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本文引用：李雪花，李文媛，李兴江，等．转录因子Ｋｒüｐｐｌｅ样因子７对新生大鼠海马神经元缺血再灌注损伤的影
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转录因子 Ｋｒüｐｐｌｅ样因子７对新生大鼠海马神经元缺血再灌注
损伤的影响

李雪花１，李文媛２，３，李兴江２，３，孙广大２，３，赵庭琪４，王　莹２，３

（１．阜新市中心医院神经内科，辽宁　阜新　１２３０００；２．牡丹江医学院解剖学教研室，黑龙江　牡丹江　１５７０１１；３．牡
丹江医学院神经组织工程研究所，黑龙江　牡丹江　１５７０１１；４．牡丹江医学院本科 ２０１６级，黑龙江　牡丹江　
１５７０１１）

摘要：　目的　探讨转录因子 Ｋｒüｐｐｌｅ样因子７（ＫＬＦ７）对新生大鼠海马神经元缺血再灌注损伤的影响。方法　
取新生ＳｐｒａｕｇｅＤａｗｌｅｙ大鼠海马组织制备海马神经元单细胞悬液，按每孔１×１０６个细胞接种于聚赖氨酸包被６孔细
胞培养板，细胞贴壁继续培养７ｄ后分为正常组、氧糖剥夺／复氧（ＯＧＤ／Ｒ）组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组。正常组培养７ｄ
的原代大鼠海马神经元按每孔１×１０６个细胞于含胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中进行培养，置于含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱中３７℃下培养３ｄ；ＯＧＤ／Ｒ组培养７ｄ的原代大鼠海马神经元用磷酸盐缓冲液洗３次，用移液器将原培
养液置换为无糖平衡盐溶液，置于三气缺氧细胞培养箱（体积分数１％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２）中３７℃下培养４ｈ，然后

应用 ４．５ｇ·Ｌ－１葡萄糖培养基代替无糖平衡盐溶液，置于含体积分数５％ＣＯ２的常温培养箱中培养２４ｈ；ＯＧＤ／Ｒ＋
ＫＬＦ７组培养成功的ＯＧＤ／Ｒ模型细胞加入ＬｅｎｔｉＫＬＦ７慢病毒进行转染，置于含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中３７℃下
孵育３ｄ。应用倒置相差显微镜观察各组海马神经元的生长状态，实时荧光定量聚合酶链反应检测各组细胞中ＫＬＦ７、
ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和ＢａｘｍＲＮＡ表达，细胞计数试剂盒检测各组细胞活性，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／磺化丙啶双染法检测各
组细胞凋亡情况。结果　３组细胞中ＫＬＦ７、ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量比较差异均有统计学意义
（Ｆ＝２３７．７０２、２４０３１、４７６．５０５、１１２．９００、８９．４６７，Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞中 ＫＬＦ７、ＮＧＦ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量显著高于正常组（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞中 ＫＬＦ７、ＮＧＦ和 Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于 ＯＧＤ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５），Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＢａｘｍＲＮＡ相对表达量显著低于 ＯＧＤ／Ｒ组（Ｐ＜
００５）。正常组、ＯＧＤ／Ｒ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞活性分别为１．０８０±０．０９０、０．４９９±０．０４９和０．７２７±０．１１５，３组
细胞活性比较差异有统计学意义（Ｆ＝４２．７１０，Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞活性显著低于正常组
（Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞活性显著高于ＯＧＤ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）。正常组、ＯＧＤ／Ｒ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞
凋亡率分别为（４０．６±６．３）％、（７６．７±４．３）％和（５８．５±４．４）％，３组细胞凋亡率比较差异有统计学意义（Ｆ＝
３６８２２，Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞凋亡率显著高于正常组（Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞凋
亡率显著低于ＯＧＤ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＫＬＦ７对ＯＧＤ／Ｒ诱导的海马神经元缺血再灌注细胞损伤具有保护作用，
其机制可能与介导ＮＧＦ表达，进而调控Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ细胞凋亡信号通路有关。
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＫＬＦ７，ＮＧＦ，Ｃａｓｐａｓｅ３，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝
２３７．７０２，２４０３１，４７６．５０５，１１２．９００，８９．４６７；Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＫＬＦ７，ＮＧＦ，Ｃａｓｐａｓｅ３，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２
ｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＯＧＤ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＫＬＦ７，ＮＧＦａｎｄＢｃｌ２ｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＢａｘｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ＯＧＤ／Ｒ
ｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐｗａｓ１．０８０±０．０９０，０．４９９±０．０４９ａｎｄ０．７２７±０．１１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝４２．７１０，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅＯＧＤ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐａｎｄ
ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐｗａｓ（４０．６±６．３）％，（７６．７±４．３）％ ａｎｄ（５８．５±４．４）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝３６．８２２，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／ＲｇｒｏｕｐａｎｄＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７ｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＫＬＦ７ｃａｎｐｒｏｔｅｃｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｆｒｏｍ
ＯＧＤ／Ｒｉｎｄｕｃｅｄｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｍｅｄｉａｔｉｎｇＮＧＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｏｆＣａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２ａｎｄＢａｘ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ７；ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　缺血性脑血管病是危害人类健康的常见疾病，
及时恢复缺血区的血供是改善其预后的关键；脑缺

