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阻断趋化因子 CXCL10对脑缺血再灌注损伤及神经炎症的影响 *
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摘要目的：探讨趋化因子 CXCL10在脑缺血再灌注损伤中对神经炎症的影响。方法：（1）线栓法建立脑缺血再灌注损伤大鼠模

型，TTC染色检测梗死面积，Western blot检测 CXCL10的表达；（2）建立小鼠神经瘤母细胞 N2a氧糖剥夺 /复氧（oxygen-glucose

deprivation/reoxygenation,OGD/R）模型，通过 CXCR3拮抗剂 -NBI 74330阻断趋化因子 CXCL10表达，Western blot检测 CXCL10

和 CXCR3蛋白的表达；Real-time PCR检测 CXCL10、CXCR3以及神经炎症因子 TNF-琢、IL-1茁、IL-2 mRNA的表达。结果：（1）脑
缺血再灌注（cerebral ischemia reperfusion injury, CIRI）模型大鼠脑梗死侧 CXCR10的表达量显著高于其对侧和假手术组（P＜
0.05）；（2）阻断 CXCL10使得小鼠神经瘤母细胞 N2a中 CXCL10、CXCR3以及炎症因子 TNF-琢、IL-1茁、IL-2的表达量均显著降低
（P＜0.05）；（3）阻断 CXCL10使得小鼠神经瘤母细胞细胞凋亡率降低（P＜0.05）。结论：抑制 CXCL10降低了氧糖剥夺模型细胞炎

症因子的表达，表明阻断 CXCL10可能通过减轻神经炎症在脑缺血再灌注损伤中发挥保护作用。
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Influence of Blocking CXCL10 on Cerebral Ischemia-reperfusion Injury
and Neuroinflammation*

The aim of this study is to investigate the effect of blocking chemokine CXCL10 on cerebral ischemia

reperfusion injury. (1)Rat model of cerebral ischemia reperfusion injury was established by line plugging method, and the area

of the brain infarct was detected by TTC staining, and the expression of chemokine CXCL10 was detected by Western blotting; (2) The

Oxygen-glucose deprivation/reoxygenation model of mouse neuroblastoma N2a was established, and chemokine CXCL10 was blocked

by CXCR3 antagonist-NBI 74330, and the protein expression of the chemokine and its receptor CXCR3 was detected by Western

blotting, and the mRNA expression of them was detected by Real-time PCR, and the mRNA expression of neuroinflammatory factor that

refers to TNF-琢 , IL-1茁, IL-2 was detected in the same way as the former. (1) The expression of CXCR10 in the infarcted side of

cerebral ischemia reperfusion injury model was significantly higher than that in the contralateral or the sham-operated groups (P<0.05);
(2) The mRNA expression levels of CXCL10, CXCR3 and inflammatory factors in N2a of mouseneuroblastoma cells were significantly

decreased (P<0.05). (3) The apoptotic rate of mouse neuroblastoma cells was decreased (P<0.05) after chemokine CXCL10 was

blockedby its antagonist. After inhibiting the expression of CXCL10, theexpression of inflammatory cytokines in

Oxygen-glucose deprivation/reoxygenation model cells reduced, it suggested that blocking CXCL10 may play a protective role in

cerebral ischemia reperfusion injury by mitigating neuroinflammation.
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前言

缺血性脑血管病（ischemic cerebrovascular disease, ICVD）

多发于中老年人群，通常患者脑缺血持续一段时间后，大脑恢

复供血，但其功能并未恢复，因而会对脑组织造成二次损伤，加

重脑组织的病理改变[1，2]。有研究报道，脑缺血再灌注的机制较

为复杂，炎症反应可能是脑缺血损伤的关键影响途径之一[3]，目

前缺血性脑血管疾病的神经炎症反应以及神经组织再生仍是

该类疾病预防方面有待解决的热点问题[4，5]。

有研究表明，CXCL10与其受体 CXCR3的表达水平可能
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Gene Primer Sequence（5'-3'）

