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大鼠脑缺血再灌注损伤过程中ＴＲＡＦ６的表达变化


袁　平，何晓英，李小刚

（泸州医学院附属医院神经内科，四川泸州６４６０００）

　　［摘　要］　目的　观察肿瘤坏死因子受体相关因子６（ＴＲＡＦ６）在大鼠脑缺血再灌注损伤中的作用。方法　将４０只成年健

康ＳＤ大鼠按照随机对照的原则，分成５组，每组８只：假手术组，缺血组，缺血再灌注２ｈ组 （Ｒ２ｈ组），缺血再灌注１２ｈ组（Ｒ１２ｈ

组），缺血再灌注２４ｈ组（Ｒ２４ｈ组）。构建大鼠脑缺血再灌注损伤模型，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲＡＦ６的表达变化。免疫

组化检测定位ＴＲＡＦ６蛋白。结果　与假手术组比较，缺血组和Ｒ２ｈ组、Ｒ１２ｈ组、Ｒ２４ｈ组ＴＲＡＦ６表达明显升高，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。ＴＲＡＦ６主要定位于神经元细胞细胞质。结论　大脑遭受缺血再灌注损伤时，活化的 ＴＲＡＦ６参与脑细胞

死亡。
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　　缺血性脑卒中仍旧是全球主要致死和致残的疾病之一，其

病理、生理特点是脑血管的缺血以及再灌注，伴随血流的减少

以及再灌注时自由基等的生成，最终导致脑细胞的损伤以及死

亡［１］。有研究发现，Ｔｏｌｌ样受体信号通路介导的炎症免疫反应

参与脑缺血再灌注损伤过程，但具体的分子机制不清楚［２］。本

研究通过构建大鼠脑缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎ

ｊｕｒｙ，Ｉ／Ｒ）模型，检测Ｔｏｌｌ样受体下游关键接头蛋白肿瘤坏死

因子 受 体 相 关 因 子 ６（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ６，

ＴＲＡＦ６）的表达变化，旨在探讨脑Ｉ／Ｒ的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料　成年健康ＳＤ大鼠４０只，体质量２２０～２６０ｇ，购

于泸州医学院实验动物中心。２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｅｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＴＴＣ）染色试剂购自美国Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｒｅａｇｅｎｔｓ试剂盒购自宝生物工程公司，

荧光定量仪ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，蛋白定量试剂

盒购自武汉博士德生物工程有限公司。一抗购自美国Ｕｐｓｔａｔｅ

公司，二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组　将４０只成年健康ＳＤ大鼠按照随机

对照的原则，分成假手术组、缺血组、缺血再灌注２ｈ组（Ｒ２ｈ

组），缺血再灌注１２ｈ组（Ｒ１２ｈ组），缺血再灌注２４ｈ组（Ｒ２４

ｈ组），每组８只。

１．２．２　建立大鼠大脑中动脉栓塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃ

ｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）动物模型　应用ＺｅａＬｏｎｇａ线栓法经左侧颈

外颈内动脉插线建立大鼠大脑中动脉Ｉ／Ｒ模型，在脑缺血１ｈ

后，抽去线恢复血流灌注，分别于再灌注２、１２、２４ｈ处死动物，

取脑组织和外周血备用［３］。

１．２．３　ＴＴＣ染色和脑梗死面积的计算　脑组织切片，ＴＴＣ染

色，３７℃２０ｍｉｎ，梗死区变白色，非梗死区变红色。计算梗死

面积，为校正脑水肿带来梗死体积的偏差，梗死体积以所占大

脑半球的百分率来表示，梗死体积百分比＝脑梗死体积／对侧

正常脑组织体积×１００％。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ表

达　每只大鼠取下约５０ｍｇ脑组织，在Ｔｒｉｚｏｌ中提取总ＲＮＡ

按照说明书进行，ｃＤＮＡ合成按 Ｒｅａｇｅｎｔｓ试剂盒说明书。引

物、荧光探针由中国大连 ＴａＫａＲａ公司合成，ＴＲＡＦ６上游引

物：５′ＴＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧＧＣＴＴＴＡＣＧ３′，下游引物：５′

ＡＣＣＧＴＣＡＧＧＧＡＡ ＡＧＡ ＡＴＣＴ３′，探针序列：５′ＦＡＭ

ＡＧＣＡＧＴＧＣＡＡＡＣＡＣＣＡＴＧＴＧＧＣＥＣＬＩＰＳＥ３′，片段长

度为１８１ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧＡＣＣ

ＣＡＧＡＴ３′，下游引物：５′ＡＣＣＣＴＣＡＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＣＡ

３′，探针序列：５′ＦＡＭＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧ
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ＴＴＡＭＲＡ３′，片段长度为１５８ｂｐ。ＲＴＰＣＲ检测：３０μＬ反

