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CMS121对氧糖剥夺再灌注神经元及缺血再灌注模型
小鼠脑神经损伤的保护作用及其机制
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[摘要] 目的 研究CMS121对氧糖剥夺再灌注(OGD/R)神经元及缺血再灌注(I/R)模型小鼠脑神经损伤

的保护作用及其机制。方法 将皮质神经元分为对照组、OGD/R组和OGD/R+CMS121组,分别进行正常培养、

OGD/R处理和OGD/R+CMS121治疗处理。24h后,检测3组神经元的细胞活力和乳酸脱氢酶(LDH)释放水

平。通过蛋白免疫印迹实验分析3组神经元再灌注6、24h蛋白激酶B(Akt)和磷酸化 Akt(p-Akt)的表达。将

C57BL/6J 小鼠随机分为Sham组、I/R组和I/R+CMS121组,分别进行假手术、I/R模型构建和I/R模型构建+
CMS121处理,再灌注24h后,通过神经严重度评分(NSS)评估小鼠神经系统受损情况,通过TTC染色计算小鼠

的脑梗死体积占全脑体积的比例。结果 3组神经元的细胞活力和LDH释放水平比较差异有显著性(F=71.21、

88.93,P<0.01);与OGD/R组相比,OGD/R+CMS121组的神经元细胞活力升高,LDH释放水平下降(t=5.56,

11.63,P<0.05)。时间、分组、时间与分组交互作用对神经元p-Akt表达有明显影响(F=13.48~32.67,P<0.01),
对Akt的表达均无影响(P>0.05)。再灌注6h,3组神经元p-Akt表达比较差异均有显著性(F=18.78,P<
0.01),与对照组比较,OGD/R组和OGD/R+CMS121组神经元p-Akt表达均升高(P<0.01),且后两组间比较差

异无显著性(P>0.05);再灌注24h,3组神经元p-Akt表达差异有显著性(F=38.50,P<0.01),OGD/R+CMS121
组神经元p-Akt表达较对照组和OGD/R组相比均升高(P<0.01),而 OGD/R组和对照组间比较差异无显著性

(P>0.05)。3组小鼠NSS和脑梗死体积占全脑体积比例比较差异有显著性(F=20.24、118.60,P<0.01);与I/R
组相比,I/R+CMS121组小鼠NSS降低,脑梗死体积减小(P<0.05)。结论 CMS121对OGD/R处理的神经元和

I/R模型小鼠的脑神经损伤有保护作用,这种保护作用可能是通过上调大脑皮质神经元Akt磷酸化水平实现的。
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NEUROPROTECTIVEEFFECTSAND MECHANISM OFCMS121INA NEURON MODELOFOXYGEN-GLUCOSEDEPRIVA-

TION/REPERFUSIONANDA MOUSE MODELOFISCHEMIA-REPERFUSION ZHAOZhiyuan,ZHAORui,LIU Wenhao,

SUNChengjian,XURui (SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheneuroprotectiveeffectsandmechanismofCMS121inaneuronmodelofoxy-

gen-glucosedeprivation/reperfusion(OGD/R)andamousemodelofischemia/reperfusion(I/R). Methods Corticalneurons

weredividedintocontrolgroup(normalculture),OGD/Rgroup(OGD/Rmodelconstruction),andOGD/R+CMS121group
(OGD/RmodelconstructionplustreatmentwithCMS121).Allneurons’viabilityandlactatedehydrogenase(LDH)releasewere

assessedafter24hofreperfusion.WesternblottingwasperformedtomeasuretheexpressionofproteinkinaseB(Akt)andphos-

phorylatedAkt(p-Akt)intheneuronsafter6and24hofreperfusion.C57BL/6Jmicewererandomlydividedintoshamgroup
(shamoperation),I/Rgroup(I/Rmodelconstruction),andI/R+CMS121group(I/Rmodelconstructionplustreatmentwith

CMS121).After24hofreperfusion,weassessedtheneurologicaldamageofthemicewiththeNeurologicalSeverityScore(NSS),

andcalculatedthebraininfarctvolume(asapercentoftotalbrainvolume)after2,3,5-triphenyltetrazoliumchloridestaining.

