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摘要　 目的　 探讨包含 ８８Ａ 的卷曲螺旋结构域蛋白 ＧＩＶ 是

否对脑缺血再灌注损伤模型中的神经炎症应答反应有影响。
方法 　 构建 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的大脑中动脉栓塞再灌注模型

（ＭＡＣＯ ／ Ｒ）及 ＢＶ２ 小胶质细胞的氧糖剥夺 ／复氧模型（ＯＧＤ
６ ｈ ＋ Ｒ ２４ ｈ），ＴＴＣ 染色检测小鼠的脑梗死面积；Ｌｏｎｇａ 神经

生物学评分评价小鼠的神经功能缺损程度；ＥＬＩＳＡ 检测小鼠

外周血及细胞培养物上清液中白细胞介素（ ＩＬ）⁃６ 和肿瘤坏

死因子（ＴＮＦ）⁃α 的释放水平、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠梗死灶

周围皮质区组织中卷曲螺旋结构域蛋白（ＧＩＶ）、ＴＲＥＭ２ 及

ＴＬＲ４ 的蛋白表达；不同浓度 （１、５、１０ μｇ ／ ｍｌ） 的脂多糖

（ＬＰＳ），刺激 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈ 建立神经炎症模型， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的 ｍＲＮＡ 水平、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＩＶ
的表达；运用 ｓｉＲＮＡ 干扰技术敲低 ＧＩＶ 基因的表达后进行

ＯＧＤ ／ Ｒ 培养处理；ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养基上清液中 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 的释放浓度；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＩＶ 的敲低效率。 结

果　 成功构建的 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 及 ＯＧＤ ／ Ｒ 模型均激活了神经炎

症应答反应，诱导了 ＧＩＶ 的蛋白表达降低；ＭＣＡＯ ／ Ｒ 诱导了

小鼠外周血中 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的释放浓度增加，促进了

ＴＲＥＭ２ 及 ＴＬＲ４ 的蛋白表达；ＬＰＳ 激活了 ＢＶ２ 细胞 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１β 和 ＴＮＦ⁃α 表达，但不影响 ＧＩＶ 的表达；ｓｉＲＮＡ 干扰 ＧＩＶ 基

因的表达后进一步增加炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达。 结

论　 ＧＩＶ 基因可能特异性地参与调控脑缺血再灌注损伤诱

导的神经炎症应答反应，其可能是脑缺血再灌注损伤的一个

潜在治疗靶点。
关键词　 ＧＩＶ；脑缺血 ／再灌注损伤；脂多糖；氧糖剥夺 ／复
氧；ＢＶ２ 细胞；神经炎症
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　 　 脑缺血再灌注损伤（ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕ⁃

ｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＣＩＲＩ）是缺血性卒中溶栓治疗后出现的

继发性神经细胞损伤过程［１］。 ＣＩＲ 后小胶质细胞受

到刺激释放大量的促炎因子，进一步加重损伤［２］。
包含 ８８Ａ 的卷曲螺旋结构域蛋白（ｃｏｉｌｅｄ⁃ｃｏｉｌ ｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ８８Ａ，Ｃｃｄｃ８８Ａ 又名 ＧＩＶ）是一个鸟嘌呤核

苷酸结合蛋白，在中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ，ＣＮＳ）高度表达［３］，提示其可能参与中枢神经系

统内重要的生物学过程。 Ｓｗａｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ［４］ 的研究发

现巨噬细胞 ＴＬＲ４ 信号通路的激活被 ＧＩＶ 抑制；
Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）是 Ｔｏｌｌ 样受

体家族（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲｓ）重要成员之一，研
究［５］发现 ＴＬＲ４ 可参与调控脑缺血再灌注激活的炎

性损伤。 ２ 型髓样细胞触发受体（ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ２，ＴＲＥＭ２）是小胶质细胞

