
􀅰基础研究􀅰

基于 ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 信号通路探讨高压氧对
脑缺血再灌注损伤大鼠血脑屏障的影响

佟雪１ 　 张倩茹１ 　 赵红１ 　 陈学新２

１中国医科大学基础医学院机能实验中心ꎬ沈阳　 １１０１２２ꎻ ２中国医科大学附属第一临床医院

高压氧科ꎬ沈阳　 １１０１２２
通信作者:佟雪ꎬＥｍａｉｌ:２５７２０５８１１５＠ ｑｑ.ｃｏｍ

　 　 【摘要】 　 目的　 基于沉默信息调节因子 １ /叉头转录因子 Ｏ１( ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１)信号通路探讨高压氧

(ＨＢＯ)对脑缺血再灌注(ＣＩＲ)大鼠血脑屏障(ＢＢＢ)的保护作用ꎮ 方法 　 选取雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４０ 只ꎬ按照

随机数字表法将其分成假手术组( Ｓｈａｍ 组)、模型组( ＣＩＲ 组)、ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组、ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ ＳＩＲＴ１ 抑制剂

(ＥＸ５２７)组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 采用改良线栓法建立大鼠右侧大脑中动脉栓塞模型ꎬＳｈａｍ 组大鼠不进行结扎和

线栓导入ꎬＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组予以 ＨＢＯ 干预ꎬＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组在此基础上再予以

ＥＸ５２７ 处理ꎮ ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组于再灌注 １ ｈ、９ ｈ、２１ ｈ、４５ ｈ、６９ ｈ 进入 ＨＢＯ 舱ꎬ期间行

ＨＢＯ 治疗 ５ 次ꎮ 在处死动物前 １ ｈꎬ经尾静脉注射 ２％伊文思兰(ＥＢ)ꎬ采用比色法、逆转录￣聚合酶链(ＲＴ￣
ＰＣＲ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测再灌注 ７２ ｈ 大鼠海马区脑组织 ＥＢ 含量ꎬＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 及蛋白表达变化ꎮ 结果　 ＣＩＲ ７２ ｈꎬＣＩＲ 组、ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组大鼠海马

区脑组织 ＥＢ 含量均较 Ｓｈａｍ 组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＸＥ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＥＢ 的含量较

ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ ＣＩＲ ７２ ｈꎬＣＩＲ 组、ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织

ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 表达及其相应蛋白表达较 Ｓｈａｍ 组均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 表达及其相应蛋白

表达较 ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＨＢＯ 可以通过 ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 通路增加紧密连接蛋白的表

达ꎬ从而在 ＣＩＲ 损伤中对 ＢＢＢ 起到保护作用ꎮ
【关键词】 　 高压氧ꎻ　 血脑屏障ꎻ　 脑缺血再灌注ꎻ　 ＳＩＲＴ１ꎻ　 ＦｏｘＯ１ꎻ　 紧密连接蛋白
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃ ｏｘｙｇｅｎ (ＨＢＯ) ｏｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ￣ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｖｉａ ｔｈｅ
ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １ ( ＳＩＲＴ１) / Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１(ＦｏｘＯ１) ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ
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ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ (ＣＩＲ)ꎬ ＣＩＲ＋ＨＢＯ ａｎｄ ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｅａｃｈ ｏｆ １０. Ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ｒｉｇｈｔ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｔｈｒｅａｄ￣ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｌｉｇａｔｅｄ. Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ＣＩＲ＋ＨＢＯ ａｎｄ ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
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ｖｅｎｓ ｂｌｕｅ (ＥＢ) ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ａｎ ｈｏｕｒ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＥＢ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ꎬ ＦｏｘＯ１ꎬ ＺＯ￣１ꎬ Ｏｃｃｌｕｄｉｎꎬ Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏ￣
ｔｏｍｅｔｒｙꎬ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＥＢ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＣＩＲꎬ ＣＩＲ＋ＨＢＯ ａｎｄ ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ
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５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＩＲ ＋ＨＢＯ ＋ＥＸ ５２７ ｇｒｏｕｐ′ｓ ａｖｅｒａｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
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　 　 缺血性脑血管疾病是威胁人类健康的疾病之一ꎬ
尽早恢复脑组织的供血供氧是治疗该疾病的有效手

段ꎬ但脑缺血再灌注 ( ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ
ＣＩＲ) 会导致不同程度的损伤[１]ꎮ 其中ꎬ血脑屏障

(ｂｌｏｏｄ￣ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ＢＢＢ)通透性改变是 ＣＩＲ 损伤的
主要病理生理变化之一[２]ꎮ ＢＢＢ 是存在于脑组织和

