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缺氧预适应小鼠脑匀浆去蛋白液中抗缺氧有效成分的初步研究

李( 宏!，&，高钰琪! ( ( （ !第三军医大学高原医学系高原生理学与病理生理学教研室，全军高原医学重点实验室，重庆
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( ( 摘( 要：目的( 探讨缺氧预适应小鼠脑匀浆去蛋白液（,-./01-2324-, 5/623 12778- -91/6:17 0; <=.0926#./-:03,21203-, >2:-，
?@A）对 BCD诱导分化的 AE!& 细胞缺氧耐受性的影响及其与腺苷的关系。方法( 复制缺氧预适应小鼠模型，高氯酸法
制备 ?@A。@AFE法检测 ?@A中腺苷含量及正常小鼠脑匀浆去蛋白液（,-./01-2324-, 5/623 12778- -91/6:17 0; 30/>6G >2:-，
?B）中腺苷含量。在已分化 AE!& 细胞中加入 ?@A，以 ?B作对照，以 !H "、!"H "、!""H " !>0G I F的腺苷为阳性对照，分别于
缺氧（&JK&）培养 &%、%’、+& <后检测LMM值、F?@透出率以及 +& <晚期凋亡率；在 ?@A、!"H " !>0G I F腺苷阳性对照组中
分别加入腺苷 N!、N&N受体阻断剂 ?AEAO、PE@ $’&*!（$H " !>0G I F），以 ?B作对照，缺氧 &%、%’、+& <后分别检测各组 LMM
值、F?@透出率。结果( ?@A中腺苷含量显著高于 ?B；缺氧 &% <时，?@A组 LMM值显著高于 ?B组，其 F?@透出率显
著低于 ?B组。随缺氧时间延长，?@A保护作用逐渐减弱，至 +& <时，?@A组 LMM值、F?@透出率、晚期凋亡率与 ?B组
均无显著差异；N&N受体阻断剂 PE@ $’&*! 可阻断 ?@A的保护作用。结论( ?@A 在缺氧初期对分化 AE!& 细胞的保护作
用与缺氧预适应中腺苷含量增加有关，保护作用可能通过 N&N受体实现。

( ( 关键词：缺氧；预适应；小鼠；脑匀浆去蛋白液；分化 AE!& 细胞
( ( 中图法分类号：Q)&&H ’!；Q)*)；Q)*%H %( ( ( 文献标识码：N

!"#$%&"’(’)"* +$,’( &’--." "/&$,0&- 1$%2 34#%/’,5#$"0%(*’&’%("* 2’0" #$%&"0& *’11"$5
"(&’,&"* 6789 0"::-
FR @03S!，&，CNK T8#U2!（ !V-= F650/610/= 0; @2S< NG1218,- L-,2:23- 0; AFN，?-.6/1>-31 0; A61<0.<=720G0S= 63, @2S< NG1218,- A<=720G#
0S=，E0GG-S- 0; @2S< NG1218,- L2G216/= L-,2:23-，M<2/, L2G216/= L-,2:6G W32X-/721=，E<03SU23S %""")’；&?-.6/1>-31 0; F2;- P:2-3:-7 63,
E<->271/=，E<03SU23S E0GG-S- 0; Y,8:61203，E<03SU23S %"""*+，E<236）

