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缩略语表 

 

缩略词  英文全称  中文全称  

2-DG 2-deoxyglucose 2-脱氧葡萄糖 

5-HD 5-hydroxydecanoic acid  5 -羟基癸酸 

6-OHDA 6-hydroxydopamine 6-羟基多巴胺 

AD Alzheimer’s disease 阿尔兹海默病 

AMPK AMP-activated protein kinase AMP 激活的蛋白激酶 

ANLS astrocyte neuronal lactate shuttle 星形胶质细胞-神经元

乳酸循环 

AQP aquaporins 水通道蛋白 

BBB blood-brain barrier 血脑屏障 

BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

BrdU 5-bromo-2'-deoxy-uridine 5'-溴脱氧尿苷 

cAMP cyclic adenosine monophosphate 环化腺苷酸 

Car carbonic anhydrase 碳酸酐酶 

CAT catalase 过氧化氢酶 

CBD cortico-basal degeneration 皮质基底节变性 

CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 趋化因子（C-C 模序）

配体 2 

CDCA chenodeoxycholic acid 鹅去氧胆酸 

CSPGs chondroitin sulfate proteoglycans 硫酸软骨素 
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CTMP carboxy-terminal modulator protein 羧基末端调节蛋白 

CXCL10 C-X-C motif chemokine 10 CXC 模序趋化因子 10 

DAPI diamidino-phenyl-indole 二脒基苯基吲哚 

DCD diabetic cognitive dysfunction 糖尿病认知功能障碍 

DCFH-DA 2’,7’-dichlorofluorescin diacetate 2’,7’-二氯荧光素二乙

酸酯 

DEPC diethyl pyrocarbonate 二乙基焦磷酰胺 

DHT dihydrotestosterone 双氢睾酮 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 杜尔伯科改良伊格尔

培养基 

DMSO dimethyl sulphoxide 二甲基亚砜 

DZX diazoxide 二氮嗪 

EAATs excitatory amino acid transporters  兴奋性谷氨酸转运体 

ECT electroconvulsive treatment 电惊厥治疗 

EPO erythropoietin 促红细胞生成素 

ERK extracellular signal-regulated kinase 细胞外信号调节激酶 

FAK focal adhesion kinase 局部粘着激酶 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

FTLD frontotemporal lobar degeneration 额颞叶变性 

GAT GABA transporter GABA 转运体 

GBM glioblastoma 胶质母细胞瘤 

GDNF glial cell-derived neurotrophic factor 胶质细胞源性神经营

养因子 

GFAP glial fibrillary acidic protein 神经胶质酸性蛋白 
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GlyT glycine transporter 甘氨酸转运体 

GR glucocorticoid receptor 糖皮质激素受体 

GSH-px glutathion peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶 

GSK3β glycogen synthase kinase-3β 糖原合成酶激酶-3β 

HCC hepatocellular carcinoma 肝细胞癌 

HIF-1 hypoxia induced factor-1 低氧诱导因子 

HRP horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

ICAM-1 intracellular adhesion molecule-1 细胞间粘附分子-1 

IL-1β interleukin-1β 白细胞介素-1β 

INB inner neuroblastic layer 内侧神经母细胞层 

JAK Janus kinase Janus 激酶 

KATP ATP sensitive potassium channel ATP 敏感性钾通道 

LDH lactate dehydrogenase 乳酸脱氢酶 

LEF lymphoid enhancer factor 淋巴增强因子 

LKB1 liver kinase B1 肝激酶 B1 

LTP long-term potentiation 长时程增强 

MAC minimal alveolar concentration 最小肺泡浓度 

MAPK mitogen-activated protein kinase 丝裂原活化蛋白激酶 

MCAO middle cerebral artery occlusion 大脑中动脉阻闭术 

MEK MAPK/ERK kinase MAPK/ERK 激酶 

mGluR metabotropic glutamate receptor 代谢型谷氨酸受体 

MMP matrix metalloproteinase 基质金属蛋白酶 

mPTP mitochondrial permeability transition pore 线粒体通透性转换孔 



第四军医大学博士学位论文 

-4- 

MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 1-甲基-4-苯基-四氢吡

啶 

mTOR mammalian target of rapamycin 雷帕霉素靶蛋白 

MTT 3-（4,5-dimethyl-2-thiazolyl）

-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide 

3-（4，5-二甲基噻唑-2）

-2，5-二苯基四氮唑溴

盐 

NDRG2 N-myc downstream regulated gene 2 N-myc 下游调节基因 2 

NF-κB nuclear factor-κB 核因子-κB 

NO nitric oxide 一氧化氮 

OGD oxygen-glucose deprivation 氧糖剥夺 

oxLDL oxidized low density lipoprotein 氧化型低密度脂蛋白 

PCL Purkinje cell layer 浦肯野细胞层 

PCNA proliferating cell nuclear antigen 增殖细胞核抗原 

PD Parkinson’s disease 帕金森氏病 

PDGF platelet-derived growth factor  血小板源性生长因子 

PI3K phosphatidylinositol 3 kinase 磷脂酰肌醇 3 激酶 

PKC protein kinase C 蛋白激酶 C 

PKM protein kinase M 蛋白激酶 M 

PMSF phenylmethyl sulfonylfluoride  苯甲基磺酰氟化物 

ROS reactive oxygen species 活性氧簇 

RU486 mifepristone 米非司酮 

SD Sprague-Dawley rat SD 大鼠 

SGK1 serum/glucocorticoid-induced kinase 1 血清/糖皮质激素诱导

蛋白激酶 1 
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SOD superoxide dismutase 超氧化物歧化酶 

SSRI selective serotonin reuptake inhibitor 选择性 5-羟色胺再摄

取抑制剂 

STAT3 signal transducers and activators of 

transcription  

信号转导与转录激活

因子 3 

STZ streptozotocin 链脲佐菌素 

TCF T cell factor T 细胞因子 

TIMP-1 tissue inhibitor of metalloproteinase-1 金属蛋白酶组织抑制

剂-1 

TNF-α tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子-α 

TREK1 TWIK-related K+ channel-1 TWIK 相关钾通道-1 

TTC 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 2，3，5-氯化三苯基四

氮唑 

TUNEL transferase-mediated deoxyuridine 

triphosphate-biotin nick end labeling 

转移酶介导的三磷酸

脱氧鸟苷-生物素末端

标记 

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 血管细胞粘附分子-1 

VEGF vascular endothelia growth factor  血管内皮生长因子 

VRAC volume-regulated anion channels 容积调节性阴离子通

道 
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中文摘要 
 

目的：大量在体研究和离体研究均表明，常用吸入性麻醉药七氟烷预处理可诱导脑

缺血耐受，减轻脑缺血再灌注损伤，但其机制尚未完全明了。N-myc 下游调节基因 2

（N-myc downstream regulated gene 2，NDRG2）是一个在中枢神经系统内主要表达

于星形胶质细胞的基因，与细胞增殖、分化、应激等功能密切相关。我们前期工作

发现，局灶性脑缺血再灌注损伤后缺血半暗带区 NDRG2 发生了时间和空间上的表达

变化，且参与了缺血再灌注损伤后 p53 介导的细胞凋亡过程。本研究旨在从在体和

离体两方面探讨 NDRG2 及其介导的细胞凋亡和星形胶质细胞功能改变在七氟烷预

处理神经保护效应中的作用及机制。  

方法：在体—健康雄性成年 SD 大鼠，2％七氟烷预处理 1h，预处理结束 2h 后行大

脑中动脉阻闭（middle cerebral artery occlusion，MCAO）诱导局灶性脑缺血，缺血

120min 后抽出线栓恢复灌注。再灌注 24 h 依据 Garcia 评分标准评估神经功能，并行

TTC（2,3,5-triphenyltetrazolium chloride，2，3，5-氯化三苯基四氮唑）染色计算脑梗

死容积百分比，采用 Western Blot、 real-time PCR、免疫荧光染色、TUNEL

（transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-biotin nick end labeling，转移酶介导的
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三磷酸脱氧鸟苷-生物素末端标记）染色等测定缺血半暗带区 NDRG2 表达、分布和

细胞凋亡情况。离体—取新生 SD 鼠的大脑皮层培养原代星形胶质细胞，采用脂质

体转染法向细胞内转染 NDRG2 siRNA 或 NDRG2 过表达质粒，转染 24h 给予 2％七

氟烷预处理 1h，预处理结束 2h 后进行氧糖剥夺（oxygen-glucose deprivation，OGD）

4h，复氧 24h 检测细胞活力（MTT 试验）、细胞毒性（LDH 释放率）、凋亡情况（TUNEL

染色、活化 Caspase-3 表达）以及 NDRG2 表达变化。 

结果：七氟烷预处理显著降低了局灶性脑缺血再灌注引起的大鼠神经功能损伤和脑

梗死容积，减少了缺血半暗带组织 TUNEL 染色阳性细胞数目和活化 Caspase-3 表达

量，抑制了缺血后 NDRG2 上调和核转移现象（P<0.05）。原代培养星形胶质细胞 OGD

模型中得到了类似的结果。采用 NDRG siRNA 降低原代培养星形胶质细胞中 NDRG2

表达可增加细胞活力，减轻氧糖剥夺引起的 LDH（lactate dehydrogenase，乳酸脱氢

酶）释放，降低 TUNEL 阳性细胞数和活化 Caspase-3 表达（P<0.05）; 而转染 NDRG2

过表达质粒使原代培养星形胶质细胞中 NDRG2 上调则可部分逆转七氟烷预处理减

轻氧糖剥夺损伤的作用（P<0.05）。 

结论：七氟烷预处理可通过抑制脑组织星形胶质细胞内 NDRG2 的表达和活性，减

轻细胞凋亡，改善星形胶质细胞功能，从而减轻脑缺血再灌注损伤。本研究为七氟

烷预处理可能的临床应用提供了可靠的理论支持，也为开发新的脑缺血损伤防治措

施提供了新的靶点。 

 

关键词：七氟烷，预处理，神经保护，NDRG2 
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Tutor: Associate Prof. Wang Qiang 

Department of Anesthesiology, Xijing Hospital, Fourth Military Medical University,  

Xi’an  710032, China 
Sponsored Programs: Major Program of National Natural Science Foundation (30930091) 

National Natural Science Foundation (81072888) 

 
Abstract 

 

Background: Mechanism study of sevoflurane preconditioning–induced cerebral 

ischemic tolerance is mostly focused on the death and survival of neuron, while the 

involvement of other cell types (i.e. astrocyte) is negalected. NDRG2 is a gene that mainly 

expressed in astrocyte in central nervous system and plays an important role in regulating 

astrocyte proliferation and reactivity. Our previous work showed that NDRG2 might 

participate in brain ischemia. This study investigates the role of astroglial NDRG2 in the 

neuroprotection of sevoflurane preconditioning against cerebral ischemic/reperfusion 

injury both in vivo and in vitro. 

Methods: At 2h after sevoflurane (2%) preconditioning for 1h, rats were subjected to 

MCAO for 120min. Neurobehavioral scores (n=10), infarct volumes (n=10), astrocyte 

reactivity (n=6), cellular apoptosis (n=6), and NDRG2 expression (n=6) were determined 

at 24 h after reperfusion. In vitro, cultural astrocytes were exposed to OGD for 4h at 2h 
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after 2% sevoflurane preconditioing (1h). Cellular viability (n=8), LDH release (n=8), 

apoptosis (n=6), and NDRG2 expression (n=6) were evaluated in the presence or absence 

of NDRG2-specific siRNA or NDRG2 overexpression plasmid. 

Results: Sevoflurane preconditioning improved neurological function (12.75[11.38~13.50] 

vs. 7.0[6.5~8.5]), reduced ischemic infarct volume (25.7±5.7% vs. 48.3±8.9%), decreased 

apoptosis (TUNEL–positive cells reduced to 31.2 ± 5.3% and cleaved Caspase-3 reduced 

to 1.42 ± 0.21 fold) and inhibited NDRG2 expression (1.28±0.15 fold) and nuclear 

translocation (2.21±0.29 fold) at ischemic penumbra. Similar effects were observed in 

cultural astrocytes exposed to OGD. NDRG2 knockdown by siRNA attenuated 

OGD–induced injury (cell viability increased to 80.5±4.1%; LDH release reduced to 

30.5±4.0%) and cellular apoptosis (cleaved Caspase-3 reduced to 1.55±0.21 fold; 

TUNEL–positive cells reduced to 18.2±4.3%), whereas NDRG2 overexpression reversed 

the protective effects of sevoflurane preconditioning.  

Conclusion: Sevoflurane preconditioning inhibits NDRG2 up-regulation and nuclear 

translocation in astrocytes, and represses NDRG2-related cellular apoptosis to induce 

cerebral ischemic tolerance via antiapoptosis, which represents one new mechanism of 

sevoflurane preconditioning and provides a novel target for neuroprotection. 

Key words：NDRG2, sevoflurane, preconditioning, neuroprotection 
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前     言  
 

脑卒中是由于突发性脑内动脉狭窄、闭塞或破裂，引起急性脑血液循环障碍，进

而导致的脑功能障碍。近年来，由于人口老龄化、饮食结构改变、社会压力增大等

诸多因素，脑卒中的发病率、死亡率均呈明显上升趋势。脑卒中已成为世界范围内

的第二位致死原因和首位致残原因，给家庭和社会带来了沉重的负担 [1, 2]。临床上

对脑卒中的治疗措施主要从促进血管再通和营养神经两个方面着手，包括血管成形

术、支架植入、溶栓以及多种神经保护药物等，但由于神经细胞对缺血损伤极为敏

感，导致治疗时间窗狭窄、对药物反应性差，近年来多项系统回顾和 Meta 分析显示

上述治疗手段的安全性和有效性尚存在很大争议[3, 4]。在预防方面，尽管抗血小板聚

集药物及抗凝血药显示出了一定的效果，却因为其可能导致出血而限制了其在卒中

预防中的应用。2014 年 5 月 2 日，美国 FDA 发布其审查结果，称由于会增加胃出血

和脑出血的风险，不建议阿司匹林用于心血管病一级预防。诸多干预手段的失利使

研究者将视线转移到了脑本身，认为脑具有良好的自我保护能力[5]。因此，深入了解

脑的自我保护机制，探索能够充分调动脑内源性防御机制的方法，将有助于我们更

好地对抗脑缺血损伤。 

预处理，是指短暂性受到非伤害性或亚致死性刺激可增强机体对后续严重损伤的

抵抗力，首次报道见于缺血预处理可诱导心肌缺血耐受[6]。这种抵抗力，即是激活了

机体的内源性保护机制，提高了组织和细胞对缺血损伤的耐受能力。以往研究发现，

临床常用的氟烷类吸入性麻醉药，如异氟烷、七氟烷等，在体研究和离体研究中均

被发现可诱导缺血耐受，具有预处理效应[7, 8]。其中，七氟烷预处理的神经保护作用

可通过抑制神经细胞凋亡[9]、激活线粒体 ATP 敏感型钾通道[10]、减少兴奋性氨基酸

释放[11]等实现，但其机制仍未完全清晰，尚需进一步研究。 

以往对脑缺血损伤和预处理神经保护机制的研究多集中于神经元，近年来胶质细

胞得到了越来越多的重视。做为中枢神经系统含量最丰富的细胞，星形胶质细胞在

调节脑缺血后神经元死亡和存活中发挥重要作用[12]。因此，星形胶质细胞有可能是

预处理措施诱导缺血耐受的潜在靶点。以往研究发现，七氟烷可在正常生理情况下

增加星形胶质细胞对谷氨酸的摄取[13]，另外又可在多种病理条件下延迟星形胶质细
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胞的活化[14, 15]。本研究中，我们将探讨星形胶质细胞相关机制在七氟烷预处理神经

保护效应中的作用。 

NDRG2 在脑中主要表达于星形胶质细胞，参与星形胶质细胞活化[16]，与星形胶

质细胞功能密切相关。研究表明，NDRG2 可能在多种中枢神经系统疾病的病理过程

中发挥作用，包括胶质细胞瘤[17]、阿尔兹海默氏病[18]、抑郁[19]、额颞叶变性[20]等。

本课题组前期工作发现短暂性局灶性脑缺血再灌注损伤时，NDRG2 发生了时间和空

间上的表达变化[21]，进一步研究表明 NDRG2 参与了 p53 介导的细胞凋亡[22]。因此

我们推测，七氟烷预处理可能通过抑制星形胶质细胞 NDRG2 相关的细胞凋亡而诱导

神经保护作用。  

本课题中，我们将在前期研究的基础上，以 SD 大鼠和原代培养星形胶质细胞为

研究对象，建立大鼠 MCAO 模型和培养细胞 OGD 模型，利用 Western blot、qPCR、

免疫荧光等方法，观察七氟烷预处理对缺血再灌注损伤后 NDRG2 表达的影响，明确

调控 NDRG2 表达对七氟烷预处理神经保护作用的影响，并进一步探讨 NDRG2 参与

七氟烷预处理脑保护效应的具体作用机制，为开发新的脑缺血损伤防治措施提供新

的靶点，也为七氟烷预处理可能的临床应用提供可靠的理论支持。 
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文献回顾  
 

1 氟烷类麻醉药预处理诱导脑缺血耐受的作用及机制  

吸入性麻醉药通过肺部吸入而达到麻醉效果，包括挥发性液体（异氟烷、七氟

烷、地氟烷、恩氟烷、氟烷等）和气体（氧化亚氮、氙气等）。研究显示各种吸入性

麻醉药均可对脑缺血再灌注损伤发挥一定程度的保护作用，其中以针对氟烷类，尤

其是异氟烷、七氟烷的研究最多。 

1.1 异氟烷预处理对脑缺血的神经保护作用  

异氟烷的预处理效应在多种缺血模型中进行了广泛的研究。在 MCAO 造成的局

灶性脑缺血模型中，异氟烷浓度 1％～2.25％，刺激时间由 30min～4h 不等，单次或

连续多日预处理，均被发现可改善缺血后动物的神经功能、减少脑梗死容积[23-28]，

而当浓度降至 0.75％时则无效[23]。另外，异氟烷预处理对局灶性脑缺血的保护作用

具有性别特异性，仅对雄性鼠有效，对雌性鼠无效甚至会加重损伤（1.0％，4h）[29]。

在全脑缺血模型中，异氟烷预处理（1.2％，1h/天，连续 5 天）可抑制双侧颈总动脉

结扎引起的海马 CA1 区神经元死亡，改善神经功能[30, 31],也可诱导狗对心跳骤停

（8min）引起的脑缺血产生耐受，减轻其复苏后的神经功能障碍（1.5％，30min）[32]。 

离体实验中，异氟烷预处理可降低原代培养大脑皮层神经元[33-35]和视黄酸诱导分化

后 SH-SY5Y 细胞[36, 37]的 OGD 损伤，也可减轻体外培养的海马[38, 39]和小脑[40-43]OGD

后的细胞损伤。尽管多数异氟烷预处理神经保护相关研究在成年动物中进行，有研

究发现幼年动物接受异氟烷预处理可改善缺血缺氧性损伤引起的夭折[44]和神经发育

障碍，改善其成年后的神经功能[45]，尤其是皮层和纹状体[46]，但对海马组织损伤和

海马相关的学习记忆能力无明显影响[47]。但 Sasaoka N 等的研究却发现异氟烷预处理

对新生儿缺血缺氧性损伤仅具有短期的保护作用（7 天内），而延长观察时间（49 天）

却未见到有差异性的结果[48]。因此，需要进行更深入的研究来阐明异氟烷预处理诱

导脑缺血耐受的作用与性别、年龄、缺血严重程度等因素的关系，以及其保护作用

的持续时间。 
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1.2  七氟烷预处理对脑缺血的神经保护作用   

