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细胞缺血再灌注损伤致细胞凋亡中的作用&

方法
"

以实验方法完成研究!通过建立
3P!"

细胞缺血再灌注受损细胞模型!分别于缺氧环境中培养
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以进行糖氧剥夺!之后再将其放入高糖培养基中再次复氧培养
"$5

!然后利用
M22

来检测细胞存活

率!并对其进行分组!分为正常组%缺血再灌注组"

4

组$%缺血再灌注
e

溶剂对照组"

I

组$%缺血再灌注
eL34"

激动剂组"

P

组$%缺血再灌注
eL34"

抑制剂组"

W

组$&先进行缺氧培养一定时间后再复氧培养
"$5

!并采用

M22

检测细胞存活率!同时!检测
L34"

受体与
3/=̂7

蛋白的表达情况&结果
"

经糖氧剥夺培养
)5

后!缺血

再灌注的细胞存活率较正常组明显下降!差异有统计学意义"

G

$

%#%1

$!且缺血再灌注损伤糖氧剥脱处理最适

时间为
!"5

&

4

组
L34"

表达水平明显低于
I

组#

P

组与
I

组相比较!

L34"

表达水平显著增高!且
3/=̂7

表达

水平显著增高!差异有统计学意义"

G

$

%#%1

$&结论
"

L34"

受体在
3P!"

细胞缺血再灌注损伤致细胞凋亡中

起着重要的保护作用!且升高
L34"

受体表达水平有助于提高细胞生存率&
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近年来$脑血管疾病成为威胁人类健康的主要疾

病$其中较为常见的脑血管疾病为脑卒中$是致患者

死亡和残疾的主要因素$给社会和家庭带来极大压力

和负担&

!

'

%缺血性脑卒中主要是由于患者出现血栓

或栓塞致大脑相关动脉闭塞$已知的原因有兴奋性毒

性#细胞稳态丧失及血脑屏障破坏等$可能导致患者

神经元死亡&

"

'

%利用细胞分子学对缺血性脑卒中患

者发病过程进行研究可较直观地反映患处缺血#缺氧

环境下各种因素对患者神经元的影响%溶血磷脂酸

(

L34

)是一种结构最为简单的甘油磷脂酸酯$主要来

源于被激活的血小板$神经系统是
L43

受体表达的

主要部位$且人体大脑中
L43

处较高浓度状态&

&

'

%

相关研究发现$人类发生脑卒中后$其脑组织中
L43

等浓度将显著升高$且升高
L43

可致患者脑组织损

伤加重&

$

'

%

3J&_

"

4̂7

途径可通过阻断人体细胞凋亡

来有效保护人体细胞受损%

3P!"

细胞主要来源于人

体神经嵴$可分泌儿茶酚胺类递质&

1

'

%本研究主要探

讨
L34"

在
3P!"

细胞缺血再灌注损伤致细胞凋亡中

的作用$现报道如下%

:

"

资料与方法

:#:

"

一般资料
"

3P!"

细胞购自武汉大学基础医学

院%所需仪器!低温离心机(美国
256?:A

公司$

R0YSPZ!.

)#干湿恒温器(杭州奥盛仪器有限公司$

M_"%%%/!

)#电子天平(上海越平科学仪器有限公

司)#

f'%j

及
f"%j

低温冰箱(青岛海尔股份有限

公司)#三气及普通培养箱(长沙华曦电子科技有限公

司)#酶标仪(

36:-Y8:6?

)#磁力搅拌器(常州国华电

气有限公司)#成像系统(日本
O+̂A-WS/\&

)等%

:#;

"

方法
"

配置剥脱液$

)#"1:L!#%:A8

"

L2?+,/

氯化氢(

>

Uc)#'

)

e.&:L

蒸馏水
e"%:L!%[

十

二烷基硫酸钠(

SWS

)

e!%[

'

/

疏基乙醇$

!#%:A8

"

L

的浓缩胶缓冲液(

>

Uc)#'

)%称取
!"#!!

9

2?+,

碱溶

于
'%:L

蒸馏水中$然后采用
!%#%:A8

"

LUPL

溶液

将
>

U

调至
)#'

$然后再定容至
!%%:L

#

!#1:A8

"

L

分

离胶缓冲液(

>

Uc'#'

)$称取
!'#!.

