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摘要 采用大鼠嗜铬细胞瘤克隆株 P C 12 细 胞研究了高渗 ( 45 0 m o s m )诱导对 P C 12 细胞缺氧耐受

的影响及其相关机制
.

在诱导培养 3 d 后
,

P C 1 2 细胞 的醛糖还原酶基 因表达水平显著升高
.

急性

缺氧 2 4 h 后其乳酸脱氢酶 ( L D H )漏出率为 ( 2 0
.

4 士 6
.

0 ) %
,

与正常对 照组 ( 1 7
.

5 士 7
.

0 ) % 接近
,

而

未诱导细胞 的 LD H 漏出率为 ( 4 9
.

6 土 13
.

8) %
.

经过诱 导的 P C 1 2 细胞其细胞体积 的变化幅度相对

较小
,

急性缺氧 2 4 h 后
,

细胞体积增加为正常对照的 3
.

6 倍
.

而未诱导细 胞 的体积增大至 正常对

照的 6
.

6 倍
.

加入 0
.

s m m ol / L 的奎尼丁阻断醛糖还原酶
一

山梨醇系统对效应分子山梨醇的释放后
,

急性缺氧 2 4 h 其乳酸脱氢酶 ( L D H )漏出率达 ( 8 3 士 2) %
.

以上结果提示高渗诱导后 P C 12 细 胞缺氧

耐受能力提高
,

其保护作用可能与细胞体积调节机制有关
.

推测醛糖还原酶
一

山梨醇系统可能通过

维持细胞体积的稳定
,

保护细胞结构 的完整从 而阻断 了进一步细胞死亡发生的启动
.

关键词 P C u 细胞 缺氧耐受 体积调节 醛糖还原酶

细胞的死亡 主要有坏死
、

凋亡等形式
.

从 20

世纪 70 年代起 K er r
等开始研究细胞凋亡 以来

,

大

量的工作集中在对细胞 凋亡的形 态学
、

生理
、

生

化
、

细胞信号传导等方面的深入研究
,

产生了广泛

的科学意义
.

而 目前关于细胞坏死发生机制的认识

却明显落后于对凋亡的理解川
.

在急性缺氧损伤引

起的神经细胞死亡中
,

几乎全部为细胞坏死方式
,

并且缺氧适应似乎可以改变细胞坏死与凋亡发生的

转归 [ 2 ]
.

uG ilb
n S
等〔3〕认为细胞坏死与凋亡这两种不同的

病理表现可能是损伤因素或细胞自身对细胞体积稳

态的不同调节所造成
.

因为高渗体条件下的细胞皱

缩对肿瘤细胞的凋亡有显著的抑制作用
,

提示在干

涉了应激反应早期的细胞体积变化后
,

可能会通过

影响 P 38 激酶
、

JN K 等通路阻抑细胞凋亡的发生
.

本研究采用国内外广泛使用的大鼠嗜铬细胞瘤

( P h a e o e h r o m o e y t o m a )克隆株 P e i Z 细胞 [4 ]建立急性

缺氧性细胞坏死模型
,

研究 了高渗条件对 P C 12 细

胞缺氧耐受的影响及其相关机制
.

1 材料与方法

1
.

1 细胞培养及缺氧模型

P C 1 2 细胞采用 R P M I 1 6 4 0 培养基 ( H y e lo n e )培

养
,

在 3 7
O

C 培养 4 8 h 后换半液
,

每 3 天传代一次
.

在急性缺氧实验 ( A H )的前 1 天换为 D M E M 低糖培

养基 (含葡萄糖 1 9 / )L
,

在 5 % Cq
,

95 % N Z
条件下

缺氧培养 24 h
.

用 Z m ol / L 的 N a CI 溶液调节培养基

渗透压
,

并用渗透压计 ( N I K K x s o O队
一

2 1
,

J
a p a n )

标定
,

使高渗培养 P C 12 细胞使用的 D M E M 低糖培

养基渗透 压为 4 5 0 m o s m
.

使用 P l / H o e e h s t 3 3 2 5 8

( iS g m a )复染后分别在可见光
、

360
n m 激发光下观

察细胞坏死
、

凋亡 的情况
.

按常规电镜方法观察急

性缺氧后细胞形态学变化
.

1
.

2 乳酸脱氢酶 ( L D H )漏出率的测定

采用乳 酸脱氢酶 活性 测定试剂 盒 ( 中生公 司
,

北京 )测定丙酮酸在 3 4 0 n m 处的吸光值
,

求出样 品
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L DH 活力
.

实验分别测定培养基上清及下 层 PC2 1

细胞的 L DH 活力
,

计算漏 出到培养基的 LD H 占总

的 L D H 活力的比值
.

1
.

3 细胞体积测定

在培养基中用细 口 巴 氏管轻柔吹打
,

使之分散

成接近单个 球状
,

然 后铺于 25 m L 玻璃培养瓶 培

养
,

连续通以 5 % c q
,

95 % N :
气体

,

固定所选择

的视野后
,

采用显微 图像采集 /分析系统 (北京航空

航天大学
,

北京 )在 4 00 倍下采集所测 目标细胞的

直径大小变化
,

转 换为 细胞体积值以及相 对体积

值 [ 5 ]
.

