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过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５对大鼠脑缺血再灌注损伤后血脑屏障的保护作用

程　创，秦新月，郭　佳，燕伟平，徐广会，白永生　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆市神经病
学重点实验室）

　　［摘要］　目的　探讨过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５对大鼠脑缺血再灌注损伤后血脑屏障的保护作用及其可能的机制。方法　 将
１１２只成年雄性ＳＤ大鼠分成４组：假手术组（Ｓ）、脑缺血组（Ｉ／Ｒ）、脑缺血加过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５腺病毒载体干预组（Ｉ／Ｒ＋Ａｄ
ＦＢＬＮ）以及脑缺血加空腺病毒载体干预组（Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ）。大鼠在大脑中动脉阻塞前７ｄ接受腺病毒注射，再灌注后
２４ｈ，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ和免疫荧光检测各组大鼠脑组织 Ｆｉｂｕｌｉｎ５和紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达；伊文思蓝漏
出评估血脑屏障的通透性；ＴＴＣ染色检测脑梗死体积并进行神经功能缺损评分。结果　 脑缺血再灌注２４ｈ，与Ｓ组比较，
Ｉ／Ｒ组大鼠伊文思蓝明显漏出（Ｐ＜０．０１），伴有紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达降低（Ｐ＜０．０１）。Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组 Ｆｉｂｕｌｉｎ５
的ｍＲＮＡ水平和蛋白水平明显高于其他３组（Ｐ＜０．０１），伊文思蓝漏出明显减少（Ｐ＜０．０１），ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达明显增高
（Ｐ＜０．０１），ＴＴＣ梗死灶明显缩小（Ｐ＜０．０１），神经功能缺损明显减轻（Ｐ＜０．０１）。而Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组与Ｉ／Ｒ组之间差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５减轻大鼠脑缺血再灌注损伤后血脑屏障的损害，Ｆｉｂｕｌｉｎ５促进紧密
连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达可能是其保护作用的机制之一。
　　［关键词］　 Ｆｉｂｕｌｉｎ５；脑缺血再灌注；血脑屏障；ｏｃｃｌｕｄｉｎ
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　　血管内皮间致密的紧密连接蛋白是血脑屏障发挥
其“选择性通透屏障”的关键因素［１］。研究发现紧密

连接蛋白的表达主要受血脑屏障周围环境和血脑屏障

结构改变的影响［２］。脑缺血再灌注发生后局部脑组

织缺氧，内皮细胞凋亡，细胞外基质降解，血脑屏障完

整结构瓦解，因而紧密连接蛋白表达减少，血脑屏障通

透性增加。Ｆｉｂｕｌｉｎ５是细胞外基质家族 Ｆｉｂｕｌｉｎ中的
一员［３］，可以通过整合素受体增强内皮细胞与细胞外

基质的黏附［４］，维持血脑屏障结构单元的完整。鉴于

内皮细胞与细胞外基质的黏附能促进紧密连接蛋白的

表达［５］，Ｆｉｂｕｌｉｎ５可能通过整合素促进内皮细胞间紧
密连接蛋白的表达。此外 Ｆｉｂｕｌｉｎ５还能与其他细胞
外基质竞争性结合整合素受体，干预整合素信号通路

的传导，从而增强内皮细胞对体内环境变化（例如缺

氧）的适应，稳定内皮细胞的存活［６］，并减少整合素通

路信号传导引起的活性氧族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）释放［７］。因此，我们推测 Ｆｉｂｕｌｉｎ５可能是一个
潜在的具有血脑屏障保护作用的蛋白。本实验采用过

