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　　［摘要］　目的　探讨脂质体（ＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ）介导转录因子 ＮＦκＢ圈套物（ｄｅｃｏｙ）寡聚脱氧核苷
酸（ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＯＤＮｓ）对 Ｗｉｓｔａｒ大鼠大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧（ＯＧＤ／Ｒ）后受ＮＦκＢＰ５０、ｃＲｅｌ调控的抗凋亡

因子ＢｃｌｘＬ表达的影响。方法　原代大脑皮质神经元体外培养，建立 ＯＧＤ／Ｒ模型，分为 ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组、ＮＦκＢｄｅｃｏｙ
ＯＤＮｓ组、无关ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组、脂质体组；同时设立正常对照组。采用蛋白质印迹分析检测 ＮＦκＢＰ５０、ｃＲｅｌ蛋白表达；采用

反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测大鼠皮质神经元内ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达。结果　蛋白质印迹分析显示ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组
Ｐ５０、ｃＲｅｌ蛋白表达较正常组升高（Ｐ＜０．０１）；转染ＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ后Ｐ５０、ｃＲｅｌ蛋白表达低于ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组、脂质体

组、无关ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组（Ｐ＜０．０５）；ＲＴＰＣＲ显示 ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ表达较正常组升高（Ｐ＜０．０５）；ＮＦκＢ

ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达低于ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组、脂质体组、无关ｄｅｃｏｙ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ
可有效抑制大脑皮质神经元ＯＧＤ／Ｒ后受ＮＦκＢ亚基Ｐ５０、ｃＲｅｌ调控的抗凋亡因子ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达，这可能是ＮＦκＢ神经

保护作用的部分机制。

　　［关键词］　ＮＦκＢ；大脑皮质；神经元；氧糖剥夺／复氧；再灌注损伤；ＢｃｌｘＬ

　　［中图分类号］　Ｒ７４１．０２　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１１）０３０２５８０４

ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＮＦκＢＰ５０／ｃＲｅｌｏｎＢｃｌｘＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ

ＨＥＬａｎｙｉｎｇ１，ＬＵＯＹｏｎｇ２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｅｎｇｄｕ，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００１７，Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆ

Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１６，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１０１２１７　　　　［接受日期］　２０１１０１１２
［基金项目］　重庆市卫生局资助项目（渝卫科教［２００３］６１号，０３２１７９）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ（［２００３］６１，０３２１７９）．
［作者简介］　何兰英，博士生，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｈｅｌａｎｙｉｎｇ２００７＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３８９０１２３０７，Ｅｍａｉｌ：ｌｕｏｙｏｎｇ１９９８＠１６３．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ

ｄｅｃｏｙｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ（ＯＤＮｓ）ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓｆａｃｔｏｒＢｃｌｘＬｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒ

ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（ＯＧＤ／Ｒ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＯＧＤ／Ｒ ｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｕｓｉｎｇｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔ

ｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ：ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ，ＮＦκＢ

ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ，ｓｃｒａｍｂｌｅｄｄｅｃｏｙＯＤＮｓａｎｄＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｎｅｕｒｏｎｓｓｅｒｖｅｄａｓｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢＰ５０ａｎｄｃＲｅｌｉｎｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ；ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢＰ５０ａｎｄｃＲｅｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＦκＢｄｅｃｏｙ
ＯＤＮｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ，ｓｃｒａｍｂｌｅｄｄｅｃｏｙＯＤＮｓａｎｄＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＢｃｌｘＬｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ

ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔｉｎＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ

ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ，ｓｃｒａｍｂｌｅｄｄｅｃｏｙＯＤＮｓａｎｄＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＮＦκＢ

ｄｅｃｏｙＯＤＮｓｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔＮＦκＢＰ５０ａｎｄｃＲｅｌｍｅｄｉａｔｅｄＢｃｌｘＬｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ，ｗｈｉｃｈ

ｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＮＦｋａｐｐａＢ；ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ；ｎｅｕｒｏｎｓ；ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ＢｃｌｘＬ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（３）：２５８２６１］



第３期．何兰英，等．大鼠大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧后ＮＦκＢＰ５０／ｃＲｅｌ对ＢｃｌｘＬ表达的影响 ·２５９　　 ·

