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克拉霉素对糖氧剥离大鼠皮质神经细胞的保护作用及其抑制凋亡的机
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摘要：目的  研究克拉霉素对大鼠皮质神经细胞糖氧剥离(oxygen glucose deprivation，OGD)后的保护作用及其与抑制凋

亡相关的作用机制。方法  消化法提取原代大鼠皮质神经细胞，建立皮质神经细胞 OGD 模型，OGD 前予以克拉霉素

(clarithromycin，CAM)预处理；通过存活/凋亡检测试剂盒于荧光显微镜下观察各组细胞凋亡情况；试剂盒测定各组培养

基 LDH 含量定量评估细胞凋亡情况；蛋白免疫印迹法测定各组细胞 caspase-3，Bax，Bcl-2 的表达情况。结果  OGD 处

理后皮质神经细胞凋亡及乳酸释放含量较正常组明显增加(P<0.01)，100 μmol·L1 CAM 预处理可显著减少 OGD 造成的细

胞凋亡及 LDH 释放(P<0.01)；OGD 处理后皮质神经细胞 caspase-3，Bax/Bcl-2 表达显著升高(P<0.01)，而 CAM 预处理有

效降低了 caspase-3，Bax/Bcl-2 表达。结论  克拉霉素对糖氧剥离大鼠皮质神经细胞具有保护作用，其作用可能与抑制了

凋亡相关通路有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To research the protective effect of clarithromycin(CAM) on cortical neurons deprived of oxygen 
and glucose in rats and its related apoptosis mechanisms. METHODS  Extraction of primary rat cortical neurons, to establish 
the oxygen glucose deprivation (OGD) model with CAM pretreatment; the survival/apoptosis detection kit was used to detect the 
cell apoptosis; LDH kit was used to measure the content of LDH in the medium of each group to evaluate the apoptosis. The 
expression of caspase-3, Bax and Bcl-2 in each group were detected by Western blot. RESULTS  After treatment with OGD, 
compared with the control group, the apoptosis of cortical neurons and the content of lactic acid were significantly increased, the 

difference was significant (P<0.01); With 100 μmol·L1 CAM pretreatment the apoptosis and LDH release induced by OGD was 

significantly reduced (P<0.01). After treatment with OGD, the expression of caspase-3 and Bax/Bcl-2 in cortical neurons was 
significantly higher than that in control group (P<0.01), while CAM pretreatment effectively reduced the expression of caspase-3 
and Bax/Bcl-2. CONCLUSION  CAM has protective effect on cortical neurons deprived of oxygen and glucose, which may be 
related to the promotion of caspase-3, upregulation of Bax, downregulation of Bcl-2 protein on apoptosis related pathways. 
KEY WORDS: clarithromycin; caspase-3; Bax; Bcl-2; oxygen glucose deprivation; cortical neuron 
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在过去的几十年里，研究人员已经开发了

多种具有神经保护作用的化合物，如谷氨酸拮

抗剂、钙通道阻滞剂、抗炎 /抗氧化剂、GABA

激动剂和生长因子等。遗憾的是，临床上缺乏

有明确保护作用的神经保护剂于急性缺血性脑卒

中后使用[1]。大环内酯类抗菌药物在减轻缺血再

灌注损伤中的保护作用及糖氧剥离 (oxygen 

glucose deprivation，OGD)后增加神经元细胞活

性的研究早有报道 [2]，既往研究大环内酯类抗

菌药物的脑缺血再灌注保护作用主要为调节免

疫应答从而抑制了炎症对皮质神经元的破坏[3-6]，

本研究通过凋亡相关通路诠释了红霉素衍生物

克拉霉素对 OGD 后的大鼠皮质神经细胞的保护

作用。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与动物  

克拉霉素(clarithromycin，CAM)原料药(湖北

新银禾化工有限公司，纯度为 99%，CAS 编号：

81103-11-9)；一抗兔抗 caspase-3(批号：8202S)，

Bax(批号：5023S)、Bcl-2(批号：15071S)、β-actin(批

号：12620S)、二抗 HRP 标记的抗兔均购自 CST；

DMEM/F12 培养基(Gibco，货号：11330057)；LDH

试剂盒(南京建成生物工程研究所，货号：A020-2)；

存活/凋亡试剂盒(美国 Molecular Probes 公司，货

号：A10788)。 

成年 SD 大鼠共 40 只，体质量 230~260 g，购

自浙江大学动物实验中心，动物合格证号为：

11400700159023，使用许可证号为：SYXK(浙 ) 

