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HSP70 高表达保护低氧诱导的大鼠海马 DG 区神经细胞凋亡 *
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摘要 目的：研究诱导 HSP70 高表达对低氧引起的大鼠海马 DG 区神经细胞凋亡的保护作用。方法：大鼠海马 DG 区神经细胞分

别在 41℃温浴 2h 和加入砷酸钠诱导 HSP70 高表达。对照低氧而不预热，并用 HSP70 反义寡核苷酸链抑制 HSP70 合成，观察

HSP70 与低氧大鼠海马 DG 区神经细胞凋亡的关系。DNA 碎片法检测细胞凋亡，Western Blotting 检测 HSP70。结果：预热和砷酸

钠都可以诱导细胞 HSP70 高表达；HSP70 高表达可以明显减少低氧诱导的细胞凋亡。在预热前导入 HSP70 反义核酸，可以降低

HSP70 抑制细胞凋亡的作用。结论：HSP70 高表达可以保护细胞由于低氧引起的细胞凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of the over expression of HSP70 on neurocyte in the area of dentate gyrus（DG）of
rat's hippocampus in hypoxia-induced apoptosis. Methods: Cells were either heated in 41℃ water for 2 hours or affected with 10μmol/L
sodium arsenite for 18h to induced the over expression of HSP70. While the control cells are added HSP70 antisense oligomer which re-
duced the HSP70 expression or not induced before the cells heated. Then the cells were incubated in hypoxia. Fragmentation of DNA
was quantities, and HSP70 was analyzed at various times by the Western blot. Results: Both heat and sodium arsenite can induce the over
expression of HSP70, which can significantly decreased hypoxia-induced apoptosis. Introduction of the HSP70 antisense oligomer prior
to heating reserved the protective effect of HSP70. Conclusions: The over expression of HSP70 can protect the pre-blood cells from radi-
ation-induced apoptosis.
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前言

人脑正常氧耗量为 3.3-3.8ml/100g 组织 /min，约为全身氧

耗量的 1/5[1]。在急性缺氧时，对神经系统的影响是首要的，可使

大脑皮层兴奋和抑制过程功能失调[2]。平原人初进高原后，当动

脉血氧饱和度减少到 85％以下时，部分人可出现抽搐、意识障

碍或模糊，甚至昏迷[3]。
HSP70 作为一种分子伴侣，可以在许多不利的情况下被刺

激，它的生理作用就是保护细胞[4]。正常情况下它的表达量很

低，但是当细胞遇到环境因素应激时，它的变化表现在两个方

面，第一是表达量快速增加，第二是从细胞质进入细胞核和线

粒体，与那里的蛋白质结合防止应激因素引起蛋白质的构象发

生变化并帮助已发生构象变化的蛋白质回复到正常状态[5]。许

多研究证明，HSP70 可以保护外界不良刺激引起的细胞损伤[6]。
低氧，尤其是急性低氧，由于代谢失调，能量供给障碍将对

脑、体功能产生显著影响，将出现头痛、头晕、嗜睡、神经精神行

为异常外，体力活动能力和作业能力明显降低，记忆、推理能力

以及警觉性显著下降[7]。由于脑组织具有耗氧量大、代谢率高、
氧和 ATP 储备少，对低氧耐受性差的特点，是机体对低氧敏感

的组织 [8]。低氧引起细胞损伤的主要机理包括染色体断裂、转
座、倒置，还有 DNA 单链或双链断裂或修复中碱基错配。低氧

还可以通过过氧化间接损伤 DNA[9]。HSP70 是一种细胞保护蛋

白，在许多外来损伤时 HSP70 表达都会增加，例如重金属暴

露、失血、外伤、高热、氧化损伤等。研究发现，HSP70 诱导可以
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抑制内皮细胞坏死[10]。缺血再灌注后，HSP70 被诱导可以使心