　　缺血性脑血管病是最常见的危及生命的神经系
统疾病，目前是第一位致死性疾病，并且在老年人当
中，它是最主要的致残性疾病。临床上挽救脑卒中
患者最有效的方法是早期恢复血液／再灌注。但脑
缺血超过一定时间后，恢复再灌注可造成炎症级联
反应引起神经细胞的进一步损伤，加重患者的病情，
即再灌注损伤，并且由于神经元死亡而造成功能障
碍。因此，探讨脑缺血／再灌注损伤的机制，对减轻
脑缺血损伤和提高人类的生存质量极其重要。基于

ＮＦκＢ是调控炎症因子基因表达的桥梁，靶向 ＮＦ
κＢ的抗炎治疗成为国内外许多学者研究的热点，而
圈套策略以其特异性、高效性较其他策略有一定优
势，成为一种新型的基因治疗方案。本实验设计合
成靶向ＮＦκＢ的哑铃形圈套核苷酸（ＯＤＮｓ）验证其
在大鼠大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕ
ｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）中对Ｐ５０、

ｃＲｅｌ亚基及其抗凋亡因子ＢｃｌｘＬ表达的影响，探讨
其可能的神经保护机制。

１　材料和方法

１．１　原代大脑皮质神经元培养　参考文献［１］的方

法，并做适当改进。无菌条件下取新生２４ｈ内

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，分别用碘酒和７５％乙醇消毒全身，用

手捏住其颈部依次剥离其头皮颅骨，暴露脑组织，用

眼科镊取出放入预冷的ＤＨａｎｋ液中，仔细分离大

脑皮质，去除脑膜，用ＤＨａｎｋ液洗涤３次，在筛网

上通过巴氏管一边轻轻充分吹打脑组织至糜状后用

ＤＨａｎｋ液将单细胞洗入无菌的玻璃培养皿中，直至

得到单细胞悬液为止，筛网过滤１次除去组织块，悬

液以８００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，弃上清。用完全培养液

重新悬浮细胞，调整细胞密度为２．５×１０６／ｍｌ，接种

于用多聚赖氨酸处理过的培养板中。置３７℃、５％

ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ后全量换液，４８ｈ后加入终浓

度为５ｍｇ／Ｌ的阿糖胞苷抑制胶质细胞生长，第４天

半量换液，以后每２ｄ半量换液。培养７ｄ后进行实

验。

１．２　离体神经元ＯＧＤ／Ｒ模型的建立　将培养７ｄ
的大脑皮质神经元，用预热的无糖ＤＨａｎｋ液替换

原来培养液３次，使无糖组葡萄糖的终浓度小于

１ｍｍｏｌ／Ｌ，利用家用加厚型保鲜袋（１８ｃｍ×２５ｃｍ）

在其底部剪一小孔接输液器作为出气管，在输液器

加液处连接一医用肝素帽，备多次抽气检测用，放入

无菌的湿润纱布，将培养板放入保险袋中，通入９５％

Ｎ２、５％ＣＯ２的混合气体，洗涤保鲜袋３次以赶走袋

内空气，迅速扎紧袋口和小孔，置入恒温３７℃孵箱

中，４ｈ后取出将 ＤＨａｎｋ液换成完全培养液，置

３７℃、５％ＣＯ２孵箱中继续培养。

１．３　实验分组　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠大脑皮质神经元分

为：（１）正常组：正常培养的原代大脑皮质神经元，

不加任何刺激因素；（２）ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组：给予培

养的原代大脑皮质神经元ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ；（３）ＮＦ

κＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组：在 ＯＧＤ／Ｒ前２ｈ转染靶向的

ＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ，然后进行ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ；（４）

无关ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组：在 ＯＧＤ／Ｒ前２ｈ转染无关

ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ，然后进行ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ；（５）脂质体

组：在ＯＧＤ／Ｒ前２ｈ加入与圈套组相同体积的脂

质体，再给予 ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ；每一样本设１０个复

孔。

１．４　ＮＦκＢ圈套的设计、合成　参照文献［２］设计合

成哑铃形ＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ，含有４４个碱基，包含
有１个拷贝的ＮＦκＢ特异结合序列；设计相同结构
及碱基数相等的无关序列作为对照。经 ＧｅｎＢａｎｋ
检索，未查到与其他基因有高度同源性。由上海英
骏生物技术公司合成并纯化。序列如图１所示。

图１　ＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ和无关哑铃形ＯＤＮｓ

Ｆｉｇ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆＮＦκＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓａｎｄ

ｓｃｒａｍｂｌｅｄｄｅｃｏｙＯＤＮｓ

１．５　脂质体寡核苷酸的制备　将快速转染脂质体
（ＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ，美国 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司）与寡核苷酸（质量比为２１；按脂质体

４．６μｌ，寡核苷酸０．７５μｇ）分别溶解在加入２００μｌ
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，将两者混匀，于室温中放置

１０～１５ｍｉｎ待用。

１．６　蛋白质印迹检测 ＮＦκＢＰ５０、ｃＲｅｌ蛋白表
达　弃培养液，用预冷的ＰＢＳ清洗２次，每孔加入１００

μｌ细胞裂解液，冰面上裂解３０ｍｉｎ，１４０００×ｇ，４℃离
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心１０ｍｉｎ，取上清，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白定量。以８％
ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，半干电转移法转移至

ＰＶＤＦ膜，室温下用封闭液封闭１ｈ后分别加入一抗
单克隆兔抗鼠Ｐ５０、ｃＲｅｌ、βａｃｔｉｎ内参抗体，以１５００
稀释，４℃孵育过夜，分别用相应的抗鼠二抗（１７５０
稀释）室温孵育２ｈ，化学发光法显色并用凝胶图像处
理系统分析目标带的相对分子质量和净光密度值，将
与βａｃｔｉｎ比值作为其表达水平的参数。

１．７　ＲＴＰＣＲ测定ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达　各组大脑

皮质神经元总ＲＮＡ的提取按照上海华舜生物工程

有限公司的提取试剂盒说明进行，ｍＲＮＡ水平测定

参照大连宝生物ＲＴＰＣＲ试剂盒说明进行，引物序

列：βａｃｔｉｎ上游引物５′ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴ

ＴＧＡＧＡＣ３′，下游引物５′ＧＣＣＡＧＧＡＴＡＧＡＧ

ＣＣＡＣＣＡＡＴ３′下游，长度６８４ｂｐ；ＢｃｌｘＬ上游引

物５′ＧＴＧＣＧＴＧＧＡＡＡＧＣＧＴＡＧＡＣＡ３′，下

游引物５′ＣＡＧＣＣＡＡＧＧＴＧＡＣＣＣＡＴＴＡＣ３′，

长度４６５ｂｐ。各实验组ＲＴＰＣＲ产物电泳影像进行

积分光密度量化。通过凝胶扫描仪进行ＤＮＡ电泳

条带积分光密度值分析，将其与βａｃｔｉｎ的比值作为

表达水平。

１．８　统计学处理　计量资料均以珔ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行组间比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达　蛋白质印迹结果

（图２）显示，ＯＧＤ／Ｒ可诱导大脑皮质神经元ＮＦκＢ

Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达增加，ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组ＮＦ

κＢＰ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达较正常组比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），转染ＢｃｌｘｄｅｃｏｙＯＤＮｓ后 ＮＦ

κＢＰ５０、ｃＲｅｌ蛋白表达与ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组、无关

ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组、脂质体组相比减少，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５），而无关ｄｅｃｏｙＯＤＮｓ组、脂质体组

ＮＦκＢＰ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达与ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组

比较未见明显改变。

２．２　各组ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ的表达水平　用ＲＴＰＣＲ
方法测定各组大脑皮质神经元ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达，结
果如图３所示。可见ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ后ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ
表达较正常组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；经
转染圈套ＮＦκＢ“ｄｅｃｏｙ”ＯＤＮｓ后ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达
较ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组、无关“ｄｅｃｏｙ”ＯＤＮｓ组、脂质体组
相比减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而无关“ｄｅ
ｃｏｙ”ＯＤＮｓ组、脂质体组与ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组比较，

ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达未见明显改变。

图２　各组大脑皮质神经元ＮＦκＢ
亚基Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达变化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢＰ５０ａｎｄｃＲｅｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ
１：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ；３：ＮＦκＢｄｅｃｏｙ

ＯＤＮｓｇｒｏｕｐ；４：ＳｃｒａｍｂｌｅｄｄｅｃｏｙＯＤＮｓｇｒｏｕｐ；５：ＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ

ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５

ｖｓＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图３　各组大脑皮质神经元ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬｍＲＮＡ
ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ；３：

