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高压氧预适应对离体培养大鼠脑星形胶质细胞的缺氧保护作用及机制

李雨泓，邹永杰，崔高宇　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院神经外科，全军神经外科研究所，全军神经创伤防治重点实
验室）

　　［摘要］　目的　研究高压氧预适应（ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＨＢＯＰ）对大鼠乳鼠脑星形胶质细胞的缺氧保护
作用及对Ｐ２Ｘ７受体和ＡＱＰ４表达的影响。方法　 离体培养原代星形胶质细胞并纯化传代后，分为对照组、高压氧预适应
组（ＨＢＯＰ）、单纯缺氧组（ＯＧＤ）、高压氧预适应缺氧组（ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ）。于预定时相点采用流式细胞仪检测细胞凋亡率，
化学发光法检测细胞培养液中的 ＡＴＰ浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐ２Ｘ７受体和 ＡＱＰ４蛋白表达，实时荧光定量 ＰＣＲ检测
（ＲＴｑＰＣＲ）Ｐ２Ｘ７受体和ＡＱＰ４ｍＲＮＡ的转录水平。结果　 ＨＢＯＰ组细胞培养液内ＡＴＰ浓度在各检测时相点远高于对照
组（Ｐ＜０．０１）；ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞２４ｈ及４８ｈ凋亡率均低于ＯＧＤ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＢＯＰ组细胞 ＡＱＰ４及 Ｐ２Ｘ７受体蛋白
表达高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞ＡＱＰ４及Ｒ２Ｘ７受体ｍＲＮＡ转录水平在缺氧６ｈ时低于ＯＧＤ组（Ｐ＜０．０５）。
结论　 ＨＢＯＰ可以提高大鼠脑星形胶质细胞线粒体产生ＡＴＰ的能力，提高细胞对缺氧缺糖的耐受力，减少细胞凋亡，具有
明确的细胞保护作用。其保护机制可能与降低了ＯＧＤ后损伤细胞内Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的ｍＲＮＡ转录水平有关。
　　［关键词］　 高压氧预适应；氧糖剥夺；细胞保护；ＡＱＰ４；Ｐ２Ｘ７受体
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　　缺血缺氧性脑水肿是脑外科术后常见并发症，发
生率极高且严重影响手术疗效及预后，目前尚无有效

的术前预防性手段和措施。预适应是近年研究热点，

研究表明，短暂缺血、高热、缺氧等都具有一定的神经
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保护作用，但上述预适应条件均为损伤因素，临床应用

受限［１］。高压氧预适应（ｈｙｐｅｒｂａｒｉｃｏｘｙｇｅｎｐｒｅｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｉｎｇ，ＨＢＯＰ）具有明显的安全性和伦理学优势，在临
床已得到广泛应用。有研究发现，反复的ＨＢＯＰ处理对
脑缺血具有明显的保护作用，能缩小局灶性的脑缺血梗

死体积并减轻脑水肿程度［２－４］。Ｐ２Ｘ７受体在神经损伤
中位于信号调节上游［５］，而ＡＱＰ４作为脑水肿发生、发
展过程中的关键水通道蛋白，也成为研究焦点。因此，

本实验利用离体培养的新生大鼠脑星形胶质细胞，制作

氧糖剥夺（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）模型，观察
ＨＢＯＰ对星形胶质细胞的缺氧保护作用，检测Ｐ２Ｘ７受体
和ＡＱＰ４的表达变化，并对ＨＢＯＰ的缺氧保护机制进行
初步探讨，旨在为脑水肿的预适应研究奠定基础。

