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Juxtanodin（JN）表达下调对少突胶质细胞氧化应激损伤的影响 *
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（陕西省人民医院神经内二科 陕西西安 710068）

摘要 目的：探讨 JN表达下调对少突胶质细胞氧化应激损伤的影响及其可能的机制。方法：采用大脑中动脉线栓法制备小鼠局灶

性脑缺血模型，通过 mNSS评分分析 JN-/-小鼠及其同窝阴性对照鼠神经功能缺损的情况。通过制备少突胶质细胞系 OLN93的

氧糖剥夺模型（oxygen glucose deprivation, OGD）模拟脑白质缺血的病理改变。使用 siRNA下调模型细胞中 JN的表达，分析 JN

表达下调后模型细胞的存活情况以及与氧化应激有关的指标如乳酸盐脱氢酶（Lactate Dehydrogenase，LDH）、超氧化物歧化酶

（Superoxide Dismutase，SOD）活性、一氧化氮（Nitric Oxide，NO）及丙二醛（Methane Dicarboxylic Aldehyde，MDA）等的变化情况；

并通过 western blot检测 BNIP3（Bcl-2/E1B-19K-interacting protein 3, BNIP3）的表达变化。结果：JN-/-小鼠 mNSS评分较其同窝阴

性对照鼠升高（P<0.05）。OGD模型细胞与对照组相比，其存活率及 SOD活性分别下降 35.82%及 37.27%，LDH活性、MDA及 NO

水平分别升高 52.01%，86.15%及 149.78%，且 BNIP3蛋白表达上调 461%（P<0.01）。而与 OGD模型组相比，JN表达下调可使细胞

存活率和 SOD活性分别下降 33.23%及 33.31%，而 LDH的释放、MDA及 NO水平分别增加 58.12%，57.02%及 52.64%，且 BNIP3

表达上调 72%（P<0.01）。结论：敲除 JN使小鼠在脑缺血后神经功能恶化，而 JN表达下调可使少突胶质细胞对氧化应激损伤更敏

感，其机制可能与 BNIP3表达上调有关。
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The Effects of Juxtanodin (JN) Downregulation on the Oxidative Stress
Injury of Oligodendrocytes*

To investigate the effects and the related mechanism of Juxtanodin (JN) downregulation on the oxidative

stress injury of oligodendrocytes. The mNSS neuroscore for cerebral ischemic changes was performed on JN-/- mice and its

negative control littermates through middle cerebral artery occlusion (MCAO). To simulate cerebral white matter ischemia, oligodendro-

cyte cell line OLN93 was induced by oxygen glucose deprivation (OGD). Then the cell viability, the levels of LDH, SOD, NO, MDA and

the expression of BNIP3 that related to the process of oxidative stress were analyzed with or without JN siRNA. The mNSS neu-

roscore of JN-/- mice was higher than its negative control littermates after MCAO and there was a significant difference between the two

groups (P<0.05). Compared with the control group，the cell survival rate and SOD activities in OGD injury group were significantly re-

duced by 35.82% and 37.27%, respectively (P<0.01). Meanwhile, the LDH leakage rate was increased by 52.01%, and the level of MDA

and NO was increased by 86.15% and 149.78%, respectively (P<0.01). In addition, the expression of BNIP3 in OGD injury group was

upregulated by 461%(P<0.01). More importantly, compared with the OGD group，decreased expression of JN by siRNA significantly fur-

ther reduced the cell viability and SOD activities by 33.23% and 33.31%，respectively (P<0.01). Meanwhile, the LDH leakage rate was

increased by 58.12% (P<0.01), and the level of MDA and NO was increased by 57.02% and 52.64%, respectively (P<0.01). The expres-

sion of BNIP3 was significantly upregulated by 72% (P<0.01). Knockdown of JN deteriorated the neurological function of

mice suffered from cerebral ischemic disease. The oligodendrocytes was more vulnerable to oxidative stress injury when JN was down-

regulated, which may be associated with the increased expression of BNIP3.
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前言
脑梗死是一种病因和发病机制复杂的神经内科常见急症 [1]。

