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摘  要摘  要：本文旨在观察低氧预适应(hypoxic preconditioning, HPC) Wistar大鼠脑脊液对新生鼠海马神经元氧糖剥夺(oxygen glu-
cose deprivation, OGD)损伤的影响及机制。原代培养大鼠新生鼠(出生12 h)海马神经元，随机分为正常对照组、OGD组(OGD
培养1.5 h)、正常脑脊液组(正常大鼠脑脊液培养1 d + OGD培养1.5 h)和HPC脑脊液组(HPC大鼠脑脊液培养1 d + OGD培养

1.5 h)，各组n = 6。用含1 mmol/L Na2S2O4的无糖Earle’s液培养大鼠新生鼠海马神经元1.5 h建立OGD模型。应用激光共聚焦

显微镜和流式细胞术检测各组神经元凋亡情况，用免疫荧光染色法检测各组神经元Bcl-2/Bax表达水平。结果显示，正常对

照组偶见凋亡早期细胞，OGD组见大量中晚期凋亡细胞；与OGD组和正常脑脊液组相比，HPC脑脊液组细胞凋亡显著减少

(P < 0.01)，细胞生存率提高(P < 0.01)。OGD组和正常脑脊液组细胞Bcl-2蛋白荧光强度分别为0.040 ± 0.003，0.457 ± 0.044，
而HPC脑脊液组细胞Bcl-2表达荧光强度增至1.923 ± 0.078 (P < 0.01)，且阳性细胞数量亦明显增加(P < 0.01)；Bax表达则呈相

反趋势，相对OGD组(1.548 ± 0.068)和正常脑脊液组(1.072 ± 0.219)，HPC脑脊液组荧光强度(0.411 ± 0.039)明显降低(P < 
0.01)，且阳性细胞数量亦明显减少(P < 0.01)。以上结果提示，HPC脑脊液能减轻OGD损伤诱导的神经元凋亡，该神经保护

效应与上调Bcl-2表达、下调Bax表达，提高Bcl-2/Bax有关。
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Abstract: The present study was to investigate the effect of cerebrospinal fl uid (CSF) from the rats with hypoxic preconditioning 
(HPC) on apoptosis of cultured hippocampal neurons in neonate rats under oxygen glucose deprivation (OGD). Adult Wistar rats were 
exposed to 3 h of hypoxia for HPC, and then their CSF was taken out. Cultured hippocampal neurons from the neonate rats were ran-
domly divided into four groups (n = 6): normal control group, OGD group, normal CSF group and HPC CSF group. OGD group re-
ceived 1.5 h of incubation in glucose-free Earle’s solution containing 1 mmol/L Na2S2O4, and normal and HPC CSF groups were sub-
jected to 1 d of corresponding CSF treatments followed by 1.5 h OGD. The apoptosis of neurons was analyzed by confocal laser 
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scanning microscope and fl ow cytometry using Annexin V/PI double staining. Moreover, protein expressions of Bcl-2 and Bax were 
detected by immunofl uorescence. The results showed that few apoptotic cells were observed in normal control group, whereas the 
number of apoptotic cells was greatly increased in OGD group. Both normal and HPC CSF could decrease the apoptosis of cultured 
hippocampal neurons injured by OGD (P < 0.01). Notably, the protective effect of HPC CSF was stronger than that of normal one (P < 
0.01). Compared to OGD group, normal and HPC CSF groups both showed signifi cantly higher levels of Bcl-2 (P < 0.01), and Bcl-2 
expression level in HPC CSF group was even higher than that in normal CSF group (P < 0.01). Whereas the expressions of Bax in 
normal and HPC CSF groups were signifi cantly lower than that in OGD group (P < 0.01), and the Bax expression in HPC CSF group 
was even lower than that in normal CSF group (P < 0.01). These results suggest that CSF from hypoxic-preconditioned rats could de-
grade apoptotic rate of OGD-injured hippocampal neurons by up-regulating expression of Bcl-2 and down-regulating expression of 
Bax. 
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低氧预适应 (hypoxic preconditioning, HPC) 是一

