
基础研究

敲除腺苷Ａ２Ａ受体基因对慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型
小鼠前额叶皮质细胞凋亡及磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白的影响

任惠明１ 　 王小同２ 　 崔志慧３ 　 袁海４

１中国科学院大学宁波华美医院康复医学科ꎬ宁波　 ３１５０１０ꎻ ２温州医科大学附属第二医院脑科

康复中心ꎬ温州　 ３２５０２７ꎻ ３宁波卫生职业技术学院ꎬ宁波　 ３１５０１０ꎻ ４合肥市第二人民医院康

复医学科ꎬ合肥　 ２３００１１
通信作者:崔志慧ꎬＥｍａｉｌ:ｈｕｉｇｏｏｄｌｕｃｋｙ＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 【摘要】 　 目的　 观察敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因对慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型小鼠前额叶皮质细胞凋亡以及磷

酸化 ｐ３８ 丝裂原活性蛋白激酶(ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ)蛋白表达的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 １６ 只腺苷 Ａ２Ａ

受体野生型(＋ / ＋)小鼠和 １６ 只腺苷 Ａ２Ａ受体基因敲除型( － / －)小鼠各分为 ２ 个亚组ꎬ分别是对照￣野生基

因组、４ 周低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ ￣野生基因组(简称模型￣野生基因组)、对照￣基因敲除组、４ 周低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ ￣基因敲除

组(简称模型￣基因敲除组)ꎬ每组各 ８ 只小鼠ꎮ 将模型￣野生基因组、模型￣基因敲除组小鼠置于常压低 Ｏ２

高 ＣＯ２ 动物舱内ꎬ舱内 Ｏ２ 浓度维持在 ９％ ~１１％水平ꎬＣＯ２ 浓度维持在 ５.５％ ~ ６.５％水平ꎬ每天干预 ８ ｈꎬ每
周干预 ６ ｄꎬ持续干预 ４ 周ꎮ 于 ４ 周制模结束后采用原位末端标记法(ＴＵＮＥＬ)检测各组小鼠前额叶皮质细

胞凋亡情况ꎬ采用蛋白免疫印迹法检测各组小鼠前额叶皮质磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达水平ꎮ 结果 　 两模

型亚组前额叶皮质凋亡细胞数量均较相应的对照亚组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬ并且模型￣野生基因组皮质凋亡

情况较模型￣基因敲除组更显著(Ｐ<０.０５)ꎻ两模型亚组前额叶皮质 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达均较相应的对照

亚组明显上调(Ｐ<０.０５)ꎬ并且模型￣野生基因组 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达上调幅度较模型￣基因敲除组更显著

(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因能抑制慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型小鼠前额叶皮质 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号转

导通路活化ꎬ减少前额叶皮质神经细胞凋亡ꎬ为改善慢性阻塞性肺疾病(ＣＯＰＤ)患者认知功能提供更多实
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　 　 咖啡因、茶碱等腺苷 Ａ２Ａ受体非选择性拮抗剂已
被临床作为辅助性治疗药物应用ꎬ但拮抗腺苷 Ａ２Ａ受

体对神经组织的保护作用机制并未明确[１]ꎮ 近期研

究发现ꎬ拮抗腺苷 Ａ２Ａ受体对神经组织的保护作用主
要与抑制兴奋性氨基酸释放、减轻炎症反应及抑制活
性氧产生有关[２]ꎮ 有学者发现拮抗腺苷 Ａ２Ａ受体对慢
性神经退行性疾病(以细胞凋亡为特点)具有神经保
护作用[３]ꎬ故推测腺苷 Ａ２Ａ受体可能在调控各种损伤
引起的神经元凋亡方面具有重要作用ꎮ

