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白细胞介素$"( 在小鼠缺血性脑卒中的损伤作用
及其机制
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脑卒中是我国第一位死亡原因，具有高发病率、

高复发率、高致残率、高死亡率的特点，显著增加了

患者家庭和社会的经济负担。脑卒中的疗法主要集

中于局部缺血区域神经元的保护和血流再通，但因

为其治疗时间窗窄和技术要求高，只有极少数患者

能够受益。卒中后组织损伤引发的免疫炎症反应贯

穿卒中后各个阶段，如何通过干预免疫炎症以减轻

脑卒中患者的脑损伤而改善预后，是未来卒中研究

的重点方向之一c"d。白细胞介素-"(（BKTNPQNE]BK-"(，

+,-"(）是一种多效性促炎细胞因子，也被称为干扰

素 # 诱导因子，能够被半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解

酶-"（SXFTNBKN-PNeEBPBKR HFVHPTHTN VPITNHFN，SHFVHFN-

"）激活成为成熟有活性的糖蛋白，在固有免疫和获

得性免疫中起关键作用，在人体各种免疫细胞中均

有广泛表达c!d。研究表明，+,-"( 参与多种神经系统

疾病，包括视神经脊髓炎谱系疾病、多发性硬化、脑

内出血等c&-4d。然而，尚不明确 +,-"( 在缺血性脑卒

中的作用机制。因此，本研究通过光化学法诱导局灶

性大脑皮层缺血性脑卒中模型，探讨 +,-"( 在缺血
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性脑卒中的损伤作用及其机制，对将来临床治疗缺

血性脑卒中提供新的思路。

! !"#$%

!"! !"#$%&' 成年雄性 #$%&'()* 小鼠，

+,-++ .，%-/ 周龄；购买自北京维通利华实验动物

技术有限公司。实验动物0许可证号：1#23（京）+,!)4

,,,)，批号：!!,,!!+,,!,5/66$$78全部饲养于天津

医科大学总医院神经病学研究所动物实验中心 19:

级专业鼠房。小鼠随机分为对照组、脑梗死组、;'4!/

分泌型结合蛋白（;'4!/&9）治疗组（;'4!/&9 是一种

分泌的糖蛋白，通过与 ;'4!/ 结合并阻断其生物学

活性而充当 ;'4!/ 拮抗剂，购自美国 <=> 公司），

每组 !/ 只。;'4!/&9 治疗组在造模后! ?、+6 ? 及

6/ ? 腹腔注射 ;'4!/&9（6 !.@次），而对照组和脑梗

死组分别注射等量的生理盐水。所有小鼠提供充足

的食物和水，并维持昼夜节律的稳定。

!"+ !"()

