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Ｊａｎｕｓ激酶／信号传导和转录激活蛋白 ３通路阻断对新生大鼠缺氧
缺血性脑病的影响

陈惠军

（新乡医学院附属新乡市中心医院儿科，河南　新乡　４５３０００）

摘要：　目的　探讨Ｊａｎｕｓ激酶／信号传导和转录激活蛋白３（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３）通路阻断对新生大鼠缺氧缺血性脑病
（ＨＩＥ）的影响，为ＨＩＥ的基因治疗提供依据。方法　将７０只 Ｗｉｓｔａｒ新生大鼠随机分为对照组（１０只）、ＨＩＥ组（３０
只）和干预组（３０只）。ＨＩＥ组和干预组新生大鼠制备ＨＩＥ模型，对照组新生大鼠不制备ＨＩＥ模型。干预组新生大鼠
于造模前１０ｍｉｎ腹腔注射ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路阻断剂ＡＧ４９０３ｍｇ·ｋｇ－１。ＨＩＥ组和干预组新生大鼠分别于造模后
６、４８、７２ｈ处死（每组每个时间点处死１０只），对照组新生大鼠于４８ｈ时全部处死，取大脑海马组织，采用苏木精伊
红（ＨＥ）染色观察新生大鼠海马组织病理学改变，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测大鼠海马组织中微小 ＲＮＡ２１
（ｍｉＲ２１）和ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ的表达。结果　ＨＥ染色显示，对照组新生大鼠海马组织中神经元和小胶质细胞的大小、形
态均正常，未见细胞变性及水肿现象；ＨＩＥ组新生大鼠海马组织中神经元体积增大，中度水肿，着色不均；干预组新生
大鼠海马组织中神经元体积增大，中、重度水肿，着色不均，可见细胞核固缩，并见小胶质细胞轻度增生，间质水肿。造

模后６、４８、７２ｈ，ＨＩＥ组和干预组大鼠海马组织中ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），干预
组大鼠海马组织中ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量显著低于ＨＩＥ组（Ｐ＜０．０５）。ＨＩＥ组和干预组大鼠造模后４８ｈ
时海马组织中ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量显著高于造模后６、７２ｈ（Ｐ＜０．０５），ＨＩＥ组和干预组大鼠造模后６ｈ
与造模后７２ｈ时海马组织中ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＨＩＥ新生
大鼠海马组织中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ、ｍｉＲ２１表达升高可能对神经细胞起到应激性保护作用，这一作用可以被 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３
信号传导通路阻断剂ＡＧ４９０阻断。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　 ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ；ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１

　　近年来，对 Ｊａｎｕｓ激酶／信号传导和转录激活因
子（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）通路的研究主要集中在肝
脏、心脏、肾脏及淋巴系统疾病和肿瘤等，而对其在

脑缺血损伤中作用的研究较少［１］。研究显示，ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ通路在调节脑缺血后细胞因子的反应中具有
重要作用，ＳＴＡＴ３可以激活 ｍｉＲ２１的表达，进而影
响细胞存活与发展［２］。新生儿缺氧缺血性脑病

（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＨＩＥ）是各种原因
引起脑组织缺血缺氧，造成神经细胞凋亡与坏死，导

致神经功能低下而成为永久性的损害［３４］。有关

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路在缺血性脑损伤中的作用尚存在争
议，有学者认为其可以发挥保护神经细胞的作

用［５］，也有学者认为其可导致神经细胞凋亡［６］。因

此，探讨ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路在 ＨＩＥ发病机制中的作用
对进一步防治 ＨＩＥ具有重要意义。本研究在建立
新生大鼠ＨＩＥ模型的基础上，观察阻断 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３
通路对新生大鼠 ＨＩＥ发生、发展的影响，为 ＨＩＥ的
基因治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物　７日龄清洁级新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠７０
只，体质量１１～１８ｇ，雌雄不限，由郑州大学实验动
物中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２００７０００１。
１．２　主要试剂与仪器　ＳＴＡＴ３、微小 ＲＮＡ２１
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１，ｍｉＲ２１）（美国 Ａｂｃａｍ公司），ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ３信号通路阻断剂 ＡＧ４９０（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；
实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移
液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＤＹＹＩＩＩ型电泳槽（北
京六一仪器厂），ＳＷＣＪＺＦＤ超净工作台（苏州净化
设备有限公司），３２５型旋转切片机（英国 Ｓｈａｎｄｏｎ
公司），ＮｉｋｏｎＥ４００光学显微镜（日本尼康公司）。

