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地佐辛对β淀粉样多肽处理的原代大鼠皮质
星形胶质细胞的保护作用

张立民 李睿 孙文波 王琦

  【摘要】 目的 探讨地佐辛对接受β淀粉样多肽处理的原代大鼠皮质星形胶质细胞的影响以及

与超极化激活的环核苷酸门控(hyperpolarization-activatedcyclicnucleotide-gated,HCN)通道的关系。

方法 出生24h内的SD大鼠,体外培养皮质星形胶质细胞并接种于培养瓶或35mm培养皿,采用

随机数字表法分为七组(n=5)。ZA组和CDA组预先24h分别向培养基中加入 HCN通道激动剂7-

CH-cAMP(30μmol/L)和阻断剂ZD7288(30μmol/L),随后DA1、DA2、DA3和CDA组分别向培养基

中加入地佐辛10-7、10-6、10-5和10-6mmol/L孵育24h,最后A、DA1、DA2、DA3、ZA和CDA组分别

向培养基中加入Aβ1-42(15μmol/L)孵育24h作为β淀粉样多肽处理,而对照组(C组)细胞正常培

养。按照各组处理收集星形胶质细胞,采用AnnexinV-FITC/PI双染色-流式细胞法测定细胞凋亡率,

乳酸脱氢酶(LDH)法测定细胞损伤率,ELISA法测定细胞前炎性因子IL-1β浓度,Westernblot法测

定细胞内Cu/Zn-SOD和 Mn-SOD蛋白含量。结果 与C组比较,A组星形胶质细胞凋亡率、损伤率

和IL-1β浓度明显升高(P<0.05);与A组比较,DA2、DA3和ZA组星形胶质细胞凋亡率、损伤率和

IL-1β浓度明显下降,Cu/Zn-SOD和 Mn-SOD蛋白含量明显升高(P<0.05);与CDA组比较,DA2、

DA3和ZA组星形胶质细胞凋亡率、损伤率和IL-1β浓度明显下降,Cu/Zn-SOD和 Mn-SOD蛋白含量

明显升高(P<0.05)。结论 地佐辛抑制β淀粉样多肽诱发的原代大鼠皮质星形胶质细胞凋亡的机制

可能与HCN通道开放被抑制后,抗氧化应激相关蛋白Cu/Zn-SOD和 Mn-SOD含量增加相关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatehyperpolarization-activatedcyclicnucleotide-gated(HCN)

channelsinhibitedbydezocinewhenprimaryratcorticalastrocyteswereexposedtoβamyloidpeptide.
Methods Culturedprimarycorticalastrocytesfromnew-bornSDrats(within24h)weredividedinto
7groups(n=5)accordingtorandomnumbertable.TheastrocytesingroupsZAandCDAwerepre-
treatedwith7-CH-cAMP(30mmol/L),anagonistofHCNchannelsandZD7288(30mmol/L),an
inhibitorofHCNchannelsfor24h,respectively.AndthenthecellsingroupsDA1,DA2,DA3and
CDAweretreatedwithdezocine10-7,10-6,10-5and10-6mmol/Lfor24h,respectively.Following
withthetreatmentsabove,thecellsingroupsA,DA1,DA2,DA3,ZAandCDAwereexposedto
Aβ1-42(15μmol/L)for24h,butthecellsingroupCwereculturednormally.Theeffectsofcellap-
optosis,viabilityandinjurywereassessedbyAnnexinV-FITC/PIassay,MTTassayandlactatede-
hydrogenase(LDH)releaseassay.IL-1βwasassessedbyELISAassay.TheexpressionsofCu/Zn-
SODandMn-SODproteinwereassessedbyWesternblotassay.Results ComparedwithgroupC,
thereweresignificantincreasesofcellapoptosis,injuryandIL-1βlevelingroupA(P<0.05).Com-
paredwithgroupA,thereweresignificantdecreasesofcellapoptosis,injury,andIL-1βlevelbutin-
creaseofCu/Zn-SODandMn-SODexpressionsingroupsZA,DA2andDA3(P<0.05),whilethe
neuroprotectionofdezocinewaspartiallyrestoredby7-CH-cAMPingroupCDA (P <0.05).
Conclusion Theneuroprotectionofdezocineagainstapoptosisinducedbyβamyloidpeptidecouldbe
associatedwithup-regulationofanti-oxidativestressrelatedCu/Zn-SODandMn-SODmediatedbyin-
hibitionofHCNchannels.
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  地佐辛是一种广泛用于临床的阿片受体混合