血再灌注是其重要的病理生理阶段，但较长时间的

缺血后再灌注可能进一步加剧脑组织损伤和功能障

碍，即脑缺血再灌注损伤［１３］。心脏骤停、休克、卒

中、麻醉和术中体外循环均可诱发脑缺血再灌注损

伤［４５］。脑缺血再灌注损伤引起神经元损伤的病理

生理机制涉及细胞凋亡等复杂细胞信号通路［６７］，目

前仍不十分清楚，尚缺乏有效的治疗方法。深入探

讨脑缺血再灌注损伤引起神经元损伤的机制有助于

改善缺血再灌注损伤的治疗策略。Ｋｒüｐｐｌｅ样因子
７（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ７，ＫＬＦ７）是与神经疾病密切相
关的转录因子，有研究显示，ＫＬＦ７参与和调控神经
损伤后轴突再生、神经元发育和神经元分化［８１１］。

本课题组前期研究证实，ＫＬＦ７在坐骨神经和脊髓组
织中高表达显著促进周围神经损伤和脊髓损伤的

功能恢复，并发现 ＫＬＦ７能够促进神经损伤后感觉
神经元存活［１２１４］。目前，脑缺血再灌注损伤中

ＫＬＦ７对海马神经元的作用及调控机制未见报道。
本研究通过构建氧糖剥夺／复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）大鼠海马神经元
体外缺血再灌注损伤细胞模型，观察 ＫＬＦ７对
ＯＧＤ／Ｒ细胞活性和细胞凋亡的影响，旨在探讨
ＫＬＦ７在体外对缺血再灌注损伤海马神经元的保
护机制，为临床脑缺血再灌注损伤的治疗提供新

的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物　出生２４ｈ内新生 ＳｐｒａｕｇｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠９只，雌雄不限，体质量１２～１５ｇ，由中国
医科大学实验动物中心提供（许可证号：ＳＣＸＫＬｉａｏ
２００３０００９）。
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１．２　主要试剂与仪器　ＫＬＦ７慢病毒（ＬｅｎｔｉＫＬＦ７，
美国ＡＢＭ公司），ＫＬＦ７、神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ３）、Ｂ淋巴细胞瘤２
（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｇｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关的 Ｘ基因
（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）和甘油醛３磷酸脱
氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）引物（美国Ａｍｂｉｏｎ公司）、细胞计数试剂盒
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｎｅ，ＰＩ）、双苯并咪唑染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２、胰蛋白
酶、达尔伯克改良伊格尔培养基 Ｆ１２（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍＦ１２，ＤＭＥＭ／Ｆ１２）、胎牛血
清（美国Ｓｉｇｍａ公司）、反转录试剂盒、莫洛尼鼠白血
病毒反转录酶（Ｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＭＭＬＶＲＴ）、ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０倒置相差显微镜、ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０
免疫荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），ＣＯ２细胞培
养箱（日本Ｔｈｅｒｍｏ公司），超净工作台（苏州净化设
备有限公司），Ｃ２１三气缺氧细胞培养箱（美国
Ｂｉｏｓｐｈｅｒｉｘ公司），３５５０ＵＶ型酶标仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ
公司）。

