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米诺环素对ＰＣ１２细胞缺氧缺糖损伤后神经突生长的影响
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　　摘　要：目的　探讨米诺环素对大鼠嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２）缺氧缺糖（ＯＧＤ）损伤后细胞存活率及神经突生长的影响。方法

　分别缺氧缺糖２、４、６ｈ及８ｈ建立ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤模型，将细胞分为正常对照组，ＯＧＤ组和不同浓度的（０．１、１．０μＭ 和

１０．０μＭ）米诺环素治疗组，在缺氧缺糖／复氧２４ｈ后，用ＣＣＫ８法检测细胞存活率，免疫荧光法标记 ＭＡＰ２并在荧光显微镜下

观察神经突的生长，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组ＧＡＰ４３蛋白的表达水平。结果　与ＯＧＤ组比较，米诺环素能显著提ＯＧＤ后ＰＣ１２

细胞的存活率［（４６．１±２．９）％狏狊．（７７．０±２．５）％，犘＜０．０１］，促进ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤后神经突的生长，同时上调轴突再生蛋白

ＧＡＰ４３的表达［（０．３４±０．０４）狏狊．（２．１１±０．１０），犘＜０．０１］。结论　米诺环素能减轻ＯＧＤ损伤所致ＰＣ１２细胞的死亡，并促进

细胞神经突的生长。
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　　缺血性卒中是严重危害人类健康的疾病之一，其已成为成

人致残最主要的原因。成人中枢神经系统损伤后神经功能不

能完全恢复是因为受损的神经元不能形成正确的轴突和树突

连接［１］。因此，不断开发新的神经保护剂促进中枢神经系统损

伤后神经元轴突的再生，是目前医学界研究的热点问题。米诺

环素是一种高脂溶性的第二代四环素类抗菌药物，除了抗菌作

用以外，还具有抗炎症、抗凋亡及抗氧化应激等神经保护作

用［２］。近期一项研究表明米诺环素能强化神经生长因子诱导

ＰＣ１２细胞神经突的生长
［３］。但是米诺环素是否能促进ＰＣ１２

细胞缺氧缺糖损伤后神经突的生长，目前尚无相关报道。本研

究通过体外培养ＰＣ１２细胞，建立细胞缺氧缺糖（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕ

ｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）模型，观察米诺环素对ＰＣ１２细胞ＯＧＤ

损伤的保护作用及神经突生长的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　ＰＣ１２高分化细胞株购于中国科学院上海

细胞库；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、ＤＭＥＭ无糖培养基购自美

国Ｇｉｂｉｃｏ公司；盐酸米诺环素购自Ｓｉｇｍａ公司；ＧＡＰ４３抗体

和 ＭＡＰ２抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；βａｃｔｉｎ抗体购自北京四

正柏公司；全蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物公司；

Ｄｙｌｉｇｈｔ５９４标记的羊抗兔抗体、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、

ＥＣＬＰｌｕｓ显影试剂盒及ＣＣＫ８试剂盒均购于碧云天生物技

术研究所。另有仪器 ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ３１３１ＣＯ２ 培养箱，Ｎｉｋｏｎ

ＳＭＺ１０Ａ和ＦＤＸ３５荧光倒置显微镜和荧光显微照相系统。

１．２　细胞培养及实验分组　ＰＣ１２细胞用ＤＭＥＭ 完全培养

基（含１０％的胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／Ｌ链霉

素），置于３７℃，５％ ＣＯ２ 及饱和湿度的孵箱中常规培养。隔

天换液，待细胞铺满瓶底８０％～９０％时，用０．２５％胰蛋白酶消

化，按１∶３传代，收获第５～８代ＰＣ１２细胞用于以下实验。取

处于对数生长期的ＰＣ１２细胞以２×１０５／ｍＬ，每孔１００μＬ接

种在９６孔板（ＣＣＫ８实验），每孔１ｍＬ接种在２４孔板（神经

突测定），以１×１０６／ｍＬ密度接种于７５ｃｍ２ 培养瓶（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测）。细胞分为３组：正常对照组、ＯＧＤ组、米诺环素治

疗组。

１．３　细胞ＯＧＤ模型的建立及药物干预　参照并改进本课题

组前期报道的培养方案。当细胞培养１２ｈ后，用ＰＢＳ清洗３

遍，加入无血清无糖 ＤＭＥＭ 培养基，并将细胞置于含５％

ＣＯ２，９４％ Ｎ２，１％ Ｏ２，３７℃的三气培养箱中培养６ｈ，然后加

入无血清的高糖ＤＭＥＭ培养液，置于恒温孵箱中继续培养２４

ｈ模拟缺糖缺氧再灌注。正常对照组全过程加入无血清高糖

ＤＭＥＭ培养基，置于正常培养箱培养。不同浓度的米诺环素
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（０．１、１．０、１０．０μＭ）在ＯＧＤ及再复氧的全过程加入。