１　实验材料与方法

１．１　原代星形胶质细胞的培养及鉴定
　　出生３ｄ以内ＳＤ乳鼠，雌雄不拘，体质量９～１１ｇ（由第三
军医大学实验动物中心提供），碎冰冷冻麻醉后，酒精消毒，断

头处死，取两侧大脑半球，剪除嗅球，仔细剥去软脑膜，将脑组

织反复切碎成乳糜状，转移至１０ｍＬ离心管内，以０．２５％胰蛋
白酶液消化约４～５ｍｉｎ，加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，加入１０％新生牛血清，购于杭州四季青公司）终止消化。吹
打均匀后，以不锈钢网（孔径２００μｍ）过滤，滤液转移至１０ｍＬ
离心管内，离心５ｍｉｎ（１０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清，重新加入培养基，
反复吹打制成初细胞悬液，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中差速黏
附处理６０ｍｉｎ，以除去大部分黏附较快的成纤维细胞。翻转培
养瓶，吸取细胞悬液，离心５ｍｉｎ（１０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清，重新加
入培养基，吹打均匀，制成次细胞悬液，接种于培养瓶内，置于

３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养。次日换液，去除未贴壁、活力
差及死亡细胞，继续培养７～９ｄ，期间定期观察细胞生长情况，
２～３ｄ更换１次培养基，每次换液时以 ＰＢＳ清洗１遍，稍加震
荡。当细胞融合成单层且开始出现分层生长时进行消化传代，

消化传代前加入ＰＢＳ漂洗２遍，每次均轻轻拍打培养瓶，使上层
的杂质细胞脱落。取２代细胞进行ＧＦＡＰ染色鉴定，星形胶质细
胞纯化度在９５％以上（图１），使用第３代细胞进行后续试验。

图１　分离纯化的原代星形胶质细胞进行ＧＦＡＰ染色鉴定（ＤＡＰＩ染核）
（荧光显微镜 ×１００）

１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　　纯化后的星形胶质细胞接种至培养瓶
内，培养３～４ｄ即可铺满瓶底，分为４组：对照组、高压氧预适
应组（ＨＢＯＰ）、单纯缺氧组（ＯＧＤ）、高压氧预适应缺氧组
（ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ）。

１．２．２　高压氧预适应方法　　ＨＢＯＰ采用动物试验氧舱（烟台
冰轮氧舱厂生产），传代２次后的星形胶质细胞培养３ｄ后即放
入高压氧舱内，舱内温度２５～２８℃，拧松培养瓶口，虚掩舱门，
纯氧洗舱１０ｍｉｎ（输入氧流量５Ｌ／ｍｉｎ），使舱内氧浓度＞９８％，
关闭舱门，调整进气流量，于１５ｍｉｎ内缓慢加压至０１５ＭＰａ，
稳压１ｈ后，匀速减压２０ｍｉｎ降至常压，１次／１２ｈ，共４次。对
照组及ＯＧＤ组仅将细胞置于高压氧舱内１ｈ而不进行加压，
１次／１２ｈ，共４次。
１．２．３　ＯＧＤ模型的制备　　ＨＢＯＰ完成后２４ｈ，将 ＯＧＤ组及
ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞以ＰＢＳ漂洗２遍，更换为无糖培养基（Ｇｉｂ
ｃｏ公司，不添加新生牛血清），入缺氧孵箱培养（３７℃，１％Ｏ２，
５％ＣＯ２，９４％Ｎ２），并在预定时相点将细胞取出，进行后续检测。
１．２．４　细胞培养液ＡＴＰ含量测定　　对照组及ＨＢＯＰ组细胞
于接种后的第４天同时更换新鲜培养基，对照组细胞入高压氧
舱不进行加压处理，ＨＢＯＰ组细胞放入高压氧舱行 ＨＢＯＰ处理
１ｈ后置入常规培养孵箱，于 ＨＢＯＰ完成后的０、６、１２、２４ｈ，取
２组细胞的培养液，离心取上清，按照碧云天 ＡＴＰ检测试剂盒
说明进行细胞培养液的ＡＴＰ含量测定。
１．２．５　细胞凋亡率检测　　缺氧处理２４、４８ｈ，将 ＯＧＤ组及
ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞取出，按照北京宝赛生物技术有限公司提
供的ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒说明进行操作，简单流程
如下：收集培养液内脱落坏死细胞、贴壁细胞用胰酶消化→细
胞悬液离心，４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，弃上清→加入１ｍＬ预
冷ＰＢＳ，轻轻震荡使细胞悬浮→４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，弃上
清（此步骤重复两次以彻底清除胰酶）→２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
重悬细胞后加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻混匀，避光室温反
应１５ｍｉｎ→加入３００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ及５μＬＰＩ混匀，于１ｈ
内以流式细胞仪检测，检测前用２００μｍ筛网过滤。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐ２Ｘ７受体及 ＡＱＰ４的蛋白表达水平
　　于 ＨＢＯＰ完成后的２４ｈ，取对照组及 ＨＢＯＰ组细胞进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐ２Ｘ７受体及 ＡＱＰ４的蛋白表达，βａｃｔｉｎ为内
参。简单流程如下：提取细胞总蛋白→蛋白浓度测定→ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳→转膜→ＰＶＤＦ膜漂洗、封闭→一抗４℃孵育过夜
（βａｃｔｉｎ１∶１０００，Ｐ２Ｘ７受体 １∶１０００，ＡＱＰ４１∶１０００）→ＴＢＳＴ洗
膜→室温孵育二抗２ｈ→ＴＢＳＴ洗膜→滴加发光试剂，在凝胶成
像分析系统中扫描成像，将同次电泳所得 Ｐ２Ｘ７受体、ＡＱＰ４和
βａｃｔｉｎ条带灰度值相比，得到各组样本相对光密度的灰度比值，
进行下步分析。

