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钙离子再灌注后两种胶质细胞凋亡规律比较研究

Comparative research of apoptosis rules of two glia cells after Ca
2+
reperfusiont

马海涵 , 伍亚民 , 廖维宏 , 刘　媛 , 邵　阳 , 杨恒文 , 曾　林 , 龙在云　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究
所第三研究室 , 重庆 400042)

　　近年来 ,凋亡现象与神经系统疾病之间的关系正随着研究

的不断深入而得到更多的认识;神经胶质细胞是中枢神经系统

结构和功能的重要组成部分 ,在病理条件下其凋亡的特性和规

律必然影响到其功能实现。目前 , 对于星型胶质细胞和少突胶

质细胞在钙离子再灌注条件下的凋亡发生规律尚无明确报道。

本实验在对星形胶质细胞和少突胶质细胞分离培养 、纯化的基

础上 ,用钙离子再灌注法诱导凋亡 , 观察在相同凋亡诱导因素

作用下两种细胞凋亡发生发展的规律及其间的差异。

1　材料与方法

1.1　标本来源及模型建立
　　培养并纯化星形胶质细胞和少突胶质细胞[ 1] 。用文献[ 2]

所载钙离子再灌注法诱导细胞发生凋亡。

1.2　试剂与方法
　　S-P kit购自北方同正公司 , TUNEL原位细胞凋亡检测试剂

盒购自博士德公司 ,实验过程按试剂盒操作说明。分别把纯化

后的星形胶质细胞和少突胶质细胞制成细胞悬液 , 70%酒精固

定 , PI 染色及 RNA 酶处理后 ,上机后进行 FCM 检测。

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(39370689)

　　作者简介:马海涵(1972-),女 ,河南省邓州市人 ,博士研究生 ,从事中枢神经

系统损伤及再生方面研究。电话:(023)68757433

　　收稿日期:2001-06-23;修回日期:2001-11-29

2　结果

　　应用 Tiger 计算机图像分析系统计算每平方毫米 TUNEL 染

色阳性细胞数 , 结果见表 1。 FCM检测结果见表2。

表 1　TUNEL 阳性细胞数( mm2 ,  x±s)

在灌注时间(t h)
分组 n

3 12 24 48

Ast 5 1.4±0.55＊＊ 7.2±1.30＊＊ 13.6±1.82＊##■ 15.2±1.48＊

Oli 5 9.8±2.39 17.2±1.64 21.4±1.95 21.6±2.61

＊＊:P<0.01 vs Oli;##:P<0.01 vs 3 h;■:P<0.05 vs 12 h

表 2　流式细胞仪所测凋亡比率(%,  x±s)

在灌注时间(t h)
分组 n

3 12 24 48

Ast 5 4.07±2.13＊＊14.69±3.52＊＊19.64±4.67＊＊##■19.67±2.63＊＊

Oli 5 15.22±2.38 24.79±1.38 39.73±4.16##■ 39.25±3.44

＊＊:P<0.01 vs Oli;##:P<0.01 vs 3 h;■:P<0.05 vs 12 h

1.3　统计学方法
　　应用 Tiger 计算机图像分析系统计算每平方毫米 TUNEL 染

色阳性细胞数 , 根据流式细胞仪检测收集凋亡比率数据 , 采用 t

检验进行统计学处理。

(下转57页)

54
第 24 卷第 1期

2002 年1 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.24 , No.1

Jan.2002

DOI :10.16016/j.1000-5404.2002.01.023



带Pro347Leu的母亲和 3名子女均在17岁时即出现夜

盲 ,母亲此次就诊时视网膜功能已严重紊乱 ,大部分视
野已丧失 ,ERG已无杆体及锥体反应 。

　　另外在1名晚发型 RP患者中 ,我们首次发现了一
新的 RHO基因突变-Pro327(1-bp del)。突变改变了视

蛋白 C末端的阅读框架(自第 327密码子起),致使原
有的磷酸化位点及末端一段高度保守的序列-QVS(A)
PA均丧失 。磷酸化位点的缺失会导致感光细胞光电

转换后不能及时复苏而处于过度应激状态 ,继而诱发
细胞变性

[ 8]
。而另一方面C 末端保守序列的丧失则会

影响视蛋白分子在胞内的运输
[ 7]
,引发细胞变性的机

理类似于 Pro347Leu突变 。以上两种可能的机制究竟

哪一种比较占主导 ,还有赖于通过建立相应突变的转
基因模型或细胞培养系统来进行更深入地研究。

　　RHO基因突变以单个碱基改变和微小缺失为突
出特征 ,检测时须选择比较敏感的突变筛选方法。本
研究选用构象敏感凝胶电泳(CSGE),通过设计适当的
PCR引物控制 DNA片断的长度以及优化电泳条件等 ,
CSGE的突变检出率可维持在 98%以上 。另外基于我
们的经验 ,CSGE优于其他筛选方法的一主要特点在于
其操作简便 ,可同时在一条泳道中快速筛选多个大小
不同的 DNA片段 ,并且电泳条件的重复性好 ,适于大
批量标本的突变筛选。方法不使用放射性 ,不需要特
殊的仪器设备或样本前处理 ,只需制作一块含有适宜
变性剂-缓冲液系统的标准聚丙烯酰胺凝胶

[ 4]
,适于在

常规分子生物学实验室推广应用。
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3　讨论

　　在本实验中 , 钙离子灌注后 3 h , 两种细胞均开始出现凋
亡;从 3 ～ 24 h ,凋亡发生与诱导后时间呈相关性;24 ～ 48 h , 相

对稳定。其他实验室的相关在体实验则观察到凋亡细胞在出
现高峰以后随时间推移而比例渐低。我们认为 , 由于离体培养

细胞没有来自于机体全身性因素的作用 , 如巨噬细胞吞噬 、体
液信号传导引起的其他细胞参与 ,使凋亡细胞呈现相对静止状

态。
　　近来研究发现短暂性脑缺血和脑外伤引起的继发性神经

组织死亡也有凋亡。实验声明 ,在不同细胞和不同凋亡诱导条
件下 ,细胞出现凋亡高峰的时间不尽相同 , 可能在 5.5 、12 或 24

h , 甚至更长[ 3 ～ 5] , 这可能与不同的凋亡通路有关 , 但多数实验
证实凋亡活动具有明显的时间依赖性 , 在达到高峰以前与时间

呈近似的线性关系。凋亡启动时相点及其发生发展规律的进

一步阐明可为临床及时采取有效的治疗措施提供可靠的理论

依据。

　　星形胶质细胞和少突胶质细胞在接受诱导后的差异性表
现可能与其不同的自我调节能力有关。已有资料证明 , 少突胶

质细胞是中枢神经系统中对缺氧损伤的敏感性比神经原更为

敏感的细胞。在中枢神经系统中 ,胶质细胞之间以及胶质细胞

和神经元之间的联系多通过细胞间液内活性成分的作用实现。

实验证明在星形胶质细胞膜表面 ,存在着中枢神经系统内几乎

所有活性因子的受体 , 真正理解星型胶质细胞受体功能的意
义 ,还需要对在体星形胶质细胞功能有更充分的理解。

　　关键词:调亡;星型胶质细胞;少突胶质细胞
　　中图法分类号:R338.1　　　文献标识码:B
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