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Peroxiredoxin 6在脑缺血再灌注损伤中 

的抗氧化和抗凋亡作用 

姜蓓蓓，谭 丽，姚 辉，喻姗姗，赵 涌，王顺和 

(重庆医科大学基础医学院病理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨Peroxiredoxin 6(Prdx6)在脑缺血再灌注损伤中的影响及相关机制。方法：采用中脑动脉栓塞(middle eeFe— 

bral artery occlusion，MCAO)模型诱导sD大鼠左侧脑皮质缺血再灌注，将大鼠随机(n=16)分为假手术组、MCAO组、Scramble 

组和Prdx6一siRNA组：前两组均不进行侧脑室注射，其中Sham组仅做手术切口，不插入线栓，MCAO组进行手术造模；后 2 

组分别侧脑室注射 8 l的乱序Prdx6一siRNA和Prdx6一siRNA再手术建模。测定各组神经功能学评分、脑含水量和脑梗死体 

积；HE和亚甲蓝染色法检测大脑皮质缺血再灌注区神经元的损伤情况：免疫印迹法检测脑组织中Prdx6及Caspase3蛋白的表 

达水平；最后 ，检测 SOD、MDA活性并用 TUNLE染色法探讨相关氧化、凋亡机制。结果：Prdx6-．-siRNA组与 MCAO组相比，神经 

功能学评分、缺血侧脑含水量和脑梗死体积均明显增加(P=O．000)；HE和亚甲蓝染色显示脑缺血区神经元损伤进一步加重( 

0．O00)；SOD活性进一步降低(P=0．000)，MDA含量进一步增加(P=0．ooo)；TUNLE染色阳性细胞率(尸=0．ooo)和 Caspase3蛋白 

表达水平(P<0．01)均进一步增高。而 Scramble组与 MCAO组比以上各指标均无明显统计学差异。结论 ：Prdx6在脑缺血再灌注 

损伤中起保护作用。此作用与其抗氧化和抗凋亡机制有关。 
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Antioxidant and antiapoptotic effects of PerOxiredOxin 6 

in cerebraI ischemia／reperfusion injury 
jiangBeibei，Tan Li，Yao Hui，y Shanshan，ZhaoYong，WangShunhe 

(Teaching and Research Section ofPathology，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the influence of Peroxiredoxin 6(Prdx6)on cerebral ischemia／-一reperfusion(I／R)injury and 

its mechanism．Methods：The middle cerebral artery occlusion(MCAO)model was used to induce SD rats’cerebral I／R on the left 

side．Rats(n=16)were randomly divided into Sham group，MCAO group，Scramble group and Prdx6一siRNA group；the former two 

groups did not receive lateral ventricle injection；Sham group only had surgery incision and line plug was not inserted；MCAO group 

received surgery；the latter two groups were respectively injected with 8 l out-of-order Prdx6一-siRNA and Prdx6-siRNA in lateral 

ventricle before surgery．In every group，nerve function score，brain water content and cerebral infarct volume were measured；HE and 

methylene blue staining method were used to detect the rats’brain cortex neurons after I／R injury．The expressions of Prdx6 and 

Caspase3 protein were detected by Western blot． SOD and MDA activkies were assayed and TUNLE staining was used to detect the 

related mechanism of apoptosis and oxidation．Results：Th e neurological function score，lateral ischemic cerebral water content and 

cerebral infarction volume were significantly increased(P=O．000)in Prdx6一siRNA group than in MCAO group；HE and methylene 

blue staining showed further aggravate cerebral ischemie neuronal damage in Prdx6一siRNA group than in MCAO group(P=O．000)； 

SOD activity was further reduced(P=-O． 000)and MDA content was increased(P=-0．000)in Prdx6-siRNA group than in MCAO group． 

TUNLE staining positive cells rate(P=0．000)and Caspase3 protein expression levels(P<O．01)were further increased in Prdx6-siR 

NA group than in MCAO group．There was no significant statistical difference in the above indicators between Scramble and MCAO 
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groups．Conclusion：Prdx6 has the protective effect on cerebral 

