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脑卒中是严重威胁人们健康和生命安全的重大

疾病，发生脑缺血/再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）
的病死率约为10%，致残率高达50%以上[1]。研究发

现细胞凋亡是脑 I/R损伤引起组织细胞死亡的重要

原因之一[2]。酪氨酸激酶（janus kinase，JAK）/信号转

导和转录激活因子（signal transducer and activator of
transcription，STAT）通路参与细胞分化、细胞凋亡等

过程，其异常激活可诱导细胞凋亡 [3]。研究发现，

CpG- 寡 脱 氧 核 苷 酸（CpG-oligodeoxynucleotide，
CpG-ODN）能够改善细胞存活，减弱 I/R造成的心肌

损伤 [4]。因此，本文探讨 CpG-ODN对大鼠脑 I/R损

伤的保护作用及其与 JAK/STAT信号通路的关系。
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【摘要】目的 探讨CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注（I/R）损伤的保护作用及其机制。方法 将54只大鼠随机分为假手术组、

脑 I/R模型组、CpG-ODN组，每组 18只。采用大脑中动脉线栓法构建大鼠脑 I/R模型。CpG-ODN组造模前 1 h腹腔注射

CpG-ODN（10 μg/25 g），脑 I/R模型组注射等量生理盐水。再灌注12 h采用Longa 5分评分法评估神经功能。再灌注24 h采用

TTC染色测定脑梗死体积，HE染色观察组织结构，TUNEL染色分析细胞凋亡，PCR检测酪氨酸激酶（JAK）、信号转导和转录激活

因子（STAT）mRNA表达水平，免疫印迹法分析Caspase3、Caspase7、JAK、p-JAK、STAT和p-STAT蛋白水平。结果 与假手术组比

较，脑 I/R模型组神经功能障碍严重，脑梗死体积显著增大，脑组织发生水肿、坏死等病变；与脑 I/R模型组比较，CpG-ODN组明

显改善。与假手术组比较，脑 I/R模型组脑组织细胞凋亡率和Caspase3、Caspase7蛋白水平明显升高（P<0.05），脑 I/R模型组

JAK、STAT mRNA水平和蛋白磷酸化程度显著上调（P<0.05）；与脑 I/R模型组比较，CpG-ODN组细胞凋亡率和 Caspase3、
Caspase7蛋白水平明显降低（P<0.05），JAK、STAT mRNA和蛋白磷酸化程度均明显下降（P<0.05）。结论 CpG-ODN能有效保护

大鼠脑 I/R损伤，其机制可能与影响 JAK、STAT蛋白磷酸化抑制细胞凋亡有关。
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Effect of OCpG-ODN on cerebral tissues injured by cerebral ischemia/reperfusion and JAK and STAT expressions in rats
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【Abstract】 Objective To explore protective effect of oCpG-ODN on cerebral tissues injured by cerebral ischemia/reperfusion (I/
R) and the expressions of Janus kinase (JAK) and signal transduction and activator of transcription (STAT) in rats. Methods Brain I/R
model was constructed by middle cerebral artery occlusion (MCAO) method. Fifty-four SD rats were randomly divided into three groups
of 18 animals each, i.e. sham operation group, brain I/R group, and CpG-oligodeoxynucleotide (CpG-ODN) treatment group, in which 10
μg/25g CpG-ODN was intraperitonealy injected before the MCAO. Neurological function, cerebral infarction volume and morphological
changes in the cerebral tissues were determined. The cells apoptosis and JAK and STAT mRNA levels and JAK, phosphorylated JAK,
p-JAK, STAT, p-STAT and Caspase 3 and 7 proteins expressions in the infarct cerebral tissues were detected 24 hours after I/R.
Results The cerebral dysfunction was significantly more severe and the volumes of the cerebral infarction was significantly bigger in the
I/R group than those in CpG-ODN treatment group (P<0.05), which were significantly more severe and bigger than those in the sham
operation group (P<0.05). The cell apoptosis rate, Caspase 3 and 7 proteins levels, the expression levels of mRNA of STA and JAK, and
the levels of p-STA and p-JAK protein expressions were significantly higher in I/R group than those in the sham operation group and
CpG-ODN treatment group. The levels of p-STA and p-JAK proteins expressions were significantly higher in CpG-ODN treatment
group than those in the sham operation group (P<0.05). Conclusion It is suggested that CpG-ODN can effectively protect injured
cerebral tissues after I/R possibly by promoting JAK and STAT protein phosphorylation and inhabiting cell apoptosis.