!"+"! 缺血性脑卒中模型 本实验采用光化学法

诱导局灶性大脑皮层缺血性脑卒中模型。主要步骤：

称重小鼠，在手术前 $ ABC 行腹腔注射给予玫瑰红

染料（$, A.@D.，,"5E生理盐水溶解，光敏感物质，可

在绿光诱导下诱导特定区域的血管阻塞）。腹腔注射

$E水合氯醛（%, !'(!, .）麻醉小鼠，之后将麻醉好

的小鼠固定于立体定位仪上，下方需放置小鼠体温

维持板用以维持体温，红霉素眼药膏涂抹小鼠双眼

予以保护。沿颅骨中缝切开小鼠颅骨表面皮肤，约 ! FA，

充分暴露小鼠颅骨表面，利用棉签清除所需要诱导

梗塞部位的颅骨外骨膜并标记。将绿光光源的光纤

头部固定于标记部位，在光纤头部与小鼠颅骨间放

置中空的黑色橡胶垫来防止光线露出。开启绿光光

源照射 +, ABC，期间注意小鼠生命体征。照射结束后

取下光纤头部，生理盐水冲洗颅骨表面，缝合切口，

利用碘伏再次对缝合伤口消毒，维持小鼠体温至彻

底清醒，恢复自由进食水。

!"+"+ 动物处理 分别于第 7 天和第 !6 天处死小

鼠，深度麻醉小鼠后进行冰磷酸盐缓冲液（G?HIG?JKL

MNOOLPLQ IJRBCL，9&1）心脏灌注，后取出脑组织。第

!6天的脑组织制成石蜡标本，进行后续染色。第 7天

的脑组织，分别用于<ST提取和流式细胞术检测。

!U+"7 神经功能评分 采用改良神经功能缺损量

表评分（AHQBOBLQ CLNPHRH.BFJR ILVLPBKW IFHPL，AS11）

和足错步实验（OHHK4OJNRK KLIK），通过评价其运动功

能以及感觉功能，判断缺血性脑损伤后损伤程度和

恢复情况。分别于造模后第 !、7、%、!6 天进行神经

功能评分。

!U+U6 苏木紫和伊红（?LAJKHXWRBC4LHIBC IKJBCBC.，YZ）

染色 小鼠脑组织保存于 6E组织固定液中固定

+6 ? 后，进行后续脱水石蜡包埋后制备成石蜡切

片。脑切片行 YZ 染色，测量脑梗死面积大小。

!U+U$ 实时荧光定量 9#< 检测炎性指标 使用实

时荧光定量 9#< 技术检测 ;'4!"、肿瘤坏死因子

（[S:）4#、;'4) 和 ;'4!,的表达水平。在第 7天处死

小鼠，取新鲜脑组织，加入 [<;\HR 裂解液，研碎充分，

制备 <ST，检测其浓度及纯度保证在可用范围内。

使用反转录试剂盒将 <ST 反转录成 F>ST。由生工

生物工程（上海）股份有限公司负责合成引物。引物

浓度稀释至 !, !AHR@'。+, !' 的反应体系由 +U$ !'

的 F>ST、! !' 的正向引物、!!' 的反向引物、$U$ !'

的无酶水和 !, !' 的 1]&< .PLLC 9#< ^JIKLP ^BX

组成。在 _GKBHC +<LJR4[BAL 9#<检测系统进行定量

分析。引物序列见表 !。

!U+U) 流式细胞术 在造模后第 7天处死小鼠，收集

脑组织以制备单细胞悬液。将脑组织在冰冷的9&1中

切成小块。将组织碎片与胶原酶 >6（! .@!，1B.AJ4

TRQPBF?）和 >BIGJIL（! .@!，<HF?L）孵育，并在 7%"消

化 ), ABC。使匀浆通过 %, !A 过滤器，并将滤液以

+ ,,, P@ABC 离心 7 ABC。离心的细胞重悬于 7,#

9LPFHRR（̀ Z）中，然后以%,, P@ABC 离心 !, ABC。用冰

9&1以 + ,,, P@ABC 洗涤沉淀 !, ABC。将单细胞悬液

与以下荧光标记的抗体孵育：分别孵育 #>6$、#>!!M、

#>/)和 #>+,) 抗体。其中，#>6$a

#>!!M

a

#>/)

a标记

^! 型小胶质细胞，#>6$a

#>!!M

a

#>+,)

a标记 ^+ 型

小胶质细胞。流式细胞仪数据从 :T#1TPBJ流式细胞

仪（&> &BHIFBLCFLI，1JC *HIL，#T，b1T）收集，并使用

:RHcdHef !, 进行分析。

!U7 *+,-. 利用 `PJG?GJQ 9PBIA$U, 进行统

计分析，以 !"#

!

表示结果。两组独立样本比较采用

& ! '()*

"#$ ! %&'()& *)+,)-.)*

分子

IL-1β

IL-1β

TNF-α

TNF-α

IL-6

IL-6

IL-10

IL-10

GAPDH

GAPDH

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

引物序列（5'→3'）

TCCAGGATGAGGACATGAGCAC

GAACGTCACACACCAGCAGGTTA

TACTCCCAGGTTCTCTTCAAGG

GGAGGTTGACTTTCTCCTGGTA

TGATGCACTTGCAGAAAACA

ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC

CTGGACAACATACTGCTAACCG

GGGCATCACTTCTACCAGGTAA

GCCAAGGCTGTGGGCAAGGT

TCTCCAGGCGGCACGTCAGA

注：IL：白细胞介素；TNF-α：肿瘤坏死因子 -α
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非配对 ! 检验。"!"#"$ 为差异有统计学意义。

! !"

