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【摘 要】目的：探讨用 RNAi干扰技术下调第 10号染色体同源丢失性磷酸酶张力蛋白基因(Phosphatase and tensin homology 

deleted on chromosome ten，PTEN)对缺氧损伤引起的神经元 NR2B受体表达调控机制。方法：建立海马神经元培养缺氧缺糖 

(Oxygen—glucose deprivation，OGD)损伤模型，转染 shRNAspten—GFP质粒 ，采用细胞比色分析(Colorimetric assay)法观察神经元 

膜表面 NR2B含量，RT-PCR测定 NR2B受体的 mRNA的表达，采用 Fura 2-AM法测定胞内 ca 浓度，AlamarBlue进行神经元 

活力分析。结果：shRNAspten—GFP能成功转染到神经元中；细胞比色法显示神经元膜表面有大量 NR2B表达，与 PshGFP对照 

组相比 shRNAspten治疗组 NR2B含量明显降低( 0．05)，RT—PCR测定结果与细胞比色法结果基本一致；OGD损伤组比正常 

组胞内ca 浓度显著升高(P<O．05)，转染PTEN基因后胞内ca2-浓度比PshGFP对照组明显降低(P<0．05)；无关对照 PshGFP 

组神经元活力较正常对照组和治疗组均有显著下降(P<0．05)。结论：下调 PTEN基因可降低 NR2B的表达，阻断 caz 内流，增加 

细胞活力，从而保护神经元损伤。 
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【Abstract】Objective：To investigate the regulation of PTEN with RNAi on NR2B after OGD．Methods：In the OGD model with anaero— 

bic gas mixture and deoxygenated，glucose—free extracellular solution，shRNA pten—GFP and unrelated control plasmid PshGFP transfee- 
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intracellularfree calcium concentrationweremeasuredwith Fura一2AMbylaser confocalmicroscope(LCM)．Resu／ts：shRNAspten-GFP 

plasmid can been expressed successfully in cultured neurons．The study demonstrated that there are numerous NR2B subunit expression on 

neuronal membrane by colorimetric assay(OPD)assay and RT-PCR．The expression and quantity of neuronal NR2B with shRNAspten 

— GFP treatment was significantly decrease after oxygen and glucose deprivation(OGD)and reperfusion(P<O．05)．The neuronal activity 

with shRNAspten—GFP treatment after OGD was significantly higher than that of PshGFP group(P<0．05)．But intracellular free calcium 

concentration with shRNAspten—GFP treatment after OGD was significantly lower than that in OGD group and PshGFP group(P<O．05)． 

Conclusion：PTEN down—regulation could effectively decrease NR2B expression level induced by OGD，and then block Ca2*influx and 

increase neuronal activity，which protect neuron from anoxia injury． 

【Key words]PTEN；shRNAs；Fura 2-AM；AlamarBlue；C0lorimetric assay 

脑缺血时大量 Glu释放，激活 N一甲基 一D一天门冬氨酸受 

体(N—methyl—D—aspartate receptor，NMDAR)，导致ca 内流， 

激活ca2+依赖性蛋白酶从而产生氧自由基，损伤线粒体，既而 

发生坏死和凋亡f”。NMDA受体的调节功能主要位于 NR2B上， 

NR2B在中枢神经系统中具有广泛的分布，它在突触传递、神 

经元兴奋性毒性、学习记忆以及 Ca2+内流的调控等方面起重 

要的作用口，因此，抑制脑缺血时NR2B受体活性，减少ca2+内 

流引起的神经元损伤，对缺血性脑血管病的防治具有重要意 

义。我们已报道过下调第10号染色体同源丢失性磷酸酶张力 

蛋白基因(Phosphatase and tensin homology deleted on chromo— 

someten，PTEN)可以减少缺氧缺糖(Oxygen—glucosedeprivation， 

OGD)损伤大鼠海马神经元的NR2B酪氨酸磷酸化水平，从而 

达到保护神经元的目的。为此本文仍利用 OGD培养模型，以 

shRNAspten作为干预因素，旨在从进一步探讨下调PTEN在 

OGD损伤后对NR2B受体蛋白和基因表达水平、神经元钙离 

子浓度及神经元活力的影响，阐明PTEN基因在神经元损伤中 

的调控作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 胚胎大鼠海马神经元培养和缺氧损伤(OGD)模型 

