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【摘要】目的 探讨亚低温对颅脑损伤（TBI）大鼠脑组织凋亡诱导因子（AIF）核转位的影响。方法 将36只成年雄性SD大鼠

随机分为假手术组、TBI组、亚低温组，每组12只。采用控制性皮质撞击建立TBI模型，亚低温组大鼠给予亚低温处理。TBI后
24 h，HE染色观察大鼠脑组织病理学变化；免疫组织化学方法检测大鼠脑组AIF的表达部位；免疫印迹法检测损伤脑组织线粒

体和细胞核AIF、caspase-3的表达情况。结果 HE染色结果显示，TBI后，损伤侧脑组织可见沿灰白质界面的挫伤和出血，亚低

温组挫伤和出血灶明显减轻。免疫印迹法检测结果显示，TBI后，损伤脑组织 caspase-3表达量明显增加（P<0.01），细胞核AIF
表达量明显增加（P<0.01），而线粒体AIF表达量明显降低（P<0.05）；亚低温组损伤脑组织 caspase-3表达量明显下降（P<0.01），

细胞核AIF表达量明显下降（P<0.01），而线粒体AIF表达量明显升高（P<0.05）。免疫组织化学染色结果显示，假手术组AIF位

于大脑皮质和海马神经元细胞核外；TBI组后，损伤侧皮质及海马区AIF从线粒体转移至细胞核内的阳性细胞数量明显增多（P<
0.01）；亚低温组损伤侧皮质及海马区AIF发生核内转移的阳性细胞数量减少（P<0.01）。结论 亚低温可能通过抑制AIF的核转

位减轻颅脑损伤后神经细胞凋亡，从而起到神经保护作用。
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Effects of mild hypothermia on nucleus translocation of apoptosis inducing factor in injured cerebral tissues of adult rats after
traumatic brain injury
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【Abstract】Objective To explore the effect of mild hypothermia (MHT) on the nucleus translocation of apoptosis inducing factor
(AIF) in injured cerebral tissues of adult rats after traumatic brain injury (TBI). Methods Thirty six adult male SD rats were randomly
divided into sham group, TBI group and MHT group, with 12 rats in each. TBI was induced by controlled cortical impact. The rats in the
MHT group were treated with MHT. Twenty-four hours after TBI, the pathological changes of injured cerebral tissues were analyzed with
HE staining; AIF translocation was dtected by immunohistochemical staining; expressions of AIF and caspase- 3 were analyzed by
western blotting. Results HE staining showed that contusion and hemorrhage along the gray white matter interface were visible in TBI
group, and they were significantly improved in MHT group. Western blotting showed that the caspase- 3 expression in the injured
cerebral tissues was significantly increased (P<0.01), the AIF expression in the nucleus was significantly increased (P<0.01), and the
AIF expression in mitochondria was significantly reduced (P<0.05) in TBI group; the expressions of caspase-3 and AIF in MHT group
were significantly reversed compared to TBI group (P<0.05). Immunohistochemical staining showed that the number of positive cells
transferred from mitochondria to nucleus of AIF in the injured cortex and hippocampus increased significantly in TBI group (P<0.01),
and it was significantly decreased in MHT group (P<0.01). Conclusions MHT has a neuroprotective effect on TBI, which may be by
inhibiting the nuclear translocation of AIF so as to reduce the apoptosis of nerve cells.
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目前，颅脑损伤（traumatic brain injury，TBI）是导

致青壮年死亡和残疾的主要原因，成为日益严重的

公共卫生问题 [1]。TBI后神经细胞凋亡是导致神经

功能缺损的主要原因。细胞凋亡分子通路主要包括

Caspase依赖性通路和非Caspase依赖性通路 [2]。凋

亡 诱 导 因 子（apoptosis inducing factor，AIF）在 非
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Caspase依赖性通路中发挥重要作用。研究表明，

