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·论著·

炎症因子诱导星形胶质细胞凋亡及机制探讨

刘杰波

(深圳市罗湖区人民医院儿科 ,广东 深圳 518000)

　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨 L PS , IL21β, TNF2α所致星形胶质细胞 (AC)凋亡的机制及途径。方法 　原代培养的新

生 SD 大鼠前脑 AC 分为正常对照组、炎症组 (L PS + IL21β+ TNF2α) 与预处理组 (L2NMMA 预处理 30 min 后加入

L PS + TNF2α+ IL21β) 。培养 72 h 后 ,M TT 测定 AC 活力 ;分光光度仪测定细胞培养上清中 NO2
- / NO3

- 含量 ;电

镜、流式细胞术检测细胞凋亡 ; Western Blot 检测胞浆内细胞色素 C 的表达 ;原位杂交检测 AC Caspase23 mRNA 表

达。结果 　预处理组细胞活力明显高于炎症组 (0. 81 ±0. 29 vs 0. 46 ±0. 15) ,差异有显著性 ( P < 0. 01) 。炎症组

AC活力与其分泌的一氧化氮 (NO)呈负相关 ( r = - 0. 604 , P < 0. 05) 。预处理组凋亡率[ (15. 2 ±7. 9) %]低于炎

症组[ (29. 7 ±10. 4) %] , P < 0. 05。预处理组胞浆内细胞色素 C 的含量较炎症组明显减少 (14 784 ±2 096 vs

31 049 ±3 784) , P < 0. 01。炎症组的 Caspase23 mRNA 表达强于预处理组。结论 　①L PS , IL21β, TNF2α可导致细

胞活力下降。其细胞活力的下降与其分泌的 NO 增多有关。②增多的 NO 可导致 AC 凋亡 ;NO 导致的 AC 凋亡可

能与细胞色素 C 凋亡途径有关。 [中国当代儿科杂志 ,2003 , 5 (4) : 339 - 342 ]
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Mechanism of Cytokine2Induced Apoptosis of Astrocytes in Rats

Jie2Bo L IU . Depart ment of Pediat rics , L uohu Dist rict Hospital of S henz hen , S henz hen , Guangdong 518000 , China

( Em ail : jieboliu @hot m ail . com)

　　Abstract :　Objective 　To study the mechanism of L PS , IL21βand TNF2α2induced apoptosis of astrocytes in rats.

Methods 　The astrocytes of the neonatal rat were cultured in vitro and randomely assigned into the inflammation group

(treated with L PS , IL21βand TNF2α) , pre2treatment group (L2NMMA was administrated half an hour before treatment

with L PS , IL21βand TNF2α) and normal control group . The cell viability was assayed by M TT ; apoptosis was evaluated

by electron microscope and flow cytometry ; nitric oxide (NO) content was measured by spectrophotometer ; cytochrome C

content in cytoplasm was measured by Western Blot and Caspase23 mRNA expression was detected by hybridization in

situ. Results 　The cell viability in the pre2treatment group was significantly higher than that of the inflammation group

(0. 81 ±0. 29 vs 0. 46 ±0. 15) , P < 0. 01. There was a negative correlation between the cell viability and NO content

produced by astrocytes in the inflammation group ( r = - 0. 604 , P < 0. 05) . The apoptosis rate of the pre2treatment

group was lower than that of the inflammation group [ ( 15. 2 ±7. 9) % vs ( 29. 7 ±10. 4) % ; P < 0. 05 ] . The

cytochrome C content in cytoplasm of astrocytes of the pre2treatment group (14 784 ±2 096) decreased compared with

that of the inflammation group (31 049 ±3 784) ( P < 0. 01) . The expression of Caspase23 mRNA in the inflammation

group was intensified compared with that of the pre2treatment group . Conclusions 　Cytokines may lead to decrease of

viability of astrocytes through increasing NO content produced by astrocytes. The increase of NO content can induce

astrocyte apoptosis , which is related to the release of the cytochrome C from mitochondria to cell plasma , and activating

the expression of Caspase23 mRNA. [ Chin J Contemp Pediatr , 2003 , 5( 4) : 339 - 342]

　　Key words :　Astrocyte ; Apoptosis ; Nitric oxide

　　星形胶质细胞 (ast rocyte , AC) 在中枢神经系统 中占有非常重要的地位。它通过对各种神经生长因
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子和细胞因子的刺激起反应 ,营养神经元。同时在