ＮＦκＢｄｅｃｏｙ ＯＤＮｓｇｒｏｕｐ；４：Ｓｃｒａｍｂｌｅｄｄｅｃｏｙ ＯＤＮｓｇｒｏｕｐ；５：

ＴｒａｎｓｆａｓｔＦａｓｔＴＭ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　在静息状态下，ＮＦκＢ二聚体在胞质内以无活
性的形式存在，与 ＮＦκＢ抑制分子（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙκＢα，

ＩκＢα）非共价结合成三聚体复合物，使其无法进入细
胞核内发挥作用。脑缺血／再灌注后可诱导ＩκＢα磷
酸化、泛素化，最终ＩκＢα降解，释放游离的 ＮＦκＢ，
后者向细胞核内移位，调节许多下游靶基因的转录，
参与一系列基因的表达和调控（如ＩＬ１α、ＩＬ１ａ）。
这些被诱导的基因产物可进一步参与炎症和免疫反

应，在机体生理和病理条件下发挥重要的功能［３４］。

　　动物研究发现脑缺血／再灌注后，缺血侧大脑皮
质神经元ＣＯＸ２和ＩＬ１αｍＲＮＡ及蛋白质表达明
显增加，并伴有 ＮＦκＢ激活，给予 ＮＦκＢ的抑制剂
后，可使炎症因子表达减少，减轻对神经元的损
伤［５６］。近年研究发现 ＮＦκＢ在大鼠脑缺血缺氧中
表达具有双相作用［７］，抑制Ｐ６５的表达可以减少脑
缺血后的神经损伤，而抑制ｃＲｅｌ表达可以增加细胞
的敏感性，加剧神经元的损伤［８］。因此，提出ＮＦκＢ
活化后Ｐ６５／Ｐ５０二聚体可以导致细胞死亡，而ｃＲｅｌ
具有神经保护作用。

　　本研究发现，氧糖剥夺／复氧后，神经元内Ｐ５０
和ｃＲｅｌ蛋白较正常组明显增加。可见，ＮＦκＢ在脑
缺血／再灌注后的炎症损伤及神经保护中扮演着极
为重要的角色，如果能明确 ＮＦκＢ各亚基活化后的
作用则有望阻断急性炎症损伤的发展，发挥其保护
作用，从而起到扬长避短的疗效。

　　针对ＮＦκＢ的激活途径，我们采用一种新型的
基因治疗手段———圈套策略，抑制 ＮＦκＢＰ５０和

ｃＲｅｌ活化，在转录水平调节其基因的表达，从而明确
其保护作用。其原理为：合成与顺式元件相一致的
双链转录因子诱杀性寡核苷酸ＯＤＮｓ，转录入细胞，
竞争性抑制反式因子（转录因子）与顺式元件，占有
转录因子的ＤＮＡ结合为点，导致转录因子不能结合
到靶基因的启动子区域，从而失去其转录活性及其
后续基因的表达［９］。

　　本研究采用脂质体载ＮＦκＢ“ｄｅｃｏｙ”ＯＤＮ转染
原代皮质神经元，研究其在氧糖剥夺后对 ＮＦκＢ亚
基Ｐ５０和ｃＲｅｌ的影响，从而探讨其对下游因子

ＢｃｌｘＬ的调控作用。结果发现氧糖剥夺后神经元内

Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达显著升高，并伴随着抗凋亡因
子ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ表达的增加，而转染圈套后Ｐ５０和

ｃＲｅｌ表达被抑制，神经元中ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ表达也
降低（Ｐ＜０．０５），而无关“ｄｅｃｏｙ”ＯＤＮｓ组和脂质体
组与 ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组相比 Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白、

ＢｃｌｘＬｍＲＮＡ的表达均无明显变化。这说明该 ＮＦ

κＢ“ｄｅｃｏｙ”ＯＤＮ可以通过抑制ＯＧＤ／Ｒ后大脑皮质
神经元中Ｐ５０和ｃＲｅｌ表达，从而抑制ＢｃｌｘＬ的表
达。

　　以往研究表明脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧能
激活核因子 ＮＦκＢＰ６５／Ｐ５０，引起其调控的靶因子

ＴＮＦα、ＩＬ１α表达的增加［５６］，进一步产生炎症反应
从而加重神经元损伤，而本实验研究表明 ＮＦκＢ
ｃＲｅｌ／Ｐ５０表达可以调控 ＯＧＤ／Ｒ后ＢｃｌｘＬ的表达。
由于各亚基调控着不同下游基因的表达，因此，我们
在今后的实验中可以采用“鸡尾酒”疗法，协调不同
圈套的作用，从而达到扬长避短的疗效；而圈套ＮＦ
κＢｄｅｃｏｙＯＤＮｓ为脑缺血／再灌注的治疗提供了新
思路，可能成为一种新型的基因治疗方案。