１．３　实验分组与处理　将７０只新生大鼠随机分为
对照组（１０只）、ＨＩＥ组（３０只）和干预组（３０只）。
ＨＩＥ组和干预组新生大鼠根据文献［７］中的方法制
备ＨＩＥ模型：乙醚麻醉新生大鼠，颈部正中切开皮
肤，暴露并结扎左颈总动脉２ｈ，而后恢复２ｈ；然后
置于３７℃恒温水浴缺氧舱中，输入混合气体（含体
积分数８％的氧气和９２％的氮气），２ｈ后取出新生
大鼠，由母鼠喂养。干预组新生大鼠于造模型前

１０ｍｉｎ腹腔注射ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路阻断剂ＡＧ４９０
３ｍｇ·ｋｇ－１。对照组新生大鼠仅行左颈总动脉分
离，不做结扎和缺氧处理。

１．４　组织标本采集　ＨＩＥ组和干预组新生大鼠分
别于造模后６、４８、７２ｈ处死，每组每个时间点处死
１０只；对照组新生大鼠于４８ｈ时全部处死。大鼠行
乙醚麻醉后开胸，经心先后灌注磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）和４０ｇ·Ｌ－１多聚甲
醛，断头，取大脑海马（ＣＡ１区）组织。标本分为 ２
份，一份置于液氮中保存，待行ＰＣＲ检测；另一份用
于组织病理学观察。

１．５　新生大鼠海马组织病理学观察　取海马组织，
置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中固定２４ｈ；常规梯度乙醇
脱水，二甲苯透明；石蜡包埋，切片（片厚约４μｍ），
脱蜡至水；行苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色，脱水透明，中性树胶封片，光镜下观察大鼠海马

组织病理学改变。

１．６　实时荧光定量 ＰＣＲ检测大鼠海马组织中
ｍｉＲ２１和ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ的表达　取适量脑组织，
利用ＴＲＩｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ。反应
体系：ＲＮＡ５μＬ、Ｎ６ＲｎａｄｏｍＰｒｉｍｅｒ０．８μＬ、上游和
下游引物（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，三磷酸脱氧核苷
（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＮＴＰ）０．４μＬ、反
转录酶０．３μＬ、ＲＮａｓｉｎ０．４μＬ、５×缓冲液４μＬ，补
充焦碳酸二乙酯水至２０μＬ。混匀反应液，放入３７℃
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水浴中１ｈ。９４℃３ｍｉｎ灭活反转录酶。ＰＣＲ扩增产
物，反 应 体 系：ｃＤＮＡ 模 板 ５ μＬ、ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０．２ μＬ、上 游 和 下 游 引 物
（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ、１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ、
ＭｇＣｌ２（５０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）０．７μＬ、５０×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
０．１２μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（２５００ｋＵ·Ｌ－１）０．４μＬ，
补充双蒸水至２５μＬ。反应条件：３７℃２ｍｉｎ，９４℃
５ｍｉｎ；９４℃ ２０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，循环重复
４０次。引物序列由北京奥科生物技术有限责任公
司合成，以 Ｕ６作为 ｍｉＲ２１内参，βａｃｔｉｎ作为
ＳＴＡＴ３内参。ｍｉＲ２１引物序列（７０ｂｐ）：上游为５′
ＧＡＡＡＴＧＣＣＴＣＡＣＡＧＣＴＡＴＣＧＴ３′，下游为 ５′ＣＣＴ
ＣＣＡＣＡＡＡＧＡＧＣＣＡＣＣ３′；Ｕ６引物序列（７５ｂｐ）：上
游为 ５′ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，下游为
５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３′；ＳＴＡＴ３引物序列
（３０６ｂｐ）：上游为５′ＡＣＡＧＧＴＴＴＣＣＡＧＣＡＣＧＣ３′，下
游为５′ＣＡＴＣＧＡＧＡＡＡＧＡＧＴＣＴＡＣＧ３′；βａｃｔｉｎ引物
序 列 （１９７ ｂｐ）：上 游 为 ５′ＣＧＴＧＣＡＧＧＣＡＴＣ
ＣＧＧＣＡＣＧＣ３′，下游为 ５′ＴＧＧＣＡＴＡＡＧＧＴＧＡＡＣ
ＡＡＧＴＡＣＡＧ３′。采用 ２－ΔΔＣｔ法［８］分析 ｍｉＲ２１和
ＳＴＡＴ３的相对表达量。
１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两两比
较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组新生大鼠海马组织病理学改变　结果见
图１。对照组新生大鼠海马组织中神经元、小胶质
细胞的大小、形态均正常，未见细胞变性及水肿现

象。造模后４８ｈ，ＨＩＥ组新生大鼠海马组织中神经
元体积增大，中度水肿，着色不均；干预组新生大鼠

海马组织中神经元体积增大，中、重度水肿，着色不

均，可见细胞核固缩，并见小胶质细胞轻度增生，间

质水肿。

Ａ：对照组；Ｂ：ＨＩＥ组造模后４８ｈ；Ｃ：干预组造模后４８ｈ。

图１　３组新生大鼠海马组织病理学改变（ＨＥ染色，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆ
ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．２　３组新生大鼠海马组织中 ｍｉＲ２１和 ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ相对表达量比较　结果见图２、图３和表１。