( ( ;+-&$,0&：!"#$%&’($( M0 23X-712S61- 1<- -;;-:17 0; ,-./01-2324-, 5/623 12778- -91/6:17 ;/0> <=.0926#./-:03#
,21203-, >2:-（?@A）03 1<- 10G-/63:- 0; ,2;;-/-31261-, AE!& :-GG7（?AE!&）10 <=.0926 63, 217 /-G612037<2. Z21<
6,-30723-（N?K）H )$&*+,-( M<- >087- >0,-G 0; 6:81- /-.-1212X- <=.0926 Z67 /-./0,8:-, 63, ,-./01-2324-,
5/623 12778- -91/6:17 Z-/- ./-.6/-, 5= >-637 0; .-/:<G0/2: 6:2,H @2S< .-/;0/>63:- G2U82, :</0>610S/6>
（@AFE）Z67 87-, 10 ,-1-/>23- N?K :031-317 23 1<- -91/6:17H ?@A Z67 6,,-, 2310 1<- :8G18/- 0; %#,6= ?AE!&
:-GG7，63, ,-./01-2324-, 5/623 12778- -91/6:17 0; 30/>6G >2:-（?B）Z-/- 87-, 67 :031/0GH [-72,-7，N?K 61 ;236G
:03:-31/612037 0; !H "，!"H "，!""H " >0G I F Z67 87-, 67 .07212X- :031/0G7H M<-3 ?AE!& :-GG7 Z-/- :8G18/-, 23
<=.0926（&JK&）H N;1-/ &%#，%’#，+&#<08/ <=.0926 -9.078/-，:0G0/2>-1/2: >-1<0, 0; 1-1/640G28> 76G1 LMM 67#
76=7（N$+"）63, G6:161- ,-<=,/0S-367-（F?@）/-G-67- 6776=7 Z-/- :03,8:1-,H D8/1<-/>0/-，6.0.1012: .-/:-31#
6S-7 61 G61- 716S-（+&#<08/ <=.0926）Z-/- ,-1-:1-, Z21< @0-:<71 ))&$’ 71623-, ;G80/-7:-3:- >2:/07:0.=；M<-3，
6,-30723- N!，N&N /-:-.10/ 6316S032717，?AEAO 63, PE@ $’&*!，Z-/- /-7.-:12X-G= 6,,-, 2310 ?@A S/08.7 63,
!"H " !>0G I F 6,-30723- .07212X- :031/0G S/08.7，Z21< ?B S/08. 67 :031/0G；LMM，F?@ 6776=7 Z-/- .-/;0/>-,
6;1-/ &%#，%’#，+&#<08/ <=.0926H .$-/0&-( N?K :031-317 23 ?@A 72S32;2:631G= 23:/-67-,；LMM X6G8- 0; ?@A
S/08. Z67 72S32;2:631G= <2S<-/ 1<63 1<61 0; ?B S/08.，63, F?@ /-G-67- .-/:-316S- Z67 72S32;2:631G= G0Z-/ 1<63

( ( 基金项目：国家自然科学基金重大项目（)")\)!)!）

( ( ( ( ( ( P8..0/1-, 5= 1<- L6]0/ A/0S/6> 0; 1<- B612036G B618/6G P:2-3:- D083,61203 0; E<236（)")\)!)!）

( ( 作者简介：李( 宏，女，重庆市人，博士研究生，副教授，主要从事缺氧预适应相关方面的研究，发表论文 )" 余篇。电话：（"&)）*’+$&)%"#’&"&，Y#>62G：G2<03S:U-:^

!*)H :0>

( ( 通信作者：高钰琪，电话：（"&)）*’+$&))!，Y#>62G：S=U^ >62GH 1>>8H :0>H :3

( ( 收稿日期：&""’#"!#&!；修回日期：&""’#")#!\

’&"!
第 )" 卷第 !! 期
&""’ 年 * 月

( ( 第( 三( 军( 医( 大( 学( 学( 报
NEMN( NEN?YLRNY( LY?RERBNY( LRFRMNQRP( MYQMRNY

( ( _0GH )"，B0H !!
‘83H &""’



第 !! 期" 李" 宏，等#缺氧预适应小鼠脑匀浆去蛋白液中抗缺氧有效成分的初步研究"

