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甘氨酸对氧糖剥夺诱导大鼠神经元损伤的抗凋亡作用
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　　［摘要］　目的　探讨甘氨酸对氧糖剥夺诱导神经元损伤的作用及机制。方法　采用体外培养的大鼠原代神经元建立
氧糖剥夺模型，随机分为正常对照组、氧糖剥夺组和甘氨酸处理组，应用 ＭＴＴ、流式细胞术等方法检测甘氨酸对神经元活性、

生存率、细胞凋亡的影响；应用蛋白质印迹测定甘氨酸对凋亡蛋白Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ、Ｂａｄ、Ｂａｘ的影响。结果　甘氨酸能够提高大
鼠原代神经元活力和存活率，减少细胞凋亡，并且能够增加抗凋亡因子Ｂｃｌ２，降低促凋亡因子Ｂａｘ的表达（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜

０．０１）。结论　甘氨酸对氧糖剥夺神经元有明显的保护作用，该作用可能与促进抗凋亡因子、抑制促凋亡因子释放有关。
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　　脑卒中是目前人类的第一大死亡原因，以缺血

性脑卒中多见，具有发病率高、死亡率高、致残率高

等特点，且发病率仍呈上升趋势［１３］。随着我国人口

的老龄化，脑卒中的问题将日益严重，社会经济将不

堪重负。脑缺血后导致能量代谢障碍、细胞内钙超

载、中枢神经递质紊乱等变化，神经元发生复杂的病

理生理过程而凋亡［４６］。神经递质紊乱是引起脑卒

中的重要因素，而脑卒中后又进一步引起神经递质

紊乱［７］，引起恶性循环。

　　甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅ，Ｇｌｙ）是脑内重要的神经递质，

在缺血再灌注、器官移植、内毒素损伤等病理状况下

具有抗炎、抗凋亡、免疫调节等作用［８］。但甘氨酸对

原代神经元细胞的影响鲜有报道。因此，本研究利

用原代神经元低糖低氧模型，探讨甘氨酸对神经细
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胞凋亡的影响及可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　甘氨酸、士的宁、ＭＴＴ、阿

糖胞苷、多聚赖氨酸购自Ｓｉｇｍａ公司；Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ、

Ｂａｄ、Ｂａｘ抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。ＮｅｕＮ
抗体、生物素标记二抗ＩｇＧ等购自美国Ｒｏｃｋｌａｎｄ公

司。Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ、Ｂ２７、ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购

自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　原代皮质神经元的培养及鉴定　ＳＤ孕鼠购自

上海斯莱克动物实验中心，清洁级，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５。取怀孕１５～１６ｄ孕鼠，颈椎