CXCL10 forward GCTCAGGCTCGTCAGTTCTA

reverse CCTTGGGAAGATGGTGGTTA

CXCR3 forward TTCATCTACCTATCAGCCAACT

reverse GCAGGAAACCAGCCACTA

IL-2 forward ATGAACTTGGACCTCTGCG

reverse AGGGCTTGTTGAGATGATGC

IL-1茁 forward CTCAACTGTGAAATGCCACC

reverse GAGTGATACTGCCTGCCTGA

TNF-琢 forward CAGGCGGTGCCTATGTCTCA

reverse GCTCCTCCACTTGGTGGTTT

茁-actin forward TGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTA

reverse GCATCACAGACCTGTTATTGCTCAA

表 1引物序列

Table 1 Primer Sequence

与炎症发生和组织损伤有关[6]。为了明确 CXCL10对脑缺血再

灌注损伤及神经炎症的影响，本研究首先在大鼠 CIRI模型中

明确 CXCL10的表达趋势；同时采用小鼠神经瘤母细胞 N2a

氧糖剥夺 / 复氧 （oxygen-glucose deprivation/reoxygenation，

OGD/R）模型探讨阻断趋化因子 CXCL10对 N2a细胞及炎症

因子表达的影响，旨在为缺血性脑血管病的预防和治疗提供新

思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 健康雄性 Sprague-Dawley 大鼠，体重

240-260 g，购自辽宁长生生物技术股份有限公司。

1.1.2 仪器 NW10LVF超纯水系统（香港 Heal Force公司）；

DYCZ-24DN双垂直蛋白电泳仪、WD-9413B型凝胶成像系统

（北京六一生物科技有限公司）；H-2050R超速冷冻离心机（湖

南湘仪集团）；ExicyclerTM 96荧光定量仪（韩国 BIONEER公

司）；NovoCyte流式细胞仪（美国 Aceabio公司）等。

1.1.3 细胞与试剂 小鼠脑神经瘤细胞 N2a（武汉普诺赛生命

科技有限公司）；2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）（生工生物科

技有限公司）；牛血清白蛋白抗体（BSA，Biosharp公司）；CX-

CL10抗体（Basin公司）；CXCR3抗体（proteintech公司）；抑制

剂 NBI-74330（美国 MCE公司）；全蛋白提取试剂盒、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒、羊抗兔 IgG-HRP等

均购自沈阳万类生物科技有限公司；CXCL10、CXCR3、TNF-琢、
IL-1茁、IL-2以及 茁-actin等基因引物均由金斯瑞生物科技有限
公司合成。

1.2 方法

1.2.1 模型建立 线栓法建立脑缺血再灌注模型。在大鼠颈部

分离颈总动脉，近心端结扎，找到颈内外动脉分叉处用动脉夹

夹闭血管，同时将颈外动脉夹闭，将线栓由颈总动脉插入颈内

动脉后固定线栓后缝合伤口。缺血 2 h后再灌注。假手术组仅

分离颈总动脉后缝合[4]。

1.2.2 神经功能评分 再灌注时长 24 h，待大鼠清醒后，参考

Bederson评分制[7]对 CIRI成模大鼠进行评分。

1.2.3 大鼠脑梗死面积和梗死率 再灌注 24 h后，麻醉并处

死大鼠，取各组大鼠脑组织同一部位，TTC染色后观察并拍照，

ipwin32软件计算大鼠脑部梗死面积和梗死率。

1.2.4 氧糖剥夺 /复氧模型建立及处理 将小鼠神经瘤母细

胞 N2a接种于 6孔板中，置于 37℃、5 % CO2无氧培养箱内培

养。分组：A正常细胞组；B OGD/R处理组；C CXCR3拮抗剂

组；D OGD/R处理 +CXCR3拮抗剂组。24 h后，将 B组、D组

更换为无糖 DMEM培养基，置于 37℃、95 % N2、5 % CO2的培

养箱内培养进行氧糖剥夺处理；3h 后，C 组、D 组加入

NBI-74330（1 滋M），与 B组同时置于 37℃、5 % CO2的培养箱

内复氧处理 24 h。

1.2.5 Western Blot检测 CXCL10、CXCR3蛋白的表达 分别

于再灌注 6 h、12 h、24 h时，取各组大鼠脑组织同一部位提取

蛋白；小鼠神经瘤母细胞 N2a经 OGD/R处理后，收集并裂解

细胞，提取总蛋白。以上蛋白经电泳并转膜后分别将 CXCL10

一抗（1：1000）、CXCR3 一抗（1：2000）和内参抗体茁-actin（1：

1000）4 ℃孵育过夜，然后用 HRP 标记的二抗 37 ℃孵育 45

min。ECL显色观察大鼠脑组织 CXCL10蛋白表达和小鼠神经

瘤母细胞 N2a中 CXCL10、CXCR3蛋白表达。

1.2.6 Real-time PCR 检测抑制 CXCL10 后炎症因子的表达

OGD/R处理后，收集细胞，Trizol法提取 RNA，反转录为 cDNA，

Real-time PCR 检测细胞中 CXCL10、CXCR3、TNF-琢、IL-1茁、
IL-2 mRNA的表达，采用 2-△ △ CT法计算 mRNA相对表达量。引

