
脑缺血再灌注损伤的发生发展是一个复杂的病理

生理过程，其中，氧化应激反应与脑缺血再灌注损伤继

发性神经细胞死亡密切相关［1-2］。机体内源性抗氧化系

统的激活对脑缺血再灌注损伤后神经细胞的存活有至

关重要的作用［3-4］。DJ-1（又称PARK7，或者park7），是

通过进化选择的多功能蛋白之一，在抗氧化应激、抗凋

亡以及信号转导、基因转录、分子伴侣等多方面发挥重

要的作用，具高度保守性，在原核细胞和真核细胞中均

有表达。DJ-1蛋白以同源二聚体的形式存在，单体呈螺

旋片层螺旋的三明治结构，属于Thij/PfpI家族［5-6］。近年

来，人们发现 DJ-1依靠其良好的抗氧化作用在保护神

经细胞方面发挥重要功能［7-8］。DJ-1与帕金森疾病的发

病机制密切相关，DJ-1 在帕金森疾病中能够保护神经
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摘要：目的 探讨DJ-1（Park7）在脑缺血再灌注损伤中的抗氧化作用及相关机制。方法 构建SD大鼠大脑缺血再灌注损伤模型，

将SD大鼠随机分为假手术组、MCAO 组、Scramble组和 DJ-1 siRNA组、NC组和 Overexpression组。通过DJ-1 siRNA干扰片

段干扰DJ-1的表达，以及DJ-1过表达腺相关病毒载体过表达DJ-1的表达。通过测定MCAO/R后各组神经功能学评分和脑含

水量，同时应用HE和Nissl 染色法评估脑组织的形态学变化和皮层梗死区神经元的损伤情况，评价 DJ-1 对大鼠脑缺血再灌注

损伤的神经保护作用。用超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）分析脑组织氧化应激状态。免疫印迹法检测脑组织中 DJ-1，

Nrf2，HO-1以及NQO1的表达水平，以及免疫荧光染色法观察Nrf2的表达及核转位情况，探讨DJ-1减轻大鼠脑缺血再灌注氧

化应激损伤的可能机制。结果 与 MCAO 组相比，DJ-1 siRNA 组的神经功能学评分（P˂0.001）、脑含水量（P˂0.001）均明显增

加；HE 和Nissl 染色显示脑缺血区神经元损伤进一步加重；SOD 含量进一步降低，MDA 含量进一步增加（P˂0.001）；干扰DJ-1

后，其蛋白水平明显降低（P=0.003），同时Nrf2及其下游的HO-1和NQO1也明显降低（P˂0.001）。而过表达DJ-1以后，其DJ-1

（P=0.006）、Nrf2（P=0.006）及其下游的HO-1（P=0.004）和NQO1明显增加（P=0.014）。结论 DJ-1作为体内重要的神经保护因

子，可以减少大鼠脑缺血再灌注氧化应激损伤，并可能是通过激活Nrf2信号通路来实现的。

关键词：DJ-1；Nrf2信号通路；脑缺血-再灌注；氧化应激

Abstract: Objective To investigate the antioxidant effect of DJ-1 (Park7) in rats with cerebral ischemia/reperfusion (IR) injury
and its potential mechanism. Methods A total of 108 SD rats were randomly divided into sham-operated group, middle
cerebral artery occlusion (MCAO) group, Scramble group, DJ-1 siRNA group, negative control (NC) group and DJ-1
overexpression group. Except for those in the sham group, all the rats were subjected to MCAO to establish models of cerebral
IR injury. In DJ-1 siRNA and DJ-1 overexpression group, a DJ-1 siRNA and an adeno-associated virus vector carrying DJ-1 gene
was injected into the lateral ventricle of the rats, respectively. In each group, neurological scores and brain water content were
determined after the operation, and pathological changes of the brain tissue and neuronal injury in the cortical infarction area
were assessed using HE and Nissl staining. Oxidative stress in the brain tissues was analyzed by detecting superoxide
dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA). The expression levels of DJ-1, Nrf2, Ho-1 and NQO1 in the brain tissue were
detected with Western blotting, and the expression and nucleation of Nrf2 was determined by immunofluorescence staining.
Results Compared with those in MCAO group, the neurological scores (P<0.001) and brain water content (P<0.001) were
significantly increased in DJ-1 siRNA group. Intracerebral injection of DJ-1 siRNA following MCAO obviously aggravated
neuron injury in cerebral ischemia region, further reduced SOD activity and increased MDA content (P<0.001), and
significantly lowered the expression levels of Nrf2 and its downstream proteins HO-1 and NQO1 (P<0.001). Intracerebral
injection of the adenoviral vector for DJ-1 (P=0.003) overexpression significantly upregulated the levels of Nrf2 (P=0.006) and
its downstream proteins HO-1 (P=0.004) and NQO1 (P=0.014). Conclusion As an important neuroprotective factor, DJ-1
alleviates oxidative stress induced by cerebral IR injury in rats by activating the Nrf2 pathway.
Keywords: DJ-1; Nrf2 pathway; cerebral ischemia-reperfusion; oxidative stress
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元免受氧化应激损伤［9-10］。最近，DJ-1在缺血性脑卒中

