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【摘要】 目的 探讨生存活化因子增强通路 (SAFE)介导的炎症因子在大鼠心肌缺血再灌注致脑损伤中的

作用。方法 24只雄性SD大鼠按随机数表法分为三组(n=8)：假手术组(Sham)、心肌缺血/再灌注组(IR)、心肌缺

血/再灌注+AG490组(IR+AG490)。IR组及 IR+AG490组通过结扎大鼠冠状动脉左前降支 30 min, 再灌注 120 min

建立大鼠心肌缺血/再灌注模型。取大鼠脑组织, Western blot检测 Janus激酶 2 (Jak2)、信号转导子和转录激活子

3 (STAT3)蛋白表达及炎症因子白介素 1 (IL-1), 白介素 6 (IL-6), 白介素 8 (IL-8), TUNEL法检测细胞凋亡, 比色

法检测含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3 (Caspase3)活性。结果 与 Sham组比较, IR组 p-Jak2 [(1.8±0.13) vs
(1.0±0)]、p-STAT3 [(1.6±0.08) vs (1.0±0)]表达增高, 炎症因子 IL-1 [(3.3±0.16) vs (1.0±0)]、IL-6 [(3.3±0.16) vs (1.0±

0)]、IL-8 [(2.8±0.28) vs (1.0±0)]表达增多, TUNEL [(18.8±1.29) % vs (4.2±0.44)%]表达增多, Caspase3 活性[(2.6±

0.24) vs (1.0±0)]升高, 差异均有统计学意义(P<0.05)；与 IR 组比较, IR+AG490 组 p-Jak2 [(1.3±0.09) vs (1.8±0.13)],

p-STAT3 [(1.1±0.11) vs (1.6±0.08)]表达减少, 炎症因子 IL-1 [(2.1±0.17) vs (3.3±0.16)]、IL-6 [(1.9±0.22) vs (3.3±0.16)]、

IL-8 [(2.2±0.19) vs (2.8±0.28)表达降低, TUNEL [(13.2±1.03)% vs (18.8±1.29)%]表达降低, Caspase3活性 [(2.1±0.21)

vs (2.6±0.24)]降低, 差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 抑制SAFE通路的激活可以降低其下游炎症因子的级联表

达，从而减少细胞凋亡，减轻大鼠心肌缺血再灌注引起的脑损伤。
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【Abstract】 Objective To evaluate the role of inflammatory factor in survivor activating factor enhancement

(SAFE) pathway on brain injury rats induced by myocardial ischemia reperfusion (IR). Methods Twenty-four male

Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups by random number table (8 cases in each group): Sham group, IR

group, IR+AG490 group. Myocardial IR was induced by occlusion of the anterior descending branch of the left coro-

nary artery for 30 min in IR group and IR+AG490 group. The rats were sacrificed after 120 min of reperfusion and the

brain were removed for the check of Janus Kinase 2/Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (JAK2/STAT3),

interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8). Apoptosis was detected by TUNEL assay and cyste-

ine-containing aspartic proteolytic enzyme 3 (Caspase3) activity was detected by colorimetric assay. Results Com-

pared with sham group, p-Jak2 [(1.8±0.13) vs (1.0±0)], p-STAT3 [(1.6±0.08) vs (1.0±0)], IL-1 [(3.3±0.16) vs (1.0±0)],

IL-6 [(3.3±0.16) vs (1.0±0)], IL-8 [(2.8±0.28) vs (1.0±0)], TUNEL [(18.8±1.29)% vs (4.2±0.44)%], Caspase3 [(2.6±

0.24) vs (1.0±0)] were significantly increased in IR group (P<0.05); compared with IR group, p-Jak2 [(1.3±0.09) vs (1.8±

0.13)], p-STAT3 [(1.1±0.11) vs (1.6±0.08)], IL-1 [(2.1±0.17) vs (3.3±0.16)], IL-6 [(1.9±0.22) vs (3.3±0.16)], IL-8