慢性阻塞性肺疾病( ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＯＰＤ)患者普遍存在认知功能受损ꎬ但目前并
未引起临床足够重视[４]ꎮ 慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 作为一种
常见的病理生理过程ꎬ在 ＣＯＰＤ 患者中普遍存在ꎮ 慢
性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 动物模型可模拟 ＣＯＰＤ 病理生理过
程ꎬ并且还可进一步研究其导致的认知功能损害ꎮ 本
课题组前期研究发现ꎬ慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型大鼠存

在空间学习记忆障碍[５]ꎻ慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型小鼠
前额叶皮质有大量神经细胞凋亡ꎬ其磷酸化 ｐ３８ 丝裂
原活性蛋白激酶 ( ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ)表达明显增强[６]ꎮ

ＭＡＰＫ 信号转导通路与腺苷受体间关系密切[７]ꎮ
有学者针对成年大鼠大脑中动脉缺血再灌注模型研究
后发现ꎬ选择性 Ａ２Ａ受体拮抗剂可抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 磷酸
化ꎬ从而抑制炎性细胞因子释放ꎬ促进抗炎因子表达ꎬ
进而减轻脑损伤ꎬ发挥中枢神经保护作用[８]ꎮ 本实验

通过制作慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 小鼠模型ꎬ并观察敲除腺
苷 Ａ２Ａ受体基因对该模型小鼠前额叶皮质细胞凋亡以
及 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达的影响ꎬ为 ＣＯＰＤ 患者认知功
能康复提供实验依据ꎮ

材料与方法

一、实验材料
本研究主要仪器包括常压低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 清洁级动

物饲养舱(温州医科大学肺心病研究室制)、低温高速
离心机(德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司)、显微镜(日本奥林巴斯公
司)、酶标仪(美国 ＡＢＩ 公司)、胶图像分析系统(上海
复日科技有限公司)、扫描仪(上海中晶科技有限公
司)、可见光 /紫外凝胶扫描分析系统(美国 ＵＶＰ 公
司)等ꎮ 本研究主要试剂包括原位末端标记(ＴＵＮＥＬ)
试剂盒(江苏碧云天生物技术研究所)、蛋白酶 Ｋ(德
国 Ｍｅｒｃｋ 公司)、抗荧光淬灭封片液(江苏碧云天生物
技术研究所)、兔抗鼠 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ、辣根过氧化物酶
(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记的羊抗兔二抗、β￣
ｔｕｂｌｉｎ 抗体、预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙ 公司)等ꎮ

温州医科大学实验动物中心从美国波士顿大学实

验动物中心引进腺苷 Ａ２Ａ受体基因敲除杂合子( ＋ / －)
小鼠ꎬ并在清洁级条件下对其进行繁殖ꎬ根据基因型鉴

定结果筛选实验所需的腺苷 Ａ２Ａ受体基因敲除型和野

生型小鼠ꎮ 本研究选取雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ３２ 只ꎬ包
括腺苷 Ａ２Ａ受体基因野生型( ＋ / ＋)１６ 只和腺苷 Ａ２Ａ受
体基因敲除型(－ / －)１６ 只ꎬ小鼠 ９~１０ 月龄ꎬ体重 ２６~
２８ ｇꎮ

二、分组及干预

采用随机数字表法分别将 １６ 只腺苷 Ａ２Ａ受体基

因野生型(＋ / ＋)小鼠和 １６ 只腺苷 Ａ２Ａ受体基因敲除型
(－ / －)小鼠各分为 ２ 个亚组ꎬ包括对照￣野生基因组、４
周低 Ｏ２ 高 ＣＯ２￣野生基因组(简称模型￣野生基因组)、
对照￣基因敲除组、４ 周低 Ｏ２ 高 ＣＯ２￣基因敲除组(简称

模型￣基因敲除组)ꎬ每组各 ８ 只小鼠ꎮ
将模型￣野生基因组、模型￣基因敲除组小鼠置于

常压低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 动物饲养舱内ꎬ调节舱内 Ｏ２ 浓度

使其维持在 ９％ ~１１％水平ꎬＣＯ２ 浓度维持在 ５.５％ ~
６.５％水平ꎬ每天进舱 ８ ｈꎬ每周干预 ６ ｄꎬ持续干预 ４
周ꎮ 上述模型组小鼠在其余时间均与两对照组(包
括对照￣野生基因组、对照￣基因敲除组)在同一室内
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环 境 下 饲 养ꎬ 室 温 １５ ~ ２０ ℃ꎬ 相 对 湿 度 ５０％ ~
７０％ [９] ꎮ