应体系，ＰＣＲ反应为９４℃ 变性３ｍｉｎ；５１℃（ＴＲＡＦ６）退火２０

ｓ；７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环，βａｃｔｉｎ作为内参照基因，所有

反应均在荧光定量仪ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ上进行。ＰＣＲ产物采用２％琼

脂糖凝胶进行电泳。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲＡＦ６蛋白表达　取１００ｇ脑组织

进行匀浆，４℃下离心５ｍｉｎ，取上清液。用蛋白定量试剂盒进

行蛋白定量；１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）分离蛋白，根据各样品蛋白浓度计算上样体积进行上

样，经分离、电泳等将蛋白电转移至硝酸纤维素膜，用丽春红染

色，蒸馏水冲洗，以含脱脂奶粉的１×三羟甲基氨基甲烷缓冲

盐水吐温（ＴＢＳＴ）溶液封闭，ＴＢＳＴ洗涤。加入一抗，孵育，

ＴＢＳＴ冲洗，加入１∶５０００辣根过氧化物酶标记的二抗，孵育，

再冲洗，加入化学发光剂显影。将硝酸纤维素膜用图像分析仪

分析，以相应蛋白条带面积的平均灰度值来表示ＴＲＡＦ６活化

水平的相对水平。

１．２．６　免疫组化（ＩＨＣ）定位ＴＲＡＦ６蛋白　常规石蜡切片，

二甲苯脱蜡２次；乙醇浸泡，ＰＢＳ冲洗。滴加５０μＬ山羊血清

封闭液，３７℃孵育３０ｍｉｎ。甩去封闭血清，按１∶２５滴加羊抗

鼠ＴＲＡＦ６单克隆抗体，４℃冰箱过夜。ＰＢＳ冲洗。滴加５０

μＬ生物素标记兔抗羊ＩｇＧ（二抗），３７℃孵箱孵育。ＰＢＳ冲洗

３次。滴加５０μＬ辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工作液（Ｓ

Ａ／ＨＲＰ），３７℃孵箱孵育。ＰＢＳ冲洗。ＤＡＢ显色后，及时终止

显色。苏木素复染，自来水冲洗，酸乙醇分色。将所有切片分

批在８０％、９０％、９５％、１００％乙醇中脱水，二甲苯透明，加拿大

树胶封片。高倍显微镜下观察，细胞膜或细胞质内出现棕黄色

颗粒为阳性表达。

１．３　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计分

析。计量资料用狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两组间比较用独立样本的狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　脑梗死面积　在缺血组和Ｒ２组、Ｒ１２ｈ组、Ｒ２４ｈ组都

