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文题释义： 

脊髓星形胶质细胞：广泛分布在脊髓中枢神经系统中的各个区域，在正常脊髓中发挥营养神经、保护血脑屏

障、促进突触生长、维持中枢神经系统稳态等功能，当脊髓损伤后其可发生水肿、活化后发生炎症反应、凋

亡、坏死后释放大量细胞毒性因子等改变，加重脊髓损伤。 

高迁移率族蛋白 B1：是一种普遍存在的核蛋白，在核内稳定表达，参与修复 DNA 和维持 DNA 稳定，但是在

缺氧和其他损伤时可由坏死细胞或者应激细胞被释放到细胞外，诱发炎症反应。 

核转录因子 κB：普遍存在于各种动物细胞中，受到细胞外的刺激后进入细胞核参与炎症与免疫反应。 

 

摘要 

背景：脊髓损伤后，星形胶质细胞核内高迁移率族蛋白 B1 被释放到细胞外，通过与细胞膜表面受体结合激活

核转录因子 κB 引起脊髓水肿或者炎症等一系列病理反应，但有关高迁移率族蛋白 B1/核转录因子 κB 通路调

节氧糖剥夺/复氧损伤后脊髓星形胶质细胞凋亡的研究尚少。 

目的：分析高迁移率族蛋白 B1/核转录因子 κB 通路对氧糖剥夺/复氧后脊髓星形胶质细胞凋亡的调节作用。 

方法：体外培养新生一二天 SD 大鼠(山西医科大学动物中心提供)脊髓星形胶质细胞，建立氧糖剥夺细胞损伤

模型，并分别复氧培养 6，12，24 h，ELISA 法检测培养基内高迁移率族蛋白 B1 质量浓度，Western blot 法

检测细胞内高迁移率族蛋 B1、Bcl-2、BAX 蛋白表达量，MTT 法检测细胞存活率，以此筛选最佳复氧时间进

行以下实验。取第 4 代脊髓星形胶质细胞，分 4 组培养：正常组、氧糖剥夺/复氧组、氧糖剥夺/复氧+丙酮酸

乙酯组、氧糖剥夺/复氧+核转录因子 κB 抑制剂组，复氧培养 24 h 后，ELISA 法检测培养基内高迁移率族蛋

白 B1 质量浓度，Western blot 法检测细胞内高迁移率族蛋 B1、核转录因子 κB、Bcl-2、BAX 蛋白表达量，

MTT 法检测细胞存活率，流式细胞仪检测细胞凋亡。 

结果与结论：①各检测结果显示复氧培养 24 h 为最佳复氧时间，用于后续实验；②与正常组比较，氧糖剥夺

6 h/复氧 24 h 组高迁移率族蛋 B1、核转录因子 κB 蛋白表达及细胞凋亡率升高(P < 0.05)，细胞存活率、Bcl-2/ 

BAX 比值降低(P < 0.05)；与氧糖剥夺 6 h/复氧 24 h 组比较，氧糖剥夺 6 h/复氧 24 h+丙酮酸乙酯组、氧糖剥

夺 6 h/复氧 24 h+核转录因子 κB 抑制剂组细胞存活率、Bcl-2/BAX 比值升高(P < 0.05)，核转录因子 κB 蛋白

表达、细胞凋亡率降低(P < 0.05)；③结果表明，高迁移率族蛋白 B1/核转录因子 κB 通路参与调节氧糖剥夺/

复氧后脊髓星形胶质细胞的凋亡。 

关键词： 

脊髓损伤；星形胶质细胞；高迁移率族蛋白 B1；核转录因子 κB；细胞凋亡；氧糖剥夺/复氧；Bcl-2；BAX 

中图分类号：R459.9；R365；R651.2 

基金资助： 

国家自然科学基金(81870976)，项目负责人：孙麟 

缩略语： 

高迁移率族蛋白 B1：high mobility group box 1，HMGB1 

高迁移率族蛋白 1/核转录因子 κB 通路可调节脊髓星形胶质细胞的凋亡 

大鼠脊髓星形
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分组： 

(1)正常组； 

(2)氧糖剥夺6 h/复氧6 h； 

(3)氧糖剥夺6 h/复氧12 h； 

(4)氧糖剥夺6 h/复氧24 h。 

检测： 

(1Western blot检测高迁移率族
蛋白B1表达，ELISA检测高
迁移率族蛋白1的释放； 

(2)Western blot检测凋亡相关
蛋白Bcl-2/BAX比值； 

(3)MTT检测细胞成活率。 

以氧糖剥夺6 h/复氧24 h为观察时间点
分组： 

(1)正常组； 

(2)氧糖剥夺6 h/复氧24 h； 

(3)氧糖剥夺6 h/复氧24 h+丙酮酸乙酯； 
(4)氧糖剥夺6 h/复氧24 h+核转录因子

κB通路抑制剂Bay 11-7082。 

 

