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亚低温预处理对谷氨酸诱导原代大鼠

皮质神经细胞损伤的保护作用

薄丰山 王迪芬 刘文悦 付江泉

【摘要】 目的 观察亚低温预处理对体外环境下培养大鼠大脑皮质细胞发生类缺血 / 再灌注（I/R）损伤

的保护作用； 比较亚低温单用或联合药物预处理的保护作用。 方法 选择出生 24�h 内 SD 大鼠的大脑皮质细

胞，体外培养至第 3 天，用阿糖胞苷（2.5�mg/L）培养基换液 1 次；培养 6�d 后随机分为空白对照组、谷氨酸损伤

组（加入含 200�滋mol/L 谷氨酸的无血清培养基作用 0.5�h）、亚低温预处理组（谷氨酸损伤前 1�d 于 33.5�℃低温

下培养 24�h）、亚低温联合依达拉奉预处理组和亚低温联合丙泊酚预处理组（谷氨酸损伤前 1�d 分别更换为

100�滋mol/L依达拉奉培养基和 3�mg/L 丙泊酚培养基后，再低温培养 24�h）。 各组更换正常培养基 24�h后检测细

胞存活率〔四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法〕、细胞凋亡率、c-fos 蛋白表达，苏木素 - 伊红（HE）染色后显微镜下

观察细胞形态改变，铀 -铅染色后透射电镜下观察细胞超微结构改变。结果 谷氨酸损伤组细胞存活率明显低

于空白对照组〔（0.20±0.02）%比（0.97±0.03）%，P＜0.01〕，细胞凋亡率和 c-fos 蛋白表达均明显高于空白对照

组〔细胞凋亡率：（9.85±0.76）%比（0.94±0.20）%，c-fos（ng/L）：6.96±0.75 比 1.65±0.59，均 P＜0.01〕。 亚低温

预处理可明显逆转谷氨酸损伤细胞的存活率、凋亡率及 c-fos 水平，且以亚低温联合丙泊酚预处理作用最为明

显〔存活率：（0.80±0.04）%比（0.20±0.02）%，凋亡率：（2.26±0.54）%比（9.85±0.76）%，c-fos（ng/L）：2.98±0.46

比 6.96±0.75，均 P＜0.01〕。 显微镜下观察细胞形态发现，空白对照组大部分细胞形态大致正常；谷氨酸损伤组

较多细胞质呈深红色，核呈蓝黑色，固缩状态，轴突萎缩明显，个别细胞突起断裂，细胞数量锐减；各预处理组细

胞数量减少不明显，可见少量凋亡细胞。 透射电镜下观察细胞超微结构发现，空白对照组神经细胞超微结构无

明显改变；谷氨酸损伤组细胞质内细胞器数量明显减少，线粒体严重肿胀、嵴消失，呈空泡化或固缩，粗面内质

网严重扩张，核膜局部出现囊样改变、甚至溶解断裂，染色质浓缩、凝集在核膜周边；各预处理组病理改变较谷

氨酸损伤组明显减轻。结论 亚低温预处理能降低体外培养谷氨酸对大鼠大脑皮质神经细胞的损伤，且亚低温

联合丙泊酚预处理组的保护作用更好。
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【

Abstract

】

Objective To� investigate� the� effect� of� mild� hypothermia� preconditioning� against� ischemia/�

reperfusion� （I/R） injury� of� cultured� primary� cortical� rats� neurons， and� to� compare� the� protective� effect� of� mild�

hypothermia�only�and�with�its�combination�with�drugs.��Methods Cortical�neurons�of�neonatal�Sprague-Dawley�（SD）

rat�within�24�hours�after�birth�were�harvested�and�cultured�in�vitro.�On�the�3rd�day， the�cells�were�cultured�in�a�medium�

containing�2.5�mg/L�cytosine�arabinoside�to�inhibit�the�growth�of�glial�cells�and�fibroblast.�Having�cultured�for�6�days�they�

were�randomly�divided�into�blank�control�group， glutamate�damaged�group�（cultured�with�200�滋mol/L�glutamate�for�

0.5�hour�after�washing）， mild�hypothermia�preconditioning�group�（cultured�under�33.5�℃ for�24�hours�before�injury�

induced� by� glutamate）， mild� hypothermia� combining� with� edaravone� preconditioning� group， and� the� hypothermia�

combining�with�propofol�preconditioning�group�（medium�containing�100�滋mol/L�edaravone�and�3�mg/L�propofol）.�They�

were� cultured� under� 33.5�℃ for� 24� hours� before� injury� induced� by� glutamate.�After� 24� hours� of� culturing� in� various�

medium， apoptosis� ratio� was� observed� by� flow� cytometry.� Cell� surviving� rate� was� determined� with� methylthiazolete�

trazolium�（MTT）， c-fos�protein�expression�was�assayed， and�morphologic�change�of�cells�with�hematoxylin-eosin�（HE）

staining�under� the�microscope， and�ultrastructure�changes�were�observed�after�uranyl�acetate�and� lead�citrate� staining�

under� transmission� electron�microscope.�Results The� apoptosis� ratio� and� c-fos� protein� in� glutamate� damaged� group�

were�significantly�higher�than�those�in�blank�control�group�〔apoptosis�ratio：（9.85±0.76）%�vs.�（0.94±0.20）%， c-fos�
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国际上将低温分为轻度（33～35�℃）、 中度

