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川芎嗪对过氧化氢诱导星形胶质细胞氧化应激损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨川芎嗪（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）所致大鼠星形胶质细胞
凋亡的保护作用。方法　利用ＳＤ新生鼠（２４～４８ｈ）分离、培养星形胶质细胞，按随机数字表法分为空
白对照组（以正常培养液培养）、模型组（１００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２作用 ２４ｈ）、ＴＭＰ剂量组（２５、５０、
１００μｍｏｌ／ＬＴＭＰ预处理４８ｈ后，加入Ｈ２Ｏ２作用２４ｈ）。采用ＣＣＫ８检测各组细胞存活率；ＧＦＡＰ染色
观察细胞形态；流式细胞术检测各组细胞凋亡率；特定试剂盒检测乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活力；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组细胞中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测各组细胞ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达。结果　与空白对照组比较，模
型组细胞存活率明显降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０５），ＬＤＨ含量增加（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性
降低（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达下调，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ、
ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白表达明显降低，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ预处
理后细胞存活率明显升高（Ｐ＜０．０５），其中５０μｍｏｌ／Ｌ组的细胞存活率最高（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率明显
降低（Ｐ＜０．０５），ＬＤＨ含量降低（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性升高（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达上调，
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达下调（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２蛋白表达明显升高，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＭＰ对Ｈ２Ｏ２所致的大鼠星形胶质细胞氧化应激损伤具有保护作用，
可改善损伤后细胞形态并抑制凋亡，该作用可能与ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白活化有关。
　　［关键词］　川芎嗪；星形胶质细胞；氧化应激；细胞凋亡
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　　星形胶质细胞是中枢神经系统中含量最丰富，分
布最广的一类神经胶质细胞，在突触形成、控制神经递

质释放和摄取、营养因子的产生和控制神经元存活等

方面起着重要作用［１］，可介导诸如阿尔茨海默症［２］、

癫痫［３］等多种中枢神经系统疾病的病变进程。中枢

神经系统通常需要快速高效的氧化代谢运转，当氧化

代谢异常时会出现氧化应激反应，通过损伤细胞脱氧

核糖核酸、碳水化合物、蛋白质和脂质，从而引发细胞

毒性导致中枢神经系统细胞损伤［４］。在发生氧化应

激反应时，探讨如何保护中枢神经系统细胞中占据重

要份额的星形胶质细胞，已成为中枢神经系统疾病基

础研究领域的热点之一［５］。川芎嗪（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ
ｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）是中药川芎中的活性生物碱成分，现代
药理学研究表明 ＴＭＰ具有阻滞钙离子通道、抗氧化、
保护神经、抑制血小板凝集、抗炎等作用［６］。临床上

主要用于治疗脑缺血、脑梗死、冠心病等缺血性心血管

疾病［７］。相关研究表明，ＴＭＰ能抑制自由基介导的神
经元凋亡在缺血性中风中发挥神经保护的作用［８］，另

有研究表明ＴＭＰ可以通过抑制氧化应激反应参与脑
缺血再灌注损伤的神经保护［９］。ＴＭＰ对于治疗中枢
神经系统疾病有巨大潜力，但是对星形胶质细胞氧化

应激损伤的保护作用至今尚不清楚。因此，本研究以

大鼠星形胶质细胞为研究对象，体外模拟氧化应激损

伤环境，探讨ＴＭＰ对氧化应激所致大鼠星形胶质细胞
损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂与设备
　　ＳＰＦ级新生２４～４８ｈＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，购自陆
军军医大学大坪医院实验动物中心，动物生产许可证

号ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００５。所有操作按照《医学实验动
物管理实施细则》要求，符合动物福利与伦理原则。