检测： 

(1)Western blot检测高迁移率
族蛋白B1表达，ELISA检测
高迁移率族蛋白B1的释放； 

(2)Western blot检测凋亡相关
蛋白Bcl-2/BAX比值； 

(3)MTT检测细胞成活率； 
(4)流式细胞仪检测细胞凋亡。 

结论： 

抑制高迁移率
族蛋白 B1/核
转录因子 κB通
路可减轻氧糖
剥夺/复氧后大
鼠脊髓星形胶
质细胞凋亡程
度 
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Inhibition of high mobility group box 1/nuclear factor-kappa B pathway reduces apoptosis in spinal cord 

astrocytes after oxygen-glucose deprivation/reoxygenation   

 
Lü Cong, Sun Lin, Feng Haoyu, Ma Xun, He Yajun, Li Jisheng (Department of Orthopedics, Shanxi Dayi Hospital Affiliated to Shanxi Medical 

University, Taiyuan 030032, Shanxi Province, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: Spinal cord injuries triggers the release of high mobility group box 1 (HMGB1) from nerve cells to activate the nuclear 

factor-kappa B (NF-κB) by binding to cell membrane surface receptor, thereby inducing a series of pathological reactions, such as spinal cord 

edema or inflammation. However, little is reported on whether inhibition of HMGB1/NF-κB pathway could attenuate spinal cord astrocytes 

apoptosis after oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R). 

OBJECTIVE: To investigate the effect of HMGB1/NF-κB pathway on spinal cord astrocytes apoptosis after OGD/R.  

METHODS: Spinal cord astrocytes of newborn Sprague-Dawley rats (provided by the Laboratory Animal Center of Shanxi Medical University, 

China) were cultured in vitro and an OGD/R model was established. Spinal cord astrocytes were subjected to reoxygenation 6, 12, and 24 

hours. Release of HMGB1 in the culture medium was detected by ELISA. The expression of HMGB1, Bcl-2 and Bax were detected by western 

blot and the cell survival rate was determined by MTT. The optimal reoxygenation time was then selected for the following experiments. Spinal 

cord astrocytes at passage 4 were divided into normal group, OGD6h/R24h group, OGD6h/R24h+ethyl pyruvate group, OGD6h/R24h+Bay 

11-7082 group. After 24 hours of reoxygenation, the release of HMGB1 was detected by ELISA, the expression of HMGB1, NF-κB, Bcl-2 and 

BAX was analyzed by western blot, the survival rate of astrocytes was determined by MTT, and the apoptosis of astrocytes was measured by 

flow cytometry. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The results showed that the best reoxygenation time was 24 hours, which was used for subsequent 

experiments. (2) Compared with the normal group, the release and expression of HMGB1 and NF-κB as well as the apoptotic rate of 

astrocytes were obviously increased in the OGD6h/R24h group (P < 0.05), while the survival rate of astrocytes and the ratio of Bcl-2/Bax were 

obviously declined in the OGD6h/R24h group (P < 0.05). Compared with the OGD6h/R24h group, the astrocyte survival rate and the ratio of 

Bcl-2/Bax were significantly raised (P < 0.05), while the expression of NF-κB and the apoptosis rate of astrocytes were remarkably decreased 

(P < 0.05) in the OGD6h/R24h+ethyl pyruvate and OGD6h/R24h+Bay 11-7082 groups. To conclude, the HMGB1/NF-κB signal pathway is 

involved in the regulation of apoptosis in spinal cord astrocytes after OGD/R. 

