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缺氧缺血性脑损伤新生大鼠脑组织小 BR<表达的变化

彭涛%贾延稢%文全庆%关文娟%赵二义%张博爱
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%%!摘%要"%目的%观察新生大鼠缺氧缺血性脑损伤'T?e@(皮层小 >7H'.(L3+>7H$.(>7H(差异表达$以研

究其在T?e@的病理生理中的作用% 方法%建立新生大鼠 T?e@模型 !< 1 后$取皮层脑组织$.(>7H表达谱芯片

检测.(>7H差异表达% 实时定量 0&>检测 .(>W!"F*W"F2*WFC<W#/*W"!*W"#*W":$ 和 .(>W!"<*W!"#OW#/*W:2等 : 个

.(>7H% 结果%.(>7H表达谱芯片结果提示$与对照组比较$T?e@大鼠皮层脑组织中 "C 个已知.(>7H表达上调

" 倍以上#F$ 个表达下调 " 倍以上% 实时定量0&>检测所选择的 : 个.(>7H结果与.(>7H芯片结果具有同样趋

势% 结论%T?e@模型大鼠.(>7H表达有明显差异$这些改变可能在T?e@的病理生理中起着重要作用%

!中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&%O% &%O'"

!关%键%词"%小>7H#缺氧缺血性脑损伤#新生大鼠

!中图分类号"%>;==%%!文献标识码"%H%%!文章编号"%!$$B ;BB=$'"$!$($# ;$=C= ;$<

U\75266*A+A1/*,5ABR<*++2A+-3-)5-368*399F7A\*,;*6,92/*,:5-*+.-/-02

<#$2L&:$ +.)3&'E+,5$ J#$V/&'EV,'B$ 20)$J5'E+/&'$ 1")*#7E3,$ 1")$2T:E),4%56&7895'8:;$5/7:D:BG$

R,7?8);;,D,&85= ":?6,8&D$ 1A5'BOA:/ 0',F57?,8G$ 1A5'BOA:/ <#$$#"$ !A,'& '+,& 3E+$ #9&,D)C,&G&'C,5!:C!IG&A::4>:94>'(

%%<:635-,3) =:>2,3*?2%G+J,K19,'-L'2)M-J+N.(L3+>7H-b/3-JJ(+) () L+3,-b,(JJK-J() )-+)2,2532,JQ(,' '9/+b(LW

(JL'-.(LO32() 12.2M-'T?e@(2)1 ,'-/+JJ(O5-3+5-J+N.(L3+>7H() ,'-/2,'+M-)-J(J+NT?e@6@239A.6%>2,T?e@

.+1-5Q2J/3-/23-16G'-L+3,-b,(JJK-JQ-3-+O,2()-1 !< 129J2N,-3,'-T?e@-P-),6G'-.(L3+>7H-b/3-JJ(+) /3+N(5-J

Q-3-.-2JK3-1 KJ()M.(L3+>7H.(L3+233296 b̂/3-JJ(+) +N: .(L3+>7HJ'.(>W!"F$W"F2$WFC<W#/$W"!$W"#$W":$$ .(>W

!"<$W!"#OW#/ 2)1 .(L3+>7HW:2( Q2J1-,-3.()-1 O9VK2),(,2,(P-3-25W,(.-0&>6B264)36%G'-3-JK5,J+N.(L3+>7H

-b/3-JJ(+) /3+N(5-J()1(L2,-1 ,'2,"C /(-L-J+N.(L3+>7HQ-3-K/W3-MK52,-1 .+3-,'2) " N+51J2)1 F$ /(-L-JQ-3-1+Q)W

3-MK52,-1 .+3-,'2) " N+51JL+./23-1 Q(,' ,'-)+3.25L+),3+5M3+K/6G'-3-JK5,J+N,'-: .(L3+>7HJ1-,-L,-1 O9

VK2),(,2,(P-3-25W,(.-0&>Q-3-L+)J(J,-),Q(,' ,'+J-1-,-L,-1 O9.(L3+>7H.(L3+233296(A+,)46*A+6%T?e@32,J'2P-

J(M)(N(L2),L'2)M-J() .(L3+>7H -b/3-JJ(+)$ JKMM-J,()M,'2,.(L3+>7H -b/3-JJ(+) .29/529(./+3,2),3+5-J() ,'-

/2,'+M-)-J(J+NT?e@6 !(9*+C (A+32/7D2.*-35$ !"#"$ #! '$()%O% &%O'"

