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基于 NF-资B/HIF-1琢信号通路探讨慢性脑低灌注
与神经炎症的相关性研究 *
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摘要目的：探究 NF-资B/HIF-1琢信号通路在慢性脑低灌注引起神经炎症过程中的作用及机制。方法：采用单侧颈总动脉永久性结
扎（Unilateral Common Carotid Artery Occlusion，UCCAO）方法建立慢性脑低灌注小鼠模型，随机分为 3大组，每组 50只，分别为

正常对照组，假手术组和 UCCAO组，每大组按 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d分为 5小组。采用Morris水迷宫评定学习记忆能力。采用

RT-PCR 法检测小鼠脑组织 HIF-1琢 mRNA 和 NF-资B p65 mRNA 相对表达水平。采用 ElISA方法检测小鼠脑组织炎症指标

TNF-琢、IL-1茁。结果：与假手术组比较，UCCAO组学习记忆明显下降（P<0.01）。与假手术组比较，UCCAO组小鼠脑组织 HIF-1琢
mRNA和 NF-资B p65 mRNA相对表达水平明显增加（P<0.01），HIF-1琢 mRNA和 NF-资B p65 mRNA相对表达水平均于术后 3 d开

始明显增加，7 d出现高峰，且 21 d后相对表达水平仍然明显增加（P<0.01）。与假手术组比较，UCCAO组小鼠脑组织匀浆液中
TNF-琢和 IL-1茁的含量明显增加（P<0.01）。结论：1.慢性持续性脑低灌注可导致小鼠出现进行性认知功能障碍。2.CCH后缺血缺

氧既可以激活 HIF-1琢信号通路,又是 NF-资B信号转导途径的刺激因子，这两条信号通路存在着诸多交叉，NF-资B活化对 HIF-1琢
调控和炎症反应的形成正反馈。
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Research on The Correlation between Chronic Cerebral Hypoperfusion
and Neuritis Based on NF-资B/HIF-1琢 Signaling Pathway*

To explore the role and mechanism of NF-资B / HIF-1琢 signaling pathway in the neuroinflammation caused

by chronic cerebral hypoperfusion. The chronic cerebral hypoperfusion mouse model was established by unilateral common

carotid artery ligation (Unilateral Common Carotid Artery Occlusion UCCAO), randomly divided into 3 large groups of 50 mice, normal

control group, sham group and UCCAO group. Each large group was divided into 5 groups according to 1 d, 3 d, 7 d, 14 d and 21 d.

Learning and memory abilities were assessed using the Morris water maze. The relative expression levels of HIF-1琢 mRNA and NF-资B
p65 mRNA in mouse brain tissues were determined by RT-PCR. TNF-琢 and IL-1茁 were detected by ElISA. Compared with the

sham group, learning and memory was significantly decreased in the UCCAO group (P<0.01). Compared with the sham group, the

relative expression levels of HIF-1琢 mRNA and NF-KBp65 mRNA in UCCAO mice increased significantly (P<0.01), while the relative
expression levels of HIF-1琢 mRNA and NF-资B p65 mRNA increased significantly from 3 d and peaked at 7 d, and the relative

expression level still increased significantly after 21d (P<0.01). Compared with the sham group, TNF-琢 and IL-1茁 were significantly

increased in the UCCAO group (P<0.01). 1. Chronic persistent cerebral hypoperfusion can lead to progressive cognitive

dysfunction in mice. 2. Ischia and hypoxia after CCH can not only activate HIF-1琢 signaling pathway, but also be a stimulating factor of

NF-资B signal transduction pathway. These two signaling pathways have many intersections, and NF-资B activation provides positive

feedback on the regulation of HIF-1琢 and the formation of inflammatory response.
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Primer name Primer sequences(5'→ 3')

Upstream 5'-TGAGGCTCACCATCAGTTAT-3'

Downstream 5'-TAACCCCATGTATTTGTTC-3'

NF-资B p65 Upstream 5'-TCAATGGCTACACAGGACCA-3'

Downstream 5'-CACTGTCACCTGGAACCAGA-3'

茁-actin Upstream 5'-AACCCT AAGGCCAACAGTGAA -3'

Downstream 5'-TCATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3'