的膜受体，与小胶质细胞活化密切相关，在调控小胶

质细胞介导的神经炎症反应中发挥重要作用［６］。
这些信号分子是调节小胶质细胞活化和神经炎症的

关键节点。 据此，该实验拟在小鼠的大脑中动脉栓

塞再灌注模型（ＭＣＡＯ ／ Ｒ） ［７］ 及 ＢＶ⁃２ 细胞的氧糖剥

夺 － 复氧（ＯＧＤ ／ Ｒ）模型中探讨 ＧＩＶ 是否对脑缺血

再灌注损伤激活的神经炎症反应有调控作用。

１　 材料与方法

１． １ 　 试 剂 及 药 品 　 高 糖 ＤＭＥＭ 培 养 基

（Ｃ１１９９５５００ＢＴ）、胎牛血清（２４１８９５８Ｐ）、磷酸盐缓

冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

３０００ 转染试剂（Ｌ３０００００１）、２，３，５⁃三苯基氯化四氮

唑（ＴＴＣ）购自武汉塞维尔公司；脱脂奶粉、吐温 ２０、
ＤＥＰＣ 水（ＤＮａｓｅ、ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ）、尼龙膜 Ｈｙｂｏｎｄ Ｎ ＋
（０. ４５ μｍ）购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 有限公司；ｍ６Ａ 兔单

克隆抗体和兔二抗购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ 公司；１％ 戊巴比妥钠溶液购自国药集团化学试

剂有限公司；线栓购自广州佳灵生物科技有限公司；
ＴＲｉｚｏｌ 购自爱必信（上海）生物科技有限公司；异丙

醇购自国药集团化学试剂有限公司；脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏ⁃
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ，美国 Ｓｉｇｍａ，批号：Ｌ６５２９）；ＲＮＡ
逆转录试剂盒和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒购自南京诺唯赞

生物科技有限公司，引物由生工生物工程（上海）股
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份有限公司设计并合成。
１． ２　 ＭＣＡＯ 模型的建立　 实验中采用 ６ ～ ７ 周龄，
体质量 ２０ ～ ２５ ｇ 的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠。 小鼠购自

贵州医科大学动物实验中心，项目中所有动物实验

操作均获得贵州医科大学动物保护与使用委员会批

准。 所有小鼠术前一周进行适应性饲养。 手术前所

有小鼠禁食 ２４ ｈ 后将小鼠随机分为假手术组

（Ｓｈａｍ）和模型组（ＭＣＡＯ ／ Ｒ）（ｎ ＝ ６）。 模型组小鼠

采用改良线栓法构建 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模型［８］。 小鼠术前

采用 １％ 戊巴比妥钠溶液通过腹腔注射进行麻醉

（５０ ｍｇ ／ ｋｇ），整个手术过程中采用 ６０ Ｗ 取暖灯保

温，保持体温在 ３６ ℃，将（０. ２ ± ０. ０１）ｍｍ 的尼龙线

栓插入右颈总动脉，缺血 １ ｈ 后拔出线栓行再灌注

处理。 再灌注 ２４ ｈ 后麻醉处死取脑组织，置于 － ８０
℃中保存。 Ｓｈａｍ 组仅进行血管剥离操作，不进行插

线操作。
１． ３　 ＴＴＣ 染色法计算小鼠脑梗死面积　 所有小鼠

再灌注 ２４ ｈ 后，经麻醉致死取脑组织，置于 ４ ℃预

冷的生理盐水快速洗净脑组织表面的血渍，置 － ２０
℃冰箱冷冻 ２０ ｍｉｎ 左右，将脑置入专用的脑槽，作 ２
ｍｍ 厚度左右的切片，每个脑 ５ ～ ６ 片，将切片置于

