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１３ － 甲基十四烷酸对大鼠脑皮层星形胶质细胞
氧反常的影响

何宏星１，翁绳美２，胡潇３，林艳婷１，余涓３∗

（１． 福建医科大学实验动物中心，福州　 ３５０１０８； ２． 福建医科大学药学院，福州　 ３５０１０８； ３． 福建医科大学基础

医学院生理学与病理生理学系，福州　 ３５０１０８）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 １３ －甲基十四烷酸（１３⁃ｍｅｔｈｙｌｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｉｃ Ａｃｉｄ， １３⁃ＭＴＤ）对大鼠脑皮质星形胶质细胞

氧反常的保护作用。 方法　 传代培养新生 ＳＤ 乳鼠大脑皮质星形胶质原代细胞，以氧糖剥夺 ／再复氧糖（ＯＧＤ ／ Ｒ）
方法复制氧反常模型，ＯＧＤ １０ ｈ ／ Ｒ ２４ ｈ，于再复氧糖即刻分别给予 １３⁃ＭＴＤ ２０，４０，８０ μｇ ／ ｍＬ（Ｍ２０，Ｍ４０，Ｍ８０）干
预，倒置显微镜动态观察星形胶质细胞形态，细胞免疫化学鉴定角质纤维酸性蛋白（ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ），ＭＴＴ 法检测线粒体活性，免疫组化法检测星形胶质细胞的水通道蛋白 ４（ａｑｕａｐｏｒｉｎ ４， ＡＱＰ４）蛋白表达。 结

果　 ＯＧＤ １０ ｈ ／ Ｒ ２４ ｈ 损伤后，体外培养的 ＳＤ 乳鼠脑皮质星形胶质细胞出现明显损伤，线粒体活性显著下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），星形胶质细胞膜 ＡＱＰ４ 蛋白表达量明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，１３⁃ＭＴＤ ２０，４０，８０ μｇ ／ ｍＬ 可减少损

伤，使线粒体活性上升、ＡＱＰ４ 蛋白表达减少，以 ８０ μｇ ／ ｍＬ 效果最好（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 １３⁃ＭＴＤ 可通过降低 ＡＱＰ４
的表达，提高线粒体活性，减轻细胞水肿，进而保护氧反常诱导的星形胶质细胞损伤。

【关键词】 　 １３ －甲基十四烷酸；脑缺血损伤；氧反常；星形胶质细胞
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　 　 １３ －甲基十四烷酸也称为 １３ － 甲基肉豆蔻酸，
是一种末端支链的中长链饱和脂肪酸，化学结构 Ｃ１５

Ｈ３０Ｏ２， 分子质量为 ２４２􀆰 ４，天然存在于某些细菌和

真菌的细胞膜上，可利用这些细菌和真菌在大豆发

酵中分离出来［１ － ３］。 本实验室以往研究发现，１３⁃
ＭＴＤ 对大鼠脑缺血再灌注损伤（ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＣＩＲＩ） 有保护作用， １３⁃ＭＴＤ 对

ＯＧＤ ／ Ｒ 和 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 神经细胞损伤亦

有明确的保护作用［４］，不同剂量的 １３⁃ＭＴＤ 可保护

体外 ＯＧＤ ／ Ｒ（氧反常模型）诱导的大鼠脑皮质神经

元和 ＳＤ 乳鼠脑微血管内皮细胞（ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＢＭＥＣ）损伤［５］，并呈量效依赖关

系。 星形胶质细胞是脊椎动物大脑中的一种呈星

状的胶质细胞，具有调节细胞外离子和化学环境、
支持血脑屏障、为神经组织提供营养物质，并在大

脑的瘢痕修复中起到重要的作用［６］。 星形胶质细

胞作为中枢神经系统的主要支持部分，在遭受缺血

缺氧后的反应对于脑损伤的结局起着关键作用。
因此研究细胞水平星形胶质细胞的反应可为脑水

肿的治疗和神经元保护提供依据。
本实验通过分离 ＳＤ 大鼠大脑皮层星形胶质细

胞 （ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ， ＡＳＴ），建立离体星形胶质细胞 ＯＧＤ ／
Ｒ 损伤模型，进一步探讨 ＯＧＤ ／ Ｒ 对体外培养星形

