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核转录因子 FOXO3a 在新生大鼠缺氧缺血性
脑损伤神经元凋亡中的作用

李德渊　屈艺　李晋辉　张莉　熊涛　母得志

（四川大学华西第二医院儿科 / 华西儿童医学中心，
四川大学妇儿疾病与出生缺陷教育部重点实验室，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探讨核转录因子 FOXO3a 在缺氧缺血性脑损伤新生大鼠神经元凋亡中的作用及机制。

方法　160 只 10 日龄 SD 大鼠随机分为缺氧缺血（HI）组和假手术组，HI 组在乙醚麻醉下行右侧颈总动脉结扎

后缺氧 2.5 h；假手术组不结扎颈总动脉，不作缺氧处理。两组在 HI 后 0.5 h、2 h、4 h、8 h 和 24 h 各处死 16

只大鼠取大脑皮层。应用 Western blot 定量检测 FOXO3a 总蛋白、胞核 FOXO3a 蛋白、胞浆 FOXO3a 蛋白及 Bim

蛋白表达。应用 TUNEL 染色法检测凋亡细胞。结果　与假手术组比较，HI 组胞核 FOXO3a 蛋白于 HI 后 0.5 h

表达开始增高，随 HI 时间延长表达逐渐增高，24 h 达高峰（P<0.01）；胞浆 FOXO3a 蛋白水平在 HI 后各时间

点均低于假手术组（P<0.01）；Bim 蛋白在 HI 后 0.5 h 表达升高，2 h 达高峰，4 h 开始降低，至 8 h 开始恢复

至基线水平。TUNEL 染色结果显示 HI 后 4 h，凋亡细胞开始增多，24 h 达高峰，各时间点凋亡指数均高于假手

术组（均 P<0.01）。结论　新生大鼠缺氧缺血性脑损伤时 FOXO3a 自胞浆转位入胞核，诱导靶基因前凋亡蛋白

Bim 表达，Bim 表达上调可能与神经元凋亡有关。         ［中国当代儿科杂志，2013，15（11）：1023-1027］
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Role of the FOXO3a transcription factor in neuronal apoptosis in neonatal rats with 
hypoxic-ischemic brain damage

LI De-Yuan, QU Yi, LI Jin-Hui, ZHANG Li, XIONG Tao, MU De-Zhi. Department of Pediatrics, West China Second 
Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, China (Qu Y, Email: quyi712002@yahoo.com.cn) 

Abstract: Objective    To explore the role and mechanisms of FOXO3a nuclear translocation in neuronal apoptosis 
after hypoxia-ischemia (HI). Methods    One hundred and sixty 10-day-old Sprague-Dawly rats were randomly divided 
into two groups: HI and sham-operated. The right common carotid artery was ligated followed by hypoxia exposure for 2.5 
hours in the HI group. The sham-operated group rats were not subjected to carotid artery ligation or hypoxia treatment. 
Rat cerebral cortex was collected at 0.5, 2, 4, 8 and 24 hours after hypoxia. Western blot was used to detect expression of 
total FOXO3a protein, pnuclear and cytoplasmic FOXO3a and Bim. TUNEL staining was used to detect apoptotic cells. 
Results    The nuclear protein of FOXO3a obviously increased from 0.5 to 24 hours after HI in a time-dependent manner 
compared with the sham-operated group (P<0.01). On the contrary, cytoplasmic protein evidently decreased from 0.5 to 
24 hours in the HI group compared with the sham-operated group (P<0.01). Bim protein increased from 0.5 hour, peaked 
at 2 hours, started to decline at 4 hours (P<0.01), and returned to baseline level at 8 and 24 hours after HI in the HI group 
compared with the sham-operated group. TUNEL positive cells started to express at 4 hours, and peaked at 24 hours after 
HI (P<0.01). However, TUNEL positive cells were rarely found in the sham-operated group. Conclusions    HI induces 
FOXO3a translocation from cytoplasm to nucleus, and enhances protein expression of its target gene Bim in the neonatal 
rat brain. The upregulation of Bim expression might be related to neuronal apoptosis.               

[Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(11): 1023-1027]
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脑 缺 氧 缺 血 所 诱 导 的 神 经 元 凋 亡 是 引
起 新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病（hypoxic-ischemic 
encephalopathy, HIE）病理改变及神经系统后遗症
的重要原因之一。深入研究缺氧缺血神经元凋亡
的分子调控机制，探索干预神经元凋亡的新靶点，
对临床预防和治疗新生儿 HIE 具有重要的指导意
义。近年来，对肿瘤的相关研究发现，核转录因子
FOXO3a 自胞浆转位至胞核，启动前凋亡蛋白 Bim
表达，是介导肿瘤细胞凋亡的关键信号途径 [1]。然
而，新生大鼠缺氧缺血后 FOXO3a 是否发生核转位，
是否参与发育脑缺氧缺血神经元的凋亡过程目前
尚不清楚。本实验在建立 10 日龄新生大鼠缺氧缺
血 脑 损 伤（hypoxic-ischemic brain damage, HIBD）
模型的基础上，观察新生大鼠缺氧缺血后大脑皮
层 FOXO3a 的核转位现象，探讨 FOXO3a 核转位在
HIBD 新生大鼠皮层神经元凋亡中的作用及机制，
为临床治疗新生儿 HIE 提供新思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物与材料

清洁级新生 10 日龄 SD 大鼠 160 只，雌雄不
限，体重 18~25 g，由四川大学华西医学中心实验
动物中心提供。兔抗大鼠 FOXO3a 多克隆抗体购
自 Cell Signaling 公司，兔抗大鼠 Bim 多克隆抗体
购自 Abcam 公司，兔抗大鼠 GAPDH 多克隆抗体
购自 Sigma 公司，蛋白分离试剂盒购自 Pierce 公司，
TUNEL 原位细胞凋亡检测试剂盒购自Roche 公司。
1.2　动物分组与模型制作

160 只实验动物按随机数字表法随机分为假
手术组和缺氧缺血组，每组 80 只，将每组按照
缺氧缺血后 0.5 h、2 h、4 h、8 h 及 24 h 分为 5 个
不同亚组，每个时间点 16 只大鼠，其中 8 只用
于 Western blot 检测，8 只用于 TUNEL 检测。经典
Rice 法 [2-3] 制作 HIBD 动物模型，缺氧缺血组在乙
醚麻醉下行右侧颈总动脉结扎，氧氮混合气（8%
氧，92% 氮）缺氧 2.5 h，即为 HIBD 模型；假手
术组仅分离右侧颈总动脉，不结扎，不予缺氧处理。
1.3　标本采集

分 别 于 缺 氧 缺 血 后 0.5 h、2 h、4 h、8 h 和
24 h 经乙醚麻醉后处死两组动物取右侧大脑皮
层，-80℃冻存。
1.4　检测指标和方法

