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　　［摘要］　目的　观察和分析大脑皮质细胞低氧条件液对神经干细胞增殖的影响，并探讨磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）和ｃ

Ｊｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）两条信号通路在此过程中的作用。方法　原代培养出生后２４ｈ内ＳＤ大鼠大脑皮质细胞５ｄ后，全
量换液并在４％ Ｏ２、１％Ｏ２和常氧环境下继续培养细胞６ｈ以制备低氧条件液和常氧条件液。分别用３种条件液及结合使用

ＰＩ３Ｋ、ＪＮＫ信号通路抑制剂ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５悬浮培养神经干细胞，并用免疫荧光染色鉴定神经干细胞，使用增殖效率

（神经球数量）和增殖速度（神经球直径）分析神经干细胞的增殖情况。结果　（１）４％低氧条件液组和常氧条件液组神经干
细胞的增殖效率高于１％低氧条件液组（Ｐ＜０．０１），但前两者之间差异无统计学意义；（２）与常氧条件液相比，两个低氧条件液

均提高了神经干细胞的增殖速度 （Ｐ＜０．０１），且４％低氧条件液组神经干细胞的增殖速度较１％低氧条件液组快（Ｐ＜０．０１）；

（３）在４％低氧条件液中使用ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５同时抑制了神经干细胞的增殖效率和增殖速度，且ＬＹ２９４００２抑制作用

在２４ｈ之后尤为明显。结论　４％大脑皮质细胞低氧条件液能提高神经干细胞的增殖速度，ＰＩ３Ｋ信号通路在此过程中发挥
主要作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（２）：１３０１３６］

　　神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）是具有自

我更新、增殖及多向分化潜能的神经前体细胞［１］，现

已证实在成年哺乳动物大脑内它主要存在于两个区

域：侧脑室下区（ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｚｏｎｅ，ＳＶＺ）和海马齿

状回颗粒细胞下区 （ｓｕｂｇｒａｎｕｌａｒｚｏｎｅ，ＳＧＺ）［２］。

ＮＳＣｓ目前被广泛用于细胞移植和基因载体治疗的

研究，干细胞移植成为修复脑组织损伤和治疗神经

系统退行性疾病的理想方法，其应用途径主要有两

种：体外扩增干细胞移植入体内和诱导内源性干细

胞增殖［３］。动物研究发现，由于机体的免疫排斥反

应、急性炎症、氧化应激等原因，外源性 ＮＳＣｓ移植

后大部分会很快死亡，难以发挥其功能［４］。因此，诱

导内源性ＮＳＣｓ大量增殖对发挥干细胞潜能便具有

重要的意义。

　　氧气是地球上绝大多数生物生存所必需的物

质，它影响生命活动的各个方面，包括生长和发

育［５］。研究发现，人体内部正常的生理氧浓度低于

大气中的２０．９６％，这种身体内部的氧浓度被称为

“生理性低氧”［６７］。利用适宜的低氧刺激能促进干

细胞的增殖和分化，改善学习和认知等功能［８９］。离

体实验证实，用３％ Ｏ２能促进人的 ＮＳＣｓ增殖［１０］，

５％ Ｏ２能诱导小鼠胚胎ＮＳＣｓ增殖［１１］。在体实验发

现，成年大鼠在海拔３０００～５０００ｍ 间歇低氧

（１６％～１２％ Ｏ２）暴露２周后，在ＳＶＺ和海马齿状

回（ｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓ，ＤＧ）区域ＢｒｄＵ标记的阳性细胞

大量增加，表明间歇低氧促进了ＮＳＣｓ的增殖［５］。

　　在体和离体实验表明，低氧对 ＮＳＣｓ的增殖具

有重要的影响。而低氧诱导 ＮＳＣｓ增殖的机制，可

能是低氧直接刺激 ＮＳＣｓ，也可能是其作用于 ＮＳＣｓ
的周围细胞，如通过刺激神经元、胶质细胞等使其大

量分泌各种生物活性因子，这些因子通过旁分泌作

用激活信号转导通路来促进ＮＳＣｓ的增殖［１２１３］。为

了探讨低氧间接调节 ＮＳＣｓ增殖的可能机制，我们

用低氧刺激大鼠大脑皮质细胞，用含有细胞分泌物

的低氧条件液（ＨＣＭ）培养来源于大脑皮质的

ＮＳＣｓ，观察ＮＳＣｓ的增殖情况。磷脂酰肌醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ）和ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）是介导ＮＳＣｓ
增殖、分化的两条主要信号通路［１４１５］，但 ＨＣＭ 主要

