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6'DF!

阳性细胞占
Y/+(P;7%%!$E

染色细胞的比例进行大脑皮质神经元的纯度鉴定(

如图
#

所示#

Y/+(P;7

染色细胞为蓝色荧光#

6'DF!

染色细胞为绿色荧光#

,+1

S

+

图的细胞纯度鉴定结

果显示大脑皮质神经元纯度在
I$̀

以上(

图
A

!

大鼠大脑皮质神经元鉴定

C"

*

A

!

D8)0."1":-."3031:+,.+()8(-.:)()7(-,:3(.":-,0)+(30/

6'DF!

!

6-(1/70K03+F);;/(-)7+*

J

1/7+-2F!=@1-

S

-2)3,)

S

2-4-F

()7-/2

!

c#""

!=!

!

D>9F!E!IEB

提高氧糖剥夺损伤诱导的大脑

皮质神经元存活率
!

与对照组相比#氧糖剥夺
#!P

后细胞存活率下降)$

C!=Eh#=&

%

`:;

$

#""="h

!=I

%

`

#

-

$

"="#

*#提示氧糖剥夺能够导致明显的

大脑皮质神经元损伤&给予
D>9F!E!IEB

处理后#细

胞存活率上升)$

$"=&h#=!

%

`:;

$

C!=Eh#=&

%

`

#

-

$

"="#

*#表明
D>9F!E!IEB

对氧糖剥夺损伤的大

脑皮质神经元具有保护作用(

!=%

!

D>9F!E!IEB

降低氧糖剥夺损伤诱导的大脑

皮质神经元培养上清
N?Y

含量
!

氧糖剥夺
#!P

后#检测各孔培养上清中
N?Y

#结果发现氧糖剥夺

可导致大脑皮质神经元
N?Y

释放增加 $

#=I!h

"=#E:;#=""h"="I

#

-

$

"="#

%#而
D>9F!E!IEB

可

抑制氧糖剥夺损伤神经元
N?Y

的释放 $

"=E"h

"=#":;#=I!h"=#E

#

-

$

"="$

%(

!=C

!

D>9F!E!IEB

降低氧糖剥夺损伤诱导的大脑

皮质神经元凋亡率
!

'22+̂-2

'

FQAUO

流式细胞仪

分析结果$图
!

%显示#与正常对照组相比#氧糖剥夺

损伤
#!P

后凋亡细胞数明显增加)$

!B=B"h

E=$"

%

` :;

$

&=%"h"=E%

%

`

#

-

$

"="#

*#

D>9F!E!IEB

给药后可明显减少氧糖剥夺引起的细

胞凋亡)$

#!=%"h#=IE

%

` :;

$

!B=B"hE=$"

%

`

#

-

$

"="$

*(结果表明经过
D>9F!E!IEB

处理后#大

脑皮质神经元对氧糖剥夺的耐受性明显增强(

图
&

!

PFR$&J&'JO

降低氧糖剥夺损伤诱导的

大脑皮质神经元凋亡率

C"

*

&

!

PFR$&J&'JO8):()-/)8.9)-

5

3

5

.3/"/(-.)"0

:)()7(-,:3(.":-,0)+(30/)Q

5

3/)8.3<SG

O713

!

O/271/3

&

@[?

!

@̂

8S

+2F

S

30(/;+*+

J

1-:)7-/2

!

D>9

!

D>9F!E!IEB

&

DA

!

D1/

J

-*-0,-/*-*+

!=$

!

D>9F!E!IEB

降低氧糖剥夺损伤诱导的大脑

皮质神经元
X@5

产量
!

流式细胞术分析结果$图

%

%显示#氧糖剥夺损伤可使大脑皮质神经元
X@5

产

量增加 $

#=!Ch"="!:;#=""h"="C

#

-

$

"="#

%&

D>9F!E!IEB

可抑制氧糖剥夺损伤神经元
X@5

产

量的升高 $

"=IIh"="%:;#=!Ch"="!