种机体内源性保护机制，其通过一系列复杂环节调

动机体潜能减轻缺氧损伤，对机体起保护作用。如

何将 HPC 保护理论应用于临床疾病的治疗是目前

国内外转化医学研究的热点和难点，在此方面已有

一些初步研究结果：在体研究显示 HPC 可减轻急

性脑梗死所致的神经元损伤 [1–4] ；而离体实验同样

证明 HPC 能减少缺氧 / 复氧后神经元凋亡 [5]。既往

研究也显示，HPC 大鼠脑匀浆提取液及其去蛋白液

对培养的神经元均有保护作用 [6]，但上述研究结果

面临着临床可操作性差和脑匀浆提纯困难等问题，

但脑脊液具有易通过血脑屏障和便于提纯等优点。

脑脊液由侧脑室脉络丛分泌，含多种电解质、蛋白

质、糖及生长因子，研究证实其能诱导神经干细胞

分化为神经元和星形胶质细胞；脑脊液药理学研究

显示，溶有多种药物的脑脊液对诱导剂所致的神经

元损伤和 PC12 细胞损伤有减轻作用 [7–10]。故本研

究以 HPC 理论为基础，结合脑脊液药理学方法，

观察 HPC 动物脑脊液对细胞缺氧耐受性的影响并

探讨其作用机制，力图寻找出预适应机制中的关键

作用物质，促进预适应理论转化医学进程，提高其

临床可操作性。本研究采用 HPC 大鼠脑脊液孵育

氧糖剥夺 (oxygen glucose deprivation, OGD) 损伤的

大鼠新生鼠海马神经元，并运用激光共聚焦显微镜

和流式细胞术检测神经元凋亡，用免疫荧光检测凋

亡相关蛋白表达，藉此研究 HPC 大鼠脑脊液对海

马神经元 OGD 损伤的作用并探讨相关机制。

1    材料和方法材料和方法

1.1    试剂及仪器试剂及仪器　　CO2 培养箱 (Precision Scientifi c
公司，USA)，激光扫描共聚焦显微镜 (Radiance 2100

型，Bio-Rad 公司，USA)，流式细胞仪 (FACSCalibur
型，Bio-Rad 公司，USA)，高糖 DMEM 干粉培养基、

胎牛血清、马血清和胰蛋白酶 (GIBCO-BRL 公司，

USA)，L-glutamine、左旋多聚赖氨酸 (Poly-L-lysine，
Sigma 公司，USA)、小鼠抗人神经特异性烯醇化酶

(neuron-specifi c enolase, NSE) 一抗、羊抗小鼠二抗

(Dako 公司 )，Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂

盒 ( 凯基生物 )，兔抗小鼠 Bax 单克隆抗体、兔抗

小鼠 Bcl-2 单克隆抗体 (Santa Cruz 公司 )，SABC-
FITC 免疫荧光检测试剂盒 ( 武汉博士德生物工程有

限公司 )。
1.2    实验动物实验动物　　体重 200~250 g 健康成年 Wistar
大鼠，雌雄不拘 ；出生 12 h 内的 Wistar 大鼠新生

鼠 48 只 ( 由鲁抗实验动物中心提供，动物批号

scxk20080002)。
1.3    HPC 大鼠脑脊液制备大鼠脑脊液制备　　采用 Vannucci 等 [11]

方法，将大鼠放入自制的简易低氧舱 (8% O2、92% 
N2、37 °C) 3 h 复制 HPC 模型。HPC 处理后 12 h，
以 10% 水合氯醛腹腔注射 (3~4 mg/kg) 麻醉大鼠并

