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**"摘要#*目的*探讨星形胶质细胞在缺氧&缺糖情况下蛋白激酶#"!"##&蛋白激酶$"!"$#&蛋白激酶%"!"%#

及钙I钙调素依赖性蛋白激酶
!

"#&'"

!

#的表达变化情况' 方法*取 0 J龄新生 3K大鼠的大脑皮层进行星

形胶质细胞的纯化与培养%通过缺氧&缺糖处理建立缺血细胞模型' 以实验处理方式的不同分为对照组和模

型组%通过LM:!#L法检测星形胶质细胞水通道蛋白 )"$(!)#表达的变化%采用NOPQORS ?=DQ法检测星形胶质

细胞!"#&!"$&!"%和#&'"

!

的表达情况' 比较两组各项指标的差异' 结果*模型组的$(!) 表达水平显

著高于对照组%差异有统计学意义"!T/U/-#' 模型组的!"#表达水平低于对照组%#&'"

!

表达水平高于对

照组%差异有统计学意义"!T/U/-#' !"$&!"%的表达水平在两组间比较差异无统计学意义"!V/U/-#' 结论

缺氧&缺糖导致的星形胶质细胞的!"#表达水平下降及#&'"

!

表达水平升高%可能与星形胶质细胞水肿有关'

**"关键词#*星形胶质细胞$*缺氧$*缺糖

**"中图分类号#*L5.5*"文献标识码#*$*"文章编号#*,.7) 85+/.$0/,6%,0 8,07. 8/)
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OXYROPP<DS <S &PQRDCEQOPC&GPOJ ?EDXEZOS

&SJ Z=GCDPOJOYR<\&Q<DS ;&E?ORO=&QOJ QDOJO;&D>&PQRDCEQOPB
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**脑水肿和脑细胞死亡是缺血性脑血管病的主要

的病理过程%其中脑水肿不仅是导致脑功能障碍的

重要原因%而且还是造成颅内高压&脑疝形成的关键

因素' 有文献(,)报道%水通道蛋白)"&HG&YDR<S:)%$(!)#
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在脑组织水的运输和调节中起关键作用%其在脑星

形胶质细胞中的高表达可能与脑水肿程度相关' 脑

缺血后%机体通过 $(!) 自身的开放促进水进入脑

细胞而导致脑水肿%而 $(!) 的开关主要由磷酸化

进行调控(0)

' 研究(5%))发现%$(!) 具有多个潜在的

激活位点%其中丝氨酸 ,,, 位点及丝氨酸 ,+/ 位点

是其最常见的激活位点$另外%丝氨酸 ,+/ 位点还可

以激活蛋白激酶#"YRDQO<S [<S&PO#%!"##' !"#的

激活可降低 $(!) 的活性%下调 $(!) 的蛋白表达

以减少脑水肿' 丝氨酸 ,+/位点还是!"#和钙I钙调

素依赖性蛋白激酶
!

"#&'"

!

#的共同激活位点' 蛋

白激酶%"YRDQO<S [<S&PO%%!"%#和蛋白激酶$"YRDQO<S

[<S&PO$%!"$#同样是调节$(!) 磷酸化的重要酶'

有研究(-)在大鼠视神经少突胶质细胞中使用 !"%

抑制剂后发现$(!) 表达减少%提示 !"%的抑制可

影响$(!) 的活性' 但是%!"$及!"%在脑缺血后

是否激活的相关报道较少' 脑缺氧&缺糖是导致脑

水肿的最常见的病因%为了进一步明确星形胶质细

胞缺氧&缺糖后各种蛋白激酶的变化%本研究通过体

外培养星形胶质细胞行缺氧&缺糖处理%建立脑缺血

细胞模型%观察蛋白激酶的活性情况以及其与$(!)

的关系%进而为缺血性脑水肿的早期防治提供新的

思路和靶点'

B<材料与方法

BCB<实验材料<3K大鼠乳鼠由广西医科大学实验

动物中心提供' 主要试剂!K'9'和小牛血清均购

自美国 aEC=DSO公司%兔抗 !"$&#&'"

!

一抗购自

$?C&;公司%兔抗!"%&!"#一抗购自 #3M公司%鼠

抗%$!Ka一体购自 3&SQ&#RGb公司%相应的二抗购

自 3&SQ&#RGb公司$3cdL'&PQOR'<XQGRO试剂盒购

自日本M$"$L$公司'

BCD<实验方法

,U0U,*星形胶质细胞的培养与鉴定*取 0 J 龄新生

3K大鼠%断头取大脑皮层组织%入冰冷的K:F&S[P液

"美国%ed#̂ 公司#中剥除脑膜和血管%反复轻柔吹

打制成细胞悬液%过滤%收集滤液%转入 7/ ;=培养

瓶中%培养箱中静置培养"57 f%-g #̂

0

#' 用 . ;=

/U0-g胰酶液加入培养瓶%室温消化 ,- ;<S 左右即

置入等量含 ,/g 4d3的K'9'培养基"完全培养基#

停止消化%, /// RI;<S离心 - ;<S%再用!d3 洗 0 遍

后%重悬于完全培养基中%接种于培养瓶' 将培养瓶

置于细胞培养箱培养"57 f%-g #̂

0

#, J 后%再用

57 f恒温定轨摇床以 0// RI;<S振摇 0 F$吸取上清

液弃去"主要是为了排除一些小胶质细胞和部分少

突胶质细胞#%贴壁细胞采用 /U0-g胰酶液室温消

化后立即置入完全培养基停止消化%, /// RI;<S 离

心 - ;<S%弃上清%将沉淀细胞重悬于完全培养基%细

胞计数后以 ,/

.

