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创伤性脑损伤大鼠半暗带脑组织中 Ｅｌｋ１的表达及作用
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摘要：　目的　探讨创伤性脑损伤（ＴＢＩ）大鼠半暗带脑组织中ＥＴＳ结构域包含蛋白Ｅｌｋ１的表达及作用。方法　
将８０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为假手术组、ＴＢＩ组、ＴＢＩｓｉＲＮＡ组和ＴＢＩ空病毒载体组，每组２０只。ＴＢＩ组、ＴＢＩ
ｓｉＲＮＡ组和ＴＢＩ空病毒载体组大鼠建立中度液压脑损伤模型，假手术组大鼠手术步骤与 ＴＢＩ组、ＴＢＩｓｉＲＮＡ组和 ＴＢＩ
空病毒载体组相同，但未实施液压冲击。ＴＢＩｓｉＲＮＡ组及 ＴＢＩ空病毒载体组大鼠于造模前２４ｈ分别经侧脑室注射
１０μＬＥｌｋ１ｓｉＲＮＡ慢病毒表达载体和空病毒载体，假手术组和 ＴＢＩ组大鼠经侧脑室注射１０μＬ磷酸盐缓冲液。各组
大鼠分别于脑损伤后１２、２４、７２ｈ采用Ｓｈａｐｉｒａ和Ｗａｈｌ脑损伤神经功能评分法评估神经功能，神经功能评估后快速断
头处死大鼠（每个时间点每组选取５只大鼠），取脑组织，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测脑组织中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ
表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脑组织中Ｅｌｋ１蛋白表达，比色法检测脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３活性；各组大鼠脑损伤后２４ｈ选取
５只大鼠断头取脑组织，采用ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅ染色法计数坏死神经元。结果　大鼠脑损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ空病毒载体
组、ＴＢＩ组大鼠神经功能评分显著低于假手术组（Ｐ＜０．０５），ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠神经功能评分高于 ＴＢＩ空病毒载体组
和ＴＢＩ组（Ｐ＜０．０５），ＴＢＩ空病毒载体组与ＴＢＩ组大鼠神经功能评分比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。大鼠脑损伤
后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ组和ＴＢＩ空病毒载体组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量显著高于假手术
组（Ｐ＜０．０５），ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠损伤半暗带脑组织中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量显著低于 ＴＢＩ组和 ＴＢＩ空病毒
载体组（Ｐ＜０．０５），ＴＢＩ空病毒载体组与ＴＢＩ组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。脑损伤后２４ｈ，假手术组、ＴＢＩ组、ＴＢＩ空病毒载体组和ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠大脑皮层坏死神经
元数目分别为４．０±１．０、３２．０±４．０、３３．０±３．０、１６．０±２．０，ＴＢＩ组、ＴＢＩ空病毒载体组大鼠大脑皮层半暗带坏死神经
元数目显著多于假手术组（Ｐ＜０．０５），ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠大脑皮层坏死神经元数目显著少于ＴＢＩ组和ＴＢＩ空病毒载体
组（Ｐ＜０．０１），ＴＢＩ组与ＴＢＩ空病毒载体组大鼠大脑皮层半暗带坏死神经元数目比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
脑损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ空病毒载体组、ＴＢＩ组大鼠大脑皮层半暗带脑组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于假手术组
（Ｐ＜０．０５），ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著低于ＴＢＩ组和 ＴＢＩ空病毒载体组（Ｐ＜０．０５），
ＴＢＩ空病毒载体组与ＴＢＩ组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３活性比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　Ｅｌｋ１
在ＴＢＩ大鼠损伤半暗带脑组织中表达上调，抑制Ｅｌｋ１表达可减轻损伤半暗带神经元坏死，改善神经功能。
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ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ａｔ１２，２４ａｎｄ７２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｌｋ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｌｋ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＴＢＩｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｅｍｐｔｙ
ｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｌｋ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒ
ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ＴＢＩｇｒｏｕｐ，
ＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓ４．０±１．０，３２．０±４．０，３３．０±３．０ａｎｄ１６．０±２．０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅ
ＴＢＩｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓ
ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ
ｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ａｔ１２，２４，７２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ｔｈｅＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｉｎ
ｔｈｅＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅ
Ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＴＢＩｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＴＢＩｇｒｏｕｐａｎｄ
ＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎ
ｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＴＢＩｅｍｐｔｙｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｌｋ１
ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆＴＢＩｒａｔｓ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇＥｌｋ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｎｅｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａ；ＥＴＳｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；Ｅｌｋ１；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｎｅｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）后数
小时至数天的继发性脑损伤（ｓｅｃｏｎｄａｒｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，
ＳＢＩ）的变化与发展决定伤情及预后［１］。ＳＴＯＦＦＥＬ
等［２］研究显示，ＴＢＩ后２４ｈ内损伤灶体积可扩大至
１．５倍，炎症、兴奋性氨基酸毒性作用及代谢紊乱等
是损伤灶增大的主要原因，ＴＢＩ后 ＳＢＩ动态演变形
成的损伤半暗带是实验研究的焦点及临床治疗靶

