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摘要  目的 以原代培养的大鼠胎鼠皮质神经元低氧低糖再复氧为模型 研究丁基苯酞对神经细胞凋亡的抑制

作用 ∀方法 用流式细胞术检测 ⁄ 含量及凋亡细胞百分率 透射电镜观察细胞形态学变化 ⁄ 琼脂糖凝胶电泳

和原位末段标记 × ∞ 检测 ⁄ 断裂 ∀结果 丁基苯酞能减轻细胞核形态的改变 减少 ⁄ 断裂和阳性细胞

数 使低氧低糖诱导的神经细胞凋亡百分率明显下降 凋亡峰显著降低 ∀结论 丁基苯酞对低氧低糖诱导的大鼠皮质

神经细胞凋亡有抑制作用 ∀
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  急性脑缺血神经元死亡有急性细胞死亡和迟发

性细胞死亡两种 ∀近年有人认为迟发性神经元死亡

与细胞凋亡关系密切≈ 但也有作者持不同看法 ∀

已有大量文献报道 大鼠脑缺血过程中有神经细胞

凋亡 且凋亡在缺血性脑损伤中起十分重要的作用 ∀

药物可通过干预细胞凋亡过程阻止其进一步发生而

发挥对神经元损伤的保护作用≈ ∀目前从细胞凋

亡角度来研究新药刚起步 ∀

丁基苯酞 δλ2 2 2 ∏ ° 是我组

近年来开发的一个新型抗脑缺血药物 以往研究表

明 °能缩小大鼠大脑中动脉阻断 ≤ 后脑

梗塞面积 对迟发性神经元损伤有保护作用≈ ∀作

者近期研究发现 °能抑制 ≤ 大鼠皮质神经

细胞凋亡 这可能是 °缩小 ≤ 后脑梗塞面

积的原因 ∀本研究旨在观察丁基苯酞对低氧低糖再

给氧诱导的原代培养大鼠胎鼠皮质神经细胞凋亡的

作用 从而在离体水平研究丁基苯酞对神经元凋亡

是否有直接的抑制作用 这将进一步为该药抗脑缺

血的作用机制提供新的理论依据 ∀

材 料 和 方 法

试剂  °为我所合成 ∀用 × 2 配成乳

剂加水稀释成所需的浓度 ∀琼脂糖 °

⁄ ∞ 培养基 阿糖胞苷 蛋白

收稿日期 2 2
3联系人  × ƒ ¬

∞2 ≠ ° ∏

酶 马 !牛血清购自北京军区兽医防治中

心 ⁄ 分子量标准物和 酶购自原平生物工

程公司 ∀

动物  孕期 ∗ • 大鼠 由中国医学

科学院动物中心提供 ∀

神经细胞原代培养和药物处理  参照 ≤ 等

神经细胞原代培养方法≈ ∀无菌条件下取胎鼠皮

质 经冲洗 !吹打 !分散 !过滤 !调整细胞浓度至 ≅

接种于培养瓶 置 ≤ 孵箱 ε 培养

至 加入阿糖胞苷 终浓度为 Λ # 培养

以抑制胶质细胞生长 ∀每隔 ∗ 换一次液 ∀

培养 换成低氧低糖无血清培养基后不同时

间 再复氧时间均为 在低氧及复氧情况下均同

时给予 ° ∀

流式细胞仪分析  按照 ⁄ 等人的

方法≈ ∀胰酶消化收集 ≅ 个细胞 将细胞悬浮

于 1 ° ≥ 中 加入预冷至 ε 的 乙醇

1 于 ε 过夜固定 ≅ 离心 收集细

胞 弃乙醇 Λ # ε 消化

碘化丙啶 ° Λ # 染色 避光冰浴

后 过 目尼龙网 用 ƒ ≤≥2 型流式细胞仪检

测 ∀低于 期 ⁄ 含量的细胞为凋亡细胞 ∀计

数 个细胞测定各期 ⁄ 含量 计算凋亡细胞

百分率和观察凋亡峰 ∀由于细胞固定后膜通透性增

加 降解的 ⁄ 被释放 ⁄ 组方图将出现低于

期 ⁄ 含量的亚 峰 又称凋亡峰 此峰的大

小即代表凋亡细胞的多少≈ ∀

电镜形态学观察  细胞经低氧低糖无血清培养

及再复氧各 同时经 °处理后 用细胞刮子
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收集 低速离心 弃去上清液 ∀细胞沉淀以 1 戊

