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【摘 要】目的：探讨全反式视黄酸(all—trans retinoic acid，ATRA)是否能够抑制缺氧缺糖损伤(oxygen and glucose—deprivation， 

OGD)诱导的原代神经元凋亡。方法：采用原代神经元作为研究对象，分为对照组、OGD组、OGD+ATRA组；体外分离培养原代 

神经元，用神经元特异性烯醇化酶 neuron—specific enolase，NSE)鉴定神经元；倒置显微镜观察OGD损伤前后细胞形态变化；流 

式细胞技术研究 OGD损伤后各组原代神经元凋亡水平；Real—time PCR检测视黄酸核受体 ot(retinoic acid receptor alpha， 

RARa)、转录生长因子 131(transforming growth factor一131，TGF一131)、转录生长因子 132(transforming growth factor一132，TGF一132)、 

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋 白水解酶一3(cysteinyl aspartate specific proteinase，Caspase一3)mRNA表达水平；Western blot印迹检测 

RARa、TGF—B、Caspase一3蛋白表达水平。结果：成功培养原代神经元；原代神经元OGD损伤后，倒置显微镜观察发现OGD组 

死亡的原代神经元较 OGD+ATRA组明显增多，细胞更加杂乱；流式细胞计数发现 OGD+ATRA组(26．1 1±2．96)％细胞凋亡率较 

OGD组(52．14±5．23)％明显降低(P=0．025)；OGD+ATRA组 RARer mRNA表达水平(1．52±0．43)和蛋白表达水平(0．22-4-0．02) 

较 OGD组的 mRNA表达水平 (0．49±013)和蛋 白表达水平(0．10-4-0．02)均明显增高(P=0．006，P=O．005)，而 OGD+ATRA组 

TGF一131、TGF一132 mRNA表达水平(0．45 4-O．10，0．41 4-0．08)分别较 OGD组(0．81 4-0．15，0．98 4-0．15)明显降低 (P=0．034，P= 

0．018)，而且 OGD+ATRA组 TGF—p、Caspase一3蛋白表达水平(0．22±0．04，0．18 4-0．03)分别较 OGD组(0．39 4-0．05，0．47±0．06) 

也明显降低( 0．016，P=O．002)，OGD+ATRA组(1．08 4-0．49)与OGD组(1．004-0．15)Caspase一3 mRNA表达水平无明显差异(P= 

0．148)。结论：ATRA可以激活其受体 RARot进而下调 TGF—p，抑制凋亡因子 Caspase一3的表达，最终抑制 OGD损伤引起的原 

代神经元凋亡。 
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by oxygen and glucose-deprivation via retinoic acid receptor alpha 
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【Abstract]Objecave：To investigate whether all-trans retinoic acid(ATRA)can inhibit apoptosis effects on primary neurons caused by 

oxygen and glucose—deprivation(OGD)．Methods：Primary neurons were isolated and cultured in vitro，and were determined for neu— 

ron-specific enolase(NSE)by immunofluorescence technique．Primary neurons were divided into three groups：control group，OGD 
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group and OGD+ATRA group．Cell morphology before and after 

OGD injury was observed by inverted microscopy．Apoptosis 

rate of primary neurons after OGD injury was measured by flow 

cytometry．The gene transcription levels of retinoic acid receptor 

alpha(RARc~)，transforming growth factor-131(TGF-131)，trans— 

forming growth factor-132(TGF一132)，cysteinyl aspartate specific 

pr0teinase(Caspase一3)were examined via real-time PCR，while 
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the protein expressions of RARot，TGF—IS，Caspase-3 were determined by Western blot．Results：Successfully cultured primary neu— 

