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　　［摘要］　目的　探讨去铁敏预处理对星型胶质细胞（ＡＳ）缺氧损伤的保护作用及可能机制。方法　体外培养ＡＳ，建立
去铁敏糖氧剥夺（ＯＧＤ）模型，细胞分为：正常培养组、去铁敏预处理组（先给予去铁敏预处理，再给予去铁敏ＯＧＤ）、ＯＧＤ组（给

予去铁敏ＯＧＤ）。采用细胞活力测定、细胞核固缩比率、形态学改变评价去铁敏预处理后的保护效应。用免疫荧光染色检测

去铁敏预处理后ＡＳ的缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）和促红细胞生成素（ＥＰＯ）蛋白表达情况，ＲＴＰＣＲ检测 ＨＩＦ１α和ＥＰＯ的

ｍＲＮＡ变化情况。结果　去铁敏预处理组细胞形态保持良好，ＡＳ活力下降减轻为５８％（ＯＧＤ组２５％，Ｐ＜０．０５），细胞核固
缩百分比为３８％（ＯＧＤ组３０％，Ｐ＜０．０５）。免疫荧光染色发现，体外培养的 ＡＳ在预处理后出现 ＨＩＦ１α和ＥＰＯ蛋白表达。

ＲＴＰＣＲ发现去铁敏化学缺氧能上调 ＨＩＦ１α及ＥＰＯｍＲＮＡ表达。结论　去铁敏预处理有确切有效的抗缺氧损伤作用，这
种效应与保护ＡＳ有关，其机制可能是去铁敏诱导了 ＨＩＦ１α和ＥＰＯ表达增加。

　　［关键词］　去铁敏；缺血预处理；缺氧诱导因子１α；红细胞生成素

　　［中图分类号］　Ｒ７４３．３１　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０２０１４４０４

Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｈｙｐｏｘｉａｉｎｊｕｒｙｉｎａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ

ＬＩＹｕｎｘｉａ１，２，ＤＩＮＧＳｕｊｕ１，ＺＨＡＮＱｉｎｇ２，ＸＩＡＯＬｉｎ３，ＧＵＯＷｅｉ３

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＴｏｎｇｊｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００６５，Ｃｈｉｎａ

３．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＮｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２００９０７２０　　　　［接受日期］　２００９０９０９
［基金项目］　国家自然科学基金（３０１７０３４０）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０１７０３４０）．
［作者简介］　李云霞，博士，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｐｒｅｔｔｙ９２０３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７８５１７，Ｅｍａｉｌ：ｄｉｎｇｓｕｊｕ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇａｇａｉｎｓｔｈｙｐｏｘｉａｉｎｊｕｒｙｉｎ

ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｓｔｒｅｓｓ，ｗｈｉｃｈｗａｓｍｉｍｉｃｋｅｄｂｙ
ｏｘｙｇｅｎａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ（ＯＧＤ）ｗｉｔｈｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ．Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ：ｎｏｒｍａｌｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄｇｒｏｕｐ；

Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ：ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅＯＧＤ；ａｎｄ

ＯＧＤｇｒｏｕｐ；ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅＯＧＤ．Ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ，ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｃｏｎｄｅｎｓｅｄｎｕｃｌｅｉ，ａｎｄ

ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＥＰＯｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｍＲＮＡｉｎａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＲＴＰＣＲ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ

ＡＳｉｎｔｈｅｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｋｅｐｔｉｎｔａｃｔ．ＡＳｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓ５８％ｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｌｙ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈａｔｉｎｔｈｅＯＧＤｇｒｏｕｐｗａｓ２５％ｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｃｏｎｄｅｎｓｅｄｎｕｃｌｅｉ

ｉｎｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓ３８％ａｎｄｔｈａｔｉｎＯＧＤｇｒｏｕｐｗａｓ３０％（Ｐ＜０．０５）．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｕｎｄｔｈａｔ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＨＩＦ１α，ａｎｄＥＰＯｐｒｏｔｅｉｎａｐｐｅａｒｅｄｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＲＴＰＣＲｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔ

ｍＲＮＡｏｆＨＩＦ１αａｎｄＥＰＯｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｃａｎ

ｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｈｙｐｏｘｉａｄａｍａｇｅ，ｗｈｉｃｈｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＨＩＦ１αａｎｄＥＰＯｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ；ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ；ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ；ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（２）：１４４１４７］

　　星型胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ，ＡＳ）是脑内除神经元
外的另一大类细胞，并在颅内各种疾病的病理生理

