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研究报告

局部脑缺血再灌注损伤对小鼠 ＴＭＥＭ１６６ 基因
和神经细胞自噬的影响

王　 瑜，王天龙，赵　 磊∗，李　 丽∗

（首都医科大学宣武医院麻醉科，北京　 １０００５３）

　 　 【摘要】 　 目的 　 观察局部脑缺血再灌注损伤对小鼠 ＴＭＥＭ１６６ 基因和神经细胞自噬的影响。 方法

Ｃ５７ ／ ＢＬ６Ｊ 小鼠 ５０ 只，线栓法制作大脑中动脉栓塞（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）局部脑缺血模型，随机分

为再灌注 ６，１２，２４，４８ ｈ 组。 通过免疫组化染色观察缺血侧大脑皮层及基底核 ＴＭＥＭ１６６、ＬＣ３⁃ＩＩ 的阳性细胞数量

变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同再灌注时间 ＴＭＥＭ１６６、ＬＣ３⁃ＩＩ 蛋白水平的表达。 结果　 缺血侧 ＴＭＥＭ１６６ 随再灌注时

间延长而增加，２４ ｈ 达到高峰；再灌注 ６ ｈ 后 ＬＣ３⁃ＩＩ 表达出现，同样随再灌注时间而增加，２４ ｈ 达到高峰。 缺血侧自

噬细胞数量的变化趋势与 ＴＭＥＭ１６６ 基本一致，对侧大脑半球上述指标无明显变化。 结论　 小鼠局部脑缺血再灌

注损伤可以诱导 ＴＭＥＭ１６６ 的表达，通过激活 ＬＣ３⁃ＩＩ 引起神经细胞自噬。
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　 　 ＴＭＥＭ１６６ （ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １６６，也称为

ＦＬＪ１３３９１）基因定位于人 ２ 号染色体短臂 １２ 区

（２ｐ１２），其进化较保守，是目前通过高通量功能筛

选出的一个明显下调内参活性同时诱导细胞死亡

的新基因。 研究发现，过表达 ＴＭＥＭ１６６ 可以抑制

ＨｅＬａ 细胞的克隆形成能力，最终引起 ＨｅＬａ 细胞的

自噬 性 死 亡［１］。 ＴＭＥＭ１６６ 基 因 相 对 分 子 量 约

１７ ４５０，表达产物由 １５２ 个氨基酸组成，在人体多种

组织广泛表达，与细胞自噬密切相关［２］。 ＬＣ３⁃ＩＩ 是

自噬体的标志分子，是由 ＬＣ３ 前体在蛋白水解酶的

作用下剪切 Ｃ 末端形成的 ＬＣ３⁃Ｉ 经泛素样加工与磷

脂酰乙醇胺（ＰＥ）结合而形成，能靶向定位于自噬体

膜，参与自噬的形成［３］。 本研究拟在脑缺血再灌注

损伤模型上观察 ＴＭＥＭ１６６ 的表达变化，探讨其与

脑缺血损伤后神经细胞自噬之间的关系。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ９ ～ １０ 周龄 Ｃ５７ ／ ＢＬ６Ｊ 雄性小鼠 ５０ 只，
体重 ２２ ～ ２８ ｇ，由首都医科大学实验动物科学部提

供［ＳＣＸＫ （京） ２０１６ － ０００６］。 动物饲养于屏障系

统饲养设备，温度 ２０℃ ～ ２６℃，湿度 ４０％ ～ ７０％ ，
光照 １２ ｈ 亮 １２ ｈ 暗［ＳＹＸＫ （京） ２０１６ － ００１０］。
１ ２　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠购自广州莱绿宠商贸有限公司；小
鼠抗 ＴＭＥＭ１６６ 抗体（ｓｃ⁃１６２３２９）、兔抗 ＬＣ３⁃ＩＩ 抗体