脱臼处死，７５％乙醇消毒腹部，打开腹腔，取出胎鼠，

解剖显微镜下分离并剪碎脑组织，０．２５％胰蛋白酶

３７℃水浴消化１０ｍｉｎ，ＦＢＳ终止消化反应。离心后

彻底洗净胰酶，加入接种培养基，２００目不锈钢滤器

过滤，以２．５×１０６／ｃｍ３密度种板。２４ｈ更换 Ｎｅｕｒ

ｂａｓａｌ生长培养基，第５天全量换液，于第７天半量

换液后用于实验。用 ＮＳＥ抗体进行免疫细胞化学

染色，计数阳性神经元达９５％以上，符合实验要求。

１．３　氧糖剥夺（ＯＧＤ）模型的建立　将培养７ｄ的

神经元随机分为３组：正常对照组培养基不变，在正

常条件下培养；ＯＧＤ模型组直接进行 ＯＧＤ处理

６ｈ；实验组采用不同浓度（１０－６、１０－５、１０－４ｍｏｌ／Ｌ）

甘氨酸预处理后行ＯＧＤ处理６ｈ。ＯＧＤ模型的建

立：将培养液换为无糖ＤＭＥＭ 培养基，厌氧培养条

件为体积分数为９４％Ｎ２、体积分数为５％ＣＯ２，置

３７℃恒温缺氧箱中。

１．４　ＭＴＴ 法检测细胞增殖　取细胞密度为２×

１０５／ｍＬ对数生长期细胞，每孔１００μＬ接种至９６孔

培养板中，每组６复孔，２４ｈ后实验组进行ＯＧＤ处

理，并加入终浓度为１０－６、１０－５、１０－４ ｍｏｌ／Ｌ的甘氨

酸，模型组加入等体积溶媒，同时设立阴性对照。进

行 ＭＴＴ 细胞活力检测，加入 ＭＴＴ 溶液２０μＬ
（５ｍｇ／ｍＬ），置ＣＯ２培养箱孵育４ｈ后，吸去上清，

每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，室温避光震摇１０ｍｉｎ，使

紫蓝色结晶充分溶解，在酶标仪上检测各孔光密度

（Ｄ５７０）值，重复３次。按以下公式计算细胞存活率：细

胞存活率（％）＝实验组Ｄ值／对照组Ｄ值×１００％。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡率　胰酶消化，吹

打，细胞悬浮后胎牛血清终止消化，ＰＢＳ洗涤２次。

并收集细胞，取１０６／ｍｍ３重悬细胞，按 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／

ＰＩ染色试剂盒说明书操作后，流式细胞仪检测、分析

凋亡细胞百分率，实验重复３次。

１．６　蛋白质印迹分析　蛋白提取物经定量后，各组

取等量蛋白加入上样缓冲液并变性，行ＳＤＳＰＡＧＥ
垂直电泳、转膜、牛奶封闭，分别加一抗Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ

ｘＬ、Ｂａｄ、Ｂａｘ抗体（内参照为 Ａｃｔｉｎ和 ＧＡＰＤＨ 抗

体），４℃孵育过夜，二抗孵育，奥德赛红外扫描仪扫

描定量。

１．７　实验分组及统计学处理 　ＭＴＴ和流式细胞

检测分为正常对照组、ＯＧＤ组、ＯＧＤ＋甘氨酸组（加

入终浓度为１０－４、１０－５、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸预处理

后再行ＯＧＤ处理６ｈ）；甘氨酸受体阻断剂对ＯＧＤ
神经元凋亡的影响实验分组为：正常对照组、ＯＧＤ
组、ＯＧＤ＋甘氨酸组、ＯＧＤ＋士的宁组、ＯＧＤ＋甘氨

酸（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋士的宁组；蛋白质印迹测定分为正

常组、模型组及甘氨酸（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）组。数据处理采

用ＳＰＳＳ１６．０软件包进行数据处理，计量资料以珔ｘ±ｓ
表示，组间多样本均数比较用单因素方差分析，两两

均数比较用ＳＮＫｑ检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　甘氨酸促进ＯＧＤ神经元的增殖　结果（表１）

表明：与正常对照组相比，ＯＧＤ使原代神经元增殖

能力下降（Ｐ＜０．０５），细胞存活率下降；同一作用时

间下，不同浓度甘氨酸干预组与 ＯＧＤ组比较，１０－５

ｍｏｌ／Ｌ的甘氨酸促进原代神经元增殖，存活率提高

（Ｐ＜０．０５）；但１０－４ｍｏｌ／Ｌ的甘氨酸对原代神经元

的增殖力无明显影响，可能与药物浓度增加对神经

元带来毒性损伤有关。

表１　甘氨酸对ＯＧＤ神经元生存率的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｙｃｉｎｅｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＯＧＤｎｅｕｒｏｎｓ

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｄ５７０ Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．６７１±０．０１７ １００．００