变化中起着非常重要的作用。ＡＳ在缺血预适应中
的作用人们研究不多。我们在体外培养ＡＳ，通过去
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铁敏建立化学性糖氧剥夺（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａ
ｔｉｏｎ，ＯＧＤ）后复氧、复糖的细胞模型以模拟脑“缺血
再灌注”，观察去铁敏预处理对ＡＳ的化学缺氧损伤
的保护作用，同时观察去铁敏预处理后 ＡＳ的缺氧
诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）
及促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）蛋白和

ｍＲＮＡ表达。

１　材料和方法

１．１　实验动物　清洁级新生１～３ｄＳｐｒａｇｕｅＤａｕ
ｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，由第二军医大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂　去铁敏、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ｓｉｇｍａ公
司），ＣＣＫ８试剂盒（上海同仁化学研究所），ＧＦＡＰ
单克隆抗体、ＨＩＦ１α多抗及ＥＰＯ多抗（武汉博士德
公司），ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒（捷瑞生物公司）。

１．３　ＡＳ的培养　将新生大鼠乙醇消毒后断头取
脑，放入含解剖液的培养皿中。在解剖镜下，去除血
管、脑膜后，用虹膜剪剪碎。加入解剖溶液和胰蛋白
酶，摇匀后置于３７℃培养箱内消化。移入离心管中，
用吸管吹打。离心弃去上清制备细胞悬液：调整细
胞密度为２×１０５／ｍｌ。将细胞接种在培养瓶中。培
养瓶移入３７℃的５％ＣＯ２培养箱，每３ｄ换液１次。
待细胞铺满瓶底后将培养瓶拧紧瓶盖，封口膜封口，
置摇床，３７℃以２６０ｒ／ｍｉｎ的速度摇荡过夜。加入胰
蛋白酶３７℃温育５ｍｉｎ，将细胞悬液离心，弃去上
清，将细胞密度稀释成１．５×１０６／ｍｌ，种入７５ｃｍ２的
培养瓶中，每隔３ｄ换液１次。细胞传４～５代后可
将细胞种入培养板中。细胞分组：正常培养组，细胞
无任何特殊处理；去铁敏预处理组，先给予去铁敏预
处理（加入３００μｍｏｌ／Ｌ去铁敏的无糖细胞培养液作
用１２ｈ后，换正常培养液培养１２ｈ），再给予去铁敏

ＯＧＤ（加入６００μｍｏｌ／Ｌ去铁敏的无糖细胞培养液作
用８ｈ后，换正常培养液培养１２ｈ）；ＯＧＤ组，直接给
予去铁敏ＯＧＤ。

１．４　ＣＣＫ８法测定ＡＳ生存率　接种１００μｌ细胞悬
液（５０００个细胞／孔）于９６孔板内。置于培养箱内培
养２４ｈ。每组细胞给予不同处理。每个孔内加入１０

μｌ的ＣＣＫ８试剂，在培养箱内培养１～４ｈ。在４５０
ｎｍ波长处测定光密度（Ｄ）值，参比波长为６００ｎｍ。
细胞生存率按检测Ｄ值／对照组Ｄ值×１００％计算。

１．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色检测细胞凋亡的形态学改
变　将种植在玻片上的ＡＳ用ＰＢＳ进行冲洗，加４％
多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３
次，５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温作用２０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ洗涤

５ｍｉｎ×３次，血清封闭液室温作用３０ｍｉｎ，玻片滴加

１μｇ／ｍｌ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２室温作用１０ｍｉｎ，１×
ＰＢＳ充分洗涤后，５０％甘油封片，荧光显微镜下观
察、拍照。结果评判：细胞核的染色质固缩或细胞核
裂解为碎块，产生凋亡小体。

１．６　免疫荧光法检测 ＡＳ的 ＨＩＦ１α及 ＥＰＯ 表
达　种植在玻片上的 ＡＳ：用无糖３００μｍｏｌ／Ｌ去铁
敏培养液预处理１２ｈ，复氧复糖１２ｈ后行免疫组
化，正常培养组为对照。ＰＢＳ冲洗后，加４％多聚甲
醛室温固定３０ｍｉｎ。１×ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次。

０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温作用２０ｍｉｎ。１×ＰＢＳ洗涤

５ｍｉｎ×３次。血清封闭液室温作用３０ｍｉｎ。切片分
别滴加抗ＧＦＡＰ（１１００）＋抗 ＨＩＦ１α（１５０）或抗

ＧＦＡＰ（１１００）＋抗ＥＰＯ（１５０），置于湿盒中４℃
条件下孵育２４ｈ。１×ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次。切片
分别滴加羊抗兔ＩｇＧＦＩＴＣ＋羊抗鼠ＩｇＧＣＹ３。１×
ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次。以上切片均滴加１μｇ／ｍｌ的

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２室温作用１０ｍｉｎ。１×ＰＢＳ充分洗涤
后，５０％甘油封片。荧光显微镜下观察、拍照、计数。

