护对抗缺血性损伤%为缺血性脑卒中提供了一

个潜在的治疗靶点+

)

,

'缺血后
8#K.$/$6

直接作用于肿

瘤坏死因子
.

%

#

>YZ.

%

$%从而调节小胶质激活和小神经

胶质细胞介导的神经元损伤+

-

,

'然而%

8#K.$/$

家族的

第
0

个重要成员
8#K.$/$!

在脑缺血中的作用还鲜有报

道'本研究旨在通过检测脑梗死患者和大脑中动脉阻

塞#

_H@M

$模型小鼠血清中
8#K.$/$!

的表达水平及其

与炎症的关系%初步揭示
8#K.$/$!

在脑梗死中的作用'

现报道如下'

!

!

材料与方法

!&!

!

材料

!&!&!

!

血清标本
!

采用回顾性研究方法%收集
'1

例发

病
0/2

内入住承德医学院附属医院的脑梗死患者血清

#脑梗死损伤组$%其中男
1$

例%女
$$

例%年龄
'0

!

-'

岁%平均#

;0&%g$/&-

$岁'另选取体检正常的健康对照

人群
$'

例收集血清#对照组$%男
(

例%女
0

例%年龄

'/

!

)(

岁%平均#

;'&%g$0&-

$岁'所有患者采血前均

未进行过扩容&扩血管及溶栓治疗%无创伤及手术史(并

且除外其他癌症&感染或免疫疾病患者'两组性别&年

龄及高血压&糖尿病&高血脂等并发症比较%差异均无统

计学意义#

!

$

%&%;

$%具有可比性'本研究符合医学伦

理学标准%获得患者或家属的知情同意%同时经本院伦

理委员会批准'

!&!&"

!

小鼠
_H@M

模型
!

H;-Q\

"

)

雄性小鼠%体质量

为
1%

!

1;

D

%于
11

!

10h

正常昼夜交替环境饲养'称

重后%按
-%8\

"

5

D

腹腔注射
;L

水合氯醛'参照
\",.

D

9

线栓法建立小鼠左侧
_H@M

模型'

')

只小鼠分为

假手术组#

(b)

$和脑梗死组#

(b'%

$'脑梗死组于梗死

后
$

&

'

&

-

&

$0

&

1/!

取材'

!&"

!

方法

!&"&!

!

血样采集和血清总
KY@

提取
!

收集脑梗死患

者发病
0/2

内的静脉血
;8\

%置于含乙二胺四乙酸

#

WR>@

$的抗凝管中%

0h

冰箱静置
'%8#,

%

'%%%<

"

8#,

离心
'%8#,

%取上层血清置于无
KY@

酶离心管中%然

后按照血清
8#KY@

提取试剂盒说明书#北京天根生化

科技有限公司$提取血清总
KY@

'

!&"&"

!

细胞培养
!

>JG.$

细胞购自美国
@>HH

公司'

人胚肾
JWa.1('>

细胞系购自
HQ>HHH@A

'这些细胞

均用
R_W_

培养基+含
$%L

胎牛血清#

ZQA

%购自美国

I,N#3<"

D

7,

公司上海分公司$,于
'-h

&含
;LHM

1

的细

胞培养箱中培养'

!&"&#

!

实时定量反转录
GHK

#

d

K>.GHK

$

!

从血清中

提取的总
KY@

用
>9

d

_9,

*

_#6<"KY@K7N7<+7><9,.

+6<#

4

3#",a#3

#美国
@

44

:#7!O#"+

S

+378

公司$和
8#K.$/$!

特异性反转录引物反转录成特异性产物'然后使用

>9

d

_9,8#K.$/$!

探针#美国
@

44

:#7!O#"+

S

+378

公司$

在
Ii;

实时定量
GHK

仪#美国
Q#".K9!

公司$上进行

d

K>.GHK

'整个反应体系严格按照说明书进行'

!&"&$

!

酶联免疫吸附试验#

W\IA@

$

!

使用
@O698

公

司试剂盒#人
>YZ.

%

W\IA@

试剂盒
9O0)%/-

(小鼠

>YZ.

%

W\IA@

试剂盒
9O1%/'0/

$检测'使用每个样品

的
'

个平行样进行统计分析'

!&"&%

!

报告基因质粒构建
!

包含
8#K.$/$!

