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　 　 【摘要】 　 目的　 观察不同浓度视黄酸(ＲＡ)对缺氧缺血性脑损伤(ＨＩＢＤ)后神经修复及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号

通路的影响ꎮ 方法　 将原代培养的海马神经干细胞分为对照组、模型组、(０.５、１、５、１０、５０ μｍｏｌ / Ｌ)ＲＡ 组及

ＲＡ(５ μｍｏｌ / Ｌ)＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组ꎬ在培养第 ５ 天时各 ＲＡ 组及 ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组分别给予相应浓度的 ＲＡ 干

预ꎬ在培养第 ６ 天时模型组、各 ＲＡ 组及 ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组均进行细胞氧糖剥夺(ＯＧＤ)处理ꎬＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制

剂组于 ＯＧＤ 处理前 ２ ｈ 给予 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 干预ꎮ 在 ＯＧＤ 损伤后 １２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈ 时分别采用

ＣＣＫ￣８ 法检测各组细胞存活率ꎬ于 ＯＧＤ 损伤后 ２４ ｈ 时采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞 ＲＡＲα、
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 结果　 在 ＯＧＤ 损伤后 ２４ ｈ、４８ ｈ 时 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组

的吸光度值(ＯＤ)均显著高于模型组水平(Ｐ<０.０５)ꎬ故本研究认为 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 对神经损伤的修复作用较显

著ꎮ 在 ＯＧＤ 损伤后 ２４ ｈ 时模型组细胞存活率显著低于 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组ꎬＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组细胞存活率亦显

著低于 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 进一步分析发现ꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达水平均较模型组显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平亦显著高于模型组

(Ｐ<０.０５)ꎻＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平均较 ５ μｍｏｌ / Ｌ
ＲＡ 组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 适宜浓度的 ＲＡ 干预可通过上调 ＲＡＲα 表达ꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路及下

游 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 信号分子ꎬ从而有效促进 ＯＧＤ 损伤后海马神经干细胞的增殖及修复进程ꎮ
【关键词】 　 视黄酸ꎻ　 缺氧缺血性脑损伤ꎻ　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ (ＲＡ) ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｎｅｒｖｅ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉｃ￣ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ (ＨＩＢＤ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ
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ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ＲＡ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｔｈｏｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ５ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ａｌｌ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ (ＯＧＤ) ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｄａｙ. Ｔｈｅ ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＬＹ２９４００２ ２ｈ ｂｅ￣
ｆｏｒｅ ｔｈｅ ＯＧＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＣＫ８ ｍｅｔｈｏｄ ａｔ １２ꎬ ２４ ａｎｄ ４８ ｈｏｕｒｓ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ＯＧＤ. Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ ｈｏｕｒｓ ｌａｔｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＡＲαꎬ ＰＩ３Ｋꎬ Ａｋｔꎬ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ５μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２４ ａｎｄ ４８ｈ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＯＧＤꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｐａｉｒ. Ａｌｓｏꎬ ２４ｈ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＯＧＤ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ
ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ５μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲＡＲαꎬ ＰＩ３Ｋꎬ
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　 　 新生儿缺氧缺血性脑损伤(ｈｙｐｏｘｉｃ￣ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅꎬＨＩＢＤ)是指新生儿由于围产期窒息导致脑组