TBI后神经细胞凋亡与AIF核转位有关[3，4]。虽然亚

低温能通过降低颅内压、减轻神经炎症反应及细胞

兴奋性毒性和抑制神经细胞死亡等机制阻止TBI继
发性损伤，从而起到神经保护作用[5~10]，但是临床亚

低温治疗TBI仍存在一定的争议。以往有关亚低温

对 TBI后神经细胞死亡的作用研究主要集中在对

Caspase依赖性通路 [8，9，11]。本研究通过观察亚低温

对大鼠 TBI后非Caspase依赖性神经细胞凋亡通路

中关键蛋白AIF定位表达的影响，为临床亚低温治

疗TBI提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 取36只清洁级成年雄性SD大

鼠[体重300~350g，由西南医科大学动物实验中心提

供（许可证号：SYXK-2018-065）]，采用随机数字表

法分为 3组：假手术（n=12）、TBI组（n=12）和亚低温

组（n=12）。
1.2 TBI模型的制备 采用控制性皮质撞击法制作大

鼠 TBI模型 [12]。术前禁食 12 h，腹腔注射 3%水合氯

醛（1 ml/100g）麻醉，俯卧位固定于立体定向头架

上。沿中线切开头皮，暴露右顶骨，颅骨矢状缝中点

旁约2 mm 处，牙钻钻直径6 mm圆形骨窗，暴露硬脑

膜。致伤参数：打击速度 4.0 m/s，打击深度 2.8 mm，

停留时间50 ms，打击头直径5.0 mm。假手术组大鼠

只暴露硬脑膜不予以CCI打击。

1.3 亚低温的实施 亚低温组参照 Jiang等[6]报道的方

法，采用冰浴加间断使用冰袋的方法降温，15 min内
使直肠温度降至（33.0±1.0）℃，并维持6 h，治疗结束

后自然复温至 37 ℃。假手术组和模型组大鼠置于

常温环境，温度维持在（37±0.5）℃。使用体温监测

仪持续监测大鼠直肠温度。

1.4 脑组织取材 TBI后 24 h，4%多聚甲醛灌注固定

后取出完整脑组织，用4%多聚甲醛后固定24 h。冠

状切取脑组织块，常规梯度酒精脱水、透明、浸蜡，然

后石蜡包埋用于HE染色和免疫组织化学染色。

1.5 HE染色 每组取6只大鼠脑组织标本，石蜡切片

（厚 5 μm），脱蜡，梯度乙醇水化，HE染色，脱水，封

片，在光学显微镜下观察。

1.6 免疫组织化学染色 每组取 6只大鼠脑组织标

本，石蜡切片，二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化、柠檬酸盐

缓冲液行抗原热修复，3% H2O2浸泡10 min，PBS洗5
min×3次，10%山羊血清室温封闭10 min，甩掉血清，

滴加一抗AIF（1:100；美国Abcam公司），4 ℃孵育过

夜；常温复温1 h，PBS洗5 min×3次，滴加二抗，常温

孵育30 min，PBS洗5 min×3次，滴加DAB溶液，显微

镜下观察3~10 min，出现深棕色后，自来水冲洗终止

染色，苏木素复染；梯度乙醇脱水，干片后中性树胶

封片，显微镜下观察。

1.7 免疫印迹法检测蛋白表达 每组取6只大鼠，TBI
后 24 h麻醉后立即断头处死，冰上取损伤侧大脑组

织，用RIPA裂解液提取总蛋白。按线粒体提取试剂

盒和细胞核蛋白提取试剂盒（北京索莱宝科技有限

公司）说明书提取线粒体蛋白和细胞核蛋白。BCA
法（上海碧云天生物技术研究所）进行定量，SDS-
PAGE胶分离，PVDF转膜。10%脱脂奶粉封闭PVDF
膜 1 h，PBST洗 10 min×3次，加一抗AIF（1:1 000；美
国Abcam公司）、Caspase-3（1:1 000；上海碧云天生

物技术研究所），小鼠抗一抗β-actin（1:1 000；上海碧

云天生物技术研究所）、Histone H3（1:1 000；上海碧

云天生物技术研究所）、COXⅣ（1:1 000；美国Abb⁃
kine公司）4 ℃孵育过夜。PBST洗10 min×3次，加山

羊抗兔 IgG二抗或山羊抗小鼠 IgG二抗室温孵育 1
h。PBST洗10 min×3次，ECL法显影，使用 ImageJ软
件测定灰度值。β-actin、Histone H3和COXⅣ分别

作为总蛋白、细胞核蛋白和线粒体蛋白内参。

1.8 统计学分析 应用SPSS 22.0软件分析；正态分布

计量资料以x±s表示，采用单因素方差分析和 t检验；

P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 亚低温对 TBI大鼠脑组织形态结构的影响 HE
染色结果显示，假手术组大鼠脑组织神经细胞形态、