9

2?+,

碱溶于
'%

:L

蒸馏水中$然后采用
!%#%:A8

"

LUPL

溶液将
>

U

调至
'#'

$然后再定容至
!%%:L

#

!%k

电转缓冲液#

!%[

四甲基乙二胺$

&%#&%

9

2?+,/C=,6e!$$

9

甘氨酸

加蒸馏水定容至
!%%%:L

$电转时现配成
!k

电转液

中
"%%:L

甲醇%

!%k

电泳缓冲液$

&%#"%

9

2?+,

碱
e

!$$

9

甘氨酸
e!%

9

SWS

$然后加蒸馏水$于
)%j

水

浴锅中加热溶解$定容至
!%%%:L

$电泳时再现配%

!%[43

$

!

9

e

蒸馏水溶解后定容至
!%:L

#

!%k

2IS2

$

"$#"%2?+,

碱
e'%

9

氯化钠$然后加蒸馏水定

容至
!%%%:L

$最后再稀释配制成
!k2IS2

$最后再

加入总体积
%#![

的
2B66-/"%

#

U"L1!')&%&

$

1:

9

U"L1!()&%&

粉末
e"%

)

L

二甲基亚砜(美国
4:?6,/

<A

公司)配制成
"1:

9

"

:LU"L1!')&%&

$然后再从混

合液中取出
!%:L

$并加入
((%

)

L

生理盐水及氢氧

化钠#

!%k3IS

缓冲液$

!#"%

9

磷酸二氢钠
e!$#$%

9

磷酸氢二钠
e$%

9

氯化钠
e!

9

氯化钾$加
$%%:L

蒸

馏水$搅拌后溶解$再调至
>

Uc.#$

$定容至
1%%:L

等%向高糖培养基中加入
!%[

胎牛血清(杭州四季青

公司)和
![

双抗以制作
WMYM

高糖培养基*其中

WMYM

无糖培养基则不做处理%

首先$从液氮容器中将冻存时间
$

&

个月的冻存

管取出$然后立即将其放置于
&.j

温水中$并摇动以

使其融化*待其融化后将其取出并放置于超净工作台

上将盖子打开$吸出
3P!"

细胞悬液并放置于离心管

中$然后$再加入适量高糖培养基$封口%以转速
1%%

?

"

:+-

进行离心处理$时间为
!%:+-

%之后采用吸管

将上清液吸取弃掉$并再次加入高糖培养基$并轻轻

吹打成悬液$再利用计数板进行计数$将其接种于培

养皿$然后放置于
&.j

#

1[ PZ

"

的培养箱中进行培

养%待
"$5

后对细胞形态进行观察$如细胞贴壁且呈

长梭状#突起明显则说明细胞复苏良好$并再次更换

培养液以继续培养%

3P!"

细胞传代!工作前
&%:+-

将紫外灯打开消

毒$培养基和
3IS

缓冲液等放置于温度为
&.j

的水

浴中预热
&%:+-

*当
3P!"

细胞密度在
.%[

!

'%[

时

可进行传代$并采用
3IS

缓冲液清洗
!

次细胞$然后

再次加入适量消化液$待肉眼可见白雾状且显微镜下

可见细胞间隙变大则可吸出消化液%加入适量高糖

培养基$轻轻吹打以使其脱壁$并将其制作成细胞悬

液$然后将其沿着盖玻片边缘滴于细胞计数板内%显

微镜下观察提示
3P!"

细胞状态较好$且密度为

.%[

!

'%[

时可开始细胞冻存%

通过建立
3P!"

细胞缺血再灌注受损细胞模型$

分别于缺氧环境中培养
%

#

&
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)

#

(
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#

!15

以进行糖氧

剥夺$之后再将其放入至高糖培养基中再次复氧培养

"$5

$然后利用
M22

来检测细胞存活率$并对其进行

分组$分为正常组#缺血再灌注组(

4

组)#缺血再灌

注
e

溶剂对照组(

I

组)#缺血再灌注
eL34"

激动剂

组(

P

组)#缺血再灌注
eL34"

抑制剂组(

W

组)%先

进行缺氧培养一定时间后再复氧培养
"$5

$并采用

M22

(美国
4:?6,<A

公司)检测细胞存活率$同时采

用
IP4

法检测
L34"

受体与
3/=̂7

蛋白的表达情况%

:#<

"

统计学处理
"

采用
S3SS""#%

软件进行统计学

处理$计量资料以
1dA

表示$采用
:

检验$计数资料以

率(

[

)表示$采用
!

" 检验$以
G

$

%#%1

表示差异有统

+

.)1!