2012-0001，饲养于 SPF 动物房内，雌雄比例 3︰1

交配，选取出生后 17 d 龄的仔鼠，通过无菌操作

取大鼠皮质原代神经细胞并进行培养。 

1.2  原代大鼠皮质神经细胞的提取及培养 

取 17 d 龄的 SD 大鼠，麻醉后酒精消毒，处

死取脑，于超净台中移除嗅球、海马结构、基底

神经节，通过显微剪剪碎皮质，于皮质中添加

0.25%胰蛋白酶/EDTA 并吹打 1 min，于 37 ℃培养

箱中孵育 30 min，加入 10%胎牛血清(FBS)停止消

化，将混悬液以 80×g 的转速离心 5 min，弃上清

液，将细胞沉淀再悬浮于含 10%FBS 培养基的离

心管中，滴管吹打 10~15 次将细胞吹散均匀，将

细胞培养于含 DMEM/F12 培养基中，将细胞转移

至含聚赖氨酸/小鼠层黏连蛋白 6 孔板中，每孔

3.2×106 细胞，待细胞贴壁后更换培养基，培养基

配置为：含 DMEM/F12 培养基中添加 2 mmol·L1

谷氨酰胺、100 U·mL1 青霉素、100 mg·mL1 链霉

素，每 3 d 更换 1 次。细胞培养于 37 ℃培养箱，

添加 5%的 CO2，从细胞培养第 10 天开始进行后

续实验。 

1.3  细胞 LDH 活性测定 

对细胞进行分组，分别为对照组，对照+ 

1 μmol·L1 CAM 组，对照+10 μmol·L1 CAM 组，对

照 +100 μmol·L1 CAM 组， OGD 组， OGD+ 

1 μmol·L1 CAM 组，OGD+10 μmol·L1 CAM 组，

OGD+100 μmol·L1 CAM 组。各组弃去原培养基，

分别更换为不含糖及血清的 DMEM/F12 培养基，

分别于厌氧培养室(含 95% N2，5% CO2)中预处理

15 min，预处理后于超净工作台中对照组各组更换

正常培养基，OGD 各组分别更换为不含糖及血清

的 DMEM/F12 培养基，各组分别添加不同浓度的

CAM，对照组各组继续培养于正常培养箱，OGD

各组于正常培养箱中培养 30 min 后转移至厌氧培

养箱中 37 ℃培养 3 h，OGD 结束后 OGD 各组更

换为正常培养基，重新于正常培养箱中培养 24 h，

培养结束后，收集各组细胞培养基上清液，采用

LDH 试剂盒测定各组细胞上清液的 LDH 活性，同

时胰酶消化，PBS 清洗后收集各组培养的细胞，

保存于80 ℃，解冻后试剂盒测定细胞内 LDH 含

量，LDH 活性百分比为细胞外 LDH 含量与细胞内

LDH 含量的比值。 

1.4  细胞存活/凋亡测定实验 

对 6 孔板细胞进行分组，分别为对照组、OGD

组、OGD+100 μmol·L1 CAM 组。同前，对各组分

别进行正常培养或糖氧剥离 3 h，或于 OGD 前预

先添加 CAM 等处理。待 OGD 后正常培养 24 h，

通过细胞存活/凋亡试剂盒测定各组细胞存活、凋

亡情况，根据试剂盒说明，于各培养皿中添加

2 mmol·L1 钙黄绿素和 4 mmol·L1 溴化乙锭同型

二聚体(EthD-1)，于 37 ℃避光孵育 30~45 min。通

过荧光显微镜观察细胞存活及凋亡情况，钙黄绿

素将存活细胞内广泛存在的酯酶活性转化成绿色

荧光，因此绿色荧光代表存活细胞。而 EthD-1 将

凋亡细胞染为红色荧光。荧光图像放大倍率为 200 倍。 

1.5  Western blot 测定细胞 caspase-3、Bax、Bcl-2

表达 

对 6 孔板细胞进行分组，分别为对照组，OGD

组，OGD+100 μmol·L1 CAM 组，进行对应处理后

正常培养 24 h，弃去培养基，PBS 润洗 2 次，于

冰上添加 RIPA 裂解提取各组细胞蛋白，通过 BCA

法测定蛋白浓度，调节各组蛋白浓度相同后加上

样缓冲液变性，制胶，每组 20 μg 蛋白加样电泳，

100 V 电压转膜 2 h，根据标记蛋白进行剪膜，室

温下 20%牛奶封闭 1 h，TBST 洗膜 3 次，各 PVDF

膜条分别孵育对应 1 抗：caspase-3(1︰1 000)，

Bax(1︰1 000)，Bcl-2(1︰1 000)，β-actin(1︰1 000)，

4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，对应二抗室温下

