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转化生长因子β激活激酶1介导的细胞自噬
在小鼠脑缺血-再灌注损伤中的作用

谢凡 樊友凌 杨明明 聂颖 周俊

  【摘要】 目的 评价转化生长因子β激活激酶1(TGFβ-activatedkinase-1,TAK1)介导的细胞

自噬在小鼠脑缺血-再灌注(ischemia-reperfusion,IR)损伤中的作用。方法 雄性昆明小鼠72只,8
周龄,体重(25.0±3.5)g,采用随机数字表法分为六组:空白对照组(C组)、假手术组(S组)、IR组、

TAK1短发夹RNA(shRNA)慢病毒组(T组)、阴性对照慢病毒组(Y组)和生理盐水组(NS组),每
组12只。T组、Y组和NS组分别以1μl/min侧脑室注射TAK1shRNA慢病毒、阴性对照慢病毒

和等量生理盐水10μl。2周后IR组、T组、Y组和NS组制备脑IR损伤模型,缺血2h后恢复灌注;

S组分离颈总动脉但不夹闭,其余手术步骤同IR组。再灌注24h后进行神经功能缺陷评分(neuro-
logicalseverityscores,NSS);NSS评分完成后处死小鼠,取脑组织测定脑梗死体积;Westernblot法

检测小鼠脑组织TAK1、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin1和p62蛋白含量。结果 IR组、T组、Y组和 NS组

NSS评分和脑梗死体积百分比明显高于C组(P<0.05);T组NSS评分和脑梗死体积百分比明显低

于IR组(P<0.05)。IR组、Y组和NS组脑组织TAK1蛋白含量明显高于C组(P<0.05);T组脑

组织TAK1蛋白含量明显低于IR组(P<0.05)。IR组、T组、Y组和NS组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值、Be-
clin1蛋白含量明显高于C组(P<0.05),p62蛋白含量明显低于C组(P<0.05);T组脑组织LC3
Ⅱ/LC3Ⅰ比值、Beclin1蛋白含量明显低于,p62蛋白含量明显高于IR组(P<0.05)。结论 TAK1
介导的细胞自噬参与小鼠脑缺血-再灌注损伤机制。
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【Abstract】 Objective TostudytheeffectsofTGFβ-activatedkinase-1(TAK1)mediatedcell
autophagyafterglobalcerebralischemia-reperfusion(IR)inrats.Methods Seventy-two male
Kunmingratswererandomlydividedintosixgroups:controlgroup(groupC),shamoperationgroup
(groupS),ischemia-reperfusiongroup(groupIR),TAK1shRNAlentivirusgroup(groupT),nega-
tivelentivirusgroup(groupY)andnormalsalinegroup(groupNS)(n=12each).Theratsin
groupsT,YandNSreceivedcerebralventriclesinjectionofTAK1shRNAlentivirus,negativelenti-
virusandnormalsaline10μltwoweeksbeforepreparinganimalmodel.Usingthreadembolismofthe
rightmiddlecerebralarteryocclusion(MCAO)tocausefocalischemiafor2handreleasedfor24h
forreperfusioningroupsIR,T,YandNS.Thecommoncarotidarterieswereseparatedbutnotliga-
tedingroupS,therestoftheprocedureasthesameasgroupIR.Theratsofeachgroupwereevalua-
tedbyneurologicalseverityscores(NSS)24hafterreperfusion,thecerebralinfarctvolumewas
measuredwiththemethodofTTCandtheexpressionofTAK1,LC3Ⅱ/LC3Ⅰ,Beclin1andp62pro-
teininrathippocampusweredeterminedbyusingWesternblot.Results TheinfarctvolumeandNSS
ingroupsIR,T,YandNSweresignificantlyhigherthanthoseingroupC(P<0.05).Theinfarct
volumeandNSSingroupTweresignificantlylowerthanthoseingroupIR(P<0.05).TAK1pro-
teinofhippocampusingroupsIR,YandNSwassignificantlyhigherthanthatingroupC (P<
0.05).TAK1proteinofhippocampusingroupTweresignificantlylowerthanthatingroupIR(P<
0.05).LC3Ⅱ/LC3ⅠandBeclin1proteinofhippocampusingroupsIR,T,YandNSweresignifi-
cantlyhigherthanthoseingroupC,andthep62proteinofhippocampusingroupsIR,T,YandNS
wassignificantlylowerthanthatingroupC(P<0.05).TheLC3Ⅱ/LC3ⅠandBeclin1ingroupT
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weresignificantlylowerthanthoseingroupIR,andthep62proteinofhippocampusingroupTwas
significantlyhigherthanthatingroupC (P<0.05).Conclusion TAK1mediatedcellautophagy
takespartinthemechanismofbrainischemia-reperfusioninjuryinrats.

