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[摘要] 目的 探究1,7-二甲基黄嘌呤(paraxanthine)对氧糖剥夺再灌注(OGD/R)神经元细胞以及缺血再灌

注(I/R)损伤模型小鼠脑组织的保护作用及作用机制。方法 将皮质原代神经元细胞分为对照组、OGD/R组、

OGD/R+paraxanthine组,分别给予正常神经元培养基培养、OGD/R处理和 OGD/R+paraxanthine处理。通过

CCK-8实验检测三组神经元细胞的细胞活力,通过蛋白免疫印迹实验检测三组神经元细胞中磷酸化蛋白激酶B(p-
Akt)相对表达水平。将C57BL/6小鼠随机分为Sham组、I/R组和I/R+paraxanthine组,分别进行假手术(仅颈外

动脉造口)、I/R模型构建(栓塞大脑中动脉1.5h后恢复血流)和I/R模型构建+paraxanthine治疗(血流恢复即刻

腹腔注射paraxanthine)。血流再灌注24h后,采用改良神经损伤严重程度评分(mNSS)评估各组小鼠神经功能缺

损情况,使用TTC染色方法观察各组小鼠脑梗死体积并计算梗死部分占全脑体积百分比。结果 OGD/R+pa-
raxanthine组神经元细胞的细胞活力显著高于 OGD/R组(F=115.30,t=3.86,P<0.05);相较于对照组,OGD/R
组和OGD/R+paraxanthine组神经元细胞的p-Akt相对表达水平显著升高(F=15.07,t=9.81、4.55,P<0.05)。
与I/R组相比较,I/R+paraxanthine组小鼠 mNSS显著降低,脑梗死体积百分比显著性下降(F=49.05、675.30,

t=2.33、9.12,P<0.05)。结论 Paraxanthine对OGD/R所致神经元损伤及I/R后小鼠脑组织梗死有一定保护作

用,其机制可能与paraxanthine上调神经元细胞中的p-Akt水平有关。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheprotectiveeffectsof1,7-dimethylxanthine(paraxanthine)onoxygen-glucose

deprivation/reperfusion(OGD/R)-treatedneuronalcellsandonthebraintissueofmodelmicewithischemia/reperfusion(I/R)in-

jury,aswellastheunderlyingmechanism. Methods Primarycorticalneuronsweredividedintoacontrolgroup,anOGD/R

group,andanOGD/R+paraxanthinegroup,whichweretreatedwithnormalneuronalculturemedium,OGD/R,andOGD/R

plusparaxanthine,respectively.TheviabilityofneuronsinthethreegroupswasmeasuredbyCCK-8assay.Theexpressionlevelof

phosphorylatedproteinkinaseB(p-Akt)intheneuronsfromthethreegroupswasdetectedbyWesternblot.C57BL/6micewere

randomlydividedintoaShamgroup,anI/Rgroup,andanI/R+paraxanthinegroup.MiceintheShamgroupunderwentsham

operation(externalcarotidarteriotomyonly),thoseintheI/RgroupweresubjectedtoI/Rmodelestablishment(middlecerebral

arteryocclusionfor1.5hfollowedbyreperfusion),andthoseintheI/R+paraxanthinegroupreceivedI/Rmodelestablishment

plusparaxanthinetreatment(intraperitonealinjectionofparaxanthineimmediatelyafterreperfusion).At24hafterreperfusion,

themodifiedneurologicalseverityscore(mNSS)wasusedtoassessthedegreeofneurologicalimpairmentineachgroup.TTCstai-

ningwasusedtoobservethecerebralinfarctvolumeineachgroup,andthepercentageofinfarctvolumerelativetothetotalbrain

volumewascalculated. ResultsTheneuronalviabilityintheOGD/R+paraxanthinegroupwassignificantlyhigherthanthatin

theOGD/Rgroup(F=115.30,t=3.86,P<0.05).Comparedwiththecontrolgroup,therelativeexpressionlevelsofp-Aktinthe