%%E2F 8A5.6)%.(L3+>7H# T9/+b(LW(JL'-.(LO32() 12.2M-# 7-+)2,2532,J

%%新生儿缺氧缺血性脑损伤 ' '9/+b(LW(JL'-.(L

O32() 12.2M-$T?e@(迄今仍是新生儿脑损伤的主要

原因% 其病死率高$预后差$可能造成患儿在认知*

语言*感觉*运动*视觉*记忆等多方面远期缺损!!"

%

小>7H'.(L3+>7H$.(>7H(是一类长约 "" 个'!C [

"# 个(核苷酸的非编码的单链>7H分子$广泛存在

于真核生物中$在物种之间具有系统进化上的高度

保守性*时序性和组织特异性% 功能上$.(>7H可

通过引发靶 .>7H的降解或E和翻译抑制来介导转

录后基因沉默$参与蛋白质表达的调节$在神经系统

分化*发育以及神经系统疾病的发生*发展等过程中

发挥重要作用!"W="

% 本研究应用.(>7H表达谱芯片

技术检测新生大鼠 T?e@.(>7H差异表达$探索

.(>7H在T?e@中的作用%

#G材料和方法

#H#G实验动物和PITL模型制作

选择健康 C 日龄 R/32MK-W@2Q5-9'R@( 新生大

鼠 !$ 只$R0̀ 级$随机分为对照组和 T?e@组$每组

# 只$由郑州大学动物实验中心提供%

T?e@模型的制作根据>(L-W42))KLL(法!<"并参

&=C=&
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照刘丽旭等!#"的方法% 乙醚麻醉后$消毒$颈部正

中切口$结扎离断大鼠左颈总动脉$缝合伤口后放回

母鼠笼恢复 " '$而后放入 BD的氮氧混合气的 =Fm

恒温箱" '% 实验结束后将大鼠放回鼠笼由母鼠喂

养$!< 日龄处死% 对照组除不结扎颈总动脉外$其

余过程与T?e@组相同%

#6!G主要试剂和仪器

.(>&U>gG8H33290+Q-3Y2O-5()MX(,*.(>&UW

>gG8H3329A2J' OKNN-3X(,*大鼠 .(>7H表达谱芯

片购自丹麦 b̂(V+) 公司#>7H52,-3*.(RL3(/,0&>

R9J,-.$ 包 括 .(RL3(/,>-P-3J-G32)JL3(/,(+) f(,*

.(RL3(/,Rge>

4

h3--) 0&>f(,*以及大鼠 .(>W!"<*

W!"F*W"F2*WFC<W#/*W:2*W"!*W"#*W":$ .(RL3(/,03(.-3

HJJ29J购自德国 o(2M-) 公司#8()(We-21O-2,-3W!F 研

磨珠均质器为美国 e(+J/-L公司产品#双波长激光

同步扫描系统 h-)-0(b<$$$e芯片扫描仪为美国

Hb+)公司产品#荧光定量0&>仪He?03(J.C=$$TG

为美国 H//5(-1 e(+J9J,-.J公司产品#其余生化试剂

均为进口分装或国产分析纯%

#H%G/*BR<检测

参考我们前期研究的方法!F"

