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下调Dixdc1表达抑制创伤性脑损伤后星形胶质细胞极化
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［摘 要］ 目的：探讨含DIX域蛋白1（DIX domain containing 1，Dixdc1）蛋白对小鼠创伤性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）
后星形胶质细胞增殖迁移和极化的影响。方法：使用受控皮质撞击装置（controlled cortical impact，CCI）构建小鼠TBI模型。

Western blot检测损伤前后Dixdc1、胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）、神经毒性星形胶质细胞标志物补体

3（complement 3，C3）、神经保护性星形胶质细胞标志物S100钙结合蛋白A10（S100 calcium binding protein A10，S100A10）蛋白

的表达；免疫组织化学染色观察Dixdc1和GFAP的表达及分布；免疫荧光染色观察Dixdc1与GFAP的共定位情况。使用短发

夹RNA（short hairpin RNA，shRNA）敲低小鼠星形胶质细胞C8⁃D1A中的Dixdc1水平，然后使用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）
刺激模拟体外星形胶质细胞的活化状态；Western blot检测Dixdc1、GFAP、C3、S100A10以及细胞增殖迁移相关蛋白的表达；流

式细胞术分析细胞周期，并行Western blot检测S期相关蛋白的表达；RT⁃PCR检测星形胶质细胞极化相关标志物的表达；细胞

免疫荧光检测C3和 S100A10的荧光强度变化；Western blot检测信号转导和转录激活因子 3（signal transducer and activator of
transcription 3，STAT3）的磷酸化水平。结果：与 Sham组相比，TBI组小鼠大脑皮质中Dixdc1和GFAP蛋白表达水平增加；

Dixdc1在损伤周围皮质的星形胶质细胞中表达。LPS刺激C8⁃D1A细胞后Dixdc1和GFAP蛋白表达水平上调。细胞划痕和

EdU实验显示，敲低Dixdc1抑制LPS诱导的星形胶质细胞增殖迁移，下调相关蛋白的表达；减少了细胞周期中S期的比例，下

调CyclinA、CDK2的蛋白水平。C3蛋白在损伤前期表达水平增加，后期减少，而S100A10蛋白在损伤前期表达水平减少，后期

增加。Dixdc1敲低可能通过降低 STAT3磷酸化水平进而抑制 LPS诱导的A1型星形胶质细胞极化，下调C3蛋白表达，上调

S100A10蛋白表达。结论：TBI后星形胶质细胞内Dixdc1蛋白表达增加。抑制Dixdc1蛋白表达显著抑制LPS刺激诱导的A1型
星形胶质细胞的增殖、迁移、细胞周期激活以及STAT3磷酸化。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of DIX domain⁃containing protein 1（Dixdc1）on the proliferation，migration，and
polarization of astrocytes following traumatic brain injury（TBI）in mice. Methods：A mouse TBI model was established using the
controlled cortical impact（CCI）device. Western blot was used to examine the expression of Dixdc1，glial fibrillary acidic protein
（GFAP），the neurotoxic astrocyte marker complement 3（C3），and the neuroprotective astrocyte marker S100 calcium⁃binding protein
A10（S100A10）before and after injury. Immunohistochemical staining was performed to observe the expression and distribution of
Dixdc1 and GFAP，and immunofluorescence staining was used to observe the colocalization of Dixdc1 with GFAP. Short hairpin RNA
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创伤性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）是由

