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Abstract
AIM: To investigate whether treatment with am-
monia induces apoptosis and necrosis of rat as-
trocytes in vitro and to analyze the pathogenesis 
of hepatic encephalopathy.

METHODS: Primary astrocytes isolated from the 
cerebral cortex of newborn rats were cultured 
in vitro and identified by immunocytochemistry 
(positive for glial fibrillary acidic protein). Cells 
were then randomly assigned to low-concentra-
tion ammonia group (treated with 2.5 mmol/L 
NH4Cl), high-concentration ammonia group 
(treated with 5 mmol/L NH4Cl), and control 

group (untreated). After culture for 24, 48, and 
72 h, cell apoptosis and necrosis were detected 
by flow cytometry.

RESULTS: Treatment with ammonia at a con-
centration of 2.5 mmol/L could induce astro-
cyte apoptosis and necrosis, and apoptosis- 
and necrosis-inducing activity of ammonia was 
concentration- and time-dependent. Compared 
with the control group, the apoptosis and necro-
sis rates of astrocytes in the high-concentration 
ammonia group were significantly higher (24 h: 
12.5% ± 4.0% vs 7.7% ± 1.9%, 9.3% ± 1.6% vs 6.3% 
± 0.7%; 48 h: 17.7% ± 4.2% vs 8.5% ± 1.3%, 10.5% 
± 2.8% vs 7.2% ± 1.1%; 72 h: 23.9% ± 4.1% vs 9.6% 
± 1.9%, 11.4% ± 2.5% vs 7.9% ± 1.5%, all P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with ammonia could 
induce astrocyte apoptosis and necrosis in vitro 
in a time- and concentration-dependent manner.
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摘要
目的: 研究氨诱导体外培养大鼠脑星形胶质
细胞凋亡及坏死的作用, 探讨肝性脑病的发病
机制. 

方法: 体外原代培养大鼠脑星形胶质细胞并
免疫细胞化学鉴定(神经胶质纤维酸性蛋白
阳性), 随机分为氨低浓度组(NH4Cl浓度为2.5 
mmol/L), 氨高浓度组(NH4Cl浓度为5 mmol/L)
和对照组(不加处理). 分别作用24、48、72 h
后, 用流式细胞仪测定星形胶质细胞坏死和凋
亡的比率. 

结果: 2.5 mmol/L浓度的NH4Cl即可出现大
鼠星形胶质细胞发生细胞凋亡及坏死, 随着
NH4Cl浓度的提高(5 mmol/L)和作用时间延长
(48、72 h), 胶质细胞细胞凋亡和坏死明显增
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■背景资料
肝性脑病是临床
上各种终末期肝
病最常见的死亡
原 因 ,  其 发 病 机
制尚未完全阐明,
已知是多种因素
综合作用的结果. 
目前存在的学说
除了氨中毒、假
性神经递质、血
浆氨基酸失衡和
GABA/BZ复合受
体学说外, 近年发
现锰、色氨酸、
内毒素及肿瘤坏
死因子等也参与
肝性脑病的发病. 
其中, 氨中毒学说
研究最多. 

■同行评议者
吴志勇, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
普外科



加. 氨高浓度组24、48、72 h细胞凋亡率和坏
死率均高于对照组(12.5%±4.0% vs  7.7%±

1.9%, 9.3%±1.6% vs  6.3%±0.7%; 17.7%±

4.2% vs  8.5%±1.3%, 10.5%±2.8% vs  7.2%±

1.1%; 23.9%±4.1% vs  9.6%±1.9%, 11.4%±

2.5% vs  7.9%±1.5%, 均P <0.05).

结论: 氨可诱导体外培养的大鼠脑星形胶质
细胞坏死和凋亡, 且与氨的浓度和作用时间
相关.

关键词: 氨; 星形胶质细胞; 坏死; 凋亡; 大鼠
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0  引言

肝性脑病指由肝功能严重失调或障碍所致, 以
代谢紊乱为主要特征的中枢神经系统功能失调

的综合征, 是临床上各种终末期肝病最常见的

死亡原因. 目前肝性脑病的发病机制仍不十分

清楚, 人们根据肝性脑病的不同特征和表现, 提
出了不同的假说, 其中, 氨中毒学说占重要地位. 
过去的研究主要集中在于氨对神经细胞的毒性

和脑的能量代谢方面, 而对氨与星形胶质细胞

的功能代谢, 死亡形式关系研究较少. 本研究拟

通过观察氨对体外培养大鼠星形胶质细胞影响, 
探讨肝性脑病时血氨增高与星形胶质细胞凋亡

和坏死的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 SP免疫组织化学试剂盒(福州迈新生

物公司); GFAP抗体(Sigma)0.01%多聚赖氨酸

(Sigma); DMEM培养基(HyClone公司); 氯化铵

(天津化学试剂公司); 流式细胞仪(美国Beckman
公司Coulter Epics XL). 实验动物: 新生1-2 d昆明

种小鼠, 由昆明医学院实验动物中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 原代星形胶质细胞培养: 取新生小鼠剪下