激动-拮抗药,在具有较强镇痛作用的同时,呼吸抑

制和药物依赖的不良反应发生率低[1]。超极化激活

的环核苷酸门控(hyperpolarization-activatedcyclic
nucleotide-gated,HCN)通道能够介导超极化激活

内相电流的离子通道[2]。这种内相电流称之为Ih,

Ih 具有稳定细胞膜电位,参与神经突触的生长发育

与整合,调节神经细胞及胶质细胞内的递质释放等

生理功能。神经病理性疼痛的发生发展机制可能

与星形胶质细胞膜表面的 HCN通道密切相关[3,4]。
本研究拟通过建立体外星形胶质细胞氧化应激模

型,分析地佐辛对原代大鼠皮质星形胶质细胞的作

用及HCN通道的影响。

材料与方法

原代大鼠皮质星形胶质细胞培养 SD新生大

鼠(24h内),由沧州市中心医院中心实验室提供,
将脑组织置于无菌D-Hank液中,剥离大脑皮质,
并在D-Hank液中将皮质剪成1mm×1mm×1
mm大小的组织块后,放入15ml离心管(以上操

作均在冰板上进行)。加入等量胰酶(0.125%)后,
使其终浓度为0.0625%。消化结束后,加入等容

量接种液(DMEM,20%FBS,10%HS)终止胰酶的

消化反应。800r/min离心5min后弃上清。加入

2~3ml接种液,用吸管轻轻吹打2~3下,使用

200目滤网过滤,收集所得细胞悬液,在倒置显微

镜下用血计数板计数并算出细胞的密度,用接种液

将细胞密度调至1×105/ml,然后接种于预先经多

聚赖氨酸处理的细胞培养瓶中,将细胞培养瓶放入

37℃、CO2 浓度为5%的培养箱中培养,以后每隔2
~3天使用神经元专用培养基,半量换液一次,第

7天将FBS浓度降低至10%。培养至第21天的原

代大鼠皮质星形胶质细胞通过星形胶质细胞特异

表达蛋白GFAP免疫荧光染色,进行星形胶质细胞

鉴定,其阳性表达率超过95%可继续用于实验。
细胞模型分组与处理 采用随机数字表法将

细胞分为七组(n=5):对照组(C组)、A、DA1、

DA2、DA3、ZA和CDA组,其中CDA组预先24h
向培养基中加入HCN通道激动剂7-CH-cAMP(30

μmol/L,批号:16719-36-1),ZA组预先24h向培

养基中加入HCN通道阻断剂ZD7288(30μmol/L,
批号:ab120102),DA1、DA2、DA3和CDA组分别

向培养 基 中 加 入 地 佐 辛(批 号:1507150)10-7、

10-6、10-5和10-6mmol/L 孵 育24h,A、DA1、

DA2、DA3、ZA 和 CDA 组分别向培养基中加入

Aβ1-42(15μmol/L)孵育24h作为β淀粉样多肽处

理,C组加入等量的 PBS缓冲液,置于含有5%
CO2 的正常培养箱中培养。

星形胶质细胞凋亡率的测定 每组取5孔,采

用AnnexinV-FITC/PI双染色法测定星形胶质细

胞凋亡程度,实验重复3次并取均值。
星形胶质细胞损伤率的测定 每组取5孔,采

用乳酸脱氢酶(LDH)法测定细胞死亡率,则最终细