外部机械力导致颅脑区域的结构和功能完整性受

损，是世界上发病率最高的神经系统疾病之一［1］，常

造成意识障碍、记忆缺失及神经功能障碍［2］，具有较

高的致残率和致死率，导致严重的健康问题和社会

经济负担［1］。TBI的病理过程包括原发性损伤导致

的即时神经功能破坏，和由长期炎症级联反应导致

的继发性损伤［3］。

神经炎症是TBI最主要的病理表现之一，抑制或

减缓TBI后的神经炎症对改善TBI患者预后有重要意

义［4］。神经炎症可刺激神经胶质细胞（主要是小胶质

细胞和星形胶质细胞）活化和炎症因子释放［5-6］。星

形胶质细胞在中枢神经系统中有绝对的数量优势，几

乎行使所有胶质细胞的功能，包括形成和维持血脑屏

障（blood brain barrier，BBB），分泌神经营养因子促进

神经元突触形成等［7-8］。脑损伤后，星形胶质细胞转

变为反应性星形胶质细胞，表现为胞体肥大、增殖加

剧、炎症介质和神经营养因子的分泌增加［9］。Lid⁃
delow等［10］发现了星形胶质细胞亚型的存在，证实了

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导小胶质细胞分

泌白细胞介素（interleukin，IL）⁃1α、肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor，TNF）⁃α等，进而诱导生成神经

毒性A1型星形胶质细胞，促进炎症和损害神经细胞；

缺血诱导生成神经保护性A2型星形胶质细胞，促进

神经营养因子表达、神经元存活和生长、细胞增殖。

DIX域蛋白1（DIX domain containing 1，Dixdc1）是

斑马鱼Ccd1在人体内的同源蛋白，具有Dishevelled⁃
Axin（DIX）和 coiled⁃coil（MTH）两种结构域的蛋白，

是Wnt信号通路的正调节因子［11］。目前关于Dixdc1
的研究主要集中在肿瘤方面，但越来越多的研究表

明，Dixdc1在调节神经发育和神经损伤中发挥重要

作用。如Dixdc1通过Wnt/β⁃catenin信号调节突触

密度，从而影响精神易感性［12］；Dixdc1通过调节

β⁃catenin磷酸化影响神经系统发育，促进神经细胞

增殖迁移［13］；Dixdc1参与星形胶质细胞的细胞周期，

促进其增殖［14］。但Dixdc1在星形胶质细胞极化中的

分子机制尚不清楚。本研究拟开展相关实验，研究

TBI后星形胶质细胞中Dixdc1的表达变化及其对星

形胶质细胞增殖、迁移和极化的调控作用。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性C57BL/6小鼠（60只，6~8周龄）由南通大学

动物实验中心提供。所有动物实验均按照动物伦理委

员会批准的方案进行（伦理编号：S20220302⁃005）。小

鼠星形胶质细胞C8⁃D1A购自上海中乔新舟公司。

小鼠原代星形胶质细胞（KGG5468⁃1）购自南京凯基

生物技术股份有限公司。

补体 3（complement 3，C3）、S100 钙结合蛋白

A10（S100 calcium binding protein A100，S100A10）、
E ⁃钙黏蛋白（E ⁃Cadherin）、N⁃钙黏蛋白（N⁃Cad⁃
herin）、波形蛋白（Vimentin）、细胞周期蛋白依赖性

（shRNA）was used to knock down Dixdc1 levels in mouse astrocytes C8⁃D1A. Lipopolysaccharide（LPS）stimulation was then applied
to mimic the activated state of astrocytes in vitro. Western blot was performed to detect expression changes of Dixdc1，GFAP，C3，
S100A10，as well as cell proliferation and migration ⁃ related proteins. Flow cytometry was performed to analyze the cell cycle，
accompanied by Western blot detection of S⁃phase⁃related proteins. RT⁃PCR was used to detect the expression of astrocyte polarization
markers. Cellular immunofluorescence was employed to detect the fluorescence intensity of C3 and S100A10. Additionally，Western
blot was performed to assess the phosphorylation levels of signal transducer and activator of transcription 3（STAT3）. Results：
Compared with the Sham group，the protein expression levels of Dixdc1 and GFAP were upregulated in the cerebral cortex of TBI mice.
Dixdc1 was expressed in astrocytes within the peri⁃lesional cortical regions. Following LPS stimulation，the protein expression levels of
both Dixdc1 and GFAP were upregulated in C8 ⁃D1A cells. Scratch assay and EdU assay demonstrated that knockdown of Dixdc1
suppressed LPS ⁃ induced astrocyte proliferation and migration，downregulated the expression of associated proteins，reduced the
proportion of cells in the S phase of the cell cycle，and decreased CyclinA and CDK2 protein levels. C3 showed elevated expression
levels during the acute phase but declined thereafter，whereas S100A10 demonstrated an inverse temporal pattern. Dixdc1 knockdown
may inhibit LPS⁃induced A1⁃type astrocyte polarization by reducing STAT3 phosphorylation levels，which concurrently downregulated
C3 protein expression and upregulated S100A10 protein expression. Conclusion：Following TBI，Dixdc1 protein expression was
upregulated in astrocytes. Knockdown of Dixdc1 significantly suppressed LPS⁃induced proliferation，migration，cell cycle and STAT3
phosphorylation of A1⁃type astrocytes.
［Key words］ traumatic brain injury；astrocytes；proliferation；migration；polarization；Dixdc1
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激酶2（cyclin⁃dependent kinase 2，CDK2）、信号转导和