的保护作用受到了广泛的研究，但具体的机制仍不清

楚。转录因子 NF -E2相关因子2（Nrf2）是转录因子家

族成员之一，它通过与抗氧化反应元件（ARE）结合作为

机体抗氧化防御系统的主调节器［11-13］。

我们之前的研究也已经证实，Nrf2/ARE作为体内

重要的抗氧化信号通路，上调Nrf2可以一定程度保护

缺血后神经损伤。 DJ-1作为抗氧化蛋白，在Nrf2活性

调控中发挥重要作用［14-15］。然而，DJ-1是通过上调Nrf2

发挥抗氧化保护作用还是通过调节Nrf2的亚细胞定

位，促进Nrf2核转移，激活其抗氧化功能，目前尚未有研

究报道。本研究旨在探讨DJ-1在脑缺血再灌注氧化应

激损伤中的作用及其相关调控机制，为进一步防治脑缺

血再灌注氧化应激损伤提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 试剂

DJ-1干扰片段及其乱序片段均合成于上海吉玛公

司。兔抗 DJ-1单克隆抗体（1∶2000，Abcam）、兔抗Nrf2

多克隆抗体（1∶200，Santa Cruz）、兔抗Nrf2单克隆抗体

（1∶50，Abcam）、兔抗 HO-1 单克隆抗体（1∶500，Cell

Signaling Technology）、兔抗NQO1单克隆抗体（1∶500，

Abcam）、β-actin 抗体（Proteintech）、二抗山羊抗兔 IgG

和二抗山羊抗鼠IgG（碧云天）。PVDF 膜和化学发光液

ECL（Millpore）、RIPA 裂解液（强）和 1%PMSF（碧云

天）、SOD和MD检测试剂盒（南京建成）。

1.2 实验动物及分组

成年雄性 SPF 级 Sprague-Dawley 大鼠 108 只，由

重庆医科大学实验动物中心提供，体质量250~280 g。

将所有大鼠随机分为假手术组（Sham 组，18只）、脑缺

血再灌注模型组（MCAO 组，30 只）、乱序 siRNA +

MCAO组（Scramble组，18只）、DJ-1 siRNA+MCAO组

（DJ-1 siRNA组，18只）、对照 AAV+MCAO组（NC组，

12 只）、DJ-1 AAV + MCAO 组（Overexpression 组，12

只）。其中 Sham 组仅做手术切口，不插入线栓；MCAO

组进行手术造模；Scramble组和DJ-1 siRNA组分别侧

脑室注射10 μL的乱序siRNA和 DJ-1 siRNA再手术建

模；NC组和Overexpression组分别侧脑室注射2 μL的

对照AVV 和 DJ-1 AVV 再手术建模。

所有实验均重庆医科大学医学研究动物伦理委员

会授权，并按照《实验动物的护理和使用指南》进行操

作。所选择的动物品种、等级、数量、规格合适。实验中

善待动物，给予麻醉和镇痛处理，实验后给予安乐死，死

后动物无害化处理，没有对环境带来危害，实验符合动

物实验研究伦理标准。

1.3 中脑动脉栓塞（MCAO）模型的建立

将SD大鼠麻醉后按既往文献报道［9］的方法进行中

脑动脉栓塞（MCAO）模型构建。用3.5%水合氯醛腹腔

注射麻醉（350 mg/kg）大鼠。将大鼠仰卧位固定，消

毒，颈部正中切口，按照解剖结构依次分离出颈总动

脉（CCA）、颈内动脉（ICA）及颈外动脉（ECA）。 结

扎颈总动脉近心端和颈外动脉，动脉夹暂时夹闭颈

内动脉。在颈内动脉远心端剪一小口，插入尼龙线栓，当

线栓越过颈总动脉分叉处，继续进线约 18~20 mm，

可明显感到阻力时，说明线栓已经到位。1 h后，缓慢

拔出线栓，恢复血流灌注。Sham 组仅做手术切口并

