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rh-CSF1 改善缺糖缺氧损伤神经元线粒体功能
和细胞凋亡☆

刘蕊* 范宽* 张鹏举* 田雨* 司玮* 李世容* 王露* 顾然* 胡晓*○☆

【摘要】 目的　探讨集落刺激因子-1（colony stimulating factor-1，CSF1）抑制氧糖剥夺（oxygen-glucose depriva⁃
tion，OGD）神经元凋亡的作用机制。方法　采用大鼠原代大脑皮质神经元，分为 OGD 损伤神经元模型组（OGD 组，n

=3）、重组人 CSF1（recombined human CSF1，rh-CSF1）干预组（rh-CSF1 组，n=3）、对照组（n=3）。测定 3 组神经元凋

亡率和其中三磷酸腺苷（adenosine triphosphate， ATP）含量，活性氧簇水平、线粒体膜电位和线粒体脱氧核糖核酸

（deoxyribonucleic acid，DNA）拷贝数，检测线粒体内丙二醛含量和超氧化物歧化酶活性。结果　OGD 组模型进行基

线评估，结果示神经元凋亡率、活性氧簇、线粒体内丙二醛水平、线粒体膜电位、线粒体 DNA 拷贝数、ATP 含量、线

粒体内超氧化物歧化酶活性与对照组有统计学差异 （P<0.01）。rh-CSF1 干预可提高 OGD 损伤后神经元的线粒体

膜电位（0.55±0.03 vs. 0.43±0.06，P<0.01）、线粒体 DNA 拷贝数（0.88±0.05 vs. 0.72±0.06，P<0. 05）、ATP 含量[（15.70±
0.99）mmol/mg vs.（11.70±1.00）mmol/mg，P<0. 01）]和线粒体内超氧化物歧化酶活性 [（18.47±1.38）U/mg vs. 14.78±
1.81）U/mg，P<0.05）]，降低活性氧簇（3.64±0.21 vs. 4.45±0.33，P<0.05）和线粒体内丙二醛水平[（2.13±0.19）mmol/mg 
vs.（2.78±0.20）mmol/mg，P<0.05）]，减轻神经元凋亡率。结论　rh-CSF1 可能通过改善线粒体功能、减轻氧化应激及

抑制细胞凋亡，从而改善 OGD 诱导损伤神经元的受损程度。
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【Abstract】 Objective　 To investigate the mechanism by which Colony Stimulating Factor-1 (CSF1) inhibits 
apoptosis in neurons subjected to oxygen-glucose deprivation (OGD). Methods　 Primary rat cortical neurons were 
divided into the OGD damaged neuron model group (OGD group), the rh-CSF1 intervention group (rh-CSF1 group),and 
control group. The sample size for each group was 3. After intervention with recombinant human CSF1 (rh-CSF1), 
neuronal apoptosis rate and intracellular ATP content, reactive oxygen species levels, mitochondrial membrane potential, 
and mitochondrial DNA copy number were measured. The content of malondialdehyde within mitochondria and the activity 
of superoxide dismutase were also assessed. Results　 Intervention with rh-CSF1 increased mitochondrial membrane 
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potential (0.55±0.03 vs. 0.43±0.06, P<0.01), mitochondrial DNA copy number(0.88±0.05 vs. 0.72±0.06, P<0.05), ATP 
content [(15.70±0.99) mmol/mg vs. (11.70±1.00) mmol/mg, P<0.01)], and superoxide dismutase [(18.47±1.38) U/mg vs. 
(14.78±1.81) U/mg, P<0.05)] activity in neurons injured by OGD. It also reduced levels of rectivereactive oxygen species
(3.64±0.21 vs. 4.45±0.33, P<0.05) and malondialdehyde within mitochondria [(2.13±0.19) mmol/mg vs. (2.78±0.20) mmol/
mg, P<0.05)], and inhibited neuronal apoptosis(10.12±0.78 vs. 17.04±1.23, P<0.01) Conclusion　rh-CSF1 may alleviate 
the damage in neurons induced by OGD by improving mitochondrial function, reducing oxidative stress, and inhibiting cell 
apoptosis.