　　实验试剂包括：ＴＭＰ（纯度≥９８％）、过氧化氢溶
液、无菌细胞爬片、Ｌ多聚赖氨酸、ＣＣＫ８、ＤＡＰＩ、
ＤｙＬｉｇｈｔ４８８标记山羊小鼠二抗（北京索莱宝公司）；胎
牛血清（ＦＢＳ，美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；高糖 ＤＭＥＭ培养基、
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、青霉素＋链霉素双抗、０．２５％胰
酶（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；ＰＩ３Ｋ一抗、ＡＫＴ一抗、ｐＡＫＴ
一抗、Ｃａｓｐａｓｅ３一抗（美国 Ａｂｃａｍ公司）；兔多克隆抗
胶质纤维酸性蛋白 （ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）抗体（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｂａｘ一抗、ＨＲＰ标
记山羊抗兔二抗、ＨＲＰ标记驴抗山羊二抗、ＨＲＰ标记
山羊抗小鼠二抗、ＨＲＰ山羊抗大鼠二抗（武汉塞维尔
生物科技有限公司）；Ｂｃｌ２一抗（武汉三鹰生物技术
有限公司）；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）含量检测试剂盒、超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）活性检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测
定、蛋白上样缓冲液、ＲＩＰＡ细胞裂解液、ＥＣＬ发光测试
盒（上海碧云天公司）；１０％蛋白电泳预制胶、ＭＯＰＳ电
泳液（南京金斯瑞公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ（天津三
箭生物技术有限公司）。ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＰＣＲ逆转录试
剂盒、ＳＹＢＲ（日本ＴａＫａＲａ公司）。
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　　实验设备包括：激光共聚焦显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公
司）；荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；细胞培养箱、
酶标仪、－８０℃冰箱（美国 ＴｍｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司）；蛋白电泳、电转仪、Ｔ１００梯度 ＰＣＲ仪、ＣＦＸ
Ｃｏｎｎｅｃｔ型 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
ＯｄｙｓｓｅｙＦＣ近红外双色激光和化学发光功能成像系统
（德国ＬＩＣＯＲ公司）。
１．２　大鼠星形胶质细胞原代及传代培养
　　取２４ｈ内的新生 ＳＤ大鼠，用体积为７５％的乙醇
溶液麻醉５ｍｉｎ，眼科剪快速取全脑置于含预冷的ＰＢＳ
培养皿中，充分清洗后仔细剥除脑膜和血丝，轻轻夹取

大脑皮质至另一含预冷ＤＭＥＭ的培养皿中，清洗过后
将大脑皮质置于培养皿中，用眼科剪剪成１ｍｍ３左右
小块，加入０．２５％胰蛋白酶置于 ３７℃培养箱中消化
２０ｍｉｎ，加入等体积的ＦＢＳ，终止消化，轻轻吹散，充分
混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入含１０％ＦＢＳ
终培养基重悬细胞，７０μｍ细胞筛过滤为单细胞悬液；
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入体积分数为１０％
ＦＢＳ的培养基重悬细胞，计数，以２×１０５／ｍＬ接种于预
先被Ｌ多聚赖氨酸包被的６ｃｍ２培养皿中，于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养，差速黏附处理３０ｍｉｎ，轻轻翻
转培养皿，吸出未贴壁细胞悬液接种至另一培养皿中，

置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中，每２～３天半量换液，７～
８ｄ传代。传代时，加入 ０．２５％胰蛋白酶，３７℃消化
５～１０ｍｉｎ，用含体积分数为１０％ＦＢＳ的培养基终止消
化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，重悬，计数，以２×
１０５／ｍＬ接种于预先被 Ｌ多聚赖氨酸包被的 ６ｃｍ２培
养皿中，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，差速黏附处
理３０ｍｉｎ，轻轻翻转培养皿，吸出未贴壁细胞悬液接种
至另一培养皿中，机械置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中，
每２～３天半量换液。７～８ｄ再次传代。
１．３　细胞分组
　　培养的星形胶质细胞分为５组：空白对照组、模型
组、ＴＭＰ低剂量组、ＴＭＰ中剂量组、ＴＭＰ高剂量组。其
中空白对照组用正常的细胞培养液培养，模型组用

１００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２培养２４ｈ，ＴＭＰ低、中、高剂量组
分别加入２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＰ预处理４８ｈ后，
再加入１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用２４ｈ。
１．４　ＣＣＫ８检测细胞活性
　　取对数生长期星形胶质细胞以５×１０３／ｍＬ接种于
９６孔培养板，每孔１００μＬ。按照１．３分组方法处理细
胞后，培养基中加入１０μＬＣＣＫ８原液，继续在培养箱
孵育 ３．５ｈ，酶标仪在 ４５０ｎｍ处测定光密度值
［Ｄ（４５０）］，并计算细胞存活率。
　　细胞存活率＝Ｄ（４５０）药物处理组／Ｄ（４５０）空白对照组×１００％

１．５　ＧＦＡＰ染色观察细胞形态
　　取适量细胞接种于放有爬片的 ６孔板中，按照
１．３分组方法处理细胞后，去除培养基，ＰＢＳ洗 ２次；
４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×３次；免疫染
色封闭液３７℃封闭 １ｈ，甩干。加入兔抗小鼠 ＧＦＡＰ
一抗（１∶５００）４℃湿盒，避光孵育，过夜。次日室温复
温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；加入 Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８标记山
羊抗小鼠二抗（１∶５００），３７℃避光孵育 １ｈ，ＰＢＳ洗
５ｍｉｎ×３次；ＤＡＰＩ染核１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；抗
荧光淬灭剂封片，激光共聚焦观察。