潜在结合

位点的人
>YZ.

%

'f.X>K

序列是通过
GHK

扩增获得%

以
JWa.1('>

细胞的
RY@

为模板'突变质粒采用上

海碧云天生物技术有限公司的快速突变系统生成'

GHK

产物通过
A

D

EI

和
G87I

位点连接到
4

+#HJWHa.1

载体上#美国
G<"87

D

9

公司$'插入片段的序列通过

RY@

测序证实'所用引物!

>YZ.

%

.'f.X>K.?>.

正向!

;f.[@HH[H [@> H[HHH@ H>@ @[@ @>> H@@

@H>[.'f

(

>YZ.

%

.'f.X>K.?>.

反向!

;f.H>>@[>>>@

@@HH[@>>@H@[@H@H@@H>.'f

(

>YZ.

%

.'f.X>K.

_C3.

正向!

;f.>>> @>> @>> >@> >>@ >>> @H@

[@@H>> @H@ @>> >@> >>[.'f

(

>YZ.

%

.'f.X>K.

_C3.

反向!

;f.H@@@>@@@>>[>@@[>>H>[>

@@@>@@@>@@@>@@>@@@.'f

'

!&"&F

!

荧光素酶报告基因检测实验
!

将含
>YZ.

%

'f.X>K

或其突变体的报告基因载体的
4

+#H2WHa.1

质粒和
8#K.$/$!

或对照模拟物一起%使用脂质体

1%%%

试剂#美国
I,N#3<"

D

7,

公司$瞬时转染到
JWa.

1('>

细胞中'

0/2

后%用被动裂解缓冲液
$%%

+

\

#美

国
G<"87

D

9

公司$裂解细胞%然后按照
G<"87

D

9

双荧光

素酶报告系统试剂盒说明书#美国
G<"87

D

9

公司$检测

裂解液的荧光素酶表达水平#体系!

1%

+

\

(使用贝特霍

尔德
ZQ$1

光度计测量$'内参为海肾荧光素酶'

!&"&G

!

蛋白质印迹法#

?7+37<,O:"3

$

!

细胞吸去上

层细胞培养基后用磷酸盐缓冲液#

GQA

$洗涤
'

遍%然

后加入
KIG@

裂解液%

(/h

变性
$%8#,

(用制备好的

$%L

丙烯酰胺#

ARA

$胶板电泳#

(%^

电压$(用硝酸纤

维素膜转膜过夜#

$%%^

%

0h

$(脱脂牛奶常温封闭
12

(

用含
1L

牛奶的
GQA

配置一抗过夜孵育(

$j >QA>

洗

;(%$

重庆医学
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年
0
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0/

卷第
-

期



!!

@

!血清
8#K.$/$!

表达水平比较(

Q

!血清
>YZ.

%

表达水平比较(

H

!

8#K.$/$!

和
>YZ

%

表达水平的相关性分析

图
$

!!

脑梗死组与对照组血清
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达及相关性分析

!!

@

!血清
8#K.$/$!

表达水平比较(

Q

!血清
>YZ.

%

表达水平比较(

H

!小鼠
_H@M

模型血清
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

表达水平的相关性分析(

#

!

!

&

%&%$

%与假手术组比较

图
1

!!

小鼠
_H@M

模型血清
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达和相关性分析

膜
'

遍%每遍
$%8#,

%用含
1L

牛奶的
GQA

配置二抗%和

膜室温孵育
12

(再用
$j >QA>

清洗膜
'

遍%每遍
$;

8#,

'加入辣根过氧化物酶底物%反应
18#,

%用上海勤

翔
H278#A6"

4

7)%%%

化学发光系统曝光'

!&#

!

统计学处理
!

采用
[<9

4

2G9!G<#+8;&%

软件进

行统计分析%计量资料以
)gH

表示%组间比较采用两

独立样本
A

检验'

8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的相关性分析

采用
G79<+",

相关分析%以
!

&

%&%;

为差异有统计学

意义'

"

!

结
!!

果

"&!

!

8#K.$/$!

&

>YZ.

%

在脑梗死损伤组与对照组血

清的表达变化及相关性
!

脑梗死损伤组患者血清

8#K.$/$!

表达水平低于对照组#

!b%&%$;-

$%见图

$@

'与对照组比较%脑梗死损伤组患者血清
>YZ.

