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不同浓度的PMA和PDTC对星形胶质细胞NF-κB表达的影响
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【摘要】 目的 探讨不同浓度的PMA和PDTC对星形胶质细胞NF-κB表达的影响。方法 按照不同浓度

的PMA及PDTC作用对纯化培养的大鼠星形胶质细胞进行分组，各组分别作用不同时间点后，运用免疫细胞化

学方法进行NF-κB蛋白表达测定，进行干预因素和蛋白表达结果的相关分析。结果 PMA和PDTC对星形胶质

细胞NF-κB的活化和抑制作用呈现剂量与时间依赖性，24 h 达高峰。结论 可采用PMA及PDTC创建星形胶质

细胞NF-κB蛋白不同水平表达模型。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of different concentration of PMA and PDTC on the expres-

sion of NF-ΚB in astrocytes. Methods Rat astrocytes were effected with different concentration of PMA and PDTC

for different times. The expression of NF-κB protein was determined by immunocytochemistry. Correlation analysis

was performed between the intervention factors and the expression of NF-κB protein. Results The effect of PMA

and PDTC on NF-ΚB protein of astrocytes shows dosage dependence and time dependence, which reaches the peak at

24 hour. Conclusion PMA and PDTC could be used to set up astrocytes cell models with different levels of NF-κB

protein expression.
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·实验研究·

核转录因子κB（Nuclear factor-kappa B，NF-κB）
是一类蛋白质，可调控诱导多种炎症介质及细胞因子
的表达，参与炎症反应、细胞增殖和程序性死亡，在创
伤性脑损伤的继发性炎症反应发生发展中起着至关重
要的枢纽作用[1]。星形胶质细胞(Astrocyte，AST)是脑
组织中存在最多的细胞，在NF-κB方面的研究正越来
越受到重视。本文在体外纯化培养星形胶质细胞的基
础上，研究NF-κB激活剂佛波醇酯（PMA）及NF-κB抑
制剂吡咯醛二硫氨基甲酸（PDTC）在不同剂量与作用
时间下对星形胶质细胞NF-κB的活化和抑制作用，进
而探讨星形胶质细胞在创伤性脑损伤的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级新生 SD 大鼠 200 只，鼠
龄为24 h内，雌雄不限，由广东医学院动物实验中心

饲养提供。
1.2 主要仪器和试剂 胎牛血清（四季青），

DMEM/F12 培养基（美国 GIBCO 公司），胰蛋白酶，
PMA，PDTC，一抗兔抗大鼠胶质原纤维酸性蛋白
GFAP，一抗兔抗大鼠NF-κB多克隆抗体，二抗辣根过
氧化物酶标记山羊抗兔 IgG，二抗FITC荧光标记山羊
抗兔 IgG，DAB显色试剂盒（美国Sigma公司），多聚甲
醛（上海化学试剂公司），盖玻片、湿盒（武汉博士德），
其他化学试剂均为国产分析纯试剂。Boxun超净工作
台（上海博迅），PH140A型培养箱/干燥器（上海一恒）

ZD-85恒温振荡器，TP7014012荧光显微镜(美国Kodak

公司) ，LEICA DM RX体视学显微镜(德国Leica公司)。

1.3 实验方法 新生大鼠星形胶质细胞的纯化

培养：取出生 24 h内的SD大鼠，参照McCarthy的方
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法 [2]加以改良，建立大鼠脑星形胶质细胞的原代培