点。有研究显示，损伤中心灶周边存在血流／代谢不
匹配区域，证实了损伤半暗带的存在，损伤半暗带代

谢／血流紊乱，距离损伤灶越近的脑组织，其血流量、
氧解离分数、脑氧代谢率和葡萄糖脑代谢率越低，并

呈现时间依赖性［３］。研究显示，约９０％的 ＴＢＩ病程
中呈现缺血性脑血管事件，伤后２４ｈ内脑血流量降
低约５０％，损伤中心灶及半暗带血流量均减少，但
距中心灶远隔区域的血流量则逐渐增加，且与距离

呈正比［４］。ＳＡＬＶＡＤＯＲ等［５］研究显示，神经元氧

葡萄糖剥夺（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）是ＴＢＩ
后出现半暗带最关键的病理机制。ＥＴＳ结构域包含
蛋白Ｅｌｋ１是可被磷酸化并促进转录活性，调节细胞
增殖、凋亡、分化的转录因子，在人微血管内皮细胞

内由缺氧激活，Ｅｌｋ１过表达可诱导原代神经元坏
死，抑制Ｅｌｋ１表达可减少氧化型低密度脂蛋白诱导
的内皮细胞凋亡［６］。研究显示，大鼠大脑皮层神经

元ＯＧＤ后２４ｈＥｌｋ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著升高，
大脑中动脉栓塞大鼠大脑皮层中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ表达
也显著升高，抑制Ｅｌｋ１表达可显著减轻大脑皮层神
经元损伤［７］。本研究进一步探讨ＴＢＩ大鼠损伤半暗
带脑组织中ＥｌＫ１的表达及作用，旨在为ＴＢＩ临床研
究提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　８０只４月龄无特定病原级
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雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠购自河南科技大学实验动
物中心，体质量３０５～３３５（３２０．０±１５．０）ｇ；饲养于
１２ｈ／１２ｈ明暗交替环境，温度保持在 ２５℃；术前
１２ｈ禁食，６ｈ禁水。将大鼠随机分为假手术组、ＴＢＩ
组、ＴＢＩｓｉＲＮＡ组和ＴＢＩ空病毒载体组，每组２０只。
１．２　主要试剂与仪器　Ｅｌｋ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体购
自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，Ｅｌｋ１ｓｉＲＮＡ购
自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＴＲｉｚｏｌ试剂和聚二氟乙烯
（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司，反转录试剂盒购自大连ＴａｋａｒａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司，聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩
增试剂盒和磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）引物购自上海生工
生物工程股份有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，二喹啉甲酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒购自美国
Ｐｉｅｒｃｅ公司，抗 ＧＡＰＤＨ、抗 Ｅｌｋ１抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；脑立体定位仪购自上海玉
研科学仪器有限公司，液压脑损伤仪购自美国弗吉尼