表 1 PCR扩增引物序列

Table 1 Primer sequences were amplified by PCR

前言

慢性脑低灌注 ( chronic cerebral hypoperfusion，CCH)是指

由于长期的血管病变或循环障碍所导致的脑供血减少，因失代

偿而引发的一系列临床综合征，患者多为中老年人，症状出现

时间一般在失代偿后 3个月以上，可持续存在或间断性发作
[1-3]。CCH可导致脑血流量灌注不足及脑组织缺氧，持续缺血缺

氧是慢性低灌注脑神经损伤的本质，并对神经组织产生一系列

直接损伤效应。核转录因子 -资B（Nuclear factor-资B，NF-资B）属
于真核细胞转录因子，在脑组织的多种细胞内均有表达，与炎

症调节和细胞凋亡发生发展紧密相关，在缺血、缺氧等多种病

理情况下可被激活 [4-6]。缺氧诱导因子 -1（Hypoxia Inducible

Factor-1琢, HIF-1琢）是具有强大的转录调控作用的转录因子，在
低氧环境可以特异性激活[7]。缺氧是 HIF-1琢和 NF-资B信号通
路共同的刺激因子，最近的研究表明 [8-10]这两条信号通路存在

着相互交叉的诸多方面，机体在缺血缺氧状态下，会迅速诱导

HIF-1琢系统，并启动防御反应，HIF-1琢表达上调，诱导下游靶
基因的表达，进而调控能量代谢，促进脑组织中微血管生成并

且能够抑制氧化应激和神经炎症反应。因此，以 HIF-1琢靶点进
行调控，可有效改善血流供应，加快神经元修复，起到神经保护

的作用。所以，探讨 NF-资B /HIF-1琢信号通路在脑组织低灌注
时的作用机制对于防治 CCH具有重要的意义，同时也为开发

新型防治 CCH药物提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 动物与分组

本研究采用单侧颈总动脉永久性结扎的方法建立 CCH模

型[11，12]。实验用 SPF级 ICR小鼠，雄性，体重 25依5g，共 150只。

随机分为 3大组，每组 50只，分别为正常对照组，假手术组和

UCCAO组。每大组按 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d分为 5小组。按照

所有动物实验均购置于黑龙江中医药大学动物中心，实验符合

黑龙江中医药大学伦理委员会规定。

1.2 动物模型评价标准

小鼠在 UCCAO手术 12 h后可观察到同侧霍纳综合征[13]，

表现为同侧眼睑下垂、眼裂狭小瞳孔缩小、眼球凹陷、提尾后向

对侧旋转、反抗力下降等神经缺陷症状，判定模型制备成功。

1.3 标本采集与收集

在术后 1 d、3 d、7 d、14 d、21 d 每组随机取 10 只小鼠，开

胸自心尖处取血 0.5mL，室温下孵育 3h，3000 r/min离心 15min，

分离血清，置并存储在 -80℃冰箱中，用于 ELISA检测。10只小

鼠中随机取 6只，经升主动脉快速灌注生理盐水后断头取脑，

去除嗅球、小脑和低位脑干，一侧大脑半球立即放入 -80℃的冰

箱中，用于提取 RNA；另一侧大脑半球置于冰浴中进行脑组织

匀浆处理，在 4℃条件下以 1500 r/min离心 15分钟，取上清液

并存储在 -80℃冰箱中，用于 ELISA检测。

1.4 试剂与仪器

1.4.1 试剂 小鼠白介素 -1茁（Mouse IL-1茁 ELISA Kit，上海碧

云天生物技术有限公司），小鼠肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）
（Mouse TNF-琢 ELISA Kit，上海碧云天生物技术有限公司）。

