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　　［摘要］　目的　探讨蛋白酪氨酸磷酸酶，非受体型２２（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ
２２，ＰＴＰＮ２２）在大鼠脑出血后炎症反应中的作用及其机制。方法　采用自体血注入脑内建立大鼠脑出
血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）模型，３６只ＳＤ大鼠随机分为假手术组，ＩＣＨ３、６、１２、２４、４８ｈ组（ｎ＝６），
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ筛选大鼠脑出血后ＰＴＰＮ２２表达的时间窗。７２只大鼠随机分为假手术组、ＩＣＨ组、ＩＣＨ＋ＮＣ
组、ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２干扰组（ｎ＝１８）。ＩＣＨ２４ｈ后，对各组大鼠进行神经功能评分（ｍＮＳＳ），脑含水量测定，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠脑出血后血肿周围 ＮＬＲＰ３，成熟的白介素１β（ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β），成熟的白介素１８
（ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８）以及激活的半胱天冬酶１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１）的表达，ＨＥ和 Ｎｉｓｓｌ染色观察大鼠脑组织
形态学改变，免疫荧光染色检测血肿周围髓过氧化物酶（ＭＰＯ）的表达。结果　大鼠脑出血后
１２ｈＰＴＰＮ２２的表达开始升高，２４ｈ达到峰值，４８ｈ开始降低。差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＣＨ＋
ＮＣ组相比，ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２干扰组神经功能评分降低，脑含水量减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＨＥ和Ｎｉｓｓｌ染色结果可见，ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２干扰组脑组织损伤程度与 ＩＣＨ＋ＮＣ组相比明显减轻；ＩＣＨ＋
ＰＴＰＮ２２干扰组大鼠脑出血后血肿周围ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８以及 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表
达与ＩＣＨ＋ＮＣ组相比明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２干扰组ＭＰＯ细胞与ＩＣＨ＋ＮＣ组相比明显减少。
结论　干扰ＰＴＰＮ２２可通过抑制ＮＬＲＰ３炎性体的激活从而减轻大鼠脑出血后的炎症损伤。
　　［关键词］　脑出血；ＰＴＰＮ２２；ＮＬＲＰ３；ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β；ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８；ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１；炎症损伤
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是脑实质
的出血，是中风的一种亚型，约占所有中风的 １５％。
脑出血病死率和发病率均较高，１年生存率仅为
３０％［１］。目前，脑出血的机制尚不完全清楚，临床上缺
乏有效的治疗手段。ＰＴＰＮ２２（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａ
ｔａｓｅ，ｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２２）是一种蛋白酪氨酸磷酸酶，
参与细胞免疫反应及炎症，与多种自身免疫性疾病有

关［２－３］。研究表明在小鼠模型中，ＰＴＰＮ２２缺乏可以导
致结肠炎，增加 ＮＬＲＰ３磷酸化，降低成熟的 ＩＬ１β水
平［４］。相反，炎症性肠病（ＩＢＤ）患者携带自身免疫相
关ＰＴＰＮ２２水平增加，促进 ＮＬＲＰ３去磷酸化，增加成
熟的ＩＬ１β水平。酪氨酸磷酸化作为 ＮＬＲＰ３的重要
调节机制，可防止异常的炎性体激活［５］。但 ＰＴＰＮ２２
在脑出血中的作用尚未见报道。胞内 Ｎｏｄ样受体
（ＮＬＲ）在免疫应答和炎症反应过程中起关键作用［６］。

ＮＬＲＰ３炎性体是ＮＬＲ家族中最具代表性的成员，是一
种多蛋白复合物，由 ＮＬＲＰ３，凋亡相关的斑点样蛋白
（ＡＳＣ）和半胱天冬酶１（ｃａｓｐａｓｅ１）组成［７］。激活的

ｃａｓｐａｓｅ１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１）可以剪切 ＰｒｏＩＬ１β和
ＰｒｏＩＬ１８，形成其成熟和活跃形式，促进 ｃｌｅａｖｅｄ
ＩＬ１β，ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８的释放，导致其他免疫细胞如中
性粒细胞的募集和激活［８－９］。本课题组前期研究表明