织缺氧或缺血所引起的损伤ꎬ是临床上较常见的新生

儿中枢神经系统疾病[１]ꎬ对新生儿的生命质量、神经

系统发育等具有严重影响ꎬ容易导致脑瘫、癫痫、认知

及运动发育迟缓等神经系统后遗症ꎬ严重时可致患儿

死亡ꎮ 在 ＨＩＢＤ 早期ꎬ受损部位周围的神经干细胞、祖
细胞可能被激活ꎬ并开始增殖、分化为新的神经元、星
形胶质细胞或少突胶质细胞等[２]ꎬ以替代损失的脑细

胞ꎬ并修复受损的神经网络架构ꎮ 然而理论上新生儿

期相对较强的神经再生能力受多种因素影响ꎬ如炎症

反应、氧化应激以及微环境改变等ꎬ实际上 ＨＩＢＤ 患儿

的神经再生效率并不高[３]ꎮ 因此ꎬ通过外部干预手段

安全、有效地促进神经细胞再生及功能修复是一个极

具挑战性的科研及临床难题ꎮ
在临床中已发现 ＨＩＢＤ 新生儿体内维生素 Ａ(ｖｉｔａ￣

ｍｉｎ ＡꎬＶＡ)的含量普遍低于健康新生儿水平[４]ꎮ ＶＡ
主要通过其活性代谢产物视黄酸(ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬＲＡ)在
神经系统发育及功能维持方面发挥重要作用[５]ꎻ而
ＲＡ 作为一种强效转录调控因子ꎬ参与多种细胞的生

物学过程[６]ꎬ包括神经干细胞增殖、分化为不同类型

的神经细胞、神经管形成以及神经轴突生长、导向和再

生等ꎬ因此推测向 ＨＩＢＤ 患儿及时补充适量的 ＶＡ 或

ＲＡꎬ在理论上可促进受损神经组织修复及再生ꎬ从而

改善预后ꎮ
有大量研究报道ꎬ磷脂酰肌醇 ３￣激酶( ｐｈｏｓｐｈａｔｉ￣

ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ＢꎬＡｋｔ)信号通路异常往往与多种中枢神经系统疾病

的发病机制密切相关[７￣８] ꎮ 鉴于 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路

及 ＲＡ 在神经保护及修复中的潜能ꎬ本研究拟对体外

培养的海马神经干神经( ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＮＳＣｓ)进

行细 胞 氧 糖 剥 夺 ( ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎꎬ
ＯＧＤ)处理以模拟体内 ＨＩＢＤ 损伤ꎬ并观察不同浓度

ＲＡ 及 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 对 ＨＩＢＤ 后神经干细

胞增殖、分化及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的影响ꎬ为临床

治疗 ＨＩＢＤ 患儿提供新策略及理论依据ꎮ

材料与方法

一、实验动物及主要试剂
选取无特定病原体级(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)

健康 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)孕鼠(孕 １６~１８ ｄ)作为实验
动物ꎬ由重庆医科大学实验动物中心提供ꎬ实验动物生
产许可证号:ＳＹＸＫ(渝)２０１８￣０００３ꎮ 本研究主要试剂
包括: 全 反 式 视 黄 酸 ( ＲＡ) ( 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司 )、
ＬＹ２９４００２(美国 Ｃａｙｍａｎ 公司)、视黄酸受体 α(ｒｅｔｉｎｏｉｃ
ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ａｌｐｈａꎬＲＡＲα)抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)、
ＰＩ３Ｋ 抗体、Ａｋｔ 抗体、β￣连环蛋白(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)抗体、细
胞周期蛋白 Ｄ１(Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)抗体和 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(美国
Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)、Ｍ１９９ 培养基 (美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)、ＤＭＥＭ(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉ￣
ｕｍꎬＤＭＥＭ) 培养基、ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基和胎牛血清
(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ) (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)、ＲＮＡ 提
取试剂盒 (美国 Ｂｉｏｔｅｃ 公司)、 ｃＤＮＡ 合成试剂盒
(ＲＲ０４７Ａ)和 ＳＹＢＲ￣Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ(ＲＲ８２０Ａ)试
剂盒(日本 ＴａＫａＲａ 公司)、目标引物(生工基因)、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒、全蛋白提取试剂盒及十二烷基硫酸
钠聚丙烯酰胺 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶配制试剂盒(南京
凯基生物技术有限公司)、ＣＣＫ￣８ 细胞增殖检测试剂
盒(日本同仁公司)等ꎮ

