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　　［摘要］　目的　探讨Ｓｕｌｆｉｒｅｄｏｘｉｎ１（Ｓｒｘｎ１）对氧糖剥夺／复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）诱导
的星形胶质细胞损伤的保护作用。方法 　①应用 ＲＮＡｉ技术将 Ｓｒｘｎ１干扰小发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）及阴性载体（ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ）转染至星形胶质细胞，ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ＱＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后Ｓｒｘｎ１的基因和蛋白表达水平；
②实验分为ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组、ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）＋ＯＧＤ／Ｒ组、ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组（ｎ＝３），细胞转染７２ｈ
后建立ＯＧＤ模型，６ｈ后予以复氧，模拟再灌注模型；③复氧１２ｈ后，ＭＴＳ法检测细胞活性，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２检测细胞凋亡
率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的蛋白表达水平。结果 　 ①ｓｈＲＮＡＳｒｘｎ１转染细胞后，与空白组和阴性组比较，干
扰组Ｓｒｘｎ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显降低，分别降低４７％和５８．５％；②ＭＴＳ结果显示，干扰ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组细胞活
性较ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组显著下降［（３８．７９±２．１４）ｖｓ（６９．３５±１０．５４），Ｐ＜０．０５］；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２结果显示，干扰ｓｈＳｒｘｎ１＋
ＯＧＤ／Ｒ组细胞凋亡较ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组明显增加［（５１．６７±７．６４）ｖｓ（２５．００±５．００），Ｐ＜０．０１］；③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，与ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组比较，干扰 ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组细胞 Ｂｃｌ２的表达明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ的表达明显上调
（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论　 Ｓｒｘｎ１对ＯＧＤ／Ｒ引起的星形胶质细胞的氧化损伤具有重要的保
护作用，这种保护可能与其抗凋亡作用相关。
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈＳｒｘｎ１，ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｒｘｎ１ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙ４７．０％ ａｎｄ５８．５％ ｔｈａｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＭＴＳａｓｓａｙ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｆＳｒｘｎ１ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＢａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｒｘｎ１ｅｘｅｒｔｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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　　小分子蛋白 Ｓｕｌｆｉｒｅｄｏｘｉｎ１（Ｓｒｘｎ１）属于保守的内
源性Ｓｕｌｆｉｒｅｄｏｘｉｎ抗氧化家族的成员，是通过进化选择
的抗氧化蛋白之一，广泛存在于真核生物中。研究证

实，Ｓｒｘｎ１作为一种内源性抗氧化蛋白，可以抵御肺脏
组织免受氧化应激损伤［１］。研究发现，Ｓｒｘｎ１作为重
要抗氧化蛋白，起神经细胞保护作用。Ｓｒｘｎ１通过对谷
胱甘肽化／去谷胱甘肽化的调控，在帕金森病（Ｐａｒｋｉｎ
ｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）患者中起脑保护作用［２］。在 Ａ５４９
细胞和小鼠成纤维细胞的氧化应激损伤中，Ｓｒｘｎ１起着
重要的保护作用，其作用可能通过抗凋亡机制实

现［３］。我们前期的研究结果显示 Ｓｒｘｎ１在 ＰＣ１２细胞
中具有显著的抗氧化保护作用［４］，但相关保护途径和

机制尚不清楚。脑组织损伤过程中，神经胶质细胞的

抗损伤能力远大于神经元［５］，内源性抗氧化蛋白

Ｓｒｘｎ１是否在其中发挥了作用？通过什么途径完成抗
氧化损伤？目前还没有相关文献报道。本实验采用

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠新生２４ｈ内乳鼠的大脑星形
胶质细胞来建立氧糖剥夺／复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉ
ｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）模型，采用慢病毒干扰
Ｓｒｘｎ１的方法探讨 Ｓｒｘｎ１对星形胶质细胞氧化应激损
伤的保护作用，同时对其保护机制作了初步探讨，为其