【Key words】Cerebral ischemia/reperfusion injury; CpG-oligodeoxynucleotide; Apoptosis; Janus Kinase; Signal transducer and
activator of transcription; Neuroprotective effects
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1 材料与方法

1.1 实验动物与分组 60只成年雄性健康 SD大鼠，

SPF级，体重（210±10）g，购自上海市医学实验动物

中心，合格证号：SCXK-（沪）2016-0001。随机分为

3组：CpG-ODN组[术前1 h腹腔注射CpG-ODN 1826
（tlrl-1826，InvivoGen公司），剂量 10 μg/25 g[5]]、假手

术组、脑 I/R模型组（腹腔注射等量生理盐水）。

1.2 动物造模 按照文献 [6]中大脑中动脉线栓

（middle cerebral artery occlusion，MACO）法构建脑 I/
R模型。模型成功标志：大鼠清醒后，出现对侧以前

肢为重的偏瘫，转圈；MRI可见MCAO 线栓明显阻断

动脉血流，拔掉栓线则可见血流恢复，验证脑 I/R模

型建立的可靠性。假手术组，不植入脑栓尼龙线，其

余步骤同模型组。本研究选取40只大鼠制备 I/R模

型，制备成功36只，死亡4只，模型组和CpG-ODN组

各 18只。其余 20只大鼠中，随机选取 18只纳入假

手术组。

1.3 神经功能评分 参照参考文献[7]中方法对各组

大鼠神经功能进行评分。再灌注 12 h采用 Longa 5
分评分法评估神经功能。0分，无神经功能缺损症

状；1分，轻微神经功能缺损，不能完全伸展左侧前

爪；2分，中度局灶性神经功能缺损，向左侧转圈；3
分，重度局灶性神经功能缺损，向左侧倾倒；4分，不

能自发行走，意识水平下降。

1.4 脑组织梗死体积测定 再灌注24 h每组随机取6
只大鼠颈部脱臼处死，取脑组织，置于-20 ℃冰箱中

25 min；然后，将脑组织切为5片，采用四氮唑红（2,3,
5-triphenyltetrazolium chloride，TTC）染色测定脑梗

死体积。将脑组织置于 1% TTC溶液中 37 ℃孵育

15 min。红色为无梗死组织，白色为梗死组织，

ImageProPlus软件检测各切片梗死面积。脑梗死体

积=（手术对侧半球体积-手术侧半球未梗死体积）/
手术对侧半球体积×100%。

1.5 脑组织形态和细胞凋亡检测 再灌注24 h后，每

组随机选取 6只大鼠腹腔注射 2.5%戊巴比妥钠（40
mg/kg）麻醉，4%多聚甲醛初步固定脑组织后，取脑

组织，置于 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h，常规石蜡

包埋，切片。HE染色后光学显微镜下观察。采用脱

氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记

（terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling，TUNEL）法检测细胞凋亡。按照 TUNEL法

原位检测细胞凋亡试剂盒（Roche）说明书进行操

作。在显微镜下随机取 5个视野进行拍照，采用

ImageProPlus进行分析。细胞凋亡率=凋亡细胞数

量/总细胞数量×100%。

1.6 JAK、STAT mRNA和蛋白表达水平检测 再灌注

24 h后每组随机取6只大鼠颈部脱臼处死，迅速取脑

组织，保存于液氮中，分别提取 RNA，反转试剂盒

（Takara）合成 cDNA。利用定量PCR仪（Bio-Rad）检

测 JAK、STAT mRNA表达水平进，具体方法参照文

献[8]。采用 2-△△CT法对PCR结果进行分析。STAT、
JAK及GAPDH引物序列见表1。研磨粉碎大鼠脑组

织样品，加入蛋白裂解缓冲液（上海碧云天生物技术

有限公司），提取各组脑组织总蛋白，采用BCA试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司）测定各组大鼠脑