【Keywords】 Colony stimulating factor-1  Oxygen-glucose deprivation  Apoptosis  Oxidative stress  Mitochon⁃
drial function  Ischemic stroke

缺血性脑卒中主要与细胞凋亡、神经炎症、铁

死亡、能量代谢障碍、自噬、兴奋性氨基酸毒性作用

等多种病理机制相关[1-4]。线粒体将葡萄糖等有机

物 氧 化 生 成 三 磷 酸 腺 苷（adenosine triphosphate， 
ATP），为细胞提供能量，并在凋亡、氧化应激、Ca2+

稳态等方面发挥重要功能[5-6]。因此，线粒体功能异

常是缺血性脑卒中病理进程中的关键一环。集落

刺激因子-1（colony stimulating factor-1，CSF1）是一

种诱导造血干细胞分化成巨噬细胞或其他相关细

胞 类 型 的 分 泌 型 细 胞 因 子 。 神 经 元 氧 糖 剥 夺

（oxygen-glucose deprivation，OGD）模型是模拟体内

缺血性脑损伤的经典细胞模型。我们在前期研究

中 发 现 重 组 人 CSF1（recombined human CSF1，rh-
CSF1）可以通过减轻氧化应激、神经炎症及神经元

凋亡，改善 OGD 模型鼠的神经功能损伤，减少脑梗

死面积[7-8]。本研究在以往研究基础上进一步通过

OGD 损伤细胞模型，探讨 rh-CSF1 对神经元线粒体

功能、氧化应激反应及细胞凋亡的影响，进一步明

确 rh-CSF1 改善神经元损伤的分子机制。

1 材料与方法

1.1  研究对象  出生 24 h 内的 Sprague-Dawley 大鼠

幼崽（乳鼠，16~22 g）80 只，饲养在贵州医科大学实

验动物中心［SYXK（黔）2018-0001］。饲养环境受

控为温度（21±2）℃，相对湿度 55%±5%，12 h 光照/
黑暗交替。实验期间，幼鼠可以随意获取母乳。实

验程序均按照美国国立卫生研究院实验动物护理

和使用指南进行，并经贵州省人民医院动物伦理委

员会审核批准（批号：2021-2024）。主要试剂：高糖

和无糖杜氏改良 Eagle 培养基（Dulbecco’s modified 
eagle medium，DMEM）（Gibco，美 国）；胎 牛 血 清

（Gibco，美国）；胰蛋白酶（上海碧云天生物技术有

限公司，中国）；B27（Gibco，美国）；Neurobasal 培养

基（Gibco，美国）；L-谷氨酰胺（Gibco，美国）；无糖

Earle’s 平衡盐溶液和阿糖胞苷（Sigma-Aldrich，美

国 ）；人 微 管 相 关 蛋 白 2（human microtubule-
associated protein 2，MAP2）一抗（Proteintech 17490-
1-AP，中 国）；荧 光 二 抗（Proteintech，中 国）；An⁃
nexin V -FITC 流式凋亡试剂盒（杭州联科生物技术

股份有限公司，中国）；rh-CSF1（北京义翘神州科技

股份有限公司，中国）；细胞线粒体分离试剂盒、

ATP 检测试剂盒、活性氧簇（reactive oxygen species，

ROS）检测试剂盒、JC-1 线粒体膜电位（mitochon⁃
drial membrane potential，MMP）检测试剂盒和 BCA

（bicinchoninic Acid，BCA）蛋白浓度测定试剂盒（上

海碧云天生物技术有限公司，中国）；超氧化物歧化

酶（superoxide dismutase，SOD）检测试剂盒和丙二

醛（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒（南京建成

生物工程研究所，中国）；DNA 提取试剂盒和 qPCR 
SYBR Green Master Mix 试剂盒（南京诺唯赞生物科

技股份有限公司，中国）。引物设计和合成由上海

碧云天生物技术有限公司完成。

1.2  方法 
1.2.1  OGD神经元损伤模型构建及 rh-CSF1干预处

理 从乳鼠中分离、消化获得原代 SD 大鼠皮质神经

元用于体外实验。经 MAP2 免疫染色鉴定后，使用

三气培养箱和无糖 DMEM 培养基建立 OGD 损伤神

经元细胞模型[7]。将原代神经元分为 3 组，每组重
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复次数 3 次。对照组，正常高糖 DMEM 培养基培养