１．４　ＣＣＫ８法检测ＰＣ１２细胞存活率　复氧２４ｈ后，在９６孔

培养板每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，置于３７℃，５％ＣＯ２ 培养

箱中继续孵育４ｈ，在ＥＬＸ８００全自动酶标仪（ＢｉｏＴＥＫ）上测

定各孔在４５０ｎｍ波长处的吸光度（犗犇）值。每组６孔，重复３

次实验。以正常对照组ＣＣＫ８吸光值为基数１００％，ＯＧＤ组

及药物干预组细胞存活率按公式计算：细胞存活率（％）＝处理

组平均犗犇值／正常对照组平均犗犇值×１００％。

１．５　免疫细胞荧光测定神经突长度　将盖玻片置于２４孔板

中，每组设置３个复孔。室温下使用２％ 多聚甲醛固定１０

ｍｉｎ，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜３０ｍｉｎ，山羊血清封闭３０ｍｉｎ，

兔抗大鼠 ＭＡＰ２多克隆抗体（１∶１００）４℃孵育过夜，ＰＢＳ清

洗３遍后加入Ｄｙｌｉｇｈｔ５９４山羊抗兔（１∶１５０），３７℃避光孵育

１ｈ，ＤＡＰＩ（１∶５０）避光反应５ｍｉｎ，５０％ 甘油封片后在荧光显

微镜下观察并拍照。使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件对ＰＣ１２细

胞神经突长度进行测定，每次实验在２００倍荧光显微镜下随机

选取１０个视野，每组至少选取５０个细胞进行测量，实验重复

３次，计算各组神经突长度的平均值。

１．６　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＧＡＰ４３蛋白表达　

复氧２４ｈ后，收集各组细胞，按照凯基全蛋白提取试剂盒说明

书提取细胞蛋白，同时用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。取等量

蛋白经二十烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分

离后，采用湿转法将蛋白转移至０．４５μＭ聚偏氟乙烯（ＰＤＶＦ）

膜上（２５０ｍＡ恒流，１ｈ），５％脱脂牛奶封闭１．５ｈ后加入兔抗

ＧＡＰ４３（１∶２００），小鼠抗βａｃｔｉｎ（１∶１０００），４℃孵育过夜，

ＴＢＳＴ洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔或羊抗小鼠

（１∶３０００），３７℃孵育１．５ｈ。采用ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ凝胶扫描成

像系统显微拍照，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件测定各条带的灰

度值，蛋白的相对含量以目的蛋白与内参灰度值的比值表示。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，符合正态分布且方差齐性的资料，组间比

较采用单因素方差分析，均数间两两比较采用ＬＳＤ检验。检

验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同缺氧缺糖时间对ＰＣ１２细胞存活率的影响　ＣＣＫ８

法测得ＯＧＤ（２、４、６、８ｈ）后，ＰＣ１２细胞的存活率呈时间依赖

性下降。ＯＧＤ２ｈ及８ｈ时，ＰＣ１２细胞的存活率分别为（８０．２

±２．７）％，（７．３±１．９）％，ＯＧＤ６ｈ时，ＰＣ１２细胞的存活率为

（４６．１±２．９）％，接近５０％。因此，本实验选取ＯＧＤ６ｈ作为

体外ＰＣ１２细胞ＯＧＤ时间，用于探讨米诺环素对ＰＣ１２细胞

ＯＧＤ损伤的保护作用。见图１。

２．２　米诺环素对ＰＣ１２细胞 ＯＧＤ损伤后细胞存活率的影响

　ＣＣＫ８结果显示，不同浓度米诺环素（０．１、１．０、１０．０μＭ）可

提高 ＯＧＤ 损伤后 ＰＣ１２ 细胞的存活率 （７０．７±２．９）％、

（７７．０±２．５）％、（５５．８±２．５）％，与ＯＧＤ组［（４６．１±２．９）％］

比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），其中１．０μＭ作用最明显，

用于后续的研究。米诺环素对正常培养细胞的存活率无促进

作用。见图２。

　　
ａ：犘＜０．０１，与正常对照组比较。

图１　　不同ＯＧＤ时间对ＰＣ１２细胞存活率

的影响（狓±狊，狀＝６）

　　
ａ：犘＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＯＧＤ组

比较。

图２　　米诺环素对ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤后细胞存活率

的影响（狓±狊，狀＝６）

２．３　米诺环素促进ＰＣ１２细胞神经突的生长　荧光显微镜下

观察可见，正常对照组ＰＣ１２细胞呈梭形，细胞两极有明显的

突起，ＯＧＤ组ＰＣ１２细胞呈梭形，神经突回缩，而各浓度米诺环

素治疗组相对于 ＯＧＤ组，ＰＣ１２细胞神经突长度增加（犘＜

０．０１），其中１．０μＭ米诺环素对ＰＣ１２细胞神经突生长的促进

作用最强。见图３。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＯＧＤ组；Ｃ：米诺环素组（１．０μＭ）。

