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摘要 ：目的    探讨后膜骨架蛋白 1a（Homer 1a）在小鼠脑缺血再灌注损伤中的作用。方法  以 Homer 

1a 基因敲除小鼠为研究对象，复制脑缺血再灌注小鼠模型，根据行为学评分标准评价小鼠脑缺血再灌注的

损伤程度。运用 TTC 染色法观察计算小鼠脑梗死体积。Tunel 法检测脑缺血再灌注小鼠脑组织中细胞凋亡

情况。GFAP 法检测星形胶质细胞的增殖情况。Western blot 检测小鼠脑组织中 IL-1β、TNF-α、IL-6 水

平。结果  实验组小鼠行为学评分高于脑缺血组，说明 Homer 1a 基因敲除小鼠脑缺血再灌注损伤较脑缺血

组更为严重。实验组小鼠脑梗死体积与脑缺血组比较，差异有统计学意义（P <0.05），实验组增多。实验组

小鼠脑组织细胞凋亡高于脑缺血组（P <0.05）。实验组和脑缺血组小鼠脑组织中星形胶质细胞数都高于正

常组（P <0.05），而实验组小鼠脑组织中星型胶质细胞数量低于脑缺血组。实验组小鼠脑组织中 IL-1β、

TNF-α、IL-6 表达水平均高于脑缺血组（P <0.05）。结论  Homer 1a 基因敲除小鼠可以加重脑缺血再灌注

后的损伤。Homer 1a 可以减弱脑缺血再灌注损伤。
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Homer 1a on cerebral ischemia-reperfusion injury in 
mice.  Methods  Homer 1a knockout mice were used as the research objects to construct the model of cerebral 
ischemia-reperfusion in mice. The degree of cerebral ischemia-reperfusion injury in mice was evaluated based on the 
behavioral score. TTC staining was used to observe and calculate the volume of cerebral infarction. Apoptosis of the 
brain tissues of the mice was detected by Tunel. The proliferation of astrocytes was detected by GFAP method. The 
levels of IL-1β, TNF-α and IL-6 in the mouse brain were detected by Western blot.  Results  The behavioral score 
of the experimental group was significantly higher than that of the cerebral ischemia group, indicating that cerebral 
ischemia-reperfusion injury of the Homer 1a gene knockout mice were more severe than that of the cerebral ischemia 
group. The cerebral infarction volume in the experimental group was significantly larger than that in the cerebral 
ischemia group (P < 0.05). The apoptosis rate of brain cells in the experimental group was significantly higher than 
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脑缺血（ischemic cerebrovascular disease，ICVD）

