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氧糖剥夺、复氧后损伤星形胶质细胞中ＭＭＰ９的表达变化与意义

唐兆华，廖正步，谢延风，石全红，何朝晖，詹　彦　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经外科）

　　［摘要］　目的　通过观察金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）在氧糖剥夺、复氧培养后损伤星形胶质细
胞中基质的表达变化并抑制其活性，探讨其在氧糖剥夺、复氧后细胞损伤中的意义。方法 　 将星形胶质细胞分为正常
组、模型组和ＧＭ６００１组。模型组细胞在无糖 ＤＭＥＭ培养基，１％Ｏ２的培养条件下行３、５、７ｈ时长的氧糖剥夺后复氧至
２４ｈ。ＧＭ６００１组细胞在５ｈ氧糖剥夺、复氧的过程中加入外源性基质金属蛋白酶抑制剂（ＧＭ６００１，１０μｍｏｌ／ｍｌ），复氧至
２４ｈ。用ＲＴＰＣＲ测定不同时长氧糖剥夺后星形胶质细胞 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达变化，ＥＬＩＳＡ法测定细胞培养上清液中
ＭＭＰ９蛋白的浓度变化；用光学显微镜观察各组的细胞形态变化，ＬＤＨ漏出率、ＣＣＫ８法检测细胞的损伤情况及存活率。
结果　 ①ＲＴＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ法检测示：与正常组相比，氧糖剥夺、复氧后，模型组细胞ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达量和细胞培养上
清液中ＭＭＰ９蛋白的浓度均有所增加（Ｐ＜０．０５），随着氧糖剥夺时间的延长，均呈现不断上升趋势；②与正常组相比，氧
糖剥夺、复氧后，模型组细胞明显损伤，随着氧糖剥夺时间的延长，细胞损伤加重，光镜下细胞出现明显肿胀，并有部分细

胞呈凝固性坏死，ＬＤＨ漏出率不断增高（Ｐ＜０．０１）、存活率则逐渐下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且培养上清 ＭＭＰ９蛋白浓
度与细胞ＬＤＨ漏出率的增高程度呈正相关（ｒ＝０．６９３，Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，５ｈ氧糖剥夺、复氧后，ＧＭ６００１组细胞形
态学损伤表现明显减轻，ＬＤＨ漏出率水平也有明显下降（Ｐ＜０．０１），细胞存活率则显著上升（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＭＭＰ９
过表达可能是氧糖剥夺、复氧后引起细胞损伤的重要因素之一。
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　　脑的缺血再灌注损伤是众多中枢神经系统疾病共
同的重要病理过程，它的发生、发展会引起神经细胞的

死亡、脑水肿、脑疝，甚至于患者死亡等严重后果［１］，

但是其具体的机制及临床治疗仍是一个难题。基质金

属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）是脑内
最重要的基质金属蛋白酶［２］。最新研究表明，ＭＭＰ９
参与了脑卒中、颅脑创伤等众多神经系统疾病的发生、

发展［３］，它在病理情况下的过表达，能够破坏血脑屏

障，引发脑水肿和脑出血等继发性脑损害［２，４－６］，同时

可以通过降解细胞外基质成分，造成细胞外微环境的

破坏，导致神经细胞的死亡［７－８］。中枢神经系统疾病

中，缺血再灌注这一重要病理过程是否是会引起

ＭＭＰ９高表达，而缺血再灌注损伤神经细胞是否有
ＭＭＰ９参与，这在国内外尚少见报道。所以本研究拟
通过观察在不同时长体外氧糖剥夺、复氧后损伤星形

胶质细胞表达 ＭＭＰ９水平的变化，抑制 ＭＭＰ９活性
是否可以减轻细胞的损伤程度，探讨ＭＭＰ９是否参与
缺血再灌引起细胞损伤。

１　材料与方法

１．１　材料
　　新生２ｄ内ＳＤ乳鼠３０只，雌雄不拘（由重庆医科大学实
验动物中心提供），无糖 ＤＭＥＭ培养基（中国钮因华信），
ＧＭ６００１（美国 Ｇｌｙｃｏｍｅｄ），胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ），神经胶质原
纤维酸性蛋白（美国 Ｓｉｇｍａ），细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇ
ｋｉｔ８，ＣＣＫ８，日本同仁化学研究所），ＲＴＰＣＲ试剂盒（美国
Ｆｅｒｍｅｎｔｓ），蛋白测定试剂盒（碧云天），蛋白裂解试剂盒（碧云
天），羊来源ＭＭＰ９体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ），兔抗羊 ＩｇＧ抗体（美
国 ＫＰＬ）。