［参 考 文 献］

［１］　ＧｏｎｇＱＨ，ＷａｎｇＱ，ＳｈｉＪＳ，ＨｕａｎｇＸＮ，ＬｉｕＱ，ＭａＨ．Ｉｎｈｉｂｉ

ｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅｓａｎｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｆｒｅｅＣａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｒｅ

ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｔｐｒｉｍａ

ｒｙｎｅｕｒｏｎｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｏｌＳｉｎ，２００７，２８：１７２４

１７３０．
［２］　ＱｉｕＪ，ＨｕＸ，ＮｅｓｉｃＯ，ＧｒａｆｅＭＲ，ＲａｓｓｉｎＤＫ，ＷｏｏｄＴＧ，Ｐｅｒ

ｅｚＰｏｌｏＪＲ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＦｋａｐｐａＢｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ“ｄｅｃｏｙｓ”ｏｎ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰ７ｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ／ｉｓｃｈｅｍｉａ
［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉＲｅｓ，２００４，７７：１０８１１８．

［３］　ＧｏｅｂｅｌｅｒＭ，ＧｉｌｌｉｔｚｅｒＲ，ＫｉｌｉａｎＫ，ＵｔｚｅｌＫ，ＢｒｃｋｅｒＥＢ，ＲａｐｐＵ

Ｒ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｐｌｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｒｅｇｕｌａｔｅＮＦｋａｐｐａＢｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

１ｇｅｎｅｉｎｐｒｉｍａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００１，９７：４６５５．
［４］　ＬａｕＬＴ，ＹｕＡＣ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｐｒｏｄｕｃｅａｎｄｒｅｌｅａｓｅｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，

ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ

ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒａｕｍａｔｉｃａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｔｒａｕｍａ，

２００１，１８：３５１３５９．
［５］　ＧａｏＹ，ＦａｎｇＸ，ＳｕｎＨ，ＷａｎｇＹ，ＹａｏＬＪ，ＬｉＪＰ，ｅｔａｌ．Ｔｏｌｌｌｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ４ｍｅｄｉａｔｅｄｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢｉｏｌＰｈａｒｍＢｕｌｌ，２００９，

３２：１６６５１６７１．
［６］　ＣａｉＺＹ，ＹａｎＹ，ＣｈｅｎＲ．Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅｒｅｄｕｃｅｓａｓｔｒｏｃｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ａｎｄｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆａｖａｓｃｕｌａｒｃｏｇｎｉｔｉｖｅ

ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｒａｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＢｕｌｌ，２０１０，２６：２８３６．
［７］　ＮｉｊｂｏｅｒＣＨ，ＨｅｉｊｎｅｎＣＪ，ＧｒｏｅｎｅｎｄａａｌＦ，ＭａｙＭＪ，ｖａｎＢｅｌＦ，

ＫａｖｅｌａａｒｓＡ．ＡｄｕａｌｒｏｌｅｏｆｔｈｅＮＦｋａｐｐａＢｐａｔｈｗａｙｉｎｎｅｏｎａｔａｌ

ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２００８，３９：２５７８

２５８６．
［８］　ＳａｒｎｉｃｏＩ，ＬａｎｚｉｌｌｏｔｔａＡ，ＢｏｒｏｎｉＦ，Ｂｅｎａｒｅｓｅ Ｍ，ＡｌｇｈｉｓｉＭ，

ＳｃｈｗａｎｉｎｇｅｒＭ，ｅｔａ１．ＮＦκＢｐ５０／ＲｅｌＡａｎｄｃＲｅｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｄｉｍｅｒｓ：ｏｐｐｏｓｉｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｆｎｅｕｒｏｎｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙｔｏｉｓｃｈｅｍｉａ
［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｃｈｅｍ，２００９，１０８：４７５４８５．

［９］　ＭａｎｎＭＪ，ＤｚａｕＶＪ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

ｄｅｃｏｙｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０００，１０６：１０７１１０７５．

［本文编辑］　孙　岩