$取 !< 日龄大鼠$

断头取脑后$低温快速分离双侧大脑皮层取材$每份

标本约 "$$ .M$清洗后分别置于 >7H52,-3" .Y中$

;"$m备用%

!6=6!%抽提 >7H%%冰冻粉碎标本后$8()(We-21W

e-2,-3W!F 进行匀浆#匀浆后脑组织样品于 !# [=$m

孵育 # .()$<m$!" $$$ M离心 !# .()% 离心后混合

液体将分为下层的红色酚氯仿相$中间层核上层的

无色的水相% 将水相转移到新离心管中$加入

$6# .Y异丙醇$混匀后 !#W=$m孵育 !$ .()$<m$

!" $$$ M离心 !$ .()% 移去上清液$加入 ! .Y的

C#D乙醇$清洗>7H沉淀% 振荡后$<m$C #$$ M离

心# .()% 空气中干燥 >7H沉淀 !$ .()$保存于

;C$m% 采用紫外吸收测定法检测 >7H溶液的

d@"F$E"B$ 的比值$各样本比值范围控制在 !6B [

"6!之间%

!6=6"%标记 .(>7H%%采用 .(>&U>gG8H3329

0+Q-3Y2O-5()MX(,标记$按照说明书进行% 终止标

记反应后$轻微离心后标记产物放置于 <m以备后

续杂交反应使用%

!6=6=%.(>7H芯片杂交%%将 !"6#

%

Y标记产

物*:$

%

Y的 !6# aT9O3(1(c2,(+) OKNN-3*CC6#

%

Y无

>7H酶的水混合$与 .(>7H表达谱芯片*:#m避光

孵育 " .()#孵育后冰上放置 " .()#杂交过夜#杂交

温度为 #Fm$杂交转速为 " 转E.()%

!6=6<%洗片%%杂交后$将芯片用 .(>&U>gG8

H3329A2J' OKNN-3X(,洗片#"$$ M离心 # .() 以甩干

芯片#芯片干燥后立即用 h-)-/(b<$$$eF=# ).波

长进行图像扫描$所得数据进行相关软件分析$通过

原始值减去背景值来做修正$ 并用中值做标准化$

分别计算出各样本中.(>7H的标准值及比值$每份

样本重复 = 次%

#HJG实时定量聚合酶链反应$实时定量 D(B%

本研究根据.(>7H表达谱芯片结果$选择有代

表性的 .(>7H$ 即 .(>W!"<*W!"#OW#/*W!"F*W"F2*

WFC<W#/*W:2*W"!*W"#*W":$ 进行实时定量 0&>% 采

用.(RL3(/,0&>R9J,-.进行$其中取 !6$

%

M上述组

织样本抽提的总 >7H作为初始模板$大鼠 .(>W

!"<*W!"#OW#/*W!"F*W"F2*WFC<W#/*W:2*W"!*W"#*W":$

引物均为.(RL3(/,03(.-3HJJ29J%

!6<6!%L@7H制备%%参考 .(RL3(/,>-P-3J-G32)W

JL3(/,(+) f(,操作手册进行$总逆转录反应体系为

"$

%

Y$包括 !6$

%

M总 >7H样本* <6$

%

Y# a

.(RL3(/,>GeKNN-3$!6$

%

Y.(RL3(/,>-P-3J-G32)W

JL3(/,2J-8(b$!=6$

%

Y>72J-WN3--Q2,-3% 冰上混匀

后$=Cm避光孵育 F$ .()#:#m避光孵育 # .() 灭活

.(RL3(/,>-P-3J-G32)JL3(/,2J-8(b#冰上保存备用%

!6<6"%实时定量 0&>%%参考 .(RL3(/,Rge>

4

h3--) 0&>f(,操作手册$在 :F 孔板上进行$每孔总

反应体系为 #$

%

Y$包括 =6$

%

YL@7H'!6<6! 制

备($#6$

%

Y!$ a.(RL3(/,03(.-3HJJ29$#6$

%

Y!$ a

U)(P-3J2503(.-3$"#6$

%

Y" aoK2),(G-L,Rge>h3--)

0&>82J,-38(b$!"6$

%

Y>72J-WN3--Q2,-3% 荧光定

量0&>仪'He?C=$$TG(上进行 0&>扩增$设置反

应条件为 :#m预热 !# .()$:<m !# J$##m =$ J$

C$m =$ J$共 <$ 个循环% 采用荧光定量0&>仪 R@R

软件分析$查看每个基因的扩增情况$记录相应的

&,值$ 基因相对表达量采用公式 "

W

$$

&,方法计算$

并以此判定各样本中.(>7H表达量的差异%

!G结果

!H#G/*BR<芯片检测结果

杂交后的.(>7H芯片经扫描*分析及标准化处

理后$结果提示对照组与 T?e@组 .(>7H表达差别

很大$!< 1龄大鼠皮层脑组织中 "C 个已知 .(>7H

' 5-,WC2*WC1*WC(* .(>W!$!2*W!$C*W!"<*W!"#OW#/*

W!"F*W!"C*W!"B2E!"BO*W!="*W!<#*W"!$*W"""*W"=2*

W"=O*W"F2*W"C2*W"CO*W=$2

"

