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抑制Ｆｙｎ可激活Ｎｒｆ２信号通路减轻大鼠脑出血后氧化应激损伤
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　　［摘要］　目的　探讨抑制酪氨酸激酶 Ｆｙｎ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅＦｙｎ）对大鼠脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）后氧化应激的影响及其潜在机制。方法　９６只雄性 ＳＤ大鼠采用随机数字表法分为
４组：假手术组（Ｓｈａｍ组）、脑出血组（ＩＣＨ组）、阴性对照组（ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组）和 Ｆｙｎ敲低组（ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ
组）。基底节注入５０μＬ自体血建立ＩＣＨ模型，侧脑室注射小干扰片段抑制Ｆｙｎ的表达，ＩＣＨ后２４ｈ进
行病死率统计、尼氏染色、神经功能评分、血脑屏障通透性检测，ＥＬＡＳＡ检测 ＩＣＨ大鼠血肿周围脑组织
的ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ、ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织中 Ｆｙｎ、核因子 Ｅ２相关因子 ２（ｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）及Ｎｒｆ２下游血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）和醌氧化还原酶１
（ｑｕｉｎｉｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，ＮＱＯ１）的表达。结果　与Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ组脑组织中Ｆｙｎ的表达增高（Ｐ＜
０．０５），大鼠病死率增高、神经元变性坏死增多、改良Ｇａｒｃｉａ评分减低、平衡木实验评分增加（Ｐ＜０．０５），
血脑屏障通透性降低；脑组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ活力减少（Ｐ＜０．０５），而 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量增加（Ｐ＜
０．０５）；脑组织中Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１的表达增高（Ｐ＜０．０５）。ＩＣＨ组与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组无明显差异。与
ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，ｓｉＲＮＡＦｙｎ可有效抑制 Ｆｙｎ的表达，ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组大鼠病死率降低、神经元变性坏
死减少、神经功能评分改善（Ｐ＜０．０５），血脑屏障通透性降低；脑组织血肿周围 ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ活力
增加（Ｐ＜０．０５），而 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量减低（Ｐ＜０．０５）；脑组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１的表达增加（Ｐ＜
０．０５）。结论　抑制Ｆｙｎ可减轻大鼠脑出血后氧化应激损伤，其机制可能与激活Ｎｒｆ２信号通路有关。
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Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（ＣＳＴＣ２０１５ｊｃｙｊＢＸ０１４４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＡＮＧＰｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｐｉｎｇ８６８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是一种极
具破坏性的卒中亚型，全球年死亡率约为４３．１人／１０
万人［１］，５年病死率约为７０％［２］，大多数幸存者患有不
同程度的神经功能障碍［３］。虽历经多年研究，但其治

疗手段仍有限，探索新的治疗方式是近年来的研究热

点。研究表明，脑出血急性期诱发的氧化应激是加剧

脑出血后继发脑损伤的关键因素。ＩＣＨ后，机体释放
的大量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和自由基
致脂质过氧化、线粒体功能障碍和溶酶体损伤等加速

神经细胞的死亡和加重脑损伤［４－５］。因此，探寻脑出

血后氧化应激损伤相关的内源性蛋白质可能为脑出血

的基础研究和治疗提供新的依据。

　　酪氨酸激酶 Ｆｙｎ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅＦｙｎ）是 Ｓｒｃ激酶
家族（Ｓｒｃｆａｍｉｌｙｋｉｎａｓｅｓ，ＳＦＫ）中的一员，参与神经细
胞的生长、分化、信号转导等［６］。研究表明，酪氨酸磷

酸酶的抑制减轻了急性肺损伤的氧化应激损伤［７］，突

变Ｆｙｎ的酪氨酸 ２１３位点致人肝母细胞瘤 Ｎｒｆ２与
ＮＱＯ１表达减低，此外Ｆｙｎ的缺失在抑郁症、帕金森和
阿尔茨海默等多种神经疾病中发挥神经保护作

用［８－１２］，但其在脑出血中的作用仍未可知。

　　核因子 Ｅ２相关因子 ２（ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄ

ｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）是细胞抵抗氧化损伤的主要调节因
子［１３］，通过调控抗氧化反应元件 （ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）诱导下游抗氧化基因表达，如
ＧＳＴ、ＨＯ１、ＳＯＤ、ＮＱＯ１等，在减轻氧化应激损伤和维
持体内氧化和抗氧化的平衡中起着重要作用［１４－１６］。