转录激活因子3（signal transducer and activator of tran⁃
scription 3，STAT3）抗体（Proteintech 公司，美国）；

Dixdc1抗体（Santa Cruz公司，美国）；胶质纤维酸性

蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）、增殖细

胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、
p⁃STAT3抗体（Cell Signaling Technology公司，美国）；

Cyclin A抗体（Abcam公司，英国）；DMEM培养基

（Gibco公司，美国）；胎牛血清（上海 LONSERA公

司）；DMEM/F12培养基、胎牛血清、脂多糖、TRIzol
（Sigma公司，美国）；质粒抽提试剂（Omega BioTek，
美国）；逆转录试剂（Takara Bio公司，日本）；DAB检

测试剂（上海Genetech公司）；PI/RNase染色缓冲液

（BD Biosciences公司，美国）；SYBR Green qPCR Mix
（2×）、EdU⁃555细胞增殖检测试剂盒、青霉素⁃链霉

素（上海碧云天生物技术公司）；4%多聚甲醛（合肥

Biosharp 公司）；PVDF 膜（Millipore 公司，美国）。

Dixdc1敲低慢病毒载体的构建与包装由青岛蔚蓝

生物科技股份有限公司完成。

1.2 方法

1.2.1 构建小鼠TBI模型

使用受控皮质撞击装置（controlled cortical im⁃
pact，CCI）诱导 TBI模型［15］。分离肌肉及骨膜暴露

颅骨后，于冠状缝和人字缝之间，中线旁 2 mm处

进行开窗（直径约4 mm），移除骨瓣暴露脑组织，连接

冲击装置，并设置参数（活塞速度4.0 m/s，变形深度

为2.0 mm，停留时间200 ms），使撞击杆尖端垂直于

硬脑膜，给予小鼠 1次中重度皮质撞击。除不进行

CCI损伤外，假手术组小鼠接受相同的手术。

1.2.2 细胞培养与刺激

小鼠 C8⁃D1A细胞用完全培养基（DMEM基础

培养基、10%胎牛血清、1%青霉素⁃链霉素），小鼠原

代星形胶质细胞用完全培养基（DMEM/F12、10%胎

牛血清、1%青霉素⁃链霉素），37 ℃水浴复苏后接种于

细胞培养皿中，置于37 ℃恒温培养箱（含5% CO2）。

当细胞生长到合适密度时，分别用 1 μg/mL LPS刺
激C8⁃D1A细胞［16］、100 ng/mL LPS刺激小鼠原代星

形胶质细胞［17］。

1.2.3 星形胶质细胞慢病毒感染实验

星形胶质细胞以适量密度接种到培养皿中后，将

慢病毒悬液40 μL加入到2 mL细胞培养基中，混匀并

加入细胞后放回恒温培养箱中孵育。24 h后更换新

鲜的完全培养液继续培养。72 h后荧光显微镜观察

病毒感染效率，加入适当浓度嘌呤霉素筛选稳定转染

的细胞。

1.2.4 HE染色

4%多聚甲醛灌注固定小鼠大脑，经蔗糖梯度脱

水后进行OCT包埋并沿冠状面将脑组织切成10 μm
的切片，贴于载玻片上。依次经过以下染料完成

HE染色：苏木素染液10 min，自来水冲洗，分化液分

化 30 s，伊红染液 1 min，依次浸入 70%、80%、90%、

100%乙醇进行脱水，二甲苯透明并用中性树胶封片

后显微镜下观察。

1.2.5 免疫组织化学染色

根据DAB检测试剂说明书对脑组织切片进行

免疫组织化学染色。冰冻切片 37 ℃烘箱中烘烤

1 h，PBS洗涤后用内源性过氧化物酶阻断剂在室

温下孵育 2 h，然后用 Dixdc1抗体（1∶50）和 GFAP
抗体（1∶200）4 ℃孵育过夜。次日切片经 PBS洗涤

后用二抗室温孵育 2 h，DAB显色，脱水后中性树

脂封片，显微镜下观察并拍摄。

1.2.6 组织免疫荧光染色

冰冻切片使用 PBS漂洗后，封闭液（PBS+10%
FBS+ 0.3% TritonX⁃100）室温下封闭 2 h，接着用一

抗稀释液（PBS+1% FBS+0.3% TritonX⁃100）稀释抗

体，Dixdc1抗体（1∶50）和GFAP抗体（1∶200）于 4 ℃
孵育16 h，PBS漂洗后加入相应的荧光二抗，室温孵

育 2 h，PBS漂洗后Hoechest染色 10 min。用封片剂

封固后显微镜下观察。

1.2.7 细胞免疫荧光染色

细胞以适量密度铺在24孔板上，在不同实验处理

后弃去培养基，PBS洗涤后用甲醇4℃固定15 min。封

闭液室温封闭2 h后，用一抗稀释液稀释抗体，加C3
抗体（1∶50）和 S100A10 抗体（1∶50）于 4 ℃孵育

16 h，PBS洗涤后加入相应的荧光二抗，室温孵育

2 h，PBS洗涤后Hoechest染色 10 min。用封片剂封

固后显微镜下观察。

1.2.8 Western blot检测

使用RIPA裂解液充分裂解组织、细胞后，4 ℃高

速离心20 min后留取上清于EP管中。BCA蛋白检测

试剂测量蛋白样品浓度。7.5%或12.5% SDS⁃PAGE
分离蛋白样品（每孔20 μg蛋白），并转移到PVDF膜
上。5%脱脂牛奶常温下封闭2 h。TBST洗涤后一抗