１．７　半定量 ＲＴＰＣＲ分析 ＨＩＦ１α及 ＥＰＯ 的表
达　无糖３００μｍｏｌ／Ｌ去铁敏培养液处理 ＡＳ，在给
药后不同时间点（３、６、８、１２、２４、４８、７２ｈ）收集细胞，
正常培养为对照。ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ。行

ＲＮＡ定性及定量后取２μｇ进行半定量ＲＴＰＣＲ检
测目的基因，同时扩增βａｃｔｉｎ作为内参照。引物序
列如下所述：βａｃｔｉｎｃＤＮＡ序列，使用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉ
ｅｒ５．０软件设计引物序列。引物序列如下：ＨＩＦ１α
上游引物５′ＧＴＡＧＴＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＣＡＣＴＣＡ
Ａ３′，下游引物５′ＴＣＣＡＴＣＧＧＡＡＧＧＡＣＴＡＧＧ
ＴＧＴＣ３′，扩增产物长度５２０ｂｐ；ＥＰＯ上游引物５′
ＴＣＴＡＴＧＣＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧＧＴＣＧ
３′，下游引物５′ＴＧＣＧＧＡ ＡＡＧＴＧＴＣＡＧＣＡＧ
ＴＧＡＴＴＧＴＴＣ３′，扩增产物长度２４０ｂｐ；βａｃｔｉｎ
上游引物５′ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ３′，下
游引物５′ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ３′，扩增
产物长度２４９ｂｐ。按照ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书以β
ａｃｔｉｎ为内参照，与 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ同时进行逆转录
及ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共

３０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。将实验组和内参
照的ＲＴＰＣＲ产物（１０μｌ）与ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００
一起在１．５％琼脂糖凝胶上电泳分离，电泳缓冲液为

１×ＴＡＥ，电泳条件为８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ。对电泳结
果进行图像分析（ＦＲ９８０Ａ 生物电泳图像分析系
统），记录每条谱带的光密度值，以 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ
与βａｃｔｉｎ的比值分别作为各样品的 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ
表达的相对值。
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１．８　统计学处理　所有的实验数据结果以珚ｘ±ｓ表
示，采用ＳＰＳＳ１１．０软件包进行统计学处理，两样本
间比较采用ｔ检验，多组数据比较采用方差分析，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡＳ化学性ＯＧＤ及复糖、复氧模型的建立　正
常ＡＳ为扁平梭形或星形，有细长突起，胞质丰富，
胞核较大，境界清楚，有１～２个核仁，位于核中央。
化学缺氧８ｈ（去铁敏６００μｍｏｌ／Ｌ），ＡＳ的突起回
缩，部分细胞圆缩肿胀。随着缺氧时间的延长，ＡＳ
突起回缩变细更为明显，细胞间的间隙增大。缺氧
（去铁敏６００μｍｏｌ／Ｌ）１２ｈ后可见部分细胞胞体及
突起崩解断裂。随着去铁敏剂量增大、化学缺氧时
间延长，细胞活力进行性受到抑制，根据３次独立实
验结果显示：３００μｍｏｌ／Ｌ去铁敏ＯＧＤ１２ｈ，复氧１２
ｈ，细胞相对生存率降至７５％左右，将此时间点作为

以后实验的预处理干预点。６００μｍｏｌ／Ｌ 去铁敏

ＯＧＤ８ｈ，复氧１２ｈ，细胞相对生存率降至２５％左
右，将此时间点作为以后实验的缺氧损伤刺激干预
点。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色发现随着化学缺氧时间的
延长，细胞核数量明显减少，部分细胞的细胞核染色
质固缩或细胞核裂解为碎块，产生凋亡小体。

２．２　去铁敏预处理对 ＡＳ缺氧损伤的保护作用　
经过４～５次传代后ＡＳ细胞形态较为均匀，胞体较
大为多边形，向各个方向伸出短而粗的突起。无预
处理组ＡＳ的胞体回缩，突起变细，细胞间出现明显
的空隙。细胞活力降至２５％，核固缩细胞百分比为

３０％。预处理组 ＡＳ形态出现类似的变化，与对照
组相比略小，但不够明显。细胞活力下降减轻为

５８％（Ｐ＜０．０５），核固缩细胞百分比为２５％（Ｐ＜
０．０５）。结果（图１）提示预处理具有明显的保护细胞
形态，增强细胞对损伤刺激的耐受，并具有抗细胞核
固缩、凋亡的效应。

图１　ＡＳ不同处理后ＧＦＡＰ染色

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＧＦＡＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｐｒｉｍａｒｙａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＯＧＤｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６００

２．３　免疫荧光双标法检测去铁敏处理后ＨＩＦ１α及

ＥＰＯ的表达　免疫组化结果显示，３００μｍｏｌ／Ｌ（图
２）及６００μｍｏｌ／Ｌ去铁敏化学缺氧后 ＡＳ均可以表
达 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ。