亚大学医学工程部，微量注射立体定向仪、动物用呼

吸机购自美国ＫｅｎｔＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，动物多导生理记
录仪购自美国Ｂｉｏｐａｃ公司，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０全自动定
量ＰＣＲ系统购自美国Ｒｏｃｈｅ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　大鼠中度液压脑损伤模型的建立　ＴＢＩ组、
ＴＢＩｓｉＲＮＡ组和 ＴＢＩ空病毒载体组大鼠参照文献
［８］方法建立中度液压脑损伤模型（图１）。大鼠以
２０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠（５０ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔注射麻
醉，头部固定于动物立体定位仪，备皮消毒。头皮正

中切口２．５ｃｍ，剥离骨膜，前囟人字缝尖连线中点
偏左４ｍｍ颅骨钻孔，骨窗直径约４．８ｍｍ，暴露完整
硬脑膜。颅骨固定螺丝２枚，置入内径２．６ｍｍ打
击管，牙科骨水泥牢固固定后缝合、消毒头皮切口。

对侧剪毛后消毒头部皮肤，定位右侧尾侧至前囟点

０．８ｍｍ处，中线旁开１．５ｍｍ，颅骨下２．０ｍｍ置入
内径０．７ｍｍ不锈钢导管，将内径０．３５ｍｍ注射导管
插入颅骨下５ｍｍ处右侧脑室，微量注射泵连接注
射导管。手术结束后将大鼠置于动物间饲养，光照／
黑暗＝１２ｈ／１２ｈ，自由进食、水。术后 ２４ｈ给予乙
醚吸入，气管插管，股动脉置管，动物多导生理记录

仪监测动物血压、心率变化。动物出现夹足反应时，

使用液压脑损伤仪（压力 １．９～２．０ａｔｍ，１ａｔｍ＝
１０１．３２５ｋＰａ）造成中度脑损伤。打击后即刻给予呼
吸机辅助通气，至自主呼吸完全恢复。手术过程中

使用温度计和脑温仪监测肛温和颞肌温度。假手术

组大鼠仅放置液压打击管及侧脑室注射导管模拟打

击步骤而不实施打击。假手术组大鼠手术步骤与

ＴＢＩ组、ＴＢＩｓｉＲＮＡ组和 ＴＢＩ空病毒载体组相同，但
未实施液压冲击。手术过程中使用加热毯维持大鼠

体温正常。

Ａ：液压脑损伤打击管植入；Ｂ：液压伤后呼吸机辅助呼吸。

图１　大鼠液压脑损伤模型制作
Ｆｉｇ．１　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｈｙｄｒａｕｌｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ

１．３．２　Ｅｌｋ１ｓｉＲＮＡ慢病毒表达载体构建及在体转
染　参照文献［７］方法构建Ｅｌｋ１ｓｉＲＮＡ慢病毒表达
载体。Ｅｌｋ１ｓｉＲＮＡ（５′ＡＡＣＣＡＣＣＣＧＣＣＡＣＴＣＴＴＣＣＴ
３′）的慢病毒表达载体与空慢病毒载体５μＬ，应用
在体转染试剂稀释相同体积至 １０μＬ；脑损伤前
２４ｈ，使用微量注射器分别对 ＴＢＩｓｉＲＮＡ组及 ＴＢＩ
空病毒载体组大鼠侧脑室缓慢注射Ｅｌｋ１ｓｉＲＮＡ慢病
毒表达载体和空慢病毒载体，注射速度１μＬ·ｍｉｎ－１，
注射结束后导管留置３０ｓ，防止药物倒流。假手术
组和ＴＢＩ组大鼠侧脑室同样方法注射１０μＬ磷酸盐
缓冲液。

