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52

!

:#!"!;:%

%& 北京市自然科学基金资助项
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52

!

<#:!"$$

%

作者单位#

#4

北京中医药大学研究生院$北京
#"""!$

%&

!4

北京中医药大学东方医院实验中心$北京
#"""<:

%

通讯作者# 刘雪梅"

)=3

#

"#"

"

;<;:$;%>

"

?

#

@,A3

#

3A.B.=@=A">C#!;4D2@

7E(

#

#"

!

<;;#FG

!

DGA@

!

!"#:";!%

!

#:#

!基础研究

清脑滴丸下调
H(8

#

#!FI5(J%

表达拮抗氧糖剥夺
F

复氧诱导
&;

胶质细胞凋亡

何$芳#

$曾子修#

$张昕洋#

$梁$晓#

$王凤丽!

$刘雪梅!

摘要$目的$研究清脑滴丸对氧糖剥夺诱导
&;

胶质细胞损伤的
H(8

#

#!FI5(J%

以及细胞凋亡的影响

及机制" 方法$采用氧糖剥夺
F

复氧方法建立
&;

胶质细胞损伤模型" 细胞分为正常组#模型组#清脑滴丸

组" 采用
*=KL=/- I32L

法检测各组
H(8

#

#!

#

I5(J%

#

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

蛋白表达$免疫荧光染色法观察

各组
H(8

#

#!

#

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

的表达$流式细胞术检测细胞凋亡率" 结果$与正常组比较$模型组细

胞活力降低%

J P"

!

"#

&$

H(8

#

#!

#

I5(J%

#

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

表达增加%

J P"

!

"#

$

J P"

!

"6

&$细胞凋亡率

明显升高%

J P"

!

"#

&'与模型组比较$清脑滴丸
#

!

!6 QFR

组细胞活力升高%

J P "

!

"6

&$

H(8

#

#!

#

I5(J%

#

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

表达和细胞凋亡率均降低%

J P"

!

"#

$

J P"

!

"6

&" 结论$清脑滴丸抑制
&;

胶质细胞

凋亡的作用机制可能与通过下调
H(8

#

#!

和
I5(J%

过表达$降低
&3=,M=N &,KO,K=

#

%

表达有关"

关键词$清脑滴丸' 细胞凋亡' 缺氧诱导因子#

#!

' 胶质细胞' 氧糖剥夺

SA-Q-,2 7/AOOA-Q JA33K 9-L,Q2-AK= 9O2OL2KAK 2T &; U3A,3 &=33K (-N.D=N V0 EB0Q=-

#

Q3.D2K= 7=O/AM,

#

LA2- ,-N W=2B0Q=-,LA2- MA, 72X-

#

/=Q.3,LA-Q H(8

#

#!FI5(J% ?BO/=KKA2-

$

H? 8,-Q

#

"

Y?5U YA

#

BA.

#

"

YH95U ZA-

#

0,-Q

#

"

R(95U ZA,2

#

"

*95U 8=-Q

#

3A

!

"

,-N R([ Z.=

#

@=A

!

$

# U/,N.,L= \D]223

"

I=AGA-Q [-A

#

M=/KAL0 2T &]A-=K= +=NADA-=

"

I=AGA-Q

$

#"""!$

%&

! ?BO=/A@=-L,3 &=-L=/

"

72-QT,-Q H2KOAL,3

"

I=AGA-Q [-A

#

M=/KAL0 2T &]A-=K= +=NADA-=

"

I=AGA-Q

$

#"""<:

%

9I\)W9&)

#

EVG=DLAM=

#

)2 KL.N0 L]= =TT=DL 2T SA-Q-,2 7/AOOA-Q JA33K

$

S57J

%

2- H(8

#

#!FI5(J% =B

#

O/=KKA2- ,-N ,O2OL2KAK 2T &; Q3A,3 D=33 A-N.D=N V0 2B0Q=-

#

Q3.D2K= N=O/AM,LA2-F/=2B0Q=-,LA2-4 +=L]2NK

&; Q3A,3 D=33K X=/= =BO2K=N L2 2B0Q=-

#

Q3.D2K= N=O/AM,LA2- ,-N /=2B0Q=-,LA2-

$

EU7FW

%

KL/=KK4 )]= D=33K

X=/= /,-N2@30 NAMAN=N A-L2 % Q/2.OK

#

D2-L/23 Q/2.O

"

EU7FW ; ] Q/2.O

"

S57J Q/2.O4 )]= O/2L=A- =BO/=K

#

KA2- 2T H(8

#

#!