取孕龄18 d的SD胚胎大鼠，按每孔 10 个细胞于35 mm 

培养皿中和12孑L培养板中培养。培养12 d后神经元发育成 

熟，神经元轴突和树突交织成网状。从CO 培养箱中取出培养 

板(皿 )，吸去培养基 ，添加预先去氧的无糖细胞外液(ECS— 

OGD)，迅速置入缺氧箱内缺氧 60 min，缺氧结束后 ，吸去 

ECS—OGD，用含糖细胞外液(ECS)洗涤 1次，更换维持培养基 

继续培养。 

1．2 shRNAspten—GFP(Short hairpin RNAs)转染 和实验分 

组 

按照 LipofectamineTW2000(Invitrogen公司 )试剂说明优 

化转染条件。将构建好的质粒shRNAspten—GFP与1条对照 

shRNA简称为PshGFP(阴性对照序列，即无关对照的dsR— 

NA。它不是针对某一特定shRNA，而是按照核苷酸比例打乱 

序列后设计的)分别转染至培养神经元，质粒与Lipofectamine 

脂质体按1：2．5的比例进行，转染24 h后进行其它实验。共 

分4组：正常对照组(Norma1)：正常培养细胞，不做任何处 

理；损伤组(OGD)：进行缺氧损伤；PshGFP无关对照组：缺氧 

损伤并加入PshGFP质粒进行转染；shRNAspten治疗组：加 

入shRNAspten—GFP质粒并转染。每组均加入等量脂质体， 

各取培养板 2板，重复 5次(5只动物)，Normal、OGD、PshGFP、 

shRNAspten 4个组均为再灌注 24 h。 

1,3 细胞比色分析(Colorimetric assay)法检测 NR2B受体含 

量 

细胞比色分析每组各取培养板2板，OGD后相应时间点 

取出培养板，PBS洗涤 ，2％多聚甲醛固定 10 min，常规加入兔 

抗 NR2B(SantCruz公司)，4℃过夜；加入 HRP 2抗，室温反应 

1 h；加人OPD(Chmmagenic substrate)显色剂，避光，待显淡棕 

色后用3N HC1终止反应，进行492 nm比色分析。 

1．4 RT-PCR检测 NR2B基因的mRNA表达 

分别在相应时间点收集细胞；用 TRIzol法抽提总 RNA，根 

据ToYoBo逆转录试剂盒说明进行操作。选用 GAPDH基因为 

内参，PCR反应体系 15 l，包含TaqMix7．5 l，10 mol／L的上 

下游引物各0．3 txl，cDNA模板 1 ，补灭菌ddH20至 l5 ； 

NR2B和GAPDH(NR2B—F：5'-GCTCAGCGACCTGTATGG一3’， 

R：5’一CGTCACTGCGTTC r1’GTA一3’．GAPDH—F：5’一 I℃AACG 

GCACAGTCAAGG一3’．GAPDH R：5’一ACCAG rGGATGCAGG 

GAT一3’)反应条件：94 oC预变性3 min，94℃变性20s，58 c退 

火20 s，72℃延伸30 S，扩增3O个循环，最后72℃延伸5min； 

用Quantity One4．6软件对琼脂糖凝胶电泳图进行图像分析，计 

算目的电泳条带的光密度值与各自的GAPDH的比值，然后以 

样本 寸照的比值表示基因表达水平。 

1．5 胞 内Ca0 浓度检 测 

OGD后相应时间点取出培养板，D—hanks液洗涤3次， 

加不含小牛血清的D—hanks液2 ml，预温至37℃，加 20 

1 mmol／L的Fura 2-AM，孵育30 min，D—hanks洗涤3次，加 

NB培养基37℃孵育30 min，弃培养基。在激光共聚焦显微 

镜下，观察不同时间细胞内Ca2~的荧光强度。荧光强度的强 

弱即反映胞浆游离钙的相对浓度。激光共聚焦显微镜以激发 

光 405 am，接收范围500 520 nm，扫描方式 XY，电子放大 
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3 讨 论 