不插入线栓。

1.4 大鼠侧脑室注射干扰片段

MCAO模型前24进行左侧侧脑室注射 siRNA片

段，其干扰 DJ- 1 的 siRNA 片段碱基序列 sense：5-

CCCAUUGGCUAAGGACAAATT-3；antisense：5-UU

UGUCCUUAGCCAAUGGGTT-3，乱序的siRNA片段

碱基序列：sense：5-UUCUCCGAACGUGUCACGUT

T-3；antisense：5-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3，

大鼠腹腔麻醉后用脑立体定位仪固定，以其大脑前囟缝

为基准，向后1 mm、向左2 mm 定位左侧侧脑室。钻孔，

微量针吸取10 μL片段，进针，进针深度为3.5 mm，缓慢

注射后再留针10 min。Sham组和MCAO组均只定位

及颅骨钻孔，不注射片段。

1.5 大鼠左侧脑皮质注射 DJ-1 过表达腺相关病毒载体

MCAO模型前1月进行左侧侧脑室注射DJ-1过表

达的腺相关病毒（AAV）载体和不包含序列的腺相关病

毒（对照）载体。CDS 序列（NM001277249）被用于在大

鼠体内过表达 DJ-1 基因。大鼠腹腔麻醉后用脑立体定

位仪固定，以其大脑前囟缝为基准，向前 1.0 mm、向左

2.0 mm 和向后 3.0 mm、向左1.5 mm 两处定位左侧脑

皮质。钻孔，微量针吸取2 μL腺相关病毒，进针，进针深

度为1.2 mm，缓慢注射后再留针10 min。

1.6 神经功能评分

再灌注24 h后，参照 Longa［9］的5级4分为评分标

准：0 分：无明显的神经功能缺损；1分：大鼠不能完全伸

长右侧前肢；2 分 行走时向对侧打圈；3 分：行走时向对

侧倾倒；4 分：不能自发行走，意识丧失。

1.7 脑含水量测定

再灌注24 h后，将大鼠处死后断头取脑，去掉小脑

和脑干，分离出整个大脑，称质量得湿重。120 ℃恒温干

燥箱烘干至重量恒定，称重得干重。脑含水量=（湿重-

干重）/湿重×100%。

1.8 石蜡切片制备

再灌注24 h后，将大鼠麻醉后用4%多聚甲醛进行

心脑灌注，四肢和躯干僵直后，快速断头取脑，将大脑置

于4%甲醛中固定。脑组织做冠状切块，将带有脑皮质

梗死区的脑块常规脱水后包埋。制作厚度为5 μm的石

蜡切片。
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1.9 HE 染色和Nissl 染色

HE 染色：脱蜡，进入苏木精染室温下染色10 min，

自来水冲洗，盐酸酒精分化10 s，饱和碳酸锂返蓝3 min，

反复洗涤。伊红复染，水洗，脱水，透明，封片。Nissl 染

色：脱蜡，进入10%亚甲蓝溶液室温下染色20 min，蒸

馏水洗涤，95%酒精分化，脱水，透明，封片。置于普通

光学显微镜观察拍片，计数完整神经元数。

1.10 MDA和SOD测定

再灌注24 h后，生理盐水灌注后断头取脑，分离出

大脑皮质缺血区域，称重后放入玻璃匀浆器中，加入9

倍量预冷的生理盐水，匀浆充分后2000 r/min 低温离

心 15 min，取上清液。按试剂盒说明书操作并计算。组织

中的MDA含量计算公式：组织中的MDA含量（nmol/mg

prot）=（测定管吸光度-测定空白管吸光度）/（标准管吸光

度-标准测定管吸光度）×标准品浓度（10 nmol/mL）÷待测

样本蛋白浓度（mg prot/mL）。组织匀浆中SOD活力计

算公式：组织匀浆中SOD活力（U/ mgprot）=（对照管吸

