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海马脑片氧糖剥离模型中血晶素对脑红蛋白表达的影响 
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【摘 要】目的：观察血晶素(Hemin)对海马脑片氧糖剥离(Oxygen／glucose deprivation，OGD)模型的保护作用及其对脑红蛋白 

(Neuroglobin，Ngb)表达的影响。方法：取新生 8-10d SD大鼠，制备厚约 400 ITI海马脑片，培养 2周后筛取完好无特异荧光着 

色的脑片，随机分为 3组：正常培养对照组(HOTC)，单纯缺氧缺糖组(OGD)，预加 Hemin再缺氧缺糖组(Hemin+OGD)。除 

HOTC组外，其余各组在5％C0 、95％N 的混合气体中培养1．5 h，其后恢复培养24h。冰冻连续冠状切片，分别作尼氏染色、Ngb 

的免疫组织化学染色。应用免疫组织化学染色和图像分析处理技术观察海马脑片Ngb蛋白表达，并观察神经元形态学改变。结 

果：OGD组锥体细胞发生坏死，锥体细胞数量明显减少；Hemin+OGD组坏死较前者轻，锥体细胞数较前者多。OGD组海马脑片 

中形态结构正常的阳性细胞少 ，多数阳性神经元结构模糊、肿胀，Ngh的表达强于 HOTC组，二者相比有显著性差异(P<0．05)； 

Hemin+OGD组海马脑片中大部分细胞形态结构正常，少数阳性神经元结构模糊、肿胀 ，Ngb蛋白的表达较 HOTC组和 OGD组 

明显增强(P<0．01)。结论：血晶素可减轻海马脑片缺糖缺氧性损伤，其机制可能与其诱导神经元表达Ngb密切相关。 
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NeurOprOtectiVe of neuroglobin induced by hemin in the hippocampal 

organotypic tissue cultures after combined oxygen／glucose deprivation 
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【Abstract]Objective：To investigate the neuroprotective role of hemin and its effect on the expression of neuroglobin in the hippocampal 

organotypic tissue cultures(HOTC)after combined oxygen／glucose deprivation(OGD)．Methods：SD rats，8-10一days old，were sacfi一 

作者介绍：王 莉(1974一)，女，主治医师，博士， 

研究方向：信号传导。 

通讯作者：余 刚，男，副教授，E—mail：yugangw@yahoo．corn。 

基金项目：国家自然科学基金项目资助(NO30500170)。 

riced for brain．HOTC were made and randomly divided into three 

groups：HOTC，HOTC undergoing OGD(OGD)，HOTC under- 

going OGD following pretreatment with hemin (Heroin+OGD)． 

The expression of neuroglobin was detected by immunohisto一 

药突变率略低于国外文献报道的原因[61，可能有地域 

差异，也说明还有其它位点耐药机制所致。通过荧光 

显微镜观测发夹 DNA探针与靶点杂交技术快速鉴 

定部分结核分支杆菌耐EMB基因型，灵敏快速，从扩 

增到杂交结果判断仅需 1 d，对早期诊断及指导临床用 

药很有价值。 
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chemical technique and computer-assisted image analysis．Results：In OGD group，hippocampal organotypic tissue lost normal structure 

and neurons were damaged severely．Pretreatment with hemin could effectively reverse the damage of the neurons
． The expression of neu— 

roglobin in the Hemin+OGD group were significantly stronger than that in the OGD group
． Conclusion：Heroin has protective effect on 

injury induced by OGD in rat hippaocampal slices，which is associated with enhanced expression of neuroglobin． 

【Key words]Hippoeampal organotypie tissue cultures(HOTC)；Oxygenl／glucose deprivation(OGD)；Neuroglobin；Heroin 