Key words: spinal cord injury; astrocytes; high mobility group box B1; nuclear factor kappa B; apoptosis; oxygen-glucose deprivation/ 

reoxygenation; Bcl-2; Bax 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81870976 (to SL) 

 

0  引言  Introduction 

脊髓损伤是一种由外在机械力造成的脊髓损伤，破坏

性极大，可引发严重的神经功能障碍[1]。脊髓损伤可分为

原发性损伤和继发性损伤，原发性损伤是直接外力损伤，

损伤不可逆转，继发性损伤在原发性损伤后出现，引起脊

髓水肿、缺血坏死、炎症反应、氧化应激、细胞凋亡等一

系列病理反应，扩大脊髓损伤后脊髓损伤范围，加重脊髓

神经功能损伤，通过对继发性损伤的抑制与逆转可改善脊

髓损伤范围及神经功能[2-4]。 

在继发性损伤的研究中发现，脊髓损伤后细胞凋亡可

导致脊髓损伤节段神经功能和感觉功能的部分丧失，有效

的干预细胞凋亡途径对脊髓损伤后神经功能的恢复与治疗

有着重要意义[5]。细胞凋亡是一种程序性死亡，线粒体能

接收到细胞凋亡的各种信号，释放出多种凋亡诱导因子[6]，

而Bcl-2家族蛋白在调控线粒体功能中通过发生磷酸化、异

二聚化、蛋白水解等生物学效应，调节抗凋亡蛋白Bcl-2与

促凋亡蛋白BAX，影响Bcl-2/BAX蛋白表达的比率，从而改

变线粒体外膜的通透性，继而决定细胞的生存[7-8]。因此通

过调节Bcl-2与BAX可有效控制脊髓损伤后的细胞凋亡程

度。 

脊髓星形胶质细胞广泛分布在脊髓中枢神经系统中的

各个区域，在正常脊髓中发挥营养神经、保护血脑屏障、

促进突触生长、维持中枢神经系统稳态等功能[9-10]。当脊髓

损伤后，星形胶质细胞可发生水肿、活化、炎症反应、凋

亡、坏死后释放大量细胞毒性因子等改变，加重脊髓损伤。

既往脊髓损伤研究表明，通过抑制脊髓损伤后BAX的表达

来减少脊髓中细胞的凋亡，有利于脊髓神经功能的恢复[11]。

但大部分研究着重于脊髓神经元或者整体脊髓的凋亡水

平，而少有对脊髓星形胶质细胞的研究。因此，研究损伤

后脊髓星形胶质细胞的凋亡对于保护脊髓中枢神经系统免

于进一步受损有着重要意义[12-13]。 

高迁移率族蛋白B1(high mobility group box 1，

HMGB1)是一种普遍存在的细胞核蛋白，在核内稳定表达，

参与修复和维持DNA稳定，但在缺氧和其他损伤时可由坏

死细胞或者应激细胞被释放到细胞外，诱发炎症反应，破

坏细胞正常功能[14-15]。核转录因子κB普遍存在于各种动物

细胞中，受到细胞外的刺激后进入细胞核，参与炎症与免

疫反应[16]。有报道脊髓损伤后HMGB1从核内释放与细胞膜

上的受体结合，激活炎症通路核转录因子κB的核转位，具

有极强的促炎作用[17-19]。甘草甜素通过抑制HMGB1能够改

善线粒体通路引起的肝细胞凋亡[20]。在中枢神经系统的研

究中发现，有效抑制HMGB1对大鼠局灶性脑缺血再灌注损

伤诱导的炎症、氧化应激和凋亡具有保护作用[21-22]。然而

释放出的HMGB1是否能与脊髓星形胶质细胞结合，激活细

胞内核转录因子κB引起细胞的凋亡，还未见大量报道。 

此次研究通过体外培养大鼠脊髓星形胶质细胞，建立

氧糖剥夺/复氧模型[3，23-24]，模拟脊髓损伤后脊髓星形胶质

细胞缺血再灌注损伤的病理过程，观察损伤后星形胶质细

胞内HMGB1的表达与释放水平及凋亡蛋白Bcl-2和BAX的

变化，其次通过利用丙酮酸乙酯抑制HMGB1的表达[25]，应
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用Bay 11-7082抑制核转录因子κB的表达[26]，研究HMGB1/

核转录因子κB通路对脊髓星形胶质细胞凋亡的调节作用。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  体外细胞学观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年5至12月在山西医科大