4 ℃孵育过夜，TBST洗涤后加入相应二抗，室温孵育

2 h。将处理后的PVDF膜置于化学发光成像系统中

采集特异性信号。

1.2.9 Real⁃time PCR实验

使用TRIzol试剂提取细胞中的总RNA，并使用

··204



逆转录试剂将RNA逆转录成cDNA。实时荧光定量

PCR仪扩增目的基因，以β⁃Actin为内参。将得到的

Ct值按照 2-ΔΔCt进行计算。引物由南京擎科生物科

技公司合成，引物序列见表1。

1.2.10 细胞划痕实验

采用细胞划痕实验检测细胞迁移能力。将细

胞接种于6孔板中，待细胞完全贴壁后，用10 μL枪
头在6孔板内画3条竖线，用PBS洗去划痕处多余的

细胞，显微镜下观察拍摄，无血清细胞培养基继续

培养24 h后，采集细胞迁移的图片。

1.2.11 EdU细胞增殖检测

使用EdU细胞增殖试剂盒检测细胞增殖。将

细胞接种于6孔板中，细胞经过实验处理后，将细胞

与含 10 μmol/L EdU的培养基一起孵育 2 h后，用

Azide 555溶液（红色）和Hoechst（蓝色）对细胞进行

染色。在荧光显微镜下观察。

1.2.12 细胞周期检测

细胞消化后收集于 15 mL离心管中，离心弃上

清后用PBS清洗细胞沉淀，再次离心弃上清液后用

75%乙醇固定细胞过夜。固定结束后，离心弃上清

液并用 PBS清洗残余的乙醇。在细胞沉淀中加入

500 μL PI染色液重悬，室温避光孵育15 min后使用

流式细胞分析仪分析。

1.3 统计学方法

所有量化数据均通过GraphPad Prism进行统计

分析。计量数据以均数±标准差（x ± s）表示。两组

间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因

素方差分析。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Dixdc1蛋白在TBI后皮质中表达上调

首先对小鼠TBI后不同时间的脑组织切片进行

HE染色，结果显示小鼠大脑右半球损伤，并随着损

伤时间的延长，损伤部位的脑组织结构缺失，血肿

逐渐被吸收，神经细胞水肿坏死并伴有炎症细胞浸

润（图 1A）。先前研究表明Dixdc1能够促进 TBI后
星形胶质细胞增殖［14］。据此，通过Western blot检测

TBI后 Dixdc1蛋白的表达，结果显示与 Sham组相

比，损伤后Dixdc1的蛋白表达增加，且于损伤3 h后
达峰值（图1B、C）；GFAP的蛋白表达在损伤后1、3 d
明显增加（图 1B、D）。对 Sham组及 TBI 3 h组小鼠

的脑组织切片进行免疫组织化学染色，与Sham组相

比，Dixdc1在损伤周围脑皮质区域的阳性信号增加

（图1E、F），损伤周围脑皮质区星形胶质细胞存在明

显活化（图1G、H）。提示Dixdc1在小鼠脑损伤皮质

中的表达增加且星形胶质细胞明显活化。

2.2 Dixdc1蛋白与星形胶质细胞存在共定位

为进一步探索Dixdc1蛋白在 TBI后的定位变

