
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&1-&%%-

基于凝血酶合并缺氧诱导
V5$1

细胞损伤的模型研究"

覃弘宇!李
!

银!李定祥!邓奕辉#

"湖南中医药大学中西医结合心脑疾病防治湖南省重点实验室'细胞生物学与分子技术

湖南省高校重点实验室!长沙
0$%1%/

$

!!

"摘要#
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目的
!

探索凝血酶合并缺氧对
V5$1

细胞损伤的最佳反应时间点!为进一步研究凝血酶在缺血性脑损伤中的意义

提供实验方法&方法
!

建立体外缺氧合并凝血酶诱导的
V5$1

细胞损伤模型&按照常规细胞培养方法!采用三气培养箱"
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培养液造成细胞缺氧模拟缺血!并同时加入不同浓度的凝血酶"
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将每组都作用于
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后!采用四甲基偶氮唑蓝"
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$分析细胞的存活率%

6\C<7

法检测细胞的凋亡程度&结果
!

随着

缺氧时间的延长和凝血酶浓度的增加!细胞存活率逐渐下降!
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细胞阳性率和凋亡率逐渐升高&低浓度凝血酶"
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在缺氧
$K

后!与对照组"
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$相比细胞存活率有所升高!提示低凝血酶可能有保护作用&尤以缺氧
$1K

后开始细胞损伤更

为明显!
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凝血酶组作用
$1K

后与对照组相比细胞存活率显著下降"
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$!凋亡率显著增加"
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凝血酶作用
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和
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凝血酶组作用
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后细胞存活率与对照组比较差异均有统计学意义"
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结论
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凝血酶在缺氧作用
$1K

后为研究凝血酶合并缺氧对
V5$1

细胞损伤的最佳模型条件&
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急性缺血性卒中 $
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&是最常见脑

卒管疾病之一#占各类脑卒中$
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)因血

液循环障碍#如缺血*缺氧等所致的局限性脑组织的缺血性坏

死和软化#所以该病具有发病急*治疗时间窗短*致残率及复发

率高等特点'
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的基本病理过程是脑血管阻塞和随之发

生的脑细胞损伤#其发生机制的学说主要有能量耗竭*兴奋性

氨基酸毒性*梗死灶周边半暗带去极化*炎性细胞因子*钙离子

超载*一氧化氮$
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凝血酶在
:B;

发生发展中的作用受到了学术界的重视'
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凝血酶作为药理作用靶点来研究
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具有重要价值%脑缺血

的模型报道有很多#为模拟机体内急性缺血的损伤机制#通常

以建立体外的脑缺血细胞模型来模拟缺血性脑损伤%而因
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实验利用
V5$1

细胞在凝血酶合并缺氧的环境下模拟脑缺血

后神经细胞#观察不同凝血酶浓度对细胞损伤的情况#探索其

损伤的最佳时间点#从而为研究脑缺血合并凝血酶细胞损伤的

机制和药物防治提供实验方法)

B

!

材料与方法

B&B

!

材料

B&B&B

!

试剂
!

胰蛋白酶$

;I,

N

"

公司&#

>@<@ 2B?2 ?7\.

5W;<

$

$=

&培养基$美国
2

P

5M",D

试剂公司#批号
C:5$')1

&%

链霉素青霉素混合溶液$

$%%\

"

H7

青霉素*

$%%

N

"

7

链霉素&*

磷酸盐缓冲液$

V3;

#

E

2-&1

&均购自
?#SG"

公司%胎牛血清$美

国
2

P

5M",D

试剂公司#批号
Ced%0/(

&%凝血酶$中国
;"MI9S#"

试剂公司 批号
$%):%)(

&%二甲基亚砜$

>@;W

#美国
@V3#".

HD!#GIM+

#批号
$()%88

&%噻唑蓝$

'.0

#

8.!#HDJK

P

M.1.JK#Ii"M

P

.1

#

8.

!#

E

KD,

P

M.1.2.JDJ9Ii"M#RHS9"H#!D

#

@66

#中国
;"MI9S#"

公司#

批号
@/$/$

&)

6\C<7

试剂盒$瑞士
F"GKD

试剂公司#批号

$$)/0/$-($%

&)

B&B&C

!