多项研究表明，在脑缺血（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕ
ｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型后 ２４ｈ，Ｎｒｆ２及其靶向抗氧化基因
ＨＯ１和ＳＯＤ的蛋白表达水平在大鼠的缺血半暗带周
围皮质中增加［１７］。ＩＣＨ模型中，Ｎｒｆ２激活对大鼠具有
抗氧化应激损伤作用［１８］。

　　本研究采用小干扰片段侧脑室注射的方法抑制
Ｆｙｎ的表达，用自体血法构建大鼠ＩＣＨ模型，探讨抑制
Ｆｙｎ在大鼠脑出血后氧化应激中的作用及其可能的机
制，为临床治疗ＩＣＨ提供新思路和基础实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　Ｎｒｆ２、βａｃｔｉｎ、兔二抗及鼠二抗抗体购于武汉三
鹰，ＨＯ１购于上海生工，ＮＱＯ１购于美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ。
Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ及尼氏染色试剂盒购于美国 Ｓｉｇｍａ。总超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）测定试剂

６３０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



盒（ＷＳＴ１法）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）测定
试剂盒（ＴＢＡ法）、还原型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）
测定试剂盒（分光光度法）、谷胱甘肽过氧化物酶

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰＸ）测定试剂盒（比色
法）、过氧化氢测定试剂盒（比色法）均购于南京建成

生物科技公司。

１．２　体内转染ｓｉＲＮＡ
　　ＩＣＨ建模前 ２４ｈ侧脑室注射大鼠 Ｆｙｎ基因的小
干扰片段（ＳｉＦｙｎ，上海吉玛），ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡ
（ＳｉＮＣ）作为阴性对照。大鼠麻醉后固定于脑立体定
位仪，用微量注射泵将ＳｉＲＮＡ（浓度２５０μｍｏｌ／Ｌ，体积
１０μＬ）以 ０．５μＬ／ｍｉｎ的速度注入大鼠右侧侧脑室
（前囟后１．０ｍｍ，右旁开 ２．０ｍｍ，深 ３．５ｍｍ），留针
１０ｍｉｎ后缝合头皮。ＦｙｎｓｉＲＮＡ序列：正义链：５′ＣＣＣ
ＡＡＧＡＧＧＵＡＣＣＵＵＵＣＵＵＴＴ３′，反义链：５′ＡＡＧＡＡＡＧ
ＧＵＡＣＣＵＣＵＵＧＧＧＴＴ３′；ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡ序列：正
义链：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′，反义链：
５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′。
１．３　ＩＣＨ模型的制备及分组
　　８～１２周龄、体质量（３００±２０）ｇ的 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ
大鼠，由重庆医科大学实验动物中心提供。本研究获

得重庆医科大学医学研究伦理委员会批准（２０１７年１１月
１５日）。大鼠经４％水合氯醛（１ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射
麻醉后，分离股动脉并采血５０μＬ备用，固定大鼠于脑
立体定位仪（深圳瑞沃德），用微量注射泵将５０μＬ自
体血于１０ｍｉｎ内匀速（５μＬ／ｍｉｎ）注射入大鼠右基底
节（前囟后０．２ｍｍ，右旁开 ３ｍｍ，深 ５．８ｍｍ），留针
１０ｍｉｎ以防止血液反流，缓慢拔针，缝合头皮。术中维
持大鼠体温（３７．０±０．５）℃。９６只大鼠编号后采用随
机数字表法分为４组：Ｓｈａｍ组、ＩＣＨ组、ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组
和ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组，其中 Ｓｈａｍ组２４只；ＩＣＨ组初建模
２８只，ＩＣＨ１ｄ后存活２４只；ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组初建模２９只，
ＩＣＨ１ｄ后存活 ２４只；ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组初建模 ２５只，
ＩＣＨ１ｄ后存活 ２４只。Ｓｈａｍ组注入 ５０μＬ生理盐
水［１９］，ＩＣＨ组仅建立 ＩＣＨ模型，ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组侧脑室
注射ＳｉＮＣ２４ｈ后建立ＩＣＨ模型，ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组侧脑
室注射ＳｉＦｙｎ２４ｈ后建立ＩＣＨ模型。ＩＣＨ２４ｈ后，每
组６只大鼠评分后用于Ｎｉｓｓｌ染色，每张切片取同侧大
脑半球血肿周围髓质中 ６个显微镜视野（×２００倍）。
另外，每组６只大鼠ＩＣＨ２４ｈ后生理盐水灌注取脑用
于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，６只用于氧化应激试剂盒的检
测，其余每组６只用于血脑屏障通透性的检测。
１．４　尼氏染色
　　石蜡切片脱蜡脱苯后，焦油紫工作液染色１５ｍｉｎ，
蒸馏水中漂洗１０ｍｉｎ，将切片依次在７０％、８５％、９５％