%#& !"#$%&'()*+,-. 与脑梗死

组比较，在第 ' 天和 &( 天，)*+&,-. 治疗组小鼠

/011 评分显著降低（!2%#'$"，"!"#"$；!23#',4，

"!"#"$），见图 &。与脑梗死组比较，在造模后的第 3、

'、&( 天，)*+&,-. 治疗组小鼠的足错步实验评分显

著降低（!#%#$&,，"!"#"$；!2%#'5'，"!"#"$；!23#&&(，

"!"#"$），见图 &。

%#% /"0&'12-. 与脑梗死组比较，)*+

&,-.治疗组脑梗死面积显著降低（!2%#%3$，"!"#"$），

见图%。

%#3 /"3$0"456789:;< 与对照

组比较，脑梗死组小鼠脑组织中的 607+!、)*+&"

和)*+5 的水平升高（!2(#%,4，"!"#"$；!#3#%'5，"!"#"$；

!23#5,'，"!"#"$），)*+&" 的水平降低（!23#&3(，

"!"#"$），见图 3。而与脑梗死组比较，)*+&,-. 治疗

组小鼠脑组织中的 607+!、)*+&" 和 )*+5 的水平显

著降低（!23#"4&，"!"#"$；!2%#3%,，"!"#"$；!23#((3，

"!"#"$），)*+&" 的水平显著升高（!2(#44'，"!"#"$），

见图 3。

%#( !"3$0"4=3>?@A;BCD 与

对照组比较，脑梗死组 8& 型小胶质细胞数量显著

增加（!2$#4'&，"!"#"$），8% 型小胶质细胞数量增加

（!2%#,%3，"!"#"$）。与脑梗死组比较，)* +&,-.

治疗组 8& 型小胶质细胞数量明显降低（!2(#''4，

"!"#"$），8% 型小胶质细胞数量明显升高（!2%#5&4，

"!"#"$）。

注：mNSS：改良神经功能缺损量表评分；IL-18BP：IL-18分泌型

结合蛋白；与 IL-18BP治疗组相比，*"<0.05

# " #$%"&$%&'()*+,-./01234

'()" *++,-. /+ #$%"& /0 0,12/3/)(-43 +10-.(/0 2,-/5,26 (0 (7-8,9(-

7.2/:, 9(-,

注：A：缺血性卒中后脑组织 H&E染色（10×），箭头：脑梗死部

位；B：与 IL-18BP治疗组比较，*"<0.05；IL-18BP：IL-18分泌型结

合蛋白

# ! ;*5678*+9:;<=

'() ! <8, (0+42-. 7(=, >,.,-.,> ?6 ;* 7.4(0(0)

注：)*：白细胞介素；607+!：肿瘤坏死因子+!；与脑梗死组相比，

9"!"#"$

# @ *+9>?@A'BCDEFG

'() @ <8, -840), /+ (0+34994./26 +4-./27 (0 ?24(0 .(771, /+ 9(-,
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注：IL-18BP：IL-18分泌型结合蛋白；A:CD45+CD11b+CD86+细胞群和 CD45+CD11b+CD206+细胞群的门控策略；B:来自各组小鼠的每 106个

脑细胞悬浮液中 CD45+CD11b+CD86+细胞数量以及 CD45+CD11b+CD206+细胞数量，柱状图总结各组小鼠在造模后 3d治疗的结果；与对照组或

与脑梗死组相比，*!<0.05

! ! "#$%&'()*+,-*."#$"%/+01$%234

&'( ! )*+ ,*-.(+/ 01 "#$"% 234+ 5',60(7'- '. 2*+ 86-'. 2'//9+ 01 5',+ :+2+,2+: 83 170; ,3205+263