是由于脑组织中供血不足引起的。在世界范围内，每

年有超过 560 万人因为脑缺血而导致残疾或者死亡，

严重威胁着人类健康 [1]。在临床上，脑缺血是第三大

危害人类健康的疾病。有研究表明，脑缺血后的 4.5 h

后，若对脑缺血区域进行再灌注会加重神经细胞的损

害程度，这被称为脑缺血再灌注损伤 [2]。由于脑缺血

多是由于外界作用引起的，治疗时往往超过了 4.5 h[3]。

脑缺血再灌注损伤是目前研究的热点。

后膜骨架蛋白 1（Homer 1）存在于中枢神经系统

中，参与中枢神经系统疾病的发生和发展 [4]。Homer 1 

具有调控胚胎脑组织发育、调控大脑学习能力等生

理 作 用。Homer 1 可 以 分 为 Homer 1a、Homer 1b、

Homer 1c。Homer 1a 参与调控抑郁症、癫痫等多种

疾病的发生，是目前研究最多的 Homer 蛋白。有研究

表明，Homer 1a 在颅脑创伤中高表达 [5]。目前尚未见

Homer 1a 与脑缺血再灌注损伤的相关研究。本研究复

制 Homer 1a 基因敲除小鼠脑缺血再灌注损伤模型，探

讨 Homer 1a 在脑缺血再灌注损伤中的作用，以期为治

疗脑缺血再灌注提供新思路。

1    材料与方法

1.1    材料

1.1.1    实验动物    40 日龄 Homer 1a 基因敲除小鼠 10

只和 40 日龄野生型小鼠 20 只购自于郑州大学动物实

验中心，体重 18 ～ 22g。

1.1.2      主要仪器及试剂    水浴锅（上海雷韵试验仪

器制造有限公司），超净工作台（苏州施威克环保科

技有限公司），PCR 仪 [ 赛飞（中国）有限公司 ]，显

微镜（上海上光新光学科技有限公司），石蜡切片机

（德国 LEICA 公司），离心机（湖南迈达仪器有限公

司），PVDF 膜（美国 Sigma 公司），PBS （北京鼎国生

物试剂有限公司），蛋白酶 K （美国 Sigma 公司），IL-6

单克隆抗体、IL-1β 单克隆抗体、TNF-α 单克隆抗

体、GAPDH 单克隆抗体、辣根过氧化物标记的二抗

（美国 CTS 公司）。

1.2    方法

1.2.1    小鼠模型复制    实验分为 3 组，Homer 1a 基因

敲除小鼠 10 只为实验组，野生型小鼠 20 只随机分为

两组，分别为脑缺血组和对照组。所有的实验动物在

构建前均禁食 1 d，饮水不限制。分别用浓度为 3％的

异氟烷麻醉实验组和脑缺血组的小鼠，连接麻醉器，

用浓度为 1％的异氟烷与一氧化二氮 N2O 和氧气 O2

混合维持麻醉。将小鼠四肢固定在手术操作板上，使

小鼠仰卧，用碘消毒后，沿中线剪开皮肤，使颈部血

管暴露。将血管周围组织剥离后，顺着颈总动脉找到

分叉处。小心分离颈外动脉和颈内动脉。用血管夹结

扎靠近心段的颈总动脉处和靠近颈总动脉分叉处的

颈外动脉。颈内动脉打活结，分别牵拉颈内动脉和颈

外动脉，使颈内动脉暂时性闭塞。用眼科剪在远离心

端的颈总动脉处剪一个小口，插入拴线后，将拴线固

定在颈内动脉活结处的备线上。缝合后，将小鼠放在

37℃的环境下 2 h。观察小鼠苏醒后麻醉，把拴线抽

出来，用 Willis 环对小鼠实现动脉缺血后再灌注。对

照组的小鼠不插入拴线，操作步骤同实验组和脑缺血

组。

1.2.2      行为学评分     脑缺血再灌注后的各组小鼠进

行行为学评分。评分标准为 0 ～ 5 分制。小鼠可以直

线行走记为 0 分 ；小鼠对侧的前爪不能自由活动记为

1 分 ；身体无意识的向对侧转圈记为 2 分 ；小鼠的身

体不自主的向一边倾斜记为 3 分；小鼠昏迷记为 4 分；

小鼠死亡记为 5 分。行为学评分在 1 ～ 3 分认为脑缺

血再灌注模型复制成功。

1.2.3      TTC 染色计算小鼠脑梗死体积    各组小鼠脑

缺血再灌注损伤后 24 h，脱臼处死。放置于冰上，断

头取出脑组织，洗涤后放在脑槽中，脑组织切片，每

片厚度控制在 1 mm 左右，放在浓度为 2％的 TTC 生

理盐水中，放置于室温下摇床缓慢震荡，避光反应

30 min。取出脑切片，观察脑梗死区域，分析计算脑

梗死体积。

that in the cerebral ischemia group (P < 0.05). The number of brain astrocytes in the experimental group and the 
cerebral ischemia group was larger than that in the normal group (P < 0.05), while the number of brain astrocytes 
in the experimental group was smaller than that in the cerebral ischemia group. The expression levels of IL-6, 
TNF-α and IL-1β in the brain tissue of the experimental group were higher than those in the cerebral ischemia group 
(P < 0.05).  Conclusions  Homer 1a knockout can aggravate the injury after cerebral ischemia and reperfusion in 
mice. Homer 1a can attenuate cerebral ischemia-reperfusion injury.

Keywords:  cerebral ischemia; Homer 1a; astrocyte; gene knockout
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1.2.4    Tunel 法检测细胞凋亡    各组小鼠脑缺血再灌

