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Ｐ２Ｘ７受体在ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤中作用的初步研究
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　　摘　要：目的　了解Ｐ２Ｘ７受体在离体培养的少突胶质前体细胞（ＯＰＣｓ）缺氧缺血性损伤中的作用。方法　建立离体ＯＰＣｓ

培养模型，通过乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放百分比评估细胞死亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析缺氧缺血前后ＯＰＣｓＰ２Ｘ７受体表达变化。结果

　（１）缺氧缺糖（ＯＧＤ）后２ｈ，近４０％ ＯＰＣｓ死亡。ＯＧＤ前预先给予Ｐ２Ｘ７受体拮抗剂ＢＢＧ起到部分保护作用；ＯＧＤ条件下，

Ｐ２Ｘ７受体激动剂ＢｚＡＴＰ加重ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤，并且这种增强的毒性作用不能被ＢＢＧ拮抗。（２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，ＯＧＤ

后２ｈ，Ｐ２Ｘ７受体蛋白表达迅速下调。结论　Ｐ２Ｘ７受体可能参与了ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤过程。
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　　脑白质损害是早产儿脑损伤的主要形式，胎龄越小，发病

概率越高。其病理改变包括脑室周围白质软化（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕ

ｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａｃｉａ，ＰＶＬ）和弥散性脑室周围白质损伤（ｐｅｒｉｖｅｎ

ｔｒｉｃｕｌａｒｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｉｎｊｕｒｙ，ＰＷＭＩ）。后者发生率为前者的１０

倍，以髓鞘减少或髓鞘形成延迟为主要病理特征。近年研究表

明，少突胶质前体细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＯＰＣｓ）

损伤是ＰＷＭＩ形成的主要原因和中心环节。ＯＰＣｓ是中枢神

经系统中一类干细胞或干细胞样细胞，具有不断增殖，并分化

为少突胶质细胞、星形胶质细胞和神经元的特性。未成熟脑白

质中对缺氧缺血高度敏感的 ＯＰＣｓ的大量死亡以及分化发育

障碍是ＰＷＭＩ形成的关键。迄今为止，对 ＯＰＣｓ缺氧缺血性

脑损伤机制所知有限，可能与谷氨酸兴奋毒性、炎症介质、氧化

应激、细胞内Ｃａ２＋超载等多种因素有关。然而针对这些机制

的干预措施并未转化为临床有效的治疗成果［１］。

ＡＴＰ是一种重要的神经递质，通过激活嘌呤能受体Ｐ２Ｘ

和Ｐ２Ｙ发挥多种作用。Ｐ２Ｘ７受体（Ｐ２Ｘ７Ｒ）是嘌呤能受体

Ｐ２Ｘ家族中非常独特的一个亚类，为双功能受体，低浓度激动

剂短暂刺激可引起非选择性内向阳离子流；较高浓度激动剂长

时间或反复应用可形成质膜孔道（ｐｏｒｅｆｏｒｍｉｎｇ），能通透相对

分子质量达９００Ｄ的分子和离子。现有的研究表明，Ｐ２Ｘ７Ｒ

可能处于神经胶质信号过程中相当上游的调节位点，通过调节

递质释放、炎症反应、细胞凋亡和增殖，在胶质变性及随后的修

复过程中起重要作用。Ｗａｎｇ等
［２］报道选择性Ｐ２Ｘ７拮抗剂

（ｏｘＡＴＰ）能抑制大鼠急性脊髓损伤后ＯＰＣｓ凋亡；另一种选择

性Ｐ２Ｘ７拮抗剂（ＢＢＧ）能减轻ＥＡＥ模型的脱髓鞘病变
［３］，提

示Ｐ２Ｘ７Ｒ在少突胶质系细胞损伤过程中可能具有重要作用。

鉴于Ｐ２Ｘ７Ｒ在神经细胞具有广泛多样的效应，对病理状

态下多个信号通路具有关键的调节作用，作者推测Ｐ２Ｘ７Ｒ可

能也参与了 ＯＰＣｓ缺氧缺血性脑损伤过程。为初步探讨

Ｐ２Ｘ７Ｒ在ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤中的作用，作者建立了高纯

度ＯＰＣｓ离体培养及ＯＰＣｓ缺氧缺糖（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａ

ｔｉｏｎ，ＯＧＤ）模型，观察Ｐ２Ｘ７Ｒ激动剂（ＢｚＡＴＰ）、拮抗剂（ＢＢＧ）

对ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤的干预作用，以及ＯＧＤ后Ｐ２Ｘ７Ｒ表

达的变化，初步探讨其在ＯＰＣｓ损伤中的作用。
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表１　　正常对照组和ＯＧＤ各组ＬＤＨ释放百分比（狀＝５，狓±狊）