血液之间的一个复杂的屏障系统ꎬ主要由血管内皮细

胞、星形胶质细胞、周细胞、细胞外连续的基底膜、细胞

外基质及神经构成[３]ꎮ 血管内皮细胞的完整性在保

证 ＢＢＢ 发挥正常屏障功能中起着重要作用ꎮ 脑血管

内皮细胞及细胞间的紧密连接是构成 ＢＢＢ 的主要结

构ꎬ紧密连接是由相邻细胞膜外层通过特异性的跨膜

蛋白彼此融合构成的闭锁结构ꎬ位于脑血管内皮细胞

间ꎬ主要由跨膜蛋白构成ꎬ包括闭合蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎｓ 家

族、咬合蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 家族、连接黏附分子、胞质附着
蛋白 ＺＯｓ 家族、细胞骨架蛋白等[４]ꎮ 紧密连接相关蛋

白的结构、分布和表达水平的变化ꎬ都会影响紧密连接

的开放或关闭ꎬ从而改变 ＢＢＢ 的通透性ꎮ
沉默信息调节因子 １( ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

ｐｒｏｔｅｉｎꎬＳＩＲＴ１)属于烟酰腺嘌呤二核苷酸依赖的类组

蛋白去乙酰化酶ꎬ广泛存在于人类组织细胞中ꎮ ＳＩＲＴ１
通过去乙酰化调节下游叉头蛋白 Ｏ１( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＦｏｘＯ１)信号通路ꎬ在调节脂肪细胞代谢、改善

胰岛功能等方面发挥着重要作用[５]ꎮ 有研究表明ꎬ
ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 信号通路在改善 ＣＩＲ 损伤中起着重要作
用[６]ꎮ 然而ꎬ基于 ＳＩＲＴ１ / Ｆｏｘｏ１ 信号通路探讨 ＣＩＲ 损

伤大鼠 ＢＢＢ 通透性的相关研究较少ꎮ 高压氧(ｈｙｐｅｒ￣
ｂａｒｉｃ ｏｘｙｇｅｎꎬ ＨＢＯ)是临床上治疗脑血管疾病的一种

重要手段ꎬ其可增加脑组织内氧分压ꎬ改善患者脑缺血
症状ꎬ有助于神经功能的恢复与重建[７]ꎮ 因此ꎬ本研

究基于 ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 信号通路ꎬ从分子水平进一步探

讨 ＨＢＯ 对 ＣＩＲ 损伤大鼠 ＢＢＢ 的影响及可能机制ꎮ

材料与方法

一、实验动物及分组

选取成年健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４０ 只ꎬ ３~４ 月龄ꎬ
体重(２５０±３０) ｇꎬ由中国医科大学动物部提供(ＳＣＸＫ
１９９９０４５)ꎮ 按照随机数字表法将大鼠分为假手术组

(Ｓｈａｍ 组)、模型组(ＣＩＲ 组)、ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组、ＣＩＲ＋ＨＢＯ

＋ＳＩＲＴ１ 抑制剂(ＥＸ５２７)组ꎬ每组 １０ 只ꎮ
二、ＣＩＲ 动物模型的制备

采用大脑中动脉线栓法制备动物模型ꎮ 大鼠采用

１０％ 水合氯醛(３.５ ｍｌ / ｋｇ)腹腔麻醉ꎬ 于右侧颈部切

开ꎬ 暴露右侧颈总动脉ꎬ 分离迷走神经ꎮ 结扎翼腭动

脉和颈外动脉ꎬ 将末端圆钝的 ４２０ 尼龙丝线依次通过

颈外动脉和颈内动脉、小心插至大脑前交通动脉ꎬ 丝

线插入长度约 １１８ ~ ２１０ ｃｍꎬ 阻塞右侧大脑中动脉ꎬ
１２０ ｍｉｎ 后拔出尼龙线ꎬ形成再灌注ꎮ Ｓｈａｍ 组大鼠除

不进行结扎和线栓的导入ꎬ其余操作同其它组ꎮ 改良

Ｌｏｎｇａ 评分 １~３ 分提示造模成功ꎮ
三、干预方法

１.ＨＢＯ 干预:术后 １ ｈ、９ ｈ、２１ ｈ、４５ ｈ、６９ ｈꎬ对 ＣＩＲ
＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组大鼠予以 ＨＢＯ 干预ꎮ
采用北京产 ＧＢ１２１３０￣１９９５ 型动物氧气加压舱ꎬ待动物