1 h 后更换为含 DMSO 的 Neurobasal 培养基继续培

养 24 h；OGD 组，在无氧环境中使用无糖 DMEM 培

养基培养 1 h 后更换为含 DMSO 的 Neurobasal 培养

基继续培养 24 h；rh-CSF1 组，在无氧环境中使用无

糖 DMEM 培养基培养 1 h 后更换为含 50 mg/L rh-
CSF1 的 Neurobasal 培养基继续培养 24 h。

1.2.2  流式细胞检测凋亡 6 孔 板 培 养 原 代 神 经

元，处理后胰酶消化细胞，转移细胞到离心管内，

2000 r/min 离心 5 min，弃上清，使用 PBS 重悬细胞

并计数。取约 10万重悬细胞，2000 r/min离心5 min，

弃上清，加入 Annexin V-FITC 结合液重悬细胞，随

后先后加入 Annexin V-FITC 溶液和碘化丙啶染色

液，混匀后室温避光孵育 10 min，进行流式细胞仪

检测。细胞凋亡流式图中十字坐标划分的 4 个区

域：UL 区为细胞坏死、LL 区为细胞存活、LR 区为

早 期 凋 亡 、UR 区 为 晚 期 凋 亡 ，凋 亡 率（%）＝LR
区＋UR 区。

1.2.3  MMP检测 6 孔板培养原代神经元，处理后收

集细胞，1500 r/min 离心 5 min，用含血清和酚红的

细胞培养液重悬；加入 JC-1 染色工作液，37 ℃孵育

20 min；1500 r/min 4 ℃离心 4 min，沉淀细胞，用 JC-
1 染色缓冲液洗涤细胞；流式细胞仪检测 JC-1 单体

和 JC-1 聚合物。

1.2.4  细胞内 ATP 水平检测 收 集 细 胞 ，裂 解 后

16000 r/min 离心 10 min，取上清，按照 ATP 检测试

剂盒说明书中操作步骤使用酶标仪检测光密度值，

BCA 蛋白浓度试剂盒测定各组培养液蛋白浓度，计

算出各组细胞内 ATP 水平。

1.2.5  qPCR 检测线粒体 DNA 拷贝数 6 孔板培养

原代神经元，处理后收集细胞，收集 DNA，qPCR 检

测线粒体基因 MT-ND1（正向引物 5'-GGCTATATA
CAACTACGCAAAGGC-3'，反向引物 5'-GGTAGAT
GTGGCGGGTTTTAGG-3'）和参考基因 ACTB（正向

引物5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'，反

向 引 物 5'-TCGGTGAGGATCTTCATGAGGTA-3'）
DNA 的 Ct 值，以 2-ΔΔCt 代表线粒体 DNA 拷贝数。反

应体系： 2×SYBR Green Master Mix 10 μL，10 μmol/L
引物各 0.4 μL，DNA 样本 2 μL，去离子水 6.8 μL，共

20 μL。采用标准的扩增程序，95 ℃预变性 30 s；

95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 40 个循环。

1.2.6  ROS 检测 6 孔板培养原代神经元，处理后收

集细胞，加入含 10 μmol/L DCFH-DA 的无血清培养

基，37 ℃孵育 20 min 后离心，洗涤细胞 3 次，再用

PBS 重新悬浮进行荧光测定，按照 FITC 荧光检测条

件测定。

1.2.7  细胞线粒体的提取分离及线粒体 SOD 及

MDA 检测 收集细胞，按照细胞线粒体分离试剂盒

操作，将得到的线粒体按照 SOD 和 MDA 试剂盒说

明书操作，检测各组线粒体内 SOD 酶活性和 MDA
水平。

1.3  统计学方法 应用 SPSS 22. 0 进行统计分析，以

均数±标准差（x±s）表示计量资料。使用单因素方

差分析进行组间比较，事后检验应用 LSD 法。检验

水准 α=0.05。

2 结果

2.1  神经元的培养及鉴定 培养 1 d 的神经元呈圆

形或椭圆形，有 1~2 个突触（图 1A）；培养 6 d 的神经

元胞体增大，出现一个由神经突触形成的网状结构

（图 1B）。在 7 d 原代培养的细胞中，MAP2 免疫组

织化学染色鉴定为神经元（图 1C）。

2.2  rh-CSF1减轻OGD损伤神经元模型的细胞凋

亡 各组间神经元凋亡率存在差异（F=144.829，P<
0.001，图 2）。其中 OGD 组神经元凋亡率较对照组

明显增高 [（17.04%±1.30%） vs.（4.92%±0.03%），P<
0.001]；rh-CSF1 组与 OGD 组相比，受损神经元的凋

亡率显著降低[（10.12%±0.79%） vs.（4.92%±0.03%），

Fig.1 　Neuron culture and identification
图1 　神经元的培养与鉴定 　A：培养1 d的神经元；B：培养6 d的神

经元；C：MAP2免疫组化鉴定神经元，标尺100 μm。
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P<0.001]。
2.3  rh-CSF1改善OGD损伤神经元模型的线粒体

