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［摘要］ 　 目的　 探讨亚低温处理调控 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ ＭＡＰＫ）信号通路抑制炎

症反应对氧葡萄糖剥夺 ／再氧化（ＯＧＤ ／ Ｒ）诱导的神经元损伤的保护机制。 方法　 从新生大鼠脑组

织中提取海马神经元，随机分为对照组、ＯＧＤ ／ Ｒ 组、亚低温组、Ｃ１６⁃ＰＡＦ（ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路激活

剂）组。 对照组神经元置于 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 中常氧培养 ６ ｈ，再加入 １０ μＭ ＤＭＳＯ 持续作用

２４ ｈ；ＯＧＤ ／ Ｒ 组神经元予 ＯＧＤ 处理 ６ ｈ，再予复糖复氧处理 ２４ ｈ；亚低温组、Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组神经元均予

ＯＧＤ 处理 ６ ｈ，于 ３２ ℃下复糖复氧处理 ２４ ｈ；Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组在复糖复氧阶段，于 ３２ ℃培养环境中加入

终浓度为 １０ μＭ 的 Ｃ１６⁃ＰＡＦ 持续作用 ２４ ｈ。 采用四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法检测各组神经元

活力，采用流式细胞术检测各组神经元凋亡率，采用试剂盒检测各组神经元乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、ＩＬ⁃
６ 及肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α 水平，采用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组神经元 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路蛋白表达

水平。 结果　 ＯＧＤ ／ Ｒ 组神经元活力均显著低于对照组和亚低温组，凋亡率、ＬＤＨ 释放率、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 及磷酸化 ｐ３８ ＭＡＰＫ（ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ） ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达水平均显著高于对照组和亚低温

组；Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组神经元活力显著低于亚低温组，凋亡率、ＬＤＨ 释放率、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 及 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达水平均显著高于亚低温组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论　 亚低温处理能显著改善 ＯＧＤ ／ Ｒ
诱导的神经元损伤，抑制炎症水平，这可能是通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路发挥作用的。
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　 　 在全球范围内，脑血管疾病已成为导致死亡和残

疾的主要原因之一［１］。 其中，脑缺血 ／再灌注损伤是

脑卒中等脑血管疾病的关键病理过程，其引起的神经

元损伤和死亡是导致神经功能丧失的主要原因［２⁃３］。
这种损伤可以通过体外氧葡萄糖剥夺 ／再氧化（ＯＧＤ ／
Ｒ）程序在培养的神经元中模拟［４］。 因此，探索有效的

神经保护策略对于改善脑卒中患者的预后至关重要。
亚低温治疗是一种已被广泛研究的神经保护手段，其
通过降低体温来减少脑代谢，从而减轻脑损伤［５］。 近

年来，越来越多的研究表明亚低温处理能够通过调控

多种信号通路来发挥其神经保护作用［６］。 其中，ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）信号通路是细胞应

激反应中的关键调节因子［７］。 在脑缺血再灌注损伤

中，ｐ３８ＭＡＰＫ 的异常激活与炎症因子的释放、氧化应

激的增加及细胞凋亡的加剧密切相关［８］。 因此，本研

究旨在探讨亚低温处理通过调控 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路

抑制炎症反应，对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元损伤的保护

机制，期望为脑缺血 ／再灌注损伤的治疗提供新的策略

和理论依据。

材料与方法

１． 材料：ＳＰＦ 级、新生 １ ～ ３ 天、体质量 １２ ～ １５ ｇ 的

ＳＤ 大鼠 １０ 只，均购自北京维通利华实验动物技术有

限公司［动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６⁃００１１］，本研

究经 应 用 伦 理 委 员 会 审 核 通 过 （ ２０２５⁃ｋ⁃０４２ ）。
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、Ｂ２７、ＧｌｕｔａＭＡＸ、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基

及 ＤＭＥＭ 培养基均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ｐ３８ＭＡＰＫ 激

活剂 Ｃ１６⁃ＰＡＦ（批号：ＨＹ⁃１０８６３５）购自美国 ＭＥＲＣＫ 公

司；四甲基偶氮唑盐比色 （ ＭＴＴ） 试剂盒 （ 批 号：
１１４６５００７００１）购自美国 ｓｉｇｍａ 公司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／
ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒（批号：Ｅ⁃ＣＫ⁃Ａ２１１）购自武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）
试剂盒（批号：Ｃ００１６）、超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒（货
号：Ｐ００１８Ｓ）、ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（批号：ＰＩ３２６）及肿瘤