胶质细胞的损伤作用以及 １３⁃ＭＴＤ 的保护效应。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

新生 １ ～ ３ ｄ 清洁级 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ （ ＳＤ）大

鼠，体重约 １０ ｇ 左右，福建医科大学实验动物中心

提供【ＳＣＸＫ（闽）２０１２ － ０００１】。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

１３⁃ＭＴＤ 由福建医科大学药学院合成；一抗

ＧＦＡＰ 及 ＡＱＰ４，Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；ＳＡＢＣ － 羊抗兔 ＩｇＧ
及 ＳＡＢＣ⁃ＡＰ －兔抗羊 ＩｇＧ 试剂盒，武汉博士德生物

工程有限公司； Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ，Ｓｉｎｏ⁃Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｂｉｏｔｅｃ 公司；
四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ），Ｓｉｇｍａ 公司。

１􀆰 １􀆰 ３　 实验仪器设备

超净工作台（上海力申科学仪器有限公司）；
ＣＯ２ 培养箱（美国 Ｆｏｒｍａ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；倒置相差

显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；酶标仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 星形胶质细胞的原代培养

选择出生 １ ～ ３ ｄ 的 ＳＤ 乳鼠，经过处理后获取

大脑皮层组织，放入预冷的 ＰＢＳ 液中漂洗 ４ ～ ５
次，用眼科剪尽量剪成糜状，转移至离心管中加入

适量 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化 ３０ ｍｉｎ，每隔 １０ ｍｉｎ 轻轻

吹打使其成为细胞悬液，再以含有 １０％ ＦＢＳ 高糖

ＤＭＥＭ 培养基终止消化，离心 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ 弃上

清，加入新鲜培养基吹打后静置 １０ ｍｉｎ，再离心 ８００
ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ 弃上清，加入新鲜培养基吹打制成初细

胞悬液，经 １００ 目、２００ 目筛网过滤，接种到玻璃培

养皿中进行差速粘附处理，于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ３０
～ ６０ ｍｉｎ，吸出初细胞悬液，离心 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ
弃上清，加入新鲜培养基吹打成次细胞悬液，将过

滤液以培养基稀释后接种于左旋多聚赖氨酸包被

的细胞培养瓶中，以后每隔 ２ ～ ３ ｄ 用含有 １０％
ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基换液一次，连续培养 ９ ～ １４ ｄ，换
液时稍加震荡并用倒置显微镜观察细胞生长情况，
细胞汇合度 ８０％ ～ ９０％进行传代。
１􀆰 ２􀆰 ２　 星形胶质细胞的传代纯化

待细胞长满瓶底后弃去旧的培养液，消化细

胞，将细胞悬液转入离心管中，离心（１０００ ｒ ／ ｍｉｎ）５
ｍｉｎ，弃去上清液后加入培养基制成细胞悬液，重复

差速粘附处理，将细胞悬液接种于预先置有盖玻片

的培养板中，进行细胞爬片，放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ５ ～ ７ ｄ。 传代培养 ３ 次后进行星形胶

质细胞的鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＦＡＰ 免疫化学方法鉴定星形胶质细胞

星形胶质细胞的鉴定：细胞爬片于包被有左旋

多聚赖氨酸的盖玻片上，培养至长满盖玻片后吸弃

培养液，再 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次；４％多聚甲醛室温固定 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；０􀆰 ５％ ＴｒｉｔｏｎＸ － １００ 破膜处理 ３０

５５４
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ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗

３ 次；滴加 １：１０ 正常山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎ，倾
去勿洗；滴加 ＧＦＡＰ 一抗（ ｌ：１００），阴性对照片滴加

ＰＢＳ 代替一抗，湿盒内 ２０ ～ ３７℃ １ ｈ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；
滴加羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（１ ∶ １００），２０ ～ ３７℃ 孵育 ２０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；滴加 ＳＡＢＣ 液（１ ∶ １００），２０ ～
３７℃孵育 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ４ 次； ＤＡＢ 显色，镜下控