OGD/RgroupandtheOGD/R+paraxanthinegroupweresignificantlyincreased(F=15.07,t=9.81,4.55,P<0.05).Compared

withtheI/Rgroup,themNSSofmiceintheI/R+paraxanthinegroupwassignificantlydecreased(F=49.05,t=2.33,P<0.05),

andthecerebralinfarctvolumewassignificantlyreduced(F=675.30,t=9.12,P<0.05). Conclusion Paraxanthinehasacer-

tainprotectiveeffectagainstOGD/R-inducedneuronalinjuryandI/R-inducedcerebralinfarctioninmice.Theunderlyingmecha-

nismmayberelatedtotheupregulationofp-Aktlevelsinneurons.
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  缺血性脑卒中对人类健康构成严重威胁,其全

球范围内的致死率与致残率均居各类疾病前列[1-2]。
缺血性脑卒中患者在血液供应恢复后可能出现脑缺

血再灌注(I/R)损伤,是影响急性缺血性脑卒中患

者预后的主要因素[1,3]。I/R损伤的机制非常复杂,
临床上也缺乏有效的干预措施[1,4],因此,深入探究

其病理机制并寻找新的防治策略,已成为当务之急。
目前认为保护神经元是治疗和预防I/R损伤的关

键之一[3]。神经元损伤的机制之一是氧化应激过程

中包括活性氧(ROS)等物质的增多以及抗氧化物

质的减少[5-6]。因此,及时清除生成的过氧化物或上

调抗氧化物质水平,对于维持细胞稳态与预防I/R
损伤具有关键作用。

1,7-二甲基黄嘌呤(paraxanthine)是一种天然

膳食成分,也是咖啡因在人体内的主要代谢产物[7]。
研究显示,咖啡因及其代谢产物paraxanthine主要

通过以下两种途径发挥抗炎作用,一方面他们可以

降低单核细胞和中性粒细胞的趋化活性,另一方面,
它们还能降低人血液中肿瘤坏死因子α(TNF-α)的
水平[8]。研究显示,灌胃paraxanthine小鼠在前肢

握力测试和跑步机耐力训练中,表现出显著的运动

激活作用、觉醒促进作用和多巴胺能作用[7],其可以

通过升高海马神经元细胞内的谷胱甘肽(GSH)水
平而发挥神经保护作用[9],但是paraxanthine对I/

R所致神经元损伤是否具有保护作用尚不明确。本

研究通过观察paraxanthine对于氧糖剥夺/再灌注

(OGD/R)损伤神经元细胞及对I/R损伤模型小鼠

脑组织损伤的作用,并进一步探讨其具体作用机制,
旨在探索缺血性脑卒中患者再灌注后神经功能缺损

的有效临床干预手段,最终为临床治疗该病提供新

的可行方案。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

C57BL/6小鼠30只,约7周龄,体质量21~24g,
全部购自山东朋悦实验动物科技有限公司。饲养于

青岛大学SPF级别动物饲养平台,室内光照充足,
温度保持在20~26℃,湿度40%~70%,通风良

好,且昼夜节律固定,小鼠自由摄食饮水。原代神经

元细胞由青岛大学生物纳米制药联合实验室提供。

Paraxanthine和CellCountingKit-8试剂盒均

采购于上海陶术生物科技有限公司;多聚D-赖氨酸

和ECL发光液均采购于美国Sigma公司;Neuro-
basal培养基、B-27补充剂及L-谷氨酰胺采购于美

国Gibco公司;磷酸化 Akt蛋白(p-Akt)、β-肌动蛋

白(β-actin)一抗和二抗(山羊抗兔IgG、山羊抗鼠

IgG)采购于武汉三鹰生物技术有限公司;PMSF采

购于上海碧云天生物技术股份有限公司;蛋白免疫

印迹封闭用脱脂奶粉等采购于国药集团化学制剂有

限公司;2,3,5-氯化三苯四氮唑(TTC)、组织细胞固

定液(4%PFA)及RIPA裂解液购于北京索莱宝科

技有限公司。

1.2 皮质原代神经元细胞处理及分组

预先用多聚赖氨酸包被好48孔或6孔细胞培

养板。随后,将皮质原代神经元细胞按3×108个/L
或1.5×109个/L密度分别进行接种[10],每种实验

均设置3个重复孔。向接种后的细胞培养板中加入

新鲜配制的神经元专用培养基(含50mLNeuro-
basal培养基、1%B-27补充剂、0.5μmol/L的L-谷
氨酰胺和1%青霉素-链霉素溶液),并将其置于含