细胞
V5$1

细胞#来源于大鼠的肾上腺嗜铬细胞瘤细

胞$高分化#永生性&#购自长沙赢润生物技术有限公司#编号

1%$8%'1%%-

)

B&B&D

!

主要仪器
!

倒置显微镜$重庆#型号!

=>;.$3

&#普通二

氧化碳培养箱$德国贺利氏#

2D9IGDMM

&#三气培养箱$

6KD9H"

#

'$'$

&#

;V.-8)

型 紫 外 分 光 光 度 计 $上 海 光 谱#

he%(%-%)%/%8

&#酶标仪$美国#

<7=/%%

&)

B&C

!

实验方法

B&C&B

!

V5$1

细胞的培养及缺氧合并凝血酶损伤模型的建

立
!

V5$1

细胞以含
$%[

胎牛血清*

$%%\

"

H7

青霉素*

$%%

N

"

7

链霉素的
>@<@

高糖培养基于
'-Z

*

8[5W

1

及饱和湿度下

的培养箱中培养#

1!

换液一次#待细胞成长融合后传代培养)

细胞以
$]$%

8 个"
H7

接种于
()

孔培养板#每孔
%&$/H7

#培

养
10K

待细胞贴壁后再加终浓度为
8%

%

N

"

7

的神经生长因子

$

C?A

&诱导分化并继续培养
-1K

后'

8

(

#吸弃原培养液%将细胞

随机分为
8

组#分别为
%\

"

H7

凝血酶组$对照组&*

8%\

"

H7

凝血酶组#

$%%\

"

H7

凝血酶组#

$8%\

"

H7

凝血酶组和
1%%

\

"

H7

凝血酶组)每组设
/

个复孔#分别加入
%

*

8%

*

$%%

*

$8%

*

1%%\

"

H7

浓度的凝血酶
$%

%

7

和
$%%

%

7

无血清培养基#置于

三气培养箱中$

8[5W

1

#

$[W

1

#

(0[C

1

&培养模拟缺氧缺血过

程)不同浓度凝血酶组按
$

*

)

*

$1

*

10K

时间点依次培养孵育

后取出)制备不同浓度$

%

*

8%

*

$%%

*

$8%

*

1%%\

"

H7

&不同时间

点$

$

*

)

*

$1

*

10K

&缺氧合并凝血酶损伤模型)
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细胞凋亡率检测$
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细胞固定爬片

后#去掉孔板中的培养基加入固定液固定后#吸弃固定液加破
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细胞形态的变化
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初次复苏
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细胞在培养基中呈悬浮状态#胞体圆形#处于游离期细胞贴壁

能力较差#易聚集成团#呈半悬浮状态%培养
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贴壁生长并分裂增殖#吸附期
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或多角形#倾向于聚集成团簇状%培养约
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细胞存活率变化
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随着时间的缺氧时间的延长和凝血酶

浓度的增加#细胞存活率逐渐下降)
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凝血酶组在缺

氧
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后#与对照组相比细胞存活率有所升高#提示低凝血酶

可能有保护作用)随着时间的延长#细胞存活率逐渐下降$图
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均出现不同程度的细胞损伤#尤以缺氧
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后细胞损伤更为明显#
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凝血酶组作用
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后与

对照组相比细胞存活率显著下降$
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各时间短不同浓度凝血酶的作用
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法检测细胞的凋亡程度比较
!

6\C<7

荧光染

色法检测细胞凋亡#对照组细胞细胞核呈蓝色荧光#见极少量

的绿色荧光#细胞核形状为较规整椭圆形#染色质分布均匀#未

见明显凋亡细胞)在缺氧
$

*

)K

时间点#随着凝血酶浓度的增

加#绿色荧光细胞的数量较对照组有所增加#可见核形态不规

则的细胞)缺氧
$1K

#
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H7

和
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凝血酶浓度下#

绿色荧光细胞的数量进一步增加#当凝血酶浓度达到
$8%\

"