胞损伤率(%)=上清液中LDH/(上清液中LDH+
细胞内LDH)×100%,重复3次[5]。

IL-1β浓度的测定 每组取5瓶,将星形胶质

细胞种植于96孔板,密度为1×105/ml,待细胞贴

壁生长后,将细胞培养液替换为含有1mg/ml胎牛

血清的PBS缓冲液。根据IL-1β的ELISA说明书

操作,进行IL-1β浓度的测定。
星型 胶 质 细 胞 细 胞 质 提 取 每 组 取5瓶,

0.125%胰酶消化10min后,收集细胞。参照说明

书应用细胞质提取试剂盒提取星形胶质细胞的细

胞质蛋白。

Westernblot检测 提取到的细胞质蛋白,采

用BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白质浓度。30μg
蛋白质上样后6%SDS-PAGE中电流恒定进行电

泳,电压恒定湿转至PVDF膜,5%脱脂奶粉室温

封闭1h后,TBS-T 洗膜,加 入 兔 抗 鼠 Cu/Zn-
SOD、Mn-SOD(1∶1000)多克隆抗体4℃过夜孵育,
第2天TBS-T洗膜3次,每次10min,山羊抗兔二

抗(1∶2000)25℃下孵育30min,TBST洗膜3次,
每次10min,ECL发光,以Tubulin(1∶2000)作为

内参照。
统计分 析 采用SPSS11.5进行统计分析。

正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)表示,组

间比较采用单因素方差分析,两两比较采用SNK-q
检验;计数资料比较采用χ2 检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

原代大鼠皮质星形胶质细胞鉴定 培养至第

21天,原代大鼠皮质星形胶质细胞GFAP免疫荧光

染色阳性表达率超过95%(图1)。
原代大鼠皮质星形胶质细胞凋亡率、存活率及

损伤率 与C组比较,A组原代星形胶质细胞凋亡

率明显升高;与A组比较,DA2、DA3和ZA组星形

胶质细胞凋亡率明显下降;与CDA组比较,DA2、
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图1 原代大鼠皮质星形胶质细胞GFAP免疫荧光染色图

(×200)

DA3和ZA组星形胶质细胞凋亡率明显下降(P<
0.05)(图2)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与 A组比较,bP<0.05;与

CDA组比较,cP<0.05

图2 七组原代大鼠皮质星形胶质细胞凋亡率的比较

与C组比较,A组原代星形胶质细胞损伤率明

显升高;与A组比较,DA2、DA3和ZA组星形胶质

细胞损伤率明显下降;与CDA组比较,DA2、DA3
和ZA组星形胶质细胞损伤率明显下降(P<0.05)
(图3)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与 A组比较,bP<0.05;与