１．２．７　实时荧光定量 ＰＣＲ检测（ＲＴｑＰＣＲ）检测 Ｐ２Ｘ７受体及
ＡＱＰ４的ｍＲＮＡ转录　　于缺氧处理的６、１２、２４ｈ，收集 ＯＧＤ
及ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞，检测Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的ｍＲＮＡ表达
水平。根据ＧｅｎＢａｎｋ上所查ＡＱＰ４、Ｐ２Ｘ７受体序列，采用软件设
计引物，ＡＱＰ４上游引物：５′ＣＣＣＣＧＴＧＣＣＡＡＣＴＧＣＴＡＡＴＧＣ３′，
下游引物：５′ＧＧＣＧＧＡＡＧＧＣＡＡＡＧＣＡＧＴＡＴＧ３′，扩增产物片
段大小为２１３ｂｐ；Ｐ２Ｘ７受体上游引物：５′ＣＣＧＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＴ
ＴＡＡＣＧＴＣＣ３′，下游引物：５′ＣＧＣＴＣＴＴＣＣＣＣＴＣＴＣＴＴＴＴＴＣＴＣ
ＴＡ３′，扩增产物片段大小为１２７ｂｐ；βａｃｔｉｎ作为内参，上游引
物 ：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，下游引物：５′ＴＣＣＣＧ
ＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′，扩增产物片段大小为２４９ｂｐ。２０μＬ的
反应扩增体系：ｃＤＮＡ２．０μＬ，Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的上下游引物
分别各 ０３μＬ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μＬ，Ｈ２Ｏ７．４μＬ。反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ→９４℃变性
３０ｓ→５７℃退火３０ｓ→７２℃延伸３０ｓ（共３２个循环）→７２℃延
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伸１０ｍｉｎ。每个样品各平行３次，数据经２－△△Ｃｔ处理后进行相
对表达量分析。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，组间差异行
单因素方差分析。

２　结果

２．１　细胞培养液ＡＴＰ浓度
　　对照组及 ＨＢＯＰ组细胞培养液内 ＡＴＰ浓度均在换液处理
后的１２ｈ达到峰值，此后呈下降趋势；ＨＢＯＰ组细胞培养液
ＡＴＰ浓度在每个检测时相点均显著高于对照组（Ｐ＜０．０１，
图２），以上结果提示：ＨＢＯＰ可以显著提高细胞线粒体产生
ＡＴＰ的能力。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图２　对照组及ＨＢＯＰ组细胞不同时相点细胞培养液ＡＴＰ浓度

２．２　细胞凋亡率
　　与对照组相比较，ＯＧＤ组及ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞在进行缺
氧处理时，随着缺氧时间延长，细胞总凋亡率都逐渐上升，说明

