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［摘要］　目的：探讨Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶对缺氧所致大鼠皮质神经元内钙升高的影响。方法：采用激光共聚焦显微镜及可视化

动缘探测系统，测定培养大鼠皮质神经元在缺氧不同时间和双氢哇巴因（ＤＨＯ，一种 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制剂）不同浓度时细

胞内钙离子浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）和细胞内钠离子浓度（［Ｎａ＋］ｉ），并观察ＤＨＯ对缺氧后神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ升高作用的影响。

结果：ＤＨＯ（１０－９～１０－３ｍｏｌ／Ｌ）和缺氧（４～２０ｍｉｎ）均可显著升高正常皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ，并分别具有剂量依赖性

和时间依赖性。在缺氧４ｍｉｎ时皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ即明显升高，此时给予ＤＨＯ１０－３ｍｏｌ／Ｌ可使二者进一步升高；

但当皮质神经元缺氧１５ｍｉｎ后，再给予相同剂量的ＤＨＯ则不能使［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ进一步增加；若对ＤＨＯ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）预先

升高［Ｃａ２＋］ｉ的正常神经元再进行缺氧灌流，则［Ｃａ２＋］ｉ不继续升高。结论：Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制是缺氧所致大鼠皮质神经

元［Ｃａ２＋］ｉ升高的机制之一。
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　　缺血性脑血管病是危害人类健康的常见多发
病。许多研究已经证实各种原因造成的脑缺血均可
引起供氧不足而促进能量代谢障碍，ＡＴＰ产生不足
甚至耗竭，从而使一些ＡＴＰ依赖性的酶活性降低，
影响Ｃａ２＋的动态平衡［１］。当Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶活性
降低时，其引起的细胞外 Ｋ＋浓度显著升高可使神
经元去极化，这一方面使电压依赖性钙通道开放，通
过Ｃａ２＋内流升高细胞内Ｃａ２＋浓度（［Ｃａ２＋］ｉ），另一

方面去极化也促进 Ｎａ＋ 大量内流，升高的细胞内

Ｎａ＋浓度（［Ｎａ＋］ｉ）则可通过翻转Ｎａ＋／Ｃａ２＋交换促

进Ｃａ２＋内流，引起神经元［Ｃａ２＋］ｉ显著升高，导致缺

血性神经元损伤，最终通过Ｃａ２＋促进内钙释放［２３］。
由于脑缺血是一个综合、复杂的病理变化过程，究竟

哪些机制参与了缺氧诱发的［Ｃａ２＋］ｉ升高目前尚不
完全清楚［４］。本实验室以往的研究曾发现，大鼠和
沙土鼠全脑缺血后的Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶活性明显降
低［５６］，这表明Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶在缺血性脑病中占
有重要地位，但缺氧所致的神经元［Ｃａ２＋］ｉ升高是否
与Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶有关仍然缺乏直接的实验证
据。本研究拟在培养皮质神经元观察 Ｎａ＋，Ｋ＋
ＡＴＰ酶活性改变对缺氧所致神经元［Ｃａ２＋］ｉ和
［Ｎａ＋］ｉ的影响，以探讨 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶在缺血性
脑损伤中的作用。
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１　材料和方法

１．１　皮质神经元体外分散培养　取新生２４ｈ以内
的ＳＤ大鼠（由河北医科大学实验动物中心提供），
无菌条件下断头、取脑，解剖显微镜下分离出双侧皮
质，置于ＤＨａｎｋ液中，将皮质组织剪成体积为１
ｍｍ３的小块，用０．１２５％胰蛋白酶消化（３７℃、２５
ｍｉｎ）分散后，用种植培养液（１０％马血清、１０％胎牛
血清、８０％ＤＭＥＭ）稀释成５×１０５／ｍｌ的细胞悬液，
接种于涂有多聚赖氨酸（０．１ｍｇ／ｍｌ）的２４孔细胞
培养板中，每孔２００μｌ，于３７℃、１０％ ＣＯ２的培养箱
（Ｓａｎｙｏ）内培养。２４ｈ后倾去培养板内种植培养
液，改用饲养培养液（９８％ Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ、２％ Ｂ２７、谷
氨酰胺１００μｇ／ｍｌ）培养。于接种第５日，在培养板
中加入阿糖胞苷（３μｇ／ｍｌ）以抑制非神经细胞的过
度增殖，作用４８ｈ后更换新鲜培养液，以后每周半
量换液２次。细胞培养至１４ｄ后用于实验，并采用
免疫荧光法对皮质神经元体外分散培养进行鉴定

