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丁基苯酞对氧糖剥夺／复氧糖诱导的星形胶质细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３
表达的影响

殷　闯１，牛草原１，胡亚男２

（１．新乡医学院第三附属医院神经内科，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院三全学院组织学与胚胎学教研室，河南　
新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨丁基苯酞对氧糖剥夺／复氧糖诱导的星形胶质细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响。方法　将原代
培养、鉴定的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠星形胶质细胞随机分为对照组、模型组和实验组，各组细胞经高糖达尔伯克改良伊
格尔培养基（ＤＭＥＭ）培养 ４８ｈ，细胞贴壁并伸出突触后实验组及模型组更换ＤＭＥＭ无糖培养基进行氧糖剥夺，对照
组仍使用ＤＭＥＭ高糖培养基培养，３组细胞放入培养箱中孵育６ｈ后，实验组更换为含１００μｍｏｌ·Ｌ－１丁基苯酞的
ＤＭＥＭ高糖培养基，模型组更换为ＤＭＥＭ高糖培养基进行氧糖剥夺／复氧糖，对照组更换新的 ＤＭＥＭ高糖培养基，继
续培养２４ｈ。四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测各组细胞活力，免疫荧光及免疫印迹法检测星形胶质细胞中ｃａｓｐａｓｅ３表
达，酶联免疫吸附试验检测细胞培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）表达。结果　ＭＴＴ法结果显示，对照组星形胶质细胞活
力高于实验组和模型组（Ｐ＜０．０５），实验组星形胶质细胞活力显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光染色结果显示，
对照组星形胶质细胞内荧光信号最弱；模型组星形胶质细胞内荧光信号最强；实验组星形胶质细胞内荧光信号强度

较模型组降低，但高于对照组（Ｐ＜０．０５）。免疫印迹检测结果显示，模型组星形胶质细胞在氧糖剥夺／复氧糖后
ｃａｓｐａｓｅ３表达相对最高，实验组次之，对照组最低，各组间两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。氧糖剥夺／复氧
糖２４ｈ后，实验组细胞培养液中ＬＤＨ水平高于对照组（Ｐ＜０．０５），模型组细胞培养液中 ＬＤＨ水平显著高于实验组
（Ｐ＜０．０５）。结论　丁基苯酞可以改善氧糖剥夺／复氧糖引起的星形胶质细胞损伤。
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　　脑组织缺血再灌注损伤后的过度炎症反应是造
成缺血性脑血管疾病的重要损伤机制之一，ｃａｓｐａｓｅ
３作为细胞凋亡发生时的重要中间物质，具有促进
细胞凋亡的作用［１４］。本研究主要通过离体条件下

培养ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠的星形胶质细胞，由
星形胶质细胞模拟缺血再灌注模型，进而检测星形

胶质细胞培养液中乳酸脱氢酶的水平和上清液中

ｃａｓｐａｓｅ３的含量，探讨丁基苯酞对离体条件下大鼠
星形胶质细胞损伤的影响及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　出生２４ｈ内的ＳＤ大鼠５只，雌雄
不限，体质量约１０ｇ。由新乡医学院实验动物中心
提供。

１．２　主要试剂与仪器　高糖达尔伯克改良伊格尔培
养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、
无糖ＤＭＥＭ购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自杭州
四季青生物工程材粒有限公司，２．５ｇ·Ｌ－１的胰蛋白
酶购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）试剂盒购自上海晶抗生物
工程有限公司，ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ原位杂交试剂盒、胶
质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）
抗体、ｃａｓｐａｓｅ３抗体、菁染料琥珀酰亚胺酯３（ＣｙＤｙｅ
ｍｏｎｏｒｅａｃｔｉｖｅＮＨＳｅｓｔｅｒｓ，Ｃｙ３）、异硫氰酸荧光素（ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＴＩＣ）标记的荧光二抗购自武
汉博士德生物工程有限公司，丁苯肽氯化钠注射液

购自石药集团恩必普药业有限公司，４′，６二脒基２
苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。荧光显微镜购自日本奥林巴斯
公司，台式高速离心机、３７１型细胞培养箱购自美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，３７℃ 恒温孵育箱购自德国
ＨｅｒａｅｕｓＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　大鼠星形胶质细胞的原代培养及纯化　将
新生２４ｈ内的ＳＤ大鼠断头处死，快速剥离皮层上
脑膜与血管膜，分离鼠端脑皮质，于解剖液中切碎，