平通常很低
,

高渗 ( 4 5 0 m o s m )诱导 3 d 后
,

P C 1 2 细

胞 A R 表达得到显著上调 (图 1 )
.

对诱导 的 P C 12 细

胞进一步 急性缺氧培养 24 h 后 L D H 的漏 出率为

(2 0
.

4 士 6
.

0 ) %
,

未诱导 细胞 的 L D H 漏 出率 为

( 4 9
.

6 士 1 3
.

8 ) % (正常对照组为 ( 1 9
.

8 士 4
.

2 ) % )
.

与

正常对照相比
,

急性缺氧处理的 P c1 2 细胞 L D H 漏

出率显著增高 (尸 < 0
.

05 )
.

与急性缺氧处理 的 P 1C 2

细胞相比
,

高渗诱导后 的 P C 12 细胞在急性缺氧处

理后 L D H 漏出率显著降低 (尸 < 0
.

0 5 )
,

并与正常对

照几乎没有差别
.

说明高渗诱导后 P 1C 2 细胞 的缺

氧耐受能力有显著的提高
,

而未被诱导的细胞损伤

相对较重
.

1
·

4 R T
·

P C R 分析

用液氮冻融 P C 12 细胞 1 0 m i n ,

12 0 0 0 : / m i n
离

心 10 m in 得上清
,

用 T ir oz l 法抽提细胞质 R N A
,

常

规方法反转录单链
C D N A 模板

,

用 G A I〕 D H 引物 (博

亚公司
,

上海 )与 A R 引物 (上游
:

5
’

T G G A T C
-

C A C T C T T G C G G G T C G T T G T ; 下游
:

5
’

T G A A T T
-

C G C T T C A G A C T T C T G C G T G )同时作单管反应
,

在

9 5
O

C 变性 1 m i n ,

5 0
’

C 退火 1 m i n 、

7 2
O

C 延伸 2 m i n ,

扩增 3 0 个循环
.

1 % 琼脂糖电泳分离鉴定 扩增产

物
.

G A P D H

图 1

2 结果和讨论

急性缺氧损伤引起 的神经细胞死亡中
,

儿乎全

部为细胞坏死
.

我们在 P C 12 细胞上获得 的结果也

一样
.

图版 I 显示 了急性缺氧下 P C 12 细胞的形态

学变化
、

可见在正常培养的 P C 12 细胞中也有一定

数量 的 凋 亡 细 胞 或 坏 死 细 胞
.

加 入 PI / H oe ch st

3 3 2 5 8 复染正常培养的 P C 12 细胞 1 im
n 后在可见光

与 3 60 ~ 激发光 下观察
,

可以同时观察到活细胞

(无荧光 )
,

坏 死细胞 ( PI 阳性
,

红色 )
,

凋亡细胞

( H o e e h s t 3 3 2 5 8 阳性
,

蓝色 )图版 I ( a )
.

急性缺氧

24 h 后的 P C 12 细胞主要为 lP 阳性的红色坏死细胞

图版 I ( 。 )
.

鉴于 P C 12 细胞醛糖还原酶 ( A R )及其产物山梨

醇 ( so br it ol ) 等组成的 A R
一

so br iot l 系统是 细胞体积

调节的重要功能分子 6[]
,

A R 表达 的增加可能会通

过增强细胞的体积稳态来发挥细胞保护作用
,

并进

一步在上游阻断细胞死亡通路的启动
,

以及胞外高

渗信号可通过渗透压反应元件结合蛋白参与的通路

来调控 A R 转录 [ 7
,

“ 〕
,

我们观察了高渗条件下 P c 12

细胞 A R 的表达
.

结果表明 P C 12 细胞的 AR 表达水

高渗培养对

分子量标志
;

P C 1 2 细胞 A R 表达的诱导

高渗诱导

正常培养 P C 12 细胞
;

3 d 的 P C i Z 细胞

在 高 渗 诱 导 的 P C 12 细 胞 培 养 基 中 加 入

0
.

s m m d / L的奎尼 丁再急性缺氧 24 h 后细胞 L D H

漏 出率为 ( 83 士 2) %
,

镜下见细胞几乎全部死亡
.

未

加入奎尼丁的诱导细胞生长 良好
,

同样高渗诱导神

经生长因子 ( N G )F 分化后 的 P C 12 神经元
,

再急性

缺氧 24 h 也生长 良好
,

加入奎尼丁后缺氧 24 h 细胞

全部死亡
.