*W=$#*W=CF2*W=CFOW=/*

W=CB*W<!!*WFC<W#/*W:2(表达上调 " 倍以上$其中

&<C=&



第 !" 卷第 # 期
"$!$ 年 # 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6#

829"$!$

.(>W!"F 上调最高$达到对照组的 F6<C \$6B$ 倍%

同时$F$ 个已知 .(>7H'3)+W5-,WC-

"

*3)+W5-,WCN*3)+W

5-,WC(

"

* 3)+W.(>W!

"

* 3)+W.(>W!"F

"

* 3)+W.(>W!":

"

*

3)+W.(>W!==2*3)+W.(>W!=#2*3)+W.(>W!=#O*3)+W.(>W

!=C* 3)+W.(>W!<$* 3)+W.(>W!<=* 3)+W.(>W!<C* 3)+W

.(>W!<BOW#/* 3)+W.(>W!#$* 3)+W.(>W!#<* 3)+W.(>W

!B!2* 3)+W.(>W!B!2

"

* 3)+W.(>W!B!L* 3)+W.(>W!B"*

3)+W.(>W!BC* 3)+W.(>W!:FO* 3)+W.(>W!::2W#/* 3)+W

.(>W!:2*3)+W.(>W"$<*3)+W.(>W"$#*3)+W.(>W"!*3)+W

.(>W"!!*3)+W.(>W"!B*3)+W.(>W"!:W#/*3)+W.(>W""<*

3)+W.(>W"#* 3)+W.(>W"B* 3)+W.(>W":$* 3)+W.(>W":"W

=/*3)+W.(>W":"W#/*3)+W.(>W=$!2*3)+W.(>W="*3)+W

.(>W="B*3)+W.(>W==*3)+W.(>W==!*3)+W.(>W==C*3)+W

.(>W==:W#/*3)+W.(>W=<$W=/*3)+W.(>W=F=*3)+W.(>W

=F=

"

* 3)+W.(>W=F:W=/* 3)+W.(>W=C#* 3)+W.(>W=CFOW

#/* 3)+W.(>W=CB

"

* 3)+W.(>W<!$* 3)+W.(>W<"=* 3)+W

.(>W<=!* 3)+W.(>W<<B* 3)+W.(>W<#!* 3)+W.(>W<B=*

3)+W.(>W<B<*3)+W.(>W#$#*3)+W.(>W#="W#/*3)+W.(>W

C#B(表达下调 " 倍以上$其中 .(>W"# 下调最低$达

到W=6C# \$6$" 倍%

!H!G实时定量D(B结果

图 ! 可以看出$所选择的 : 个.(>7H实时定量

0&>结果与 .(>7H芯片结果是类似的$从而表明

.(>7H芯片的结果是可靠的%

!
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图 #G实时定量D(B结果$数据采用公式 !

;

""

(3校正%

%G讨论

.(>7H归类于非编码>7H$近年来大量研究表

明$.(>7H在生命发育进程中扮演着关键角色$至

少能直接调控 =$D的人类基因表达!C"

% 在已知的

.(>7H中$约 C$D在哺乳动物大脑内有表达$其中

有些是脑组织所特有的$如 .(>W!"<*.(>W!==O 等%

众多的.(>7H参与了神经系统的不同生理过程*不

同信号传导通路的基因表达调控$如神经系统发生

和发育*神经干细胞分化*突触联系*树突棘形成*神

经保护等!B"

% 而且$.(>7H也参与了很多神经系统

疾病的病理生理过程$如帕金森病*H5c'-(.-3氏病*

脑肿瘤*G+K3-,,-氏综合症*脊髓小脑共济失调*亨廷

顿舞蹈病*精神分裂症*酒精引起的神经系统损伤

等!CW:"