１．６　流式细胞术检测细胞凋亡率
　　取适量细胞接种于６孔板中，按照１．３分组方法处
理细胞后，用０．２５％的胰酶消化细胞，以１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ收集细胞，ＰＢＳ清洗细胞 ２次；加入 １００μＬ
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、２μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ在加入 ２μＬＰＩ
轻柔混匀，温室避光孵育５ｍｉｎ，流式细胞仪检测各组
细胞凋亡率。

１．７　ＥＬＩＳＡ检测ＬＤＨ、ＳＯＤ
　　取适量细胞接种于６孔板中，按照１．３分组方法
处理细胞后，收集细胞上清液，按照试剂盒说明书操作

步骤，分别检测ＬＤＨ的活性和ＳＯＤ的含量。
１．８　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｂａｘ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达
　　取适量细胞接种于６孔板中，按照１．３分组方法
处理细胞后，ＰＢＳ洗 ２次，每孔加入 １ｍＬ的 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ，按照试剂说明提取总 ＲＮＡ，检测其浓度和纯度。
采用逆转录试剂盒，根据说明４２℃，２ｍｉｎ去除基因组
ＤＮＡ后，３７℃，１５ｍｉｎ；８５℃，５ｓ逆转录为 ｃＤＮＡ。然
后进行ＰＣＲ扩增反映，以 βａｃｔｉｎ为内参，采用２－△△ｃｔ

法计算目的基因ｍＲＮＡ的相对表达量。引物序列由北
京擎科新业生物技术有限公司合成。ＰＩ３Ｋ（１４０ｂｐ）：上
游 ５′ＣＴＣＡＴＴＡＧＣＧＴＧＡＴＴＧＴＧＣＡＴ３′； 下 游 ５′
ＧＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＴＧＡＡＣＴＣＡＣＣ３′。ＡＫＴ（１３３ｂｐ）：上
游５′ＣＴＴＣＴＡＴＧＧＴＧＣＧＧＡＧＡＴＴＧＴ３′；下游５′ＣＡＧＣ
ＣＣＧＡＡＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣ３′。Ｃａｓｐａｓｅ３（１４５ｂｐ）：上游
５′ＧＴＧＣＡＧＣＴＡＣＣＴＣＡＡＣＴＴＣＧ３′；下 游 ５′ＣＡＴＡＧ
ＴＡＴＣＧＣＣＡＡＡＴＣＴＴＧＣＴ３′。Ｂａｘ（９９ｂｐ）：上游５′ＴＧ
ＧＴＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＴＧＣ３′；下 游 ５′ＡＧＴＣＣＡＧＴ
ＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴ３′。Ｂｃｌ２（１７２ｂｐ）：上游 ５′ＧＡ
ＣＡＧＡＡＧＡＴＣＡＴＧＣＣＧＴＣＣＴ３′；下 游 ５′ＡＴＣＣＧＣＴＡ
ＣＡＡＧＴＴＡＣＡＣＧＴＴ３′。βａｃｔｉｎ（８７ｂｐ）：上游５′ＧＡＣＴＣ
ＣＴＡＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣＧＡ３′；下 游 ５′ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡ
ＣＡＡＴＧＣＣＡＴ３′。
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１．９　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达

　　取适量细胞接种于６孔板中，按照１．３分组方法
处理细胞后，ＰＢＳ洗２次，将细胞置于冰上加入 ＲＩＰＡ
细胞裂解液裂解 ３０ｍｉｎ，细胞刮收集细胞裂解液，
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ取上清，采用 ＢＣＡ法
测定蛋白浓度；取各组蛋白样品与上样缓冲液煮沸变

性后，上样，每孔２０μｇ；１４０Ｖ恒压电泳，根据各个蛋
白分子量切胶；３００ｍＡ恒流，１．５ｈ，转移到活化的
ＰＶＤＦ膜上，转膜结束后 ５％脱脂牛奶室温封闭 ２ｈ，
ＴＢＡＴ洗 ３次，每 次 １０ｍｉｎ。加 入 ＰＩ３Ｋ 一 抗
（１∶１０００）、ＡＫＴ一抗 （１∶１００００）、ｐＡＫＴ一抗
（１∶１００００）、Ｃａｓｐａｓｅ３一抗（１∶５００）、Ｂａｘ一抗（１∶５００）、
Ｂｃｌ２一抗（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ一抗（１∶５０００），４℃孵
育过夜；ＴＢＡＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ；根据一抗的种属不
同，分别加入ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗（１∶５０００）、ＨＲＰ
标记驴抗山羊二抗（１∶５０００）、ＨＲＰ标记山羊抗小鼠
（１∶５０００）、ＨＲＰ标记山羊抗大鼠（１∶５０００）。温室孵
育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ；ＥＣＬ化学发光剂反
应成像。使用 ＩｍａｇｅＪ分析各个条带的灰度值，以
βａｃｔｉｎ为内参，计算目的蛋白与内参的灰度比值，
ｐＡＫＴ与ＡＫＴ的灰度比值。
１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２６．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
多组间采用单因素方差分析，两两比较用 ＬＳＤｔ检验，