学转化医学中心实验室完成。 

1.3  材料  DMEM高糖培养基、胎牛血清、DMEM无糖培

养基(美国Gibco公司)；HMGB1抑制剂丙酮酸乙酯、核转

录因子κB抑制剂Bay 11-7082(美国sigma公司)；小鼠抗大

鼠S100β抗体(中国武汉博士德公司)；兔抗大鼠HMGB1抗

体、兔抗大鼠Bcl-2(英国Abcam公司)；兔抗大鼠BAX、小

鼠抗大鼠核转录因子κB抗体(美国CST公司)、小鼠抗大鼠

GAPDH抗体、小鼠抗大鼠Histon抗体、MTT细胞增殖-毒

性试剂盒(中国碧云天生物公司)；异硫氰酸荧光素(FITC，

中国中杉金桥公司)，HMGB1 ELISA试剂盒(中国上海西唐

生物公司)；Hoechst/PI试剂盒(中国索莱宝生物公司)；显

影仪(上海勤翔科学仪器有限公司)。 

实验动物：新生一二天SD大鼠，由山西医科大学动物

中心提供，许可证号：SCXK(晋)2015-0001。 

1.4  实验方法 

1.4.1  大鼠星形胶质细胞的分离与培养  取新生SD大鼠

(提取一次原代星形胶质细胞需要4只，实验共使用12只)，

消毒后迅速断头处死，剪开脊髓背部皮肤暴露脊柱，将剪

刀伸入胸腔沿脊柱剪下脊柱，剪开腹侧椎管，取脊髓。仔

细剥离脊髓表面脊膜和血管，之后将脊髓剪碎，随后用

0.125%胰酶37 ℃消化30 min。终止消化后使用低速离心

机离心(1 000 r/min离心5 min)，弃上清后加入含体积分数

10%胎牛血清的高糖培养基吹打均匀，并使用200目筛网

过滤，种入细胞培养瓶内，于含体积分数5%CO2的37 ℃

培养箱内培养。每3 d半量换液，七八天待细胞融合90%后

传代。使用第4代大鼠脊髓星形胶质细胞进行实验。利用星

形胶质细胞特异性蛋白S100β进行免疫荧光染色用于细胞

纯化鉴定[27]。 

细胞免疫荧光：将细胞接种于预先放好盖玻片的24孔

板内，接种细胞浓度为1×10
5
 L

-1，24 h后用40 g/L多聚甲

醛固定，PBS冲洗3遍，体积分数5%山羊血清37 ℃孵育，

加入一抗S100β 4 ℃过夜12 h。之后洗去一抗，使用含

FITC二抗避光37 ℃孵育1.5 h。DAPI染色细胞核10 min后

使用防淬灭剂封固，荧光显微镜下观察。 

1.4.2  体外氧糖剥夺/复氧模型建立  首先建立氧糖剥夺

模型，将原有星形胶质细胞培养瓶内含血清DMEM培养基

去除，PBS冲洗后加入无糖DMEM培养基，于37 ℃、体

积分数1%O2、体积分数5%CO2、体积分数94%N2的三气

培养箱中培养6 h；之后再换回含体积分数10%胎牛血清高

糖DMEM，于体积分数5%CO2的37 ℃培养箱内分别复氧

培养6，12，24 h。 

1.4.3  实验分组  ①首先观察氧糖剥夺/复氧后，大鼠脊髓

星形胶质细胞内HMGB1表达与释放及细胞凋亡情况，将星

形胶质细胞分为正常组、氧糖剥夺6 h/复氧6 h、氧糖剥夺  

6 h/复氧12 h、氧糖剥夺6 h/复氧24 h(n=3)。选出早期损伤，

氧糖剥夺6 h后复氧最佳时间的氧糖剥夺/复氧组进行下一

步实验；②随后，观察使用丙酮酸乙酯及核转录因子κB抑

制剂Bay 11-7082后，大鼠脊髓HMGB1表达与释放、核内

核转录因子κB表达及星形胶质细胞的凋亡情况，将星形胶

质细胞分为正常组、氧糖剥夺6 h/复氧24 h组、氧糖剥夺   