［以微管相关蛋白（ＭＡＰ２，ＳａｎｔａＣｒｕｚ）标记皮质神
经元］。

１．２　皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ测定

１．２．１　采用可视化动缘探测系统检测培养的皮质
神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ荧光信号 　用Ｆｕｒａ２１０

μｍｏｌ／Ｌ（Ｓｉｇｍａ）３７℃避光孵育培养皮质神经元３０
ｍｉｎ以测定细胞内［Ｃａ２＋］，用ＳＢＦＩ１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｓｉｇ
ｍａ）３７℃避光孵育１ｈ以测定细胞内［Ｎａ＋］，然后采
用可视化动缘探测系统及双激发荧光光电倍增系统

（美国ＩＯＮＯＰＴＩＸ公司，ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＳｙｓｔｅｍＩｎｔｅｒ
ｆａｃｅ）通过３４０或３８０ｎｍ两个波长激发光照射并交替
扫描以采集各自的荧光信号，并由上述两种波长荧光
强度的比值（Ｒａｔｉｏ＝Ｆ３４０／Ｆ３８０）反映相对的［Ｃａ２＋］ｉ和
［Ｎａ＋］ｉ。每部分实验记录４片细胞（ｎ＝４），每片细胞
上记录１０个细胞求平均值作为１个样本。

１．２．２　采用激光共聚焦扫描显微镜检测培养的皮
质神经元［Ｃａ２＋］ｉ荧光信号　Ｆｌｕｏ３７．５μｍｏｌ／Ｌ
（Ｓｉｇｍａ）３７℃孵育神经元４０ｍｉｎ后，用激光共聚焦
扫描显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２激光共聚焦显微镜）检
测培养皮质神经元的相对［Ｃａ２＋］ｉ，激发波长为４８８
ｎｍ的氩激光，发射波长为５１６ｎｍ，采样频率为４８８
Ｈｚ。正常对照组荧光值为Ｆ０，缺氧后的荧光峰值为

Ｆ，钙离子荧光强度用Ｒ＝Ｆ／Ｆ０表示，每组均计算４
片细胞（ｎ＝４），每片细胞上记录１０个细胞求平均值
作为１个样本。

１．３　双氢哇巴因（ＤＨＯ）对皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和
［Ｎａ＋］ｉ的影响　Ｆｕｒａ２和ＳＢＦＩ负载神经元后，用

正常 ＨＢＳ灌流皮质神经元５ｍｉｎ，记录基础的
［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ荧光比值作为正常对照，然后连续
灌流含有不同浓度 ＤＨＯ（１０－９、１０－８、１０－７、１０－６、

１０－５、１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ，Ｓｉｇｍａ，Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的
一种抑制剂）的 ＨＢＳ各２ｍｉｎ，检测神经元［Ｃａ２＋］ｉ
和［Ｎａ＋］ｉ荧光比值。

１．４　缺氧对皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的影响

１．４．１　皮质神经元体外缺氧培养　皮质神经元培
养至１４ｄ，将皮质神经元培养液换成无糖、无血清细
胞外液［成分为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１１６．４、ＫＣｌ５．４、

ＣａＣｌ２１．８、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．８、ＫＨ２ＰＯ４２．６、ＮａＨ
ＣＯ３２６．２，ｐＨ７．２～７．４］，立即放入恒温（３７℃）的
密闭容器内，连续充入无氧混合气（９５％ Ｎ２＋５％
ＣＯ２）０、０．５、１、２或４ｈ，测定神经元相对［Ｃａ２＋］ｉ。