固定，依次暴露大鼠颈部背侧皮肤、皮下筋膜及肌

肉，到达环枕膜，刺破该膜入枕大池抽取脑脊液，

约 200 μL/ 只，脑脊液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤除

菌后，储存于 −80 °C 冰箱备用。

1.4    神经元培养、鉴定及分组神经元培养、鉴定及分组　　采用我室既往方

法 [5]，无菌条件下提取出生 12 h 内 Wistar 乳鼠海

马组织，冷 D-Hank’s 缓冲液中剪成 1 mm3 组织块，

37 °C、5% CO2 条件下以 0.125% 胰酶消化约 10 
min，200 目滤网过滤，调整细胞浓度为 0.5 × 106 /mL，
接种于预铺 Poly-L-lysine (0.01%) 的细胞培养板上，

24 h 后全量更换培养液，以后每 3 d 半量换液一次，

培养至第 8 天进行海马神经元原代培养及鉴定。取
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培养的神经元，吸出培养基，以 PBS (0.1 mol/L) 轻
洗 2 遍，4% 多聚甲醛固定 30 min，再以 PBS 冲洗

2 遍并风干，根据 NSE 试剂盒 (Dako 公司 ) 说明书

进行染色，于荧光显微镜上观察。NSE 免疫荧光染

色显示，绝大多数细胞胞浆绿染，呈梭形或椭圆形，

细胞连接成网，细胞边缘清晰，有明显突起 ( 图 1)，
细胞计数结果显示神经元纯度超过 95%。取原代培

养 8 d 的神经元，随机分为以下 4 组：正常对照组：

正常高糖培养基培养 ；OGD 组：OGD 培养 1.5 h ；

正常脑脊液组 ：正常大鼠脑脊液以 1:9 浓度加入

高糖 DMEM 培养液培养神经元 1 d 后，OGD 培

养 1.5 h ；HPC 脑脊液组 ：HPC 大鼠脑脊液以 10%
浓度培养神经元 1 d，OGD 培养 1.5 h。各组 n = 6。
OGD 培养方法：无糖 Earle’s 液洗 3 次后，加入含

连二亚硫酸钠 (Na2S2O4, 1 mmol/L)的无糖Earle’s液，

37 °C、5% CO2、饱和湿度下培养。

1.5    Annexin V/propidium iodide (PI) 双染检测双染检测

1.5.1    激光共聚焦显微镜观察激光共聚焦显微镜观察　　取干预后各组神

经元，弃培养基，PBS 洗 2 遍。在 500 μL Binding 
buffer 中加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI，混匀，

将溶液均匀滴加于培养细胞的盖玻片上，避光，室

温反应 5 min，封片，立即于荧光显微镜下观察。

凋亡早期细胞膜呈绿色荧光，胞核不着色；凋亡中

晚期胞膜呈绿色荧光，细胞核红染；死亡崩解细胞

仅见胞核红染。荧光图片经 Lasersharp 2000 软件

(4.5.3) 摄像，每组随机选取 20 张图片进行荧光强

度检测。

1.5.2    流式细胞仪检测流式细胞仪检测　　取干预后各组神经元，

用 0.125% 胰酶消化约 4 min，收集细胞于离心管中

制成单细胞悬液，调整细胞浓度为 1 × 106 /mL。取

1 mL 细胞，1 000 r/min 离心 10 min，弃上清，加

入 1 mL 冷 PBS，制成细胞悬液并重复操作 2 次，

细胞悬浮于 200 μL Binding buffer 中，加入 10 μL 
Annexin V-FITC 和 5 μL PI，混匀，阴性对照以 PBS
代替染料，避光室温反应 20 min 后加入 400 μL PBS，
200 μm 筛网过滤，立即流式细胞仪检测。

1.6    Bcl-2/Bax 免疫荧光检测免疫荧光检测　　取干预后各组神经

元，吸出培养液，用 37 °C，0.01 mol/L PBS (pH 7.4)
洗 2 遍，4% 多聚甲醛固定 30 min，PBS 轻洗两遍，

风干；滴加 0.01 mol/L PBS 按 1:10 稀释的正常血清

封闭液，室温封闭 20 min，甩去多余液体；加用 0.01 
mol/L PBS 按 1:100 稀释的兔抗小鼠 Bcl-2 或 Bax 多

克隆抗体 ( 阴性对照用 PBS 代替一抗溶液 )，4 °C
过夜，PBS 浸洗后，加入 PBS 稀释的羊抗兔 IgG-
FITC，37 °C 孵 育 30 min， 冲 洗 后 用 0.01 mol/L 
PBS 按 1:1 稀释的甘油封片，激光共聚焦显微镜观

