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研究胰岛素样生长因子
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"

\[cB,

#对缺血)缺氧大鼠脑皮质神经元凋亡的保护作用及作用机制$方法
!

原代

培养新生大鼠脑皮质神经元!建立缺血)缺氧细胞模型!观察
\[cB,

及
\[cB,

受体抑制剂"

7[,#8"

#对该模型细胞存活率"
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试

验#)细胞凋亡"流式细胞法#)

f̂ %

)

Z=(

表达"

dC;ECIAR21E

法#和
&';

K

';CB=

活性"荧光测定法#的影响$结果
!

\[cB,

"

Y\\

组#及

7[,#8"

"

Y\\7

组#干预细胞模型
8"F

后!模型细胞存活率分别为"

//*##+=*(#

#

-

)"

!8*##+"*"#

#

-

(凋亡率分别达到
,"*<(-

)

8"*)/-
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\[cB,

组可明显抑制
K

Bf̂ %

及
K

BZ=(

的表达及
&';

K

';CB=

的活性$结论
!

\[cB,

对缺血)缺氧神经元损伤有一定的保

护作用!并通过调控
K

Bf̂ %

)

K

BZ=(

及
&';

K

';CB=

的表达抑制缺血)缺氧神经元的凋亡$

关键词"胰岛素样生长因子
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@

QICR
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?AF?R?E?A

M

EFCCD

K
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K

Bf̂ %

#

K

BZ=('A>H';
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';CB='HE?N'E?1A*
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?A;Q2?AB2?OC

M

I1PEFG'HE1I

(

(

F

JK

1D?'B?;HFC0?'

#
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(

ACQI1A;

(

f̂ %0?E1

M

CAB'HE?N'EC>
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I1EC?AO?A';C;

(
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缺氧)缺血性脑损伤$

F

JK

1D?'B?;HFC0?HRI'?A>'0'

M

C

#

Y\$X

%是围生期新生儿脑损伤的最常见病因#重者可致永久性

脑损伤#引起脑性瘫痪)智力低下等严重后遗症,其发病机制

至今不明#尚无特效治疗#近年研究表明#与
Y\$X

有关的神经

元凋亡促进了继发性脑损伤&

,B8

'

,因此#发病早期抗神经细胞

凋亡成为
Y\$X

救治的关键,胰岛素样生长因子
B,

$

?A;Q2?AB

2?OC

M

I1PEFG'HE1IB,

#

\[cB,

%是一种在体内)外均具有广泛生物

学活性的细胞因子,近年来#

\[cB,

对中枢神经系统损伤的保

护作用研究取得了一定的进展#但
\[cB,

作为缺血)缺氧脑损

伤保护剂的作用机制研究尚不充分&

=B"

'

,本实验以体外原代培

养的新生大鼠脑皮层神经元建立类缺血)缺氧细胞模型#研究

\[cB\

对神经元缺血)缺氧损伤的保护作用#进一步探讨
\[cB,

在
Y\$X

病理生理过程中的调控机制,

>

!

材料与方法

>*>

!

材料
!

重组人胰岛素样生长因子
B,

$

ICH10R?A'AEFQ0'A

?A;Q2?AB2?OC

M

I1PEFG'HE1IB,

#

IF\[cB,

%购自
9?

M

0'

公司#胰岛素

样生长因子受体抑制剂$

7[,#8"

%购自
&'2R?1HFC0

公司#

ĈQB

I1R';'2

培养基及胎牛血清$

GCE'2R1N?AC;CIQ0

#

c$9

%购自
\AB

N?EI1

M

CA

公司#微管相关蛋白
B8

$

0?HI1EQRQ2C';;1H?'EC>

K

I1EC?AB

8

#

_7ZB8

%)

HBfQA

氨基端激酶$

HBfQAB̂ Y

8

BECI0?A'2O?A';C

#

f̂ %

%)

K

Bf̂ %

)

Z=(

)

K

BZ=(

抗体购自
7RH'0

公司#

7

K

172CIE

&';

K

';Cc2Q1IC;HCAE7;;'

J

%?E

购自
$X$?1;H?CAHC;&21AECHF

公司,

>*?

!

方法

>*?*>

!