脑红蛋白(Neuroglobin，Ngb)是第三类携氧球 

蛋白，是内源性神经保护因子，增加其表达的药物 

可预防卒中进展。但 Ngb调控机制 目前尚不清楚， 

至今未发现可用于临床 的 Ngb诱导剂。血晶素 

(Hemin)可诱导 HN33永生化海马细胞表达 Ngb，进 

一 步研究表明血晶素可诱导局灶性脑缺血大鼠Ngb 

表达增多，减轻缺血性损伤l1．21。目前有关海马脑片 

缺氧缺糖损伤中 N 表达及血晶素的诱导情况还 

未见报道，为此，我们建立大鼠海马脑片氧糖剥离 

模型 ，以研究 氧糖剥离 (Oxygen／glucose deprivation， 

OGD)时海马脑片神经元中 Ngb的表达和调控，为 

寻找Ngb诱导剂提供依据。 

1 材料方法 

1．1 材料 

新生8～10 d SD大鼠，体重30～50 g(购于第三军医大学 

大坪动物中心)。血晶素购自美国Sigma公司。兔抗 Ngb多克 

隆抗体购自美国SantaCruz公司；HBSS、谷氨酰胺和马血清购 

自美国 GIBCO公司；D(+)一glucose、HEPES购自美国Sigma公 

司。ABC试剂盒为美国Vector公司产品。活组织切片机为美 

国产的 Mcllwain Tissue Chopper；培养箱为德国 HERAEUS；日 

本产 NIKON倒置荧光显微镜。 

1．2 方法 

1．2．1 海马脑片氧糖剥离模型的建立及标本处理 

1．2．1．1 海马脑片制备及分组 取新生 8～10 d SD大鼠，乙 

醚麻醉、无菌条件下断头取脑，置含糖 7．5 mg／ml的 HBSS中， 

剥出海马，活组织切片机上铺消毒滤纸，将海马逐个放在滤 

纸上纵向切片，约 400 m。6孔培养板内各加入 1．2ml的海 

马脑片培养液，然后放入插入式微孔滤膜 ，将完好的海马脑 

片分放在各孔内的滤膜上。置 37~C、5％CO 、平衡湿度的标 

准培养箱内培养 ，每周更换培养液 2次。培养液成分为 ： 

50％MEM，25％EBSS，25％马血清，6．5 mg／L的 D一葡萄糖，2O 

mmol／L HEPES，2 mmol／L谷氨酰胺。 

将各孔脑片随机分为 3组(每组 2孔 )，分别为正常培养 

对照组(HOTC)；实验组 ，单纯缺氧缺糖组(OGD)，预加 Hemin 

再缺氧缺糖组(Hemin+OGD)。 

1．2．1．2 海马脑片缺氧缺糖培养及标本处理 按照 Laaket 

法，海马脑片培养2周时，各孔培养液内均加入 100 10．1mmol／L 

的碘化丙锭 ，置 37℃、5％CO 、平衡湿度的标准培养箱内孵 

育 1 h，在荧光显微镜下筛取完好无特异荧光着色的脑片，并 

记录。筛取后的各组脑片换入正常培养液中，并分别加入 120 

l培养液 、50 l的 Heroin，置 37~C、5％CO2、平衡湿度的标 

准培养箱内孵育 1 h之后 ，除 HOTC组外 ，其余各组均换成 

平衡盐溶液(pH 7．4)。将培养板放入密闭自制容器中，分别 

充入 5％C0：、95％N 的混合气体，密闭容器充满气体后放人 

37％培养箱 ，1．5 h后换人正常培养液，置 37℃、5％CO 、平衡 

湿度的标准培养箱内恢复培养 24 h；培养至 23 h时各组中均 

加入 100 】0．1 mmol／L的 PJ，继续培养 1 h，在荧光倒置显微 

镜下观察、拍照，最后用 4℃、4％多聚甲醛固定。 

将各组已固定的海马脑片换人30％蔗糖溶液内，4℃ 12 h。 

然后冰冻连续冠状切片，片厚 20 mm。每组切片各按顺序分为 

3套，分别作尼氏染色、N 的免疫组织化学染色和阴性对照 