组织中蛋白总量。以GAPDH蛋白表达水平作为内

参，Western blot 检测脑组织 Caspase3、Caspase7、
JAK、p-JAK、STAT和 p-STAT蛋白水平，采用 Tanon
软件采集图像并进行分析。

1.7 统计学分析 采用SPSS 22.0软件进行分析，计量

资料采用x±s表示，采用 t检验，P<0.05表示差异有统

基因

STAT
JAK

GAPDH

正向引物5'-3'
GGGACCTGGCACGAAATG
GCGGCAGAAACAGTCGCT
GGGCATCTTGGGCTACAC

反向引物5'-3'
GGTGTCAAGCACGATAGAT
GGTGGTTGATTGTATTCTGAC
GGTCCAGGGTTTCTTACTCC

表1 引物序列

图 1 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后神经功

能的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与 I/R模型组比较，# P<0.05；
Sham. 假手术组；I/R. 脑缺血/再灌注损伤模型组；
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计学意义。

2 结 果

2.1 CpG-ODN对大鼠脑 I/R损伤后神经功能和脑梗

死体积的影响 与假手术组比较，I/R模型组大鼠神

经功能评分显著增加（P<0.05）；与 I/R模型组比较，

CpG-ODN组神经功能评分明显降低（P<0.05），见图

1。与假手术组比较，I/R模型组大鼠脑组织梗死体

积显著增大（P<0.05）；与 I/R模型组比较，CpG-ODN
组大鼠脑组织梗死体积明显减小（P<0.05）。见图2。
2.2 CpG-ODN对大鼠 I/R损伤后脑组织结构的影响

假手术组大鼠脑组织结构正常，细胞排列紧密规

则；I/R模型组脑组织左侧区域出现坏死，胞间缝隙

增大，胞浆空透，出现水肿，组织中星状细胞增多。

与 I/R模型组比较，CpG-ODN组脑组织左侧坏死体

积明显减小，细胞缝隙明显变小，无明显水肿。见图

3。
2.3 CpG-ODN对大鼠脑 I/R损伤后脑细胞凋亡的影

响 与假手术组比较，I/R模型组大鼠脑组织细胞凋

亡率明显升高（P<0.05）。与 I/R 模型组比较，

CpG-ODN组大鼠脑组织细胞凋亡率显著下降（P<
0.05）。见图4。
2.4 CpG-ODN 对 大 鼠 脑 I/R 损 伤 后 Caspase3、
Caspase7蛋白表达的影响 与假手术组比较，I/R模