"

I5(J%

"

&3=,M=N &,KO,K=

#

% X=/= N=L=DL=N V0 *=KL=/- I32L4 )]= =BO/=KKA2- 2T H(8

#

#!

"

I5(J% ,-N &3=,M=N &,KO,K=

#

% X=/= N=L=DL=N V0 A@@.-2T3.2/=KD=-D= KL,A-A-Q4 9O2OL2KAK X,K N=L=DL=N

V0 T32X D0L2@=L/0 4 W=K.3LK

#

&2@O,/=N XAL] L]= D2-L/23 Q/2.O

"

D=33 MA,VA3AL0 N=D/=,K=N 2VMA2.K30 A- L]=

EU7FW ; ] Q/2.O

$

J P "

$

"#

%"

=BO/=KKA2-K 2T H(8

#

#!

"

I5(J% ,-N &3=,M=N &,KO,K=

#

% A-D/=,K=N A- L]=

EU7FW ; ] Q/2.O

$

J P"

$

"#

"

J P"

$

"6

%

4 &2@O,/=N XAL] L]= EU7FW ; ] Q/2.O

"

D=33 MA,VA3AL0 A-D/=,K=N 2VMA

#

2.K30 A- L]= S57J

$

#

$

!6 QFR

%

Q/2.O

"

=BO/=KKA2- 2T H(8

#

#!

"

I5(J%

"

&3=,M=N &,KO,K=

#

% ,-N ,O2OL2KAK

N=D/=,K=N A- L]= S57J Q/2.O

$

J P"

$

"#

"

J P"

$

"6

%

4 &2-D3.KA2-K

#

S57J D2.3N /=N.D= L]= ,O2OL2KAK 2T

&; Q3A,3 D=33K =BO2K=N L2 EU7FW4 )]= O/2L=DLAM= =TT=DL 2T S57J @AQ]L V= /=3,L=N L2 N=D/=,K= &3=,M=N

&,KO,K=

#

% =BO/=KKA2- MA, N2X-

#

/=Q.3,LA-Q H(8

#

#!FI5(J% =BO/=KKA2-4

^?_*EW7\

#

SA-Q-,2 7/AOOA-Q JA33K

&

,O2OL2KAK

&

]0O2BA, A-N.DAV3= T,DL2/

#

#!

&

Q3A,3 D=33K

&

2B0Q=-

#

Q3.

#

D2K= N=O/AM,LA2- ,-N /=2B0Q=-,LA2-
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$$胶质细胞是神经系统内的一大类细胞"约占中枢

神经系统细胞总数的
$"`

' 在急性脑缺血发生时"星

形胶质细胞最先受到损伤(

#

)

' 受损的胶质细胞会杀

死邻近的神经元"并且受损的星形胶质细胞会发生凋

亡"导致神经元的二次损伤"最终使脑梗死面积扩

大(

!

)

' 缺氧诱导因子#

#

$

]0O2BA, A-N.DAV3= T,DL2/

#

#

"

H(8

#

#

%广泛表达于脑组织"包括神经元"神经胶质细胞

及血管内皮细胞等"其对脑缺血具有双重作用' 当轻

度缺血缺氧时"

H(8

#

#!

可激活其下游基因"通过增加

血管生成*调节糖酵解等方式减少细胞凋亡&严重缺血

缺氧状态下"

H(8

#

#!

可诱导
I

细胞淋巴瘤
F

白血病#

!

基因$

I

#

D=33 3=.a=@A,F30@O]2@, !

"

ID3!