ＮＬＲＰ３炎性体的激活可以加重脑缺血再灌注损
伤［１０－１２］，与炎性体激活有关的机制是近年来研究的

热点。

　　本实验通过采用自体血建立大鼠脑出血模型，通
过抑制 ＰＴＰＮ２２的表达，研究 ＰＴＰＮ２２在大鼠脑出血
后炎症反应中的作用。并探究干扰ＰＴＰＮ２２是否可以
通过抑制ＮＬＲＰ３炎性体激活，从而在脑出血后炎症反
应中发挥作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　成年雄性 ＳＤ大鼠１０８只，体质量２５０～３００ｇ，在
重庆医科大学实验动物中心繁殖和饲养。本实验通过

重庆医科大学医学伦理委员会。３６只ＳＤ大鼠随机分
为６组：ｓｈａｍ组（即假手术组），ＩＣＨ３、６、１２、２４、４８ｈ，
每组６只，用于筛选 ＰＴＰＮ２２在脑出血模型后表达的
时间窗。另外 ７２只大鼠随机分配为以下 ４组（ｎ＝
１８）：ｓｈａｍ组，ＩＣＨ组（ＩＣＨ２４ｈ），ＩＣＨ＋ＮＣ组（即 ＩＣＨ＋
阴性对照组）；ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组（即 ＩＣＨ＋ＰＴ
ＰＮ２２干扰组），研究ＰＴＰＮ２２在炎症反应中的作用。
１．２　方法
１．２．１　建立ＩＣＨ模型　　采用自体血注入诱导脑出
血模型。将大鼠随机分配到实验组，通过腹膜内注射

用４％水合氯醛（１ｍＬ／１００ｇ）麻醉，并固定于脑定位仪
上。从股动脉收集自体血（５０μＬ），并转移到具有显
微注射泵的抗凝注射器中。将血液以前囟后０．２ｍｍ，

０１４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



旁开３．０ｍｍ和深度５．８ｍｍ的距离注入右侧纹状体。
在深度５．０ｍｍ时注入 １０μＬ血液，留针 ２ｍｉｎ；最后
再进针到深度为５．８ｍｍ时注入剩下的４０μＬ血液，
留针１５ｍｉｎ后缓慢拔出针头。Ｓｈａｍ组的大鼠仅插入
针头［１３］。

１．２．２　ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ的筛选　　ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ由
上海吉马公司设计并合成。四种 ＰＴＰＮ２２ｒａｔｓｉＲＮＡ
片段分别为：ＰＴＰＮ２２ｒａｔ１８３３（正义链：５′ＣＣＵＣＣＵＣ
ＵＵＣＵＵＡＵＡＧＵＡＡＴＴ３′，反 义 链：５′ＵＵＡＣＵＡＵＡＡ
ＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴＴ３′）；ＰＴＰＮ２２ｒａｔ１４１９（正义链：
５′ＧＣＡＧＡＵＧＵＣＡＣＡＡＣＵＣＡＡＡＴＴ３′，反义链：５′ＵＵＵ
ＧＡＵＵＵＧＵＧＡＣＡＵＣＵＧＣＴＴ３′）；ＰＴＰＮ２２ｒａｔ１１８５（正
义链：５′ＧＣＣＵＵＡＧＡＡＣＵＵＣＵＡＡＧＡＵＴＴ３′，反义链：
５′ＡＵＣＵＵＡＧＡＡＧＵＵＣＵＡＡＧＧＣＴＴ３′）； ＰＴＰＮ２２ｒａｔ
４９４（正义链：５′ＧＣＡＵＧＵＡＵＧＧＡＧＵＵＣＧＡＡＡＴＴ３′，反
义链：５′ＵＵＵＣＧＡＡＣＵＣＣＡＵＡＣＡＵＧＣＴＴ３′）；以及阴
性对照序列。在 ＩＣＨ 模型建立前 ２４ｈ将 ＰＴ
ＰＮ２２ｓｉＲＮＡ注射到右侧脑室中。免疫印迹检测转染
检测出效果最好的干扰片段是 ＰＴＰＮ２２ｒａｔ４９４（正义
链：５′ＧＣＡＵＧＵＡＵＧＧＡＧＵＵＣＧＡＡＡＴＴ３′，反义链：５′
ＵＵＵＣＧＡＡＣＵＣＣＡＵＡＣＡＵＧＣＴＴ３′）。
１．２．３　ＰＴＰＮ２２ｒａｔｓｉＲＮＡ转染　　将每管 ＰＴＰＮ２２
ｒａｔｓｉＲＮＡ于高速离心机（４０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）离心，然
后将其溶溶于１０μＬＤＥＰＣ水中，振荡，离心３次。然
后注入前囟后２ｍｍ，旁开１ｍｍ，深度３．５ｍｍ的侧脑
室内（每只大鼠 １０μＬ），留针 １５ｍｉｎ。阴性对照的
ｓｉＲＮＡ使用相同的方法注入。
１．２．４　神经功能评分　　在改良神经功能评分
（ｍＮＳＳ）中，通过运动实验（６分），感官实验（２分），平
衡木实验（６分），反射表现和不正常运动（４分）来评
价各组大鼠神经功能受损情况（总分 １８分，分数越
高，表示大鼠神经功能受损越严重）［１４］。