（28～32�℃）、深度（17～27�℃）、超低温（16�℃以下）

4 种。 但 32�℃以下的低温容易引起低血压、心律失

常和凝血障碍等严重并发症， 从而限制了其在临床

中的应用。 Busto 等

［

1

］

首次提出了全身亚低温（32～

35�℃）的脑保护作用显著，随后相关研究人员将亚

低温引入各动物实验和临床试验， 结果显示亚低温

能减轻重要器官损害程度，修复器官功能，同时减少

并发症的发生

［

2-4

］

，目前亚低温在心肺复苏和外科领

域中被广泛应用。

有学者在动物实验中发现， 用亚低温预处理大

鼠局灶性脑缺血，可以减轻脑缺血 / 再灌注（I/R）损

伤

［

5

］

。 有研究显示，脑中心体温每降低 1�℃，脑代谢

率降低 6%～7%，脑缺血区的氧供得以改善，颅内压

也降低

［

6

］

。 亚低温预处理能提高成体神经元存活率

已在很多实验中得到证实， 而亚低温对体外培养的

神经细胞是否同样具有保护作用未见报道。 本课题

组将体外培养的大脑神经细胞引入亚低温干预，检

测亚低温预处理对脑保护作用是否有效， 对比联合

丙泊酚

［

7

］

和依达拉奉

［

8-9

］

预处理的保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要试剂： 出生 24�h 内 SD 大鼠

〔由贵阳医学院实验动物中心提供， 动物合格证号

SCXK（黔）2002-0001〕；胎牛血清（天津市灏洋生物

制品科技有限公司）；DMEM/F12 培养基（美国英杰

公司）；依达拉奉（南京先声东元制药有限公司）；丙

泊酚（英国阿斯利康公司）；四甲基偶氮唑盐（MTT）

细胞增殖细胞毒性检测试剂盒、 细胞凋亡检测试剂

盒（凯基生物科技发展有限公司）；大鼠 c-fos 酶联

免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（美国 R&D公司）。

1.2 大鼠大脑皮质神经细胞原代培养： 取新生的

SD 大鼠双侧大脑皮质，剪成 1�mm×1�mm×1�mm 左

右的小块， 经胰蛋白酶消化后， 调整细胞密度为

（1～10）×10

5

个 /L，接种于培养板、盖玻片、培养瓶

中，置于 33.5�℃、5%�CO

2

培养箱中孵育；第 3 天用

阿糖胞苷（浓度为 2.5�mg/L）培养基换液，以抑制非

皮质神经细胞生长，减少其对检验结果的干扰；第 6

天进行实验分组。

1.3 实验分组：随机分为空白对照组（A 组）、谷氨

酸损伤组（B 组）、亚低温预处理组（C 组）、亚低温联

合依达拉奉预处理组（D 组）、亚低温联合丙泊酚预

处理组（E组）5组。

1.4 亚低温及药物预处理：将脑皮质神经细胞置于

孵箱中培养 6�d，C 组更换培养基后放入 33.5�℃ CO

2

孵箱中培养 24�h；D、E 组分别更换为含 100�滋mol/L

依达拉奉或 3�mg/L 丙泊酚培养基。 然后将细胞置入

33.5�℃ CO

2

孵箱中继续培养 24�h。

1.5 谷氨酸毒性神经细胞损伤模型的建立：将各组

培养 7�d 的神经细胞去掉原培养基， 使用磷酸盐缓

冲液（PBS）冲洗 2 遍后，A 组加入正常培养基，B、C、

D、E组加入含谷氨酸（终浓度 200�滋mol/L）的无血清

培养基作用 0.5�h，加入细胞培养基。

1.6 检测指标及方法：各组细胞生长至第 9 天时用

于检测。

1.6.1 神经细胞存活率：采用 MTT 法，按照细胞增

殖细胞毒性检测试剂盒使用说明在酶标仪中测量吸

光度（A）值，计算神经细胞的存活率。

1.6.2 膜联蛋白Ⅴ- 异硫氰酸荧光素 / 碘化丙啶

（AnnexinⅤ-FITC/PI）双染法检测细胞早期凋亡：取

各组已接种培养瓶的神经皮质细胞，制成悬浮细胞，

（ng/L）： 6.96±0.75�vs.�1.65±0.59， both�P＜0.01〕， the�cell�surviving�rate�was�significantly�lower�than�that� in�blank�

control�group�〔（0.20±0.02）%�vs.�（0.97±0.03）%， P＜0.01〕.�Mild�hypothermia�preconditioning�reversed�surviving�

rate， apoptosis� ratio� and� c-fos� protein， and� the� effect� of� hypothermia� combining� with� propofol� preconditioning� was�

obviously�better�〔cell�surviving�rate：（0.80±0.04）%�vs.�（0.20±0.02）%， apoptosis�ratio：（2.26±0.54）%�vs.�（9.85±

0.76）%， c-fos�（ng/L）： 2.98±0.46�vs.�6.96±0.75， all�P＜0.01〕.�The�morphology�of�cortical�neurons�in�blank�control�

group�was�normal.�Most�of�the�cells�in�glutamate�damaged�group�showed�bluish�black�cytoplasm�with�pyknic�nuclei， with�

crimpled�axons�and�of�them�were�fractured， and�cell�number�was�obviously�decreased.�In�each�pre-conditional�groups，

decrease� in� cell� number� was� unconspicuous， and� only� a� few� cells� showed� apoptosis.� Under� transmission� electron�

microscope， it� was� found� that� cell� membrane， mitochondria� and� rough� endoplasmic� reticulum� were� intact� in� blank�

control� group， but� with� reduction� in� organelles， severely� swollen� mitochondria， even� with� formation� of� vacuole� or�

pyknosis， serious�dilation�of� rough�endoplasmic� reticulum， with� loss�of� cristac�with� loss� of� vacuoles� or�pyknosis， and�

marked�dilatation�of�internal�reticular�endoplasm， and�loss�of�cristac�with�vacuolation�and�chromatin�were�observed�under�

electron�microscope�in�glutamate�damaged�group.�Compared�with�the�glutamate�damaged�group， these�pathologic�changes�

were� markedly� alleviated� in� protected� groups.� Conclusions Mild� hypothermia� preconditioning� can� inhibit�

glutamate-induced�injury�to�cortical�neurons.�The�protective�effect�of�mild�hypothermia�combined�with�propofol�is�better.

