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氨磷汀对氧糖剥夺引起的 PC12 细胞缺血再灌注损伤的保护作用研究 *
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摘要 目的：研究氨磷汀对体外培养的神经元样细胞的缺血再灌注损伤的保护作用，为其最终用于临床脑缺血的治疗打下基础。
方法：体外培养的 PC12 细胞氧糖剥夺 4h 后复氧复糖，给予不同浓度的氨磷汀处理，20h 后镜下观察细胞形态学变化，用 MTT 和

LDH 检测细胞活力和损伤情况，免疫荧光染色观察凋亡细胞，流式细胞仪计数凋亡细胞的比例。结果：高浓度氨磷汀对正常 PC12
细胞活力有抑制作用(P<0.05),而低浓度则无。氨磷汀可以提高缺血再灌注损伤 PC12 细胞活力(P<0.05)，减少 LDH 释放(P<0.05)，
保护细胞正常形态，抑制细胞凋亡（P<0.05）。结论：氨磷汀对氧糖剥夺引起的神经元样细胞的缺血再灌注损伤具有保护作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of amifostine on the ischemia-reperfusion injury in neuron-like PC12 cells. Methods:
PC12 cells were exposed to oxygen-glucose deprivation (OGD) for 4h followed by 20h reoxygenation. Various doses of amfostine were
added into the medium. Cell morphological changes were observed under microscopy and cell viability and integrity were detected by
MTT and LDH techniques. Cell apoptosis was detected by Tunel staining and flow cytometry. Results: High concentration of amfostine
could inhibite PC12 cell viability (P<0.05). Amifostine attenuated the cell viability loss (P<0.05) and LDH leakage (P<0.05) induced by
OGD, protected PC12 cell morphology and decreased cell apoptosis (P<0.05). Conclusion: The amifostine had a protective effect on the
OGD-induced ischemia reperfusion in neuronal cells.
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前言

每年全球有一千六百万人初发中风，其中五百七十万病人

死亡[1]。中风已经成为继肿瘤、心血管疾病后第三大致死性疾

病[2]。中风又可分为缺血性、出血性及混合性三类，其中缺血性

脑病最为常见。目前，临床上对于中风的治疗主张在急性期给

予溶栓治疗，但血液复流引起的脑缺血再灌注损伤（ischemia
reperfusion injury）成为了中风治疗的又一大难题。脑缺血再灌

注损伤是缺血脑组织恢复血液灌注后，脑组织损伤反而加重的

现象，表现为其神经损害体征和形态学改变会较单纯缺血更加

明显，目前尚无有效的治疗药物[3]。因此，对于治疗脑缺血再灌

注损伤的方法以及药物的研究迫在眉睫。
氨磷汀（Amifostine），又名阿米福汀。是冷战期间由美国陆

军 Walter Reed 研究所从四千多种化合物中筛选出的期望运用

于核战争抗辐射作用的细胞保护剂。1996 年氨磷汀由美国

FDA 批准正式上市应用于多种肿瘤放化疗不良反应的预防，

是首个泛细胞保护剂[4]。但其对神经细胞是否具有保护作用尚

不清楚。PC12 细胞系来源于大鼠嗜铬细胞瘤细胞，其形态与功

能与神经元相似。因此 PC12 细胞已被广泛运用于模拟神经系

统疾病的体外研究 [5]。本实验通过体外培养 PC12 氧糖剥夺

（oxygen glucose deprition,OGD）4h 后复氧复糖 20h 模拟神经

细胞缺血再灌注损伤[6]，观察了氨磷汀是否有保护作用。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

大鼠嗜铬细胞瘤细胞 PC12 细胞 （购于中科院上海细胞

所），氨磷汀（湖北葛店人福药业），Tunel 试剂盒（Roche 公司），

LDH 检测试剂盒（南京建成生物工程研究所），DAPI 抗体（Ab-
cam 公司），DMEM 培养基和胎牛血清 （Gibco 公司），0.25%胰

蛋白酶青链霉素混合液（HyClon 公司）；四甲基偶氮唑盐 MTT
和二甲基亚砜 （Sigma 公司）; 倒置相差显微镜 （Olympus，日

本）；培养箱（Heraeus，德国）；酶联免疫检测仪（Tecan,瑞士）。
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图 1 不同浓度氨磷汀对正常 PC12 细胞活力的影响(*P<0.05，与对照组

相比)

Fig.1 The effect of different concentrations of amifostineon the normal

PC12 cells viability (*P<0.05 vs. Control)

