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２０２０．０４．００１．
【基础研究】

核转录因子 Ｅ２相关因子 ２对脑缺血再灌注大鼠脑组织中炎症因子
表达和神经胶质细胞活化的影响
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摘要：　目的　探讨核转录因子 Ｅ２相关因子 ２（Ｎｒｆ２）在脑缺血再灌注大鼠脑组织中的表达及其对缺血再灌注
所引起的炎症反应及神经胶质细胞活化标志物表达的影响。方法　３０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为正常组、
假手术组、卒中梗阻侧组、卒中梗阻对侧组、Ｎｒｆ２激动剂组及空白溶剂组，每组５只。正常组大鼠不给予任何干预措
施，假手术组大鼠行皮肤切开缝合术，卒中梗阻侧组、卒中梗阻对侧组、Ｎｒｆ２激动剂组、空白溶剂组大鼠行大脑中动脉
栓塞术制备缺血性脑卒中模型。造模手术后Ｎｒｆ２激动剂组、空白溶剂组大鼠分别经尾静脉注射０．１ｍＬ特丁基对苯
二酚和０．１ｍＬ生理盐水。手术后３ｄ取大鼠脑组织，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、卒中
梗阻对侧组大鼠脑组织中炎症因子白细胞介素６（ＩＬ６）和干扰素（ＩＦＮ）蛋白的表达，检测假手术组、卒中梗阻侧组和
Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中Ｎｒｆ２蛋白表达，检测正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、Ｎｒｆ２激动剂组、空白溶剂组大鼠
脑组织中ＩＬ６、ＩＦＮ、小胶质细胞活化标志物离子钙结合衔接分子１（Ｉｂａ１）、星形胶质细胞活化标志物胶质原纤维酸性
蛋白（ＧＦＡＰ）的表达。结果　假手术组、卒中梗阻对侧组及正常组大鼠脑组织中 ＩＦＮ、ＩＬ６蛋白表达比较差异均无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），卒中梗阻侧组大鼠脑组织中ＩＦＮ、ＩＬ６蛋白表达高于正常组、假手术组和卒中梗阻对侧组（Ｐ＜
０．０５）。卒中梗阻侧组大鼠脑组织中Ｎｒｆ２蛋白表达高于假手术组（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中 Ｎｒｆ２蛋
白表达高于假手术组、卒中梗阻侧组（Ｐ＜０．０５）。正常组、假手术组及Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中 ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、
ＧＦＡＰ蛋白表达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），卒中梗阻侧组与空白溶剂组大鼠脑组织中 ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、
ＧＦＡＰ蛋白表达比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），正常组、假手术组及Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、
ＧＦＡＰ蛋白表达低于卒中梗阻侧组、空白溶剂组（Ｐ＜０．０５）。结论　脑缺血再灌注可诱导中枢神经系统发生炎症反
应，Ｎｒｆ２在脑缺血再灌注大鼠脑组织中表达上调，Ｎｒｆ２过表达可通过激活Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路而抑制神经胶质细胞活化
标志物的表达，降低炎症反应水平，改善脑组织缺血再灌注损伤。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＦＮ，Ｉｂａ１，ＧＦＡＰｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｎｒｆ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｒｅ
ｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＦＮ，Ｉｂａ１，ＧＦＡＰｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｔｒｏｋｅｓｉｄｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋ
ｓｏｌｖｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩＬ６，ＩＦＮ，Ｉｂａ１，ＧＦＡＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｎｒｆ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｔｒｏｋｅｓｉｄｅｇｒｏｕｐ，ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｃａｎｉｎｄｕｃｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｎｒｆ２，ａｋｅｙｆａｃｔｏｒｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｉｓｅｌｅｖａｔｅｄｉｎｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｒａｔｓ．ＴｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＮｒｆ２
ｃａｎａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅＮｒｆ２／ＡＲＥｐａｔｈｗａｙｔｈｒｏｕｇｈ，ｓｏｔｈｅｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓｏｆｇｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ，
ｒｅｄｕｃｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ，ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ；ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ；ｍｉｃｒｏｇｌｉａ；ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ

　　脑卒中包括出血性脑卒中和缺血性脑卒中，其
中缺血性脑卒中约占７５％。缺血性脑卒中后的炎
症反应是造成中枢神经系统继发性损伤的主要机制

之一。在缺血性脑卒中发生的数分钟内血管就会闭

塞，导致血流停止，同时发生炎症反应［１］，卒中部位

及其周围会出现大量的炎症细胞浸润［２］。炎症细

胞能够释放氧自由基进一步加重脑组织损伤，并表

达各种炎症因子，如肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ
６）、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）以及干扰
素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）等［３］。缺血后神经损伤的