将切碎的脑组织置于１．２５ｇ·Ｌ－１的胰蛋白酶中，
３７℃ 下消化３０ｍｉｎ。取出已消化的组织置于培养

液中终止消化。经机械吹打，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，重悬后制成密度为１×１０８Ｌ－１的细胞悬液，
接种于事先用多聚赖氨酸包被过的培养瓶中，放入

３７℃、体积分数５％的 ＣＯ２培养箱中进行培养。每
３ｄ更换新鲜培养基（含体积分数１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ），体外培养的混合胶质细胞培养到第７～９
天进行纯化。

分离培养的混合细胞接种２ｈ开始贴壁生长，
２ｄ后胞体增大，细胞开始长出细小突触，５ｄ时基
本长满瓶底，进而分离传代、纯化，传至第３代胞体
较大、扁平、形状多样，从胞体发出许多有分支的突

起，形成较密集的细胞网络。

１．３．２　免疫荧光染色鉴定星形胶质细胞　将第３
代原代培养的星形胶质细胞接种于含有盖玻片的６
孔板中，盖玻片事先由多聚赖氨酸包被，细胞经４８ｈ
贴壁并伸出突触后，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）漂洗３次，再用４０ｇ·Ｌ－１多聚
甲醛固定１０ｍｉｎ，弃去多聚甲醛，ＰＢＳ漂洗３次，每次
３ｍｉｎ，用体积分数为０．１％Ｔｒｉｔｏｎ作用１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂
洗３次，每次３ｍｉｎ，５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白封闭
１ｈ，弃掉封闭液，加兔抗大鼠ＧＦＡＰ抗体（１２００稀
释），孵育过夜，弃一抗，ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ，
加Ｃｙ３标记的羊抗兔ＩｇＧ抗体（１２００稀释），室温
孵育２ｈ，将二抗清洗干净，用１２０ＤＡＰＩ染核，室
温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗５次，每次３ｍｉｎ。加入防荧
光淬灭封片剂，避光。荧光显微镜下观察拍照所培

养细胞荧光表达情况。

１．３．３　实验分组和氧糖剥夺／复氧糖模型的建立　
取第３代融合 ８０％以上的星形胶质细胞传代至 ６
孔板内，随机分为对照组、实验组和模型组。细胞经

４８ｈ贴壁并伸出突触后实验组及模型组更换
ＤＭＥＭ无糖培养基进行氧糖剥夺，对照组仍更换
ＤＭＥＭ高糖培养基，放入体积分数９５％氮气、体积
分数５％ＣＯ２的培养箱中孵育。氧糖剥夺６ｈ后，实
验组更换含１００μｍｏｌ·Ｌ－１丁基苯肽的ＤＭＥＭ高糖
培养基，模型组更换为 ＤＭＥＭ高糖培养基，对照组
更换新的ＤＭＥＭ高糖培养基，３组细胞同时转移到
细胞培养箱内培养２４ｈ。
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１．３．４　ＭＴＴ法检测星形胶质细胞活性　取第３代
星形胶质细胞以 １×１０８Ｌ－１密度接种于９６孔板，每
孔 １００μＬ，细胞数为 １０４个，待细胞融合后，按
“１３．３项”中氧糖剥夺／复氧糖处理过程操作，各孔
加入相应的培养基１００μＬ在复氧复糖２４ｈ时，每
孔加入ＭＴＴ５０μＬ，在细胞培养箱内继续孵育４ｈ
后平板离心机 １０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心５ｍｉｎ，弃培养
液，每孔加 １５０μＬ二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ），３７℃ 摇晃１０ｍｉｎ，在４５０ｎｍ波长处测定
吸光度值，各组设５个复孔，独立重复３次，吸光度
越高，表示细胞活性越大。

１．３．５　免疫荧光检测星形胶质细胞中ｃａｓｐａｓｅ３表
达　取第３代星形胶质细胞传代至６孔板内，分组及
氧糖剥夺过程如“１．３．３项”所述。细胞贴壁后，ＰＢＳ
漂洗３次，每次３ｍｉｎ，用４０ｇ·Ｌ－１的多聚甲醛固定
１０ｍｉｎ，弃去，ＰＢＳ洗３次，体积分数０１％Ｔｒｉｔｏｎ作用
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白封闭
１ｈ，弃掉，加兔抗大鼠ｃａｓｐａｓｅ３抗体（１２００稀释）和
小鼠抗大鼠ＧＦＡＰ（１２００稀释），孵育过夜，弃一抗，
ＰＢＳ漂洗３次，加 Ｃｙ３标记的羊抗兔 ＩｇＧ抗体（１
２００稀释）和加ＦＩＴＣ标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体（１
２００稀释），室温孵育１ｈ，弃二抗，荧光显微镜下观察
拍照并观察是否有目的蛋白的表达。

