
脑血管疾病是常见高发疾病，临床上常采用药物治

疗、外科手术及介入溶栓治疗等治疗措施来恢复缺血区

脑组织的血液供应，缺血组织在短时间内立即恢复血流

供应有利于缺血组织的恢复，但在实际情况中，很难在

短时间内恢复缺血区血流供应。因此在长时间缺血后

恢复血液再灌注会导致进一步的组织损伤和功能障碍，

这种现象称为缺血再灌注损伤。在缺血再灌注损伤过

程中，脑部数量最多的星形胶质细胞会发生严重损伤，

脑缺血后星形胶质细胞的存活会影响神经元的存活和

突触的重塑，它通过释放谷氨酸造成兴奋性氨基酸毒

性、释放炎性因子及增加缝隙连接等，加重神经细胞的

损伤，另一方面，星形胶质细胞又可以通过产生抗氧化

物质释放神经营养因子、降低水通道蛋白、促进红细胞

生成素帮助神经元恢复损伤。因此，星形胶质细胞对神

经元的损伤及恢复有重要作用。

在缺血再灌注过程中，Src 蛋白激酶呈激活状态［1-2］。

Src激酶属于酪氨酸蛋白激酶，是可感知NMDA等受体

激活并向胞内传递信号的核心蛋白激酶，广泛参与星形

胶质细胞和神经元的增殖、分裂、存活等生理活动［3-5］。

本研究观察Src家族酪氨酸蛋白激酶的抑制剂PP2对星

形胶质细胞缺氧/复氧损伤是否具有的神经保护作用及

可能机制。本课题组利用原代星形胶质细胞进行体外

培养，采用缺氧/再复氧处理模拟在体脑缺血再灌注,并

寻找有效的抗缺血再灌注损伤的措施。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 清洁级SD大鼠，雌雄不限，由江苏大学实

验动物中心提供。实验动物许可证号：SYXK(苏)
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摘要：目的 探讨Src激酶抑制剂PP2对大鼠星形胶质细胞缺氧/复氧损伤的保护作用。方法 实验分为正常对照组，缺氧/复氧组

（H/R；缺氧8 h/复氧24 h），PP2 +缺氧/复氧组（PP2+H/R；缺氧前给予10 µmol/L PP2作用24 h）。MTT法检测各组星形胶质细胞

存活率，流式细胞术测定各组星形胶质细胞凋亡率，Western blotting法检测各组星形胶质细胞中Src激酶、Bax及Bcl-2的蛋白

表达。结果 MTT检测结果显示H/R 损伤后细胞存活率降低，而在使用PP2预处理后细胞存活率增加（P<0.01）；流式细胞术实

验结果显示H/R 损伤后细胞凋亡增加，而在使用PP2预处理后细胞凋亡显著减少（P<0.01）；Western blotting法检测结果显示H/

R 损伤后Src激酶表达增加，用PP2预处理后Src激酶表达降低。H/R 损伤后凋亡相关蛋白Bax/Bcl-2的比值增加，在用PP2预

处理后Bax/Bcl-2的比值显著降低（P<0.01）。结论 PP2可对星形胶质细胞H/R损伤起保护作用，其机制可能与抑制Src激酶的

蛋白表达和激活抗凋亡机制有关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of Src kinase inhibitor PP2 on hypoxia/reoxygenation (H/R) injury in rat astrocytes
in vitro. Methods In vitro cultured rat astrocytes were exposed to hypoxia for 8 h followed by reoxygenation for 24 h with or
without pretreatment with PP2 (10 µmol/L) for 24 h before H/R injury. MTT assay and flow cytometry were used to detect the
viability and apoptosis of the exposed astrocytes, respectively, and the protein expressions of Src, Bax, and Bcl-2 in the cells
were determined using Western blotting. Results PP2 pretreatment significantly increased the viability and decreased the
apoptosis rate of rat astrocytes exposed to H/R injury (P<0.01). Western blotting showed that H/R injury caused increased
expression of Src kinase, which was lowered by PP2 pretreatment. The ratio of Bax/bcl-2 in the astrocytes increased after H/R
injury, and was significantly decreased by PP2 pretreatment (P<0.01). Conclusion PP2 protects rat astrocytes from H/R injury
possibly by inhibiting the expression of Src kinase and activating the anti-apoptotic mechanisms in the cells.
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2008-0024。