临床应用提供相应的实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、无糖ＤＭＥＭ培养基、ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
（ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司，多聚赖氨酸（ＰＬＬ）、ＭＴＳ购自 Ｓｉｇｍａ
公司，Ｈａｎｋ’ｓ、ｔｒｙｐｓｉｎ购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，兔抗Ｂｃｌ２多克隆抗
体、兔抗Ｂａｘ多克隆抗体、兔抗ＧＦＡＰ多克隆抗体购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，兔抗Ｓｒｘｎ１多克隆抗体购自北京博奥森公司，ＲＮＡｉ
ｓｏＰｌｕｓ、ＲＴＰＣＲ试剂盒、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ购自 ＴａＫａＲａ
公司，其余均为国产分析纯。

１．２　星形胶质细胞的原代培养
　　ＳＤ大鼠新生２４ｈ内乳鼠，一共１２０只，不分雌雄，由重庆
医科大学实验动物中心提供，细胞提取按照文献［６－７］方法，
将含有血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２作为细胞培养基，接种至７５ｃｍ２的
培养瓶中，细胞密度为１．５×１０６／瓶。通过快速换液、震荡摇床
除去神经元、少突胶质细胞，体外培养７～９ｄ后，传代，用形态

学、免疫细胞化学（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）鉴定所
培养的星形胶质细胞纯化率。

１．３　星形胶质细胞的转染
　　由上海吉玛制药技术有限公司设计、构建并合成 ｓｈＲＮＡ
Ｓｒｘｎ１ＬＶ３慢病毒载体，ｓｈＲＮＡＳｒｘｎ１序列为：ＣＡＴＣＣＡＣＡＣＣＡ
ＧＡＣＴＴＧＣＡＧＴ，ｓｈＲＮＡｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ序列为：ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧ
ＴＧＴＣＡＣＧＴ。将ｓｈＲＮＡｓ按照说明书及 Ｌｉｕ［８］的方法转染至星
形胶质细胞中，转染７２ｈ后，倒置荧光显微镜下观察转染效率，
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｒｘｎ１的基因和蛋白表达水平。

１．４　实验分组及设计
　　实验分为 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组、ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
（ＮＣ）＋ＯＧＤ／Ｒ组、ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组（ｎ＝３）。取培养好的
星形胶质细胞，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）＋ＯＧＤ／Ｒ组和 ｓｈＳｒｘｎ１＋
ＯＧＤ／Ｒ组，分别转染阴性慢病毒载体和 Ｓｒｘｎ１干扰慢病毒载
体，待细胞感染７２ｈ后，建立 ＯＧＤ模型；ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组细
胞不予慢病毒转染，直接建立 ＯＧＤ模型；ＯＧＤ处理６ｈ后，细
胞复氧复糖培养１２ｈ，检测相应指标。

１．５　氧糖剥夺／复氧模型的建立
　　按照文献［６－７］方法，取转染７２ｈ左右的细胞，将细胞培
养液用无糖 ＤＭＥＭ培养液代替，放至 ３７℃含有 ９４％Ｎ２、５％
ＣＯ２、１％Ｏ２的三气缺氧箱中，建立体外培养 ＯＧＤ模型。６ｈ后
取出细胞并换回正常 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，恢复正常培养环境，
模拟再灌注，继续培养１２ｈ，检测相应指标。

１．６　ｑＰＣＲ检测Ｓｒｘｎ１的ｍＲＮＡ表达水平
　　根据试剂盒说明书，提取细胞总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ作
为模板，进行 ｑＰＣＲ反应。引物序列：Ｓｒｘｎ１上游 ５′ＣＣＣＡＡＧ
ＧＣＧＧＴＧＡＣＴＡＣＴＡＣ３′，下游 ５′ＧＧＣＡＧＧＡＡＴＧＧＴＣＴＣＴＣＴＣＴ
ＧＴＧ３′；βａｃｔｉｎ上游 ５′ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ３′，下游
５′ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３′。反应体系：２μＬｃＤＮＡ模
板，各１μＬ１０ｍｏｌ／Ｌ的上下游引物，１２．５μＬ２×ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ，８．５μＬｄｄＨ２Ｏ２。反应条件：９５℃ １０ｓ；９５℃
５ｓ，６０℃ １５ｓ，７２℃ １５ｓ，３９个循环；７２℃ ５ｓ，９５℃持续。运
用２－ΔΔＣｔ方法［９］ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒＳｏｆｔｗａｒｅ软件进行分析。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｒｘｎ１、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的蛋白表
达水平