头部于盛有750 mL/L的培养皿中消毒约2 min, 
再移入盛有D-Hanks液的培养皿中, 在掀开颅

骨, 暴露全脑后用在显微镜下开始从腹侧向背

侧剥离脑膜, 从正中矢状位向两侧掀开大脑, 夹
取边缘的大脑皮质. 将取下大脑皮质夹成1 mm
×1 mm×1 mm左右组织块, 于离心管中, 加入

0.125%胰蛋白酶, 置37 ℃水浴消化30 min, 其间
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每2-3 min晃动1次, 然后加入预冷的DMEM培养

液终止消化, 取出离心5 min后弃上清液, 加入

适量种植培养液, 吹打混匀后取0.6-0.8份的大

脑皮质加入10 mL的种植培养液[其中每1 mL培
养液中含有10 ng的上表皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)]接种于预先经多聚赖氨酸包

被的24孔培养板中, 每孔以400 µL接种后, 放入

50 mL/L CO2培养箱中, 每周换液1次. 
1.2.2 星形胶质细胞鉴定: 细胞培养至第3周时进

行实验, 将培养的细胞用40 g/L多聚甲醛固定30 
min, PBS充分漂洗, 然后按SP法行神经胶质纤维

酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein, GFAP)免
疫细胞化学染色, DAB显色, 进行阳性细胞计数, 
所培养的细胞90%以上为GFAP阳性细胞(图1). 
1.2.3 分组: 氨低浓度组(NH4Cl 2.5 mmol/L), 氨
高浓度组(NH4Cl 5 mmol/L), 对照组(不加任何

处理). 
1.2.4 流式细胞仪观察各组中细胞凋亡和坏死情

况: 加药后各组细胞分别培养24、48、72 h后, 
弃培养基, 终止氨作用. PBS冲洗2 次, 0.125%胰

蛋白酶消化, 收集细胞, 1 mL PBS重悬, 300目尼

龙网过滤后离心, 弃上清, 收集细胞制成细胞悬

液, 调整细胞浓度至1×106/mL. 70%冰乙醇固

定, PBS轻洗1次后加TdT标记液37℃孵育1-2 h, 
PBS轻洗1次, 避光在37 ℃与100 µL的染色缓冲

液孵育30 min, 含0.1% TritonX-100的PBS轻洗1
次, 用1 mL PBS(含5 g/L PI, 0.1% RNase A)重悬. 
使用Coulter EPICS-XL 流式细胞仪上机检测各

类细胞百分数, Cell quest软件进行计算机定量

分析. 
统计学处理 采用SPSS 11.5统计分析软件处

理实验数据, 所得数据以mean±SD表示, 计数资

料采用t检验.

2  结果

氨低浓度组大鼠星形胶质细胞发生细胞凋亡及

坏死, 在低氨环境24 h这种情况并不明显, 与对

照组相比无统计学意义(P >0.05). 随着NH4Cl浓
度的提高(5 mmol/L)和作用时间延长, 胶质细胞

细胞凋亡和坏死明显增加, 其凋亡细胞数和坏

死细胞数占总体细胞数的百分率明显高于正常

对照组(P <0.05), 且氨作用时间越长, 浓度越高, 
细胞坏死也更明显(表1, 图2).

3  讨论

星形胶质细胞是神经组织内数量最多、分布最
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■研发前沿
脑水肿和星状胶
质细胞水肿是肝
性脑病的病理基
础, 星状胶质细胞
是脑内主要的细
胞成分. 过去认为
星形胶质细胞只
是神经系统的支
持细胞, 近年来发
现星形胶质细胞
在维持神经细胞
内外环境、信号
转导等方面具有
重要作用, 与中枢
神经系统疾病密
切相关. 目前肝性
脑病发病机制中
血氨升高引起星
状胶质细胞形态
改变是研究热点
之一.
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广的胶质细胞, 星形胶质约占脑总体积的50%. 
传统的观点认为, 星形胶质细胞只是神经系统

的支持细胞; 近年来越来越多的资料表明胶质

细胞更多作用. 星形胶质细胞表面具有电压依

赖的N a+、K+及C a2+通道, 分布着许多神经递

质、神经肽、激素及神经营养因子受体, 并能

合成及分泌多种神经活性物质, 在维持神经细

胞内外环境、生存、迁移、免疫调节、信号转

导、轴突生长及功能整合等方面具有重要作用, 
与中枢神经系统疾病密切相关[1-3]. 