氧糖剥夺处理对星形胶质细胞有明显杀伤作用；而在每个检测

时相点，ＯＧＤ组细胞的总凋亡率都高于 ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组（Ｐ＜
０．０５，图３）。提示ＨＢＯＰ可以提高细胞对氧糖剥夺环境的耐受
力，而且这种保护作用随着缺氧时间的延长也越加明显。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组比较
图３　对照组、ＯＧＤ组和ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组细胞在不同时相点的

细胞总凋亡率

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的蛋白表达
　　在ＨＢＯＰ完成后２４ｈ，ＨＢＯＰ组细胞蛋白表达水平已趋稳
定。与对照组相比，ＨＢＯＰ组细胞的 Ｐ２Ｘ７受体及 ＡＱＰ４蛋白表
达水平均明显升高（Ｐ＜０．０５，表１），提示ＨＢＯＰ处理能显著提
高星形胶质细胞Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４蛋白表达水平。

表１　ＨＢＯＰ组与对照组细胞Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的蛋白表达水平
组别 ＡＱＰ４ Ｐ２Ｘ７受体

对照组 ０．１２０±０．００４ ０．１８０±０．０１１
ＨＢＯＰ组 ０．２００±０．０１４ａ ０．２４０±０．００１ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的ｍＲＮＡ转录
　　ＨＢＯＰ完成后２４ｈ，且未进行 ＯＧＤ处理（即 ＯＧＤ０ｈ）时，
ＨＢＯＰ组细胞Ｐ２Ｘ７受体及 ＡＱＰ４的 ｍＲＮＡ相对转录水平高于
对照组，但在进行 ＯＧＤ处理后，单纯 ＯＧＤ组的 Ｐ２Ｘ７受体及
ＡＱＰ４的ｍＲＮＡ相对转录水平在缺氧６ｈ时即达到峰值，明显
高于ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组（Ｐ＜０．０５，图４、５），而 ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组的
Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的ｍＲＮＡ相对转录水平则在缺氧１２ｈ时才
达到峰值。由此可见，ＨＢＯＰ可以降低星形胶质细胞在缺氧环
境下Ｐ２Ｘ７受体及ＡＱＰ４的转录水平，且延迟二者ｍＲＮＡ的转录
高峰。
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图４　缺氧０、６、１２、２４ｈ时４组细胞的Ｐ２Ｘ７受体 ｍＲＮＡ转录水平
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ６ｈ比较
图５　缺氧０、６、１２、２４ｈ时４组细胞的ＡＱＰ４ｍＲＮＡ转录水平

３　讨论

　　本课题组的动物实验部分研究结果已明确 ＨＢＯＰ
能明显减轻小鼠ＭＣＡＯ后的神经功能学损伤，缩小梗
死体积，减少神经细胞的凋亡，具有明显的脑保护作

用［６］。缺血性脑损伤早期主要表现为细胞源性脑水

肿，后期出现血管源性脑水肿，水分子从血液进入脑实

质需要透过血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ），而
ＢＢＢ的内皮细胞、星形胶质细胞共同构成功能性
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“ｕｎｉｔｓ”。ＡＱＰｓ是膜水通道蛋白家族，其中 ＡＱＰ４在脑
中的含量最高，主要分布在ＢＢＢ的脑微血管周围和脑
室管膜的星形胶质细胞足突以及血脑脊液屏障的神
经胶质界膜。由于内皮细胞和基膜缺失 ＡＱＰ４，水分
子主要通过弥散和胞饮转运（量少速度慢），而在星形