注损伤后 24 h，常规方法制作脑组织石蜡切片。分

别将石蜡切片放置于二甲苯中浸泡 15 min。在 95％、

90％和 80％浓度的酒精中浸泡 3 min。用 PBS 洗涤 3

次，5 min/ 次，放置于浓度为 30％的过氧化氢 H2O2 溶

液中浸润 20 min。用 PBS 洗涤 3 次，5 min/ 次，加入

蛋白酶 K 放置于 37℃孵育 40 min，加入 PBS 洗涤 3 次，

5 min/ 次。取适量 Tunel 染液于切片上，放置于 37℃

孵育 60 min。用 PBS 洗涤 3 次，5 min/ 次。滴加丙三

醇 C3H8O3 封片，放置在显微镜下观察细胞凋亡情况。

随机选取 5 个视野，计算细胞凋亡情况。

1.2.5      GFAP 法检测星形胶质细胞    小鼠脑组织切

片脱蜡止水后，放置于柠檬酸高压锅内，沸水煮沸

60 s，放置于修复液 40 s，小心滴加抗体后，用 PBS 洗

涤 3 次 ×5 min，加入过氧化物后放在避光处室温孵

育 20 min，PBS 洗涤后，滴加驴血清放置于室温下封

闭 50 min。加入以 1 ︰ 100 稀释的一抗在 4℃孵育

过夜，加入荧光素酶标记的二抗，在室温条件下孵育

60 min，加入 PBS 洗涤后，加入 HOECHST 溶液，孵

育 10 min，丙三醇封片。显微镜下观察星形胶质细胞，

随机选取 5 个视野计数星形胶质细胞数量。

1.2.6    Western blot 检测 IL-1β、TNF-α、IL-6 表

达水平    各组中小鼠脑缺血再灌注后 24 h，取出小鼠

脑组织，用剪刀剪碎后放在匀浆器中，取适量的裂解

液加入到匀浆器后，在冰上研磨。将研磨的组织液转

移到 EP 管中，4℃，10 000 r/min 离心 10 min。转移蛋

白上清液至新的 EP 管中，根据 BCA 蛋白浓度检测试

剂盒操作步骤检测提取的蛋白浓度。将蛋白与 loading 

buffer 充分混合后，放在 100℃中煮沸 5 min 使蛋白充

分变性。取 50μl 变性蛋白加入到上样孔中，80 V 电

压电泳 30 min 后，调整电压为 120 V 至电泳结束。取

出蛋白凝胶在自来水下小心冲洗后，按照常规方法

4℃转膜。PVDF 膜用 5％脱脂奶粉封闭后，分别依次

与一抗二抗孵育，PBST 洗涤后，加入显色液，在暗室

中曝光，拍照，分析蛋白表达含量。

1.3    统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，计量资料均

采用均数 ± 标准差（x±s）表示，计量资料 3 组数据

的比较采用方差分析，在方差分析有意义的基础上，

再采用 LSD-t 检验两两比较，P <0.05 为差异有统计学

意义。

1）与正常组比较，P <0.05；2）与脑缺血组比较，P <0.05

图 1    脑缺血再灌注小鼠行为学评分结果
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图 2    脑缺血再灌注小鼠中脑梗死体积百分比
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2    结果

2.1    行为学评分结果

实验组、脑缺血组、对照组中小鼠脑缺血再灌

注损伤后 24 h，根据行为学评分标准进行评分，评分

越高说明小鼠脑缺血再灌注损伤越严重。结果显示，

正常组评分 <1，脑缺血组和实验组小鼠行为学评分

在介于 1 ～ 3 之间，说明成功复制了脑缺血再灌注小

鼠模型。实验组小鼠行为学评分高于脑缺血组，说明

Homer 1a 基因敲除小鼠脑缺血再灌注损伤较脑缺血组

更为严重。见图 1。

2.2    各组脑梗死情况

各组小鼠脑缺血再灌注损伤后 24 h，取出脑组织，

切片后，TTC 染色观察小鼠脑梗死情况。结果显示 ：

实验组与脑缺血组比较，差异有统计学意义（P <0.05），

实验组小鼠脑梗死体积较脑缺血组增多 ；实验组和脑

缺血组与正常组比较，差异有统计学意义（P <0.05），

实验组与脑缺血组小鼠脑梗死体积较正常组增多。见

图 2。

2.3    各组细胞凋亡情况

各组小鼠脑缺血再灌注损伤后 24 h，取出脑组织，
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切片后，Tunel 法检测细胞凋亡结果。结果显示 ：实

验组与脑缺血组比较，差异有统计学意义（P <0.05），

实验组小鼠脑组织细胞凋亡情况高于脑缺血组 ；实

验组和脑缺血组与正常组比较，差异有统计学意义

（P <0.05），实验组与脑缺血组小鼠脑组织中细胞凋亡

情况多于正常组。见图 3。
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B

A：正常组、脑缺血组、实验组 Tunel 染色结果；B：细胞凋

亡率；1）与正常组比较，P <0.05；2）与脑缺血组比较，P <0.05

图 3    脑缺血再灌注小鼠脑组织中细胞凋亡情况
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图 4   各组星型胶质细胞数结果
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3    讨论