Ions，neuron—specific enolase was observed in primary neurons obviously．After OGD injury，the cell death of OGD group was more ob— 

vious than OGD+ATRA group．Flow cytometry suggested that the apoptosis rate of OGD+ATRA group(26．1 1±2．96)％ significantly 

decreased when compared with that of OGD group(52．14±5．23)％(尸==O．025)．The mRNA and protein levels of RARer in OGD+ATRA 

group(1．52-I-0．43，0．22±0．02)were significantly higher than those in OGD group(0．49±013，0．10±0．02)(P=0．006，P=O．005)．The 

mRNA transcription levels of TGF-~I，TGF-I32 were significantly lower in OGD+ATRA group(0．45±0．10，0．41±0．08)than in OGD 

group(0．81±0．15，O．98±0．15)(P=0．034，P=0．018)．The protein expressions of TGF-13，Caspase-3 were significantly lower in OGD+ 

ATRA group(0．22±0．04，0．18±0．03)than in OGD gioup(0．39 4-0．05，0．47±0．06)(P=0．016，P=O．002)．And the mRNA transcrip— 

tion of Caspase-3 in OGD+ATRA group(1．08 4-O．49)and OGD group(1．O0±0．15)were not significantly different(P=0．148)． 

Conclusion：ATRA inhibits the apoptosis of primary neurons induced by OGD injury via activating its receptor RARot and then tum— 

ing down TGF-J3 and Caspase-3 expressions． 

【Key words]all—trans retinoic acid；oxygen and ucose—deprivation；primary neurons；transforming growth factor—B；cysteinyl aspar- 

tate specific proteinase 

维生素 A(vitamin A，VA)在一系列重要的生物 

学过程中扮演着重要的角色，包括视觉、繁殖、生长 

和发育【”。VA的生物学效应主要以其活性代谢物视 

黄酸(retinoic acid，RA)发挥作用，RA通过激活其核 

受体视黄酸受体(retinoic acid receptors，RARs)或视 

黄酸x受体(retinoid—X receptors。RXR)介导细胞的 

分化、增殖、凋亡和免疫调节等多种生物学功能[21。 

有研究报道，RA可促进肿瘤细胞凋亡，同时也具有 

损伤后保护作用，RA对过氧化氢损伤引起的肾小 

球系膜细胞和PC12细胞凋亡均有抑制作用『31。RA 

包括全反式视黄酸(all-trans retinoic acid，ATRA)、9一 

顺式视黄酸(9一cis—retinoic acid。9一cis—RA)和 13一 

顺式视黄酸(13一cis—retinoic acid，13一cis—RA)，本课 

题组前期研究发现适宜浓度的ATRA可以抑制缺 

氧缺糖损伤(oxygen and glucose—deprivation，OGD) 

损伤后 PC12细胞的凋亡问。因此本研究中将细胞系 

定位为神经元，更能客观的揭示 RA信号对神经元 

缺氧缺血损伤的作用，拟通过OGD损伤原代神经 

元模型，分析 ATRA对其凋亡的影响 。了解其可能 

作用的信号调节途径。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物 SPF级雌性 Wistar大 鼠购 自第三军医大 