１．２　星形胶质细胞的原代培养及鉴定
　　取新生２ｄ内的 ＳＤ大鼠大脑皮层，剪碎后通过２００目网
筛，用消化５ｍｉｎ，加入含１０％的胎牛血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
和ＤＨａｎｋｓ液，离心，去除上清液，加入正常培养基吹打并接种
到有多聚赖氨酸涂底的培养瓶，置于３７℃，２０％Ｏ２，５％ＣＯ２的
孵箱１ｈ后，将细胞悬液换至另一培养瓶，每隔２～３ｄ换液１
次，至第７天后，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ水平振荡１８ｈ，换液，待细胞
长满９０％～９５％瓶底后传代，至第３代时得到成熟的原代星形
胶质细胞［９］，用神经胶质原纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）免疫荧光对
细胞进行鉴定。

１．３　氧糖剥夺、复氧模型的复制及实验分组
　　氧糖剥夺、复氧模型的复制［１０］：先去掉星形胶质细胞的含

１０％胎牛血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，ＰＢＳ冲洗３次，换为不含血
清的无糖 ＤＭＥＭ培养基，置于 １％Ｏ２，５％ＣＯ２的孵箱（美国
Ｔｈｅｒｍｏ）缺氧条件下，在不同时长的氧糖剥夺后，再换回含血清
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，置于２０％Ｏ２，５％ＣＯ２的孵箱常氧条件

下，复氧培养至２４ｈ时，进行后续的实验。
　　将成原代熟纯化的星形胶质细胞分为正常组、模型组和
ＧＭ６００１组。正常组：细胞未行氧糖剥夺、复氧及 ＧＭ６００１处
理。模型组：细胞分别行３、５、７ｈ时长的氧糖剥夺后至２４ｈ。
ＧＭ６００１组：细胞在５ｈ氧糖剥夺、复氧的过程中加入外源性基
质金属蛋白酶抑制剂（ＧＭ６００１，１０μｍｏｌ／ｍｌ），并复氧至２４ｈ。

１．４　星形胶质细胞的形态观察
　　直接在观察光学显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ）下不同时长氧糖剥夺、
复氧２４ｈ时星形胶质细胞的形态变化，并予照相（德国 Ｌｅｉｃａ）。

１．５　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）漏出率测定
　　各组星形胶质细胞按说明书进行 ＬＤＨ活性测定，用乳酸
脱氢酶Ｌ试剂测试待测样品中 ＬＤＨ漏出率，ＬＤＨ漏出率 ＝培
养基ＬＤＨ漏出率×１００％／（细胞质ＬＤＨ漏出率＋培养基 ＬＤＨ
漏出率）。

１．６　ＣＣＫ８法检测细胞的存活率
　　采用ＣＣＫ８试剂盒，按试剂盒说明书进行操作，最后用酶
标仪检测各实验组９６孔板中各孔的光密度值［Ｄ（４９０）］。细
胞存活率＝（模型组光密度值－空白组光密度值）×１００％／（正
常组光密度值－空白组光密度值）。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达
　　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明提取各组细胞的总 ＲＮＡ，采用 ＭＭＬＶ
逆转录试剂盒按操作说明逆转录为 ｃＤＮＡ，产物进行 ＰＣＲ。
ＭＭＰ９引物：上游：５′ＣＣＧＣＴＡＧＧＴＴＡＣＡＣＴＣＧ３′，下游：５′ＧＴ
ＴＡＴＧＡＴＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＧＡ３′，βａｃｔｉｎ上游：５′ＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣ
ＧＧＣＡＣＡＧ３′，下游：５′ＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ３′。产
物长度分别为２１２、４０２ｂｐ。反应体系２５μｌ，ＰＣＲ扩增条件：
９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性２５ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，循环 ３０次，最后 ７２℃再延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ的产物以
１５％琼脂糖凝胶电泳检测，结果以ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ系统进行电泳
条带光密度值分析，ＭＭＰ９／βａｃｔｉｎ积分光密度比值为 ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ表达水平。

１．８　ＥＬＩＳＡ检测培养上清ＭＭＰ９蛋白的浓度
　　按照ＥＬＩＳＡ试剂盒的操作说明书步骤，每个样本取细胞培
养上清液１００μｌ，检测各组星形胶质细胞氧糖剥夺、复氧后培
养上清中ＭＭＰ９蛋白的浓度。

１．９　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行组间
比较的单因素方差分析，两两比较均采用Ｔｕｒｋｅｙ法。

２　结果

２．１　氧糖剥夺、复氧后ＭＭＰ９的表达变化
２．１．１　ＲＴＰＣＲ法检测ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达　　正常组有一
定量ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达（０．３２±０．０３）；与正常组相比，模型
组ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在３ｈ氧糖剥夺、复氧２４ｈ时表达明显增加
［（０．４３±０．０５），Ｐ＜０．０５］，在５ｈ氧糖剥夺、复氧２４ｈ时进一
步增高［（０．５７±０．０７），Ｐ＜０．０１］，７ｈ氧糖剥夺、复氧２４ｈ时
增加达最高值［（０．７４±０．０９），Ｐ＜０．０１，图１］。
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Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１：正常组；２－４：分别为３、５和７ｈ氧糖剥