图３　　米诺环素对ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤后神经突生长的影响（２００×）

２．４　米诺环素促进ＰＣ１２细胞ＧＡＰ４３蛋白的表达　为进一 步验证米诺环素对ＰＣ１２细胞 ＯＧＤ损伤后神经突生长的影
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响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定轴突再生相关蛋白ＧＡＰ４３的结果显

示，正常对照组ＰＣ１２细胞 ＧＡＰ４３蛋白呈基础表达（０．４０±

０．０４），０．１、１．０、１０．０μＭ 米诺环素治疗组ＧＡＰ４３的表达水

平（１．１７±０．０８、２．１１±０．１０、１．９４±０．１１）均明显高于ＯＧＤ组

（０．３４±０．０４），差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图４。

　　
ａ：犘＜０．０１，与ＯＧＤ组比较。

图４　　各组ＰＣ１２细胞ＧＡＰ４３蛋白的表达水平

３　讨　　论

本研究发现，采取ＯＧＤ６ｈ再复氧复糖法能有效模拟脑

缺血再灌注损伤的体外模型。低剂量米诺环素（０．１、１．０、１０．０

μＭ）能有效提高ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤后的存活率，同时能显

著促进ＰＣ１２细胞的轴突生长。

成年哺乳动物中枢神经系统损伤后轴突再生困难，导致严

重而持久的神经功能缺损。缺血损伤后促进神经元的轴突再

生，形成新的突触联系和神经环路，促进神经网络的重建从而

改善神经功能。本研究首先建立ＰＣ１２细胞ＯＧＤ模型，ＣＣＫ

８法测得ＯＧＤ６ｈ后ＰＣ１２细胞的病死率约为５４％。米诺环

素是一种第二代四环素类衍生物，它具有抗菌和抗炎活性并被

临床实践证实为一种治疗粉刺和关节炎的安全药物。米诺环

素具有高脂溶性，能有效地通过血脑屏障从而在颅脑损伤，卒

中，脊髓损伤，神经退行性疾病如肌萎缩性侧索硬化、帕金森

病、亨廷顿病及多发性硬化等疾病的动物模型中发挥神经保护

作用。大量研究表明米诺环素具有抗炎、抗凋亡、抗氧化应激

及血管保护作用［４５］。米诺环素在神经疾病的病理生理过程中

具有以下生物活性：抑制小胶质细胞的增殖及活化，从而使细

胞因子如ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６的分泌降低，同时还可以抑制脂质

的分泌和基质金属蛋白酶的活性［６］；通过ｃａｓｐａｓｅｓ非依赖途径

上调抗凋亡因子Ｂｃｌ２的表达
［７８］及调控环氧化酶２（ＣＯＸ２），

诱导一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（ＮＡＤＰ）的活性
［９］。本研究发现米诺环素能缓解 ＯＧＤ 对

ＰＣ１２细胞的损伤，使细胞存活率提高达５６％～７７％。与Ｃｈｅｎ

等［１０］研究结果类似，而米诺环素（０．１～１０．０μＭ）对正常ＰＣ１２

细胞存活率无影响（数据未发布）。

近期研究表明米诺环素能强化神经生长因子诱导ＰＣ１２

细胞神经突的分化［３］，并且促进大鼠局灶性脑缺血后皮质神经

元轴突的再生，改善大鼠神经功能［１１］。２００７年，Ｌａｍｐｌ等
［１２］

开展的一项临床研究表明急性缺血性卒中患者，早期给予口服

米诺环素治疗可以改善患者的神经功能缺失评分和生活能力

状态分级评分。本研究发现，ＯＧＤ损伤使ＰＣ１２细胞神经突回

缩，而米诺环素能促进 ＯＧＤ损伤后的细胞神经突长度增加。

ＧＡＰ４３广泛表达在神经组织，被认为是神经元发育和再生的

一种标志蛋白，对轴突生长和突触形成具有重要作用。本实验

进一步发现，米诺环素能上调ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤后ＧＡＰ４３

蛋白的表达。

综上所述，米诺环素对ＰＣ１２细胞ＯＧＤ损伤具有神经保

护作用，可促进细胞神经突长度的增加，并能上调轴突再生相

关蛋白ＧＡＰ４３的表达，为缺血性脑血管病的神经康复治疗提

供新的途径，但具体机制尚需进一步研究。
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