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缺氧预适应小鼠脑匀浆提取液增强分化PC 12细胞缺氧耐受性 

的最适浓度研究 

李 宏 2，高钰琪 1 
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【摘 要】目的：探索缺氧预适应小鼠脑匀浆提取液(Brain tissue extract 0f hypoxia-preconditioned mice，BHP)对NGF诱导分化 

的PC12细胞缺氧耐受性的影响及保护性作用的适合浓度。方法：复制小鼠急性重复缺氧模型，制备 BHP，用考马斯亮蓝法定量 

蛋白。在分化 PC12细胞中加入 BHP使其蛋白终浓度分别为 1．0、10．0、100．0IXg／ml(BHP组)。以等蛋白终浓度正常小鼠脑匀浆 

提取液(Brain tissue extract of normal mice，BN)作为对照组(BN组 )。同时设置只加 PBS的溶剂对照组(PBS组)。缺氧(2％02) 

培养 24、48、72h后 ，采用回唑盐(MrlT)比色法检测各组细胞活力(OD 值 )和乳酸脱氢酶(LDH)透出率 、缺氧 72h晚期凋亡 

率。结果：缺氧 24h时，蛋白终浓度为 10．0、100．0 g／ml的 BHP组 OD 值显著高于同浓度 BN组和缺氧 PBS组，其 LDH透 

出率显著低于同浓度 BN组和缺氧 PBS组。随缺氧时间延长，其保护作用逐渐减弱。至缺氧 72h时，仅蛋白终浓度为 

100．0 s／ml的 BHP组 OD 值显著高于同浓度 BN组，其 LDH透出率、晚期凋亡率均显著低于缺氧 PBS组。结论：BHP对分 

化 PC12细胞缺氧耐受性的增强作用有浓度依赖性和时间依赖性 ，蛋白终浓度为 100．0 g／ml的 BHP组保护作用稳定、持久。 
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A study of optimal concentration of brain tissue extract of hypoxia—-preconditioned 

mice to enhance tolerance of differentiated PC1 2 cells to hypoxia 

LI Hong，et al 

(Key Laboratory for High Ahitude Medicine of PLA，Section of Pathophysiology and High Ahitude 

Physiology，College of High Ahitude Military Medicine，the Millitary Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of brain tissue extract of hypoxia-preconditioned mice(BHP)on tolerance of 

NGF—induced differentiated PC 12 cells to hypoxia an d the optimal concentration for protective effect．M ethods：The mice model 

of acute repetitive hypoxia was reproduced and BHP was prepared．BHP was added into the cultures of 4-5 day differentiated 

PC12 ceHs and the final protein concentrations of BHP were 1．0、10．0、100．0 g／ml(BHP groups)respectively．Brain tissue ex— 

tract of normal mice(BN)at the same three protein concentrations were used as controls(BN groups)and PBS solvent control 

groups were also prepared in which only PBS was added(PBS groups)．Then differentiated PC12 cells were cultured in hypoxia 

(2％02)．After 24，48，72 hours’hypoxia，colorimetric method(OD )of tetrazolium salt MTr staining was adopted to determine 

cell viability and lactate dehydrogenase(LDH)leakage assays were also conducted at the sanle time．Besides，apoptotic pe卜 

centages at late stage(72 hours’hypoxia)were detected．Resu／ts：After 24 hours’hypoxia，OD ValUes of BHP groups with 

protein concentrations being 10．0、100．0 g／ml were significantly higher，but their LDH leakage percentages were significantly 

lower than those of BN groups with the same protein concentrations and of hypoxic PBS group．With hypoxia prolonging，BHP 

gradually lost the protective effect．At the time point of 72 hours’hypoxia，OD values of only BHP group at 100．O Ix 

protein concentration was significantly higher than that of the corresponding BN groups，its LDH leakage percentage and apop- 

totic percentage was significantly lower than those of the hypoxic PBS group．Conclusion：Th e effects of BHP on tolerance of 

differentiated PC12 cells to hypoxia depend on its concentrations an d on its treating time．Besides，BHP at final concentration of 

100．0 g／ml protein showed steady，prolonged protective effect． 
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缺氧为一常见病理过程，寻找增强机体抗缺氧 

