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多奈哌齐和加兰他敏对氧糖剥夺/复氧导致的 
神经元损伤的保护作用及机制 

刘冬梅, 张  蔓, 江晓妹, 雷  慧, 李  江, 王晓良* 

(中国医学科学院, 北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050) 

摘要: 已有研究表明乙酰胆碱酯酶抑制剂多奈哌齐和加兰他敏具有减轻氧糖剥夺导致的神经元损伤并减小

脑缺血动物的脑梗死体积的作用, 但它们的这种作用可能并不完全依赖于其胆碱酯酶抑制活性。为了进一步研

究多奈哌齐和加兰他敏对脑缺血后神经元损伤的作用, 本课题组成功建立了体外大鼠神经元−星形胶质细胞共

培养模型, 并在该共培养模型的基础上研究多奈哌齐和加兰他敏对氧糖剥夺/复氧 (oxygen-glucose deprivation/       

reoxygenation, OGD/R) 后神经元凋亡的作用及其可能的作用机制。结果表明, 多奈哌齐和加兰他敏可以明显减

轻 OGD/R后共培养体系中的神经元凋亡, 同时, 促进共培养体系中星形胶质细胞合成和分泌 BDNF和 NGF, 并

激活星形胶质细胞内的 PI3K/Akt通路和 ERK通路, 促进核转录因子 CREB的磷酸化。以上结果说明多奈哌齐和

加兰他敏对 OGD/R 导致的神经元损伤具有保护作用, 其机制可能与激活星形胶质细胞内的 PI3K/Akt 通路和

ERK通路, 促进核转录因子 CREB的磷酸化, 进而促进星形胶质细胞合成和分泌 BDNF和 NGF有关。 
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Abstract: Studies have shown that acetylcholinesterase inhibitors donepezil and galantamine have effects      

of reducing neuronal damage caused by glucose deprivation and reducing the cerebral infarction volume of      
cerebral ischemic animals, but their effects may not be entirely dependent on its inhibition of cholinesterase      
activity.  In order to study the effects of donepezil and galantamine on neuronal injury of cerebral ischemia, the 
rat neuron-astrocyte co-culture model was successfully established in this study.  In this model, we studied the     
effects of donepezil and galantamine on neuron apoptosis induced by oxygen-glucose deprivation/reoxygenation 
(OGD/R) and investigated the mechanism.  The results showed that donepezil and galantamine significantly     
reduced the neuron apoptosis, and promoted the synthesis and secretion of BDNF and NGF in astrocytes in       
the co-culture system.  Donepezil and galantamine activated the PI3K/Akt pathway and ERK pathway, and     
promoted the phosphorylation of the nuclear transcription factor CREB.  These results suggest that donepezil 
and galantamine exhibit protective effects on neuronal damage induced by OGD/R.  The mechanism may be     
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related to activation of PI3K/Akt pathway and ERK pathway in astrocytes and promote phosphorylation of 
CREB, which lead to the synthesis and secretion of BDNF and NGF from astrocytes. 
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多奈哌齐 (donepezil, Don) 和加兰他敏 (galan-
tamine, Gal) 作为乙酰胆碱酯酶抑制剂 (acetylcholi-
nesterase inhibitors, AChEIs), 是广泛应用于轻、中度
阿尔茨海默病和血管性痴呆治疗、改善患者认知能    
力和全脑功能的药物, 它们的临床作用机制被认为
是基于其胆碱酯酶抑制活性, 提高突触间隙的乙酰
胆碱水平, 从而发挥提高记忆能力和改善认知损伤
的作用效果。近年来有研究表明, 多奈哌齐和加兰他
敏可以减轻氧糖剥夺导致的神经元损伤并减小脑缺

血动物的脑梗死体积[1, 2]。然而, 值得注意的是, 有研
究[3]表明多奈哌齐的这种神经保护作用可能并不完

全依赖于其胆碱酯酶抑制活性或 N 型受体激动活性, 
因为它的神经保护作用并不能被 M 型受体阻断剂东
莨菪碱和 N型受体阻断剂美加明所阻断。因此, 提示
多奈哌齐和加兰他敏发挥脑缺血保护作用的机制可

