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多种原因可引起脑缺血、缺氧，从而导致神经功

能障碍[1，2]。Matsumoto等[3]报道脑缺血可引起中枢神

经系统 L-谷氨酸的过量释放，从而导致神经元死

亡。另有研究发现缺血引起 γ-氨基丁酸（γ-
aminobutyric acid，GABA）受体的激活，可以抑制 L-

谷氨酸的释放 [4，5]。谷氨酸转运蛋白 1（glutamate
transporter 1，GLT 1）和 GABA 转运蛋白 1（ GABA
transporter 1，GAT1）共同维持细胞外GABA和谷氨

酸的水平。然而，在缺血、缺氧状态下，GAT1 和

GLT1相互作用机制目前仍然不清楚。本文探讨缺

氧条件下星形胶质细胞GAT1和GLT1的表达变化

及作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及氯化钴诱导缺氧环境 星形胶质细

胞 在 含 有 10% 胎 牛 血 清（PAA，Linz，Austria）的

DMEM中培养。在培养液中加入100 μmol/L氯化钴

【摘要】目的 探讨缺氧条件下谷氨酸转运体（GLT1）和γ-氨基丁酸转运体（GAT1）在星形胶质细胞中的表达变化及作用。

方法 星形胶质细胞在含有 10%胎牛血清DMEM中培养，在培养液中加入 100 μmol/L氯化钴溶液处理 16、24、48 h模拟缺氧环

境。通过慢病毒介导的表达特异性的短发夹RNA（shRNA）沉默GLT1和GAT1基因表达，或者使GLT1和GAT1基因过表达。

PCR检测GLT1和GAT1 mRNA表达水平，免疫印迹法检测GLT1和GAT1蛋白表达水平，流式细胞术检测细胞凋亡。结果 加入

氯化钴处理后，星形胶质细胞GLT1 mRNA和蛋白表达水平显著增高（P<0.05），而GAT1 mRNA和蛋白表达水平显著下降（P<
0.05）；两者均呈时间依赖性。沉默GLT1基因表达同时过表达GAT1，星形胶质细胞凋亡率明显增加（P<0.05）；而过表达GLT1
同时沉默GAT1基因表达，星形胶质细胞凋亡率明显减少（P<0.05）。结论 缺氧条件下，体外培养的星形胶质细胞GLT1表达上

调，而GAT1表达下调，促进星形胶质细胞凋亡。

【关键词】脑缺血；缺氧；星形胶质细胞；细胞凋亡；谷氨酸转运蛋白1；γ-氨基丁酸转运蛋白1；基因表达

【文章编号】 1009-153X（2018）11-0735-04 【文献标志码】A 【中国图书资料分类号】R 743; R 363
Expressions of glutamate and GABA transporters in astrocytes under hypoxia and their functions

WANG Zhi- han1, XING Jin1, Wei Zi- long1, SHA Long- gui1, LIN Ying- ying2, QIU Yong- ming2, REN Li1. 1. Department of

Neurosurgery, Shanghai Pudong Hospital, Fudan University, Shanghai 201300, China; 2. Department of Neurosurgery, Renji Hospital,

School of Medicine, Shanghai Jiaotong University, Shanghai 2001274, China

【Abstract】Objective To investigate the expressions and functions of glutamate and γ- aminobutyric acid (GABA) transporters in
astrocytes under hypoxic condition. Methods The expressions of glutamate transporter 1 (GLT1) mRNA and protein and GABA
transporter 1 (GAT1) mRNA and protein in the astrocytes, who were cultured under the hypoxic condition and received the transfection
of GLT1 and GAT1, were detected respectively by quantitetive RT-PCR and west blot. The apoptosis of the astrocytes in whom the
expressions of these transporters were changed was determined by flow cytometry. Results Under the hypoxic condition, the expressions
of GLT1 and GAT1 mRNA and proteins in the astrocytes was significantly reduced (P<0.05). Apoptosis analysis showed that under the
hypoxia, inhibition of GLT1 and overexpression of GAT1 significantly increased the astrocytes apoptosis (P<0.01), while overexpression
of GLT1 and inhibition of GAT1 expression significantly reduced the astrocytes apoptosis (P<0.01). Conclusions The present study
revealed the expressions and functions of glutamate and GABA transporters in the astrocytes under the ischemia. It is suggested that the
increasing in GLT1 expression and decrease in GAT1 expression may have the curative effects on epilepsy or ischemia.
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溶液模拟缺氧环境，培养16、24、48 h后，进行分析星