[(2.2±0.19) vs (2.8±0.28)], TUNEL [(13.2±1.03)% vs (18.8±1.29)%], Caspase3 [(2.1±0.21) vs (2.6±0.24)] were signifi-

cantly decreased in IR + AG490 group (P<0.05). Conclusion Inhibiting the activation of SAFE pathway can reduce

brain injury induced by myocardial IR in rats though decreasing the inflammatory factor of downstream.
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生存活化因子增强通路 (survivor activating factor

enhancement，SAFE)作为新近发现的保护性通路，是

参与炎症反应的重要信号通路之一，其可被多种炎症

因子激活，并参与炎症反应的级联放大[1-2]，其中最重

要的信号通路为 Jak2/STAT3 通路[3]。目前 Jak2/STAT

信号通路在心肌缺血再灌注后致脑损伤的作用报道

尚少，本研究拟通过建立大鼠心肌缺血再灌注模型，

探讨 Jak2/STAT3通路介导的炎症因子在心肌缺血再
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灌注后脑损伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料 Jak2 特异性抑制剂 AG490 (Selleck

公司，美国)；单克隆抗体 Jak2、STAT3、白细胞介素 1，

6，8 (CST公司，美国)；原位末端转移酶标记(TUNEL)

试剂盒(Roche公司，美国)；Caspase-3活性检测试剂盒

(碧云天科技有限公司，中国)。

1.2 实验分组 雄性SD大鼠 24只(北京华阜康

生物科技股份有限公司，中国)，体质量200~220 g。采

用随机数字表法分为假手术组(Sham)、心肌缺血/再灌

注组(IR)、心肌缺血/再灌注+AG490组(IR+AG490)，每

组 8 只。IR+AG490 组在再灌注前 20 min 静脉给予

Jak2特异性抑制剂AG490。

1.3 大鼠心肌缺血再灌注模型 大鼠腹腔注射

3%戊巴比妥钠50 mg/kg进行麻醉，固定后连接心电导

联，行气管插管，呼吸机机械通气，分离股静脉并置

管。开胸结扎冠状动脉左前降支(LDA)，心电图见到

明显的 ST段抬高(>0.12 mV)，心前区变白，则认为造

模成功。结扎时间为30 min，松开线结再灌注120 min

后取脑组织。再灌注成功标准：ST段回落，心尖恢复

红润。

1.4 观察指标及检测方法 (1) Western blot法检

测 Jak2、STAT3、IL-1、IL-6、I-L8的表达：脑组织用裂解

液提取蛋白，并测定蛋白浓度，采用聚丙烯酞胺凝胶电泳

分离目的蛋白，冰浴转膜后，脱脂奶粉室温封闭1~2 h，加

入单克隆抗体 Jak2、STAT3、IL-1、IL-6、IL-8在 4℃下

摇床孵育过夜，次日采用荧光二抗孵育1 h后用TBST

清洗，应用红外成像系统扫膜，并读取灰度值，用

Odessay 软件进行数据分析；(2) TUNEL 法检测细胞

凋亡水平：制备石蜡切片，H2O2孵育 10 min，滴加新鲜

稀释蛋白酶K，消化 10 min，加入反应混合液，孵育 60

min后，加入转化剂，孵育 30 min，DAB显色；(3) 比色

法检测Caspase3活性：提取新鲜脑组织蛋白匀浆制成

蛋白悬浊液后，设立标准曲线和空白孔，采用Caspase3

活性检测试剂盒检测Caspase3活性。

1.5 统计学方法 应用SPSS17.0统计软件进行

数据分析，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S-N-K

检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 心肌缺血再灌注后脑组织 Jak2，STAT3 变

化 与 Sham 组比较，IR 组脑组织中 p-Jak2，p-STAT3

的表达增多，差异有统计学意义 (P<0.05)；与 IR组比

较，IR+AG490 组 Jak2，STAT3 磷酸化水平降低，差异

有统计学意义 (P<0.05)，见表1。

2.2 心肌缺血再灌注后脑组织炎症因子变化 IR

损伤能引起脑组织炎症因子释放水平增加，差异有统

计学意义 (P<0.05)；而心肌缺血再灌注前通过静脉给