（ｓｃ⁃４００７１４）购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；ＡＢＣ 过氧化

物酶试剂盒，抗小鼠、抗兔 ＡＢＣ 过氧化物酶试剂盒

购自上海鲁汶生物科技有限公司；ＤＡＢ 显色试剂盒

购自武汉博士德生物工程有限公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 相
关试剂购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 光学

显微镜购自奥林巴斯（中国）有限公司；Ｘ 胶片、Ｇｅｌ
Ｄｏｃ ＸＲ ＋凝胶成像系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 动物分组与模型建立

Ｃ５７ ／ ＢＬ６Ｊ 雄性小鼠 ５０ 只随机分为缺血 ９０ ｍｉｎ
再灌 ６，１２，２４ 及 ４８ ｈ 组，每组 １２ 只。 动物用戊巴

比妥钠（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉，仰卧位固定后做

颈部正中切口，保持头后仰，呼吸道通畅，钝性分离

右侧颈总动脉及其上行颈外动脉、颈内动脉及翼腭

动脉分支。 动脉夹暂时夹闭颈总动脉，缝线结扎翼

腭动脉，并分别于颈外动脉近心端、远心端底部留

置缝线，将其远心端打结系紧，近心端系一个松结

备用，随后在颈外动脉的两缝线间用血管剪一个小

口，将一 ５ ０ 自制硅胶线栓送入颈内动脉，深度约

１０ ｍｍ，之后将近心端丝线拉紧以防血液反流渗出，
用湿润的纱布覆盖手术切口，并注意保暖，密切观

察其变化。 栓塞 １ ５ ｈ 后拔除线栓，依次缝合切口。
术中监测体温、血压、呼吸等各项生命体征，用电热

毯保持体温在（３７ ± ０ ５）℃ 左右，手术结束动物苏

醒后出现左侧前肢偏瘫的实验动物进入下一步实

验。 实验过程中按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道主义关怀。
１ ３ ２　 神经功能评分

采用 Ｇａｒｃｉａ 神经功能评分标准［４］ 用双盲法于

再灌注后各时间点对实验动物进行评分，最低评分

３ 分，最高评分 １８ 分，得分越低提示神经功能损伤

越严重。
１ ３ ３　 免疫组化染色

各组动物按再灌注时间深麻醉后迅速剪开胸

骨暴露心脏，２０ ｍＬ 注射器针头小心刺入左心室，并
剪开右心耳，于左心室快速灌注预冷的生理盐直至

从右心耳流出的血液颜色变浅，随后再以冷的 ４％
多聚甲醛先快后慢灌注，待充分固定后取全脑放入

３０％蔗糖，４℃ 冰箱保存至沉底。 ＯＴＣ 包埋后做连

续冠状冰冻切片，切片厚 １０ μｍ，风干后 ４℃ 保存。
盐酸抗原修复 ３０ ｍｉｎ，充分浸洗；３％ 双氧水消除内

源性过氧化物酶活性 １０ ｍｉｎ（避光），洗涤后置于牛

血清封闭 ３０ ｍｉｎ，吸除血清后添加一抗孵育液 ４℃
过夜，阴性对照组用 ＰＢＳ 替代，抗体稀释浓度分别

为：小鼠抗 ＴＭＥＭ１６６ １∶ ２００，兔抗 ＬＣ３⁃ＩＩ １∶ ５００。 充

分浸洗后按照 ＡＢＣ 过氧化物酶试剂盒，抗小鼠、抗
兔 ＡＢＣ 过氧化物酶试剂盒的说明书进行二抗、三抗

的孵育，最后 ＤＡＢ 显色并封片。 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 显

微镜 ２０ ×下观察缺血侧大脑皮层及基底核区，光镜

下棕染有细胞形态的为阳性细胞。
１ ３ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

留取各时间点小鼠缺血侧大脑皮层及基底核

区的新鲜样本，根据蛋白浓度测定结果，取相同总

量蛋白，沸水浴变性 １０ ｍｉｎ。 配分离胶（８％ ／ １０％ ／
１２％ ，根据分子量大小不同选择不同浓度的胶），及
４％的浓缩胶，待其聚合后上样，每个泳道 ５０ μｇ，设
置电压 ４５ Ｖ 开始电泳，当溴酚蓝过上层胶后升高电