通过哪条信号通路影响 ＮＳＣｓ的增殖目前还不清

楚。为此，本实验通过使用不同含氧量的 ＨＣＭ 及

结合使用ＰＩ３Ｋ信号通路抑制剂ＬＹ２９４００２和ＪＮＫ
信号通路抑制剂ＳＰ６００１２５培养ＮＳＣｓ，观察不同条

件下ＮＳＣｓ的增殖情况，并探讨ＰＩ３Ｋ和ＪＮＫ信号

通路在此过程中的作用。

１　材料和方法

１．１　实验对象　新生２４ｈ内的ＳＤ大鼠，雌雄不

限，购自第二军医大学实验动物中心。

１．２　主要试剂　０．２５％胰蛋白酶、兔抗大鼠Ｎｅｓｔｉｎ
抗体、ＬＹ２９４００２、ＳＰ６００１２５均为美国Ｓｉｇｍａ公司产

品，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗鼠ＩｇＧ为美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液和Ｂ２７
添加剂为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏ

ｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）为杭州四季青生物工程材料有限

公司产品。

１．３　主要仪器　低氧细胞工作站（英国ＤｏｎＷｈｉｔ

ｌｅｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＣＯ２细胞培养箱和移液器（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司），倒置荧光显微镜和倒置解剖显微镜

（德国Ｌｅｉｃａ公司），超净工作台 （上海圣欣科学仪器

有限公司），台式离心机（上海安亭科学仪器厂）。

１．４　 大脑皮质细胞的分离培养和 ＨＣＭ 的制

备　取出生后２４ｈ的ＳＤ大鼠大脑皮质，在解剖显

微镜下去除脑膜和血管，用眼科剪将其充分剪碎；用

０．２５％胰蛋白酶３７℃消化１０～１５ｍｉｎ。用含ＦＢＳ
的种植液终止消化，用火焰抛光的巴氏管吹打成单

细胞悬液，２００目网筛过滤，将滤液１５７×ｇ离心５
ｍｉｎ，弃上清液；用添加２％ Ｂ２７的 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养

液调整细胞密度为６×１０５个／ｍＬ，接种于０．０１％多
聚赖氨酸包被的２４孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２、

９５％空气的细胞培养箱中培养，５ｄ后全量换液。设

定低氧工作站温度为３７℃，ＣＯ２浓度为５％，Ｏ２浓度
分别设为４％和１％，通过释放 Ｎ２自动调整ＣＯ２和

Ｏ２至设定浓度。低氧工作站达到设定的条件后，放

入细胞培养６ｈ，取出培养板并收集培养液，９７９×ｇ
离心５ｍｉｎ，上清液即为皮质细胞 ＨＣＭ。常氧条件

液的制备是在全量换液后将细胞置于３７℃、５％

ＣＯ２、９５％空气的细胞培养箱内培养６ｈ，收集培养

液并离心，上清液即为常氧条件液。

１．５　ＮＳＣｓ的分离培养和实验分组　ＮＳＣｓ分离于

出生后２４ｈ内ＳＤ大鼠大脑皮质，经０．２５％胰蛋白
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酶消化和２００目网筛过滤后吹打获得单细胞悬液，