【
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按照试剂盒说明书用流式细胞仪测定细胞凋亡率。

1.6.3 c-fos 蛋白检测：去掉培养基，用 PBS 洗涤细

胞 2次，用巴士吹打管吹打细胞至细胞膜破裂，离心

后取上清液，按照试剂盒说明书加入检测试剂，在

波长450�nm 处测定各孔的 A 值，根据标准曲线换算

出各样本的 c-fos 浓度。

1.6.4 神经细胞形态学改变： 用 PBS 清洗盖玻片

3 次，无水乙醇固定细胞，置于 PBS 中清洗；苏木素

染色神经细胞； 用蒸馏水冲洗掉残留在细胞外的苏

木素后置于伊红中染色； 封片后光镜下观察细胞的

形态学改变。

1.6.5 透射电镜下观察神经细胞超微结构： 取各组

已接种培养瓶的神经皮质细胞，锇酸固定，环氧树脂

包埋，铀 -铅染色，透射电镜下观察。

1.7 统计学处理： 使用 SPSS�18.0 统计学软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，组

间比较采用单因素方差分析中的最小显著差异法

（LSD）进行检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 神经细胞存活率（表 1）：谷氨酸损伤组神经细

胞存活率较空白对照组明显降低（P＜0.01）。与谷氨

酸损伤组比较，各预处理组细胞存活率明显升高（均

P＜0.01）； 其中亚低温联合丙泊酚预处理组明显高

于亚低温和亚低温联合依达拉奉预处理组（均 P＜

0.05），且接近空白对照组水平。

2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡率：图 1 右下象限代

表早期凋亡细胞，左下象限代表正常活细胞，右上象

限代表晚期凋亡细胞， 左上象限代表细胞死亡后的

碎片。表 1结果显示，谷氨酸损伤组细胞早期凋亡率

较空白对照组明显升高（P＜0.01）。各预处理组细胞

早期凋亡率均较谷氨酸损伤组明显降低（均 P＜

0.01）；其中亚低温联合丙泊酚预处理组降低更为明

显（均 P＜0.05）。

2.3 c-fos 蛋白（表 1）：谷氨酸损伤组 c-fos 蛋白水

平较空白对照组明显升高（P＜0.01）。与谷氨酸损伤

组比较，各预处理组 c-fos 蛋白水平均明显降低（均

P＜0.01）； 其中亚低温联合丙泊酚预处理组较亚低

温和亚低温联合依达拉奉预处理组降低更为明显

（均 P＜0.05）。

2.4 细胞形态改变（图 2）：在高倍光镜下观察到空

白对照组细胞形态大部分正常， 极少数细胞胞质呈

深红色，细胞核呈蓝黑色；而谷氨酸损伤组神经细胞

大部分胞质呈深红色，细胞核呈蓝黑色，同样放大倍

数的光镜下能观察到的细胞数量明显减少； 而其余

3 组除能见到少数细胞呈现凋亡状态外， 大部分细

胞病理形态改变不明显。

2.5 细胞超微结构改变（图 3）：透射电镜下空白对

照组大部分神经细胞膜完整，细胞器基本完整；而谷

氨酸损伤组神经细胞内细胞器数量锐减， 线粒体严

重肿胀、嵴消失，表现为空泡化或固缩状态；细胞核

膜局部可见囊性变，呈溶解状态或断裂状态，染色质

浓缩，靠近核膜聚集；各预处理组神经细胞的细胞器

超微结构改变明显减轻， 大部分细胞线粒体结构完

整，少数线粒体发生髓样化、空泡化改变，粗面内质

网结构无明显异常，核膜规整无异样。

注：a为空白对照组，b为谷氨酸损伤组，c为亚低温预处理组，d为亚低温联合依达拉奉预处理组，e为亚低温联合丙泊酚预处理组，

Annexin�Ⅴ-FITC为膜联蛋白Ⅴ -异硫氰酸荧光素，PI为碘化丙啶；右下象限（LR）为早期凋亡细胞，左下象限（LL）为正常活细胞，

右上象限（UR）为晚期凋亡细胞，左上象限（UL）为细胞死亡后的碎片

图 1 流式细胞仪检测各组乳鼠大脑皮质神经细胞早期凋亡情况
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表
1 各组体外培养乳鼠大脑皮质神经细胞存活率、