+
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计学意义%

;

"

结
""

果

;#:

"

3P!"

细胞缺氧存活率
"

缺氧
%

#

&

#

)

#

(

#

!"

#

!15

时的细胞存活率分布为
!%%#%[

#

($#![

#

'!#"[

#

11#"[

#

$(#"[

#

$"#![

%随着缺氧时间的增加$

3P!"

细胞存活率呈下降趋势$且缺氧后再复氧进行培养$

结果显示细胞存活率显著下降(

G

$

%#%1

)%

;#;

"

各组细胞
3/=̂7

与
L34"

受体表达情况
"

4

组

L34"

表达水平明显低于
I

组*

P

组与
I

组相比较$

L34"

表达水平显著增高$且
3/=̂7

表达水平显著增

高$差异有统计学意义(

G

$

%#%1

)%见图
!

#

"

%

图
!

""

各组
L34"

表达水平比较

图
"

""

各组
3/=̂7

表达水平比较

;#<

"

各组细胞存活率比较
"

正常组#

4

组#

I

组#

P

组#

W

组细胞存活率依次为
!%%#%[

#

$'#)[

#

$$#![

#

)(#'[

#

$&#![

%经糖氧剥夺后$细胞存活率明显下

降$然加入激动剂后$细胞存活率明显提高(

G

$

%#%1

)%

<

"

讨
""

论

""

缺血性脑卒中是一种发病率较高的脑血管疾病$

具有较高病死率和致残率$给人类生存质量造成极大

影响&

)/.

'

%在缺血性脑卒中患者发病早期阶段$患者

局部脑缺血将形成中心坏死区和周围缺血半暗带区$

其中坏死区域中神经元将会逐渐死亡$而半暗带区因

存在侧支循环而有大量神经元存活&

'

'

%因此$如可在

短时间内恢复患者半暗带区血流供应$此时患者神经

元仍可恢复功能*然而对于中心区域坏死区$即便恢

复血供也会发生再灌注损伤$从而导致患者脑损伤$

所以针对坏死区域已无法再挽救$只能进行有效保

护$加强神经营养等%所以$缺血性脑卒中患者早期

治疗的目的是促进患者缺血半暗带区域神经元功能

的恢复%

L34

是一种类似生长因子的磷脂$广泛存在于中

枢神经系统中$如脑膜#胚胎大脑及血管等$其以极低

水平出现于人体脑脊液中$且在人体血液成分中表达

显著$以血清清蛋白结合形式存在%

L34

主要来源于

被激活的血小板$但某些内皮细胞和炎症细胞也可产

生
L34

%神经系统是
L34

受体表达的主要部位$且

人体大脑中
L34

以较高水平存在$

L34

与
L34"

信

号传递也会参与神经损伤反应%在脑梗死发病早期

阶段$缺血脑组织部位
L34

水平相对较高$

L34

参与

到神经损伤过程中&

(

'

%有研究发现$

L34"

具有抗凋

亡的作用&

!%/!!

'

%本研究通过对
3P!"

细胞实施糖氧剥

脱后再继续培养以模拟人体内糖氧剥夺现象$结果显

示$当缺氧
)5

后$细胞存活率明显下降$

!"5

时的存

活率为
$(#"[

$且此时细胞形态结构开始出现破坏$

随着缺氧时间的延长$细胞形态结构破坏程度明显增

加$甚至开始出现破裂等现象%通过研究发现$采用

缺氧
!"5

时的细胞来模拟缺血半暗带区具有一定价

值$也是拯救细胞存活的关键&

!"/!&

'

%本文对缺氧
!"5

的
3P!"

细胞再次进行分组研究$结果显示经糖氧剥

夺后$

L34"

受体表达与
I

组无明显差异$由此可排

除溶剂的影响%经使用激动剂后$

L34"

受体表达明

显增加$但
W

组较
I

组
L34"

受体表达明显下降$说

明经实施糖氧剥夺后$

L34"

受体表达出现下降$且细

胞存活率下降$但采用激动剂则可提高
L34"

受体表

达$同时增加细胞存活率&

!&/!$

'

%

=

"

结
""

论

""

提高
L34"

受体表达水平有利于避免细胞凋亡$

对细胞起到一定保护作用$所以$利用溶栓早期治疗

缺血性脑卒中具有较好的效果%随着
L34"

受体的

深入研究和应用$有望缺血性脑卒中患者神经功能恢

复得到新的突破%
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