< 56

卒中导致神经元细胞死亡，并激活损伤相关的

分子模式，释放的因子在受伤的大脑区域引起局部

炎症!"# $%。这种局灶性大脑炎症会加剧血#脑屏障损

害、微血管衰竭、脑水肿、氧化应激并直接导致神经

元细胞死亡，从而加剧继发性脑损伤!&%。'(#&)在缺血

性脑损伤中发挥重要作用，参与炎症反应的启动与

扩增。'(#&)启动的单核细胞中促炎因子和趋化因子

可介导免疫细胞向缺血损伤部位募集，触发炎症级

联反应，加剧缺血后的损伤!*%。'(#&) +,-. 在成年

大鼠脑缺血后的晚期被诱导!)%，参与脑卒中后脑内

炎症的诱导和发展!/%。在脑卒中患者中，血清 '(#&)水

平升高与颅脑计算机断层扫描中低密度区域的范

围以及功能障碍相关!0%。研究表明用抗 '(#&)单克隆

抗体或 '(#&)12 可改善缺血再灌注引起的心肌损

伤!&3# &&%。本研究通过光化学法诱导局灶性大脑皮层缺

血性脑卒中模型，应用 '(#&)12 阻断 '(#&) 作用并

评估神经功能及脑梗死面积变化。结果显示，'(#&)12

治疗脑梗死小鼠后不仅能改善小鼠神经功能障碍，

还能显著降低脑梗死面积。

卒中后大脑中多种细胞类型可产生炎性介质，

包括细胞因子和趋化因子。细胞因子是中枢神经系

统各种病理条件下神经炎症和急性、慢性神经退行

性变的重要介质。在急性缺血性卒中的小鼠模型

中，缺血后急性期在对侧半球中观察到的一系列细

胞因子，包括 '(#&!、'(#$、4-5#"和转化生长因子#!，

是各种神经病理条件下神经炎症的重要介质!&，$%。对

脑出血发作后 6 7 至 " 8 死亡的 03 例脑出血患者

的大脑进行组织病理学病例对照研究，发现对侧海

马中的核因子9#1:$" 亚基、巨噬细胞炎性蛋白 6 和

基质金属蛋白酶#/ 上调!&%。因此细胞因子介导的神

经炎症与神经元细胞死亡和不良结果相关。研究表

明，腹腔注射 '(#&)12 可改善炎症反应，促进血管

再生修复!&6%。本研究应用 '(#&)12 阻断 '(#&) 作用，

实时荧光定量 2;,检测脑组织中炎性因子表达。发

现 '(#&)12治疗脑梗死小鼠可通过降低 '(#&!、'(#$

和 4-5#" 的表达水平，增加抗炎因子 '(#&< 的表

达，从而改善卒中后的神经功能损伤。

小胶质细胞是脑内表达炎症体基因的主要细

胞，占中枢神经系统细胞的 &<=>&"!

!&0#&?%。活化的

&"<

&<<

"<

<

'(#&)12 治疗组对照组 脑梗死组

'(#&)12 治疗组对照组 脑梗死组

CD45+CD11b+CD86+

CD45+CD11b+CD206+
)<

$<

?<

6<

<

细
胞

数
（
×

10
3 ）

细
胞

数
（
×

10
3 ）
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小胶质细胞!巨噬细胞由于其 "#!"$ 表型不同，在