物序列见表 1。

1.2.7 流式细胞术各组小鼠神经瘤母细胞凋亡 OGD/R处理

24 h后，收集细胞，漂洗并消化，置于 15 mL试管，1500 rpm离

心 5 min。去上清，加入 500 滋L Binding buffer重悬细胞，再加入

5 滋L Annexin V-FITC混匀后，加入 10 滋L Propidium Iodide混

匀，室温避光反应 15 min后进行流式检测。

1.3 数据统计

采用 Graphpad软件进行数据分析，组间比较采用单因素

方差分析(One-way ANOVA)。结果中 P＜0.05表示差异性具有

统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠脑梗死面积和梗死率

TTC染色结果显示，假手术组大鼠脑组织未见梗死或肿

胀，模型组梗死侧与其对侧相比肿胀现象明显，且脑部中动脉

供血区的皮层、纹状体以及脑半球左侧区域呈白色，并可见淡

红色组织交替出现。此外，ipwin32软件统计结果表明：模型组

缺血面积和梗死率与假手术组相比存在显著差异（P＜0.05）。

结果见图 1与表 2。

2.2 各组大鼠脑组织 CXCL10蛋白的表达比较

Western Blot检测结果显示：与假手术组或模型组梗死侧

对侧相比，各时间点模型组梗死侧 CXCL10表达水平均显著升

高（P＜0.05）；与假手术组相比，模型组梗死侧对侧 CXCL10表

达水平无明显差异（P＞0.05）。此外，根据图 2-d，随着再灌注时
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图 1大鼠脑组织 TTC染色情况（A：假手术组；B：模型组）

Fig.1 TTC staining of rat brain tissue

(A: sham operation group; B: model group)

图 2 Western Blot检测 CXCL10蛋白的表达（a：再灌注 6 h CXCL10蛋白的表达，b：再灌注 12 h CXCL10蛋白的表达，c：再灌注 24 h CXCL10蛋

白的表达，d：Western Blot检测 CXCL10表达量的数据统计结果；A：假手术组，B：模型组 -梗死组，C：模型组 -对侧

Fig.2 The expression of CXCL10 protein was detected by Western Blot (a: Expression of CXCL10 at 6 h after reperfusion, b: Expression of CXCL10

at 12 h after reperfusion, c: Expression of CXCL10 protein at 24 h after reperfusion, d: Statistical results of Western Blot for expression of CXCL10;

A: sham operation group, B: model group - infarction group, C: model group - contralateral side.

Note: Compared with the sham-operated group or the model group, the infarct side of the model group was *P<0.05, **P<0.01.

Groups Total Area（cm2） Infarction area（cm2） Infarction rate Score

Sham Operation Group 2.86 0 0.00% 0

Model group 3.62 1.47± 0.12** 48.17± 6.35%* 3

表 2大鼠脑梗死面积和梗死率比较

Table 2 Comparison of the area of cerebral infarct and infarction rate in rats

Note: compared with the sham operation group,*P＜0.05, **P＜0.01.