肌耐受更长时间的缺血。在以前就描述过可诱导的应激蛋白家

族例如 HSP70 可以保护细胞并抑制各种应激原引起的细胞凋

亡。但是有关低氧引起细胞凋亡的报道并不多见，而且许多报

道使用的细胞多为肿瘤细胞系[11]。本研究以正常前体血细胞为

研究对象，研究了 HSP70 诱导高表达对低氧引起的细胞凋亡

的保护作用。

1 材料和方法

1.1 细胞制备

在显微镜下操作，找到海马的 DG 区并取材[12]。吸管吹打

机械分离，细胞洗 3 次，制作单细胞悬液，悬浮密度为每毫升

5×106。
1.2 细胞处理与分组

接种，于 37℃、5% CO2 细胞培养箱中培养，常氧培养 24 h
后换无血清培养基，低氧（2% O2）培养 24h。细胞共分为正常对

照组、低氧对照组、温浴 + 低氧组、砷酸钠 + 低氧组、反义寡核

苷酸 + 温浴 + 低氧对照组共 5 组。细胞按 2×104/cm2。
1.3 HSP70 的诱导

取培养的细胞在 41℃热水中温浴，或者在培养液中加入

10umol/L 砷酸钠作用 18 小时。在温浴的不同时间检测 HSP70
表达情况，取温浴 2 小时的细胞进行低氧处理。

1.4 DNA 碎片分析

DNA 碎片量可以反映细胞凋亡的程度。根据文献进行[13]。
DNA 碎片量 = 上清中 DNA 含量 /（上清中 DNA 含量 +

沉淀中 DNA 含量）

1.5 HSP70 反义寡核苷酸

HSP70 反义寡核苷酸由华美生物工程有限公司合成，其序

列为 15 个碱基 CGTGTTCTTGGCCAT，根据大鼠 HSP70mR-
NA 序 列 ， 其 中 含 有 HSP70mRNA 配 对 序 列。加 入 60
μmol/LHSP70 反义寡核苷酸到培养细胞中。
1.6 WESTERN BLOT 分析

按文献操作[14]，HSP70 抗体为 Sigma 公司产品，

1.7 统计方法

用 SPSS 统计软件进行方差分析和 t 检验。

2 结果

2.1 HSP70 的诱导

结果如图 1，温浴和砷酸钠均可以诱导 HSP70 高表达，

HSP70 在预热 5 分钟后就可以被诱导，随时间延长，HSP70 的

表达量也增加，1h 后最高并进入衰减期，12h 后还可以检测到

（结果未列出）；砷酸钠作用 18 小时后，细胞 HSP70 也明显表

达增高。而低氧则不能诱导细胞 HSP70 高表达。

sodium arsenate hypoxia warmbath control

图 1 不同因素对细胞 HSP70 的表达

Fig.1 HSP70 in different factors

图 2 不同浴热时间细胞 HSP70 的表达

Fig.2 HSP70 at different time of warm bath

2.2 预热对低氧引起的细胞凋亡的影响

由表 1 可见，单纯低氧组细胞凋亡率很高，达 90.4%，温浴

可以增加细胞凋亡的数量，但是温浴后细胞再进行低氧则与不

温浴细胞比较凋亡率显著降低（P<0.01）；说明 HSP70 诱导高表

达可以保护细胞对抗低氧的影响，降低细胞凋亡率。

注：** P<0.01 vs 低氧组

Note: ** P<0.01 vs hypoxia

表 1 温浴诱导 HSP70 高表达对低氧诱导细胞凋亡的影响（x±SD，n=9）
Table1 Warm bath induced over-expression of HSP70 on apoptosis of hypoxia（x±SD，n=9）

分组 Groups 细胞凋亡率（%）Apoptosis ratio(%)

对照组 Control 20.6±2.5

低氧组 Hypoxia 88.4±7.7

温浴组 Warm bath 17.8±3.9

温浴 + 低氧组 Warm bath+hypoxia 58.6±5.9**

2.3 砷酸钠作用细胞对低氧引起的细胞凋亡的影响

由表 2 可见，对照组细胞凋亡率变化不大（与表 1 对照组

比较），而砷酸钠组细胞凋亡率为 36.8%高于温浴组 （表 1 结

果），但是砷酸钠作用后再进行低氧处理则凋亡细胞率显著低

于单纯低氧处理组（P<0.01），推测可能是砷酸钠作用细胞后，

诱导了细胞 HSP70 高表达所致。
2.4 HSP70 反义寡核苷酸链对射线引起的细胞凋亡的影响

由表 3 可见，加入 HSP70 反义寡核苷酸链后再进行温浴，

细胞凋亡率与低氧组没有显著差异；而温浴加低氧组的凋亡细

胞率则明显低于低氧组和温浴 + 寡核苷酸 + 低氧组（P<0.01）；
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注：** P<0.01 vs 低氧组；## P<0.01 vs 温浴 + 低氧组