胶质细胞则主要通过其足突上的 ＡＱＰ４通道实现（量
大速度快），因此，星形胶质细胞足突的功能对于维持

ＢＢＢ的通透性具有重要的作用［７］。研究发现，在脑缺

血进程中，ＡＱＰ４的表达随着缺血时间延长而逐渐增
加［８］，由此我们推测，脑缺血所致的细胞源性和血管

源性脑水肿均与 ＡＱＰ４的活性相关。因此，星形胶质
细胞及其ＡＱＰ４的表达在脑水肿病理生理过程中有着
极其重要的作用。

　　在本实验中，我们采用离体培养的大鼠乳鼠脑星
形胶质细胞进行分组检测。结果表明，ＨＢＯＰ能明显
提高星形胶质细胞对氧糖剥夺的耐受力，减少细胞凋

亡率，具有明确的细胞保护作用。同时发现，ＯＧＤ组
细胞的ＡＱＰ４ｍＲＮＡ转录水平始终高于 ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ
组，且在缺氧６ｈ即达到转录高峰；而ＨＢＯＰ＋ＯＧＤ组
细胞的 ＡＱＰ４ｍＲＮＡ转录水平在缺氧１２ｈ才到达峰
值。这说明ＨＢＯＰ对星形胶质细胞的缺氧保护作用可
能与降低缺氧后星形胶质细胞ＡＱＰ４的表达及延迟其
表达高峰有关。

　　ＡＴＰ是细胞内外重要的信号分子，在神经系统中
发挥重要作用。在生理条件下，ＡＴＰ通过核苷转运形
式释放至突触间隙，选择性地作用于相应嘌呤受体发

挥递质调节、突触修饰和神经营养等作用。嘌呤能受体

按激动剂的选择性分为Ｐ１和Ｐ２两大类，其中Ｐ２受体
分为Ｐ２Ｘ和Ｐ２Ｙ受体。Ｐ２Ｘ受体属配体门控离子通道
型受体，包括７个亚型，即Ｐ２Ｘ１～Ｐ２Ｘ７，研究发现Ｐ２Ｘ１
～Ｐ２Ｘ６受体亚型分布在神经元上，Ｒ２Ｘ７受体分布于
小胶质细胞、神经元和星形胶质细胞。在生理条件下，

Ｒ２Ｘ７受体对 Ｋ
＋、Ｎａ＋、Ｃａ２＋有选择性通透；在低浓度

２价阳离子及高浓度 ＡＴＰ持续或反复刺激下，能形成
可以透过相对分子质量达９００的大分子质膜通道，可
导致细胞坏死和凋亡［９］。研究发现 ＨＢＯＰ可明显提
高脑组织的ＡＴＰ浓度，并有线粒体功能保护作用。其
可能的机制为：烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ
ａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）的还原态ＮＡＤＨ在ＨＢＯ作
用下氧化后将电子传送到电子转运链转化为 ＮＡＤ＋，
ＮＡＤ＋具有增进三羧酸循环的功能，从而增强了线粒
体ＡＴＰ的产生［１０］。我们对 ＨＢＯＰ组的细胞进行 ＡＴＰ
检测，发现 ＨＢＯＰ确能明显提高星形胶质细胞产生
ＡＴＰ的能力，进而上调星形胶质细胞Ｐ２Ｘ７受体的表达
水平。但在氧糖剥夺环境下，与ＯＧＤ组相比较，ＨＢＯＰ
＋ＯＧＤ组Ｐ２Ｘ７受体 ｍＲＮＡ的转录高峰延迟。
　　综上所述，本研究结果表明，ＨＢＯＰ对缺血缺氧性
脑损伤的保护作用是比较明确的。相关研究表明，

Ｐ２Ｘ７受体可能处于神经信号较上游的调节位点，通过
递质释放、活化胶质细胞、调节炎性反应、影响细胞周

期及凋亡等功能活动对神经损害及修复起重要作

用［１１－１２］。由此，我们提出了 ＨＢＯＰＡＴＰＲ２Ｘ７ＡＱＰ４
这一可能的调控机制。但 Ｐ２Ｘ７受体ＡＱＰ４这一调控
机制是否成立、二者表达变化是否具有相关性、抑或是

ＨＢＯＰ本身通过其他调节途径或者直接对 ＡＱＰ４的表
达进行调控，这一系列问题还需在以后的实验中进一

步探讨。ＨＢＯＰ对脑水肿的保护作用毋庸置疑，在临
床应用有明显的优势，但存在需要大量资金投入的缺

点，从而对其应用的推广产生一定的限制，如果本课题

所提出的理论得到证实，则有可能对将来通过药物对

Ｒ２Ｘ７受体ＡＱＰ４途径干预达到预适应抗脑水肿的效
果，可为脑水肿的临床治疗研究提供参考。
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