能十分复杂。 
长期以来 , 脑缺血机制的研究一直围绕着以

“神经元为中心”的学术体系而展开, 但是基于该
观点的大量临床试验表明, 大部分神经保护剂在脑
缺血导致的神经损伤和促进功能恢复中并没有表现

出理想的临床疗效, 提示单纯用神经元损伤机制并
不能完全解释脑缺血的复杂机制, 需要对脑缺血状
态下神经元所处的环境进行全面研究。脑缺血损伤过

程中所有细胞类型 (包括胶质细胞和血管内皮细胞
等) 均会受影响, 因此, 值得思考的问题是: ① 脑缺
血后非神经元细胞的状态或和功能的改变是否影响

神经元？② 同样地, 脑缺血后神经元的损伤是否也
可影响其他细胞类型的状态或功能？ 

星形胶质细胞作为脑内数量最多的细胞类型 , 
有其重要的生理和病理学意义。星形胶质细胞在脑缺

血后大量活化, 表现出多种调节功能, 包括 K+的缓

冲、谷氨酸再摄取、自由基清除、营养支持和炎症反

应等, 其中一些功能对神经元的存活是有利的。因此, 
深入研究脑缺血后星形胶质细胞与神经元之间的相

互作用机制对脑缺血的治疗具有重要的意义。 
因此, 本课题组成功地建立了体外大鼠神经元−

星形胶质细胞共培养模型, 并在该共培养模型的基础
上研究 Don和 Gal对氧糖剥夺/复氧 (oxygen-glucose 
deprivation/reoxygenation, OGD/R) 所致神经元凋亡

的保护作用及其可能的作用机制, 以阐明 Don和 Gal
发挥脑缺血保护作用的机制。 
 

材料与方法 
动物  新生 24 h内的 Wistar乳鼠 (SPF级), 购

于北京维通利华实验动物技术有限公司, 动物证号
SCXK (京) 2011-0011。全部实验和操作过程均符合
中国医学科学院、北京协和医学院动物保护委员会规

定的相关条例。 
药品和试剂  Don 和 Gal 均购于中国食品药品   

检定研究院。DMEM/F12 培养基、DMEM 培养基、
Neurobasal-A培养基、B27、Annexin V/PI细胞凋亡
流式检测试剂盒均购自 Invitrogen 公司; BDNF 和
NGF 的 ELISA 试剂盒购自武汉博士德生物公司; 磷
酸化 TrkA/B (p-TrkA/B) 抗体、磷酸化 Akt (p-Akt)     
抗体、磷酸化 ERK (p-ERK) 抗体、磷酸化 CREB (p-    
CREB) 抗体和 PI3K (p85) 抗体均购自 Cell Signaling 
Technology公司; 抗小鼠 IgG和抗兔 IgG购自中山金
桥生物公司; 阿糖胞苷购自 Sigma-Aldrich公司。 

星形胶质细胞的原代培养  将新生 24 h 内的
Wistar 乳鼠的皮层组织取出, 将其中的脑膜剥除, 并
在 37 ℃下经 0.25%  胰酶消化 20 min, 终止消化后并
离心, 并将沉淀重悬于10% 胎牛血清的DMEM/F12培
养基, 接种于包被多聚赖氨酸的培养瓶中, 置于 37 ℃

培养箱中进行培养。接种 24 h后, 换全液。之后每 3
天进行半量换液。约 12 天后, 待星形胶质细胞铺满
培养瓶底部时, 使用 0.25%  胰酶消化 3～5 min, 并收
集星形胶质细胞, 以每毫升 4×105个的细胞密度接种

于 transwell (Corning, 0.4 μm, 3460) 的上室, 备用[4]。 
大鼠皮层神经元的原代培养   按照改进后的

Kaech等[5]报道的方法, 从新生 24 h内的Wistar乳鼠
分离大鼠海马神经元。取出乳鼠的海马组织, 将其中
的脑膜剥除, 并在 37 ℃下经 0.25%  胰酶消化 20 min
以获得神经元。然后, 将神经元悬浮于含有 10% 马血

清和 10%  胎牛血清的 DMEM 培养基中并接种于经    
多聚赖氨酸包被的 transwell 下室, 接种密度为每毫
升 4×105个。4 h后换液, 更换培养基为加入 2% B27
的 Neurobasal-A培养基。于第 2天加入 10 μmol·L−1

阿糖胞苷, 并于第 3天换全液以弃去阿糖胞苷。同时, 
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放入接种有星形胶质细胞的 transwell 的上室, 进行
神经元−星形胶质细胞共培养。培养至第 7 天, 进行
后续实验。 