１．２．５　脑含水量测定　　各组 ＳＤ大鼠测量脑含水
量，将大鼠麻醉后，在没有灌注的情况下，将大脑移除，

去除小脑。立即用称重电子天平称量大脑标本获得湿

重，然后在１００℃烤箱中烘干２４ｈ并再次称重以获得
干重。下面的公式用于计算脑含水量：［（湿重－干
重）／湿重］×１００％。
１．２．６　ＨＥ和Ｎｉｓｓｌ染色　　进行ＨＥ和 Ｎｉｓｓｌ染色以
评估形态学变化。各组 ＳＤ大鼠经心脏灌注 ０．９％氯
化钠和３．５％多聚甲醛，断头取脑，将脑组织于 ４％的
多聚甲醛中固定２ｄ，然后脱水，浸蜡，包埋和切片。根
据标准方案，切片用 ０．１％甲酚紫（Ｎｉｓｓｌ染色）或 ＨＥ

染色。于正置显微镜下观察形态学变化。

１．２．７　免疫荧光　　各组 ＳＤ大鼠麻醉后，先用生理
盐水灌注后，再用４％的多聚甲醛灌注固定，然后将脑
组织于４％的多聚甲醛中固定 ２ｄ，之后，用 ３０％蔗糖
溶液将其脱水至沉底，并使用低温恒温器切片机在脑

组织血肿周围做连续冠状切片（８μｍ），取切片置于常
温，用ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ／次×３次，然后用 ５％ＢＳＡ封闭
１ｈ，孵一抗ＭＰＯ（ａｂｃａｍ公司，１∶４０）过夜。取切片于
３７℃水浴箱中复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ／次×３次，
孵荧光二抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，１∶２００）２ｈ，ＰＢＳ洗涤
５ｍｉｎ／次×３次（避光），暗室封片。荧光显微镜下观
察，细胞核为蓝色，ＭＰＯ细胞呈绿色。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　麻醉各组 ＳＤ大鼠，
０．９％生理盐水灌注后快速取脑，取血肿周围脑组织加
入含有蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ缓冲液中冰上研
磨成匀浆。将混合的裂解物放入 ４℃离心机，以
１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，并吸取上清液。用ＢＣＡ蛋白质
分析试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）测定蛋白质浓度。通过聚丙烯
酰胺凝胶电泳分离等量的蛋白质样品（５０μｇ）并电转
移至硝酸纤维素膜。用５％脱脂牛奶封闭２ｈ，ＰＴＰＮ２２
一抗（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ，＃１４６９３Ｓ，１∶５００），ＮＬＲＰ３（Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，＃１５１０１Ｓ，１∶１０００），ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β一抗（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，
ＡＦ４００６，１∶５００），ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８一抗 （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
１０６６３１ＡＰ，１∶５００），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１一抗（ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌ，＃３８６６Ｓ，１∶１０００），ｂｅｔａａｃｔｉｎ一抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
１∶１０００）孵育４℃过夜。然后，将用ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ／
次×３次，二抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１∶２０００）在室温下孵育２ｈ，
再次用ＴＢＳＴ清洗１０ｍｉｎ／次×３次。通过增强的化学发
光系统检测蛋白质条带的特异性信号。通过ＩｍａｇｅＪ计
算条带强度，目的条带的灰度值与βａｃｔｉｎ的比值即为
蛋白表达量。每个免疫印迹实验重复至少３次。
１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０统计软件，数据表示为
珋ｘ±ｓ，通过单向或双向方差分析（ＡＮＯＶＡ）确定多组之
间的差异，组间比较使用ｔ检验。检验水准：α＝０．０５．