发现脑梗死，而假手术组未发现脑梗死。计算脑梗死面积发

现，缺血组梗死最严重，再灌注组随着时间推移，梗死程度逐渐

减轻，见图１。

　　Ａ：ＴＴＣ染色结果；Ｂ：脑梗死面积柱状图；ａ：犘＜０．０５与假手术组

比较；ｂ：犘＜０．０５，与缺血组比较。

图１　　各组大鼠脑组织梗死面积比较

２．２　各组大鼠脑组织ＴＲＡＦ６表达比较　与假手术组比较，

缺血组、Ｒ２ｈ组、Ｒ１２ｈ组脑组织 ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ 明显升高

（犘＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测也证实，ＴＲＡＦ６蛋白水平在缺

血组、Ｒ２ｈ组、Ｒ１２ｈ组明显升高，见图２、３。

２．３　ＩＨＣ定位ＴＲＡＦ６蛋白　与ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

结果相似，在假手术组脑组织中，ＴＲＡＦ６蛋白呈低表达，在缺

血组以及各再灌注组，ＴＲＡＦ６表达明显升高。且 ＴＲＡＦ６蛋

白主要分布在神经元细胞细胞质，部分分布在血管内皮细胞。

与假手术组比较，缺血组和各再灌注组阳性细胞率明显升高，

其中缺血组最高，Ｒ２组、Ｒ１２ｈ组逐渐减低，而Ｒ２４ｈ组又再

度升高，见图４、５。

　　
ａ：犘＜０．０５与假手术组比较。

图２　　各组大鼠脑组织ＴＲＡＦ６基因表达比较

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组脑组织ＴＲＡＦ６蛋白表达

图４　　ＩＨＣ检测各组脑组织ＴＲＡＦ６蛋白表达

图５　　各组ＴＲＡＦ６阳性细胞率比较

５１３１重庆医学２０１５年４月第４４卷第１０期



３　讨　　论

临床上，脑梗死及溶栓后血管再通所引起的Ｉ／Ｒ是加剧脑

损伤及功能障碍的主要原因［４］。Ｔｏｌｌ样受体介导的炎症免疫

在脑Ｉ／Ｒ过程中的作用日益受到重视
［５６］，本研究通过观察其

下游接头分子ＴＲＡＦ６表达变化，以探讨ＴＲＡＦ６在大鼠脑缺

血和再灌注过程中的作用。

本研究采用经典的大鼠脑Ｉ／Ｒ模型，缺血组和各再灌注组

大鼠脑组织都有不同程度梗死灶存在，证实建立模型成功，且

梗死的面积随着再灌注的恢复逐渐减少。从基因水平和蛋白

水平分别检测ＴＲＡＦ６表达，结果发现，无论缺血还是再灌注

早期（１２ｈ），ＴＲＡＦ６表达均明显升高，表明ＴＲＡＦ６参与了大

鼠脑Ｉ／Ｒ病理、生理过程。ＴＲＡＦ６在大脑遭受缺血和再灌注

打击时，明显激活，其变化趋势与大脑梗死面积变化相似，表明

ＴＲＡＦ６参与介导了大脑细胞的死亡信号。

ＴＲＡＦ６是肿瘤坏死因子受体 （ＴＮＦＲ）家族重要的成员，

其不但能介导ＴＮＦＲ家族信号，还能介导ＴＬＲ家族信号
［７８］。

所以，ＴＲＡＦ６可能通过介导不同信号通路，调控炎症免疫和凋

亡效应。ＴＲＡＦ６的缺失将导致信号的缺失，ＮＦκＢ去激活以

及下游细胞因子的减少［９１０］。有研究证实，ＴＲＡＦ６可能广泛

参与各种细胞的死亡，尤其是细胞凋亡［１１１２］。Ｌｉｕ等
［１３］证实

ＴＲＡＦ６可以通过 Ｃａｓｐａｓｅ８依赖的方式介导细胞死亡。在

ＬＰＳ诱导的兔肾小管细胞，通过抑制ＴＲＡＦ６表达可以抑制肾

炎性反应，其机制为抑制Ｃａｓｐａｓｅ３活化，证实ＴＲＡＦ６通过介

导Ｃａｓｐａｓｅ３信号参与细胞凋亡
［１４］。有研究还证实，ＴＲＡＦ６

通过介导细胞凋亡参与了中枢神经系统的发育过程［１５］。本研

究认为，在大脑遭受缺血和再灌注损伤以后，ＴＲＡＦ６可能通过

介导细胞凋亡信号来参与调控脑细胞死亡，但具体的机制还有

待进一步的探讨。

免疫组化用来定位 ＴＲＡＦ６在脑组织中的表达，结果与

ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果相似，在缺血期和再灌注期，

ＴＲＡＦ６表达明显升高的。着色强的ＴＲＡＦ６主要位于神经元

细胞细胞质，较弱的ＴＲＡＦ６着色在脑血管内皮细胞被发现。

因此，本研究推测在ＴＲＡＦ６介导脑细胞死亡过程中，神经元

细胞是主要的靶细胞。

本研究结果表明，在大鼠脑Ｉ／Ｒ过程中，ＴＲＡＦ６可能参与

了调节脑损伤的炎症过程，可能的机制是介导脑细胞的死亡信

号。进一步的研究需要证实ＴＲＡＦ６与脑细胞凋亡的相互作

用机制。
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