$%&$ ’( )* +,’-. &($/, 012%’-, %3.’45&# 67 $%/ ./,5’8 ’( %3.’45& .,’9’:+/8，);< +,&8-&993 9’7$ 5$7 .,’$/=$5>/
/((/=$# 6($/, ?02%’-, %3.’45&，@AA >&9-/，B); ,/9/&7/ ./,=/:$&+/ &:8 &.’.$’$5= ./,=/:$&+/ &$ 9&$/ 7$&+/ ’(
);< +,’-. 7%’C/8 :’ 75+:5(5=&:$ 85((/,/:=/7 (,’D $%’7/ ’( )* +,’-.# EF; GH0I! J-$ :’$ )<F<K J9’=L/8 $%/
.,’$/=$5>/ /((/=$ ’( );<# !"#$%&’("#" A%/ .,’$/=$5>/ /((/=$7 ’( );< ’: )<F!0 =/997 &$ /&,93 7$&+/ C/,/ ,/9&$/8
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" " 缺氧为常见病理过程，严重时可导致机体代谢机
能障碍甚至死亡，寻找可增强机体抗缺氧能力的药物

和措施是目前研究的一个热点。研究表明，动物或细

胞经非致死量缺氧后，可对随后出现的严重缺氧产生

耐受性，从而减轻其对动物或细胞的损害［!，0］，即产生

缺氧预适应保护作用。小鼠急性重复缺氧能显著提高

小鼠本身对缺氧的耐受性，其机制可能与内源性保护

机制的激活、抗缺氧活性物质的产生等因素有关。用

此模型制备的预适应小鼠脑匀浆提取液既能显著提高

正常小鼠对缺氧的耐受性，又能显著提高离体细胞对

缺氧的耐受性［O，1］。但其对于分化神经元细胞的作

用、其中有效成分的化学定位以及作用的量效关系和

时效关系不清楚。研究表明腺苷（&8/:’75:/，6)M）对
缺血 P缺氧大脑及离体培养细胞均有保护作用［G Q ?］，

但是预适应小鼠脑匀浆提取液对分化神经元细胞的保

护作用是否与腺苷有关少见报道。因此，本研究建立

了分化神经元细胞模型，探讨预适应小鼠脑匀浆去蛋

白液对分化神经元细胞缺氧耐受性的影响，以确定小

鼠脑匀浆去蛋白液中抗缺氧的有效成分是否与腺苷有

关以及腺苷的作用规律。

)* 材料与方法

!# !" 缺氧预适应小鼠脑匀浆去蛋白液的制备
" " 昆明小鼠 !R 只，体质量 !H S 0R +，雌雄各半（第三军医大
学实验动物中心）。按文献［O］复制小鼠缺氧模型，第 ! 次缺氧
耐受时间为（!G# RH T 0# 0!）D5:，经连续 1 次缺氧，第 1 次耐受
时间为（!OU# !R T 0?# RG）D5:（$ V !R），缺氧预适应效果极显
著（% W R# RR!）。将预适应小鼠断头，液氮冻存。冰浴剥离小鼠
全脑，称质量。按 !RR D+脑组织加 1RR !9 <XE稀释的 !# R D’9 P
B ;F9M1计算加入 ;F9M1，匀浆器匀浆，!H RRR , P D5:，1Y，离
心0R D5:，取上清，按 !RR D+ 脑组织所得上清加约 UR !9 0# G
D’9 P B *&0FMO计算，加入 *&0 FMO调 .;值至 ?# 0 S ?# 1，!H RRR
, P D5:，1Y，离心0R D5:，取上清即为预适应小鼠脑匀浆去蛋白
液（ 8/.,’$/5:5N/8 J,&5: $577-/ /4$,&=$7 ’( %3.’45&2.,/=’:85$5’:/8
D5=/，);<）。同法制备正常小鼠脑匀浆去蛋白液（8/.,’$/5:2
5N/8 J,&5: $577-/ /4$,&=$7 ’( :’,D&9 D5=/，)*）（$ V 1）。