6 h/复氧24 h+丙酮酸乙酯(12 μmol/L
[26]，复氧时加入)组、

氧糖剥夺6 h/复氧24 h+Bay 11-7082(5 μmol/L
[26]，复氧时

加入)组(n=3)。单次实验每组3个样本，每个实验重复不少

于3次。 

1.4.4  MTT检测细胞存活率  将细胞接种于96孔板中，培

养48 h后分组处理，而空白组不接种细胞，仅加入培养基。

之后将50 μL的MTT溶液加入各组细胞中，37 ℃孵育4 h

后去除原有培养基，加入DMSO溶液，于摇床振荡30 min，

于酶标仪570 nm光波长下测吸光度值，各组细胞成活率利

用公式(实验组-空白组)/(正常组-空白组)×100%计算出。 

1.4.5  ELISA检测HMGB1分泌  收集各组大鼠脊髓星形

胶质细胞的培养基上清液，以备检测。按HMGB1 ELISA

试剂盒说明书稀释制备标准品制作标准曲线，质量浓度分

别为20，10，5.0，2.5，1.25 μg/L。将标准品与待测样本

加入孔板内，并设置无任何试剂的空白孔，每孔50 μL，

37 ℃孵育30 min。洗涤后加入酶标试剂50 µL。洗涤后加

入A、B显色液，37 ℃孵育30 min，之后终止显色，于酶

标仪450 nm光波长下测吸光度值，计算各组培养基中

HMGB1质量浓度。 

1.4.6  Western blot检测相关蛋白表达  将不同处理组细

胞收集后，使用核浆膜试剂盒分别提取细胞的膜浆蛋白与

核蛋白，膜浆蛋白用于检测HMGB1、Bcl-2和BAX的表达，

其内参为GAPDH；核蛋白用于检测核转录因子κBp65的表

达，其内参为Histon H3。BCA法测量各组蛋白浓度。用12% 

SDS-PAGE凝胶进行电泳，之后转于PVDF膜，5%脱脂奶

粉封闭2 h后，加一抗HMGB1(1∶1 000)、Bcl-2(1∶1 000)、

BAX(1∶1 000)、核转录因子κB(1∶1 000)、GAPDH   

(1∶1 000)、Histon(1∶1 000) 4 ℃过夜孵育12 h。次日洗

去一抗，加入对应种属辣根过氧化物酶标记的二抗37 ℃孵

育2 h，洗涤后使用ECL发光液于显影仪进行显影，运用

Image Pro Plus软件进行分析。 

1.4.7  流式细胞仪Hoechst/PI双染法检测细胞凋亡  收集

各组细胞，用染色缓冲液重悬，分别加入5 µL Hoechst和

PI染液避光冰浴孵育20 min，随后进行流式细胞仪检测红

色和蓝色荧光。正常细胞为弱红色和弱蓝色荧光(P3)，凋

亡细胞为弱红色和强蓝色荧光(P4)。 

1.5  主要观察指标   ①ELISA法检测细胞上清液中

HMGB1质量浓度；②Western blot法检测细胞浆与膜中

HMGB1、Bcl-2、BAX表达量及细胞核中核转录因子κB的

表达量；③MTT法检测细胞活性；④流式细胞仪检测细胞

凋亡率。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 18.0进行数据分析，所有实

验结果以x
_

±s表示，应用单因素方差分析，两两比较应用

Dunnett’s分析。P < 0.05则认为差异有显著性意义。 
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2  结果  Results  