以６．５×１０５个／ｍＬ细胞密度接种于４８孔板中，使用

不同的培养条件悬浮增殖培养。为分析不同条件液

对ＮＳＣｓ增殖的影响，实验分为３组：常氧条件液对

照组（ＮＣＭ组）；４％ ＨＣＭ组；１％ ＨＣＭ组。为分

析 ＨＣＭ中不同信号通路抑制剂对 ＮＳＣｓ增殖的影

响，实验分为４组：ＨＣＭ组；ＤＭＳＯ组（向ＨＣＭ中

添加 ＤＭＳＯ，其终浓度为０．５％）；ＬＹ２９４００２组；

ＳＰ６００１２５组。两种抑制剂使用前均用 ＤＭＳＯ 溶

解，以１０μｍｏｌ／Ｌ终浓度加入 ＨＣＭ中，ＤＭＳＯ终浓

度为０．５％。每组设３个复孔，置于３７℃、５％ＣＯ２、

９５％空气的细胞培养箱内培养７２ｈ，实验重复３次。

１．６　神经球计数和直径测量方法及免疫荧光染色

鉴定　细胞接种２４ｈ后，在１００倍倒置显微镜下计

数神经球以分析 ＮＳＣｓ的增殖效率；在２４、４８、７２ｈ
于２００倍显微镜下测量神经球的直径以分析 ＮＳＣｓ
的增殖速度。每个培养孔按时钟的３点、６点、９点、

１２点和圆心５个方位拍摄照片，分别统计神经球的

数量和直径，并计算各自的平均数。细胞培养７２ｈ
后进行Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光染色鉴定，步骤如下：多聚甲

醛固定３０ｍｉｎ；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗３次，５

ｍｉｎ／次；加入０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，通透细胞膜３０

ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３次，５ｍｉｎ／次；加入山羊血清 （覆盖

板底即可），３７℃避光封闭３０ｍｉｎ；加入兔抗大鼠

Ｎｅｓｔｉｎ抗体（１２００），４℃避光过夜；ＰＢＳ漂洗３次，

５ｍｉｎ／次；加入ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ（１４００），

３７℃避光温育１ｈ；４００倍倒置荧光显微镜下观察并

拍摄照片。

１．７　统计学处理　神经球数量和直径的结果用

珚ｘ±ｓ表示，经ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析。采用

单因素方差分析检验各组之间的差异。检验水平

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　神经球形态特征和免疫荧光染色鉴定　大脑

皮质细胞培养５ｄ后，倒置相差显微镜下可见立体感

较强的神经元，神经元胞体饱满且突起细长，相互交

织成网状，细胞生长状态良好 （图１Ａ）。用不同条件

液培养ＮＳＣｓ６ｈ后发现，２个 ＨＣＭ 组的细胞开始

分裂增殖，产生由２～３个细胞组成的小细胞团，常

氧条件液组仍为单细胞分散在培养液中悬浮生长；

培养２４ｈ后，３个组均出现由数十个细胞聚集的神

经球。随培养时间的延长，各组神经球的直径逐渐

增大，球体边界清晰且有光晕（图１Ｂ～１Ｄ）。７２ｈ后

对各组神经球进行 Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光染色，结果为阳

性（图１Ｅ）。

图１　原代培养大脑皮质细胞和７２ｈ后不同培养条件下的神经球及免疫荧光染色鉴定

Ｆｉｇ１　Ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓｗｅｒｅｐｒｏｄｕｃｅｄ

ａｆｔｅｒ７２ｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＮｅｓｔｉｎｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：ＴｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＮｅｕｒｏｂａｓａｌａｎｄ２％ Ｂ２７ｆｏｒ５ｄ；Ｂ：Ｔｈｅｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓｉｎｎｏｒｍｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ｍｅｄｉｕｍ；Ｃ：Ｔｈｅｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓｉｎ１％ｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ；Ｄ：Ｔｈｅｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓｉｎ４％ｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ；Ｅ：Ｎｅｓｔｉｎ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓｔｈｒｏｕｇｈｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ，Ｅ）；×２００（ＢＤ）