化，使用双免疫荧光抗体对 Sham组及TBI 3 h组的

小鼠脑组织切片进行染色。与Sham组相比，TBI后
Dixdc1、GFAP阳性信号均增加，且Dixdc1与GFAP的
阳性信号存在共定位（图2A、B），表明Dixdc1可能是

参与TBI后星形胶质细胞活化的潜在分子。除星形

胶质细胞外，检测发现Dixdc1与小胶质细胞标志物

Iba1、神经元标志物NeuN阳性信号不存在交叉（图

2C、D）。提示Dixdc1在星形胶质细胞中特异性表达，

因此选择星形胶质细胞这一细胞类型进行后续实验。

2.3 LPS刺激促进星形胶质细胞中Dixdc1蛋白表达

使用LPS刺激C8⁃D1A细胞来构建体外星形胶质

细胞活化模型［16］。Western blot检测显示，1 μg/mL
LPS刺激星形胶质细胞后Dixdc1、GFAP、PCNA的蛋

白表达增加（图3），且于刺激后24 h Dixdc1和GFAP
蛋白表达增加最为明显，因此选择 1 μg/mL LPS刺
激细胞 24 h进行后续实验。值得注意的是，LPS刺
激后Dixdc1表达变化趋势与GFAP表达变化具有一

致性，因此推测Dixdc1对星形胶质细胞活化具有调

控作用。

2.4 敲低Dixdc1抑制 LPS诱导的星形胶质细胞增

殖和迁移

为了探究Dixdc1是否调控星形胶质细胞的增

表1 Real⁃time PCR引物序列

Table 1 Primer sequences used in real⁃time PCR
Gene

Serping1

H2.D1

Gbp2

Srgn

S100A10

Clcf1

Emp1

β⁃Actin

Primer sequence（5′→3′）
Forward：AACTTGGACCAGGACGCAG
Reverse：GAGAAGGCTCTATCCCCAGC
Forward：AAGACCTGAAAACGTGGACGG
Reverse：TAATGCTCTGCAGCACCACTCT
Forward：AGCTGCACTATGTGACGGAG
Reverse：AGCCCACAAAGTTAGCGGAA
Forward：TGTTCAGGAACCCAACTCGC
Reverse：GTCACATAGCCACGGTAGGAG
Forward：TCTTCGGCACTAGCCTCATC
Reverse：AAGAGTCTGTCGAAACCTGGG
Forward：CCTCCGAGCAGGGGACT
Reverse：TGTGCGATTAAGAGCTGGCA
Forward：CCCTCACTGTGGTTGCAAATC
Reverse：GAGAATTCTGGAGTATCCAGTGAGA
Forward：TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAA
Reverse：TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC
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A B