%家族中的

凋亡前基因$

ID3!F,N=-2MA/.K ?#I #$ a7 A-L=/,D

#

LA-Q O/2L=A- %

"

I5(J%

%表达"

I5(J%

通过促进
H

b内

流或细胞色素
&

的释放等方式促进凋亡等途径诱导

细胞凋亡(

%

"

>

)

'

临床发现清脑滴丸能够有效治疗中风之风火上扰

兼血瘀证患者"明显改善患者的神经功能缺损程度"尤

其治疗+善忘迟钝*头痛*眩晕*口苦咽干*大便秘结*

舌苔黄,等火热*血瘀的症状效果显著(

6

"

;

)

' 本课题组

实验研究证实清脑滴丸能够有效抑制急性脑梗死大鼠

的炎症反应"减轻脑损伤(

<

)

' 本研究以
H(8

#

#!

在胶

质细胞的作用为切入点"研究清脑滴丸对缺血再灌注

损伤的干预效应机制'

材料与方法

#

$细胞与药物$大鼠
&;

脑胶质细胞株购自北京

协和细胞资源中心$货号#

%###&"""#&&&"""#%#

%'

清脑滴丸由中国北京同仁堂有限公司科学研究所提供

$组 成# 栀 子* 三 七* 冰 片"

"

!

"%: QF

丸" 批 号#

!"":R###:!

%'

!

$主要试剂与仪器$

&&^

#

:

检测试剂盒$上海

碧云天生物技术公司"

&""%:

%&

H(8

#

#!

兔多克隆抗体

$

52M.K IA232QAD,3K

"

5I#""

#

><$

"美国%&

&3=,M=N

&,KO,K=

#

%

兔单克隆抗体$

&=33 \AQ-,3A-Q )=D]-23

#

2Q0

"

$;;>

"美国%&

I5(J%

兔单克隆抗体 $

9VD,@

"

,V#"$%;!

"英国%&

U9J7H

$

(@@.-2X,0 IA2L=D]

#

-232Q0

"

_+%"!$

"美国%&山羊抗兔
(QU

#

HWJ

抗体

$

\AQ@,

"

8"%:!

"德国%"

79J(

$北京索莱宝科技有限

公"

&"";"

"中国%' 倒置荧光显微镜 $

E30@O.K

"

(Z<#

"日本%&缺氧装置 $

IA33.OK

#

/2L]=-V=/Q (-D4

"

+(&

#

#"#

"美国 %&酶标仪 $

IA2L=Da (-KL/.@=-LK

"

(-D4

"

?RZ:""

"美国%&垂直电泳系统$

)]=/@2 8AK]=/

\DA=-LATAD (-D4

"

#!#!"#

#

":$$

"美国%&转膜系统$

IA2

#

/,N

"

#6%IW;6:#:

"美国%'

%

$细胞培养$将细胞接种于
!6 D@

!培养瓶中"

用含
!

!

6`

胎牛血清和
#6`

马血清的
8#"

培养基于

%<

%*

6`&E

!

培养箱内培养' 每
!> ]

换液
#

次"当

细胞生长接近
:"` c$"`

时"用
"

!

!6`

胰蛋白酶消

化细胞"传代' 实验用传
;

代以内的细胞'

>

$氧糖剥夺
F

复氧模型制备$按照文献的方法进行

模型制备(

:

)

"调整细胞密度至终密度为
"

!

<

&

#"

6

F@R

"接

种至
$;

孔板"设
$

个复孔"换成无糖
^/=V

'

K

液后置

于缺氧装置内"向进气口通入预混的
$6` 5

!

*

6`

&E

!

混合气"持续通气约
#" @A-

"夹闭进出气口&随

后将装置连同细胞放入
%<

%*

6`&E

!

的培养箱中

孵育
!> ]

' 缺氧
!> ]

结束后"吸弃无糖
^/=V

'

K

液"

JI\

缓冲液漂洗"换成常规培养基"

%<

%*

6`&E

!

培养'

6

$检测指标及方法

6

!