HIF-1琢 mRNA，NF-资B p65 mRNA，茁-actin（内参）（上海生工生
物工程股份有限公司，序列见表 1）。

1.4.2 实验仪器 术中环境稳定装置采用 JR-30无干扰恒温

加热鼠台 (成都泰盟软件有限公司)，评估动物的空间学习和记

忆能力采用Morris水迷宫装置及视频分析系统(上海吉量软件

科技有限公司)，吸光度测定采用雷杜 RT-6100酶标仪（深圳雷

杜生命科学股份有限公司），基因扩增采用 PCR扩增仪（美国

GeneAmp PCR System 2400型）。

1.5 研究方法

1.5.1 应用Morris水迷宫实验检测小鼠的学习记忆能力 水

迷宫实验[14，15]（Morris Water Maze，MWM）由两部分组成：① 定

位航行实验，每天对正常对照组，假手术组和 UCCAO组中的

21 d小组小鼠进行四次训练，每次自由探索时间为 60 s。训练

过程中，小鼠需按照第一、二、三、四象限的顺序依次进入水池，

并且每次的入水位置保持一致。如果在 60 s内小鼠成功找到逃

生平台，为了强化其记忆，需让小鼠在平台上停留 10s。若小鼠

在规定时间内未能找到平台，则需人工引导其上平台，并让其

在平台上停留 20 s。整个训练过程通过图像分析系统进行详细

记录，此实验持续五天。② 空间探索实验，第 6 d撤除逃生平

台，让小鼠从第二象限面向池壁进行单次入水测试，设定原逃

生平台（现已撤离）中心向外延伸 2倍半径的区域作为空间记

忆的有效区域，小鼠在此区域内自由探索 60 s。检测指标为：小

鼠穿越平台有效区域的次数、在内环滞留的时间以及游泳轨

迹。

1.5.2 HIF-1琢 mRNA和 NF-资B p65 mRNA相对表达水平 将

进行冷冻处理的小鼠脑组织，提取总 RNA，并进行纯化处理。

选用上海生工生物工程股份有限公司合成的引物，并以 茁-actin
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Groups 1 d (s) 2 d (s) 3 d (s) 4 d (s) 5 d (s)

NC 20.08依3.07 19.78依6.12 18.61依6.37 18.69依7.34 18.67依8.07

Sham 59.05依5.1** 36.11依9.39** 22.03依5.24 22.13依4.88 20.06依3.92

UCCAO 79.84依9.16# 69.43依5.81# 50.63依8.71# 36.75依9.01## 31.83依7.28##

表 1-1 UCCAO mouse MWM中逃避潜伏期测试结果（x依s，n=10）
Table 1-1 Results of UCCAO mouse escape latency in MWM（x依s, n=10）

作为内参照，详细信息参见表 1。在 PCR扩增过程中，采用了美

国 GeneAmp PCR System 2400型扩增仪，加入模板和引物进行

扩增。应用 2.0%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，凝胶成像分析仪

对电泳结果进行了灰度扫描，用系统所带的 ImageTRO Plus软

件进行灰度扫描和定量分析，以 PCR产物与 茁-actin的灰度之
比表示 HIF-1琢 mRNA及 NF-资B p65 mRNA的相对表达水平。

1.5.3 IL-1茁和 TNF-琢水平 小鼠大脑组织进行称重，将其置

于含有蛋白酶抑制剂的裂解液中，进行匀浆处理。在 4℃的条

件下，以 1500 r/min离心 30分钟。离心后，收集上清液，酶联免

疫法检测脑组织中白介素 -1茁（IL-1茁）、白介素 -6（IL-6）以及肿

瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的含量。
1.6 统计学分析

本实验采用 SPSS 22.0软件进行统计分析。各组实验数据

使用平均值依标准差（x依s）表示。实验数据符合正态分布，采用
单因素方差分析（one-way ANOVA）法和 t检验分析比较多组

数据间的差异。以 P<0.05和 P<0.01分别代表各组样本间具有

显著性差异和高度显著性差异。计数资料各组间比较采用秩和

检验。

2 结果

2.1 UCCAO导致学习记忆障碍

正常对照组，假手术组和 UCCAO组的 21 d小鼠在MWM

实验中，逃避潜伏期、跨越平台有效区域次数、内环滞留时间、

游泳轨迹结果统计分析如表 1-1、表 1-2，如图 1(A、B、C）所示。

在前 5 d的定位航行实验中，正常对照组，假手术组和 UCCAO

组的 21 d小鼠找到水面下隐藏平台的逃避潜伏期时间均逐渐

减少。从第 5 d的数据中可以看出，UCCAO组小鼠找到隐藏平

台的逃避潜伏期较正常对照组、假手术组小鼠明显延长（P<0.01），
证明了 CCH可诱导小鼠空间学习障碍。空间探索实验，在第 6

天进行。正常对照组、假手术组小鼠比较，UCCAO组小鼠跨越

平台有效区域次数和内环滞留时间均明显减少，具有显著性差

异（P<0.01）。

Note: **P<0.01,vs.NC group , ##P<0.01, vs. sham group.