!# 0" );<、)*中蛋白检测
" " 分别取制备的 );<、)* 各样品 G !9，与上样缓冲液混合

后上 E)E2<6Z[凝胶电泳。常规电泳后用考马斯亮蓝 \20GR
染色液、脱色液（碧云天公司）染色、脱色、拍照。

!# O" ;<BF检测 );<、)*中的腺苷含量
" " 用 ;<BF采用外标法分别定量检测 );<、)*中腺苷含量：
色谱柱：]&$/,7 F!H（1# I DD ^ !GR DD，G !D），流动相：甲醇 P
水（体积分数 V !1 _ HI）；检测波长：0IR :D；流速：R# H D9 P D5:，
进样量：0R !9；柱温：室温，理论塔板数按腺苷峰计算不低于
1 RRR。将 );<、)*滤器除菌，Q 0R Y保存。

!# 1" <F!0 细胞的培养及诱导分化
" " 按文献［H］常规培养、诱导分化 <F!0 细胞。用分化第 1 天
细胞进行各项检测［U］。分化用培养板用多聚赖氨酸包被。

!# G" 实验分组
" " 实验分 ? 组。在 6!# R、6!R# R、6!RR# R组中加入腺苷溶液使其

终浓度分别为 !# R、!R# R、!RR# R !D’9 P B；);<组：加入 );<（浓
度约 H# R !D’9 P B）；)* 组：加入 )*（浓度约 0# R !D’9 P B）；
;<XE组：只加等体积的 <XE；以上 I 组均经过缺氧培养；*<XE
组：只加等体积的 <XE作溶剂对照。

!# I" );<对分化 <F!0 细胞 @AA值的影响
" " 接种细胞于 UI 孔板（1# R ^ !RO P孔），按照“!# 1”培养并诱
导分化。按照“!# G”分组并加样。常氧培养 01 % 后，除 *<XE
组外，其余各组缺氧培养 01、1H、?0 %。*<XE 组继续常氧培养
相应时间。培养结束，按文献［H］中 @AA（E5+D&公司）方法，检
测吸光度值［&（G?R）］。各组每个时间点做 O 个复孔，进行 O
次独立实验。

!# ?" );<对分化 <F!0 细胞 B);透出率的影响
" " 接种 <F!0 细胞于 01 孔板（!# R ^ !R1 P孔），按照“!# 1”培养
并诱导分化。按“!# G”分组并加样。常氧培养 01 %后，每孔取
培养液 GR !9 检测 B); 活力（B);R）。随后缺氧培养 01、1H、
?0 %，*<XE组继续常氧培养相应时间。处理结束后，每孔取培
养液 GR !9检测缺氧相应时间培养液的 B);活力（B);!）。每

孔加等体积 0‘ A,5$’: K2!RR，使其终浓度为 !‘，静置 !R D5:，
洗下细胞碎片，1Y，H RRR ^ ’，离心 G D5:，取上清检测 B); 活
力（B);&）（ 南京建成 B);试剂盒）。根据公式计算 B);透出
率：B);透出率（‘）V（B);! Q B);R）P B);& ^ !RR ‘。各组
每个时间点做 O 个复孔，进行 O 次独立实验。

!# H" );<对分化 <F!0 细胞晚期凋亡率的影响
" " 接种细胞于预置灭菌盖玻片的 01 孔板（0# R ^ !R1 P孔），按
照“!# 1”培养并诱导分化。按照“!# G”分组并加样。常氧培养
01 %后，除 *<XE组外其余各组缺氧培养 ?0 %，*<XE 组继续常
氧培养 ?0 %。按照文献［!R］中方法用 ;’/=%7$ OO0GH（E5+D& 公

U0R!



司）染色，荧光显微镜观察。随机计数 !"" 个细胞，计算凋亡晚
期细胞百分率。

#$ % & ’() 合并腺苷受体阻断剂对分化 )*#+ 细胞
,--和 .’(透出率的影响

& & 根据 #$ /、#$ 0 项的实验结果，以腺苷 1# 受体阻断剂

’)*)2（34567 公司）、腺苷 1+1受体阻断剂 3*( !8+/#（34567
公司）合并 ’()作用于缺氧、分化 )*#+ 细胞。实验分 % 组：!
缺氧 )93组（()93组）、"常氧 )93 组（:9)3 组）、#’() 组、
$’() ; ’)*)2 组、%’() ; 3*( !8+/# 组、&’: 组、’腺苷
#"$ " (6<= > .组、)腺苷 #"$ " (6<= > . ; ’)*)2组、*腺苷 #"? "
(6<= > . ; 3*( !8+/#组。按照 #$ /、#$ 0 中相同方法分别检测缺
氧 +@、@8、0+ A分化 )*#+细胞的,--值和 .’(透出率。参照文
献［##］设置 ’)*)2、3*( !8+/#终浓度分别为 ! (6<= > .。