检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴＭＰ预处理对各组星形胶质细胞存活率的影响
　　与空白对照组比较，Ｈ２Ｏ２干预后星形胶质细胞存
活率明显下降（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ低剂量
组、中剂量组、高剂量组细胞存活率明显增高，其中中

剂量组（５０μｍｏｌ／Ｌ）最明显（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各组星形胶质细胞存活率 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞存活率（％）
空白对照组 １００．００
模型组 ４９．４３±２．９８ａ

ＴＭＰ低剂量组 ６５．６９±４．９３ｂ

ＴＭＰ中剂量组 ８４．３８±４．２３ｂ

ＴＭＰ高剂量组 ７３．９３±３．８９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

２．２　ＴＭＰ预处理对各组星形胶质细胞形态的影响
　　荧光显微镜下观察，空白对照组细胞生长状态良
好，细胞分布均匀，轮廓清晰，核呈圆形或椭圆形，胞体

较大呈扁平状胞体又伸出许多突起。模型组细胞形态

发生明显变化，胞体空洞失去了完整性的结构，突触缩

回，细胞核呈萎缩状。经 ＴＭＰ预处理后，细胞数量增
加，胞体和突触逐渐恢复，尤其是在 ＴＭＰ中剂量组
（５０μｍｏｌ／Ｌ）接近空白对照组的细胞生长状态，见图１。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＴＭＰ低剂量组；Ｄ：ＴＭＰ中剂量组；Ｅ：ＴＭＰ高剂量组

图１　荧光显微镜下各组星形胶质细胞形态观察　（×１００）

９２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）
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Ａ～Ｅ：流式细胞仪检测结果；Ｆ：各组细胞凋亡率（ｎ＝３）　１：空白对照组；２：模型组；３：ＴＭＰ低剂量组；４：ＴＭＰ
中剂量组；５：ＴＭＰ高剂量组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图２　流式细胞仪检测各组星形胶质细胞凋亡率

２．３　ＴＭＰ预处理对各组星形胶质细胞凋亡的影响
　　与空白对照组相比，模型组细胞凋亡明显升高
（Ｐ＜０．０５）。ＴＭＰ低、中、高剂量组细胞凋亡较模型组
显著降低，其中中剂量组最明显，但仍然低于空白对照

组（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．４　ＴＭＰ预处理对各组星形胶质细胞 ＬＤＨ、ＳＯＤ活

性的影响

　　与空白对照组比较，模型组细胞上清液中ＬＤＨ活
性显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ低、中、高
剂量组细胞上清液中 ＬＤＨ活性有不同程度的降低
（Ｐ＜０．０５）。与空白对照组比较，模型组中 ＳＯＤ的活
性显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ低、中、高剂
量组能不同程度地升高ＳＯＤ的活性（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　各组星形胶质细胞ＬＤＨ、ＳＯＤ活性 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１ ＳＯＤ／Ｕ·Ｌ－１

空白对照组 ６１．７１±８．９４ ３２．０１±０．５１

模型组 １５１．２１±２７．８４ａ １５．８９±１．３２ａ

ＴＭＰ低剂量组 １０４．３７±２０．５７ｂ １９．０４±１．１３ｂ

ＴＭＰ中剂量组 ８２．５９±９．５５ｂ ２８．４２±０．２１ｂ

ＴＭＰ高剂量组 ９７．１９±３．３２ｂ ２３．０１±０．３７ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

２．５　ＴＭＰ预处理对各组星形胶质细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响

　　与空白对照组比较，模型组 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ表达下调（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ低、
中、高剂量组ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜
０．０５）。与空白对照组比较，模型组 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ低、
中、高剂量组 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达下调（Ｐ＜
０．０５，图３）。
２．６　ＴＭＰ预处理对各组星形胶质细胞 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、

ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响
　　与空白对照组比较，模型组 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ和 Ｂｃｌ２
蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ
低、中、高剂量组可上调 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ和 Ｂｃｌ２的蛋白
表达，其中中剂量组最为明显（Ｐ＜０．０５）。与空白对照
组比较，模型组Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显升高（Ｐ＜
０．０５）；与模型组比较，ＴＭＰ低、中、高剂量组 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０５，图４）。

３　讨论

　　氧化应激损伤是指体内活性氧的产生与抗氧化体
系的清除能力严重失调的一种病理状态，通常对需氧量

０３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!

