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低氧预适应对小鼠海马神经元细胞的保护作用及其相关基因①
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摘要　 目的:探究低氧预适应(HPC)对氧糖剥夺 / 复糖复氧(OGD / R)小鼠海马神经元细胞的保护作

用及其作用的相关基因。 方法:将小鼠海马神经元细胞系 HT22 细胞分为常氧组、OGD / R 组和

HPC+OGD / R 组。 采用 MTS 法检测细胞活力,RT-qPCR 及蛋白免疫印迹技术检测 N-甲基-D-天冬氨

酸受体 2B 亚基(NR2B)及突触后密度蛋白 95(PSD95)基因的表达。 结果:与常氧组比较,OGD / R

组的细胞活力明显降低。 HPC+OGD / R 组细胞活力高于 OGD / R 组,细胞 NR2B 的表达低于 OGD / R

组,细胞 PSD95 的表达高于 OGD / R 组。 结论:HPC 对 OGD / R 的 HT22 细胞具有保护作用,其作用

可能与降低 NR2B 的表达,升高 PSD95 的表达有关。
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Abstract　 Objective: To investigate the protective effects of hypoxia preconditioning(HPC) on oxygen-

glucose deprivation / reoxygenation(OGD / R)-induced injury mouse hippocampal neuron cells(HT22 cells)

and its relevant action genes. Methods: Mouse hippocampal neuron cell line HT22 cells were divided into

3 groups: normoxic group, OGD / R group and HPC+OGD / R group. The cell viability of each group was

determined by MTS method, and the expressions of N-methyl-D-aspartic acid receptor 2B subunit(NR2B)
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and postsynaptic density protein 95(PSD95) were determined by RT-qPCR and Western blot. Results:
Compared with the normoxic group, the cell viability of OGD / R group was significantly reduced. The cell
viability of the HPC +OGD / R group was significantly higher than that of the OGD / R group, and the
expression of NR2B in HPC+OGD / R group was significantly lower than that in OGD / R group, and the
expression of PSD95 in HPC + OGD / R group was significantly higher than that in OGD / R group.
Conclusion: HPC may protect OGD / R-induced injury HT22 cells. The mechanism may be related to the
reduced NR2B expression level, and the improved PSD95 expression.
Keywords: hypoxic preconditioning; oxygen-glucose deprivation / reoxygenation; N-methyl-D-aspartic acid
receptor 2B subunit; post-synaptic density protein 95

　 　 缺血性脑卒中是临床常见的脑血管疾病,也是

疾病致残的首要原因[1]。 研究数据显示,2016 年心

脑血管疾病造成全球 1 760 余万人死亡,是全球首位

死亡病因,其中脑血管病造成 550 余万人死亡[2]。
低氧 /缺血预适应(hypoxic / ischemia preconditioning,
H / IPC)是指一种亚致死性的低氧 /缺血损伤,可增

加器官、细胞对随后缺氧损伤中的抵抗力,广泛存在

于心、肾、脑等器官中,是机体的一种内源性保护机

制[3]。 近年来,许多研究表明,低氧 /缺血预适应可

以增加大脑对缺氧的抵抗力。 N-甲基-D-天冬氨酸

受体 2B 亚基(NMDA receptor 2B subunit,NR2B)在

脑缺血性损伤的作用被广泛研究,大脑缺血再灌注

损伤时,分布在突触外的 NR2B 被过度激活,最终导

致神经元死亡[4]。 而突触后密度蛋白 95 ( post-
synaptic density protein 95, PSD95)作为一种突触支

架分子,是突触后膜稳定和转运 N-甲基-D-天冬氨酸

受体(NMDARs)和 AMPA 受体的主要调节因子[5]。
很多情况下,NR2B 亚基都要与 PSD95 结合后才能

间接与下游信号分子结合从而将 NMDA 受体接受的

信息传递给下游信号分子[6],且二者的 DNA 均可以

通过甲基化进行调控。 因此,本研究利用体外构建

低氧预适应 ( hypoxic precondition, HPC) 和氧糖剥

夺 /复糖复氧 ( oxygen-glucose deprivation / reperfusion,
OGD/ R)细胞模型,观察 HPC 对 OGD / R 的 HT22 细