七氟烷在上世纪九十年代开始用于临床麻醉，由于其物理性质稳定、诱导快速、 

对呼吸循环功能影响较小等特征，迅速获得麻醉医生的青睐。七氟烷预处理的神经

保护作用首先在体外研究发现，Kehl F 等采用 1、2、3 MAC（minimal alveolar 

concentration，最小肺泡浓度）三个浓度的七氟烷处理海马脑片 30min，随后进行 13min

缺氧，复氧 30min，采用电生理技术检测海马 CA1 区的电活动，发现七氟烷对海马

组织缺氧性损伤具有剂量依赖性的预处理效应[10]。另一实验室用 2％、4％、6％的七

氟烷预处理海马脑片后进行 OGD，也得到了类似的剂量依赖性结果，同时形态学研

究发现七氟烷预处理可减轻 OGD 引起的 CA1 区神经元变性、坏死等[49]。在体研究

的证据首先在大鼠心跳骤停造成的全脑缺血模型中获得：作者给予大鼠一个 MAC 的

七氟烷预处理，持续 30min，结果显示无论是单次预处理后 15min 缺血，或是连续 4

天预处理间隔 24h 后缺血，七氟烷预处理均可减轻 7min 心跳骤停引起的海马 CA1

区神经元损伤，并可改善 CA1 区 LTP（long-term potentiation，长时程增强），且这

种保护作用可持续至复苏后 7 天[50]。随后七氟烷诱导缺血耐受的作用陆续在小脑组

织[42]、原代培养神经元[51]和神经元-胶质细胞联合培养[52]的 OGD 模型、新生鼠缺血

缺氧模型[47, 51]、局灶性脑缺血模型[9, 53]以及脊髓缺血模型[54, 55]等中得到了验证。与

异氟烷类似，对七氟烷预处理的浓度选择在 1%～4%之间，多数研究选择 1MAC，

但尚无证据显示更低浓度的七氟烷是否对脑缺血损伤具有预处理效应。另外，关于

七氟烷预处理神经保护作用的持续时间，有研究显示其可改善局灶性脑缺血（60min）

再灌注后 3 天大鼠的神经功能、降低脑梗死容积，但再灌注后 7 天、14 天这种显著

性差异消失[9]。然而同样是在 MCAO 造成的局灶性脑缺血损伤模型中（120min），

Ye R 等在缺血后 42 天仍然观察到了七氟烷预处理对神经功能和脑梗死容积的保护

作用[56]。新生鼠缺氧模型中七氟烷预处理的脑保护作用也持续到了缺血后 30 天[51]。

因此尽管七氟烷预处理对缺血缺氧性脑损伤的神经保护作用已经得到了大量实验证

据的支持，然而仍存在部分有争议的结果，尚需综合分析不同实验中所采用的预处

理参数（七氟烷浓度、持续时间）、损伤参数（缺血模型、持续时间）和观察指标、

观察时间等，并进行更严密可靠的研究以得到明确清晰的结论。          
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1.3 七氟烷预处理神经保护作用的可能机制  

1.3.1 降低兴奋性毒性  

兴奋性毒性是指脑缺血缺氧时能量缺乏使神经元细胞膜上钠钾 ATP 酶活性下

降，引起胞外钾离子浓度显著增高，细胞膜持续去极化，兴奋性氨基酸大量释放，

导致突触后神经元过渡兴奋并最终死亡。在大鼠皮层和海马组织以及培养神经元

OGD 模型中，七氟烷可通过影响谷氨酸转运体的功能，逆转能量缺乏引起的细胞外

谷氨酸和天冬氨酸水平上升[11, 57-59]。而在脑缺血模型中，七氟烷也可降低脑缺血后

脑内谷氨酸和去甲肾上腺素浓度[60]。Wang C 等发现七氟烷预处理对小脑切片 OGD

模型的保护作用可被谷氨酸转运体的抑制剂取消[42]，表明其预处理效应也可能是通

过降低兴奋性毒性实现的。  

1.3.2 减少氧化应激  

在神经元 -胶质细胞联合培养中，采用 DCFH-DA（2’,7’-dichlorofluorescin 

diacetate，2’,7’-二氯荧光素二乙酸酯）染色发现七氟烷预处理后细胞 ROS（reactive 

oxygen species，活性氧簇）产生量增加，而七氟烷预处理对 OGD 的细胞保护效应却

可被氧自由基清除剂 2-MPG 和 NAC 阻断[52]。Yang Q 等采用七氟烷连续 5 天预处理

大鼠，在末次预处理 24h 后检测脑组织和血清的抗氧化酶活性，发现脑内 SOD

（superoxide dismutas，超氧化物歧化酶）、CAT（catalase，过氧化氢酶）、GSH-px

（glutathion peroxidase，谷胱甘肽过氧化物酶）的含量均较对照组显著升高，血清内

的 GSH-px 也较对照组明显升高，且与 MCAO 后造成缺血后的脑梗死容积呈负相关

[8]。上述研究结果表明七氟烷预处理诱导脑缺血耐受的机制部分是通过使细胞产生少

量自由基，这些自由基激活了内源性抗氧化系统，从而有效对抗缺血再灌注后产生

的大量自由基对细胞产生的损伤。      

1.3.3 减轻炎症反应  

脑缺血后大量炎症因子释放，在缺血急性期是机体的一种自我防御机制，但随后

过于强烈的级联式炎症反应却会加重缺血再灌注损伤。研究发现，局灶性脑缺血后

TNF-α（tumor necrosis factor-α，肿瘤坏死因子-α）、IL-1β（interleukin-1β，白细胞介

素-1β）等细胞因子和 NF-κB（nuclear factor-κB，核因子-κB）、MAPK（mitogen-activated 

protein kinase，丝裂原活化蛋白激酶）等炎症相关细胞内信号分子的 mRNA、蛋白表

达水平均显著上调，缺血前 24h 行单次或多次七氟烷预处理，缺血后 24h 或 72h 检
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测到上述细胞因子和细胞内信号分子的上调被抑制[53, 61, 62]，表明七氟烷预处理可通

过限制急性期后脑内炎症反应的程度而发挥其延迟相脑保护作用。另外，在脊髓缺

血模型中，七氟烷预处理可抑制缺血后小胶质细胞活化和 MMP-9（matrix 

metalloproteinase-9，基质金属蛋白酶-9）分泌，降低趋化因子 CXCL10（C-X-C motif 

chemokine 10，CXC 模序趋化因子 10）、CCL2（C-C motif ligand 2，C-C 模序配体 2）

和促炎因子 IL-1β释放，从而减少了血脑屏障的炎性损伤，维持了血脑屏障的完整性，

减轻缺血引起的脊髓神经损伤[55]。 

1.3.4 抑制细胞凋亡  

凋亡是缺血后延迟性神经细胞死亡的主要方式。很多关于七氟烷预处理神经保护

作用的研究都关注了其对细胞凋亡的影响，发现七氟烷预处理在离体和在体环境下

均可抑制凋亡相关蛋白 Caspase-3 活化片段产生，降低 TUNEL 阳性细胞的数量[9, 

63-65]。进一步研究发现七氟烷预处理可通过下调促凋亡基因（Tnf, Tnfrsf10b, Tp53 等）

表达、上调抗凋亡基因（Aven, Bcl2, Bcl2l2, Prok2 等）表达，影响二者之间的平衡从

而使细胞内分子信号向抗凋亡方向发展[28]。另外，Shi H 等发现 microRNA-15b 可抑

制性调控 Bcl2 表达，参与了脑缺血后的凋亡性细胞损伤，而七氟烷预处理可降低

miR-15b，逆转其对 Bcl2 的下调，且采用 siRNA 干扰 miR-15b 表达可模拟七氟烷预

处理的保护作用[66]，表明七氟烷预处理可通过抑制 miR-15b 对 Bcl2 的调控发挥抗凋

亡作用，也为防治脑缺血再灌注损伤提供了新的干预靶点。     

1.3.5 激活 ATP 敏感性钾通道（ATP sensitive potassium channel，KATP）  

KATP 分为两类，一类是分布于胞质膜上的 sarcKATP，另一类是分布于线粒体膜上

的 mitoKATP。正常情况下 KATP 活性较低，受刺激开放时 sarcKATP 可减轻细胞膜去极

化程度而减少兴奋性毒性损伤，mitoKATP 则发挥抑制线粒体钙超载、缓解线粒体基

质肿胀、调节自由基生成等作用。研究者在多种缺血模型中发现七氟烷预处理的保

护作用可被选择性 mitoKATP 抑制剂 5 -羟基癸酸（5-hydroxydecanoic acid 5-HD）[10, 49, 

67-69]阻断 ，而激动剂二氮嗪（diazoxide，DZX）则可模拟七氟烷预处理的效应[69]，

表明七氟烷预处理可通过激活 KATP 发挥保护作用。另外，Velly L 等发现七氟烷预处

理的保护效应可同时被 5-HD 和 sarcKATP 阻断剂格列本脲（glibenclamide）所阻断[52]，

表明 sarcKATP 也参与了七氟烷预处理的神经保护作用。然而 Bantel C 等却得到了不

同的结论，他们在神经元-胶质细胞共同培养 OGD 模型中发现，七氟烷预处理的效
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应既不能被 sarcKATP 阻断剂甲苯磺丁脲（tolbutamide）阻断，也不能被 mitoKATP 阻

断剂 5-HD 阻断; 进一步在 HEK293 细胞中高表达重组 sarcKATP，发现七氟烷、异氟

烷均不能激活 sarcKATP，而是对其产生抑制作用，因此认为 KATP 的开放并不参与氟

烷类麻醉药预处理的保护作用[70]，这对之前的结论提出了挑战，故 KATP 在七氟烷预

处理神经保护中的角色尚需进一步阐明。 

1.3.6 活化蛋白激酶系统  

细胞内蛋白激酶负责控制蛋白质的磷酸化，决定蛋白质的结构和活性，影响细胞

内信号传递过程，在调控细胞内生存信号和死亡信号的平衡中发挥重要作用。研究

发现七氟烷预处理可通过激活 cAMP（cyclic adenosine monophosphate，环化腺苷酸）

/PI3K（ phosphatidylinositol 3 kinase，磷脂酰肌醇 3 激酶） [51]或抑制 CTMP

（carboxy-terminal modulator protein，羧基末端调节蛋白）[71]，使 Akt 磷酸化增强而

活化，促进缺血后细胞的生存。其他两类重要蛋白激酶系统MEK（MAPK/ERK kinase，

MAPK/ERK 激酶）/ERK（extracellular signal-regulated kinase，细胞外信号调节激酶）

/MAPK、PKC（protein kinase C，蛋白激酶 C）/PKM（protein kinase M，蛋白激酶 M）

也在七氟烷预处理的神经保护中扮演重要角色。ERK 抑制剂 U0126 可逆转七氟烷预

处理诱导的脊髓缺血耐受[54]，U0126 和 MAPK 抑制剂 SB203580 还可逆转七氟烷对

海马脑片 OGD 模型的预处理效应[72]。PKC/PKM 的激活与 mTOR（mammalian target 

of rapamycin，雷帕霉素靶蛋白）信号通路有关。七氟烷预处理活化 mTOR，使

PKC/PKM 蛋白合成增加，并维持磷酸化激活状态，开放 KATP，增强细胞膜超极化程

度，减少缺血引起的除极化和兴奋性毒性[73, 74]。除此之外，FAK（focal adhesion kinase，

局部粘着激酶）也参与了七氟烷预处理减轻缺血性神经损伤的作用[64]。    

1.3.7 其他可能机制   

除上述经典促生存的机制之外，七氟烷预处理还可通过其他细胞内调节分子影响

细胞转归。TREK1（TWIK-related K+ channel-1，TWIK 相关钾通道-1）是双孔钾通

道的一种，是挥发性麻醉药的靶点之一。七氟烷预处理可增加 TREK1，下调 TREK1

则会逆转七氟烷预处理的脑保护作用[75]，表明除 KATP 外，TREK1 也参与了七氟烷预

处理对细胞内外钾离子平衡的调节。Notch 信号通路虽不属于蛋白激酶，但也在细胞

内信号转导中发挥极为重要的作用，与细胞分化、发育等功能密切相关。近年来发

现 Notch 信号参与脑缺血再灌注损伤过程及后期组织修复过程，本实验室的研究结
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果表明该信号通路参与了包括七氟烷预处理在内的多种预处理措施的神经保护效应

[76]。另外，七氟烷预处理还可通过降低粘附分子（ICAM-1，intracellular adhesion 

molecule-1，细胞间粘附分子-1; VCAM-1，vascular cell adhesion molecule-1，血管细

胞粘附分子-1）和基质金属蛋白酶（MMP-2; MMP-9; TIMP-1，tissue inhibitor of 

metalloproteinase-1，金属蛋白酶组织抑制剂-1）从而减轻缺血缺氧对血脑屏障的破坏

[77]、抑制线粒体通透性转换孔（mitochondrial permeability transition pore，mPTP）维

持缺血后线粒体正常功能[56]、缓解缺氧造成的 ATP 合成减少以改善能量代谢[78]等机

制减轻缺血再灌注造成的脑损伤。 

以上对七氟烷预处理诱导脑缺血耐受的机制回顾显示，七氟烷预处理通过调节

KATP、蛋白激酶系统及其他多种信号分子来影响细胞兴奋性、氧化还原过程、能量

代谢等，还可抑制凋亡、平衡炎症与抗炎反应、维持血脑屏障通透性，最终实现对

缺血再灌注损伤的神经保护作用。然而上述机制研究多集中在神经元本身，做为中

枢神经系统内含量最丰富的细胞种类，星形胶质细胞在调节脑缺血后神经元死亡与

存活中发挥重要作用，但其是否参与七氟烷的预处理效应尚不得而知。 

2 星形胶质细胞与脑缺血损伤  

迄今为止，针对脑卒中的干预措施无一不是为了减少缺血后神经元细胞的死亡。

然而，要减少缺血后的脑梗死，不仅仅是是减少神经元死亡就能达到的，还必须将

脑内包括星形胶质细胞、小胶质细胞、少突胶质细胞、内皮细胞等全部细胞种类考

虑在内。由于星形胶质细胞的数量远远高于神经元的数量，且星形胶质细胞对神经

元的存活和功能发挥起着至关重要的作用，因此保护好和维持星形胶质细胞的正常

功能可能更有利于脑卒中的最终转归。       

2.1 星形胶质细胞的生理功能  

星形胶质细胞除了传统观点认为的物理性支持隔离以及提供营养物质外，还参与

一系列与神经元存活和功能密切相关的生理活动，包括摄取和释放神经递质[79]、保

持细胞内外水[80]和离子平衡[81]、维持血脑屏障稳定性[82]、调节脑血流量[83, 84]、分泌

神经营养因子[85]等，近年来更发现参与了神经元细胞间的突触信息传递，出现了“三

突触”的新概念[86]。 
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2.1.1 维持细胞内外水、盐和酸碱平衡  

神经元除极时 K+大量外流，导致细胞外液 K+浓度迅速升高[87]。一方面，星形胶

质细胞可通过缝隙连接和膜电位的变化迅速将局部升高的[K+]O扩散至远处，起到“空

间缓冲”的作用[88]; 另一方面，星形胶质细胞膜表面存在大量电压门控性和时间依

赖性 K+通道，以及其他类型的离子通道，可通过主动转运和被动扩散摄取神经元兴

奋时释放到突触间隙和细胞外液的 K+，其中 Na+/ K+泵、Na+/K+/Cl-共转运体（NKC

共转运体）发挥了重要作用[89]，他们依赖 ATP 供能来维持细胞内高 K+和低 Na+环境。

另外， Kir4.1 和双孔 K+通道等[90]也发挥了一定的作用。 

星形胶质细胞还可通过对细胞外 H+和 HCO3
—的调节来控制细胞外液酸碱平衡。

形成血脑屏障的星形胶质细胞内存在碳酸酐酶（carbonic anhydrase，Car），可将 CO2

水合再分解为 H+和 HCO3
—，再利用 Na+/H+交换将 H+输送至血管内，而通过 Cl-/ HCO3

—交换将 HCO3
—转运到细胞外液; 转运到细胞外液的 HCO3

—再结合细胞外液的 H+形

成新的 CO2 进入星形胶质细胞成为 Car 的底物[91]。如此 Car- Na+/H+交换- Cl-/ HCO3

—交换三者的循环可将细胞外 H+维持在较低的水平。另外一个重要的 H+转运系统是

乳酸/H+转运体。该转运体在星形胶质细胞和神经元内存在同工酶，主要功能是将乳

酸转运出星形胶质细胞，而吸收进神经元并为神经元提供能量，即星形胶质细胞-神

经元乳酸循环（astrocyte neuronal lactate shuttle，ANLS）[92]。 

此外，星形胶质细胞膜上存在大量水通道（aquaporins，AQPs），其中最主要的

是 AQP4，主要分布于星形胶质细胞靠近毛细血管和小动脉的膜上[93]。AQP4 的存在

可使星形胶质细胞膜内外发生快速而高效的水转运，可能是水进出脑实质的主要通

道[93]。 

2.1.2 摄取、灭活谷氨酸、GABA、甘氨酸等神经递质  

星形胶质细胞最重要的功能之一便是摄取兴奋性神经递质谷氨酸，并依赖星形胶

质细胞特异性的谷氨酰胺合成酶（glutamine synthetase）将谷氨酸转化为谷氨酰胺使

其灭活。灭活的谷氨酰胺被释放到细胞外液，由邻近的突触前神经元吸收并重新转

化为谷氨酸[94]。星形胶质细胞再摄取并灭活谷氨酸，限制了谷氨酸大量释放对神经

元的兴奋性毒性作用，在脑缺血/再灌注损伤中发挥重要作用。星功胶质细胞对谷氨

酸的摄取依赖于其膜表面的兴奋性谷氨酸转运体（excitatory amino acid transporters, 

EAATs），其中以 EAAT2 的作用最为重要[95]。除 EAATs 外，星形胶质细胞还具有
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GABA 转运体（GABA transporter，GAT），如 GAT1 和 GAT3[96, 97]，以及甘氨酸转

运体（glycine transporter，GlyT）GlyT-1 和 GlyT-2[98, 99]以及牛磺酸转运体[100]等，可

对这些神经递质的含量进行调节。尚未在星形胶质细胞膜表面发现单胺能神经递质

的存在，因此其不能对去甲肾上腺素、5-羟色胺、多巴胺等进行再摄取[89]。 

2.1.3 形成和维持血脑屏障的完整性，控制脑血流量  

星形胶质细胞终足包绕脑内所有血管，与内皮细胞紧密连接、周细胞、基膜共同

构成血脑屏障（blood-brain barrier，BBB）。胚胎发育期，星形胶质细胞鞘与血管内

皮细胞的相互作用导致形成了内皮细胞间紧密连接[101]。生后星形胶质细胞鞘仍持续

存在，介导血液与脑实质尤其是神经元间的物质交换，例如将血液中的营养物质葡

萄糖、氨基酸等输送至神经元，并将神经细胞产生的代谢产物转运至血管[102]。由于

毛细血管缺乏平滑肌细胞，脑血流量的控制主要依赖小动脉直径的改变。近年来研

究发现，星形胶质细胞可做为转换器将神经元活动变化传递至小动脉的平滑肌细胞，

改变小动脉的直径进而影响局部血流量 [103]。星形胶质细胞膜表面 mGluR

（metabotropic glutamate receptor，代谢型谷氨酸受体）被激动引起细胞内 Ca2+水平

升高，活化磷脂酶 A2 产生花生四烯酸，再由 COX-1 转化成前列腺素 2，使血管平

滑肌舒张[104]。 

 

! 
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图 1. 星形胶质细胞与其他细胞的细胞间联系及主要生理功能。 

Harold K. Kimelberg. The Neuroscientist. 2010, 16(1): 79-106. 