【Keywords】  TGFβ-activatedkinase-1;Autophagy;Ischemic-reperfusioninjury;Brain

  缺血性脑血管疾病是当今世界上主要的致死、
致残疾病之一。脑缺血-再灌注(ischemia-reperfu-
sion,IR)损伤病理生理过程复杂,包括炎性反应、
细胞内钙失稳态和自由基生成等多种作用机制,目
前仍未完全阐明,其机制研究对临床有重要意义。
转 化 生 长 因 子 β 激 活 激 酶 1(TGFβ-activated
kinase-1,TAK1)属 于 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

(mitpgen-activatedproteinkinases,MAPKs),在
生理病理状态下调控细胞的生长、分化、凋亡和自

噬等[1,2]。在脑缺血性病理过程中,TAK1通路激

活NF-κB和 MAPK等信号通路导致细胞死亡[3,4],
但TAK1介导的细胞自噬是否在脑IR损伤中发挥

作用,目前尚无研究。本研究拟通过基因干扰技

术,评价TAK1介导的细胞自噬在小鼠脑IR损伤

机制中的作用。

材料与方法

实验动物及分组 健康雄性昆明小鼠72只,8
周龄,体重(25.0±3.5)g,由中山大学动物实验中

心提供。采用随机数字表法分为六组:空白对照组

(C组)、假手术组(S组)、IR组、TAK1短发夹RNA
(shRNA)慢病毒组(T组)、阴性对照慢病毒组(Y
组)和生理盐水组(NS组),每组12只。

侧脑室 注 射 腹腔注射10%水合氯醛 300
mg/kg麻醉下,沿头部正中线做一约0.5cm切口,
暴露Bregma点,在该点后侧1.5mm、右侧偏外1
mm处,用微量进样器垂直颅骨刺入,深度3mm。

T组、Y组和 NS组分别以1μl/min侧脑室注射

TAK1shRNA慢病毒(sc-36607-V)、阴性对照慢病

毒和等量生理盐水10μl,留针5min后拔针并缝合

皮肤。

IR模型制备 2周后IR组、T组、Y组和 NS
组制备脑IR损伤模型[6],缺血2h后恢复灌注;S
组分离颈总动脉但不夹闭,其余手术步骤同IR组。
术前禁食12h,自由饮水。腹腔注射10%水合氯醛