神经元缺血)缺氧模型的建立
!

在无菌条件下#取新生

,>9X

大鼠的大脑皮质#用
ĈQI1R';'2

培养基清洗#剪碎并通

过
"#

目不锈钢筛网过筛(将组织块置于
#*8<-

胰蛋白酶中#

振摇#

=/`

孵育消化
,#0?A

后加
c$9

终止消化#过筛#滤液悬

浮到
ĈQI1R';'2

培养基中#

=/`

)

,8##I

"

0?A

离心
<0?A

#去

上清#清洗
8

次(沉淀加入含
,#- c$9

的
ĈQI1R';'2

培养基

中#轻轻吹打成单细胞悬液,将细胞悬液接种到用
,#

!

M

"

03

多聚
B3B

赖氨酸包被的细胞培养瓶中#置
<- &:

8

培养箱中孵

育#隔日半量换液一次(培养
">

后#换不含
,#- c$9

的
ĈQB

I1R';'2

培养基#将培养瓶置于低氧培养箱中#氧浓度调为
,-

#

模拟缺血)缺氧条件培养
8"F

,

>*?*?

!

实验分组
!

将同批培养的大鼠皮质神经元随机分为
"

组!$

,

%对照组$

&:̂

%!正常培养皮质神经元($

8

%缺氧)缺血组

$

Y\

%($

=

%

IF\[cB,

干预组$

Y\\

%!于低氧培养箱内培养#无血清

培养基中添加终浓度为
,##A012

"

3

的
IF\[cB,

#培养
8"F

($

"

%

IF\[cB,

与
7[,#8"

干预组$

Y\\7

%!于低氧培养箱内培养#无

血清培养基中添 加 终 浓 度 为
,##A012

"

3

的
IF\[cB,

及

,#

!

012

"

3

的
7[,#8"

#培养
8"F

,

>*?*@

!

免疫组织化学观察
IF\[cB,

对模型细胞的影响
!

各组

细胞干预后#弃培养液#用磷酸盐缓冲液$

K

F1;

K

F'ECRQGGCI;'B

2?AC

#

Z$9

%洗涤
=

次#

"-

多聚甲醛固定后进行
_7ZB8

免疫荧

光染色,

>*?*A

!

IF\[cB,

对模型细胞活性的影响
!

细胞以
<a,#

<

"

03

转入
)!

孔板#进入对数生长期后更换培养液#按实验分组加入

干预因素#孵育
8"F

后#加入
,#

!

3

甲基噻唑基四唑$

0CEF

J

2

EF?'S12

J

2ECEI'S12?Q0

#
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"

03Z$9

贮存液%#孵育
"F

#
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!

月第
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卷第
,!

期



吸弃培养液#加入
8##

!

3

二甲基亚砜#待颗粒溶解后放在酶标

仪上#在
")#A0

波长处检测各孔的吸光度,

>*?*B

!

流式细胞仪分析
!

采用预冷
Z$9

冲洗留取细胞
8

次#

重悬细胞使细胞密度为
,a,#

!

"

3

#取
,##

!

3

细胞悬液#加入

<

!

3

异硫氰酸荧光素标记的
7AACD?A

)

和
,#

!

3

碘化丙啶

$

K

I1

K

?>?Q0?1>?>C

#

Z\

%混匀#室温下避光孵育
,<0?A

#每管内加

入
"##

!

3

结合缓冲液$

,a

%#于
,F

内进行流式细胞分析,激

发波长为
"((A0

#计数
,#

" 个细胞,所有数据均经
&C22iQ;E

软件收集处理,

>*?*C

!

蛋白质印迹法$

dC;ECIAR21EE?A

M

%检测
!

取各组细胞#

弃培养液#用预冷的
Z$9

清洗
=

次#

,##00

平皿加
8##

!

3

或

=##

!