二醛固定 系列丙酮脱水 环氧树脂包埋 超薄切片

醋酸钠及橼酸铅染色 型透射电镜拍片观

察 ∀

∆ΝΑ琼脂糖凝胶电泳  按照 等人的

方法≈ 略加修改 ∀收集细胞每组约 ≅ 溶于

Λ 细胞裂解液 经酚 ) 氯仿 ) 异戊醇 Β Β

抽提 乙醇沉淀 酶 Λ # 消化

1 琼脂糖凝胶电泳 1 Λ # 溴化乙锭染

色 紫外灯下观察拍照 ∀

原位末端标记法(ΤΥΝΕΛ)  参照 √ 等人

的方法≈ 略加修改 ∀细胞涂片 中性缓冲福

尔马林固定 蛋白酶 Λ # 每片加 Λ 消

化 1 过氧化氢水溶液处理 加入 × × 末端脱

氧核苷酰转移酶 和生物素标记的 ×°各 Λ

ε 保温 样品片加封闭液 Λ 室温

Β 的亲和素辣根过氧化物酶每片加 Λ 温育

° ≥洗后 1 过氧化氢 1 Λ # 二氨

基联苯胺显色 苏木素复染 常规封片镜检 ∀

细胞核中有棕色颗粒者为阳性细胞 ∀每张切片数

个细胞 计算阳性细胞百分率 ∀

结 果

1  ΝΒΠ对低氧低糖神经细胞凋亡百分率的影响

正常对照组神经元 ⁄ 大多数处于 期 ∀

凋亡细胞百分率仅为 1 左右 ∀低氧低糖处理的

细胞随着时间的延长凋亡峰逐渐增高 凋亡百分率

增加 1 1 ∀低氧低糖处理

达高峰 1 后又下降 图 提示低

氧低糖对神经元细胞凋亡的诱导表现出时间相关

性 ∀ °处理后 个不同剂量组 1 Λ #

均降低凋亡细胞百分率 以 Λ # 效果

最好 Λ # 次之 Π 1 ∀ 1 Λ # 给

药组与对照组相比尽管凋亡百分率下降 但仍无显

著性差异 表 ∀

Ταβ 1  Εφφεχτ οφ ΝΒΠ ον περχεντ οφ αποπτοσισ οφ

χυλτυρεδ χορτιχαλ νευρονσ ινδυχεδ βψ ηψποξια/

ηψπογλψχεµια (12 η) ανδ ρεοξψγενατιον (12 η) υσινγ
φλοω χψτοµετριχ αναλψσισ τεχηνιθυε. Εαχη σαµ πλε

αναλψζεδ χονταινεδ 10000 χελλσ

 ∏

Λ #

  °

     

≤    ?

∂ ?

°  ?

   ? 3

  ? 3

ν ξ ? σ Π 1 √ 3 Π 1 √ √

ƒ  × ∏ ∏ ∏ ¬ ¬

° ∏ ∏ ∏ ∏

¬ √ ∏ ∏ ≤ ⁄ ∞

¬ ∏ ∏
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2  ΝΒΠ对低氧低糖神经细胞超微结构的影响