指标 对照组 ＯＧＤ组 ＢＢＧ＋ＯＧＤ组 ＢｚＡＴＰ＋ＯＧＤ组 ＢＢＧ＋ＢｚＡＴＰ＋ＯＧＤ组

ＬＤＨ释放百分比（％） ５．１±０．２ ３８．６±４．５ ２１．６±３．８ ６５．７±８．３ ５１．６±１０．９

　　与ＯＧＤ组比较，：犘＜０．０５，：犘＜０．０１。

１　材料与方法

１．１　材料　生后１～３ｄ的ＳＤ大鼠，体质量为７～１０ｇ（雌雄

不拘），由本校实验动物中心提供。兔抗大鼠多克隆抗体

Ｐ２Ｘ７Ｒ、βａｃｔｉｎ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ），ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗、ＤＡＢ显

色试剂盒（中国北京中杉公司），ＬＤＨ试剂盒（南京建成）等。

１．２　实验方法

１．２．１　ＯＰＣｓ的离体培养和纯化　采用原代混合胶质培养，

利用振荡法和差速贴壁法分离纯化ＯＰＣｓ，再用无血清化学条

件培养基培养［４］。

１．２．２　ＯＰＣｓＯＧＤ模型制备　ＯＰＣｓ分离纯化培养２～３ｄ后

随机分为ＯＧＤ组和对照组。ＯＧＤ组：以无糖培养液洗涤细胞

２次，换为无糖培养基孵育，置于３７℃恒温通入９５％Ｎ、２５％

ＣＯ２ 气体的自制缺氧仓中，连续通气２ｈ，之后换为正常培养

基，培养２ｈ后，进行相应检测。对照组正常培养，不经过

ＯＧＤ处理。

１．２．３　乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放百分比

１．２．３．１　将ＯＰＣｓ接种于６孔板，培养２ｄ后，按照加入药物

的不同，随机分为５组：（１）对照组加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液；

（２）ＯＧＤ组；（３）ＢＢＧ（１００ｎＭ）＋ＯＧＤ组；（４）ＢｚＡＴＰ（１００μＭ）

＋ＯＧＤ组；（５）ＢＢＧ（１００ｎＭ ）＋ＢｚＡＴＰ（１００μＭ）＋ＯＧＤ组。

１．２．３．２　用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液漂洗３次，每次５ｍｉｎ。

１．２．３．３　按照分组分别加入含 ＢｚＡＴＰ或 ＢＢＧ培养液，第

（３）、（５）组予ＢＢＧ预孵育１０ｍｉｎ，再进行下一步操作。

１．２．３．４　向培养板中剩余细胞加入蒸馏水，孵育１ｈ，待细胞

溶解，取上清液待测。

１．２．３．５　按照ＬＤＨ 测量试剂盒说明书操作，测量培养基中

ＬＤＨ含量及细胞溶解释放的ＬＤＨ 量，计算 ＬＤＨ 释放百分

比。公式：（培养基ＬＤＨ 含量／培养基ＬＤＨ 含量＋细胞溶解

ＬＤＨ释放量）×１００。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　用组织细胞裂解液提取细胞总蛋

白，考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色法测总蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳，转至ＰＶＤＦ膜，室温５％脱脂奶粉封闭，以βａｃｔｉｎ为内参，

分别加入兔抗大鼠Ｐ２Ｘ７Ｒ（１∶１０００）和兔抗大鼠βａｃｔｉｎ（１∶

５００）抗体，４℃孵育过夜，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗（１

∶１０００），室温振荡孵育１ｈ，ＤＡＢ显色。在凝胶成像分析系

统中扫描成像并测量特异性条带积分光密度。分别将同次电

泳所得的 Ｐ２Ｘ７Ｒ 和βａｃｔｉｎ条带灰度值相比，得到相对光

密度。

１．３　统计学方法　所有数据以狓±狊表示，两组间比较采用独

立样本狋检验，多组间比较采用单因素方差分析。所有数据用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件分析处理。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＯＧＤ造成ＯＰＣｓ死亡　ＯＰＣｓ对缺氧缺血敏感，ＢＢＧ可

