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目的
!

观察米诺环素对
E&!$

细胞氧糖剥夺*复氧损伤后神经突生长的影响%方法
!

将体外培养

的
E&!$

细胞随机分为正常组$模型组"

RPF
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#$米诺环素组"
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抑制剂组"
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#%以氧糖剥夺
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*复氧模拟体外脑缺血再灌注损伤对
E&!$

细胞进行处理!复氧
$D?

后

采用
&&Q>;

法测定
E&!$

细胞的存活率!
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法测定肌球蛋白轻链"

V6&

#及磷酸化肌球蛋白轻链"
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>

V6&

#的表达!细胞免疫荧光染色标记
E&!$

细胞轴突!荧光显微镜下观察轴突长度%结果
!

米诺环素组
E&!$

细胞存活率明显高于模型组&"
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'!氧糖剥夺*复氧损伤引起
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细

胞神经突回缩!米诺环素组
E&!$

细胞神经突平均长度较模型组增加&"
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V6&E

抑制剂组能阻断米诺环素的轴突生长促进作用%此外!模型组
E&!$

细胞
V6&

磷酸水

平明显高于米诺环素组&
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米诺环素通过激活
V6&E

*

V6&

信号

通路!使
V6&

磷酸化水平下降!促进
E&!$

细胞氧糖剥夺*复氧后神经突的生长%
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缺血性卒中是成人致残最主要的原因"大多数脑

梗死患者残留严重而持久的神经功能缺损#脑梗死

后神经再生和神经可塑性是当今神经科学研究的热

点#目前认为受损神经元的轴突再生和突触形成与
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神经功能恢复密切相关"中枢神经系统损伤后神经元

信息网络整合功能的重建"形成新的神经环路"可促

进神经功能的恢复#米诺环素是一种第二代半合成

的四环素类抗生素"被认为是目前最有前途的神经保

护剂#动物研究表明"米诺环素可促进大鼠局灶性脑

缺血再灌注损伤后神经元轴突再生*

!

+

"近期一项临床

研究显示"急性缺血性卒中患者早期使用米诺环素可

促进患者神经功能的恢复*
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#本课题组前期的体外

研究表明"米诺环素对
E&!$

细胞氧糖剥夺损伤具有

保护作用"可以显著提高细胞的存活率且促进神经突

的生长*
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"但其具体机制尚不明确#肌球蛋白轻链磷
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"使其不能水解
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的磷酸基团"从而提高细

胞内
V6&

的磷酸化水平"导致生长锥的崩解及轴突

回缩*
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#所以本研究旨在观察米诺环素对氧糖剥夺)

复氧后
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细胞神经突生长的影响"并探讨
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)
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信号通路对神经突生长的调节作用#
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材料与方法
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氧糖剥夺)复氧模型的建立
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参照本课题组前

期报道的方法*
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入不含血清的
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中继续培养
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参照凯基全蛋白提取试剂盒说

明书提取蛋白并测定样品蛋白浓度"以
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上样缓冲液"煮沸变性
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软件对条带进行分析"以目的与内参条带光密度的比

值作为蛋白表达的相对含量#
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统计学处理
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采用
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软件进行数据分

析"计量资料以
Kd5

表示"组间比较采用单因素方差

分析"两两比较采用
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检验#检验水准
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损伤的
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细胞的保护

作用
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复氧
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细胞的存活率为
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'处理后能够明

显提高氧糖剥夺)复氧后
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米诺环素对
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蛋白表达的影响
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细胞中加入米诺环素后
P9E>D=

蛋白无明显
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米诺环素对
E&!$

细胞氧糖剥夺&

复氧损伤后的保护作用
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(模型组-
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D
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:

(正常
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组

图
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米诺环素对氧糖剥夺&复氧损伤后
E&!$

细胞

P9E>D=

蛋白表达的影响

"B#

!

米诺环素促进
E&!$

细胞氧糖剥夺)复氧损伤后

神经突生长
!

荧光显微镜下观察可见正常组
E&!$

细

胞呈梭形"细胞两极各有一个长突起&图
=

'#模型组

神经突平均长度为&

!:B#:d:B"$

'

)

H

"

V&

组为

&

DDB#"d:B=<

'

)

H

"

&+'

组为&

$:B==d:B="

'

)

H

"各组

间差异有统计学意义&

C

$

@B@:

'#

!!

9

(正常组-

W

(模型组-

&

(

V&

组-

F

(

&+'

组

图
=

!!

米诺环素对氧糖剥夺&复氧损伤后
E&!$

细胞神经

突生长的影响!

f$@@

"

"B$

!

米诺环素对
E&!$

细胞
RPF

)

,

损伤后
V6&

磷

酸化的影响
!

正常组
E&!$

细胞中
/

>V6&

蛋白仅有

少量表达&

@B$!d@B@<

'-模型组
/

>V6&

的表达显著

增加&

!B@$d@B!$

'"经米诺环素处理后"

E&!$

细胞
/

>

V6&

的表达较模型组明显下降&

@B==d@B@#

'"差异

有统计学意义&

C

$

@B@:

'-预先加入抑制剂
&+'

3

*5'()

9

的
E&!$

细胞"

/

>V6&

的表达较
V&

组明显增加

&

!B=;d@B@"

"

C

$

@B@:

'#各组间
V6&

蛋白的表达

水平差异无统计学意义&

C

&

@B@:

'"见图
D

#

!!

!

(正常组-

$

(模型组-

=

(

V&

组-

D

(

&+'

组

图
D

!!

米诺环素对氧糖剥夺&复氧损伤后
E&!$

细胞

V6&

磷酸化的影响

#

!

讨
!!