%

目前$.(>7H在缺氧缺血性脑损伤的研究较

少% *-92J--52)等!:"采用局灶性脑缺血模型'8&Hd

模型(发现再灌注 "< 和 <B ' 后$5-,WC*.(>WC*W

"C2*W":*W=$L*W:B*W!$!2*W!=C*W!<BO*W"$<*W"!B*

W=$!*W==B*W==#*W=F:W#/*W=CF 和W<"< 表达下调#

.(>W"!$*W"!#*W="<W=/*W<""O*W<#!*W<:C*W!=< 等上

调% 结合@7H基因芯片$.(>W!"<2*W":$*W<:< 调节

4R7Y! 蛋白基因的表达# .(>W""=*W":$*W":"W#/*

W="C*W<:< 调节水通道蛋白 !*<*#*F 和 !! 基因的表

达#.(>W!"#2*W!="*W":$*W==B*WFF< 调节 880W: 基

因的表达% @'232/ 等!!$"也有类似的结果% 通过基

因芯片分析发现$缺氧缺血条件下有变化的 .(>7H

主要集中在)

!

细胞凋亡基因% 如凋亡基因 0H>W<

'.(>W"F*W=$*W!B! ($0&@&!$ '.(>W!$=E!$C*.(>W

!B!($e?@'.(>W"=($ e?8'.(>W"<($&HR0= '.(>W

=$($&HR0C '.(>W"= ($H0H̀! '.(>W"C ($eHf!

'.(>W"F($e)(/=Y'.(>W"=(等%

"

细胞周期基因%

如 L1L"#H ' .(>W"!* .(>W!$=E!$C ($ L9L5() @"

'.(>W"F*.(>W!$=E!$C($L9L5() !̂ '.(>W"F($L9L5()

T ' .(>W"= ($ L1XF ' .(>W"F* .(>W!$=E!$C (%

#

4̂ h̀ 基因% 5-,WCO*.(>W!F*W"$*W!CW#/*W"C*W!$F*W

!$C*W!:=*W"!$*W="$ 和W=F! 等!!!"

%

虽然T?e@与8&Hd模型在病理生理机制中存

在较大差异$本研究结果也提示这一点$但是$T?e@

也存在前述的促进凋亡和影响细胞周期的 .(>7H

表达变化$如.(>W"=*W"<*W"F*W=$*W!$=*W!$C 等显著

上调$以及与神经干或前体细胞的分化有关 5-,WC*

.(>W!"<*W!"B*W: 等%

本研究中$.(>W!"F 表达上调最高% .(>W!"F 主

要表达在血管内皮细胞$包括毛细血管和大血管$其

基本生理功能是促进血管新生!!""

% 而且 .(>W!"F

的靶基因之一是 4&H8W!$抑制 .(>W!"F 可以导致

白细胞粘附于血管内皮细胞!!="

% 据此推测$在

&#C=&
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T?e@模型大鼠 .(>W!"F 的高表达可能与新生血管

的形成*抑制炎症反应有关% 但是$T?e@模型中

.(>W"! 的表达下调了 =6=! \$6F# 倍% .(>W"! 的靶

基因包括 0Ĝ7*eL5W"$抑制 .(>W"! 可以减少血管

内皮细胞的增殖$增加凋亡!!="

% 这些看似矛盾的结

果提示了T?e@病理生理过程的复杂性%

而且$T?e@模型中参与神经干细胞外遗调控

机制'-/(M-)-,(L3-MK52,(+)(的分化调节的 .(>7H存

在表达差异$特别是.(>W!"<*W!"#O 和 :2% .(>W!"<

主要在分化和分化后的神经细胞中表达$可以抑制

神经干细胞分化调控重要蛋白 0Ge0!$提高神经细

胞特异性剪切$促进向神经细胞分化#同时$可以调

节成年动物室管膜下区的神经干细胞增殖*分

化!!<"

% 此外$.(>W!"#O和 :2也通过多条途径促进

神经干细胞向神经细胞分化!!#W!F"

% 本研究发现$

T?e@模型中.(>W!"<*W!"#O和 :2均有超过 " 倍的

上调$提示缺血缺氧条件下$可能促进内源性神经干

细胞的增值和分化$参与脑损伤的修复过程%

综上所述$在T?e@的病理生理过程中$.(>7H

的表达有明显变化$深入探索 .(>7H表达变化规

律$就有可能从转录水平调控特定的 .(>7H$达到

阻断脑缺血后续病理生理变化的目的$为 T?e@提

供新的治疗方法%
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