形胶质细胞GLT1和GAT1蛋白及mRNA表达。

1.2 GLT1和GAT1基因沉默与过表达 通过慢病毒

介导的表达特异性的短发夹 RNA 获得 GLT1 或

GAT1基因沉默稳转细胞株。靶向敲减序列是 3'-
GCCTGGATTTGGTTGAGTTAT-5'。采用基因重组

技术将GLT1或GAT1基因插入慢病毒表达载体，构

建慢病毒重组质粒。慢病毒转染细胞时加入 8 μg/
ml聚凝胺以提高转染效率。

1.3 GLT1和GAT1 mRNA表达的检测 转染 48 h后，

收集细胞，采用实时荧光定量 PCR 检测 GLT1 和

GAT1 mRNA表达水平。Trizol-Reagent法分离提取

RNA，使用 DNA 酶（DNA- free kit；Ambion Applied
Biosystems）处理样品，除去样品中的DNA，使用RNA
逆转录试剂盒（Promega）合成 cDNA。甘油醛-3-磷
酸脱氢酶作为内参。实时荧光定量PCR使用 SYBR
Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）试剂盒，

采 用 7900HT Fast Real- Time PCR 仪（Applied
Biosystems）进行分析。实验重复3次。

1.4 GLT1和GAT1蛋白的检测 转染48 h后，收集细

胞，采用免疫印迹法检测GLT1和GAT1蛋白表达。

使用含有蛋白酶抑制剂混合物和磷酸化抑制剂混合

物的RIPA缓冲液提取蛋白，取适量蛋白加至 10%~
15%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中，并转移到