１．３．３　神经功能评估　分别于ＴＢＩ后１２、２４、７２ｈ，
每组选取５只大鼠，采用 Ｓｈａｐｉｒａ和 Ｗａｈｌ大鼠脑损
伤神经功能评分法［８］评估神经功能，评分越高，表

明神经功能越好。

１．３．４　标本取材　各组大鼠分别于脑损伤１２、２４、
７２ｈ行神经功能评估后快速断头处死（每个时间点
每组选取５只大鼠），完整取出脑组织，于冰块上围
绕损伤中心灶迅速分离大脑皮层损伤半暗带组织

（图２），准确标记并保存在清洁 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管内，迅
速置于液氮（－１９０℃）中保存备检。

Ａ：大鼠脑大体标本，箭头所指为取材部位；Ｂ：病理标本（苏木精伊

红染色，×２０）；箭头所指为取材部位。

图２　大鼠脑组织取材部位
Ｆｉｇ．２　Ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｏｆｒａｔｓ

１．３．５　实时荧光定量 ＰＣＲ检测大鼠脑组织中
Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ表达　应用 ＴＲＩｚｏｌ提取脑组织总
ＲＮＡ，使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ第１链 ｃＤＮＡ合成试剂盒
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反向转录为ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板进行扩增。Ｅｌｋ１
正 义 链 引 物 序 列 为 ５′ＧＴＡＧＡＡＧＧＧＣＣＣＡＡＧ
ＧＡＡＧＡＧＴＴＧ３′，反义链引物序列为５′ＣＴＧＧＧＣＧＣＴ
ＧＣＣＡＣＴＧＧＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧＡＡ３′。以 ＧＡＰＤＨ为内
参，其正义链引物序列为５′ＣＧＴＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧ
ＧＡＧＡ３′，反义链引物序列为５′ＣＧＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡ
ＣＡＧＴＴＴ３′。使用ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０进行实时荧
光定量 ＰＣＲ检测，采用２ΔΔＣｔ法计算 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ相
对表达量。

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠脑组织中 Ｅｌｋ１蛋
白表达　取脑损伤后１２、２４、７２ｈ各组大鼠脑组织，
应用三去污裂解液匀浆，吸出上清液，ＢＣＡ法蛋白
定量。１００ｇ·Ｌ－１十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶电泳，转膜，封闭。分别加一抗（Ｅｌｋ１：１７００，
ＧＡＰＤＨ：１５００）、二抗（１１０００）孵育，增强化学
发光法显影成像，Ｌａｂｗｏｒｋ４．０图像分析软件扫描，
蛋白表达量以目标蛋白吸光度与 ＧＡＰＤＨ吸光度比
值表示。

１．３．７　ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅ染色法计数坏死神经元　大鼠
脑损伤后２４ｈ（每组取５只），应用１００ｇ·Ｌ－１水合
氯醛腹腔注射麻醉，快速暴露心脏剪开右心耳，灌注

针经左心室插入至升主动脉，恒速泵灌注２００ｍＬ冰
生理盐水后再灌注４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液４００ｍＬ。
断头取脑组织，自头端前囟点开始做２ｍｍ冠状切
面并准确标记；制作损伤半暗带脑组织石蜡切片

（厚约 ６μｍ）。参照文献［８］方法，应用 ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅ
染色液对坏死神经元进行染色并计数。

１．３．８　比色法检测大鼠半暗带脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３
活性　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测参照文献［８］方法进行。
取脑损伤后１２、２４、７２ｈ各组大鼠脑组织，匀浆。９６
孔板中用５０μＬ匀浆液与５０μＬ缓冲液混合。室温
下使用分光光度仪（激发光３８０ｎｍ，发射光４６０ｎｍ）
检测底物片段，降解产物每 ２ｍｉｎ检测 １次，持续
１～２ｈ，根据整体反应曲线计算最大反应速度，７氨
基４甲基香豆素标准反应曲线在同样反应缓冲液
中检测，每个样本检测３次，取均值。
１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据统
计与分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两
两比较采用ｔ检验，多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。