养，冰冻无菌条件下取大脑皮质，仔细的剥除软脑膜

和血管，剪碎后经0.125%胰蛋白酶37℃消化15 min，

终止消化并吹打分散；100目滤网过滤后1 000 r/min×

10离心取沉淀，加完全培养基吹打制成单细胞悬液

(台盼蓝计数细胞存活率为 90%)。接种于玻璃培养

瓶于 37℃细胞培养箱内孵育 30 min，翻转培养瓶，吸

取瓶中的细胞悬液；以 l×l05个/cm2密度散播在预先涂

有多聚左旋赖氨酸的培养瓶中培养，24 h后换液，以

后每隔 3 d换液一次。继续培养 12 d，待细胞铺满培

养瓶时，以 200 r/min摇床 18 h以去除少突胶质细胞

和小胶质细胞，用 0.25%胰蛋白酶消化处理后，终止

消化。孵育 30 min，翻转培养瓶，吸取瓶中的细胞悬

液，以除去成纤维细胞，进行纯化传代；两次传代后即

可得纯化的星形胶质细胞 [3]。采用免疫细胞化学

GFAP染色进行星形胶质细胞的鉴定，纯度达到95%

以上的可用于实验。

细胞分组和处理：将相同批次细胞通过传代分为

5组，将各组神经细胞以3×105/孔接种于6孔板中，培

养满意后添加药物用于实验，空白组予等量PBS液作

用。各培养孔采用免疫细胞化学方法进行NF-κB蛋

白表达测定。每批次细胞均重复3次实验。

（1）首先进行NF-κB激活组的检测：分别予PMA

0 μmol/L、0.25 μmol/L、0.5 μmol/L、1 μmol/L、2 μmol/L作

用于各组细胞，分别培养1 h、6 h、12 h、24 h、48 h，观察

PMA不同浓度的影响及确定NF-κB表达的高峰时间。

（2）然后进行NF-κB阻断组的检测：各组细胞分

别预先用 NF-κ B 抑制剂吡咯醛二硫氨基甲酸

（PDTC）0 μmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L、

50 μmol/L处理1 h后，再加入激活组实验中确定的有

效浓度 PMA，作用到 NF-κB 表达的高峰时间，计算

PDTC有效抑制率。

（3）NF-κB 蛋白表达测定：每组细胞到相应时

点后收集固定，细胞爬片以 1%甲醇固定 (冰上 15

rain)，PBS 洗 3 次 ×5 min，0.1%TritonX-100 的 PBS

室温作用 30 min；吸弃上液后，PBS 洗 3 次×5min，

细胞爬片再以用 10%山羊血清室温封闭 30 min；

PBS 冲洗，加入一抗兔抗大鼠 NF-κB 多克隆抗体，

4℃孵育过夜；PBS 冲洗，加入用 PBS 稀释的二抗

FITC 荧光标记山羊抗兔 IgG，湿盒内避光室温作

用 30 min，加入 10 μl 碘化丙啶染色液复染，用荧

光封片剂封片。

1.4 蛋白表达的判断标准 高倍镜下随机观察每

组细胞5个以上有代表性视野(不少于1 000个细胞)，于

Leica激光共聚焦显微镜下照相，并用Leica Confocal图

像分析软件检测核区荧光值，每组计数阳性细胞(细胞浆

呈绿色荧光)与细胞总数（所有细胞的细胞核呈红色荧

光）的比值计数。评分标准：0分，没有阳性细胞；1分，阳

性细胞百分比小于10%；2分，阳性细胞百分比大于10%

但小于 30%；3 分，阳性细胞百分比大于 30%但小于

60%；4分，阳性细胞百分比大于60% 。

1.5 统计学处理 采用 SPSS13.0 统计分析软

件；所有参数用均数±标准差（x-±s）表示；相同时间点

的各组数据之间相互比较采用两两比较方差分析。

检验水准：取α=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 倒置显微镜观察星形胶质细胞形态以及

纯度鉴定 传代 2~3 次后在镜下见较纯化的星形

胶质细胞：胞体较大，多呈多形性、扁平状，胞突较

多较长，细胞核呈圆形或卵圆形，偏于胞体的一

侧。免疫细胞化学染色后，镜下所有细胞的细胞

核为蓝色，含星形胶质细胞特异抗原 GFAP 的细胞

浆为棕黄色，标记为阳性细胞（图 1）。以随机 3 个

视野中阳性细胞的数日占细胞总数的比例为星形

胶质细胞的纯度，本实验中培养的星形胶质细胞

的纯度在 95%以上。

2.2 PMA对星形胶质细胞NF-κB蛋白表达的激活

作用 结果显示，随着PMA作用浓度的增加，NF-κB蛋

白表达量逐渐增高，以1 μmol/L组与0.5 μmol/L组比较

的变化最为显著。PMA在1 μmol/L作用1 h后即可诱

导NF-κB的核内表达，与空白组比较差异有统计学意

义（P <0.05）。各激活组随着作用时间增加，NF-κB蛋

白表达量也逐渐增高，24 h达高峰，与空白组比较差异

均有显著的统计学意义（P<0.01），见表1。

图1 星形胶质细胞免疫细胞化学DAB染色(×100倍)
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2.3 PDTC对星形胶质细胞NF-κB蛋白表达的抑
制作用 依照激活组实验中确定的PMA有效浓度及作
用的高峰时间，定制PMA 1 μmol/L作用24 h做为对照
组，抑制组加入PDTC。结果显示，抑制组在10 μmol/L

浓度PDTC作用下NF-κB蛋白表达已开始低于对照组，
差异有统计学意义（P<0.05），20 μmol/L浓度以上与对
照组比较差异有显著统计学意义（P<0.01），见表2。