CO==PI孔接种于 . 孔培养板中' 培养

的细胞用免疫细胞化学法检测 %4$!相关抗原%证

实为星形胶质细胞' 模型组细胞于培养 , 周后进行

缺氧&缺糖处理%对照组细胞不作特殊处理' 本研究

均使用培养第 0 代的星形胶质细胞进行实验'

,U0U0*缺血细胞模型的建立*将模型组细胞培养

板置于特制的有机玻璃通气槽内%将完全培养基更

换为无糖培养基"美国%ed#̂ 公司#%持续通入不含

氧的混合气体"-g #̂

0

%6-g 2

0

#以模拟缺氧&缺糖

环境%密封%将此槽置于 57 f温箱内%调节气流量至

- hI;<S' 经缺氧&缺糖处理 ,0 F 后转移至正常氧

浓度%并更换完全培养基继续培养 0 F%模拟细胞缺

血损伤的病理生理学过程'

,U0U5*LM:!#L法检测 $(!) 的表达*采用 MR<bD=

试剂"上海吉凯生物公司#按说明书步骤提取细胞总

L2$%紫外分光光度计测定 L2$浓度合格% 8+/ f

保存备用' 采用''h̀ 逆转录试剂盒"上海吉凯生

物公司#将总 L2$中的 ;L2$逆转录成 CK2$$根

据%OSO?&S[数据库和以往的研究(.)设计合成$(!)

和
"

:&CQ<S的引物%其中
"

:&CQ<S 为内参"见表 ,#' 采

用 3cdL'&PQOR'<XQGRO试剂盒%严格按照说明书进

行!#L实验操作' 每组设 . 个重复孔' 运用 $de

3QOY ŜO3D>Q]&RO\0U, 软件采用 0

8

!!

#Q法对LM:!#L

结果进行处理'

表 ,*LM:!#L引物序列

基*因 方向 序列"-ij5i# 扩增片段

$(!)* 正向 %$%%#%%M%%%%M$$%M%M 0,) ?Y

反向 M##$$$%#$%$%%%$%$M%

"

:&CQ<S 正向 MM#$$#%%#$#$%M#$$%% ,,) ?Y

反向 #M#$%#$##$%#$M#$##

,U0U)*NOPQORS ?=DQ法检测目标蛋白的表达*收集

细胞%去除培养液%用!d3清洗 0 次$用 0//

#

=Le!$

细胞裂解缓冲液在冰浴条件下裂解细胞%,/ ;<S%以

,/ /// RI;<S&) f离心条件离心 ,/ ;<S%取上清转移

至洁净9!管' 以dR&J>DRJ 法定量蛋白含量$以 -

#

Z

蛋白量加样至 3K3 聚丙酰胺凝胶孔槽%电泳%确定

目标蛋白的片段大小及位置后切胶%转印聚偏乙烯

膜%加封闭液室温封闭 , F%加入目标蛋白一抗%) f

孵育过夜%Md3冲洗%二抗孵育 5/ ;<S%Md3 液冲洗%

以化学发光法显现蛋白条带并照像' 每个组设 5 个

*770,*

**中国临床新医学*0/,6 年*,0 月*第 ,0 卷*第 ,0 期



重复孔' 采用h&?)U5 软件对条带进行密度分析%目

的蛋白的半定量灰度值k目的条带灰度值l内参灰

度值'

BCE<统计学方法<应用 3!33,6U/ 统计软件进行数

据分析%计量资料以均数m标准差"

"

Cm@#表示%两组

间比较采用独立样本 6检验' !T/U/- 为差异有统

计学意义'

D<结果

DCB<两组 $(!) 表达水平比较*LM:!#L结果显

示%对照组$(!) 的相对表达量为",U,/ m/U/)#%模

型组相对表达量为",U)) m/U/7#%两组比较差异有

统计学意义"6k,/U55/%!k/U///#' 提示细胞模型

建立成功'

DCD<两组!"$&!"#&!"%&#&'"

!

表达水平比较

NOPQORS ?=DQ检测结果显示%模型组的!"#表达水平

低于对照组%而#&'"

!

表达水平高于对照组%差异

有统计学意义"!T/U/-#' !"$和 !"%的表达水

平在两组间比较差异无统计学意义"!V/U/-#' 见

表 0%图 ,'

表 0*两组!"$!!"#!!"%!#&'"

!