１．４．２　皮质神经元急性缺氧灌流　在Ｆｕｒａ２和

ＳＢＦＩ负载神经元后，将负载好的细胞片放入灌流槽
中，灌流速度２ｍｌ／ｍｉｎ，室温保持在２０～２２℃。持
续给予５ｍｉｎ正常 ＨＢＳ［成分为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ
１４２．６、ＫＣｌ５．４、ＨＥＰＥＳ１０、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ２、Ｄ
Ｇｌｕｃｏｓｅ８、ＣａＣｌ２３］以稳定细胞状态，记录基础的
［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ荧光比值做为正常对照，然后换为
无氧无糖的 ＨＢＳ［成分中去掉ＤＧｌｕｃｏｓｅ，提前以无
氧混合气（９５％ Ｎ２＋５％ ＣＯ２）饱和１ｈ］连续灌流

２０ｍｉｎ，分别于缺氧２、４、６、８、１０、１５和２０ｍｉｎ时测
定神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ荧光比值。

１．５　ＤＨＯ对缺氧皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的
影响　Ｆｕｒａ２和ＳＢＦＩ负载神经元后，将负载好的
细胞片在正常 ＨＢＳ中平衡５ｍｉｎ，记录基础的
［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ荧光比值做为正常对照，连续灌流
无氧无糖的 ＨＢＳ４ｍｉｎ或１５ｍｉｎ后测定［Ｃａ２＋］ｉ和
［Ｎａ＋］ｉ荧光比值，然后灌流含ＤＨＯ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）的
正常 ＨＢＳ２ｍｉｎ，测定［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ荧光比值。

　　用Ｆｌｕｏ３负载神经元后，在正常 ＨＢＳ中平衡５
ｍｉｎ，记录Ｃａ２＋基础荧光比值做为正常对照，灌流含
有ＤＨＯ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）的正常 ＨＢＳ，待Ｃａ２＋的荧光
信号稳定后，采集荧光强度，连续灌流含有 ＤＨＯ
（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）的无氧无糖 ＨＢＳ灌流１５ｍｉｎ，测定
［Ｃａ２＋］ｉ荧光强度。

１．６　统计学处理　实验所得数据以珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１０．０采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验进行组间差异分
析，采用Ｐｅａｒｓｏｎ检验进行相关性分析。

２　结　果

２．１　培养皮质神经元的鉴定　皮质神经元接种后

１～２ｈ开始贴壁，细胞呈圆形或椭圆形，３ｄ后多数
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细胞从胞体长出数个突起，神经元在７～１０ｄ开始
成熟，胞体晕光明显，突起变粗、变长并且有分支，１２
ｄ后神经细胞生长最为丰满，胞体圆形或多角形，经

ＭＡＰ２染色后，神经元的胞体和树突可见明显的绿
色荧光（图１）。

图１　培养的皮质神经元的鉴定

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ（×４００）

Ａ：Ｌｉｇｈｔｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ；Ｂ：Ｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ

ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＭＡＰ２

２．２　ＤＨＯ 对皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的影
响　有氧状态下，不同浓度的ＤＨＯ可剂量依赖性
地显著升高皮质神经元［Ｎａ＋］ｉ（ｒ＝０．９３９，Ｐ＜
０．０１）和［Ｃａ２＋］ｉ（ｒ＝０．９８４，Ｐ＜０．０１）；当ＤＨＯ的
浓度为１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，反映［Ｃａ２＋］ｉ的荧光比值从

０．４６７８±０．０１００上升到０．７１９５±０．００４８，反映
［Ｎａ＋］ｉ的荧光比值从０．５３６８±０．００５９增加到

０．５８２０±０．００７２（图２），提示抑制 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ
酶可升高皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ。

图２　ＤＨＯ对皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的影响

Ｆｉｇ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆ［Ｃａ２＋］ｉａｎｄ
［Ｎａ＋］ｉｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＨＯｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．３　缺氧对皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的影响　
皮质神经元在缺氧培养０．５～４ｈ的各时间点均能