察。扫描选用参数为：激发光波长为 554 nm，观测

光波长为 575 nm，物镜为 40 倍，扫描方式为点扫描，

Zoom 为 (1.0)。扫描图片用 Lasersharp 2000 软件摄

像、分析。

1.7    数据处理与统计学分析数据处理与统计学分析　　所有数据以 means ± 
SD 表示，采用 Sigma Stat 3.5 统计软件包中的单因

素方差分析 (ANOVA) 与 Dunnett t (2-tailed) 进行统

计学处理，当 P < 0.05 时认为差异具有显著性。

2    结果结果

2.1    Annexin V/PI双染检测细胞凋亡双染检测细胞凋亡

2.1.1    HPC脑脊液孵育减轻脑脊液孵育减轻OGD神经元凋亡神经元凋亡

荧光强度检测结果显示，正常对照组红、绿两

种荧光均微弱，着色细胞少见，偶见早期凋亡神经

元；OGD 组可见大量强绿色和红色荧光，红染裸

核多见，为中晚期凋亡和死亡神经元；正常脑脊液

组可见较多胞膜绿染、核红染细胞及单纯胞膜绿染

细胞，为中晚期凋亡神经元和少量凋亡早期神经元，

绿色和红色荧光强度均较 OGD 组减弱 (P < 0.01) ；
HPC 脑脊液组神经元荧光着色细胞少，以胞膜绿染

为主，是细胞凋亡早期的特征性表现，绿色及红色

荧光强度较 OGD 组和正常脑脊液组均有明显减弱

图    1. 原代大鼠海马神经元的免疫荧光染色鉴定

Fig. 1. Identifi cation of primary culture of rat hippocampal neu-
rons with immunofl uorescence staining of neuron-specifi c eno-
lase (NSE). Scale bar, 50 μm.
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(P < 0.01，表 1，图 2)。
2.1.2    HPC脑脊液孵育提高脑脊液孵育提高OGD神经元存活率神经元存活率

流式细胞术检测结果显示，正常对照组细胞存

活率 (73.445% ± 3.319%) 最高，OGD 组细胞存活率

(45.245% ± 2.251%) 最低；与 OGD 组相比，正常脑

脊液组细胞存活率显著提高 (P < 0.01)，而 HPC 脑

脊液组神经元存活率较 OGD 组和正常脑脊液组均

有显著升高 (P < 0.01)( 表 1，图 3)。

图    2. 神经元凋亡检测的激光共聚焦显微图片(Annexin V/PI双染)
Fig. 2. Confocal laser scanning micrographs showing apoptosis in neurons stained with Annexin V (green)/PI (red). A: Normal group. 
B: OGD group. C: Normal CSF group. D: HPC CSF group. Scale bar, 50 μm. OGD: oxygen glucose deprivation; CSF: cerebrospinal 
fl uid; HPC: hypoxic preconditioning.

图    3. 神经元凋亡检测的流式细胞术图(Annexin V/PI双染)
Fig. 3. Dot plots of FCM showing survival rates of neurons (Annexin V/PI double staining). A: Normal group. B: OGD group. C: Nor-
mal CSF group. D: HPC CSF group. OGD: oxygen glucose deprivation; CSF: cerebrospinal fl uid; HPC: hypoxic preconditioning.

