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局部脑缺血再灌注损伤小鼠脑组织 TMEM166的表达
及其与脑细胞凋亡的关系 *
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摘要 目的：观察跨膜蛋白 166 (Transmembrane protein 166，TMEM166)基因在小鼠局部脑缺血再灌注损伤(MCAO)后的表达改变

及其对脑细胞凋亡的影响。方法：C57/BL6J雄性小鼠 50只，体重 22-28 g，采用线栓法制作MCAO模型，缺血后动物随机分为再

灌注 6、12、24、48 h组。采用免疫组化染色的方法观察缺血侧大脑 TMEM166、Caspase 3的阳性细胞数目，TUNEL标记法检测细

胞凋亡情况，Western blot检测不同再灌注时间点 TMEM166、Caspase 3蛋白水平的表达。结果：缺血侧 TMEM166的表达随着再

灌注时间的延长而增加，24 h达到高峰，48 h后逐渐下降；再灌注 6 h后 Caspase 3观察到有表达，同样随着再灌注时间而升高，24 h

达到高峰。缺血侧细胞凋亡数量变化趋势与 TMEM166基本一致，对侧大脑半球上述指标无明显变化。结论：小鼠局部脑缺血再

灌注损伤时伴有 TMEM166的表达升高，可能通过激活 Caspase 3引起脑细胞凋亡。
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Effect of TMEM166 on Neuron Apoptosis in Mice after Focal Brain Ischemia
Reperfusion Injury*

To investigate the expression of TMEM166(Transmembrane protein 166) and its effect on neuron apoptosis

in mice after middle cerebral artery occlusion (MCAO). Fifty C57/BL6J male mice weighing 22-28 g were randomly divided

into five groups according to different reperfusion time points at 6, 12, 24 and 48 h, respectively. TMEM166 and Caspase 3 were measured

by immunochemistry staining. TUNEL staining was conducted to observe the neuron apoptosis. Protein levels of TMEM166 and Caspase

3 were detected by Western blot. TMEM166 was induced in mice after cerebral ischemia reperfusion injury, and it has peaked at

24 h after injury in the ischemia hemisphere. Cleaved Caspase 3 began to increase at 6 h following MCAO, which then kept going up

over time and also reached the highest level at 24 h after ischemia insult. Changing pattern of TMEM166 level in this process was consis-

tent with the changes of TUNEL positive cell numbers. No changes of TMEM166 was found in the contralateral hemisphere.

TMEM166 was induced after MCAO, and it could lead to cell apoptosis by activating Caspase 3.
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前言

TMEM166(transmembrane protein 166，也称为 FLJ13391)

基因定位于人 2号染色体短臂 12区(2p12)，进化较保守，是最

近通过高通量筛选首次证实与程序性细胞死亡相关的人类新

基因[1-3]。TMEM166蛋白相对分子量约 17450 KDa，表达产物由

152个氨基酸组成，在人体多种组织广泛表达，与细胞凋亡密

切相关[4-9]。本研究拟观察脑缺血再灌注损伤模型 TMEM166的

表达变化，探讨其与脑缺血损伤后神经细胞凋亡之间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

戊巴比妥钠购自广州莱绿宠商贸有限公司；TMEM166、

Cleaved Caspase 3购自美国 Santa cruz公司；ABC过氧化物酶

试剂盒、抗兔 ABC过氧化物酶试剂盒购自上海鲁汶生物科技

有限公司；Western blot相关试剂购自美国 bio-rad公司；光学
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显微镜购自德国 OLMPLUS公司。