神经系统中又起支撑神经元、维持突触联系等作用。

AC 的改变常导致脑组织正常结构和功能的改变 ,

可导致神经系统退行性病变的发生。

炎症因子是儿童神经系统中最常见的刺激因素

之一 ,参与儿童神经系统感染性疾病的病理生理过

程[1 ,2 ] 。在神经系统感染性疾病的脑组织与脑脊液

中主要有 IL21β和 TNF2α增高[1 ] ,它们对 AC 的损

伤是目前研究的热点之一。本研究采用 L PS , IL2
1β,TNF2α共同刺激 AC ,观察其凋亡、凋亡机制及

与自分泌 NO 之间的关系。

1 　材料与方法

1 . 1 　主要试剂和仪器

兔抗胶质纤维酸性蛋白 ( GFAP) 多克隆抗体 ,

山羊抗兔 Ig G SABC 免疫组化试剂盒 ,DAB 显色试

剂盒 (以上均为博士德公司提供) 。L2NMMA ,L PS

( Sigma 公司 ) ; IL21β, TNF2α ( Pepeo TECH EC 公

司) 。小鼠抗大鼠细胞色素 C 单克隆抗体 ( Neo2
Markers 公司) 。兔抗小鼠二抗由博士德公司提供。

一氧化氮试剂盒由晶美生物工程有限公司提供。酶

联免疫检测仪 ( D G23022 型 ) ; 全自动酶标仪

( Elx800 ,Bio2Tek Instruments Inc) ;紫外分光光度计

(Backman U600) 。电泳仪 ( SCR2300 型) ;垂直电泳

槽 (D YY2III 28A 型) ;电转移电泳槽 (D YY2III 型) ;