浓度为 １％浓度的 ＴＴＣ 溶液的 １０ ｃｍ 小皿中，在 ３７
℃恒温箱中避光染色 ３０ ｍｉｎ，期间每 ５ ｍｉｎ 轻轻摇

晃容器一次，使其染色充分，染色结束后用 ＰＢＳ 溶

液漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，拍照分析脑梗死面积。 正

常脑组织染成红褐色，梗死灶组织为灰白色，利用

ｌｍａｇｅ Ｊ 图像处理软件计算出梗死灶面积所占的梗

死面积百分比。 计算公式：梗死脑组织百分比（％ ）
＝ （对侧脑组织体积 － 缺血侧正常脑组织体积） ／
对侧大脑体积 × １００％ 。
１． ４　 Ｌｏｎｇａ 生物学评分评价小鼠神经功能缺损　
在小鼠脑缺血 １ ｈ 后再灌注 ２４ ｈ 后采用 Ｌｏｎｇａ 生物

学评分评估其神经功能缺损状况，具体评分细则如

下。 ０ 分： 两前肢有力，对称伸向地面；双肩抵抗力

一致；行走正常；１ 分：手术对侧内旋，前肢内收；双
肩抵抗力一致；行走正常；２ 分：手术对侧内旋，前肢

内收，推动双肩时，手术对侧抵抗力下降；行走正常；
３ 分：手术对侧内旋，前肢内收，推动双肩时，手术对

侧抵抗力下降；行走绕圈；４ 分：手术对侧肩内旋，前
肢内收；无自发活动。
１． ５　 ＢＶ２ 细胞培养及处理　 ＢＶ２ 细胞购自中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库（上海），由本实

验室传代冻存。 细胞复苏后用含 １０％ 胎牛血清 ＋
１％双抗 ＤＭＥＭ 高糖培养基在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱和

湿度的培养箱中常规传代培养细胞，细胞密度达到

８０％左右后按 １ ∶ ４ 的比例进行细胞传代培养。 待

细胞长至对数生长期后，将细胞按 １ × １０５ ／孔的密

度接种至 ６ 孔板中，２４ ｈ 后，细胞密度达到 ７０％ 左

右后进行氧糖剥夺 ６ ｈ 再复氧 ２４ ｈ 建立体外缺血再

灌注细胞模型（ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎ⁃
ａｔｉｏｎ，ＯＧＤ ／ Ｒ 组） ［９］，正常培养的 ＢＶ２ 细胞作为正

常组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｔｒｌ）；运用不同浓度的 ＬＰＳ（１、５、１０
μｇ ／ ｍｌ）刺激 ＢＶ２ 细胞 ２４ ｈ 建立神经炎症模型，分
为 Ｃｔｒｌ 组和 ＬＰＳ 组。
１． ６　 ｓｉＲＮＡ 转染 ＢＶ２ 细胞　 设计合成干扰 ＧＩＶ 基

因的 ３ 条 ｓｉＲＮＡ 干扰序列，序列为 ｓｉ⁃１ ｓｅｎｓｅ：５′⁃
ＣＣＡＧＧＵＣＡＵＧＣＵＣＣＡＡＡＵＵＡＡＴＴ⁃３′， ｓｉ⁃１ａｎｔｉｓｅｎ：
５′⁃ＵＵＡＡＵＵＵＧＧＡＧＣＡＵＧＡＣＣＵＧＧＴＴ⁃３′； ｓｉ⁃２ｓｅｎｓｅ：
５′⁃ＧＡＧＣＡＧＵＵＡＣＵＧＧＡＣＵＧＵＡＡＡＴＴ⁃３′， ｓｉ⁃２ａｎｔｉｓｅｎ：
５′⁃ＵＵＵＡＣＡＧＵＣＣＡＧＵＡＡＣＵＧＣＵＣＴＴ⁃３′； ｓｉ⁃３ｓｅｎｓｅ：
５′⁃ＧＵＧＡＧＵＵＧＣＵＣＡＧＣＣＡＡＣＵＵＡＴＴ⁃３′， ｓｉ⁃３ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：
５′⁃ＵＡＡＧＵＵＧＧＣＵＧＡＧＣＡＡＣＵＣＡＣＴＴ⁃３′；运用脂质