　　提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，变性后根据蛋白
浓度上样，进行ＳＤＳ凝胶电泳，切胶，转膜，ＴＢＳＴ洗膜，封闭，加
入兔抗Ｓｒｘｎ１多克隆抗体（１∶４００），兔抗Ｂｃｌ２（１∶４００）多克隆
抗体，兔抗Ｂａｘ（１∶４００）多克隆抗体，４℃孵育过夜。复温
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２０ｍｉｎ后，ＴＢＳＴ洗膜，加入 １∶１０００的二抗，室温孵育 １ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ化学发光检测。运用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析，
检测目的条带灰度值与内参 βａｃｔｉｎ条带灰度值，以二者比值
来表示蛋白的相对表达量，同时观察Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值的变化。

１．８　ＭＴＳ检测细胞活性
　　接种细胞至９６孔板中，转染７２ｈ后予以 ＯＧＤ／Ｒ处理，避
光加入１０μＬ／孔的ＭＴＳ溶液，３７℃孵箱孵育４ｈ，酶标仪检测
４９０ｎｍ处各孔光密度值，得出的数值即为细胞活力值。

１．９　ＧＦＡＰ／Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色检测细胞纯度和凋亡
情况

　　４％的多聚甲醛固定细胞 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，滴加封闭血
清，３７℃烤箱作用３０ｍｉｎ，滴加一抗ＧＦＡＰ（１∶５０），４℃湿盒过
夜。ＰＢＳ清洗，滴加荧光二抗ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４（１∶１００），３７℃烤
箱作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，避光加入Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２工作液，室温
作用２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，封片，荧光显微镜下发光。凋亡细胞核
形态表现为核缩小，染色质凝集，荧光强度比正常细胞高。同

时观察细胞ＧＦＡＰ阳性率和转染效率。

１．１０　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方
差结合ｔ检验分析。

２　结果

２．１　大鼠星形胶质细胞纯度鉴定及转染效率鉴定
　　转染７２ｈ后，荧光显微镜下观察可见 ｓｈＲＮＡ均匀分布在
细胞中，ＧＦＰ阳性率达到８０％以上（绿色荧光）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／
ＧＦＡＰ免疫荧光染色结果显示，星形胶质细胞阳性率达到９０％
以上（红色荧光）。见图１。
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Ａ：Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２；Ｂ：ＧＦＡＰ；Ｃ：ＧＦＰ；Ｄ：荧光融合

图１　星形胶质细胞纯度及转染效率鉴定　（荧光显微镜）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ检测ｓｈＲＮＡＳｒｘｎ１干扰效果
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＰＣＲ结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ组Ｓｒｘｎ１表达无明显变化，ｓｈＳｒｘｎ１组 ｓｈＲＮＡ能有效干
扰Ｓｒｘｎ１的蛋白和ｍＲＮＡ表达，干扰分别达到５８．５％、４７％，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。
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１：ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ组；３：ｓｈＳｒｘｎ１组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｈＲＮＡＳｒｘｎ１干扰效果

２．３　Ｓｒｘｎ１干扰对ＯＧＤ／Ｒ损伤后细胞活性的影响
　　ＭＴＳ结果显示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组［（１００±１５）％］比较，ｃｏｎｔｒｏｌ＋
ＯＧＤ／Ｒ组［（６９．３５±１０．５４）％］细胞活性明显降低（Ｐ＜
００５）；与ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组比较，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组
［（６７．８０±６．３５）％］细胞活性无明显改变，而 ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／
Ｒ组［（３８．７９±２．１４）％］细胞活性下降更明显（Ｐ＜０．０５）。

２．４　Ｓｒｘｎ１干扰对ＯＧＤ／Ｒ损伤后细胞凋亡的影响
　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２检测结果显示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组［（４．３３±２０８）％］
比较，ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组［（２５±５）％］细胞凋亡增加（Ｐ＜
００１），与ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组比较，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组
［（２５．０±５．０）％］细胞凋亡无明显改变，而 ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ
组［（５１．６７±７．６４）％］细胞凋亡显著增加（Ｐ＜０．０１），见图３。
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Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ
组；Ｄ：ｓｈＳｒｘｎ１＋ＰＧＤ／Ｒ组
图３　Ｓｒｘｎ１干扰对ＯＧＤ／Ｒ损伤后细胞凋亡的影响　（荧光显微镜）