功能 各组间 MMP 水平（F=16.314，P=0.004，图 3）、

线粒体 DNA 拷贝数（F=12.781，P=0.007）、ATP 含量

（F=54.130，P<0.001）存在差异。OGD 组与对照组

比较，OGD 损伤后神经元细胞模型中 MMP 水平

（0.43±0.06 vs. 0.60±0.01，P=0.001）、线粒体 DNA 拷

贝数（0.72±0.06 vs. 1.05±0.12，P=0.002）和 ATP 含量

[（11.70±1.00）mmol/mg vs. （22.18±1.64）mmol/mg，P

<0.001]显著降低。rh-CSF1 组与 OGD 组相比，rh-
CSF1 处理后 MMP 水平（0.55±0.03 vs. 0.43±0.06，P=

0.008）、线 粒 体 DNA 拷 贝 数（0.88±0.05 vs. 0.72±
0.06，P=0.049）及 ATP 含 量 [（15.70±0.99）mmol/mg 
vs.（11.70±1.00）mmol/mg，P=0.008] 增高。

2.4  rh-CSF1改善OGD损伤的神经元模型的氧化

应激损伤 各组间 ROS（F=14.008，P=0.005，图 4）、

线粒体内 MDA 水平（F=34.405，P=0.001）、线粒体

内 SOD 水平（F=14.623，P=0.005）存在差异。OGD
组与对照组比较，OGD 损伤后的神经元细胞模型中

ROS（4.45±0.33 vs. 2.73±0.56，P=0.002）和线粒体内

MDA 水 平 [（2.78±0.20）mmol/mg vs .  （1.61±
0.13）mmol/mg，P<0.001]升高，而线粒体内 SOD 水平

[（14.78±1.81）U/mg vs. （21.95±1.65）U/mg，P=0.002]
下 降 。 rh-CSF1 组 与 OGD 组 相 比 ，rh-CSF1 处 理