严重程度与炎性免疫反应程度密切相关［４］。神经

胶质细胞是中枢神经系统中数量最多的细胞，是脑

组织中炎症反应的主要参与细胞，它们为神经元提

供营养支持和代谢底物，调节突触活性，维持正常神

经元功能，其中以小胶质细胞和星形胶质细胞为主。

正常状态下，小胶质细胞和星形胶质细胞处于相对

静止状态，卒中后神经系统的紊乱可以导致胶质细

胞的表型发生改变并释放炎症因子，其中小胶质细

胞可以被迅速长时程激活，随后持续释放一系列炎

症介质，导致氧化应激反应的发生。星形胶质细胞

被反应性小胶质细胞释放的炎症因子激活后，能够

释放多种炎症因子、氧自由基，并合成星形胶质细胞

源性蛋白如 Ｓ１００Ｂ，加剧脑 β淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄ
βｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）沉积及神经损伤［５６］，活化的小胶质

细胞以及星形胶质细胞是中枢神经炎症反应的关键

细胞。

以核转录因子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ

ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，Ｎｒｆ２）为核心的 Ｎｒｆ２／抗氧
化反应元件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）通
路在调控细胞炎症反应中发挥重要作用。正常状态

下，Ｎｒｆ２和 Ｋｅｌｃｈ样蛋白１（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）相互结合并在细胞质中表达［７］，

通过泛素蛋白酶体途径使保护细胞的酶类和抗氧
化物处于基础表达水平，保持细胞内环境的稳定。

在受到活性氧等应激刺激下，Ｋｅａｐ１作为感受器感
受到刺激信号后发生磷酸化，Ｋｅａｐ１构象发生改
变，Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１解耦联，Ｎｒｆ２从细胞质中转移到
细胞核内，与 ｓＭａｆ蛋白结合形成异二聚体［８］。Ｎｒｆ
２ｓＭａｆ二聚体与顺式作用元件 ＡＲＥ结合，激活下游
的一系列抗炎或抗氧化酶蛋白的表达。研究发现，

与野生型大鼠相比，Ｎｒｆ２表达减少的大鼠对脑卒
中诱导的炎症反应更为敏感，小胶质细胞活化更显

著，脑白质损伤也更为严重［９］，ＴＡＮＡＫＡ等［１０］研究

发现，在大脑中动脉栓塞大鼠模型中，Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１
及下游抗氧化蛋白谷胱甘肽、血红素加氧酶１
（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）在神经免疫炎症反应中
起重要作用。有研究发现，ω３多不饱和脂肪酸可
通过上调 Ｎｒｆ２起到抗炎作用［１１］，二十二碳六烯酸

能够促进脑缺血后同侧大脑半球中 Ｎｒｆ２与 ＨＯ１
的表达，进而发挥抗炎和神经保护作用［１２］。本研究

通过制备大鼠缺血性脑卒中模型，探讨缺血再灌注

损伤后大鼠脑组织中 Ｎｒｆ２的表达情况及其对神经
胶质细胞活化标志物表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　无特定病原级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雄
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性大鼠３０只，１０～１４周龄，体质量（２５０±５０）ｇ，自
由饮食、饮水，饲养温度（２３±２）℃，相对湿度５５％，
明暗周期为１２ｈ，在独立通风笼中适应性饲养１周
后进行分组造模。本研究通过新乡医学院第二附属

医院动物伦理委员会动物伦理审查，饲养、手术及取

材严格遵守新乡医学院第二附属医院河南省生物精

神病学重点实验室动物科学与动物实验伦理学有关

规定。

１．２　试剂与仪器　ＧＦＡＰ抗体、Ｉｂａ１抗体 、ＩＦＮ抗
体、ＩＬ６抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司，Ｎｒｆ２抗体购自
武汉三鹰生物技术有限公司；精密电子天平购自上

海精天电子仪器有限公司，十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）仪和转移装置购自
美国 ＢｉｏＲａｄ公司，医用净化工作台购自苏州冯氏
实验动物设备有限公司，磁力搅拌器购自江苏省金

坛市中大仪器厂。

１．３　动物分组及模型建立　采用随机数字表法将
３０只大鼠分为正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、卒
中梗阻对侧组、Ｎｒｆ２激动剂组、空白溶剂组，每组５
只。正常组大鼠置于同一笼内饲养，正常饮食水。

