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sKlotho 通过调控 RIP1 的表达对缺血性脑卒中的改善作用 
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摘　要：目的：探讨 sKlotho 通过调控 RIP1 的表达对缺血性脑卒中的改善作用，从新的视角深入了解缺血性脑卒中后

sKlotho 的变化规律及作用，阐明 sKlotho 参与缺血性脑卒中后 RIP1 表达调控的分子机制，对深化缺血性脑卒中的病理过程

理解和设定临床干预靶点奠定基础。方法：。将健康雄性 C57BL/6 鼠 40 只，随机平均分为对照组（Sham）、模型组（MCAO）。

采用 Real-time PCR、Western blotting、免疫组化染色等方法检测 sKlotho、RIP1 蛋白和 mRNA 的表达变化；采用 Co-IP

方法检测 sKlotho 和 RIP1 蛋白的相互作用。结果： Klotho 在 MCAO 模型小鼠脑部水平降低（P ＜ 0.05），过表达 Klotho 

能有效抑制神经元死亡并缓解脑损伤和神经功能障碍。MCAO 模型神经元呈现坏死性凋亡蛋白 RIP1 和 MLKL 激活等坏死

性凋亡改变，过表达 Klotho 促进 RIP1 降解（P ＜ 0.05），并减轻了神经元坏死性凋亡。结论：Klotho 促进 RIP1 降解、抑

制神经元坏死性凋亡可能是其脑卒中后脑保护作用的重要方式。
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世界每年约有 1500 万人罹患卒中，近 600 万人死于

该病，近 50 万人遗留终身残疾，其已成为继痴呆后致残

的第二位因素 [1]。缺血性脑卒中约占临床上脑卒中总数

的	60%~80%，可反复发作，有一定的致残率和致死率，因

给患者遗留不同程度的神经功能障碍，其突发性、严重性和

不可预测性给患者和家属带来了严重的生理和心理负担。因

此相关机制和治疗策略一直是神经科学领域的研究焦点。大

量的基础和临床研究致力于干预脑卒中病理相关的信号分

子，以开拓有效的神经保护治疗 [3-5]。

为了解决这个问题，本项目拟在以往研究基础上，利

用小鼠MCAO模型，综合运用分子生物学等体内、外手段，

从新的视角深入了解缺血性脑卒中后 sKlotho 的变化规律及

作用，阐明 sKlotho 参与缺血性脑卒中后RIP1 表达调控的分

子机制，对深化缺血性脑卒中的病理过程理解和设定临床干

预靶点奠定基础。

一、材料与方法

1. 材料

（1）动物

SPF 级、12 周龄 C57BL/6 雄鼠，体重 22 ～ 25g，西安

培华学院中心实验室提供。

（2）试剂

β-	actin	antibody	(	abcam	)，Klotho	antibody	(	abcam	)，

HRP	Conjugated	Goat	anti-Mouse	IgG	(H+L)	Secondary	antibody	

(	abcam	)，RIP1	antibody	(	abcam	)，PVDF 膜（millipore），

BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天），蛋白Marker（碧云天），

增强型 ECL 化学发光检测试剂盒（天根），DEPC 水（碧云

天），5x	qRT	SurperMix（天根），2xTaq	Master	Mix（天根），

DNA	marker（碧云天），琼脂糖（碧云天），	SYBR	Green	

Master	Mix	（天根），其它化学试剂均为国产分析纯。

2. 方法

（1）免疫印迹实验

1. 提取组织总蛋白：（1）切取 10mg 左右脑组织，置

于 EP 管中；（2）加入相应量的 RIPA 裂解液；（3）用

CPX130 超声破碎仪超声破碎组织；（4）在冷冻离心机中

（8000g/min，）离心 10min 取上清；（5）采用 BCA 蛋白浓

度测定试剂盒测蛋白浓度；（6）加入适量的 5×SDS	PAGE	

loading	buffer 至终浓度为 1×，99℃加热 5min，即为组织总

蛋白提取液。

2. 蛋白印迹：（1）电泳：根据蛋白含量上样，101V、

90	min；（2）转膜：电泳完成后，按照白板 - 滤纸 -PVDF

膜（使用前在甲醇中活化 15min）- 凝胶 - 滤纸 - 黑板的顺

序置于夹子中，加入预冷的 1×Transfer	buffer，100V、90	

min；（3）封闭：5％脱脂牛奶封闭 2h；（4）抗体孵育：4℃

摇床孵育过夜；（5）曝光：ECL 发光液于暗房中曝光。
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（2）实时定量聚合酶链式反应（qPCR）