300mg/kg麻醉下,于颈部正中做一切口,分离右侧

颈总动脉和颈外动脉,结扎颈外动脉分支,于近心

端结扎颈总动脉,血管夹夹闭颈总动脉远端,在颈

总动脉分叉处剪一小口,将直径0.3mm、长50mm
的尼龙鱼线置入颈内动脉,直至有轻微阻力为止,

深度18~20mm;缺血2h后,拔出线栓恢复灌注。
术中保留自主呼吸,维持直肠温度37~38℃。S组

仅分离并结扎右侧颈总动脉和颈外动脉,但不置入

线栓。
神经功能缺陷评分 麻醉苏醒后,将小鼠放回

鼠笼,自由饮食。再灌注24h后利用小鼠神经功能

评分法(neurologicalseverityscores,NSS)进行神

经功能缺陷评分。运动测试:(1)提起鼠尾前肢屈

曲或后肢屈曲或30s内头移动偏离身体纵轴10°以
上均为1分;(2)将小鼠放在地上,可正常行走为0
分;能直线行走为1分;朝瘫痪侧转圈为2分;倒向

瘫痪侧为3分。平衡测试:稳健地保持平衡为0分;
完全抓住平衡木的一端为1分;抱住平衡木,一侧肢

体滑落为2分;抱住平衡木,两侧肢体均滑落或绕木

旋转>60s为3分;40~60s跌落为4分;20~40s
跌落为5分;20s内跌落为6分。反射消失和不正

常运动:羽翼反射(动耳时摇头)、角膜反射(棉签触

角膜闭眼)、惊恐反射(对声音有运动反应)消失或

出现抽搐、肌阵挛、肌张力障碍均为1分。
脑梗死体积测定 NSS评分完成后,每组取6

只小鼠,腹腔注射10%水合氯醛0.35ml/100g麻

醉下迅速处死取脑组织,置于冰盐水中10min,取
冠状面均匀切成2mm 厚的脑片,放入37℃、20
g/LTTC溶液中染色30min,然后用100g/L甲醛

缓冲液固定24h,数码相机拍照,输入计算机,采用

AdobePhotoshop7.0图像分析软件计算脑梗死体

积:粉红色区为正常脑组织,白色区为梗死区。为

校正脑水肿导致的梗死体积的偏差,用占对侧正常

体积的比例表示梗死体积,计算公式:(对侧正常脑

组织体积-同侧正常脑组织体积)÷对侧正常脑组织

体积×100%。
蛋白定量分析 每组剩余6只小鼠用10%水

合氯醛深麻醉后,开胸暴露心脏,经左心室插管入

升主动脉,剪开右心房,生理盐水冲洗灌注。取脑

海马组织离心匀浆,测定蛋白浓度后,蛋白终浓度

调整为2μg/μl,-80℃保存备用。取蛋白20μ1进

行10%SDS-PAGE电泳,电泳完毕后,使用转移电

泳装置湿 转,4℃、400mA 恒 流 条 件 下 电 转120
min,将蛋白转移到PVDF膜上。随即用封闭液(含

5%脱脂牛奶的 TBST溶液)室温封闭PVDF膜1
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h,分别加TAK1兔多克隆一抗(ab111096,1∶500)、

LC3B兔多克隆一抗(ab48394,1∶1000)、Beclin1兔

多克隆一抗(ab55878,1∶1000)、p62兔多克隆一抗

(ab91526,1∶500)和内参GADPH(1∶5000)4℃过

夜;TBST洗膜,加入相应辣根过氧化物酶偶联二抗

(1∶5000),室温下孵育2h,TBST洗膜。采用ECL
试剂盒进行显色反应后暗室内X片曝光显影。凝

胶成像分析系统对条带进行密度扫描,以GAPDH
作为内参,取蛋白积分光密度值与GAPDH积分光

密度值的比值反映小鼠海马 TAK1、LC3Ⅱ/LC3
Ⅰ、Beclin1和p62蛋白含量。

统计分析 采用SPSS13.0统计学软件进行

分析,正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

IR组、T组、Y组和NS组NSS评分和脑梗死

体积百分比明显高于C组(P<0.05);T组NSS评

分和脑梗死体积百分比明显低于IR组(P<0.05);

C组与S组NSS评分和脑梗死体积百分比差异无

统计学意义(图1,表1)。

图1 六组小鼠脑梗死情况

表1 六组小鼠NSS评分和脑梗死体积百分比

的比较(x±s)

组别 例数
NSS评分

(分)
脑梗死体积百分比

(%)

C组 6 0 0.31±0.09

S组 6 0 0.33±0.11

IR组 6 8.7±1.9a 13.35±2.03a

T组 6 3.9±1.2ab 6.64±2.31ab

Y组 6 8.5±1.6a 13.77±1.96a

NS组 6 9.1±1.6a 13.86±2.12a

  注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

IR组、Y组和NS组脑组织TAK1蛋白含量明

显高于C组(P<0.05);T组脑组织TAK1蛋白含

量明显低于IR组(P<0.05)(图2)。

注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图2 六组小鼠脑组织TAK1蛋白含量的比较

IR组、T组、Y组和NS组脑组织LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
明 显 高 于 C 组 (P <0.05);T 组 脑 组 织

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ明显低于IR组(P<0.05)(图3)。

注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图3 六组小鼠脑组织LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比较

IR组、T组、Y组和NS组Beclin1蛋白含量明

显高于C组(P<0.05);T组Beclin1蛋白含量明显

低于IR组(P<0.05)(图4)。

IR组、T组、Y组和 NS组脑组织p62蛋白含

量明显低于C组(P<0.05);T组p62蛋白含量明

显高于IR组(P<0.05)(图5)。

讨  论

小鼠大脑中动脉阻塞(middlecerebralartery
occlusion,MCAO)的缺血模型大脑中动脉栓塞模

型是目前研究局灶性脑IR损伤使用最为广泛的理
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注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图4 六组小鼠脑组织Beclin1蛋白含量的比较