假手术组大鼠给予１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射麻
醉，剪去颈前鼠毛，颈正中偏左侧切口，钝性分离皮

下组织，暴露左颈总动脉（ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，
ＣＣＡ），缝合消毒。卒中梗阻侧组、卒中梗阻对侧组、
Ｎｒｆ２激动剂组、空白溶剂组大鼠采用大脑中动脉栓
塞法制备缺血性脑卒中模型，具体方法如下：

１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠，然后剪去
颈前鼠毛，颈正中偏左侧切口，钝性分离皮下组织，

暴露ＣＣＡ；游离 ＣＣＡ并穿入２根缝合线，继续向远
心端分离 ＣＣＡ，直至将左侧颈内动脉（ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ）和左侧颈外动脉（ｅｘｔｅｍａｉｃａｌｏｔｉｄａｒ
ｔｅｒｙ，ＥＣＡ）分离，并将ＣＣＡ主干近心端和ＥＣＡ分叉处
用缝合线结扎，ＩＣＡ分叉处放置１根缝合线备用，并
用动脉夹在分叉处将ＩＣＡ夹闭，以阻断血流；然后在
ＣＣＡ近分叉处剪一切口，插入线栓，将线栓送入ＩＣＡ，
边松动脉夹边插入线栓，线栓插入深度自分叉处约为

１９ｍｍ，结扎ＩＣＡ分叉处以防止线栓脱落，结扎 ＣＣＡ
切口远心端再次固定线栓防止出血，并开始计时阻塞

时间，缝合伤口，消毒，将大鼠放入恒温箱，９０ｍｉｎ后
将暴露于切口外的线栓向外拔，待显露出线栓上的标

记线将多余线栓剪掉。术后２４ｈ采用Ｌｏｎｇａ标准的
５级评分法评估造模情况，１～３分为造模成功。Ｎｒｆ
２激动组大鼠造模后经尾静脉注射 ０．１ｍＬ特丁基对
苯二酚（ｔｅｒｔｉａｒｙｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ，ｔＢＨＱ）；空白溶剂
组大鼠造模后经尾静脉注射０．１ｍＬ生理盐水。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠脑组织中
Ｎｒｆ２、ＩＦＮ、ＩＬ６、胶质原纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌ
ｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）、离子钙结合衔接分子１
（ｌｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｉｂａ１）
蛋白表达　造模后３ｄ，各组大鼠给予１００ｇ·Ｌ－１水
合氯醛腹腔注射麻醉，立即断头取脑组织，生理盐水

冲洗表面血迹，卒中梗阻侧组大鼠取肉眼可见炎症反

应明显的皮质部位组织，正常组、假手术组、Ｎｒｆ２激
动组、空白溶剂组大鼠取相同部位，卒中梗阻对侧组

大鼠取梗阻对侧相同部位的脑组织。将脑组织置于

－８０℃冰箱保存备用。取适量脑组织，冰上称质量
后加入ＥＰ管中，然后加入裂解液（１１０），在研磨仪
上充分研磨后，置于冰上裂解３０ｍｉｎ。充分裂解后，将
ＥＰ管置于低温高速离心机，于４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１５ｍｉｎ，取上清液分装于 ０．６５ｍＬ离心管中，
－８０℃保存。采用二喹啉甲酸法检测大鼠脑组织总蛋
白浓度；进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，

８０Ｖ电压下电泳３０ｍｉｎ，转换电压至１２０Ｖ，继续电
泳６０ｍｉｎ，关闭电源。使用 Ｔｒｉｓ缓冲液洗膜 ２ｍｉｎ；
５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶封闭，室温摇床２ｈ；Ｔｒｉｓ缓冲液
洗膜３次，每次８ｍｉｎ；加入一抗，室温摇床１ｈ，４℃
过夜；Ｔｒｉｓ缓冲液洗膜３次，每次８ｍｉｎ；室温孵育二
抗 ２ｈ；Ｔｒｉｓ缓冲液洗膜３次，每次８ｍｉｎ。将超敏增
强化学发光液中 Ａ溶液与 Ｂ溶液按 １１比例混
匀，滴加到聚偏氟乙烯膜上曝光。用Ｌａｎｅ图像分析
系统对 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹条带中的目的蛋白、管家基因
蛋白（βａｃｔｉｎ）进行吸光度分析。使用上述方法分
别检测正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、卒中梗阻