神经元−星形胶细胞共培养体系  按上述方法进

行星形胶质细胞原代培养, 10～12 天后将分离纯化
后的星形胶质细胞经 0.125%  胰酶消化, 调整密度为
每毫升 5×105个, 接种于 transwell 培养皿上, 培养基
更换为共培养用培养基 (Neurobasal-A+2% B27+0.5 
mmol·L−1 GlutaMax), 备用。神经元按上述方法培养
至第 5 天时, 将已制备好的含有星形胶质细胞层的
transwell 上室插入至接种有神经元的 transwell 下室
的上方, 以形成神经元−星形胶质细胞共培养体系, 
共培养 3天后进行相关实验研究。 

OGD/R 模型  将待进行 OGD/R 处理的共培养
体系使用无糖 D-Hank’s 液洗涤 2 遍, 更换培养基为
无糖 DMEM 培养基; 将共培养体系放入 37 ℃含有

94% N2、5% CO2和 1% O2的三气培养箱中 (Thermo 
Scientific公司), 维持 2 h时间后, 将细胞培养基更换
为正常的共培养用培养基, 并将其放入 37 ℃含氧浓

度正常且 CO2 含量为 5%  的细胞培养箱中进行复氧, 
继续培养 24 h。 

流式细胞术  将经 OGD/R 处理的 (OGD/R 组) 
和未经正常培养的 (对照组) 共培养体系中的神经
元和单独培养的神经元分别使用 0.125%  胰酶进行     
消化, PBS洗 2～3次, 制成单细胞悬液, 800 r·min−1

离心 5 min, 使细胞沉淀, 并使用 Annexin V/PI细胞
凋亡流式检测试剂盒内 1×Annexin V 结合缓冲液使
细胞重悬, 调整细胞密度至每毫升 1×106个, 体积为
100 μL; 在每 100 μL细胞悬液中加入 1×Annexin V     
工作液 5 μL 和 1×PI 工作液 1 μL, 室温避光孵育      
15 min; 孵育结束, 加入 1×Annexin V 结合缓冲液
400 μL, 轻轻混匀后置于冰上; 将细胞悬液转至流式
检测管内, 上机检测, FL1检测 530 nm激发光, FL3
检测  > 575 nm的激发光。 

ELISA 检测  细胞经相应处理后  (对照组和
OGD/R 组), 收集细胞上清液, 8 000 r·min−1 离心 3 
min, 除去细胞碎片, 使用大鼠 BDNF和 NGF ELISA
试剂盒检测细胞上清中 BDNF和 NGF的含量。经处
理后的神经元或星形胶质细胞加入细胞裂解液, 置
冰上裂解 30 min, 12  000 ×g离心 10 min, 所得上清即
为胞浆蛋白。采用 BCA法对胞浆蛋白进行蛋白定量。
并采用大鼠 BDNF和 NGF ELISA试剂盒检测胞浆蛋
白中 BDNF和 NGF的含量。 

Western blot分析  接种于 transwell的神经元或

星形胶质细胞, 经相应处理后每孔加入细胞裂解液
200～300 μL, 置冰上裂解 30 min, 12  000 ×g 离心     
10 min, 所得上清即为细胞总蛋白 , 以上操作均在     
4 ℃进行。采用 BCA 法进行蛋白定量。然后, 进行
SDS-PAGE电泳, 随后转到 PVDF膜上。5% BSA封
闭 2 h后, 4 ℃下与 p-TrkA/B、p-CREB、p-Akt、p-ERK
和 PI3K (p85) 杂交过夜, 常温下孵育二抗 2 h, TBST
洗涤 3次, 加入 ECL发光液, 放入 LAS-3000凝胶成
像仪进行检测。用 Bio-rad quantity one 密度分析软件
对图像中蛋白条带进行灰度分析。目的蛋白相对含    
量  = 目的条带灰度值  / β-actin条带灰度值。 

统计分析  所有结果以 means ± SEM表示。采用
单因素方差分析 (one-way ANOVA), 结合 Dunnett’s 
post hoc test检验, 比较各组间差异, P < 0.05认为存
在显著性差异。 
 