胞中 NR2B 及 PSD95 的表达影响,探讨 HPC 对脑卒

中的保护作用及其机制。

1　 材料与方法

1.1　 试剂与细胞

实验用的细胞系为小鼠海马神经元细胞系

HT22,由包头医学院低氧转化医学重点实验室惠赠。

细胞用含 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基(含

青霉素和链霉素),置于 5% CO2的 37 ℃二氧化碳培

养箱进行培养。 MTS 试剂盒购自美国 Promega 公

司;cDNA 反转录试剂盒购自瑞士 Roche 公司;RT-

qPCR 试剂盒购自中国 CWBIO 公司;PSD95 和 NR2B

抗体购于美国 CST 公司;β-actin 抗体购于美国 Santa
cruz 公司。 本研究经内蒙古科技大学包头医学院医

学伦理委员会审核、批准。 PCR 引物购于上海生工

生物工程有限公司,引物序列见表 1。

表 1　 RT-qPCR 检测基因的引物序列

基因名 正向引物 反向引物

β-actin
5′-GGCTGTATTCCCC
TCCATCG-3′

5′-CCAGTTGGTAACA
ATGCCATGT-3′

NR2B
5′-CTGTCATGCTCAA
CATCATGGA-3′

5′-GCGGATCTTGTTC
ACGAAGTC-3′

PSD95
5′-CTCCGATGAAGTC
AGAGCCC-3′

5′-CCCGTTCACATAT
CCTGGGG-3′

1.2　 MTS 检测细胞活力　
1.2.1　 OGD / R 细胞活力检测　 状态良好的 HT22 细

胞消化后,接种适量细胞于 96 孔板中,适应性培养

12 h,将细胞分为 4 组:常氧培养组;OGD 1 h / R 24 h

组(氧糖剥夺培养条件为细胞加入无糖无血清的

DMEM 培养基,并置于含有 1% O2、5% CO2和 94%
N2的 37 ℃二氧化碳培养箱中培养 1 h;复糖复氧培

养条件为细胞加入含 10%胎牛血清的高糖 DMEM

培养基,置于 5% CO2、常氧和 37 ℃的二氧化碳培养

箱中培养 24 h);OGD 2 h / R 24 h 组;OGD 3 h / R
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24 h 组。 不同 OGD / R 条件培养结束后,每孔加

20 μl MTS,轻轻混匀后,立即放入通有 5% CO2的常

氧 37 ℃二氧化碳培养箱中避光孵育 3 h,然后,选择

波长 570 nm,测定光密度(OD)值,并计算细胞活力。

选择细胞活力最低的一组作为 OGD / R 实验条件。

1.2.2　 HPC+OGD / R 细胞活力检测　 适量 HT22 细

胞接种于 96 孔板中,适应性培养 12 h,并分为以下 5

组:OGD 3 h / R 24 h 组;HPC1+ OGD 3 h / R 24 h 组

(HPC1 实验条件为:用含 10% 胎牛血清的高糖

DMEM 培养细胞,并置于 1% O2、5% CO2和 94% N2

的 37 ℃二氧化碳培养箱培养30 min,随后立即置于

通有 5% CO2 的常氧 37 ℃ 二氧化碳培养箱培养

30 min,此为一个低氧 /复氧循环,进行 4 次循环);

HPC2+OGD 3 h / R 24 h 组(HPC2 实验条件为:用含

10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养细胞,并置于 1%
O2、5% CO2和 94% N2的 37 ℃二氧化碳培养箱培养

30 min,随后立即置于通有 5% CO2的常氧 37 ℃二

氧化碳培养箱培养 30 min,此为一个低氧 /复氧循

环,进行 2 次循环);HPC3 + OGD 3 h / R 24 h 组

(HPC3 实验条件为:用含 10% 胎牛血清的高糖

DMEM 培养细胞,并置于 1% O2、5% CO2和 94% N2

的 37 ℃二氧化碳培养箱培养 60 min,随后立即置于

通有 5% CO2 的常氧 37 ℃ 二氧化碳培养箱培养

60 min,以此为一个低氧 /复氧循环,进行 1 次循

环);HPC4+ OGD 3 h / R 24 h 组(HPC4 实验条件为:

用含 10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养细胞,并置于

1% O2、5% CO2和 94% N2的 37 ℃二氧化碳培养箱

培养 120 min,随后立即置于通有 5% CO2 的常氧

37 ℃ 二氧化碳培养箱培养 120 min,以此为一个低

氧 /复氧循环,进行 1 次循环),以上各组细胞的培养

结束后,每孔加 20 μl MTS 试剂,放入通有 5% CO2

的常氧 37 ℃二氧化碳培养箱中避光孵育 3 h,以波

长 570 nm 测定各组 OD 值,并计算细胞活力。 选择

细胞活力最高组的实验条件用于后续实验。

1.3　 RNA 提取及 RT-qPCR
将状态良好的 HT22 细胞分为 3 组,分别为常氧

组,OGD 3 h / R 24 h 组,HPC+OGD 3 h / R 24 h 组。

合适数量的 HT22 细胞接种于直径 100 mm 的培养

皿中,用含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基进行

常规培养,至细胞铺满培养皿底 80%左右时,常氧组

继续置于二氧化碳培养箱中常规培养(37 ℃,5%
CO2),其余两组按照各组培养条件进行培养。 应

用 Trizol 法提取各处理组 HT22 细胞中总 RNA,

Nanodrop 2000 超微量紫外 /可见分光光度计检测

RNA 纯度和含量。 取 1 μg RNA 按照反转录试剂盒

操作说明进行反转录 PCR,得到 20 μl cDNA 产物,
-20 ℃ 保存。 使用 ABI 96 孔板进行 PCR 反应,每孔

依次加入 2×UltraSYBR Mixture 10 μl,cDNA 2 μl,上

游和下游引物各 1 μl(引物序列见表 1),加双蒸水

至 20 μl,在 ABI 7900 real-time PCR 反应仪上反应,
每个样本设 3 个复孔。 PSD95 基因反应参数为:

95 ℃ 预变性5 min;95 ℃变性 30 s,53 ℃退火30 s,

72 ℃延伸30 s,共进行 40 个循环;72 ℃延伸5 min

后,停止反应。 NR2B 基因的退火温度为56 ℃,其他

反应参数均相同。 RT-qPCR 实验中各目标基因

mRNA 表达的相对丰度值以 2△△Ct 值表示。 通过

RT-qPCR仪分析软件导出各基因 Ct 值,以 β-actin 为

内参,则各基因△Ct = Ct目标 - Ctβ-actin,而 △△Ct =

( Ct目的基因实验组 - Ctβ- actin实验组 ) - ( Ct目的基因对照组 -

Ctβ- actin对照组 ) 。

1.4　 蛋白的提取及蛋白免疫印迹

按照 1.3 中的分组及实验条件培养 HT22 细胞,

收集各组细胞,按照说明书加入蛋白酶抑制剂、RIPA
裂解液,用超声破碎仪将细胞进行裂解,提取全细胞

裂解液。 以 BCA 法测定各组总蛋白质浓度,取

20 μg进行蛋白免疫印迹实验,检测 NR2B 及 PSD95

蛋白表达。

1.5　 统计学方法

应用 SPSS 20.0 软件进行数据处理,计量资料以

(􀭰x±s)表示,用 GraphPad Prism 5 绘图软件进行绘

图,采用单因素方差分析或 Wilcoxon 秩和检验。 P<
0.05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2.1　 细胞活力

与常氧组比较,OGD 1 h、2 h、3 h 后复氧 24 h,

HT22 细胞的活力逐渐降低,差异有统计学意义(P<

0.05),见图 1。 故实验选择 OGD 3 h / R 24 h 作为体
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外 HT22 细胞模拟脑缺血再灌注(OGD / R)模型。

与常氧组比较,∗P<0.05;与 OGD 3 h / R 24 h

比较,#P<0.05

图 1　 OGD / R 培养对 HT22 细胞活力的影响

2.2　 HPC 对 OGD 3 h / R 24 h HT22 细胞活力的影

响

与对照组(OGD 3 h / R 24 h)比较,HPC 时间越

长,细胞活力越高(P<0.05),低氧培养 120 min,随后

立即恢复常氧培养 120 min 的 HPC 条件下,HT22 细

胞活力最大,见图 2。

与 OGD 3 h / R 24 h 组比较,∗P<0.05;与 HPC4 +

OGD 3 h / R 24 h 组比较,#P<0.05
图 2　 HPC 对 OGD 3 h / R 24 h HT22 细胞活力的影响

2.3　 HPC 对 OGD / R HT22细胞 NR2B、PSD95 表达

的影响

与常氧组比较,不管是 mRNA 还是蛋白质表达,
OGD / R 组及 HPC + OGD / R 组 HT22 细胞 NR2B、
PSD95 表达均明显发生改变,OGD / R 组 NR2B 表达