压至 １００ Ｖ，根据分子量大小适时停止电泳启动电

泳。 电泳完毕后，关闭电源，取出凝胶，放入电转液

中漂洗，按顺序正确安装电转槽，倒入预冷的电转
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液，电转结束后，取下硝酸纤维素膜，置入 ５％ 脱脂

奶粉封闭液室温 ２ ｈ。 １ × ＴＢＳＴ 漂洗后加入一抗

４℃过夜，抗体稀释浓度分别为：小鼠抗 ＴＭＥＭ１６６
１∶ １０００，兔抗 ＬＣ３⁃ＩＩ １∶ ８００。 复温 ３０ ｍｉｎ，缓冲液冲

洗 ３ 遍加入二抗，室温孵育 １ ｈ。 按比例配制发光

液，室温下避光孵育 ５ ｍｉｎ。 暗室下曝光显影。 Ｘ 胶

片曝光后经凝胶成像系统分析数据。
１ ４　 统计学方法

各组计量资料以平均数 ± 标准差（ ｘ ± ｓ ）表

示，统计学处理采用 ＳＰＳＳ １５ ０ 软件进行分析。 各

组采用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方差分析，缺血侧与对照侧

的差异采用配对 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有显著

性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果中，将 ６ ｈ ＴＭＥＭ１６６ 与内参

ＧＡＰＤＨ 的比值作为 １，其它各组与其进行比较。

２　 结果

２ １　 模型的选择

选取手术结束动物苏醒后出现左侧前肢偏瘫

评分为 ６ ～ １１ 分的实验动物进入下一步实验，实验

中有 １ 只动物因损伤太重死亡，１ 只因评分太高均

被排除。
表 １　 再灌注后不同时间点的神经功能评分（ ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
时间点

Ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ

评分
Ｓｃｏｒｅｓ １１ ± ４ ８ ± ３ ８ ± ３ ７ ± ４

２ ２　 免疫组化染色

ＴＭＥＭ１６６ 及 ＬＣ３⁃ＩＩ 的棕黄色阳性细胞在再灌

注 ６ ｈ 时已经有表达［（６０ ± ２），（６０ ± ２）］，阳性细

胞的数目在 １２ ｈ 时进一步增加［（８４ ± ２），（８６ ±
２）］，２４ ｈ 达到高峰 ［（１２３ ± ２），（１２２ ± ２），Ｐ ＜
０ ０５］，４８ ｈ 后开始下降［（８７ ± ２），（８５ ± ２）］，见图

１、图 ２。
２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

ＴＭＥＭ１６６ 及 ＬＣ３⁃ＩＩ 在再灌注 ６ ｈ 时已经表达，
在 １２ ｈ 时表达明显增强，二者均在 ２４ ｈ 达到高峰，
强度约为 ６ ｈ 的 ３ 倍（Ｐ ＜ ０ ０５），４８ ｈ 后开始下降，
与 １２ ｈ 之间相比差异无显著性，但与 ６ ｈ 相比差异

有显著性（图 ３、图 ４）。

３　 讨论

缺血致神经细胞死亡的机理尚未十分明确，目
前的研究表明脑缺血后神经细胞可以呈现三种死

注：与 ６ ｈ 比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５；与 １２ ｈ 比较，＃Ｐ ＜ ０ ０５；与 ２４ ｈ

比较，＆Ｐ ＜ ０ ０５。

图 １　 再灌注后 ＴＭＥＭ１６６ 在不同

时间点的阳性细胞数目

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ６ ｈ，∗ Ｐ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ ｈ，＃ Ｐ ＜

０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ２４ ｈ，＆ Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＴＭＥＭ１６６ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

注：与 ６ ｈ 比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５；与 １２ ｈ 比较，＃Ｐ ＜ ０ ０５；与 ２４ ｈ