第 lO号染色体同源丢失性磷酸酶张力蛋白基因PTEN 

是迄今为止发现的第一个具有双重特异性磷酸酶活性的抑 

癌基因，参与了蛋白质和酯类底物酪氨酸、丝／苏氨酸磷酸化 

的调节过程，广泛分布于大脑皮质 、小脑 、海马及嗅球等部 

位 。NR2B亚单位在 NMDA受体的结构和功能中起到关键 

性的作用，NMDA受体过度激活后，导致细胞内ca2+超载，最 

终导致神经元坏死。PTEN作为磷酸酶，其与 NMDA受体结 

合成复合物，影响了NR2B受体亚单位的磷酸化，进而引起 

受体功能改变，达到减少凋亡延长细胞生长的目的[41。本研究 

通过 shRNA spten成功转染到神经元内，使 PTEN基因表达 

下降，减少了OGD损伤后大鼠海马神经元 NR2B受体的 

mRAN和蛋白表达水平及胞 内 ca2+浓度，增加了神经元活 

力，达到了神经元保护的目的。该研究证明了下调PTEN基 

因在神经元损伤中的保护作用与PTEN调控NR2B受体的 

表达量相关，这与本研究目的相符。 

目前对PTEN调节 NR2B的准确机制尚不完全清楚，本实 

验采用 shRNA spten转染 OGD损伤神经元后，利用 RT—PCR 

与细胞比色法测定 NR2B受体的基因和蛋白表达水平，与对照 

组相比均有不同程度的下降。我们推测其机制可能是利用 

RNAi技术下调PTEN基因通过蛋白磷酸化和酪氨酸、丝 氨 

酸底物的去磷酸化，使 PKB／Akt磷酸化，引起神经元 NR2B受 

体的mRNA表达水平降低，继而使NMDA受体活性减低和 

NR2B受体功能改变，从而减少胞内Ca 内流，明显减轻缺血 

性神经元损伤程度，神经元死亡减少而活力增加，从而增加其 

生长活性，延长生存时间，达到神经元保护的目的，这与Ke等日 

等人的研究结果相一致。 

细胞内游离钙是一种重要的第二信使，有着广泛而复杂 

的生物学活性。钙超载是多种脑性疾病所具有的共同特性， 

也是神经元死亡的最后共同通路 。NMDA受体具有对ca 

的高通透性的特点，它有磷酸化和通道阻断剂等结合位点 ， 

缺血损伤后 NMDA受体激活可介导ca2+内流和胞内ca2+超 

载，引发一系列病理变化过程，导致细胞损伤和凋亡。本实验 

结果表明，缺糖缺氧再灌注后海马神经元内钙明显升高， 

pshRNA spten能有效地阻止ca2+内流，降低缺氧损伤再灌注 

海马神经元内[Ca2+]i，从而减少钙离子升高所导致神经元死 

亡。同时，本实验还采用一种无细胞毒性的细胞活力分析试 

剂 AlamarBlue，在选定时间点对细胞活力和细胞增殖情况进 

行分析 ，反映缺血性神经元的损伤情况，AlamarBlue结果表 

明，缺氧损伤的神经元转染重组质粒 pshRNA spten后 ，细胞 

活力明显上升。 

目前也有报道，NMDA受体各亚单位在胞内的c一末端 

都有磷酸化作用位点，都能被 PKC磷酸化，PKC直接使NR2B 

受体 C端 Ser 1303，Ser 1323磷酸化而激活 NR2B受体 ，PKC 

也可通过激活酪氨酸激酶(Src)信号级联反应，增强 NR2B受 

体功能．8_。当然['TEN也可能作用于PKC引起 NR2B的Src 

和Ser磷酸化水平改变，继而引起神经元Ca2+改变，达到对 

神经元保护作用，但其具体机制不清，这也正是我们下一步 

的研究 目标 。脑缺血临床治疗问题也主要是寻找对 Glu、 

NMDA受体引起 ca 超载的关键环节或相关靶点有调控作 

用的药物 ，根据以上特点 PTEN有望成为新型的靶向治疗药 

物。 
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