进舱后ꎬ先用纯氧洗舱 １０ ｍｉｎꎬ使舱内氧浓度>９０％ꎬ加
压速率为 ０. ０１２５ ＭＰａ / ｍｉｎꎬ加压至 ０. ２５ ＭＰａꎬ停留

６０ ｍｉｎꎬ其间用纯氧通气 １０ ｍｉｎꎮ 之后在 ２０ ｍｉｎ 内匀

速减至常压ꎮ
２.ＥＸ５２７ 处理:术后 ４ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈꎬ对

ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组大鼠予以 ＥＸ５２７ 腹腔注射ꎬ剂量

为 ５ ｍｇ / ｋｇꎮ
四、大鼠海马区脑组织伊文思兰 ( Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅꎬ

ＥＢ)含量测定

参考 Ｈａｗｋｉｎｓ 等[８]用甲酰胺测定皮肤 ＥＢ 含量的
方法ꎬ于 ＣＩＲ ７２ ｈ 后检测大鼠海马区脑组织 ＥＢ 的含

量ꎮ 在处死大鼠前 １ｈ 经尾静脉注入 ２％ ＥＢ 生理盐水

(１ ｍｌ / ｋｇ)ꎬ摘取海马区脑组织前 ２０ ｍｉｎ 经心脏灌注

生理盐水、直至流出清亮的液体ꎮ 处死大鼠ꎬ取海马区

脑组织用电子天平精确称其湿重后ꎬ投入试管中ꎬ加入

３ ｍｌ 甲酰胺ꎬ加盖后于 ４５ ℃水浴箱孵育 ４８ ｈꎬ轻轻摇

匀ꎬ离心 １５ ｍｉｎ(３０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ取上清液于分光光度计

比色ꎮ
五、 ＲＴ￣ＰＣＲ 检 测 大 鼠 海 马 区 脑 组 织 ＳＩＲＴ１、

ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ｍＲＮＡ 的表达

取海马区脑组织 ５０ ~ １００ ｍｇꎬ剪碎ꎬ液氮研磨ꎬ在
４ ℃环境下分别加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ、氯仿、异丙醇、ＤＥＰＣ
水后离心ꎬ制备目的细胞总 ＲＮＡꎮ 以该 ＲＮＡ 为模板ꎬ
在适当引物下ꎬ由反转录酶生成ｃＤＮＡꎮ 取出 ｃＤＮＡ 作
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为荧光定量的模板ꎬ经历 ４０ 次热循环ꎬ扩增后收集荧

光信号ꎬ采用相对量化研究方法分析数值ꎬ计算方法为

２－ΔΔＣｔꎬ见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列及产物片段

靶基因　 　 引物序列(５′￣３′)

β￣ａｃｔｉｎ 正义链:ＴＣＡＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＴＧＣ
反义链:ＴＴＴＡＧＴＧＴＣＡＴＧＣＡＣＧＡＴＴＣ

ＳＩＲＴ１ 正义链:ＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＡＴＣＴＡＴＧＣＴＴ
反义链:ＡＣＴＧＣＡＴＴＡＣＣＡＴＧＴＡＣＴＴＴ

ＦｏｘＯ１ 正义链:ＧＡＴＡＴＴＧＡＧＡＣＴＣＡＣＣＴＧＴＣ
反义链:ＣＴＡＧＡＴＴＡＴＧＧＴＣＧＡＧＴＧＡＡ

ＺＯ￣１ 正义链:ＣＡＴＴＣＡＧＴＧＡＧＴＡＣＧＡＴＡＧＣ
反义链:ＣＴＴＧＡＴＣＡＡＴＧＴＴＧＡＣＡＴＧＴ

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 正义链:ＴＴＧＡＴＡＣＡＧＣＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡ
反义链:ＡＡＡＴＣＡＴＧＣＴＡＧＧＡＧＴＴＡＣＡ

Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 正义链:ＴＧＡＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＧＧＣＡＴＣ
反义链:ＣＣＧＴＡＡＴＧＧＡＣＡＧＴＧＴＣＧＴＡ

六、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、
Ｆｏｘｏ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 的表达

分离 ＣＩＲ 大鼠海马区脑组织ꎬ加入裂解液后匀

浆ꎬ４ ℃ꎬ离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清 ２０ μｌꎬ用考马斯亮蓝

Ｇ￣２５０ 结合法进行蛋白定量ꎬ１０％ 十二烷基磺酸钠

(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬ ＳＤＳ)￣聚丙烯酰胺凝胶电泳

(ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＰＡＧＥ)分离后ꎬ转印

到硝酸纤维素膜上ꎬ ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１、 ＺＯ￣１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 一抗稀释度均为 １ ∶ ５００ꎬβ℃ ａｃｔｉｎ 抗体的稀