#$ #"& 统计学分析
& & 结果以 !! B "表示，用 3)33#"$ " 软件行单因素方差分析。

!" 结果

+$ #& ’()、’:样品中蛋白检测结果
& & 经过 3’3C)1DE凝胶电泳、考马斯亮蓝染色后发现，在制
备的 @ 个 ’()、@ 个 ’:样品中均无蛋白条带出现（图 #）。
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#：标准；+ F !：’()组各样品；/ F %：’:组各样品（# G @）

图 #" $%&、$’ ($()&*+,电泳图"（考马斯亮蓝 HC+!" 染色）

+$ +& ’()、’:中腺苷含量 ().*检测结果
& & ().*结果显示：腺苷标准品的出峰时间在 /$ 0 I 0$ " 64J
之间，在 ’:色谱图上显示腺苷峰面积较小，而 ’() 的色谱峰
面积较大（图 +），经过峰面积计算，’:组中腺苷浓度为：（#$ +"
B "$ #@）(5 > 6=，’()组中腺苷浓度为：（+$ 8@ B "$ 0!）(5 > 6=，+
组间有显著差异（$ K "$ "!）（图 +）。

+$ L& :DM诱导 )*#+ 细胞分化
& & 经过 :DM诱导后，)*#+ 细胞形成突起，细胞失去分裂、增
殖能力。

+$ @& ’()对缺氧、分化 )*#+ 细胞的影响
+$ @$ #& ’()对缺氧、分化 )*#+ 细胞 ,-- 值的影响 & & 缺氧
+@、@8、0+ A时，()93 组 ,-- 值均显著低于 :)93 组，说明本
研究设置的缺氧条件可显著降低分化 )*#+ 细胞活力。
& & 缺氧 +@ A 时，腺苷阳性对照组 1#"$ "、1#""$ "组 ,-- 值均显
著高于 ()93组，且随腺苷浓度增加，,--值增加，说明腺苷对
缺氧、分化 )*#+ 细胞有依赖于浓度的保护作用；’() 组 ,--
值显著高于 ()93组、也显著高于 ’:组、与腺苷 1#"$ "接近。缺

氧 @8 A，1#""$ "组 ,-- 值显著高于 ()93 组，’() 组与 ()93
组、’:组比较均无显著差异。缺氧 0+ A，腺苷阳性对照组
,--值与 ()93组比较，均无显著差异；’() 组与 ()93 组、与
’:组比较均无显著差异（表 #）。
+$ @$ +& ’()对分化 )*#+ 细胞 .’(透出率的影响& & 缺氧培
养 +@、@8、0+ A时，()93组的 .’(透出率均显著高于 :)93组，
说明本研究设置的缺氧条件对分化 )*#+细胞有显著损伤作用。
& & 缺氧 +@ A，腺苷阳性对照组中 1#"$ "组、1#""$ "组的 .’(透出
率显著低于 ()93组；’()组的 .’(透出率均显著低于 ()93
组和 ’:组。缺氧 @8 A，腺苷 1#""$ "组显著低于 ()93 组；’()
组与 ()93组、与 ’: 组均无显著差异。缺氧 0+ A，腺苷阳性
对照组与 ()93组无显著差异；’()组与 ()93组、与 ’:组也
无显著差异（表 +）。