#

$

&&^

#

:

法测定细胞活力$向待测的
$;

孔

板细胞中加入
&&^

#

:

溶液"每孔
#" "R

"避光
%<

%

孵育
! ]

"酶标仪
>6" -@

波长测定各孔吸光度值

$

E7

值%' 调零孔与各实验组平行但不含细胞"加入

与实验孔等体积的完全培养基"其余操作均与实验

孔相同'

6

!

#

!

#

$

EU7FW

不同时间对细胞活力的影响$

实验分为
;

组#正常组$

&2-

%

" ]

*

% ]

*

; ]

"模型组

$

EU7FW

%

" ]

*

% ]

*

; ]

' 正常组细胞加入完全培养

基"

%<

%*

6`&E

!

中培养"其他操作均与模型组相同'

&&^

#

:

法测
E7

值"代表细胞活力值'

6

!

#

!

!

$清脑滴丸对
EU7FW

细胞活力的影响$

实验分为
6

组#正常组$

&2-

%*模型组$

EU7FW ; ]

%*

清脑滴丸$

S57J

%

"

!

;!6 QFR

*

#

!

!6 QFR

*

!

!

6 QFR

组'

正常组不进行任何处理'

EU7FW ; ]

组与
S57J

各浓度组均用无糖
^/=V

'

K

溶液稀释"进行
EU7FW

; ]

损伤' 结束后"

EU7FW ; ]

组换成常规培养基"

S57J

各组分别换成含对应不同浓度的清脑滴丸

的常规培养基"

%<

%*

6` &E

!

孵育
; ]

'

&&^

#

:

法测
E7

值'

6

!

!

$

*=KL=/- I32L

法检测
H(8

#

#!

*

I5(J%

*

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

蛋白表达$实验分为
%

组#正常

组$

&2-

%*模型组$

EU7FW ; ]

%*清脑滴丸$

S57J

%

#

!

!6 QFR

组' 每组
%

个复孔"分别收集各组细胞"加

入
W(J9

细胞裂解液提取细胞总蛋白"

I&9

法测定蛋

白浓度' 余蛋白加入适量样品还原剂*

>

&上样缓冲

液"

$6

%金属浴
6 @A-

蛋白变性" "

:"

%保存或直接

进行实验' 使用
\7\

#

J9U?

分离"转移至
J178

膜
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!

#

上"

6`

脱脂奶粉封闭
# ]

' 加入用
6`

脱脂奶粉配制

的一抗"

H(8

#

#!

兔多克隆抗体$

#

(

> """

%"

I5(J%

兔

单克隆抗体$

#

(

! """

%"

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

兔单克

隆抗体 $

#

(

# """

%"

U9J7H

鼠单克隆抗体 $

#

(

!" """

%'

>

%孵育过夜'

JI\)

漂洗"

6 @A-

&

%

次"

加入二抗"山羊抗兔
(QU

#

HWJ

$

#

(

! """

%"山羊抗鼠

(QU

#

HWJ

$

#

(

! """

%"室温摇床孵育
# ]

'

JI\)

洗

膜"

?&R

显影曝光' 实验重复
%

次'

(@,Q='

软件分

析蛋白电泳条带的光密度值'

6

!

%

$免疫荧光染色法检测
H(8

#

#!

*

&3=,M=N

&,KO,K=

#

%

表达$实验分组同
6

!

!

' 细胞采用
>`

多

聚甲醛固定
#6 @A-

"

JI\

漂洗
% @A-

&

%

次&

%`

)/AL2- Z

#

#""

透膜
!" @A-

"

JI\

漂洗
6 @A-

&

%

次&

6`

山羊血清进行封闭"室温孵育
%" @A-

&分别加入

H(8

#

#!

$

#

(

!""

%*

&,KO,K=

#

%

一抗$

#

(

!""

%"

>

%孵

育过夜&

JI\

漂洗
6 @A-

&

%

次&滴加二抗"羊抗兔

(QU D0%

荧光二抗$

#

(

! """

%*羊抗兔
(QU 8()&

荧光

二抗 $

#

(

! """

%"

%<

%孵育
%" @A-

&

JI\

漂洗

6 @A-

&

%

次&

79J(

染细胞核"室温孵育
#6 @A-

&荧光

显微镜拍照"观察细胞染色数量'

6

!