在脑梗死病变中，造成神经功能缺损的直接原因是灰质内神经
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元细胞因缺血缺氧发生坏死[2]。然而，随着研究的深入，人们发

现脑白质中少突胶质细胞及其形成的髓鞘的病变在其中也具

有重要地位[3]。例如，当实验性地剥夺氧及葡萄糖后，少突胶质

细胞胞体迅速肿胀，并蔓延至其形成髓鞘的突起，最终引造成

轴突呈串珠样改变。这种形态学的改变是不可逆的，即使恢复

能量供应，少突胶质细胞及髓鞘的结构破坏仍会继续，轴突最

终也会丧失功能[4]。据统计，在脑缺血 60分钟后即会出现不可

逆的少突胶质细胞的死亡及轴突的丢失，从而造成脑白质功能

障碍[5]。而在此病变过程中，氧化应激反应及其产物具有关键作

用[6,7]。Juxtanodin（JN）是一种少突胶质细胞骨架蛋白，参与髓鞘

形成[8]。JN能够通过与 F-actin直接结合，使细胞骨架发生变

动，从而促进少突胶质细胞突起生长及形态变化，与少突胶质

细胞的分化成熟及髓鞘形成关系密切[8]。由于在脑梗死过程中，

少突胶质细胞因缺血缺氧迅速发生形态学改变，故 JN在此过

程中可能发挥一定作用。目前，JN在中枢神经系统疾病，特别

是缺血性脑血管病中的作用尚无报道，本研究探索在缺血缺氧

条件下，JN表达下调或缺失对实验动物神经功能及体外细胞

系氧化应激的影响，并探讨其可能的作用机制。为进一步研究

JN在脑梗死引起的氧化应激损伤的作用提供更多的实验依据

及线索。

1 材料与方法

1.1 材料

少突胶质细胞系 OLN93细胞为陕西省人民医院实验中心

保存。DMEM培养基购自 GIBCO (Invitrogen, USA)；胎牛血清

购自 Hyclone (USA)；乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase，LDH）

试剂盒购自艾美捷科技有限公司；胰蛋白酶、超氧化物歧化酶

（SOD）、一氧化氮（NO）、丙二醛（MDA）试剂盒均购自 Sigma

公司；Lipofectmine 2000 购自 Invitrogen 公司，MTT 试剂盒购

自 Sigma公司；BCA蛋白定量试剂盒购自 Pierce公司，JN抗体

及 BNIP3抗体购自Millipore公司，GAPDH抗体购自武汉三鹰

生物技术有限公司。JNsiRNA由上海生工合成（正义序列为 5'-

AGTATCTGTCATGATGTTCAC-3', 反义序列 5'- GAACAT-

CATGACAGATACTCC-3'）。其他试剂均为国产分析纯。

敲除 JN的小鼠 JN-/-及其同窝阴性对照小鼠（Wild Type,

WT）均购自南京模式动物中心。本研究所选用的 JN-/-小鼠 -

及其同窝阴性对照小鼠均为 8-11周龄雄性小鼠，所有动物均

饲养于独立通风系统(IVC-II型，苏州市苏杭科技器材有限公

司)中。饲养房间温度 24-26℃，自由饮水取食。

本研究所有动物实验均严格按照陕西省人民医院生物科

研伦理委员会批准的方案进行；所有涉及的动物实验样本收集

和处理均经陕西省人民医院生物科研伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组及大脑局部缺血模型的建立 实验动物