光度-测定管吸光度）/对照管吸光度÷50%×反应液总体

积/取样量（mL）÷组织蛋白含量（mg prot/mL）。

1.11 Western blot检测

再灌注24 h后，快速断头取脑，提取组织总蛋白，采

用 BCA 法测定蛋白浓度。 根据所测蛋白浓度计算上

样量。配胶SDS 凝胶、上样、电泳、切胶、转膜、封闭后，

加入稀释好的目的蛋白一抗4 ℃孵育过夜，TBST洗膜

后，加入稀释好的目的蛋白的二抗，室温孵育 2 h，

TBST 洗膜后，ECL 化学发光检测。运用 ImageJ软件

分析，目的蛋白的相对表达量 = 目的蛋白条带吸光度

值/内参β-actin 条带吸光度值。

1.12 免疫荧光染色

再灌注24 h后，快速断头取脑，将大脑脱水后制

作成冰冻切片。将冰冻切片用预冷4%多聚甲醛固定

20 min，PBS漂洗3次，每次5 min。滴加封闭血清（5%

FBS+0.01% Triton X-100 溶于PBS），37 ℃孵育60 min。

封闭完成后，加入稀释好的 Nrf2（1∶50，Abcam），4 ℃
湿盒过夜，PBS漂洗3次，每次5 min。避光加入红色荧

光二抗（1∶200），37 ℃孵育30 minPBS漂洗3次，每次

5 min。含 DAPI 的防荧光淬灭封片剂封片，荧光显微

镜下观察。

1.13 统计学分析

实验结果用均数±标准差表示，采用Prism软件进

行统计学分析。组间比较用 单因素方差分析，并结合

Tukey's检验分析，P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 干扰 DJ-1加重脑缺血再灌注后神经功能缺损和脑

水肿

大鼠脑 MCAO 模型后进行神经功能学评分。

Sham组无神经功能缺损，评分为 0分。与Sham 组相比，

MCAO组大鼠神经功能学评分增加（P˂0.001），干扰

DJ-1后，大鼠神经功能学评分进一步增加（P˂0.001）。

同样，与Sham组相比，MCAO组大鼠脑含水量增加（P˂

0.001），与MCAO组相比，DJ-1 siRNA组的脑含水量

显著加重（P˂0.001，图1）。

2.2 干扰DJ-1加重脑I/R 后神经细胞损伤

HE染色结果显示，Sham 组中大鼠脑组织结构完

整，排列规则紧密。与 Sham 组比较，MCAO 组和

Scramble组脑组织水肿疏松、细胞排列紊乱，神经元出

现坏死、核固缩（P<0.001）。而DJ-1 siRNA组脑组织水

肿更加严重，大量空泡形成，大多数细胞出现核碎裂、核

固缩，核溶解，完整细胞数量明显减少（P<0.001）。

Nissl 染色结果显示，sham 组神经细胞结构清晰，在胞质

中尼氏小体均匀分布，呈蓝色颗粒状；MCAO 组和

Scramble组脑组织水肿疏松，神经元胞浆浓缩，核固缩，

尼氏体染色不清，完整神经元数量减少（P<0.001）；干扰

A B

图1 干扰DJ-1基因对神经功能缺损和脑水肿的影响
Fig.1 Effect of DJ-1 interference on neurological deficit scores and brain water content (n=6).
A: Neurological deficit scores. B: Brain water content. *P<0.05 vs Sham group; #P<0.05 vs
MCAO group.
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DJ-1后，脑组织结构更加疏松，神经元萎缩，核固缩、碎裂，

