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低氧对大鼠大脑皮质细胞分泌ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的影响

李华华，娄淑杰
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　　［摘要］　目的　观察低氧环境对大鼠大脑皮质细胞分泌ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的影响。方法　原代培养新生ＳＤ大鼠
大脑皮质细胞，设１％、４％两个低氧浓度和３ｈ、６ｈ两个低氧处理时间，处理结束后采用 ＥＬＩＳＡ方法检测各组细胞培养液中

ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的含量。结果　与相应的常氧（２０％氧）对照组相比，１％氧浓度环境处理细胞３ｈ和６ｈ，ＩＬ６含量均下
降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β和ＴＮＦα含量变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与相应的常氧（２０％氧）对照组相比，４％氧浓度

环境处理细胞３ｈ，ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα含量变化均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；处理细胞６ｈ时，ＩＬ１β（Ｐ＜０．０１）和ＩＬ６（Ｐ＜

０．０５）均显著下降，ＴＮＦα含量变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　１％氧浓度环境虽对大脑皮质细胞分泌ＩＬ１β和ＴＮＦα
无影响，但可抑制细胞分泌ＩＬ６。４％氧浓度环境虽对细胞分泌ＴＮＦα无影响，但对细胞分泌ＩＬ１β和ＩＬ６具有抑制作用。

　　［关键词］　细胞低氧；大脑皮质；白介素１β；白介素６；肿瘤坏死因子α
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　　中枢神经系统对氧的需求量较大，而且对缺氧

较为敏感，因而低氧更容易使中枢神经系统受到损

害［１］。低氧造成中枢神经系统损伤是多种因素共同

作用的结果，低氧除了可导致大脑的能量供应不足

外，还可诱使细胞内、外环境发生改变，如细胞内钙

离子偏高［２５］，谷氨酸、天冬氨酸等兴奋性氨基酸释
放增加和堆积［６］。炎症是脑缺氧病理生理过程中一
个重要的环节，在缺氧／缺血性脑损伤中发挥着重要
的作用［７］，且有研究把神经损伤归因于炎症因子，如

ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα等
［８］。目前有关低氧对炎症因

子表达影响的研究主要集中于间歇性低氧、低氧预
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适应、缺血性低氧和低氧后再复氧方面，而有关单纯

一次性低氧处理对大脑皮质细胞表达炎症因子的研

究甚少。鉴于此，本研究设定了重度（１％）、中度

（４％）两个低氧浓度和３ｈ、６ｈ两个低氧处理时间，

观察不同氧浓度环境及不同时间处理后大鼠大脑皮

质细胞分泌ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的情况，探讨低氧

对大鼠大脑皮质细胞分泌炎症因子的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物　新生２４ｈ内的ＳＤ大鼠１８只，由

第二军医大学实验动物中心提供。

１．２　实验试剂　Ｂ２７添加剂（Ｂａｓｉｓ２７ｓｕｐｐｌｅ

ｍｅｎｔ）和 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），ＩＬ１β、

ＩＬ６和 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ检测试剂盒（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公

司），多聚赖氨酸和胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司），胎牛血

清和马血清（杭州四季青生物工程材料有限公司），

青霉素链霉素溶液（碧云天生物技术公司），Ｄ

Ｈａｎｋｓ液（上海生工生物工程技术服务有限公司），

磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ；武汉

博士德生物工程有限公司）。

１．３　大鼠大脑皮质细胞的分离与培养　取新生２４

ｈ内ＳＤ大鼠，无菌条件下分离出双侧大脑皮质，经

剪碎、消化、过滤、离心环节后，加入适量的含有２％

Ｂ２７和１％青霉素链霉素的Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基，调

整细胞密度为（６．５～７．０）×１０５个／ｍｌ，接种于被多

聚赖氨酸包被过的４８孔细胞培养板中，置于细胞培

养箱（３７℃、５％ＣＯ２、９５％空气）中培养，在第３天半

量换液，第５天全量换液。

１．４　锥虫蓝染色　取２０μｌ锥虫蓝染液于离心管

中，再加入等量的细胞悬液，混匀，静置约２ｍｉｎ，通

过细胞计数板于显微镜下观察，计算细胞成活率。

１．５　低氧处理大脑皮质细胞　低氧处理在低氧工

作站（Ｉｎｖｉｖｏ２２００型，英国ＤｏｎＷｈｉｔｌｅｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公

