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大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧后ＮＦκＢＰ５０及ｃＲｅｌ蛋白的表达

何兰英，罗　勇

重庆医科大学附属第一医院神经内科、重庆市神经病学重点实验室，重庆４０００１６

［摘要］　目的：探讨 Ｗｉｓｔａｒ大鼠大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧（ＯＧＤ／Ｒ）后不同时间点ＮＦκＢ亚基Ｐ５０及ｃＲｅｌ蛋白表达情

况。方法：体外培养原代大脑皮质神经元，采用免疫细胞化学鉴定神经元，建立氧糖剥夺／复氧模型，以正常组、ＯＧＤ４ｈ组、

ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２４ｈ组为实验组，采用免疫细胞化学、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检

测ＮＦκＢ亚基Ｐ５０及ｃＲｅｌ蛋白表达。结果：（１）免疫细胞化学（神经元烯醇化酶相关抗原及βｔｕｂｕｌｉｎ３）鉴定所培养的细胞

为神经元；（２）免疫细胞化学、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示ＯＧＤ４ｈ组 ＮＦκＢＰ５０蛋白表达开始增加明显高于正常组（Ｐ＜０．０５），

ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ组ＮＦκＢＰ５０蛋白表达持续性升高，并在复氧后６ｈ达高峰（Ｐ＜０．０１），此后逐渐下降，至

ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ时与正常组有显著差异（Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２４ｈＮＦκＢＰ５０蛋白表达降低与正常组比较无统计学差异

（Ｐ＜０．０５）；（３）ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表达ＯＧＤ４ｈ组与正常组无差异（Ｐ＞０．０５），ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ至ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ表达持续增

加，并在复氧后１２ｈ达高峰（Ｐ＜０．０１），ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２４ｈ仍未恢复到正常水平（Ｐ＜０．０５）。结论：大鼠大脑皮质神经元氧糖

剥夺／复氧后激活了ＮＦκＢＰ５０及ｃＲｅｌ蛋白的表达，并具有时间相关性。

［关键词］　ＮＦκＢ；Ｐ５０；ｃＲｅｌ；大脑皮质神经元；脑缺氧缺血；再灌注损伤
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　　研究表明，ＮＦκＢ具有双重作用，不同的细胞及
不同刺激活化的ＮＦκＢ亚基不同，目前国内外对脑
缺血／再灌注神经元内 ＮＦκＢＰ５０及ｃＲｅｌ表达的
研究还较少，并且其对神经元的作用机制还不明确。
本实验通过动态检测大脑皮质神经元离体缺血模型

观察神经元内ＮＦκＢ亚单位Ｐ５０及ｃＲｅｌ蛋白表达
规律，旨在探讨 ＮＦκＢＰ５０及ｃＲｅｌ在大脑皮质神
经元氧糖剥夺／复氧后活性变化及其意义。

１　材料和方法

１．１　大鼠原代大脑皮质神经元的培养　参考文
献［１］的方法，并做适当改进。无菌条件下取新生２４
ｈ内 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，分别用碘酒和７５％的乙醇消毒全
身，用手捏住其颈部依次剥离其头皮颅骨，暴露脑组
织，用眼科镊取出放入盛有预冷的ＤＨａｎｋ’ｓ液中，
仔细分离大脑皮质，去除脑膜，用ＤＨａｎｋ’ｓ液洗涤

３次，在筛网上通过巴氏管一边轻轻充分吹打脑组
织几次后用ＤＨａｎｋ’ｓ液将单细胞洗入无菌的玻璃
培养皿中，直至得到单细胞悬液为止，筛网过滤１
次，悬液离心１００×ｇ、６ｍｉｎ，弃上清。用完全培养
基重新悬浮细胞，调整细胞密度２．５×１０６／ｍｌ，接种
于用多聚赖氨酸处理过的培养板中。置３７℃、体积
分数为５％ＣＯ２孵箱中培养２４ｈ后全量换液，４８ｈ
后加入终浓度为５ｍｇ／Ｌ的阿糖胞苷抑制胶质细胞
生长，第４日半量换液，以后每２ｄ半量换液。

１．２　神经元的鉴定　（１）细胞固定：将培养７ｄ的
大脑皮质神经元用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗后，４％的
多聚甲 醛 固 定 １５ ｍｉｎ，０．０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ 漂 洗

３ｍｉｎ×３次；（２）加入０．３％ Ｈ２Ｏ２甲醇，作用 １０
ｍｉｎ，以去除内源性过氧化氢酶；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂
洗３ｍｉｎ×３次；（３）移到３７℃湿盒，将１０％绵羊血
清滴加在盖玻片上，每张盖玻片３～４滴，放入３７℃
温箱孵育３０ｍｉｎ，用滤纸吸取山羊血清；（４）加入一
抗［分别为１２００兔抗鼠 ＮＳＥ抗体或（和）１２０００
兔抗鼠βｔｕｂｕｌｉｎ３］，每片加３～４滴，ＰＢＳ代替一抗
作空白对照，４℃冰箱过夜；（５）次日０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；将二抗（１２００生物素
化的山羊抗兔或羊抗鼠ＩｇＧ）滴加在盖玻片上，每孔

３～４滴，放入３７℃温箱孵育６０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３ｍｉｎ×３次；（６）滴加辣根过氧化物酶标
记的链霉卵白素，３７℃温箱孵育３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３ｍｉｎ×３次；（７）滴加ＤＡＢ显色。自来水
冲洗终止显色，乙醇脱水，二甲苯透明，树胶封片。

１．３　离体神经元氧糖剥夺／复氧模型的建立　将培
养７ｄ的大脑皮质神经元，用预热的无糖ＤＨａｎｋ’ｓ

液替换原来培养基３次，使无糖组葡萄糖的终浓度
小于１ｍｍｏｌ／Ｌ，利用家用加厚型保鲜袋（１８ｃｍ×２５
ｃｍ）在其底部剪一小孔接输液器作为出气管，在输
液器加液处连接一医用肝素帽，备多次抽气检测用，
放入无菌的湿润纱布，将培养板放入保险袋中，通入
体积分数９５％Ｎ２、体积分数５％ＣＯ２的混合气体，洗
涤保险袋３次以赶走袋内空气，迅速扎紧袋口和小
孔，置入恒温３７℃孵箱中。４ｈ后取出将ＤＨａｎｋ’ｓ
液换成完全培养基，置３７℃、体积分数５％ＣＯ２孵箱
中继续培养。

１．４　实验分组　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠大脑皮质神经元分
为正常组、ＯＧＤ４ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ组、ＯＧＤ４
ｈ／Ｒ６ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ８ｈ组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ
组、ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２４ｈ组，每一样本设１０个复孔。

１．５　免疫细胞化学检测　采用免疫细胞化学检测
原代大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧后 ＮＦκＢＰ５０
及ｃＲｅｌ蛋白表达，按照免疫细胞化学说明书操作
进行测定，以ＰＢＳ代替一抗作为对照。结果判定：
排除边缘细胞，１０×１０低倍镜下随机选取１０个细
胞分布均匀的视野，１０×２０低倍镜下随机计数５０
个细胞／视野。按照着色强弱分为４个等级：无色０
分，淡黄色１分，棕黄色２分，棕褐色３分，按公式

ＨＳＣＯＲＥ＝∑ｐｉ（ｉ＋１）（ｉ＝０，１，２，３；ｐｉ表示评分为

ｉ的比例）计算 ＨＳＣＯＲＥ得分。该评分方法考虑到
了单个细胞是否为阳性及其强弱，能够更具体地反
映细胞蛋白表达情况。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测　弃培养液，用预冷的ＰＢＳ
清洗２次，每孔加入１００μｌ细胞裂解液，冰面上裂解

３０ｍｉｎ，１４０００×ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清，Ｂｒａｄ
ｆｏｒｄ法进行蛋白定量。以８％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
电泳分离，半干电转移法转移至ＰＶＤＦ膜，室温下
用封闭液封闭１ｈ后分别加入一抗多克隆兔抗鼠

Ｐ５０、单克隆兔抗鼠ｃＲｅｌ、βａｃｔｉｎ内参单克隆兔抗鼠
抗体，以１５００稀释，４℃孵育过夜，分别用相应的
抗鼠二抗（１７５０稀释）室温孵育２ｈ，化学发光法
显色并用凝胶图像处理系统定量扫描灰度值，将与

βａｃｔｉｎ比值作为其表达水平的参数。

１．７　统计学处理　计量资料均以珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＰＳＳ１０．０软件比较多组均数间的显著性差异。

２　结　果

２．１　免疫细胞化学对原代大脑皮质神经元鉴定　
采用神经元烯醇化酶相关抗原（ＮＳＥ）及神经元早期
标志物βｔｕｂｕｌｉｎ３两种抗体对原代大脑皮质神经元
进行鉴定发现，神经元胞质可见明显的黄色，细胞核
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成空泡状，表明该细胞为大脑皮质神经元（图１）。

图１　免疫细胞化学对大脑皮质神经元鉴定

Ｆｉｇ１　Ｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ

ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ（ＤＡＢ）

Ａ：ＮＳＥ；Ｂ：βｔｕｂｕｌｉｎ３．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　免疫细胞化学Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达　正常
情况下大脑皮质神经元有少量的 ＮＦκＢＰ５０和ｃ
Ｒｅｌ蛋白表达，大脑皮质神经元在氧糖剥夺／复氧后
可引起ＮＦκＢＰ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达的改变。本实
验中，我们采用免疫细胞化学评价氧糖剥夺／复氧后
不同时间大脑皮质神经元ＮＦκＢＰ５０和ｃＲｅｌ蛋白
表达规律，与正常组（０．８７±０．０４９）相比 ＯＧＤ４ｈ
时ＮＦκＢＰ５０蛋白表达开始升高（ＨＳＣＯＲＥ评分

１．４２±０．０５２ｖｓ０．８７±０．０４９，Ｐ＜０．０５，图２Ａ），

ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ至 ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ呈持续增加过
程，在复氧后６ｈ时表达达到高峰（ＨＳＣＯＲＥ评分

３．６４±０．０７８，Ｐ＜０．０５，图２Ｂ），且持续到复氧后１２
ｈ（ＨＳＣＯＲＥ评分２．４９±０．０６５，Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ４
ｈ／Ｒ２４ｈ时 ＮＦκＢＰ５０蛋白表达降低与正常组无
统计学差异（ＨＳＣＯＲＥ 评分０．９６±０．０９８，Ｐ＞
０．０５，图２Ｃ）。ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表达在ＯＧＤ４ｈ时
无显著升高（０．７８±０．６１，图２Ｄ），在ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２
ｈ时开始增加，与正常组比较有差异（ＨＳＣＯＲＥ评
分２．３７±０．０７１ｖｓ０．７４±０．０２４，Ｐ＜０．０５），ＯＧＤ４
ｈ／Ｒ６ｈ蛋白表达的 ＨＳＣＯＲＥ评分为２．４８±０．０５３
（图２Ｅ），ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表达在ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ
达高峰（ＨＳＣＯＲＥ评分３．２１±０．０９２，Ｐ＜０．０１），并
在ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２４ｈ仍有较强表达（ＨＳＣＯＲＥ评分

１．３３±０．０６７，Ｐ＜０．０５，图２Ｆ）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＮＦκＢＰ５０和ｃＲｅｌ蛋白表
达　氧糖剥夺／复氧可诱导大脑皮质神经元 ＮＦκＢ
Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达增加，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示

ＮＦκＢＰ５０蛋白表达ＯＧＤ４ｈ组及ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ
较正常组比较有意义（Ｐ＜０．０５），在ＯＧＤ４ｈ／Ｒ６ｈ
表达达高峰，是正常组的２倍（Ｐ＜０．０１），后逐渐降

低，ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ组与正常组比较有差异（Ｐ＜
０．０５），复氧后２４ｈ表达降低至正常水平（Ｐ＞０．０５，
图３）。ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表达在ＯＧＤ４ｈ与正常组比
无差异（Ｐ＞０．０５），在ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈ至ＯＧＤ４ｈ／Ｒ
６ｈ时逐渐增加（Ｐ＜０．０５），并在ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈ达
到高峰，是正常组的１．６倍（Ｐ＜０．０１），于ＯＧＤ４ｈ／Ｒ
２４ｈ时仍未恢复正常水平（Ｐ＜０．０５，图３）。

图２　大鼠大脑皮质神经元氧糖剥夺／复氧后不同时间

ＮＦκＢＰ５０（Ａ～Ｃ）和ｃＲｅｌ蛋白（Ｄ～Ｆ）表达变化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢＰ５０（ＡＣ）ａｎｄｃＲｅｌ（ＤＦ）

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎａｆｔｅｒＯＧＤ／Ｒ（ＤＡＢ）

Ａ，Ｄ：ＯＧＤ４ｈｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ：ＯＧＤ４ｈ／６ｈｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｆ：ＯＧＤ４ｈ／２４

ｈｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　大鼠大脑皮质神经元氧糖剥夺／

复氧后Ｐ５０和ｃＲｅｌ蛋白表达变化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢＰ５０ａｎｄｃＲｅｌｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒＯＧＤ／Ｒ
１：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；２：ＯＧＤ４ｈｇｒｏｕｐ；３：ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２ｈｇｒｏｕｐ；４：ＯＧＤ

４ｈ／Ｒ６ｈｇｒｏｕｐ；５：ＯＧＤ４ｈ／Ｒ１２ｈｇｒｏｕｐ；６：ＯＧＤ４ｈ／Ｒ２４ｈｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　静止状态下，ＮＦκＢ以非活性形式存在于胞质
中，由Ｐ５０～Ｐ６５和ＩκＢ组成三聚体复合物，不具有调
节基因转录的能力。当细胞受到刺激后，ＩκＢ激酶
使ＩκＢ发生酸磷酸化，并从 ＮＦκＢ／ＩκＢ复合物中解
离下来，使ＮＦκＢ迅速通过核膜进入核内与相应的
靶基因κＢ位点结合，迅速诱导靶基因的转录。
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　　ＮＦκＢ对神经细胞起保护还是损伤作用，目前
还不十分清楚。伤害性刺激可引起ＮＦκＢ活化，从
而调控其下游基因的表达［２３］。在大鼠脑缺血再灌
注后３０ｍｉｎ或１ｈ时，ＮＦκＢ各亚基的表达即明显
升高，通过抑制 ＮＦκＢ活化可减少 ＴＮＦα诱导的
细胞死亡，从而提出抑制ＮＦκＢ活化可能对神经细
胞有保护作用［４７］。目前，ＮＦκＢ在中枢神经系统的
保护作用也已被广泛研究，并提出ＮＦκＢ某亚基在
中枢神经系统疾病中调控神经细胞存活，可能是由
于激活了ＢＣＬＸ、ＢＣＬ２等表达［８］，并提出ＢＣＬＸ、

ＢＣＬ２的表达可能与核转录因子 ＮＦκＢ二聚体ｃ
Ｒｅｌ／Ｐ５０的活化有关［９］。其随后的实验发现在脑缺
血后利用抑制ｃＲｅｌ／Ｐ５０的表达，可使ｂｃｌｘ的表达
减少［１０］。本实验观察到正常情况下，大脑皮质神经
元存在少量 ＮＦκＢｃＲｅｌ和Ｐ５０蛋白表达，免疫细
胞化学显示氧糖剥夺／复氧后大脑皮质神经元中

ＮＦκＢ亚基ｃＲｅｌ和Ｐ５０蛋白表达增加，ＮＦκＢＰ５０
蛋白在氧糖剥夺４ｈ开始增加，复氧后２～６ｈ呈持
续增加过程，在复氧６ｈ表达到达高峰，延迟到复氧
后１２ｈ与正常组比较仍有显著差异，２４ｈ时回复
到正常水平。ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白在复氧后２ｈ才开
始增加，并延迟到复氧后１２ｈ达高峰，其在复氧后

２４ｈ表达仍高，与正常组比较有统计学意义。采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测大脑皮质神经元中ＮＦκＢＰ５０和

ｃＲｅｌ蛋白表达，也观察到ＮＦκＢＰ５０蛋白表达在氧
糖剥夺４ｈ即开始增加，而ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表达在
复氧后２ｈ才开始增加，其分别在复氧后６ｈ和１２
ｈ达高峰，ＮＦκＢＰ５０蛋白在复氧后２４ｈ恢复到正
常水平，而ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白在复氧后２４ｈ仍维持
在较高水平。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及免疫细胞化学２
种方法测定氧糖剥夺／复氧后神经元内 ＮＦκＢＰ５０
和ｃＲｅｌ蛋白表达规律是一致的。实验结果表明，

ＮＦκＢＰ５０和ｃＲｅｌ蛋白在不同时间点表达规律存
在差异，提示ＮＦκＢ亚基Ｐ５０可能在脑缺血再灌注
后神经元内早、中期发挥作用，而ＮＦκＢ亚基ｃＲｅｌ
主要在中晚期发挥重要作用，两者在时间上有交叉
重叠。ＮＦκＢＰ５０和ｃＲｅｌ的作用可能是相互协调
补充的，ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表达延迟于 ＮＦκＢＰ５０
蛋白可能是由于氧糖剥夺／复氧早期首先刺激Ｐ６５／

Ｐ５０的活化，后者再进一步促进ＮＦκＢｃＲｅｌ蛋白表

达。ＮＦκＢ两亚基Ｐ５０和ｃＲｅｌ之间存在怎样的相
互协调，其对氧糖剥夺／复氧后大脑皮质神经元有怎
样的影响，它们的作用机制如何这还需要进一步的
探索。
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