 

2.2 星形胶质细胞与脑缺血  

脑缺血/再灌注损伤中会导致神经元死亡的病理机制也在星形胶质细胞死亡中发

挥重要作用，如 ROS、炎症、凋亡等，然而两者又存在差异。缺血核心区完全的脑

血流阻断导致氧和葡萄糖等能量物质的缺乏，会引起包括神经元和星形胶质细胞在

内的所有细胞发生不可逆的损伤; 但在缺血半暗带区，可由侧枝循环或周边正常组织

扩散提供氧糖，细胞还有恢复正常的机会，而星形胶质细胞较神经元更有可能存活

[105]。星形胶质细胞－神经元共培养时，60～90min OGD 即可引起绝大多数神经元死

亡，而星形胶质细胞则在 4～6h OGD 后仅有部分损伤[106, 107]。动物实验也发现，缺

血核心区以外，星形胶质细胞存活量比神经元更多[105]。MCAO 后 1h 神经元标志物

即明显下降，但星形胶质细胞 GFAP（glial fibrillary acidic protein，神经胶质酸性蛋

白）在再灌注 3h 仍持续高表达，直至后期转化为胶质瘢痕[108]。因此针对更易存活

的星形胶质细胞开发神经保护措施和药物将有可能降低缺血后的脑梗死面积，改善

神经功能并促进恢复期的神经修复。 

2.2.1 缺血后反应性星形胶质细胞增生（astrogliosis）的“双刃剑”作用  

上文所述缺血半暗带区 GFAP 高表达是反应性星形胶质细胞增生的表现。急性

期，星形胶质细胞反应使细胞间缝隙连接持续开放，促凋亡因子等物质向周围细胞

扩散，会导致梗死面积的扩大[109]。另外，星形胶质细胞释放促炎细胞因子会加重缺

血后脑内的炎症反应，引起损伤加重[110]。抑制星形胶质细胞反应性增生可降低梗死

面积，改善缺血后神经功能恢复[111]。在缺血晚期，反应性星形胶质细胞形成胶质瘢

痕，一方面肥大的星形胶质细胞及相互交叉的细胞突起会形成物理屏障[112]，另一方

面星形胶质细还会产生硫酸软骨素（chondroitin sulfate proteoglycans, CSPGs）等抑制

性化学物质[109]，两者均会阻碍损伤后的修复过程。然而，缺血后星形胶质细胞也会

产生对抑制损伤和促进修复有益的反应，包括形成胶质屏障防止损伤进一步扩散

[113]，重建 BBB[114]，产生神经营养因子[115]等。研究发现，敲除 GFAP 的小鼠局灶性

脑缺血后梗死面积增加[116]; 同时敲除 GFAP 和波形蛋白（另一星形胶质细胞反应性

增生的标志物）使星形胶质细胞谷氨酸摄取能力受损[117]，而 MCAO 后给予星形胶
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质细胞条件性培养液可降低梗死容积，恢复 BBB 功能[118]，表明缺血后星形胶质细

胞释放的物质具有神经保护作用。因此，缺血后星形胶质细胞同时发挥伤害性和保

护性两方面的作用，使其有希望成为减轻脑缺血损伤、促进神经功能恢复的有意义

的干预靶点。 

2.2.2 星形胶质细胞调节细胞外谷氨酸水平和兴奋性毒性  

上文已提到，摄取兴奋性神经递质谷氨酸是星形胶质细胞最重要的功能之一。脑

缺血后，神经元受到刺激大量释放谷氨酸，引起突触后膜持续去极化，并经过一系

列级联反应最终导致细胞的死亡，即兴奋性毒性损伤。星形胶质细胞依赖于 EAAT2

和 EAAT1 重吸收突触间隙和细胞外液的谷氨酸[79]，维持正常情况下细胞外谷氨酸含

量的平衡，提高 EAATs 的功能可减轻缺血后的兴奋性毒性。但 EAAT2 摄取谷氨酸

是一个主动耗能的过程，依赖于 Na+/K+ATP 酶。脑缺血缺氧引起 ATP 水平下降，

Na+/K+ATP 酶的活性降低，导致 EAATs 功能抑制，又可加重兴奋性毒性的发生[119, 

120]。 

2.2.3 星形胶质细胞分泌炎症因子参与脑缺血损伤和修复过程  

除小胶质细胞外，星形胶质细胞也是中枢神经系统内不容忽视的一种免疫细胞，

可释放多种炎症因子。缺血数分钟后，缺血核心区和半暗带区的神经元及胶质细胞

产生促炎细胞因子和 ROS，活化星形胶质细胞和小胶质细胞[121]。活化的星形胶质细

胞可释放 IL-6、TNFα、IL-1α、IL-1β、IFNγ等促炎细胞因子[11, 121]，通过增加 NO（nitric 

oxide，一氧化氮）含量[122]、诱导凋亡、抑制神经发生等机制阻碍缺血损伤后修复过

程[36, 123]。缺血后活化星形胶质细胞还可释放趋化因子[124]，通过上调血管内皮细胞

粘附分子、促进免疫细胞渗出而加重缺血损伤[125]。然而另一方面，炎症反应也可发

挥有益的作用。星形胶质细胞释放的 IL-6 在缺血早期具有神经保护作用[126]。缺血预

处理可通过 TLR-4 信号通路增加 TNFα、NFκB 和 COX-2 等炎症调节因子诱导脑缺

血耐受[127]。因此，炎症反应在脑缺血中的作用不能一概而论，取决于缺血的时间和

炎症反应的强弱程度。 

2.2.4 星形胶质细胞通过合成释放抗氧化物减轻氧化应激损伤  

缺血后细胞快速产生大量自由基，包括 NO、超氧化物、亚硝酸盐等[128]，引起

氧化代谢和 ATP 产生障碍，破坏线粒体膜释放细胞色素-C 导致细胞凋亡[129]，还可

使生物膜脂质过氧化等，引起细胞坏死[130]。星形胶质细胞通过释放 GSH 和 SOD、
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抗坏血酸等抗氧化物减轻氧化应激损伤，在维持神经元存活中发挥重要作用[131, 132]。

其中 GSH 是脑内主要的抗氧化物，星形胶质细胞内 GSH 及其合成代谢酶远高于神

经元。神经元与星形胶质细胞共培养时，GSH 含量高于神经元单独培养，提示星形

胶质细胞可能向神经元提供 GSH[133]。但神经元不是直接利用来自星形胶质细胞的

GSH，而是利用星形胶质细胞源性 GSH 还原胱氨酸产生并进入神经元的半胱氨酸来

重新合成 GSH，发挥对抗神经元内活性氧的作用[134]。星形胶质细胞释放的 GSH 也

可通过清除细胞外ROS减轻神经元的损伤[135]。多种治疗措施和药物可通过上调GSH

水平减轻缺血损伤[136, 137]。脑缺血时星形胶质细胞 SOD 含量增加[138]，SOD 可将超

氧化物转化为氧气和过氧化氢，减轻超氧化物引起的氧化应激损伤。SOD1 基因敲除

小鼠缺血后脑梗死容积显著增加[139]，上调 SOD1 可对局灶性脑缺血和全脑缺血产生

保护作用[140, 141]。星形胶质细胞内的抗坏血酸（即维生素 C）在脑缺血/再灌注中发

挥延迟性的对抗氧化应激损伤的作用[142]。脱氢抗坏血酸是抗坏血酸的前体物质，能

够透过 BBB，进入脑内后可由星形胶质细胞吸收并转化为抗坏血酸释放到细胞外发

挥抗氧化作用减轻 MCAO 引起的脑缺血/再灌注损伤[143]。 

2.2.5 星形胶质细胞通过水通道蛋白影响缺血后脑水肿  

缺血后由于血脑屏障的破坏，水分子由血管渗出到脑实质内，引起脑水肿。脑水

肿后血管受到压迫，进一步降低脑血流，加重细胞损伤。星形胶质细胞通过水通道

蛋白在缺血后脑水肿中发挥关键性调节作用[144]。AQPs 可快速调节细胞内外和血管

内外的水含量和渗透压。AQP4 高表达于脑血管周围的星形胶质细胞终足[145]，使星

形胶质细胞在脑缺血病理过程水含量变化中发挥核心作用。AQP4 基因敲除小鼠卒中

后脑水肿程度较轻[146]，因此抑制 AQP4 功能可成为减轻脑水肿的药物开发靶点。降

低 AQP4 含量还可通过抑制 VRAC（volume-regulated anion channels，容量调节性阴

离子通道），减少由 VRACs 释放至细胞外液的谷氨酸而发挥神经保护作用[147]。另外，

AQP4 尚可促进星形胶质细胞迁移和胶质瘢痕迹形成，抑制 AQP4 可减轻胶质瘢痕形

成。 

2.2.6 星形胶质细胞释放神经营养因子减轻损伤和促进修复  

星形胶质细胞可释放 EPO（erythropoietin，促红细胞生成素）、VEGF（vascular 

endothelia growth factor，血管内皮生长因子）、GDNF（glial cell-derived neurotrophic 

factor，胶质细胞源性神经营养因子）等神经营养因子，起到减轻缺血后神经损伤或
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促进卒中后神经功能恢复的作用。EPO 可减轻 OGD[148]、谷氨酸[149]以及 NO[150]诱导

的细胞死亡，也对动物脑缺血模型具有保护作用[151, 152]。星形胶质细胞是脑内 EPO

的主要来源[153]，参与了 EPO 的神经保护作用。缺血缺氧后，HIF-1（hypoxia induced 

factor-1，低氧诱导因子）诱导星形胶质细胞表达 VEGF[154]，减轻细胞损伤[155]，促

进血管生成[156]，抑制中风晚期神经元死亡[157]。此外，星形胶质细胞还可向细胞外

液释放 ATP，ATP 转化为腺苷，可起到神经保护作用[158]。 

     

图 2. 星形胶质细胞在脑缺血后神经元损伤和存活中所发挥的作用。  

Yanxin Zhao, David A. Rempe. Neurotherapeutics. 2010, 7: 439-451. 

 

3 NDRG2 在脑功能及神经系统疾病中的作用  

3.1 NDRG2 的结构和分布情况  

人NDRG2基因定位于14号染色体q11.1-11.2，转录产物为2121bp，编码371个氨

基酸的蛋白质，分子量为40.7kD，具有α/β水解酶的催化结构域[159]。NDRG2具有多

个磷酸化位点：Thr330、Ser332和Thr348在骨骼肌细胞中被发现，三者均可被SGK1

（serum/glucocorticoid-induced kinase 1，血清/糖皮质激素诱导蛋白激酶1）磷酸化，

Thr348和Ser332位点还分别可被Akt和PKCθ磷酸化[160, 161]。另两个磷酸化位点T330和

T334在海马中被发现[162]，但诱导其磷酸化的激酶尚未探明。 

Northern-blot发现NDRG2 mRNA在脑、骨骼肌中高表达，在心脏、肝脏、肾脏
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中次之。进一步大规模dot blot分析发现NDRG2 mRNA还高表达于唾液腺，肾上腺和

气管中表达量中等，肺、消化道和泌尿生殖系统表达量较低，免疫和造血器官（胸

腺、白细胞、淋巴结、骨髓等）中基本检测不到NDRG2 mRNA [163]，提示NDRG2基

因表达水平与细胞增殖速度呈负相关。发育过程中，NDRG2在胚胎期和生后持续表

达且表达量逐渐升高[164, 165]。在细胞内，NDRG2主要定位于细胞质中[166]，在脑中可

出现于细胞核[167]。 

3.2 NDRG2 的功能和表达调控  

3.2.1 NDRG2 抑制细胞增殖，促进细胞分化和凋亡  

作为 Myc 调节基因，NDRG2 在细胞增殖、分化和凋亡中发挥重要作用。NDRG2

过表达可使细胞停留在细胞分裂的 G1[168]或 S 期 [169]，通过抑制细胞周期蛋白

E-Cdk2[170]和调节组蛋白乙酰化[171]抑制细胞增殖。另外，NDRG2 是 p53 的靶基因并

参与 p53 信号通路介导的细胞凋亡[170, 172]。研究者在多种肿瘤组织和细胞系中检测到

NDRG2 表达下调，如肝细胞癌[173]、结直肠癌[174]、肾细胞癌[175]、胃癌[176]、乳腺癌

[177]等。NDRG2 含量与肿瘤分级和分期呈负相关[178-181]，过表达 NDRG2 可抑制肿瘤

细胞生长、侵袭和转移[182-184]，因此 NDRG2 已被广泛认为是一个抑癌候选基因，可

做为肿瘤发展和预后的标志物。NDRG2 通过与和肿瘤发生发展密切相关的多条细胞

内信号通路相互作用发挥其抑癌功能，包括：TCF（T cell factor，T 细胞因子）/ LEF

（lymphoid enhancer factor，淋巴增强因子）/β-catenin（β-连环蛋白信号）通路[174, 185]，

ERK/ MAPK 信号通路[186]，LKB1（liver kinase B1，肝激酶 B1）/ AMPK（AMP-activated 

protein kinase，AMP 激活的蛋白激酶）信号通路[187]，JAK（Janus kinase，Janus 激酶）

/ STAT3（signal transducers and activators of transcription 3，信号转导与转录激活因子

3）/Snail 信号通路[177, 188]，NF-κB（nuclear factor-κB，核因子-κB）信号通路[189, 190]， 

PI3K/Akt/ GSK3β（glycogen synthase kinase-3β，糖原合成酶激酶-3β）信号通路[182, 191]

和 TGF-β1（transforming growth factor-β1，转化生长因子-β1）/Smad 信号通路等[192]。 

3.2.2 NDRG2 参与多种激素的功能  

NDRG2 可被多种激素诱导表达并参与这些激素的功能调节。雌激素可上调内皮

细胞 NDRG2 含量，NDRG2 与 Na+/K+-ATP 酶 β1 亚基的相互作用可促进 Na+/K+-ATP

酶的功能[193]。在雌激素缺乏的大鼠中，在唾液腺局部给予 NDRG2 过表达腺病毒可

恢复唾液腺的分泌功能[194]，表明 NDRG2 参与雌激素对离子转运和水平衡的调节功
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能。肾上腺切除术使海马、皮层和心脏 NDRG2 mRNA 表达水平下降，给予皮质酮

可使其恢复[195]。地塞米松呈剂量依赖性地升高原代培养星形胶质细胞内的 NDRG2

表达水平，而糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor，GR）拮抗剂米非司酮

（mifepristone，RU486）可阻断这一效应[190]，表明 NDRG2 受到糖皮质激素的正向

调节。另外，NDRG2 还可被盐皮质激素和雄激素调节。醛固酮可增加肾皮质收集管

细胞 NDRG2 的表达水平[196]，而双氢睾酮（dihydrotestosterone，DHT，睾酮的活性

代谢物）可降低相同部位的 NDRG2 表达[197]，表明盐皮质激素和雄激素对肾皮质收

集管的 NDRG2 表达发挥不同的调节作用。 

3.2.3 NDRG2 调节细胞应激  

NDRG2 受到多种病理性刺激的调节。高温可诱导 NDRG2 表达增加，并通过抑

制 ERK1/2 信号通路进而抑制 HCC（hepatocellular carcinoma，肝细胞癌）细胞侵袭

[198]。高温还可通过 Akt 诱导 NDRG2 磷酸化而促进胃癌细胞凋亡[176]。NDRG2 过表

达增加 2-脱氧葡萄糖（2-deoxyglucose，2-DG）和缺氧的促凋亡效应，表明 NDRG2

可做为 OGD 等代谢性刺激的感受器[187]。HIF-1 在代谢性刺激诱导 NDRG2 上调中发

挥重要作用[199]。除病理性刺激外，一些生理性刺激也可诱导 NDRG2 表达发生改变。

氧化型低密度脂蛋白（oxidized low density lipoprotein，oxLDL）可诱导巨噬细胞中

NDRG2 表达上调发挥抑制 PDGF（platelet-derived growth factor，血小板源性生长因

子）、VEGF 等生长因子释放的作用[200]。鹅去氧胆酸（chenodeoxycholic acid，CDCA）

可强烈刺激 NDRG2 在人肝癌细胞和原代培养肝细胞的表达[201]。另外，在骨髓肌细

胞中，持续的体育锻炼也可诱导 NDRG2 基因表达，参与调节肌细胞收缩相关基因的

表达[202]。 

3.3 NDRG2 在神经功能和神经系统疾病中的作用  

在脑中，NDRG2广泛分布于各个脑区。免疫荧光双标显示NDRG2与星形胶质细

胞标志物GFAP共定位，提示NDRG2主要表达于星形胶质细胞[167, 203]。最新研究发现

NDRG2在脑内的分布比GFAP广泛，与S100β基本重叠，进一步表明NDRG2在星形胶

质细胞的表达，因此作者认为NDRG2可做为一种新的星形胶质细胞标志物[204]。 

由于 NDRG2 在中枢神经系统内主要表达于星形胶质细胞，因此其在脑中的功能

主要与其在星形胶质细胞活动中的作用有关。Takeichi T 等发现 NDRG2 基因沉默可

增加原代培养星形胶质细胞中 BrdU（5-bromo-2'-deoxy-uridine，5'-溴脱氧尿苷）和
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PCNA（proliferating cell nuclear antigen，增殖细胞核抗原）阳性细胞的比例，降低细