能力的药物和措施可缓解缺氧造成的损伤，是 目前 

研究的一个热点。研究表明缺氧／缺血预适应可以 

诱导内源性物质改变而显著增强动物或细胞对缺 

氧的耐受性I ]，小鼠急性重复缺氧耐受模型研究表 

明，小鼠经 4次连续亚致死量缺氧不仅可增强小鼠 

本身对缺氧的耐受性，而且用此模型制备的 BHP能 

显著提高正常小鼠和离体细胞对缺氧的耐受性 ，其 

机制可能也与内源性保护机制的激活、抗缺氧活性 

物质的产生或增加等因素有关 。但文献中均无 

BHP显著增强正常小鼠和离体细胞对缺氧耐受性 

的有效浓度的报道。研究表明，随着 BHP的浓度不 

同，其对细胞的作用呈现出双相效应，即在浓度较 

高时，对细胞既有保护效应又有损伤作用1 。为寻找 

BHP保护性成分作用的适合浓度，本研究通过观察 

较低剂量 BHP对缺氧培养不同时间、用 NGF诱导 

分化的 PC12细胞缺氧耐受性的影响，为研究 BHP 

增强缺氧耐受性的物质基础和进一步寻找 BHP中 

增强神经细胞缺氧耐受性的有效成分奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物和细胞 

昆明小鼠，l8-22g，雌雄各半(第三军医大学动物所提 

供)。PC12细胞来源于ATCC。 

1．2 方 法 

1．2．1 缺氧预适应小鼠模型的复制和 BHP的制备 按文献 

【6]复制小鼠急性重复缺氧模型。按文献【7]制备 BHP储存液 

和 BN储存液。过滤除菌后分装，一70 c冻存。实验时用 PBS 

稀释至所需浓度。 

1．2．2 BHP和 BN中蛋白含量检测 按照文献【10】用考马斯 

亮蓝法以BSA(Siv a公司)为标准蛋白绘制蛋白浓度标准曲 

线并测定BHP、BN中蛋白含量。按照文献【91力Ⅱ样后，分别取 

3oo l BSA配制的绘制标准曲线用样品、BHP、BN样品于 

96孑L板各孑L中，于酶标仪上 595nm波长下比色，根据绘制 

的标准曲线读取各样品蛋白浓度值。 

1．2-3 PC12细胞 的培养及诱导分化 用含 10％马血清和 

5％胎牛血清(HyClone公司)的 RPMI1640(Gibco公司)常规 

培养 PC12细胞⋯I，按照 1．5 x 1 o4个 ，cm 接种传代，每 2d换 

液 ，用对数生长期细胞做 实验 ，实验前 1d换 液。用含 

50n~mINGF(promeo 公司)的 RPMI1640诱导分化。以分化 

第 4～5d细胞做各项检测。 

1．2．4 实验分组及缺氧前样品处理 

1．2．4．1 实验分组 见表 1。 

1．2．4．2 缺氧前样品培养、处理 各项检测中，各组样品在 

接种对数期细胞后 ，均用含 10％马血清和 5％胎牛血清 的 

RPMI1640常氧培养24h，换成分化培养液诱导分化。分化第 

4～5d后按照表 1分组并分别加 BHP储存液 、BN储存液和 

PBS。各组继续常氧培养 8h，除 NPBS组外其余各组行缺氧 

(2％O，)处理。 

1．2．5 BHP、BN对缺氧、分化 PC12细胞 M rr(OD )值的 

影响 接种 PC12细胞于多聚赖氨酸(Sigma公司)包被的 96 

孑L板(3．0x 10，个 ／孑L)，按表 1分组并行缺氧前样品培养、处 

理 ，除 NPBS组外其余各组缺氧(2％O )培养 24、48、72h。 

NPBS组继续常氧培养相应时间。随后按文献[Z2N~ 方法， 

在酶标仪上检测 OD 值。各组每个时间点做 3个复孑L，进 

行 3次独立实验。 

1．2．6 BHP、BN对缺氧、分化 PC12细胞 LDH透出率的影响 

接种 PC12细胞于多聚赖氨酸包被的 24孑L板(1．0 x 1 04个／ 

孑L)，按表 1分组并行缺氧前样品培养 、处理，每孑L吸取培养 

表 1 实验组的设置、表示符号及培养条件 

注：在 BHP组各组中加入蛋白终浓度为 1．0、10．0、10o．0 ／ml的 BHP，在 BN组各组中加入等体积、蛋白终浓度为 1．0、10．0、 

10o．0 Eml的BN，在 PBS对照组中只加入等体积的 PBS作溶剂对照。除 NPBS组一直常氧培养外，其余各组均需缺氧培养。 

表 2 小鼠每次耐受时间(min)(互±s)(n：10) 