1. 提 取 总 RNA：（1） 抽 提： 称 取 50mg 左 右 的 组

织， 加 入 1ml	Trizol。（2） 分 相： 加 入 氯 仿（ 氯 仿：

Trizol=1:5），上下颠倒 15 次混匀，室温放置 10min，4℃，

12000	rpm，离心 15min，小心吸取上清液；（3）总 RNA 沉

淀：加入异丙醇（异丙醇：氯仿 =1:1），上下颠倒 15 次混

匀，室温下静止10min,	4℃，12000rpm，离心10min，弃上清；

（4）总 RNA 清洗：加入 500μl 预冷的 75% 乙醇，涡旋震

荡10s，4℃，7500g，离心5min，去上清；（5）总RNA保存：

室温下倒置于滤纸上，干燥 RNA。最后用 40μl	DEPC 水溶

解沉淀，55℃	孵育 10min。使用微量分光光度计测量 RNA

浓度，保存至 -80℃。

2. 合成总 cDNA：将 RNA 样品用 DEPC 稀释至同一

浓 度（500	ng/μl）； 加 入 5×qRT	SuperMix 和 RNase	free	

ddH2O，95℃，10min，50℃，30min，85℃，5min 即得总

cDNA。

3.	qPCR：预变性 95℃，10min；变性 95℃，10s；退火

60℃，30s；延伸 72℃，30s；40个循坏，即可得 qPCR数据。

4. 统计学分析

采用 SPSS18.0	统计软件。采用单因素方差分析，结果

以“Mean±SD”表示。当 P ＜ 0.01 时，差异极显著，有统

计学意义。

二、结果

1.	MCAO	后	Klotho、RIP1 表达

从图 1 得出，WB 实验结果显示与 Sham 组相比，

MCAO 组 Klotho	蛋白表达明显降低，RIP1 蛋白表达明显

升高 (A)，差异极显著（P ＜ 0.01）。qRCR 实验结果显示

Klotho	mRNA 水平降低，RIP1	mRNA 水平升高	(B)	，差异极

显著（P ＜ 0.01）。

图 2. MCAO 后 Klotho、RIP1 表达 ** 与 Sham 比较：P<0.01

2.	MCAO	后	坏死样凋亡相关蛋白表达

从图 2得出，WB	实验结果显示与 Sham组相比，MCAO

组坏死性凋亡相关蛋白	RIP1、RIP3、MLKL、Caspase8 表达

增加 (A，B)	，差异极显著（P ＜ 0.01）。	

图 2. MCAO 后坏死样凋亡相关蛋白表达 ** 与 Sham 比较：P<0.01

3.	Klotho	过表达后	RIP1	蛋白表达

从图 3 得出，WB 实验结果显示过表达 Klotho 后，RIP1	

蛋白表达减少（A，B)，差异极显著（P ＜ 0.01）。

图 3. Klotho 过表达后 RIP1 蛋白表达 **，## 与 Sham 比较：

P<0.01

三、讨论

缺血性脑卒中 (cerebral	ischemic	stroke，CIS	)，也称脑

栓塞，指由于脑的供血动脉狭窄或闭塞、供血不足导致的脑

组织坏死的总称 [9]。

神经元死亡是	CIS	后脑损伤的主要病理改变，呈现被动

性坏死或多种主动性死亡，其中坏死性凋亡（Necroptosis）

是一种调控性细胞死亡方式，主要由受体相互作用蛋白 1

（Receptor-interacting	protein	1，RIP1）调控 [10]。RIP1	是受

体相互作用蛋白激酶家族的一员，参与了决定细胞“生死存

亡”的多种重要信号通路。研究表明，干预	RIP1	蛋白表达

或阻断RIP1	与	RIP3	分子复合体的形成，可在	CIS	动物模型

中发挥显著的脑保护作用，而对机体其他系统功能无明显的

毒副作用。作为生命进程不可缺少的重要蛋白之一，Klotho	

介导多种生理及病理信号转导，参与生长，分化等生理过程，

在脑缺血、阿尔茨海默病、帕金森等疾病的发生与进展中发

挥重要作用。本研究以此为出发点，推测 Klotho	可能通过	
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RIP1	功能影响	CIS	后神经元坏死性凋亡，具有较为可靠的

理论基础和预实验依据，并对深入理解	CIS	后神经元坏死性

凋亡的调控方式及扩展	Klotho	的临床应用价值具有重要的

指导意义。
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