透射电镜 ( HITACHI , H2600 型) ;流式细胞计数仪

(美国 420 型) 。

1 . 2 　实验方法

1. 2. 1 　新生大鼠前脑 AC 培养方法 　无菌条件下

取出生 1 d Sprague2Dawley 大鼠前脑 ,D2Hanks 液中

除去血污与脑膜和血管。将脑组织在无菌小瓶剪

碎 ,用 0. 25 %胰酶消化后灭活胰酶 ,200 g/ min 离心

10 min ,吸取上层 , 加入含 20 % FCS 的培养液

(DMEM 高糖型培养基 ,另含 HEPES 10 mmol/ L ,

谷氨酸 2 mmol/ L ,胰岛素 4 U/ L ,青霉素 105 U/ L ,

链霉素100 mg/ L) ,吹打制成单细胞悬液。通过 200

目钢网过滤 ,调整细胞密度至 1 ×106/ ml ,然后接种

至培养瓶 (涂鼠尾胶)或培养板 (涂多聚赖氨酸) 。在

37 ℃,饱和湿度 ,5 % CO2/ 95 %空气的 CO2 培养箱

中培养。培养 4～5 代后进行 GFAP 的免疫细胞化

学鉴定细胞纯度。

1. 2. 2 　L PS , IL21β, TNF2α对神经胶质细胞活力的

影响 　在细胞密度为 1 ×104/ ml～1 ×105/ ml 的培

养板中把培养的细胞分为正常组、炎症组 (L PS +

TNF2α+ IL21β) 及 L2NMMA 预处理组。每组内有

24 个样本。加入 L PS , IL21β, TNF2α,L2NMMA 的

量 分 别 为 100μg/ L , 10 μg/ L , 10 μg/ L 和

0. 5 mmol/ L 。干预 72 h 后 ,吸取上清 - 20 ℃保存留

做 NO2
- / NO3

- 测定 ,在培养板中加入无血清培养

基 ,然后进行 M TT 分析。吸去上述干预后的 96 孔

板中含血清培养基 ,加入 200μl 无血清培养基 ,同

时加入 M TT 20μl ,37 ℃培养 4 h ,吸去上清后加入

二甲基亚砜 150μl ,充分摇匀 15 min 后在发射波长

490 nm 处用酶标仪测定。细胞活力换算公式 :细胞

活力 = 处理孔 OD490值/ 正常组 OD490值。

1. 2. 3 　NO2
- / NO3

- 的测定 　72 h 后正常组和炎

症组的细胞培养上清检测 NO2
- / NO3

- ,参照试剂

盒说明进行。一氧化氮浓度 (μmol/ L) = 测定管 OD

值/ 标准管 OD 值 ×100μmol/ L 。

1. 2. 4 　凋亡细胞电镜观察 　PBS 清洗炎症组干预

72 h 后的 AC 3 次 ,用细胞刮刮下细胞 , 加入同体积

的 2. 5 %戊二醛预固定 15 min ,2 000 g/ min 离心

5 min ,去上清 ,加入 2. 5 %戊二醛吹散细胞并固定。

把固定的细胞吸入有琼脂的空槽中 ,1 000 转/ min

离心 10 min ,切下含有细胞的琼脂块 ,用 1 %的锇酸

后固定 30 min ,常规脱水、渗透、包埋、超薄切片、铀

铅染色 ,透射电镜下观察。

1. 2. 5 　胞浆中细胞色素 C 的提取与 Western Blot

分析 　把培养的 AC 分为正常组、炎症组、预处理

组 ,每组内样本数为 3 个。每个样本所用细胞数约

2～3 ×107 个。上述细胞离心后去上清 , 加入预冷

的 4 倍体积的细胞裂解液 (含有 20 mmol/ L HEP2
ES ,250 mmol/ L 蔗糖 ,10 mmol/ L KCl ,1. 5 mmol/ L

MgCl2 ,1 mmol/ L ED TA ,1 mmol/ L PMSF ,2μg/ ml

抑肽酶 ,10μg/ ml 亮肽素) ,在冰上放置 15 min 后使

细胞膨胀 ,然后用 Dounce 匀浆器轻轻研磨数次 ,放

置入 1. 5 ml 的 EP 管中 4 ℃ 750 g/ min离心 10

min ,以沉淀未破碎细胞和细胞核 ,上清在 4 ℃ 17

000 g/ min 离心 60 min ,以沉淀线粒体。上清蛋白

定量后 - 20 ℃保存。Western Blot 分析如下 :取 100

μg的总蛋白加入 1 ×SDS 加样缓冲液 (10 % SDS

0. 2 ml ,1 %溴酚兰 0. 1 ml ,1 mmol/ L D TT 0. 5 ml ,

丙 三 醇 0. 1 ml , 1 mmol/ L Tris2HCl , p H 6. 8 ,

0. 1 ml)至终体积 50μl ,水中煮沸 10 min 使蛋白质

变性 ,聚丙酰胺凝胶电泳后。取下醋酸纤维素膜 ,用

含 1 %小牛血清白蛋白的 PBST(500 ml PBS 加入吐

温 - 20 200μl)封闭非特异性结合位点 ,加入小鼠抗

大鼠细胞色素 C 单抗 4 ℃孵育过夜 ,PBST 洗 3 次后

加入含碱性磷酸酶标记的山羊抗小鼠二抗 PBST
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4 ℃下过夜。然后 PBST 洗去未结合的二抗 ,10 min