体积分数0.05CO2、37℃的恒温细胞培养箱中培养

7d,神经元培养期间需每3d更换一半原培养基为

新鲜培养基(用新鲜培养基替换等量旧液),同时定

期观察神经元细胞生长状况。培养至第7天时,对
神经元的细胞形态进行镜下观察,当其状态理想、胞
体饱满、突触形态正常且连续时,将细胞分为对照

组、OGD/R组和 OGD/R+paraxanthine组三组。
对照组细胞在原培养条件下继续培养7.5h;OGD/

R组和 OGD/R+paraxanthine组神经元细胞的培

养基更换为脱氧无葡萄糖培养基,再置于37℃、含
体积分数0.95N2/体积分数0.05CO2的环境当中

继续培养1.5h,缺氧缺糖处理结束以后向 OGD/

R+paraxanthine组细胞培养基当中加入40μmol/

L的paraxanthine,OGD/R组细胞培养基中加入等

体积DMSO,再置于37℃、含体积分数0.05CO2的
培养箱中继续培养6h。

1.3 CCK-8实验检测各组细胞的细胞活力

在48孔板中完成各组细胞的处理后,小心弃去

原培养液,在避光条件下加入新鲜配制好的CCK-8
工作液(CCK-8原液和神经元培养基比例为1∶9),
同时设置无细胞的空白对照孔(只加等体积CCK-8
工作液),继续避光培养6h。使用 SpectraMAX
ABS酶标仪(美国 MolecularDevices公司)进行每

组细胞的吸光度值检测,检测波长为450nm,并根

据测量数据计算各组的细胞活力。

1.4 蛋白免疫印迹实验检测各组细胞中p-Akt表

达水平

收集6孔板中处理结束的各组细胞,置于预先
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配置好的蛋白裂解液(PMSF∶RIPA=1∶100)中,
提取细胞中的总蛋白。使用SDS-PAGE凝胶电泳

