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%活化及其
K;>8023"

"

K;23"

%

%*-,(

转录调控模式在炎症反

应过程中的作用机制&方法
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选择健康雄性
TV

大鼠
,.

只!随机分为对照组"

&a*.

%'轻型脑创伤组"

&a=.

%&轻型脑创伤组分

为创伤后
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和
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个时间点!
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水合氯醛"
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%腹腔内注射!采用
!(8K(80Ic6

方法!用质量
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<

'直径

*EKK

的铜棒由
*+.K

高度自由落下!造成大鼠轻型脑创伤&对照组仅给予相应麻醉'头皮切开及缝合处理&采用实时定量
$U2

及
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微小
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&是一类序列长度约为
&&

个核苷酸的非编码小
23"

分子#以碱基互补配对原则识别靶

向基因#通过转录后翻译抑制作用参与细胞增殖+分化以及凋

亡等过程#与人类疾病的发生与发展密切相关'
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是一个与炎症反应密切相关的小
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分子#其上游调控序列

包含了核因子
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&的顺式作用

元件#
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结合该作用元件后正调控
K;2%*-,(

的转录水平#

从而介导一系列
K;2%*-,(

靶向基因的翻译抑制过程#参与炎

症反应'
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)创伤性脑损伤$
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J

#

/'R

&所诱发

的炎症反应直接影响脑组织修复+神经元的存活)本研究采用

实时定量
$U2

方法和蛋白质印迹技术分别检测轻型脑创伤后

大鼠皮质区
K;2%*-,(

+

3P%

&

'

的表达水平#了解
K;2%*-,(

在

脑创伤后炎症反应中的作用)
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材料与方法

A+A
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实验动物
!

选择健康雄性
TV

大鼠
,.

只#体质量$

&D=̀

&A

&

<

#由中国医学科学院实验动物中心提供)随机分为对照组

$

&a*.

&和轻型脑创伤组$

&a=.

&)轻型脑创伤组又分为创伤

后
*

+

A

+

,

+

*&

和
&-G=

个时间点#每个时间点各
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只)

A+B

!

脑创伤模型的建立
!
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水合氯醛$

.+AK#
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&腹腔

内注射#采用
!(8K(80Ic6

方法'

=

(

#用质量
-=.

<

+直径
*EKK

的铜棒由
*+.K

高度自由落下#造成大鼠轻型脑创伤)对照组

仅给予相应麻醉+头皮切开及缝合处理)

A+C

!

实时定量
$U2

检测脑皮质区
K;2%*-,(

的表达水平
!

用

K;8\(9(
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K;23"R601(7;09W;7

试剂盒$

"K:;09

#

eT"

&提取

脑皮质区
K;23"

分子)采用
L#

I

!"3K;>8023"

逆转录试

剂盒$美国应用生物系统公司&将
K;2%*-,(

逆转录后#进行实

时定量
$U2

反应$
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#美国应用生物系统公司&)
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所用引物试剂盒为
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$美国应用生物系统公司&)反应条件!
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个循环)基因表达相对定量分析采用
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检测脑皮质区
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蛋白水平
!

剥离大鼠

脑皮质区#将脑皮质标本用磷酸盐缓冲液$

F

G06

F

G(75:IHH58

601I7;09

#

$'T

&洗涤
&

次后#加入
2R$"

裂解液#冰浴内匀浆#

-Z*&...8

"

K;9

离心
A.K;9

以除去组织碎片)取上清液#

用二喹啉甲酸$

:;>;9>G09;9;>(>;@

#

'U"

&检测试剂盒$上海碧云

天生物工程有限公司&检测总蛋白浓度)取
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<

蛋白溶于
&Y

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

60@;IK@0@5>

J

16I1H(75

#

TVT

&上样缓冲液中#将样本
*..Z

煮沸
=K;9

后#将对照组+实

验组各时相点蛋白样本经
TVT%

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

TVT%

F

01

J

(8>

J

1(K;@5

<

51515>780

F

G0856;6

#

$"Ŝ

&后#

-Z

条件下转移

至二氟化树脂$

F
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J
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J

1;@595H1I08;@5

#

$\VP

&膜)

$'T

洗涤
&

次后#用
=.
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"

#

脱脂奶粉室温封闭
*G

#将
$\VP

膜与一抗

$

3P%

&

'

抗体+

%

%(>7;9

抗体&

-Z

孵育过夜#用
/'T/

洗涤
A

次

后将膜与辣根过氧化物酶$

G08658(@;6G

F

580);@(65

#

L2$

&标记

的二抗孵育
&G

)经
/'T/

洗涤
A

次后#加入
'UR$

"

3'/

显色

液显色)使用
H1I08>G5K==..

凝胶成像系统对显色条带进行

吸光度分析#表示样本蛋白的相对含量)

A+J
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&

'

免疫组化
!