型组脑组织 Caspase3、Caspase7蛋白水平明显上调

（P<0.05）；与 I/R模型组比较，CpG-ODN组脑组织

Caspase3、Caspase7蛋白水平均显著下调（P<0.05）。

见图5。
2.5 CpG-ODN 对大鼠脑 I/R 损伤后 JAK 和 STAT
mRNA 水平的影响 与假手术组比较，I/R 模型组

JAK、STAT mRNA水平明显上调（P<0.05）；与 I/R模

型组比较，CpG-ODN组 JAK、STAT mRNA水平均显

著下调（P<0.05）。见图6。
2.6 CpG-ODN对大鼠脑 I/R损伤后 JAK和 STAT蛋

白磷酸化水平的影响 I/R模型组 JAK、STAT蛋白磷

酸化水平明显高于假手术组（P<0.05）；CpG-ODN组

JAK、STAT蛋白磷酸化水平显著低于假手术组（P<
0.05）。见图7。
3 讨 论

CpG-ODN 是 Toll 样受体（Toll-like receptors，
TLR）的配体。TLR介导的先天性免疫反应和炎症

反应在脑 I/R损伤中发挥重要作用 [9]。研究发现，

CpG-ODN 能通过上调白细胞介素（interleukin，

IL）-10减轻 I/R引起的心肌损伤，通过激活PI3K/Akt
信号通路减小 I/R后心肌梗死体积，增强心肌功能，

提高生存率 [10]。本研究发现脑 I/R模型组大鼠再灌

注24 h后，神经功能评分基本在3分以上，大鼠行走

时向右侧不自主倾斜或跌倒，昏迷，甚至死亡；

CpG-ODN组大鼠再灌注24h后，神经功能评分基本

在1~2分，部分大鼠右前爪不能完全伸直；进一步观

察发现，与假手术组比较，脑 I/R模型组脑组织梗死

体积显著增大，脑组织发生水肿、坏死等病理变化；

与脑 I/R模型组比较，CpG-ODN组大鼠 I/R后，脑组

织梗死体积明显减小，脑组织病理损伤明显减轻。

这些结果提示 CpG-ODN对脑 I/R损伤具有保护作

用，表现在神经功能障碍改善、脑梗死体积减小、病

理损伤症状减轻等方面。

细胞凋亡是 I/R损伤造成脑组织细胞死亡的主

要原因，在脑 I/R损伤过程中发挥着重要作用[11]。本

研究发现，与假手术组比较，脑 I/R模型组脑组织细

胞凋亡显著增加；与脑 I/R模型组比较，CpG-ODN组

脑组织细胞凋亡明显降低；进一步研究发现，I/R模

型组大鼠脑组织 Caspase3、Caspase7蛋白水平明显

高于假手术组；CpG-ODN组大鼠脑组织 Caspase3、
Caspase7蛋白水平均显著低于 I/R模型组。这些结

构提示CpG-ODN能通过抑制细胞凋亡对脑 I/R损伤

的起到保护作用。

JAK/STAT通路是细胞因子介导的信号传导通

路之一，直接将信号刺激从细胞膜传导至细胞核，激

活靶基因转录，参与细胞凋亡、分化等多种生理过

程。研究表明，JAK/STAT通路异常激活与 I/R后肝

损伤、肾损伤、肠损伤、心肌损伤等多种疾病相关
[12]。王世玉等[13]研究发现，脑 I/R能激活脑组织 JAK/
STAT通路，抑制 JAK/STAT通路则明显减轻 I/R神经

功能损伤。徐海发等[14]发现重组人粒细胞集落刺激

因子能通过抑制 JAK/STAT通路而减轻 I/R神经损

伤。本研究发现，与假手术组比较，脑 I/R模型组大

鼠脑组织 JAK、STAT mRNA水平显著升高；与 I/R模

型组比较，CpG-ODN 组大鼠脑组织 JAK、STAT
mRNA水平明显下调。JAK和STAT以无活性、非磷

酸化形式存在于正常脑组织中，脑组织发生损伤时，

JAK和STAT发生级联磷酸化反应，激活相关基因的

转录及表达。我们推测CpG-ODN通过抑制 JAK和

STAT磷酸化，抑制 I/R损伤引起的脑组织细胞凋亡，

进而发挥对脑 I/R损伤的保护作用。

综上所述，CpG-ODN能够有效保护 I/R对大鼠

脑组织造成的损伤，其机制可能是通过降低 JAK和
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图2 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后脑梗死体积的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与模型组比较，# P<0.05

图3 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后脑组织结构的影响（HE染色）

图4 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后脑组织细胞凋亡的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与模型组比较，# P<0.05
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图5 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后脑组织Caspase3、Caspase7蛋白水平的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与模型组比较，# P<0.05

图6 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后脑组织 JAK、STAT mRNA水平的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与模型组比较，# P<0.05

图7 CpG-ODN对大鼠脑缺血/再灌注损伤后脑组织 JAK、p-JAK、STAT、p-STAT蛋白表达的影响

与假手术组比较，* P<0.05；与模型组比较，# P<0.05
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