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CWI1-2通过抑制NLRP3介导的焦亡

对缺血性脑卒中模型的保护作用

张影影,杨维,李敏,赵宏,寿广丽

(蚌埠医科大学第二附属医院神经内科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 探索CWI1-2通过抑制NLRP3介导的焦亡对缺血性脑卒中模型起保护作用。方法 通过GEO数据库

数据,筛选 m6A差异基因。构建缺血性脑卒中动物模型,分为NC组(空白对照组)、缺血性脑卒中组(CIS组)和缺血性

脑卒中+[胰岛素样生长因子2mRNA结合蛋白2(IGF2BP2)抑制剂]CWI1-2组(CIS+CWI1-2组)。TTC和 HE染色

法检测各组造模情况。免疫荧光检测 NeuN、TUNEL和 NLRP3表达强度。WB检测各组中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β
和GSDMD的表达情况。结果 生物信息学结果提示IGFBP2在CIS患者中高表达。动物模型结果显示,相较于 NC
组,CIS组中脑梗死面积增多,而较于CIS组,CIS+CWI1-2组的梗死面积减小。HE结果显示,CIS组中细胞核碎裂较

多,而较于CIS组,CIS+CWI1-2组的细胞核部分恢复。免疫荧光结果提示,相较于NC组,CIS组中NeuN表达下降,而

NLRP3表达上升,TUNEL荧光强度增高;而较于 CIS组,CIS+CWI1-2组中 NeuN表达上升和 NLRP3表达下降,

TUNEL荧光强度下降。WB结果显示,相较于NC组,CIS组中NLRP3、Caspase-1、IL-1β和GSDMD上升。相较于CIS
组,CIS+CWI1-2组中NLRP3、Caspase-1、IL-1β和GSDMD下降。结论 CWI1-2通过抑制 NLRP3介导的焦亡对缺血

性脑卒中模型起保护作用。
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CWI1-2protectsischemicstrokemodelbyinhibitingNLRP3-mediatedpyroptosis

ZHANGYingying,YANGWei,LIMin,ZHAOHong,SHOUGuangli

(DepartmentofNeurology,TheSecondAffiliatedHospitalof
BengbuMedicalUniversity,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheprotectiveeffectofCWI1-2inischemicstrokemodelsbyinhibi-
tingNLRP3-mediatedpyroptosis. Methods m6AdifferentialgeneswerescreenedusingdatafromtheGEO
database.Animalmodelsofischemicstrokewereestablishedanddividedintothreegroups:theNCgroup
(normalcontrolgroup),thecerebralischemicstroke(CISgroup)group,andthecerebralischemicstroke+
[insulin-likegrowthfactor2 mRNA-bindingprotein2(IGF2BP2)inhibitor]CWI1-2group(CIS+CWI1-2
group).TTCandHEstainingwereperformedtoassessthemodelingofeachgroup.Immunofluorescencewas
utilizedtodetecttheexpressionintensitiesofNeuN,TUNEL,andNLRP3.Westernblot(WB)analysiswas
conductedtoexaminetheexpressionlevelsofNLRP3,Caspase-1,IL-1β,andGSDMDineachgroup. Results
 BioinformaticsresultsindicatedthatIGF2BP2washighlyexpressedinpatientswithCIS.Animalmodelre-
sultsshowedthattheinfarctionareaintheCISgroupwassignificantlyincreasedcomparedtotheNCgroup,
whereastheinfarctionareaintheCIS+CWI1-2groupwasdecreasedcomparedtotheCISgroup.HEstaining
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revealedincreasednuclearfragmentationintheCISgroup,withpartialnuclearrecoveryobservedintheCIS+
CWI1-2group.ImmunofluorescenceresultsindicatedthatcomparedtotheNCgroup,theCISgroupexhibited
decreasedNeuNexpression,increasedNLRP3expression,andheightenedTUNELfluorescenceintensity.
However,intheCIS+CWI1-2group,NeuNexpressionwasincreased,NLRP3expressionwasdecreased,and
TUNELfluorescenceintensitywasreducedcomparedtotheCISgroup.WBresultsdemonstratedelevatedpro-
teinexpressionlevelsofNLRP3,Caspase-1,IL-1β,andGSDMDintheCISgroupcomparedtotheNCgroup,
withdecreasedexpressionlevelsoftheseproteinsobservedintheCIS+CWI1-2groupcomparedtotheCIS
group. Conclusion CWI1-2exertsaprotectiveeffectintheischemicstrokemodelbyinhibitingNLRP3-me-
diatedpyroptosis.
  Keywords: insulin-likegrowthfactor2mRNA-bindingprotein2inhibitor;NLRfamily,thethermal

proteindomaincontainsprotein3;stroke

  目前,对于缺血性卒中(cerebralischemicstroke,
CIS)的治疗,除了经典的静脉溶栓治疗外,血管内治

疗结合机械取栓和急性再通治疗也被证明是有效

的[1-3]。然而,所有这些治疗方法都有局限性。静脉溶

栓的有效治疗窗仅为3h。因此,有必要寻找新的治

疗方法。近年来,RNA修饰在基因调控中的作用受到

了学术界的广泛关注。N6-甲基腺苷(M6A)修饰是真

核生物中最常见的mRNA修饰手段[4-5]。胰岛素样生

长因子2mRNA结合蛋白2(IGF2BP2)作为 m6A修

饰因子参与靶基因的转录后调控[6]。因此本研究就探

索IGF2BP2促进 NLRP3炎性体激活加重缺血性卒

中的神经损伤的分子机制,为CIS诊疗做出新的探

索。
1 方法与材料

1.1 动物模型构建 24只C57BL/6J小鼠(8周龄,
雄性,25~30g)购自斯贝福生物技术有限公司,编号:
SCXK(京)2019-0010,所有动物饲养于蚌埠医科大学