显著升高，在缺氧培养０．５ｈ时［Ｃａ２＋］ｉ即可明显升
高（１．４０９０±０．３０７８，Ｐ＜０．０５），在１、２和４ｈ均
维持在最高峰 （１．７１４８±０．４６１７、１．６１５４±
０．４９３６、１．５９７７±０．４６５３，Ｐ＜０．０１）。

　　鉴于神经元［Ｃａ２＋］ｉ在缺氧培养３０ｍｉｎ时即明
显升高，我们又观察了急性缺氧灌流２０ｍｉｎ以内神
经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的变化。结果表明培养的皮
质神经元在缺氧 ２０ ｍｉｎ内可时间依赖性升高
［Ｃａ２＋］ｉ（ｒ＝０．８９６，Ｐ＜０．０１）和［Ｎａ＋］ｉ（ｒ＝０．９０１，

Ｐ＜０．０１），在缺氧４ｍｉｎ时［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ（分别
为０．５７８０±０．０３４６、０．５７０５±０．０２０６）均显著高
于缺氧前（分别为０．５０６４±０．０２１０和０．５１９３±
０．０１７６）（Ｐ＜０．０１）；缺氧１５ｍｉｎ时又使［Ｃａ２＋］ｉ和
［Ｎａ＋］ｉ较 缺 氧 ４ ｍｉｎ 时 进 一 步 升 高 （分 别 为

０．６３３６±０．０３０３和０．６２６±０．０１５６）（［Ｃａ２＋］ｉ，

Ｐ＜０．０５；［Ｎａ＋］ｉ，Ｐ＜０．０１）（图３）。为此我们选择

４ｍｉｎ和１５ｍｉｎ两个时间点分别观察ＤＨＯ对皮质
神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的影响。

图３　缺氧对皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的影响

Ｆｉｇ３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆ［Ｃａ２＋］ｉａｎｄ
［Ｎａ＋］ｉｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｙｐｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｍｉｎ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ４ｍｉｎ；ｎ＝４，珔ｘ±ｓ

２．４　ＤＨＯ对缺氧皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ的
影响　实验结果表明，缺氧４ｍｉｎ时，培养皮质神经
元［Ｎａ＋］ｉ和 ［Ｃａ２＋］ｉ升高的分别从 ０．５０７８±
０．００５６和０．５２８５±０．０１８１上升到０．５２７８±
０．００６７和０．５９９５±０．０１２９（Ｐ＜０．０１），ＤＨＯ
（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）可使神经元［Ｎａ＋］ｉ和［Ｃａ２＋］ｉ进一步
显著升高（０．５３９５±０．００６８和０．６２５３±０．００６２，

Ｐ＜０．０１），提示缺氧引起的［Ｃａ２＋］ｉ升高可能与

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制有关，而在缺氧４ｍｉｎ时，

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的功能尚未被完全抑制。

　　神经元持续缺氧１５ｍｉｎ时，［Ｎａ＋］ｉ和［Ｃａ２＋］ｉ
同步显著升高 （分别从 ０．５１３８±０．０２３２ 和

０．５１８８±０．０３１８上升到０．６１４８±０．０２１４和



第１期．李　石，等．Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶参与缺氧所致大鼠皮质神经元内钙升高 · ４７　　　 ·