学动物中心 

1．1．2 实验试剂 多聚赖氨酸购自碧云天公司；DF12培养 

基、Neuron basal、B27、L一谷氨酰胺、胎牛血清、马血清均购自 

Gihco公司；EBSS购自Hyclone公司；青链霉素混合液、RNA 

提取试剂盒 、RIPA裂解液和蛋白定量试剂盒购 自北京百泰 

克生物技术公司：RT—PCR试剂盒 、Real—time PCR试剂盒购 

自Takara公司：SDS—PAGE凝胶配制试剂盒购自碧云天公 

司；视黄酸核受体 a(retinoic acid receptor alpha，RARo~)和神 

经元特异性烯醇化酶(neuron—specific enolase，NSE)抗体购 

自abcam公司；转录生长因子 B(transforming growth factor— 

B，TGF一13)和含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(cysteinyl 

aspartate specific proteinase，Caspase一3)抗体购自santa cruz公 

司；DAPI购自Beyotime公司；牛血清白蛋白购 自Genview公 

司；Annexin V—PI凋亡检测试剂盒购自Bestbio公司；引物由 

华大基因有限公司合成。 

1．2 实验方 法 

1．2．1 原代神经元培养 取 1日龄新生鼠，无菌条件下快速 

处死后剥离皮层组织；剪碎，放入 l5 rIll离心管中，轻轻吹打 

至充分混匀；200目细胞筛过滤得到细胞悬液，4 oC，800 dmin 

离心 5 min得到细胞沉淀物；弃上清，加入2 ml培养基吹打 

混匀；将细胞接种于多聚赖氨酸包被的6孔板中．接种密度 

为 2x 106个／孑L；DF12培养基+10％HS+5％ FBS培养 7～10 h 

后 ，更换为含有 2％B27、0．25％L一谷氨酰胺、1％青链霉索混 

合液的Neuron basal培养基；此后每3 d换 1次培养液，连续 

培养 6 d。 

1．2．2 NSE免疫荧光检测 原代神经元培养至第 6天 ．甲醇 

与冰乙酸 3：1于4 冰箱固定 30 min：5％胎牛血清蛋白液封 

闭 1 h，NSE(1：2o0)一抗在 4 oC孵育过夜；次 日，二抗羊抗兔 

IgG／FITC(1：250)于室温下孵育 1 h；DAPI(1：1 ooo)染核 l0 

min，荧光倒置显微镜下观察细胞染色情况并拍照。 

1．2．3 原代神经元 OGD损伤 在 37℃三气恒温细胞培养 

箱中通以95％N：+5％O：的氮氧混合气体，使孵箱内氧气浓度 

持续为5％；用D—Hank’s缓冲液将原代神经元清洗3遍，洗 

掉已经凋亡的细胞和杂质，保证损伤前各组的背景一致；每孔 

给予 EBSS无糖培养基 2 ml。将OGD组和OGD+ATRA组置 

于三气细胞培养箱中持续通以混合气以OGD损伤 2 h，在整 

个损伤期给予 OGD+ATRA组 1 I~mol／L ATRA于 EBSS液中。 
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表 4 ATRA干预后，RARer、TGF—D、Caspase一3蛋白表达水平的 

统计学分析(i± ) 

Tab．4 Statistical analysis of RARa，TGF-(3，Caspase一3 protein 

expression levels in the three groups l i± ) 

0．5]