染色。 

1．2．2 免疫组化 、Nissl染色方法 

免疫组织化学染色(sP法)：切片于 0．01 mo 1／L磷酸盐 

缓冲液(PBS，pH 7．4)内冲洗 5 min后，滴加 3％过氧化氢溶 

液，室温 30 min；用免疫组化试剂盒封闭液处理 0．5 h，吸去多 

余封闭液；滴加N曲多克隆抗体 1：100，48 h(阴性对照组用 

一 抗稀释液 0．3％Triton—PBS代替一抗)；滴加生物素标记二 

抗 ，室温 1 h；滴加辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素工作 

液，室温 1 h；以上每步之后均用 0．01 mo I／L PBS漂洗，5 min x 

3次 ；最后入 DAB／HE02 0．05％／0．01％)溶液显色反应 1O～15 

min。苏木素复染，常规脱水，透明，干燥，封片。 

Nissl染色：切片经二甲苯、梯度酒精脱蜡至水，蒸馏水 

浸洗 5 min，1％甲苯胺蓝 60％浸染 40 min。蒸馏水漂洗 5 

min，95％酒精分化 1 min，无水乙醇脱水、透明、封片。 

1．3 数据处理和资料分析 

免疫组织化学染色切片采用德国Leica Qwin图像处理 

与分析系统进行图像分析。每组中选取 5张切片进行图像分 

析，每张切片均选取相同的部位 ，各部位均选取 3个测量点 

(避开细胞缺失区域)以检测其灰度值。测量时，每个测量点 

测量的象素量基本一致，以上测量的灰度值减去相应区域背 

景色的灰度值后的平均值为最终灰度值。结果以实验组灰度 

值／HOCT组灰度值X 100％表示N 蛋白表达相对水平。 

统计学处理 ：本实验数据均以均数 ±标准差 ( ±S)表 

示。以SPSS 10．0版专用统计分析程序对各组数据进行单因 

素方差分析。P<0．05为统计学差异显著，P<0．0l为统计学差 

异非常显著。 
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2 结 果

2 ． 1 N g b 免 疫 组 化 染 色情 况

N g b 在 正 常培 养 海 马 脑 片 中有 表 达 ， 阳性 细 胞 呈

棕 色 ， 阳 性 物 质 定 位 于 神 经 元 的 细 胞 质 中 ， 突 起 中

亦 有 少 量 着 色 。 O G D 组 海 马 脑 片 中 ， 形 态 结 构 正 常

的 阳 性 细 胞 少 ， 多 数 阳 性 神 经 元 结 构 模 糊 、 肿 胀 ， N g b

的 表 达 强 于 H O T C 组 ，
二 者 相 比 有 显 著 性 差 异 (P <

0 ． 0 5 ) ：H e m i n + O G D 组 中 ， 大 部 分 细 胞 形 态 结 构 正 常 ，

少 数 阳 性 神 经 元 结 构 模 糊 、 肿 胀 ， N g b 蛋 白 的 表 达 较

H O T C 组 和 O G D 组 明显 增 强 (P < 0 ． 0 1 ) ( 图 1 ) 。

2 ． 2 N i s s l 染 色 情 况

对 照 组 海 马 锥 体 细 胞 排 列 整 齐 ， 边 缘 清 晰 ， 呈 多

角 型 ， 中有 核 仁 ， 顶 树 突 向 内层 放 射 状 伸 展 。 O G D 组

锥 体 细 胞 发 生 坏 死 ：细 胞 体 缩 小 ， 变 成 三 角 形 ，
N i s s l

小 体 溶 解 、 消 失 ， 胞 浆 呈 均 匀 蓝 色 ， 胞 核 浓 缩 深 染 ，

结 构 消 失 。 锥 体 细 胞 数 量 较 正 常 对 照 组 明 显 减 少 ；