比较，＆Ｐ ＜ ０ ０５。

图 ２　 再灌注后 ＬＣ３⁃ＩＩ 在不同时间点的阳性细胞数目

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ６ ｈ，∗ Ｐ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ ｈ，＃ Ｐ ＜

０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ２４ ｈ，＆Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＬＣ３⁃ＩＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

亡方式：坏死 （ ｎｅｃｒｏｓｉｓ）、凋亡 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ） 和自噬

（ａｕｔｏｐｈａｇｙ） ［５］。 近年来，有关细胞死亡可能机制的

研究引起了学者们极大的关注，细胞坏死和凋亡已

被众多学者进行了深入细致的研究［４， ６ － ９］，然而对

自噬的研究和认识却略显欠缺。 坏死主要发生在

缺血中心区，为病理性细胞死亡，是快速且不可逆

的细胞死亡。 而细胞凋亡主要发生在半影区，进展

较慢。 然而，有相当一部分的神经元死亡并不表现

出典型的细胞坏死或凋亡的特征，并具有截然不同

的细胞死亡机制，称为自噬性细胞死亡或Ⅱ型程序

性细胞死亡（ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ） ［１０ － １１］。 自噬是

迄今为止发现的广泛存在于真核细胞中的一种代

谢途径，可通过自噬小体⁃溶酶体途径，或通过影响
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注：与 ６ ｈ 比较，∗ Ｐ ＜ ０ ０５；与 １２ ｈ 比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５；与

２４ ｈ比较，＆Ｐ ＜ ０ ０５。

图 ３　 再灌注后 ＴＭＥＭ１６６ 在不同时间点的表达水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ６ ｈ，∗Ｐ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ ｈ，＃Ｐ ＜

０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ２４ ｈ，＆Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＭＥＭ１６６
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

注：与６ ｈ 比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５；与１２ ｈ 比较，＃Ｐ ＜ ０ ０５；与２４ ｈ

比较，＆Ｐ ＜ ０ ０５。

图 ４　 再灌注后 ＬＣ３⁃ＩＩ 在不同时间点的表达水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ６ ｈ，∗Ｐ ＜ ０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ ｈ，＃Ｐ ＜

０ ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ２４ ｈ，＆Ｐ ＜ ０ ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＣ３⁃ＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

凋亡和坏死的发生、发展对细胞死亡进行调控，ＬＣ３⁃
ＩＩ 是其特征性标记物，研究发现 ＬＣ３⁃ＩＩ 的活性与细

胞自噬水平呈正相关［１２］。 目前，自噬在急性脑缺血

后神经元损伤过程中的作用及其机制尚不明确。
ＴＭＥＭ１６６ 是人们最新发现的和细胞生存密切

相关的基因之一，又称 ＦＬＪ１３３９１，ＴＭＥＭ１６６ 蛋白为

溶酶 体 ／内 质 网 相 关 蛋 白， 但 目 前 国 内 外 对

ＴＭＥＭ１６６ 的报道主要集中在肿瘤领域［１３ － １４］，其在

脑缺血后神经细胞凋亡过程中的作用研究尚不

多见。
最新的研究发现，Ｈｅｌａ 细胞转染 ＴＭＥＭ１６６ 质

粒后，表现出了凋亡和自噬的典型特征，而应用小

干扰 ＲＮＡ 下调 ＴＭＥＭ１６６ 的表达，则可以抑制饥饿

诱导的 Ｈｅｌａ 细胞自噬［１］。 该研究团队还发现，Ｈｅｌａ
细胞在转染后期同时也表现出了细胞凋亡的典型

特征，说明 ＴＭＥＭ１６６ 可以同时诱导 Ｈｅｌａ 细胞的自

噬和凋亡。 此外，ＴＭＥＭ１６６ 可以明显抑制人非小细

胞肺癌肿瘤细胞的发生［１５］。 Ｃｈａｎｇ 等［１３］ 用腺病毒

Ａｄ５⁃ＴＭＥＭ１６６ 转染人类肿瘤细胞后发现， ｍＴＯＲ
（哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，自噬负性调节蛋白）及
其下游 ｐ７０ｓ６ｋ 的磷酸化水平明显下调，肿瘤细胞自