三、取材及切片制作
各组小鼠于 ４ 周制模结束后腹腔注射戊巴比妥钠

麻醉并仰卧位固定ꎬ经生理盐水心脏灌注后取出心脏ꎬ
用止血钳夹住主动脉弓ꎬ经左颈总动脉插管处灌注生
理盐水ꎬ迅速将小鼠断头并剥离颅骨取出全脑置于冰
盘上ꎬ沿矢状裂将脑组织切分为左、右两部分ꎬ快速分
离出前额叶皮质ꎮ 将左侧前额叶皮质置于液氮中迅速
冷冻ꎬ再转移至－８０ ℃冰箱内冻存ꎬ用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测ꎮ 将右侧前额叶皮质置入 ４％多聚甲醛中固定
４ ｈꎬ依次行梯度酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋、
５ μｍ厚连续切片ꎬ用于细胞凋亡原位末端标记法( ｔｅｒ￣
ｍｉｎａｌ￣ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａ￣
ｂｅｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)检测ꎮ

四、前额叶皮质细胞凋亡检测
将各组小鼠脑组织切片依次置入二甲苯中脱蜡

５~１０ ｍｉｎ×２ 次ꎬ无水乙醇中 ５ ｍｉｎꎬ９０％乙醇中 ２ ｍｉｎꎬ
７０％乙醇中 ２ ｍｉｎꎬ蒸馏水中 ２ ｍｉｎꎬ再滴加 ２０ μｇ / ｍｌ
不含 ＤＮａｓｅ 的蛋白酶 Ｋ(３７ ℃)作用 ３０ ｍｉｎꎮ 在样品
上滴加 ５０ μｌ ＴＵＮＥＬ 检测液ꎬ３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎꎬ
用抗荧光淬灭封片液封片后置于荧光显微镜下观察ꎬ
有荧光细胞为凋亡细胞ꎮ 每张切片随机取 ５ 个视野ꎬ
记录凋亡细胞数量并计算凋亡指数( ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｉｎｄｅｘꎬ
ＡＩ)ꎮ

五、蛋白免疫印迹法检测前额叶皮质 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白含量

取各组小鼠前额叶皮质组织 ５０ ｍｇꎬ加入裂解液
５００ μｌ 制成匀浆液ꎬ测定蛋白浓度ꎮ 预先将 ＰＶＤＦ 膜
置于甲醇中浸泡 １５ ｓꎬ然后用 ｄｄＨ２Ｏ 漂洗数秒后浸泡
于转移缓冲液中ꎮ 在水中撬胶ꎬ修胶后将胶浸泡于转
移缓冲液中平衡 １５ ｍｉｎꎮ 按黑面(负极)➝海绵➝滤
纸➝胶➝ＰＶＤＦ 膜➝滤纸➝海绵➝红面(正极)的顺序
制备转膜“三明治”ꎮ 将电转仪置于冰水中ꎬ３８０ ｍＡ
恒流转膜 ４０ ｍｉｎꎬ孵育小盒中加入 ５％ＢＳＡ 稀释的兔
抗鼠磷酸化 Ｐ３８ＭＡＰＫ 单克隆抗体(１ ∶ ５００)及内参
β￣ｔｕｂｌｉｎ(１ ∶ ２０００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 约 ２４ ｈ 后采用三
羟甲基氨基甲烷盐缓冲液 ( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ
ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬＴＢＳＴ)洗膜 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加 ＨＲＰ 标记的羊抗
兔二抗(１ ∶ １０００)ꎬ室温下孵育 ２ ｈꎮ 经 ＴＢＳＴ 洗膜后
用保鲜膜包好 ＰＶＤＦ 膜ꎬ在暗室中用 Ｘ 胶片感光ꎬ显
影 ９０ ｓꎬ定影 ３ ｍｉｎꎮ 本研究采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 凝胶软
件系统分析 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 和内参 β￣ｔｕｂｌｉｎ 光密度值ꎬ以
目的蛋白 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 条带光密度与内参 β￣ｔｕｂｌｉｎ 条
带光密度比值表示 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 光密度值ꎬ重复检测 ３
次取平均值ꎮ