透射电境见正常细胞染色质均匀分布 胞膜完

整 ∀低氧低糖组细胞体积缩小 胞膜基本完整 核染

色质浓缩聚集位于核周边 ∀ ° Λ # 组细

胞染色质浓缩程度减轻 核膜及细胞器完整 逆转了

细胞凋亡形态学改变 图 ∀

ƒ  ∞ ° ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ¬

¬ ∏ ∏ √ ∏ ∂

∏ ∏ √ ∏ ∏ ≤ °

Λ # ∏

≅

3  ΝΒΠ对低氧低糖神经细胞 ∆ΝΑ片断化的影响

低氧低糖组有不连续的电泳条带 即 ⁄ 梯

形条带 大约相当于 ∗ 的

整倍数 提示 ⁄ 在核小体间断裂 细胞发生凋

亡 ∀而正常组细胞仅在电泳点样处出现基因组条

带 ∀ ° Λ # 能使 ⁄ 梯形条带基本消

失 图 说明 δλ2 °可以抑制 ⁄ 断裂 防止

细胞凋亡的发生 ∀

4  ΝΒΠ对低氧低糖神经细胞 ∆ΝΑ原位末端标记

的影响

本方法是将细胞中断裂的 ⁄ 进行末端标记

后用免疫组化的手段进行 ⁄ 片断的定位研究 ∀

细胞核中有棕色颗粒者为阳性细胞 即凋亡细胞 图

∀图中的阳性细胞核中有多个棕色颗粒 ∀正常对

照组阳性细胞百分率为 1 ? 1 低氧低糖组

√ 为 1 ? 1 Π 1 √

而 ° Λ # 组阳性细胞百分率明显下降

1 ? 1 有显著性差异 Π 1 √

√ ν ∀

ƒ  ⁄

∏ ¬

¬ ∏ ∏

∏∏ ⁄

1 ∏

Κ⁄ ∂

° Λ # ∏ ∏
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ƒ  × ∞ ∏ ∏ ∏ ¬

¬ √ ∏ √ ∏ ∏ × × ∞ 2

√ ∏ √ ⁄ °

° √ ∏ ≅ ° √ ∏ ≅

讨 论

细胞凋亡是细胞在某些生理或病理情况下 发

生的有序的主动性非炎症性死亡 ∀目前国际上大多

数学者公认 的细胞凋亡诊断指标为 形态学 !⁄

电泳 !流式细胞仪分析技术和原位末端标记技术

× ∞ ∀本研究采用了这 大指标 观察到低氧

低糖无血清及再复氧能诱导大鼠胎鼠皮质神经细胞

凋亡 尤其是应用流式细胞仪分析技术发现随着低

氧低糖时间的延长凋亡细胞百分率逐渐增高

达高峰 这一结果与文献报道≈ 一致 但也有文献

报道去氧和葡萄糖 ∗ 即可诱导皮质神经

元凋亡 并且凋亡与坏死并存≈ ∀本文以低氧低糖

去血清再复氧各 作为诱导大鼠胎鼠皮质神经

细胞凋亡的模型研究丁基苯酞对这一凋亡的作用 ∀

由于形态学 !⁄ 电泳等难以定量研究药物的量效

关系 因此本文只选用了丁基苯酞 Λ # 这

一剂量进行研究 ∀低氧低糖诱导神经元凋亡的机理

与谷氨酸兴奋毒性 !细胞内钙离子浓度增加和超氧

阴离子自由基损伤有关≈ ∀

脑缺血与细胞凋亡的关系研究成为近年科研的

前沿领域 ∀已有大量文献报道 脑缺血过程中存在

神经元凋亡 ∀通过一些措施 如药物 可使神经细胞

凋亡过程减弱或停止 阻止梗塞面积的扩大 ∀以上

结果表明丁基苯酞能降低神经细胞凋亡百分率 !使

凋亡峰下降 抑制细胞凋亡形态学改变 抑制 ⁄

在核小体间的断裂 ∀从而干预细胞凋亡过程 把维

持正常功能的神经元从凋亡中拯救出来 ∀作者已研

究发现丁基苯酞对 ≤ 缺血 再灌注

大鼠大脑皮质神经细胞凋亡有明显抑制作用 ∀本研

究进一步从离体水平证实了丁基苯酞对大鼠皮质神

经细胞凋亡的直接抑制作用 ∀这样从整体和细胞水

平阐明了丁基苯酞缩小大鼠 ≤ 后脑梗塞面积

和对神经元损伤发挥保护作用的原因 ∀

作者在整体动物实验和离体细胞培养过程中均

发现丁基苯酞能抑制大鼠大脑皮质神经细胞凋亡 ∀

但其抗凋亡的机制目前正在研究中 ∀
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⁄ ¬ ⁄ ÷ ƒ ≠ ∏ ƒ ≠°
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Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: × δλ2 2 2 ∏ ∏ ∏

¬ √ ΜΕΤΗΟ∆Σ : × ⁄

∏ √

⁄ ×° 2 2
× ∞ ΡΕΣΥΛΤΣ : × ∏ ¬ ¬

∏ ∏ ∏ ∏ ∏ δλ2 2 2 ∏ Λ #
∏ ∏ √ ⁄

∏ ∏ ∏ √ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: ×

δλ2 2 2 ∏ √ ¬ 2 ∏

∏ × ∏ ∏ √ δλ2 ° ∏ √ ∏

∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  δλ2 2 2 ∏ ¬ ∏
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