噬水平升高，提示 ＴＭＥＭ１６６ 可能是通过调节 ｍＴＯＲ
的活性来调节细胞自噬。 该研究团队进一步发现

ＴＭＥＭ１６６ 有显著的抗胶质母细胞瘤生物活性的作

用， 分 别 在 三 种 胶 质 母 细 胞 瘤 （ Ｕ２５１、 Ｕ８７ 和

ＳＨＧ４４）中过表达 ＴＭＥＭ１６６ 后，胶质母细胞瘤的自

噬活性增加，增殖呈剂量及时间依赖性被抑制，且
ｍＴＯＲ ／ ＲＰＳ６ＫＢ１ 信 号 通 路 被 抑 制。 除 此 之 外，
ＴＭＥＭ１６６ 在胰腺炎患者的胰岛 α 细胞中有强表达，
在胰腺腺泡细胞癌的细胞膜及胞浆中也有不同程

度的表达，令人感兴趣的是 ＴＭＥＭ１６６ 的表达在其

它类型的胰腺癌，如胰腺导管癌、导管内乳头状黏

液性肿瘤、粘液性囊腺瘤、实性乳头状瘤和胰腺神

经内分泌肿瘤中却没有检测到［２］，这可能提示

ＴＭＥＭ１６６ 作用的组织特异性。 除了肿瘤细胞外，在
角膜内皮营养不良的小鼠动物模型中，锂可以通过

上调 ＴＭＥＭ１６６ 的表达进而通过诱导角膜细胞自噬

而起到视力保护作用［２］。 ＴＭＥＭ１６６ 与神经干细胞

的再生与分化也关系密切，研究发现 ＴＭＥＭ１６６ 通

过调节自噬参与调控胚胎神经系统的发生发育［１４］。
ＴＭＥＭ１６６ 在心肌重塑中也有重要作用，ＴＭＥＭ１６６
敲除鼠的心肌细胞自噬活性被抑制，心肌出现纤维

化、心室肥厚，最终发展成各种心肌病甚至导致

死亡［１７］。
本研究旨在探讨 ＴＭＥＭ１６６ 在小鼠脑缺血再灌

注后脑组织中的表达，结果证实 ＴＭＥＭ１６６ 在缺血

再灌注损伤 ６ ｈ 后即有明显表达，其阳性细胞的数

目及表达强度均随着再灌注时间的延长而增加，在
再灌注后 ２４ ｈ 达到高峰，其强度约为再灌注 ６ ｈ 时

的 ３ 倍左右。 而这一过程与自噬特异性标记物

ＬＣ３⁃ＩＩ 的表达趋势基本吻合。 ＬＣ３⁃ＩＩ 的表达在缺血

后 ６ ｈ 开始，１２ ｈ 继续升高，同样在 ２４ ｈ 达到高峰，
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４８ ｈ 回落。 这说明 ＴＭＥＭ１６６ 与脑缺血后神经细胞

的自噬之间可能存在某种关联，这一发现与本课题

组之前发表的在大鼠模型中的研究结果类似，
ＴＭＥＭ１６６ 在大鼠脑组织有表达，脑缺血再灌注损伤

后表达明显上调，在再灌注 ２４ ｈ 达到高峰，此时动

物神经功能的损害也最为显著［１８］。
综上所述，ＴＭＥＭ１６６ 可能与脑缺血再灌注损伤

后的神经细胞自噬密切相关，其机制有待进一步研

究。 在 这 一 成 果 基 础 上， 本 课 题 组 已 经 制 备

ＴＭＥＭ１６６ 基因敲除鼠，将对其诱导神经细胞凋亡的

具体机制进行深入研究。
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