和１００％乙醇中各２ｍｉｎ，随后将切片置于二甲苯中约
１０ｍｉｎ，滴加中性树胶加盖盖玻片封片。
１．５　神经功能评分
　　ＩＣＨ２４ｈ后采用改良加西亚评分［２０］和平衡木实

验评分［２１］。改良加西亚评分主要包括 ６项：自发运
动、四肢运动的对称性、前爪伸展、本体感觉、触碰反应

和触须反应。评分越低损伤越重，而平衡木实验评分

越高损伤越重。

１．６　血脑屏障通透性检测
　　ＩＣＨ２４ｈ后，大鼠股静脉内给予伊文思蓝（Ｅｖａｎｓ
Ｂｌｕｅ）染料（４％ＥＢ，５ｍＬ／ｋｇ，Ｓｉｇｍａ），使其循环 １ｈ后
先用生理盐水灌注，后予以４％多聚甲醛灌注后取脑，
置于４％多聚甲醛中固定 ２ｄ，１０％、２０％、３０％蔗糖梯
度脱水，快速冰冻后切片（厚度８μｍ），Ｏｌｙｍｐｕｓ共聚
焦显微镜采图。

１．７　分光光度计检测 ＩＣＨ大鼠血肿周围脑组织的
ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ、ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量

　　ＩＣＨ２４ｈ后，取各组血肿周围脑组织约０．５ｇ研磨
匀浆，离心取上清液后，按照各试剂盒说明书分别检测。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取右基底节血肿周围约１５０ｍｇ脑组织研磨并提
取组织上清液后，用ＢＣＡ法测蛋白浓度。将蛋白质样
品（５０μｇ／泳道）上样于１０％或１２％ＳＤＳ聚丙烯酰胺
凝胶上，电泳分离并电转至ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），
５％的脱脂牛奶室温封闭 ２ｈ。将 ＰＶＤＦ膜转入 Ｆｙｎ、
Ｎｒｆ２、ＨＯ１和ＮＱＯ１的一抗稀释液（１∶１０００ＴＢＳＴ稀
释）４℃孵育过夜，之后用 ＴＢＳＴ洗膜（５ｍｉｎ×４次），
二抗室温孵育１ｈ后再次用ＴＢＳＴ洗膜（５ｍｉｎ×４次），
随后用化学发光液检测试剂盒（Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司）显影。
使用ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析蛋白条带。
１．９　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０进行
统计分析。单因素方差分析进行组间比较，非配对

ｔ检验用于两组之间的统计分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　验证小干扰片段抑制Ｆｙｎ表达的效果
　　大鼠侧脑室注射Ｆｙｎ干扰片段４８ｈ（即 ＩＣＨ建模
后２４ｈ）后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰效果：与 ｓｈａｍ组相
比，ＩＣＨ组Ｆｙｎ表达增加（Ｐ＜０．０１）；ＩＣＨ组与ＩＣＨ＋Ｓｉ
ＮＣ组差异无统计学意义；与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，ＩＣＨ＋
ＳｉＦｙｎ组Ｆｙｎ表达明显减低（Ｐ＜０．０１，图１），提示 Ｆｙｎ
干扰片段可有效抑制Ｆｙｎ的表达。

７３０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２１）
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ组；３：ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组；４：ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组；
Ａ：大鼠脑组织Ｆｙｎ蛋白表达；Ｂ：大鼠脑组织Ｆｙｎ相对蛋白
表达量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组比较

图１　侧脑室注射Ｆｙｎ基因的小干扰片段对大鼠脑组织Ｆｙｎ
蛋白表达的影响

２．２　抑制Ｆｙｎ后可减少ＩＣＨ大鼠神经元变性坏死
　　大鼠脑组织尼氏染色切片荧光显微镜镜下观察：
与Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ组染色较浅，大鼠脑组织间质疏
松肿胀，神经元数量及尼氏小体明显减少，细胞核固

缩、移位、溶解。ＩＣＨ组与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组无明显差异。
与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组染色较深，脑组
织间质疏松减轻，神经元数量及尼氏小体增加，细胞核