论

!!

缺血缺氧性脑损伤可造成不同程度的神经功能

缺损"而神经功能的恢复与神经元的修复及轴突再生

密切相关"促进轴突再生!神经元网络重建以及突触

环路的形成是目前研究的热点"也成为神经康复的首

要目标#

E&!$

细胞氧糖剥夺)复氧损伤真实地反映

了缺血性脑卒中引起的脑损害#

米诺环素是一种高脂溶性的四环素类抗生素"它

具有抗菌和抗炎活性并被临床实践证实为一种治疗

粉刺和关节炎的有效药物#米诺环素能有效的通过

血脑屏障从而在颅脑创伤!卒中!脊髓损伤!神经退行

性疾病如肌萎缩性侧索硬化!帕金森病!亨廷顿病及

多发性硬化等疾病的动物模型中发挥神经保护作

用*

<>#

+

#近年来多项体外研究表明米诺环素对
E&!$

细胞氧糖剥夺)复氧损伤具有一定的保护作用*

;>"

+

"本

研究前期的研究结果显示"

!@@)H2'

)

6

至
!@

)

H2'

)

6

米诺环素能提高氧糖剥夺)复氧损伤后
E&!$

细胞的

存活率"其中
!

)

H2'

)

6

米诺环素对
E&!$

细胞的保护

作用最佳#因此本试验选取该浓度的米诺环素用于

后续神经突生长的研究#

,?29

)

,R&Q

信号途径是调节神经元轴突再生

的主要信号通路"其下游底物之一肌球蛋白轻链&

H

3

>

2.()'(

K

?1*?+()

"

V6&

'是重要的细胞骨架蛋白之一"

相对分子质量为
$@f!@

=

"其表达与突触再生密切相

关#细胞内的
V6&

磷酸化水平对调节突出再生起到

重要作用"在肌球蛋白轻链激酶&

V6&Q

'和肌球蛋白

轻链磷酸酶&

V6&E

'双重调节下"

V6&

发生磷酸化和

去磷酸化的相互转化#既往研究证实"

&+'

3

*5'()9

可

通过抑制
V6&E

阻断神经生长因子&

GPL

'对
E&!$

细胞神经突生长的促进作用*

!@

+

#生长相关蛋白
>D=

&

P9E>D=

'是一种表达在轴突末梢的突出前蛋白"与

神经系统发育!突触形成和神经再生有着密切关系"

已经被证实在神经细胞受损之后的轴突再生过程中

表达明显增高"且在促进神经突生长和突出重塑中起

到至关重要的作用*

!!>!$

+

"可通过观察其表达水平"了

解轴突再生情况#

本研究发现"氧糖剥夺)复氧可诱导
E&!$

细胞凋

亡"降低其存活率"并通过上调
/

>V6&

"诱导神经突回

缩或抑制轴突再生#复氧
$D?

后"

V&

组较模型组

E&!$

细胞存活率明显增高"说明米诺环素可缓解

E&!$

细胞氧糖剥夺)复氧损伤#模型组较正常组
/

>

!!"$

重庆医学
$@!;

年
;

月第
D#

卷第
$$

期



V6&

水平明显增高"而
V&

组较模型组
/

>V6&

有明

显下降趋势"且细胞存活率!

P9E>D=

的表达及轴突长

度测定较模型组均有明显增高"说明米诺环素可能通

过调节
V6&E

)

V6&

信号通路"调节细胞内
V6&

的

磷酸化水平"进而缓解氧糖剥夺)复氧对
E&!$

细胞的

损伤作用并促进轴突再生#模型组较
V&

组
/

>V6&

表达明显增高"

P9E>D=

表达明显减少"且神经突长度

明显缩短"说明
&+'

3

*5'()9

可能阻断了米诺环素与

V6&E

)

V6&

信号通路的相互作用#因此"笔者认为

V6&E

)

V6&

信号通路可能与米诺环素促进
E&!$

细

胞氧糖剥夺)复氧损伤后神经轴突再生密切相关#

综上所述"本研究发现
!

)

H2'

)

6

米诺环素对

E&!$

细胞氧糖剥夺)复氧损伤具有保护作用"可明显

提高损伤细胞的存活率"显著促进缺血缺氧)复氧之

后神经突的生长"其机制可能为米诺环素促进受损的

E&!$

细胞中
V6&E

)

V6&

信号通路激活"使得
V6&

磷酸化水平降低"同时促进
P9E>D=

表达增加"进而

促进轴突再生及突触网络的重建#本研究发现"米诺

环素对氧糖剥夺)复氧损伤的
E&!$

细胞神经突生长

的促进作用与
V6&E

)

V6&

信号通路的激活密切相

关"揭示了米诺环素促进
E&!$

细胞神经突生长潜在

的细胞和分子机制"为将来的临床应用提供了理论基

础#未来的研究可进一步探索
V6&E

)

V6&

信号通

路激活靶点"为新型药物的研究提供理论依据#
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Û E>!

单核细胞环氧化酶
$

表达的影响*

4

+

B

中国动脉硬化杂

志"

$@!<

"

$D

&

=

'(

$:!>$::

"

$<@B

*

!$

+姜红菊"李润智"杜修文"等
B

宁心解毒汤!血塞通!瑞舒伐

他汀对
9

/

2O

>

)

>小鼠炎症因子和
9.

斑块的影响*

4

+

B

中国

动脉硬化杂志"

$@!<

"

$D

&

!$

'(

!$!D>!$!;B

&收稿日期(

$@!;>@!>!!

!

修回日期(

$@!;>@:>$:

'

$!"$

重庆医学
$@!;

年
;

月第
D#

卷第
$$

期