氨中毒学说是肝性脑病发生的最重要发病

机制. 肝功能减退时肝对氨的代谢能力降低形

成高氨血症, 进入中枢的氨首先在脑星形胶质

细胞内在谷氨酰胺合成酶的作用下谷氨酸结合

形成谷氨酰胺解毒. 由于脑内缺乏尿素循环, 星
形胶质细胞是氨在脑内唯一的解毒场所. 高氨

状态下星形胶质细胞出现功能, 代谢乃至形态

结构的变化. 有关氨和神经细胞凋亡的研究已

有很多[4,5], 但是由于长期以来对星形胶质细胞

功能的忽视, 从而对胶质细胞是否发生凋亡和

坏死了解不多. 我们的实验发现低浓度的氨即

可诱导星形胶质细胞发生凋亡和坏死, 随着氨

作用时间越长, 浓度越高, 细胞凋亡增多, 细胞

坏死也更明显. 对氨引起星形胶质细胞的凋亡

和坏死的机制目前并不是很清楚. 可能的机制

是在高氨血症时, 星形细胞表达谷氨酸转运体

GLT-1、GLAST的蛋白和基因显著下降. 从而

使胶质细胞对谷氨酸盐的重摄取降低, 并可有

星形胶质细胞源谷氨酸盐释放增加, 其结果是

细胞外谷氨酸盐增高[6-9]. 胡波等[10]证实在无钙

的细胞外液中, 谷氨酸仍可诱发胶质细胞内游

离钙的升高, 而钙超载是细胞坏死和发生凋亡

的重要机制之一. 在氨浓度升高时, 氨可能通过

细胞受体、第二信使的传递, 影响基因调控蛋

白, 从而细胞凋亡和坏死. 由于胶质细胞具有各

种受体和其他类型的电压门控和受体门控通道, 
血氨升高可使谷氨酸盐受体的NMDA亚型活化, 
导致细胞内钙浓度增加, 从而启动钙依赖性NO
和cGMP的合成增加, 使脑内ATP耗竭, 产生能量

障碍, 导致脑水肿NMDA受体激活NMDA可引

起Ca2+过度内流导致胶质细胞凋亡或坏死[11,12]. 
此外, 氨导致星形胶质细胞细胞形态改变及

凋亡和坏死可能与氧化应激作用, 线粒体通透

性转变和谷氨酰胺渗透, 影响能量代谢, 钙内流

表  1  氨培养星形胶质细胞凋亡及坏死结果 (mean±SD, %)

     
分组

                       24 h                        48 h                        72 h

       凋亡     坏死      凋亡        坏死       凋亡        坏死

对照组    7.7±1.9  6.3±0.7    8.5±1.3    7.2±1.1    9.6±1.9    7.9±1.5

氨低浓度组  10.6±4.5  7.4±1.2  12.8±1.4a    9.8±1.4a  21.6±3.5a    8.3±1.9a

氨高浓度组  12.5±4.0a  9.3±1.6a  17.7±4.2ac  10.5±2.8ac  23.9±4.1ac  11.4±2.5ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  低氨组.

图  1  星形胶质细胞GFAP(免疫细胞化学染色×400).

A 图   2   流 式 细
胞仪观察各组中
细胞凋亡和坏死
情况. A: 对照组

流式细胞仪检测

24 h; B: 氨高浓

度组流式细胞仪

检测结果48 h.
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■应用要点
氨对星形胶质细
胞具有直接毒性
作 用 .  通 过 降 低
血氨浓度、抑制
谷氨酸受体激活
及钙内流、抗氧
化、减少谷氨酰
胺渗透等干预措
施 ,  保 护 星 形 胶
质细胞可成为肝
性脑病治疗的新
靶点.
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增加, 以及细胞因子共同作用等有关[13-18]. 
本实验结果显示氨对原代培养星形胶质细

胞具有毒性作用, 其引起病变的严重程度与氨

的浓度和作用时间相关. 氨引起星形胶质细胞

凋亡和坏死机制尚未完全清楚, 通过降低血氨

浓度、抑制谷氨酸受体激活及钙内流、抗氧

化、减少谷氨酰胺渗透等干预措施保护星形胶

质细胞可望成为治疗肝性脑病的新途径之一. 
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