I／R injury，which relates with antioxidant and antiapoptotic 

mechanisms． 

【Key words]Prdx6一,siRNA；cerebral ischemia／reperfusion；oxida— 

tive stress；antiapoptotie 
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脑缺血再灌注损伤是在缺血基础上再灌注进 
一 步导致的，以不同程度的细胞凋亡、坏死为主『1]， 

但其发生机制仍未完全阐明。半胱氨酸天冬氨酸特 

异性蛋白酶(Caspase)依赖途径和非Caspase依赖途 

径是脑缺血后神经元凋亡的主要过程，Caspase3在 

各种程序启动的凋亡中起最后枢纽作用l21。 

Peroxiredoxin 6(Prdx6)是抗氧化蛋白超家族中 

唯一以谷胱甘肽和抗坏血酸作为电子供体的，并具 

有非硒依赖性谷胱甘肽过氧化物酶 non—Se gluta— 

thione peroxidase，NSGPx)和非钙离子依赖性PLA2活 

性(calcium—independent phospholipidase A2，iPLA2) 

的双重功能。研究已表明Prdx6在阿尔兹海默病[31和 

帕金森[41疾病中具有强大的抗氧化应激作用，在急 

性运动轴索型神经病患者的脊髓运动神经元中表 

达下降圄。但 Prdx6在脑缺血再灌注损伤中的相关研 

究极少见报道。以往对 Prdx6作用机制的研究涉及 

的大多是其过氧化物酶活性 ．但随着本实验对 

Prdx6在脑缺血再灌注损伤中作用及其机制的深入 

研究。发现其发挥保护作用的机制不仅仅与其抗氧 

化相关，还涉及到其抗凋亡作用。 

本实验通过体内实验研究Prdx6在脑缺血再灌 

注损伤中的作用，以探讨 Prdx6在该损伤中起作用 

的相关机制，为进一步治疗缺血性脑损伤等提供理 

论依据 

l 材料与方法 

1．1 试剂 

Prdx6一siRNA及其乱序片段均购自上海吉玛公司．溶于 

DEPC水制成约2~g／I-d的终浓度备用。兔抗鼠Prdx6单克隆 

抗体、兔抗鼠Caspase3多克隆抗体、13-actin抗体和二抗山羊 

抗兔IgG分别购自Abeam、中杉金桥、碧云天和北京博奥森 

公司，PVDF膜、化学发光液 ECL购自Millpore公司。RIPA裂 

解液(强)、I％PMSF和 1％磷酸酶抑制剂混合物Ⅱ型均购自碧 

云天，TUNLE试剂盒(In situ Cell Death Detection Kit，POD)购 

自德国Roche公司，超氧化物歧化酶(superoxide dismutase， 

SOD)和丙二醛(mal0ndia1dehvde，MDA)活性试剂盒均购 自南 

京建成，其余试剂均为国产分析纯。 

1．2 实验动物及分组 

成年健康雄性 SPF级Sprague—Dawley大鼠64只(由重 

庆医科大学实验动物中心提供)，体质量270—320 g，随机分 

为假手术组(Sham组)、脑缺血再灌注模型组(MCAO组)、乱 

序 Prdx6一siRNA+MCAO组 (Scramble组)和 Prdx6一siRNA+ 

MCAO组(Prdx6一siRNA组)，每组各 16只。 

1．3 大鼠侧脑室注射给药及 中脑动脉栓塞(MCAO)模型的 