结果 
1  星形胶质细胞减少 OGD/R诱导的神经元凋亡 

在中枢神经系统中, 星形胶质细胞始终伴随着
神经元的整个发育过程, 所以神经元与星形胶质细胞
之间的相互作用对于阐明神经系统疾病的机制十分

重要, 特别是对于脑缺血损伤。因此, 本研究通过使
用 transwell小室建立神经元−星形胶质细胞共培养体
系, 同时建立体外 OGD/R模型以模拟脑缺血条件。 

研究中应用 Annexin V/PI流式细胞术对 OGD/R
后神经元的凋亡情况进行考察, 结果如图 1所示。与
对照组相比, OGD/R 后单独培养的神经元和共培养
体系中的神经元均出现明显的凋亡。OGD/R 后单独
培养的神经元的凋亡率从 8.8%增加至 44.8%, 而
OGD/R 后共培养体系中的神经元的凋亡率从 10.5%
增加至 27.8%, 并且与单独培养的神经元相比, 共培
养体系中神经元的凋亡率降低了 17.0% (P < 0.01)。提
示在 OGD/R 过程中, 星形胶质细胞对神经元的凋亡
起到了保护作用。 

另外, 采用 Hoechst 33342 荧光染色法检测神经
元凋亡的情况, 其结果与上述流式的结果趋势相一
致 (数据未给出)。 
2  Don和Gal通过星形胶质细胞发挥神经元保护作用 

为了探索 Don 和 Gal 在星形胶质细胞存在下对
OGD/R诱导的神经元凋亡的作用, 在 OGD/R刺激的
同时分别向神经元−星形胶质细胞共培养体系中加入
Don (1和 10 μmol·L−1) 和 Gal (1和 10 μmol·L−1), 并
使用 Annexin V/PI流式细胞术检测 OGD/R后神经元
的凋亡, 结果如图 2A所示。经 OGD/R刺激后, 共培 
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Figure 1  Effect of oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) on neuron apoptosis in neurons mono-culture (Neuron) and 
neuron-astrocyte co-culture (Neuron+AS) system.  Neuron apoptosis were examined by flow cytometry analysis.  A: Representative 
flow cytometry analysis of neuron apoptosis.  B: Quantitative determination of apoptotic rate of neurons.  Values were expressed as 
percentages compared to the control group (set to 100%), and represented as mean  ± SEM (n = 4).  ##P < 0.01 vs control group; ΔΔP < 0.01      
vs OGD/R group of Neuron 
 

 
Figure 2  Donepezil (Don, 1 or 10 μmol·L−1) and galantamine (Gal, 1 or 10 μmol·L−1) inhibited OGD/R-induced neuron apoptosis in 
Neuron and Neuron+AS system.  Neuron apoptosis were examined by flow cytometry analysis.  A: Representative flow cytometry 
analysis of neuron apoptosis.  B, C: Quantitative determination of apoptotic rate of neurons.  Values were expressed as percentages 
compared to the control group (set to 100%), and represented as mean  ± SEM (n = 4).  **P < 0.01 vs OGD/R group; ΔP < 0.05 vs OGD/R 
group of Neuron 
 
养体系中神经元的凋亡率为 27.8%, 而加入 Don (10 
μmol·L−1) 使共培养体系中神经元的凋亡率降低至
20.5%。然而, 在没有星形胶质细胞的存在下, 即在单
独培养的神经元体系中, Don (10 μmol·L−1) 使 OGD/R
诱导的神经元凋亡率降低至 25.8% (图 2B), 表明Don
对 OGD/R 导致的神经元凋亡的保护作用, 部分与星
形胶质细胞相关。 

Gal 也表现出与 Don 相似的结果, 具体如图 2C

所示, 加入 Gal (10 μmol·L−1) 使共培养体系中神经
元的凋亡率降低至 17.0%, 在没有星形胶质细胞的存
在下, Gal (10 μmol·L−1) 使 OGD/R诱导的神经元凋
亡率降低至 26.1%。这表明 Gal 对 OGD/R 导致的神
经元凋亡的保护作用也可能与星形胶质细胞相关。 

另外, 采用 Hoechst 33342 荧光染色法检测神经
元凋亡的情况, 其结果与上述流式的结果趋势相一
致 (数据未给出)。 
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3  Don 和 Gal 对 OGD/R 后神经元凋亡通路相关蛋
白的影响 