%

表达水平升高#

!b%&%'//

$%见图
$Q

'进一步对所有

血清标本
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

表达水平进行相关性

分析%结果表明
>YZ.

%

和
8#K.$/$!

的表达水平呈负

相关#

@b=%&-%'/

%

!b%&%%%0

$%见图
$H

'

"&"

!

8#K.$/$!

和
>YZ.

%

在
_H@M

模型小鼠血清中

的表达变化及相关性
!

利用
d

K>.GHK

和
W\AI@

检

测假手术组和不同时段脑梗死组小鼠血清
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达水平'结果表明%脑梗死组小鼠血

清
8#K.$/$!

表达水平低于假手术组%并且
8#K.$/$!

表达水平随着脑梗死发生时间的不断增加而降低%见

图
1@

'与之相反%

>YZ.

%

在脑梗死组小鼠血清中的

表达水平高于假手术组%并且随着脑梗死发生时间的

不断增加而升高%见图
1Q

'在小鼠
_H@M

模型血清

中%

8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达水平呈负相关#

@b

%&();'

%

!b%&%%$/

$%见图
1H

'

!!

@

!人类
>YZ.

%

'f.X>K

的
8#K.$/$!

结合位点模式图%突变序列

显示在下方(

Q

!报告基因实验检测
8#K.$/$!

与
>YZ.

%

'f.X>K

的结

合(

H

!

$%%,8":

"

\8#K.$/$!

的类似物转染到野生型的
>JG.$

细胞

中%

d

K>.GHK

检测
8#K.$/$!

的表达(

R

!

8#K.$/$!

的类似物转染到野

生型的
>JG.$

细胞中%

?7+37<,O:"3

检测
>YZ.

%

的表达(

#

!

!

&

%&%$

%

与
H3<:8#8#6+

比较

图
'

!!

8#K.$/$!

通过结合到
'f.X>K

抑制
>YZ.

%

表达

"&#

!

8#K.$/$!

对
>YZ.

%

的抑制作用
!

通过在线分

析软件
>9<

D

73+69,

#

233

4

!""

PPP&39<

D

73+69,&"<

D

"

N7<3

1

-$

"$搜索发现
8#K.$/$!

潜在与
>YZ.

%

的

'fX>K

的
;%%

!

;%-O

4

位置发生结合%且进化上高度

保守#图
'@

$'接下来构建了野生型和突变型的

>YZ.

%

'fX>K

片段#针对
8#K.$/$!

潜在结合位点$%

并将它们连接到报告基因质粒
4

+#HJWHa1

上'然后

同时转染
8#K.$/$!

模拟物或对照模拟物及含
>YZ.

%

'fX>K

的报告基因质粒于
JWa.1('>

细胞中'检测

结果表明%

8#K.$/$!

模拟物可以显著抑制含野生型

>YZ.

%

'fX>K

的报告基因的活性%表明
8#K.$/$!

可

以与
>YZ.

%

'fX>K

结合'但是当
8#K.$/$!

的潜在

)(%$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
-

期



结合位点发生突变后%抑制作用减弱%说明这个结合

位点对
8#K.$/$!

来说%是十分重要的#图
'Q

$'进一

步在
>JG.$

细胞中过表达
8#K.$/$!

#图
'H

$%发现

>YZ.

%

的蛋白水平降低#图
'R

$'

#

!

讨
!!

论

!!

8#KY@

在脑发育和功能上起着十分关键的作

用%血液循环中的大部分
8#KY@

并不是从破碎的组

织细胞被动漏出%而是从受损组织细胞主动分泌进入

血液循环%并进入靶细胞发挥作用'本研究中结果显

示%脑梗死患者血清
8#K.$/$!

的表达水平明显低于

健康对照人群'此外%本研究成功建立了小鼠
_H@M

模型%在
_H@M

模型小鼠中血清
8#K.$/$!

水平明显

低于假手术组%并且随着病程的延长持续降低'总的

来说%这些发现证实血清
8#K.$/$!

的下调可以作为

脑梗死的一个生物标志物'本研究的不足之处在于

没有确定血清
8#K.$/$!

下调的原因'另一方面%由

于本研究所使用的临床病例数较少%其结论的推广确

立有待扩大样本的前瞻性临床研究证实'

研究表明炎症是脑梗死的关键因素+

/

,

%白细胞介

素#

I\

$

.$

&

I\.1

&

>YZ.