表 #" $%&对分化 &-#! 细胞.//值的影响［%（!0"），# G L，!! B "］

组别 缺氧 +@ A 缺氧 @8 A 缺氧 0+ A
)93对照组
& :)93 +$ @/ B "$ +# +$ L0 B "$ #L #$ %0 B "$ #/
& ()93 #$ 8% B "$ #L7 #$ /! B "$ #!7 #$ !! B "$ #"7

腺苷阳性对照组

& 1#$ " #$ %/ B "$ #% #$ 8! B "$ "% #$ 8L B "$ "L
& 1#"$ " +$ +# B "$ #"N #$ %L B "$ #/ #$ 8! B "$ "0
& 1#""$ " +$ +! B "$ #LN #$ %0 B "$ ##N #$ 8/ B "$ #"
小鼠脑匀浆去蛋白液组

& ’: #$ %8 B "$ "0 #$ 8% B "$ #+ #$ /% B "$ #@
& ’() +$ #0 B "$ ##NO #$ %L B "$ #L #$ 0@ B "$ #L

7：$ K "$ "!，与 :)93 组比较；N：$ K "$ "!，与 ()93 组比较；

O：$ K "$ "!，与 ’:组比较
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1：腺苷（1’P）标准品色谱图（腺苷峰在 /$ 0 F 0$ " 64J）；9：’:色谱图；*：’()色谱图

图 !" $%&和 $’色谱图

"L"# & & & & & & & & & & & 第 & 三 & 军 & 医 & 大 & 学 & 学 & 报 & & & & & & & & & & & & 第 L"卷



第 !! 期" 李" 宏，等#缺氧预适应小鼠脑匀浆去蛋白液中抗缺氧有效成分的初步研究"

表 !" #$%对分化 %&’! 细胞 (#$透出率的影响（! $ %，"，!# & $）

组别 缺氧 ’( ) 缺氧 (* ) 缺氧 +’ )

,-.对照组

" /,-. !!# ’% & %# (! ’’# !0 & 0# 12 (!# %1 & +# 02

" 3,-. ’+# 0! & (# *14 (!# 01 & 1# 204 11# ’+ & !!# !14

腺苷阳性对照组

" 5!# 2 ’0# 01 & 1# !6 %!# *+ & %# +0 06# +2 & 1# *1

" 5!2# 2 !1# 66 & (# !+7 ’*# %2 & 1# 26 00# +1 & 0# +6

" 5!22# 2 6# 6% & %# (07 ’+# (6 & 0# %%7 0!# (( & +# 0’

小鼠脑匀浆去蛋白液组

" 8/ !6# 62 & ’# 0! %!# ’+ & 0# %6 00# 66 & 0# 0%

" 83, !’# 2+ & !# 6+79 ’6# 62 & (# 6’ 0%# +6 & 1# (%

4：% : 2# 20，与 /,-. 组比较；7：% : 2# 20，与 3,-. 组比较；

9：% : 2# 20，与 8/组比较

’# (# %" 83, 对分化 ,;!’ 细胞晚期凋亡率的影响 " " 缺氧
+’ )，/,-.组、3,-. 组、5!# 2组、5!2# 2组、5!22# 2组、8/ 组、83,
组的凋亡率分别是：（’(# 2% & +# ’’）、（(1# *6 & (# *+）、（(%# %2
& %# 6(）、（(2# %( & 0# !!）、（%1# 0( & 0# (2）、（(’# !1 & %# !2）、
（%6# *’ & %# 2%）。除 3,-.组晚期凋亡率显著高于 /-,.组外；
83,组晚期凋亡率与 8/组之间，与 3,-. 组之间均无显著差
异。

’# (# (" 83, 合并腺苷 5!或 5’5受体阻断剂对分化 ,;!’ 细胞
<==和 >83透出率的影响" " 83,合并腺苷 5!或 5’5受体阻

断剂的 <==值显示：缺氧 ’( )，5!2# 2组、（5!2# 2 ? 8,;,@）组分
别显著高于 3,-.组；（5!2# 2 ? .;3 0*’1!）组显著低于 5!2# 2组；