将所得的样品中的蛋白质逐一进行分离。随后将

SDS-PAGE凝胶上的蛋白通过转膜程 序 转 移 至

PVDF膜(美国Cytiva公司)上,转膜成功后将其浸

没于5%的脱脂牛奶中,室温条件封闭2h,结束后

依次加入稀释好的一抗p-Akt(1∶2000)及β-actin
(1∶4000),在4℃条件下孵育过夜。次日于室温

条件下继续孵育30min,然后使用TBST清洗条带

3次,每次持续10min,然后室温条件下二抗孵育

1h,TBST清洗条带3次,每次持续10min,最后进

行显影并获取结果。使用ImageJ软件分析各组蛋

白条带的灰度值,以β-actin作为内参,计算出各组

细胞中p-Akt相对表达水平。

1.5 动物分组及处理

C57BL/6小鼠适应性饲养1周后,随机分为假

手术(Sham)组、I/R组和I/R+paraxanthine组三

组,每组各10只小鼠,使用4%异氟烷对小鼠进行

适度麻醉,然后剪开其颈部皮肤,分离周围组织以暴

露一侧颈动脉。Sham组小鼠仅于颈外动脉上进行

造口处理,不阻塞其大脑中动脉;I/R组小鼠颈外动

脉造口成功后,取尺寸与小鼠的体质量适配的线栓

插入至大脑中动脉中,阻塞1.5h以后再拔出,随后

恢复血流灌注12h,成功制备小鼠脑I/R模型[10];
在I/R+paraxanthine组小鼠制备脑I/R模型过程

中,分别在血流恢复第0小时和第3小时,通过腹腔

注射给予40mg/kg的paraxanthine。之后各组小

鼠均继续正常饲养24h,并观察状态。整个处理过

程中,I/R组4只小鼠死亡,I/R+paraxanthine组

有2只小鼠死亡。

1.6 各组小鼠神经功能缺损程度评估及脑梗死体

积百分比计算

各组小鼠处理结束并常规饲养24h后,首先采

用改良神经损伤严重程度评分(mNSS)评估各组小

鼠的神经功能缺损程度。各组小鼠行为学评估结束

后,以4%异氟烷进行麻醉后,将小鼠脑组织完整剥

离并行冠状切片,共计6片,厚度2mm。小鼠的脑

组织切片在使用含有2% TTC溶液的磷酸盐缓冲

液染色20min后,置于4%PFA溶液中,4℃下固

定过夜。使用日本SeikoEpson公司扫描仪观察切

片并拍照,为避免继发性水肿所致的假阳性结果,同
时应测量对侧半球的正常体积和同侧半球的正常体

积[11]。所有图像的相关操作,包括获取、处理和分

析,均严格在盲法条件下进行。小鼠脑梗死体积百

分比采用ImageJ软件计算。脑梗死体积百分比=
(对侧红色区域体积-同侧红色区域体积)/(对侧半

球脑组织总体积×2)×100%。

1.7 统计学处理

所有数据的统计分析采用GraphPadPrism软

件完成。计量资料以􀭺x±s 表示,采用单因素方差

分析进行各组间的整体比较,采用LSD-t检验进行

两两比较。以P<0.05表示差异具有显著统计学

意义。

2 结  果

2.1 Paraxanthine对神经元细胞活力的影响

CCK-8实验结果显示,对照组、OGD/R组以及

OGD/R+paraxanthine组细胞的细胞活力分别为

(100.00±3.24)%、(49.00±4.93)%、(63.79±
4.35)%,各组间比较差异具有显著性(F=115.30,

P<0.05),其中,OGD/R组和 OGD/R+paraxan-
thine组细胞的细胞活力均显著性低于对照组(t=
14.96、11.56,P<0.05),OGD/R+paraxanthine组

显著高于OGD/R组(t=3.86,P<0.05)。

2.2 各组细胞中p-Akt表达水平比较

蛋白免疫印迹实验结果显示,对照组、OGD/R
组和 OGD/R+paraxanthine组细胞中p-Akt蛋白

的相对表达水平分别为0.56±0.07、1.04±0.08、

1.39±0.40,各组间比较差异有显著性(F=15.07,

P<0.05)。OGD/R组、OGD/R+paraxanthine组

细胞中p-Akt相对表达水平显著性高于对照组(t=
9.81、4.55,P<0.05),OGD/R组与 OGD/R+pa-
raxanthine组细胞间相比较,差异无显著意义(P>
0.05)。见图1。

A:对照组,B:OGD/R组,C:OGD/R+paraxanthine组

图1 各组细胞中p-Akt表达水平比较

2.3 各组小鼠脑组织当中脑梗死体积百分比以及

mNSS比较

Sham组、I/R组及I/R+paraxanthine组小鼠

脑组织中脑梗死体积百分比依次为0、(43.63±
2.44)%、(30.05±0.84)%。各组间比较差异有显著

性(F=675.30,P<0.05);与Sham组相比,I/R组

小鼠的梗死体积百分比显著上升(t=31.00,P<
0.05),与I/R组相比,I/R+paraxanthine组小鼠的
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脑梗死体积百分比显著下降(t=9.12,P<0.05)。
见图2。Sham组、I/R组、I/R+paraxanthine组小

鼠mNSS依次为0、(5.92±1.73)、(4.17±1.95)分,
各组间的比较差异有显著性(F=49.05,P<0.05);
与Sham组相比,I/R组小鼠的 mNSS显著性升高