六、统计学分析
本研究采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 版统计学软件包进行数据

分析ꎬ正态计量数据以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ多组正态分布资料
比较采用单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉ￣
ａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两比较采用最小显著差异法
(ｌｅａｓｔ￣ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)ꎬＰ<０.０５表示差异具
有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组小鼠前额叶皮质凋亡情况比较
对照￣野生基因组与对照￣基因敲除组小鼠前额叶

皮质凋亡情况组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ两模
型亚组前额叶皮质凋亡细胞数量均较相应的对照亚组
明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬ并且模型￣野生基因组皮质凋亡
情况较模型￣基因敲除组更显著(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况
见表 １ 及图 １－４ꎮ

表 １　 各组小鼠前额叶皮质细胞凋亡指数及 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白

表达比较

组别　 　 只数 前额叶皮质 ＡＩ 磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白表达

对照￣基因敲除组 ８ １.３１±０.２５ ０.３２±０.０１６
对照￣野生基因组 ８ １.２８±０.３０ ０.２９±０.０２０
模型￣基因敲除组 ８ ７.７１±１.１６ａ ０.５６±０.０２２ａ

模型￣野生基因组 ８ １０.５６±１.６５ｂｃ ０.８１±０.０２６ｂｃ

　 　 注:与对照￣基因敲除组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与对照￣野生基因组比较ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与模型￣基因敲除组比较ꎬｃＰ<０.０５

　 　 图 １ 　 对照￣基因敲除组小鼠前额叶皮质凋亡细胞观察

(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×４００)

　 　 图 ２ 　 对照￣野生基因组小鼠前额叶皮质凋亡细胞观察

(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×４００)
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　 　 图 ３ 　 模型￣基因敲除组小鼠前额叶皮质凋亡细胞观察

(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×４００)

　 　 图 ４ 　 模型￣野生基因组小鼠前额叶皮质凋亡细胞观察

(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×４００)

二、各组小鼠前额叶皮质 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达
比较

对照￣野生基因组与对照￣基因敲除组小鼠前额叶
皮质 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达组间差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎬ两模型亚组前额叶皮质 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白
表达均较相应的对照亚组明显上调(Ｐ<０.０５)ꎬ并且模
型￣野生基因组 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达上调幅度较模
型￣基因敲除组更显著(Ｐ< ０.０５)ꎬ具体情况见表 １、
图 ５ꎮ

图 ５　 各组小鼠前额叶皮质 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 表达量比较

讨　 　 论

腺苷普遍存在于神经系统、消化系统、呼吸系统、
心血管系统等全身多种组织器官内ꎬ通过不同的受体

发挥相应生物学效应ꎮ 目前已确定的腺苷受体亚型包

括 Ａ１、Ａ２Ａ、Ａ２Ｂ和 Ａ３ 共 ４ 种ꎬ其中 Ａ１ 及 Ａ２Ａ为高表达

受体ꎬ在正常状态下低浓度水平腺苷就可产生生理作

用ꎬ而 Ａ２Ｂ和 Ａ３ 表达量较低ꎬ仅在腺苷大量增加病理

状态下活化ꎬ进而产生一系列病理生理效应[１０]ꎮ 腺苷
作为一种重要的神经递质ꎬ在神经系统中广泛分布ꎮ
当中枢神经系统发生损伤时ꎬ细胞外腺苷浓度会大幅
升高ꎬ腺苷受体活性明显增强ꎬ腺苷 Ａ１ 受体过度激活
后会出现脱敏ꎬ因此腺苷 Ａ２Ａ受体在脑损伤过程中发