表 1-2 UCCAO mouse在MWM中跨越平台有效区域次数和内环滞留时间测试结果（x依s，n=10）
Table 1-2 Test results of the number of times UCCAO mousecrosses the effective area of the platform

and the residence time of the inner loop in MWM（x依s, n=10）

Groups NC SHAM UCCAO

The number of times a valid zone has been crossed 6.67依0.72 6.11依0.95 2.04依0.53**

Inner ring dwell time(s) 2.42依0.39 2.39依0.37 1.11依0.25**
Note: **P<0.01, vs. sham group.

2.2 比较各组小鼠脑组织 HIF-1琢和 NF-资B p65 mRNA水平

RT-PCR测鼠脑组织匀浆液中 HIF-1琢 mRNA、NF-资B p65

mRNA相对表达水平，见图 2(A、B）所示。经灰度扫描分析，

HIF-1琢 mRNA在 UCCAO术后 3 d开始增加，7 d表达最高，随

后逐渐下降，除 UCCAO术后 1 d与假手术组比较无显著差异

外（P＞0.05），其余组 P均 <0.01。UCCAO 组 NF-资B p65 mR-

NA在 UCCAO术后 3 d开始增加，UCCAO术后 7 d时最高，

明显高于假手术组（P<0.01）,随后逐渐下降，UCCAO术后 21 d

与假手术组比较仍（P<0.01）。
2.3 比较各组小鼠脑组织 TNF-琢和 IL-1茁含量

ELISA测小鼠脑组织匀浆液中 TNF-琢和 IL-1茁的含量，见
图 3(A、B）。UCCAO术后小鼠脑组织中 TNF-琢在 UCCAO术

后 3 d开始增加，7 d及 21 d分别出现两次高表达，在 UCCAO

术后 7 d表达量达到最高；除 UCCAO术后 1 d与假手术组比

较无显著差异外（P＞0.05）外，其余组 P均 <0.01。UCCAO术后

小鼠脑组织中 IL-1茁的表达量在 UCCAO术后 3 d开始增加，

7 d时最高，明显高于假手术组（P<0.01）,随后 IL-1茁的表达量

逐渐下降，UCCAO 术后 21 d 与假手术组比较仍显著升高

（P<0.01）。

3 讨论

实验结果显示慢性低灌注小鼠 UCCAO模型，结果显示慢

性脑低灌注可导致小鼠学习记忆障碍。ELISA法检测 UCCAO

术后炎性因子 TNF-琢和 IL-1茁升高，且持续处于高表达状态。
RT-PCR法检测 HIF-1琢 mRNA、NF-资B p65 mRNA相对表达水

平出现增高，且在慢性低灌注的过程中出现慢性持续性高表达。

3.1 NF-资B参与 CCH后神经炎症反应

NF-资B属于真核细胞转录因子，以 p50和 p65亚基形成的

二聚体为主要存在形式[16]。在正常细胞的胞浆中，NF-资B与其
抑制蛋白（Inhibitor of nuclear factor kappa-B，I-资B）形成蛋白复
合体而无活性，当细胞被活化信号刺激后，两者发生解离，

NF-资B从细胞浆转移至细胞核内，调节多种凋亡基因和炎症递
质的表达，参与组织细胞的存活或损伤。NF-资B在脑组织中多
种细胞内有广泛的表达，在缺血缺氧等多种病理条件下可被激
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图 2各组小鼠脑组织 HIF1琢和 NF-资B p65 mRNA水平比较

Fig.2 Comparison of HIF-1琢 and NF-资B p65 mRNA expression

in each group

Note: **P<0.01, vs.Sham group.

图 3各组小鼠脑组织 HIF-1琢和 NF-资B p65 mRNA水平比较

Fig.3 Comparison of IL-1茁 and TNF-琢 content in each group

Note: **P<0.01, vs.Sham group.