1.1.2 试剂 PP2，MTT，二甲基亚砜（DMSO），胰蛋白

酶，Src激酶一抗，均为Sigma产品；胎牛血清，DMEM/

F12培养基均为Gibco产品，Bax、Bcl-2单克隆抗体均来

自BOSTER；辣根酶标记山羊抗兔 lgG、辣根酶标记山

羊抗小鼠 lgG均来自北京中杉金桥；PI/Annexin V 试剂

盒为BD公司产品。其他常用试剂均为国产分析纯级。

1.2 方法

1.2.1 星形胶质细胞原代培养、纯化［6］ 取新生24 h SD

大鼠，取大脑皮层，剪碎至糜状，0.125%胰酶37 ℃消化

15 min，每5 min振荡1次，加入含10%胎牛血清的DMEM/

F12培养液终止消化，离心，加培养液吹打形成细胞悬

液，利用差速贴壁法接种细胞，放入培养箱25 min后，吸

取上清液移至一次性塑料培养瓶中，放置于37 ℃、5%

CO2培养箱中培养。第2天更换培养液，之后每3 d换液

1次，培养7~10 d，倒置显微镜下观察细胞生长情况，待

细胞生长至融合状态后，置于37 ℃恒温摇床中250 r/min

振荡18 h，弃上清液后，进行传代培养。待细胞生长稳

定后，进行星形胶质细胞特异性蛋白GFAP免疫荧光染

色，进行细胞纯度鉴定，取纯度在95%以上的细胞进行

研究。

1.2.2 实验分组及缺氧/复氧模型的建立 实验分为正常

对照组、缺氧/复氧组及PP2+缺氧/复氧组。将星形胶质

细胞接种于细胞培养板中，用含10%胎牛血清的DMEM/

F12培养基，在37 ℃、5% CO2培养相中培养24 h。缺氧/

复氧处理：用未加血清的无糖DMEM培养基替换含

10%胎牛血清的DMEM-F12（1∶1）培养基，置缺氧培养

箱（94% N2，5% CO2，1%O2）内培养8 h，再将培养液换为

含10%胎牛血清的DMEM-F12（1∶1）培养基，放入37 ℃、

5% CO2培养箱继续培养24 h。PP2+缺氧/复氧组于缺

氧/复氧前给予终浓度为10 µmol/L的PP2预处理24 h。

1.2.3 星形胶质细胞鉴定 将传代后的星形胶质细胞按

1.0×105/ml的密度接种于12孔培养板内，37 ℃、5% CO2

培养箱孵育24 h，GFAP染色鉴定。用4%多聚甲醛室温

固定15 min，5% BSA溶液在37 ℃条件下孵育2 h。加

一抗 (兔抗GFAP胶质纤维酸性蛋白多克隆抗体，按1∶

100稀释)，放入4 ℃冰箱孵育过夜后，加入二抗（FITC标

记的山羊抗兔IgG多克隆抗体，按1∶100稀释），放入湿

盒，避光，37 ℃孵育1 h。DAPI染料染色2 min，显微镜

下观察染色情况并拍照，以出现阳性染色为准。

1.2.4 MTT法测定星形胶质细胞存活率 将星形胶质

细胞按每孔200 μl（细胞密度为5×104/ml）接种于96孔

板，每组设置5 个复孔。检测每组不同处理后星形胶质

细胞的细胞存活率。终止培养前4 h，每孔加MTT15 μl

（5 g/L），弃上清液，加入二甲基亚砜150 μl/孔，微量振

荡器震摇10 min，全自动定量绘图酶标仪测定每孔的

570 nm波长处吸光度D570。以上实验重复3次。

1.2.5 流式细胞术法检测星形胶质细胞凋亡情况 取对

数生长期细胞，按每孔细胞10×104/ml，接种于12孔板，

每孔接种细胞1 ml，同时设立阴性对照组。按照实验分

组处理后，胰酶消化细胞，离心，PBS洗涤3遍。收集细

胞约1~5×104。吹打细胞悬浮于300 µl Binding Buffer

悬浮液中，加入3 µl AnnexinV-FITC混匀，静置5 min，

加入3 µl PI，混匀，室温避光反应5~15 min。用BD公

司C6流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。Annexin V

阳性、PI阴性（右下象限）代表细胞早期凋亡情况。

1.2.6 Western blotting法检测星形胶质细胞Src激酶、

Bax和Bcl-2的蛋白表达 分别收集正常对照组、缺氧/

复氧组及PP2+缺氧/复氧组星形胶质细胞，加适量细

胞裂解液裂解细胞，提取蛋白，然后进行标准蛋白定

量（Bio-rad DC assay）；制备12% SDS-PAGE 凝胶；将

需检测蛋白标本上样，电泳，转膜，封闭，孵抗体，其中各

抗体稀释度依次为：一抗（抗Src激酶抗体，1∶2000；抗

Bax蛋白抗体，1∶200；抗Bcl-2蛋白抗体，1∶200），二抗

（辣根酶标记山羊抗兔 lgG、辣根酶标记山羊抗小鼠

lgG，1∶10 000），内参β-actin（1∶15 000）。Bio-Rad凝胶

成像系统采集图像，用 Bio Imaging system（Gene

Genius）对Src、Bax、Bcl-2和β-actin条带进行灰度扫描

分析，求得各组条带与β-actin的比值，再将各组比值与

空白对照组相比。

1.3 统计学方法

实验结果使用SPSS13.0 软件进行分析，两组之间

计量资料比较进行 t检验；多组之间计量资料比较进行

ANOVA分析；组间比较采用LSD法；P<0.05认为有统