脑卒中后神经损伤中发挥着双刃剑的作用%#&'。通常被

认为具有神经毒性的 "( 型小胶质细胞表达促炎因

子，具有清除死细胞和组织碎片的功能%()'；而被认为

具有神经保护和修复作用的 "$ 型小胶质细胞主要

表达抗炎和生长因子，修复受损的脑组织%(*+(,'。血+脑

屏障破坏也可能与小胶质细胞的激活状态密切相

关。有实验已经显示脑卒中后，炎症性小胶质细胞

通过上调包括 -.+(!、/01+" 和 -.+) 在内的促炎性

细胞因子而大大降低了血+脑屏障的完整性%(2'。小胶

质细胞还可以与星形胶质细胞或脑微血管内皮细

胞相互作用。活化的小胶质细胞通过直接吞噬内皮

细胞并引起血管解体，最终导致血+脑屏障的破坏，

进一步引入循环免疫细胞并增加其对脑实质的浸

润%$3'。本研究应用 -.+(,45 阻断 -.+(, 作用，应用流

式细胞术检测脑组织中小胶质细胞表型变化，发现

-.+(,45 治疗脑梗死小鼠后可通过促进小胶质细胞

表型由促炎表型 "( 向抗炎表型 "$ 转化，从而减

少促炎因子的分泌，增加抗炎因子的分泌，改善卒

中后的炎症反应。但其具体影响的信号通路尚未明

确，有待今后进一步完善。

综上所述，缺血性脑卒中后 -.+(,介导了免疫反

应从而引起卒中后的继发性免疫炎性损伤。-.+(,主

要通过介导小胶质细胞从促炎表型向抗炎表型转

化，影响脑卒中后神经功能的恢复。本研究揭示了

-.+(, 在脑卒中的免疫炎性损伤中发挥关键的调节

作用，为临床脑梗死救治提供新的视角和治疗方法。
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%(' 67- 8，/-90 : ;，.- < =，>? @AB =ACD@A DE@FG FGHA@II@?FCG FG J?ECK>%L'B

.@GM>? 0>NECA，$O(2，(,（((）：(P&,

%$' QRS :94，9=9QT9 . 0，5Q969: /68，>? @AB 9 MCIUE>V>GJFW>

U@?VX@Y I@U CH -.Z(,+I>[F@?>[ JF\G@AAFG\ %L'B L ;>AA ;CIING 6F\!

G@A，$P$P，(]（$）：$&*

%^' 9./R0:97. "，"9-..9Q: 5，79Q_R` :，>? @AB 9G -.Z(,ZM>G!

?>E>[ FGHA@II@?CEY G>?XCEK @J @ DFCI@EK>E HCE M>E>DE@A XVF?> I@??>E

FGaNEY%L'B 5.C6 bG>，$P$P，(&（(）：>P$$*,^&

%]' 1R.:RQ7b11Z"cR6RQ c，6;70-:/ b -，b4RQ7b.<RQ 9，>?

@AB -. Z(,：@ K>Y UA@Y>E FG G>NECFGHA@II@?FCG @G[ G>NEC[>\>G>E@!

?FCGd%L'B /E>G[J 0>NECJMF，$PP&，$,（2）：],*

%&' 67-;7-/9 /，-/b "，"bQ-/9 Q，>? @AB "914 UE>W>G?J >eM>JJ FG!

HA@II@?FCG @H?>E FJMV>IFM J?ECK> DY @MM>A>E@?FG\ MA>@E@GM> CH [@I!

@\> JF\G@AJ ?VECN\V "6Q(%L'B 0@? ">[，$P(*，$（̂)）：*$^

%)' .-R6< 9，:9.58R 9，"Q9;68b R，>? @AB :9"5 JF\G@AFG\ FJ @ K>Y

U@?VX@Y FG[NMFG\ FIING> IC[NA@?FCG @H?>E DE@FG FGaNEY%L'B L0>NECJMF，

$P(&，̂&（$）：&,^

%*' bc<bc0-:-6 0，=-98bc6/-:-6 9，5bc/97-:-6 /，>? @AB -G?>E!

A>NKFG (, DFG[FG\ UEC?>FG @I>AFCE@?>J FJMV>IF@fE>U>EHNJFCGZFG[NM>[

V>U@?FM FGaNEY FG IFM> %L'B .FW>E /E@GJUA，$P()，$$（$）：$^*

%,' L90:RQ 6，6;7QbR/RQ "，6/b.. =B -G?>EA>NKFGZ(, >eUE>JJFCG

@H?>E HCM@A FJMV>IF@ CH ?V> E@? DE@FG：@JJCMF@?FCG XF?V ?V> A@?>ZJ?@\>

FGHA@II@?CEY E>JUCGJ> %L'B L ;>E>D 4ACC[ 1ACX">?@D，$PP$，$$（(）：)$

%2' "bQ- -，7b669-0 " L，/98R:9 8，>? @AB -IU@FE>[ IFMEC\AF@A @M?F!

W@?FCG FG ?V> DE@FG CH -.Z(,Z\>G>Z[FJENU?>[ IFM> @H?>E G>NECWFEN!

A>G? FGHAN>Gg@ 9 WFENJ FGH>M?FCG %L'B _FECAC\Y，$PP(，$,*（(）：()^

%(P' _R089/9;79.9" 8，5Q947c 6 :，QR::` _ 6，>? @AB 0>N?E@A!