２．２　ＨＣＭ 对 ＮＳＣｓ增殖效率和增殖速度的影

响　在２４ｈ和４８ｈ通过计数各组神经球发现，两个

时间点内神经球的数量差异没有统计学意义，故以

２４ｈ神经球的数量代表 ＮＳＣｓ的增殖效率。１％

ＨＣＭ组神经球的数量低于常氧条件液组和４％

ＨＣＭ组（Ｐ＜０．０１），但后两组之间差异没有统计学

意义（Ｐ＞０．０５，图２）。结果表明，１％ ＨＣＭ 能抑制

ＮＳＣｓ的增殖效率，４％ ＨＣＭ 对 ＮＳＣｓ的增殖效率

没有影响。

　　在２４、４８、７２ｈ通过测量神经球的直径发现，随
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培养时间的延长，３个组神经球的直径均逐渐增大，

且２个 ＨＣＭ组神经球的直径始终大于常氧条件液

组（Ｐ＜０．０１），其中４％ ＨＣＭ组神经球直径在３个

时间点内均大于其他两组（Ｐ＜０．０１，图３）。结果表

明，４％ ＨＣＭ和１％ ＨＣＭ 均能提高 ＮＳＣｓ的增殖

速度，且４％ ＨＣＭ促进作用更明显。

图２　２４ｈ时ＨＣＭ对ＮＳＣｓ增殖效率的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨＣＭｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＮＳＣｓ

ＮＳＣｓ：Ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＨＣＭ：Ｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉ

ｕｍ；ＮＣＭ：Ｎｏｒｍｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ．Ｐ＜０．０１ｖｓ１％

ＨＣＭｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　ＨＣＭ对ＮＳＣｓ增殖速度的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨＣＭｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｆＮＳＣｓ

ＮＳＣｓ：Ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＨＣＭ：Ｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉ

ｕｍ；ＮＣＭ：Ｎｏｒｍｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＮＣＭｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ１％ ＨＣＭｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５对 ＮＳＣｓ增殖效率和

增殖速度的影响　在２４ｈ时通过计数各组神经球

发现，４％ ＨＣＭ 组和ＤＭＳＯ组神经球数量差异无

统计学意义，２个抑制剂组神经球的数量少于前两

组，且ＬＹ２９４００２组数量最少（Ｐ＜０．０１，图４）。结

果表明，０．５％ ＤＭＳＯ对 ＮＳＣｓ的增殖效率没有影

响，而ＳＰ６００１２５组和ＬＹ２９４００２组抑制了ＮＳＣｓ的

增殖效率，且ＬＹ２９４００２的抑制效果更明显。

图４　ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５对ＮＳＣｓ增殖效率的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬＹ２９４００２ａｎｄＳＰ６００１２５

ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＮＳＣｓ

ＮＳＣｓ：Ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＨＣＭ：Ｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉ

ｕｍ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭＳＯａｎｄ

４％ ＨＣＭｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳＰ６００１２５ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，

珚ｘ±ｓ

　　在２４、４８、７２ｈ通过测量各组神经球的直径发

现，ＤＭＳＯ组和４％ ＨＣＭ 组神经球直径差异无统

计学意义。２个抑制剂组神经球直径均小于ＤＭＳＯ
组（Ｐ＜０．０１，图５），且ＬＹ２９４００２组神经球中的细

胞出现空泡状（图６），球的直径随时间延长而逐渐

变小，ＮＳＣｓ的增殖速度受到抑制（图５）。结果提

示，４％ ＨＣＭ诱导能提高ＮＳＣｓ的增殖速度与ＰＩ３

Ｋ和ＪＮＫ信号通路有关，且ＰＩ３Ｋ信号通路在此过

程中可能发挥主要作用。

图５　ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５对ＮＳＣｓ增殖速度的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬＹ２９４００２ａｎｄ

ＳＰ６００１２５ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｆＮＳＣｓ

ＮＳＣｓ：Ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＨＣＭ：Ｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉ

ｕｍ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭＳＯ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳＰ６００１２５ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究用４％ Ｏ２（适度低氧）和１％ Ｏ２（重度低

氧）分别刺激大脑皮质细胞６ｈ以制备 ＨＣＭ，用其
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悬浮增殖培养ＮＳＣｓ，发现不同的条件液对ＮＳＣｓ的