二、原代海马神经干细胞的分离及培养
对实验孕鼠进行麻醉处理ꎬ使用 ７５％酒精消毒ꎬ

在无菌条件下取出胎鼠并置于冰面上ꎬ将胎鼠头部转
移至预冷的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基中ꎬ在显微镜下分离颅
骨及硬脑膜ꎬ然后去除间脑、小脑、脑膜及血管等ꎬ将提
取的海马组织置于 ＤＦ１２ 培养基(ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基＋
１％双抗＋１０％ ＦＢＳ)中ꎬ使用眼科剪将其剪碎ꎬ轻吹打
数次促使细胞分散ꎬ再通过 ２００ 目细胞筛过滤以去除
较大颗粒ꎬ经离心(１５００ ｒｐｍ)５ ｍｉｎ 后吸除上清液ꎬ再
加入适量培养基混匀ꎬ将细胞悬液接种于 １０ ｃｍ 培养
皿中ꎬ并置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温恒湿孵箱中进行培
养ꎬ第 ２ 天进行 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基＋２０ ｍｇ / Ｌ 表皮生
长因子( ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＥＧＦ) ＋２０ ｍｇ / Ｌ 碱性
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成纤维细胞生长因子 ( ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ｂＦＧＦ)＋１％双抗＋２％ Ｂ２７ 混合培养基全量换液ꎬ第 ３~
４ 天进行半量换液ꎮ

三、分组及干预
在培养第 ４ 天时将上述细胞分为对照组、模型组、

(０.５、１、５、１０、５０ μｍｏｌ / Ｌ) ＲＡ 组及 ＲＡ(５ μｍｏｌ / Ｌ) ＋
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组ꎬ将各组海马神经干细胞接种于 ６ 孔板
中ꎬ保证每孔约含 １.０×１０６ 个细胞ꎮ 在培养第 ５ 天时
各 ＲＡ 组及 ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组分别给予相应浓度的
ＲＡ 干预ꎬ在培养第 ６ 天时模型组、各 ＲＡ 组及 ＲＡ＋
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组均进行细胞氧糖剥夺(ＯＧＤ)处理ꎬ采用
无糖 Ｍ１９９ 培养基进行培养ꎬ并将细胞置于含 ９５％Ｎ２＋
５％Ｏ２ 的细胞培养箱中培养 ２ ｈꎮ 随后进行复糖复氧
处理ꎬ即更换为之前的混合培养基(ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养
基＋２０ ｍｇ / Ｌ ＥＧＦ＋２０ ｍｇ / Ｌ ｂＦＧＦ＋１％双抗＋２％ Ｂ２７)ꎬ
并置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 恒温恒湿孵箱中进行培养ꎮ ＲＡ
＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组于 ＯＧＤ 处理前 ２ ｈ 给予 ＰＩ３Ｋ 抑制剂
ＬＹ２９４００２ 干预(终浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ) [９]ꎮ 对照组细
胞未进行 ＲＡ、 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 干预及后续
ＯＧＤ 处理ꎮ

四、ＣＣＫ￣８ 法检测细胞存活率
于 ＯＧＤ 损伤后 １２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈ 时分别采用

ＣＣＫ￣８ 法对各组细胞存活率进行检测ꎬ每个实验组均
设置 ５ 个复孔ꎬ同时设立对照孔(仅含正常培养条件
下的细胞)和空白孔(仅含培养基)ꎬ向每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ３７ ℃孵育 ４ ｈꎬ采用酶标仪在波长 ４５０ ｎｍ
处测定各孔的吸光度值(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎮ 细胞存
活率具体计算公式如下:细胞存活率(％) ＝ [(实验
孔 ＯＤ 值－空白孔 ＯＤ 值) / (对照孔 ＯＤ 值－空白孔
ＯＤ 值)] ×１００％ꎮ 上述实验均重复进行 ３ 次ꎬ结果取
平均值ꎮ

五、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测目标蛋白含量
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、

Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达量ꎮ 在复糖复氧处理
２４ ｈ 后对各组海马神经干细胞进行全蛋白提取ꎬ并采
用 ＢＣＡ(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ)法检测目标蛋白含量ꎮ 将
各组蛋白样品浓度及体积调成一致ꎬ分别取等量的蛋
白样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳、转膜及封闭处理ꎮ
封闭后加入一抗 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 及 β￣ａｃｔｉｎꎬ于 ４ ℃环境下孵育过夜ꎬ经三羟甲基氨
基甲烷盐缓冲液 ( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬ
ＴＢＳＴ)清洗 ４ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ二抗在室温环境下孵育
１ ｈꎬ经 ＴＢＳＴ 清洗 ４ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ最后进行化学发光
法处理ꎮ 采用蛋白成像系统对各组细胞发光膜进行曝
光、拍照ꎬ所有样品均以 β￣ａｃｔｉｎ 作为参照ꎮ 上述实验
均重复进行 ３ 次ꎬ结果取平均值ꎮ