高于 HPC+OGD / R 组(P<0.05),而 PSD95 表达低于

HPC+OGD / R 组(P<0.05),见图 3。

A. HPC 对 OGD / R HT22 细胞 NR2B、PSD95 mRNA 表达的影响;a. NR2B mRNA 的表达,b. PSD95 mRNA 的表达,∗P< 0.05。
B. HPC对 OGD / R HT22 细胞 NR2B、PSD95 蛋白表达的影响;a. 蛋白免疫印迹图片,b. NR2B 蛋白的表达变化,c. PSD95 蛋白的

表达变化。 HPC+OGD / R 组与常氧组比较,∗P<0.05;OGD / R 组与 HPc+OGD / R 组比较,#P<0.05
图 3　 HPC 对 OGD / R HT22 细胞 NR2B、PSD95 表达的影响
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3　 讨论

低氧 /缺血预适应是指机体、器官、组织或细胞

暴露于亚致死性缺氧 /缺血环境中,从而增加对随后

发生的致死性刺激的耐受,是机体的一种内源性保

护机制,其具体机制尚不完全清楚[7-8]。 Lu 等[8] 提

出低氧耐受应该有组织和细胞机制参与,这种组织

和细胞在极端条件下做出的面临生死的基因表达改

变,可能是脑保护作用基因的表达上调,并使脑损伤

作用基因的表达下调[9]。 NMDARs 是大脑中由谷氨

酸门控的阳离子通道。 NMDARs 就像一把双刃剑,

在神经元保护和神经元死亡中都发挥着重要的作

用[10]。 突触外包含 NR2B 亚基的 NMDARs 刺激促

进神经元细胞死亡,DAPK1 可以直接与 NR2B 亚基

结合,进而使谷氨酸受体过度激活,导致细胞内钙超

载,产生兴奋性毒性,并最终导致神经元死亡[11-12]。

本研究也观察到,经 OGD / R 后,HT22 细胞活力下

降,说明 OGD / R 后细胞受到损伤,且 NR2B 表达升

高,提示 NR2B 在 OGD / R 引起的 HT22 细胞损伤中

扮演“坏”基因的角色,而经过 HPC 处理后,不仅提

高了 OGD / R 损伤后 HT22 细胞活力,且 HT22 细胞

NR2B 在经过 HPC 处理后表达降低,提示低氧预适

应可能通过下调 OGD / R 导致的 NR2B 的表达增加

而发挥对 OGD / R 损伤后 HT22 细胞的保护作用。

PSD95 是支架蛋白 DLG 家族的一员,是一类膜

相关鸟苷酸激酶,在细胞间黏附、受体功能和聚集的

调节中起重要作用,NR2B 亚基与下游信号分子结

合,将 NMDARs 接受的信息向膜内传递[13]。 有研究

表明,新生大鼠的低氧缺血性脑损伤导致脑组织

PSD95 表达下降,而 GSK-3β 抑制剂(或氯化锂)则

通过激活 mTORC 1 信号使 PSD95 表达增加,恢复突

触完整性,神经传递和神经元生存能力[14]。 PSD95、

PSD93 和 SAP-102 的联合敲低,突触后 AMPA 受体

和 NMDA 受体介导的突触传播效率降低,PSD 下

调[15],PSD95 水平下降也被认为是大脑中动脉闭塞

诱导的体外兴奋性毒性,短暂脑缺血是导致神经元

死亡的病因[13],以上结果均提示 PSD95 在低氧缺血

性脑损伤中可能起到保护作用。 本研究观察到,

OGD / R 引起的 HT22 细胞损伤时,PSD95 的表达降

低,而给予 HPC 处理后,PSD95 的表达升高,提示低

氧预适应可能通过上调 OGD / R 导致的 PSD95 表达

降低而发挥对 OGD / R 损伤后 HT22 细胞的保护作

用。 体内实验研究结果表明,HPC 可以对缺血性脑

卒中引起的神经损伤起保护作用[16]。 本实验则通

过 HT22 细胞体外构建 OGD / R 模型,模拟体内缺血

性脑卒中情况,进一步证实了 HPC 对 OGD / R 损伤

HT22 细胞的保护作用,而这种保护作用可能与

NR2B 和 PSD95 的表达有关。
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