(t=11.85,P<0.05),与I/R组相比,I/R+para-
xanthine组小鼠的 mNSS显著性降低(t=2.33,

P<0.05)。

A:Sham,B:I/R组,C:I/R+paraxanthine组;TTC染色,图中

白色部分为梗死脑组织,红色部分为正常脑组织

图2 各组小鼠脑梗死区域比较

3 讨  论

脑组织I/R损伤的病理机制错综复杂,涉及氧

化应激、炎症反应、细胞凋亡及血脑屏障破坏等多个

相互关联的生物学过程[12-13]。其中,氧化应激被认

为是启动和放大损伤级联反应的关键环节。I/R过

程中会生成大量的ROS,可直接攻击细胞膜、蛋白

质和DNA,导致神经元损伤甚至死亡。GSH 是大

脑中主要的抗氧化物质[14],通过清除自由基与维持

氧化还原平衡,发挥关键性保护作用。因此,探寻能

够提升GSH 水平或增强其抗氧化能力的化合物,
已经成为I/R保护策略的研究热点之一。目前研

究表明,paraxanthine可通过增加细胞内GSH水平

发挥神经保护作用[9],提示其可能具有治疗氧化应

激相关神经系统疾病的潜力。
本研究结果显示,在体外实验中,OGD/R处理

后原代 神经元细胞的细胞活力显著性下降,在给予

paraxanthine干预以后,神经元细胞的细胞活力得

以显著提升。说明paraxanthine对OGD/R诱导的

神经元损伤具有保护作用,可抑制细胞死亡的进程

或促进细胞生存信号的激活,但具体机制仍需进一

步实验明确。
本研究结果显示,paraxanthine干预可显著降

低I/R损伤小鼠的mNSS和脑梗死体积百分比,提
示经paraxanthine治疗后,I/R损伤小鼠的感觉、运
动及反射等神经功能显著改善,脑梗死体积下降,

paraxanthine可显著减轻I/R损伤小鼠脑组织损伤

程度,促进I/R损伤小鼠神经功能恢复。实验中出

现的个别小鼠死亡,可能与手术操作过程中的技术

失误或个体差异有关,后续需通过扩大样本量和优

化手术操作来提高模型的稳定性和重复性。

PI3K/Akt信号通路是神经元调控的重要通路

之一[12],Akt通路参与多种病理反应[15-16],其中,与
神经系统损伤有关的疾病包括阿尔兹海默症[17]、帕
金森综合征[18]、卒中[19]和脊髓损伤[20]等。已有研

究表明,Akt磷酸化后可通过抑制凋亡相关蛋白、增
强抗氧化酶活性以及调节炎症反应等多种途径,减
轻脑I/R损伤对小鼠大脑皮质神经元的损伤[21]。
此外,Akt作为PI3K信号通路的核心激酶,其被磷

酸化激活后,可通过调控合成及再生两条途径上调

GSH水平,在多种细胞中已被证实,例如在卵母细

胞[22]、乳腺上皮细胞[23]、PC12细胞[24]和胃癌细

胞[25]等细胞实验中均显示出了上述的作用机制;而

p-Akt又通过调控 GSH 合成来对抗氧化应激[23]。
本研究依据此理论,初步探讨了paraxanthine对

ODG/R和I/R损伤的保护机制,实验结果显示,与
对照组相比,OGD/R组及 OGD/R+paraxanthine
组神经元细胞当中的p-Akt水平均显著升高,而

OGD/R组与 OGD/R+paraxanthine组间差异无

显著性,提示paraxanthine可能通过维持或者协同

OGD/R诱导的p-Akt高表达,从而介导其神经保

护作用。
综上所述,paraxanthine可显著性提高I/R损

伤大脑皮质神经元细胞的细胞活力,并显著减轻了

I/R损伤小鼠脑组织的损伤程度,促进了I/R损伤

小鼠的神经功能恢复,其作用机制可能与神经元细

胞中p-Akt水平上调有关。本研究有可能为缺血性

脑卒中的预防和干预提供有价值的作用靶点。
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