表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５腺病毒载体颅内立体定位注射的方式，
使大鼠局部脑组织过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５，观察 Ｆｉｂｕｌｉｎ５对
大鼠脑缺血再灌注损伤后紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ及血
脑屏障通透性的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　成年雄性ＳＤ大鼠１１２只，体质量２００～２５０ｇ，购于重庆医
科大学实验动物中心。过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５腺病毒（上海纽恩生物
公司），兔抗Ｆｉｂｕｌｉｎ５（美国Ｍｉｎｉｐｏｒｅ公司），兔抗ｏｃｃｌｕｄｉｎ（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），小鼠抗大鼠内皮细胞抗原（ＲＥＣＡ１，用于标记
内皮细胞，美国ＡｂＤ公司），伊文思蓝染料（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
总蛋白及膜蛋白提取试剂盒（南京凯基生物科技公司），ＲＮＡ
提取，逆转录及扩增试剂盒（ＴａＫａＲａ公司），山羊抗兔二抗（北
京四正柏公司），抗鼠ｄｙｌｉｇｈｔ６４９荧光二抗（碧云天公司），抗兔
ＴＲＩＴＣ荧光二抗（武汉博士德公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　动物分组　　１１２只大鼠分成４组，即假手术组（Ｓ）、
脑缺血组（Ｉ／Ｒ）、脑缺血加过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５腺病毒载体干预组
（Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ）以及脑缺血加空腺病毒载体干预组（Ｉ／Ｒ＋
ＡｄＨＫ），每组２８只，其中Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测８只（４只用于膜蛋
白，４只用于总蛋白），免疫荧光、ＴＴＣ、伊文思蓝、ＲＴＰＣＲ、绿色
荧光蛋白检测各４只，所有大鼠在处死前进行神经功能评分。
Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组及Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组的大鼠在脑缺血前７ｄ接
受腺病毒或空腺病毒注射，各组大鼠在脑缺血再灌注后２４ｈ检
测Ｆｉｂｕｌｉｎ５表达、血脑屏障的通透性、脑梗死面积、紧密连接蛋
白的表达及神经功能缺损情况。

１．２．２　腺病毒立体定位注射　　以前囟为坐标原点，右侧两

点皮质：（２，１，－１．５）ｍｍ；（２，－３．０，－１．５）ｍｍ，以及一点海
马：（２．５，－３．５，－３．５）ｍｍ作为靶点［８］。过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５腺
病毒（６．３×１０１０ＴＵ／ｍＬ）或者空载体腺病毒（７．６×１０１０ＴＵ／ｍＬ）
分别注射到以上 ３点，每个点注射腺病毒 ２μＬ，注射速度：
０２μＬ／ｍｉｎ，注射完毕后保持注射针在原位５ｍｉｎ。
１．２．３　大脑中动脉阻塞模型建立　　采用本课题组前期的实
验方法［８］，并结合Ｌｏｎｇａ评分［９］，１～３分的大鼠纳入实验，０分
与４分以及在取材时发现有蛛网膜下腔出血者剔除实验组，并
从同批次实验大鼠中随机抽取补齐。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　按照蛋白提取说明书提取出总蛋
白及膜蛋白分别用于 Ｆｉｂｕｌｉｎ５及 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的检测。蛋白样品
在１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中分离后，转移至 ＰＶＤＦ膜上，Ｆｉｂｕ
ｌｉｎ５一抗（１∶９００），ｏｃｃｌｕｄｉｎ一抗（１∶１００）４℃孵育过夜，二抗
（１∶３０００）室温孵育２ｈ后，ＢｉｏＲａｄ凝胶扫描成像。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测　　收集标本的工具灭酶处理，其他类似
于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。参照ＲＮＡ提取及逆转录试剂盒说明书萃取组
织ＤＮＡ于－２０℃保存。Ｆｉｂｕｌｉｎ５上游（２１ｂｐ）：５′ＴＣＧＴＣＴＧ
ＣＧＡＧＧＡＧＣＣＴＴＡＴＣ３′，下游（２０ｂｐ）：５′ＡＧＧＧＴＡＴＣＧＧＧＴＣ
ＧＴＴＧＣＴＴ３′；ｏｃｃｌｕｄｉｎ上游（２２ｂｐ）：５′ＴＧＡＡＣＴＣＴＣＡＧＧＡＡＡＣ
ＣＣＡＡＧＧ３′，下游（２４ｂｐ）：５′ＣＡＣＴＴＣＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧＴＧＴＣＣＧ
３′；βａｃｔｉｎ上游（２０ｂｐ）：５′ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ３′，下
游（２０ｂｐ）：５′ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３′。按照 ＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｔｍＲＴＰＣＲ试剂盒说明书，进行聚合酶链反应。
１．２．６　免疫荧光检测　　为检测腺病毒的扩散，再灌注后
２４ｈ，激光共聚焦观察 ＧＦＰ荧光。为行免疫荧光双标记，冰冻
切片分别与ＲＥＣＡ１和ｏｃｃｌｕｄｉｎ一抗及相应的荧光二抗孵育，共
聚集显微镜观察。