1.4.1　Western blot 检测 FOXO3a 及 Bim 蛋白表达

　　将冻存脑皮层组织取出，冰上匀浆，低温离
心机内 14000 rpm，离心 30 min。按 Pierce 蛋白分

离试剂盒抽提胞核和胞浆蛋白。取上清，BCA 法
测蛋白浓度，各孔加入 100 μg 蛋白样品电泳，转
膜，5% 小牛血清封闭液封闭 1 h，分别加入兔抗
大 鼠 FOXO3a 多 克 隆 抗 体 一 抗（1 : 800）、 兔 抗
大鼠 Bim 多克隆抗体一抗（1 : 200）和兔抗大鼠
GAPDH 多克隆抗体一抗（1 : 2000）4℃孵育过夜。
TBST 洗膜 3 次，二抗室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，
ECL 显色，用 Gel-pro 凝胶成像分析软件测定条带
的积分光密度值（IOD），并计算目的蛋白和内参
GAPDH 的 IOD 比值，即为相对光密度。
1.4.2　TUNEL 染色法检测凋亡细胞　　每个实验
样本行 5 μm 切片，每隔 5 张切片选取 1 张，共取
10 张切片。按 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒（Roche）
操作步骤进行。切片常规脱蜡，梯度酒精水化，
PBS 洗 2 次，每次 5 min，3% 过氧化氢室温避光
10 min， 蛋 白 酶 K（20 μg/mL） 消 化 7 min；PBS
洗 1 次，每次 5 min，滴加 Triton X-100 37℃孵育
10 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min，滴加 TUNEL（TdT
酶）反应液 37℃孵育 60 min，PBS 洗 3 次，每次
3 min，滴加 Converter-AP，37℃孵育 30 min，PBS
洗 3 次，每次 3 min，Fast red 显色试剂盒显色，苏
木素复染，透明，封片。结果判定以细胞核染成
红色为凋亡细胞，每张切片选择 5 个以上具有代
表性的高倍视野（×400）计算凋亡指数。凋亡指
数 = 凋亡细胞数 / 细胞总数 ×100%。
1.5　统计学分析

采用 SPSS 10.0 统计软件包对数据进行统计学
分析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较
采用 LSD-t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　缺氧缺血对新生大鼠大脑皮层核转录因子

FOXO3a 表达的影响

Western blot 结果显示，与假手术组比较，胞
核 FOXO3a 于缺氧缺血后 0.5 h 表达开始增高，且
随缺氧缺血时间延长表达逐渐增高，24 h 达高峰，
与内参 GAPDH 校对后，缺氧缺血后 0.5 h 和 24 h，
胞核 FOXO3a 表达量比假手术组分别增加 1.7 倍和
2.9 倍（均 P<0.01）。与胞核 FOXO3a 表达增加相反，
胞浆 FOXO3a 于缺氧缺血后不同时间点表达降低，
与内参 GAPDH 校对后，缺氧缺血后 0.5 h 和 24 h，
胞浆 FOXO3a 表达量比假手术组分别降低 42％和
64％（均 P<0.01）。FOXO3a 总蛋白的表达于缺氧
缺血后各时间点无明显变化见图 1~2。
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2.2　缺氧缺血对新生大鼠大脑皮层 Bim 蛋白表达

的影响

Western blot 结 果 显 示， 与 假 手 术 组 比 较，
Bim 蛋白表达于缺氧缺血后 0.5 h 升高，2 h 达高峰，
4 h 开始降低但仍维持在高水平，8~24 h 恢复至基
线水平（图 3）。与内参 GAPDH 校对后，缺氧缺
血后 0.5 h 和 2 h，Bim 蛋白表达量比假手术组分别

增加 1.3 倍和 2.1 倍（均 P<0.01），见图 4。
2.3　新生大鼠缺氧缺血后神经细胞凋亡的变化

TUNEL 染色结果显示，缺氧缺血组凋亡细胞
于缺氧缺血后 4~8 h 增加，24 h 达高峰，假手术组
偶见凋亡细胞（图 5）。随缺氧缺血时间延长，细
胞凋亡指数（AI）增加，24 h 达峰值，见表 1。

图 1　Western blot 检测缺氧缺血新生大鼠大脑皮层

FOXO3a 表达水平
图 4　两组 Bim 蛋白的相对表达量比较（n=8）　a：与

假手术组比较，P<0.05；b：与假手术组比较，P<0.01。

图 5　两组凋亡细胞表达情况（TUNEL 染色，×400）
　A：假手术组偶见 TUNEL 阳性细胞表达；B：缺氧缺血
后 4 h，TUNEL 阳性细胞表达开始增加；C：缺氧缺血后
8 h，TUNEL 阳性细胞表达明显增加；D：缺氧缺血后 24 h，
TUNEL 阳性细胞表达达高峰。细胞核染成红色为凋亡细胞
（箭头所示）。

表 1　两组不同时间细胞凋亡指数比较　（x±s，%）

组别 例数   0.5 h                                                            2 h 4 h 8 h 24 h F 值 P 值