Ap<0．cl5与第 1次标准耐受时间比较。 
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液 5 0 “ l 用 于 检测 L D H 活 力 ( L D H 。) 。 随后 缺 氧培养 2 4 、 4 8 、

7 2 h ， N P B S 组 继 续 常 氧培 养相应 时 间 。 处 理 结 束后 ， 每孑L吸取

培 养 液 5 0 斗 l 检 测 在 缺 氧 相 应 时 间 时 培 养 液 的 L D H 活 力

( L D H ，) 。 在 2 4 孔 板 中加 入 等 体 积 2 ％ T r i t o n X — 10 0 ( S i g m a

公 司 )使其终 浓 度 为 ： l ％ ， 静 置 10 m i n ， 吹 吸 培 养 液 洗 下 细 胞

碎 片 ， 4 ℃ ， 8 0 0 0 g ， 离 心 5 m i n ， 取 上 清 检 测 L D H 活 力 ( L D —

H a ) 。 L D H 活 力检 测 均 按 南京建成 L D H 试 剂盒 说 明进 行 。 根

据 公 式 计 算 L D H 透 出 率 ：L D H 透 出 率 ( ％ ) = ( L D H 。
一 L D H 。 )

／L D H a X 10 0 ％ 。 各 组 每个 时 间点 做 3 个 复孑L ， 进 行 3 次 独 立

实验 。

1 ． 2 ． 7 B H P 、 B N 对 缺 氧 、 分 化 P C I 2 细 胞 晚期 凋 亡 率 的影 响

用 细 胞 爬 片 法 ， 即 用 多 聚 赖 氨 酸 包 被 预 置 灭 菌 盖 玻 片 的

2 4 孑L板后 ， 按 照 2 ． 0 X 10 4 个 ／孑L接种 P C I 2 细胞 ， 按 照 表 1 分

组 并 行 缺 氧 前 样 品 培 养 、 处 理 ， 除 N P B S 组 外 各 组 缺 氧 培 养

7 2 h ， N P B S 组 继 续 常氧培养 7 2 h 。 随后 H o e c h s t 3 3 2 5 8 ( S ig m a

公 司 )染色唑 荧 光 显 微 镜 观 察 。 随机 计 数 5 0 0 个 细 胞 ， 计算

凋 亡 晚期 细胞 百 分 率 。

1 ． 2 ． 8 统 计 分 析 结 果 以 均 数 ± 标 准 差 ( x 4 -

s ) 表 示 ， 用

S P S S l 0 ． 0 软件进 行 O n e
— W a y A N O V A 分析 。

2 结 果

2 ． 1 缺 氧 预 适 应 模 型 复 制 结 果

小 鼠按 文 献 [5 】模 型 经 4 次 缺 氧 后 ， 缺 氧耐 受 时

间 极 显 著 增 加 ， 缺 氧 预 适 应 效 果 极 显 著 (P < 0 ． 0 0 1 )

( 表 2 ) 。

2 ． 2 P C I 2 细 胞 诱 导 分 化

经 N G F 诱 导 分 化 的 P C I 2 细 胞 形 成 神 经 突 起

( 图 1 ) 。

2 -3 B H P 、 B N 对 缺 氧 、 分 化 P C I 2 细 胞 活 力 的 影 响

缺氧 2 4 、 4 8 、 7 2 h 时 ， H P B S 组 M 1 Tr ( O D 5 ‰ )值均

显 著低 于 N P B S 组 ， 说 明 2 ％ 0 ： 低 氧 环 境 显 著 降低

( A ． 未分化 P C I 2 细胞 ；B ． 分化 4 ～ 5 d P C I 2 细 胞 ， 白色箭 头指示 分化形 成 的突起 ， × 1 6 0 )

图 1 未分 化 和 分 化 P C I 2 细 胞

表 3 B H P 、 B N 作 用 于 分 化 P C I 2 细 胞 ，缺 氧不 同 时 间 的 M _r r ( O D 5 ‰ ． )值 ( ；± 5 ) ( 礼 = 3 )

。愀 0 ． 0 5 与 N P B S 组 比较 ； 垆 < 0 ． 0 5 与 H P B S -

~H IZ 较 ； ．P <0 ． 0 5 与 等蛋 白浓 度 B N 组 比较 。
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分 化 P C I 2 细 胞 活 力 。