２　结果

２．１　ＰＴＰＮ２２在脑出血后表达的时间窗
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠脑出血后血肿周围ＰＴＰＮ２２
表达的时间窗，与 ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ后 １２ｈＰＴＰＮ２２
的表达开始升高，２４ｈ达到峰值，４８ｈ开始降低（Ｐ＜
０．０５，图１）。因此，后续实验我们均选择ＩＣＨ后２４ｈ
的大鼠脑组织标本。

１１４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）



２．２　干扰ＰＴＰＮ２２减轻了大鼠脑出血后神经功能损伤
　　用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＴＰＮ２２干扰效果最好的片
段为ｓｉＲＮＡ４９４（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、Ｂ）对各组大鼠进行
神经功能评分，ＩＣＨ组神经功能评分高于 ｓｈａｍ组，
ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组的大鼠神经功能评分明显低于
ＩＣＨ＋ＮＣ组，且ＩＣＨ组与ＩＣＨ＋ＮＣ组评分无明显差异，
说明干扰ＰＴＰＮ２２可以减轻大鼠脑出血后神经功能损
伤（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。
２．３　干扰ＰＴＰＮ２２降低了大鼠脑出血后脑含水量
　　ＩＣＨ组脑含水量高于ｓｈａｍ组，ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ
组大鼠的脑含水量与 ＩＣＨ＋ＮＣ组相比降低，ＩＣＨ组与

ＩＣＨ＋ＮＣ组脑含水量无明显差异（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。
２．４　干扰ＰＴＰＮ２２减轻了大鼠脑组织损伤
　　ＨＥ染色结果可见ＩＣＨ组和ＩＣＨ＋ＮＣ组脑组织大
量核固缩，溶解，间质稀疏水肿和弥漫性空泡化，而

ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组呈现出核固缩的无序排列，脑组
织损伤程度与ＩＣＨ＋ＮＣ组相比明显减轻，但相比 ｓｈａｍ
加重。Ｎｉｓｓｌ染色可见 ｓｈａｍ组尼氏体完整，核呈深蓝
色，ＩＣＨ组和ＩＣＨ＋ＮＣ组脑组织尼氏体减少、解体甚至
消失，而 ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组尼氏体又重新出现、
增多，与 ＩＣＨ＋ＮＣ组相比脑组织损伤程度明显减轻
（图３）。
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图２　筛选ＰＴＰＮ２２有效片段以及各组大鼠脑出血后神经功能评分和脑含水量　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图中右下角为血肿区域，矩形方框内为组织局部区域，其放大图置于图片左下角

图３　各组大鼠血肿周围脑组织ＨＥ和Ｎｉｓｓｌ染色　（×２００）
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１：ｓｈａｍ；２：ＩＣＨ；３：ＩＣＨ＋ＮＣ；４：ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＩＣＨ＋ＮＣ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｈａｍ组相比；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测血肿周围 ＰＴＰＮ２２，ＮＬＲＰ３，ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β，ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达情况；Ｂ－Ｆ：ＰＴＰＮ２２，ＮＬＲＰ３，
ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β，ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的半定量分析