图    4. 各组神经元Bcl-2蛋白表达情况

Fig. 4. Expressions of Bcl-2 protein in neurons from different groups detected with FITC-conjugated antibody. A: Normal group. B: 
OGD group. C: Normal CSF group. D: HPC CSF group. Scale bar, 50 μm. OGD: oxygen glucose deprivation; CSF: cerebrospinal 
fl uid; HPC: hypoxic preconditioning.
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表1. 各组神经元细胞凋亡和生存率比较

Table 1. Comparisons of apoptosis and survival rate of neurons from different groups
Group Annexin V-FITC (green) PI (red) Survival rate (%)
Control 0.050 ± 0.010 0.020 ± 0.010 73.445 ± 3.319
OGD 2.470 ± 0.145 2.748 ± 0.110 45.245 ± 2.251
Normal CSF 1.625 ± 0.171** 2.016 ± 0.023** 51.828 ± 1.606**

HPC CSF 0.605 ± 0.082**## 0.117 ± 0.028**## 65.275 ± 2.615**##

Means ± SD, n = 6. **P < 0.01 vs OGD group;  ##P < 0.01 vs normal CSF group. OGD: oxygen glucose deprivation; CSF: cerebrospi-
nal fl uid; HPC: hypoxic preconditioning.

2.3    HPC脑脊液孵育提高脑脊液孵育提高OGD神经元神经元Bcl-2表达，表达，

降低降低Bax表达表达

Bcl-2 蛋白主要位于神经细胞胞浆、核膜及突起

中，在本实验中标记为绿色荧光。正常对照组和

OGD 组偶见细胞表达 Bcl-2，荧光强度较低，阳性

细胞数量少；与正常对照组和 OGD 组相比，正常脑

脊液组 Bcl-2 荧光强度显著增加 (P < 0.05)，不过阳

性细胞数量与 OGD 组相比无显著差异；相对 OGD
组及正常脑脊液组，HPC 脑脊液组 Bcl-2 蛋白荧光

强度显著增加 (P < 0.01)，阳性细胞亦明显增多 (P < 
0.05)，表明 Bcl-2 蛋白表达显著升高 ( 表 2，图 4)。

Bax 蛋白主要表达于神经细胞胞浆、核膜及突

起中，在本实验中标记为绿色荧光。正常对照组仅

见少量星点状荧光，荧光强度极弱，阳性细胞少；

相对 OGD 组，正常脑脊液、HPC 脑脊液组的 Bax
表达荧光强度和阳性细胞数均显著降低 (P < 0.05 或

P < 0.01) ；相对于正常脑脊液组，HPC 脑脊液组的

Bax 表达荧光强度和阳性细胞数均显著降低 ( 均 P < 
0.01)( 表 2，图 5)。

正常对照、OGD 组 Bcl-2/Bax( 阳性细胞数比值 )
分别为 1.06 ± 0.45 和 0.59 ± 0.32，正常脑脊液、

HPC 脑脊液组 Bcl-2/Bax 较 OGD 组均显著升高 (P < 
0.01)，而 HPC 脑脊液组 Bcl-2/Bax 又较正常脑脊液

组显著升高 (P < 0.01)( 表 2)。

表2. 各组神经元Bcl-2和Bax蛋白表达的比较

Table 2. Comparison of protein expressions of Bcl-2 and Bax in neurons from different groups
Group Fluorescence intensity  Number of positive cells Bcl-2/Bax 
 Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax
Control 0.040 ± 0.012 0.401 ± 0.010   4.000 ± 0.330   3.800 ± 0.930 1.06 ± 0.45
OGD 0.040 ± 0.003 1.548 ± 0.068   8.800 ± 2.610 16.100 ± 3.520 0.59 ± 0.32
Normal CSF 0.457 ± 0.044* 1.072 ± 0.219* 11.900 ± 2.190 12.300 ± 1.090** 0.98 ± 0.17**

HPC CSF 1.923 ± 0.078**## 0.411 ± 0.039**## 17.500 ± 4.390*#     8.400 ± 0.760**## 1.84 ± 0.24**##

Means ± SD, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs normal CSF group. OGD: oxygen glucose depriva-
tion; CSF: cerebrospinal fl uid; HPC: hypoxic preconditioning. Bcl-2/Bax: Ratio of Bcl-2 positive cells to Bax positive ones.