长增加，模型组梗死侧 CXCL10表达水平逐渐升高。以上结果 见图 2。

2.3 抑制 CXCL10对氧糖剥夺 /复氧（OGD/R）CXCL10和 CX-

CR3表达的影响

Western Blot 结果显示：与对照组相比，OGD/R 处理组

CXCL10 和 CXCR3 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；与

OGD/R 处理组相比，OGD/R 处理后 CXCR3 拮抗剂干预组

CXCL10和 CXCR3表达水平显著降低（P＜0.05）。见图 3。

Real-time PCR结果显示：与对照组相比，OGD/R处理组

CXCL10和 CXCR3 mRNA表达量明显升高（P＜0.05）；而与

OGD/R 处理组相比，OGD/R 处理后 CXCR3 拮抗剂干预组

CXCL10和 CXCR3mRNA表达量显著降低（P＜0.05）。见图4。

2.4 抑制 CXCL10 对氧糖剥夺 /复氧（OGD/R）对炎症因子表

达的影响

Real-time PCR结果显示：与正常细胞组相比，OGD/R处理

组 TNF-琢、IL-1茁、IL-2表达量均明显升高（P＜0.05）；与 OGD/R

处理组相比，OGD/R 处理后 CXCR3 拮抗剂干预组，TNF-琢、
IL-1茁、IL-2表达量均显著降低（P＜0.05）。见图 5。

2.5 小鼠神经瘤母细胞凋亡情况比较

流式细胞术检测结果显示：与正常细胞组相比，OGD/R处

理组细胞凋亡率显著增加（P＜0.05）；而与 OGD/R处理组相

比，OGD/R处理后 CXCR3拮抗剂干预组细胞凋亡率显著降低

（P＜0.05）。见表 3。

3 讨论

缺血性脑血管病是中老年群体致死和致残率均较高的疾

病，由于脑缺血再灌注损伤机制较为复杂，目前临床上仍未提

出有效的预防及治疗方法，因此明确该疾病发病机制并研发其

有效的治疗手段越来越受到重视，也是目前脑缺血疾病相关内

容的研究重点[8-10]。脑缺血再灌注损伤是复杂的病理或生理因

素所造成的脑损伤，大量文献研究结果已证实：炎症反应是参
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图 4 Real-time PCR检测 CXCL10和 CXCR3表达的数据统计结果（A：

正常细胞组；B：OGD/R处理组；C：CXCR3拮抗剂组；D：OGD/R处理

+CXCR3拮抗剂组。注：同上）

Fig.4 Real-time PCR result of the expression of CXCL10 and CXCR3 in

mouse neuroblastoma N2a(A: Control group; B: OGD/R treatment group;

C: CXCR3 antagonist group; D: OGD/R treatment + CXCR3 antagonist

group.) Note: Ditto

图 5小鼠神经瘤母细胞 TNF-琢、IL-1茁、IL-2 mRNA相对表达量
（A：正常细胞组；B：OGD/R处理组；C：CXCR3拮抗剂组；

D：OGD/R处理 +CXCR3拮抗剂组。注：同 2.3）

Fig.5 Expression of TNF-琢, IL-1茁, IL-2 mRNA in mouse neuroblastoma

cells (A:Control group; B: OGD/R treatment group; C: CXCR3 antagonist

group; D: OGD/R Treatment +CXCR3 antagonist group)

Note: Same as 2.3.

OGD/R treatment group 18.38± 2.66**

CXCR3 antagonist group 5.42± 0.72

OGD/R Treatment +CXCR3 antagonist group 12.25± 1.90##

Control group 4.59± 0.59

Groups Apoptotic rate (%)

表 3流式细胞术检测小鼠神经瘤母细胞凋亡结果

Table 3 Flow cytometry detection of mouse neuroblastoma apoptosis results

Note: Compared with the control group, OGD/R treatment group *P<0.05, **P< 0.01; compared with OGD/R treatment group, OGD/R treatment +

CXCR3 antagonist group #P<0.05, ##P<0.01.

图 3 Western Blot检测小鼠神经瘤母细胞 N2a中 CXCL10和 CXCR3

蛋白表达（a：CXCL10蛋白的表达，b：CXCR3蛋白的表达，c：CXCL10

和 CXCR3蛋白表达量的数据统计结果；A：正常细胞组；B：OGD/R处

理组；C：CXCR3拮抗剂组；D：OGD/R处理 +CXCR3拮抗剂组

Fig.3 Western Blot result of the expression of CXCL10 and CXCR3

protein in mouse neuroblastoma N2a (a: Expression of CXCL10 protein, b:

Expression of CXCR3 protein, c: Data of expression of CXCL10 and

CXCR3 protein; A: Control group; B: OGD/R treatment group; C: CXCR3

antagonist group; D: OGD/R treatment + CXCR3 antagonist group.

注：与正常对照组相比，OGD/R处理组 *P＜0.05、**P＜0.01；与 OGD/R

处理组相比，OGD/R处理 +CXCR3拮抗剂组 *P＜0.05，**P＜0.01）。

Note: Compared with the control group, OGD/R treatment group *P<0.05,
**P< 0.01; compared with OGD/R treatment group, OGD/R treatment +

CXCR3 antagonist group *P<0.05, **P<0.01.