图４　各组大鼠脑出血后血肿周围ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８以及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．５　干扰 ＰＴＰＮ２２减少了大鼠脑出血后血肿周围
ＮＬＲＰ３、 ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、 ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８ 以 及

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达
　　用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠脑出血后血肿周围ＮＬＲＰ３、
ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８以及 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的
表达，ＩＣＨ组ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８以及

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达与 ｓｈａｍ组相比明显增高（Ｐ＜
０．０５），ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β、
ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８以及 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达与 ＩＣＨ＋
ＮＣ组相比明显降低（Ｐ＜０．０５），而 ＩＣＨ组与 ＩＣＨ＋ＮＣ
组相比无明显差异（Ｐ＞０．０５，图４）。

３１４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）



２．６　干扰ＰＴＰＮ２２减少了大鼠脑出血后血肿周围的
ＭＰＯ的数量

　　与 ｓｈａｍ组相比 ＩＣＨ组血肿周围可见大量 ＭＰＯ
细胞，ＩＣＨ＋ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组 ＭＰＯ细胞与 ＩＣＨ＋ＮＣ组
相比明显减少（图５）。表明干扰ＰＴＰＮ２２后减少了大
鼠脑出血后血肿周围的ＭＰＯ的数量。

３　讨论

　　继发性损伤是脑出血病理和治疗的关键因素之
一，而炎症反应在脑出血后继发性损伤中起着重要的

作用［１，１５－１６］。因此，脑出血后炎症反应已成为研究的

热点，以及发展新型ＩＣＨ治疗的目标［１５］。

　　ＰＴＰＮ２２（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｙｐｅ２２）是一种蛋白酪氨酸磷酸酶，参与细胞免疫反
应及炎症，与多种自身免疫性疾病有关。ＰＴＰＮ２２参
与自噬激活和 ＭＤＰ诱导信号传导和细胞因子分
泌［１７－１８］。研究发现 ＰＴＰＮ２２的敲除可以导致对小鼠
实验性关节炎以及 ＤＳＳ诱导的结肠炎的敏感性增
加［１９］。ＳＰＡＬＩＮＧＥＲ等［４］的研究表明 ＰＴＰＮ２２缺乏导
致结肠炎，增加ＮＬＲＰ３磷酸化，降低成熟的ＩＬ１β水平。
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图５　各组大鼠脑出血后血肿周围ＭＰＯ的表达情况
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相反的，研究表明炎症性肠病（ＩＢＤ）患者携带自身免疫
相关ＰＴＰＮ２２水平增加，促进 ＮＬＲＰ３和成熟的 ＩＬ１β
水平增加。目前对于 ＮＬＲＰ３及 ＩＬ１β水平与结肠炎
的关系尚存在争议，有文献［２０］报道 ＮＬＲＰ３缺乏可
以减轻结肠炎，而有的文献表明ＮＬＲＰ３缺乏会导致上
皮屏障功能不足而加重结肠炎［２１］。但是，ＰＴＰＮ２２在
炎性体活化和 ＩＬ１β分泌中的功能作用是一致的。
ＳＰＡＬＩＮＧＥＲ等提出一种新型的ＮＬＲＰ３炎性体激活机
制，即ＮＬＲＰ３的Ｔｙｒ８６１的磷酸化作用。研究发现ＰＴ
ＰＮ２２在促炎症损伤后与ＮＬＲＰ３相互作用并使其去磷
酸化，从而允许 ＮＬＲＰ３活化和 ＩＬ１β分泌。在 ＰＴ
ＰＮ２２缺陷细胞和小鼠中，ＮＬＲＰ３磷酸化增强，炎性体
组装减少，导致ＩＬ１β分泌减少［５］。然而，ＩＣＨ后脑组
织中ＰＴＰＮ２２的表达尚未见报道。在本实验中，我们
用ｓｉＲＮＡ小干扰片段减少 ＰＴＰＮ２２的表达，讨论了
ＰＴＰＮ２２在大鼠ＩＣＨ后炎症反应中的作用，并研究其
介导炎症性损伤的可能机制。我们的研究发现，与