胞突起长度和 F-肌动蛋白（F-actin）表达量; 而腺病毒介导的 NDRG2 过表达则产生

了完全相反的作用，表明 NDRG2 可通过抑制增殖和维持细胞正常形态来调节星形胶

质细胞功能[16]。大脑皮层刀刺伤模型中，损伤区周围 NDRG2 表达增加，敲除 NDRG2

基因使星形胶质细胞反应性改变减弱，提示 NDRG2 可能在反应性星形胶质细胞增生

中发挥关键作用 [205] 。然而，另一实验室则发现皮层注射 6- 羟基多巴胺

（6-hydroxydopamine，6-OHDA）导致的胶质瘢痕中仅有极少量 NDRG2 表达，因此

认为 NDRG2 可做为成熟的、非反应性星形胶质细胞的特异性标志物[204]。因此，尚

需更多的证据来说明 NDRG2 在星形胶质细胞反应性中的作用。 

尽管形态学上尚未发现 NDRG2 蛋白在神经元中的表达，却有研究发现 NDRG2

可能在神经分化、突触形成和轴突存活等方面发挥作用。NGF 诱导分化的 PC12 细

胞中，NDRG2 mRNA 随时间延长逐渐升高，但 NDRG2 蛋白未被检测到。当向 PC12

细胞中转染入 V5 连接 NDRG2 mRNA 时，可在细胞膜表面和生长锥观察到 NDRG2

阳性染色的存在，且 NDRG2 过表达还促进了细胞突起的萌出和延伸[206]。Liu L 等采

用原位杂交技术发现胚胎期 NDRG2 mRNA 在室管下区和海马齿状回含量丰富，生

后表达逐渐下降。NDRG2 mRNA 不仅在增殖前体细胞与 BrdU、Ki67、Nestin 等共

定位，并且可在皮质板、小脑浦肯野细胞层（Purkinje cell layer，PCL）和视网膜内

侧神经母细胞层（inner neuroblastic layer，INB）等部位正在分化中的有丝分裂后神

经元中检测到，说明 NDRG2 可能通过抑制神经前体细胞增殖和促进有丝分裂后神经

元分化控制神经发生[207]。 

3.3.1 NDRG2 与胶质细胞瘤  

胶质细胞瘤起源于胶质细胞，是脑内最常见的肿瘤类型。NDRG2 表达在胶质母

细胞瘤（glioblastoma，GBM）中被显著抑制。Deng Y 等检测了脑组织和 GBM 细胞

系中 NDRG2 的基因转录情况，发现 GBM 组织样品和细胞系中 NDRG2 转录显著降

低。转染人 NDRG2 cDNA 后，GBM 细胞系 U373 和 U138 增殖速度明显下降[208]。

进一步研究发现 GBM 中 NDRG2 表达减少与 NDRG2 启动子甲基化增多有关[209]。

NDRG2 还通过调节组蛋白乙酰化水平控制胶质瘤细胞的生长[171]。两项临床观察发

现 NDRG2 表达水平与胶质瘤分级呈负相关，而与胶质瘤患者生存期呈负相关[17, 210]，

表明 NDRG2 可控制胶质瘤细胞增殖和分化，其表达变化可做为胶质瘤预后的独立观
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察指标。 

3.3.2 NDRG2 与神经退行性疾病  

神经退行性疾病主要包括阿尔兹海默病（Alzheimer’s disease，AD）和帕金森氏

病（Parkinson’s disease，PD），已成为最主要的致残性疾病之一。使用消减克隆技术，

Cathy Mitchelmore等发现AD患者脑组织中NDRG2 mRNA和蛋白水平都明显升高。然

而，与在大鼠、小鼠中观察到的星形胶质细胞定位不同，该研究在一名64岁的AD患

者颞叶发现NDRG2表达于锥体神经元，与NeuN共定位[18]。同样在AD疾病中，Wang 

F等近来在APP/PS1转基因小鼠中发现NDRG2表达上调，且与GFAP共定位。另外，

APP/PS1小鼠脑内NDRG2的表达上调可被电针（用于治疗AD小鼠的认知功能障碍）

所逆转[211]。 

用PD相关的神经毒素MPTP （1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropypridine，1-

甲基-4-苯基-四氢吡啶） 处理小鼠，星形胶质细胞内NDRG2呈现先下降后升高的趋

势[16]。在PD和皮质基底节变性（cortico-basal degeneration，CBD）患者的脑内，也

发现了星形胶质细胞内NDRG2的表达变化[16]，提示NDRG2可能参与了PD的神经退

行性改变。另外，Herskowitz JH等在额颞叶变性（frontotemporal lobar degeneration，

FTLD）患者中发现NDRG2磷酸化水平改变[20]，提示NDRG2磷酸化调节也参与了神

经退行性变的病理过程。链脲佐菌素(streptozotocin，STZ)诱导的2型糖尿病大鼠的认

知功能障碍（diabetic cognitive dysfunction，DCD）伴随海马中NDRG2表达下降，采

用GR拮抗剂RU486治疗DCD可同时逆转NDRG2的下调[212]，表明NDRG2参与了糖皮

质激素-GR对DCD的调节，可做为DCD的治疗靶点。 

3.3.3 NDRG2 与抑郁  

前面已提到，NDRG2是糖皮质激素的靶基因[195]，而糖皮质激素在抑郁的发病中

具有极为重要的意义。抗抑郁药可能通过拮抗糖皮质激素的生物学效应缓解抑郁症

状，因此有理由认为抗抑郁治疗可对NDRG2表达产生影响。Takahashi K等连续数周

给予大鼠丙咪嗪（imipramine，三环类抗抑郁药）和舍曲林（sertraline，选择性5-羟

色胺再摄取抑制剂，selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI），发现大鼠额皮质

NDRG2 mRNA和蛋白水平均有所下降。有趣的是，重复电惊厥治疗（electroconvulsive 

treatment，ECT）也可使该脑区的NDRG2表达下降。作者认为NDRG2可能与抗抑郁

治疗引起的神经元可塑性的适应性改变有关[213]。然而，Araya-Callis C等的研究得到



第四军医大学博士学位论文 

-28- 

了不同的结果。他们发现慢性心理社会应激可升高海马NDRG2含量，而西酞普兰

（citalopram，同样是SSRI）并不能使其回降。恰恰相反，西酞普兰本身可上调非应

激大鼠的NDRG2水平[19]。这些结果说明NDRG2在抑郁中的作用仍不明确，还需进行

更深入和可靠的研究。 

 

综上所述，NDRG2是一种在中枢神经系统主要表达于星形胶质细胞的基因。

NDRG2与星形胶质细胞的反应性密切相关，参与胶质细胞瘤、AD、PD、抑郁等多

种疾病的病理过程。尽管NDRG2在神经系统的功能和在神经疾病中的作用虽已进行

了广泛的研究，但现有结论并不一致甚至相互矛盾，因此还需寻找更多的证据来阐

明其功能和作用机制。 
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正     文  
 

第一部分  七氟烷预处理对缺血 /再灌注后

NDRG2 表达的影响  
 

1 材料 

1.1 实验动物 

SPF（specific pathogen free）级雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠，8～12 周龄，

体重 280～320g; 新生 SD 大鼠，1～3 日龄，均由第四军医大学实验动物中心提供。

全部动物实验通过第四军医大学实验动物伦理委员会的批准，并严格按照第四军医

大学动物实验规范执行。 

1.2 实验仪器 

麻醉机 日本 Acoma 公司 

麻醉气体分析仪 荷兰 Phillips 公司，MP-60 型 

激光多普勒血流监测仪 瑞典 Perimed AB 公司，PeriFlux 5000 型 

动物恒温手术台 西安万东仪器厂 

肛温探头连接多功能监测仪 美国 Spacelab 公司 

保温箱 深圳瑞沃德公司 

超净台 上海苏净公司 

解剖显微镜 德国 Leica 公司 

200 目细胞滤网 北京索莱宝科技有限公司 

CO2 细胞培养箱 美国 Forma Scientific 公司 

倒置相差显微镜 日本 Nikon 公司 

恒温摇床 武汉科学仪器厂，HQ45 型 

细胞孵育舱 美国 Billups-Rothenberg 公司 
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低温高速离心机 美国 Beckman 公司 

凝胶电泳及转膜系统 美国 Bio-Rad 公司 

实时荧光定量 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司，Bio-Rad iQ5 型 

凝胶显像仪 美国 Bio-Rad 公司 

酶标仪 美国 Bio-Rad 公司，Model 550 型 

分光光度计 美国 Thermo 公司 

荧光显微镜 日本 Olympus 公司，BX51 型 

单通道移液器 德国 Eppendorf 公司 

高压蒸汽灭菌锅 山东新华医疗器械公司，HINVA3260 型 

pH 计 瑞士 Mettler 公司 

纯水机  英国 ELGA 公司 

制冰机 日本三洋电子有限公司，SIM-F123 型 

微波炉 美的集团 

大鼠脑槽 美国 TED-Pella 公司 

数码相机 美国 Eastman Kodak 公司，Kodak DC240 型 

Adobe Photoshop CS5 美国 Adobe Systems 公司 

Image J 美国 NIH 

SPSS 13.0 美国 SPSS 公司 

1.3 实验耗材 

75cm2 细胞培养瓶 美国 Corning 公司 

6cm 细胞培养皿 美国 Corning 公司  

96 孔细胞培养板 美国 Corning 公司 

24 孔细胞培养板 美国 Corning 公司 

3-0 尼龙线 日本 ETHICON 公司 

5-0 缝合用丝线 日本 ETHICON 公司 

7-0 缝合用丝线 日本 ETHICON 公司 

细胞刮刀 丹麦 NUNC 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 
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1.4 实验试剂 

DAPI 美国 Sigma-Aldrich 公司 

DEPC 美国 Sigma-Aldrich 公司 

DMSO 美国 Sigma-Aldrich 公司 

MTT 美国 Sigma-Aldrich 公司 

PMSF 中国碧云天公司 

TTC 美国 Sigma-Aldrich 公司 

多聚甲醛 美国 Sigma-Aldrich 公司 

戊巴比妥钠 美国 Sigma-Aldrich 公司 

安尔碘消毒液 上海利康公司 

七氟烷 美国 Baxter 公司 

Lipofectamine 2000 美国 Life Technologies 公司 

DMEM 培养基 美国 Life Technologies 公司 

0.25％胰蛋白酶 美国 Life Technologies 公司 

胎牛血清 美国 Life Technologies 公司 

多聚赖氨酸 美国 Sigma-Aldrich 公司 

Western 及 IP 用 RIPA 裂解液 上海碧云天公司 

蛋白酶抑制剂 瑞士 Roche 公司 

5×蛋白上样缓冲液 上海碧云天公司 

预染蛋白 Marker 立陶宛 Fermentas 公司 

HRP 化学发光底物 美国 Millipore 公司 

Trizol 裂解液 美国 Life Technologies 公司 

山羊血清 上海碧云天公司 

兔抗 NDRG2 抗体 英国 Abcam 公司 

小鼠抗 GFAP 抗体 英国 Abcam 公司 

兔抗 cleaved Caspase-3 抗体 英国 Abcam 公司 

兔抗 Caspase-3 抗体 英国 Abcam 公司 

小鼠抗 β-actin 抗体 美国 Santa Cruz 公司 
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Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG 美国 Life Technologies 公司 

Alexa Fluor 594 标记山羊抗小鼠

IgG 

美国 Life Technologies 公司 

HRP 标记山羊抗兔 IgG 美国 Pierce 公司 

HRP 标记山羊抗小鼠 IgG 美国 Pierce 公司 

PrimeScriptTM RT reagent Kit 大连 TaKaRa 公司 

SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ 大连 TaKaRa 公司 

TUNEL 检测试剂盒 瑞士 Roche 公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 上海碧云天公司 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 上海碧云天公司 

核浆蛋白分离提取试剂盒 美国 Pierce 公司 

LDH 检测试剂盒 南京建成生物工程公司 

 

2 方法 

2.1 原代星形胶质细胞培养 

1) 出生 1～3 天的新生 SD 大鼠，浸泡入 75%酒精消毒； 

2) 在细胞培养用超净台中断头，置于盛有预冷的 DMEM（Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium，杜尔伯科改良伊格尔培养基）培养基的培养皿中； 

3) 在解剖显微镜下剥离颅骨，分离鼠脑并置于预冷 DMEM 培养基中； 

4) 镜下仔细剥离大脑表面的脑膜和血管组织，分离皮层置于另一个含有预冷

DMEM 培养基的培养皿中； 

5) 吸取皿内多余的培养基丢弃，用眼科镊充分剪碎分离出的皮层组织； 

6) 加入适量 0.25%胰蛋白酶消化液，细胞培养箱内消化 15min； 

7) 消化结束后，用弯头吸管吸取消化组织，转移至盛有含 20%胎牛血清（fetal bovine 

serum，FBS）的 DMEM 培养基的无菌离心管中，轻轻漂洗终止消化； 

8) 将终止消化的皮层组织转移入另一盛有含 20% FBS 的 DMEM 培养基的无菌离心

管中，反复吹打成细胞悬液； 

9) 室温静置 5min，待未消化的组织沉入管底，将上层的细胞悬液经过细胞滤网（200
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目）过滤入另一无菌培养皿内； 

10) 将细胞悬液用含 20% FBS 的 DMEM 培养基适当稀释后，接种入预先用多聚赖氨

酸包被的 75cm2 培养瓶内（约 2～3 只新生 SD 大鼠的皮层组织可接种一瓶），细

胞培养箱中培养（37°C，5%CO2，90%相对湿度）； 

11) 每 3 天一次半量换液含 10％FBS 的 DMEM 培养基，待 10～14 天细胞长满后，

在 37°C 恒温摇床上以 200～220rpm 的速度振摇 14～16 小时，去除小胶质细胞和

少突胶质细胞； 

12) 纯化后的细胞按后续实验要求以适当密度接种培养皿或培养板。 

2.2 七氟烷预处理  

1） 在体：  

A 3~4 只 SD 大鼠放入密封箱内（透明塑料板制成，50 × 40 × 30 cm3，装有进气

管道和出气管道）; 

B 麻醉机设置氧气流量 1L/min，七氟烷浓度 2.0%，由进气管道进入密封箱内，

出气管道连接麻醉气体分析仪，测量排出气体内七氟烷浓度;   

C 待排出气七氟烷浓度达 2.0％时，开始计时; 

D 预处理 1 小时后，关闭七氟烷，待七氟烷浓度降至 0、大鼠清醒时，关闭氧

气，取出大鼠放回鼠笼，等待进行下一步实验。 

2） 离体：  

A 细胞培养皿或培养板放入细胞孵育舱内，进气管连接麻醉机，出气管连接麻

醉气体分析仪; 

B 麻醉机连接 95％空气/5％CO2 气罐，设置流量 1L/min，七氟烷浓度 2.0％，

由进气管道进入密封箱内; 

C 充气约 5min，待排出气中七氟烷浓度达 2.0％时，先夹闭出气管，再夹闭进

气管; 

D 孵育舱放入 37°C 恒温箱，计时 1 小时后取出细胞等待进行下一步实验。 

2.3 大鼠局灶性脑缺血模型－MCAO 

1) SD 大鼠（术前禁食 12 小时，自由饮水）腹腔注射 40mg/kg 戊巴比妥钠麻醉，剪

开头皮暴露颅骨表面大脑中动脉投射处(Bregma 点后 1mm，中线旁开 4mm)，牙
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科胶固定激光多普勒血流监测仪探头; 

2) 大鼠仰卧位固定于 37°C 恒温板上，消毒并剪开颈部正中皮肤，分离肌肉和筋膜

显露右侧颈总、颈外、颈内动脉; 

3) 近心端结扎颈总、颈外动脉，颈总远心端靠近血管分叉处挂线备用; 

4) 在颈总动脉距血管分叉约 4mm 处剪一小口，将尼龙线（3-0）烧制而成的线栓插

入颈内动脉; 

5) 轻推栓线，沿颈内动脉进入约 18mm，至大脑中动脉开口处，微感有阻力时停止; 

6) 系牢颈总动脉远心端的丝线，使栓线位置固定; 

7) 缝合皮肤，大鼠移至保温箱内，设定温度使大鼠肛温保持 37±1°C; 

8) 缺血 120min 后，轻轻抽出栓线至颈总远心端结扎处，剪断多余的栓线，使大脑

中动脉恢复灌注; 

9) 手术过程中使用激光多普勒血流监测仪监测大脑中动脉局部脑血流，插入线栓前

记录基础值，插入线栓后脑血流降至基础值 30％以下，拔出线栓后脑血流恢复

至基础值 80％以上视为造模成功。 

2.4 原代培养星形胶质细胞 OGD 模型  

1) 细胞培养皿或培养板内培养基换为无糖无血清 DMEM，放入细胞孵育舱内，进

气管连接 95％N2/5％CO2 混合气，出气管连接麻醉气体分析仪; 

2) 混合气设置流量 1L/min，由进气管进入密封箱内; 

3) 充气约 5min，待排出气中氧气浓度降至 2％以下时，先夹闭出气管，再夹闭进气

管; 

4) 孵育舱放入 37°C 恒温箱，计时 4h 后取出细胞更换含 10％FBS 的正常 DMEM 培

养基，继续培养待下一步实验。 

2.5 大鼠神经行为学评估  

麻醉苏醒后将大鼠放回鼠笼，自由饮食。再灌注 24 小时，由一不了解动物分组

情况的观察者行 Garcia 评分，如下表所示： 
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表 1 Garcia 评分标准（NDS 评分）  
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2.6 缺血后梗死容积测定  

1) 再灌注 24 小时并进行神经行为学评分后，给予大鼠腹腔注射戊巴比妥钠（60～

80mg/kg）麻醉，断头取脑; 

2) 取出的鼠脑在-20°C 冰箱中速冻 10min 左右，放入大鼠脑槽; 

3) 自脑前极开始，取冠状面均匀切成 2mm 厚脑片，第 2 片起连续取 6 片迅速放入

2％TTC 溶液中，37°C 染色 15～30min; 

4) 待脑片未梗死区染成均匀红色时，取出脑片置入 4％多聚甲醛溶液中，4°C 固定
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24 小时; 