完整神经元数量极少，尼氏体也几乎消失殆尽（P<0.001）。

2.3 干扰DJ-1加重脑I/R 后脑组织氧化应激水平

MDA和SOD用于评价脑 I/R 后脑组织氧化应激

水平，如图2所示，与Sham组相比，MCAO 组 MDA含量

明显增加，而SOD 活性显著降低（P<0.001）。Scramble

组和 MCAO 组的 SOD 和 MDA 无统计学差异。与

MCAO 组比，DJ-1 siRNA组的MDA含量进一步增加，

而SOD 活性进一步降低（P<0.001）。

Sham MCAO NC DJ-1 siRNA

Sham MCAO NC DJ-1 siRNA

图2 干扰DJ-1基因对脑组织形态学的影响
Fig.2 Histological assessment of the effect of DJ-1
interference using HE staining and Nissl staining
(Original magnification: × 400). *P<0.001 vs Sham
group (n=6); #P<0.001 vs MCAO group (n=6).

2.4 DJ-1促进脑I/R 后Nrf2的表达

与 Sham 组相比，MCAO 组的 DJ-1 表达明显增

加，干扰 DJ-1后，DJ-1蛋白表达明显下调（P=0.003，

图3A，C）。与Sham组相比，MCAO组的Nrf2蛋白水平明

显增加，与MCAO组相比，DJ-1siRNA组的Nrf2蛋白水平

明显降低（P˂0.001）。与MCAO组相比，Overexpression

组的DJ-1表达明显增加（P=0.006，图3B、E）。同样，过

表达 DJ-1后，Nrf2蛋白水平明显增加（P=0.006）。

2.5 DJ-1明显降低脑I/R 后Nrf2入核

与Sham组相比，MCAO组的Nrf2表达明显增加，

与MCAO组相比，DJ-1 siRNA组的Nrf2表达明显降低

（P˂0.001，图4）。与Sham组相比，MCAO组的Nrf2表达

以及入核明显增加，与MCAO组相比，Overexpression

组的Nrf2表达以及入核明显增加（P˂0.001，图4C）。

2.6 DJ-1促进脑I/R 后HO-1和NQOI的表达

与Sham组相比，脑 I/R损伤后HO-1和NQOI的蛋

白水平明显上调（P˂0.001）。干扰DJ-1可以抑制HO-1和

NQOI的蛋白水平。用DJ-1过表达腺相关病毒过表达

DJ-1后，与MCAO组相比，Overexpression组的HO-1

（P˂0.004）和NQOI（P=0.014）的蛋白水平明显增加（图4）。

3 讨论

脑缺血再灌注损伤触发的氧化应激反应可损害神

经元，导致其死亡或凋亡［16-17］。氧化应激通过对神经元死

亡-生存机制的调节，成为脑缺血再灌注损伤关键病理

生理环节［1-2］。在本研究中，我们通过构建大鼠脑MCAO

模型模拟大鼠脑缺血再灌注损伤，发现缺血再灌注损伤

后，出现大鼠神经功能缺失，以及脑水肿和神经元死

亡。同时，MDA含量增加，SOD活性降低。这些结果

表明脑缺血再灌注损伤触发的氧化应激反应是神经元

损伤或死亡的关键原因。因此，寻找抵抗脑缺血再灌注

氧化应激损伤的关键分子是本研究的目的。DJ-1是具
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有神经保护作用的重要抗氧化蛋白之一，既往对其的功