坏死因子（ＴＮＦ）⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂盒（批号：ＰＴ５１２）均购

自上海碧云天生物科技有限公司；ｐ３８ ＭＡＰＫ 单克隆

抗体（批号：＃９２１２）及磷酸化 ｐ３８ ＭＡＰＫ（ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ）
单克隆抗体 （批号： ＃ ４５１１ ） 购自美国 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；缺氧室购于 Ｂｉｌｌｕｐｓ Ｒｏｔｈｅｎｂｅｒｇ 公司；
ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；
ｘＭａｒｋＴＭ微孔板吸光度分光光度计购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司。

２． 方法

（１）神经元培养：将新生大鼠断颈处死，消毒后迅

速取出大鼠脑组织，分离海马组织，置于含有 ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２ 培养基的离心管中，轻轻分散。 以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转

速离心 ５ ｍｉｎ 后将海马神经元以 １ × １０６个 ／皿的密度

接种于含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ ６ ｃｍ 培养皿

中，置于 ３７ ℃的培养箱中孵育 ２４ ｈ，将培养基完全更

换为含 ２％ Ｂ２７ 和 １％ ＧｌｕｔａＭＡＸ 的 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养

基。 神经元在 ３７ ℃ ９５％ Ｏ２、５％ ＣＯ２的湿润环境中培

养 １ 天，更换培养基，神经元再培养 ９ 天后使用。
（２）ＯＧＤ ／ Ｒ 模型构建及分组：将培养基替换为无

葡萄糖 ＤＭＥＭ 培养基，并置于 ３７ ℃ 含 ５％ ＣＯ２、
０． ０２％ Ｏ２和 ９４． ９８％ Ｎ２的缺氧室中。 ＯＧＤ １ ｈ 后，将
无葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基用原培养基置换，使神经元

恢复正常培养 ２４ ｈ。 实验神经元随机分为对照组、
ＯＧＤ ／ Ｒ 组、亚低温组、Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组。 对照组神经元置

于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 中，常氧培养箱中相同时

间。 ＯＧＤ ／ Ｒ 组神经元持续 ＯＧＤ 处理 ６ 小时，再复糖

复氧处理 ２４ ｈ。 亚低温组、Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组神经元均给予

ＯＧＤ 处理 ６ ｈ，于 ３２ ℃ 下复糖复氧处理 ２４ ｈ。 Ｃ１６⁃
ＰＡＦ 组在复糖复氧阶段，于 ３２ ℃培养环境中加入终浓

度为 １０ μＭ 的 Ｃ１６⁃ＰＡＦ （溶解于 ＤＭＳＯ，终浓度≤
０． １％ ，对照组加入等体积 ＤＭＳＯ），持续作用 ２４ ｈ。

（３）ＭＴＴ 法检测神经元活力：将神经元接种到 ９６
孔板中（每孔 １ ×１０４个）。 复氧 ２４ ｈ 后，每孔加入 ２０ μｌ
５ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＭＴＴ 溶液，将神经元在 ３７ ℃湿化的环境中

孵育 ４ ｈ，每孔加入 １５０ μｌ ＤＭＳＯ，振荡 １０ ｍｉｎ 溶解甲

瓒结晶，使用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度，每
组设置 ３ 个复孔，结果取平均值。

（４）流式细胞仪测定大鼠神经元凋亡情况：复氧
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２４ ｈ 后，收集各组神经元，用预冷的磷酸盐缓冲液洗涤

２ 次，加入 ５００ μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞后，依次加入

５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μｌ ＰＩ，避光室温孵育 １５ ｍｉｎ，
１ ｈ 内使用流式细胞仪检测，用 ＦｌｏｗＪｏ 软件分析早期

凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ ＋ ／ ＰＩ － ）和晚期凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ ＋ ／ ＰＩ ＋ ）
神经元比例，计算神经元凋亡率。

（５）乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放速率的测定：氧糖剥

夺复氧 ２４ ｈ 后，收集培养液，采用 ＬＤＨ 试剂盒测定

ＬＤＨ 活性。 取 ５０ μｌ 培养液检测神经元外 ＬＤＨ 活性；
在培养皿中加入 Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００ 裂解液，收集上清液，检测

神经元总 ＬＤＨ 活性。 ＬＤＨ 释放率（％ ） ＝ 神经元外

ＬＤＨ 活性 ／ ＬＤＨ 总活性 × １００％ 。
（６）ＥＬＩＳＡ 法检测各组神经元中 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水