１．３．６　免疫印迹检测星形胶质细胞中ｃａｓｐａｓｅ３表
达　分别消化各组细胞，加蛋白裂解液，冰上裂解
２０ｍｉｎ，测目的蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３水平，加入上样缓冲
液，沸水变性５ｍｉｎ，每孔加入４０μｇ蛋白样品电泳，
硝酸纤维素膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｉｌｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ）转
膜，封闭后加一抗（１５００），４℃孵育过夜，加辣根

过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒｅｄｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的
二抗，３７℃孵育１ｈ，增强化学发光（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍ
ｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影，βａｃｔｉｎ作内参对照，Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件分析荧光条带吸光度值。以目的蛋白
ｃａｓｐａｓｅ３与内参的比值进行统计分析。
１．３．７　星形胶质细胞培养液中乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）水平检测　将星形胶质细胞
按照５×１０７Ｌ－１的密度接种于２４孔板中进行培养，
待星形胶质细胞贴壁后，吸弃旧的细胞培养液，随机

分为对照组、实验组和模型组，每组设置３个复孔，
实验重复３次，各组按１．３．３项处理过程进行氧糖
剥夺／复氧糖，复氧糖后，收集各组细胞培养液，按照
大鼠ＬＤＨ酶联免疫吸附检测试剂盒的操作步骤测
定各组细胞培养液中 ＬＤＨ水平。用酶标仪测定
４５０ｎｍ波长下的吸光度值，然后通过标准曲线计算
各组星形胶质细胞中ＬＤＨ的水平。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计
学分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较
采用单因素方差分析，两两比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ法，检
验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　星形胶质细胞鉴定　取原代培养第３代星形
胶质细胞，用兔抗 ＧＦＡＰ多克隆抗体进行免疫荧光
染色，可见细胞阳性率达９５％以上；荧光显微镜下
可显示轮廓清晰的星形胶质细胞，细胞质呈红色荧

光（二抗为Ｃｙ３标记），颜色略淡，细胞核荧光明显，
细胞体宽大扁平，发出多个短而粗大的突起，形态不

规则成片（图１）。

Ａ：ＧＦＡＰ染色；Ｂ：ＤＡＰＩ染色；Ｃ：ＧＦＡＰ与ＤＡＰＩ融合。

图１　免疫荧光染色鉴定星形胶质细胞（×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｎｇｔｈｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）

２．２　各组星形胶质细胞活力比较　氧糖剥夺／复氧
糖后ＭＴＴ法检测对照组、实验组和模型组星形胶质
细胞吸光度值分别为 ０．７２８±０．０４８、０４９４±
００５４、０．２１３±０．０３１。对照组星形胶质细胞活力高

于实验组和模型组（Ｐ＜０．０５），实验组星形胶质细
胞活力显著高于模型组（Ｐ＜００５）。
２．３　各组星形胶质细胞内ｃａｓｐａｓｅ３免疫荧光表现
　免疫荧光染色显示，对照组星形胶质细胞内荧光
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信号最弱；模型组星形胶质细胞内荧光信号最强；实

验组星形胶质细胞内荧光强度较模型组降低，但高

于对照组（图２）。

图２　复氧糖２４ｈ后各组星形胶质细胞内 ｃａｓｐａｓｅ３表达
（×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｏｆａｓｔｒｏｃｙｔｅａｆｔｅｒｒｅｏｘｙｇｅｎ
ａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（×２００）

２．４　氧糖剥夺／复氧糖后各组星形胶质细胞内
ｃａｓｐａｓｅ３表达比较　结果见图３。氧糖剥夺／复氧
糖２４ｈ后，对照组、实验组、模型组星形胶质细胞内
ｃａｓｐａｓｅ３的表达分别为０．４７４６±０．００２４、０．４９３４±
０．０００７、０．５５１３±０．００１５。模型组星形胶质细胞
在氧糖剥夺／复氧糖后 ｃａｓｐａｓｅ３表达相对较高，实
验组次之，对照组最低，各组间两两比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　免疫印迹检测各组星形胶质细胞内ｃａｓｐａｓｅ３表达