×3 次。把洗净的膜放入 10 ml 碱性磷酸酶缓冲液

中 ,并加入 66μl NB T (70 %二甲基甲酰胺 10 ml 加

0. 5 g NB T)和 33μl BCIP 显色。通过凝胶成像分

析系统进行灰度扫描。

1. 2. 6 　Caspase23 mRNA 的原位杂交 　把培养细胞

分为炎症组、预处理组 ,每组 4 个样本 ,用上述炎症

因子干预 72 h 后取出。0. 1 mol/ L PBS 洗 2 min ×

3 次。4 %多聚甲醛/ 0. 1 mol/ L PBS (含有 1/ 1 000

DEPC)室温固定后水洗。新鲜配制的 0. 5 % H2O2/

甲醛室温处理 30 min 以灭活内源性过氧化酶 ,洗涤

3 次。玻片上滴加含 3 %柠檬酸的胃蛋白酶 ,37 ℃消

化 60 s 暴露 mRNA 核酸片断 ,置杂交盒预杂交。恒

温箱 37 ℃2 h。每张玻片加 20μl Caspase23 探针的

杂交液。用保护膜盖在玻片上。恒温箱 42 ℃杂交

过夜。37 ℃2 ×SSC 充分洗涤 15 min ×2 次。滴加

封闭液。加生物素化鼠抗地高辛 20 ℃, 120 min。

0. 5 mol/ L PBS 5min 洗4 次。使用 DAB 显色试剂

盒显色 20 min。苏木素复染后水洗、脱水、透明、

封片。

1 . 3 　统计学方法

所有数据以 �x ± s 表示 ,以上数据均用 SPSS

10. 0 统计软件包进行统计。两组之间比较用 t 检

验 ,相关性分析用直线相关分析。

2 　结果

　　已传 5 代后的细胞 , GFAP 阳性率均大于 95 %。

炎症组的细胞活力 (0. 46 ±0. 15)明显低于预处理组

的细胞活力 (0. 81 ±0. 29) ,差异有显著意义 ( P <

0. 01) 。且炎症组细胞活力与其分泌的 NO 呈负相

关 ( r = - 0. 604 , P < 0. 05) 。

炎症组电镜下观察可见有凋亡细胞产生。表现

为细胞微绒毛消失 ,体积变小 ,核固缩、移位、细胞间

失去连接 ,甚至凋亡小体形成。通过流式细胞计数

发现预处理组细胞凋亡率[ (15. 2 ±7. 9) %]明显少

于炎症组[ (29. 7 ±10. 4) %] ,差异有显著性 ( P <

0. 05) 。

炎症组胞浆内细胞色素 C 的含量 ( 31 049 ±

3 784)明显高于预处理组 (14 784 ±2 096) ,差异有

显著性 ( P < 0. 01) 。正常胶质细胞胞浆内几乎无

细胞色素 C 的表达。

炎症组 Caspase23 mRNA 的表达强于预处理

组。见图 1。

图 1 　炎症组 Caspase - 3 mRNA 表达强于预处理组 ( ×300)

Figure 1 　The expression of Caspase - 3 mRNA in L PS group

was stronger than that of the pre2treatment group ( ×300)

　　a. L PS group ; b. pre2t reatment group

3 　讨论

　　原代培养的 AC 经过多次传代后 ,一些成纤维

细胞、血管内皮细胞、神经元、小胶质细胞等渐渐减

少 ,最终 AC 占主要地位 , 本实验 AC 特异性的

GFAP 阳性率大于 95 % ,符合研究要求。

本研究发现 L PS , IL21β, TNF2α作用于 AC 后 ,

NO 生成增多 ,细胞活力明显降低 ,且细胞活力与

NO 浓度呈负相关。L2NMMA 是一种精氨酸类似

物 ,被公认为 NOS 抑制剂 ,它能抑制内皮型、神经元

型、诱导型一氧化氮合酶的活性[8 ] 。而在 AC 被炎

症因子干预前 30 min 加入 L2NMMA ,NO 的分泌明

显减少 ,细胞活力高于炎症组。从而说明炎症因子

作用下自分泌的 NO 是导致细胞活力下降的原因

之一。

目前有研究认为 NO 可诱导数种细胞的凋

亡[9 ,10 ] ,能否导致 AC 凋亡仍有争议。电镜对单个

细胞凋亡现象的检测被认为是“金指标”。通过电

镜 ,我们观察到炎症组 AC 核固缩、核偏移 ,胞浆浓

缩 ,细胞器完整 ,细胞周围有凋亡小体形成。说明在

L PS , IL21β, TNF2α共同作用下 AC 有凋亡现象发

生。流式细胞计数是一种以定量为主的凋亡检测方

法。本实验通过 PI 染色后细胞通过流式细胞仪检

测细胞核亚二倍体核型峰 ,发现上述炎症因子可以

导致 AC 的凋亡 ,L2NMMA 可减少凋亡。因而说明
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NO 对 AC 细胞活力的影响与其导致的细胞凋亡

有关。

目前细胞凋亡的途径主要有 3 个 :线粒体途径、

死亡受体途径和内质网途径。NO 导致凋亡的途径

与 P53 的激活、J N K/ SPA K 与 P38 激酶的激活、神

经酰胺产生、细胞色素 C 的释放、内质网途径[11 ]等

因素有关。近年来线粒体在神经系统凋亡中的作用

也日益重视。胞浆内细胞色素 C 的表达是线粒体

途径的一个主要步骤 ,本研究发现 AC 在炎症因子

干预后胞浆内细胞色素 C 明显增多 ,而应用 L2NM2
MA 后 ,胞浆内细胞色素 C 的含量减少 ,并结合 Cas2
pase23 mRNA 原位杂交的实验结果 ,提示 NO 可使

细胞色素 C 从线粒体释放入胞浆 ,导致 Caspase23

mRNA 的表达增多及凋亡发生。本研究严格按照

细胞色素 C 的提取方法进行[12 ] ,并用正常细胞作为

阴性对照组 , Western Blot 显色结果提示阴性对照

组几乎不表达细胞色素 C ,说明本实验结果是可

靠的。

炎症因子导致星形胶质细胞分泌 NO ,而自分

泌的 NO 可导致细胞凋亡。但抑制 NO 并不能完全

抑制细胞活力下降与凋亡 ,说明炎症因子导致 AC

损害的机制复杂 ,有待进一步研究。
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