Note: ** P<0.01 vs hypoxia；## P<0.01 vs warm+hypoxia

注：** P<0.01 vs 低氧组

Note: ** P<0.01 vs hypoxia

表 2 砷酸钠诱导 HSP70 高表达对低氧诱导细胞凋亡的影响（x±SD，n=9）
Table 2 Sodium arsenate induced over-expression of HSP70 on hypoxia induced apoptosis x±SD，n=9）

分组 Groups 细胞凋亡率（%）Apoptosis ratio

对照组 Control 23.4±4.9

低氧组 Hypoxia 97.4±7.8

砷酸钠组 Sodium arsenate 32.8±6.1

砷酸钠 + 低氧组 Sodium arsenate+hypoxia 48.9±5.4**

推测是 HSP70 反义寡核苷酸链与 HSP70mRNA 互补结合，抑 制了 HSP70mRNA 的翻译。

表 3 HSP70 反义寡核苷酸加温浴对低氧诱导细胞凋亡的影响（x±SD，n=9）
Tabl e3 Antisensedigonucleotides of HSP70 plus warm bath on hypoxia induced apoptosis

分组 Group 细胞凋亡率（%）Apoptosis ratio

对照组 Control 24.7±2.7

低氧组 Hypoxia 93.4±4.8

HSP70 反义寡核苷酸组 Antisensedigonucleotides of HSP70 22.6±6.5

温浴 + 低氧组 Warmbath+hypoxia 49.2±5.8**

温浴 + 反义寡核苷酸 + 低氧组

Warm bath+ Antisensedigonucleotides of HSP70+hypoxia
107.1±8.9##

3 讨论

研究显示高原居住人员夜晚难以入睡或睡眠质量差，Mc-
farland 发现高原探险人员其数学能力、识字能力、注意力和短

期记忆能力均受到明显损害 [15]。低氧使海马乙酰胆碱释放减

少，从而影响学习和记忆功能，其他一些神经递质如多巴胺、5-
羟色胺也对低氧比较敏感[16]。本实验结果显示无论是温浴诱导

的 HSP70 高表达还是砷酸钠诱导 HSP70 高表达都可以防止低

氧引起的细胞凋亡发生；如果用 HSP70 反义寡核苷酸链进入

细胞，则不能降低低氧引起的细胞凋亡，主要是因为 HSP70 反

义寡核苷酸链与 HSP70mRNA 结合，抑制了 HSP70 的表达。
其实不论是高温还是砷酸钠都有诱导细胞凋亡的作用，关

键是处理的时间和量，如果温浴时间超过 10 个小时，则凋亡细

胞率可以达到 90%以上；也有研究结果显示 160mmol/L 就可

以明显诱导血管内皮细胞凋亡，这也是选择 10mmol/L 砷酸钠

的原因。即使在这种条件下，还可以看到单纯温浴或 10μmol/L
砷酸钠作用 18 小时后，凋亡细胞数明显增加。

有关 HSP70 保护作用的研究结果很多，然而这些研究的

结果并不是完全一致，例如 Dressel 用 T 淋巴细胞实验就没有

发现类似的结果。不同的细胞对热的敏感性是有区别的，温浴

温度的选择就非常重要。
低氧是一种对细胞的不良刺激，但是在本实验中，单纯低

氧并没有引起 HSP70 的高表达，但是在有些实验中，研究者发

现低氧也可以诱导细胞 HSP70 高表达，有研究发现低氧就可

以诱导 HSP70 表达，原因可能与低氧的作用时间有关，HSP70

对细胞的保护作用也不是无限的，推测可能如果低氧时间过

长，超过了 HSP70 的保护能力，就会导致细胞凋亡。虽然有关

HSP70 保护作用的研究很多，几乎包括了所有的不良刺激，但

是由于生命的复杂性和应用不同的实验对象，结果还是存在差

异。要搞明白这些差异的原因，则需要对 HSP70 作用机理更详

尽的研究。
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