对侧组大鼠脑组织中炎症因子 ＩＬ６和 ＩＦＮ蛋白表
达，检测假手术组、卒中梗阻侧组和 Ｎｒｆ２激动剂组
大鼠脑组织中Ｎｒｆ２蛋白表达，检测正常组、假手术
组、卒中梗阻侧组、Ｎｒｆ２激动剂组、空白溶剂组脑组
织炎症因子ＩＬ６、ＩＦＮ及Ｉｂａ１、ＧＦＡＰ蛋白的表达。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据
处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
均数比较采用单因素方差分析，组间两两比较方差

齐时采用最小显著性差异法，方差不齐时采用 Ｔａｍ
ｈａｎｅ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组和卒中梗阻
对侧组大鼠脑组织中 ＩＦＮ、ＩＬ６蛋白表达比较　结
果见图１和表１。假手术组、卒中梗阻对侧组和正
常组大鼠脑组织中 ＩＦＮ、ＩＬ６蛋白表达比较差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；卒中梗阻侧组大鼠脑组
织中ＩＦＮ、ＩＬ６蛋白表达高于正常组、假手术组和卒
中梗阻对侧组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

·３０３·第４期　　张璐璐，等：核转录因子 Ｅ２相关因子２对脑缺血再灌注大鼠脑组织中炎症因子表达和神经胶质细胞活化的影响



Ａ：正常组；Ｂ：假手术组；Ｃ：卒中梗阻侧组；Ｄ：卒中梗阻对侧组。

图１　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组和卒中梗阻对侧组
大鼠脑组织中ＩＦＮ及ＩＬ６蛋白表达 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＦＮａｎｄＩＬ６ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓ
ｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，
ｓｔｒｏｋｅｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｉｄｅｇｒｏｕｐａｎｄｓｔｒｏｋｅｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒａ
ｌａｔｅｒａｌｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表１　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组和卒中梗阻对侧组
大鼠脑组织中ＩＦＮ及ＩＬ６蛋白表达比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＦＮａｎｄＩＬ６ｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｓｔｒｏｋｅｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｉｄｅｇｒｏｕｐａｎｄｓｔｒｏｋｅ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＩＬ６蛋白 ＩＦＮ蛋白

正常组 ５ ０．５０±０．２０ ０．３６±０．１４

假手术组 ５ ０．７０±０．１８ ０．３３±０．１２

卒中梗阻对侧组 ５ ０．４６±０．１８ ０．２６±０．０７

卒中梗阻侧组 ５ １．２９±０．０４ａ ０．５３±０．１２ａ

　　注：与正常组、假手术组和卒中梗阻对侧组比较ａＰ＜０．０５。

２．２　假手术组、卒中梗阻侧组和Ｎｒｆ２激动剂组大
鼠脑组织中Ｎｒｆ２蛋白表达比较　结果见图２。假
手术组、卒中梗阻侧组和Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织
中Ｎｒｆ２蛋白表达量分别为 ０．３５±０．０４、０．５５±
０．０４、０．６８±０．０３；卒中梗阻侧组大鼠脑组织中 Ｎｒｆ
２蛋白表达高于假手术组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中Ｎｒｆ２蛋白表达
高于假手术组、卒中梗阻侧组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：假手术组；Ｂ：卒中梗阻侧组；Ｃ：Ｎｒｆ２激动剂组。

图２　假手术组、卒中梗阻侧组和 Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组
织中Ｎｒｆ２蛋白表达 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆ
ｒａｔｓｉｎｔｈｅｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｓｔｒｏｋｅｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｉｄｅ
ｇｒｏｕｐａｎｄＮｒｆ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
２．３　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、Ｎｒｆ２激动
剂组和空白溶剂组大鼠脑组织中 ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、
ＧＦＡＰ蛋白表达比较　结果见图３、图４和表２。正
常组、假手术组和 Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中
ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、ＧＦＡＰ蛋白表达比较差异均无统计

学意义（Ｐ＞０．０５）；卒中梗阻侧组与空白溶剂组大
鼠脑组织中ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、ＧＦＡＰ蛋白表达比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；正常组、假手术组和
Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中ＩＦＮ、ＩＬ６、Ｉｂａ１、ＧＦＡＰ
蛋白表达低于卒中梗阻侧组、空白溶剂组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：正常组；Ｂ：假手术组；Ｃ：卒中梗阻侧组；Ｄ：Ｎｒｆ２激动剂组；Ｅ：空白
溶剂组。