A：HE staining analysis of brain tissue structural changes in sham，3 h，1 d，3 d，7 d，and 14 d groups of mice. B-D：Expression levels of Dixdc1（C）
and GFAP（D）at lesion sites post⁃TBI by Western blot（B）. E-H：The expression and distribution of Dixdc1（E）and GFAP（G）within the ipsilateral ce⁃
rebral cortex in sham group or TBI 3 h group by immunohistochemical staining. Quantitative analyses of protein density for Dixdc1（F）and GFAP（H）
indicate significant alterations compared with the sham group. **P < 0.01 and ***P < 0.001（n=3）.

图1 Dixdc1蛋白在TBI后皮质中表达上调

Figure 1 Dixdc1 protein expression is upregulated in the cortex after TBI
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殖迁移，首先采用细胞划痕实验，与PBS组（溶剂对

照组）相比，LPS组能够诱导星形胶质细胞向划痕中

心迁移，在Dixdc1⁃sh组（Dixdc1敲低组）中细胞的迁

移距离缩短（图4A、B）。此外，进行EdU实验检测星

形胶质细胞中新合成的DNA来评估细胞增殖活性。

与 PBS组相比，LPS组增殖细胞数增加，Dixdc1⁃sh
组增殖细胞数减少（图 4C、D）。进一步检测细胞

迁移增殖的相关指标来验证上述现象，LPS处理
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A，B：Immunofluorescence staining of Dixdc1（green）and GFAP（red）within the ipsilateral cerebral cortex in sham group or TBI 3 h group. C，D：
Immunofluorescence staining of Dixdc1（red）and Iba1/NeuN（green）within the ipsilateral cerebral cortex in sham group or TBI 3 h group. The lesion
core region was delineated using a white dashed line and annotated as“Lesion core”.

图2 Dixdc1蛋白与星形胶质细胞存在共定位

Figure 2 Dixdc1 protein co⁃localizes with astrocytes

250
200
150
100
50
0

Flu
ore

sce
nt

inte
nsi

ty（
Un

it）

Distance（μm）
0 50 100 150 200 250

Iba1
Dixdc1

200
150
100
50
0

Flu
ore

sce
nt

inte
nsi

ty（
Un

it）

Distance（μm）
0 20 40 60 80 100

NeuN
Dixdc1

Dixdc1
GFAP

200
150
100
50
0

Flu
ore

sce
nt

inte
nsi

ty（
Un

it）

Distance（μm）
0 200 400 600

250
200
150
100
50
0

Flu
ore

sce
nt

inte
nsi

ty（
Un

it）

Distance（μm）
0 100 200 300 400

Dixdc1
GFAP

B DSham TBI 3 h

A：Western blot detection of protein levels of Dixdc1，GFAP and PCNA in an activated astrocyte model. B-D：Quantitative analysis of Dixdc1（B），
GAFP（C）and PCNA（D）protein expressions. *P < 0.05，**P < 0.01，and ***P < 0.001（n=3）.

图3 LPS刺激促进星形胶质细胞中Dixdc1蛋白表达

Figure 3 LPS stimulation promotes Dixdc1 protein expression in astrocytes
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表达较PBS处理组增加，Dixdc1⁃sh组Dixdc1敲低抑

制 LPS的诱导作用（图 4E~J）。提示Dixdc1敲低抑

制星形胶质细胞增殖迁移能力。

2.5 敲低Dixdc1抑制LPS诱导的星形胶质细胞周期

细胞周期是检测细胞增殖的重要检测指标［18］，
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A，B：Scratch assay to assess astrocyte migration（×40）. C，D：EdU assay to measure astrocyte proliferation（×200）. E-J：Western blot analysis（E）
of Dixdc1（F），E⁃Cadherin（G），N⁃Cadherin（H），Vimentin（I），and PCNA（J）reveals significant changes after LPS（1 μg/mL，24 h）treatment. *P <
0.05，**P < 0.01，and ***P < 0.001（n=3）.