１．３　大鼠海马神经元的分离培养　参照文献［６］
的方法分离新生 ＳＤ大鼠海马组织，应用胰蛋白酶
３７℃ 下消化１５ｍｉｎ，用含体积分数１５％胎牛血清
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２终止消化，制成１×１０９Ｌ－１单细胞悬
液，将单细胞悬液按每孔１×１０６个细胞接种于聚赖
氨酸包被６孔细胞培养板，细胞贴壁继续培养 ７ｄ，
备用。

１．４　大鼠海马神经元 ＯＧＤ／Ｒ模型制备　参照文
献［１５］方法制备大鼠海马神经元ＯＧＤ／Ｒ模型。将
培养７ｄ的原代大鼠海马神经元分为正常组、ＯＧＤ／
Ｒ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组，正常组培养７ｄ的原代
大鼠海马神经元按每孔１×１０６个细胞于含胎牛血
清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２中进行培养，置于含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱中３７℃下培养３ｄ。ＯＧＤ／Ｒ组培养
７ｄ的原代大鼠海马神经元用磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌａｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗３次，用移液器
将原培养液置换为无糖平衡盐溶液，在三气缺氧细

胞培养箱（体积分数：１％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２）中
３７℃ 下培养４ｈ，将细胞从三气缺氧细胞培养箱取
出，应用４．５ｇ·Ｌ－１葡萄糖培养基代替无糖平衡盐
溶液，置于含体积分数５％ＣＯ２的常温培养箱中培
养 ２４ｈ。ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组取上述培养成功的
ＯＧＤ／Ｒ模型细胞，每孔在原培养液中加入２μＬ的
ＬｅｎｔｉＫＬＦ７慢病毒进行转染，置于含体积分数 ５％

ＣＯ２的培养箱中３７℃下孵育３ｄ。应用倒置相差显
微镜观察各组海马神经元的生长状态。

１．５　实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测各组细胞中ＫＬＦ７、ＮＧＦ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达　将３组细
胞接种于 ６孔板中，每孔 １×１０６个细胞，应用
ＴＲＩｚｏｌ提取液提取各组细胞总 ＲＮＡ，并用反转录试
剂盒和反转录酶反转录 ｃＤＮＡ。反应体系：１０μＬ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，２μＬ引物和 ８μＬ
ｃＤＮＡ。ＫＬＦ７上游引物序列为 ５′ＴＴＴＣＣＴＧＧＣ
ＡＧＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣ３′，下游引物序列为 ５′ＧＧＧＴＣ
ＴＧＴＴＴＧＴＴＴＧＴＣＡＧＴＣＴＧＴＣ３′；ＮＧＦ上游引物序列
为５′ＣＧＧＴＣＴＴＣＣＣＧＣＣＣＴＡＧＣＣＴＧ３′，下游引物序
列为 ５′ＡＴＴＴＧＣＡＣＧＣＣＧＣＴＣＣＴＴＴＧＣ３′；Ｃａｓｐａｓｅ３
上游 引 物 序 列 为 ５′ＴＧＧＡＡＣＡＡＡＴＧＧＡＣＣＴＧＴ
ＴＧＡＣＣ３′，下游引物序列为 ５′ＡＧＧＡＣＴＣＡＡＡＴ
ＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＣＣ３′；Ｂｃｌ２上游引物序列为 ５′
ＴＴＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＧＧＧＧＴＣ３′，下游引物序列为
５′ＴＧＣＡＴＡＴＴＴＧＴＴＴＧＧＧＧＣＡＧＧ３′；Ｂａｘ上游引物
序列为 ５′ＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧ３′，下游
引 物 序 列 为 ５′ＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴ３′；
ＧＡＰＤＨ上游引物序列为 ５′ＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＧＧＧ
ＴＣＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣ３′，下游引物序列为５′ＣＡＴＧＧＣＴ
ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡ３′。实验重复６次，利用
２－△△Ｃｔ方法分析各组细胞 ＫＬＦ７、ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量。
１．６　流式细胞术检测各组细胞活性　将３组细胞
接种于６孔板中，每孔 １×１０６个细胞，每孔加入
１０μＬＣＣＫ８溶液培养２ｈ，应用酶标仪检测各组细
胞于４５０ｎｍ处的吸光度值［１６］，观察细胞活性。