5) 固定好的脑片取出在黑色衬底上按顺序排列好，用数码相机（Kodak DC240）拍

照; 

6) 照片输入计算机，由一不了解分组情况的观察者用图像处理软件（Adobe 

Photoshop CS5）计算梗死容积（红色区域为未梗死区，未着色的白色区域为梗

死区）; 为减少缺血半脑水肿对结果的影响，分别计算左侧半脑总面积和右侧半

脑未梗死区总面积，面积乘以层厚 2mm 分别为左侧半脑容积和右侧半脑非梗死

区容积; 梗死容积百分比＝（左侧半脑正常组织容积－右侧半脑非梗死区容积）

/左侧半脑正常组织容积×100％。 

2.7 细胞活力测定－MTT 试验  

1) 纯化后的星形胶质细胞以 1×104/孔接种至 96 孔板，24 小时后进行核酸转染、七

氟烷预处理、氧糖剥夺等试验; 

2) 到达待检测时间点时，吸弃孔内培养液，加入含 0.5mg/mL MTT［ 3-

（4,5-dimethyl-2-thiazolyl）-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide，3-（4，5-二甲

基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐］的培养基，继续培养 4 小时; 

3) 终止培养，吸弃孔内液体，加入 100µL DMSO（dimethyl sulphoxide 二甲基亚砜）

/孔，置摇床上低速振荡 3～5min 后，在酶标仪上测量 490nm 处的吸光值，以正

常对照组为 100％，计算不同处理组的细胞活力。  

2.8 细胞毒性测定－LDH 释放试验  

1) 收集不同处理后培养星形胶质细胞的上清液样品，按 LDH 试剂盒（微板法，南

京建成）所附说明书在 96 孔板中配制反应体系，如下表所示： 

表 2 LDH 释放试验反应液配制说明  

 空白孔 标准孔 测定孔 对照孔 

双蒸水（µL） 25 5 - 5 

0.2mmol/L 标准液（µL） - 20 - - 

待测样本（µL） - - 20 20 

基质缓冲液 25 25 25 25 

2) 在摇床上振摇 1～2min 混匀，37°C 孵育 15min; 
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3) 每孔加入 2,4-二硝基苯肼 25 µL，上摇床振摇混匀，37°C 孵育 15min; 

4) 每孔加入 0.4mol/L NaOH 溶液 250 µL，混匀，室温孵育 5min; 

5) 酶标仪测定 450nm 处的吸光度，以标准孔为 100％，计算不同处理组细胞的 LDH

释放情况。 

2.9 免疫荧光染色  

在体：  

1) 制备石蜡切片： 

A 再灌注 24h，腹腔注射 40mg/kg 戊巴比妥钠麻醉大鼠，固定于灌注台; 

B 剪开大鼠胸腔，暴露心脏，灌注针由心尖插入，经左心室进入主动脉后用血

管钳固定; 

C 剪开右心耳，打开输液器控制阀，全速输入预冷生理盐水约 250mL; 

D 生理盐水输注完毕后，迅速更换 4％多聚甲醛，全速输注约 100mL，1.5～2h

内缓慢滴注约 150mL; 

E 固定结束后取脑，自脑前极向后 6mm 处起，冠状面切取 4mm 厚脑组织块，

置于 30％酒精中脱水，交由病理科制备 1 µm 厚石蜡切片。 

2) 脱蜡：石蜡切片顺序浸泡入二甲苯 Ⅰ10min、二甲苯 Ⅱ5min、无水酒精 Ⅰ5min、无

水酒精 Ⅱ5min、95％酒精 3min、90％酒精 2min、85％酒精 1min、75％酒精 1min、

蒸馏水 1min 脱蜡至水，PBS 漂洗 5min×3 次; 

3) 抗原修复：将切片置于 0.01M 柠檬酸盐缓冲液（pH＝6.0）中，微波炉加热至微

微沸腾 10min，停止加热后使其自然冷却至室温; 

4) 封闭：抗原修复后 PBS 漂洗切片 5min×3 次，滴加羊血清室温封闭 1h; 

5) 一抗杂交：去除封闭血清，直接在脑片上滴加稀释后的一抗（兔抗 NDRG2，1:200; 

小鼠抗 GFAP, 1:500）,4℃过夜; 

6) 二抗杂交：去除一抗，PBS 漂洗 5min×3 次，滴加稀释后的二抗（Alexa Fluor 488

标记山羊抗兔 IgG，1：400; Alexa Fluor 594 标记山羊抗小鼠 IgG，1：400），室

温避光孵育 2h; 

7) 染核：去除二抗，直接滴加稀释后的 DAPI（diamidino-phenyl-indole，二脒基苯

基吲哚）染液（1：1000），室温避光孵育 15min; 
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8) 封片：去除 DAPI 染液，PBS 漂洗 5min×3 次，用 50％甘油封片，荧光显微镜下

观察缺血半暗带 NDRG2 表达情况。 

离体：  

1) 制备细胞爬片： 

A 10mm 直径圆形玻片浸泡入浓硫酸中过夜，自来水冲洗干净后，再置于无水

酒精中浸泡过夜，去离子水冲洗干净后高压消毒; 

B 消毒后的玻片浸泡入 0.1mg/mL 多聚赖氨酸溶液中包被 5～10min，取出后在

超净台中晾干备用; 

C 将准备好的玻片放入 24 孔板孔中，每孔接种 104 个星形胶质细胞，接种 24～

48h 待细胞贴壁良好时进行不同实验处理; 

D 复氧复糖 24h，吸弃 24 孔板内培养基，用预冷 PBS 漂洗 3 次，加入 4％多聚

甲醛室温下固定 15min; 

E 吸弃甲醛溶液，用 PBS 漂洗 3 次，再加入适量 PBS 浸泡玻片，4°C 保存。 

2) 通透化处理：制备好的细胞爬片放在 24 孔板内，滴加 0.3％Triton X-100 溶液处

理 15min; 

3) 血清封闭、一抗杂交、二抗杂交、DAPI 染核、甘油封片同鼠脑石蜡切片。 

2.10 蛋白免疫印迹—Western blot 

1) 蛋白提取： 

A 缺血半暗带组织取材：再灌注 24h，大鼠断头、取脑，自脑前极向后 6mm 处

起、冠状面切取 4mm 厚脑片，在该脑片右侧距中线 2mm 处纵切一刀，再自

半圆形中心点向 10 点钟方向切一刀取楔形半暗带组织，如下图如示： 

 

B 配制蛋白裂解液：取 RIPA 蛋白裂解液，加入蛋白酶抑制剂（Roche），再按
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100：1 的比例加入 100mM 的 PMSF（phenylmethyl sulfonylfluoride，苯甲基

磺酰氟化物）混匀，配制成蛋白裂解工作液; 

C 组织匀浆：将半暗带组织称量后放入干净的匀浆器内，加入配制好的蛋白裂

解液（每 100mg 组织加入 700µL），冰上对组织充分匀浆，完成后将匀浆液

转移至 1.5mL 离心管内; 

D 样品制备：匀浆液 4℃下 12000rpm 离心 20min，转移上清液，取 5µL 进行蛋

白定量检测，其余按比例加入 5×蛋白上样缓冲液煮沸 5min，12000rpm 离心

5min，制备成 Western blot 样品; 

E 制备细胞蛋白样品时，弃去待测细胞培养液，用预冷 PBS 冲洗 3 次，按照细

胞密度和培养容器大小加入适量蛋白裂解液，冰上裂解 10min，用细胞刮刀

将裂解产物刮下并收集至离心管内，后续处理同组织样品。 

2) 蛋白定量： 

A 采用 BCA 蛋白定量试剂盒进行定量，首先用 PBS 将蛋白标准品 BSA

（2mg/mL）稀释为不同浓度（2、1、0.5、0.25、0.125、0.0625、0 mg/mL）

标准液（体积均为 20µL），按顺序加入 96 孔板中; 

B 用 PBS 将待测蛋白样品稀释 20 倍，各取 20µL 加入 96 孔板中，每个样品设

3 个复孔; 

C 将试剂盒内的 A 液和 B 液按 50：1 的比例混匀，加入已有蛋白标准品或待

测蛋白样品的孔内（200µL/孔），并在摇床上混匀; 

D 37℃孵育 30min，酶标仪上检测 562nm 处的吸光值; 

E 已知各蛋白标准液的浓度，结合吸光值绘制出标准曲线; 

F 利用标准曲线计算各蛋白样品的浓度，并依据蛋白浓度计算上样量。 

3) 蛋白电泳： 

A 配制 SDS-PAGE 凝胶：分离胶浓度 12％，浓缩胶浓度 5％; 

B 上样：根据蛋白定量结果，每孔上样量 40µg，并取一孔加入 5µL 蛋白预染

Marker; 

C 电泳：浓缩胶电泳电压为 100V，时间约 15～20min，分离胶电压 120V，电

泳时间 45～60min; 

4) 转膜：电泳结束后，将 SDS-PAGE 凝胶上已分离的蛋白利用湿转的方法转移至
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PVDF 膜上，电压 100V，转膜时间 90min; 

5) 封闭：转膜结束后，利用预染 Marker 根据目的蛋白分子量对 PVDF 膜进行裁剪，

浸泡入 TBST 配制的 5％脱脂牛奶（W/V）中室温封闭 1h; 

6) 一抗杂交：封闭结束后，用 TBST 轻轻漂洗膜表面的脱脂牛奶，加入用 TBST 稀

释的一抗（兔抗 NDRG2，1：2000;小鼠抗 β-actin，1：1000），4℃过夜; 

7) 二抗杂交：第二天取出 PVDF 膜，TBST 漂洗 5min×3 次，加入 TBST 稀释的二

抗（HRP 标记山羊抗兔 IgG，1：5000; HRP 标记山羊抗小鼠 IgG，1：5000），室

温孵育 1h; 

8) 显影：TBST 漂洗 5min×3 次洗去未结合的二抗，将 PVDF 膜放置在发光仪底板

上，滴加适量 HRP 发光底物，选择自动曝光使其显影，并利用图像分析软件

（Image J）对结果进行数据分析。 

2.11 实时定量 PCR（Real-time PCR）  

1) 总 RNA 提取： 

A 大鼠缺血半暗带组织取材同 Western blot; 

B 将半暗带组织样品置入预先用 DEPC（diethyl pyrocarbonate，二乙基焦磷酰

胺）处理过的匀浆器，加入 1mL Trizol 裂解液，冰上充分匀浆至看不见块状

组织，冰上继续裂解 10min 后，将匀浆液转移至 EP 管内; 

C 加入 0.2mL 氯仿萃取 RNA，剧烈震荡 30s，室温静置 5min，4℃、12000rpm

离心 15min，可见样品分为 3 层; 

D 转移上层水相至新的 EP 管中（约 400uL），加入等量异丙醇沉淀 RNA，剧

烈震荡 30s，室温静置 5min，4℃、12000rpm 离心 10min，可见管底有少量

白色沉淀; 

E 弃上清，加入 1mL75％酒精洗涤 RNA，涡漩震荡 30s，4℃、10000rpm 离心

5min，可见管底重新出现白色沉淀; 

F 弃上清，倒扣 EP 管，室温干燥 20～30min，待白色沉淀转为无色透明略成

胶状时，加入 20uL RNase-Free 水，55℃水浴 10min 使沉淀溶解，取 2µL 备

定量，其他－80℃保存; 

G 提取细胞 RNA 时，弃去待测细胞培养液，用预冷 PBS 冲洗 3 次，按照细胞



第四军医大学博士学位论文 

-41- 

密度和培养容器大小加入适量 Trizol，冰上裂解 10min，用细胞刮刀将裂解

产物刮下并收集至离心管内，后续处理同组织样品。 

2) RNA 定量：2µL RNA 样品用 RNase-Free 水稀释至 100µL，加入石英杯中用分光

光度计分别测定 260nm 和 280nm 的吸光值，OD260/0D280 在 1.8～2.0 之间说明

RNA 样品纯度较高，再根据 OD260 计算样品浓度; 

3) cDNA 合成：使用 Takara 公司 PrimeScriptTM RT reagent Kit 进行反转录反应合成

cDNA，根据说明书在冰上配制反应体系如下： 
表 3 PrimeScriptTM RT reagent Kit 反应液配制说明 

试剂名称 使用量（µL） 终浓度 

5×PrimeScript Buffer  2 1× 

PrimeScript RT Enzyme Mix Ⅰ 0.5 25 pM 

Oligo dT Primer (50µM) 0.5 50 pM 

Total RNA（0.5～22µg） 2 0.05～0.2µg/µL 

RNase Free ddH2O 5  

Total 10  

配制完成的反应管放入 PCR 仪内，条件设置如下：37℃，15min→85℃，

15sec→4℃，反应完成后，样品－20℃保存; 

4) Real-time PCR：使用 Takara 公司 SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ(Perfect Real Time) 试

剂盒进行实时荧光定量 PCR，根据说明书配制反应体系如下： 
表 4 SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ(Perfect Real Time) Kit 反应液配制说明 

试剂名称 使用量（µL） 终浓度 

SYBR Premix Ex TaqTM （2×）  12.5 1× 

PCR Forward Primer (10µM) 1 0.4µM 

PCR Reverse Primer (10µM) 1 0.4µM 

cDNA（50～100ng） 2  

ddH2O 8.5  

Total 25  

配制完成的 PCR 管（每个样品设 3 个复孔）置入 Real-time PCR 仪中，反应条

件设置如下： 
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A 扩增曲线：95℃，30sec→95℃，5sec→60℃，30sec→72℃，30sec，40 个循

环，此阶段进行荧光信号的采集; 

B 溶解曲线：60～95℃每循环退火温度升高 0.5℃，维持 30sec，采集荧光信号，

共 71 个循环。 

附：所使用 PCR 引物序列  

名称  序列 

NDRG2 Forward  5’-AACTTTGAGCGAGGTGGTGAGA-3’ 

DNRG2 Reverse  5’-ATTCCACCACGGCATCTTCA-3’ 

β-actin Forward  5’-TTGCTGACAGGATGCAGAAGG-3’ 

β-actin Reverse  5’-ATTGGTGGCTCTATCCTGGC-3’ 

2.12 统计学处理  

所有实验重复至少 3 次。采用 SPSS 13.0 进行统计学分析。除神经行为学评分结

果外，其他所有数据均采用均数±标准误表示，单因素方差分析比较组间差异，Tukey 

post hoc 检验进行两两比较; 神经行为学结果用均数［四分位数间距］表示，

Kruskal-Wallis 检验比较组间差异，Bonferroni 校正和 Mann-Whitney U 检验进行两两

比较。P<0.05 视为有统计学意义。 

3 实验计划和分组 

3.1 验证七氟烷预处理对脑缺血再灌注损伤和细胞 OGD 损伤的保护作用  

30 只雄性 SD 大鼠随机分为三组，局灶性脑缺血再灌注组（MCAO），氧气＋局

灶性脑缺血再灌注组（Vehicle＋MCAO）和七氟烷＋局灶性脑缺血再灌注组（Sevo

＋MCAO）。Vehicle＋MCAO 和 Sevo＋MCAO 分别吸入氧气或 2％七氟烷 1h，间隔

2h 进行 MCAO。缺血 2h 后拔出线栓，于再灌注 24h 根据 Garcia 标准对大鼠神经功

能进行评分，评分后处死动物，断头取脑行 TTC 染色计算脑梗死容积百分率。 

原代培养星形胶质细胞接种入 96 孔板，随机分为四组，对照组（Control），OGD

组，氧气＋OGD 组（Vehicle＋OGD），七氟烷＋OGD 组（Sevo＋OGD），每组 8 孔。

Vehicle＋OGD 和 Sevo＋OGD 组分别通入 5％CO2 混合气或含 2％七氟烷的 5％CO2

混合气 1h，间隔 2h 换无血清无糖培养基进行 OGD。OGD 4h 恢复氧糖，于复氧复糖
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24h 吸取细胞上清液检测 LDH 释放率，并利用 MTT 摄取实验检测细胞活力。 

3.2 观察七氟烷预处理对脑缺血再灌注损伤和细胞 OGD 损伤后星形胶质细胞

反应性以及 NDRG2 表达和分布的影响  

64 只雄性 SD 大鼠随机分为四组，假手术组（Sham），局灶性脑缺血再灌注组

（MCAO），氧气＋局灶性脑缺血再灌注组（Vehicle＋MCAO）和七氟烷＋局灶性脑

缺血再灌注组（Sevo＋MCAO）。Vehicle＋MCAO 和 Sevo＋MCAO 分别吸入氧气或

2％七氟烷 1h，间隔 2h 进行 MCAO; Sham 组进行手术但不插入线栓，缺血 2h 后拔

出线栓，于再灌注24h每组6只取半暗带组织进行Real-Time PCR检测NDRG2 mRNA

表达水平，6 只取半暗带组织进行 Western blot 检测 GFAP 和 NDRG2 蛋白含量，4

只灌注固定并石蜡切片后进行免疫荧光染色观察缺血半暗带区星形胶质细胞形态改

变以及 NDRG2 表达和细胞分布情况。 

原代培养星形胶质细胞分别接种至 6cm 细胞培养皿和细胞染色用玻片，随机分

为四组，对照组（Control），OGD 组，氧气＋OGD 组（Vehicle＋OGD），七氟烷＋

OGD 组（Sevo＋OGD）。Vehicle＋OGD 和 Vehicle＋OGD 组分别通入 5％CO2 混合

气或含 2％七氟烷的 5％CO2混合气 1h，间隔 2h 换无血清无糖培养基进行 OGD。OGD 

4h 后恢复氧糖，于复氧复糖 24h 提取细胞总 RNA 和蛋白质，分别进行 Real-Time PCR

和 Western blot 检测 NDRG2 mRNA 表达水平（n＝6）和蛋白质含量（n＝6），细胞

爬片固定后进行免疫荧光染色观察 NDRG2 表达和分布情况（n＝4）。 

4 结果  

4.1 七氟烷预处理减轻大鼠局灶性脑缺血损伤  

建立大鼠 MCAO 模型，再灌注 24h，根据 Garcia 标准对大鼠神经功能进行评分，

结果显示 MCAO 后大鼠神经功能评分显著降低，氧气吸入组与之相较无统计学差异

（7.0 [6.5~8.5]），而七氟烷预处理可改善缺血后神经功能（12.75 [11.38~13.50]，

P<0.05，图 3）; TTC 染色计算脑梗死容积，发现 MCAO 后大鼠右侧出现明显脑梗死，

氧气吸入组脑梗死容积百分率无显著变化（48.3±8.9%），而给予七氟烷预处理则使

脑梗死容积降至 25.7±5.7%（P<0.05，图 4）。 
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图 3. 七氟烷预处理对再灌注 24h 大鼠神经功能 Garcia 评分的影响（n=10）。