脑缺血是一种临床上常见的疾病。高血压、高

血脂、动脉粥样硬化、应激、外力刺激等都可以引起

脑缺血的发生 [6]。脑缺血死亡率极高，是一种严重危

害人类生命健康的疾病。Homer 是一种广泛存在于哺

乳动物脑组织中的支架蛋白。Homer 蛋白参与调控多

2.4    星形胶质细胞检测结果

脑缺血再灌注损伤会引发星型胶质细胞的增生

和活化，进而产生 GFAP 蛋白，本研究中脑组织切片

与 GFAP 蛋白一抗和二抗孵育后，在显微镜下观察

GFAP 阳性细胞数即为星形胶质细胞数量。结果显示：

实验组和脑缺血组分别与正常组比较，差异有统计学

意义（P <0.05），实验组和脑缺血组小鼠脑组织中星

形胶质细胞数都高于正常组，而实验组小鼠脑组织中

星型胶质细胞数量低于脑缺血组，这可能与 Homer 1a

蛋白和星形胶质细胞膜受体相互作用有关。见图 4。

2.5   各组 IL-1β、TNF-α、IL-6 表达

各组中小鼠脑缺血再灌注后 24 h，取出小鼠脑

组织，经蛋白提取，Western blot 检测细胞中 IL-1β、

TNF-α、IL-6 表达。结果显示，实验组小鼠脑组织

中 IL-1β、TNF-α、IL-6 表达水平与脑缺血组相比，

差异有统计学意义（P <0.05），实验组高于脑缺血组 ；

实验组和脑缺血组小鼠脑组织中 IL-1β、TNF-α、

IL-6 表达水平与正常组比较，差异有统计学意义

（P <0.05），实验组与脑缺血组均高于正常组。见图 5。
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种信号通路，在突触的发育过程中具有重要作用 [7-8]。

Homer 蛋白在精神分裂、智力发育、创伤性脑损伤、

阿尔茨海默病、脑胶质瘤、癫痫等多种中枢神经系统

疾病中发挥重要作用 [9]。Homer 1a 属于 Homer 蛋白家

族中的一员。已经有研究表明，神经元细胞受到机械

损伤时，Homer 1a 表达上调，与代谢性谷氨酸受体作

用后，对神经元细胞具有一定的保护作用 [10-11]。

当发生脑缺血再灌注损伤后，细胞凋亡和细胞坏

死是细胞死亡的 2 种方式。细胞凋亡主要发生在损伤

程度较轻的区域，这些区域细胞缺血的时间较短 [12-13]。

而细胞坏死则发生在损伤程度较为严重的区域，这些

区域细胞缺血时间较长，属于缺血的核心区域 [14]。本

研究中，用 TTC 和 Tunel 法分别检测了脑缺血再灌注

小鼠脑组织中脑梗死情况和细胞凋亡情况。结果显

示，实验组小鼠脑梗死体积和细胞凋亡数目较脑缺血

组明显增多，这提示，Homer 1a 基因敲除小鼠细胞脑

缺血再灌注损伤程度较为严重。Western blot 检测脑

缺血再灌注小鼠脑组织中炎症因子 IL-1β、TNF-α、

IL-6 表达均高于正常组，而基因敲除小鼠中炎症因子

的表达量高于单纯脑缺血再灌注组，进一步说明了缺

失 Homer 1a 基因，会加重脑缺血再灌注损伤。

神经胶质细胞和神经元细胞是脑组织中数量最

多的细胞，而神经胶质细胞具有给神经元细胞提供营

养的作用 [15]。星形胶质细胞的数量占神经胶质细胞

的 50％，是脑缺血再灌注损伤中最早受到影响的细

胞。研究表明，星形胶质细胞产生的具有抗氧化作用

的谷胱甘肽可以调控谷氨酸的摄取和释放 [16]，从而促

进红细胞生成素的合成。另外星形胶质细胞还可以作

用于水通道蛋白，对钙离子兴奋性、神经信号的整合、

神经元的桥接等发挥抑制作用 [17-18]。兴奋性氨基酸谷

氨酸的异常增多，会对神经元产生兴奋性毒性，损害

神经元细胞。另一方面，星形胶质细胞可以通过调节

钠离子通道调控谷氨酸转运体，作用于谷氨酸的重新

摄取，减轻了谷氨酸引起的兴奋性毒性 [19-20]。本研究

中，脑缺血再灌注小鼠中星形胶质细胞的数量多于正

常组，而基因敲除后的脑缺血再灌注小鼠脑组织中星

形胶质细胞增生和活化数目较单纯脑缺血再灌注小

鼠明显降低，这提示，Homer 1a 基因敲除后对星形胶

质细胞的活化和增生具有一定的抑制作用。这可能与

Homer 1a 蛋白调控谷氨酸受体有关。谷氨酸受体在脑

缺血再灌注的星形胶质细胞中高表达，而谷氨酸受体

又与星形胶质细胞的凋亡有关。Homer 1a 在这一系列

过程中具有连接作用，导致 Homer 1a 蛋白和谷氨酸受

体之间的平衡失调，抑制了星形胶质细胞的凋亡。

综上所述，本研究成功复制了脑缺血再灌注小

鼠模型，Homer 1a 基因敲除加重脑缺血再灌注损伤。

Homer 1a 对脑缺血再灌注损伤具有保护作用。这为进

一步研究脑缺血再灌注损伤奠定了基础。
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