体转染干扰 ＧＩＶ 基因的的相应序列 ２４ ｈ 后进行氧

糖剥夺 － 复氧处理，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＧＩＶ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达变化。
１． ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测相关基因的 ｍＲＮＡ 表达 　 运

用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取组织和细胞的总 ＲＮＡ，运用 Ｎａｎｏ⁃
Ｄｒｏｐ 核酸定量仪检测 ＲＮＡ 的纯度和浓度，ＨｉＳｃｒｉｐｔ
ＩＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（诺唯赞）逆转录合

成 ｃＤＮＡ 后，运用 ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓ⁃
ｔｅｒ Ｍｉｘ（诺唯赞）进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参，２ － ΔΔＣｔ法计算基因的相对表达量。 引物见下

表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′⁃３′）
ＴＮＦ⁃α Ｆ： ＣＣＡＧＴＧＴＧＧＧＡＡＧＣＴＧＴＣＴＴ

Ｒ： ＡＡＧＣＡＡＡＡＧＡＧＧＡＧＧＣＡＡＣＡ
ＩＬ⁃６ Ｆ： ＴＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣ

Ｒ： ＧＴＧＴＡＡＴＴＧＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＧ
ＩＬ⁃１β Ｆ： ＡＣＴＧＴＴＴＣＴＡＡＴＧＣＣＴＴＣＣＣ

Ｒ： ＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ

Ｒ： ＡＴＧＣＣＧＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ

１． ８　 ＥＬＩＳＡ 检测相关炎症因子的 ｍＲＮＡ 表达 　
小鼠眼球眶静脉采集血液，室温静止 １０ ～ ２０ ｍｉｎ 自

然凝固血液，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，收集上清液

转移至新的离心管中 － ８０ ℃冰箱保存。 收集经过

处理培养后的细胞上清液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
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ｍｉｎ，获得的上清液保存至 － ８０ ℃冰箱备用。 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂和说明书操作检测相关炎症因子肿瘤坏

死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α），白细

胞介素⁃６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６），１Ｌ⁃１β 的表达变化。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 运用 ＲＩＰＡ 裂解

液提取小鼠脑组织及细胞的总蛋白，ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒定量后取 ４０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳

分离，转膜至 ＰＶＤＦ 后，５％脱脂奶粉室温封闭 １. ５ ｈ
后，分别在 ４ ℃ 冰箱摇床孵育 ＧＩＶ （１ ∶ １ ０００）、
ＴＲＥＭ２（１ ∶ １ ０００）、ＴＬＲ４（１ ∶ １ ０００）或 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶
５ ０００）；ＰＢＳＴ 室温洗 ３ 次 ／ １０ ｍｉｎ 后，室温摇床孵育

二抗 １. ５ ｈ 后，ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次 ／ １０ ｍｉｎ 后凝胶成像

系统曝光蛋白条带，ＩｍａｇｅＪ 统计分析相应的灰度值。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

对数据进行统计学分析，定量数据用 �ｘ ± ｓ 表示，两
组间数据比较采用 ｔ 检验；三组及以上数据间比较

用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 成功建立小鼠 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模型 　 在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６

小鼠上成功建立 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模型，ＴＴＣ 染色观察到

ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组小鼠脑组织有明显的梗死灶。 与 Ｓｈａｍ
组比较，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组小鼠脑梗死灶面积为（２５. ６０ ±
２. ０１５）％ 。 Ｌｏｎｇａ 生物学评分结果显示， Ｓｈａｍ 组

Ｌｏｎｇａ 生物学评分为 ０ 分（无神经功能损伤症状）；
ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组 Ｌｏｎｇａ 生物学评分较高为 （ ２. ８０ ±
０. ２０）分，与 Ｓｈａｍ 组比较，神经功能损伤加重。 见

图 １。
２． ２　 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 激活神经炎症反应并下调 ＧＩＶ 表

达　 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠外周血上清中的炎症因子，如
图 ２Ａ、Ｂ，与 Ｓｈａｍ 组比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的中促炎因子

ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的表达量分别增加（ ｔ ＝ ７. ０５８，Ｐ ＜
０. ０１；ｔ ＝ ５. ４６２，Ｐ ＜ ０. ０１）；此外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

小鼠皮质区组织，如图 ２Ｃ、 Ｄ，与 Ｓｈａｍ 组比较，
ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的 ＧＩＶ 蛋白表达量下降（ ｔ ＝ ８. ４２４，Ｐ ＜
０. ０１），而 ＴＬＲ４ 和 ＴＲＥＭ２ 蛋白表达量均显著上调

（ ｔ ＝ ２. ９９０，Ｐ ＜ ０. ０５；ｔ ＝ １１. ５４，Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ３　 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导神经炎症反应并下调 ＧＩＶ 表达

　 如图 ３Ａ、Ｂ，ＥＬＩＳＡ 检测结果表明，与 Ｃｔｒｌ 组比较，
ＯＧＤ ／ Ｒ 组的促炎因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的表达量均

上调（ ｔ ＝ ４. ４８２，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ １４. ７９，Ｐ ＜ ０. ０１）；如

图 １　 ＴＴＣ 染色，梗死面积计算及神经功能评分评估小鼠 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模型建立成功

Ａ：ＴＴＣ 染色结果；Ｂ：梗死面积定量统计图；Ｃ：Ｌｏｎｇａ 生物学评分；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 缺血再灌注诱发神经炎症反应并下调 ＧＩＶ 表达

Ａ、 Ｂ：ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＩＶ、ＴＬＲ４、ＴＲＥＭ２；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ３　 ＯＧＤ ／ Ｒ 激活神经炎症反应并下调 ＧＩＶ 表达

Ａ、 Ｂ：ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＩＶ、ＴＬＲ４、ＴＲＥＭ２；与 Ｃｔｒｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

图 ３Ｃ、Ｄ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，ＯＧＤ ／ Ｒ 组的

ＧＩＶ 蛋白表达量下降（ ｔ ＝ １１. ３５，Ｐ ＜ ０. ０１），与 Ｃｔｒｌ
组比较，ＴＬＲ４ 和 ＴＲＥＭ２ 蛋白表达量均上调 （ ｔ ＝
３. ９５０，Ｐ ＜ ０. ０５；ｔ ＝ ３. ８７５，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ４　 ＬＰＳ 激活 ＢＶ⁃２ 炎症因子释放，但不影响 ＧＩＶ
的表达　 如图 ４Ａ、Ｂ、Ｃ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测结果表明，与 Ｃｔｒｌ 组比较，ＬＰＳ 组能显著诱导 ＢＶ２
细胞分泌 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 炎性细胞因子且

ｍＲＮＡ 的表达显著增加（Ｆ ＝ １７. １７，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝
６２. ８８，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ２７. ２０，Ｐ ＜ ０. ０１）；但是 ＬＰＳ 刺

激并没有影响 ＧＩＶ 蛋白水平的变化，结果如图 ４Ｄ、
Ｅ 所示。
２． ５　 敲低 ＧＩＶ 放大 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经炎症反应

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小干扰 ＲＮＡ 的干扰效率。 如图

５Ａ 所示，其中 ｓｉ⁃３ 干扰效率最为显著（Ｆ ＝ ６０. ０１，Ｐ

＜ ０. ０１），在后续的实验中选取第三条干扰序列进

行试验；进一步通过 ＥＬＩＳＡ 检测，如图 ５Ｂ，与 ｓｉＮＣ ＋
ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较，ｓｉＧＩＶ ＋ ＯＧＤ ／ Ｒ 组促炎因子 ＴＮＦ⁃α
的表达量上调（ ｔ ＝ ９. ０８１，Ｐ ＜ ０. ０１）；如图 ５Ｃ，与
ｓｉＮＣ 组比较，ｓｉＧＩＶ 组促炎因子 ＩＬ⁃６ 表达上调（ ｔ ＝
４. ９５９，Ｐ ＜ ０. ０１），与 ｓｉＮＣ ＋ ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较，ｓｉＧＩＶ ＋
ＯＧＤ ／ Ｒ 组促炎因子 ＩＬ⁃６ 显著上调（ ｔ ＝ １５. ３１，Ｐ ＜
０. ０１）。