TGF-[3 

0 ．6 ] Caspase-3 

-E 薹： ●．_．口． 
OGD+ATRA OGD 对照组 

a．与 OGD组比较 P=-0．005；b．与 OGD组比较 P=O．016； 

c．与 OGD组比较 尸：0．002 

图 6 ATRA干预后，RARcc、TGF—B、Caspase一3蛋白表达水平的 

统计学分析 

Fig．6 Statistical analysis of RARa，TGF-I3，Caspase-3 protein 

expression levels 

3 讨 论 

缺氧缺血性脑损伤(hypoxic_ischemic brain dam— 

age，HIBD)是由于围产期窒息、脑血液供应减少，导 

致新生儿期大脑部分或全部缺氧缺血性疾病，严重 

时可发生一系列神经系统发育障碍，甚至死亡。新生 

儿人群发生率是 1％c一2％0。HIBD患儿中15％～20％ 

会导致死亡，约 25％～30％会发生永久l生的神经损伤。 

如脑瘫、癫痫、记忆力缺陷、智力缺陷等．目前发病 

机制不完全清楚[54。缺血损伤的发展有两个阶段。 

即缺血阶段和再灌注阶段 ，此过程中凋亡占主导地 

位，并且扩散至未缺血区域，导致神经元凋亡17-81。 

RA是动物体内VA的代谢中间产物，有着广泛 

的生理学和药理学活性，在脊椎动物生长、发育和 

细胞分化尤其是胚胎发育过程中有重要作用，参 

与调节脊椎动物胚胎发生过程中多方面的形态形 

成 ol。RA受体在脑组织的各型细胞中表达丰富。即 

RARs在中枢神经系统呈高分布。RA可以调控前脑 

和后脑的发育，在体节和神经管发育中也有重要的 

作用[11J，可调控基因转录、神经发生、神经元存活和 

突触可塑性 。同时，RA可通过调控海马神经元钙 

离子的活性，促进生后认知功能的发育_l 3l。而课题组 

前期研究发现。在出生后脑发育、神经元细胞分化、 

神经突的增长和突触可塑性过程中，起主导作用的 

是 RARod 。 

体外缺氧缺糖损伤能有效反映体内缺氧缺血 

损伤的变化。因此本研究采用 OGD损伤原代神经 

元来模拟体内 HIBD损伤。RA对细胞凋亡的影响 

具有细胞类型依赖性，可诱导肿瘤细胞凋亡。如白 

血病癌细胞、乳腺癌细胞等，然而它对胚胎神经细 

胞和某些间质细胞等又具有抗凋亡作用。据报道， 

在神经回路形成过程的晚期．RA通过结合突触前 

RA受体信号和神经活性依赖事件，能有效的抑制 

犁鼻基底神经元的死亡【】51。Dodurga等[ 61发现在 SH— 

SY5Y人类神经母细胞瘤 中，RA通过降低 URG4／ 

URGCP和Bax的表达水平．上调 Bcl一2和 CCND1基 

因表达水平，从而诱导细胞分化和逃避凋亡。Reiner 

等 也发现 RA通过抑制 c—fos／c-jHB的表达 ，激活 

JNK，抑制过氧化氢损伤引起的凋亡，增加细胞存活。 

结合文献及本实验结果所示 ATRA抑制 OGD损伤 

诱导的神经元凋亡，提示RA信号对神经元OGD损 

伤表现出抑制作用。 

众所周知，Caspase一3在细胞凋亡级联反应中 

具有不可替代的作用，并且可被体内外多种因素激 

活．从而引起多种细胞的凋亡。Wang等【 8I发现 RA 

可抑制二氯化钴处理 PC12细胞后引起的细胞内活 

性氧和 Caspase一3的增加 ，从而抑制 PC12细胞凋 

亡。在体内，卵丘细胞凋亡会逆转相关的胚胎发育， 

因此抑制卵丘细胞的凋亡对正常的胚胎发育及质 



重庆医科大学学报2016年第41卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2,016．Vo1．41 No．1】 一 13 一  

量有着重要的作用．Deb等【 91发现 RA可减少凋亡 

因子 Caspase一3、Caspase一8及肿瘤坏死因子 0【的表 

达．增加抗凋亡因子 Bcl一2的表达，抑制发育过程中 

卵母细胞的凋亡，维持正常的胚胎发育。TGF—p是 
一 组可调节细胞生长、分化、免疫和凋亡的TGF—B 

超家族，在多个器官系统中有着至关重要的作用，参 

与细胞的增殖与分化、炎症损伤、细胞凋亡和肿瘤 

生长等多个生理过程。据报道，大鼠脑缺血再灌注 

后，TGF—B和Caspase一3的表达水平明显增高[201，而 

TGF—B可上调 RPE细胞表面 Fas基因的表达水平， 

从而激活 Caspase一3的活性而诱导 RPE细胞凋亡[2l】。 

在本实验中。ATRA干预原代神经元后，能明显增加 

RARer mRNA和蛋白表达水平，降低TGF一81、TGF一 

82 mRNA表达水平和 TGF—B蛋白表达水平，抑制 

Caspase一3蛋白表达，提示 ATRA可以抑制 OGD损 

伤引起的原代神经元凋亡 ，其可能的信号通路是通 

过激活 RARer，抑制 TGF—B和凋亡蛋白Caspase一3 

的表达，从而抑制细胞凋亡。 

综上所述，ATRA可以激活其受体 RARer进而 

下调 TGF—p，抑制凋亡蛋白Caspase一3的表达水平， 

最终抑制 OGD损伤引起的原代神经元凋亡 ，促进 

细胞存活。既往研究多注重外缘性药物等方法治疗 

HIBD，本研究试图揭示机体内环境因素如营养水平 

对神经损伤修复的影响。但 ATRA通过 RARct如何 

抑制神经元凋亡，其具体的分子机制还有待于进一 

步研究 
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