２　结果

２．１　４组大鼠神经功能评分比较　结果见表１。大
鼠脑损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ空病毒载体组、ＴＢＩ组

大鼠神经功能评分显著低于假手术组，ＴＢＩｓｉＲＮＡ
组大鼠神经功能评分高于ＴＢＩ空病毒载体组和 ＴＢＩ
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＴＢＩ空病毒载
体组与ＴＢＩ组大鼠神经功能评分比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。
表１　不同时间点４组大鼠神经功能评分比较
Ｔａｂ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｅｕｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｃｏｒｅｓｏｆｒａｔｓ
ａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
神经功能评分

脑损伤后１２ｈ 脑损伤后２４ｈ 脑损伤后７２ｈ

假手术组 ５ ８．８５±０．１１ ８．８８±０．１２ ８．８２±０．１１
ＴＢＩ组 ５ ６．２５±１．１１ａ ６．３３±０．１２ａ ６．７０±０．４１ａ

ＴＢＩ空病毒载体组 ５ ６．２１±１．０１ａ ６．３０±１．１１ａ ６．８０±０．３１ａ

ＴＢＩｓｉＲＮＡ组 ５ ７．７５±０．２１ｂ ７．８３±０．１２ｂ ８．２１±０．６１ｂ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５；与ＴＢＩ空病毒载体组及ＴＢＩ组比

较ｂＰ＜０．０５。

２．２　４组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及
蛋白相对表达量比较　结果见表２和图３。大鼠脑
损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ组和 ＴＢＩ空病毒载体组大
鼠损伤半暗带脑组织中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表
达量显著高于假手术组，ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠损伤半
暗带脑组织中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量显著
低于ＴＢＩ组和ＴＢＩ空病毒载体组，差异均有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；ＴＢＩ空病毒载体组与 ＴＢＩ组大鼠
损伤半暗带脑组织中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达
量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表２　不同时间点 ４组大鼠损伤半暗带脑组织中 Ｅｌｋ１
ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｌｋ１ｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ Ｅｌｋ１蛋白
假手术组

　　脑损伤后１２ｈ ５ １．４±０．３ １．１±０．２
　　脑损伤后２４ｈ ５ １．５±０．１ １．０±０．２
　　脑损伤后７２ｈ ５ １．３±０．１ １．１±０．１
ＴＢＩ组
　　脑损伤后１２ｈ ５ ５．６±１．２ａ ３．５±１．０ａ

　　脑损伤后２４ｈ ５ ６．１±１．１ａ ３．８±１．１ａ

　　脑损伤后７２ｈ ５ ５．８±１．０ａ ３．９±１．０ａ

ＴＢＩ空病毒载体组
　　脑损伤后１２ｈ ５ ５．５±１．１ａ ３．８±１．１ａ

　　脑损伤后２４ｈ ５ ５．３±１．０ａ ３．６±１．０ａ

　　脑损伤后７２ｈ ５ ５．２±１．２ａ ３．６±１．１ａ

ＴＢＩｓｉＲＮＡ组
　　脑损伤后１２ｈ ５ １．８±０．２ｂ １．２±０．２ｂ

　　脑损伤后２４ｈ ５ １．７±０．１ｂ １．３±０．１ｂ

　　脑损伤后７２ｈ ５ １．７±０．２ｂ １．２±０．１ｂ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５；与ＴＢＩ组和ＴＢＩ空病毒载体组比

较ｂＰ＜０．０５。
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图３　大鼠中度液压脑损伤后皮层半暗带 Ｅｌｋ１蛋白的表达

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｌｋ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｏｒｔｅｘｃｏｎｔｕｓｉｏｎ

ｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｍｏｄｅｒａｔｅｈｙｄｒａｕｌｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．３　４组大鼠大脑皮层坏死神经元数目比较　结
果见图４。脑损伤后２４ｈ，假手术组、ＴＢＩ组、ＴＢＩ空
病毒载体组和ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠大脑皮层坏死神经
元数目分别为４．０±１．０、３２．０±４．０、３３．０±３．０、
１６．０±２．０；ＴＢＩ组、ＴＢＩ空病毒载体组大鼠大脑皮层
半暗带坏死神经元数目显著多于假手术组，ＴＢＩｓｉＲ
ＮＡ组大鼠大脑皮层坏死神经元数目显著少于 ＴＢＩ
组和 ＴＢＩ空病毒载体组，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；ＴＢＩ组与 ＴＢＩ空病毒载体组大鼠大脑
皮层半暗带坏死神经元数目比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

Ａ：ＴＢＩ组；Ｂ：ＴＢＩｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＴＢＩ空慢病毒载体组；Ｄ：假手术组。

图４　大鼠液压脑损伤后２４ｈ半暗带脑组织病理组织学变化（ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅ染色，×４０）

Ｆｉｇ．４　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｒａｔｅｈｙｄｒａｕｌｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ（Ｆｌｕｏｒｏ

Ｊａｄｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×４０）

２．４　４组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３活性
比较　结果见表３。脑损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ空病
毒载体组、ＴＢＩ组大鼠大脑皮层半暗带脑组织中
Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于假手术组，ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大
鼠损伤半暗带脑组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著低于
ＴＢＩ组和ＴＢＩ空病毒载体组，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；ＴＢＩ空病毒载体组与 ＴＢＩ组大鼠损伤
半暗带脑组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。
表３　４组大鼠损伤半暗带脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３活性比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｏｎｔｕｓｉｏｎｐｅ

ｎｕｍｂｒａｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
Ｃａｓｐａｓｅ３活性

脑损伤后１２ｈ 脑损伤后２４ｈ 脑损伤后７２ｈ
假手术组 ５ ２．４±０．５ ２．５±０．４ ２．３±０．４
ＴＢＩ组 ５ １１．０±２．２ａ ２１．０±２．１ａ １９．０±１．８ａ

ＴＢＩ空病毒载体组 ５ １１．９±２．１ａ ２１．３±２．０ａ １９．２±１．７ａ

ＴＢＩｓｉＲＮＡ组 ５ ７．０±１．２ｂ １３．１±１．９ｂ １０．１±１．２ｂ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０５；与ＴＢＩ空病毒载体组及ＴＢＩ组比

较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

ＴＢＩ后脑血管自动调节功能受损致脑组织缺血

缺氧是ＳＢＩ发病机制的重要环节，原发性神经血管
单元损伤伴随局部血流与代谢不匹配，触发系列细

胞毒性病理级联反应启动 ＳＢＩ，呈现出时间空间动
态进展的特征，主要表现为损伤局部血流量降低及

脑部压力自动调节功能丧失，脑血流量与代谢显著

不匹配［９］。损伤中心灶与半暗带是解剖学毗邻而

病理学反应及临床转归截然不同的２个区域，半暗
带是ＳＢＩ随时间发生、发展的核心区域，在损伤数小
时到数天时间内体积扩大，临床表现进行性加重，脑

损伤体积也与预后密切相关［１０］。组织学研究显示，

半暗带损伤相对较轻，以神经细胞凋亡为主，而细胞

变性坏死较轻，表现为神经元固缩并随时间进展逐

渐加重，脑损伤后１ｈ损伤中心灶周围可见早期凋
亡神经元，脑损伤后１２ｈ细胞凋亡可达到高峰，越
远离中心灶凋亡越显著［１１］。本研究结果显示，大鼠

脑损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ组、ＴＢＩ空病毒载体组大
鼠大脑皮层半暗带脑组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高
于假手术组，ＴＢＩ组，ＴＢＩ空病毒载体组大鼠神经功
能评分显著低于假手术组；脑损伤后２４ｈ，ＴＢＩ组、
ＴＢＩ空病毒载体组大鼠大脑皮层半暗带坏死神经元
数目显著多于假手术组；提示 ＴＢＩ大鼠损伤半暗带
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神经元凋亡增加，大鼠神经功能下降。