孵育 1 h，洗膜后加显影液化学显影，Quantity one

软件分析。 

1.6  统计学方法 

所有实验重复 3 次，采用 SPSS 18.0 统计学软

件进行分析，计量资料以 sx  表示, 并进行正态
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性及方差齐性检验，组间比较采用 t 检验或方差分

析(ANOVA)，P<0.05 认为差异具有统计学意义，

P<0.01 认为差异有显著统计学意义。 

2  结果 

2.1  糖氧剥离恢复 24 h 后细胞 LDH 的表达 

和对照组相比，OGD 组 LDH 的释放显著增加 

(P<0.01)，经 10 μmol·L1和 100 μmol·L1的 CAM

预处理后 LDH 的释放较 OGD+0 μmol·L1 CAM 组

显著降低(P<0.01)，1 μmol·L1的 CAM 预处理则无

明显作用。 

 
图 1  OGD 及 CAM 预处理对皮质神经细胞 LDH 释放的

影响 

与对照组相比，1)P<0.01；与 OGD+0 μmol·L1 CAM 组相比，2)P<0.01。 

Fig. 1  Effect of OGD and CAM pretreatment on 

extracellular LDH content in cortex of each group 
Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with OGD+ 

0 μmol·L1 CAM group, 2)P<0.01. 

2.2  缺氧复氧及克拉霉素处理后细胞活力值表达

分析  

通路存活凋亡试剂盒可以直观发现糖氧剥离

恢复 24 h 后，OGD 组凋亡细胞较对照组明显增多，

存活细胞明显减少，而 OGD+100 μmol·L1 CAM 则

显著减少了 OGD 所造成的细胞凋亡及坏死数量，

说明 CAM 在糖氧剥离中对细胞坏死凋亡起到了

保护作用，见图 2。 

 
图2  OGD及CAM预处理后细胞存活及凋亡染色荧光分析 

Fig. 2  Fluorescence analysis of cell survival and apoptosis 

after OGD and CAM pretreatment 

2.3  缺氧复氧及克拉霉素处理对 caspase-3、Bax、

Bcl-2 表达影响 

通过 Western blot 测定，OGD 组相较于对照

组，caspase-3 的相对表达量显著上升(P<0.01)；而

OGD+100 μmol·L1 CAM 组与 OGD 组相比则显著

减小了 caspase-3 的相对表达(P<0.05)。说明了

OGD 加重了皮质神经细胞的坏死凋亡，引起了

caspase-3 的表达增加，而应用 CAM 预处理可明显

减少 caspase-3 的相对表达。 

同时 OGD 组相较于对照组 Bax/Bcl-2 的比值

明显上升(P<0.01)；而 OGD+100 μmol·L1 CAM 组

与 OGD 组相比则显著减小了 Bax/Bcl-2 的比值

(P<0.01)。糖氧剥离加重了 Bax 的表达，减小了

Bcl-2 的表达，CAM 预处理有效抑制了糖氧剥离

所造成的 Bax 增高与 Bcl-2 降低。 

 

 

 

图 3  OGD 及 CAM 预处理对 caspase-3、Bax、Bcl-2 表达的影响 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 OGD 组比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 

Fig. 3  Effects of OGD and CAM pretreatment on the expression of caspase-3, Bax and Bcl-2 
Compared with the control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with OGD group, 3)P<0.05, 4)P<0.01.
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3  讨论 