硝酸纤维素膜（Millipore，Billerica，MA，USA）。一抗

孵育过夜后，加入适当浓度二抗孵育1 h。以增强化

学 发 光 法 添 加 化 学 发 光 显 影 剂（Amersham
Biosciences，Piscataway，NJ，USA），用柯达胶片曝

光。一抗为GLT1，GAT1，actin蛋白为内参。

1.5 细胞凋亡测定 特定浓度西妥昔单抗、伊立替康

或西妥昔单抗+伊立替康分别处理细胞 24 h。使用

Annexin V- PE 凋 亡 检 测 试 剂 盒（559763，BD
Pharmingen，USA）检测细胞凋亡。步骤如下：将细胞

以 1×106个细胞/ml的浓度重悬于 1×结合缓冲液中，

向以下各管中加入 100 μl该悬浮液：①空管；②含

Annexin V-PE 5 μl离心管；③含有7-AAD 5 μl离心

管；④Annexin V-PE（5 μl）+7-AAD（5 μl）离心管。

轻轻涡旋管并在室温下在避光温育 15 min。将 400
μl 1×缓冲液加入每管，并进行流式细胞术分析。

1.6 统计学分析 应用SPSS 19.0软件处理；定量资料

以x±s表示，使用 t检验；P<0.05具有统计学意义。

2 结 果

2.1 星形胶质细胞在缺氧条件下 GLT1 和 GAT1
mRNA和蛋白的表达变化 利用氯化钴处理星形胶

质细胞16、24、48 h模拟缺氧。与对照组相比，GLT1
蛋白和mRNA表达水平明显下降，并呈时间依赖性

（P<0.05，图 1A、1C），而GAT1蛋白和mRNA表达明

显上调（P<0.05，图1B、1D）。
2.2 过表达GAT1与抑制GLT1增加缺氧条件下星形

胶质细胞死亡 利用慢病毒介导的 shRNA基因敲除

系统，敲除星形胶质细胞 GLT1 基因，结果显示

mRNA表达降低 60%以上（图 2A）。同时，慢病毒介

导的基因过表达系统有效增加GAT1表达（图2B）。

GLT1和GAT1的蛋白质水平也被证实（图 2C）。在

缺氧条件下，GAT1过表达同时抑制GLT1的表达明

显增加星形胶质细胞的凋亡率（图2D、2E）。
2.3 抑制GAT1与过度表达GLT1减少缺氧条件下星

形胶质细胞的死亡 构建GLT1过度表达同时GAT1
低表达的星形胶质细胞，结果显示，GLT1 mRNA高

度上调（图 3A），而GAT1的表达下降 70%以上（图

3B）。GLT1和GAT1的蛋白质水平也呈相应变化（图

3C）。GLT1过表达且GAT1低表达能够减少星形胶

质细胞在缺氧条件下的凋亡（图3D、3E）。
3 讨 论

目前，神经系统共发现 5种谷氨酸转运蛋白亚

型，其中 2型谷氨酸转运体（GLT1）最具有特征性 [8，

图1 在缺氧条件下星形胶质细胞GLT1和GAT1蛋白和mRNA表达变化

A、B. 蛋白表达；C、D. mRNA表达；CK. 对照组；CoCl2-16h、CoCl2-24h、CoCl2-48h.
CoCl2模拟缺氧16、24、48 h；与对照组相比，* P<0.05，*** P<0.01
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图2 过表达GAT1与抑制GLT1对缺氧条件下星形胶质细胞凋亡率的影响

A~C. 稳定转染过表达GAT1与GLT1-shRNA的星形胶质细胞GAT1与GLT1蛋白和mRNA水平的检测，与对照组相比，**** P<
0.01；D、E. 过表达GAT1与抑制GLT1增加细胞凋亡率，与对照组相比，*** P<0.01;NC. 对照组；CoCl2 GLT1-OE/GAT1-KD. 过表

达GAT1与抑制GLT1组

图3 抑制GAT1与过度表达GLT1对缺氧条件下星形胶质细胞凋亡率的影响

A~C. 稳定转染GAT1-shRNA与过表达GLT1的星形胶质细胞GAT1与GLT1蛋白和mRNA水平的检测，与对照组相比，*** P<
0.01；D、E. 抑制GAT1与过度表达GLT1减少细胞凋亡率，与对照组相比，*** P<0.01；NC. 对照组；CoCl2 GLT1-OE/GAT1-KD. 抑
制GAT1与过度表达GLT1组
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9]。 GLT1是星形胶质细胞的关键转运蛋白，在大脑

皮层和海马中高表达[9~12]。在脑缺氧缺血性疾病中，

GLT1的功能受到抑制，加重神经元的损伤[13，14]。也

有报道称，GAT1的两个主要亚型负责调节细胞外

GABA 的水平，分别为神经元 GAT1 和胶质细胞

GAT1[15，16]。在突触间隙中，GAT1将GABA转移，从

而抑制GABA传递。慢性神经系统异常，多发生在

缺氧缺血的早期，可能与GAT功能的变化密切相关
[17，18]。另外，脑血栓大鼠模型研究发现GAT1蛋白水

平降低[19]。

我们发现在缺氧条件下培养的星形胶质细胞

GLT1和GAT1的表达显着降低；过表达GAT1同时

抑制GLT1增加星形胶质细胞凋亡率，而下调GAT1
与过度表达GLT1减少星形胶质细胞凋亡率。这提

示GLT1和GAT1在缺氧状态下星形胶质细胞的表

达和发挥功能，抑制GAT1与过度表达GLT1可能对

脑缺血缺氧性疾病治疗有一定的作用。

总之，GLT1和GAT1在缺血缺氧脑损伤中起着

重要作用，靶向干扰GLT1和GAT1功能可能对脑缺

血缺氧性疾病的治疗有影响。
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