*P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑中动脉阻闭； Sevo，七氟烷预处理。 

 
图 4. 七氟烷预处理对再灌注 24h 大鼠脑梗死容积的影响（n=10）。左图为大鼠局

灶性脑缺血后脑梗死 TTC 染色的代表性图像，右图为计算各组脑梗死容积百分率的统

计学结果。*P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑中动脉阻闭； Sevo，七氟烷预
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处理。 

4.2 七氟烷预处理减轻原代星形胶质细胞 OGD 损伤  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，进行 OGD 模拟动物脑缺血再灌注

损伤。OGD 4h，复氧 24h 后取培养上清液检测 LDH 释放量，发现 OGD 后培养上清

液中 LDH 含量显著上升，通入 5％CO2 混合气未对 LDH 释放量的上升产生明显影响

（62.5±6.2％），七氟烷预处理可抑制OGD引起的LDH释放增加（32.5±4.0％，P<0.05，

图 5）; 利用 MTT 试验检测细胞活力，发现 OGD 可显著降低培养细胞对 MTT 的摄

取量，通入 5％CO2 混合气的细胞活力无明显改善（45.2±3.5％），七氟烷预处理则可

改善细胞活力，增加培养细胞对 MTT 的摄取量（78.5±4.0％，P<0.05，图 6）。 

 
图 5. 七氟烷预处理对复氧 24h 原代星形胶质细胞 LDH 释放率的影响（n=8）。

*P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。LDH，乳酸脱氧酶；OGD，氧糖剥夺；Sevo，七氟烷预处

理。 
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图 6. 七氟烷预处理对复氧 24h 原代星形胶质细胞 MTT 摄取的影响（n=8）。

*P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MTT，3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴

盐; 乳酸脱氧酶；OGD，氧糖剥夺；Sevo，七氟烷预处理。 

 

4.3 七氟烷预处理减轻大鼠 MCAO 后缺血半暗带星形胶质细胞反应性改变  

建立大鼠 MCAO 模型，再灌注 24h 进行固定和石蜡切片，利用免疫荧光染色标记

GFAP，观察缺血半暗带星形胶质细胞形态变化。结果发现：MCAO 组大鼠缺血半暗

带区 GFAP 阳性细胞数增加，染色明显增强，且星形胶质细胞形态出现增生样改变：

胞体肥大，突起增多、延长; 七氟烷预处理组缺血半暗带区 GFAP 荧光强度及星形胶

质细胞形态学改变较 MCAO 组减弱（图 7）。进一步取缺血半暗带组织提取蛋白质，

Western blot检测GFAP蛋白表达水平，MCAO组GFAP表达明显增加，而七氟烷预处理抑制

了其上调（1.35±0.21 倍 vs 2.05±0.23倍，P<0.05，图8）。 

 
图 7. 七氟烷预处理对再灌注 24h 大鼠缺血半暗带区星形胶质细胞反应性增生的

影响（绿色荧光为 GFAP 标记）。标尺=40um。MCAO，大脑中动脉阻闭； Sevo，

七氟烷预处理。 
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图 8. 七氟烷预处理对再灌注 24h 大鼠缺血半暗带组织 GFAP 含量的影响（n=6）。

*P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预处理。 
 

4.4 七氟烷预处理抑制大鼠 MCAO 后缺血半暗带组织 NDRG2 表达上调  

建立大鼠MCAO模型，再灌注24h，取缺血半暗带组织分别提取总RNA和蛋白质，检测

NDRG2 mRNA和蛋白表达水平。Real-time PCR和Western blot结果显示，MCAO后大鼠缺

血半暗带脑组织内NDRG2 mRNA和蛋白质表达水平显著升高，氧气吸入组与之相较无明显

变化，七氟烷预处理则可部分逆转MCAO引起的NDRG2 mRNA（2.21±0.28 倍 vs 3.75±0.35

倍，P<0.05，图9）和蛋白（1.28±0.15倍 vs 1.95±0.18倍，P<0.05，图10）表达上调。 
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图 9. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 NDRG2 mRNA 表达的影

响（n＝6）。 *P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预处

理。 

 
图 10. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 NDRG2 蛋白表达的影

响（n＝6）。 *P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预

处理。
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4.5 七氟烷预处理抑制大鼠 MCAO 后缺血半暗带组织 NDRG2 核转位   

建立大鼠 MCAO 模型，再灌注 24h 进行固定和石蜡切片，利用免疫荧光染色标

记 NDRG2 和 GFAP，并用 DAPI 衬染细胞核，观察 NDRG2 在缺血半暗带组织的细

胞定位情况。结果发现：NDRG2 与 GFAP 广泛共标，MCAO 后缺血半暗带区 NDRG2

染色显著增强，而七氟烷预处理则使其信号有所减弱（图 11）; 另外，非缺血脑组

织内 NDRG2 主要分布于星形胶质细胞的细胞浆内，细胞核内仅有较弱荧光，MCAO

后缺血半暗带区星形胶质细胞内 NDRG2 强染，且在细胞核中出现较强荧光信号，但

七氟烷预处理使细胞核内的 NDRG2 荧光强度降低（图 12）。进一步对缺血半暗带组

织进行核浆蛋白分离，分别进行Western blot检测NDRG2蛋白表达情况，发现MCAO

后 NDRG2 蛋白在细胞核内含量显著增加，七氟烷预处理可部分逆转 MCAO 引起的

NDRG2 蛋白核/浆比上调（2.21±0.29 倍 vs 4.30±0.55 倍，P<0.05，图 13），而氧气吸

入则较 MCAO 组无显著性差异。 

 
图 11. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 NDRG2 免疫荧光染

色的影响。标尺 = 100 µm。MCAO，大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预处理。 
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图 12. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 NDRG2 在星形胶质

细胞内细胞浆和细胞核定位的影响。绿色：NDRG2; 红色：GFAP; 蓝色：DAPI。

标尺＝20 µm。MCAO，大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预处理。 

 

 
图 13. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 NDRG2 蛋白分别在

细胞核和细胞浆表达水平的影响（n＝6）。 *P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO, 

大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预处理。 
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4.6 七氟烷预处理抑制 OGD 引起的原代培养星形胶质细胞 NDRG2 表达上调  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，OGD 4h，复氧 24h 分别提取总 RNA

和蛋白质，检测 NDRG2 mRNA 和蛋白表达水平。Real-time PCR 和 Western blot 结

果显示，OGD 后星形胶质细胞内 NDRG2 mRNA 和蛋白质表达水平显著升高，通入

5％CO2 混合气组与之相较无明显变化，七氟烷预处理则可部分逆转 OGD 引起的

NDRG2 mRNA（1.82±0.25 倍 vs 4.13±0.45 倍，P<0.05，图 14）和蛋白（1.25±0.19

倍 vs 2.10±0.23 倍，P<0.05，图 15）表达上调。 

 

图 14. 七氟烷预处理对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 NDRG2 mRNA 表

达的影响（n＝6）。 *P<0.05 vs Vehicle＋OGD。OGD，氧糖剥夺；Sevo，七氟烷预处

理。 
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图 15. 七氟烷预处理对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 NDRG2 蛋白质

表达的影响（n＝6）。  *P<0.05 vs Vehicle＋OGD。OGD，氧糖剥夺；Sevo，七氟

烷预处理。 

4.7 七氟烷预处理抑制 OGD 引起的原代培养星形胶质细胞 NDRG2 核转位  

建立原代星形胶质细胞 OGD 模型，复氧 24h 将细胞爬片用 4％多聚甲醛固定后

利用免疫荧光染色标记 NDRG2 和 GFAP，并用 DAPI 衬染细胞核，观察 NDRG2 在

原代培养星形胶质细胞中的亚细胞定位情况。结果发现同动物实验类似，与对照组

相比，OGD 后 NDRG2 染色显著增强，且细胞核内浓染，而七氟烷预处理则使 OGD

引起的 NDRG2 增加及核内浓染有所减弱（图 16）。进一步对培养的星形胶质细胞进

行核浆蛋白分离，分别进行 Western blot 检测 NDRG2 蛋白表达情况，发现 OGD 后

NDRG2 蛋白在细胞核内含量显著增加，七氟烷预处理可部分逆转 OGD 引起的

NDRG2 蛋白核/浆比上调（1.78±0.23 倍 vs 3.75±0.49 倍，P<0.05，图 17），而通入 5％

CO2 混合气组则较 OGD 组无显著性差异。 

 
图 16. 七氟烷预处理对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 NDRG2 免疫荧

光染色及细胞核/浆定位的影响。标尺＝60 µm。OGD，氧糖剥夺；Sevo，七氟烷

预处理。 
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图 17. 七氟烷预处理对 OGD 复氧 24h NDRG2 蛋白分别在原代培养星形胶质细

胞的细胞核和细胞浆表达水平的影响（n＝6）。*P<0.05 vs Vehicle＋OGD。OGD，

氧糖剥夺；Sevo，七氟烷预处理。 

 

5 讨论 

前期已有大量研究表明，氟烷类麻醉药预处理对心肌缺血具有保护作用。近年

来在动物实验和离体实验中发现，氟烷类麻醉药预处理对神经缺血缺氧性损伤同样

具有保护作用。七氟烷是临床常用的氟烷类麻醉药，其诱导缺血耐受的效应也已得

到了广泛验证[8, 54, 76]。本实验室进行过一系列关于七氟烷预处理神经保护作用的研

究，采用的是连续 5 天给予七氟烷吸入，末次吸入间隔 24h 后进行 MCAO 诱导局灶

性脑缺血的延迟性预处理模式[8, 76]。本部分研究首次采用了单次七氟烷预处理，间隔

2h 即进行缺血的预处理模式，发现 2.0％七氟烷预处理 1h 可明显改善 MCAO 2 h，

再灌注 24 h 后大鼠的神经功能评分，降低脑梗死容积百分率，表明单次七氟烷预处

理对急性期内脑缺血也具有神经保护作用，但其机制仍尚未明确。 

研究发现，七氟烷的预处理效应可能与线粒体膜上的 KATP 通道有关[10]。同时七

氟烷预处理可以改变低氧膜电位[73]，从而促进缺血损伤后的神经功能恢复。本实验

室前期研究结果表明，七氟烷预处理可以增加 ROS 的释放并激活内源性抗氧化酶活
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性[214]，产生脑保护作用。而在脊髓缺血损伤中，七氟烷可激活 ERK/MAPK 信号通

路[54]，增加对缺血损伤的耐受性。此外，七氟烷预处理还可以通过减轻炎症反应[62]

发挥脑保护作用。然而，以上提到的作用机制均不具有特异性，并不能成为七氟烷

预处理脑保护作用的特异性靶点。 

由于神经元在脑功能中的核心作用，因此对脑缺血再灌注损伤研究主要关注神

经元损伤及其相关机制。然而近年来对脑缺血研究的观点已经由只关注单一细胞转

向重视整体的内环境稳定。做为中枢神经系统内含量最丰富的细胞类型，星形胶质

细胞占到脑内细胞总数的 80％～90％，是神经元数目的五倍之多，其在脑缺血损伤

和保护中的作用不容忽视[12, 215]。如文献回顾中所述，星形胶质细胞参与中枢神经系

统的多项重要生理功能[216]，包括摄取和释放神经递质、维持水和离子平衡、稳定血

脑屏障的正常结构、调节脑血流量、控制能量代谢以及参与神经突触间信息传递等，

而不仅仅是传统观点认为的连接和支持作用。因此，提高星形胶质细胞的存活率，

改善缺血后星形胶质细胞的功能可能将更有利于脑缺血再灌注损伤的最终转归;而对

星形胶质细胞在缺血缺氧性损伤中的变化和功能进行深入研究将为开发新的脑缺血

防治措施提供有效的靶点。 

大量研究发现七氟烷预处理可通过调节细胞内信号通路发挥神经保护作用，如

PI3K/Akt 信号通路、ERK/MAPK 信号通路、NF-κB 信号通路等，但多只关注了神经

元内的信号通路，七氟烷预处理能否调节星形胶质细胞内信号分子尚未可知。NDRG2

是一个在中枢神经系统内主要表达于星形胶质细胞的特殊基因，属于 Ndrg 家族，在

细胞增殖、分化、应激中发挥重要作用，普遍被认为是一个抑癌候选基因[217]。已有

研究表明 NDRG2 参与调节生理和病理条件下星形胶质细胞的活化状态[16]。星形胶

质细胞活化即反应性星形胶质细胞增生，是缺血后早期非常重要的病理变化，形态

学表现为星形胶质细胞数量增加，胞体肥大，突起增多、延长，标志物 GFAP 表达

上调，可能导致脑水肿、增加颅内压。另外，反应性星形胶质细胞释放促炎细胞因

子，可加重缺血损伤[121]。有研究发现重复多次七氟烷预处理可通过抑制星形胶质细

胞反应性维持血脑屏障的完整性[77]。本部分结果显示，单次七氟烷预处理也可减轻

MCAO 引起的缺血半暗带星形胶质细胞形态学改变。NDRG2 作为调控星形胶质细胞

反应性的重要分子，可能在七氟烷预处理对星形胶质细胞反应性增生的抑制过程中

发挥一定作用，进而做为一种星形胶质细胞特异性的机制参与七氟烷预处理的神经
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保护。 

本课题组前期研究发现，局灶性脑缺血再灌注损伤后，缺血半暗带区 GFAP 阳

性细胞增加，而免疫荧光双标结果显示与 GFAP 共定位于星形胶质细胞的 NDRG2

表达上调，且发生明显的核转位，表明缺血再灌注损伤可激活星形胶质细胞，上调

NDRG2 表达并促使 NDRG2 向核内转移。本部分实验通过在 SD 大鼠和原代培养星

形胶质细胞中分别建立 MCAO 和 OGD 模型，发现七氟烷预处理可逆转大鼠脑缺血

半暗带区和培养星形胶质细胞 OGD 后的 NDRG2 上调，并抑制 NDRG2 从胞浆向胞

核的转移，且可抑制缺血后星形胶质细胞反应性形态变化，故推测七氟烷预处理有

可能通过降低 NDRG2 表达、抑制其核转位而影响缺血后反应性星形胶质细胞增生，

进而减轻缺血再灌注损伤，但这一结论尚需通过改变星形胶质细胞内 NDRG2 的水

平，观察其对缺血/再灌注损伤和七氟烷神经保护体作用的影响方能证实。 
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第二部分  NDRG2 表达上调 /下调对七氟烷

预处理减轻细胞 OGD 损伤作用的影响  

1 材料  

1.1 实验动物  

新生 SD 大鼠，1～3 日龄，由第四军医大学实验动物中心提供。 

1.2 小干扰 RNA（siRNA）  

实验中所使用的 NDRG2 siRNA 系李艳博士委托德国 QIAGEN 公司构建，后委

托 Genscript 公司重新合成，序列为 5’-GCAUCCUGCAGUACUUAAATT-3’和

5’-UUUAAGUACUGCAGGAUGCAA-3’; 用 做 对 照 的 乱 序 RNA 序 列 为

5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’和5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’,亦

委托 Genscript 公司重新合成。 

1.3 过表达质粒  

实验中所使用的 NDRG2 过表达质粒为李艳博士构建，后委托陕西东澳公司利用

大肠杆菌表达扩增并提取质粒，具体信息如下：采用 PCR 反应分别扩增大鼠和人

NDRG2 的 DNA 片 段 ， 大 鼠 NDRG2 引 物 序 列 为

5’-GAATTCTATGGCAGAGCTTCAGGAGGT-3’ 

/5’-GGATCCTCAACAGGAGACTTCCATGGT-3’ ， 人 NDRG2 引 物 序 列 为

5’-ATGGCGGAGCTGCAGGAGGTGC-3’/ 5’-TGAGGAACGAGGTCTGGGTGGG-3’。

扩增后的 DNA 片段克隆入 pEGFP-C1 载体的 EcoR/BamHI 位点。 

1.4 实验仪器  

同第一部分。 

1.5 实验耗材  

同第一部分。 
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1.6 实验试剂  

同第一部分。 

 

2 方法  

2.1 原代星形胶质细胞培养  

同第一部分。 

2.2 七氟烷预处理  

离体细胞七氟烷预处理，同第一部分。 

2.3 原代培养星形胶质细胞 OGD 模型  

同第一部分。 

2.4 细胞 NDRG2 siRNA 和过表达质粒载体转染  

1) 细胞培养皿或培养板内培养基换为无血清无双抗 DMEM（3.5cm 皿 2mL，24 孔

板 500uL/孔，96 孔板 100uL/孔）; 

2) 按比例用无血清无双抗 DMEM 稀释 Lipofectamine 2000（3.5cm 皿 :100uL 

DMEM+5uL Lipofectamine 2000; 24 孔板：25uL DMEM＋1uL Lipofectamine 2000 

/孔; 96 孔板：5uL DMEM+0.25uL Lipofectamine 2000 /孔），室温孵育 5min; 

3) 按比例用无血清无双抗 DMEM 稀释 NDRG2 siRNA 和乱序对照 RNA（3.5cm 皿：

100uL DMEM+100pmol RNA; 24 孔板：25uL DMEM＋20pmol RNA /孔; 96 孔板：

5uL DMEM+5pmol RNA /孔），以及 NDRG2 过表达质粒及载体质粒（3.5cm 皿：

100uL DMEM+2.5ug DNA; 24 孔板：25uL DMEM＋0.5ug DNA /孔; 96 孔板：5uL 

DMEM+0.1ug DNA /孔）; 

4) 稀释好的 siRNA 或质粒 DNA 加入稀释后的 Lipofectamine 2000，轻弹管壁使其

混合均匀，室温孵育 20～30min; 

5) 混合液缓慢滴加入培养皿或培养板内，轻轻摇晃使其迅速混匀，放入培养箱继续

培养; 

6) 4～6 小时后，更换含 10％FBS 的 DMEM 培养基，继续培养以进行下一步实验。 
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2.5 细胞活力测定—MTT 试验  

同第一部分。 

2.6 细胞毒性测定—LDH 释放试验  

同第一部分。 

2.7 蛋白免疫印迹—Western blot 

同第一部分。 

2.8 统计学分析  

同第一部分。 

 