司）中进行。将培养５ｄ的低氧组细胞转移至低氧工

作站，在１％和４％氧浓度环境下分别处理３ｈ（Ｈ３）

和６ｈ（Ｈ６），其相应的常氧（２０％）对照组细胞（Ｃ３
和Ｃ６）则继续放置细胞培养箱中。处理结束后，即

刻收集细胞培养液，每个实验独立重复３次。

１．６　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的蛋白表

达　具体操作步骤按照试剂盒操作说明书进行。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，实验结果以珚ｘ±ｓ表示，采用独立样本ｔ检

验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

　　如表１所示，１％氧浓度环境下，与相应的常氧

对照组相比，Ｈ３组和 Ｈ６组细胞培养液中ＩＬ１β和

ＴＮＦα水平变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ｈ３组细

胞培养液中ＩＬ６（Ｐ＜０．０１）和 Ｈ６组中ＩＬ６（Ｐ＜
０．０５）水平下降。４％氧浓度环境下，与Ｃ３组相比，

Ｈ３组细胞培养液中ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα水平变化

均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与Ｃ６组相比，Ｈ６组细

胞培养液中ＩＬ１β（Ｐ＜０．０１）和ＩＬ６（Ｐ＜０．０５）水平

降低，但ＴＮＦα水平变化无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　低氧对大鼠大脑皮质细胞分泌ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｏｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ
１％ Ｏｘｙｇｅｎ

ＩＬ１β ＩＬ６ ＴＮＦα

４％ Ｏｘｙｇｅｎ
ＩＬ１β ＩＬ６ ＴＮＦα

Ｃ３ ３１．０７±２．４２ １７６．１７±３．４０ １０８．７７±１４．１８ ６５．１１±４．８７ ３２２．５０±１１．７６ １１３．２３±９．３４
Ｈ３ ２７．７５±１．８５ １５５．６８±１．９６ １１１．００±６．３２ ５９．９０±１１．３７ ３１２．７２±１１．０６ １０７．９２±１１．８３
Ｃ６ ３０．０６±１．７３ １６６．４９±４．７６ １１３．８８±１３．１９ ７３．９３±２．１５ ３０３．５６±７．５９ １１３．４６±７．５４
Ｈ６ ２９．１６±１．１７ １５５．３４±３．６９△ １２８．４０±２７．８３ ４９．４８±１．９０△△ ２８１．１６±３．４１△ １０５．０９±１８．０４

　Ｃ３：Ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｎｏｒｍｏｘｉａ（２０％ｏｘｙｇｅｎ）ｆｏｒ３ｈ；Ｈ３：Ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｈｙｐｏｘｉａ（１％ｏｒ４％

ｏｘｙｇｅｎ）ｆｏｒ３ｈ；Ｃ６：Ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｎｏｒｍｏｘｉａ（２０％ｏｘｙｇｅｎ）ｆｏｒ６ｈ；Ｈ６：Ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｈｙ

ｐｏｘｉａ（１％ｏｒ４％ｏｘｙｇｅｎ）ｆｏｒ６ｈ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣ３ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣ６ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα是重要的炎症介质，在中

枢神经系统中主要由神经元、小胶质细胞和星形胶

质细胞分泌。正常生理条件下，ＩＬ１β、ＩＬ６ 和

ＴＮＦα对机体的生长发育和内环境的稳定等具有重

要作用；在病理状态下，它们异常表达并诱使各种炎

症因子瀑布式释放，导致炎症反应的发生，加重组织
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细胞损伤。ＩＬ１β是炎症应答过程中重要的调节因