固缩、移位、溶解减轻（图２）。

２．３　抑制Ｆｙｎ后可降低ＩＣＨ大鼠血脑屏障通透性
　　图２中红色荧光含量表示渗透入大鼠脑组织中的
伊文思蓝染料，红色荧光含量越多，表示渗透入大鼠脑

组织中的伊文思蓝染料越多，即对血脑屏障的破坏越

重。ＩＣＨ组在ＩＣＨ２４ｈ后用伊文思蓝法检测血脑屏
障通透性，结果显示：与ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ组红色荧光
含量明显增多；ＩＣＨ组与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组无明显差异；
与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组红色荧光含量明
显减少。

２．４　抑制Ｆｙｎ后可改善ＩＣＨ大鼠神经功能评分
　　与Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ组在ＩＣＨ２４ｈ后改良Ｇａｒｃｉａ
评分显著减低（Ｐ＜０．０１，图３Ａ），平衡木实验评分明显
增加（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ），提示ＩＣＨ引起大鼠显著的神经
功能缺损，而ＩＣＨ组与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组差异无统计学意
义，表明ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组 ＲＮＡ处理不影响神经学结果。
与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组改良 Ｇａｒｃｉａ评分
增加，平衡木实验评分明显减低（Ｐ＜０．０１）。
２．５　抑制Ｆｙｎ后可增加 ＩＣＨ大鼠脑组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ、

ＧＳＨＰＸ含量
　　ＩＣＨ后 ２４ｈ，取大鼠血肿周围脑组织用于检测
ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ含量。与 Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ组氧
化损伤加重，ＳＯＤ（图４Ａ）、ＧＳＨ（图４Ｂ）、ＧＳＨＰＸ活力
（图４Ｃ）减低（Ｐ＜０．０１），ＩＣＨ组与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组差异
无统计学意义。与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，抑制 Ｆｙｎ可有
效增加血肿周围脑组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ活力
（Ｐ＜０．０１）。
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图中红色荧光示渗透入大鼠脑组织中的伊文思蓝

图２　抑制Ｆｙｎ对各组大鼠脑组织和血脑屏障通透性的影响
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ组；３：ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组；４：ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组；Ａ：改良Ｇａｒｃｉａ评分；Ｂ：平衡木实验评分　ａ：Ｐ＜０．０１，与
Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组比较

图３　抑制Ｆｙｎ对各组大鼠神经功能的影响
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组别

１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ组；３：ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组；４：ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组；Ａ：ＳＯＤ；Ｂ：ＧＳＨ；Ｃ：ＧＳＨＰＸ活力　ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｓｈａｍ
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组比较

图４　抑制Ｆｙｎ对各组大鼠脑组织ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ含量的影响

２．６　抑制Ｆｙｎ后可减低ＩＣＨ大鼠ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量
　　ＩＣＨ后 ２４ｈ，取大鼠血肿周围脑组织用于检测
ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量。与Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ组氧化损伤加
重，ＭＤＡ（图５Ａ）、Ｈ２Ｏ２（图 ５Ｂ）含量增加（Ｐ＜０．０１），
ＩＣＨ组与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组无统计学差异。与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ
组相比，抑制 Ｆｙｎ可有效减低血肿周围脑组织中
ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量（Ｐ＜０．０１）。

２．７　抑制Ｆｙｎ增加脑组织中Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１的表达
　　ＩＣＨ后２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠血肿周围脑组
织中Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１的表达，结果示：与 Ｓｈａｍ组相
比，ＩＣＨ组Ｎｒｆ２及其下游蛋白 ＨＯ１、ＮＱＯ１表达增加
（Ｐ＜０．０１）；ＩＣＨ组与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组差异无统计学意
义；与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、
ＮＱＯ１表达明显减低（Ｐ＜０．０１，图６）。
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组别

１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ组；３：ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组；４：ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组；Ａ：大鼠脑组织ＭＤＡ含量；Ｂ：大鼠脑组织Ｈ２Ｏ２含量　
ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组比较

图５　抑制Ｆｙｎ后对大鼠脑组织ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量的影响
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ组；３：ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组；４：ＩＣＨ＋ＳｉＦｙｎ组；Ａ：大鼠脑组织Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１蛋白表达；Ｂ：大鼠
脑组织Ｎｒｆ２蛋白相对表达量；Ｃ：大鼠脑组织ＮＱＯ１蛋白相对表达量；Ｄ：大鼠脑组织 ＨＯ１蛋白相对表达量
ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组比较