Results ThereweresignificantdifferencesincellviabilityandLDHreleasebetweenthethreeneurongroups(F=71.21,88.93,

P<0.01).ComparedwiththeOGD/Rgroup,theOGD/R+CMS121groupshowedsignificantlyincreasedneuronalviabilityand

significantlyreducedLDHrelease(t=5.56,11.63,P<0.05).Time,group,andtime×groupinteractionsignificantlyaffected

neuronalp-Aktexpression(F=13.48-32.67,P<0.01),andshowednosignificanteffectsonAktexpression(P>0.05).After

6hreperfusion,asignificantdifferencewasobservedinneuronalp-Aktexpressionbetweenthethreeneurongroups(F=18.78,

P<0.01).Neuronalp-AktexpressionwassignificantlyincreasedintheOGD/RandOGD/R+CMS121groupsthaninthecontrol

group(P<0.01),andshowednosignificantdifferencebetweentheOGD/RandOGD/R+CMS121groups(P>0.05).After24h

reperfusion,p-Aktexpressiondifferedsignificantlybetweenthethreeneurongroups(F=38.50,P<0.01).Theexpressionofp-

AktwassignificantlyincreasedintheOGD/R+CMS121groupthaninthecontrolandOGD/Rgroups(P<0.01),andshowedno

significantdifferencebetweentheOGD/Randcontrolgroups(P>
0.05).ThereweresignificantdifferencesintheNSSscoreandinfarct
volumebetweenthethreemousegroups(F=20.24,118.60,P<
0.01).ComparedwiththeI/Rgroup,theI/R+CMS121grouphad
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asignificantlydecreasedNSSscoreandasignificantlyreducedinfarctvolume(P<0.05). Conclusion CMS121hasneuroprotec-

tiveeffectsintheneuronalOGD/RmodelandmouseI/Rmodel,possiblythroughupregulatingAktphosphorylationincortical

neurons.
[KEYWORDS] Cranialnerveinjuries;Cellhypoxia;Glucose;Reperfusioninjury;Neurons;Neuroprotection;Mice,inbred

C57BL

  缺血再灌注(I/R)脑损伤在中老年人群中具有

发病率及致残性高等特点[1-3],其发病机制复杂,其
中炎症反应会加重I/R脑损伤[4]。近年来,乙酰辅

酶A羧化酶1(ACC1)被发现参与炎症反应过程,抑
制ACC1能够抑制I/R脑损伤的神经炎症,从而减

轻I/R脑损伤[5]。CMS121是近年来发现的ACC1
抑制剂[6-7],在神经退行性疾病,特别是在阿尔茨海

默症(Alzheimer’sdisease,AD)细胞模型以及动物

模型中,能够通过维持线粒体的稳态、调节脂质代谢

水平、减少炎症以及脂质过氧化等发挥神经保护作

用[8-9]。然而,CMS121是否能够作用于神经元并对

I/R脑损伤产生影响,目前尚无文献报道。本研究

旨在探索CMS121是否对I/R脑损伤神经元具有

保护作用,并进一步探讨其作用机制。现将结果报

告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物和材料

雄性C57BL/6J 小鼠共33只,4~6周龄,体质

量20~25g,购自于济南朋悦实验动物繁殖公司;

CMS121购自美国 MCE公司;Neurobasal培养基、

B-27补充剂和L-谷氨酰胺购自美国 Gibco公司;

CellCountingKit-8购自美国 Targetmol公司;乳
酸脱氢酶(LDH)细胞毒性检测试剂盒购自上海碧

云天公司;一抗抗蛋白激酶B(Akt)、抗磷酸化Akt
(p-Akt)、Anti-β-actin和二抗羊抗兔购自武汉 Ab-
clonal公司;ECL发光液购自大连美仑生物技术有

限公司;2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)、组织细胞

固定液购自北京索莱宝公司。皮质神经元获赠于青

岛大学神经再生与康复研究院。

1.2 体外实验

1.2.1 皮质神经元分组及处理 使用神经元的专

用培养基(Neurobasal培养基、含体积分数0.02的

B-27补充剂和0.5μmol/L的L-谷氨酰胺)重新悬

浮皮质神经元,将神经元分为对照组、氧糖剥夺再灌

注(OGD/R)组和 OGD/R+CMS121组,每组均按

照2×108个/L和1×109个/L的密度分别接种于涂

有多聚赖氨酸的96孔板和6孔板内,另设1组样品

最大酶活性对照组,将细胞以2×108个/L密度接种

于涂有多聚赖氨酸的96孔板内,将孔板置于37℃、
含体积分数0.05CO2的恒温培养箱中静置培养。
培养期间每3d更换一次神经元专用培养基[10]。
培养7d后,对照组和最大酶活性对照组神经元不