ＮＥＵＨＡＵＳ等［１２］研究显示，ＯＧＤ是 ＴＢＩ后半暗
带的主要损伤机制，ＯＧＤ导致的脑血管内皮细胞破
坏、紧密连接蛋白减少及炎性因子增加等较原发机

械损伤更显著。研究显示，大脑皮层神经元ＯＧＤ损
伤后Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ和蛋白质表达均显著增加，神经元
活力降低，Ｃａｓｐａｓｅ３活性增加，低密度脂蛋白渗漏，
丙二醛和超氧化物歧化酶水平升高；而沉默Ｅｌｋ１基
因表达能够减轻 ＯＧＤ损伤后的神经元凋亡，降低
Ｃａｓｐａｓｅ３活性，减少低密度脂蛋白渗漏，降低丙二
醛和超氧化物歧化酶水平，增加神经元活力［７］。

ＱＩＮ等［１３］研究发现，Ｅｌｋ１是一种可在人微血管内皮
细胞中被缺氧激活的转录因子，Ｅｌｋ１过表达诱导原
代神经元凋亡，Ｅｌｋ１沉默可抑制氧化低密度脂蛋白
诱导的内皮细胞凋亡。ＧＡＪＡＶＥＬＬＩ等［１４］研究表

明，核因子 Ｅ２相关因子 ２（ＮＦＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，
Ｎｒｆ２）是氧化应激反应抑制剂，Ｎｒｆ２敲除小鼠加重
ＴＢＩ的氧化应激损伤，ＴＢＩ能激活 Ｎｒｆ２／抗氧化反应
元通路，激活后转移至细胞核内，导致下游细胞保护

蛋白表达增加，增加细胞对氧化应激损伤的耐受性。

本研究结果显示，大鼠脑损伤后１２、２４、７２ｈ，ＴＢＩ组
和ＴＢＩ空病毒载体组大鼠损伤半暗带脑组织中
Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量显著高于假手术组，
ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠损伤半暗带脑组织中 Ｅｌｋ１ｍＲＮＡ
及蛋白相对表达量显著低于ＴＢＩ组和ＴＢＩ空病毒载
体组；ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠损伤半暗带脑组织中
Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著低于 ＴＢＩ组和 ＴＢＩ空病毒载体
组，ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大鼠神经功能评分高于 ＴＢＩ空病
毒载体组和ＴＢＩ组；脑损伤后２４ｈ，ＴＢＩｓｉＲＮＡ组大
鼠大脑皮层半暗带坏死神经元数目显著少于ＴＢＩ组
和ＴＢＩ空病毒载体组；提示Ｅｌｋ１可能参与了ＴＢＩ大
鼠损伤半暗带的发生、发展过程。ＭＯＩＳＥＮＯＶＩＣＨ
等［１５］研究发现，将丝素支架移植入 ＴＢＩ大鼠（２４ｈ
后）可显著增加 ＯＧＤ后神经元及胶质细胞存活率
和代谢活性，显著缩小损伤体积，并改善近期与远期

神经功能，认为半暗带区尚存在轴突再生的潜力，提

示Ｅｌｋ１可作为治疗ＳＢＩ的靶点。
综上所述，Ｅｌｋ１在ＴＢＩ大鼠损伤半暗带脑组织

中表达上调，Ｅｌｋ１可能参与了 ＴＢＩ大鼠损伤半暗带
的发生、发展过程；而抑制 Ｅｌｋ１表达能够减少半暗
带神经元坏死及凋亡，改善大鼠神经功能；但其具体

的分子机制仍需进一步探讨。
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