图 1 UCCAO对小鼠学习和记忆的影响

Fig.1 Effect of rutin on learning and memory impairments induced by UCCAO in mouse

Note: **P<0.01, vs. Sham group.
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活，与炎症调节和细胞凋亡发生发展紧密相关。CCH病理状态

下，缺血缺氧等一系列因素刺激细胞后，激活 I资B激酶（I资 B），
使 I资B磷酸化，在泛素蛋白的作用下形成泛素化I资B，进而暴露
核定位信号区，NF-资B释放形成活性 NF-资B，活性 NF-资B进入
胞核内，与靶基因结合，生成大量不同的基因产物如细胞因子

（IL-1茁、IL-6、TNF-琢 等）、黏附分子 (VCAM-1、ICAM-1)、酶

(COX-2、iNOS)、转录因子(I资B、C-Rel)等[17-19]。有些研究表明还

表明[20-23]：在人微血管内皮细胞缺氧再复氧过程中，NF-资B对于
ICAM-1 gene的上调的激活扮演了非常有意义的角色，在人类

脑微血管内皮细胞中，NF-资B涉及到肿瘤坏死因子（TNF-琢）或
者缺氧再复氧所诱导的 ICAM-1基因上调。

3.2 HIF-1琢信号通路是 CCH发生后的重要通路之一

缺氧诱导因子 -1（Hypoxia Inducible Factor-1, HIF-1），又名

低氧诱导因子 -1，是一种由两种基本环螺旋蛋白 HIF-1琢 和
HIF-1茁组成的具有转录活性的异二聚体核蛋白，当机体处于
缺氧状态时，细胞会迅速激活 HIF-1，发生 AG、细胞分化、缺氧

代偿、免疫反应等。有研究发现[24，25]，它可以与糖酵解、血管生成

和细胞存活相关的多种基因启动子和增强子中的低氧反应元

件（Hypoxia-Response Element, HRE）特异性结合，促进对缺氧

缺血应激的适应。HIF-1琢是调节和参与缺氧反应的关键基因，
决定 HIF-1的转录活性。脑缺血发生后，HIF-1琢被激活，并与
HRE结合，启动靶基因进行转录。HIF-1琢的下游靶基因主要包
括：血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth Factor,

VEGF）、促红细胞生成素（Erythropoietin, EPO）、活性氧（reac-

tive oxygen species, ROS）、Bcl-2、Bax 等。当脑组织缺血缺氧

时，HIF-1琢表达上调，诱导下游靶基因的表达，进而调控能量
代谢、促进 AG、抑制神经细胞凋亡等[26]。此外，HIF-1琢的表达
在炎症发生时常常升高，通过调控炎症相关靶基因的表达，引

起内皮细胞功能障碍、血管生成而促进炎症发展[27]。此外，炎症

反应过程中会造成微环境代谢异常，微环境异常可使 HIF-1琢
激活，进而与其他免疫细胞发生作用及炎症反应[28]。

3.3 CCH后 NF-资B与 HIF-1琢的相互作用
有研究表明 [29]：CCH后缺血缺氧既可以激活 HIF-1琢信号

通路,又是 NF-资B信号转导途径的刺激因子，这两条信号通路
存在着诸多交叉。 缺血缺氧时 NF-资B活化，NF-资B既是炎症
反应的中枢，也是 NF-资B信号通路的中间枢纽，其活化后能够
诱导相关基因转录和表达，激活炎症因子及细胞因子，又促进

缺血缺氧后炎症反应，炎症因子和细胞因子等又具有进一步活

化 NF-资B作用。有研究显示[30]：缺血缺氧 NF-资B活化是又对
HIF-1琢调控和炎症反应的积极反馈。

综上所述，CCH后缺血缺氧条件下 NF-资B/HIF-1琢信号通
路产生重要作用，调控 NF-资B/HIF-1琢信号通路对慢性低灌注
脑损伤后的组织再生修复尤为重要，对慢性脑低灌注造成的脑

损伤具有重要的保护作用, 因此积极寻找调控 NF-资B/HIF-1琢
信号通路的药物，是防治 CCH的重要策略之一。
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