早期凋亡率及 c-fos 蛋白比较（x±s）

注：A组为空白对照组，B 组为谷氨酸损伤组，C 组为亚低温预处

理组，D组为亚低温联合依达拉奉预处理组，E 组为亚低温联合丙泊

酚预处理组；与 A组比较，

a

P＜0.01；与 B组比较，

b

P＜0.01；与 C组比

较，

c

P＜0.05；与 D组比较，

d

P＜0.05

组别 样本数 c-fos蛋白（ng/L）

A组 8 1.65±0.59

B组 8

6.96±0.75

a

C组 8

4.76±0.47

b

D组 8

3.95±0.41

bc

E组 8

2.98±0.46

bcd

0.80±0.04

bcd

2.26±0.54

bcd

0.67±0.03

bc

2.58±0.51

bc

0.63±0.03

b

2.78±0.47

b

0.20±0.02

a

9.85±0.76

a

0.97±0.03 0.94±0.20

细胞存活率（%） 早期凋亡率（%）
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3 讨 论

脑 I/R 损伤机制中除有氧自由基、 细胞内钙超

载、中性粒细胞活化、ATP 生成障碍外，更重要的是

兴奋性氨基酸（EAA）的神经毒性作用

［

10

］

。 作为 EAA

中最主要的氨基酸———谷氨酸， 过量的谷氨酸作用

于树突受体导致突触后神经元过度兴奋， 通过渗透

性损伤和钙依赖性损伤机制， 导致神经细胞损伤甚

至死亡

［

11

］

。 不同浓度谷氨酸诱导的体外培养的神经

元细胞表现为不同的结局： 发生神经细胞坏死需要

高浓度谷氨酸长时间的作用， 而凋亡则需要低浓度

谷氨酸短时间的作用

［

12

］

。

神经元于伤后 0.5～1.0�h 起表达 c-fos 蛋白，随

时间延长而呈现增强，最强至伤后 72�h；神经胶质细

胞同样在伤后开始表达 c-fos 蛋白， 表达的高峰时

间在伤后 12～24�h，72�h 后逐渐减弱

［

13

］

。研究证实疼

痛、缺氧、寒冷等伤害性刺激时，c-fos 蛋白可以作为

神经系统伤害性的标志物

［

14

］

。 c-fos 蛋白的双重作用

表现为：参与神经细胞的凋亡和修复保护作用，这两

种作用与防御系统是否被抑制有关， 抑制时表现为

凋亡作用， 未被抑制时表现为对周围神经细胞的修

复作用

［

15-16

］

。 有学者给实验动物实施了 4�h 时长的

33�℃全身亚低温预处理，观察到缺血性锥体细胞损

害明显减轻， 增强表达的 Bcl-2 蛋白减弱凋亡促进

蛋白 Bax的表达，而减缓细胞凋亡

［

17

］

；高凌云等

［

18

］

实

验研究也得到相似结果。 类似的大鼠脑缺血模型的

研究中， 丙泊酚预处理 30�min， 在大脑的不同部位

c-fos 表达量是不同的， 表达最少的部位是前脑皮

质、海马回和齿状回，推测丙泊酚抑制了 EAA 的释

放， c-fos 基因表达被有效抑制，从而发挥神经保护

作用

［

19

］

。 c-fos 在正常的中枢神经中呈低水平表达，

发挥细胞的保护修复作用，Phillips 和 Belardo

［

20

］

在大

鼠海马损伤的研究中发现，c-fos 过度表达部位神经

细胞凋亡明显增多， 而过度表达的 c-fos 启动凋亡

程序，不能修复神经反而产生继发性损伤

［

15-16

］

。 本

研究中的 5 个实验组中均能检测到 c-fos 的蛋白表

达，尤其是谷氨酸损伤组的浓度最高，同是该组细胞

的早期凋亡率最高， 推测过度表达的 c-fos 没有发

挥神经细胞的修复保护作用，反而启动了凋亡程序，