六、ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测目标基因表达量
在复糖复氧处理 ２４ ｈ 后提取各组海马神经干细

胞的总 ＲＮＡꎬ并检测 ＲＮＡ 浓度ꎬ采用两步法将 ｍＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 逆转录反应条件如下:３７ ℃ 反应
１５ ｍｉｎꎬ８５ ℃反应 ５ ｓꎬ４ ℃保存ꎮ 将逆转录后的 ｃＤＮＡ
进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎬ试剂采用 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

Ⅱꎬ总反应体系为 ２５ μｌꎬ所有操作均在冰面上进行ꎮ
ＰＣＲ 循环条件如下:９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ 变性
１５ ｓꎬ共 ４５ 个循环ꎬ６０ ℃退火 ６０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎮ 采
用 ２－ΔΔＣＴ法计算各组神经干细胞目标基因 ｍＲＮＡ 相对
表达量ꎬ以甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)作为参照ꎬ具体引
物名称及序列情况详见表 １ꎮ 上述实验均重复进行
３ 次ꎬ结果取平均值ꎮ

表 １　 各目标基因上、下游引物序列

目标基因　 　 上、下游引物序列

ＧＡＰＤＨ 上游:５′￣ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧ￣３′
下游:５′￣ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴ￣３′

ＲＡＲα 上游:５′￣ＧＡＣＴＣＣＧＣＴＴＴＧＧＡＡＴＧＧ￣３′
下游:５′￣ＡＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧＧＧＴＣＴＣＧ￣３′

ＰＩ３Ｋ 上游:５′￣ＣＴＧＧＡＡＧＣＣＡＴＴＧＡＧＡＡＧ￣３′
下游:５′￣ＣＡＧＧＡＴＴＴＧＧＴＡＡＧＴＣＧＧ￣３′

Ａｋｔ 上游:５′￣ＴＧＡＧＡＣＣＧＡＣＡＣＣＡＧＧＴＡＴＴＴＴＧ￣３′
下游:５′￣ＧＣＴＧＡＧＴＡＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧＧＡＡＡ￣３′

β￣ｃａｔｅｎｉｎ 上游:５′￣ＧＴＴＣＴＡＣＧＣＣＡＴＣＡＣＧＡＣＡＣ￣３′
下游:５′￣ＧＡＧＣＡＧＡＣＡＡＧＣＡＣＴＴＴＣ￣３′

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 上游:５′￣ＴＴＣＡＴＣＧＡＡＣＡＣＴＴＣＣＴＣＴＣＣＡ￣３′
下游:５′￣ＧＡＧＧＧＴＧＧＧＴＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡ￣３′

七、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 版统计学软件包进行数据分析ꎬ

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 版软件对数据进行绘图ꎬ所
得计量数据均符合正态分布且方差齐性ꎬ并以( ｘ－ ±ｓ)
表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比
较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组神经干细胞存活率比较
通过 ＣＣＫ￣８ 法检测发现ꎬ模型组 ＯＤ 值在 ＯＧＤ 损

伤后 １２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈ 时均显著低于对照组水平ꎬ
５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 ＯＤ 值在 ＯＧＤ 损伤后 ２４ ｈ、４８ ｈ 时均
显著高于模型组水平ꎬ组间差异均具有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ １ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组ＯＤ 值在ＯＧＤ 损伤后 ２４ ｈ、
４８ ｈ 时均较模型组有增高趋势ꎬ但组间差异均无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 基于此ꎬ本研究认为 ５ μｍｏｌ / Ｌ 是
ＲＡ 的适宜干预浓度ꎮ 另外本研究还发现在 ＯＧＤ 损伤
后 ２４ ｈ 时模型组及 ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组细胞存活率均
显著低于 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组水平ꎬ组间差异均具有统计
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学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体情况见图 １ꎮ
二、各组神经干细胞 ＲＡＲɑ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ

及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达比较
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组

ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达水平均显著高于
模型组ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达水平亦

显著高于模型组ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎮ 经 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 处理后ꎬ
发现 ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达水平均较 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组显著降
低ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体结果
见图 ２、表 ２~３ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ图 １Ｂ 为 ＯＧＤ 损伤后 ２４ ｈ 时进行比较