图4 敲低Dixdc1抑制LPS诱导的星形胶质细胞增殖和迁移

Figure 4 Knockdown of Dixdc1 inhibits LPS⁃induced proliferation and migration of astrocytes
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A，B：Cell cycle analysis of astrocytes by flow cytometry. C-E：Western blot detection（C）of CDK2（D）and Cyclin A（E）in astrocytes after LPS（1 μg/mL，
24 h）treatment. **P < 0.01 and ***P < 0.001（n=3）.

图5 敲低Dixdc1抑制LPS诱导的星形胶质细胞的细胞周期

Figure 5 Knockdown of Dixdc1 inhibits LPS⁃induced cell cycle in astrocytes
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采用流式细胞术分析细胞周期，LPS组中 S期星形

胶质细胞的比例显著增加，Dixdc1⁃sh组中 S期的细

胞比例减小，细胞分裂被抑制（图5A、B）。根据细胞

周期的检测结果，Western blot检测 S期相关蛋白

CDK2、Cyclin A的表达，LPS组中CDK2、Cyclin A蛋

白表达增加，Dixdc1⁃sh组中其蛋白水平降低（图

5C~E）。提示Dixdc1敲低抑制星形胶质细胞的细胞

周期，减少星形胶质细胞增殖。

2.6 敲低Dixdc1抑制LPS诱导的A1型星形胶质细

胞极化

采用Western blot检测小鼠脑损伤后星形胶质

细胞A1、A2表型极化的标志物C3及 S100A10的表

达情况。C3蛋白在损伤前期表达水平增加，后期减

少，而S100A10蛋白在损伤前期表达水平减少，后期

增加（图6A~C）。同时Dixdc1的表达水平也是在损

伤初期有所增加，后期减少，这与神经毒性星形胶

质细胞的表达存在一致性，因此合理推测Dixdc1对
星形胶质细胞表型极化具有重要作用。

Western blot检测Dixdc1敲低后星形胶质细胞

A1、A2表型相关标志物的表达水平。与PBS处理组

相比，LPS处理组GFAP、C3的蛋白表达水平明显增

加，而 S100A10蛋白表达水平降低，Dixdc1⁃sh组中

C3 表 达 量 降 低 ，而 S100A10 表 达 量 增 加（图

6D~G）。结果表明，Dixdc1敲低抑制A1表型极化，

促进星形胶质细胞向A2表型的转化。在RNA水平

上，热图显示Dixdc1⁃sh明显抑制了包括 Serping1、
H2.D1、Gbp2 在内的多种基因表达。与之相反，

Dixdc1⁃sh组显著上调包括 S100A10、Clcf1、Emp1在
内的A2相关基因的表达（图 6H）。同样，用细胞免

疫荧光染色验证Dixdc1敲低对星形胶质细胞表型

极化的影响，Dixdc1敲低后 C3的荧光强度增加而

S100A10的强度降低（图6I）。
研究表明，脑损伤后STAT3已被确定为星形胶

质细胞反应的关键调控因子［19］。因此，通过Western
blot检测发现Dixdc1⁃sh组中 STAT3磷酸化水平下

降（图6J、K）。提示Dixdc1敲低可能通过抑制STAT3
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A-C：Expression levels of C3（B）and S100A10（C）were detected by Western blot（A）. D-G：Expression levels of GFAP（E），C3（F），and S100A10
（G）were detected by Western blot（D）in astrocytes. H：mRNA expression levels of A1 and A2 phenotype⁃related genes by RT⁃PCR. I：Expression levels
of C3 and S100A10 in astrocytes were stained with immunofluorescence（C3：red/Hoechst：blue and S100A10：red/Hoechst：blue；×200）. J，K：Expression
levels of STAT3 were detected by Western blot after LPS（1 μg/mL，24 h）treatment. *P < 0.05，**P < 0.01 and ***P < 0.001（n=3）.