１．２．７　血脑屏障通透性检测　　４％的伊文思蓝按照３ｍＬ／ｋｇ
从大鼠尾静脉注入，２ｈ后从左心室灌流冰生理盐水２００ｍＬ，断
头取脑并称量，脑组织与甲酰胺匀浆后６０℃孵育２４ｈ，离心后
取上清液并测量其在６３０ｎｍ波长下的光密度值，参照伊文思
蓝的标准曲线计算出脑组织中伊文思蓝的含量。

１．２．８　ＴＴＣ染色及神经功能评估　　ＴＴＣ染色参照文献［９］
的方法，利用软件测定脑梗死体积百分比。神经功能评估采用

评分者单盲的方法，参照Ｓｈｅｎ等［１０］的评分标准进行评分，最低

３分，最高１８分，得分越低表明神经功能缺损越严重。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＳＰＳ１６．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较
行单因素方差分析，方差齐时两两比较行 ＬＳＤ检验，方差不齐
时行Ｔａｍｈａｎｅ检验。

２　结果

２．１　腺病毒转染后脑组织中Ｆｉｂｕｌｉｎ５的表达
　　共聚焦结果显示：再灌注后２４ｈ，在注射点周围皮质区及
海马ＣＡ１～ＣＡ３、齿状回区可见绿色荧光信号，对侧脑组织未见
明显绿色荧光信号。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴＰＣＲ检测结果显示，
Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组大鼠缺血侧脑组织Ｆｉｂｕｌｉｎ５的蛋白及ｍＲＮＡ
水平均明显高于其他实验组（Ｐ＜０．０１）。此外，Ｉ／Ｒ组大鼠缺

７８３１
第３６卷第１３期
２０１４年７月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１３
Ｊｕｌ．１５　２０１４



血侧脑组织 Ｆｉｂｕｌｉｎ５的蛋白及 ｍＲＮＡ水平较 Ｓ组也有明显升
高（Ｐ＜０．０１）。结果见图１、图２Ａ、表１。

!"" !#

!"" !#

!"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !#

$

%

&

'

(

)

Ａ～Ｃ：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组缺血对侧、缺血侧皮质、缺血侧海马；
Ｄ～Ｆ：Ｉ／Ｒ＋ＡＤＨＫ组缺血对侧、缺血侧皮质、缺血侧海马

图１　腺病毒及空腺病毒载体在大鼠颅内的转染情况
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１：Ｓ组；２：Ｉ／Ｒ组；３：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组；４：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组
图２　脑缺血再灌注后２４ｈ各组大鼠脑组织Ｆｉｂｕｌｉｎ５（Ａ）及

ｏｃｃｌｕｄｉｎ（Ｂ）蛋白的表达

表１　脑缺血再灌注后２４ｈ各组大鼠脑组织Ｆｉｂｕｌｉｎ５及ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的蛋白和ｍＲＮＡ水平（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别
Ｆｉｂｕｌｉｎ５蛋白
灰度比值

ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白
灰度比值

Ｆｉｂｕｌｉｎ５ｍＲＮＡ

水平（２－ΔΔＣｔ）

ｏｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ

水平（２－ΔΔＣｔ）

Ｓ组 ０．２９６±０．００６ １．３４０±０．０４５ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００
Ｉ／Ｒ组 ０．７５１±０．００８ａ ０．６１２±０．０１６ａ ３．７２５±０．２７５ａ ０．７３８±０．０７０ａ

Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组 １．８６８±０．０４６ａｂ １．０４０±０．０４２ａｂ２４．０２５±０．６９９ａｂ３．３９０±０．２４７ａｂ

Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组 ０．７４２±０．０１２ａｃ ０．５８５±０．０４４ａｃ ３．２２５±０．５６８ａｃ０．６８４±０．０５１ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｉ／Ｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与
Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组比较

２．２　紧密连接蛋白的表达
　　在正常情况下，ｏｃｃｌｕｄｉｎ连续的表达在血管内皮细胞ＲＥＣＡ１
之间。缺血再灌注后２４ｈ，紧密连接蛋白降解呈断续状，荧光
强度也有所减弱。腺病毒使缺血侧脑组织Ｆｉｂｕｌｉｎ５过表达后，
ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达升高。Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白及
ｍＲＮＡ表达水平较Ｉ／Ｒ组明显升高（Ｐ＜０．０１）。结果见图２Ｂ、
图３、表１。
２．３　血脑屏障通透性
　　与Ｓ组相比，再灌注后２４ｈ，Ｉ／Ｒ组大鼠缺血侧脑组织可见
明显的伊文思蓝漏出。Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组大鼠的伊文思蓝漏出与
Ｉ／Ｒ组大鼠之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。而用过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５
的腺病毒干预后，伊文思蓝漏出明显减少（Ｐ＜０．０１）。结果见图
４、表２。
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Ａ～Ｃ：Ｓ组；Ｄ～Ｆ：Ｉ／Ｒ组；Ｇ～Ｉ：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组；Ｊ～Ｌ：Ｉ／Ｒ＋Ａｄ
ＨＫ组；Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｊ：ＲＥＣＡ１；Ｂ、Ｅ、Ｈ、Ｋ：ｏｃｃｌｕｄｉｎ；Ｃ、Ｆ、Ｉ、Ｌ：ＲＥＣＡ１＋
ｏｃｃｌｕｄｉｎ
图３　脑缺血再灌注后２４ｈ各组大鼠免疫荧光双标记ｏｃｃｌｕｄｉｎ与

ＲＥＣＡ１观察
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Ａ：Ｓ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组；Ｄ：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组
图４　脑缺血再灌注后２４ｈ各组大鼠脑组织伊文思蓝漏出情况

表２　脑缺血再灌注后２４ｈ各组大鼠脑组织伊文思蓝漏出、脑梗死
体积及神经功能评分（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别
伊文思蓝漏出

（μｇ／ｇ）

脑梗死体积

百分比（％）

神经功能评分

（分）

Ｓ组 １．６５４±０．２２０ ０．００±０．００ １４．６３±０．４８

Ｉ／Ｒ组 ６．８４６±０．１３０ａ ３６．１４±１．２６ａ ６．００±０．４１ａ

Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组 ３．５６５±０．２３４ａｂ ２０．９７±０．８０ａｂ １０．５０±０．４１ａｂ

Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组 ７．０７０±０．１４８ａｃ ３６．２８±０．６６ａｃ ５．７５±０．６５ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｉ／Ｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与
Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组比较

２．４　脑梗死体积及神经功能评估
　　再灌注后２４ｈ，Ｉ／Ｒ组及 Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组大鼠缺血侧大脑
可见明显的梗死灶，Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组大鼠的脑梗死灶明显缩
小（Ｐ＜０．０１）。与Ｓ组相比，Ｉ／Ｒ组大鼠出现严重的神经功能
缺损（Ｐ＜０．０１），过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５干预后，Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组大
鼠的功能缺损明显减轻（Ｐ＜０．０１），然而Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组大鼠神经
功能缺损较Ｉ／Ｒ组未见明显变化（Ｐ＞０．０５）。结果见表２、图５。
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Ａ：Ｓ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＦＢＬＮ组；Ｄ：Ｉ／Ｒ＋ＡｄＨＫ组
图５　脑缺血再灌注后２４ｈ各组大鼠脑组织ＴＴＣ染色