制反应时间，自来水冲洗终止反应；苏木素轻度复

染，自来水冲洗，酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶

封片。 普通显微镜下观察拍照。

注： Ａ ～ Ｅ：分别为 １、２、４、６、１０ ｄ（ × ２００）； Ｆ ～ Ｈ：星形胶质细胞（分别为 × １００、 × ２００、 × ４００）。

图 １　 原代培养的新生大鼠大脑皮层星形胶质细胞形态

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｅ，１，２，４，６，１０ ｄ（ × ２００）． Ｆ⁃Ｈ， Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ （ × １００， × ２００， × ４００）．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ

１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞实验分组

按实验需要将细胞分组：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），模
型组（Ｍｏｄｅｌ），Ｍｏｄｅｌ ＋ １３⁃ＭＴＤ ２０，４０，８０ μｇ ／ ｍＬ 组

（Ｍ２０，Ｍ４０，Ｍ８０），每组设 ６ 个复孔。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＯＧＤ ／ Ｒ 模型制备及药物干预

将传代纯化的细胞接种于 ９６ 孔板或 ６ 孔板，待
细胞生长融合至 ９０％ 左右时，复制 ＯＧＤ １０ ｈ ／ Ｒ ２４
ｈ 模型。 即将正常培养基换无糖的 ＤＭＥＭ 培养基

置 ３７℃恒温密闭的缺氧盒内，持续通入 ９５％ Ｎ２ ＋
５％ ＣＯ２ 培养 １０ ｈ，结束后换正常高糖 ＤＭＥＭ 培养

基置 ＣＯ２ 培养箱内培养 ２４ ｈ；给药组在再复氧糖同

时分别给予不同剂量的 １３⁃ＭＴＤ；正常组细胞正常培

养 ３４ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＭＴＴ 法测定星形胶质细胞线粒体活性

用 ９６ 孔板接种的细胞复制 ＯＧＤ １０ ｈ ／ Ｒ ２４ ｈ
模型后，加 ＭＴＴ ５０ μＬ ／孔（终浓度 ５ ｍｇ ／ ｍＬ），３７℃
孵育 ４ ｈ；小心吸弃 ＭＴＴ，加 ＤＭＳＯ １５０ μＬ ／孔，震荡

溶解；用酶标仪检测各样本 ＯＤ 值。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 细胞免疫化学法检测星形胶质细胞内

ＡＱＰ４ 蛋白表达

实验方法参考 １􀆰 ２􀆰 ３ 进行，并采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ⁃
Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析处理系统，统计其 ＩＯＤ 值［９］。
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ 统计软件分析，实验数据以（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ
＝ ６）表示。 组间比较用单因素方差分析，当方差分

析差异有显著性时，进一步进行 ｑ 检验作两两比较。

２　 结果

２􀆰 １　 原代及传代星形胶质细胞形态观察

倒置显微镜下观察到原代培养的星形胶质细

６５４
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胞的生长情况与文献报道一致［７］。 分离的星形胶