２．５　Ｓｒｘｎ１干扰对 ＯＧＤ／Ｒ损伤后 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达
的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内抗凋亡基因 Ｂｃｌ２和促凋亡基因
Ｂａｘ的蛋白表达水平，结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｃｏｎｔｒｏｌ＋
ＯＧＤ／Ｒ组Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的表达均上调（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值降低不明显；与 ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组比较，ｎｅｇａ
ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的表达无明显改变，而ｓｈ
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Ｓｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组Ｂｃｌ２表达显著下降（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ表达明显
上升（Ｐ＜０．０５），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显著降低（Ｐ＜０．０１）。见图４。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：定量分析；１：ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｃｏｎｔｒｏｌ＋
ＯＧＤ／Ｒ组；３：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组；４：ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组；
ａ：Ｐ＜０．０１，与 ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｒｘｎ１干扰对Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响

３　讨论

　　近年来，脑缺血再灌注损伤是神经科学领域里的
热点、难点之一［１０］。有研究发现，氧化应激很可能是

造成脑缺血／再灌注不可逆损伤的关键因素［１１］，最终

导致神经细胞的凋亡或坏死。

　　目前，临床上由于外源性的抗氧化剂、抗凋亡剂等
的应用未得到满意的疗效，人们焦点逐渐转向另一条

神经保护药物研发策略：探索已知的有内源性保护作

用的途径，发现一些新的内源性的神经保护因子或者

通路，并积极动员机体的内源性防御系统，中断缺血级

联反应，达到治疗效果。Ｓｕｌｆｉｒｅｄｏｘｉｎ１（Ｓｒｘｎ１）在哺乳
动物细胞中被 Ｒｈｅｅ首次发现［１２］，后来更多的研究证

实，它是属于保守的内源性 Ｓｕｌｆｉｒｅｄｏｘｉｎ抗氧化家族的
成员，具有抵御组织或细胞免受氧化应激损伤而广泛

存在于真核生物中［１－５，１３］。

　　本实验运用大鼠星形胶质细胞建立 ＯＧＤ／Ｒ模
型，模拟体外脑缺血再灌注损伤，应用 ｓｈＲＮＡ干扰技
术沉默Ｓｒｘｎ１表达，研究Ｓｒｘｎ１对神经胶质细胞的保护
作用及其机制。慢病毒转染ｓｈＲＮＡＳｒｘｎ１至星形胶质
细胞，ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｓｈＲＮＡ能有效
抑制Ｓｒｘｎ１ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达，说明转染干扰
模型构建成功。ＭＴＳ法对体外培养的星形胶质细胞
的增殖活性进行检测，测定Ｓｒｘｎ１干扰对ＯＧＤ／Ｒ损伤
后细胞存活率的影响；结果显示，ＯＧＤ／Ｒ损伤后，细胞
活性较ｃｏｎｔｒｏｌ组明显下降，且 ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组细
胞活性较 ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ组进一步下降，表明干扰

Ｓｒｘｎ１会降低细胞存活率。
　　荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２是一种可透过细胞膜并
对ＤＮＡ染色的细胞核染色试剂，它在嵌入双链 ＤＮＡ
后释放强烈的蓝色荧光，常用于细胞凋亡检测。凋亡

细胞的膜通透性增强，且凋亡细胞的染色体ＤＮＡ的结
构发生了改变，从而 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２能更有效地与
ＤＮＡ结合，使其进入凋亡细胞中的比正常细胞的多，
荧光强度比正常细胞强，且细胞核浓缩、凝集。结果显

示，ＯＧＤ／Ｒ损伤后，细胞凋亡较 ｃｏｎｔｒｏｌ组明显增多，
且ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组细胞凋亡较 ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＯＧＤ／Ｒ
组进一步上升，表明干扰Ｓｒｘｎ１会增加细胞凋亡率。
　　Ｂｃｌ２家族成员可以驱动细胞的凋亡，在线粒体途
径的凋亡中起着至关重要的作用，它包括抗细胞凋亡