释度为 １ ∶ ５０００ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎬ相应二抗室温孵育

３ ｈꎬ使用增强化学发光法 ( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ￣
ｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)试剂盒检测蛋白ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ采用

Ｃｈｅｍｉ Ｉｍａｇｅｒ ５５００ｖ２. ０３ 软件扫描胶片ꎬ利用 Ｆｌｕｏｒ
Ｃｈｅｍ ２.０ 图像分析仪对条带积分光密度进行定量

分析ꎮ
七、统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 版统计学软件进行数据处理ꎬ计
量资料以(ｘ－±ｓ)形式表示ꎬ组间不同时间点比较采用 ｔ
检验ꎬ多组间均数比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５
表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠 ＣＩＲ ７２ ｈ 海马区脑组织 ＥＢ 含量比较

ＣＩＲ ７２ ｈꎬ ＣＩＲ 组、 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ ＋
ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＥＢ 含量均较 Ｓｈａｍ 组明

显增加(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 与 ＣＩＲ 组比较ꎬＣＩＲ ＋ＨＢＯ 组和

ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＥＢ 含量均较

低(Ｐ<０.０５)ꎮ ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＸＥ５２７ 组海马区脑组织 ＥＢ
的含量较 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ 组显著增加 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ 详见

图 １ꎮ

　 　 注:与 Ｓｈａｍ 组比较ꎬａＰ< ０.０５ꎻ与 ＣＩＲ 组比较ꎬｂＰ< ０. ０５ꎻ与
ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

图 １　 各组大鼠 ＣＩＲ ７２ ｈ 海马区脑组织 ＥＢ 含量比较

二、各组大鼠 ＣＩＲ ７２ ｈ 海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、
ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 的表达

ＣＩＲ ７２ ｈꎬ ＣＩＲ 组、 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ ＋
ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃ￣
ｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 的表达较 Ｓｈａｍ 组均显著降低

(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＣＩＲ 组比较ꎬＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ
＋ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃ￣
ｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 的表达均显著增加ꎮ ＣＩＲ ＋
ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组较 ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、
ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 的表达显著降

低(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ２ꎮ

　 　 注:与 Ｓｈａｍ 组比较ꎬａＰ< ０.０５ꎻ与 ＣＩＲ 组比较ꎬｂＰ< ０. ０５ꎻ与
ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

图 ２　 各组大鼠 ＣＩＲ ７２ ｈ 海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 的表达

三、各组大鼠 ＣＩＲ ７２ ｈ 海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、
ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 蛋白的表达

ＣＩＲ ７２ ｈꎬ ＣＩＲ 组、 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ ＋ＨＢＯ ＋
ＥＸ５２７ 组大鼠海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃ￣
ｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 蛋白的表达较 Ｓｈａｍ 组显著降
低(Ｐ<０.０５)ꎮ ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组较

ＣＩＲ 组海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 蛋白表达显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋
ＥＸ５２７ 组较 ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、
ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 蛋白表达显著降低 ( Ｐ <
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０.０１)ꎮ 详见图 ３ꎮ

　 　 注:与 Ｓｈａｍ 组相比ꎬａＰ < ０. ０１ꎻ与 ＣＩＲ 组相比ꎬｂＰ < ０.０１ꎻ与
ＣＩＲ＋ＨＢＯ 组相比ꎬｃＰ<０.０１

图 ３　 各组大鼠 ＣＩＲ ７２ ｈ 海马区脑组织 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 蛋白的表达

讨　 　 论

ＣＩＲ 损伤引起的 ＢＢＢ 变化会加重脑损伤[９￣１０]ꎮ
ＣＩＲ 后 ＢＢＢ 的通透性增加既是损伤结果ꎬ也是进一步

触发损伤的主要原因ꎬ是 ＣＩＲ 引起级联损伤的重要病

理生理过程ꎮ 本实验通过检测海马区脑组织 ＥＢ 含量

来评价 ＢＢＢ 通透性ꎬ结果显示ꎬＣＩＲ ７２ ｈ 后大鼠 ＥＢ 含

量较 Ｓｈａｍ 组显著增加ꎬ提示 ＣＩＲ ７２ ｈ 后大鼠 ＢＢＢ 的

通透性增加ꎮ
脑血管内皮细胞之间的紧密连接是细胞间的通透

屏障ꎬ通过细胞旁路径调控水、离子和大分子物质的跨

膜转运[１１]ꎮ 紧密连接由 ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 及

细胞骨架蛋白等相连而成ꎮ ＺＯ￣１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５
是内皮细胞紧密连接的主要结构蛋白ꎬＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕ￣
ｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ 在紧密连接的组成中居于核心地位[１２]ꎮ
有多项研究表明ꎬ紧密连接蛋白表达量及其位置分布