建立 

Prdx6一siRNA片段碱基序列 sense(5’一3’)：CUUCCACG— 

AUUUCCUAGGATr；antisense(5’-3’)：UCCUAGGAAAUCGU— 

GGAAGTF，取 8 Ixl进行侧脑室注射给药 ：大鼠腹腔麻醉后用 

立体定位仪固定，以其前囟门为基准，向后 1 mm、左 2 him， 

定位为侧脑室，最后向下进针3．5 mm，缓慢注射后再留针约 

5 rain使其充分吸收。假手术组和MCAO组均只定位及颅骨 

钻孔，不注射；Scramble组同前方法注射 8 l乱序 Prdx6一 

siRNA。24 h后将各大鼠麻醉后按文献方法 进行 MCAO造 

模。Sham组仅做手术切口并不插入线栓。 

1．4 神经功能评分 

各组大鼠术毕清醒后即按 Zea—longa评分法[71进行神经 

功能评分，0分：无神经损伤症状；1分：提尾时右前肢内收， 

不能完全伸展；2分：自发行走时向对侧转圈；3分：行走时向 

右侧倾倒；4分：不能自发行走，无意识。 

1．5 脑含水量及 1TrC测定 

脑缺血再灌注 24 h，各组取 3只大鼠处死后断头取脑 ， 

去掉嗅球、小脑和低位脑干，均匀分离左右大脑半球。滤纸吸 

干精确称重标记后 80℃烘干至重量恒定(即干质量)。脑组 

织含水量=(湿质量一干质量)／湿质量 ×100％；各组另取3只 

大鼠同前方法取脑后制成 2 mm厚的冠状脑片．并迅速放入 

2％TFC溶液(PBS配制)避光染色约 30 min，再 4％多聚甲醛 

固定 ，此时梗死区呈 白色 ，正常组织呈玫红色 。拍照后用 

Image—Pro Plus软件计算脑梗死率：脑梗死率(％)=梗死区体 

积，全脑总体积×100％。 

1．6 蛋白质提取及 Western blot 

脑缺血再灌注24 h ，各组取 6只大鼠麻醉后经心尖处 

插管，用生理盐水进行心脑灌注。随即分出左侧大脑皮质，每 

100 g组织加 1 ml RIPA裂解液(强．含 1％PMSF和 1％磷酸 

酶抑制剂混合物Ⅱ型)置冰上充分匀浆。4 oC 12 000 r／min离 

心 10 min后，取上清再次同条件离心5 min，储存于一80℃备 

用。用 BCA法测蛋白浓度后将蛋白变性。用 10％SDS一聚丙 

烯酰氨凝胶分离后电泳转到 PVDF膜(0．4 m)，再用 5％脱 

脂牛奶封闭，Prdx6抗体(1：1 000)、Caspase3抗体(1：100)和 

13一actin抗体(1：1 000)4℃孵育过夜，二抗(1：3 ooo)孵 1．5 h 

后 ．化学发光液 ECL曝光显影 ．ImageJ软件进行灰度分析。 

1．7 石蜡切片的制备 

脑缺血再灌注后24 h，各组取4只大鼠进行心脑灌注后， 

快速取脑并置于 10％甲醛中固定。脑组织做冠状切块，常规 

脱水后石蜡包埋。切片厚度20 txm，捞片、贴片，60 cc温箱内 

过夜烤干备用。 

1．8 HE染色及亚甲基蓝化学染色 

每组取 6张石蜡切片 60℃烘 40 min后 ，经过二甲苯和 

梯度酒精常规脱蜡，用蒸馏水浸泡 5 min。每组取3张进行 

HE染色：①苏木精染 10 min后，自来水洗 3 rain；②1％盐酸 
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3 讨 论 