3 实验计划和分组  

3.1 验证 NDRG2 siRNA 和过表达质粒载体的基因沉默/过表达效率  

原代培养星形胶质细胞接种入 6cm 细胞培养皿，随机分为 5 组，正常对照组

（Control），乱序对照 RNA 组（si-Con），NDRG2 siRNA 组（si-NDRG2），质粒空载

体组（Vector），NDRG2 过表达质粒载体组（NDRG2），每组 6 皿。si-Con 和 si-NDRG2

组分别转染乱序对照 RNA 和 NDRG2 siRNA，Vector 和 NDRG2 组分别转染空载体

和 NDRG2 过表达质粒。转染 24h 提蛋白进行 Western blot 检测各组 NDRG2 表达情

况，验证 NDRG2 siRNA 和过表达质粒载体的基因沉默/过表达效率。 

3.2 观察下调 NDRG2 表达对培养星形胶质细胞 OGD 损伤的影响  

原代培养星形胶质细胞接种入 96 孔板，随机分为 3 组，OGD 组，乱序对照 RNA

＋OGD 组（si-Con＋OGD），NDRG2 siRNA＋OGD 组（si-NDRG2＋OGD），每组 8

孔。si-Con＋OGD 和 si-NDRG2＋OGD 组分别转染乱序对照 RNA 和 NDRG2 siRNA。

转染 24h 后换无血清无糖培养基进行 OGD。OGD 4h 后恢复氧糖，于复氧复糖 24h

吸取细胞上清液检测 LDH 释放率，并利用 MTT 摄取实验检测细胞活力。 

3.3 观察上调 NDRG2 表达对培养星形胶质细胞 OGD 损伤的影响  

原代培养星形胶质细胞接种入 96 孔板，随机分为 3 组，正常对照组（Control），

质粒空载体组＋OGD组（Vector＋OGD），NDRG2过表达质粒载体＋OGD组（NDRG2
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＋OGD），每组 8 孔。Vector＋OGD 和 NDRG2＋OGD 组分别转染空载体和 NDRG2

过表达质粒。转染 24h 后换无血清无糖培养基进行 OGD。OGD 4h 后恢复氧糖，于

复氧复糖 24h 吸取细胞上清液检测 LDH 释放率，并利用 MTT 摄取实验检测细胞活

力。 

3.4 观察上调 NDRG2 表达对七氟烷预处理细胞保护作用的影响  

原代培养星形胶质细胞接种入 96 孔板，随机分为 3 组，对照组（Control），质粒

空载体组组（Vector），NDRG2 过表达质粒载体组（NDRG2），每组 8 孔。Vector 和

NDRG2 组分别转染空载体和 NDRG2 过表达质粒。转染 24h 后三组同样处理：通入

含 2％七氟烷的 5％CO2 混合气预处理 1h，间隔 2h 换无血清无糖培养基进行 OGD。

OGD 4h 后恢复氧糖，于复氧复糖 24h 吸取细胞上清液检测 LDH 释放率，并利用 MTT

摄取实验检测细胞活力。 

 

4 结果  

4.1 NDRG2 siRNA 和过表达质粒载体可分别使培养星形胶质细胞中 NDRG2 基

因沉默或表达增加  

原代星形胶质细胞稳定传代后接种至 6cm 培养皿，分别转染乱序对照 RNA

（si-Con），NDRG2 siRNA（si-NDRG2），pEGFP-C1 质粒空载体（Vector）及 NDRG2 

pEGFP-C1 质粒载体（NDRG2）。由于 NDRG2 基础表达量较低，故转染 siRNA 组选

择转染 24h 后行 OGD，复氧 24h 提蛋白进行 Western blot 检测 OGD 后 NDRG2 基因

沉默情况，发现转染 NDRG2 siRNA 可显著降低培养星形胶质细胞内 NDRG2 蛋白水

平（P<0.05，图 18），同时转染 NDRG2 siRNA 和 NDRG2 rescue 表达载体可对抗

NDRG2 siRNA 对 NDRG2 敲低的作用，转染 si-Con 未对 NDRG2 含量造成明显影响，; 

而转染 NDRG2 过表达质粒载体组则于转染 24h 后提蛋白检测其效率，发现 NDRG2

过表达质粒可显著增加培养星形胶质细胞内 NDRG2 蛋白水平（6.25±0.68 倍 vs 

1.08±0.22 倍，P<0.05，图 19），空载体转染组则与对照组无明显差异。 



第四军医大学博士学位论文 

-60- 

 
图 18. 转染 siRNA 对培养星形胶质细胞 NDRG2 表达的影响（n＝6）。*P<0.05 vs 

si-Con。si-Con，乱序对照 RNA； si-NDRG2，NDRG2 小干扰 RNA。 

 

图 19. 转染质粒载体对培养星形胶质细胞 NDRG2 表达的影响（n＝6）。*P<0.05 

vs Vector。NDRG2，NDRG2 pEGFP-C1 质粒载体; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 
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4.2 沉默 NDRG2 表达减轻培养星形胶质细胞 OGD 损伤  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 96 孔板，分别

转染乱序对照 RNA（si-Con）和 NDRG2 siRNA（si-NDRG2）。转染 24h 后进行 OGD

模拟动物脑缺血再灌注损伤。OGD 4h，复氧 24h 后取培养上清液检测 LDH 释放量，

发现 OGD 后培养上清液中 LDH 含量显著上升，转染 si-Con 未对 OGD 后 LDH 释放

量的上升产生显著影响（59.3±6.2％），si-NDRG2 组 OGD 后 LDH 释放量明显下降

（30.4±4.0％，P<0.05，图 20）; 利用 MTT 试验检测细胞活力，发现 OGD 可显著

降低培养细胞对 MTT 的摄取量，转染 si-Con 的细胞 OGD 后活力无明显变化（44.5

±4.3％），转染 si-NDRG2 则可改善 OGD 后的细胞活力，增加培养细胞对 MTT 的

摄取量（80.5±4.1％，P<0.05，图 21）。上述结果表明转染 NDRG2 siRNA 下调 NDRG2

表达可减轻 OGD 引起的培养星形胶质细胞损伤。 

 
图 20. 转染 siRNA 对培养星形胶质细胞 OGD 后 LDH 释放情况的影响（n=8）。

*P<0.05 vs si-Con。OGD，氧糖剥夺; si-Con，乱序对照 RNA； si-NDRG2，NDRG2

小干扰 RNA。 
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图 21. 转染 siRNA 对培养星形胶质细胞 OGD 后细胞活力的影响（n=8）。*P<0.05 

vs si-Con。OGD，氧糖剥夺; si-Con，乱序对照 RNA； si-NDRG2，NDRG2 小干扰

RNA。 

 

4.3 过表达 NDRG2 加重培养星形胶质细胞 OGD 损伤  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 96 孔板，分别

转染 pEGFP-C1 质粒空载体（Vector）及 NDRG2 pEGFP-C1 质粒载体（NDRG2）。

转染 24h 后进行 OGD 模拟动物脑缺血再灌注损伤。OGD 4h，复氧 24h 后取培养上

清液检测 LDH 释放量，发现 Vector 组 OGD 后 LDH 释放量的显著上升，NDRG2 过

表达组 OGD 后 LDH 释放量较 Vector 组进一步上升（78.6±2.3％，P<0.05，图 22）; 

利用 MTT 试验检测细胞活力，发现转染质粒空载体的培养星形胶质细胞 OGD 后活

力明显下降，转染 NDRG2 过表达质粒组 OGD 后对 MTT 的摄取量进一步下降（28.5

±2.3％，P<0.05，图 23）。上述结果表明转染 NDRG2 过表达质粒上调 NDRG2 表

达可加重 OGD 引起的培养星形胶质细胞损伤。 
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图 22. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对培养星形胶质细胞 OGD 后 LDH 释放情况的

影响（n=8）。*P<0.05 vs Vector。OGD，氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 pEGFP-C1 质

粒载体; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 

 

 
图 23. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对培养星形胶质细胞 OGD 后细胞活力的影响

（n=8）。*P<0.05 vs Vector。OGD，氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 pEGFP-C1 质粒载

体; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 
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4.4 过表达 NDRG2逆转七氟烷预处理对培养星形胶质细胞 OGD损伤的保护作

用  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 96 孔板，分别

转染 pEGFP-C1 质粒空载体（Vector）及 NDRG2 pEGFP-C1 质粒载体（NDRG2）。

转染 24h 后给予 2％七氟烷预处理 1h，2h 后进行 OGD 模拟动物脑缺血再灌注损伤。

OGD 4h，复氧 24h 后取培养上清液检测 LDH 释放量，发现 Vector 组七氟烷对 LDH

释放的抑制未发生明显变化，NDRG2 过表达组七氟烷对 LDH 释放的降低作用被逆

转（65.6±6.5％，P<0.05，图 24）; 利用 MTT 试验检测细胞活力，发现转染质粒空

载体的培养星形胶质细胞中，七氟烷预处理对 OGD 后活力的改善作用与未转染组类

似，转染 NDRG2 过表达质粒组七氟烷对 OGD 后 MTT 摄取的增加作用被阻断（47.5

±3.1％，P<0.05，图 25）。上述结果表明转染 NDRG2 过表达质粒上调 NDRG2 表

达可逆转七氟烷预处理对培养星形胶质细胞 OGD 损伤的保护作用。 

 
图 24. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对培养星形胶质细胞七氟烷预处理＋OGD 后

LDH 释放情况的影响（n=8）。*P<0.05 vs Vector。OGD，氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 

pEGFP-C1 质粒载体; Sevo，七氟烷预处理; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 
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图 25. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对培养星形胶质细胞七氟烷预处理＋OGD 后

细胞活力的影响（n=8）。*P<0.05 vs Vector。OGD，氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 

pEGFP-C1 质粒载体; Sevo，七氟烷预处理; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 

 

5 讨论  

第一部分研究从动物实验和细胞实验两方面观察了七氟烷预处理对缺血/再灌注

后星形胶质细胞 NDRG2 表达和分布变化的影响，发现七氟烷预处理可抑制缺血/再

灌注引起的 NDRG2 表达上调和核转位，提示 NDRG2 抑制可能参与了七氟烷预处理

的神经保护作用。本部分研究采用原代培养星形胶质细胞为研究对象，构建了

NDRG2 特异性 siRNA 和过表达质粒载体，观察 NDRG2 上调/下调对 OGD 损伤和七

氟烷预处理保护作用的影响。 

由于缺乏 NDRG2 转基因动物和基因敲除动物模型，且尚未开发出 NDRG2 特异

性激动剂和抑制剂，因此本部分实验采用的是针对 NDRG2 mRNA 的 siRNA 来下调

NDRG2 表达，以及构建了携带 NDRG2 cDNA 的过表达质粒载体来上调 NDRG2 的

含量。另外，由于 siRNA 和过表达质粒载体在动物脑中转染成功率低，基因沉默和

过表达效果不佳，因而我们使用了原代培养的星形胶质细胞进行转染，并以 OGD 模

型来模拟动物脑缺血/再灌注损伤模型，观察 NDRG2 表达上调/下调对培养星形胶质
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细胞 OGD 损伤和七氟烷预处理细胞保护作用的影响来推测其对脑缺血/再灌注损伤

和七氟烷预处理神经保护作用的影响。故本实验存在一定的局限性，我们已经在构

建 NDRG2 转基因小鼠和基因敲除小鼠，将在未来采用这些遗传修饰小鼠明确

NDRG2 在脑缺血/再灌注损伤以及预处理措施神经保护中的作用。 

本课题组前期研究已证实利用 siRNA 下调 NDRG2 表达可加快细胞增殖，而利

用 NDRG2 过表达质粒载体上调 NDRG2 含量可使细胞增殖速度减慢[22]，但并未观察

调控其表达对 OGD 损伤的影响。第一部分实验表明 OGD 后星形胶质细胞内 NDRG2

表达上调，因此我们先观察了抑制 NDRG2 表达上调后 OGD 引起的细胞损伤的变化。

与转染乱序对照 RNA（si-Con）组相比，转染 siRNA 使星形胶质细胞内 NDRG2 基

因沉默，OGD 后细胞对 MTT 的摄取增加，LDH 释放减少; 我们还向星形胶质细胞

内转染了携带 NDRG2 基因的过表达质粒载体，发现较普通星形胶质细胞，OGD 后

MTT 摄取量更低，LDH 释放量更多，表明细胞内过表达 NDRG2 导致 OGD 引起的

细胞损伤进一步加重。这些结果说明：在星形胶质细胞 OGD 模型中，NDRG2 发挥

促损伤的作用。 

前一部分实验已证明，七氟烷预处理可使 OGD 后 NDRG2 表达上调被抑制。那

么，如果 NDRG2 在细胞内过表达，使其不能被七氟烷预处理完全抑制，七氟烷预处

理的保护作用是否会发生改变呢？因此我们在转染了 NDRG2 过表达质粒的原代培

养星形胶质细胞中，观察了七氟烷预处理对 OGD 损伤保护作用的变化，发现细胞活

力下降，LDH 释放增加，提示 NDRG2 表达上调后七氟烷预处理对 OGD 损伤的细胞

保护作用部分丧失。 

本部分研究结果发现转染 NDRG2 siRNA 下调 NDRG2 表达发挥了与七氟烷预处

理类似的细胞保护作用。相反，转染 NDRG2 过表达质粒使 OGD 引起的细胞活力受

损和细胞毒性进一步加重，且可逆转七氟烷预处理对培养星形胶质细胞 OGD 损伤的

保护作用，表明七氟烷预处理确实可能通过抑制 NDRG2 上调和核转位发挥其保护作

用。 
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第三部分  七氟烷预处理和 NDRG2 表达上

调 /下调对缺血 /再灌注后细胞凋亡的影响  

1 材料  

1.1 实验动物  

同第一部分。 

1.2 小干扰 RNA（siRNA）  

同第二部分。 

1.3 过表达质粒  

同第二部分。 

1.4 实验仪器  

同第一部分。 

1.5 实验耗材  

同第一部分。 

1.6 实验试剂  

同第一部分。 

 

2 方法  

2.1 原代星形胶质细胞培养  

同第一部分。 

2.2 七氟烷预处理  

同第一部分。 
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2.3 大鼠局灶性脑缺血模型—MCAO 

同第一部分。 

2.4 原代培养星形胶质细胞 OGD 模型  

同第一部分。 

2.5 细胞 NDRG2 siRNA 和过表达质粒载体转染  

同第二部分。 

2.6 TUNEL 染色  

1) 石蜡切片脱蜡、抗原修复，细胞爬片通透化处理方法同第一部分免疫荧光染色; 

2) 按 TdT 酶：标记液＝1：9 比例配制 TUNEL 反应液，滴加到切片或爬片上，37℃

孵育 60min，PBS 漂洗后甘油封片，荧光显微镜下观察。 

2.7 蛋白免疫印迹—Western blot 

方法同第一部分，所使用抗体包括：兔抗 Caspase-3（ 1： 500），兔抗

cleaved-Caspase-3（1：500）。 

2.8 统计学分析  

同第一部分。 

3 实验计划和分组  

3.1 观察七氟烷预处理对脑缺血再灌注和培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡的影

响  

48 只雄性 SD 大鼠随机分为四组，假手术组（Sham），局灶性脑缺血再灌注组

（MCAO），氧气＋局灶性脑缺血再灌注组（Vehicle＋MCAO）和七氟烷＋局灶性脑

缺血再灌注组（Sevo＋MCAO）。Vehicle＋MCAO 和 Sevo＋MCAO 分别吸入氧气或

2％七氟烷 1h，间隔 2h 进行 MCAO; Sham 组进行手术但不插入线栓，缺血 2h 后拔

出线栓，于再灌注 24h 每组 6 只取半暗带组织进行 Western blot 检测 Caspase-3 和

cleaved Caspase-3 含量，另 6 只灌注固定并石蜡切片后进行 TUNEL 染色计算缺血半

暗带区 TUNEL 阳性细胞百分率。 

原代培养星形胶质细胞分别接种至 6cm 细胞培养皿和细胞染色用玻片，随机分
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为四组，对照组（Control），OGD 组，氧气＋OGD 组（Vehicle＋OGD），七氟烷＋

OGD 组（Sevo＋OGD）。Vehicle＋OGD 和 Sevo＋OGD 组分别通入 5％CO2 混合气

或含 2％七氟烷的 5％CO2 混合气 1h，间隔 2h 换无血清无糖培养基进行 OGD。OGD 

4h 后恢复氧糖，于复氧复糖 24h 提取细胞蛋白进行 Western blot 检测 Caspase-3 和

cleaved Caspase-3 含量（n＝6），细胞爬片固定后进行 TUNEL 染色计算 TUNEL 阳性

细胞百分率（n＝6）。 

3.2 观察下调 NDRG2 表达对培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡的影响  

原代培养星形胶质细胞接种分别接种至 6cm 细胞培养皿和细胞染色用玻片，随

机分为组 3 组，OGD 组，乱序对照 RNA＋OGD 组（si-Con＋OGD），NDRG2 siRNA

＋OGD 组（si-NDRG2＋OGD）。si-Con＋OGD 和 si-NDRG2＋OGD 组分别转染乱序

对照 RNA 和 NDRG2 siRNA。转染 24h 后换无血清无糖培养基进行 OGD。OGD 4h

后恢复氧糖，于复氧复糖 24h提取细胞蛋白进行Western blot检测Caspase-3和 cleaved 

Caspase-3 含量（n＝6），细胞爬片固定后进行 TUNEL 染色计算 TUNEL 阳性细胞百

分率（n＝4）。 

3.3 观察上调 NDRG2 表达对培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡的影响  

原代培养星形胶质细胞接种分别接种至 6cm 细胞培养皿和细胞染色用玻片，随

机分为 3 组，正常对照组（Control），质粒空载体组＋OGD 组（Vector＋OGD），NDRG2

过表达质粒载体＋OGD 组（NDRG2＋OGD）。Vector＋OGD 和 NDRG2＋OGD 组分

别转染空载体和 NDRG2 过表达质粒。转染 24h 后换无血清无糖培养基进行 OGD。

OGD 4h 后恢复氧糖，于复氧复糖 24h 提取细胞蛋白进行 Western blot 检测 Caspase-3

和 cleaved Caspase-3 含量（n＝6），细胞爬片固定后进行 TUNEL 染色计算 TUNEL

阳性细胞百分率（n＝6）。 

3.4 观察上调 NDRG2 表达对培养星形胶质细胞七氟烷预处理＋OGD 后凋亡的

影响  

原代培养星形胶质细胞接种分别接种至 6cm 细胞培养皿和细胞染色用玻片，随

机分为 3 组，对照组（Control），质粒空载体组组（Vector），NDRG2 过表达质粒载

体组（NDRG2）。Vector 和 NDRG2 组分别转染空载体和 NDRG2 过表达质粒。转染

24h 后三组同样处理：通入含 2％七氟烷的 5％CO2 混合气预处理 1h，间隔 2h 换无
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血清无糖培养基进行 OGD。OGD 4h 后恢复氧糖，于复氧复糖 24h 提取细胞蛋白进

行 Western blot 检测 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 含量（n＝6），细胞爬片固定后进