注:与C组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05

图5 六组小鼠脑组织p62蛋白含量的比较

想模型。本研究结果显示,IR组、T组、Y组和NS
组NSS评分和脑梗死体积百分比明显升高,提示

MCAO造模成功。本研究采用的shRNA慢病毒

是目前基因沉默的常用实验工具,无论是在体还是

离体实验,均有较高的基因沉默转染效率和较长的

作用时效,是性价比较高的基因沉默实验工具。本

研究结果中T组TAK1蛋白含量明显低于IR组,
提示采用的TAK1shRNA慢病毒可以明确达到下

调TAK1表达的作用。

TAK1是一种 MAPK激酶,可激活下游通路

IKK复合物和 MAPK家族(细胞外信号调节激酶

ERK、JNK 和 p38)参 与 脑 IR 损 伤 的 发 病 机

制[3,4,7~9]。因此本研究通过shRNA慢病毒下调小

鼠海马TAK1表达后,观察小鼠在脑IR损伤模型

中的脑损伤严重程度。结果显示小鼠脑IR损伤后

TAK1表达明显增加,而下调小鼠脑TAK1基因表

达后,小鼠脑IR损伤程度明显减轻,提示TAK1在

小鼠脑IR损伤的病理机制中发挥重要作用。

TAK1作为信号通路的上游激酶,不仅通过凋

亡机制参与IR 的病理过程,而且与自噬密切相

关[2]。自噬是一种保守的细胞自我降解方式,是将

受损细胞器及大分子物质通过溶酶体降解再利用

的过程。基础水平的自噬是维持细胞稳态所必需

的,同时自噬参与急慢性损伤、肿瘤等多种疾病的

病理生理过程[10,11],在脑IR损伤中也发挥重要作

用[12,13]。Beclin1、LC3和p62是参与自噬过程的三

个主要蛋白,Beclin1在自噬的启动阶段发挥了重要

作用[14]。在Atg4作用下,LC3前体被加工为可溶

性LC3Ⅰ,后者在Atg7和Atg3作用下与磷脂酰乙

醇胺连接成为脂溶性的LC3Ⅱ-PE,参与自噬溶酶

体形成[15],因此LC3Ⅱ/LC3Ⅰ代表细胞自噬的水

平。而p62蛋白在自噬的过程中会被不断消耗[16],
这三个蛋白是目前检测自噬水平的经典指标。本

研究结果显示,小鼠脑IR损伤后LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、

Beclin1明显增加,而p62明显降低,提示细胞自噬

增加;而TAK1基因沉默后,IR损伤引起的细胞自

噬明显降低,提示TAK1介导的细胞自噬参与小鼠

脑IR损伤的病理生理机制。
综上所述,转化生长因子β激活激酶1介导的

细胞自噬参与小鼠脑缺血-再灌注损伤机制。
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《临床麻醉学杂志》关于一稿两投问题的声明

为维护学术刊物的严肃性和科学性,也为了维护作者的名誉和向广大读者负责,本刊编辑部重申坚决反对一稿两投并采

取以下措施:(1)作者和单位对来稿的真实性和科学性均应自行负责。刊出前需第一作者在校样首页亲笔签名,临床研究和

实验研究来稿的通信作者也需亲笔签名。(2)来稿需附单位推荐信,应注明稿件无一稿两投,署名无争议,并加盖公章。(3)

凡接到编辑部收稿回执后3个月内未接到退稿通知,系稿件仍在审阅中,作者欲投他刊,或将在他刊上发表,请先与编辑部联

系撤稿,切勿一稿两投。(4)编辑部认为来稿有一稿两投嫌疑时,在认真收集有关资料和仔细核对后通知作者,并由作者就此

问题作出解释。(5)一稿两用一经证实,将择期在杂志上刊出其作者单位和姓名以及撤销该文的通知;向作者所在单位和同

类杂志通报;2年内拒绝发表该作者为第一作者所撰写的任何来稿。
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