H7

#绿色荧光细胞的数量明显增多#可见细胞核固缩*碎裂#细

胞死亡数量增加)缺氧达到
10K

后#细胞多数死亡#蓝色荧光

细胞数量已明显减少)见表
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缺血缺氧是缺血性脑卒中导致神经损伤的重要因素)研

究发现#大脑能够耐受低氧而不产生功能性损害的时间约为
8

H#,

#如果缺血时间较长#将导致神经细胞发生不可逆性死亡)

另一方面#凝血酶在缺血性脑卒中发生发展中的作用越来越受

到学术界的重视#凝血酶不仅是血液凝固血栓形成的关键水解

酶#而且也通过与蛋白酶活化受体$

V:F

&结合发挥对神经细胞

的毒性作用)很多研究证明#凝血酶原
HFC:

在脑组织#尤其

是对缺血敏感的组织#如大脑皮质*纹状体*下丘脑*海马和小

脑均有表达)缺血性脑血管病患者及其高危人群中#神经细胞

内凝血酶原的
HFC:

的表达上调#凝血酶生成增加'

-

(

)研究

认为凝血酶还可能通过与其受体结合#诱导炎性细胞与血管内

皮细胞膜上黏附分子
B5:@.$

*

45:@.$

结合进而向血管外浸

润#表达和产生单核细胞趋化蛋白$

@5V.$

&和
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#促发炎症反应#加重神经细胞损害)

@5:W

模

型大鼠的缺血中心区域凝血酶的活性增加#凝血酶原基因表达

上调可持续数小时)

体外实验显示#凝血酶对神经元具有损伤作用#凝血酶的

非蛋白水解活性可以激活小胶质细胞#使小胶质细胞胞内钙离

子明显增加#增强小胶质细胞吞噬作用)体内实验研究表明#

凝血酶注入脑内
)K

后可检测到凋亡的神经细胞#并且

5I+

E

I+D.'

的活性明显增加'
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%凝血酶可诱导脑
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炎性黏

附分子表达#改变血脑屏障$
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&的通透性'
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)所以本研究

采用对
V5$1

细胞进行体外培养#利用
C?A

刺激诱导
V5$1

细

胞#使其向神经元分化#用于神经元的凝血酶合并缺氧模型的

建立%旨在通过本模型探讨凝血酶毒性反应在
:B;

病理生理

过程中的地位#从而更加真实地模拟
:B;

后神经细胞所处的

微环境#更加贴近于临床)凝血酶对于神经元的毒性作用与时

间*剂量呈依赖关系)本研究观察了不同浓度$
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&对
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细

胞分化的影响)结果显示#凝血酶对
V5$1

细胞具有直接的毒

性损伤作用#低浓度的凝血酶作用较短时间可能对细胞具有一

定的保护作用#随着作用时间的延长#凝血酶对细胞毒性损伤

作用增加)
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对细胞存活率的检测结果表明
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低

浓度的凝血酶可能对细胞具有一定的保护作用#原因可能是低

浓度凝血酶$
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伤#与之前文献的报道相符)随着作用时间的延长#在
)
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后对细胞的损伤与对照组相比差异具有统计学意义)而
10

K

组的细胞存活率较低#不利于之后实验的进行)

)K

组
1%%

\
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凝血酶与
$1K

组
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凝血酶相比#二者对细胞

的损伤无明显差异#而
$8%\
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H7

的凝血酶与脑出血血肿内凝

血酶浓度更为接近)凝血酶合并缺氧在不同时间均可以造成

细胞损伤#随着时间的延长及凝血酶浓度的增加#对细胞的损

伤逐渐加重#故选择
$8%\

"

H7

凝血酶在缺氧作用
$1K

后为

研究凝血酶合并缺氧对
V5$1

细胞损伤的最佳模型条件)

凝血酶的分子信号作用是通过其受体的介导来实现的#但

其作用的确切靶点及信号转导通路尚未明确#通过对凝血酶合

并缺氧对
V5$1

细胞损伤模型的探索#进一步研究凝血酶对神

经细胞损伤的相关机制#为实现防治
:B;

后凝血酶毒性作用

可能具有更大的理论和现实意义)
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