分为 JN-/-组及其同窝阴性对照小鼠，各 10只。均采用大脑中

动脉线栓法(middle cerebral artery occlusion, MCAO)制备小鼠

局灶性脑缺血模型[9]。小鼠经 4%戊巴比妥钠（40 mg/ kg，腹膜腔

注射）麻醉后，依次分离右侧颈总、颈外、颈内动脉，结扎右侧颈

总动脉和颈外动脉，在靠近颈外、颈内动脉分叉处由颈总动脉

沿颈内动脉缓慢插入尼龙栓线，深度约为 0.9 cm，稍遇阻力时

即停止，于栓塞 15 min后栓线拔出复灌 24 h，动物苏醒后出现

对侧肢体运动障碍即为模型成功。

1.2.2 mNSS神经功能损伤评分 本实验于术后 24 h进行神

经功能缺损评分并进行记录。采用改良的神经功能缺损评分法

（modified neurological severity score，mNSS）对实验动物进行神

经功能测定[10]。正常为 0分，最高为 18分，分值越高表明神经

功能缺损症状或程度越严重。

1.2.3 少突胶质细胞系 OLN93氧糖剥夺（oxygen glucose depri-

vation, OGD）模型的制备、分组及转染 少突胶质细胞系

OLN93细胞按常规的 PBS洗涤、胰酶消化、血清终止、离心重

悬后接种含 10 %胎牛血清的 DMEM培养基，放入 37℃、5 %

CO2的孵箱中培养。制备 OGD模型时[11]，将不含糖的 DMEM

提前 24 h置于三气培养箱（设定为 O2 1%，CO2 5%，37℃），以

去除培养液内已溶解的氧气。细胞以 1× 107/mL密度接种，分

为 4组。对照组按正常条件培养，另外 3组由常规培养基更换

为无糖 DMEM培养基，置于三气培养箱（设定为 O2 1%，CO2

5%，N2 94%，37℃）进行缺氧培养，3 h 后取出细胞，将无糖

DMEM更换为基础正常 DMEM。其中，对照组及 OGD模型组

置于正常条件培养箱继续培养 24 h后行相关检测。OGD模型

组的另外两组分别加入 JNsiRNA（33.2 nM）及 Negative control

（33.2 nM）进行转染，转染试剂使用 Lipofectmine 2000，按照该

转染试剂说明书进行操作。转染后 24 h进行相关检测。

1.2.4 MTT法检测细胞活力 将上述 4组细胞（空白对照组、

OGD 模型组、OGD 模型 +JN siRNA 组、OGD 模型 +Negative

control组）分别加入终浓度为 0.5 mg/mL的MTT反应 4小时，

吸去上清后，加入适量 DMSO于 37℃震荡 10 min以溶解蓝紫

色结晶甲瓒。待结晶全部溶解后于 570 nm测吸光值。细胞存活

率按如下公式计算：细胞存活率 =(测定组 OD值 -测定空白管

OD值)/(正常组 OD值 -测定空白管 OD值) 100％。

1.2.5 LDH活性测定 收集各组细胞培养液，按照试剂盒说

明书测定 LDH活性。

1.2.6 SOD活性、NO及 MDA含量测定 将各组细胞弃去上

清，用预冷的 PBS洗涤后加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，

于冰上裂解细胞并收集裂解液，按试剂盒说明书测定 SOD活

性、NO含量及MDA含量。

1.2.7 Western blot检测 JN siRNA干涉效率 将转染 JN siR-

NA及 Negative control的细胞使用 RIPA蛋白裂解试剂盒提取

细胞蛋白，细胞蛋白定量采用 Pierce公司的 BCA Protein Assay

Kit，取 20 滋g蛋白进行 SDS-PAGE，100 V恒压转移 2 h，半干

法转移到 PVDF膜上，室温封闭 1 h，将第一抗体 anti-JN和膜

4℃孵育过夜；PBST缓冲液洗膜 3次，每次 15 min；加入第二抗

体室温孵育 1h，再次洗膜 3次；化学发光法检测目的蛋白的表达。

1.3 统计学方法

采用 SPSS13.0统计软件进行统计学分析。所有数据采用

均数± 标准误(mean± SE)表达。神经功能学评分组间比较采用

单因素方差分析(One-way ANOVA)；检验水准取琢=0.05。

2 结果

2.1 JN表达缺失会加重脑缺血模型小鼠神经功能缺损症状

对 JN-/-小鼠及其同窝阴性对照小鼠均行MCAO法造模，
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图 2 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞存活的影响