夺模型组

图１　星形胶质细胞在不同时长氧糖剥夺、复氧２４ｈ时ＭＭＰ９

ｍＲＮＡ的表达变化

２．１．２　ＥＬＩＳＡ法检测培养上清中ＭＭＰ９蛋白的浓度　　正常
组细胞培养上清液中有一定浓度的ＭＭＰ９蛋白（３１６±３８）ｐｇ／ｍｌ；
与正常组相比，模型组培养上清液中ＭＭＰ９蛋白的浓度在３ｈ
氧糖剥夺、复氧 ２４ｈ时的明显增加［（４０３±５１）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜
００１］，在５ｈ氧糖剥夺、复氧２４ｈ时进一步增高［（５５３±６５）
ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］，７ｈ氧糖剥夺、复氧 ２４ｈ时增加达最高值
［（６６３±８３）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１］。

２．２　氧糖剥夺、复氧后星形胶质细胞的损伤情况
２．２．１　氧糖剥夺、复氧后细胞形态学变化　　培养成熟的原
代星形胶质细胞用 ＧＦＡＰ荧光染色鉴定，细胞纯度 ＞９５％
（图２）。光镜下：正常组：星形胶质细胞有细长突起，细胞间连
接紧密（图３Ａ）；模型组：３ｈ氧糖剥夺、复氧２４ｈ时细胞形态
未见明显变化，细胞内有少量颗粒样物质出现（图３Ｂ）；在５ｈ
氧糖剥夺、复氧２４ｈ时，星形胶质细胞突起缩短，细胞肿胀变圆
（图３Ｃ）；７ｈ氧糖剥夺、复氧２４ｈ时部分细胞已出现凝固性坏
死（图３Ｄ）；与模型组５ｈ氧糖剥夺、复氧相比，ＧＭ６００１组细胞
在５ｈ氧糖剥夺、复氧后２４ｈ时细胞形态学损伤表现明显减
轻，细胞未出现明显肿胀回缩及凝固性坏死（图３Ｅ）。

图２　ＧＦＡＰ免疫荧光染色鉴定星形胶质细胞　（荧光显微镜 ×４００）

２．２．２　氧糖剥夺后星形胶质细胞 ＬＤＨ漏出率的变化　　与
正常组相比，模型组细胞在不同时长的氧糖剥夺、复氧２４ｈ后，
ＬＤＨ漏出率均明显上升（Ｐ＜０．０１），且随着氧糖剥夺时间的延
长而不断增高；与模型组５ｈ氧糖剥夺、复氧相比，ＧＭ６００１组
细胞在５ｈ氧糖剥夺、复氧后２４ｈ时 ＬＤＨ漏出率水平有明显
下降（Ｐ＜０．０５）；且ＬＤＨ漏出率的增高程度与培养上清ＭＭＰ９
蛋白浓度呈正相关（ｒ＝０．６９３，Ｐ＜０．０５）。
２．２．３　ＣＣＫ８法检测星形胶质细胞的存活率　　与正常组相
比，模型组细胞在不同时长的氧糖剥夺、复氧２４ｈ后，细胞的存
活率均明显下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且存活率随着氧糖剥夺
时间的延长而不断降低；与模型组 ５ｈ氧糖剥夺、复氧相比，
ＧＭ６００１组在５ｈ氧糖剥夺、复氧后２４ｈ时细胞存活率明显升
高（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　在颅脑创伤、脑卒中众多神经系统疾病中，脑的缺
血再灌注损伤能引起脑出血和脑水肿和神经细胞损伤

等严重继发性脑损害［１１］，是影响患者预后的关键病理因

素，但其临床防疗和分子机制的研究都是目前的难题。

　　ＭＭＰ９是金属蛋白酶家族的成员，ＭＭＰ９在脑组
织中主要由星形胶质细胞、海马神经元和小胶质细胞

等细胞分泌。最新研究报道表明，ＭＭＰ９与颅脑创
伤、脑卒中和脑缺血等众多神经系统疾病都与关系密

切［４－６］。ＭＭＰ９能够破坏血脑屏障，引发脑水肿和脑
出血等继发性脑损害［２，４－６］，同时可以通过降解细胞

外基质成分，造成细胞外微环境的破坏，导致神经元的

死亡［７－８］。但在脑的缺血再灌注损伤机制中是否有

ＭＭＰ９的参与，目前国内外尚少见到相关报道。而体
外星形胶质细胞氧糖剥夺、复氧模型可模拟众多神经

系统疾病中因缺血再灌注引起的星形胶质细胞损伤，

为神经细胞损伤、血脑屏障破坏和脑水肿机制的探讨，

提供了重要的实验模型。所以本实验建立星形胶质细

胞氧糖剥夺、复氧模型，观察氧糖剥夺、复氧后 ＭＭＰ９
与细胞损伤的相关性，并探讨其意义。

　　本实验中，在不同时长氧糖剥夺、复氧２４ｈ后，星
形胶质细胞ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和培养上清液中细胞分泌
的ＭＭＰ９蛋白水平出现明显增高，随着氧糖剥夺时长
的延长，表达水平也呈不断上升趋势。与此同时，光镜