１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染法检测各组细胞凋亡
率　将３组细胞接种于６孔板中，每孔１×１０６个细
胞，用 １ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液 ３７℃下孵育
３０ｍｉｎ，ＰＩ室温孵育１５ｍｉｎ［１７］，在ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０免
疫荧光显微镜下用紫外光激发，计数细胞凋亡率，细

胞凋亡率＝凋亡细胞数／细胞总数×１００％。
１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
单因素方差分析和多重极差检验，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　３组海马神经元形态学　倒置相差显微镜下
观察可见，正常组海马神经元突起生长明显，相互交

织呈网络样结构（图１Ａ）。ＯＧＤ／Ｒ组海马神经元数
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量显著减少，突起萎缩，网络样结构受损（图１Ｂ）。
ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组较 ＯＧＤ／Ｒ组海马神经元数量增

多，突起数量增加，网络样结构受损情况改善（图

１Ｃ）。

Ａ：正常组；Ｂ：ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ：ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组。

图１　３组海马神经元形态（倒置相差显微镜，×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｉｎｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００）

２．２　３组细胞中 ＫＬＦ７、ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量比较　结果见表１。３组
细胞中 ＫＬＦ７、ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
相对表达量比较差异均有统计学意义 （Ｆ＝
２３７７０２、２４．０３１、４７６．５０５、１１２．９００、８９．４６７，Ｐ＜
００５）。ＯＧＤ／Ｒ组和 ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞中

ＫＬＦ７、ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达
量显著高于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞中ＫＬＦ７、ＮＧＦ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
相对表达量显著高于 ＯＧＤ／Ｒ组，Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ相对表达量显著低于 ＯＧＤ／Ｒ组，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。

表１　３组细胞中ＫＬＦ７、ＮＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＬＦ７，ＮＧＦ，Ｃａｓｐａｓｅ３，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｍＲＮＡａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＫＬＦ７ｍＲＮＡ ＮＧＦｍＲＮＡ Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ ＢａｘｍＲＮＡ

正常组 ６ ０．１０１±０．０４５ ０．０３２±０．００９ ０．０８６±０．０６３ ０．０３７±０．０１８ ０．１２８±０．０９７

ＯＧＤ／Ｒ组 ６ ０．３３８±０．０５３ａ ０．１５４±０．０３７ａ ０．４７６±０．０６２ａ １．３８８±０．０４７ａ ２．０６７±０．１２０ａ

ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组 ６ １．０２０±０．０６０ａｂ ０．２８５±０．０６７ａｂ ０．８４０±０．１０６ａｂ ０．４３７±０．０９７ａｂ １．２１０±０．２２７ａｂ

　　注：与正常组比较ａＰ＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ组比较ｂＰ＜０．０５。

２．３　３组细胞活性比较　正常组、ＯＧＤ／Ｒ组、ＯＧＤ／
Ｒ＋ ＫＬＦ７组细胞活性分别为 １．０８０±０．０９０、
０．４９９±０．０４９和０．７２７±０．１１５，３组细胞活性比较
差异有统计学意义（Ｆ＝４２７１０，Ｐ＜００５）。ＯＧＤ／Ｒ
组和ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞活性显著低于正常组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细
胞活性显著高于 ＯＧＤ／Ｒ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。

２．４　３组细胞凋亡率比较　结果见图２。正常组、
ＯＧＤ／Ｒ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞凋亡率分别为
（４０．６±６３）％、（７６．７±４．３）％和（５８．５±４．４）％，
３组细胞凋亡率比较差异有统计学意义（Ｆ＝
３６８２２，Ｐ＜００５）。ＯＧＤ／Ｒ组和ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组
细胞凋亡率显著高于正常组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞凋亡率显著低于
ＯＧＤ／Ｒ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：正常组；Ｂ：ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ：ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组。

图２　３组细胞凋亡情况（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染法，×２００）
Ｆｉｇ．２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
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３　讨论