行 TUNEL 染色计算 TUNEL 阳性细胞百分率（n＝6）。 

4 结果  

4.1 七氟烷预处理减轻大鼠脑缺血再灌注后细胞凋亡  

七氟烷预处理后，间隔 2h 建立大鼠 MCAO 模型，再灌注 24h，取缺血半暗带组

织提取蛋白质，Western blot 检测 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达水平，结

果显示，MCAO 后大鼠缺血半暗带脑组织内 cleaved Caspase-3 表达明显升高，氧气

吸入组与之相较无统计学差异，而七氟烷预处理可降低缺血后 cleaved Caspase-3 含

量（P<0.05，图 26）; 大鼠灌注固定取石蜡切片行 TUNEL 染色，发现 MCAO 后缺

血半暗带区 TUNEL 阳性细胞百分率显著增加（62.5±8.5％），氧气吸入组 TUNEL 阳

性细胞数无显著变化（61.5±9.2%），而给予七氟烷预处理则使 TUNEL 阳性细胞百分

率降至 31.2±5.4%（P<0.05，图 27）。上述结果说明七氟烷预处理可减轻大鼠 MCAO

后缺血半暗带区的细胞凋亡。 
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图 26. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 Caspase-3 活化的影响

（n＝6）。 *P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预

处理。 

 

图 27. 七氟烷预处理对 MCAO 再灌注 24h 缺血半暗带组织 TUNEL 阳性细胞百

分率的影响（n＝6）。标尺＝100 µm。*P<0.05 vs Vehicle＋MCAO。MCAO，大脑

中动脉阻闭；Sevo，七氟烷预处理。 

 

4.2 七氟烷预处理减轻培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 6cm 细胞培养皿
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和细胞爬片专用玻片，七氟烷预处理后间隔 2h 行 OGD，OGD 4h，复氧 24h 提取培

养皿内星形胶质细胞蛋白质，Western blot 检测 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白

表达水平，结果显示，OGD 后培养原代星形胶质细胞 cleaved Caspase-3 表达明显升

高，通入 5％CO2 混合气组与之相较无统计学差异，而七氟烷预处理可降低 OGD 后

cleaved Caspase-3 含量（P<0.05，图 28）; 细胞爬片行 TUNEL 染色，发现 OGD 后

培养星形胶质细胞 TUNEL 阳性细胞百分率显著增加（62.5±8.5％），混合气处理组

TUNEL 阳性细胞数无显著变化（61.5±9.2%），而给予七氟烷预处理则使 TUNEL 阳

性细胞百分率降至 31.2±5.4%（P<0.05，图 29）。上述结果说明七氟烷预处理可减轻

原代培养星形胶质细胞 OGD 引起的细胞凋亡。 

 
图 28. 七氟烷预处理对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 Caspase-3 活化的

影响（n＝6）。 *P<0.05 vs Vehicle＋OGD。OGD，氧糖剥夺；Sevo，七氟烷预处理。 
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图 29. 七氟烷预处理对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 TUNEL 阳性细

胞百分率的影响（n＝6）。标尺＝40 µm。*P<0.05 vs Vehicle＋OGD。OGD，氧糖

剥夺；Sevo，七氟烷预处理。 

 

4.3 沉默 NDRG2 表达抑制培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 6cm 细胞培养皿

和细胞爬片专用玻片，分别转染乱序对照 RNA（ si-Con）和 NDRG2 siRNA

（si-NDRG2）。转染 24h 后进行 OGD 模拟动物脑缺血再灌注损伤。OGD 4h，复氧

24h 提取培养皿内蛋白质，Western blot 检测 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达

水平，发现 si-NDRG2 组 OGD 后 cleaved Caspase-3 含量明显下降，而转染 si-Con 未
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对 OGD 后 Caspase-3 产生显著影响（P<0.05，图 30）; 细胞爬片行 TUNEL 染色，

发现 si-Con 组阳性细胞数与单纯 OGD 组相比较无统计学差异（44.5±6.5%），而转染

si-NDRG2 则使 TUNEL 阳性细胞百分率降至 18.2±4.3%（P<0.05，图 31）。上述结果

说明转染 NDRG2 siRNA 下调 NDRG2 表达可减轻 OGD 引起的培养星形胶质细胞凋

亡。 

 
图 30. 转染 siRNA 对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 Caspase-3 活化的影

响（n＝6）。*P<0.05 vs si-Con。OGD，氧糖剥夺; si-Con，乱序对照 RNA； si-NDRG2，

NDRG2 小干扰 RNA。 
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图 31. 转染 siRNA 对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞 TUNEL 阳性细胞

百分率的影响（n＝6）。标尺＝80 µm。*P<0.05 vs si-Con。OGD，氧糖剥夺; si-Con，

乱序对照 RNA； si-NDRG2，NDRG2 小干扰 RNA。 

 

4.4 过表达 NDRG2 增加培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡  

取新生SD大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 6cm细胞培养皿，
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分别转染 pEGFP-C1 质粒空载体（Vector）及 NDRG2 pEGFP-C1 质粒载体（NDRG2）。

转染 24h 后进行 OGD 模拟动物脑缺血再灌注损伤。OGD 4h，复氧 24h 提取培养皿

内蛋白质，Western blot检测Caspase-3和 cleaved Caspase-3蛋白表达水平，发现Vector

组 OGD 后 cleaved Caspase-3 含量明显上升，NDRG2 过表达组 OGD 后 cleaved 

Caspase-3 水平较 Vector 组进一步提高 （3.82±0.43 倍，P<0.05，图 32）。上述结果

说明转染 NDRG2 过表达质粒上调 NDRG2 表达可加重 OGD 引起的培养星形胶质细

胞凋亡。 

 

图 32. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对 OGD 复氧 24h 原代培养星形胶质细胞

Caspase-3 活化的影响（n=6）。*P<0.05 vs Vector。OGD，氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 

pEGFP-C1 质粒载体; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 

 

4.5 过表达 NDRG2 逆转七氟烷预处理对培养星形胶质细胞凋亡的抑制作用  

取新生 SD 大鼠皮层培养原代星形胶质细胞，稳定传代后接种至 6cm 细胞培养皿

和细胞爬片专用玻片，分别转染 pEGFP-C1 质粒空载体（Vector）及 NDRG2 pEGFP-C1

质粒载体（NDRG2）。转染 24h 后给予 2％七氟烷预处理 1h，2h 后进行 OGD 模拟动

物脑缺血再灌注损伤。OGD 4h，复氧 24h 提取培养皿内蛋白质，Western blot 检测
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Caspase-3 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达水平，发现 Vector 组七氟烷对 Caspase-3 活

化的抑制未发生明显变化，NDRG2 过表达组七氟烷对 cleaved Caspase-3 的降低作用

被逆转（2.35±0.29 倍，P<0.05，图 33）; 细胞爬片行 TUNEL 染色，发现转染质粒

空载体的培养星形胶质细胞中，七氟烷预处理对 TUNEL 阳性细胞数目的减少作用与

未转染组类似，转染 si-NDRG2 组七氟烷对 OGD 后 TUNEL 阳性细胞的抑制作用被

阻断（77.5±9.5％，P<0.05，图 34）。上述结果表明转染 NDRG2 过表达质粒上调

NDRG2 表达可逆转七氟烷预处理对培养星形胶质细胞 OGD 凋亡的抑制作用。 

 

图 33. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对培养星形胶质细胞七氟烷预处理＋OGD 后

Caspase-3 活化的影响（n=6）。*P<0.05 vs Vector。OGD，氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 

pEGFP-C1 质粒载体; Sevo，七氟烷预处理; Vector，pEGFP-C1 质粒空载体。 
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图 34. 转染 pEGFP-C1 质粒载体对培养星形胶质细胞七氟烷预处理＋OGD 后

TUNEL 阳性细胞百分率的影响（n=6）。标尺＝80 µm。*P<0.05 vs Vector。OGD，

氧糖剥夺; NDRG2，NDRG2 pEGFP-C1 质粒载体; Sevo，七氟烷预处理; Vector，

pEGFP-C1 质粒空载体。 

 

5 讨论  

我们的前期研究发现缺血区半暗带 NDRG2 升高伴随凋亡水平升高，且 NDRG2

多与 TUNEL 阳性细胞共定位[21]，表明缺血后 NDRG2 上调可能与星形胶质细胞凋亡

有关。近期研究发现，IL-6 诱导分化的 C6 细胞（大鼠神经胶质瘤细胞，可模拟星形

胶质细胞）OGD 后也出现 NDRG2 表达上调及核转位，siRNA 下调 NDRG2 可抑制

OGD 后 Bax 表达、减少 TUNEL 阳性细胞，而 NDRG2 过表达质粒载体上调 NDRG2

可增加 OGD 后 Bax 表达，表明 NDRG2 可通过提高 Bax 水平促进细胞凋亡。进一步

研究发现，NDRG2 的变化趋势与凋亡重要信号分子 p53 的变化趋势一致，且沉默 p53

基因可抑制 OGD 后 NDRG2 的上调，提示 NDRG2 可能 OGD 后 p53 凋亡信号通路

的一部分[22]。 

凋亡是细胞死亡的一种重要方式。脑缺血/再灌注损伤中，缺血核心区的细胞以
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坏死为主要死亡方式，且其死亡基本不可逆; 而缺血半暗带区的细胞则是以逐渐发生

凋亡为主要死亡方式，如采取适当措施，这一部分细胞死亡是可以避免的。因此阻

止缺血半暗带区的细胞凋亡成为减轻脑缺血/再灌注损伤的重要关注方向。多项研究

证实七氟烷预处理可通过抑制缺血后细胞凋亡诱导脑缺血耐受[9, 28, 63, 66]，本课题前两

部分实验已证实七氟烷预处理可通过抑制 NDRG2 上调减轻 MCAO 和 OGD 引起的

缺血/再灌注损伤，那么 NDRG2 介导的星形胶质细胞凋亡是否是七氟烷预处理神经

保护效应的作用靶点呢？ 

我们首先证实了七氟烷预处理可以降低 MCAO 后缺血半暗带区以及 OGD 后培

养星形胶质细胞 cleaved Caspase-3 含量和 TUNEL 阳性细胞数量。cleaved Caspase-3

是 Caspase-3 裂解后的活化片段，是凋亡最后阶段的诱导酶; TUNEL 技术标记凋亡中

断裂的 DNA，两者均是细胞凋亡状态的重要标志物。因此这些结果说明七氟烷预处

理可抑制缺血/再灌注引起的星形胶质细胞凋亡。转染 NDRG2 siRNA 使 OGD 引起的

星形胶质细胞 cleaved Caspase-3 含量和 TUNEL 阳性细胞百分率均减少，而转染

NDRG2 过表达质粒载体则使 OGD 引起的星形胶质细胞 Caspase-3 活化和 TUNEL 阳

性细胞百分率进一步增加，且可逆转七氟烷预处理对 OGD 所致细胞凋亡的抑制作

用，表明七氟烷预处理可通过抑制 NDRG2 相关的星形胶质细胞凋亡诱导脑缺血耐

受。 

已有多项研究探讨了 NDRG2 在细胞毒性和细胞死亡中的作用。一方面，NDRG2

促进多种细胞尤其是肿瘤细胞的凋亡，其促凋亡作用是其作为抑癌候选基因的重要

支持[218]; 然而，另一方面，也有研究发现 NDRG2 在某些细胞中发挥抗凋亡的作用。

Shen L 等在胰岛 beta 细胞中发现，NDRG2 可做为 Akt 的磷酸化底物参与 beta 细胞

的存活和功能，下调 NDRG2 使游离脂肪酸引起的 beta 细胞凋亡增加[219]。另外，在

心肌细胞的缺血/再灌注模型中，也发现 NDRG2 基因沉默会导致胰岛素的抗凋亡作

用减弱[220]。因此，NDRG2 在凋亡和细胞损伤中的作用不能一概而论，可能随细胞

种类和刺激方式的变化有完全不同的表现。本部分研究结果发现下调 NDRG2 可使

OGD 引起的星形胶质细胞凋亡减少，而上调 NDRG2 则可使 OGD 引起的星形胶质

细胞凋亡加重，并阻断七氟烷预处理对凋亡的抑制作用，表明 NDRG2 在 OGD 所致

星形胶质细胞损伤和七氟烷预处理减轻 OGD 损伤中发挥的是促凋亡的作用，抑制

NDRG2 相关的星形胶质细胞凋亡可能是七氟烷预处理诱导脑缺血耐受的关键作用
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机制之一。 

 

本课题还存在一些局限性。首先，我们仅选择了一个时间点（再灌注 24h）来观

察 NDRG2 在七氟烷预处理神经保护效应中的作用及其机制。选择这个时间点的原因

是再灌注后缺血半暗带区的 NDRG2 在 24h 达到高峰，原代培养星形胶质细胞 OGD

模型中也在复氧 24h 观察到 NDRG2 的表达高峰。然而 24h 的结果代表的是七氟烷预

处理对缺血/再灌注急性期损伤的保护作用，NDRG2 是否参与七氟烷预处理的延迟期

（再灌注 48～72h 及以后）保护作用还不明确，尚需进一步研究。其次，七氟烷预

处理通过星形胶质细胞诱导脑缺血耐受的机制远比我们在原代培养星形胶质细胞中

复杂。除了影响星形胶质细胞本身存活外，NDRG2 通过调节星形胶质细胞功能进而

影响星形胶质细胞－神经元相互作用，可能是七氟烷预处理调控 NDRG 发挥神经保

护作用更重要的机制。细胞实验不能模拟动物脑内细胞间复杂的相互作用关系。然

而，在整体动物使用 siRNA 和质粒载体调控 NDRG2 表达难以达到令人满意的结果，

因此将来需采用 NDRG2 转基因动物和基因敲除动物来获得更可靠的结果以明确

NDRG2 在脑缺血/再灌注损伤和神经保护中的作用。再次，本研究只关注了凋亡机制

在 NDRG2 参与脑缺血/再灌注损伤和七氟烷神经保护作用中的角色，但事实上缺血/

再灌注损伤过程中的重要机制还包括能量代谢障碍、谷氨酸兴奋性毒性、氧化应激、

炎症反应等，因此还需要进行深入的研究探讨 NDRG2 是否参与脑缺血/再灌注的其

他损伤机制，以及七氟烷预处理能否通过调控 NDRG2 介导的这些损伤机制发挥其神

经保护作用。另外，NDRG2 尚存在磷酸化和去磷酸化修饰调节，如前文已提到在胰

岛beta细胞中，NDRG2可做为Akt的磷酸化底物参与beta细胞的存活和功能，NDRG2

磷酸化水平增加伴随 beta 细胞凋亡减少，而在肿瘤细胞中发现凋亡抑制与 NDRG2

含量下降有关，表明 NDRG2 磷酸化状态可能影响其功能状态，因此除 NDRG2 含量

上调/下调外，还应关注 NDRG2 磷酸化水平改变在脑缺血/再灌注损伤和神经保护中

的作用。 

综合上述三部分实验结果，本课题从在体和离体两个角度证实单次七氟烷预处理

可对预处理后急性期缺血/缺氧性损伤产生保护作用，观察了七氟烷预处理对缺血/

再灌注后星形胶质细胞内 NDRG2 表达和分布的影响，进一步通过调控星形胶质细胞

内 NDRG2 表达水平明确了 NDRG2 在缺血/再灌注损伤和七氟烷预处理神经保护效
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应中的作用，并确定了星形胶质细胞内凋亡通路可能是 NDRG2 参与脑缺血/再灌注

损伤和七氟烷保护作用的关键机制之一。本研究表明神经元并不是七氟烷等预处理

措施神经保护作用的唯一靶点，深入阐明脑内其他支持细胞，如星形胶质细胞，在

脑缺血/再灌注损伤中的作用机制及其与神经元的相互作用将为防治脑缺血损伤提供

新的思路。 
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小    结 
 

本研究以 SD 大鼠和原代培养星形胶质细胞为研究对象，采用 MCAO 和 OGD 分

别构建在体和离体缺血/再灌注损伤模型，观察了单次七氟烷预处理的保护作用以及

七氟烷预处理对缺血/再灌注后星形胶质细胞内 NDRG2 表达的影响; 构建了特异性

NDRG2 siRNA 和 NDRG2 pEGFP-C1 质粒载体转染入原代培养星形胶质细胞对

NDRG2 进行基因沉默和过表达，探讨了 NDRG2 在缺血再灌注损伤和七氟烷预处理

保护效应中的作用及其机制。本课题主要实验结果和研究结论如下： 

1. 2.0％七氟烷预处理 1h，间隔 2h 对 SD 大鼠进行 MCAO 缺血 120min，再灌注 24h

大鼠的神经功能学评分改善，脑梗死容积降低; 同样七氟烷预处理后，原代培养

星形胶质细胞进行 OGD 4h，复氧 24h 发现细胞对 MTT 的摄取量增加，培养上清

液中 LDH 含量下降，表明单次七氟烷预处理可减轻预处理后急性期进行的大鼠

局灶性脑缺血损伤和原代培养星形胶质细胞 OGD 损伤。 

2. 局灶性脑缺血和 OGD 后 24h，缺血半暗带区和培养星形胶质细胞内 NDRG2 

mRNA 和蛋白质含量均明显上升，形态学观察到 NDRG2 在星形胶质细胞的细胞

核内表达明显增加，而七氟烷预处理可抑制缺血/再灌注后星形胶质细胞内

NDRG2 表达上调和核转位，提示七氟烷预处理可能通过调控 NDRG2 表达发挥

其神经保护作用。 

3. 利用 NDRG2 特异性 siRNA 下调 NDRG2 表达，使培养星形胶质细胞 OGD 后细

胞活力改善，LDH 释放减少，出现与七氟烷预处理类似的细胞保护作用; 转染

NDRG2 pEGFP-C1 过表达质粒载体上调 NDRG2 表达，使培养星形胶质细胞 OGD

后细胞损伤进一步加重，且可逆转七氟烷预处理的细胞保护作用，表明 NDRG2

在缺血/再灌注中可能发挥促损伤的作用，七氟烷预处理可能通过抑制其促损伤的

作用诱导脑缺血耐受。 

4. 七氟烷预处理抑制 MCAO 后缺血半暗带区和 OGD 后培养星形胶质细胞的

Caspase-3 活化，降低 TUNEL 阳性细胞数目; NDRG2 基因沉默使培养星形胶质细

胞 OGD 后 cleaved Caspase-3 表达下降，TUNEL 阳性细胞百分率减少，即模拟了

七氟烷预处理的抗凋亡作用; NDRG2 过表达使培养星形胶质细胞 OGD 后凋亡进
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一步加重，且可阻断七氟烷预处理对细胞凋亡的抑制作用，表明 NDRG2 通过促

进星形胶质细胞凋亡参与脑缺血/再灌注损伤，七氟烷预处理可抑制 NDRG2 相关

的星形胶质细胞凋亡进而发挥其神经保护作用。 
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