3

细胞裂解液#冰面上裂解
8#0?A

#

,<###I

"

0?A

#

"`

离

心
,#0?A

#取上清液#

$I'>G1I>

法进行蛋白定量$

$?1L'>

K

I1EC?B

A';;'

J

%,以
,#-

十二烷基硫酸钠
B

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离#

半干电转移法转移至硝酸纤维素膜#室温下用封闭液封闭
8F

后加入一抗$

f̂ %

)

K

Bf̂ %

)

Z=(

)

K

BZ=(

抗体%#

,h,###

稀释#

"`

孵育过夜#抗兔
\

M

[

二抗$

,h,###

稀释%反应
8F

#化学发

光法显色#

]

射线底片曝光,实验重复
=

次#

'

B'HE?A

作为内参

照,

>*?*O

!

&';

K

';CB=

蛋白活性检测
!

分组收集细胞$

8a,#

!

%(用

预冷的
Z$9

洗
8

次后#加入
&';

K

';CB=

裂解液#冰浴
,#0?A

后#

"`

离心$

,8###I

"

0?A

#

,#0?A

%(取上清液#用考马斯亮蓝法

$

$I'>G1I>

法%检测上清液中的蛋白质浓度(

<#

!

3&';

K

';C

底

物于
=/`

)避光孵育
"F

(用酶标仪在
"#<A0

波长处检测吸

光度,

>*@

!

统计学处理
!

所有数据均以
B+;

表示#应用
9Z99,=*#

统计软件进行分析#组间比较采用单向方差分析法检验#

$

%

#*#<

表示差异有统计学意义,

?

!

结
!!

果

?*>

!

显微镜下观察各干预组细胞生长状态
!

见封
=

图
,

,镜

下观察发现
Y\

组)

Y\\

组及
Y\\7

组细胞数量较正常组明显

减少,

Y\

组与
Y\\7

组细胞数量比较#差异无统计学意义

$

$

&

#*#<

%,

Y\\

组的细胞数量高于
Y\

组#差异有统计学意

义$

$

%

#*#<

%,

?*?

!

IF\[cB,

对模型细胞活性的影响
!

采用
_55

比色法检

测
IF\[cB,

对模型细胞活性的影响#

IF\[cB,

对模型细胞有保

护作用#细胞存活率明显升高,

Y\

组细胞活性明显下降#存活

率为$

!/*(=+<*8(

%

-

,使用
\[cB,

干预模型细胞
8"F

后#

Y\\

组细胞的存活率达到$

//*##+=*(#

%

-

,

Y\\7

组细胞存

活率为$

!8*##+"*"#

%

-

,实验结果均重复
!

次#见图
8

,

!!

"

!

$

%

#*#<

#

""

!

$

%

#*#,

#与
Y\

组相比较,

图
8

!!

IF\[cB,

对模型细胞活性的影响

?*@

!

IF\[cB,

对模型细胞凋亡的保护作用
!

采用
c\5&B7AB

ACD?A

)

与
Z\

双染流式细胞技术检测#实验结果显示#

Y\

组细

胞的凋亡率为
8/*,#-

$图
=$

%(

Y\\

组凋亡率为
,"*<(-

$图

=&

%(

Y\\7

组凋亡率为
8"*)/-

$图
=X

%,流式细胞仪结果显

示#

LY\[cB,

对模型细胞有保护作用#能够降低
Y\

组细胞的

凋亡率,

?*A

!

IF\[cB,

对模型细胞
f̂ %

和
Z=(

表达的影响
!

本实验采

用
dC;ECIAR21EE?A

M

检测了
f̂ %

和
Z=(

表达,结果发现#在

Y\

组中#

K

Bf̂ %

和
K

BZ=(

表达上调,

Y\\

组
K

Bf̂ %

和
K

BZ=(

表达受到抑制,实验均重复
=

次$见图
"

%,

!!

7

!对照组#

$

!缺氧)缺血组$

Y\

%#

&

!

IF\[cB,

干预组$

Y\\

%#

X

!

IF\[cB,

与
7[,#8"

干预组$

Y\\7

%(右上象限为晚期凋亡#右下象限为

早期凋亡,

图
=

!!

IF\[cB,

对模型细胞凋亡的保护作用

图
"

!!

IF\[cB,

对模型细胞
f̂ %

和
Z=(

表达的影响

?*B

!

IF\[cB,

对
&';

K

';CB=

蛋白活性的影响
!