说明使用奎尼丁特异性阻断细胞膜上的
s o r b i t o l通透酶 ( s o r b i t o l p e r m e a s e ) [ 9 ]

,

抑制细胞的 --lII

梨醇释放过程 后大大增 加了 细胞对缺 氧的敏感 程

度
,

提示其释放障碍可能会对细胞造成很大的损伤
,

阻断胞内山梨醇的释放后即阻断了 A R
一 Sor ib ot l 系统

的胞内外循环
,

同时也阻断 了其细胞保护作用
.

证

明高渗诱导后的细胞保护作用与 A R 相关的细胞体

积调节机制可能有关
,

并且该系统的保护机制在缺

氧的细胞 防御机制中具有非常重要的作用
.

进一步观察急性缺氧后 P 1C 2 细胞的细胞体积变

化可见
,

在急性缺氧 24 h 后
,

P C 12 细胞的体积增大

至正常对照的 6
.

6 倍 (图 2)
,

而经过高渗诱导的 P 1C 2
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细胞的体积变化幅度相对较小
,

细胞体积增加小于对

照的 3
.

6 倍
.

证 明在高渗诱导上调 A R 转录水平后
,

CP 12 细胞确实显著增强了其细胞体积稳定能力
,

并

赋予 CP 12 细胞强大的缺氧耐受能力

州 , 一
.

A H 一今- AR 诱导 一心一 对照

释放大量的山梨醇出胞
,

同时带出水分子并平衡细

胞内外渗透压的差别
,

维持胞 内外渗透压稳定以及

细胞
、

细胞器体积的稳定 〔̀ “」
,

这可能对于防止细胞

的坏死与凋亡发生的启动具有重要的意义
.

采用高渗诱导
、

上调 B cl 一 2 水平等措施既可以

防止细胞的坏死又可以阻止细胞凋亡的发生
.

这提

示在缺氧性细胞死亡发生以及多种应激性损伤之前

可能存在与细胞体积调节或体积稳态维持有关的共

同通路
.

这种可能性是否存在以及有关详细的机制

尚待进一步的工作来阐明
.

00八U00nUCU八U内了
ù
bl、J4
, ,ù,̀1.
0

贫恻耸彩年

0 4 8 16

缺氧时间 h/
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图 2 急性缺氧后 P C 12 细胞体积变化曲线

对照
,

正常培养的 P C 12 细胞
; A H

:

急性缺氧培养的 P C 12 细胞
;

了U又
:

诱导高渗诱导 3 d后再急性缺氧培养的 CP 12 细胞

过去的离体与在体实验结果均表明
,

在急重缺

氧损伤引起的细胞损伤
、

死亡中
,

几乎全部为细胞

坏死
,

复氧 24 h 后细胞凋亡开始发生〔`
,

”̀ 〕
.

在细胞

缺氧时线粒体膜 电位的变化对缺氧刺激比较敏感
,

接着发生线粒体及其他细胞器的肿胀或结构破坏
,

然后是整个细胞的体积增大
.

不 同种类的细胞体积

增大的时相以及增大的程度不同
,

细胞体积一定程

度的变化又进一步通过未知的复杂机制分别启动细

胞的反应性体积缩减反应 ( RV D )或反应性体积增加

反应 ( R v l)
.

当细胞的体积偏离稳态一定范围后
,

可

发展为不可逆的细胞坏死或凋亡
.

通常凋亡发生细

胞表现为细胞皱 缩
、

体积减小
,

通常 在复氧后的

24 h及数天后发生 I“ 〕 ; 过度的细胞肿胀使正常细胞

膜电位无法维持
,

胞外水分子 又大量进入
,

当细胞

膜内外静水压差超过 Z k P a
体积进一步增大后发生

膜的破坏
,

最终启动细胞坏死川
.

推测 A R
一

so br i ot l

系统可能通过细胞膜上的通透酶适时释放山梨醇
,

同时带走大量水分子
,

这对于包括线粒体在 内的细

胞器的结构稳定与完整都应该有直接的保护作用
,

A R 是多种细胞执行体积调节 的重要分子
,

在

胞浆合成山梨醇后通过囊泡的包装将其贮存在质膜

内
,

在合适的时候通过细胞膜上山梨醇通透酶迅速
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: Pc 12细胞对急怀缺氧耐受的休积调节 图版 ]

急性缺氧下 P C 1 2细胞的形态学特征

川 正常培养的 上( 12细胞加入 10川讯月 lP / ()] 协 m ol 工l oe c h 以 33 2 58复染后 们可 见光与 36 011 111 激发光 「

观察 ; ( b ) 「武a)I 司视野细胞加入 llj 川 t间 [,1 1/ O厂 m o l Ho e
cll st 3 32 5吕复染后在 3阴 11T 丁、激发 光 11 内关光

图像 ; (口 急性缺氧 241们而的 )J cl Z细胞 加入 川 111 川月 1P l/ O川 1 101 1 10e 山双 3 3 2哭复染后在 36 l(j] 11] 激

发光 卜的 荧光 l1t 像 (`功 J曰节培 养的 P C 12细 胞电 r 显微镜照 片 ( () 急日缺牡 2引 1后的 p C 2] 细

饱 }匕子显 微镜照片


