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脑缺血时半乳糖凝集素３对
大鼠脑皮质中 ｂｃｌ２、ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

张秀萍，翟凤国，梁启超，刘佳维

牡丹江医学院，黑龙江省牡丹江市　１５７０１１

摘　要：目的　通过脑缺血／再灌注损伤模型，测定脑缺血时半乳糖凝集素３（Ｇａｌ３）对 Ｂ淋巴细胞瘤２（ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相
关 Ｘ蛋白（ＢＡＸ）及含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）表达的影响，从而为脑缺血的发病机制提供一定的

实验依据。方法　雄性 ＳＤ大鼠１８只，建立大鼠大脑中动脉阻塞（ＭＣＡＯ）模型，缺血１．５ｈ，再灌注至 ２４ｈ。采用随机分

组法分为假手术组（ｓｈａｍ）、缺血／再灌注组（Ｉ／Ｒ）和 Ｇａｌ３ＲＮＡ干扰组（ｓｉＲＮＡ）。采用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大

鼠脑皮质中 Ｇａｌ３、ｂｃｌ２、ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达变化。结果　大鼠脑缺血／再灌注损伤后，脑皮质中 Ｇａｌ３及

ｂｃｌ２ｍＲＮＡ及蛋白表达明显下调，分别为０．３８、０．４７和 １．３１０、１．２９９；ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达明显上调，分

别为１．４１、１．５５及１．０７６、１．１５５。而 Ｇａｌ３ＲＮＡ干扰后，Ｇａｌ３及 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ及蛋白表达明显下调，分别为 ０．２４、０．１４

及１．０１４、１．０５８；ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达明显上调，分别为 １．７６、１．８８及 １．４８０、１．５１５。结论　Ｇａｌ３可能

通过上调 ｂｃｌ２、下调 ｃａｓｐａｓｅ３及 ＢＡＸｍＲＮＡ及蛋白的表达，参与脑缺血／再灌注损伤的病理过程。
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　　半乳糖凝集素３（ｇａｌｅｃｔｉｎ３，Ｇａｌ３）广泛分布
于正常组织和疾病组织中，参与多种生理和病理过

程，包括细胞生长和分化、免疫调节、细胞黏附、炎

症反应、肿瘤侵袭、转移以及细胞凋亡等［１］。大量

研究证实，Ｇａｌ３蛋白直接参与调节细胞凋亡，其
具有促进细胞凋亡及抗细胞凋亡双重作用，但其在

脑缺血／再灌注缺血／再灌注组（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤中的作用机制尚未见报道。同时，
有研究表明，Ｇａｌ３缺乏可抑制 Ｂ淋巴细胞瘤２
（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，ｂｃｌ２）的表达，促进线粒体凋
亡通路主要成员 Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
Ｘｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＡＸ）及含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水
解 酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｓｔｉｃ ａｃｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ３，
ｃａｓｐａｓｅ３）的表达变化。

基于以上原因，通过脑缺血／再灌注损伤大鼠
模型，确定 Ｇａｌ３是否可以通过调控 ｂｃｌ２、ＢＡＸ及
ｃａｓｐａｓｅ３的表达，参与脑缺血的病理过程，从而为
脑缺血的发病及治疗机制提供一定的实验依据。

１　材料和方法
１．１　实验动物、分组及给药

ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠 １８只，体重 ２７０～３２０ｇ，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司。大鼠

随机分为 ３组，即假手术组（ｓｈａｍ），假手术 ５ｍｉｎ
后经侧脑室注射等容量生理盐水；缺血／再灌注组
（Ｉ／Ｒ），脑缺血 ５ｍｉｎ后经侧脑室注射等容量生理
盐水；Ｇａｌ３ＲＮＡ干扰组（ｓｉＲＮＡ），脑缺血 ５ｍｉｎ后
经侧脑室注射 Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ１０μｇ［２］。
１．２　主要试剂及仪器

生物素标记的蛋白分子量标准（ＫａｎｇＣｈｅｎ，ＫＣ
４１０）；ＨＲＰ标记的二级抗体；Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
美国）；组织总蛋白提取试剂盒（ＫａｎｇＣｈｅｎ，ＫＣ
４１５）；ＢＣＡ蛋 白 质 定 量 试 剂 盒 （ＫａｎｇＣｈｅｎ，ＫＣ
４３０）；ＫＣＴＭ化学发光试剂盒（ＫａｎｇＣｈｅｎ，ＫＣ４２０）；
逆转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ｓｙｂｅｒｇｒｅｅｎＩ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）；ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ）；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍ）；ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００紫外分光光度计。
１．３　大鼠大脑中动脉阻塞模型制备

采用线栓法［３］制备大鼠大脑中动脉阻塞（ｍｉｄ
ｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型，以 １０％水
合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）对大鼠进行麻醉，仰卧位固
定，颈部正中切开皮肤，暴露并分离右侧的颈总、