%

&

I\.)

&

I\.$%

&

I\.$1

&转化生长

因子
,

$

#

>[Z.

,

$

$等炎性因子均参与了脑梗死的发

生&发展+

(.$1

,

(脑梗死患者血清
>YZ.

%

&

I\.1

&

>[Z.

,

$

等水平明显升高%

>YZ.

%

&

I\.1

&

>[Z.

,

$

可促进脑组

织的炎性反应及血管斑块的形成%上述炎性因子的表

达水平与病情严重程度及梗死面积相关'本研究在

脑梗死患者血清标本中同样检测到
>YZ.

%

表达水平

升高'此外%在小鼠
_H@M

模型中血清
>YZ.

%

水平

亦表现为上调'相关性分析显示%在临床样本和小鼠

模型中%

8#K.$/$!

和
>YZ.

%

的表达均呈明显负相关'

说明
8#K.$/$!

和
>YZ.

%

之间存在着潜在的调控关

系'关于这一点%在其他的研究和体系中也得到证

实'在星形胶质细胞中%

JX>HJIAMY

等+

$'

,研究发

现敲 除
8#K.$/$

可 以 增 强 高 迁 移 率 组 蛋 白
Q$

#

J_[Q$

$的产生并促使脂多糖#

\GA

$诱导产生多种

炎性因子%同时过表达
8#K.$/$

会导致炎症抑制因子

I\.$%

的表达升高'

R@Y

等+

$0

,研究发现在脓毒症多

导致的免疫麻痹过程中%乌本苷可以通过诱导
8#K.

$/$

的转录%导致
>YZ.

%

8KY@

水平的降解和蛋白

水平的下调'然而%也有文献报道%

8#K.$/$

和
>YZ.

%

在功能上也有可能存在正向的协同作用'

[JMK.

Q@YI

等+

$;

,发现在小鼠成纤维细胞中%过表达
8#K.

$/$

可以增强
>YZ.

%

所诱导的线粒体膜电位的降低

和随后发生的细胞凋亡'本研究同时利用双荧光酶

报告基因和
?7+37<,O:"3

实验证明
8#K.$/$!

可以通

过与
>YZ.

%

8KY@

的
'f.X>K

区域相结合来抑制

>YZ.

%

的表达'说明炎性细胞是血清中
8#K.$/$!

作

用的靶细胞之一'在正常的生理过程中%

8#K.$/$!

的表达抑制炎性反应的发生'而在脑缺血疾病发生

时%

8#K.$/$!

的表达出现下调%血清中
8#K.$/$!

的

表达也随之降低%后者的表达下降会导致炎性细胞中

>YZ.

%

表达的升高'也就是说%

8#K.$/$!

的表达变

化不仅可以作为临床脑缺血性疾病的诊断和预后指

标'同时过表达
8#K.$/$!

不失为治疗和改善脑梗死

的一种潜在选择'在后续的研究中%需要利用细胞和

动物实验进一步明确
8#K.$/$!

在脑梗死过程中所发

挥的功能'另一方面%

8#K.$/$!

作为
8#KY@

%可以

参与调控多种信号通路的转导%这方面有待进一步的

研究'

8#K.$/$

家族共有
8#K.$/$9

&

8#K.$/$O

&

8#K.

$/$6

和
8#K.$/$!

四个
8#KY@

'它们分别由不同染

色体区域转录而成%且序列上高度相似'有关
0

种亚

型在脑缺血性疾病研究中的深入程度有所不同%以

8#K.$/$9

的研究最多'如小鼠脑卒中后%

8#K.$/$9

抑制剂的治疗可以改善小鼠的行为学指标+

;

,

'而

MXB@Y[

等+

$)

,却发现
8#K.$/$9

可以通过靶向

[KG-/

使脑缺血病情恶化'此外%

_@

等+

$-

,研究表

明在临床脑卒中患者中
8#K.$/$6

的表达升高%同时

8#K.$/$6

可以促进神经瘤母细胞
Y7C<".19

的凋亡'

在小鼠
_H@M

模型中%

8#K.$/$

类似物的处理可以

降低小神经胶质瘤细胞的激活并促进凋亡细胞的表

达+

-

,

'本研究检测到脑梗死患者和小鼠大脑中动脉

阻塞#

_H@M

$模型血清
8#K.$/$!