图    5. 各组神经元Bax蛋白表达情况

Fig. 5. Expressions of Bax protein in neurons from different groups detected with FITC-conjugated antibody. A: Normal group. B: 
OGD group. C: Normal CSF group. D: HPC CSF group. Scale bar, 50 μm. OGD: oxygen glucose deprivation; CSF: cerebrospinal 
fl uid; HPC: hypoxic preconditioning.
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3    讨论讨论

我们在既往实验中发现 OGD 1.5 h 时神经元出

现明显的凋亡特征：Annexin V/PI 染色荧光显微镜

观察可见大量细胞呈单纯细胞膜绿染，为凋亡早期

细胞；部分细胞呈细胞膜绿染伴细胞核红染，为凋

亡中晚期细胞；少量细胞呈红色裸细胞核，为坏死

细胞，故本实验选择 1.5 h 作为凋亡诱导时长。在

本实验中，我们应用流式细胞仪和激光共聚焦显微

镜检测获得一致结果：正常和 HPC 大鼠脑脊液对

OGD 神经元损伤均具有保护作用，正常脑脊液、

HPC 脑脊液组的凋亡情况较 OGD 组明显减轻；与

正常脑脊液组相比，HPC 大鼠脑脊液能使 OGD 处

理的神经元凋亡进一步减轻，表现出更好的神经保

护效应。

探讨 HPC 大鼠脑脊液的神经保护效应，我们

推测 HPC 大鼠脑脊液可以减少 OGD 后神经元凋亡

的启动，抑制凋亡进程发展，从而提高 OGD 后细

胞存活率。在众多凋亡调节基因中，Bcl-2 家族中

的 Bcl-2 和 Bax 的作用已得到广泛证实，被认为是

细胞凋亡最后共同通路之一。Bcl-2 基因编码的跨

膜蛋白可通过调控凋亡执行蛋白 caspase 激活因子、

减少细胞内氧化应激、抑制细胞内高钙激活的

DNA 裂解、阻断促凋亡基因作用通路以及维持线

粒体结构和功能稳定等途径，抑制线粒体通透性转

换孔开放和细胞凋亡程序启动。Bax 基因是 p53 的

下游基因，它编码的蛋白受到凋亡信号刺激后激活，

与线粒体膜上的 Bcl-2 结合为异源二聚体，拮抗

Bcl-2 的抗凋亡作用或本身形成同源二聚体直接启

动凋亡连锁反应，Bcl-2 和 Bax 的蛋白表达比决定

细胞的最终命运，Bax 蛋白占优势时细胞凋亡，

Bcl-2 蛋白占优势时细胞能够存活 [12–16]。本实验结

果显示，HPC 脑脊液组的 Bcl-2 蛋白表达及 Bcl-2/
Bax 阳性细胞数比值均显著高于 OGD 组，亦高于

正常脑脊液组 ；而 Bax 蛋白表达明显低于 OGD 组

和正常脑脊液组，说明 OGD 能诱导 Bax 蛋白高表

达，抑制 Bcl-2 蛋白表达，促进细胞凋亡；而 HPC
大鼠脑脊液可通过上调 Bcl-2 表达，下调 Bax 表达，

维持线粒体结构和功能稳定性，提高神经元缺氧耐

受性，抑制细胞凋亡的启动和凋亡进程的发展。这

为我们之前 HPC 研究中观察到的 HPC 能减少缺氧

后细胞凋亡和坏死形态学改变 [5,6,17]、减轻动物整体

缺氧缺血后神经功能损伤 [1–4,18] 提供了证据。

在本实验中，正常大鼠脑脊液也表现出一定的

神经保护作用。这可能与脑脊液本身含有的神经生

长因子等有益于神经元生存微环境的介质和分子有

关 [7–10]。脑脊液较之脑匀浆提取物蛋白含量低，更

易通过血脑屏障，较少引起不良反应，能在保留较

多低氧保护性成分的状态下作用于颅内缺血灶，发

挥特异高效治疗作用，如能制成新型抗缺血药物，

将提高临床缺血性脑损伤的治疗效果。
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