图 １　 ＯＧＤ 损伤后不同时间点各组神经干细胞存活率比较

图 ２　 各组神经干细胞 ＲＡＲɑ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达水平比较

表 ２　 不同浓度 ＲＡ 干预后各组神经干细胞 ＲＡＲɑ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达水平比较(ｘ－±ｓ)

组别 ＲＡＲα ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ β￣ｃａｔｅｎｉｎ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１

对照组 １.１４±０.０８ １.１０±０.０８ １.０７±０.０９ １.０３±０.０９ １.１０±０.０８
模型组 ０.８５±０.０２ １.１６±０.１５ ０.８８±０.０１ ０.９０±０.０７ １.０４±０.０５
０.５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 ０.８９±０.０３ １.３４±０.０８ １.００±０.１３ ０.７５±０.０８ １.３３±０.０９
１ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 ０.９９±０.１５ １.４９±０.１２ａ １.２１±０.０８ｂ ０.９９±０.１５ １.７５±０.３４ａｂ

５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 １.２４±０.２１ｂ １.６６±０.２０ａｂ １.３４±０.１２ｂ １.０８±０.１４ ２.４４±０.３４ａｂ

１０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 ０.６６±０.１０ａ １.３０±０.１４ １.２８±０.１８ｂ １.３４±０.１２ｂ ２.３６±０.３２ａｂ

５０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 ０.１６±０.０１ａｂ ０.２３±０.０１ａｂ ０.４２±０.０６ａｂ ０.７５±０.２５ １.１８±０.０６

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５
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表 ３　 经 ＰＩ３Ｋ 抑制剂干预后各组神经干细胞 ＲＡＲɑ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达水平比较(ｘ－±ｓ)

组别　 　 ＲＡＲα ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ β￣ｃａｔｅｎｉｎ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１

对照组 １.０５±０.０９ １.１０±０.０７ １.０５±０.０８ １.０６±０.０４ １.０２±０.０７
５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 １.４３±０.１１ａｂ １.４６±０.１７ａｂ １.３７±０.０９ａｂ １.３４±０.２３ｂ １.３５±０.１７ａｂ

模型组 １.１２±０.０７ ０.９６±０.１５ ０.８１±０.０７ａ １.０３±０.１８ ０.８７±０.１０
ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ０.９９±０.０７ｃ １.０２±０.１０ｃ ０.７３±０.１２ａｃ ０.９６±０.２２ｃ ０.８８±０.１１ｃ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组比较ꎬｃＰ<０.０５

　 　 三、各组神经干细胞 ＲＡＲɑ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ
及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达比较

通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现ꎬ ５ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组
ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均较模型
组显著上调ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表
达水平亦较模型组显著升高ꎬ组间差异均具有统计学
意义(Ｐ<０.０５)ꎮ １~１０ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表
达水平均较模型组有增高趋势ꎬ但组间差异均无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 经使用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 处
理后ꎬ发现 ＲＡ＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣
ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著低于
５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组ꎬ组间差异均具有统计学意义 (Ｐ <
０.０５)ꎮ 具体结果见图 ３ꎮ

讨　 　 论

相关研究发现ꎬ大鼠海马区 ＲＡ 含量水平与神经认
知功能间具有显著相关性[１０]ꎬ适宜浓度的 ＲＡ 能优化神
经递质活动ꎬ改善学习记忆能力ꎬ从而影响整体认知表
现ꎮ ＲＡ 被证实可抑制脑外伤后细胞凋亡ꎬ并激活小胶
质细胞ꎬ有助于清除受损脑组织并促进神经再生[１１]ꎮ

在脑缺血再灌注损伤研究中ꎬ预先给予 ＲＡ 处理可减轻
血脑屏障破坏程度ꎬ并促进损伤后的神经组织修复[１２]ꎮ
在针对新生儿缺氧缺血性脑病的研究中ꎬ有学者发现适
宜水平的 ＶＡ 供应对于 ＨＩＢＤ 后神经细胞增殖至关重
要ꎬ缺乏 ＶＡ 则会阻碍神经组织功能恢复[１３]ꎮ 上述研究
已初步证实 ＲＡ 在神经保护及修复中的重要作用ꎬ有望
成为未来治疗脑部相关疾病的重要手段ꎮ