>

$流式细胞术检测细胞凋亡率$实验分组同

6

!

!

' 细胞加入不含
?7)9

的胰酶
# @R

"消化细胞"

加入含
#"`

胎牛血清的培养基终止消化"

# """ / F@A-

离心
6 @A-

弃上清&

JI\

漂洗
# @A-

洗涤&

!

&重新悬

浮细胞"调节其浓度为
#

&

#"

;

F@R

&取
#"" "R

细胞悬

液"加入
6 "R 9--=BA-F8()&

和
# "R #"" "QF@R

的

J(

溶液"再加入
>"" "R

结合缓冲液&激发波长为

>:: -@

"发射波长分别为
6%" -@

和
6<6 -@

"流式

细胞仪检测分析数据'

;

$统计学方法$数据采用
\J\\ !"

!

"

统计软

件进行分析"计量资料数据以
B

)

K

表示"多组间比较

采用单因素方差分析"组间两两比较用
d

检验'

J P

"

!

"6

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$两组各时间点细胞活力表$图
#

%$与
&2-

组

比较"

EU7FW % ]

组和
; ]

组细胞活力降低 $

J P

"

!

"#

%&随着复氧时间延长"

EU7FW ; ]

组细胞活力

降低$

J P "

!

"#

%"细胞损伤最明显' 故选择
EU7FW

; ]

时间点进行下一步实验'

!

$各组细胞活力比较$图
!

%$与
&2-

组比较"

EU7FW ; ]

组细胞活力下降$

J P "

!

"#

%&与
EU7FW

; ]

组比较"

S57J #

!

!6 QFR

组细胞活力升高$

J P

"

!

"6

%' 选取
S57J #

!

!6 QFR

浓度进行后续实验'

$$注#与
&2-

组比较"

!

J P"

!

"#

&与
EU7FW

" ]

组比较"

"

J P"

!

"#

图
#

#两组各时间点细胞活力比较

$$注#与
&2-

组比较"

!

J P"

!

"#

&与
EU7FW

; ]

组比较"

"

J P"

!

"6

图
!

#各组细胞活力比较

%

$各组
H(8

#

#!

和
I5(J%

表达比较$图
%

%$与

&2-

组比较"

EU7FW ; ]

组
H(8

#

#!

阳性细胞表达增

多"

H(8

#

#!

和
I5(J%

蛋白表达升高$

J P "

!

"6

%' 与

EU7FW ; ]

组比较"

S57J

组
H(8

#

#!

阳性细胞表达

明显降低"

H(8

#

#!

和
I5(J%

蛋白表达降低 $

J P

"

!

"6

%'

>

$各组
EU7FW

损伤细胞凋亡比较$图
>

*

6

%$

与
&2-

组比较"

EU7FW ; ]

组绿色荧光增强"细胞凋

亡率明显升高$

J P"

!

"#

%"

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

蛋白

表达增加$

J P "

!

"#

%&与
EU7FW ; ]

组比较"

S57J

组绿色荧光减弱"细胞凋亡率降低 $

J P "

!

"#

%"

&3=,M=N &,KO,K=

#

%

蛋白表达降低$

J P"

!

"6

%'

讨$$论

近年来"国内外学者强调神经元*星形胶质细胞*

平滑肌细胞*内皮细胞等在急性脑缺血病理过程中动

态相互作用(

$

)

' 胶质细胞除了具有支撑"提供营养及

协助代谢等辅助作用"同时具有兴奋性"参与神经元的



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

"

',-.,/0 !"#$

"

1234 %$

"

52

!

#

! !'###!

$$注#红色荧光为
H(8

#

#!

阳性细胞&与
&2-

组比较"

!

J P

"

!

"6

&与
EU7FW ; ]

组比较"

"

J P"

!

"6

图
%

#各组细胞
H(8#!

和
I5(J%

比较

$$注#

9

"

&

为流式细胞图"右下象限代表细胞凋亡率&与
&2-

组

比较"

!

J P"

!

"#

&与
EU7FW ; ]

组比较"

"

J P"

!