后， ROS（3.64±0.21 vs. 4.45±0.33，P=0.046）和线粒

体 内 MDA 水 平 [（2.13±0.19）mmol/mg vs. （2.78±
0.20）mmol/mg，P=0.004]降低，而线粒体内 SOD 水平

[（18.47±1.38）U/mg vs. (14.78±1.81）U/mg，P=0.032]
升高。

3 讨论

缺血性脑卒中发病机制十分复杂，能量代谢障

碍、钙超载、细胞凋亡、自噬、炎症反应和大脑类淋

巴系统异常等共同参与了病理生理过程[2,9]。探究

影响缺血性脑卒中的发病机制及找到有效的干预

靶点，对改善缺血性脑卒中患者的临床疗效及预后

至关重要。基于既往研究，改善神经元线粒体功能

可能减轻缺血性脑卒中后神经元损伤，从而减轻神

经功能缺损[10-11]。本研究通过 rh-CSF1 干预 OGD
损伤细胞模型，进一步明确 rh-CSF1 减轻缺血性脑

卒中后神经元损伤的作用机制。本研究发现 OGD
组与对照组神经元相比，OGD 组神经元中线粒体膜

电位、线粒体 DNA 拷贝数、ATP 含量和线粒体内

SOD 活性降低，ROS 水平、线粒体内 MDA 水平和凋

亡率增高，提示 OGD 导致神经元发生氧化应激反

应，损伤线粒体功能，发生细胞凋亡。这一结果可

能是由于缺血性脑卒中后 ROS 水平增高，当高于抗

Fig.3 　Effect of rh-CSF1 on mitochondrial function in OGD-
injured neurons

图 3 　rh-CSF1对OGD损伤神经元线粒体功能的影响 　A：对照组

的 MMP 检测结果；B：OGD 组的 MMP 检测结果；C：rh-CSF1 组的

MMP检测结果。

Fig.4 　Effect of rh-CSF1 on oxidative stress response of OGD-
injured neurons

图 4 　rh-CSF1对OGD损伤神经元氧化应激反应的影响 　A：对照

组的线粒体内ROS检测结果；B：OGD组的线粒体内ROS检测结果；

C：rh-CSF1组的线粒体内ROS检测结果。

Fig.2  Effect of rh-CSF1 on the apoptosis rate of OGD-injured 
neurons

图 2 　rh-CSF1对OGD损伤神经元凋亡率的影响 　A：对照组；B：

OGD组；C：rh-CSF1组。
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氧化防御系统清除速度时，就会发生氧化应激，使

得线粒体膜电位降低，导致线粒体膜间隙中的蛋白

（AIF、Cyto C 等）释放，促进神经元凋亡[12]。这一结

果也与其他研究一样，证实了线粒体功能障碍在缺

血 性 脑 卒 中 的 病 理 过 程 中 起 着 至 关 重 要 的 作

用[13-14]。CSF1 是一种诱导造血干细胞分化为巨噬

细胞或其他相关细胞类型的分泌型细胞因子。在

大脑中，CSF1 主要由先天免疫细胞（星形胶质细

胞、小胶质细胞和少突胶质细胞）表达[15-16]。研究发

现，敲除 CSF1 后小鼠骨细胞发生凋亡，氧化应激加

重骨细胞死亡，CSF1 可以通过减轻氧化应激维持

骨 细 胞 的 稳 态[17]。 本 研 究 则 发 现 ，rh-CSF1 干 预

OGD 损伤神经元模型可改善受损神经元的线粒体

功能，观察到 rh-CSF1 干预 OGD 损伤神经元模型中

线粒体 DNA 拷贝数、线粒体膜电位、ATP 水平增

加，同时，ROS 及线粒体内 SOD 水平降低，线粒体内

MDA 含量增加，提示 rh-CSF1 通过改善线粒体功

能，从而减轻神经元受损后的氧化应激反应。本课

题组在前期研究工作中还发现在缺血缺氧性脑病

模型鼠中，CSF1 可通过减轻神经炎症反应及细胞

凋亡，改善的神经功能缺损及脑梗死面积 [7-8]，在细

胞实验中也发现 CSF1 可以影响 OGD 损伤神经元

的凋亡相关蛋白水平[18]。本研究进一步在细胞模

型中证实 rh-CSF1 干预可抑制 OGD 损伤后神经元

模型的细胞凋亡。放眼于 CSF1 的研究发现 CSF1
在多种神经系统疾病中发挥重要神经保护作用：如

CSF1 可通过减轻神经炎症改善创伤后脑损伤动物

模 型 的 认 知 功 能 障 碍[19]；研 究 发 现 CSF1 可 诱 导

CD11c+小胶质细胞增多，改善实验性自身免疫性

脑脊髓炎的神经功能缺损并减少脱髓鞘程度[20]；

CSF1 还能降低阿尔茨海默病转基因小鼠模型的神

经元损伤，从而改善该模型的认知功能障碍[21]。因

此，对于 CSF1 在神经系统多种疾病中的神经保护

作用，值得未来进一步在各种疾病中展开深入探

究，为临床神经系统疾病的治疗提供更多的理论依

据。本研究结果则为 CSF1 作为缺血性脑卒中治疗

新靶点提供了有力的实验证据。
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论文描述统计检验结果时，应注意以下问题：

1. P值指零假设成立的前提下，出现目前样本数据对应的统计量（如t值、F值、χ2值等）乃至更极端数值的

概率。因此，描述统计检验结果时应给出统计量（如t值、F值、χ2值等）和P值。

2. 目前统计分析软件已可以计算精确的P值，文中应报告精确的P值。当P值过小，统计软件输出结果P值为

“0.000”，是因为目前小数位数不足以显示有效数字，在文中描述结果应写为“P<0.001”或“P<0.01”。

3. 当P<0.05时，其统计学含义为可以拒绝零假设，因此可以得到“组间差异有统计学意义（significant 

difference）”的结论，而不译作“有显著差异”。更不能因为P值较小，如P<0.01，而称“差异非常显

著”。
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