ＩＣＨ＋ＮＣ组相比，干扰 ＰＴＰＮ２２后可以改善大鼠神经
功能评分，降低脑含水量，减轻脑组织损伤。但是干

扰 ＰＴＰＮ２２减轻大鼠脑出血损伤的具体调控机制尚
不明确。

　　ＮＬＲＰ３炎症体是自然免疫应答中最具特征的模
式识别受体（ＰＲＲ），与ＩＣＨ诱导的炎症密切相关并且
产生促炎因子如ＩＬ１β，有研究表明ＰＴＰＮ２２可以通过
去磷酸化 ＮＬＲＰ３的 Ｔｙｒ８６１激活 ＮＬＲＰ３［５］，而 ＮＬＲＰ３
的激活可以募集ＡＳＣ和ｃａｓｐａｓｅ１形成炎症体，导致一
系列炎症因子的产生［８］。我们假设干扰ＰＴＰＮ２２可以
通过抑制ＮＬＲＰ３炎性体的激活，从而减轻大鼠脑出血
后炎症反应。在本实验中，与 ＩＣＨ＋ＮＣ组相比，ＩＣＨ＋
ＰＴＰＮ２２ｓｉＲＮＡ组的 ＮＬＲＰ３及其下游 ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１β，
ｃｌｅａｖｅｄＩＬ１８，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达降低，免疫荧光
检测血肿周围 ＭＰＯ的表达降低，说明干扰 ＰＴＰＮ２２
后，减轻了脑出血后的炎症反应，这种作用是通过抑制

ＮＬＲＰ３炎性体激活来实现的。本课题组下一步将进
一步探索ＰＴＰＮ２２是否通过去磷酸化 ＮＬＲＰ３从而激
活ＮＬＲＰ３炎性体，二者是否相互结合发挥调控作用，
以及探究ＰＴＰＮ２２的上游调控机制。
　　总之，我们的研究表明干扰 ＰＴＰＮ２２可以通过抑
制ＮＬＲＰ３炎性体的激活，减少下游 ＩＬ１β，ＩＬ１８炎症
因子的表达，从而减轻了大鼠脑出血后炎症反应，改善

大鼠脑出血后神经功能障碍，减少脑水肿含量，减轻脑

组织损伤。
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ＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＳｉｒｔ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１７，５０：
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５１４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）



［１１］ＷＡＮＧＹＴ，ＭＥＮＧＣＣ，ＺＨＡＮＧＪＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
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ａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１９，６８：２３４－２４１．
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ｒｅｓｐｏｎｓｅａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＬｅｔｔ，
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Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ
［Ｊ］．ＪＮｅｕｒａｌＴｒａｎｓｍ（Ｖｉｅｎｎａ），２０１３，１２０（Ｓｕｐｐｌ１）：

Ｓ３５－Ｓ４１．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００７０２０１３１０４０ｙ．
［１７］ＳＰＡＬＩＮＧＥＲＭＲ，ＬＡＮＧＳ，ＶＡＶＲＩＣＫＡＳＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏ

ｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２２ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
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［１８］ＳＰＡＬＩＮＧＥＲＭＲ，ＬＡＮＧＳ，ＧＯＴＴＩＥＲＣ，ｅｔａｌ．ＰＴＰＮ２２
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２０１１，４３（９）：９０２－９０７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｇ．９０４．

［２０］ＢＡＵＥＲＣ，ＤＵＥＷＥＬＬＰ，ＭＡＹＥＲ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｉｔｉｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ（ＤＳＳ）ｉｓｍｅｄｉ
ａｔｅｄｂｙｔｈｅＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２０１０，５９（９）：
１１９２－１１９９．ＤＯＩ：１０．１１３６／ｇｕｔ．２００９．１９７８２２．
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