０．６３８５±０．００５２，Ｐ＜０．０１），再给予 ＤＨＯ（１０－３

ｍｏｌ／Ｌ）时，神经元［Ｎａ＋］ｉ和［Ｃａ２＋］ｉ分别为０．６０５±

０．００４６９和０．６３９±０．０２７７２，无明显改变，表明１５

ｍｉｎ的缺氧已使神经元 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的功能全

部抑制。当预先用 ＤＨＯ（１０－３ｍｏｌ／Ｌ）升高皮质神

经元［Ｃａ２＋］ｉ（１．６１３６±０．１１８３）后，再用含相同浓

度ＤＨＯ的无氧无糖 ＨＢＳ灌流使其缺氧１５ｍｉｎ并

不改变［Ｃａ２＋］ｉ（１．６２４０±０．０７３８），进一步提示缺

氧所致的［Ｃａ２＋］ｉ升高可能系Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制

的结果。

３　讨　论

　　Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶又称为钠泵，是一类广泛存在

于真核生物细胞膜中的跨膜蛋白，可利用水解ＡＴＰ
释放的能量将胞内３个 Ｎａ＋转运到胞外，同时将胞

外的２个Ｋ＋转运到胞内，以恢复复极化后细胞内外

的离子平衡。当其功能受到抑制时，Ｎａ＋外排减少

而大量聚集于细胞内，致使 Ｎａ＋／Ｃａ２＋交换体逆向

转运，终导致［Ｃａ２＋］ｉ升高。Ｃａ２＋和Ｎａ＋是缺氧诱导

的神经元损伤中两种主要的因素［７］，Ｈａｉｇｎｅｙ曾发

现，细胞缺氧后Ｎａ＋可通过电压依赖性Ｎａ＋通道内

流而引起 Ｎａ＋在胞内聚集，最终导致胞内Ｃａ２＋超

载［８］。有研究证明［Ｃａ２＋］ｉ的大量增加要比［Ｎａ＋］ｉ
晚，在缺氧５ｍｉｎ以内［Ｃａ２＋］ｉ仍然位于生理范围

内，而［Ｎａ＋］ｉ则超过了正常域值［９］。但也有研究表

明胞内Ｃａ２＋和Ｎａ＋的积聚与胞外Ｃａ２＋和Ｎａ＋的降

低、缺氧早期去极化同时出现［１０］。本实验通过检测

培养的皮质神经元［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ，发现缺氧可时

间依赖性同步升高培养皮质神经元的［Ｃａ２＋］ｉ和

［Ｎａ＋］ｉ，Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制剂 ＤＨＯ也可剂量

依赖性升高胞内［Ｎａ＋］ｉ水平，同时伴有［Ｃａ２＋］ｉ的升

高，与上述文献报告相一致，表明缺氧后Ｎａ＋活动和

Ｃａ２＋活动密切相关。提示Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶对维持

皮质神经元内Ｃａ２＋稳态起重要作用。

　　有研究报道短暂缺氧（ｂｒｉｅｆｈｙｐｏｘｉａ）３ｍｉｎ，诱

导的神经元去极化为可逆性的，不会造成神经元的

永久损伤，短暂缺氧仅消耗约３０％的［ＡＴＰ］ｉ［１１］，这

与本实验的结果一致，缺氧４ｍｉｎ再给予ＤＨＯ可引

起［Ｃａ２＋ ］ｉ和 ［Ｎａ＋ ］ｉ的进一步升高，此时表明

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶向胞外转运Ｃａ２＋功能存在，有助于

皮质神经元内高钙的清除，对缺氧诱导的损伤仍有

代偿功能，提示 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶对神经元抵抗短

暂缺氧损伤起积极保护作用。

　　本实验中缺氧１５ｍｉｎ后再应用ＤＨＯ，则神经

元的［Ｃａ２＋］ｉ和［Ｎａ＋］ｉ不再进一步升高。其原因可

能是由于长时缺氧ＡＴＰ不能得到补充呈耗竭状态，

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶已被完全抑制，再应用ＤＨＯ并不

能增加其抑制程度，所以［Ｃａ２＋］ｉ维持缺氧水平。提

示缺氧时 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的功能抑制，可能是导

致皮质神经元内Ｃａ２＋超载的重要原因。此外本实

验先给予ＤＨＯ完全抑制 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶的转运

功能后，再使皮质神经元缺氧并不进一步升高

［Ｃａ２＋］ｉ，这从另外一个角度提示缺氧导致的神经元

钙超 载 与 Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ 酶 抑 制 关 系 密 切，

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制是缺氧所致大鼠皮质神经元

［Ｃａ２＋］ｉ升高的机制之一。
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