质细胞在接种后的 ３ ～ ５ ｈ 内就能贴壁生长，呈椭

圆形、梭形等，１ ｄ 后所有细胞均已贴壁生长，培养 ２
～ ４ ｄ 观察可见细胞长出细小的胞突，５ ～ ６ ｄ 时细

胞数量逐渐增多。 培养至 ９ ～ １４ ｄ 时星形胶质细

胞已完全融合，观察可见大量的星形胶质细胞铺满

培养瓶的底部且融合成单层，对其进行传代培养。
传代培养的星形胶质细胞具有较强的分裂能力，在
传代后的 ４ ～ ５ ｄ 可融合，传代的星形胶质细胞胞

体较大形状不规则，最后细胞突起相连成星形胶质

细胞典型的网络状结构，连续传代 ３ ～ ４ 次可得到

纯度较高的星形胶质细胞。 （图 １）
２􀆰 ２　 细胞鉴定

ＧＦＡＰ 为成熟星形胶质细胞的特异性标记物，
是骨架蛋白。 ＧＦＡＰ 鉴定结果显示：阳性产物呈棕

黄色，主要分布于胞质中，胞核未着色。 随机选择 ６
个视野，分别计数 ２００ 个细胞，阳性细胞数 ９５％ 以

上，证明采用上述方法获得的为星形胶质细胞，纯
度较高可用于后续试验。 如图 ２ 所示，Ａ⁃Ｃ 为星形

胶质细胞的 ＧＦＡＰ 鉴定结果，Ｄ 与 Ｅ 为 ＲＳＣ９６ 细胞

的 ＧＦＡＰ 鉴定结果，Ｆ 与 Ｇ 为 ＲＳＣ９６ 添加 ＰＢＳ 的鉴

定结果。

注：Ａ ～ Ｃ：星形胶质细胞（ × １００、 × ２００、 × ４００）；Ｄ ～ Ｇ：大鼠雪旺细胞（ × ２００、 × ４００、 × ２００、 × ４００）。

图 ２　 免疫组织化学鉴定 ＧＦＡＰ 染色的传代星形胶质细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｃ， Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ （ × １００， × ２００， × ４００）． Ｄ⁃Ｇ， ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ （ × ２００， × ４００， × ２００， × ４００）．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＧＦＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２􀆰 ３　 １３⁃ＭＴＤ 对 ＯＧＤ ／ Ｒ 模型处理后星形胶质细

胞形态影响

对照组星形胶质细胞经传代培养 ４ ～ ５ ｄ 后，
细胞突起相连成星形胶质细胞典型的网络状结构；
模型组星形胶质细胞胞体肿胀、缩小，折光性下降，
突起收缩，甚至脱落、崩解，存活率明显下降；１３⁃
ＭＴＤ 处理组细胞的损伤程度明显减轻，细胞形态基

本完整，星形胶质细胞胞突出现轻度收缩，细胞存

活率提高。 （图 ３）

２􀆰 ４　 １３⁃ＭＴＤ 对星形胶质细胞线粒体活性影响

ＭＴＴ 结果显示：与对照组相比，模型组星形胶

质细胞的 ＭＴＴ 代谢率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明线

粒体活性降低；与模型组相比，１３⁃ＭＴＤ ２０，４０，８０
μｇ ／ ｍＬ 均可显著增加星形胶质细胞的 ＭＴＴ 代谢率

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明细胞线粒体活性增高，并存在剂

量依赖性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），以 Ｍ８０ 组的 ＭＴＴ 代谢率最

高，线粒体活性最高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （图 ４）
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注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：Ｍ８０ 组。

图 ３　 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理后，不同培养组新生大鼠大脑皮层星形胶质细胞形态比较（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃ， Ｍ８０ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＯＧＤ ／ Ｒ （ × ２００）

注：各分组相比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 比较不同 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后新生大鼠大脑皮质星

形胶质细胞线粒体还原性的 ＯＤ 值（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｒｅｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ

ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ＯＧＤ ／ Ｒ（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）

２􀆰 ５　 １３⁃ＭＴＤ 对 ＡＱＰ４ 蛋白表达影响

ＡＱＰ４ 蛋白表达呈阳性的细胞呈黑色，主要分

布在细胞膜上，胞质未着色。 对照组未见阳性细

胞；模型组 ＡＱＰ４ 蛋白阳性细胞 ＩＯＤ 值显著增强（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）； 与模型组比较，Ｍ４０， Ｍ８０ 组均可使