Fig.2 The effect of JN downregulation on OGD induced OLN93 cell death

注：A.OLN93细胞转染 JN siRNA或 NC后，western blot检测 JN表达情况；B.Western blot结果的灰度扫描分析。注：与对照组比较，**P<0.01；

C. OGD处理后的 OLN93细胞转染 JN siRNA及 NC后的存活情况。注：与对照组比较，##P<0.01，与 OGD组比较，**P<0.01，覭P>0.05。

Note: A. Treatment with JN siRNA led to significant decreases in the JN level of OLN93 cells. B. Quantifications of the Western blots showed that JN

siRNA led to significant decreases in JN

levels of OLN93 cells. Note: **P<0.01, vs Negative Control; C. JN reductions by JN siRNA led to significant increases in death of OGD induced OLN93

cells. Note: ##P<0.01, vs Control group, **P<0.01, 覭P>0.05, vs OGD group.

于术后 24 h进行神经功能 mNSS评分。结果显示，经 MCAO

法造模后，JN-/-小鼠及其同窝阴性对照小鼠均存活，考虑与造

模时栓塞时间较短有关。两组小鼠均有神经功能缺损表现。与

同窝阴性对照小鼠相比，24 h后 JN-/-小鼠神经功能缺损程度

更为严重，其 mNSS评分更高（图 1），差异具有统计学意义

（P<0.05）。

2.2 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞存活的影响

首先通过转染 JN siRNA来下调少突胶质细胞系 OLN93

中 JN 的表达。Western blot 结果显示，与对照组（Negative

Control，NC）相比，转染 24 h后，OLN93细胞中 JN表达下降

（图 2A），表明干涉有效；相应的灰度扫描分析显示 JN蛋白表

达下调约 46.11%（图 2B），与 NC组相比，差异有统计学意义

（P<0.01）。MTT结果显示，与正常对照组相比，OGD模型组

OLN93细胞的存活率下降 35.82%（P<0.01）。当转染 JN siRNA

导致 JN表达下调后，细胞存活率较模型组下降 33.23%（P<0.

01），而转染 NC组则与模型组相比无明显差别（P>0.05），提示

JN表达下调加重了少突胶质细胞在 OGD后的损伤（图 2C）。

2.3 JN表达下调对OGD损伤后少突胶质细胞 LDH活性的影响

与正常对照组相比，OGD模型组 OLN93细胞 LDH释放

量增加 52.01%（P<0.01）。而当 JN表达下调后，少突胶质细胞释

放的 LDH较模型组增加 58.12%（图 3），其差异具有统计学意义

（P<0.01）。而转染 NC组则与模型组相比无明显差别（P>0.05）。

2.4 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞MDA含量、NO

含量及 SOD活性的影响

与正常对照组相比，OGD模型组 OLN93细胞 SOD活性

下降 37.27%（图 4B），而MDA（图 4A）及 NO（图 4C）水平分别

升高 86.15%及 149.78%，其差异均具有统计学意义（P<0.01）；

当 JN表达下调后，与模型组细胞相比，少突胶质细胞 SOD活

图 1 敲除 JN的小鼠（JN-/-）会加重脑缺血模型小鼠的神经功能缺损

Fig.1 JN deficient mice (JN-/-) have an aggravated neurological

performance after experimental stroke
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图 3 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞 LDH活性的影响

Fig.3 The effect of JN downregulation on LDH release by OGD induced

OLN93 cell

注：与对照组比较，##P<0.01，与 OGD组比较，**P<0.01，覭P>0.05

Note: ##P<0.01, vs Control group, **P<0.01, 覭P>0.05, vs OGD group.