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｉｎａｓｔｒｏｃｙｔｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２．５　各组细胞培养液中 ＬＤＨ水平比较　氧糖剥
夺／复氧糖２４ｈ后，对照组、实验组、模型组星形胶
质细胞培养液内ＬＤＨ水平分别为４９８．５６±５９．１２、
８３６．５６±１０２．５０、１１５５．３２±１２２．４６，实验组星形胶
质细胞培养液中ＬＤＨ水平高于对照组（Ｐ＜０．０５），

模型组星形胶质细胞培养液中 ＬＤＨ水平显著高于
对照组和实验组（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

脑缺血再灌注损伤机制复杂，其病理过程是一

个多因素、多机制的级联反应，炎症反应是其中较为

公认的一种机制。脑缺血再灌注损伤的最早反应是

局部白细胞迁移、炎性细胞因子出现和增多等。在

此过程中，趋化因子是具有调节白细胞迁移和小神

经胶质细胞活化的关键物质。脑缺血再灌注损伤过

程中各种趋化因子及炎症介质表达增加，白细胞释

放大量氧自由基和炎性因子，激活或抑制多种反应

通路，导致继发神经损伤［５８］。

丁基苯酞对缺血性脑卒中具有较强的治疗作

用，同时对脑损伤、惊厥、记忆障碍等疾患也有一定

的改善和保护作用。丁基苯酞可作用于缺血性脑卒

中所致脑损伤的多个病理环节，具有较强的抗脑缺

血再灌注对神经元损伤的作用，具体表现为：（１）重
构缺血区微循环，增加缺血区灌注，缩小脑梗死面

积；（２）保护线粒体功能，恢复能量代谢；（３）改善神
经功能损伤和促进患者神经功能恢复。对缺血再灌

注损伤有保护作用［９１１］。

Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中最主要的终末剪
切酶，在细胞凋亡中起着不可替代的作用［１２１４］。

Ｃａｓｐａｓｅ３基因参与细胞增殖和凋亡的调控［１５］。

Ｃａｓｐａｓｅ３可以被多种因素活化，在杀伤性 Ｔ细胞的
杀伤作用中，它既可被ＦＡＳ／ＦＡＳＬ凋亡通路活化，也
可以通过颗粒酶 Ｂ途径活化。Ｃａｓｐａｓｅ３最主要的
底物是聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ），该酶与 ＤＮＡ修复、基因完整性
监护有关。在细胞凋亡启动时，相对分子质量

１１６０００的ＰＡＲＰ在 Ａｓｐ２１６Ｇｌｙ２１７之间被 ｃａｓｐａｓｅ
３剪切成相对分子质量３１０００和 ８５０００２个片段，
使ＰＡＲＰ中与 ＤＮＡ结合的２个锌指结构与羧基端
的催化区域分离，不能发挥正常功能。结果使受

ＰＡＲＰ负调控影响的Ｃａ／Ｍｇ依赖性核酸内切酶的活
性增高，裂解核小体间的ＤＮＡ，引起细胞凋亡。

本研究显示，氧糖剥夺／复氧糖后模型组中
ｃａｓｐａｓｅ３表达明显升高，表明氧糖剥夺／复氧糖后
细胞损伤导致细胞凋亡较其他组明显；同时，ＬＤＨ
的表达也明显升高，也进一步证实了氧糖剥夺／复氧
糖后的细胞损伤。而实验组应用丁基苯肽后星形胶

质细胞中ｃａｓｐａｓｅ３及星形胶质细胞培养液中 ＬＤＨ
均较模型组降低，提示丁基苯肽对氧糖剥夺／复氧糖
后星形胶质细胞损伤有抑制作用，抑制 ｃａｓｐａｓｅ３的
表达是其可能的作用机制之一。
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且雌激素＋孕激素组的死胎率明显高于对照组，大
鼠体质量明显低于对照组，对大鼠的预后影响较大，

不利于后续实验研究的开展。综上所述，雌激素、孕

激素、雌激素＋孕激素均有诱导大鼠胆汁淤积的作
用，采用孕激素给药方式能够建立更符合 ＩＣＰ研究
的中孕期大鼠胆汁淤积症模型。
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