实验动物中心,所有小鼠自由进食饮水,12h明暗交

替光照饲养。动物研究均经蚌埠医科大学动物研究伦

理委员会批准(伦动科批字〔2024〕第401号)在实验动

物中心进行。①空白对照组(NC组):给予PBS灌胃,
无需 任 何 处 理 组;② 缺 血 性 脑 卒 中 组 (CIS 组):
C57BL/6J小鼠麻醉(戊巴比妥钠)过后,固定在手术

板上,颈部皮肤备皮后,纵向剪开3cm切口,逐层分离

组织,暴露颈总动脉、颈内动脉和颈外动脉并挂线备

用。利用动脉夹夹闭颈内动脉远心端后,将颈外动脉

和颈内动脉分叉处做一切口,将加热后的尼龙线(直径

约0.25mm)插入到颈内动脉后,随后结扎尼龙线于

入口处颈内动脉段,随后松开颈内动脉的动脉夹,结合

多普勒血流仪确定阻断血流约80%以上,阻断约总计

60min,随后再次暴露切口,拔除线栓,缝合切口。观

察模型鼠状态,清水和标准鼠饲料饲养;③缺血脑卒中

+IGF2BP2抑制剂 CWI1-2组(CIS+CWI1-2组):
CIS基础之上,每日予以 CWI1-2(5mg/kg)灌胃处

理。药物 配 置 如 下:购 买 CWI1-2(默 克 公 司,HY-
153274)以10mL生理盐水稀释5mgCIW1-2并配

置成终浓度1mmol/mL的液体。所有小鼠造模14
d。
1.2 脑组织剥离 造模14d后,颈椎脱位法处死小

鼠后,将小鼠头部切断,并置于冰上,分层剥离小鼠脑

膜等脑部组织,直至剥离出新鲜脑组织,并迅速放于-
80℃冰箱中。
1.3 WesternBlot实验检测 脑组织研磨成匀浆后,
用含EDTA的 RIPA裂解液,随后于4℃低温离心

机,以12000r/min转速离心30min,只吸取上清部

分。使用BCA蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度,电泳和

转膜后,取出PDVF膜随后PBST清洗3遍,然后用

5%脱脂牛奶包常温孵化2h,PVDF膜与GSDMD一

抗(货号:20770-1-AP,武汉三鹰生物技术有限公司,
1∶1000)、JAK2(货号:ab108596,艾博抗贸易有限公

司,1∶1000)、NLRP3一抗(货号:68102-1-Ig,武汉三

鹰生物技术有限公司,WB:1∶1000,IF:1∶200)、
caspase-1(货号:81482-1-RR,武汉三鹰生物技术有限

公司,1∶1000)、IL-1β(货号:16806-1-AP,武汉三鹰生

物技术有限公司,1∶1000)、GAPDH(货号:60004-1-
Ig,武汉三鹰生物技术有限公司,1∶1000)4℃孵育过

夜。然后与二抗在室温下孵育1h,然后用增强型化

学发光试剂进行检测。并使用Bio-Rad成像系统进行

成像。
1.4 TTC染色法 将新鲜脑组织取出后,用4%多

聚甲醛固定5min后,立刻放入-20℃冰箱中冰冻30
min,随后把脑组织均匀切成6片,并将切片置于2%
的2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)溶液中。并用锡

纸覆盖,放入37℃的温箱中15~30min。不时翻转

脑片,使其与染液均匀接触。随后用ImageJ软件分析

梗死面积。
1.5 HE染色 制备4μm厚石蜡包埋脑组织切片,
随后蜡块脱蜡后分别用HE液进行染色。图像通过光

学显微镜拍摄。
1.6 免疫荧光 脑组织切片用多聚甲醛固定,Triton
X-100渗透,洗涤后用BSA封闭。洗涤后,用抗 NL-
RP3抗体(货号:68102-1-Ig,武汉三鹰生物技术有限
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公司,1∶200)和 NeuN抗体(货号:ZMS377,默克集