平：取复氧 ２４ ｈ 上清液，４ ℃下以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心

１０ ｍｉｎ，取上清分装冻存。 试剂盒室温平衡后，制备标准

品梯度（ＩＬ⁃６：１ ０００、５００、２５０、１２５、６２． ５、３１． ２５ ｐｇ ／ ｍｌ；
ＴＮＦ⁃α：５００、２５０、１２５、６２． ５、３１． ２５、１５． ６２５ ｐｇ ／ ｍｌ）。 每

孔加 ５０ μｌ 标准品或样本（３ 复孔），３７ ℃孵育 ９０ ｍｉｎ，
洗涤 ５ 次后加酶标抗体工作液，３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ，再洗

涤后加 ＴＭＢ 显色液避光反应 １５ ｍｉｎ，加终止液后用酶

标仪测 ４５０ ｎｍ 吸光度（校正波长 ６３０ ｎｍ），根据标准

曲线计算 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的水平。
（７）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：复氧 ２４ ｈ 后，取各组神经元每孔

加 １００ μｌ 含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液，冰上裂解

３０ ｍｉｎ，４ ℃下以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 １５ ｍｉｎ，取上

清，ＢＣＡ 法测定蛋白相对表达水平。 制备 １２％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶，上样后 ８０ Ｖ 恒压电泳至浓缩胶，１２０ Ｖ 恒

压电泳至分离胶，采用湿转法（２５０ ｍＡ，９０ ｍｉｎ）将蛋白

转移至 ＰＶＤＦ 膜。 ＰＶＤＦ 膜用 ５％ 脱脂奶粉（ＴＢＳＴ 配

制）室温封闭 １ ｈ，加入一抗（ｐ３８ＭＡＰＫ 抗体，１∶ １ ０００；
ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ 抗体，１∶ １ ０００；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 １∶ ５ ０００），４ ℃
孵育过夜，加入 ＨＲＰ 标记二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ，１∶ ５ ０００）。
ＥＣＬ 化学发光试剂盒显色，ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ ＋ 成像系统

曝光，ＩｍａｇｅＪ 软件分析蛋白条带灰度值，以 ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ ／
ｐ３８ＭＡＰＫ 的比值表示通路激活水平。

３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ ２６． ０ 软件进行统计分

析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法

或 ＬＳＤ 法。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． 各组神经元活力、凋亡率及 ＬＤＨ 释放率比较：
ＯＧＤ ／ Ｒ 组神经元活力均显著低于对照组和亚低温组，
凋亡率及 ＬＤＨ 释放率均显著高于对照组和亚低温组；
Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组神经元活力显著低于亚低温组，凋亡率及

ＬＤＨ 释放率均显著高于亚低温组（Ｐ ＜０． ０５）。 见表 １。

表 １　 各组神经元活力、凋亡率及 ＬＤＨ 释放率比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 活力（％ ） 凋亡率（％ ） ＬＤＨ 释放率（％ ）

对照组 ９９． ９５ ± １． ３８ ５． ３９ ± １． １４ １４． ３３ ± ２． ０８
ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ４２． ６９ ± ４． ７１ａ ５７． ３２ ± ６． ９２ａ ６５． ７３ ± ７． ５２ａ

亚低温组 ７２． ８８ ± ６． ９７ｂ １４． ２５ ± ３． ６３ｂ ３０． ０５ ± ４． １７ｂ

Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组 ４７． ３６ ± ３． ９２ｃ ４８． ５７ ± ５． ３０ｃ ５９． ４４ ± ６． ６８ｃ

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与亚低

温组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

　 　 ２． 各组神经元炎症因子及 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路蛋

白表达水平比较： ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 及 ｐ⁃ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达水平均显著高于对照组和亚低

温 组， Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 及 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ｐ３８ＭＡＰＫ 表达水平均显著高于亚低温组（Ｐ ＜ ０． ０５）。
见表 ２。

表 ２　 各组神经元 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路蛋白

表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＩＬ⁃６（ｐｇ ／ ｍｌ） ＴＮＦ⁃α（ｐｇ ／ ｍｌ） ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ

对照组 ６３． ２９ ± ６． ９６ ３３． ４５ ± ４． ９１ １． ００ ± ０． １０
ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ２０５． ８４ ± ２４． ３５ａ ９２． ７７ ± １０． ３６ａ ３． ２５ ± ０． １３ａ

亚低温组 ９７． ３２ ± １０． ８４ｂ ４５． ６３ ± ５． ８２ｂ １． ３６ ± ０． １１ｂ

Ｃ１６⁃ＰＡＦ 组 １８５． ５９ ± １７． ３０ｃ ８０． ４２ ± ９． ４０ｃ ３． １７ ± ０． １４ｃ

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与亚低

温组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

讨　 　 论

本研究旨在探讨亚低温处理对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神

经元损伤的保护机制， 特别是其是否通过调控

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路来抑制炎症反应。 研究结果表明，
ＯＧＤ ／ Ｒ 组显示出明显的神经元活力降低和 ＬＤＨ 释放