83,组、（83, ? 8,;,@）组分别显著高于 3,-. 组，也显著高
于 8/组；（83, ? .;3 0*’1!）组显著低于 83, 组。缺氧 (*、
+’ )，除 /,-.组显著高于 3,-.组外，其余各组间无显著差异
（表 %）。

表 )" #$%合并腺苷受体阻断剂对分化 %&’! 细胞*++值

的影响（! $ %，!# & $）

组别 缺氧 ’( ) 缺氧 (* ) 缺氧 +’ )

,-.对照组

" /,-. ’# ’1 & 2# !0 ’# !0 & 2# !( !# *% & 2# 26

" 3,-. !# +2 & 2# !24 !# 0* & 2# !+4 !# (6 & 2# !24

阳性对照组（5!2# 2） ’# 2* & 2# !(7 !# +* & 2# !0 !# 1+ & 2# !(

阳性对照 ?受体阻断剂组

"（5!2# 2 ? 8,;,@） !# 61 & 2# !’7 !# 1+ & 2# !% !# 11 & 2# !’

"（5!2# 2 ? .;3 0*’1!） !# +% & 2# !(A !# 01 & 2# !* !# 0( & 2# !2

8/组 !# ++ & 2# !! !# +2 & 2# !0 !# 0* & 2# !2

83,组 ’# 20 & 2# !!79 !# +( & 2# !( !# 1( & 2# 2*

83, ?受体阻断剂组

"（83, ? 8,;,@） ’# 2* & 2# !’79 !# +% & 2# !% !# 1! & 2# 2+

"（83, ? .;3 0*’1!） !# +0 & 2# !(A !# 1+ & 2# !% !# 02 & 2# 20

4：% : 2# 20 ，与 /,-. 组比较；7：% : 2# 20 ，与 3,-. 组比

较；9：% : 2# 20 ，与 8/组比较；A：% : 2# 20 ，与 5!2# 2组比较

" " 83,合并腺苷 5!或 5’5受体阻断剂的 >83 透出率显示：
缺氧 ’( )，5!2# 2 组、（ 5!2# 2 ? 8,;,@）组、83, 组、（ 83, ?
8,;,@）组分别显著低于 3,-.组；83,组、（83, ? 8,;,@）组
分别显著低于 8/组；（5!2# 2 ? .;3 0*’1!）组显著高于 5!2# 2组；

（83, ? .;3 0*’1!）组显著高于 83, 组。缺氧 (*、+’ )，仅

/,-.组显著低于 3,-.组（表 (）。

表 ," #$%合并腺苷受体阻断剂对分化 %&’! 细胞 (#$透出率

的影响（! $ %，!# & $）

组别 缺氧 ’( ) 缺氧 (* ) 缺氧 +’ )

,-.对照组

" /,-. !%# %1 & ’# 12 ’(# 00 & 1# 12 ((# !0 & 1# 01

" 3,-. %2# 0( & (# (14 (%# 02 & +# (!4 +2# ’2 & !2# 024

阳性对照组（5!2# 2） !0# +1 & (# 1+7 ’*# 61 & 0# 6+ 0*# %1 & 0# 2!

阳性对照 ?受体阻断剂组

"（5!2# 2 ? 8,;,@） !*# (* & %# 1’7 ’6# (( & (# *1 0+# !6 & 1# ’2

"（5!2# 2 ? .;3 0*’1!） ’+# +0 & !# +2A (’# ’( & 1# 0’ 1’# 62 & +# 2*

8/组 ’’# 6( & %# 1( %(# ’2 & 0# 1% 06# %’ & 0# *!

83,组 !1# *6 & ’# 6(79 %!# *% & (# (0 0+# 21 & 1# +%

83, ?受体阻断剂组

"（83, ? 8,;,@） !+# %’ & !# %279 %2# (! & %# 6! 01# %% & 6# 2%

"（83, ? .;3 0*’1!） ’1# 10 & 0# ’%A %6# 01 & 1# 2+ 1%# *0 & 6# !!