予 Jak2 抑制剂 AG490 可减少脑组织 IL-1，IL-6，IL-8

的表达和释放，差异有统计学意义 (P<0.05)，见表2。

2.3 心肌缺血再灌注后脑组织凋亡水平 与

Sham 组比较，IR 组 TUNEL 表达增多，Caspase3 活性

升高，差异有统计学意义 (P<0.05)；与 IR组比较，IR+

AG490组TUNEL表达减少低，Caspase3活性降低，差

异有统计学意义 (P<0.05)，见表3。

3 讨 论

再灌注损伤补救激酶通路(reperfusion injury sal-

vage kinases, RISK)与 SAFE 通路是缺血/再灌注损伤

中的重要信号通路 [4-5]，2009 年 Lecour[6]首次描述了

SAFE促生存信号通路，在该通路中保护性信号分子

在缺血/再灌注过程中被激活从而抑制细胞凋亡减轻

组织损伤。Jak2/STAT3通路作为SAFE通路中重要的

信号通路之一，由于介导信号由细胞膜向细胞核内转

导，从而调节蛋白表达[7]，引起研究者的广泛关注。

IL-6作为炎症反应的始动因素及诱导者，具有催

化和放大炎症反应的作用，能直接反映损伤的严重程

度。而 IL-1可以刺激其它炎症因子的合成，在病理生

理进展中起着重要的协同作用[8-9]。本研究结果显示

大鼠心肌缺血再灌注后脑组织中的 Jak2和 STAT3磷

酸化程度增高，进一步研究显示大鼠脑组织中炎症因

子 IL-1，IL-6，IL-8和凋亡相关蛋白TUNEL，Caspase3

表1 心肌缺血再灌注后脑组织Jak2，STAT3的变化(x-±s)

组别

Sham组

IR组

IR+AG490组

F值

P值

例数

8

8

8

p-Jak2

1.0±0

1.8±0.13a

1.3±0.09ab

156

<0.01

p-STAT3

1.0±0

1.6±0.08a

1.1±0.11ab

134

<0.01

注：与Sham组比较，aP<0.05，与 IR组比较，bP<0.05。

表2 心肌缺血再灌注后脑组织炎症因子的变化(x-±s)

组别

Sham组

IR组

IR+AG490组

F值

P值

例数

8

8

8

IL-1

1.0±0

3.3±0.16a

2.1±0.17ab

567

<0.01

IL-8

1.0±0

2.8±0.28a

2.2±0.19ab

183

<0.01

注：与Sham组比较，aP<0.05，与 IR组比较，bP<0.05。

IL-6

1.0±0

3.3±0.16a

1.9±0.22ab

417

<0.01

表3 心肌缺血再灌注后脑组织TUNEL及Caspase3的变化(x-±s)

组别

Sham组

IR组

IR+AG490组

F值

P值

例数

8

8

8

TUNEL

4.2±0.44

18.8±1.29a

13.2±1.03ab

422

<0.01

Caspase3活性

1.0±0

2.6±0.24a

2.1±0.21ab

140

<0.01

注：与Sham组比较，aP<0.05，与 IR组比较，bP<0.05。
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的表达量亦增高。因此推测大鼠 Jak2/STAT3信号通

路激活加重脑损伤可能与脑组织局部炎症因子的激

活和释放增加有关[10]。当心肌 IR损伤发生后脑组织

的损伤亦明显增加，其主要表现在组织中凋亡水平和

炎性因子的显著增加[11]。因此推测炎性因子的激活和

释放可能是心脑同病变的病理生理基础。

本研究结果显示：在术前静脉给予 JAK2 特异性

抑制剂AG490后，抑制剂组脑组织中 Jak2/STAT3通路

磷酸化降低，炎症因子释放减少，细胞凋亡程度较再

灌注组降低。推测 Jak2/STAT3表达降低可能对炎症

因子的释放起到了调控作用，并通过调节目的基因的

表达减少 TUNEL 和 Caspase3 的表达，从而在多种病

理生理过程中发挥重要作用[9]。

有研究发现 Jak2/STAT3 作为 SAFE 通路中的主

要信号通路，其与RISK通路之间可能存在“串话”现

象[12]。这种现象可能是导致研究者对信号通路传导研

究结果不一致的可能原因之一。有研究报道称STAT3

可能是连接PI3K和 JAK2的适配器蛋白[13-14]。

综上所述，在大鼠心肌缺血再灌注引起的脑损伤

模型中 Jak2/STAT3通路通过调节炎症因子的变化，进

而对心肌缺血再灌注后脑损伤发挥作用。Jak2 特异

性抑制剂AG490通过抑制炎症因子的释放，减轻心肌

缺血再灌注所致的脑损伤。
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