Fg@?FCG CH FG?>EA>NKFGZ(, @I>AFCE@?>J FJMV>IF@fE>U>EHNJFCGZFG[NM>[

IYCM@E[F@A FGaNEY %L'B L 4FCA ;V>I，$PP2，$,]（($）：*,&^

%((' S-9b 7，.- 7，T90= L L，>? @AB -.Z(, MA>@W@\> ?EF\\>EJ M@E[F@M FG!

HA@II@?FCG @G[ HFDECJFJ NUCG D>?@Z@[E>G>E\FM FGJNA? %L'B RNE 7>@E?

L，$P(,，̂2（(）：)P

%($' Qb:Q-=cR< Z"R0b;9. .，19Q-:- " 7，"9Q/-0R< .，>? @AB

"@MECUV@\>Z[>EFW>[ -.Z(, @G[ FGME>@J>[ HFDEFGC\>G [>UCJF?FCG @E>

@\>ZE>A@?>[ FGHA@II@?CEY JF\G@?NE>J CH W@JMNA@E E>IC[>AFG\ %L'B 9I L

5VYJFCA 7>@E? ;FEM 5VYJFCA，$P(]，̂P)（&）：7)](

%(^' T90= L，S-0= 7，T90 .，>? @AB /E>@?I>G? ?@E\>?J HCE "$ IFMEC\AF@

UCA@EFg@?FCG FG FJMV>IFM J?ECK>%L'B 4FCI>[ 5V@EI@MC?V>E，$P(,，(P&：

&(,

%(]' 1R0= `，7R S，.cb 6，>? @AB ;VECGFM MCAF?FJ FG[NM>J I>GFG\>J ?E@HHFM

CH \N?Z[>EFW>[ / M>AAJ，NGD@A@GM>J "( @G[ "$ IFMEC\AF@fI@MECUV@\>

@G[ FGME>@J>J FJMV>IFM DE@FG FGaNEY FG IFM>%L'B 4E@FG Q>J，$P(2，

(*P*：,

%(&' .-c S，.-c L，<79b 6，>? @AB -G?>EA>NKFGZ] FJ >JJ>G?F@A HCE IFMEC\AF@f

I@MECUV@\> "$ UCA@EFg@?FCG @G[ ACG\Z?>EI E>MCW>EY @H?>E M>E>DE@A

FJMV>IF@ %L'B 6?ECK>，$P()，]*（$）：]2,

%()' .-c Q，:-9b L，7R 6，>? @AB ShZ(7 UEC?>M?J @\@FGJ? FJMV>IFM J?ECK>

DY E>\NA@?FG\ IFMEC\AF@ UCA@EFg@?FCG ?VECN\V 559Q\@II@ U@?VX@Y FG

IFM> %L'B -G? -IINGCUV@EI@MCA，$P(,，&*：*$

%(*' .- T，.- .，;7b55 "，>? @AB -G?E@M>E>DE@A V>ICEEV@\> FG[NM>J M@E!

[F@M [YJHNGM?FCG FG IFM> XF?VCN? UEFI@EY M@E[F@M [FJ>@J>%L'B 1ECG?

0>NECA，$P(,，2：2)&

%(,' L-90= ; /，Tc T 1，:R0= ` 7，>? @AB "C[NA@?CEJ CH IFMEC\AF@ @M!

?FW@?FCG@G[UCA@EFg@?FCG FG FJMV>IFM J?ECK>（Q>WF>X）%L'B "CA ">[ Q>U，

$P$P，$(（&）：$PP)

%(2' 590 T，896/-0 9 LB /NICE G>MECJFJ H@M?CE @G[ J?ECK>：ECA> CH ?V>

DACC[ZDE@FG D@EEF>E %L'B 5EC\ 0>NECDFCA，$PP*，,（̂)）：̂)^

%$P' 8909<9T9 "，89T9"cQ9 8，/9897967- /，>? @AB "NA?FUA>

?V>E@U>N?FM >HH>M?J CH UEC\E@GNAFG CG >eU>EFI>G?@A @MN?> FJMV@>IFM

J?ECK>%L'B 4E@FG，$P(&，(^,（5? *）：(2^$

（$P$(ZP$Z$) 收稿）

乌日吉木斯，等B白细胞介素Z(, 在小鼠缺血性脑卒中的损伤作用及其机制!

)

"

)P*