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与传代 PC12 细胞培养于含 10%灭活胎牛血

清、100u/mL 青霉素和 100ug/mL 链霉素的 DMEM 培养基中，

置于恒温 37°C 含 95%空气、5%CO2 的细胞培养箱中培养。培

养两天后选取对数生长期细胞进行实验。
1.2.2 氧糖剥夺模型的制备 为了使细胞模拟无氧无糖的环境，

细胞培养液更换为无糖无血清的人工脑脊液（ACSF），其成分

为（mmol/L）：NaCl 143, KCl 5.4, MgSO4 1.0, NaH2PO4 1.0, CaCl2
1.8, HEPES 2.4[7]。然后将细胞置于密闭盒中冲以含 95%N2、5%
CO2 的混合气体，监测流出气体 O2 含量下降到 5%以下时开始

计时并将密闭盒置于 37℃培养 4h。
1.2.3 实验分组与药物治疗 (1) 不同浓度氨磷汀作用于正常

PC12 细 胞 根 据 药 物 浓 度 分 为 对 照 组 、0.25mmol/L、
0.5mmol/L、1mmol/L、2mmol/L、5mmol/L 五组，用正常培养基

将氨磷汀稀释并更换加入药物的细胞培养液培养 24h 后进行

MTT 检测。(2) 氨磷汀对氧糖剥夺 PC12 细胞的保护作用 实

验分为 3 组①正常对照组（Control 组）:不进行氧糖剥夺，而是

更换至无血清 DMEM 中正常培养 24h。②氧糖剥夺模型组

（OGD 组） 氧糖剥夺组细胞氧糖剥夺 4h 后更换至无血清

DMEM 中于正常培养箱培养 20h。③氨磷汀治疗组（Amifos-
tine 组）。氨 磷 汀 治 疗 组 细 胞 氧 糖 剥 夺 4h 后 更 换 至 含

0.02mmol/L、0.2mmol/L、2mmol/L 氨磷汀的无血清 DMEM 中

复氧复糖 20h。
1.2.4 噻唑蓝 (MTT) 法检测细胞活力 将细胞接种于 96 孔板

中，待各种处理后使用 PBS 清洗各孔后分别加入含 0.5mg/ml
MTT 的细胞培养液 37℃ 反应，3h 后吸取上清每孔再加入

150ul DMSO,震荡使孔内甲瓒结晶完全溶解，测定各孔 490nM
波长的吸光度。细胞活力以各组相对正常组细胞的百分比表

示。
1.2.5 乳酸脱氢酶(LDH)释放 收集细胞培养液，按照试剂使用

说明书检测。由上述两项试验得到氨磷汀使用的最佳浓度用于

后续实验。
1.2.6 细胞形态学观察 使用相差显微镜观察并拍摄细胞形态。
1.2.7 免疫组化染色 Tunel 与 DAPI 染色按照说明书使用。
1.2.8 流式细胞仪检测细胞凋亡 OGD 复氧复糖 24h 后，胰酶

消化细胞制成单细胞悬液，使细胞密度达到 1×106。依次加入

10uL Annexin V-FITC 和 5uLPI， 充 分 混 匀 后 4℃避 光 反 应

30min，使用流式细胞仪检测。
1.2.9 统计学方法 所有数据均以均数±标准误 （mean±S.E.
M）表示。组间计量资料的比较均采用单因素方差分析和 LSD
法进行两两比较。使用 SPSS 14.0 进行统计学分析，以 P<0.05
表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度的氨磷汀对正常 PC12 细胞活力的影响