基因Ｂｃｌ２和促细胞凋亡基因 Ｂａｘ［１４－１５］，它们可以通
过控制线粒体膜的通透性来调节凋亡激活物的释放，

从而来影响细胞的状态。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值对决定细
胞接受刺激信号后存活与否有关键性的作用。Ｂａｘ存
在于胞浆中，当 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值降低时，Ｂａｘ自身可
形成同源二聚体，促进细胞凋亡；当 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值
相对升高时，Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２可形成异源二聚体，此时则
会抑制细胞凋亡［１６－１７］。因此，检测细胞 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ
的表达可以反映细胞的凋亡，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值降低表明
细胞对凋亡的抵抗性减弱，细胞凋亡增加；反之，细胞

凋亡减少。当细胞受到氧化损伤时，体内保护因子

Ｂｃｌ２和损伤因子Ｂａｘ的水平均会反应性增高，当损伤
进一步加重时，体内保护因子 Ｂｃｌ２水平则会下降，损
伤因子Ｂａｘ水平则进一步增高，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值将会降
低。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＯＧＤ／Ｒ损伤后，细胞内Ｂｃｌ２
和Ｂａｘ的水平较 ｃｏｎｔｒｏｌ组均明显增加，与 ｃｏｎｔｒｏｌ＋
ＯＧＤ／Ｒ组比较，ｓｈＳｒｘｎ１＋ＯＧＤ／Ｒ组 Ｂａｘ增加更为明
显，Ｂｃｌ２增加受到抑制，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值降低显著，这
提示Ｓｒｘｎ１的神经保护作用可能与提高Ｂｃｌ２表达，减
少细胞凋亡有关。

　　综上所述，Ｓｒｘｎ１作为内源性的抗氧化蛋白，可以
保护星形胶质细胞免受 ＯＧＤ／Ｒ引起的损伤，其机制
可能主要是通过抗凋亡作用参与。Ｓｒｘｎ１可能是脑组
织氧化应激损伤保护的新靶点。
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哌拉西林钠／舒巴坦钠治疗下呼吸道感染８７例临床分析
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ｈｔｍｌ（２０１４０９２２）

　　哌拉西林钠／舒巴坦钠是一种由哌拉西林和β内酰胺酶抑
制剂舒巴坦组成的复方制剂。哌拉西林属青霉素类广谱抗生

素，要通过干扰细菌细胞壁的合成而起杀菌作用，主要用于铜

绿假单胞菌和各种革兰阴性杆菌所致的感染，但易被细菌产生

的β内酰胺酶水解而产生耐药性。舒巴坦为不可逆竞争型 β
内酰胺酶抑制剂，可抑制β内酰胺酶Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ等型酶（对Ⅰ
型酶无效）对青霉素、头孢菌素类的破坏［１］，两药联合配比后起

到协同抗菌作用。本研究拟对哌拉西林钠／舒巴坦钠治疗下呼
吸道感染患者的疗效及安全性进行观察评价。

１　资料与方法

１．１　病例选择
　　选择本院２０１１年４月至２０１４年２月收治的下呼吸道感染

以静滴哌拉西林钠／舒巴坦钠进行抗菌治疗的患者８７例。患
者临床症状、体征、影像学及实验室检查均符合下呼吸道感染。

其中，男性５７例，女性３０例，年龄（７４．３２±１３．９１）岁；慢性阻
塞性肺疾病急性加重４９例，肺炎２９例，支气管哮喘急性发作
期合并肺部感染３例，支气管扩张并感染２例，右肺癌合并肺
部感染２例，肺炎合并急性胆囊炎１例，喘息性支气管炎１例。
１．２　治疗及观察方法
　　静滴哌拉西林钠／舒巴坦钠（苏州二叶制药有限公司生产，
规格每支为１．５ｇ，其中哌拉西林１ｇ，舒巴坦０．５ｇ）１．５～３．０ｇ，
２次／ｄ；疗程均为７～１４ｄ。治疗无效者，改用其他抗菌药物继
续治疗。治疗前后和治疗中进行痰细菌培养、Ｘ线胸片、尿常
规、血常规及肝、肾功能等检查。

１．３　疗效标准
　　将患者的临床治疗效果分为痊愈、有效、无效３个等级。
根据《抗菌药物临床研究指导原则》［２］制定标准：症状、体征、

实验室检查和病原学检查恢复正常为痊愈；病情好转，但有一

项没完全恢复的为有效；治疗７２ｈ之后病情未缓解甚至加重的
为无效。总有效率＝（痊愈＋有效）例数／总例数×１００％。
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