ＯＧＤ ０．２２５±０．０３２ ３３．５７

ＯＧＤ＋Ｇｌｙ１０－６ｍｏｌ／Ｌ ０．２１２±０．０２２ ３１．６３

ＯＧＤ＋Ｇｌｙ１０－５ｍｏｌ／Ｌ ０．２６９±０．０２３△ ４０．０２

ＯＧＤ＋Ｇｌｙ１０－４ｍｏｌ／Ｌ ０．２１３±０．０２９ ３１．８０

　Ｇｌｙ：Ｇｌｙｃｉｎｅ；ＯＧＤ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ．Ｐ＜
０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＧＤｇｒｏｕｐ
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２．２　甘氨酸抑制ＯＧＤ神经元凋亡　结果（图１）表

明：正常对照组神经元凋亡细胞极少，为（１２．０３±

１．５６）％；ＯＧＤ 组 凋 亡 细 胞 增 多，为 （４２．５２±

３．６３）％，与正常对照组比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。与ＯＧＤ组相比，１０－５ ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸使

ＯＧＤ 神经元的凋亡率降低约５０％，为（２１．４７±

３．７３）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图１　甘氨酸对ＯＧＤ神经元凋亡的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｙｃｉｎｅｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＯＧＤｎｅｕｒｏｎｓ

ＧＬＹ：Ｇｌｙｃｉｎｅ；ＯＧＤ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０１

ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＯＧＤｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

２．３　甘氨酸受体阻断剂阻断了甘氨酸的抗凋亡作

用　结果（图２）表明：与 ＯＧＤ组相比，甘氨酸受体

阻断剂士的宁在１０－６ｍｏｌ／Ｌ并不影响ＯＧＤ神经元

的凋亡率［（３９．４７±５．８２）％ｖｓ（４２．５２±３．６３）％］，

但是它可以阻断了１０－５ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸对ＯＧＤ神经

元的保护作用［（４０．７４±２．２１）％ ｖｓ （２１．７５±

０．４９）％，Ｐ＜０．０１］。

２．４　甘氨酸对凋亡相关蛋白ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２、Ｂａｄ、Ｂａｘ
表达的影响　蛋白质印迹法检测结果（图３）显示：与

正常对照组相比，ＢｃｌｘＬ 和Ｂｃｌ２蛋白在 ＯＧＤ神经

元表达减少，而在１０－５ ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸作用下，两者

表达上调，其中 Ｂｃｌ２ 的改变具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；Ｂａｄ和Ｂａｘ蛋白在ＯＧＤ神经元表达增

多，而在１０－５ ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸作用下，两者表达下降，

其中甘氨酸对ＯＧＤ损伤神经元后Ｂａｘ的降低作用

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　缺血性脑卒中也称脑梗死，是指突然发生的脑

组织局部供血减少或血流完全中断，停止供血、供

氧、供糖等，使局部脑组织崩解破坏。缺血性脑卒中

导致神经递质紊乱，而神经递质紊乱又导致神经功

能障碍，还可使脑血管痉挛，局部脑血流量进一步下

降，加重脑局部病变［７］。可见，脑缺血与神经递质关

系错综复杂，这种相互作用对缺血性脑卒中的深入

研究是一个挑战，同时也为治疗提供了机遇。神经

元氧糖剥夺模型是研究缺血性脑卒中较好的细胞模

型，本研究在该模型上进行探讨。

图２　士的宁对各组神经元凋亡的影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎＯＧＤｎｅｕｒｏｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＯＧＤ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ；ＧＬＹ：Ｇｌｙｃｉｎｅ；ＳＴＹ：

Ｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＯＧＤｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＧＬＹｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　甘氨酸是人体内非必需氨基酸，它除了参与蛋