子之一，脑缺血时ＩＬ１β与其他分子相互作用间接

性地加重缺氧性脑损伤［８］，如通过基质金属蛋白酶

加重脑损伤［９］。ＩＬ６是一种多效性细胞因子，具有

神经保护和神经毒性双重作用。当机体发生缺血／

缺氧性脑损伤时，它以直接或间接方式产生神经保

护作用［８，１０］。ＩＬ６具有的神经保护功能还表现在它

可刺激星形胶质细胞分泌神经生长因子（ＮＧＦ），且

自身具有 ＮＧＦ样作用，有利于神经损伤后的修

复［１１］。但有研究显示ＩＬ６对神经细胞具有伤害性，

可加重脑组织损伤［１２］。因此，ＩＬ６在脑损伤中发挥

保护作用还是神经毒性作用，可能与其在脑内的水

平有一定关系。ＴＮＦα是一种促炎因子，可通过增

加一氧化氮的毒性［１３］、促进Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（Ｎ

ｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ，ＮＭＤＡ）受体激活及钙超载

损伤的级联反应［１４］、诱导合成急性反应期蛋白［１５］等

加重炎症性脑损伤，但在低浓度时ＴＮＦα同样具有

神经保护作用［１６］。

　　低氧是一种应激原，有关低氧对炎症因子ＩＬ

１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达影响的研究涉及到多种细胞

类型，但反应有所不同。本研究中我们设定了重度

（１％）和中度（４％）两个低氧状态，观察不同低氧状

态对大脑皮质细胞分泌炎症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和

ＴＮＦα的影响。结果表明，１％氧浓度环境下，缺氧

３ｈ和６ｈ都可抑制大脑皮质细胞分泌ＩＬ６，但对细

胞分泌ＩＬ１β和 ＴＮＦα均无影响；４％氧浓度环境

下，缺氧３ｈ对大脑皮质细胞分泌ＩＬ１β、ＩＬ６和

ＴＮＦα均无影响，缺氧６ｈ虽对细胞分泌ＴＮＦα仍

无影响，但可抑制细胞分泌ＩＬ１β和ＩＬ６到细胞外

液，说明６ｈ内无论是重度还是中度低氧对大脑皮

质细胞分泌ＩＬ１β和ＩＬ６的影响总体呈现抑制作

用，此与他人的研究结果有相似之处但又有所不同。

Ｄｅｎｇ等［１７］研究发现３％氧浓度处理小胶质细胞２ｈ
可促进细胞分泌ＩＬ１β，一直持续到４ｈ，但处理细胞

６ｈ时ＩＬ１β分泌量开始降低。ＤｉＬｏｒｅｔｏ等
［８］发现

中度低氧（氧分压２０ｍｍＨｇ，１ｍｍＨｇ＝０．１３３

ｋＰａ）处理神经元６ｈ可抑制神经元分泌ＩＬ６，Ｆｉｔｚ

ｇｅｒａｌｄ等［１８］发现０．５％氧浓度处理近端肾小管上皮

细胞１５ｍｉｎ即可抑制细胞分泌ＩＬ６，这提示中度和

重度低氧可抑制细胞分泌ＩＬ６。ＤｉＬｏｒｅｔｏ等［１９］发

现中度低氧（氧分压２０ｍｍＨｇ）处理神经元６ｈ，并

未对神经元分泌 ＴＮＦα产生影响；Ｈａ等［２０］发现

１％氧浓度处理滑膜细胞２４ｈ时也未对细胞分泌

ＴＮＦα产生影响。但也有研究显示一定程度的低

氧可 促 进 细 胞 分 泌 ＩＬ１β、ＩＬ６ 和 ＴＮＦα。Ｌｉ
等［２１２２］发现５％和３％氧浓度分别处理小胶质细胞４

ｈ和３ｈ时均可促进细胞分泌ＩＬ１β和ＴＮＦα，Ｋａｕｒ
等［２３］也发现３％氧浓度处理小胶质细胞３ｈ可促进

细胞分泌ＩＬ１β和ＴＮＦα。Ｊｅｏｎｇ等
［２４］通过去铁敏

模拟低氧环境，发现低氧能够促进 ＨＥＩＯＣｌ细胞分

泌ＩＬ６。综上所述，低氧对细胞分泌炎症因子ＩＬ

１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的影响可能会因细胞类型、低氧

浓度和低氧处理时间不同而有所不同，具体的机制

和生物学意义还有待进一步研究确定。

　　本研究中，低氧对大脑皮质细胞分泌ＩＬ１β和

ＩＬ６的抑制作用可能是大脑皮质细胞对缺氧的一种

适应性反应，通过抑制炎症因子的分泌来避免因其

高水平表达对神经元产生毒性作用，这可能是低氧

或缺血预适应的机制之一，提示临床上针对单纯性

缺氧或缺血性缺氧的处理及用药，应充分考虑到时

间因素。目前关于低氧对炎症因子表达的影响机制

涉及活性氧（ＲＯＳ）、低氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃ

ｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）、ＮＦκＢ、蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）、丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃ

ｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）和急性反应期蛋白

等，但有必要进行更深入的研究，以期为阐明缺氧性

脑损伤与炎性因子的关系和探讨其治疗方法提供一

定的理论依据。
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