!
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Ａ：正常组；Ｂ：模型组３ｈ时长氧糖剥夺处理；Ｃ：模型组５ｈ时长氧糖剥夺处理；Ｄ：模型组７ｈ时长氧糖剥夺处理；Ｅ：ＧＭ６００１组５ｈ
时长氧糖剥压处理

图３　各组星形胶质细胞在不同时长氧糖剥夺、复氧２４ｈ时的形态学变化（ＬＭ ×２００）
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下可以观察到，体外氧糖剥夺、复氧模型引起了星形胶

质细胞损伤，随着氧糖剥夺时间的延长，细胞损伤加

重，出现明显肿胀、足突和细胞间紧密连接的破坏，甚

至细胞的死亡。ＬＤＨ漏出率和 ＣＣＫ８法检测的细胞
损伤程度和细胞存活率都可以很好的反应细胞的严重

形态学变化，结果显示：氧糖剥夺、复氧２４ｈ后，星形
胶质细胞的损伤严重，存活率降低，且氧糖剥夺的时间

越长，细胞损伤加重，存活率继续下降。并且细胞损伤

的严重程度与培养上清中ＭＭＰ９蛋白浓度呈正相关。
ＧＭ６００１是外源性基质金属蛋白酶的活性抑制剂，可
有效阻断ＭＭＰ９的活性，加入ＧＭ６００１明显减轻了小
鼠缺血性卒中后ＭＭＰ９过表达引起的脑组织损伤［７］。

同样在本实验中加入 ＧＭ６００１后，可明显减轻５ｈ氧
糖剥夺、复氧引起的星形胶质细胞形态的改变和 ＬＤＨ
漏出率的升高，并能显著提高细胞的存活率。

　　病理状况下，ＭＭＰ９的过度分泌和活性的增加可
通过降解细胞外基质使血脑屏障受损、通透性增加，引

起脑毛细血管内的水分及血浆蛋白外渗，细胞间隙内

水分增多，使细胞外微环境的改变，导致细胞的死亡和

水肿，以及血管源性水肿和脑出血［２，７］。Ｇｕ等［８］在动

物的体内及体外实验中均发现，ＭＭＰ９在病理条件下
的激活可以通过降解细胞外基质，诱发神经元的死亡。

Ｃｈｅｎ等［７］研究发现，体外 ＭＭＰ９的活性阻滞剂
ＧＭ６００１可减轻高糖导致的原代神经元及少突胶质细
胞的坏死及凋亡。ＭＭＰ９敲除鼠在颅脑创伤、局灶脑
缺血和短暂性全脑缺血造模型中，则有明显的保护作

用［１２］。本实验中氧糖剥夺、复氧后引起 ＭＭＰ９高表
达的水平与星形胶质细胞损伤的严重程度密切相关，

阻断其活性可减轻细胞的损伤程度，提示ＭＭＰ９表达
增加后可过度破坏细胞外微环境，成为氧糖剥夺、复氧

后导致星形胶质细胞损伤的重要相关因素之一。已有

研究发现 ＭＭＰ９的表达变化在病理情况下受
ＭＡＰＫｓ、ＮＦκＢ等信号通路的调节，且星形胶质细胞在
氧糖剥夺、复氧后可导致其 ＭＡＰＫｓ信号通路的磷酸
化［１３］，提示了ＭＭＰ９在本实验氧糖剥夺、复氧后的高
表达，可能是通过活化 ＭＡＰＫ等信号通路后实现
的［１４］，但病理情况下调节 ＭＭＰ９表达及作用的具体
分子信号途径仍有待于我们进一步的研究来揭示。

　　本研究发现氧糖剥夺、复氧后损伤星形胶质细胞
中ＭＭＰ９表达明显升高，且细胞损伤的严重程度与细
胞分泌ＭＭＰ９的量呈正相关，加入 ＧＭ６００１抑制其活
性可减轻细胞的损伤程度，这一研究结果提示氧糖剥

夺、复氧引起的ＭＭＰ９高表达可能是参与细胞损伤的
重要因素之一。本研究结果为进一步研究中枢神经系

统疾病中，缺血再灌注损伤病理过程的分子机制研究

和寻找临床治疗靶点，提供了新思路。
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