表达下调%血清

>YZ.

%

表达升高%并进一步在人胚肾细胞#

JWa.

1('>

$细胞和
>JG.$

细胞中证明
8#K.$/$!

可以抑制

>YZ.

%

的表达'结合前述报道%系统地阐明了
8#K.

$/$

家族各成员在脑缺血性疾病中的表达谱及其功能

的差异'
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\Ì

%

\IB

%

739:&R"P,<7

D

C:93#","E8#K.$/$O#,

8"C+7O<9#,E"::"P#,

D

#+6278#6+3<"57#,!C67+,7C<"

4

<".

3763#",9

D

9#,+3#+6278#6#,

*

C<

S

32<"C

D

239<

D

73#,

D

2793

+2"65

4

<"37#,@;9,!CO#

d

C#3#,69<O"V

S

:.37<8#,9:2

S

!<".

-(%$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
-

期



:9+7#+"]

S

87\$

+

`

,

&̀ Y7C<"+6#K7+

%

1%$'

%

($

#

$%

$!

$'0(.

$')1&

+

-

,

TJ@Y[\

%

RMY[\ B

%

\IB`

%

739:&>278#6<"KY@

8#K.$/$66",3<":+8#6<"

D

:#9.87!#937!,7C<",9:9

4

"

4

3"+#+

O

S

+C

44

<7++#,

D

3C8"<,76<"+#+E963"<

+

`

,

&̀ Y7C<"#,E:98.

893#",

%

1%$1

%

(

!

1$$&

+

/

,

KIWRW\Q

%

QKM?YWa

%

AI\QWK>Q&H7<7O<9:

4

<"376.

3#",

!

#,E:98893#",

%

7,!"327:#9:!

S

+EC,63#",

%

9,!

4

"+3"

4

7<.

93#N76"

D

,#3#N7!

S

+EC,63#",

+

`

,

&HC<<M

4

#,@,97+327+#":

%

1%$0

%

1-

#

$

$!

/(.(-&

+

(

,

B@_@A@aIB

%

I>MB@_@ B

%

aM[XKW a&I,N":N7.

87,3"E6

S

3"5#,7

4

<"!C63#",#,

4

932"

D

7,7+#+"E3<9,+#7,3

67<7O<9:#+6278#6!989

D

7

+

`

,

&a7#"`_7!

%

$(()

%

0;

#

'

$!

11;.11(&

+

$%

,

A>M\\[

%

@̀YRWKA

%

AHJKMW>WK _&H

S

3"5#,7+#,

HYA!#+"<!7<+

!

,7C<"3"V#6#3

S

N7<+C+,7C<"

4

<"3763#",

+

`

,

&̀

Y7C<9:><9,+8AC

44

:

%

1%%%

%

;(

!

/$./(&

+

$$

,

TJMXBU

%

?@Y[U

%

>@Y[R

%

739:&I\.18@O<7!C67+

!78

S

7:#,93#",9E37<E"69:67<7O<9:#+6278#9O

S

+C

44

<7++#,

D

HR/

F

>67::+

+

`

,

&HYAY7C<"+6#>27<

%

1%$(

%

1;

#

0

$!

;'1.

;0'&

+

$1

,

HKXTB

%

[@KHI@WW

%

[@\̂ WT`^

%

739:&K7:79+7"E

#,37<:7C5#,.$%9,!,7C<"3<"

4

2#6E963"<+#,32762"<"#!

4

:7VC+

!

4

"++#O:7#,!C63"<+"E,7C<"

D

7,7+#+E"::"P#,

D

6".

4

":

S

87<.$#88C,#]93#",9E37<67<7O<9:#+6278#9

+

`

,

&Y7C.

<9:K7

D

7,K7+

%

1%$/

%

$'

#

$%

$!

$-0'.$-;1&

+

$'

,

JX>HJIAMYWK

%

a@?@_M>MW _

%

>@XQRR

%

73

9:&WN#!7,67E"<8#K.$/$#,N":N787,3#,,7C<"#,E:9889.

3"<

S

<7+

4

",+7+"E9+3<"6

S

37+

+

`

,

&[:#9

%

1%$'

%

)$

#

-

$!

$%$/.

$%1/&

+

$0

,

R@Y H

%
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