能及机制的研究多集中在帕金森等慢性神经退行性疾

病上。虽然，DJ-1在脑缺血再灌注氧化应激损伤方面的

功能及机制尚不清楚。但我们有理由推测DJ-1 可能是

抵抗脑缺血再灌注氧化应激损伤的关键分子。有研究表

明，DJ-1在缺血刺激下会诱导其表达水平增高［18］。预实

验结果及相关文献［19］显示脑缺血再灌注损伤后24 h时

DJ-1蛋白表达最高，因此本研究选取这一时间点来研究

A B

图4 DJ-1对Nrf2表达的影响
Fig.4 Effects of DJ-1 overexpression on expression of Nrf2. A, B: Western blotting of DJ-1
and Nrf2. C, E: Relative expression level of DJ-1 protein. D, F: Relative expression level of
Nrf2 protein. *P<0.001 vs Sham group; #P<0.001 vs MCAO group; *#P<0.001 vs MCAO group.
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图3干扰DJ-1基因对MDA含量和SOD活性的影响
Fig.3 Effects of DJ-1 interference on MDA content (A) and SOD activity (B). *P<0.001 vs
Sham group (n=6); #P<0.001 vs MCAO group (n=6).
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图5 DJ-1对Nrf2入核的影响
Fig.5 Effect of DJ-1 expression on Nrf2 transfer into the nucleus. A: Western blotting of Nrf2
in the nucleus. B: Relative expression level of Nrf2 in the nucleus. C: Immunocytochemistry
(Original magnification: ×400). *P<0.001 vs Sham group (n=6); #P<0.001 vs MCAO group (n=6).
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DJ-1在脑缺血再灌注损伤中的功能及相关机制。

为了探讨DJ-1在脑缺血再灌注损伤中的神经保护

功能。本研究应用小分子干扰 RNA（siRNA）技术干扰

DJ-1的表达。siRNA因其特异性、高效性在科学研究中

广泛使用［20-21］。在我们的研究中，DJ-1 siRNA处理后，

脑缺血再灌注损伤所引起的神经行为学损伤加重，证实

了DJ-1在缺血性脑卒中的神经保护作用。脑缺血再灌

注损伤后会触发机体氧化应激反应发生。SOD 和

MDA的含量是衡量脑组织氧化应激的重要指标，SOD

能清除机体内自由基，体内 MDA含量不但直接反映脂

质过氧化反应的水平和程度，而且间接反映机体清除自

由基的能力。脑缺血再灌注损伤后，脑组织SOD 含量

降低，MDA 含量增加，且干扰DJ-1后两者改变增加更

显著。这些结果表明DJ-1能够减轻脑缺血再灌注氧化

应激损伤。

Nrf2 是转录因子家族成员之一，是调控机体氧化

应激反应的一个关键核转录因子［22-23］。在我们之前的研

究中，均证实在脑缺血再灌注损伤中Nrf2发挥了重要

的神经保护作用。DJ-1和Nrf2同抗氧化应激的关键分

子，两者之间的关系需要进一步去研究。Clements等发

现，DJ-1能够影响Nrf2的稳定性和转录功能［24］。DJ-1

通过抑制Nrf2泛素化，阻止其与Keap1的结合，促进

Nrf2向细胞核的转运［25-26］。因此，DJ-1可能作为Nrf2的

上游信号分子，在Nrf2活性调控扮演着重要的角色［14］。

并且，DJ-1将通过怎样的方式来调控Nrf2还有待进一

步明确。

我们观察到干扰DJ-1能够降低脑组织Nrf2的表达

并阻止了Nrf2的核积累。同样，免疫荧光染色结果提
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示过表达DJ-1促进了Nrf2的表达和核累计。这些结果

表明，DJ-1可能是通过上调Nrf2的表达并促进Nrf2向

细胞核的转运，来调控机体氧化应激反应。

正常情况下，Nrf2 与细胞浆中的Keap1 蛋白相结

合，使 Nrf2 的活性受到抑制。当受到氧化应激反应刺

激时，Nrf2转移至细胞核内与抗氧化反应元件（ARE）结

合，介导抗氧化酶基因的转录激活，如：血红素加氧酶-1

（HO-1）、醌氧化还原酶 1（NQO1）谷胱甘肽S-转移酶

（GST）家族等［27-28］。Nrf2通常是通过Nrf2/ARE途径调

节phaseII解毒酶和抗氧化酶（如HO-1、NQO1等）表达

的中枢信号开关［29-30］。那么，DJ-1诱导的核转运的Nrf2

可能与ARE结合，并通过转录激活下游的抗氧化酶来

对抗氧化应激引起的损伤。因此，我们检测了HO-1、

NQO1的表达。我们发现干扰DJ-1后，HO-1和NQO1

蛋白水平降低。过表达DJ-1明显上调HO-1和NQO1

蛋白水平。表明DJ-1能够通过正向调控Nrf2信号通路

调节抗氧化酶HO-1和NQO1的表达。

综上所述，DJ-1 作为体内重要的神经保护因子，

可以减少MCAO后大鼠氧化应激损伤，并且这种保护

功能可能与其对细胞重要的核转录因子Nrf2及下游信

号通路的激活密切相关。
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