挥主要作用[１１]ꎮ 由于腺苷 Ａ２Ａ受体在中枢神经系统损
伤中的作用机制非常复杂ꎬ在不同类型组织细胞、不同
损伤程度以及不同损伤阶段可能会产生保护或损伤两
种截然不同的效应[１２]ꎮ 本课题组前期研究发现敲除
腺苷 Ａ２Ａ受体基因能减少肿瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ￣
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)产生ꎬ抑制慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模

型小 鼠 前 额 叶 皮 质 炎 症 反 应[１３]ꎮ Ｐａｕｌａ 和 Ｃａｒｌａ
等[１４￣１５]发现腺苷 Ａ２Ａ受体拮抗剂可抑制 β 淀粉样蛋白

以及星状孢子素引起的神经元凋亡ꎮ Ｌｉ 等[１６] 研究发
现敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因可减少急性脑外伤后期受损
部位神经元凋亡ꎮ 本实验结果显示ꎬ慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２

模型小鼠其前额叶皮质凋亡指数较相应的对照组均明
显升高ꎬ而敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因可降低该模型小鼠
前额叶皮质凋亡指数ꎬ提示敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因可
抑制慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型小鼠前额叶皮质细胞凋
亡ꎮ

ＭＡＰＫ 是哺乳动物细胞内普遍存在的一种丝 /苏
氨酸蛋白激酶ꎬ在细胞外信号传导至细胞内过程中发
挥重要作用ꎮ 迄今为止实验室鉴定出的 ＭＡＰＫ 成员
包括细胞外信号调节激酶、ｃ￣Ｊｕｎ Ｎ 端激酶、应激活化
蛋白激酶及 ｐ３８ 等[１７]ꎮ 有研究发现ꎬ脑缺血缺氧模型
大鼠其丝裂原活性蛋白激酶 ｃ￣Ｊｕｎ Ｎ 端激酶、应激活
化蛋白激酶、ｐ３８ 通路均有激活[１８]ꎬ如选择性抑制上
述任意一条通路都能发挥一定程度的神经保护作
用[１９]ꎮ Ｐ３８ＭＡＰＫ 属于应激性蛋白激酶ꎬ与应激条件
下细胞凋亡密切相关ꎮ 当发生缺血、缺氧等中枢神经
系统损伤时ꎬ腺苷 Ａ２Ａ受体可通过 ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ激
活 ｐ３８ꎬ从而释放自由基、细胞因子及前列腺素等炎性
因子ꎬ最终导致神经元或脑胶质细胞凋亡[２０]ꎬ而特异
性 Ａ２Ａ受体拮抗剂 ＳＣＨ ５８２６１ 可通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ
通路发挥神经保护作用[８ꎬ１４]ꎮ 本实验中慢性低 Ｏ２ 高
ＣＯ２ 模型小鼠前额叶皮质中 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达较
对照组明显增强ꎻ并且与模型￣基因敲除组比较ꎬ模型￣
野生基因组 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达增加幅度更显著ꎬ提
示敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因可抑制慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模
型小鼠前额叶皮质细胞 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达ꎮ

综上所述ꎬ本研究发现敲除腺苷 Ａ２Ａ受体基因能
抑制慢性低 Ｏ２ 高 ＣＯ２ 模型小鼠前额叶皮质 ｐ３８ＭＡＰＫ
信号转导通路活化ꎬ减少前额叶皮质神经细胞凋亡ꎬ为
改善 ＣＯＰＤ 患者认知功能提供更多实验依据ꎮ

２９４ 中华物理医学与康复杂志 ２０２１ 年 ６ 月第 ４３ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊｕｎｅ ２０２１ꎬ Ｖｏｌ. ４３ꎬ Ｎｏ.６
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