通过提取原代大鼠皮质神经细胞，并通过更

换无胎牛血清无糖培养基，于厌氧室处理建立细

胞糖氧剥离损伤模型，可有效地模拟缺血性脑卒

中神经元损害过程，目前已广泛应用于缺血性脑

卒中的分子生物学探索[7]。本研究中，未予进行

OGD 造模的正常原代皮质神经细胞生长活跃，细

胞体饱满，透光明显且轴突与树突边界清晰，细

胞间呈交织状；当进行 OGD 处理后，培养皿中漂

浮凋亡坏死细胞较前明显增多，细胞体固缩明显，

贴壁不牢，胞体及突起拉长，骨架蛋白毁损严重，

继续正常环境中培养 24 h 后，细胞转复改善并不

明显。本研究于 OGD 前，给予 OGD+CAM 组预

先使用 CAM 处理，相较于 OGD 组，CAM 预处理

明显减少了由OGD所带来的皮质神经细胞的坏死

凋亡，大部分细胞的形态重新恢复饱满，由 LDH

的释放可知，10 μmol·L1的 CAM 即可取得疗效，

100 μmol·L1的的 CAM 疗效显著且并未造成正常

皮质神经元的损伤。 

红霉素、CAM 和其他大环内酯类抗菌药物在

临床中应用已有较长的历史，引起的不良反应也

较少。既往研究的大环内酯类药物的缺血再灌注

神经保护作用很少涉及到抗凋亡机制，相关研究

显示红霉素预处理可以介导缺血后的转录应答，

增加了脑缺血区域及体外培养的神经细胞对缺氧

的耐受性[8-10]。通过体外动物实验和临床研究发现

大环内酯类抗菌药物也可以调解炎症机制[3-4,6,11]。

在确定 CAM 对糖氧剥离的皮质神经元有保护作

用后，本研究主要通过 Western blot 探索了 CAM

对于凋亡通路的影响。 

缺血性脑卒中再灌注后会不可避免地造成皮

质神经细胞的损伤，在该病理生理过程中，凋亡

与坏死是最主要的两大机制。神经元凋亡是一个

可逆的、细胞自身程序性的过程，多种基因参与

了凋亡的调控，Bcl-2 家族基因所表达的蛋白在这

过程中发挥了显著的功能[12-13]。然而 Bcl-2 家族基

因表达了 2 类不同功能的蛋白质，其中 Bcl-w、

Bcl-xl、Bcl-2 蛋白是抑制凋亡进程的，而 Bid、Bak、

Bax 蛋白则是加快凋亡进程的，本研究所涉及的

Bcl-2、Bax 蛋白是 Bcl-2 家族中调节凋亡进程功能

最明显的蛋白[12]。缺血性脑卒中过程中，Bax 依

附至线粒体膜，线粒体膜通透性增高导致细胞质

中细胞色素 C 含量上升，内源性凋亡途径由此激

活[14]。同时 Bcl-2 的含量减少导致线粒体膜的稳定

性下降，内质网释放 Ca2+增多[15]，氧化自由基及

脂类过氧化物生成增多进一步加重了凋亡进程[16-17]。

本研究中，通过 western blot 发现并验证 OGD 导

致了皮质神经细胞的 Bax 表达上升，Bcl-2 表达下

降，而经过 CAM 预处理后再进行 OGD 则重新大

幅度地抑制了 Bax 表达上升与 Bcl-2 的表达下降。 

此外，本研究探索了 CAM 在皮质神经细胞

OGD过程中与另一个凋亡相关蛋白 caspase-3之间

的联系。caspase-3 作为凋亡执行蛋白酶，参与了

caspases 级联反应下行的重要过程，在凋亡程序中

发挥后枢纽的功能[18]。caspase-3 的激活也是受到

Bcl-2 家族基因所表达的蛋白调控的，缺血性脑卒

中后Bax的上调及Bcl-2的下调均促进了 caspase-3

的活化。本研究也证实了 OGD 组 caspase-3 的表

达较对照组明显升高，而经过 CAM 预处理后，

caspase-3 的表达上升得到了很好地抑制。 

综上所述，大鼠皮质神经细胞 OGD 后的凋亡

很可能是 Bax、Bcl-2、caspase-3 凋亡通路所介导

的。CAM在OGD过程中可能抑制了Bax、caspase-3

等促凋亡蛋白的表达及下调了抑凋亡蛋白 Bcl-2

的表达从而发挥保护皮质神经细胞的作用。本研

究从凋亡方面探讨了 CAM 对 OGD 后皮质神经细

胞的作用，为临床治疗提供了新的思路与依据。 
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