性下降 33.31%（图 4B）、MDA（图 4A）及 NO水平（图 4C）分别

升高 57.02%及 52.64%，其差异均具有统计学意义（P<0.01）。而

转染 NC组则与模型组相比无明显差别（P>0.05）。

2.5 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞 BNIP3蛋白表

达的影响

与正常对照组相比，OGD模型组 OLN93细胞中的 BNIP3

表达上调约 461%（图 5A，B），其差异有统计学意义（P<0.01）；

当 JN表达下调后，与模型组细胞相比，少突胶质细胞中 BNIP3

表达上调 72.12%（图 5B），其差异有统计学意义（P<0.01）。而转

染 NC组则与模型组相比无明显差别（P>0.05）。

3 讨论

脑梗死是一种急性缺血性脑血管病，这种急症常导致神经

功能严重受损，甚至死亡，是导致成人致残的关键因素[12]，给家

庭、社会的护理带来沉重负担。高血压、糖尿病、高血脂、吸烟以

及年龄等都是致病的风险因素 [13]。脑梗死的发病机制非常复

杂，其中，氧化应激是导致脑梗死后脑组织损伤的重要因素，而

活性氧类物质（Reactive oxygen species，ROS）则在其中发挥关

键作用[14]。活性氧本身是细胞正常代谢的一部分，在较低浓度

下对细胞的生长、增殖、分化及凋亡具有调节作用，但在高浓度

下却促进血管类疾病，特别是缺血性脑血管病的进展[15]。在脑

梗死的病理生理过程中，ROS的产生大量增加，进而通过脂质

过氧化、蛋白氧化及 DNA损伤等途径发挥其细胞毒性作用[16]。

在脑梗死的再灌注损伤过程中，ROS释放会进一步增加，其含

量越高，细胞损伤越大；在此过程中，内皮细胞释放的 NO与超

图 4 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞MDA、NO含量及 SOD活性的影响

Fig.4 The effect of JN downregulation on SOD activity, MDA and NO generation by OGD induced OLN93 cell

注：与对照组比较，##P<0.01，与 OGD组比较，**P<0.01，覭P>0.05。

Note: ##P<0.01, vs Control group, **P<0.01, 覭P>0.05, vs OGD group.

图 5 JN表达下调对 OGD损伤后少突胶质细胞 BNIP3蛋白表达的影响

Fig.5 BNIP3 expression in OLN93 cells after OGD was determined by western blot analysis

注：与对照组比较，##P<0.01，与 OGD组比较，**P<0.01，覭P>0.05。

Note: ##P<0.01, vs Control group, **P<0.01, 覭P>0.05, vs OGD group.
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氧化物反应生成过氧亚硝酸盐，进而与 ROS一起发挥其对细