造模后６、４８、７２ｈ，ＨＩＥ组和干预组大鼠海马组织中
ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；干预组大鼠海马组
织中 ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量显著低于
ＨＩＥ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＨＩＥ组和
干预组大鼠造模后４８ｈ海马组织中 ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于造模后６、７２ｈ，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＨＩＥ组和干预组大鼠造模
后６ｈ与造模后 ７２ｈ海马组织中 ｍｉＲ２１、ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、２、３：ＨＩＥ组造模后７２、４８、６ｈ；４、１２：对照组；５、６、７、８：

Ｕ６；９、１０、１１：干预组造模后７２、４８、６ｈ。

图２　３组新生大鼠海马组织中ｍｉＲ２１的表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆ
ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、５：对照组；２、３、４：ＨＩＥ组造模后６、４８、７２ｈ；６、７、８：干预

组造模后６、４８、７２ｈ。

图３　３组新生大鼠海马组织中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ｍＲＮＡｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
表１　３组新生大鼠海马组织中 ｍｉＲ２１及 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ

表达比较

Ｔａｂ．１　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１ａｎｄ

ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

ａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｍｉＲ２１ ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ
对照组 １０ １．０１±０．２２ １．５２±０．３１
ＨＩＥ组
　　造模后６ｈ １０ ３．８７±５．４２ａ ３．６７±５．１３ａ

　　造模后４８ｈ１０ ６．３３±２．１５ａｃ ５．０１±３．２６ａｃ

　　造模后７２ｈ１０ ３．１６±３．４１ａ ３．２１±０．１２ａ

干预组

　　造模后６ｈ １０ ２．１２±２．４３ａｂ ２．０８±４．１２ａｂ

　　造模后４８ｈ１０ ３．２８±４．６５ａｂｃ ３．０１±３．２６ａｂｃ

　　造模后７２ｈ１０ ２．１８±４．４６ａｂ １．８７±０．１２ａｂ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与ＨＩＥ组比较ｂＰ＜０．０５；与造模后

６、７２ｈ比较ｃＰ＜０．０５。
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３　讨论

缺氧缺血性脑损伤是一个复杂的病理生理过

程，是造成神经细胞损伤坏死的重要原因［９１０］。研

究表明，ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路与缺氧缺血性脑损伤
密切相关，并影响其发展与转归。ＳＴＡＴ３是 ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ信号通路中的关键性基因，在ＨＩＥ、肿瘤、脑损
伤等疾病的发生、发展中起主导作用［１１］。ｍｉＲ２１
是重要的癌基因，在多种肿瘤的发生和发展中呈现

高表达［１２１３］。有研究显示，ＨＩＥ新生儿血清 ｍｉＲ２１
水平升高［４］。采用生物信息学方法对 ｍｉＲ２１和
ＳＴＡＴ３靶向配对，进行相关性的预测，结果发现二者
配对关系密切，ＳＴＡＴ３可以直接激活ｍｉＲ２１［１４１５］。

本研究结果显示，对照组新生大鼠海马组织形

态学正常，ＨＩＥ组和干预组大鼠海马组织出现显著
病理学改变，而干预组大鼠海马组织病理学改变较

ＨＩＥ组更严重；ＨＩＥ组大鼠海马组织中 ＳＴＡＴ３
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，而干预组大鼠
海马组织中ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ相对表达量显著低于ＨＩＥ
组。缺氧缺血后大鼠海马组织中 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号
通路被激活，ＳＴＡＴ３被激活后诱导细胞周期调控基
因与抗凋亡基因的表达；ｍｉＲ２１调控细胞增殖，减
少细胞凋亡；因此，ＳＴＡＴ３和 ｍｉＲ２１表达升高可能
对脑神经细胞起到一定的保护作用；阻断 ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ３信号通路后ＳＴＡＴ３表达降低，失去对ｍｉＲ２１
的有效调控，ｍｉＲ２１也随之降低，此时，受到ｍｉＲ２１
抑制的靶基因如ＰＤＣＤ４、ＰＴＥＮ、ＴＩＭＰ３等表达上调，
脑神经细胞受到ＰＤＣＤ４等基因的调控，出现变性坏
死；因此，阻断ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路可能会对脑组织
造成进一步损害［１６］。本研究结果与 ＬＩＮ等［５］实验

结果基本一致。

综上所述，脑组织缺氧缺血时ＳＴＡＴ３和ｍｉＲ２１
表达上调，其可能对神经细胞起到应激性保护作用，

这一作用可以被 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路阻断剂
ＡＧ４９０阻断。激活 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路有望成为
临床治疗ＨＩＥ的新靶点。
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