染色石蜡切片厚
,

"

K

#二甲苯脱蜡#

梯度乙醇水化#微波抗原修复后滴加
3P%

&

'

一抗$

*_*..

&#

-Z

孵育过夜)滴加羊抗兔
R

<

S

抗体孵育
*G

#经二氨基联苯

胺$

A

#

Ac%@;(K;90:59M;@;95

#

V"'

&显色反应
=K;9

)黄色或黄棕

色为阳性细胞)高倍镜$

Y&..

&下每张切片#观察
3P%

&

'

活化

核转位现象)

A+K

!

统计学处理
!

应用
T$TT**+.

统计软件进行数据处理#

计量资料以
D È

表示#组间比较采用两独立样本双侧
7

检验#

以
!

$

.+.=

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

轻型创伤组各时间点脑皮质的
K;2%*-,(

表达水平均高于

对照组$图
*

&)创伤后
*

+

A

+

,

+

*&

+

&-GK;2%*-,(

的表达水平

较对照组上调
*+&*`.+*=

+

*+DA`.+&B

+

&+A,`.+&-

+

A+,.`

.+AD

+

*+BD̀ .+&,

倍)对照组脑皮质区神经细胞
3P%

&

'

阳性

产物弱表达#细胞胞质可见少量棕黄色颗粒#此时
3P%

&

'

以无

活性的形式存在)伤后
*G

在胞质和细胞核均可见有阳性表

达#开始出现转位聚集于细胞核#随时间呈上升趋势#细胞质和

细胞核可见大量棕黄色颗粒$封
&

图
&

&)
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检测显

示#伤后
*G

脑皮质
3P%

&

'

的表达水平开始升高#在随后的

&-G

内
3P%

&

'

持续升高#活化的
3P%

&

'

蛋白水平也随之升高#

出现明显的核转位现象$图
A

&)

图
*

!!

轻型脑创伤组大鼠脑皮质
K;2%*-,(

表达折线图

图
A

!!

轻型脑创伤组各时间点脑皮质
3P%

&

'

蛋白表达电泳图

C

!

讨
!!

论

炎症反应在脑创伤继发性损伤中发挥着关键性作用)白

介素
%*

$

;975815IQ;9%*

%

#

R#%*

%

&+肿瘤坏死因子
$

$

7IK0895>806;6

H(>708%

$

#

/3P%

$

&+

R#%,

等促炎性细胞因子能够引起级联反应#

加重脑创伤所引起的神经细胞损伤)

3P%

&

'

作为细胞内重要

的核转录因子#参与这些基因的表达调控#致使效应细胞释放

大量促炎性细胞因子#加重组织损伤过程)在对脑缺血+创伤

动物模型的研究发现#神经细胞本身
3P%

&

'

过度活化#调控多

种凋亡相关基因的转录过程#在神经细胞凋亡中发挥着不容忽

视的作用)

3P%

&

'

在脑创伤的神经细胞损伤以及继发性炎症

反应中的作用机制十分复杂#积极寻求新的调控途径是众多学

者的研究重点)

近年来#

K;23"

的生物学特征和功能研究取得了巨大的

成果#在生理+病理条件下的生物学作用得到了广泛认可)

K;23"

的相关研究为脑创伤后神经细胞凋亡+修复与再生+继

发性损伤机制的研究提供了契机)人类
K;2%*-,(

分子属于

K;2%*-,

家族成员之一#其转录调控依赖于
3P%

&

'

活化#在固

有免疫防御方面发挥着作用'

-

(

)在免疫抑制性调节中发现#

K;2%*-,(

是调节性
/

细胞抑制辅助性
/G*

细胞所必须的#抑

制过度的炎症反应'

,

(

)这些结果表明#

K;2%*-,(

能够缓解炎

症反应#在免疫抑制方面发挥着重要作用)有研究发现#乳腺

癌细胞系$

!V"%!'%&A*

&组成型表达
K;2%*-,(

能够破坏

3P%

&

'

的活化#抑制
3P%

&

'

靶向基因
R#%,

+

R#%E

和金属蛋白

酶
%B

的表达#从而破坏癌细胞的侵袭和迁移能力#预示着其可

能具有抗肿瘤侵袭和迁徙作用'

D

(

)虽然
K;2%*-,(

已被证实在

多种疾病组织中高表达#如类风湿关节炎滑膜组织'

E

(

+老年痴

呆症'

B

(

+颞叶癫痫'

*.

(等#然而其在病理条件下的表达模式+作

用机制尚不明确#仍处于探索阶段)老年痴呆症患者病变组织

中
K;2%*-,(

的表达被上调#它可能通过抑制补体
L

翻译过

程#加重炎症反应)颞叶癫痫患者病灶位点的反应性星型胶质

细胞高表达#该细胞可能参与癫痫发作+持续状态下的炎症反

应)本研究发现#脑创伤后皮质区
K;2%*-,(
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胞凋亡或修复与再生的具体作用机制#将为脑创伤提供新的治

疗靶点和手段)
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