白质代谢外，还是中枢神经系统重要的神经递质。

不少文献报道甘氨酸在缺血性脑卒中的作用，然而，

其结果存在很大争议。一些研究认为甘氨酸使脑缺

血的损伤加重［９１０］，而另外的研究认为甘氨酸有神经

保护性作用［１１１２］。这些结果的差异可能与甘氨酸的

剂量密切相关［１３］。本研究也表明不同剂量甘氨酸对

缺血性脑卒中的作用不同，在１０－５ｍｏｌ／Ｌ时，甘氨酸

可以减少神经元的凋亡，而在１０－４ ｍｏｌ／Ｌ和１０－６

ｍｏｌ／Ｌ，甘氨酸则并不能减少神经元的凋亡。其原因

可能是，甘氨酸的浓度太低时，并不能激活足够的甘

氨酸受体，而当甘氨酸浓度过高时，甘氨酸可以结合

ＮＭＤＡ受体，反而不利于减少神经元的凋亡。本研

究发现甘氨酸受体阻断剂士的宁能阻断１０－５ｍｏｌ／Ｌ
甘氨酸抗神经细胞凋亡的作用，说明适当浓度甘氨

酸对神经细胞的保护作用是通过与甘氨酸受体结合

而起效的，这与已有的报道结果［１３］是一致。
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图３　甘氨酸对凋亡相关蛋白ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２、Ｂａｄ和Ｂａｘ的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｙｃｉｎｅｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎＢｃｌ２，ＢｃｌｘＬ，Ｂａｄ，ａｎｄＢａｘ

ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＯＧＤ：Ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＧＬＹ：Ｇｌｙｃｉｎｅ（１０－５ ｍｏｌ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＧＤｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　缺血缺氧时产生大量氧自由基、钙超载、细胞色

素Ｃ释放［４６］，引起神经细胞凋亡。本研究表明，甘

氨酸能够促进ＯＧＤ神经元的活力，明显减轻缺血所

致神经细胞凋亡。这可能与其抗自由基作用有

关［１４］。实验结果同时表明甘氨酸可提高神经细胞

存活率和抗凋亡作用，但提高存活率作用不太明显，

而抗凋亡作用比较明显。细胞的死亡方式有多种，

除了坏死之外，主要是凋亡。本研究主要检测了神

经元的凋亡，但是并没有检测甘氨酸对神经元坏死

的作用。

　　Ｂｃｌ家族是一个极其重要的凋亡调节系统。研

究发现，Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ 表达上调和Ｂａｘ、Ｂａｄ表达下

调能明显减少细胞凋亡［１５］。本研究用蛋白质印迹

法检测发现 ＯＧＤ神经元Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ 表达减少，

Ｂａｘ、Ｂａｄ表达增高，与文献报道结果［１６］一致。甘氨

酸干预可上调Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ，下调Ｂａｘ、Ｂａｄ，减少神

经元凋亡。

　　综上所述，甘氨酸能增强大鼠原代神经元细胞

活力，减轻凋亡，其作用可能是与甘氨酸受体结合，

上调抗凋亡Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ 蛋白和下调促凋亡Ｂａｄ、

Ｂａｘ蛋白表达有关。
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·书　讯·

《系统解剖学学习纲要（第２版）》已出版

　　《系统解剖学学习纲要（第２版）》由秦毅、何仲义、武建军主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０６０８１，定价

２９．８０元。

　　该书根据系统解剖学中的难点和重点，进行比较、选择、归纳、概括，将繁杂的解剖学内容与名词提炼成规律性强、重点和

特点突出、趣味性大、易学易记的条目。旨在通过本书的学习培养学生对本学科的兴趣，充分调动学生学习的主动性和创造

性，提高发现问题、分析问题和解决问题的能力。本书包括３部分内容，分别是学习方法、各章内容和附录。每章包括目的要

求、实习内容和复习思考题。实习内容为大量便于记忆的纲要、图、表和歌诀。附录包括习题、试卷、英汉名词对照的解剖学名

词和实习作业。

　　该书既可用作医药院校教学用书，又可作为医药卫生工作者的参考书，对学生预习、复习和考试以及执业医师资格考试、

研究生入学考试均有帮助。

　　该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通信地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｎ


