
中枢神经系统缺氧是临床上常见的病理生理现象!"#! 胶质
细胞是中枢神经系统中数量最多的细胞"并在中枢神经系统缺

氧发展过程发挥着重要作用"缺氧条件下减轻星形胶质细胞的
损伤对神经系统有重要的保护作用!$%&#! 人重组促红细胞生成素

探讨人促红细胞生成素!!"#’*"对低氧损伤胶质细胞的影响及对金属蛋白酶+,!&&’(,"表达的影响#通过体外纯化培养第
-代星形胶质细胞$将其分为正常组%低氧组%!".$% 预处理组&以四唑蓝!/00"比色法测定低氧培养 12%23%-4"细胞的存活率$倒
置显微镜和透射电镜观察低氧对胶质细胞形态的影响&免疫荧光和逆转录+聚合酶链反应!50+’65"方法研究低氧对星形胶质细

胞 //’7,表达的影响#结果显示8低氧组星形胶质细胞在低氧培养下出现细胞肿胀$且随时间的延长而加重$!".’* 预处理组在各
时间点细胞肿胀明显轻于低氧组# !".’*能减轻细胞超微结构的改变及降低 /00 比值# 50+’65及免疫荧光检测表明’ 低氧组
//’+, 95:; 及蛋白的表达在低氧各时间点均高于正常组$ 在 23" 达到最高$ 在 -4" 开始降低 !!<=>?@"&!".’* 预处理组
&&’+,95A;及蛋白的表达变化在 B2%23%-4" 较低氧组低!!<=>=@"# 由此得出结论’!".’* 通过抑制 //’+, 的表达促进低氧
条件下星形胶质细胞的存活#

促红细胞生成素&胶质细胞&低氧损伤&基质金属蛋白酶+,
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图 ! 星形胶质细胞在不同倍数光镜下形态特征
"#$% ! "&’()*& +, ’-(*+./(& )01&* #02&*(&1 3#.*+-.+4&

!’" !56! !7" 866! !." 866!

!!"#$%&’()(* +,%)( "!-*+!$.$’"*’("!+/01# 作为基因工程药
物$$$血液系统的主要造血因子"已在临床上广泛应用% 国外
研究发现 !+/21具有神经保护的作用34567"但其作用机制尚未明
确&在许多神经系统疾病中可见由于基质金属蛋白酶56!8)*!’9
:"*);;$.!$*"’()<" 6"::256’ 的过度表达而引起胶质细胞的损
伤=>?5>4@% 本实验主要探讨 !+A21对预处理体外低氧损伤胶质细
胞后细胞损伤形态变化及对 ::256表达的影响及意义%

! 材料和方法
!9! 主要材料及试剂
新生 B日内 CD大鼠由重庆医科大学实验动物中心提供%
D:A:5E>F培养基和胎牛血清均购自美国 G-#;$("公司"

::256单克隆抗体及 HIJ2购自美国 C)(*) K!,L"公司":MM(
NDG购自 G-#$(;""2KO试剂盒购自美国 I"!%"(*<公司%
!%: 星形胶质细胞的原代培养和鉴定
取 B 日内新生 CD 大鼠"碘伏浸泡消毒后"断头取脑"在

?!的 D5G)(P< 液中剥除脑膜和血管% 放在 FQQ 目的金属滤
网上"在放有 D5G)(P< 液的培养皿上碾磨"直至脑组织全部
渗透到培养皿中"收集细胞悬液"再次用 FQQ 目金属滤网过
滤"收集细胞悬液离心后"加入含 >QR胎牛血清 D:/:5I>F
培养基"放入 SQ%T的培养瓶中"接种密度为 >QUV%T"BS!(UR
K1F(FQR1F孵箱培养 ?W+后换液"继续培养"待细胞长到 WQR
融合后"用 QXFUR的胰酶消化传代"重复传代 B 次"得到纯化
的星形胶质细胞% 运用神经胶原纤维酸性蛋白!HAJ2’进行
细胞免疫荧光鉴定"本实验均用第三代星形胶质细胞%

!%; 实验模型的建立和实验分组
取纯化第 B代星形胶质细胞放入 F? 孔板中"接种密度为

>QUV%N"分为 B 组)! 正常组&" 低氧组)星形胶质细胞直接
进行低氧培养&# !+A21 预处理组)在星形胶质细胞培养基
中加入 !+A21 >QYV%N"作用 U+"后更换常规培养基"进行低
氧培养% 预实验中 !+A21 预处理组中加入 !+A21 浓度为
QXQ>"QX>">">QYV%N ?种" 其中 !+A21浓度为 >QYV%N 对低氧
培养细胞保护作用最明显%
实验模型的建立3>Q7)选用第 B 代星形胶质细胞"培养基中

加入 >QYV%N 的 !+A21" 置于体积分数分别为 WSRZF(UR1F(

URK1F 的孵箱中并维持混合气体成分稳定" 分别低氧培养

>F(F?(B4+%
!%8 星形胶质细胞光镜和电镜下观察细胞形态
各个低氧时间点利用倒置显微镜观察各个时间点细胞

的形态&取正常和低氧 F?+ 细胞"用戊二醛固定液固定"常规
电镜样品制备"透射电镜下观察低氧培养 F?+及正常星形胶
质细胞形态%

!%< 四唑蓝比色法检测细胞的活力
四唑蓝!:MM’比色法用于检测培养活细胞中线粒体琥珀

酸脱氢酶活性"以反映活细胞的数量% 在低氧培养 >F(F?(B4+
后"取各个组 4 孔细胞"每孔加入 >U$TV%T :MM!U%[V%T’置
于 BS! URK1F孵箱中培养 4+"吸出孔内液体"加入 FQQ$T 二

甲亚砜至 :MM 反应结晶完全溶解"置全自动酶标仪!\’$ O)]
公司’上测各组光密度度值!1D值’%测定波长为 USQ(%"最后
对两组的 1D值进行 !检验%
!%= 免疫细胞化学检测 >>?@A蛋白的表达
取正常和低氧培养时间点为 >F(F?(B4+ 星形胶质细胞"

采用免疫荧光化学染色法% 步骤为)取出培养在盖玻片上的
星形胶质细胞"连同盖玻片一起入 SQ"酒精^>Q"冰醋酸室温
固定 BQ%’("QXQ>%$; # T 2\C 漂洗 U%’($B 次 " 滴加兔抗大鼠
::256!美国 C)(*) K!,L" 公司 ’多克隆抗体!浓度为 >_UQQ’
BS!孵育 >+ 后转 ?!过夜"QXQ>%$;VN 2\C 漂洗 U%’($B 次后"
加入 >_>QQ 的生物素标记的羊抗兔二抗"常温孵育 >+"2\C 洗
涤"常规脱水"D2‘ 封片"荧光显微镜镜检!美国 N"’#) 公司’%
!%B CD@?EC 检测 >>?@A3CFG表达的变化
分别取低氧组及 A21预处理组细胞进行 OM52KO分析%

按照 M!’L$;试剂盒说明提取总 OZJ"采用 E"%"(*)< 公司逆转
录试剂按操作说明转录成 #DZJ"产物进行 2KO% ::256 引
物上游)U*JKKHKMJMHHMMJKJKMKHB*" 下游)U* HMMJMHJ
MHHMHKKJKMMHJB*" !5)#*’( 上游) U*HKJJHMMKJJKHHKJ
KJHB*"下游)U*KJHMKMMKMHJHMHHKJHMHJMB*% 产物长度
分别为 F>F(?QF&.%退火温度为 UU!"反应体系 FU$N"循环 BU
次% 2KO 产物在 FR琼脂糖凝胶电泳检测" 长波紫外灯下照
相"电泳结果用 a,)(*’*- $("!美国 \’$ O)] 公司’图像分析系
统进行电泳条带光密度分析"计算各组光密度积分的比例比
较!引物由生工生物工程!上海’有限公司合成’%

!9H 数据分析及统计学分析
应用 C2CC >QXQ 统计软件分析"计量资料用 "%<"对差异

显著性检验采用单因素方差分析"#bQXQU 表示有显著意义%

: 结果
:9! 星形胶质细胞形态的鉴定
倒置显微镜下可见正常星形胶质细胞生长活力旺盛"分

裂像多 "胞浆丰富 "形态多样 "多突起 "细胞连接紧密 !图 >
!)’(!&’’&免疫荧光染色星形胶质胞浆成红色"胞核未染色"
HEJ2 染色鉴定胶质细胞的纯度c6UR!图 >!#’’%

:9: 光镜观察各组星形胶质细胞低氧下的形态
倒置显微镜下"可见低氧组细胞出现肿胀"细胞突起减

少"折光性增强"随着低氧作用时间的延长"在 F?+ 出现明显
的水肿改变"在 B4+ 出现较多细胞凝固性坏死!图 F’% !+A21
预处理组细胞在 >F(F?(B4+ 肿胀和损伤较低氧组轻!图 B’%
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!!" 正常
"!# $%&’!(

!)" 低氧 *+,
-). /01%23! *+,

!4"低氧 +5,
-4# /01%23! +5,

!6"低氧 78,
"6. /01%23! 78,

图 9 低氧组在各个时间点 ::;<=蛋白的表达!免疫荧光 5>>!"
?3@A 9 B21&CDD3%$ %E ::;<= 1&%FC3$ 3$ ,01%23! @&%G1 !F

63EEC&C$F 3$DF!$FD

+A5 :HH比色法测定细胞活性结果
低氧组细胞存活率明显比正常组低!差异有统计学意义

"!!"#"$#!%&’() 预处理组细胞存活率较低氧组高!差异有统
计学意义"!!"#"$$!详见表 *%

+A9 免疫荧光检测各组 ::;=蛋白表达结果
免疫荧光显示!对于爬片的正常星形胶质细胞胞浆可见

较弱的 ++(,- 表达"图 $".$$!随着低氧培养时间的延长 !

++(,- 蛋白的表达随之增高!/0& 达到最高! 细胞胞浆可见
很亮的绿色荧光!12& 降低"图 $"3$!"4$$&%&’() 预处理组在
*/’/0’12&较低氧组 ++(,- 蛋白表达量低"图 2$%

图 5 电镜下观察各组星形胶质细胞形态
?3@A 5 ?C!FG&CD %E !DF&%40FC G$6C& F&!$D’3DD3%$ C(C4F&%$ ’34&%D4%1C

!!" 正常
-!# I%&’!( !DF&%40FC

!)" 低氧 +5,

-)# JDF&%40F 3$ ,01%23!
@&%G1 !F +5,

!4" &,B;K组低氧 +5,
-4# JDF&%40FC 3$ &,B;K

1&C4%$63F3%$3$@ @&%G1 !F +5,

表 * 各组 :HH KL 值!!!"""情况
H!)(C * H,C :HH !DD!0 3$ 63EEC&C$F @&%G1 %E !DF&4%0FC !F

63EEC&C$F 3$DF!$FD

孔数 */& /0& 12&
正常组

低氧组

%&’() 预处理组

2
2
2

"#/"""#"*
"#*2""#"/.

"#*5""#"*.3

"#/"""#"*
"#*/""#"*.

"#*$""#"1.3

"#/*""#"1
"#"5""#"1.

"#*/""#"*.3

注!.为与正常组比较 !!"#"$"3 为与低氧组比较 !#"#"$#

6789:; .< !!"#"$ .: =7>?.%94 @A8& =7B8%7C D%7E?F 3< !!"#"$ .: =7>?.%94

@A8& &G?7HA. D%7E?#

+A7 电镜观察各组星形胶质细胞超微结构变化
正常胶质细胞在电镜下溶酶体少!细胞连接紧密!线粒

体呈卵圆形"图 0".$$&低氧 /0& 星形胶质胞浆内空泡增多!

线粒体肿胀!细胞膜褶皱减少!细胞连接不紧密!溶酶体增多
"图 0"3$$&%&’()预处理低氧 /0&!胶质细胞电镜下细胞内空泡
形成较少!线粒体肿胀轻和溶酶体少!细胞连接紧密"图 0"=$$%

图 7 光镜下观察 &,B;K组细胞形态!+>>!"
?3@A 7 &,B;K 1&C4%$63F3%$3$@ @&%G1 G$6C& 3$MC&FC6

’34&%D4%1C !F 63EEC&C$F 3$DF!$FD -+>>!#

!!" 低氧 *+,

-!# /01%23! *+,

!)" 低氧 +5,

-)# /01%23! +5,

!4" 低氧 78,
-4# /01%23! 78,

图 + 光镜下观察低氧组细胞形态!+>>!"
?3@A + /01%23! @&%G1 G$6C& 3$MC&FC6 ’34&%D4%1C

!F 63EEC&C$F 3$DF!$FD -+>>!#

!!" 低氧 *+,

-!# /01%23! *+,

!)" 低氧 +5,

-)# /01%23! +5,

!4" 低氧 78,

-4# /01%23! 78,
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!"# $%&’($ 检测各组 ))’&* +$,-表达结果
正常星形胶质细胞 !!"#$ %&’( 低水平表达! 随着低

氧作用时间的延长"低氧组 !!"#) %&’( 表达随之增高"在
*+, 达到最高"-., 表达降低" 差异有统计学意义 #!/0102$!
3,4"5 预处理组 !!"#) %&’( 在 6*%*+%-., 表达较低氧组
低"差异有统计学意义#!/0102&’见图 7 和表 *&(

. 讨论
在中枢神经系统中胶质细胞对神经元起着支撑" 营养"

代谢等作用( 近期研究表明胶质细胞在减轻中枢神经系统缺
血%缺氧发挥着重要的作用 8*92:( 如何防止或减轻缺氧条件下
对胶质细胞的损害"是目前神经保护研究的热点(3,4"5近期
研究发现对神经系统具有保护作用 8*#7:"而 4"5 对体外培养的
胶质细胞是否具有保护作用及作用机制尚未清楚(

体外低氧培养胶质细胞可以出现细胞肿胀" 细胞水肿"

坏死等变化"可以部分模拟体内缺血缺氧病理生理过程及其

所致的细胞损伤"排除了体内复杂因素的干扰860:(因此本实验

观察 3,4"5 预处理后"对体外低氧培养状态下星形胶质细胞
的影响及其可能的分子机制(

实验显示低氧组星形胶质细胞在 6*, 开始出现肿胀及
轴突缩短"细胞连接开始出现不紧密"随着低氧时间的延长"

在 *+,出现明显的水肿"超微结构显示线粒体肿胀及空泡增
多! 在 -.," 可见较多细胞肿胀及坏死"!;; 值也降至最低(
3,4"5 预处理组细胞在各个时间点细胞水肿%坏死及 !;;值
变化较低氧组轻( <=>>?3@A>8*:证实 3,4"5 能减轻体外星形胶
质细胞肿胀!BC=8-:等证实 3,4"5 能减轻星形胶质细胞在体外
缺血再灌注的损伤模型中细胞的损伤及水肿( 可见 3,4"5可
以减轻体外低氧损伤星形胶质细胞及促进其存活( 在胶质细

胞损伤及死亡过程中 "!!"9) 的表达与之密切相关 86*962:(

!!"9) 可由神经元及胶质细胞分泌"可以破坏细胞膜和细胞
连接及血脑屏障(D1 E,CFG%A3C86+:研究大鼠急性脑损伤时"证实
!!"9) 先破坏血脑屏障"然后破坏细胞连接导致脑水肿( (H
&A@GII86.:证实在缺血与出血性脑损伤与 !!"9) 密切相关!本

实验显示 !!"9) 在 6*, 开始表达增高" 星形胶质细胞分泌
!!"9) 到细胞外间隙"破坏了细胞之间的连接"导致细胞周

围出现水肿" 随着低氧作用时间的延长"!!"9)表达进一步
增高"在 *+,达到最高"这时可能是 !!"9) 不仅破坏了细胞
之间连接"还破坏了细胞膜"导致星形胶质细胞通透性增加"

细胞出现明显的水肿( 随着低氧时间继续延长"在 -., 星形
胶质细胞表达 !!"9) 反而降低"!;;值也最低"光镜下细胞
出现坏死" 这可能是这时死亡细胞增多及细胞活力下降"导

致 !!"9)表达减少(3,4"5 预处理组细胞在在 6*%*+%-.,表
达 !!"9) 较低氧组低"!;; 结果也显示 3,4"5 预处理组细
胞存活率在各个时间点较低氧组高(结合数据分析"3,4"5预
处理组在通过抑制了 !!") 的表达 " 减轻了低氧条件下

!!")对细胞之间连接及细胞膜的损伤"促进了细胞的存活(
;,CG3@J,8*0:用 3,4"5预处理视网膜"证实能明显降低低氧对视
网膜的损害"<3?@@A8*6:研究证实 3,4"5 可以保护神经系统"减

轻颅内出血对神经系统的损害( 这些提示了 3,4"5 可以促进
低氧条件下胶质细胞的存活( 研究证实"过度表达 ’K9!L可
以诱导 !!"9) 的表达 8**:"3,4"5 作为一种神经保护因子"由
4"59&介导的通过 M(N*信号通路作用于神经系统" 可以抑
制 ’KO!L 的表达"导致 ’K9!L 磷酸化而失活"从而通过 ’K9
!L 信号通路抑制 !!"9) 的表达8**9*-:(

/ 结论
综上所述"!!"9) 参与了低氧培养状态下胶质细胞损伤

的发生和发展"3,4"5 可以通过降低体外低氧培养条件下胶
质细胞 !!"9)的表达"减轻细胞的损伤"促进细胞的存活(

!!!谨向支兴刚教授悉心关怀和认真指导致以衷心的感谢!

孔数 6*, *+, -.,
正常组

低氧组

3,4"5预处理组

.

.

.

212.!010-
P160!010*?

71-0!0106?Q

21.0!010*
*01*2!0106?

6.1P+!010*?Q

2127!0106
621**!0106?

6-166!0106?Q

图 0 分别为 123’4预处理组!5!."#正常组!/"和低氧组
!6!0"的 5!$!/$.#2 ))’&* +$,- 表达

789" 0 3:;1<==8>? >@ ))’&* +$,- 8? 123’4
;1<A>?B8C8>?8?9 91>D; E5!.FG A>?C1>H 91>D; E/I J?B 2K;>:8J

91>D; E6L0I JC B8@@<1<?C 8?=CJ?C=

表 ! 各组 ))’&* +$,- 4M值!!!"""
%JNH< ! 3:;1<==8>? >@ ))’&* +$,- >@ J=C1>AKC<= 8?

B8@@<1<?C 91>D;=

注"?为与正常组比较 !/0102#Q为与低氧组比较 !"0102!

’ARG@S ?T !/0102 ?@ JA%U?3GV WCR, JA>R3AI F3A=UX QT !/0102 ?@ JA%U?3GV

WCR, ,YUAZC?1

图 # 123’4预处理组在各个时间点 ))’&* 蛋白的
表达!免疫荧光 /OO#"

789" # 3:;1<==8>? >@ ))’&* ;1>C<8? 8? 123’4
;1<A>?B8C8>?8?9 91>D; JC B8@@<1<?C 8?=CJ?C=

!J" 低氧 5!2

PJI QK;>:8J 5!2

!N" 低氧 !/2
ENI QK;>:8J !/2

!A" 低氧 .#2
EAI QK;>:8J .#2
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