作其他处理,OGD/R组神经元进行常规 OGD/R
处理。OGD/R方法如下:一定质量的不同盐溶于

去离子水当中,制备为脱氧无葡萄糖的细胞外溶液

(具体的配方:NaCl116mmol/L,KCl5.4mmol/L,

MgSO40.8mmol/L,NaH2PO41.0mmol/L,CaCl2
1.8mmol/L,NaHCO326mmol/L),经0.22μm的

过滤器进行无菌处理。使用脱氧无葡萄糖的细胞外

溶液替换孔板中的神经元专用培养基,并将孔板放

置于含体积分数0.95N2和含体积分数0.05CO2的
专用室在37℃的条件下培养90min;90min后将

脱氧无葡萄糖的细胞外溶液更换为神经元专用培养

基[11]。OGD/R+CMS121组神经元同样进行OGD
处理,并于再灌注时向孔板之中加入20nmol/L的

CMS121[6]。将孔板轻轻摇匀后,静置于37℃、含
体积分数0.05CO2的恒温培养箱中继续培养。

1.2.2 细胞活力检测 对1.2.1中继续培养24h的

96孔板中的3组神经元进行细胞活力检测,具体方

法如下:CCK8和神经元专用培养基按照1∶9的体

积比配置为CCK8工作液。将96孔板中的神经元

专用培养基更换为100μL的CCK8工作液,另在未

种植神经元的96孔中加入等量的CCK8工作液设

为空白组,置于恒温培养箱中孵育4~6h。使用酶

标仪测量各组溶液在波长450nm处吸光度(A)值,
细胞活力(%)=(处理组A-空白组A)/(对照组

A-空白组A)×100%,以此计算细胞活力。实验

重复3次,结果取均值。

1.2.3 细胞LDH释放检测 对1.2.1中继续培养

24h的96孔板中的3组神经元进行细胞LDH释

放检测。按照LDH细胞毒性检测试剂盒说明书的

要求,向1.2.1中样品最大酶活性对照组神经元孔

板中加入10μL的LDH释放试剂孵育1h,随后向

4组神经元各孔中加入LDH 检测工作液60μL。
使用酶标仪测量各组溶液在波长490nm处吸光度

(A)值,并计算LDH释放量。LDH 释放量(%)=
(处理组A-对照组A)/(细胞最大酶活性A-对
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照组A)×100%。实验重复3次,结果取均值。

1.2.4 蛋白免疫印迹(WesternBlot)实验检测3组

神经元再灌注不同时间 Akt、p-Akt的表达水平

1.2.1中3组6孔板中神经元再继续培养6、24h
时,分别使用RIPA裂解液冰上裂解30min,离心后

吸取上清液,并置于100℃ 干式恒温器中再孵育

15min,制备为蛋白样品。通过SDS-PAGE凝胶电

泳进行蛋白质分离,在300mA、60min的条件下将

蛋白转移到PVDF膜上。使用质量分数0.05的牛

奶封闭液封闭2h,加入一抗4℃孵育过夜,洗膜后

加入二抗室温孵育2h。使用ECL发光液在化学发

光检测系统下进行显影。使用ImageJ软件分析蛋

白的灰度值,并测定3组再灌注6、24h后的Akt和

p-Akt的表达水平。实验重复3次,结果取均值。

1.3 动物模型实验

1.3.1 分组及处理 将小鼠随机分为Sham组、I/

R组和I/R+CMS121组。I/R组和I/R+CMS121
组小鼠均使用线栓进行局灶脑I/R模型的构建[11]。
本实验共使用33只小鼠,实验过程中1只小鼠死

亡。采用ZeaLonga评分评估小鼠神经功能缺损情

况以确定模型制备情况,1~4分为造模成功,因为4
分小鼠损伤过于严重,故取1~3分小鼠入组[12],最
终入组27只小鼠,每组9只小鼠。I/R+CMS121
组在构建模型前后给予 CMS121的体内治疗,即