表达水平比较

"#

"

Cm@$%半定量灰度值&

组*别 !"$ !"% !"# #&'"

!

模型组 ,U-5 m/U76 ,U5/ m/U.6 /U), m/U/7 0U., m/U56

对照组 ,U0+ m/U5. ,U,/ m/U0, ,U7) m/U/- ,U+7 m/U,)

6 /U)66 /U)+/ 0.U776 5U/65

! /U.)) /U.-. /U/// /U/57

图 ,*NOPQORS ?=DQ检测结果图

E<讨论

ECB<$(!) 是脑内重要的跨膜水转运通道蛋白%在

全脑细胞内均有分布%尤其集中在星形胶质细胞和

神经胶质细胞(7)

' $(!) 在液体分泌&细胞迁移&新

陈代谢和维护细胞稳态等方面起重要作用(+)

' 另

外%$(!) 与许多大脑相关疾病的病理过程相关%包

括外伤性脑损伤&脑缺血&血管源性和细胞毒性脑水

肿和脑积水(6 j,,)

' $(!) 在细胞毒性脑水肿的形成

中发挥了重要的作用%其可加速水分进入细胞%也可

清除水肿细胞中的水分(,0)

' 已有研究(0)表明%脑缺

血后%机体通过 $(!) 的开放和关闭来控制水进出

细胞%从而调节脑水肿' $(!) 的开关主要通过蛋

白质磷酸化进行调控' $(!) 具有多个潜在激活位

点%其中丝氨酸 ,,, 位点及丝氨酸 ,+/ 位点是$(!)

最常见的激活位点' 丝氨酸 ,+/ 的激活与 !"#介

导的 $(!) 活性通路有关%!"#激活可下调 $(!)

的活性%使细胞水通透性下降%降低脑水肿程度(,5)

'

同时%延长!"#激活时间也可导致 $(!) 内化(,))

'

!"#介导的$(!) 单通道渗透性和内化可引起星形

胶质细胞通透性下降%减缓脑水肿(5%))

' 有动物实

验发现%#&'"

!

磷酸化可以促进脑水肿发生及$(!)

表达(,-)

' 也有研究(-)发现在大鼠视神经少突胶质

细胞中使用 !"%抑制剂后 $(!) 表达减少' 但是

关于!"$及!"%在脑缺血后是否激活的研究报道

较少'

ECD<本研究通过体外培养星形胶质细胞建立了脑

缺血细胞模型%研究结果显示%星形胶质细胞经缺氧

缺糖诱导后%$(!) 和 #&'"

!

的表达水平显著升

高%而!"#的表达水平显著下降$另外%!"$和!"%

的表达情况与未经特殊处理的对照组比较差异无统

计学意义%提示 $(!) 的活性变化可能是通过丝氨

酸 ,+/ 磷酸化%经!"#和#&'"

!

介导实现的%推测

!"#活化可能与触发$(!) 介导的细胞膜通透性下

降有关%而#&'"

!

活化则可能增加$(!) 介导的细

胞膜通透性' !"$&!"%在脑水肿中的作用有待进

一步探讨'

综上所述%在经缺氧&缺糖处理后%星形胶质细

胞的$(!) 表达水平提高%这可能与 !"#的表达水

平下降及#&'"

!

的表达水平升高有关' 这为临床

对于缺血性脑水肿的防治研究提供新的依据'
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**"摘要#*目的*探讨 -%,/:亚甲基四氢叶酸还原酶"'Ma4L#基因多态性与河南中部地区汉族人群急性

冠脉综合征"$#3#发生的关联性' 方法*招募河南中部地区汉族 $#3 患者 0+/ 例作为观察组%选取同期行

健康体检的河南中部地区汉族健康受试者 0+. 名作为对照组' 采用荧光染色原位杂交技术检测两组'Ma4L

基因#.77M&$,06+#位点基因型%比较两组受试者各基因型及等位基因分布的差异%采用二元hDZ<PQ<C回归分

析'Ma4L基因多态性与$#3发生的关联性' 结果*两组各基因型分布频率均符合a&RJE:NO<S?ORZ平衡"!V

/U/-#' 对照组'Ma4L#.77M位点##&#M&MM型分布频率分别为 5,U+0g&)7U6/g&0/U0+g%'Ma4L$,06+#

位点$$&$#&##型分布频率分别为 75U7+g&0,U.+g&)U-)g$观察组'Ma4L#.77M位点##&#M&MM型分布

频率分别为 ,.U)5g&)/U7,g&)0U+.g%'Ma4L$,06+#位点$$&$#&##型分布频率分别为 .6U06g&07U,)g&

5U-7g' 两组受试者'Ma4L#.77M各基因型分布频率及等位基因频率比较差异有统计学意义"!T/U/-#%

而'Ma4L$,06+#各基因型分布频率及等位基因频率比较差异无统计学意义"!V/U/-#' 二元hDZ<PQ<C回归
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