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+*#/ 对脑缺血再灌注小鼠海马

8#U7. 和 8U$7

"

表达的影响

陈燕飞!周!丽!高!音

摘!要!目的!探讨 L2@@样受体 F)LUDF*对脑缺血再灌注小鼠海马 TDC>3 和 TCb>

%

表达的影响# 方法!采用 LUDF 抗

体封闭阻断 LUDF!M/1:/0- ?@2:检测海马 LUDF"TDC>3 和 TCb>

%

表达变化# 小鼠随机分为 3 组(假手术组) R 组*"缺血再灌注

组)T组*"LUDF 阻断组)L组*!各组又分 " 天"% 天"3 天"F 天 F 个时间点组# 结果!缺血再灌注组 LUDF"TDC>3 和 TCb>

%

表达

水平明显高于假手术组表达水平)&k4Y4&*!而 LUDF 阻断组表达水平明显少于缺血再灌注组)&k4Y4&*# 结论!缺血再灌注可

激活 LUDF!并引起 TDC>3 和 TCb>

%

表达量增加!而采用 LUDF 抗体封闭阻断 LUDF 后!TDC>3 和 TCb>

%

表达量减少# 提示

LUDF 通过上调 TDC>3 和 TCb>

%

表达参与脑缺血再灌注的反应机制#

关键词!脑缺血再灌注!LUDF!LUDF 阻断!TDC>3!TCb>

%
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LUDF!TDC>3 8-. TCb>

%

8::X/Z02:/Q- @/7/@Q- XQZZ2=8IZ[1O81/]8IQ-/. ? M̂/1:/0- ?@2:!0/1Z/=:Q7/@̂Y*Q=/O/0/08-.2I@̂.Q7Q./.

Q-:21X8IH02[Z!Q1=X/IQ80/Z/0\[1Q2- H02[Z 8-. LUDF ?@2=PQ-HH02[Z Q- .Q\\/0/-::QI/Z2Q-:1)"!%!3 8-. F .8̂*Y#=&FDC&!T- :X/0QHX:

=20:/]!:X//]Z0/11Q2- 2\LUDF! TDC>3 8-. TCb>

%

2\TH02[Z O81.Q1:Q-=:@̂XQHX/0:X8- :X8:2\R 8-. LH02[Z)&k4Y4&*YI>?1DF&">?

!V[00/1[@:1Q-.Q=8:/:X8:LUDF Q18=:Q78:/. ?^=/0/?08@Q1=X/IQ80/Z/0\[1Q2- Q- XQZZ2=8IZ[1Q- IQ=/!OXQ@//]Z0/11Q2- 2\TDC>3 8-.

TCb>
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:X02[HX [Z0/H[@8:Q-H/]Z0/11Q2- 2\TDC>3 8-. TCb>
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Y

N=H O><E&!S/0/?08@Q1=X/IQ80/Z/0\[1Q2-, LUDF, LUDF >?@2=P/., TDC>3, TCb>

%

!!干扰素调节因子 >3 )TCb>0/H[@8:/. \8=:20>3!

TDC>3 *作为一个重要的转录调节因子! 在 LUDF

):2@@>@QP/0/=/Z:20F!LUDF*介导的髓样分化因子 ((

)Î /@2Q. .Q\\/0/-:Q8:Q2-\8=:20((! *̂ +((*非依赖信号

转导通路 )LTD>.2I8Q- =2-:8Q-Q-H8.8Z:20Q-.[=Q-H

Q-:/0\/02- >

%

! LDTC信号途径*抵抗病原体入侵的免

疫应答的启动过程中起着重要作用! TDC>3 活化后

形成同源二聚体转位入核!诱导干扰素
%

)Q-:/0\/02-

%

!TCb>

%

* 基因表达
."!%/

# 目前!对 LUDF 介导的

LDTC依赖信号通路中 TDC>3 的研究主要集中在抗

感染免疫反应中
.3!F/

!在脑缺血再灌注过程中 TDC>3

是否发挥作用还没有相关报道# 本研究采用 LUDF

抗体封闭阻断 LUDF!M/1:/0- ?@2:检测海马 LUDF"

TDC>3 和 TCb>

%

蛋白表达量!旨在观察脑缺血再灌

注损伤是否激活 LUDF 及采用 LUDF 抗体阻断 LUDF

后!TDC>3 和 TCb>

%

的表达变化!探讨 LUDF 参与

脑缺血再灌注的反应机制#

材料与方法

"Y主要试剂(兔抗 LUDF 单克隆抗体)1=>"$%F4*"辣根过

氧化物酶标记羊抗兔"羊抗羊 THB二抗"

%

>8=:Q- 抗体"兔抗

TDC>3 单克隆抗体)1=>#4(%*"山羊抗 TCb>

%

单克隆抗体

THB)1=>"'&$#*)美国 R8-:8S0[_公司*#

%Y实验动物的分组(健康昆明种小鼠 "FF 只!雌雄兼用!