2.1  星形胶质细胞鉴定结果  取第3代细胞，用星形胶质

细胞特定表达蛋白S100β对细胞进行免疫荧光染色，染色

结果为星形胶质细胞纯度为95%，见图1。 

2.2  氧糖剥夺/复氧后星形胶质细胞HMGB1的表达与释

放及细胞活性与凋亡程度    

HMGB1表达与释放：Western blot与ELISA检测显示

与正常组相比，氧糖剥夺6 h/复氧6，12，24 h组HMGB1

蛋白表达与释放明显增多，且氧糖剥夺6 h/复氧24 h组中

HMGB1表达与释放最多的(P < 0.05)，见图2A，B。 

凋亡蛋白表达：与正常组相比，氧糖剥夺6 h/复氧6，

12，24 h组Bcl-2与BAX表达均增多，但Bcl-2随复氧时间增

长表达逐渐减少，BAX表达随复氧时间延长表达增加，因

此Bcl-2/BAX比值随时间增长降低，在复氧24 h时Bcl-2/ 

BAX比值达到最低(P < 0.05)，见图2C。 

细胞存活率：与正常组相比，氧糖剥夺6 h/复氧，12，

24 h组星形胶质细胞活性随时间的增加减弱，复氧24 h时

脊髓星形胶质细胞存活率最低(P < 0.05)，见图2D。因此

选择复氧24 h作为后续实验的时间点。 

2.3  抑制HMGB1与核转录因子κB表达后氧糖剥夺6 h/复

氧24 h星形胶质细胞的凋亡程度与成活率   

HMGB1表达与释放：Western blot及ELISA结果显示

与氧糖剥夺6 h/复氧24 h组比，氧糖剥夺6 h/复氧24 h+丙

酮酸乙酯组星形胶质细胞内HMGB1的表达与释放减少  

(P < 0.05)，见图3A，B。 

核转录因子κB蛋白表达：Western blot结果显示与氧糖

剥夺6 h/复氧24 h组比较，氧糖剥夺6 h/复氧24 h+Bay 

11-7082组核转录因子κB表达明显减少(P < 0.05)，见图3C。 

凋亡蛋白表达：Western blot结果显示与氧糖剥夺6 h/

复氧24 h组比较，氧糖剥夺6 h/复氧24 h+丙酮酸乙酯组与

氧糖剥夺6 h/复氧24 h+Bay 11-7082组Bcl-2/BAX比值明

显升高(P < 0.05)，见图3D。 

细胞存活率：MTT结果表明与氧糖剥夺6 h/复氧24 h

组比较，氧糖剥夺6 h/复氧24 h+丙酮酸乙酯组与氧糖剥夺

6 h/复氧24 h+Bay 11-7082组星形胶质细胞活性明显增强

(P < 0.05)，见图3E。 

细胞凋亡：与氧糖剥夺6 h/复氧24 h组相比，氧糖剥夺   

6 h/复氧24 h+丙酮酸乙酯组与氧糖剥夺6 h/复氧24 h+ 

Bay 11-7082组星形胶质细胞凋亡率明显减少(P < 0.05)，

见图3F。 

丙酮酸乙酯有效抑制HMGB1的表达，Bay 11-7082有

效抑制了核转录因子κB的表达，两者分别降低了大鼠脊髓

星形胶质细胞的凋亡程度，提高了星形胶质细胞的成活率。 

 