３　 讨论

　 　 本研究运用脑缺血再灌注的动物及细胞模型探

讨分析了 ＧＩＶ 对脑缺血再灌注激活的神经炎症反

应中的作用。 结果显示，在成功建立 ＭＣＡＯ 模型的

基础上，Ｌｏｎｇａ 行为学评分显示 ＭＣＡＯ 组的神经功

能损伤比假手术组严重且缺血再灌注的动物模型和

图 ４　 ＬＰＳ 激活神经炎症反应但不改变 ＧＩＶ 的表达

Ａ、Ｂ、Ｃ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＴＮＦ⁃ａ、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β；Ｄ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＩＶ；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 ＧＩＶ 表达的降低加剧神经炎症反应

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＩＶ 干扰效率；Ｂ、Ｃ：ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６；１：ｓｉＮＣ 组；２：ｓｉＧＩＶ 组；３：ｓｉＮＣ ＋ ＯＧＤ ／ Ｒ 组；４：ｓｉＧＩＶ ＋ ＯＧＤ ／ Ｒ 组；与对

照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

细胞模型都下调了 ＧＩＶ 的蛋白表达，并伴随 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 等炎症因子的释放增加、ＴＬＲ４ 及 ＴＲＥＭ２ 等信

号分子的激活；此外，在 ＬＰＳ 刺激的 ＢＶ⁃２ 细胞上未

观察到 ＧＩＶ 表达降低的现象。 为进一步地明确 ＧＩＶ
是否参与调控缺血再灌注激活的炎症反应，在干扰

了 ＧＩＶ 的正常培养细胞及氧糖剥夺 －复氧糖的 ＢＶ⁃
２ 细胞中观察到 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的炎症因子的释放

浓度增加。 以上结果可能提示，ＧＩＶ 负调控缺血再

灌注激活的神经炎症反应，且这种调控作用可能是

脑缺血再灌注特异性的。
　 　 ＬＰＳ 是炎症刺激经典的免疫源性物质，在肺纤

维化、急性肺损伤、老年痴呆等炎症应答反应模型中

广泛运用［１０］。 ＬＰＳ 介导的炎症反应导致肠道屏障

受损，而肠壁渗透使过多的致病菌及 ＬＰＳ 循环入

血，随着血液循环可通过受损的血脑屏障进入脑组

织，加重脑组织的损伤［１１］。 其中脑组织中 ＴＬＲ４ 受

体与 ＬＰＳ 结合，进一步激活细胞内相关激酶，是加

重 ＣＩＲＩ 的重要环节；而 ＴＲＥＭ２ 作为小胶质细胞的

激活受体，可被用于调控小胶质细胞状态，从而影响

疾病进程［１２］。 脑缺血再灌注激活的炎症反应是一

个十分复杂的过程，参与并调控其过程的信号通路

或分子众多［１３］。 寻找重要的调控因子对认识脑卒

中或其导致的 ＣＩＲＩ 的病理变化意义深远。 本研究

在缺血再灌注的细胞及动物模型中找到了一个先前

罕见报道分子 ＧＩＶ，但是其介导的具体信号通路分

子未进行深入地探讨分析，这一方面的证据有待进

行后续的深入研究。
综上所述，ＧＩＶ 在再灌注激活的神经炎症反应

中具有负调控作用，但是其具体的机制有待深入探

讨。 为 ＧＩＶ 在脑缺血再灌注激活的神经炎症应答

反应方面积累了一定的实验证据，其可能提示以

ＧＩＶ 为靶点对干预或治疗卒中引起的缺血再灌注损

伤具有重要临床意义。
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