体重 "( )%%H!由中国医科大学实验动物中心提供!随机分为

3 组(

*

假手术组 ) R 组!' lF(*,

+

缺血再灌注组 )T组!' l

F(*,

,

LUDF 阻断组 )L组!' lF(*# 各组又分 " 天"% 天"3

天"F 天 F 个时间点组)' l$*#

3Y小鼠脑缺血再灌注模型的制备(手术在室温 %&p"湿度

&46的条件下进行# 用 %6的戊巴比妥钠腹腔注射 )F4IH5

PH*!络合碘消毒!行颈部正中切口!分离两侧颈总动脉 )=2IG

-(&-
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I2- =802:Q. 80:/0Q/1!SS,*!用动脉夹夹闭小鼠双侧颈总动脉血

流!阻断 "%IQ- 后!松开动脉夹实现再灌注# 在阻断双侧颈总

动脉血流后!出现心跳加快"呼吸幅度加深"频率先加快"后减

慢典型生理变化过程的小鼠!作为缺血成功样本入选# LUDF

阻断组小鼠缺血 "4IQ- 时在右侧颈总动脉内注入 LUDF 抗体

)"4

!

H5I@* 4Y"I@!注射为缓慢注射!用微量注射泵在 %IQ- 内

注射完毕!缝合切口# 缺血再灌注组注射等量生理盐水!假手

术组只分离双侧颈总动脉!其余步骤同上# 术中用白炽灯保

持小鼠肛温在 3' m4Y&p# 术后置清洁饲养笼中观察#

FYM/1:/0- ?@2:检测 LUDF"TDC>3 和 TCb>

%

表达(各组

动物分别于再灌注 " 天"% 天"3 天"F 天时间点) ' l$*立即冰

上断头取右侧海马!加入适量的细胞裂解液 "&4

!

@.4Y"II2@5

Ub8S@!4Y4"II2@5UL0Q1>ES@) ZE'Y$*!4Y44"II2@5UA+L,

)ZE(Y4*"

!

H5I@,Z02:Q-Q-!"44

!

H5I@J*RC/!超声粉碎!离心#

用 @2O0̂法测定蛋白浓度# 取总蛋白 34

!

H经 "%4H5UR+R0聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离# 转印!杂交!暗室内 ASU反应!g线

片显影"定影# 扫描蛋白印迹条带#

&Y图像分析及统计学处理(蛋白条带用自动凝胶成像系

统 SX/IQTI8H/0&&44 ;%Y43 软件进行扫描!用 C@[20SX/- %Y4

软件进行分析测得 T+;)Q-:/H08:/. ./-1Q:̂78@[/*值# 所得数

据以均数 m标准差表示!用 RJRR"3Y4 统计软件做统计分析!

样本均数间比较用方差分析!&k4Y4& 为差异有统计学意义#

结!!果

"YLUDF 表达结果(为观察脑缺血再灌注后是否

激活 LUDF 过表达及 LUDF 抗体对细胞膜上 LUDF 受

体的封闭效果!采用 M/1:/0- ?@2:方法检测各组小鼠

右侧海马 LUDF 蛋白表达水平# M/1:/0- ?@2:分析显

示缺血再灌注组 LUDF 蛋白表达水平明显高于 LUDF

阻断组和假手术组表达水平 )图 ",*# 缺血再灌注

组 LUDF 表达条带的 T+;值在 " 天"% 天"3 天和 F 天

分别高于 LUDF 阻断组 T+;值 )&k4Y4&* )图 "<*#

该结果显示了缺血再灌注组 LUDF 蛋白的大量表达

和再灌注之前 LUDF 抗体已有效阻断了 LUDF 受体#

%YTDC>3 表达结果(为验证皮质 TDC>3 表达情

况!采用 M/1:/0- ?@2:方法检测各组小鼠在各灌注时

间点右侧海马 TDC>3 表达# M/1:/0- ?@2:分析显示

缺血再灌注 TDC>3 蛋白表达水平明显高于 LUDF 阻

断组和假手术组表达水平 )图 %,*# 缺血再灌注

TDC>3 表达条带的 T+;值在 " 天"% 天"3 天和 F 天

分别高于 LUDF 阻断组 T+;值)&k4Y4&*)图 %<*#

3YTCb>

%

表达结果(采用 M/1:/0- ?@2:方法检测

各组小鼠右侧海马 TCb>

%

蛋白表达水平# M/1:/0-

?@2:分析显示缺血再灌注组 TCb>

%

蛋白表达水平明

显高于 LUDF 阻断组和假手术组表达水平)图 3,*#

缺血再灌注组 TCb>

%

蛋白在再灌注 " 天开始表达!