率增加，这些结果与既往研究一致［９］，这表明 ＯＧＤ ／ Ｒ
模型成功模拟了脑缺血再灌注损伤导致的神经元功能

障碍。
亚低温治疗已被证实具有显著的神经保护作用，

且无明显不良反应，适用于多种脑损伤情况，包括心脏

外科体外循环术中的脑保护、心肺复苏后脑病、新生儿

缺氧缺血性脑病等［１０］。 亚低温通过降低脑代谢率、减
轻脑水肿、阻断神经细胞凋亡、抑制炎症反应，发挥神

经保护作用［１１］。 本研究进一步证实了亚低温处理组

与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比，神经元活力和 ＬＤＨ 释放率显著改

善，这些结果表明亚低温处理对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经

元损伤具有保护作用。
ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路激活通过 ｐ３８ 蛋白磷酸化，调控

基因转录并引发细胞生物学反应［１２⁃１３］。 本研究结果

发现 ＯＧＤ ／ Ｒ 组神经元凋亡率、炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
水平以及 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ 水平的显著升高，
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ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元损伤与炎症反应和 ｐ３８ ＭＡＰＫ
激活有关。 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＮＦ⁃κＢ 存在交互作用，共同

影响神经元损伤和凋亡［１４］。 此外，ｐ３８ＭＡＰＫ 激活与

炎症反应相关，而炎症反应又可促进神经元凋亡［１５］。
本研究结果发现亚低温处理组与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比，神
经元凋亡率、炎症因子水平和 ｐ３８ＭＡＰＫ 的磷酸化水

平显著降低。 这些结果均表明亚低温处理对 ＯＧＤ ／ Ｒ
诱导的神经元损伤的保护作用可能与抑制炎症反应和

ｐ３８ＭＡＰＫ 激活有关。
我们进一步通过使用 ｐ３８ＭＡＰＫ 特异性激活剂

Ｃ１６⁃ＰＡＦ 来探讨 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路在亚低温保护作

用中的作用。 既往研究表明，Ｃ１６⁃ＰＡＦ 能够激活 ｐ３８
ＭＡＰＫ 信号通路，导致神经元凋亡率的显著升高［１６］。
此外，Ｃ１６⁃ＰＡＦ 激活 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路后，炎症因子

如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１７ 的释放量增加，这表明激活 ｐ３８
ＭＡＰＫ 信号通路可能增强炎症反应［１７］，本研究结果与

之一致。 本研究结果显示，与亚低温处理组相比，联合

使用 Ｃ１６⁃ＰＡＦ 的组别中神经元活力降低，而神经元凋

亡率、炎症因子水平和 ｐ３８ＭＡＰＫ 的磷酸化水平升高。
这些结果表明，抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 是亚低温发挥神经保

护作用的关键机制之一。 此外，本研究还发现亚低温

处理能够提高 ＬＤＨ 释放率，这可能与亚低温对细胞膜

的保护作用有关［１８］。 然而，这种保护作用在联合使用

Ｃ１６⁃ＰＡＦ 后被逆转，提示 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路在维持

细胞膜完整性中可能也发挥着重要作用［１９］。
值得注意的是，亚低温的神经保护作用可能涉及

多信号通路协同调控。 除 ｐ３８ＭＡＰＫ 外，研究表明亚

低温可通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路抑制细胞凋亡［５］，或通

过抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路降低炎症因子释放［１４］。 此外，亚低

温可能通过调节核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（Ｎｒｆ２） ／血红素

加氧酶 １（ＨＯ⁃１）抗氧化通路减轻氧化应激［１８］。 本研

究中，亚低温处理可能通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路

显著改善 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元损伤，抑制炎症水平，
未来还需进一步探讨亚低温是否通过其他通路与

ｐ３８ＭＡＰＫ 通路的交互作用（如 ｐ３８ＭＡＰＫ 与 ＮＦ⁃κＢ 的

ｃｒｏｓｓｔａｌｋ）协同发挥保护作用，这将为联合靶向治疗提

供更全面的理论依据。
综上所述，本研究揭示了亚低温处理通过调控

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路抑制炎症反应，对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的

神经元损伤具有保护作用。 这些发现为脑缺血再灌注

损伤的治疗提供了新的策略和潜在的分子靶点。 未来

的研究可以进一步探索亚低温处理与其他神经保护策

略的联合应用，以及在临床实践中应用亚低温治疗的

最佳方案。
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