图6 敲低Dixdc1抑制LPS诱导的A1星形胶质细胞极化

Figure 6 Knockdown of Dixdc1 inhibits LPS⁃induced A1 astrocyte polarization
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磷酸化来抑制星形胶质细胞A1表型极化。

3 讨 论

星形胶质细胞活化是TBI后关键的病理生理表

现之一，其中星形胶质细胞胶质瘢痕形成、表型转变

在中枢神经系统病理损伤后起着神经损伤和修复的

双重作用［20］。在LPS诱导的小鼠神经炎症模型中，A1
型星形胶质细胞释放促炎因子（IL⁃1α、TNF⁃α）和补

体成分（C3），直接诱导神经元死亡，抑制损伤部位

的神经功能恢复［10］，此外在小鼠缺血性卒中模型

中，A1型星形胶质细胞会破坏血脑屏障，加重脑水

肿［21］；而在大鼠脊髓损伤模型中，A1型星形胶质细

胞极化具有潜在的保护作用，早期能够清除细胞碎

片，为神经修复提供微环境［22］。因此，星形胶质细

胞表型向着有利的方向发展对神经保护与功能恢

复至关重要。

本研究发现脑损伤后皮质中星形胶质细胞内

Dixdc1蛋白表达水平升高，且与星形胶质细胞活化

标志物GFAP表达具有相关性，由此推测Dixdc1可
能参与 TBI后星形胶质细胞活化过程，LPS诱导的

星形胶质细胞活化模型也呈现类似的表达趋势。

本研究进一步在体外细胞实验中采用 shRNA敲低

Dixdc1表达，探讨Dixdc1对星形胶质细胞迁移、增

殖及极化的影响，检测细胞的迁移和增殖能力，分

析细胞周期时相及细胞周期相关蛋白表达变化，同

时评估 A1、A2型星形胶质细胞表型标志物的表

达。上述实验结果显示Dixdc1表达下调可减轻星

形胶质细胞活化，具体表现在Dixdc1敲低后星形胶

质细胞迁移至损伤中心的能力下降，增殖形成胶质

瘢痕的能力下降，以及抑制星形胶质细胞A1型转

变，减少补体成分C3的释放。

本研究聚焦于Dixdc1在星形胶质细胞A1型极

化中的体外调控作用，其体内功能需通过构建星形

胶质细胞条件性敲除Dixdc1小鼠进一步验证。另

外，本研究主要关注Dixdc1对TBI后星形胶质细胞活

化介导神经炎症发生的影响，实验结果提示Dixdc1
可能通过促进星形胶质细胞A1型极化及神经炎症

反应，释放补体成分C3，进而可能发生突触吞噬，间

接加剧TBI后神经元损伤，但其介导的神经元⁃胶质

细胞“对话”的具体分子机制需进一步解析。研究报

道称STAT3已被确定为星形胶质细胞反应性的关键

调节因子，在病理过程中发挥双重作用［23-24］。在TBI
急性期，STAT3过度激活加剧神经炎症和血脑屏障

破坏，与神经元凋亡及神经功能障碍相关；在慢性

期，STAT3可能通过调控胶质瘢痕的稳定性和神经

营养因子释放，间接支持组织修复。本研究初步探

索发现Dixdc1敲低可能通过抑制 STAT3磷酸化来

抑制星形胶质细胞A1表型极化的机制。后续研究

将进一步探索Dixdc1与 JAK⁃STAT信号通路之间的

功能交互机制，特别是其调控A1/A2极化标志物转

录的潜在作用［25］。

综上所述，TBI后星形胶质细胞内Dixdc1蛋白

表达上调，而减少Dixdc1表达可抑制A1型星形胶

质细胞的活化，进而显著抑制LPS诱导的星形胶质

细胞增殖迁移和STAT3磷酸化。
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