为了进一步探索 Don 和 Gal 抗凋亡作用的具体
机制, 用 Western blot 法考察其对 OGD/R 后共培养     
体系中神经元内 caspase 3、Bcl-2和 Bax的影响 (图
3)。与 OGD/R组相比, Don (10 μmol·L−1) 和 Gal (10 
μmol·L−1) 可以明显降低神经元内 cleaved-caspase 3
的表达, 并显著增加抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达, 而对
Bax 蛋白表达均没有明显的作用。以上结果表明 ,     
Don和Gal可以通过降低OGD/R后神经元内 cleaved-     
caspase 3的水平并提高抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达而发
挥抗神经元凋亡作用。 
4  Don 和 Gal 促进 OGD/R 后星形胶质细胞合成和
分泌 BDNF和 NGF 

星形胶质细胞的一个重要功能是通过分泌神经

营养因子 (如 BDNF和 NGF等), 为神经元提供营养
支持。因此, 使用 ELISA法检测 OGD/R后单独的神
经元培养上清和共培养体系上清中 BDNF和 NGF的
水平, 以说明 BDNF 和 NGF 分泌的情况。同时, 还
分别检测了 OGD/R后神经元和星形胶质细胞的胞浆
中 BDNF和 NGF的水平, 以说明两者的合成情况。 

图 4A～D 显示, 在单独培养的神经元体系和单
独培养的星形胶质细胞体系中, OGD/R 导致神经元
分泌和合成 BDNF 和 NGF 的量明显减少, 而星形胶
质细胞分泌和合成的 BDNF和 NGF代偿性增加。并 

 

 
Figure 3  Don (10 μmol·L−1) and Gal (10 μmol·L−1) reduced 
cleaved-caspase 3 and increased Bcl-2 expression in neurons 
after OGD/R in Neuron+AS system.  Quantified results were 
normalized to β-actin expression.  Values were expressed as 
percentages compared to the control group (set to 100%), and 
represented as mean  ± SEM (n = 8).  ##P < 0.01 vs control group; 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group 
 
且, 与 OGD/R组相比, Don和 Gal仅可以轻度促进神
经元合成和分泌 BDNF和 NGF。然而, 在神经元−星
形胶质细胞共培养体系中, 与OGD/R组相比, Don和
Gal 均可以明显增加 BDNF 和 NGF 的分泌, 特别是
可以明显促进星形胶质细胞合成 BDNF 和 NGF; 同
时在一定程度上也促进 BDNF和 NGF在神经元内的
合成, 但是它们在星形胶质细胞中合成的量远远高
于在神经元中合成的量。这提示, Don和 Gal在正常 

 

 
Figure 4  Don (10 μmol·L−1) and Gal (10 μmol·L−1) promoted BDNF and NGF synthesis and secretion from astrocytes after OGD/R     
in Neuron-AS system.  A−D: Levels of BDNF and NGF assayed by ELISA analysis.  Values were expressed as mean  ± SEM (n = 6).  
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs OGD/R group 
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情况下对神经营养因子的影响不大, 但在氧糖剥夺
后显著增强星形胶质细胞合成 BDNF和 NGF的功能, 
对神经元凋亡发挥保护作用。 
5  Don和Gal上调OGD/R后神经元表面 TrkA/B受
体的表达 

BDNF 和 NGF 作为中枢神经系统常见的神经营
养因子, 对病理状态下神经元的损伤具有明显的保
护作用, BDNF 和 NGF 与神经元表面的特异性受体
Trk 结合以后, 使其磷酸化, 继而激活神经元内多种
信号通路, 从而发挥保护神经元和抗凋亡的作用。因
此, 考察了 Don 和 Gal 对神经元表面 TrkA/B 受体表
达的作用 (图 5)。结果表明, 与对照组相比, OGD/R
后神经元−星形胶质细胞共培养体系中, 神经元表面
的磷酸化 Trk 受体水平显著降低, 降低了 30.6%, 给
予 Don 和 Gal 均可显著升高磷酸化 Trk 受体的水平, 
分别升高了 75.2%  和 95.1%。 
6  Don和Gal对星形胶质细胞内神经营养通路的影响 

以上结果表明, Don和 Gal主要通过影响 OGD/R 

后星形胶质细胞合成 BDNF和 NGF对神经元凋亡发
挥保护作用, 进一步对星形胶质细胞内神经营养相
关信号通路进行考察, 通过图 6A～D可见, 与OGD/R
组相比, Don和Gal均可以明显上调神经元−星形胶质 
 