实验结果显示#

与正常组相比较#

Y\

组和
Y\\7

组
&';

K

';CB=

活性达到$

8,#*

(!+,<*##

%

-

)$

8#=*=8+="*##

%

-

#

Y\\

组
&';

K

';CB=

活性受

到抑制#结果差异具有统计学意义,实验结果均重复
!

次$见

图
"

%,

!!

"

!

$

%

#*#<

#

""

!

$

%

#*#,

#与
Y\

组相比较,

图
<

!!

IF\[cB,

对
&';

K

';CB=

蛋白活性的影响

@

!

讨
!!

论

近年来#实验研究认为
\[cB,

对神经元缺血)缺氧具有一

定的保护作用#但作用机制还未完全明确,通过
_55

及免疫

组化观察发现
\[cB,

可增加缺血)缺氧神经元的存活率#显现

=/<,

重庆医学
8#,8

年
!

月第
",

卷第
,!

期



出明确的神经保护作用#这也与他人的研究结果相一致&

<

'

,

\[cB,

是一种有效的神经保护剂#在成熟脑组织中有广泛的低

水平表达#它可以调节神经细胞的生长和分化#抑制细胞凋亡#

对细胞受损后的恢复也有重要作用&

!

'

,流式细胞仪检测发现

外源性给予
\[cB,

#可以有效抑制缺血)缺氧神经元的凋亡率#

并且
dC;ECIAR21EE?A

M

检测证实与下调
K

Bf̂ %

)

K

BZ=(

的表达

及抑制
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K

';CB=

的活性有关,

7[,#8"

是
\[cB,

受体抑制

剂#可以明显抑制
\[cB,

对缺血)缺氧神经元的保护作用#证实

了
\[cB,

的神经保护作用#且该保护作用与调节
f̂ %

)

Z=(

信

号途径有关,

丝裂原活化的蛋白激酶$

0?E1

M

CA'HE?N'EC>

K

I1EC?AO?A';C

#

_7Z%

%是一类由脯氨酸介导的丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#通过

*

区域双位点的磷酸化而活化#

_7Z%

超家族包括细胞外信

号调节激酶$
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和应激活

化蛋白激酶$

;EIC;;'HE?N'EC>

K

I1EC?AO?A';C;

#

97Z%;

%等信号转

导途径,缺血)缺氧脑损伤可通过一系列信号途径转导至细胞

核#启动相关基因表达#引起神经元凋亡,有研究表明#缺血)

缺氧脑损伤可激活
f̂ %

)

K

=(

信号途径&

/

'

,在本实验中#发现

缺血)缺氧细胞模型中#

K

Bf̂ %

与
K

=(

水平升高#

\[cB,

对其有

抑制作用,同样#在诱导细胞凋亡的分子机制中#

&';

K

';C

家

族起着关键作用#它是一组在细胞凋亡过程中起着关键作用的

酶,

&';

K

';C

为半胱氨酸天门冬氨酸蛋白#是一组具有相似的

氨基酸顺序和二级结构的半胱氨酸蛋白酶#与真核细胞凋亡密

切相关#还参与细胞因子的成熟)细胞生长和分化,在
&';

K

';C

家族成员中#

&';

K

';CB=

对凋亡的进程起着决定性作用&

(

'

,

&';

K

';CB=

被认为是细胞凋亡的执行者#是蛋白酶级联反应的

关键环节,本次研究发现#缺血)缺氧细胞模型中
&';

K

';CB=

的活性升高#说明
&';

K

';CB=

参与了神经细胞的凋亡#给予

\[cB,

后#

&';

K

';CB=

的活性有明显改变,其可能的机制是#缺

血)缺氧诱导神经元增加了
K

Bf̂ %

与
K

=(

的表达#从而启动内

源性途径激活
&';

K

';C

家族#致使
&';

K

';CB=

活性增高#最终神

经元凋亡发生#而
\[cB,

可干预该途径#最终达到抑制神经元

凋亡的作用,

综上所述#尽管
\[cB,

抑制神经元凋亡的调控机制尚未完

全阐释清楚#可能还存在许多未知的信号途径和调控基因在发

挥作用#但随着对
\[cB,

与细胞凋亡研究的不断深入#

\[cB,

有可能被作为靶点为
Y\$X

的治疗开辟新的途径,
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