胞的破坏作用[17]。体内抗氧化系统可以平衡 ROS的产生并维

持细胞正常代谢，如细胞产生 SOD可以将超氧化物转换为过

氧化氢及氧。但在脑梗死的急性病变过程中，ROS等有害物质

迅速增加，这种平衡很快就被打破，造成神经元、胶质细胞的死

亡[18]。因此，减轻氧化应激损伤、恢复活性氧代谢平衡成为脑梗

死治疗的重要方向[19]。

少突胶质细胞是中枢神经系统的髓鞘形成细胞，对有毒刺

激，特别是缺血缺氧条件下造成的氧化应激非常敏感易损[20]。

由此引起少突胶质细胞的死亡及髓鞘的破坏会导致神经元功

能受损、神经电冲动传导异常[21]。因此，保护少突胶质细胞对于

减轻脑梗死患者神经功能损伤具有重要意义。JN是一种少突

胶质细胞特异的骨架蛋白，能够凭借其 C末端的 34个氨基酸

残基组成的 F-actin结合位点与 actin相结合，促进少突胶质细

胞突起的生长 [22]。由于 JN在表达时机上与髓鞘的主要成份 -

髓鞘碱性蛋白MBP相近，且 JN定位于髓鞘最外层、郎飞氏结

附近，故 JN与髓鞘的形成关系密切[23]。然而，在脑梗死病变过

程中，特别是少突胶质细胞敏感的氧化应激反应中，JN发挥何

种作用目前仍不清楚。

在本研究中，我们首先通过MCAO法制备了小鼠局灶性

脑缺血模型，其中，动脉闭塞时间为 15 min，因为文献报导这种

较短时间的闭塞主要引起皮层下及脑白质的损伤，而这些部位

正是少突胶质细胞聚集的区域[24]。我们发现在敲除 JN的小鼠

中，术后其 mNSS神经功能评分较其同窝阴性对照小鼠显著升

高（图 1，P<0.05）；由于 mNSS神经功能评分越高，提示神经功

能缺损越严重，因此该结果表明，敲除 JN的小鼠对于缺血缺氧

造成的脑损害更敏感，提示 JN在脑梗死病变过程中可能发挥

重要作用。为明确 JN在此过程中与氧化应激的联系，我们通过

少突胶质细胞系 OLN93制备了 OGD模型。OGD模型是目前

公认的模拟脑缺血的细胞模型，广泛用于脑缺血性损伤、氧化

应激等实验研究[25]。在本研究中，OGD模型组细胞较对照组而

言，其细胞存活下降（图 2C），LDH活性增加（图 3），差异均具

有统计学意义（P<0.01）。由于 LDH存在于组织细胞的胞浆中，

当细胞因缺血缺氧损害导致细胞膜通透性增加时，LDH便会

释出，其释放量与细胞损伤程度呈正比。因此，以上结果提示

OGD模型造成少突胶质细胞受损，死亡增加。MDA反映的是

脂质过氧化水平，与细胞受 ROS损害的程度有关[26]；NO则可

诱导氧自由基生成产生神经毒性作用[15]。SOD作为抗氧化系统

重要成员，其活性高低可直接体现细胞清除氧自由基的能力。

在本研究中，OGD模型组细胞较对照组而言，MDA（图 4A）及

NO（图 4C）水平升高，而 SOD活性下降（图 4B），差异均具有

统计学意义（P<0.01），提示 OGD造成少突胶质细胞氧化损伤

增加，抗氧化能力减弱。为进一步明确 JN在少突胶质细胞氧化

损伤中的作用，我们先通过 siRNA在 OLN93细胞中下调 JN

的表达并通过 western blot 进行了验证（图 2A，B）。继而在

OGD模型中通过 siRNA下调 JN的表达，发现与 OGD模型组

相比较，JN表达下调会导致细胞存活率进一步下降（图 2C），

LDH活性增加（图 3），MDA（图 4A）及 NO（图 4C）水平升高，

而 SOD活性下降（图 4B），差异均具有统计学意义（P<0.01）。

这些结果提示 JN表达的下调会加重 OGD对少突胶质细胞的

氧化损伤，使少突胶质细胞抗氧化能力进一步减弱。 BNIP3

属于泛素超家族，能够以 caspase依赖的方式诱导细胞死亡，在

少突胶质细胞氧化应激损伤中可能具有重要作用[27]。我们的研

究显示，与对照组相比，OGD损伤使少突胶质细胞中 BNIP3蛋

白表达增加（图 5A）；而与 OGD组相比，进一步下调 JN的表

达可使 BNIP3 表达增加更为显著，差异均具有统计学意义

（P<0.01）。提示 OGD诱导的少突胶质细胞损伤与 BNIP3表达

密切相关，而 JN表达下降则可加重这一趋势。

少突胶质细胞在脑梗死造成的缺血缺氧条件下的损伤机

制，特别是其在氧化应激过程中的病变规律目前并不清楚。本

研究通过动物实验及体外细胞模型，发现少突胶质细胞的标记

分子 JN可能减轻氧化应激损伤，发挥对少突胶质细胞的保护

作用，从而为进一步研究 JN在缺血性脑血管病及氧化应激损

伤中的作用提供了线索和思路。
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