颈内及颈外动脉。于颈内、颈外动脉的分叉处以动

脉夹夹闭，将颈外动脉近心端及远心端结扎，中间

剪断。将尼龙线栓由颈外动脉的游离端插入到颈

内动脉，深度大约为（１８．５±０．５）ｍｍ，直至产生阻
力感，使线头端通过大脑中动脉起始处，结扎颈内

动脉用以固定尼龙线并防止出血，将切口逐层缝

合，线残端留 １ｃｍ长于皮外。１．５ｈ后，将尼龙线
拔出并进行再灌注至 ２４ｈ，期间大鼠肛温保持
３７℃。假手术组大鼠不阻塞大脑中动脉，其他步
骤同 Ｉ／Ｒ组。
１．４　 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 检 测 Ｇａｌ３、ｂｃｌ２、ｂａｘ和
ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达

取各组大鼠脑皮质组织，按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明
书提 取 总 ＲＮＡ。使 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ１０００测 定
ＲＮＡＡ２６０／Ａ２８０的比值范围在 １．８～２．１之间。
按逆转录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，具体引物序列
如下：

ｂｃｌ２（Ｆ：５’ＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＧＧＡＡＣ３’；Ｒ：
５’ＣＡＴＡＴＴＴＧＴＴＴＧＧＧＧＣＡＧＧＴＣ３’）；

ｃａｓｐａｓｅ３（Ｆ：５’ＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴＧＣＧＧＴＡＴＴＧＡＧ３’；Ｒ：
５’ＡＣＡＣＧＧＧＡＴＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＧＣ３’）；

Ｇａｌ３（Ｆ：５’ＡＧＣＣＣＡＡＣＧＣＡＡＡＣＡＧＴＡＴＣ３’；Ｒ：
５’ＧＧＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＧＡＣＣＴＧＴＡ３’）；

ＢＡＸ（Ｆ：５’ＴＴＴＴＴＧＣＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧ３’；Ｒ：
５’ＣＣＡＴＡＴＴＧＣＴＧＴＣＣＡＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣ３’）；

ＧＡＰＤＨ（Ｆ：５’ＧＧＡＡＡＧＣＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡＴ３’；Ｒ：
５’ＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴ３’）；

Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ［４］（Ｆ：５’ＧＣＡＡＵＡＣＡＡＡＧＣＵＧＧＡＵＡＡ
ｄＴｄＴ３’；Ｒ：５’ＰＵＵＡＵＣＣＡＧＣＵＵＵＧＵＡＵＵＧＣｄＴｄＴ
３’）。

将 ｄＮＴＰ２．５μｌ、１０×ＰＣＲ 缓冲液 ２．５μｌ、
ＭｇＣｌ２溶液 １．５μｌ、Ｔａｑ聚合酶 １Ｕ、２× Ｓｙｂｅｒｇ
ｒｅｅｎ、Ｇａｌ３、ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ｂａｘ或 ＧＡＰＤＨ上下游
引物各 １μｌ及 ｃＤＮＡ模板 １μｌ，加无 ＲＮＡ酶水补
足 ２５μｌ，轻弹管底将溶液混合。按 ５０℃ ２ｍｉｎ，
９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ（４０
个循环）；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ反应条件进行 ｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。
１．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检 测 Ｇａｌ３、ｂｃｌ２、ＢＡＸ 和
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

按蛋白提取试剂盒说明书提取各组大脑皮质
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蛋白（组织称重，切小块，加入预冷的含抑制剂的

蛋白质抽提试剂，匀浆器匀浆，１４，０００ｘｇ预冷离
心 １５ｍｉｎ），ＢＣＡ蛋白质定量试剂盒进行定量，
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，脱脂奶粉封闭 １ｈ，将封闭
过的膜加一级抗体 ４℃过夜，ＴＢＳＴ洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。分别加兔抗鼠 Ｇａｌ３多克隆抗体、兔抗鼠
ｂｃｌ２多克隆抗体、兔抗鼠 ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体和
兔抗鼠 ｂａｘ多克隆抗体（稀释度为１∶３０００），４℃摇
床过夜，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔二级抗体，室温摇
床孵育 ２ｈ，充分漂洗，按照 ＫＣＴＭ化学发光试剂盒
说明曝光。βａｃｔｉｎ做内参重复以上步骤。ＩｍａｇｅＪ
分析软件分析特异条带灰度值。

１．６　统计学分析
数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ１７．０及 Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０统计软件，组间比较用 ｔ
检验进行分析。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果用 ２△△ＣＴ（即
表达升高或降低的倍数）表示。Ｐ＜０．０５表示差
异具有统计学意义。

２　结果
２．１　脑缺血／再灌注损伤时 Ｇａｌ３对 ｂｃｌ２、ＢＡＸ
和 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响

与 ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组 Ｇａｌ３和 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表
达均下调（Ｐ＜０．０５）；ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表
达均上调（Ｐ＜０．０５）。与 Ｉ／Ｒ组比较，ｓｉＲＮＡ组
Ｇａｌ３及 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达均下调（Ｐ＜０．０５）；ＢＡＸ
及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达均上调（Ｐ＜０．０５）。见表
１、图 １。