尽管现有研究表明 ＲＡ 在神经发育、神经再生以
及神经保护中扮演重要角色ꎬ但并未明确 ＶＡ 及 ＲＡ
修复脑损伤的作用机制ꎮ 本研究通过 ＯＧＤ 损伤原代
培养的海马干细胞以模拟体内 ＮＳＣｓ 在缺氧、缺血条
件下的损伤情况[１４]ꎬ进而观察不同浓度 ＲＡ 对受损
ＮＳＣｓ 细胞增殖的影响ꎬ发现 １ ~ ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 均可有
效促进 ＯＧＤ 损伤后 ＮＳＣｓ 增殖ꎬ并以 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 的
干预效果最佳ꎬ过低或过高浓度的 ＲＡ 干预则表现为
抑制细胞增殖效应ꎬ如高浓度 ＲＡ 对细胞生长具有毒
性作用ꎮ 上述发现与既往报道结果[１４￣１５] 基本一致ꎬ表
明 ＲＡ 能双向调控 ＮＳＣｓ 细胞增殖ꎬ如适宜浓度的 ＲＡ
能刺激细胞增殖分化、加速损伤修复ꎬ过高浓度的 ＲＡ
则能抑制细胞正常生理功能ꎮ因此在制订ＨＩＢＤ治疗

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ５ μｍｏｌ / Ｌ ＲＡ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ３　 各组神经干细胞 ＲＡＲɑ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ 及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平比较
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策略时ꎬ选择适宜浓度的 ＲＡ 干预对于神经再生及损
伤修复至关重要ꎬ需要找到一个既能充分激活 ＮＳＣｓ
活性、又能避免细胞毒性的治疗窗口ꎬ这对于指导临床
实践具有重要意义ꎮ

据报道ꎬＲＡ 能通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路参与
调控细胞增殖、分化等生理活动[１６￣１７]ꎮ Ｂａｉ 等[１８] 研究
发现 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＧＳＫ￣３β 信号通路参与了 ＨＩＢＤ 损伤
后的神经修复过程ꎮ 本研究结果显示ꎬ海马 ＮＳＣｓ 遭
ＯＧＤ 损伤后ꎬ给予适宜浓度的 ＲＡ 干预可显著提高
ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ
表达水平ꎬ与本课题组前期针对 ＰＣ１２ 细胞的观察结
果[１５]基本一致ꎬ提示 ＲＡ 促进 ＮＳＣｓ 增殖的作用机制

可能与调控 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路及细胞周期蛋白
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 含量有关ꎮ 为进一步探究该信号通路中起
关键作用的信号分子ꎬ 本研究使用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂
ＬＹ２９４００２ 进行干预ꎬ结果显示经 ＲＡ、ＯＧＤ 处理后的
ＮＳＣｓ 在加入 ＰＩ３Ｋ 抑制剂后其细胞增殖水平被显著抑
制ꎬ提示阻断 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路能导致 ＮＳＣｓ 无法有
效增殖ꎬ 同时还能抑制 ＲＡ 对 ＲＡＲα、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、β￣
ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白及 ＲＮＡ 表达的提升作用ꎬ进一
步验证了 ＲＡ 对 ＮＳＣｓ 增殖的正向调控作用与激活
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路有关ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明适宜浓度的 ＲＡ 干预
可通过上调 ＲＡＲα 表达ꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路及
下游 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 信号分子ꎬ从而有效促进 ＯＧＤ 损伤后
ＮＳＣｓ 的细胞增殖及修复进程ꎬ为临床实践中给予
ＨＩＢＤ 患儿适量 ＶＡ 补充以促进大脑功能恢复及重建提
供了理论基础ꎮ 未来研究可进一步验证不同浓度 ＲＡ
对脑功能恢复的影响ꎬ找到一个既能充分激活 ＮＳＣｓ 活
性、又能避免细胞毒性的理想治疗窗ꎬ同时还需进一步
探讨 ＲＡ 与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路间的关系以及该通路在
介导 ＲＡ 调控 ＮＳＣｓ 细胞增殖中的具体机制ꎮ
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