3  讨论  Discussion 

此次研究结果表明，氧糖剥夺/复氧后体外培养大鼠脊

髓星形胶质细胞活性降低，凋亡程度加重，同时释放出

HMGB1增多。使用丙酮酸乙酯与Bay 11-7082分别抑制了

HMGB1与核转录因子κB后，星形胶质细胞所表达的

HMGB1与核内活化核转录因子κB均减少，同时细胞活性

与凋亡程度缓解，表明HMGB1/核转录因子κB是调节脊髓

星形胶质细胞凋亡的重要通路。 

大量研究表明脊髓损伤后，抑制神经元的凋亡有助于神

经功能的恢复[28-29]，目前大量研究着重于调节神经元自身功

能的恢复、轴突再生及神经干细胞的增殖分化功能[30-32]，忽

略了脊髓星形胶质细胞在脊髓损伤后神经恢复中的作用。星

形胶质细胞作为在脊髓中枢神经中数量最多的细胞，它的活

性与凋亡程度对脊髓损伤后神经功能的恢复有着重要作  

用[33]。研究发现在脊髓损伤早期，脊髓凋亡坏死释放细胞毒

性物质刺激脊髓星形胶质细胞改变形态，表现为细胞胞体肿

大扩张并且重叠，突起增多延长，胶质纤维酸性蛋白表达反

应性增强，反应性脊髓星形胶质细胞活化增殖，开始参与炎

性反应分泌白细胞介素6、肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β，

进而加重微环境周围的免疫反应，加重损伤[34-36]。在损伤  

72 h后，增生的脊髓星形胶质细胞形成胶质瘢痕，抑制神经

轴突生长[37-38]，说明早期干预脊髓星形胶质细胞凋亡可抑制

脊髓损伤后脊髓星形胶质细胞的活化，改善炎症反应。同时

脊髓损伤后脊髓星形胶质细胞凋亡，失去释放营养物质的能

力，无法传递神经递质，维持血脑屏障的能力受限，减少神

经细胞的营养与物质交换，不利于神经功能的恢复[39-40]。于

是在此次实验中通过体外培养大鼠脊髓星形胶质细胞，用氧

糖剥夺/复氧模型模拟脊髓损伤，观察早期损伤时脊髓星形

胶质细胞的凋亡情况。实验发现在氧糖剥夺6 h复氧24 h内，

随着时间的延长，正常脊髓星形胶质细胞的活性降低，星形

胶质细胞的凋亡程度加重。脊髓损伤后，凋亡的脊髓星形胶

质细胞通过自身代偿性的改变丧失营养支持功能，转化为毒

性反应，形成恶性循环，持续引起周围细胞凋亡坏死，扩大

损伤范围，恶化损伤程度，抑制周围神经细胞功能，不利于

脊髓中枢神经系统功能的恢复，因此抑制早期脊髓星形胶质

细胞凋亡可为改善脊髓损伤预后提供新的靶点。 

线粒体途径引起的细胞凋亡为细胞凋亡过程中最主要

的过程之一，Bcl-2家族蛋白在调节线粒体膜通透性的过程

中发挥重要作用，其中最为熟知的就是抗凋亡蛋白Bcl-2与

促凋亡蛋白BAX
[41]。研究证明，神经细胞与星形胶质细胞

共培养时，氧糖剥夺/复氧会引起Bcl-2/BAX比值减小，促

进细胞线粒体凋亡[42]。Wei等[28]在研究中发现，阿司匹林

通过抑制BAX蛋白的表达、促进Bcl-2的表达来抑制脊髓损

伤后神经元的凋亡，抑制炎性反应与星形胶质细胞的活化。

此次研究中，正常大鼠脊髓星形胶质细胞中Bcl-2与BAX表

达量均不高，但Bcl-2/BAX比例较高、也较为稳定。氧糖剥

夺/复氧后的星形胶质细胞BAX表达明显升高，Bcl-2/BAX

的比值减小，提示大鼠脊髓氧糖剥夺/复氧后，线粒体凋亡

途径可能参与了脊髓星形胶质细胞凋亡过程，因此通过调

节Bcl-2、BAX表达可改善脊髓星形胶质细胞的凋亡程度。 

在体外培养大鼠脊髓星形胶质细胞进行氧糖剥夺/复

氧模型后，发现在氧糖剥夺6 h复氧24 h内，脊髓星形胶质

细胞内和培养基内HMGB1表达水平明显增高，大量

HMGB1被释放出来，且在氧糖剥夺6 h/复氧24 h时表达最

高。大量研究证实HMGB1的释放是一种警报信号，急性脊

髓损伤患者1 d内血清HMGB1最大含量是正常人的9倍，且 
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图注：图中绿色为脊髓星形胶质细胞特异性蛋白 S100β

染色，蓝色为 DAPI 核染色。结果显示星形胶质细胞纯度

为 95%。 

图 1  免疫荧光法鉴定体外培养脊髓星形胶质细胞

(×100) 

Figure 1  Immunofluorescence identification of spinal 

cord astrocytes cultured in vitro (×100) 

 

图注：图中 A 为 Western blot 检测星形胶质细

胞内 HMGB1 蛋白表达；B 为星形胶质细胞培

养基内 HMGB1 的释放；C 为 Western blot

检测星形胶质细胞内 Bcl-2、BAX 蛋白表达及

Bcl-2/BAX 比值；D 为 MTT 检测星形胶质细

胞存活率。与正常组比较，a
P < 0.05；与氧糖

剥夺 6 h/复氧 24 h 组比较，b
P < 0.05。 

图 2  氧糖剥夺/复氧不同时间后星形胶质细

胞的凋亡、存活率及高迁移率族蛋白 B1 

(HMGB1)检测结果 

Figure 2  Expression and release of high 

mobility group box 1 in the spinal cord 

astrocytes, apoptosis and survival rate of 

astrocytes at different time after 

oxygen-glucose deprivation/reoxygenation 

 

图注：图中A为Western blot检测HMGB1

表达；B为星形胶质细胞培养基内HMGB1

的质量浓度；C 为 Western blot 检测核转

录因子 κB 蛋白表达；D 为 Western blot

检测 Bcl-2、BAX 的表达及 Bcl-2/BAX 比

值；E 为 MTT 检测星形胶质细胞存活率，

F 为流式细胞仪检测星形胶质细胞凋亡；

酮酸乙酯为 HMGB1 抑制剂，Bay 11-7082

为核转录因子 κB 抑制剂。与氧糖剥夺 6 h/

复氧 24 h 组比较，a
P < 0.05。1 为正常组；

2 为氧糖剥夺 6 h/复氧 24 h 组；3 为氧糖

剥夺 6 h/复氧 24 h 组+丙酮酸乙酯组；4

为氧糖剥夺 6 h/复氧 24 h 组+Bay 11-7082

组。 

图 3  抑制高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)

与核转录因子 κB 后氧糖剥夺 6 h/复氧  

24 h 的各组脊髓星形胶质细胞凋亡、存活

率、HMGB1、核转录因子 κB 表达 

Figure 3  Expression and release of 

high mobility group box 1 and nuclear 

factor-kappa B in the spinal cord 

astrocytes, apoptosis and survival rate of 

astrocytes receiving oxygen-glucose 

deprivation and 24 hours of 

reoxygenation after inhibiting high 

mobility group box 1 or nuclear 

factor-Kappa B 
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与损伤严重程度相关[19]，HMGB1还参与细胞毒性反应，可