的变化或结构功能的异常均可能破坏紧密连接的完整

性ꎬ引起细胞间连接的开放ꎬ进而导致 ＢＢＢ 通透性改

变[１２]ꎮ 本研究结果显示ꎬＣＩＲ ７２ ｈ 后 ＣＩＲ 组海马区脑

组织 ＺＯ￣１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 和蛋白表达明

显下降ꎬ表明 ＣＩＲ ７２ ｈ 后 ＢＢＢ 的结构基础被破坏ꎬ导
致 ＢＢＢ 通透性显著增加ꎮ

ＳＩＲＴ１ 是 Ｓｉｒ２ 超蛋白家族的成员之一ꎬ能够催化

组蛋白底物和非组蛋白底物的乙酰赖氨酸进行去乙酰

化反应[１４]ꎮ ＳＩＲＴ１ 激活后ꎬ可引起 ＦｏｘＯ１ 激活[１５]ꎮ
ＦｏｘＯ１ 是 Ｏ￣ｂｏｘ 子家族中叉头转录因子的成员之一ꎬ
是起调节作用的主要结构[１６]ꎮ ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 作为其

信号通路的共同作用靶点ꎬ参与机体的氧化应激、凋
亡、自噬和内质网应激等反应ꎮ 有研究发现ꎬＳＩＲＴ１ /
ＦｏｘＯ１ 信号通路在糖尿病心肌缺血再灌注损伤中发挥

重要作用[１７]ꎮ 多项证据显示[１８]ꎬ ＳＩＲＴ１ 能使 Ａｃ￣
ＦｏｘＯ１ 去乙酰化ꎬ激活 ＦｏｘＯ１ 的转录活性ꎬ在脂质代谢

中起重要作用ꎮ 近期的研究还发现ꎬ在阿尔茨海默病

中通过激活 ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 信号通路ꎬ可以诱导和促进

自噬过程ꎬ加速病理性蛋白的清除ꎬ对神经系统疾病的

治疗具有重要作用[１９]ꎮ 曹自为等[２０] 研究发现ꎬ白藜

芦醇通过 ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 通路可抑制 ＣＩＲ 损伤大鼠的

炎症因子表达ꎮ 本研究显示ꎬＣＩＲ 组海马区脑组织

ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ 及蛋白表达均较 Ｓｈａｍ 组显著降

低ꎬ同时伴有 ＥＢ 含量的增加ꎬ提示在 ＣＩＲ 损伤中ꎬ
ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１ 表达降低ꎬ在 ＢＢＢ 通透性变化中起到

了一定作用ꎮ
有研究表明ꎬＨＢＯ 可降低 ＣＩＲ 损伤后 ＢＢＢ 的通

透性ꎬ对 ＢＢＢ 具有保护作用[２１￣２２]ꎮ 本实验结果显示ꎬ
与 ＣＩＲ 组比较ꎬＣＩＲ＋ＨＢＯ 组和 ＣＩＲ＋ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组

ＥＢ 的含量明显降低ꎬ而 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 及蛋白表达明显增加ꎬ还观察到 ＣＩＲ＋
ＨＢＯ＋ＥＸ５２７ 组海马区脑组织 ＥＢ 的含量较 ＣＩＲ＋ＨＢＯ
组明显增加ꎬ而 ＳＩＲＴ１、ＦｏｘＯ１、ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣
５ｍＲＮＡ 及蛋白表达明显降低ꎮ 提示在 ＣＩＲ 损伤中ꎬ
ＨＢＯ 作 为 ＳＩＲＴ１ 的 激 动 剂ꎬ 可 激 活 ＳＩＲＴ１、
ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ 及蛋白的表达ꎬ同时上调紧密连接蛋白

ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣５ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达ꎬ但这

些效应可被 ＳＩＲＴ１ 特异性抑制剂 ＥＸ５２７ 所阻断ꎮ
综上所述ꎬＨＢＯ 可通过 ＳＩＲＴ１ / ＦｏｘＯ１ 通路增加紧

密连接蛋白的表达ꎬ降低 ＢＢＢ 的通透性ꎬ从而在 ＣＩＲ
损伤中起到保护 ＢＢＢ 的作用ꎮ 本研究为临床上应用

ＨＢＯ 治疗缺血性脑血管病提供了新的依据ꎮ
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