３　讨论

　　脑缺血再灌注损伤后，处理血脑屏障开放，减轻脑
水肿一直是脑卒中后的重要治疗手段和研究热点。紧

密连接蛋白的降解是引起血脑屏障损害的重要原

因［２］。Ｆｉｂｕｌｉｎ５能增强内皮细胞与细胞外基质的黏
附［４］，这种黏附有助于促进紧密连接蛋白的表达［５］。

本研究将过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５的腺病毒转染到大鼠颅内，
探讨 Ｆｉｂｕｌｉｎ５对脑缺血再灌注损伤后紧密连接蛋白
表达及血脑屏障漏出的影响。结果表明：脑缺血再灌

注后２４ｈ，过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５使大鼠脑缺血再灌注后血
脑屏障漏出减少，内皮细胞间紧密连接蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
表达升高。此外过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５还使脑梗死面积缩
小，神经功能缺损减轻。研究表明，腺病毒介导的目的

基因过表达一般在腺病毒注射后７ｄ达高峰［１０］。本

研究证实在病毒注射后８ｄ，干预组 Ｆｉｂｕｌｉｎ５的表达
显著高于其他各组（Ｐ＜００１）。这表明腺病毒干预组
大鼠缺血侧脑组织 Ｆｉｂｕｌｉｎ５成功的高表达。紧密连
接蛋白的降解被认为是脑缺血后血脑屏障破坏的决定

性因素，有研究者将脑血管内皮细胞与 β１整合素受
体特异性抗体共培养发现，紧密连接蛋白表达减少，血

脑屏障通透性增加，因此推测内皮细胞表面的 β１整
合素受体介导的内皮细胞与细胞外基质的黏附能促进

紧密连接蛋白的表达［５］，而过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５能通过细
胞表面的β１整合素显著增强体外内皮细胞对细胞外
基质的黏附力［４］。因此，我们推测 Ｆｉｂｕｌｉｎ５促进紧密
连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达可能是通过整合素受体增强
内皮细胞与细胞外基质的黏附引起的。脑缺血后有大

量的ＲＯＳ产生，ＲＯＳ激活Ｒｈｏ酶介导血管内皮细胞损
伤，从而使血脑屏障通透性增加［１１］。Ｓｃｈｌｕｔｅｒｍａｎ等［７］

发现Ｆｉｂｕｌｉｎ５基因敲出大鼠的肿瘤内 ＲＯＳ水平明显

增高，伴随有肿瘤血管内皮细胞损伤增加，体外实验进

一步发现，Ｆｉｂｕｌｉｎ５是通过与纤连蛋白竞争性结合整
合素受体从而抑制整合素通路介导的ＲＯＳ产生［７］，因

此Ｆｉｂｕｌｉｎ５通过干预整合素通路抑制ＲＯＳ的产生，也
是减少血脑屏障损害的原因之一。除了减少血脑屏障

漏出，过表达 Ｆｉｂｕｌｉｎ５还使脑梗死面积缩小，神经功
能缺损减轻，这可能是因为血脑屏障通漏出减少后，脑

水肿减轻，从而使局部脑血流及能量供应增加，有利于

减轻脑部损害。

　　综上所述，过表达Ｆｉｂｕｌｉｎ５减轻了大鼠脑缺血再
灌注损伤后血脑屏障的损害，这与 Ｆｉｂｕｌｉｎ５促进紧密
连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达有关，同时 Ｆｉｂｕｌｉｎ５还能缩
小脑缺血后的脑梗死面积，促进神经功能恢复。
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