M T r ( O D ‰ ) 值 变 化 为 ： 缺 氧 2 4 h ， B H P ，n - o 、

B H P 。∞ 。 、 B N 。。小 B N I 【1 1 _。 组 分 别 显 著 高 于 H P B S 组 ；

B H P m 。 组 显 著 高 于 B N 。。。 组 ， B H P 。㈣ 组 显 著 高 于

B N ，㈣ 组 。 缺氧 4 8 h ， B H P 。～ B N ．叭 。 组 分别显 著高于

H P B S 组 ；B H P ，帆 0 组 显 著高 于 B N ．∞ 0 组 。 缺 氧 7 2 h ，

仅 B H P 。㈣ 组 显 著高于 H P B S 组 ， 也 显 著高 于 B N 。∞ D

组 ( 表 3 ) 。

2 ． 4 B H P 、 B N 对 缺 氧 、 分 化 P C I 2 细 胞 L D H 透 出 率

的 影 响

缺 氧 2 4 、 4 8 、 7 2 h 时 ， H P B S 组 L D H 透 出率 均 显

著高 于 N P B S 组 ， 证 实 2 ％ 0 ： 低 氧 环 境 对 分 化 P C I 2

有 显 著损伤作用 。

L D H 透 出率 变 化 为 ：缺 氧 2 4 h ， B H P l 0 ． 0 B H P I∞ 。 、

B N l 0 ． 0 B N 。m 。 组 均 显 著低 于 H P B S 组 ；B H P 。。。 组 显 著

低 于 B N 。0 0 组 ， B H P 。∞ 。 组 显 著 低 于 B N ，∞ 。 组 。 缺 氧

4 8 h ， B H P l 0 ．0 B H P l l30
． 0

"

~ B N l 咖 组 均 显 著低 于 H P B S 组 ；

B H P ，∞ 。 组 显 著低 于 B N 。∞ 。 组 。 缺 氧 7 2 h ， 仅 B H P t ㈣

组 显 著低 于 H P B S 组 ( 表 4 ) 。

2 ． 5 B H P 、 B N 对缺 氧 、 分 化 P C I 2 细 胞 晚 期 凋 亡 率

的 影 响

缺 氧 7 2 h ， H o e c h s t 3 3 2 5 8 染色 。 分化 P C I 2 细胞

核 形 态 变化 见 图 2 。 缺 氧 7 2 h ， H P B S 组 晚期 凋 亡 率

显 著高于 N P B S 组 。 仅 B H P 。m 。 组 晚期凋 亡 率显 著低

于 H P B S 组 ( 表 5 ) 。

3 讨 论

P C I 2 细 胞是 大 鼠嗜铬细 胞瘤 克隆化 细 胞株 ， 用

N G F 诱 导 分化 后 形 成 突起 、 失 去 分 裂 、 增 殖 的 能 力 ，

同时 细 胞 内发 生 一 系 列 变 化 并具 有 典 型 的 神 经 细

胞 的特征 ， 能 够分 泌 神经 递 质 。 其特 点与 肾上 腺 素

( H o e c h s t 3 3 2 5 8 染 色 ， 形 态 完 整 、 呈 均 匀蓝 色 的核 为正 常细 胞 核 ；致 密浓 染或 呈 碎 块 的核 为凋 亡 细 胞核 ， 如 白色箭头所 指

A ． X 3 2 0 ； B ． x 6 4 0 )

图 2 缺 氧 7 2 h 分 化 P C I 2 细 胞 核 形 态 变 化

表 4 B H P 、 B N 作 用 于 分 化 P c l 2 细 胞 ，缺 氧不 同 时 间的 L D H 透 出率 ( X ± 5 ， n = 3 )

a
P < 0 ． 0 5 与 N P B S 组 比较 ； 中 < 0 ． 0 5 与 H P B S 组 比较 ； ．P <0 ． 0 5 与等蛋 白浓 度 B N 组 比较
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BN组 