高浓度的氨磷汀 （5mmol/L） 对正常细胞活力有抑制作用

(*P<0.05，与对照组相比)，而低浓度（≤2mmol/L）时则无毒副作

用（图 1），因此随后的保护研究中使用了较低浓度的氨磷汀。
2.2 氨磷汀对 PC12 细胞缺血再灌注损伤的保护作用

2.2.1 MTT 法检测细胞活力 PC12 细胞缺血再灌注损伤后其

细胞活力与对照组相比下降至（71.21±3.91）%，而给予氨磷汀

治疗后的 PC12 细胞活力则明显提高(*P<0.05，与对照组相比；

#P<0.05,与 OGD 组相比)。且当药物浓度为 0.2mmol/L 时对细

胞的保护效果最好，细胞活力升高为（87.63±1.33）%（图 2A）。
2.2.2 LDH 释放 未给氨磷汀治疗的 PC12 细胞，其 LDH 释放

量为对照组的（635.61±113.68）%，而给予氨磷汀治疗的细胞

LDH 释放则比未给药组明显减少 (*P<0.05，与对照组相比；

#P<0.05,与 OGD 组相比)。当药物浓度为 0.2mmol/L 时降低最

为明显（306.49±52.38）%（图 2B），此结果与 MTT 检测所得结

果相符。因此，后期的实验中我们所使用的氨磷汀治疗浓度统

一为 0.2mmol/L。

2.2.3 细胞形态学观察 正常 PC12 细胞形态正常，大多数细胞

呈梭形和多角形，胞浆伸展，可见粗大的突起，细胞折光性好，

可见胞核。缺血再灌注 24h 后的 PC12 细胞细胞数目明显减

少，细胞突起回缩变圆并可见核固缩。而给予氨磷汀治疗后的

细胞数目减少，但形态较未给药组正常，仍可见梭形细胞及伸

展的胞浆（图 3）。
2.2.4 氨磷汀对 PC12 细胞凋亡的影响 Tunel 染色显凋亡细

胞，DAPI 显示视野中所有的细胞核。如图 4 所示，缺血再灌注

损伤后的 PC12 细胞凋亡明显增加，而给予氨磷汀治疗组凋亡

细胞数目有所减少。
如图 5 所示，流式细胞仪计数凋亡细胞数目可以看出

PC12 细胞缺血再灌注损伤后 Tunel 阳性细胞百分比 （33.06±
4.12%较正常组（0.98±0.53）%明显增多，而给予氨磷汀后阳性

细胞百分比则显著减少（14.40±2.41）% (*P<0.05，与对照组相

比；#P<0.05,与 OGD 组相比)。

3 讨论

缺血后神经细胞的死亡主要有以下三种形式：坏死、凋亡

及自嗜。坏死主要发生在早期缺血核心区，而缺血再灌注引起

的细胞损伤则以缺血半暗带神经细胞的凋亡为主[8,9]。因此如何

抑制再灌后神经细胞的凋亡成为脑缺血再灌注损伤治疗的关

键所在。近几年关于缺血再灌注损伤治疗的各种方法与药物也

将研究焦点集中在对于细胞凋亡的抑制方面[10-12]。

1111· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.6 MAR.2011

图 2 氨磷汀对 PC12 细胞缺血再灌注损伤的保护作用(*P<0.05,与对照组相比；#P<0.05,与 OGD 组相比)

Fig.2 Protective effects of amfostine on the ischemia reperfusion injured PC12 cells(*P<0.05,vs. Control；#P<0.05,vs.OGD)

图 3 氨磷汀对缺血再灌注损伤的 PC12 细胞形态的影响（比例尺 =40μM)

Fig3 The morphological change of the ischemia reperfusion injured PC12 cells with or without amifostine（Scale bar=40μM)

图 4 免疫荧光染色显示细胞凋亡（比例尺 =100μM）

Fig4 The morphological features of apoptosis were monitored by

fluorescence microscopy (Scale bar=100μM)

图 5 流式细胞仪检测细胞凋亡(*P<0.05,与对照组相比；#P<0.05,与
OGD 组相比)

Fig5 Flow cytometry analysis of cell apoptosis in ischemia reperfusion

injured PC12 cells (*P<0.05,vs. Control；#P<0.05,vs.OGD)
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氨磷汀通过静脉给药进入体内由碱性磷酸酶水解脱磷酸

化 生 成 具 有 自 由 巯 基 的 活 性 分 子 WR1065 及 WR33278。
WR1065 主要分布于正常组织细胞并对其在肿瘤患者放化疗

时起到选择性保护作用。氨磷汀保护作用的机制主要有（1）与

化疗药及化疗药物的代谢产物结合减轻对正常细胞的损害作

用；（2）清除自由基保护正常细胞 DNA；（3）从基因水平抑制细

胞凋亡等[13-15]。近几年研究发现，细胞内低浓度的 WR1065 在减

轻抗病毒药物导致的细胞突变作用的同时其本身也具有广谱

的抗病毒作用，因此氨磷汀有望用于 AIDS 及流感的治疗[16-18]。
在缺血再灌注损伤领域的研究，已有证实氨磷汀对心肌、肾的

缺血再灌注损伤具有保护作用，其机制主要有清除自由基、促
进 DNA 修复、抑制细胞凋亡等[19,20]。但该药在脑缺血再灌注损

伤的研究领域仍属空白。本研究首次从细胞水平证实了该药可

以在缺血再灌注后抑制细胞凋亡对脑缺血再灌注损伤起到保

护作用，为今后的动物实验及临床治疗奠定了基础。
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