1.2 方法

1.2.1 动物选择与分组 SPF级 C57/BL6J小鼠 50只，雄性，

体重 22-28 g，由首都医科大学实验动物科学部提供。采用随机

数字表法分为缺血 90 min再灌 6、12、24及 48 h组，每组 12只。

1.2.2 模型制备 动物用戊巴比妥钠(3 mL/kg)腹腔注射麻醉，

仰卧位固定后做颈部正中切口，保持头后仰，呼吸道通畅，钝性

分离右侧颈总动脉及其上行颈外动脉、颈内动脉及翼腭动脉分

支。动脉夹暂时夹闭颈总动脉，缝线结扎翼腭动脉，并分别于颈

外动脉近心端、远心端底部留置缝线，将其远心端打结系紧，近

心端系一个松结备用，随后在颈外动脉的两缝线间用血管剪一

个小口，将一 5.0自制硅胶线栓送入颈内动脉，深度约 10 mm，

之后将近心端丝线拉紧以防血液反流渗出，用湿润的纱布覆盖

手术切口，并注意保暖，密切观察其变化。栓塞 1.5 h后拔除线

栓，依次缝合切口。术中监测体温、血压、呼吸等各项生命体征，

用电热毯保持体温在 37± 0.5℃左右，选取手术结束动物苏醒

后出现左侧前肢偏瘫评分为 6～11分的实验动物进入下一步

实验。

1.2.3 神经功能评分 采用 Garcia神经功能评分标准[10]用双

盲法于再灌注后各时间点对实验动物进行评分，最低评分 3

分，最高评分 18分，得分越低提示神经功能损伤越严重。

1.2.4 免疫组化染色 各组动物按再灌注时间深麻醉后迅速

剪开胸骨暴露心脏，20 mL注射器针头小心刺入左心室，并剪

开右心耳，于左心室快速灌注预冷的生理盐直至从右心耳流出

的血液颜色变浅，随后再以冷的 4％多聚甲醛先快后慢灌注，

待充分固定后取全脑放入 30％蔗糖，4℃直冰箱保存至沉底。

OTC包埋后做连续冠状冰冻切片，切片厚 10 滋m，风干后 4℃

保存。盐酸抗原修复 30 min，充分浸洗；3％双氧水消除内源性

过氧化物酶活性 10 min (避光)，洗涤后置于牛血清封闭 30

min，吸除血清后添加一抗孵育液 4℃过夜，阴性对照组用 PBS

替代，抗体稀释浓度分别为：抗 TMEM166(sc-162329) 1：200，

抗 Cleaved Caspase 3 (sc-70498) 1：500。充分浸洗后按照 ABC

过氧化物酶试剂盒、抗兔 ABC过氧化物酶试剂盒的说明书进

行二抗、三抗的孵育，最后 DAB显色并封片。Olympus BX51显

微镜观察，光镜下棕染有细胞形态的为阳性细胞。

1.2.5 Western blot分析 各时间点根据蛋白浓度测定结果，

取相同总量蛋白，沸水浴变性 10 min。配分离胶(8%/10%/12%，

根据分子量大小不同选择不同浓度的胶)，及 4%的浓缩胶，待

其聚合后开始电泳，设置电压 45V，当溴酚蓝过上层胶后升高

电压至 100V，根据分子量大小适时停止电泳启动电泳。电泳完

毕后，关闭电源，取出凝胶，放入电转液中漂洗，按顺序正确安

装电转槽，倒入预冷的电转液，电转结束后，取下硝酸纤维素

膜，置入 5%脱脂奶粉封闭液室温 2 h。1× TBST漂洗后加入一

抗 4℃过夜，阴性对照组用 PBS替代，抗体稀释浓度分别为：抗

TMEM166(sc-162329) 1：1000，抗 Cleaved Caspase 3(sc-70498)

1：500。复温 30 min，washing buffer中洗 3遍加入二抗，室温孵

育 1 h。按比例配制发光液，室温下避光孵育 5 min。暗室下曝光

显影。X胶片曝光后经凝胶成像系统分析数据。

1.2.6 细胞凋亡计数 采用 TUNEL法测定脑组织细胞凋亡

情况。随机抽样取切片 5张，采用 TUNEL法标记凋亡细胞，切

片固定后参照试剂盒操作说明操作。阴性对照用蒸馏水代替荧

光素标记的 TdT酶。荧光显微镜下标记为绿色且与细胞核共

定位的为阳性细胞，即凋亡细胞。计数 5个高倍视野，分别计数

凋亡细胞数目。

1.3 统计学处理

各组计量资料统计学处理采用 SPSS15.0软件进行分析。

各组采用 One-way ANOVA方差分析，缺血侧与对照侧的差异

采用配对 t检验，P<0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 脑组织 TMEM166及 Caspase 3的表达