以部分阻滞此效应。为评估Ｐ２Ｘ７Ｒ在ＯＰＣｓ损伤中的作用，

作者进行细胞毒性测定。以ＬＤＨ 释放百分比作为细胞损伤

的指标。如表１所示，ＯＧＤ组ＬＤＨ释放百分比为３８．６％，提

示近４０％的 ＯＰＣｓ在缺氧缺糖后２ｈ死亡。缺氧缺糖前１０

ｍｉｎ给予ＢＢＧ使得ＬＤＨ 释放百分比下降到２１．６％，与 ＯＧＤ

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），但未达到对照组水平。

此外，ＯＧＤ条件下，ＢｚＡＴＰ刺激使得ＬＤＨ 释放百分比 ＯＧＤ

组明显上升，差异有统计学意义（犘＜０．０１），并且不能被ＢＢＧ

拮抗。结果显示，ＯＰＣｓ对缺氧缺血十分敏感；Ｐ２Ｘ７Ｒ特异性

浓度的ＢＢＧ对ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤具有部分保护效应。

２．２　ＯＧＤ后ＯＰＣｓＰ２Ｘ７Ｒ表达下调　为确定受体表达变化，

在ＯＧＤ 后２ｈ，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组及 ＯＧＤ 组

Ｐ２Ｘ７Ｒ蛋白表达情况，结果显示，ＯＧＤ组Ｐ２Ｘ７Ｒ蛋白表达水

平较对照组明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

　　ａ：各组Ｐ２Ｘ７Ｒ蛋白表达情况，βａｃｔｉｎ为内参；ｂ：定量分析结果，以

直方图表示，：与对照组比较，犘＜０．０５。

图１　　离体培养ＯＰＣｓＰ２Ｘ７Ｒ蛋白表达

３　讨　　论

本实验证明，ＯＰＣｓ对 ＯＧＤ诱导的死亡高度易损，ＯＧＤ

后２ｈ，近４０％的细胞死亡。ＢｚＡＴＰ是目前所知最有效的

Ｐ２Ｘ７Ｒ激动剂，激动强度比天然Ｐ２Ｘ７Ｒ激动剂（ＡＴＰ）高１０～

３０倍；ＢＢＧ为Ｐ２Ｘ７Ｒ非竞争性拮抗剂，在ｎＭ 浓度选择性拮

抗Ｐ２Ｘ７Ｒ（ＥＣ５０：１０～１５ｎＭ），达到μＭ 浓度时才能阻断其他

Ｐ２Ｘ受体
［５］。予１００ｎＭＢＢＧ预处理对ＯＧＤ损伤具有部分保

护效应，提示Ｐ２Ｘ７Ｒ参与ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤。这一结果

与Ｊａｍｅｓ和Ｂｕｔｔ
［６］及 Ｍａｔｕｔｅ等

［３］的实验结果一致，他们发现

Ｐ２Ｘ７Ｒ长期活化对离体培养和视神经中分离的成熟少突胶质

细胞是致死性的。对于少突胶质系细胞缺氧缺血性损伤机制，

目前广泛接受的是谷氨酸兴奋毒性、自由基及炎症介质损害

等［７］。谷氨酸受体介导的少突胶质细胞毒性是由膜去极化以

及Ｃａ２＋离子内流引起的细胞内 Ｃａ２＋ 超载所致。Ｐ２Ｘ７Ｒ对

Ｃａ２＋高度通透
［８］。由此推测，Ｐ２Ｘ７Ｒ活化造成的Ｃａ２＋内流可

能是细胞内钙离子的重要来源。此外，研究已证实，Ｐ２Ｘ７Ｒ在

脊髓介导谷氨酸释放并刺激海马γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）和谷氨

酸外流，促使星形胶质细胞释放谷氨酸［９］，那么，Ｐ２Ｘ７Ｒ也可

能通过诱导细胞外谷氨酸失衡启动兴奋毒性。本实验已观察

到ＢｚＡＴＰ刺激使得ＯＰＣｓ细胞死亡，并可以被小剂量ＢＢＧ拮

抗。加上近来研究证明的Ｐ２Ｘ７Ｒ在炎症、机械性损伤、缺血再

灌注损伤和应激等病理条件下，通过调节细胞内Ｃａ２＋浓度，白

介素１β合成释放和ｃａｓｐａｓｅｓ活化参与神经退行性过程
［１０］，提
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示Ｐ２Ｘ７Ｒ可能通过多种机制参与ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤。