CMS121按照每次25mg/kg的剂量,分别在I/R
模型构建前12h和再灌注后0、3、6h经腹腔注射

至模型小鼠体内。Sham 组进行假手术,小鼠同样

进行大脑中动脉的切口及缝合,但不插入线栓。

1.3.2 小鼠神经严重度评分(NSS) 在经上述处理

24h后对3组小鼠进行NSS[11],以NSS表示小鼠

神经功能受损情况。

1.3.3 TTC染色和小鼠脑梗死体积测量 完成

NSS后,将小鼠麻醉处死,各组随机选择3只小鼠

分离脑组织。将脑组织短暂冰冻后,制备冠状切片。
将切片浸泡于质量浓度为20g/L的TTC溶液中,

37℃下避光孵育30min。之后即使用质量浓度为

40g/L的多聚甲醛组织细胞固定液在4℃下固定

过夜。由于TTC是一种脂溶性光敏感复合物,可
进入细胞,被活细胞内的脱氢酶还原为红色甲臢化

合物。梗死区域组织坏死,脱氢酶活力丧失而呈现

灰白色,非梗死区域则呈现红色。收集图像后,使用

ImageJ软件分析小鼠脑梗死体积。

1.4 统计分析

使用 GraphPadPrism 软件进行统计学分析。

计量数据以x±s表示,组间比较采用单因素方差

分析,WesternBlot实验结果采用析因设计的方差

分析进行比较,组间两两比较采用LSD-t检验。以

P<0.05为差异具有显著性。

2 结  果

2.1 3组神经元的细胞活力和LDH释放量比较

细胞活力检测结果显示,对照组、OGD/R组以

及OGD/R+CMS121组神经元的细胞活力分别为

(100.00±4.98)%、(58.79±3.11)%、(72.62±
4.59)%,各组神经元细胞活力比较差异具有显著性

(F=71.21,P<0.01);与对照组相比,OGD/R组神

经元的细胞活力显著降低,差异具有显著意义(t=
16.58,P<0.01);与 OGD/R组相比较,OGD/R+
CMS121组神经元的细胞活力得到显著改善,差异

有显著性(t=5.56,P<0.05)。
细胞LDH释放检测结果显示,对照组、OGD/

R组和 OGD/R+CMS121组神经元LDH 释放量

分别为(16.64±0.84)%、(79.09±2.63)%、(40.19±
9.64)%,各组神经元LDH释放量比较差异有显著

性(F=88.93,P<0.01);与对照组相比,OGD/R组

神经元LDH 释放量增加,差异具有统计意义(t=
18.67,P<0.01);与 OGD/R组相比较,OGD/R+
CMS121组LDH释放量下降,差异有统计意义(t=
11.63,P<0.01)。

2.2 3组神经元 OGD/R不同时间点 Akt、p-Akt
相对表达量和p-Akt/Akt比较

析因设计的方差分析结果显示,时间对神经元

p-Akt/Akt、p-Akt相对表达量有明显影响(F时间=
21.98、27.55,P<0.01);分组对神经元p-Akt/Akt
和p-Akt相对表达量具有明显影响(F组间=53.71、

32.67,P<0.01);时间和分组的交互作用对神经元

p-Akt/Akt、p-Akt相对表达量有明显影响(F交互=
13.46、13.48,P<0.01)。时间、分组、时间和分组交

互作用对神经元 Akt的相对表达量均无明显影响

(P>0.05)。再灌注6h,3组神经元p-Akt/Akt和

p-Akt相对表达量比较差异有显著性(F=53.52、

18.78,P<0.01);与对照组相比较,OGD/R组和

OGD/R+CMS121组神经元p-Akt/Akt和p-Akt
相对表达量均升高(P<0.01);OGD/R组和OGD/

R+CMS121组神经元p-Akt/Akt和p-Akt相对表

达量比较差异无显著性(P>0.05)。再灌注24h,3
组神经元p-Akt/Akt和p-Akt相对表达量比较差

异有显著性(F=36.19、38.50,P<0.01);OGD/R+
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CMS121组p-Akt/Akt和p-Akt相对表达量较对

照组和OGD/R组相比均升高(P<0.01),OGD/R
组和对照组相比,p-Akt/Akt和p-Akt相对表达量

比较差异无显著性(P>0.05)。见表1,图1。

表1 3组神经元再灌注前及再灌注6、24h的p-Akt、

Akt相对表达量及p-Akt/Akt比较(n=3,x±s)

分组 p-Akt相对表达量Akt相对表达量 p-Akt/Akt

对照组

 再灌注前 0.47±0.05 0.85±0.02 0.55±0.07
 再灌注6h 0.52±0.07 0.93±0.11 0.56±0.03
 再灌注24h 0.47±0.08 0.89±0.08 0.53±0.13
OGD/R组

 再灌注前 0.45±0.05 0.74±0.12 0.62±0.07
 再灌注6h 0.91±0.09 0.91±0.13 1.01±0.06
 再灌注24h 0.52±0.08 0.84±0.04 0.62±0.08
OGD/R+CMS121组