图３　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、Ｎｒｆ２激动剂组和
空白溶剂组大鼠脑组织中 ＩＦＮ及 ＩＬ６蛋白表达 （Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＦＮａｎｄＩＬ６ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓ
ｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，
ｓｔｒｏｋｅｓｉｄｅｇｒｏｕｐ，Ｎｒｆ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ａ：正常组；Ｂ：假手术组；Ｃ：卒中梗阻侧组；Ｄ：Ｎｒｆ２激动剂组；Ｅ：空白
溶剂组。

图４　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、Ｎｒｆ２激动剂组和
空白溶剂组大鼠脑组织中 ＧＦＡＰ及 Ｉｂａ１蛋白表达（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＡＰａｎｄＩｂａ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，
ｓｔｒｏｋｅｓｉｄｅｇｒｏｕｐ，Ｎｒｆ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表２　正常组、假手术组、卒中梗阻侧组、Ｎｒｆ２激动剂组和
空白溶剂组大鼠脑组织中ＩＬ６、ＩＦＮ、ＧＦＡＰ和Ｉｂａ１蛋白表
达比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＩＦＮ，ＧＦＡＰ，
Ｉｂａ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｓｔｒｏｋｅｓｉｄｅｇｒｏｕｐ，Ｎｒｆ２ａｃｔｉ
ｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＩＬ６ ＩＦＮ ＧＦＡＰ Ｉｂａ１
正常组 ５ ０．３９±０．１２ ０．３０±０．４９ ０．２９±０．０８ ０．６０±０．１４
假手术组 ５ ０．３５±０．１５ ０．３９±０．６２ ０．５０±０．１６ ０．６２±０．１９
卒中梗阻侧组 ５ ０．７９±０．２３ａ ０．６６±０．９５ａ １．１２±０．３４ａ １．１６±０．１６ａ
Ｎｒｆ２激动剂组 ５ ０．４１±０．９３ ０．３４±０．１６ ０．３１±０．１５ ０．５８±０．１０
空白溶剂组 ５ ０．７９±０．１９ａ ０．６４±０．１３ａ ０．９５±０．２３ａ ０．９９±０．０４ａ

　　注：与正常组、假手术组和Ｎｒｆ２激动剂组比较ａＰ＜０．０５。

３　讨论
脑血管疾病已经成为危害人类健康的主要因素
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之一。我国是脑血管病高发国，发病率、致残率及病

死率高等问题仍未解决，人口老龄化在不断增加脑

血管病的发病率，并且由于现代社会的快节奏、高压

力使人类脑血管疾病的发生趋于年轻化。脑缺血再

灌注后的炎症反应是一种级联放大反应，严重影响

中枢神经系统的修复，是造成卒中损伤的主要机制

之一。ＩＬ６和 ＩＦＮγ是具有代表性的炎症因子，中
枢神经系统中炎症因子的表达主要依赖于神经胶质

细胞如星形胶质细胞和小胶质细胞的活化，因此，

ＩＬ６、ＩＦＮγ及星形胶质细胞活化标志物ＧＦＡＰ、小胶
质细胞活化标志物 Ｉｂａ１的表达可反映卒中损伤程
度。研究显示，中枢神经系统可以通过 Ｎｒｆ２过表
达而增加 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路的活性，从而增加下游基
因的表达来调控胶质细胞及炎症因子的表达，保护

机体免受炎症损伤以及氧自由基的侵害［１３］，对于缺

血再灌注后的星形胶质细胞体外模型，Ｎｒｆ２在细胞
核内具有下降趋势［１４］。目前，关于 Ｎｒｆ２对在体脑
缺血再灌注模型影响的文献报道较少。本实验采用

大鼠大脑中动脉缺血再灌注模拟人缺血性脑卒中的

发生，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术证实了大鼠脑组织卒中
部位炎症反应的发生和小胶质细胞、星形胶质细胞

活化标志物的升高。本研究发现，卒中侧大鼠脑组

织中 Ｎｒｆ２表达明显升高，说明在缺血再灌注应激
下，Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路被激活。将卒中后大鼠给予 Ｎｒｆ
２激动剂处理后发现，Ｎｒｆ２激动剂组大鼠脑组织中
炎症因子表达低于单纯卒中大鼠，并且小胶质细胞

和星形胶质细胞活化标志物表达降低，进一步证明

了Ｎｒｆ２对卒中后炎症反应的调控以及对小胶质细
胞和星形胶质细胞的调节作用。然而对于 Ｎｒｆ２／
ＡＲＥ通路影响卒中的具体机制仍不清楚，本实验的
主要不足是缺乏形态学方面的有利证据。

志谢：感谢河南省生物精神病学重点实验室全

体老师。
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