#

-

$

"="#

%(

图
I

!

PFR$&J&'JO

降低氧糖剥夺损伤诱导的

大脑皮质神经元
#<H

产量

C"

*

I

!

PFR$&J&'JO()8+:)8<SG$"08+:)8

#<H

5

(38+:."30"0:)()7(-,:3(.":-,0)+(30/

O713

!

O/271/3

&

@[?

!

@̂

8S

+2F

S

30(/;+*+

J

1-:)7-/2

!

D>9

!

D>9F!E!IEB

&

X@5

!

X+)(7-:+/̂

8S

+2;

J

+(-+;

!=&

!

D>9F!E!IEB

降低氧糖剥夺损伤诱导的大脑

皮质神经元
YAQF#

%

蛋白表达"增加
Y@F#

蛋白表

达
!

与对照组比较#氧糖剥夺后大脑皮质神经元

+

CBC

+
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第
$

期
=

信如娟#等
=

激活
%

B

烟碱型乙酰胆碱受体减轻大脑皮质神经元氧糖剥夺损伤

YAQF#

%

蛋白表达增加$

#!=IhC=!C:;#=""h"="C

#

-

$

"="$

%#

Y@F#

蛋白表达减少 $

"=#$h"="E:;

#=""h"="#

#

-

$

"="#

%(与氧糖剥夺组相比#

D>9F!E!IEB

给药后
YAQF#

%

蛋白表达减少$

#=Ch

"="I:;#!=IhC=!C

#

-

$

"="$

%#

Y@F#

蛋白表达增

加$

"=CBh"="B:;"=#$h"="E

#

-

$

"="#

%(结果表

明
D>9F!E!IEB

可抑制氧化应激#对神经元具有保

护作用(详见图
C

(

图
%

!

PFR$&J&'JO

对氧糖剥夺损伤诱导的大脑皮质神经元
LDC$A

!

%

;

&和
L<$A

%

T

&蛋白表达的影响

C"

*

%

!

B11):.31PFR$&J&'JO30)Q

5

()//"3031LDC$A

!

%

;

&

-08L<$A

%

T

&

5

(3.)"0"0:)()7(-,:3(.":-,0)+(30)Q

5

3/)8.3<SG

O713

!

O/271/3

&

@[?

!

@̂

8S

+2F

S

30(/;+*+

J

1-:)7-/2

&

D>9

!

D>9F!E!IEB

&

YAQF#

%

!

Y

8J

/̂-)-2*0(-K3+4)(7/1F#

%

&

Y@F#

!

Y+,+/̂

8S

+2);+F#

I

!

讨
!

论

本实验采用原代培养大鼠大脑皮质神经元#接

近于体内细胞生物学特性#而氧糖剥夺模型是体外

研究脑缺血性损伤的主要细胞模型#是细胞水平研

究脑缺血性损伤的基本方法)

%

*

(近年来#脑缺血性

损伤发病率逐年上升#给社会和家庭造成沉重的负

担#因此研发神经元保护药物具有重要的临床意义(

神经保护剂干预可阻断脑缺血性损伤的不同环节#

起到神经保护作用)

C

*

(脑缺血性损伤涉及的级联反

应包括兴奋性氨基酸毒性'梗死周围去极化'炎性反

应'细胞凋亡等过程)

$

*

(脑缺血发生后#氧和葡萄糖

供应减少#从而导致脑内氧化磷酸化过程发生障碍#

能量减少甚至衰竭(而能量衰竭后又引起无氧糖酵

解增加#产生的大量乳酸可引起组织酸中毒(

N?Y

作为参与机体能量代谢的酶#当细胞受到损伤时#细

胞膜破裂#

N?Y

释放到细胞外#

N?Y

浓度越高#说

明机体受损伤的程度就越大(因此#

N?Y

的活性改

变可作为评价脑缺血程度的一个重要生化指标(有

研究显示#神经元氧糖剥夺
#!P

时细胞凋亡明

显)