TMEM166及 Caspase 3 的棕黄色阳性细胞在再灌注 6 h

时已经有表达(60± 2，60± 2)，阳性细胞的数目在 12 h时进一

步增加(87± 2，83± 2)，24 h达到高峰(120± 2，124± 2，P<0.05)，

48 h后开始下降(89± 2，87± 2)，见(图 1、2)。

Western blot结果显示 TMEM166及 Cleaved Caspase 3在

再灌注 6 h时已经表达，12 h时表达明显增强，二者均在 24 h

表达最高，强度约为 6 h的 3倍(P<0.05)，48 h后开始下降，与

12 h之间相比无明显统计学差异，但与 6 h相比差异具有显著

性(图 3，4)。

图 1 再灌注后 TMEM166在不同时间点的阳性细胞数目

Fig.1 TMEM16 positive cell numbers at different reperfusion time points

Note: Data are expressed as. *P<0.05, compared with group 6 h; #P<0.05,

compared with group 12 h; &P<0.05, compared with group 24 h.

图 2再灌注后 Cleaved Caspase 3在不同时间点的阳性细胞数目

Fig.2 Cleaved Caspase 3 positive cell numbers at different reperfusion

time points

Note: Data are expressed as. *P<0.05, compared with group 6 h; #P<0.05,

compared with group 12 h; &P<0.05, compared with group 24 h.
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2.2 脑组织细胞凋亡情况

与细胞核共定位的 TUNEL阳性细胞在 6 h时已经有表达

(52± 2)，阳性细胞的数目在 12 h时进一步增加(70± 2)，24 h达

到高峰(108± 2，P< 0.05)，48 h后开始下降(76± 2)，见(图 5)。

3 讨论

据我国最新发布的高血压指南：脑卒中的年发病率为

250/10万，是我国高血压人群最主要的心脑血管风险[11]。脑卒

中主要有两种类型：出血性和缺血性脑卒中，后者在我国卒中

中所占比例高达 80%。患者发生脑卒中后，如果不能及时干预，

缺血区周围的神经细胞很快就会死亡，可导致严重并发症。因

此，减轻脑卒中后的神经细胞损伤是改善中风患者预后提高存

活率的关键问题之一。虽然人类对缺血性脑血管病的研究从未

停止，但目前仍无有效的治疗方法。

缺血性脑卒中的病理生理过程复杂，缺血后神经元死亡主

要表现为凋亡、坏死和自噬。坏死主要发生缺血灶中心，凋亡和

自噬则主要发生在缺血灶中心周边的半暗带区域[12]。目前多项

研究已证实局部脑缺血再灌注损伤模型中有神经细胞凋亡的

存在[13-16]，凋亡是那缺血再灌注损伤后脑卒中疾病进展的重要

机制之一，如果能够有效抑制细胞凋亡，则有可能挽救缺血区

的神经细胞，减小脑梗死面积，有望改善脑卒中患者的预后。细

胞凋亡是指细胞由基因调控的主动死亡过程，特征是细胞膜的

完整性和细胞代谢障碍，是一种不伴炎症反应的能量依赖性细

胞死亡程序。研究表明在脑缺血细胞凋亡过程中，自由基的过

度产生、细胞内钙超载、各种炎症因子的高表达、兴奋性氨基酸

的毒性、酸中毒及多种分子或蛋白均可能参与其中[17-21]。

TMEM166是一个新的溶酶体 -内质网相关的膜蛋白，是

目前通过高通量功能筛选出的一个明显下调内参活性同时诱

导细胞死亡的新基因，可以相继诱导 HeLa细胞出现自噬和凋

亡的典型特征，最终细胞呈现 I型和 II型程序性细胞死亡的结

局[22,23]，但目前国内外对 TMEM166的报道主要集中在肿瘤领

域[24-27]，其在脑缺血后神经细胞凋亡过程中的作用研究尚不多

见。研究显示 TMEM166转染的 Hela细胞在细胞死亡的初始

阶段表现出了凋亡和自噬的典型特征，而应用小干扰 RNA下

调 TMEM166的表达，则可以抑制饥饿诱导的 Hela细胞自噬
[6]。Wang发现 TMEM166转染的 Hela细胞在转染后期更表现

出了细胞凋亡的典型特征，说明 TMEM166可以同时诱导 Hela

细胞的自噬和凋亡。在人非小细胞肺癌，TMEM166可以明显

抑制肿瘤细胞的发生[9]。Chang等在用腺病毒 Ad5-TMEM166

转染人类肿瘤细胞时发现，TMEM166 可以通过下调 mTOR

（哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，自噬负性调节蛋白）及其下游

p70s6k 的磷酸化水平，使肿瘤细胞自噬水平升高，提示

TMEM166可能是通过调节 mTOR的活性来调节细胞自噬[26]。

该研究团队进一步发现 TMEM166无论是在在体及离体细胞

试验中，均有显著的抗胶质母细胞瘤生物活性的作用。分别在

三种胶质母细胞瘤(U251, U87和 SHG44)中过表达 TMEM166

后，胶质母细胞瘤的增殖呈剂量及时间依赖性被抑制，肿瘤细

胞的自噬活性增加，且 mTOR/RPS6KB1信号通路被抑制[27]。除

图 3 再灌注后 TMEM166在不同时间点的表达

Fig.3 TMEM166 protein expression at different reperfusion time points

Note: Data are expressed as. *P<0.05, compared with group 6 h; #P<0.05,

compared with group 12 h; &P<0.05, compared with group 24 h.

图 4 再灌注后 Cleaved Caspase 3在不同时间点的表达

Fig.4 Cleaved Caspase 3 protein expression at different reperfusion time

points

Note: Data are expressed as. *P<0.05, compared with group 6 h; #P<0.05,

compared with group 12 h; &P<0.05, compared with group 24 h.

图 5 再灌注后不同时间点的 TUNEL阳性细胞数目

Fig.5 TUNEL positive cell numbers at different reperfusion time points

Note: Data are expressed as. *P<0.05, compared with group 6 h; #P<0.05,

compared with group 12 h; &P<0.05, compared with group 24 h.
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此之外，TMEM166虽然在人体正常的胰腺细胞表达较弱，但

在胰腺炎患者的胰岛琢细胞中却能检测到强表达，而且在胰腺
腺泡细胞癌的细胞膜及胞浆中也有不同程度的表达，令人感兴

趣的是 TMEM166在其它类型的胰腺癌，如胰腺导管癌、导管

内乳头状黏液性肿瘤、粘液性囊腺瘤，实性乳头状瘤和胰腺神

经内分泌肿瘤中却没有检测到[28]，这可能提示我们 TMEM166

作用的组织特异性。除了肿瘤细胞，在角膜内皮营养不良的小

鼠动物模型中，锂治疗可以上调 TMEM166的表达进而通过诱

导角膜细胞自噬而起到视力保护作用[29]。此外，TMEM166与神

经干细胞的再生与分化也关系密切，研究发现 TMEM166通过

调节自噬参与调控胚胎神经系统的发生发育[30]。近来，Zhang等

还在心肌细胞特异性 TMEM166敲除小鼠中发现 TMEM166

在心肌重塑中有重要作用，TMEM166敲除鼠心肌细胞自噬被

抑制，心肌出现纤维化，心室肥厚显著，最终发展成各种心肌病

甚至导致死亡[31]。

本研究中，我们首次对 TMEM166在小鼠脑缺血再灌注后

脑组织中的表达情况进行研究，结果显示 TMEM166在脑组织

中有表达，在脑缺血后表达升高，缺血再灌注损伤后 6小时即

有显著表达，其阳性细胞的数目及表达强度均随着再灌注时间

的延长而增加，在再灌注后 24小时达到高峰，其强度约为再灌

注 6小时时的 3倍左右。而这一过程与 TUNEL及 Caspase 3

的表达趋势基本吻合。Caspase 3的表达在缺血后 6小时开始，

12 小时继续升高，同样在 24 小时达到高峰，48 小时回落。

TUNEL荧光标记的阳性细胞的数目均随着再灌注时间的延长

而增加，24小时时数目最多，随后逐渐减少。这说明 TMEM166

与脑缺血后神经细胞的凋亡之间可能存在某种关联，这一发现

与我们课题组之前发表的在大鼠模型中的研究结果类似[25]。

综上所述，小鼠局部脑缺血再灌注损伤时伴有 TMEM166

的表达升高，可能通过激活 Caspase 3引起脑细胞凋亡，其它机

制有待进一步研究。
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