本实验选用常用的 MCAO模型『6 构建脑缺血 

再灌注后。除了神经功能学评分、脑含水量和脑梗 

死体积测定外，还采用了HE和亚甲蓝染色对模型进 

行评价；辅以SOD和MDA检测相关抗氧化性，TUNLE 

染色及 Caspase3蛋白表达共同检测细胞凋亡情况。 

此外，经预实验结果及相关文献嘲显示脑缺血再灌 

注损伤后 24 h时Prdx6蛋白表达最高，因此实验中 

采用 了脑缺血 1 h再灌注 24 h的时间点来研究 

Prdx6蛋白的表达及其相关机制。 

脑缺血再灌注加重了脑组织的结构损伤和功 

能障碍，产生的自由基可损害神经元，发生过氧化 

反应，导致其死亡或凋亡【9J。有研究表明减少细胞凋 

亡对脑缺血再灌注损伤有保护作用㈣。通过本实验 

结果亦显示：大鼠脑缺血再灌注24 h时，TUNLE染 

色显示脑缺血区出现大量细胞凋亡且 Caspase3蛋 

白表达增高；SOD活性降低，MDA含量增高，而 

SOD能清除机体内自由基，体内MDA含量不但直 

接反映脂质过氧化反应的水平和程度，而且间接反 

映机体清除自由基的能力。可见，细胞凋亡和氧化 

应激都是参与脑缺血再灌注损伤的重要机制。 

Prdx6广泛分布于几乎所有器官中。肺中表达最 

高，其次即为脑和肝等【11】。Prdx6具有单个保守的半 

胱氨酸残基，可以GSH作为给电子体催化过氧化物 

还原，维持机体平衡，减少细胞凋亡。大量研究表明 

Prdx6具有抗氧化和抗凋亡作用：在肺上皮细胞中， 

Prdx6过表达可抗氧化损伤和抑制细胞凋亡 ．低表 

达可增加细胞对氧化剂敏感性并出现凋亡皱缩【- ． 

小干涉RNA抑制其活性时可诱导细胞凋亡【13J：与野 

生型鼠比，Prdx6基因敲除鼠更易发生心脏缺血再 

灌注损伤【 ；Prdx6能保护糖尿病鼠视网膜神经细胞 

免受’活Jl生氧诱导的细胞凋亡【坷。本实验中通过Prdx6一 

siRNA组与 MCAO组相比可知 。Plrdx6对脑缺血再 

灌注损伤具有明显保护作用，该作用也与其能增强 

抗氧化活性和减轻细胞凋亡的相关表达有关。 

血管缺血再灌注损伤时活性氧过度产生，超过 

了机体抗氧化防御系统的清除能力，导致细胞衰老 

和凋亡∞。肝脏缺血再灌注损伤中，溶酶体Prdx6转 

运到线粒体中表达可减轻线粒体的功能障碍 。线 

粒体在细胞凋亡过程中起中心作用，可持续产生过 

氧化物阴离子。后者被SOD分解为H20：。而H O 可 

使脂质过氧化㈣，还可使凋亡信号调控激酶 1磷酸 

化活性增高。而与该酶相关的通路在氧化应激导致 

的细胞凋亡中起着关键作用【19]。Prdx6具有 NSCPx， 

氧化应激时还原状态Prdx6的半胱氨酸残基将可逆 

的氧化为次磺酸形式，从而清除H 0 ；Prdx6一iPLA2 

活性可以还原磷脂氢过氧化物，降解脂质氢过氧化 

物【删，二者共同调节磷脂循环并抵抗 自由基所致的 

细胞凋亡[2l】。本实验结果显示 Prdx6可显著增加脑 

缺血再灌注损伤中的抗氧化活性并减少细胞凋亡 

损伤．因此．Prdx6在脑缺血再灌注损伤中很可能涉 

及到的抗细胞凋亡机制有：①抑制线粒体途径：线 

粒体激活后可释放细胞色素c，引发Caspase依赖性 

或非 Caspase依赖性凋亡；②抑制氧化应激引起的 

细胞凋亡途径 ：活性氧可导致细胞膜的膜脂质过氧 

化损伤，同时引起线粒体膜电位变化，从而在凋亡 

中起重要作用㈣，且其为主要途径。这些途径通过激 

活下游信号转导通路的Caspase3，启动细胞凋亡 。 

Caspase3又称死亡蛋白酶．是介导多种凋亡途径的 

共同下游效应部分即细胞凋亡的必经之路．其活化 

是凋亡进入不可逆阶段的标志 。而 Prdx6也很可 

能是通过在线粒体中表达以减轻其功能障碍，同时 

清除H O：，降解脂质过氧化物来发挥在脑缺血再灌 

注损伤中的保护作用的。 

本实验结果表明，脑缺血再灌注损伤中干扰 

Prdx6后，各染色显示缺血区神经元损伤和细胞凋亡 

进一步加重，Caspase3的蛋白表达增加；同时，SOD 

活性进一步降低和MDA含量进一步增加。实验证 

实了Prdx6能够明显减轻脑缺血再灌注损伤：Prdx6 

能够增强清除自由基、降低脂质过氧化物的能力，抑 

制细胞凋亡，即其抗凋亡作用主要是通过其抑制其 

氧化作用引起的细胞凋亡途径来完的，即具有抗氧 
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化和抗凋亡的保护作用。但今后实验还需更深入地 

研究Prdx6在脑缺血再灌注损伤中抗氧化与抗凋亡 

作用的相关信号通路。 
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