CDA组比较,cP<0.05

图3 七组原代大鼠皮质星形胶质细胞损伤率的比较

原代大鼠皮质星形胶质细胞IL-1β浓度 与C
组比较,A组原代星形胶质细胞IL-1β浓度明显升

高;与A组比较,DA1、DA2、DA3和ZA组星形胶

质细胞IL-1β浓度明显下降;与DA1组比较,DA2、

DA3和ZA组星形胶质细胞IL-1β浓度明显下降;
与CDA组比较,DA2、DA3和ZA组星形胶质细胞

IL-1β浓度明显下降(P<0.05)(图4)。

  注:与C组比较,aP<0.05;与 A组比较,bP<0.05;与

DA1组比较,cP<0.05;与CDA组比较,dP<0.05

图4 七组原代大鼠皮质星形胶质细胞IL-1β浓度的比较

原代 大 鼠 皮 质 星 形 胶 质 细 胞 Cu/Zn-SOD及

Mn-SOD蛋白含量 与 A 组比较,DA2、DA3和

ZA组星形胶质细胞Cu/Zn-SOD蛋白含量明显升

高;与CDA组比较,DA2、DA3和ZA组星形胶质

细胞Cu/Zn-SOD蛋白含量明显升高(P<0.05)(图
5)。

  注:与A组比较,aP<0.05;与CDA组比较,bP<0.05

图5 七组原代大鼠皮质星形胶质细胞Cu/Zn-SOD
蛋白含量的比较

与A组比较,DA2、DA3和ZA组星形胶质细

胞 Mn-SOD蛋白含量明显升高;与CDA 组比较,

DA2、DA3和ZA组星形胶质细胞 Mn-SOD蛋白含

量明显升高(P<0.05)(图6)。

讨  论

本研究结果显示,原代大鼠皮质星形胶质细胞

接受β淀粉样多肽处理后,凋亡率、损伤率和氧化

应激明显增加,而地佐辛10-6和10-5 mmol/L预
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  注:与A组比较,aP<0.05;与CDA组比较,bP<0.05

图6 七组原代大鼠皮质星形胶质细胞 Mn-SOD蛋白

含量的比较

先给药以及HCN通道阻断剂ZD7288能够减少原

代大鼠皮质星形胶质细胞的凋亡、损伤和氧化应

激,HCN通道激动剂7-CH-cAMP能够部分逆转地

佐辛的抗凋亡损伤以及抗氧化应激的作用。本研

究选用原代培养的大鼠皮质星形胶质细胞,是离体

研究神经系统相关理论的良好模型;所采用的β淀

粉样多肽处理的方法制备星形胶质细胞氧化模型,
是基础研究中常用的体外氧化应激模型[6]。

本研究采用3种浓度的地佐辛处理接受氧化应

激的星形胶质细胞,结果显示地佐辛10-6和10-5

mmol/L均能够明显增加星形胶质细胞的增殖能

力,减少细胞凋亡和损伤,而地佐辛10-7mmol/L
未能发挥其神经保护作用,可能与地佐辛的作用浓

度过低相关。IL-1β以及Cu/Zn-SOD和 Mn-SOD
的 Westernblot实验表明,地佐辛保护细胞的机制

可能与增加抗氧化应激,减少细胞内前炎症因子

IL-1β的表达相关。已有相关研究证实,地佐辛鞘

内注射或腹腔内注射能够减轻神经病理性疼痛的

大鼠的痛行为,其机制与脊髓内星形胶质细胞内的

信号通路如CX43等相关[7,8]。

ZD7288是一种特异性的 HCN 通道阻断剂。
有研究表明,ZD7288能够通过抑制 HCN通道的

开放,缓解背神经离断术后大鼠的慢性疼痛[3]。神

经病理性疼痛与 HCN通道活性上调后,细胞的氧

化应激水平增加相关[9,10]。本研究结果显示,地佐

辛和ZD7288均能够通过降低细胞前炎症因子IL-
1β浓度,增加抗氧化应激活性蛋白SOD的表达,
减少细胞损伤和凋亡,增加细胞的增殖能力。

环腺 苷 酸(cyclicadenosinemonophosphate,

cAMP)能够直接与HCN通道蛋白结合并调控该通

道的生物活性,是一种理想的体外实验 HCN通道

激动剂[11]。本研究参照文献[11]选择浓度为30

μM/L的7-CH-cAMP处理原代大鼠皮质星形胶质

细胞24h,发现即使接受了地佐辛的作用后也不能

够有效减少氧化应激后细胞的凋亡和损伤,而地佐

辛增加抗氧化应激的保护作用也被消除。
综上所述,地佐辛抑制β淀粉样多肽诱发的原

代大鼠皮质星形胶质细胞凋亡的机制可能与 HCN
通道开放被抑制后,抗氧化应激相关蛋白Cu/Zn-
SOD和 Mn-SOD表达增加相关。
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