ＡＱＰ４ 蛋白阳性细胞 ＩＯＤ 值降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），提示

ＡＱＰ４ 蛋白表达减少，以 Ｍ８０ 改善效果为好，存在显

著剂量依赖性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 （图 ５，６）

３　 讨论

本课题组前期实验已证明 １３⁃ＭＴＤ 对于 ＩＣＲＩ
有保护作用［４ － ５，８］，而星形胶质细胞作为神经血管单

元的重要组成部分，维持着整个中枢神经系统正常

运转。 在缺血性脑损伤时，对维持脑组织正常功能

十分重要。 ＡＱＰ４ 是脑内分布最广的水通道蛋

白［９］，对于脑内水的代谢和调节起着重要作用，主
要在星形胶质细胞终足和室管膜区高度表达而在

神经元上未见，血管内皮生长因子可诱导星形胶质

细胞分布在受损部位的中心和周围，提示星形胶质

细胞在受损部位调节水分子出入［１０］，减少星形胶质

细胞上 ＡＱＰ４ 蛋白的表达可能会有效的减轻因缺血

缺氧引起的细胞水肿。 Ｎｉｃｃｈｉａ 等［１１］ 应用 ＲＮＡ 干

扰技术抑制培养的星形胶质细胞上 ＡＱＰ４ 的表达，
发现可以延迟星形胶质细胞的水中毒时间，并且

ＲＮＡ 干扰 ＡＱＰ４ 的表达时间与缺血相关基因葡萄

糖转运体 １ （ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １， ＧＬＵＴ１）和己糖激

酶相关，说明 ＡＱＰ４ 可能参与缺血诱导的脑水肿。
目前对缺血缺氧损伤后 ＡＱＰ４ 与脑水肿发生的关系

研究大多都集中在体内，由于体内环境较复杂并受

到多种因素的影响，个体差异性较大，难以观察单

因素对 ＡＱＰ４ 表达与脑水肿关系的准确结果。
本实验反复摸索星形胶质细胞的培养条件，通

过对星形胶质细胞标志蛋白 ＧＦＡＰ 进行鉴定，成功

分离并培养出了新生 ＳＤ 大鼠脑皮层星形胶质细

胞，并建立体外培养的星形胶质细胞的 ＯＧＤ １０ ｈ ／ Ｒ
２４ ｈ 模型，通过观察星形胶质细胞氧反常损伤后的

形态、线粒体活性改变，以及星形胶质细胞胞膜上

ＡＱＰ４ 蛋白的表达变化，探讨 １３⁃ＭＴＤ 的保护作用。
复制 ＯＧＤ １０ ｈ ／ Ｒ ２４ ｈ 模型后，采用 ＭＴＴ 法测定

１３⁃ＭＴＤ 对各实验组星形胶质细胞的线粒体活性的

影响，结果显示，与对照组相比，模型组星形胶质细

胞的 ＭＴＴ 代谢率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明线粒体

活性降低；与模型组相比，１３⁃ＭＴＤ２０，４０，８０ μｇ ／ ｍＬ
均可显著增加星形胶质细胞的 ＭＴＴ 代谢率（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），表明细胞线粒体活性增高，并存在剂量依赖

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），以 Ｍ８０ 组的 ＭＴＴ 代谢率最高，线粒

体活性最高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 细胞免疫组化结果显示，
对照组未见 ＡＱＰ４ 表达阳性的细胞，模型组可见细

８５４



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ８ 月第 ２６ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． ４

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：Ｍ４０ 组；Ｄ：Ｍ８０ 组。

图 ５　 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后，培养的新生大鼠大脑皮质

星形胶质细胞 ＡＱＰ４ 蛋白阳性染色比较（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６， × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ， Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃ， Ｍ４０ ｇｒｏｕｐ． Ｄ， Ｍ８０ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＱＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ＯＧＤ ／ Ｒ． （ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６， × ４００）

注：各分组相比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ６　 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后，比较培养新生大鼠大脑皮质星形胶质

细胞缺血再灌注后 ＡＱＰ４ 蛋白的 ＩＯＤ 变化（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＡＱＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ＯＧＤ ／ Ｒ（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）

胞膜上 ＡＱＰ４ 大量表达的阳性细胞， 给予 １３⁃ＭＴＤ
２０，４０，８０ μｇ ／ ｍＬ 干预后，ＡＱＰ４ 表达阳性细胞 ＩＯＤ
值降低，以上结果提示我们，１３⁃ＭＴＤ 对星形胶质细

胞的氧反常损伤均有保护作用，各剂量间存在明显

差异性，以 ８０ μｇ ／ ｍＬ 效果最好。 可见不同剂量的

１３⁃ＭＴＤ 可有效维持体外培养的星形胶质细胞正常

形态、下调星形胶质细胞胞膜上 ＡＱＰ４ 表达。
上述结果提示我们，１３⁃ＭＴＤ 可通过降低 ＯＧＤ ／

Ｒ 后 ＡＱＰ４ 蛋白的表达减轻星形胶质细胞水肿，提
高线粒体活性，维持星形胶质细胞正常形态，并呈

９５４
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剂量依赖性。
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