图６　抑制Ｆｙｎ对大鼠脑组织Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１表达的影响

３　讨论

　　抑制脑出血后继发神经功能损伤对于脑出血患者
生活质量的提升具有重要的意义，因此，深入探究ＩＣＨ
的后氧化应激、炎症、线粒体功能障碍、凋亡与自噬等

引起的继发损伤的机制对该疾病的发生、发展至关重

要［１７，２２］。体内氧化和抗氧化的失衡诱发氧化应激，而

氧化应激损伤被证实是加剧脑出血后继发脑损伤的关

键因素，研究认为清除体内过量的自由基和活性 ＲＯＳ
有利于减轻脑出血后脑损伤［４－５］。

　　Ｆｙｎ参与多种疾病的氧化应激损伤，如抑制 Ｆｙｎ
可减轻高糖诱导的内皮细胞损伤［２３］，抑制 ＧＳＫ３β／
Ｆｙｎ通路可减轻由内质网应激介导的铀诱导的肾细胞
凋亡等［２４］。且Ｆｙｎ参与多种神经疾病的发生、发展，
研究表明，在ＡＤ小鼠模型中，过表达Ｆｙｎ加速神经细
胞中的突触丢失和认知障碍的发作［２５］。另一项研究

表明，抑制Ｆｙｎ的表达可减轻癫痫发生过程中的神经
炎症［１２］。但Ｆｙｎ在脑出血的作用尚未探明。本研究
证实ＳＦＫ家族成员 Ｆｙｎ可减轻 ＩＣＨ大鼠脑出血后氧
化应激损伤。通过ｓｉＲＮＡ干扰的方式抑制Ｆｙｎ的蛋白
表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测侧脑室注射小干扰片段对 Ｆｙｎ

蛋白表达的抑制效果，结果显示：与 ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相
比，Ｆｙｎ的蛋白表达量明显降低，提示 Ｆｙｎ的表达被有
效抑制。与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，抑制 Ｆｙｎ可显著减轻
ＩＣＨ大鼠神经元的变性坏死，改善神经功能评分和降
低血脑屏障通透性。

　　Ｎｒｆ２是机体维持氧化和抗氧化平衡的重要转录因
子，本研究检测了 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路中 Ｎｒｆ２的蛋白
表达水平及其下游因子 ＨＯ１，ＮＱＯ１的表达。研究发
现：与ＩＣＨ＋ＳｉＮＣ组相比，抑制 Ｆｙｎ后 Ｎｒｆ２的蛋白表
达量明显增高，其下游因子 ＨＯ１，ＮＱＯ１也显著增加，
说明抑制 Ｆｙｎ激活了 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路的活性，从
而有效促进了下游抗氧化因子的表达，对抗 ＩＣＨ后的
氧化应激对脑组织的损伤，改善神经功能。ＳＯＤ、
ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ是体内重要的抗氧化物酶，对于机体抵
抗氧化损伤至关重要［２６］。本研究结果表明：与 ＩＣＨ＋
ＳｉＮＣ组相比，抑制 Ｆｙｎ后脑组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＧＳＨＰＸ
活力明显增加，表明抑制 Ｆｙｎ可增加抗氧化能力。
ＭＤＡ是脂质过氧化的副产物，是氧化损伤的可靠标志
物，Ｈ２Ｏ２是 ＲＯＳ的重要组成部分

［２７］。因此，本研究

检测了血肿周围组织ＭＤＡ和Ｈ２Ｏ２含量。与ＩＣＨ＋Ｓｉ
ＮＣ组相比，抑制 Ｆｙｎ后脑组织 ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２含量显

０４０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



著减低，上述结果表明抑制 Ｆｙｎ可减轻大鼠脑出血后
氧化应激损伤，再次验证抑制 Ｆｙｎ激活了 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ
信号通路。但在此模型中，通过侧脑室注射干扰片段，

我们仅证实抑制Ｆｙｎ减轻大鼠脑出血后氧化应激损伤
可能与激活Ｎｒｆ２信号通路有关，还需进一步确认该通
路的激活及效应。而且实验仅涉及蛋白层面，抑制

Ｆｙｎ对Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路的ｍＲＮＡ的影响，是否涉及
Ｆｙｎ和Ｎｒｆ２的核转位和磷酸化，是否存在蛋白与蛋白
的直接或间接相互作用，以及在生理状态下 Ｆｙｎ的上
游调控机制等，这些问题仍值得进一步探究。

　　综上，本研究表明：抑制Ｆｙｎ可减轻大鼠脑出血后
氧化应激损伤，改善神经功能和减轻血脑屏障通透性。

这种作用可能通过诱导Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路的活化，增
加Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路下游ＨＯ１、ＮＱＯ１、ＳＯＤ等抗氧化
因子的表达来实现。因此，抑制Ｆｙｎ蛋白的表达水平可
能是减轻脑出血后氧化应激损伤的一种新策略。
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