与介导缺血性脑损伤的重要关键因素[11-13]。通常介导 CIRI损伤

的炎症因子较多，其功能具有多样性：一方面可导致大脑内皮

细胞破裂、坏死，破坏血脑屏障，另一方面通过阻塞大脑血管、

加重神经炎症反应，从而加重脑缺血再灌注损伤，而使得自身

释放量增加，因此，阻断该循环过程可能是保护或修复脑缺血

再灌注损伤的有效手段之一[14-16]。

相关研究结果表明：缺血再灌注脑损伤模型大鼠的氧化应

激反应相关指标及炎症反应相关指标的表达水平均显著增加、

缺氧诱导因子 HIF-1琢和血管内皮生长因子 VEGF的表达均降

低[17，18]；Crack P等[19]提出：发生缺血性脑损伤后，氧自由基的增

44窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.1 JAN.2020

（下转第 114页）

加引发了许多促炎基因的表达，可进一步加重炎症反应。而

TNF-琢、IL-1茁、IL-2、IL-6等常见炎症指标均被检测到在缺血再
灌注损伤发生早期释放，这些炎症因子对组织或器官中的中性

粒细胞具有激活和促进迁移的作用，从而进一步造成大脑组织

或器官发生脑缺血再灌注损伤[20，21]。以上研究结果表明：炎症

反应可能是介导脑缺血再灌注损伤的重要因素之一。本研究

结果中脑缺血再灌注模型大鼠大脑梗死侧脑组织中 CXCL10

蛋白表达量显著高于假手术组和模型组对侧（P＜0.05），表明

CXCL10的表达与脑缺血再灌注损伤程度密切相关。

目前相关研究[10，22，23]通常采用动物细胞体外建立氧糖剥夺

/复氧模型来模拟脑缺血再灌注损伤模型，以便对其进行细胞

和分子水平上的研究，如小鼠神经小胶质细胞（BV2）、大鼠嗜

铬细胞瘤细胞（PC12）等。目前建立氧糖剥夺 /复氧模型相关报

道中，越来越多的研究结果表明神经炎症是氧糖剥夺 /复氧损

伤发生过程中的重要生物学事件[24]，如：洪倩等[10]结果表明，氧

糖剥夺处理后，小鼠神经小胶质细胞(BV2)中 TNF-琢、IL-1茁、
IL-6以及 IL-10等炎症因子的分泌水平均上升，表明氧糖剥夺

中细胞炎症反应处于较高水平，抑制神经炎症将有利于氧糖剥

夺 /复氧损伤的恢复[25]。在本研究中，小鼠神经瘤母细胞 N2a

经氧糖剥夺复氧（OGD/R）处理后，炎症相关指标表达量均显著

增加，与前人相关研究结论一致。关于趋化因子 CXCL10与炎

症反应的关系，相关研究显示：CXCL10与 T细胞的趋化、生物

学功能关系较为密切，且在炎症反应部位高度表达，因此该趋

化因子可介导炎症反应[26-28]。另外，CXCL10可通过 CXCR3募

集 T细胞到损伤部位，因此 CXCL10的表达水平可作为反映

机体损伤程度的重要指标[19，20]。以上研究结果表明，趋化因子

CXCL10的表达情况也与损伤机制中炎症反应密切相关。结合

以上结论，本研究中趋化因子 CXCL10在氧糖剥夺复氧模型中

受到拮抗剂干预后，细胞中炎症反应相关指标与仅进行氧糖剥

夺复氧处理的对照组相比，其表达水平均下降，因此 CXCL10

的阻断抑制了炎症反应，推测该趋化因子的存在可能在弱化细

胞抗炎能力方面有一定影响。

结合前人对脑缺血再灌注损伤以及氧糖剥夺损伤的相关

研究，可知损伤发生与炎症因子密不可分，通常前者伴随着后

者分泌量的逐渐累积[20-23]。而趋化因子 CXCL10与其受体 CX-

CR3通常在炎症部位高表达，被认为是介导炎症反应和损伤机

制的重要指标 [20,28]。本研究中通过 CXCL10唯一受体 CXCR3

的拮抗剂对小鼠神经瘤母细胞氧糖剥夺复氧模型进行干预，结

果表明该趋化因子的阻断对 OGD/R细胞的炎症反应和损伤程

度均具有回补效果，推测阻断 CXCL10可抑制神经炎症，从而

有利于氧糖剥夺 /复氧损伤的恢复，这与Wen Y[25]等的研究结

论相符。此外，细胞凋亡结果表明：阻断 CXCL10使得氧糖剥夺

/复氧模型（OGD/R）细胞的凋亡率降低。因此阻断 CXCL10可

能对氧糖剥夺模型细胞损伤修复和再生也具有重要作用。

综上所述，阻断 CXCL10可能通过抑制 OGD/R细胞神经

炎症反应，进一步减轻了氧糖剥夺处理所造成的损伤，同时可

能对细胞修复和再生也具有重要作用。因此，阻断 CXCL10可

能通过减轻神经炎症在脑缺血再灌注损伤中发挥保护作用。
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