&

*

#

D>9F!E!IEB

在氧糖剥夺条件下
#"

#

,/3

"

N

为最佳浓度)

B

*

(本研究结果表明#在大脑皮质神经

元细胞氧糖剥夺
#!P

后
N?Y

含量增加#而
D>9F

!E!IEB

能降低
N?Y

含量(

脑组织作为代谢最为活跃的器官#其自身能量

和氧储备很少#能量来源完全依赖于血液所提供的

氧和葡萄糖的有氧代谢#因而对缺血缺氧损伤极为

敏感(脑缺血发生后#产生的大量乳酸引起组织酸

中毒#进而引起细胞死亡(

a-2-+2*)

)

E

*研究证实#凋

亡是神经元氧糖剥夺损伤后的重要死亡方式#并且

凋亡率与氧糖剥夺损伤的程度在一定范围内呈正相

关#因此抑制脑缺血性损伤后的凋亡能够降低神经

细胞死亡率#减少受损神经元数量(本实验结果显

示#氧糖剥夺可诱导神经元凋亡#

D>9F!E!IEB

预处

理后#细胞凋亡率下降#说明
D>9F!E!IEB

能抑制氧

糖剥夺诱导的神经元凋亡(

脑缺血性损伤导致细胞凋亡涉及多种病理环

节#氧化应激是其核心环节(氧糖剥夺损伤引起神

经元细胞内产生大量自由基#导致氧化应激#产生

X@5

(

X@5

作为细胞内重要的信使#可活化多种信

号通路#进而导致细胞损伤#其中包括
YAQF#

%

和

Y@F#

信号通路)

I

*

(

YAQF#

%

是氧化还原敏感的转录

因子#它是异源二聚体结构#由缺氧性诱导亚基
%

和

结构调节性亚基
"

组成&正常条件下
YAQF#

%

的表达

很少#缺氧时#

%

亚基作为主要的调节因子进入细胞

核内与
"

亚基结合形成二聚体而活化#结合低氧效

应元件发挥效应#调控下游基因的转录)

#"

*

(

Y@F#

作为
YAQF#

%

靶基因#可参与细胞凋亡和增殖调控#

其表达可以减少细胞死亡'蛋白质氧化及脂质过氧

化#抵抗氧化应激对神经元的损害#抑制细胞凋亡#

促进细胞增殖)

##

*

(本实验结果显示#氧糖剥夺损伤

诱导大脑皮质神经元
YAQF#

%

的表达增加#

Y@F#

蛋

白表达降低#

D>9F!E!IEB

可反馈性降低氧糖剥夺

损伤诱导的大脑皮质神经元
YAQF#

%

表达#增加

Y@F#

蛋白表达(这提示
D>9F!E!IEB

可通过降低

YAQF#

%

表达#增加
Y@F#

表达#减少氧化应激损伤#

+

$BC

+
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卷

从而对神经元起到抗凋亡的作用(

研究表明#应用
%

B2'(PX

激动剂可增加血肿区

域小胶质细胞的数量#进而对脑内出血引起的损伤

具有神经保护作用)

#!

*

&

D)1W

等)

#%

*研究证实#激活

%

B2'(PX

可降低小神经胶质细胞的活性和减少脂

多糖诱导的
U>QF

%

的释放&另有研究证实#激活

%

B2'(PX

可减轻早期脑损伤)

!

*

(但激动
%

B2'(PX

对大脑皮质神经元的作用尚未见报道(本研究发现

激活
%

B2'(PX

对氧糖剥夺损伤的大脑皮质神经元

具有抗凋亡作用#同时降低氧化应激产生的
X@5

产

量#调节
Y@F#

与
YAQF#

%

蛋白表达#以抵抗氧糖剥

夺引起的氧化应激损伤#证实
D>9F!E!IEB

对神经

元的保护作用至少部分通过抗氧化应激而实现#提

示
%

B2'(PX

有望成为脑缺血性损伤研究的新靶点(
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