团有限公司,1∶200)。在4℃下染色过夜。洗涤后,
与抗鼠二抗(1∶200)在37℃下孵育1h。用荧光显微

镜观察和拍摄样品。
1.7 TUNEL染色 采用TUNEL试剂盒严格按照

说明书进行细胞凋亡检测。脱蜡、水合后,用酶在室温

下孵育20min。切片用PBS洗涤3次后,在37℃下

与TUNEL反应混合液染色1h。PBS洗涤3次后,
DAPI染色1h,最后室温下孵化二抗。最后将切片封

存,在显微镜下拍照观察。
1.8 生物信息学和数据统计 通过GEO数据库中

下载GSE58294数据集,并用R(V4.3.1版本)软件

中Limma包分选差异基因,热图筛选差异基因,同时

标记差异基因在染色质位置。实验数据使用软件

prism8.0进行统计分析。计量资料符合正态分布的,
利用(췍x±s)表示。组间差异用单因素ANOVA分析。
只有P<0.05才具备统计学意义。
2 结果

2.1 IGF2BP2抑制剂可以恢复CIS的梗死面积 热

图显示,IGF2BP2在缺血性脑卒中患者中过表达(见
图1A)。基因图标显示IGF2BP2在第3号染色体

27.2区(见图1B)。随后造模结果显示,CIS组中脑梗

死面积增大,而相较于CIS组,CIS+CWI1-2组中梗

死面积下降(见图2A)。HE结果显示,NC组中的细

胞较为饱满,而CIS组中细胞核碎裂较多。较于CIS
组,CIS+CWI1-2组的细胞核部分恢复(见图2B)。

图1 生物信息学筛选差异基因

注:A.TTC染色法;B.HE染色法。**P<0.01,***P<0.001。
图2 TTC和 HE染色法检测IGF2BP2抑制剂对CIS的影响(×50)

2.2 IGF2BP2抑制剂降低CIS模型中神经元活性标

记物并减少凋亡产生 利用免疫荧光检测各组中神经

元标记物 NeuN,利用TUNEL法检测神经元凋亡情

况。结果显示,相较于NC组,CIS组中NeuN表达下

降,而TUNEL染色强度提升(见图3)。而相较于CIS
组,CIS+CWI1-2组中NeuN表达上升,而TUNEL染

色强度下降(见图3)。
2.3 IGF2BP2抑制剂可以降低 NRLP3小体形成 

为进一步探索IGF2BP2对CIS的炎性过程的影响,免
疫荧光结果显示,相较于 NC组,CIS组中 NRLP3表

达上升明显。而相较于CIS组,CIS+CWI1-2组NR-
LP3表达下降,见图4。随后 WB结果提示,相较于

NC组,CIS组中NLRP3、Caspase-1、IL-1β和GSDMD
上升,而CIS+CWI1-2组中NLRP3、Caspase-1、IL-1β
和GSDMD下降,见图5。
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注:**P<0.01,***P<0.001。
图3 免疫荧光检测各组NeuN强度和TUNEL检测各组凋亡情况(×200)

注:**P<0.01,***P<0.001。
图4 免疫荧光检测各组炎症标记物NLRP3的表达

注:*P<0.05。
图5 WB实验检测NLRP3、Caspase-1、IL-1β和GSDMD的表达

3 讨论

CIS的发生发展极其复杂,涉及多种分子机制和

甲基化修饰[7]。已有研究表明[8],CIS中的RNA甲基

化增高。M6A修饰可以促进小胶质细胞/巨噬细胞的

激活和极化,并在中风后小胶质细胞诱导的炎症反应

中发挥调节作用。因此探索 m6A相关基因有助于了

解CIS的发病机制。
炎症与m6A调控密不可分。从结构上讲,IGF2-
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BP2作为 m6A调节蛋白影响靶基因 mRNA稳定性。
例如METTL3通过IGF2BP2依赖机制减轻TAB3的

m6A修饰,从而减轻炎症进展[9]。IGF2BP2还通过稳

定TSC1和PPARγ调节巨噬细胞表型激活和炎症疾

病[10]。IGF2BP2通过调节IGF1R-RhoA-ROCK信号

通路促进炎症进展[11]。IGF2BP2还通过稳定 m6A修

饰GPX4mRNA减轻炎症表达[12]。这和本研究一致。
本研究中添加IGF2BP2抑制剂后,在一定程度上缓解

了CIS模型中的脑梗死面积,减轻了神经元细胞凋亡

情况。这可能是IGF2BP2发挥m6A甲基化修饰作用

影响了下游靶基因表达从而调控神经元活性。
本研究发现抑制了IGF2BP2后减轻了NLRP3的

表达。而NLRP3作为炎症关键分子,一直是CIS研

究的核心区域[13]。从机制上讲,NLRP3炎性体的激

活促进Caspase-1和IL-1β释放到细胞外环境[14-16]。
IL-1β可能不仅通过激活受损细胞的凋亡机制作为细

胞凋亡的启动子,而且还可以激活小胶质细胞分泌一

系列神经毒性介质,如TNF-α和iNOS,从而导致神经

元损伤[17-20]。Caspase-1激活焦亡途径,招募中性粒细

胞浸润梗死灶周围区域,加重炎症[21]。而本研究显示

加入IGF2BP2抑制剂后,NLRP3、Caspase-1和IL-1β
的表达均下降,因此推测IGF2BP2可能通过调节NL-
RP3信号轴从而影响炎症过程。总而言之,本研究为

CIS治疗提供了可能的方向。
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