图 ()+*#/ 小鼠右侧海马表达

,YLUDF 在不同组各灌注时间点小鼠右侧海马表达!M/1:/0- ?@2:,

<YLUDF 在不同组各灌注时间点小鼠右侧海马表达的 T+;值

$

(与 R 组或 L组相比!&k4Y4&

!

图 -)8#U7. 小鼠右侧海马表达

,YTDC>3 在不同组各灌注时间点小鼠右侧海马表达!M/1:/0- ?@2:,

<YTDC>3 在不同组各灌注时间点小鼠右侧海马表达的 T+;值

$

(与 R 组或 L组相比!&k4Y4&

!
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3 天达到高峰!F 天开始下降)图 3 ,*# 缺血再灌注

组 TCb>

%

表达条带的 T+;值在 " 天"% 天"3 天和 F

天分别高于 LUDF 阻断组 T+;值 )&k4Y4& * )图

3<*#

图 .)8U$7

"

小鼠右侧海马表达

,YTCb>

%

在不同组各灌注时间点小鼠右侧海马表达!M/1:/0- ?@2:,

<YTCb>

%

在不同组各灌注时间点小鼠右侧海马表达的 T+;值

$

(与 R 组或 L组相比!&k4Y4&

!

讨!!论

LUDF 是一种跨膜蛋白受体!LUDF 被激活后!其

信号经由 % 条信号通路由胞外向胞内传导(*̂ +((

依赖性途径和 *̂ +(( 非依赖性途径!*̂ +(( 非依赖

性途径又称 LDTC依赖性!LDTC可激活 L<K" .LD,C

\8IQ@̂>I/I?/0>8112=Q8:/. bC>

$

<8=:Q78:20)L,bK*

?Q-.Q-HPQ-81/"/ ! L<K" 由一个可诱导的 T>

$

<PQG

-81/)TKK>Q* 家族组成
.&/

# L<K"5TKK>Q直接使 TDC

>3)Q-:/0\/02- 0/1Z2-1/\8=:203*和 TDC>' )Q-:/0\/02-

0/1Z2-1/\8=:20'*磷酸化
.$/

!磷酸化的 TDC>3 和 TDC

>' 形成同源二聚体!转移到细胞核!导致 TCb>

%

和

一系列 TCb诱导的基因表达
.'/

# 目前!LUDF 介导的

LDTC信号通路的研究主要集中在对抗微生物感染的

免疫反应中
.(!#/

!在脑缺血再灌注损伤中该通路是否

介入尚未见报道#

由于 TDC>3 是 LUDF 信号传导通路的一个关键

分子!本研究在脑缺血再灌注损伤激活 LUDF 后!观

察了 TDC>3 及其诱导的 TCb>

%

在小鼠海马的表

达# 本实验结果显示(在小鼠海马!缺血再灌注组

TDC>3 蛋白表达水平明显高于 LUDF 阻断组和假手

术组表达水平)&k4Y4&*!说明 LUDF 被激活后!引起

TDC>3 表达量增加!而采用 LUDF 抗体阻断后!TDC>

3 表达量减少# 本研究结果提示 TDC>3 参与了脑缺

血再灌注 LUDF 激活后的信号传导路径# 由于磷酸

化的 TDC>3 转位入核后!可导致 TCb>

%

和一系列

TCb诱导的基因表达!本实验观察了 TCb>

%

表达的

变化# M/1:/0- ?@2:分析结果显示(缺血再灌注组小

鼠的海马在 LUDF 被激活并引起 TDC>3 的过表达

后!TCb>

%

表达量显高于 LUDF 阻断组和假手术组

水平)&k4Y4&*,而采用 LUDF 抗体封闭 LUDF 阻断

后!LUDF 阻断组的 TCb>

%

表达量明显低于缺血再

灌注组)&k4Y4&*!提示在脑缺血再灌注的病理发展

过程中!LUDF >TDC>3 >TCb>

%

信号通路可能被激

活,阻断 LUDF 后!TDC>3 和 TCb>

%

表达量明显减

少# 目前!直接针对 LUDF >TDC>3 >TCb>

%

信号

通路的研究较少!这一途径在脑缺血再灌注中所发挥

的作用还有待于进一步广泛"深入的研究#
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