计学意义，统计图表采用Sigma Plot 10.0绘制。

2 结果

2.1 星形胶质细胞GFAP鉴定结果

应用免疫荧光方法，在荧光显微镜下观察，GFAP

标记阳性者呈绿色荧光，即为星形胶质细胞，通过DAPI

核染可见细胞核为蓝色（图1）。在多个标本上从上、下、

左、右4个方向分别选取四个视野进行观察、计数阳性

细胞，荧光显微镜下占光镜下所有细胞比例95%以上，

可用于后续相关实验的使用。

2.2 PP2对星形胶质细胞生长的影响

单独用PP2处理星形胶质细胞24 h，在0~10 µmol/L

浓度范围内细胞存活率为96%~99%（P>0.05），对细胞

存活率无影响（图2）。

2.3 PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧后细胞存活率的影响

MTT结果（图3）显示星形胶质细胞经过缺氧/复氧

处理后，细胞存活率较正常对照组显著降低（59.41%±

3.20%），而分别用2.5、5、10 µmol/L PP2预处理后，细胞
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存活率分别为（66.89±3.54）%、（79.44±2.97）%、（87.12±

5.60）%，较单独缺氧/复氧组细胞存活率增加（P<0.01），

并在10 µmol/L时这种作用最为明显，因此选用PP2浓

度10 µmol/L作为接下来实验用药物浓度。

2.4 PP2对星形胶质细胞Src激酶蛋白表达的影响

图4显示Src激酶抑制剂PP2（10 µmol/L）预处理

缺氧/复氧组后对Src激酶蛋白表达的影响。缺氧/复氧

组Src激酶蛋白表达（1.372±0.108）高于空白对照组（P<

0.01），而PP2+缺氧/复氧组的Src激酶蛋白表达（0.885±

0.122）明显低于缺氧/复氧组（P<0.01）。

2.5 PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧后细胞凋亡率的影响

图5结果显示，各组星形胶质细胞凋亡率分别为

9.01%±0.4%，33.80%±1.34%和19.10%±0.912%。经过

缺氧/复氧后，细胞凋亡明显增加，而经过 10 µmol/L

PP2预处理后，能显著降低由缺氧/复氧所致细胞凋亡的

增加（P<0.01）。

2.6 PP2对星形胶质细胞Bax和Bcl-2蛋白表达的影响

图6显示了用Src激酶抑制剂PP2（10 µmol/L）预

处理缺氧/复氧组后对Bax和Bcl-2蛋白表达的影响。

缺氧/复氧组Bax/Bcl-2蛋白表达比值（3.220±0.209）与

空白对照组相比显著增加（P<0.01）；PP2+缺氧/复氧组

Bax/Bcl-2蛋白表达比值为（1.442±0.165）与缺氧复氧组

相比，蛋白比值降低（P<0.01）。
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图3 PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧后细胞存活率的影响
Fig.3 Effect of PP2 on survival of the astrocytes exposed
to hypoxia/reoxygenation (H/R). Bars represent Mean±SD
(n=3). **P<0.01 vs control group; ##P<0.01 vs H/R group.

图1 星形胶质细胞GFAP免疫荧光染色
Fig.1 Immunofluorescence staining of cultured rat astrocytes. A: Immunofluorescence
staining of GFAP; B: DAPI staining of the nuclei.
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图2 PP2对星形胶质细胞存活率的影响
Fig.2 Effect of PP2 pretreatment for 24 h on the viability
of cultured astrocytes (n=3). **P<0.01 vs 0 µmol/L PP2
group.
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图4 PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧后Src激酶表达的影响
Fig.4 Effect of PP2 on expression of Src kinase in astrocytes
exposed to hypoxia/reoxygenation (H/R). Bars represent
Mean±SD (n=3). **P<0.01 vs control group. ##P<0.01 vs H/R
group.
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3 讨论