增殖效率（相同时间内形成神经球的个数）和增殖速

度（相同时间内ＮＳＣｓ的分裂速度，分裂速度越快则

神经球体积越大）有不同的影响。统计结果显示，与

常氧条件液相比，２种 ＨＣＭ均能提高ＮＳＣｓ的增殖

速度，且４％ ＨＣＭ的促进作用更明显；４％ ＨＣＭ没

有提高ＮＳＣｓ的增殖效率，１％ ＨＣＭ 对ＮＳＣｓ的增

殖效率有抑制作用。ＨＣＭ 能提高增殖速度，可能

是皮质细胞受低氧刺激后分泌了较多的生物活性因

子，在各种活性因子的协同作用下促进了 ＮＳＣｓ的

分裂。

图６　ＬＹ２９４００２对ＮＳＣｓ增殖的影响

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＬＹ２９４００２ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＮＳＣｓ

Ｔｈｅｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅｈｙｐｏｘｉｃｃｕｌｔｕｒｅｄｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＬＹ２９４００２ｐｒｅｓｅｎｔａｉｒｂｕｂｂｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅｉｒｄｉａｍｅｔｅｒｓ

ｂｅｃｏｍｅｓｈｏｒｔｅｒａｓｔｉｍｅｇｏｅｓｂｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　有研究报道，低氧引起的神经发生是各种生物