表１　脑缺血时Ｇａｌ３对ｂｃｌ２、ＢＡＸ和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响　（ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） Ｇａｌ３ ｂｃｌ２ ＢＡＸ ｃａｓｐａｓｅ３
ｓｈａｍ组 ６ １．００±０．０１ １．００±０．０２ １．００±０．０３ １．００±０．０１
Ｉ／Ｒ组 ６ ０．３８±０．０８ ０．４７±０．１９ １．４１±０．２４ １．５５±０．１７

ｓｉＲＮＡ组 ６ ０．２４±０．０５▲▲ ０．１４±０．０４▲ １．７６±０．１２▲ １．８８±０．１３▲

　　注：为与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；为与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；▲为与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５；▲▲为与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０１。
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图１　脑缺血时Ｇａｌ３对ｂｃｌ２、ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响

２．２　脑缺血／再灌注损伤 Ｇａｌ３对 ｂｃｌ２、ＢＡＸ和
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

与 ｓｈａｍ比较，Ｉ／Ｒ组 Ｇａｌ３及 ｂｃｌ２蛋白表达均
下调（Ｐ＜０．０５）；ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均上调

（Ｐ＜０．０５）。与 Ｉ／Ｒ组比较，ｓｉＲＮＡ组 Ｇａｌ３及 ｂｃｌ
２蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５）；而 ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达上调（Ｐ＜０．０５）。见表２、图２。
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图 ２　脑缺血时 Ｇａｌ３对 ｂｃｌ２、ＢＡＸ和 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响
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表２　脑缺血时 Ｇａｌ３对 ｂｃｌ２、ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响　

（ｘ±ｓ；ｎ＝６）

组别 Ｇａｌ３ ｂｃｌ２ ＢＡＸ ｃａｓｐａｓｅ３
ｓｈａｍ组 １．７３２±０．２６２ １．７４３±０．１９２ ０．６７２±０．２０８ ０．４６８±０．０５３
Ｉ／Ｒ组 １．３１０±０．２１５ １．２９９±０．１６０ １．０７６±０．２４６ １．１５５±０．０８３

ｓｉＲＮＡ组 １．０１４±０．１０９▲ １．０５８±０．１１１▲ １．４８０±０．１８４▲ １．５１５±０．１２４▲

注：为与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；为与 ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；

▲为与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
我国最新的全国公民死亡原因调查结果显示，

脑缺血已成为我国公民致死、致残最主要的疾病之

一［５］。我国现存脑血管病患者 ７００余万人，其中约
有 ８０％ ～８５％的脑血管病患者为脑缺血［６］。

脑缺血发病机制非常复杂，目前研究认为，与

脑缺血发生发展相关的病理机制包括：能量耗竭、

兴奋性毒性、钙超载、氧化应激、炎症和细胞凋亡

等。脑缺血再灌注损伤会产生大量活性氧，引发一

系列的事件，包括细胞凋亡及坏死［７］。而细胞凋亡

是脑缺血的一个突出特点，在延迟梗死中起着重要

的病理作用［８］。

大量研究证实，Ｇａｌ３蛋白直接参与调节细胞
凋亡。其具有促进细胞凋亡及抗细胞凋亡双重作

用。Ｈｕａｎｇ等［９］发现人脑垂体腺瘤组织中 Ｇａｌ３及
Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ及蛋白表达均明显升高，认为 Ｇａｌ３
可能通过与 Ｂｃｌ２协同产生抗凋亡作用。Ｆｕｋｕｍｏｒｉ
等［１０］采用人前列腺癌 ＬＮＣａＰ细胞系，转染 Ｇａｌ３，
之后发现，用抗癌药物处理后，Ｇａｌ３间接抑制细
胞色素 ｃ的释放和 ｃａｓｐａｓｅ３的激活；表明 Ｇａｌ３可
能抑制抗癌药物诱导的细胞凋亡。Ｙａｎｇ等［１１］通过

人白血病 Ｔ细胞转染 Ｇａｌ３后发现，Ｇａｌ３可能通
过 ｂｃｌ２相关细胞死亡抑制通路成为抑制细胞凋亡
的调节子。Ｏｋａｍｕｒａ等［１２］发现慢性阻塞性肾小管

慢性损伤细胞内 Ｇａｌ３可抑制半胱氨酸天冬氨酸
蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）的活力、抑制肾小管上皮细胞的
凋亡，从而可通过抑制细胞凋亡而保护肾小管慢性

损伤。以上研究均表明，Ｇａｌ３具有一定的抑制细
胞凋亡的作用。而本研究发现，大鼠 Ｉ／Ｒ后，脑皮
质中 Ｇａｌ３及 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ及蛋白表达下调；ＢＡＸ
及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达上调；而 Ｇａｌ３ＲＮＡ
干扰后，Ｇａｌ３及 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ及蛋白表达下调更显
著，ＢＡＸ及 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ及蛋白表达上调更显
著。表明 Ｇａｌ３可能通过上调 ｂｃｌ２、下调 ｃａｓｐａｓｅ３
及 ＢＡＸｍＲＮＡ及蛋白的表达，参与脑缺血／再灌注

损伤的病理过程。
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