促进了细胞的死亡。

在缺血性脑损伤的发病机制中， 氧自由基的毒

性作用在众多的研究中被证实。 损伤机制之一是

EAA 介导的 Ca

2＋

通道开放， 导致大量的 Ca

2＋

内流，

细胞内聚集过多的 Ca

2＋

，导致花生四烯酸代谢水平

增高，引发连锁反应，产生大量自由基，导致神经损

伤。具有亲脂基团小分子依达拉奉与羟基基团结合，

降低细胞内自由基浓度， 削弱羟自由基对细胞的损

伤

［

21

］

；依达拉奉对花生四烯酸、白细胞三烯的过氧化

作用有着较强的抑制作用

［

22

］

；有效的抑制氧自由基，

避免后续的损伤性病理变化，发挥神经保护作用

［

23

］

。

在本实验中，从细胞凋亡率、细胞存活率和 c-fos 蛋

图 3 透射电镜下观察各组体外培养乳鼠大脑皮质神经细胞超微结构改变 空白对照组（a）细胞器形态大致完整；谷氨酸损伤组（b）细

胞质内细胞器数量明显减少，线粒体出现严重肿胀、嵴消失，呈空泡样或固缩；亚低温预处理组（c）、亚低温联合依达拉奉预处理组（d）、

亚低温联合丙泊酚预处理组（e）病理改变较谷氨酸损伤组（b）明显减轻，粗面内质网结构基本完整，核膜完整 铀 -铅染色 ×2�000

图 2 光镜下观察各组体外培养乳鼠大脑皮质神经细胞形态学改变 空白对照组（a）大部分细胞形态基本正常，胞质呈淡红色，核呈蓝色；

极少数细胞胞质呈深红色，核呈蓝黑色，核固缩。 谷氨酸损伤组（b）可见较多细胞胞质呈深红色，核呈蓝黑色，核固缩，细胞数量明显减少。

亚低温预处理组（c）、亚低温联合依达拉奉预处理组（d）、亚低温联合丙泊酚预处理组（e）细胞数量均减少不明显，细胞基本联成网状 HE��

高倍放大

3b 3c 3d 3e 3f

4b 4c 4d 4e 4f
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白表达结果中可以观察到， 亚低温联合依达拉奉预

处理组比谷氨酸损伤组有着更强的保护作用， 其保

护作用强于单纯亚低温预处理组。

丙泊酚的神经保护作用可能与减弱缺血缺氧性

损伤所导致的 ATP、钙和钾等离子的改变

［

24

］

以及抑

制脂质过氧化的抗氧化作用

［

25

］

有关。 在前脑缺血模

型中， 产生脑电爆发性抑制剂量的丙泊酚可影响非

天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）依赖

性凋亡相关基因表达，进而降低神经元的死亡数目，

其脑保护作用可持续至缺血后 4 周

［

26

］

。 本研究结果

显示， 亚低温复合丙泊酚预处理组神经保护作用最

强， 作为微弱的亚低温触发神经元细胞表达产生微

量的 c-fos 蛋白，通过调控相关机制，发挥神经修复

保护作用，而丙泊酚则抑制 c-fos 过度表达，避免启

动促凋亡机制，相加效应明显。

亚低温对体外培养的大脑皮质神经细胞能降低

谷氨酸作用的损害， 亚低温复合丙泊酚预处理的保

护作用在所有实验组中优势明显。 减轻谷氨酸的损

害作用稍强的亚低温复合依达拉奉预处理组， 却没

有表现出相加效应， 是否与样本量过少或亚低温降

低了细胞新陈代谢减缓药物消除有关， 有待于进一

步探究。
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更 正

本刊 2014 年第 2 期第一作者杨宏富文章“舒芬太尼对重症监护病房危重患者镇痛 / 镇静治疗的多中心随机对照临床研

究”中第 10 位作者“孙立冬”应改为“孙立东”，作者单位为解放军第一五五中心医院，特此更正。

（本文编辑部）
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