假手术组 8 0.55±0.23 0.56±0.21 0.55±0.18 0.61±0.19   0.55±0.25 0.33 >0.05
缺氧缺血组 8 0.78±0.35 0.90±0.32 2.35±0.83 9.56±3.42  30.75±8.54a 36.58 <0.01

t 值 0.48 0.51 3.35 5.70 6.34
P 值 >0.05 >0.05 <0.01 <0.01 <0.01

a：与同组其他时间点比较，均 P<0.01。
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3　讨论

神经元凋亡的发生为高度精密的调节过程，
涉及信号转导、基因调控和凋亡效应的执行三个
阶段 [4-5]。信号转导过程的激活，存活和死亡调控
基因之间的启动和平衡，决定细胞的存亡。核转
录因子 FOXO3a 是磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 K
（phosphoinositid 3 kinase/Akt, PI3K/Akt）信号通路
下游底物 [6-7]，作为新近发现的促凋亡基因，其表
达活性及核转位与细胞的增殖、衰老、凋亡、分化
及肿瘤的发生密切相关 [8-11]，近年来已成为医学界
研究的热点。然而，发生脑缺氧缺血后，FOXO3a
的表达及活性是否改变，是否诱导 FOXO3a 发生
核转位以及 FOXO3a 的核转位在缺氧缺血诱导的
神经元凋亡中发挥怎样的作用，目前尚不清楚，
也是本课题研究的核心所在。

本研究选择生后 10 日龄大鼠为研究对象是因
为其大脑解剖生理发育与人类足月新生儿相近 [12]，
采用经典 Rice 法 [2-3] 建立 HIBD 模型。本研究通过
分离大脑皮层胞浆与胞核蛋白发现，与假手术组
比较，缺氧缺血组胞核 FOXO3a 的表达于缺氧缺
血后 0.5 h 开始增高，随缺氧缺血时间延长表达逐
渐增高，24 h 达高峰；与胞核 FOXO3a 表达呈时
间依赖性增加相反，胞浆 FOXO3a 于缺氧缺血后
0.5~24 h 表达降低；而 FOXO3a 总蛋白的表达于缺
氧缺血后各时间点无明显变化。以上结果表明，
缺氧缺血虽未引起新生大鼠大脑皮层 FOXO3a 的
蛋白表达量发生改变，但促进了 FOXO3a 自胞浆
转位入胞核。

FOXO3a 的活性在多种水平上受到调节。磷酸
化 / 去磷酸化对调节 FOXO3a 的亚细胞定位及其转
录活性发挥核心作用 [13]。体外培养交感神经元的
研究表明，在生长因子等细胞外刺激信号作用下，
FOXO3a 被 Akt 磷酸化后不能转位入细胞核，失
去其转录活性；与之相反，去除生长因子，解除
Akt 磷酸化抑制后，胞浆 FOXO3a 与穿梭蛋白 14-
3-3 蛋白结合，促进 FOXO3a 自细胞浆转位至细胞
核，促进 FOXO3a 活化，启动前凋亡蛋白 Bim 及
Fas 配体表达，诱导细胞凋亡 [14]。为进一步研究
FOXO3a 的核转位是否诱导靶基因前凋亡蛋白 Bim
表达，本研究采用免疫印迹定量检测缺氧缺血后
Bim 的表达。结果表明 HI 后 0.5 h，随 FOXO3a 发
生核转位，Bim 蛋白表达增加，2 h 达高峰，4 h 仍
维持在较高水平，缺氧缺血后 0.5 h 和 2 h，Bim 蛋
白表达量比假手术组分别增加 1.3 倍和 2.1 倍。上
述研究结果表明，缺氧缺血诱导了前调亡蛋白 Bim

的表达，Bim 的早期表达增加可能与 FOXO3a 的核
转位有关。同时，本研究发现，Bim 蛋白表达与
FOXO3a 的核转位并非完全一致，缺氧缺血后 24 h，
FOXO3a 的核转位达高峰，而靶基因 Bim 蛋白表达
量低于基线水平，其不一致的原因可能与 Bim 蛋
白经泛素蛋白酶途径降解有关 [15-16]。