转录因子在许多神经系统疾病的发病过程中发

挥至关重要的调控作用。研究发现，多种转录因子

及其相关基因信号网络在缺血性脑损伤过程中具有

调控作用，能够显著促进脑卒中动物神经血管功能

恢复［１８１９］。ＫＬＦ属于锌指家族的转录因子，由 １７
个成员组成，在细胞生长、分化、增殖、迁移、凋亡、代

谢和炎症反应中具有不同的调节功能［２０］。研究表

明，ＫＬＦ参与调控多种人类疾病，包括癌症、糖尿病、
肥胖、心血管疾病和炎症性疾病等［１１］。

ＫＬＦ家族在中枢神经系统中广泛表达［８］。目

前，ＫＬＦ在中枢神经系统细胞中的表达对神经损伤
后神经元存活和增殖的作用尚不清楚。有研究表

明，ＫＬＦ能够调控视网膜神经节细胞和皮层神经元
轴突生长能力，其中 ＫＬＦ４和 ＫＬＦ９能抑制轴突再
生［２１］，而 ＫＬＦ６和 ＫＬＦ７能促进轴突生长［８］。研究

表明，ＫＬＦ１１可作为一种过氧化物酶体增殖物激活
受 体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）调控因子，通过 ＰＰＡＲγ介导发挥脑
血管保护作用［２２］。ＫＬＦ２可作为一种脑卒中保护因
子，通过调节血脑屏障促进脑血管功能［２０］。而

ＫＬＦ７在１７个 ＫＬＦ家族成员中具有独特的神经再
生功能，调控神经损伤后轴突再生及神经元发育、分

化和存活［１１］。然而，ＫＬＦ７在调节脑血管病发病机
制中的作用和机制仍不清楚。

本研究发现，ＯＧＤ／Ｒ组海马神经元数量较正常
组显著减少，突起萎缩，网络样结构受损，说明成功

构建了ＯＧＤ／Ｒ体外缺血再灌注损伤细胞模型。而
应用 ＫＬＦ７慢病毒转染能够有效增加 ＯＧＤ／Ｒ体外
缺血再灌注损伤海马神经元数量和神经突起生长，

改善网络样结构形成。另外，本研究结果显示，

ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞活性较 ＯＧＤ／Ｒ组显著升
高，而细胞凋亡率较 ＯＧＤ／Ｒ组显著降低，提示
ＫＬＦ７对海马神经元缺血再灌注损伤具有保护作用，
推测 ＫＬＦ７是一种参与调控 ＯＧＤ／Ｒ诱导的神经元
损伤的转录因子。

本课题组前期研究显示，ＫＬＦ７能通过调控下游
靶基因ＮＧＦ信号通路，显著促进周围神经损伤和脊
髓损伤的功能恢复，ＮＧＦ为 ＫＬＦ７下游靶基因，
ＫＬＦ７表达与ＮＧＦ表达具有显著正相关性，ＫＬＦ７通
过调控ＮＧＦ表达而调控神经再生微环境［１４］。本研

究发现，与正常组和ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７
组细胞ＫＬＦ７和ＮＧＦｍＲＮＡ相对表达量显著增高，
证实ＫＬＦ７慢病毒转染显著促进细胞内ＫＬＦ７表达，
上调ＮＧＦ表达，因此，推测 ＫＬＦ７通过调控 ＮＧＦ对

ＯＧＤ／Ｒ诱 导 的 神 经 元 损 伤 发 挥 保 护 作 用。
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ是调控神经元凋亡的重要途
径，本研究发现，ＯＧＤ／Ｒ＋ＫＬＦ７组细胞Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
表达显著高于ＯＧＤ／Ｒ组，而Ｃａｓｐａｓｅ３和ＢａｘｍＲＮＡ
表达显著降低，推测ＫＬＦ７调节脑血管发病机制可能
与介导ＮＧＦ信号通路，进而调控Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ细胞凋亡信号通路有关。

综上所述，ＫＬＦ７对 ＯＧＤ／Ｒ诱导的海马神经元
缺血再灌注损伤有保护作用，其机制可能与介导

ＮＧＦ表达，进而调控 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ细胞凋
亡信号通路有关。
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