4：% : 2# 20，与 /,-.组比较；7：% : 2# 20，与 3,-.组比较；9：%

: 2# 20，与 8/组比较；A：% : 2# 20，与 5!2# 2组比较

)" 讨论

" " ,;!’ 细胞经 /BC诱导后分化、形成突起、失去分
裂能力，被广泛用作神经细胞模型［!’］。因此研究 83,
对分化 ,;!’ 细胞的作用有助于了解 83,对神经细胞
的作用。目前认为腺苷在预缺氧增强细胞对缺氧的耐

受性中起重要作用［!%］，且腺苷为非蛋白成分。83,能
显著增强细胞对缺氧的耐受性，其中耐缺氧的有效成

分值得研究，因此本研究检测了 83, 中腺苷含量，以
腺苷为阳性对照并结合腺苷受体阻断剂检测 83, 对
缺氧、分化 ,;!’ 细胞的作用。
" " 缺氧时，>83 表达增加，为缺氧标记酶之一［!(］。
且缺氧时，细胞膜受损，细胞质中大量表达的 >83 漏
出，因此 >83 透出是缺氧时细胞损伤的特征之一［!0］。
虽然 ,;!’细胞被广泛用作神经细胞模型，但由于它来
自于肿瘤细胞，与在体神经细胞不完全等同。因此本研

究中在检测 <==、晚期凋亡率的同时，检测了其 >83透
出率。

" " 3,>;结果显示 83, 中腺苷浓度显著增加，未用
腺苷受体阻断剂的 <==、>83透出率及晚期凋亡率结
果显示，腺苷对缺氧、分化 ,;!’ 细胞有浓度依赖性保

!%2!



护作用；同时显示 !"# 保护作用只在缺氧早期
（$% &），这与文献［’(］报道一致。
) ) 研究证明，腺苷有 *’、*$*、*$+及 *,特异受体亚

型，在缺氧 -缺血时的保护作用可通过 *’、*$*、*,受体

实现［.］。据报道 #/’$ 细胞表达腺苷 *$*、*’ 受

体［’.，’0］。因此，为进一步验证 !"# 对 #/’$ 细胞的保
护作用是否与腺苷有关，特分别用腺苷 *’、*$*特异受

体阻断剂阻断 !"#、’12 1 !345 - 6 腺苷阳性对照对缺
氧、分化 #/’$ 细胞的作用。结果显示，缺氧 $%&，，
!#/#7均不能阻断 !"#、’12 1 !345 - 6 腺苷阳性对照
的保护作用，而 8/" 90$(’ 均可阻断此保护作用，这提
示缺氧早期 !"# 的保护作用与其中腺苷浓度的增加
有关，同时提示保护作用可能通过 *$*受体实现。

) ) 据报道，缺氧时腺苷对 #/’$ 细胞的保护机制主
要是：腺苷 *$*受体通过蛋白激酶 :（#:*）缓解缺氧
诱导的膜的去极化作用［’(］，从而抑制电压依赖性钙

（/;$ <）通道的激活，抑制钙（/;$ <）内流、抑制细胞内

钙（/;$ <）超载［’=］。但是较长时间（%0& 以上）缺氧造
成 #:*表达下调，从而导致腺苷作用减弱，因此腺苷
的保护作用维持时间较短［’(］。

) ) 在小鼠脑中存在腺苷 *’、*$*、*,受体
［$1］，并且腺

苷对成年动物的脑保护作用主要是通过 *’受体实现

的［(］，在新生鼠，腺苷在缺血 -缺氧时对发育未成熟大
脑的保护作用主要是通过 *$*受体实现的

［(］，因此，缺

氧预适应小鼠脑中增加的腺苷对小鼠本身的保护机制

与对缺氧 #/’$ 细胞的保护机制可能不完全相同，这
有待于进一步研究。

) ) 综上所述，!"#中的非蛋白组分有一定的抗缺氧
作用。
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