结构正常，未见挫伤及出血；TBI组和亚低温组可见

沿灰白质界面的挫伤和出血，但亚低温组挫伤和出

血灶明显减轻。见图1。
2.2 亚低温对TBI大鼠AIF核转位的影响 免疫印迹

法检测结果显示，与假手术组比较，TBI组和亚低温

组损伤脑组织 caspase-3蛋白表达量明显增加（P<
0.01），细胞核AIF蛋白表达量明显增加（P<0.01），而

线粒体AIF表达量明显降低（P<0.05）。与 TBI组比

较，亚低温组损伤脑组织 caspase-3蛋白表达量明显

下降（P<0.01），细胞核AIF蛋白表达量明显下降（P<
0.01），而线粒体AIF表达量明显升高（P<0.05）。见

图2。
免疫组织化学染色结果显示，假手术组AIF位

于大脑皮质和海马神经元细胞核外。与假手术组比

较，TBI组与亚低温组大鼠损伤侧大脑皮质及同侧
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海马区AIF从线粒体转移至细胞核内的阳性细胞数

量明显增多（P<0.01）。与 TBI组比较，亚低温组大

鼠损伤侧大脑皮质及同侧海马区AIF发生核内转移

的阳性细胞数量减少（P<0.01）。见图3。
3 讨 论

亚低温能减轻 TBI后神经细胞凋亡，但其作用

机制仍不清楚。本研究发现亚低温能减轻大鼠TBI
后脑挫伤和出血，其机制可能与亚低温抑制AIF核

转位、抑制神经细胞凋亡有关。

研究证实TBI后神经细胞凋亡与caspase依赖性

细胞凋亡机制相关 [13~15]。本实验也发现 TBI后大鼠

伤侧脑组织 caspase-3表达水平明显升高。尽管如

此，AIF介导的非 caspase依赖性细胞凋亡通路同样

在 TBI继发性损伤中起着十分重要的作用 [16]。AIF
是一种存在于线粒体内膜、相对分子量为 57 000的
核黄素蛋白。当线粒体外膜通透性增加后，AIF释

放进入细胞质，随后转移至细胞核与染色质结合，导

致染色质凝聚和大规模DNA片段化，最终引发非

caspase 依 赖 性 细 胞 凋 亡 [17]。 AIF 核 转 位 是 非

caspase-3依赖性细胞凋亡的标志[18]。Zhang等[3]研究

发现大鼠TBI后伤侧皮质及海马神经元发生AIF由

线粒体向细胞核内的转移，并伴随有大量DNA片段

化。Slammer等 [4]研究发现敲除AIF基因明显减轻

图 2 亚低温对TBI大鼠损伤脑组织caspase-3和AIF表达的影响

与假手术组相比，* P<0.05，** P<0.01；与TBI组相比，# P<0.05，## P<0.01

图1 亚低温对TBI大鼠脑组织形态结构的影响（HE，×40）
A. 假手术组；B. TBI组；C. 亚低温组；TBI. 颅脑损伤

图 3 亚低温对TBI大鼠损伤侧皮质和海马AIF表达的影响

（免疫组化染色，×200；红色↑为AIF阳性细胞）

与假手术组相比，* P<0.05，** P<0.01；与 TBI组相比，# P<0.05，
## P<0.01
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TBI小鼠继发性损伤。本实验也表明大鼠TBI后伤

侧皮质和海马区神经细胞发生明显的AIF核转位。

TBI动物模型研究发现，亚低温通过降低TIMP-
3、Bax、caspase-3、caspase-8及RIPK1等caspase依赖

性细胞凋亡通路相关蛋白表达，抑制神经细胞凋亡
[10，11，19]。我们的实验不仅证实亚低温能够下调TBI后
caspase-3的表达，还发现亚低温能够抑制线粒体内

AIF向细胞核内转移。其机制可能为亚低温可以保

护线粒体的完整性，降低线粒体通透性，从而减少

AIF向细胞质的释放和核内的转移[20]。

总之，亚低温可通过抑制AIF的核转位减轻TBI
后神经细胞凋亡，从而起到神经保护作用。
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