"#

图
>

#各组细胞凋亡率比较

$$注# 绿色荧光为
&3=,M=N &,KO,K=

#

%

阳性细胞&与
&2-

组比

较"

!

J P"

!

"#

&与
EU7FW ; ]

组比较"

"

J P"

!

"6

"

""

J P"

!

"#

图
6

#各组细胞
&3=,M=N &,KO,K=

#

%

比较

通讯并促进突触形成和神经再生等功能' 胶质细胞是

脑内炎症反应的主要的效应细胞(

#"

)

' 脑缺血发生后

胶质细胞比神经元更易受损"在缺血后的不同阶段其

损伤程度也不同#$

#

%轻微缺血时"胶质细胞比神经元

更能耐受缺血性损害"故神经元受损而胶质细胞几乎

不受影响' $

!

%较大面积的缺血会引起严重的神经元

损害"胶质细胞受损"而且胶质细胞功能的丧失会引起

选择性的神经元损害或死亡' $

%

%严重的脑缺血会导

致梗死区中神经元和胶质细胞均发生死亡(

##

)

'

急性脑缺血早期和晚期
H(8

#

#!

激活的效应不同"

其差异可能取决于缺氧的持续时间和严重程度(

#!

)

'

低氧预处理诱导
H(8

#

#!

在大鼠脑组织中表达具有神

经保护作用(

#%

)

"而缺血缺氧脑损伤研究提示上调表达

的
H(8

#

#!

可通过其靶基因介导神经元凋亡(

#!

)

'

I5(J%

属于+

IH%

#

2-30

,促凋亡蛋白亚类"正常生理条

件下
I5(J%

在心*肝*肾*脑等多种人类正常组织中均

有表达"但表达量很低(

#%

"

#>

)

' 但组织细胞的缺氧缺血

可以明显上调
I5(J%

的表达'

I./L2- )W

等(

#6

)证实

正常脑组织细胞
I5(J%

的表达亦定位于细胞核"诱导
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#

缺氧后"正常脑细胞中
I5(J%

的表达将由核转位至胞

质而行使其促凋亡功能'

\D]@ANL

#

^,KL-=/ W

等(

#;

)

在缺氧早期的大鼠海马神经元细胞中发现
I5(J%

的核

表达"随着缺氧时间的延长"神经元细胞会因
I5(J%

表

达转位到胞质而损伤' 然而在缺氧损伤的胶质细胞中

H(8

#

#!

和
I5(J%

表达如何"尚需进一步研究' 本研究

发现"

EU7FW ; ]

能够造成
&;

胶质细胞损伤"诱导

H(8

#

#!

和
I5(J%

过表达"导致细胞大量凋亡"这可能

与缺氧复氧时间较长造成中重度缺氧损伤有关'

栀子味苦"性寒"清热泻火"主要针对由火热致毒"

是解火热之毒的主要药物"在方中为君药"三七味甘

辛"气微寒"长于活血化瘀之功效"与君药配伍起到清

热活血之作用"冰片味苦"性微寒"作为佐使药"香窜善

走"清热泻火"醒脑开窍' 三药合用共奏清热泻火*活

血宣窍之功效' 本研究证实清脑滴丸可下调
H(8

#

#!

*

I5(J%

表达"降低
&3=,M=N &,KO,K=

#

%

过表达"从而

降低细胞凋亡率"其作用机制可能是通过
H(8

#

#!F

I5(J%

抑制细胞凋亡从而保护胶质细胞' 本研究着

重观察胶质细胞"而不仅仅局限于神经元"扩展到神经

血管单元"能更全面阐释清脑滴丸对神经保护作用"本

课题组将进一步原代培养星形胶质细胞*小胶质细胞"

细化研究各类胶质细胞在
EU7FW

损伤下的变化"采

用清脑滴丸进行干预"明确其究竟调控哪一类胶质细

胞' 另外"本研究将选取
H(8

#

#!

的激动剂和阻断剂"

观察细胞核内
H(8

#

#!

的表达"评价清脑滴丸调控其信

号通路'

利益冲突# 本文在个人*商业*学术*财务等各方

面不存在利益冲突'
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