本研究的另一个发现是ＢｚＡＴＰ增强ＯＰＣｓ对ＯＧＤ诱导

毒性的易损性，并且此效应不能被ＢＢＧ阻滞。提示ＢｚＡＴＰ也

可以通过除Ｐ２Ｘ７Ｒ外的其他受体介导细胞毒性效应。总之，

本研究中采用低浓度ＢＢＧ对ＯＰＣｓ缺氧缺血性损伤具有部分

保护效应，但未能减轻ＢｚＡＴＰ对ＯＧＤ诱导ＯＰＣｓ损害的增强

作用，提示Ｐ２Ｘ７Ｒ参与ＯＰＣｓ缺氧缺血损伤，与此同时，还有

其他受体机制参与。

本研究，第一次证明在 ＯＧＤ后早期，Ｐ２Ｘ７Ｒ蛋白水平迅

速下调。受体下调的机制不清，一个可能性是缘于表达

Ｐ２Ｘ７Ｒ的ＯＰＣｓ大量死亡。从实验结果来看，缺氧缺血后２

ｈ，近４０％的ＯＰＣｓ死亡，其比例与受体蛋白水平下降程度相

符。另一方面，存活ＯＰＣｓ的Ｐ２Ｘ７Ｒ表达情况是否发生变化

尚不清楚。Ｐ２受体同其他离子型受体一样，通过网格蛋白

（ｃｌａｔｈｒｉｎ）和动力蛋白（ｄｙｎａｍｉｎ）依赖的内化机制内化，并在细

胞膜和细胞内成分之间循环。本实验仅仅从蛋白水平证明受

体表达下调，而未能说明受体在细胞分布的变化，细胞膜表达

是否相应下调？在外界刺激条件下，也存在受体表达总体水平

下调，而通过调节内化率等机制反而使细胞表面的受体表达及

密度上调的可能性。正如新近的文献所报道的缺氧缺血通过

增加受体插入或减少内化促进Ｐ２Ｘ７Ｒ整合入 ＨＥＫ２９３细胞

膜［１１］。

另一方面，缺氧缺血条件下受体的功能特性是否发生改

变，也是需要进一步探讨的问题。有研究显示，Ｐ２Ｘ７Ｒ活化除

与ＡＴＰ浓度有关外，受体在细胞膜的表达、与激动剂的亲和力

及活化效应还受胞外离子浓度、共激活剂或启动刺激的影响。

在巨噬细胞和周围血单核细胞，正常条件下许多Ｐ２Ｘ７Ｒ蛋白

表达于细胞内，而在胞外高Ｋ＋、低 Ｎａ＋、低Ｃｌ－时，Ｐ２Ｘ７ｍＲ

ＮＡ无变化，表达于细胞膜的Ｐ２Ｘ７Ｒ量增加１０倍。胞外低

Ｎａ＋、低Ｃｌ时，原不能形成质膜孔道的单核细胞在较低浓度

ＡＴＰ刺激下形成了质膜孔道
［１２１３］。ＢｚＡＴＰ作用于正常培养

条件下的星形胶质细胞，仅使胞内［Ｃａ２＋］ｉ轻微增加，无质膜

孔道形成，而ＩＬ１β与ＢｚＡＴＰ共刺激时Ｐ２Ｘ７Ｒ表达上调，胞

内［Ｃａ２＋］ｉ明显升高并形成质膜孔道
［１４］。以上研究提示，胞

外离子浓度的改变、ＩＬ１β等共激活剂的存在，可以明显增强

Ｐ２Ｘ７Ｒ表达、与ＡＴＰ亲和力及受体活化效应。因而有学者认

为，生理状况下的 Ｐ２Ｘ７Ｒ可能处于构象受限状态，不易与

ＡＴＰ结合，而病理条件下胞外离子浓度的改变可能通过对受

体的别构效应增加与ＡＴＰ的亲和力，同时，激动剂刺激通过调

节受体内化率上调受体在细胞表面的表达及密度，从而进一步

增强受体活化效应。已经知道在缺氧缺血条件下，细胞外

ＡＴＰ浓度大幅度升高，细胞膜内外的离子梯度破坏，胞外 Ｋ＋

浓度升高，而Ｎａ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋浓度下降，ＩＬ１β等炎性介质明显

增加。有理由推测，在缺氧缺血条件下 ＯＰＣｓ的 Ｐ２Ｘ７Ｒ表达

模式及功能特性很可能发生变化，并参与缺氧缺血性损害。
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