引起脊髓水肿[43]，促进神经元凋亡[44]，引起神经元的丢失，

激活核转录因子κB引起炎症级联反应等[45]，抑制了损伤后

神经功能的恢复。于是此次实验选取氧糖剥夺6 h/复氧24 h

作为研究时间点，通过抑制HMGB1的表达来研究HMGB1

释放是否参与了早期大鼠脊髓星形胶质细胞的凋亡过程。

在使用丙酮酸乙酯抑制HMGB1的表达后，发现脊髓星形胶

质细胞中HMGB1表达显著减少，培养基中HMGB1水平也

明显减少。Bhat等 [46]发现丙酮酸乙酯可靶向性抑制

HMGB1/RAGE通路，减少有机尘引起的气道炎症。Soh

等[47]发现丙酮酸乙酯通过对HMGB1的抑制作用减轻高血

糖加重的心肌缺血再灌注损伤。这些研究提示，丙酮酸乙

酯可用来作为HMGB1的抑制剂，抑制HMGB1发挥作用。

使用丙酮酸乙酯后，MTT检测发现细胞活性增强，Bcl-2表

达增加，BAX表达减少，Bcl-2/BAX比值升高，流式细胞仪

检测发现细胞凋亡程度明显缓解，这说明抑制HMGB1后大

鼠脊髓星形胶质细胞的凋亡程度减轻，释放的HMGB1是大

鼠脊髓星形胶质细胞损伤后促进自身凋亡的影响因子。

Gwak等[20]发现甘草甜素可抑制HMGB1通过线粒体途径

引起的肝细胞凋亡。Wang等[48]发现丹参酮IIA可抑制脑梗

后HMGB1对脑神经系统中细胞凋亡的抑制。这些研究均提

示，基质中的HMGB1可与周围细胞结合，激活细胞内凋亡

通路，参与调节细胞凋亡。这与此次实验结果相似，但均

未说明HMGB1在脊髓损伤中与脊髓星形胶质细胞凋亡的

关系。此次实验结果说明，HMGB1在脊髓损伤后不仅可引

起神经元的凋亡，还可通过改变线粒体膜上Bcl-2/BAX表达

比值改变线粒体膜通透性，激活星形胶质细胞内凋亡信号

来调节氧糖剥夺/复氧后脊髓星形胶质细胞的凋亡过程，抑

制HMGB1释放可有效缓解脊髓星形胶质细胞的凋亡，改善

脊髓星形胶质细胞活性。 

核转录因子κB通路是HMGB1发挥炎症反应的重要通

路。HMGB1通过激活胞质内核转录因子κB的核转位，促

进炎症因子的释放，加重了细胞损伤后的毒性反应[16，49]。

此次实验发现大鼠脊髓星形胶质细胞受损后，核转录因子

κB明显升高，抑制HMGB1表达后核转录因子κB明显减少，

提示核转录因子κB可被HMGB1激活，进入脊髓星形胶质

细胞核内参与调节脊髓星形胶质细胞的凋亡。Zhang等[50]

发现核转录因子κB通路在心脏缺血再灌注损伤后激活心

肌细胞的凋亡，损伤心肌功能，说明核转录因子κB通路参

与调节细胞凋亡。此次实验通过有效抑制核转录因子κB核

转位的激活，抑制了核转录因子κB的活性，脊髓星形胶质

细胞活性增强，Bcl-2表达增加，BAX表达降低，Bcl-2/BAX

比值明显升高，流式细胞仪检测也表明细胞凋亡程度减轻。

实验表明HMGB1/核转录因子κB是激活氧糖剥夺/复氧后

大鼠脊髓星形胶质细胞线粒体途径凋亡的通路之一。 

此次实验还存在着一些不足之处，对氧糖剥夺/复氧后

脊髓星形胶质细胞凋亡时间的观察点尚少，仅探讨了早期

氧糖剥夺/复氧后HMGB1及脊髓星形胶质细胞凋亡的情

况，未能了解氧糖剥夺6 h/复氧24 h后星形胶质细胞凋亡与

HMGB1的动态变化；另外，丙酮酸乙酯并非HMGB1特异

性结合抑制剂，对于HMGB1抑制机制的研究还不完善，但

通过文献的查阅与此次实验的结合，发现丙酮酸乙酯对

HMGB1的抑制能力还是有据可依的，为此次实验的进行提

供了证据。 

综上所述，研究脊髓星形胶质细胞的凋亡病理机制，

对于脊髓损伤后脊髓损伤程度变化及神经功能的保护与恢

复将会有更为重要的意义。此次实验阐明了氧糖剥夺/复氧

后，抑制HMGB1/核转录因子κB通路可有效改善早期大鼠

脊髓星形胶质细胞的凋亡过程，为治疗脊髓损伤预后提供

了新的研究方向和治疗靶点。 
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