前凋亡蛋白 Bim 的活化是诱导神经元凋亡的
启动因素之一 [17-18]。成年动物脑卒中模型研究发
现，大鼠大脑中动脉闭塞后 3 h，缺血区神经元及
少突胶质细胞 Bim 表达增高伴 Bim 转位至线粒体，
促进细胞色素 C 自线粒体释放，活化凋亡蛋白
Caspase-9，诱导神经细胞凋亡 [19]。为研究缺氧缺
血后早期 Bim 表达增加是否与发育期神经元的凋
亡相关，本研究采用 TUNEL 染色法检测凋亡细胞。
结果显示，TUNEL 阳性细胞于缺氧缺血后 4~8 h
增加，24 h 达高峰，随缺氧缺血时间延长，细胞
AI 值增加，24 h 达峰值。与神经细胞凋亡表达相
比较，前凋亡蛋白 Bim 的表达在缺氧缺血后 0.5 h
即出现明显增加，2 h 达高峰，早于神经细胞凋亡
高峰出现时间。以上结果表明，缺氧缺血诱导的
前凋亡蛋白 Bim 表达增加可能与神经元凋亡有关。

综上，本研究发现缺氧缺血促进新生大鼠大
脑皮层核转录因子 FOXO3a 发生核转位，诱导前
凋亡蛋白 Bim 表达增加，Bim 表达增加与神经元
凋亡有关。抑制 FOXO3a 核转位可能成为治疗新
生儿 HIE 的一个新靶点。
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·消息·

“国际儿科肾脏病学会培训中心（中国 - 北京 / 香港）” 招募学员通知

2010 年 4 月北京大学第一医院儿（肾）科联合香港玛嘉烈医院青少年部被国际儿科肾脏病学会（International 

Pediatric Nephrology Association，IPNA）正式批准为中国首家国际儿科肾脏病学会培训中心（IPNA Training Center），

中心主任为丁洁教授（北京）。按照 IPNA 规定，学员在培训中心经过系统培训期满后 , 经中心评估、IPNA 审查后

可以获得“IPNA Fellow”的称号，并享有 IPNA 给予的如下待遇：（1）获得 IPNA 颁发的“IPNA Fellow”证书；(2)

获得 IPNA 赠送的一部 Pediatric Nephrology 专著；（3）由 IPNA 资助（免会议注册费，提供交通费和食宿费）参加一

次亚洲或国内学术会议、或继续医学教育 (CME) 课程。

IPNA 培训中心（中国 - 北京 / 香港）将于 2014 年继续招收培训学员，预计招收 2-4 名学员，培训时间约 9 个月（部

分培训在香港玛嘉烈医院青少年部进行）；IPNA 将资助学员在培训期间的食宿费用、学员所在地至北京及北京至香

港的往返机票。

申请者条件：医学本科以上学历、有儿内科执业医师证书并有三年以上儿科临床工作经验、有一定英语基础的

儿科医生。

申请程序：（1）申请者将个人简历（包括性别、年龄、学历、职称、英语水平以及肾脏领域的医、教、研经历

和联系方式等）、所在单位（科室）负责人和一位正高职称医师的书面推荐信寄往北京大学第一医院儿（肾）科，

请在简历中表明申请目的，如本人或本单位的发展规划，希望借助培训达到的目标等；（2）IPNA（中国 - 北京 / 香

港）培训中心将对申请者材料进行审核；（3）获准学员的资料将被报送 IPNA 备案 ;（4）由 IPNA（中国 - 北京 / 香港）

培训中心通知被批准学员具体事宜。

申请材料邮寄地址：北京市西城区西安门大街 1 号，北京大学第一医院儿科（信封外面标注“IPNA 培训中心”

字样）；邮编 100034；收件人钟旭辉医师。申请截止日期为 2014 年 2 月 15 日。

联系人：钟旭辉医师；联系电话：010-83572168；Email: xuhui7876@126.com。

北京大学第一医院儿（肾）科

2013 年 10 月 15 日