活性因子，如血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、脑源性神

经营养因子（ＢＤＮＦ）、促红细胞生成素（ＥＰＯ）等协

同作用的结果［１６１８］。经适度低氧刺激后，通过低氧

诱导因子１α（ＨＩＦ１α）的调控，细胞会大量地分泌这

些生物活性因子［８］。例如，５％ Ｏ２ 刺激会上调星形

胶质细胞内ＢＤＮＦ和ＥＰＯ的蛋白表达水平，使其大

量分泌到细胞外液中，并促进了大鼠胚胎干细胞的

增殖［１９２０］；Ｎａｋａｍｕｒａ等［２１］研究发现，适度低氧刺激

上调了大脑颗粒细胞中 ＨＩＦ１α的表达，同时 ＨＩＦ

１α又能诱导神经生长因子（ＮＧＦ）和 ＶＥＧＦ的大量

分泌，促进了小鼠 ＮＳＣｓ的增殖。同时本课题组研

究发现，ＳＤ大鼠大脑皮质细胞分别经４％ Ｏ２和１％

Ｏ２刺激６ｈ后，细胞培养液中ＶＥＧＦ和ＢＤＮＦ的含

量均高于常氧培养组，且１％ Ｏ２组的含量高于４％

Ｏ２组（待发表资料）。提示可能是在 ＶＥＧＦ、ＢＤＮＦ
等生物活性因子共同作用下提高了ＮＳＣｓ的增殖速

度。但本研究发现１％ ＨＣＭ 抑制了 ＮＳＣｓ的增殖

效率，且ＮＳＣｓ的增殖速度低于４％ ＨＣＭ。提示可

能是细胞在含氧量１％的环境下主要进行无氧代

谢，导致乳酸产生过多、谷氨酸释放增加［２２２３］，这些

物质的积累在一定程度上影响了 ＶＥＧＦ和ＢＤＮＦ
等促进ＮＳＣｓ增殖作用的发挥。此外，４％ ＨＣＭ 和

常氧条件液对 ＮＳＣｓ的增殖效率有相同的影响，提

示启动ＮＳＣｓ增殖（即提高增殖效率）和延续 ＮＳＣｓ
增殖（即提高增殖速度）可能是由不同的生物活性分

子和信号转导机制控制，其具体原因还有待进一步

研究。

　　研究表明，ＰＩ３Ｋ和ＪＮＫ信号通路对ＮＳＣｓ的

迁移、增殖、分化等有重要的调控作用。ＰＩ３Ｋ是一

种与细胞信号转导有关的胞内蛋白激酶，是由一个

ｐ８５调节亚基和一个ｐ１１０催化亚基组成的异源二

聚体［２４］。ＰＩ３Ｋ信号转导通路对中枢神经系统的神

经发生起重要作用［２５］，它能被多种生物活性因子

（如ＮＧＦ、ＶＥＧＦ、ＥＰＯ）激活［２６］，活化的ＰＩ３Ｋ可使

其下游信号分子丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（Ａｋｔ）发

生磷酸化，通过Ａｋｔ的活化引起下游靶基因的变化，

从而 调 节 细 胞 的 存 活、迁 移、增 殖 和 分 化［２７］。

ＬＹ２９４００２是ＰＩ３Ｋ的特异性抑制剂，可竞争性地

抑制ＰＩ３Ｋ亚基中的ＡＴＰ结合位点，抑制ＰＩ３Ｋ信

号途径。Ｆｏｕｒｎｉｅｒ等［２８］发现在海马ＮＳＣｓ培养液中

加入ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２，细胞内 Ａｋｔ的磷酸

化受到明显抑制，同时导致Ｂｒｄｕ免疫阳性细胞减

少，说明ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与海马 ＮＳＣｓ的增殖

有关。ＪＮＫ是促分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）中

的一种，可有效磷酸化ｃＪｕｎ氨基末端［２９］。以ＪＮＫ
为中心的ＪＮＫ信号通路对细胞的存活、增殖、分化

及多种人类疾病的发生发展起重要作用［３０３１］，该信

号通路可被生长因子、细胞因子及某些Ｇ蛋白耦联

受体等激活［１５］，上述信号分子可以激活 ＭＥＫＫ１，继

而导致后续的 ＭＫＫ１／４磷酸化，并最终激活ＪＮＫ
信号通路。ＳＰ６００１２５是ＪＮＫ的特异性抑制剂，对

ＪＮＫ的选择性抑制比对ＥＲＫ１和ｐ３８ＭＡＰＫ的抑

制高３００倍以上，可抑制ＪＮＫ介导的ｃＪｕｎ磷酸化。

Ｇｏ等［３２］向神经前体细胞培养液中加入ＳＰ６００１２５，

然后检测细胞增殖情况，结果显示神经前体细胞中

ＢｒｄＵ免疫阳性细胞减少，提示ＪＮＫ信号通路参与

了神经前体细胞的增殖。

　　研究发现，ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５对相应信号

通路的抑制作用呈现剂量依赖关系，低浓度的抑制
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剂对信号转导的影响较小，中等浓度（１０μｍｏｌ／Ｌ、１５

μｍｏｌ／Ｌ）能起到抑制作用，但提高浓度在促进抑制

作用的同时，还会影响细胞的存活，并可能引起细胞

死亡［３３］。同时，各种抑制剂最适宜的抑制浓度会因

细胞种属及存在部位的不同而不同。本研究中

ＬＹ２９４００２和ＳＰ６００１２５选用１０μｍｏｌ／Ｌ的中等浓

度，以分析ＰＩ３Ｋ和ＪＮＫ信号通路在４％ ＨＣＭ 中

对ＮＳＣｓ增殖的影响。结果显示，２种抑制剂均阻断

了各自的信号通路，抑制了 ＮＳＣｓ的增殖效率和增

殖速度，且ＬＹ２９４００２的抑制作用在２４ｈ之后尤为

明显，神经球中的细胞出现空泡状，细胞数量减少导

致直径逐渐变小，说明ＰＩ３Ｋ信号通路受到抑制后，

ＮＳＣｓ的增殖能力受到明显影响。提示在４％ ＨＣＭ
中ＰＩ３Ｋ和ＪＮＫ信号通路均参与调控了 ＮＳＣｓ的

增殖过程，且ＰＩ３Ｋ信号通路在此过程中起到重要

的作用。

　　综上所述，不同含氧量的 ＨＣＭ 对 ＮＳＣｓ的增

殖有不同的影响，１％ ＨＣＭ 能抑制ＮＳＣｓ的增殖效

率；而４％ ＨＣＭ 能提高ＮＳＣｓ的增殖速度，且其过

程可能主要受ＰＩ３Ｋ信号转导通路的调控，提示低

氧刺激可通过调节脑内成熟神经元和胶质细胞的分

泌功能进而通过信号转导实现对ＮＳＣｓ增殖过程的

调控。
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