3 讨 论
星形胶质细胞不仅为神经元提供代谢和营养支

持，而且在保护神经元存活、调节突触功能以及神经
再生和神经修复中起至关重要的作用。新近研究发
现星形胶质细胞参与突触的形成并调节突触传递，参
与神经的发生并与神经元之间有信息传递。它们在
思维和学习过程中扮演着几乎和神经元一样重要的
角色[4]，NF-κB在神经细胞损伤后的恢复过程中扮演
着重要的角色[5]。NF-κB蛋白的表达主要在胞浆中，
部分在细胞核中，它们具有和某些基因上启动子区的
固定核苷酸序列结合，而启动基因转录的功能。
NF-κB信号转导途径的活化与调节在干预细胞继发
性死亡方面被认为有着重要的意义。在神经系统病
变如脑损伤后星形胶质细胞中与凋亡相关的多条信
号转导通路均被激活[6]，而转录因子NF-κB参与的信
号转导通路在其中的作用研究还有待进一步深入。
因此，创建星形胶质细胞NF-κB蛋白不同水平表达模
型，有助于开展星形胶质细胞在NF-κB信号通路上的
机制研究，进而在改善神经系统病变导致的细胞损伤
上寻找到新的治疗靶点。

佛波醇酯（PMA）是蛋白激酶 C（PKC）的激动
剂。细胞在静息状态下，NF-κB以无活性的潜在状态
存在于细胞浆中，它与一种抑制因子 IκB结合组成一
个三聚体p50-p65-IκB。三聚体中 IκB类抑制因子的
存在可阻碍 p50-p65 复合物的二聚体化和使 NF-κB

的活性丧失。IκB是PKC的底物，细胞接受PKC激动
剂刺激后，PKC 活化的同时，可使 IκB 磷酸化并与

NF-κB分离[7]，从三聚体中解离出来，暴露出p50亚基
上的易位信号和 p65亚基上的DNA结合位点，从而
使此异二聚物表现出NF-κB活性，并从细胞质中易位
到细胞核中，与κB基序(κB motif)相结合，从而发挥
转录调控作用。本实验中，在相同作用时间下，随着
PMA作用浓度的增加，星形胶质细胞中NF-κB蛋白
表达量逐渐增高，1 μmol/L 浓度下已能显著提高
NF-κB蛋白表达。而继续增加 PMA浓度，NF-κB蛋
白表达升高已不显著，同时光镜下显示细胞死亡及损
伤情况明显增加。在 PMA相同浓度作用下，NF-κB

蛋白表达量逐渐增高，24 h时达到高峰，随后表达平
稳后逐渐下降。

吡咯醛二硫氨基甲酸（PDTC）是一种常见的抗
氧化剂，能特异性阻断NF-κB的传导通路。其作用机
制来自两方面：一是金属螯合特性，二是二硫基基团
清道夫作用。PDTC能抑制NF-κB的活性，从而抑制
炎症因子及粘附分子的表达，能通过抑制内毒素引起
的NF-κB的活化过程而阻断炎性细胞因子 IL-6基因
的表达，有可能成为炎症疾病治疗中一类很有应用前
景的药物[8]。本实验中，PDTC在10 μmol/L浓度下已
可以抑制NF-κB的活化，20 μmol/L浓度下效果较为
显著。继续增加PDTC的浓度，有可能使星形胶质细
胞损伤也相应增加。

实验表明，PMA和PDTC对星形胶质细胞NF-κB

的活化和抑制作用呈现剂量与时间依赖性。药物作用
24 h时，对NF-κB的活化和抑制作用可达到或近乎达
到最高水平。因此，可采用PMA及PDTC创建星形胶
质细胞NF-κB蛋白不同水平表达可控模型，有助于进
行星形胶质细胞在脑功能改变及修复方面的研究。
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表2 不同浓度PDTC抑制作用后NF-κB蛋白表达评分（x-±s，分）

组别

对照组

抑制组

1 μmol/L

3.25±0.17

3.27±0.23

10 μmol/L

3.25±0.17

2.97±0.17▲

20 μmol/L

3.25±0.17

2.12±0.31■

50 μmol/L

3.25±0.17

1.98±0.12■

注：▲为与对照组比较，P<0.05；■为与对照组比较，P<0.01。

表1 不同浓度PMA作用不同时间后的NF-κB蛋白表达评分（x-±s，分）
组别

空白组

0.25 μmol/L组

0.5 μmol/L组

1 μmol/L组

2 μmol/L组

1 h

0.60±0.07

0.62±0.05

0.61±0.07

0.68±0.05▲

0.69±0.09▲

6 h

0.60±0.07

0.63±0.06

0.70±0.10▲

0.87±0.12■

0.81±0.11■

12 h

0.60±0.07

0.70±0.09▲

0.85±0.11■

1.53±0.14■

1.67±0.13■

24 h

0.60±0.07

0.78±0.06■

1.47±0.08■

3.25±0.17■

3.32±0.13■

48 h

0.60±0.07

0.77±0.07■

1.26±0.11■

3.12±0.15■

3.23±0.18■

注：▲为与空白组比较，P<0.05；■为与空白组比较，P<0.01。
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