图２　免疫荧光双标检测ＨＩＦ１α、ＥＰＯ在体外培养ＡＳ的表达

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＥＰＯｐｒｏｔｅｉｎｂｙｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｉｎＡＳｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３０μｍｏｌ／ＬｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅＯＧＤ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６００

２．４　３００μｍｏｌ／Ｌ去铁敏处理后 ＨＩＦ１α及 ＥＰＯ
ｍＲＮＡ的表达　ＲＴＰＣＲ结果显示，３００μｍｏｌ／Ｌ去
铁敏处理后３ｈＡＳ开始表达 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ，２４ｈ

达高峰，之后ｍＲＮＡ表达量迅速下降，７２ｈ已接近
基线水平。３００μｍｏｌ／Ｌ 去铁敏处理后８ｈＥＰＯ
ｍＲＮＡ表达量上升，１２ｈ达高峰，之后 ｍＲＮＡ表达
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量慢慢下降（图３）。

图３　ＡＳ去铁敏化学缺氧后ＨＩＦ１α及

ＥＰＯｍＲＮＡ的ＰＣＲ扩增产物

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＥＰＯｍＲＮＡ

ｄｅｃｔｅｃｔｅｄｉｎＡＳｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　ＡＳ在脑缺血后异常活跃，能分泌多种调节因

子，在脑缺血急性期起神经保护作用，慢性期则有修

复损伤的神经元、促进轴突再生及诱导再生神经元

的迁移等作用［１］。研究表明ＡＳ在缺血预适应中发

挥着非常重要的作用［２］。ＡＳ也是近年来神经科学

领域研究的热点之一。去铁敏是一种排铁络合剂，

能阻断氧信号的转导，模拟低氧信号传给细胞，可以

造成机体及细胞缺氧。我们研究发现去铁敏预处理

后对体内及体外神经元的缺氧性损伤有保护作

用［３］，但其对ＡＳ是否有作用，使用去铁敏化学缺氧

后是否能诱导 ＡＳＨＩＦ１α和 ＥＰＯ的表达均不明

确。本研究证实通过建立ＡＳ去铁敏ＯＧＤ模型，模

拟脑缺血再灌注过程，可以对 ＡＳ进行连续观察和

施加各种干预措施。去铁敏预处理后，ＡＳ对随后的

再次严重缺氧具有一定的抵抗能力，细胞形态保持

良好，细胞活力维持在较好水平，细胞核固缩比率增

加不明显。结果提示去铁敏预处理具有良好的抵抗

ＡＳ化学缺氧损伤的作用。

　　有学者认为缺氧诱导因子在缺氧的保护和抗损

伤机制中可能具有重要的地位，有关缺氧诱导因子

及其调控基因／产物功能及作用的研究已经成为当

前的热点和前沿［４］。很多研究发现 ＨＩＦ１α在缺氧

条件下能激活多种低氧反应基因的表达发挥神经保

护作用［５］。ＥＰＯ 是 ＨＩＦ１ 的重要靶基因之一，

ＨＩＦ１α可以调节ＥＰＯ的表达［５］。ＥＰＯ的神经营养

及保护作用，已经被众多的研究证明。Ｆｒｅｅｍａｎ等［６］

认为可以把 ＨＩＦ１α作为中枢神经系统缺血性疾病

干预的靶点。可以通过诱导刺激体内 ＨＩＦ１α的表

达，增加ＥＰＯ的表达从而发挥脑保护作用。我们通

过免疫荧光双标结果发现，在体外培养的 ＡＳ，去铁

敏预处理后可以诱导出ＡＳ的 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ蛋白

表达，其表达时间与预处理后 ＡＳ受保护作用的时

间是吻合的，提示 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ蛋白表达与 ＡＳ
受到去铁敏预处理保护作用有关。ＲＴＰＣＲ的结果

发现去铁敏化学缺氧后ＡＳ的 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达

早于ＥＰＯ，但消失也早于ＥＰＯ，提示ＨＩＦ１α可能对

ＥＰＯ的表达有调控的作用。

　　但是，ＡＳ去铁敏预适应后 ＨＩＦ１α、ＥＰＯ蛋白

及ｍＲＮＡ上调表达，其相互作用的强度、时限目前

还不明确。我们研究还发现大鼠还有其他脑内细胞

表达 ＨＩＦ１α及ＥＰＯ［７］，提示在体内存在有多种细

胞的复杂作用方式，可能还有神经元、血管内皮细胞

等的共同作用，有待更进一步的研究。相信随着对

ＨＩＦ１研究的进一步深入，ＨＩＦ１及其靶基因的调

控将成为脑缺血保护的一个新方向。
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