H e m i n + O G D 组 海 马 脑 片 形 态 基 本 正 常 ， 锥 体 细 胞 数

较 O G D 组 多 ( 图 2 ) 。
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3 讨 论 

神经组织的活动需要很高的能量．人脑的重量 

只有体重的 2％，其耗氧量却高达人体总耗氧量的 

20％。脑组织短暂缺血缺氧，必然导致神经元的死 

亡和部分神经功能的丧失。作为第三类携氧球蛋 

白，虽然 Ngb的浓度不高，但与氧有很高的亲和力 ， 

即使血氧浓度较低，Ngb也能转运氧通过血脑屏障， 

提高脑组织氧的利用率 ，在一定程度上延缓神经元 

的死亡，维持神经细胞的正常生理功能。 

研究表明大鼠大脑皮质 Ngb蛋白及其 mRNA 

在持续缺氧过程中表达连续上调，而在间歇缺氧模 

型中，只在早期表达增加『4l。在严重低氧24 h(O～1％ 

0：)的神经细胞系中，Ngb mRNA表达增加，但在大 

鼠短暂全脑缺血后并未发现 Ngb mRNA表达增加【5j。 

在小鼠大脑短暂缺氧(7．6％0：)2 h后并未使 Ngb表 

达增强和表达范围增加，Ngb mRNA也无变化，提示 

在活体内单纯缺氧并不能诱导 Ngb的表达161。也有 

研究认为 Ngb只能在急性缺血缺氧时发挥作用。由 

于体外细胞培养不能反应神经系统正常的生理学 

和形态学特征，而在体缺血一再灌注模型不容易控 

制干预因素 ，因而导致研究结果出现一定的争议。 

为了克服细胞培养和在体模型的缺陷，我们利用海 

马脑片制备缺氧缺糖模型，模拟在体脑缺血以研究 

Ngb在缺血性脑损伤中的作用及调控。研究结果发 

现。Ngb蛋白在正常海马脑片的神经元中有表达，位 

于胞浆 ，呈棕黄色。Ngb蛋白在 OGD组海马脑片的 

表达强于HOTC组，二者相比有显著性差异(P<0．05)。 

提示脑缺血可诱导 Ngb蛋白表达，发挥神经保护作 

用 。 

大量研究证实了Ngb在脑缺血中的神经保护 

作用。证据包括缺氧神经元和脑缺血可诱导Ngb表 

达．增强 Ngb表达可减轻低氧神经元损伤及脑缺血 

性损伤，反之，敲除Ngb表达则促进损伤。Ngb过表 

达的转基因鼠可耐受脑梗塞[7--91。 

虽然Ngb在神经保护中有着至关重要的作用， 

但目前还未发现可用于I临床的Ngb诱导剂。血晶素 

(Heroin，又名氯高铁血红素 )可诱导血红蛋白和其 

他红细胞系统特异蛋白激酶的基因转录、翻译 ，并 

提供铁和血红素以供组装血红蛋白，已用于治疗间 

歇性血卟啉病口0／。Ngb是脊椎动物体内的4种球蛋 

白之一，与血红蛋白、肌红蛋白以及细胞球蛋白均 

属于血红素蛋白家族的一员fll】。Ngb含有一个铁卟 

啉环结构 ，有 6个配位键，其近端组氨酸残基是辅 

基血红素的结合位点，远端组氨酸残基含有结合辅 

基血红素结合配体的位点 ，苯丙氨酸残基和辅基血 

红素相互作用，使Fe 可稳定在血红素分子中。并避 

免Fe 氧化为无携氧能力的Fë 。Zhu等fl】发现血晶 

素在体外可促进 Ngb表达。本实验证实海马脑片 

OGD时，血晶素诱导神经元表达 Ngb增加，明显减 

轻缺氧缺糖损害，为防治缺血性脑卒中提供新思路。 

研究提示血晶素通过 sGC—cGMP—PKG通路诱 

导正常海马神经元表达 Ngb[”，但具体机制目前还不 

十分清楚。进一步明确 Ngb的调控机制．以此为切 

入点探索有效的诱导剂，将是一项特别有吸引力的 

脑保护新策略。 
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