BHP组 

45．97±7．48 

44．15±8．15 

44．58±7-44 

42．16±6．65 

42．87±6-48 

37．24±3．6 

zP<0．05与 NPBS组比较； )<O．05与 HPBS组比较。 

能神经元和胆碱能神经元相似，为广泛使用的神经 

细胞模型，被用于神经突起形成、与神经细胞分化 

相关基因表达、受体表达 、神经递质合成、分泌研 

究[14--I司。因此研究 BHP对分化 PC12细胞的作用有 

助于了解 BHP对缺氧最敏感的神经细胞的作用。 

虽然 BHP能显著增强正常小鼠和离体细胞对 

缺氧的耐受性，但是文献中尚未报道其有效浓度【6．7一。 

在本研究以前的结果已经证实，BHP对离体细胞存 

在较为普遍的缺氧保护效应，对 HepG2细胞阎、未用 

NGF诱导的 PC12细胞均有缺氧保护效应(结果另 

文发表)。但是 BHP在脑组织浓度为 5．0mg／ml以上 

时，在缺氧 24h对 HepG2细胞的保护作用显著强于 

等浓度 BN，但在缺氧 72h对缺氧 HepG2细胞有损 

伤作用嘲。用未经 NGF诱导的PC12细胞研究发现， 

BHP在脑组织浓度为 6．4mg／ml以上时，只在缺氧 

24h对缺氧、未经 NGF诱导的 PC12细胞有保护作 

用，在缺氧 72h对缺氧的该细胞有损伤作用 ；在脑 

组织浓度为 3．2mg／ml以上时，在缺氧 24、48h对缺 

氧的该细胞有保护作用，在缺氧 72h对该细胞的保 

护作用与等浓度 BN无显著差异；而在脑组织浓度 

为 0．8mg／ml时，在缺氧 24、48、72h对该细胞均有保 

护作用(结果另文发表)。因此，BHP对缺氧细胞的 

作用在高浓度时明显地存在着双相效应 ，在缺氧早 

期显示正向保护效应 ，在缺氧晚期却表现出负向损 

伤效应。这与近年来对有关缺氧预适应效应的研究 

结果一致，这可能是因为缺氧预适应具有保护和损 

伤双重作用，在预适应中产生保护性物质的同时， 

也产生了损伤性物质f押， J，可能在 BHP浓度较高时， 

其中的损伤性成分的浓度也较高，因此在缺氧后期 

出现损伤作用(结果另文发表)。而高浓度损伤性物 

质存在时将不利于BHP中正向保护性成分的研究， 

所以本研究选用较低浓度BHP探讨其对NGF诱导 

分化的 PC12细胞神经元模型有无缺氧保护效应 ， 

根据蛋白含量检测，1．0、10．0、100．0 g／ml蛋白浓度 

的 BHP分别相 当于脑组织浓度为 0．015、0．147、 

1．467mg／ml的 BHP。 

本研究中以上述 3种浓度的 BHP对 NGF诱导 

分化的 PC12细胞 MTI"(OD )值的检测结果显 

示，缺氧 24h时，BHP在其蛋白终浓度为 10．0 咖 l 

以上时对缺氧、分化 PC12细胞有保护作用，并且其 

保护作用强于 BN，说明在缺氧预适应过程中，在小 

鼠体内确实产生了对神经细胞有保护效应的物质。 

随着缺氧时间的延长，蛋白终浓度为 10．0~g／ml的 

BHP的保护作用逐渐消失。至缺氧72h时，只有蛋 

白终浓度为 100．0 的 BHP对分化PC12细胞 

的保护效应显著强于 BN。这说明 BHP中具有缺氧 

保护作用的物质的作用有量效关系和时间效应。 

LDH透出率检测结果显示，缺氧 24h，BHP蛋 

白终浓度在 10．0~g／ml以上时，与等浓度 BN比较， 

可显著降低分化 PC12细胞的LDH透出率 ，证实了 

BHP中存在保护性物质。随着缺氧时间的延长，保 

护作用逐渐减弱。至缺氧 72h，只有蛋白浓度在 

100．0 咖 l的 BHP有保护作用。 

晚期凋亡率检测结果显示，只有蛋白浓度在 100．0 

咖 l的 BHP对缺氧 72h的分化 PC12细胞有保护 

作用。 

本研究结果显示 3种浓度 BHP对 NGF诱导分 

化的PC12细胞无损伤作用 ，但浓度太低时(1．0 g／ 

ml蛋白)，也无显著保护作用。而在 BHP蛋白浓度 

为 100．0 g／ml时，在不同缺氧时间点对分化 PC12 

细胞均有显著保护作用 ，无损伤作用，因此用此浓 

度的BHP进一步实验将有助于分析、分离其中的有 

效保护物质，为进一步研究其中的有效成分奠定了 

基础。 
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床应用发展的趋势，结合 目前对 PC MSG基因序列 

及其功能分析结果 Ⅻ，我们针对 PC MSG靶基因 

设计同源序列，用含有 RNA聚合酶启动子III(RNA 

pollII)的转录载体pTZU6+1成功构建能产生 siRNA 

的重组载体质粒pPC—MSG，为 RNAi治疗 PCP的实 

验研究与临床研究奠定了基础，已经证明重组载体 

质粒 pPC—MSG在体外对 PC有一定干扰作用。 
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