 
Figure 5  Don (10 μmol·L−1) and Gal (10 μmol·L−1) up-regulated 
p-TrkA/B expression levels on neurons after OGD/R in Neuron-AS 
system.  Quantified results were normalized to β-actin expression.  
Values were expressed as percentages compared to the control 
group (set to 100%), and represented as mean  ± SEM (n = 8).  *P < 

0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group 

 

 
Figure 6  Don (10 μmol·L−1) and Gal (10 μmol·L−1) up-regulated PI3K/Akt and ERK signaling pathway in astrocytes after OGD/R in 
Neuron-AS system.  A−D: Representative Western blot of PI3K (p85), p-Akt (Ser437), p-CREB and p-ERK, as well as their quantified 
results.  Quantified results were normalized to β-actin expression.  Values were expressed as percentages compared to the control group 
(set to 100%), and represented as mean  ± SEM (n = 8).  ##P<0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group 
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细胞共培养体系中星形胶质细胞内 PI3K (p85)、
p-Akt、p-ERK 和 p-CREB 蛋白的表达水平。这说明
Don和Gal促进OGD/R损伤后神经元−星形胶质细胞
共培养体系中 BDNF和 NGF的分泌和合成机制可能
与上调共培养体系中星形胶质细胞内磷酸化 Akt、
ERK和 CREB水平相关。 
 

讨论 
为了深入研究乙酰胆碱酯酶抑制剂 Don 和 Gal

对脑缺血后神经元损伤的保护作用机制, 本研究使
用插入式培养皿法 (transwell) 建立体外大鼠皮层神
经元−星形胶质细胞共培养体系, 在该共培养体系中
神经元和星形胶质细胞分泌的各种离子、营养物质和

细胞因子等可自由通过插入式培养皿的微孔膜在细

胞间进行交换[6, 7], 为更好地研究神经元与星形胶质
细胞之间的相互作用奠定了基础。 

此外, 本研究还成功地构建了体外 OGD/R模型, 
该模型通过直接通入不同浓度的 N2和 CO2混合气体

或其他惰性气体, 造成低氧或缺氧环境, 同时剥夺培
养基中的糖分以模拟在体脑缺血损伤过程, 经过一
定的 OGD 干预后, 将细胞转移至正常氧浓度环境并
更换正常培养基, 以模拟再灌注损伤。该模型具有制
作方便、干扰因素少、效果可靠和重复性强等优点。

Annexin V/PI 流式细胞仪检测结果表明, 与对照组    
相比, OGD/R 后单独培养的神经元及共培养体系中
的神经元均出现明显的凋亡, 但与单独培养的神经
元相比, 共培养体系中神经元的凋亡率降低了 17.1% 
(P < 0.01), 说明在共培养体系中星形胶质细胞对神经
元的凋亡发挥了明显的保护作用。 

在已成功构建的神经元−星形胶质细胞共培养体
系及体外 OGD/R 模型的基础上, 进一步研究了 Don
和 Gal在星形胶质细胞存在下对 OGD/R诱导的神经
元凋亡的作用。结果发现, 与单独培养的神经元体系
相比, 在星形胶质细胞存在的情况下Don和Gal均可
以进一步降低 OGD/R 诱导的神经元凋亡率, 表明
Don和 Gal对 OGD/R导致的神经元凋亡的保护作用, 
部分与星形胶质细胞有关。 

在凋亡过程中, caspase 3被认为是最终的凋亡执
行者, 而 Bcl-2 蛋白质家族则是控制线粒体释放致凋
亡因子的主要调节因子, 其中 Bcl-2具有抗凋亡作用, 
而 Bax 具有促凋亡作用。Don 和 Gal 可以通过降低
OGD/R 后神经元内 cleaved-caspase 3 的水平并提高
抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达而发挥抗神经元凋亡作用。 

由于星形胶质细胞对神经元存活、生长和分化发

挥关键的营养和支持作用[8], 星形胶质细胞可分泌多
种神经营养因子 (NTFs), 包括 BDNF、NGF和 NT-3
等, 这些神经营养因子通过与神经元表面特异性受
体结合, 如 Trk 受体和 p75 受体等, 进一步激活神经
元内 PI3K/Akt 和 MAPK通路等, 从而影响神经元的
凋亡[9]。本研究结果表明, 在神经元−星形胶质细胞
共培养体系中, 与 OGD/R组相比, Don和 Gal均可以
明显增加 BDNF 和 NGF 的合成和分泌量, 但这一过
程主要发生在星形胶质细胞中。而在单独培养的神经