 再灌注前 0.52±0.05 0.83±0.20 0.65±0.15
 再灌注6h 0.88±0.07 0.74±0.07 1.18±0.12
 再灌注24h 1.02±0.16 0.81±0.21 1.28±0.13

A:再灌注6h,B:再灌注24h,C、D、E分别为对照组、OGD/R
组、OGD/R+CMS121组

图1 3组神经元p-AKT、AKT的表达

2.3 3组小鼠NSS比较

再灌注24h以后,Sham组、I/R组以及I/R+
CMS121组小鼠的NSS分别为0.01±0.01、3.89±
1.76、2.33±1.41,各组NSS比较差异均具有显著意

义(F=20.24,P<0.001);与I/R组相比,I/R+
CMS121组小鼠NSS明显降低(P<0.05)。

2.4 3组小鼠脑梗死体积占全脑体积的比例比较

TTC染色结果显示,Sham 组、I/R组、I/R+
CMS121组小鼠的脑梗死体积占全脑体积的比例分

别为(1.65±0.54)%、(36.71±2.40)%、(20.05±
1.38)%,各组比较差异有显著性(F=118.60,P<
0.01);I/R组小鼠脑小鼠脑梗死体积占全脑体积的

比例明显高于Sham组(P<0.01);与I/R组相比,

I/R+CMS121组小鼠脑梗死体积占全脑体积的比

例明显降低(P<0.01)。见图2。

3 讨  论

I/R脑损伤的机制复杂,目前国内外学者普遍

图2 3组小鼠脑梗死体积占全脑体积的比例比较

认为I/R损伤主要与细胞内线粒体和 NADPH 氧

化酶中的自由基过度形成、兴奋性氨基酸毒性作用、
细胞内钙超载、炎性反应等机制有关[13-14]。近年来

能量代谢与神经系统疾病的关系被广泛关注[15-17]。
尽管葡萄糖是脑组织能量来源的主要底物,但利用

其他循环底物如酮体脂肪酸等,能够使脑组织适应

能量缺乏的状态。其中 ACC1是脂肪酸代谢的关

键酶[18-19]。
目前研究表明,通过影响ACC1的表达或活性

来调节脂肪酸代谢,能对肥胖、糖尿病、肿瘤等多种

疾病起到治疗作用[20-22]。近几年来研究结果显示,

ACC1能够通过参与免疫炎症反应加重I/R脑损

伤[5,23]。CMS121是 ACC1的抑制剂,近期研究显

示CMS121在神经退行性病变如AD中,显示出强

大的神经保护作用[6-9]。然而,对于CMS121在I/R
脑损伤中的作用,目前未见报道。本研究通过体内

实验证明,CMS121能够改善 OGD/R处理的神经

元的细胞活力,并且能够抑制神经元的LDH释放,
这意味着CMS121能够减弱OGD/R诱导的神经元

损伤,减少神经元凋亡。体外实验研究结果显示,

CMS121治疗能够明显降低I/R脑损伤模型小鼠的

NSS,减少I/R脑损伤模型小鼠的脑梗死体积,进一

步证实了CMS121对于I/R脑损伤具有神经保护

作用。

Akt的激活对于I/R脑损伤的神经元存活具有

重要的影响[24]。Akt通路能够调控Bcl-2、Bax以及
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caspase-3等线粒体相关凋亡蛋白的表达,参与Nrf2
激活,促进神经元的存活,减轻I/R损伤[25-31]。根

据以前的报道,在I/R的早期(3~6h),缺血区域脑

组织Akt会被激活,p-Akt水平升高;而在I/R的晚

期(12~24h),该区域脑组织p-Akt水平降低[32]。
本研究结果显示,再灌注6h时,OGD/R处理使神

经元的p-Akt水平升高,CMS121对该阶段的p-
Akt水平影响不大。再灌注24h时,OGD/R处理

的神经元p-Akt水平已经降低,而经过CMS121的

治疗,24h时神经元p-Akt的水平仍旧升高。这可

能表明,CMS121可能是通过持续升高p-Akt的水

平,发挥神经保护作用的。
综上所述,本研究结果显示,CMS121对于I/R

脑损伤具有神经保护作用。CMS121能够持续升高

大脑皮质神经元中的p-Akt水平,可能是通过激活

Akt通路,发挥神经保护作用的。但CMS121如何

通过Akt通路发挥神经保护作用还需要进一步研

究确定。
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