脑缺血/再灌注损伤会导致严重的脑功能障碍，其

机制较为复杂，目前发现主要与兴奋性氨基酸毒性作

用、细胞内钙超载、自由基过度形成、炎性反应等多种机

制有关，通过这些机制最终导致神经细胞凋亡。因此本

实验采用MTT，流式细胞术和Western blotting法探讨

Src激酶抑制剂PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧损伤的

保护作用及可能机制。

Src 家族酪氨酸蛋白激酶（src family of protein

tyrosine kinase, Src PTKs）是一类膜结合的非受体酪氨

酸蛋白激酶，现已知Src家族有9个成员，其中Src、Fyn、

Yes、Lyn、Lck在哺乳动物中枢神经系统中均有较高表

达。Src PTKs在脑缺血情况下激活进而激活NMDA受

体［7］，Ca2+通道以及K+通道［8-9］。其中，NMDA受体主要

由NR1亚基和NR2 亚基（NR2A-NR2D）组成［10-11］，是受

配基调节的离子通道，对Ca2+具有通透性，可被Mg2+电

压依赖性阻断，NMDA受体过度兴奋介导的迟发性神

经细胞损伤可能在脑缺血损伤中起主要作用［12］。而Src

可以通过磷酸化 NR 1/NR 2亚基使NR功能上调。有

文献报道，在使用了Src激酶抑制剂PP2后可降脑缺血

梗死区域［13］。本研究中缺氧/复氧组的Src激酶表达增

加，用PP2+缺氧/复氧组可明显抑制Src激酶的表达，使

其活性降低，并且在流式细胞术实验中，用PP2处理后

可降低由缺氧/复氧导致的细胞凋亡，说明PP2有可能

是通过抑制Src激酶的表达从而降低细胞凋亡。

脑缺血/再灌注导致的细胞凋亡的发生是一个由基

因调控的主动死亡过程。目前已发现有3类细胞凋亡

相关基因：即凋亡过程中表达的基因、促进凋亡的基因

及抑制凋亡的基因。其中，Bcl-2为最重要的调控细胞

凋亡基因，分为促进细胞凋亡的基因和抑制细胞凋亡的

基因。Bax为Bcl-2家族中最重要的促凋亡基因，Bcl-2

为Bcl-2家族中重要的抗凋亡基因，Bax可通过与Bcl-2

结合阻断其抗凋亡作用［14-15］。研究表明，Bax的表达并

不受Bcl-2蛋白过度表达的影响，虽然Bcl-2蛋白不能通

过影响Bax蛋白表达来促进神经元的存活，但是Bcl-2

蛋白能够减少细胞色素C（cyt-c）和抑制caspase-3的酶

活性来抑制神经细胞的凋亡［16］。在脑缺血再灌注的损

伤机制中，由谷氨酸介导的兴奋性细胞毒性起关键作

用，它可以通过细胞凋亡或者细胞坏死的方式，最终导

致神经细胞死亡。而NMDA属于谷氨酸离子型受体，

是介导神经毒性最主要的受体，Src激酶可以作用于该

受体，引起NMDA受体功能上调，加重神经细胞凋亡。

因此我们可以通过Bax和Bcl-2蛋白表达变化来观察药

物PP2干预Src激酶后星形胶质细胞凋亡情况。通过我

们的实验结果可以发现，PP2+缺氧/复氧组的Bax与
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图5 PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧后细胞凋亡率的影响
Fig.5 Effect of PP2 on apoptosis of astrocytes exposed to hypoxia/reoxygenation. A: Control group; B: H/R group; C:
PP2+H/R group.
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图6 PP2对星形胶质细胞缺氧/复氧后蛋白Bax/Bcl-2

的影响
Fig.6 Effect of PP2 on Bax/Bcl-2 ratio in astrocytes
exposed to hypoxia/reoxygenation. Bars represent Mean±
SD (n=3). **P<0.01 vs control group; ##P<0.01 vs H/R
group.
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Bcl-2蛋白表达较缺氧/复氧组分别降低和增加，说明抗

凋亡起主要作用，PP2有可能使细胞内在抗凋亡机制激

活，使得细胞凋亡降低。

综合以上研究结果，PP2能显著降低由缺氧/复氧所

导致的星形胶质细胞凋亡，增加细胞存活率，而这种保

护作用有可能与抑制Src激酶表达和影响Bax/Bcl-2比

值有关。通过我们的实验分析，希望可为Src激酶抑制剂

治疗脑缺血/再灌注损伤提供一定的实验和理论基础。
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