元或星形胶质细胞中, Don和 Gal促进 BDNF和 NGF
合成、分泌的作用均较弱。提示 OGD/R 损伤后, 神
经元与星形胶质细胞的相互作用对 Don 和 Gal 的促
BDNF和 NGF的合成、分泌发挥重要的作用。此外, 
还发现 Don 和 Gal 可以明显升高 OGD/R 后共培养      
体系中神经元表面活化的 Trk 受体表达水平, 这进    
一步证实了 Don 和 Gal 对 OGD/R 后神经营养因子    
的分泌具有重要影响。 

已有研究表明, CREB是一种重要的细胞核内调
控因子, 其 Ser133 位点的磷酸化是实现调节转录的
重要途径, 胞外信号通过影响 CREB 的磷酸化来激
活多种靶基因的转录 , 其中包括对神经营养因子
BDNF 和 NGF 基因转录的影响[10, 11]。因此, 首先采
用Western blot法考察了 Don和 Gal对 OGD/R后共
培养体系中星形胶质细胞内磷酸化 CREB (p-CREB) 
表达影响。与 OGD/R 组相比, Don 和 Gal 均可以明     
显上调共培养体系中星形胶质细胞内 p-CREB 的表
达水平。这说明 Don和 Gal促进 OGD/R后共培养体
系中星形胶质细胞内 p-CREB的表达水平, 可能与合
成和分泌 BDNF和 NGF有关。 

已知 CREB 的磷酸化可受多条信号通路调控, 
PI3K/Akt 通路是其中重要的一条通路。PI3K 是一种
胞内磷脂酰肌醇激酶, 由调节亚基 p85 和催化亚基
p110构成, 其被磷酸化后, 可产生具有第二信使作用
的分子。第二信使分子与细胞内的信号分子 Akt结合
并磷酸化其 Ser473位点, 使其激活, 而磷酸化的 Akt
可进一步激活 CREB[12]。另外, ERK是 MAPK家族中
的一员, 胞外刺激可由 G蛋白受体、生长因子受体和
酪氨酸蛋白激酶受体, 经 Raf-MEK-ERK级联信号激
活 ERK, 调节转录因子 (如 CREB、STAT 和 c-Myc
等) 及一些激酶活性, 促进细胞增殖和蛋白合成等。
本研究也考察了 Don和 Gal对 OGD/R后共培养体系
中星形胶质细胞内 PI3K/Akt和 ERK通路的影响。结
果表明, 与 OGD/R组相比, Don和 Gal均可以明显上
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调共培养体系中星形胶质细胞内 PI3K (p85)、p-Akt
和 p-ERK的表达水平。 

以上结果表明, Don和 Gal可以明显促进 OGD/R
后神经元−星形胶质细胞共培养体系中神经营养因子
BDNF 和 NGF 的分泌和合成, 其具体机制可能是通
过激活星形胶质细胞内 PI3K/Akt 通路和 ERK 通路, 
上调磷酸化 CREB 的表达水平, 从而促进星形胶质
细胞合成和分泌 BDNF和 NGF。 

另外, 本课题组对转染 Kv2.1通道的 HEK293细
胞的前期研究[13]表明Don对OGD导致的凋亡同样具
有保护作用, 并对 Kv2.1 电流具有明显抑制作用, 这
说明在排除了胆碱能系统的影响下, Don可能通过抑
制 Kv2.1通道发挥脑缺血损伤保护作用。并且, 还有
研究[14−19]表明胆碱酯酶抑制剂如他克林、Don、Gal
和卡巴拉汀都对神经元钾离子通道具有阻断作用。因

此, 提示Don和Gal可能通过钾离子通道发挥脑缺血
损伤保护作用, 两者在 OGD/R 后的作用可能与星形
胶质细胞上的 Kv 通道有关, 但相关研究有待进一步
开展。 

综上所述, Don 和 Gal 对 OGD/R 导致的神经元    
损伤具有明显的保护作用, 其胆碱酯酶外的机制可
能主要与激活星形胶质细胞内的 PI3K/Akt 通路和
ERK通路, 促进核转录因子CREB的磷酸化, 进而促
进 BDNF和 NGF合成和分泌有关。 
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