"

#

$

%

&

'
(
)
*

表
达
水
平

+,#-

.

/

/

/

*-0 1.23.24!# 5.6 578!$

空白对照组
模型组

09+

低剂量组

09+

中剂量组

09+

高剂量组

.

/

/

/

.

/

/

/

.

/

/

/

.

/

/

/

基因

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组星形胶质细胞ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达

!"#

$%&

$%'

$%(

#%)

#

蛋
白
表
达
水
平

*+,-

.

/

/

/

0!1-231-2 4.50.56!, 7.8 79:!)

.

/

/

/

.

/

/

/

.

/

/

/

.

/

/

/

*+,-

（
&("!#

,）
!

4.50.56!,

（
,("!#

,）
!

0!1-2

（
;'"!#

,）
!

1-2

（
'#"!#

,）
!

7.8

（
)!"!#

,）
!

79:!)

（
)'"!#

,）
!

!!.9<=>

（
()"!$

,）
!

1 7

空白对照组
模型组

2?*

低剂量组

2?*

中剂量组

2?*

高剂量组

! ) , ( ;

蛋白

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组相关蛋白表达　１：空白对照组；２：模型组；３：ＴＭＰ低剂量组；４：ＴＭＰ中剂量组；
５：ＴＭＰ高剂量组；Ｂ：各组蛋白定量分析（ｎ＝３）；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组星形胶质细胞ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

大、抗氧化水平偏低的中枢神经系统具有高危性［１０－１１］。

有研究表明，在中枢神经系统生理与病理变化中占据

重要份额的星形胶质细胞，同样也对氧化应激损伤相

当敏感［１２］。ＴＭＰ作为抗氧化保护剂在各领域研究中
日益广泛，相关研究表明，ＴＭＰ对氧化应激所致的大
鼠视网膜神经节细胞［１３］、大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤分化

细胞株［１４－１５］损伤具有保护作用，因此为 ＴＭＰ对星形
胶质细胞的潜在保护作用提供了理论依据。

　　过氧化氢是一种活性氧分子，作为一种可以通过
增加细胞内的活性氧含量发挥对细胞氧化损伤的强氧

化剂，参与许多神经系统疾病的发病机制，常常用来模

拟细胞体外氧化应激损伤模型［１６］。本研究参考既往

研究中神经样细胞的造模方案［１７－１８］并结合前期预实

验，最终选择１００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２培养２４ｈ，提示造模
成功，细胞形态明显改变，存活率约 ５０％。而经适宜
浓度 ＴＭＰ预处理后，细胞形态明显改善且存活率升
高，反映细胞氧化损伤程度的 ＬＤＨ漏出率降低，细胞

抗氧化酶类物质ＳＯＤ含量升高，结合流式细胞术也证
明细胞凋亡显著减少。

　　细胞凋亡是一个多环节、多因素决定的复杂过程，
可能通过激活或抑制多条信号通路，与调控凋亡蛋白

家族的表达有关［１９］。Ｂｃｌ２蛋白家族中的重要成员有
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白等，分别为抗凋亡和促凋亡蛋白。细
胞接受凋亡信号时，Ｂａｘ蛋白表达增高，Ｂｃｌ２却降低，
造成线粒体跨膜电位下降，可进一步激活 Ｃａｓｐａｓｅ家
族［２０］。而Ｃａｓｐａｓｅ３是 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应的凋亡执行
因子，可直接介导细胞的凋亡［２１］。本研究通过Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测探讨了ＴＭＰ保护作用与调控
凋亡家族蛋白的联系，发现适宜浓度 ＴＭＰ预处理后，
细胞中 Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ与蛋白表达显著上升，
Ｃａｓｐａａｓｅ３、Ｂａｘ的ｍＲＮＡ与蛋白表达显著降低。本研
究初步探讨了ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路中的关键蛋白表达
与ＴＭＰ保护作用的联系，该信号通路可能通过激活通
路中的配体蛋白ＰＩ３Ｋ，促进 ＡＫＴ蛋白的磷酸化，而磷

１３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）



酸化的ＡＫＴ蛋白在通路的中游位置，可以进一步影响
下游凋亡家族蛋白的表达，从而影响细胞的凋亡，决定

细胞的命运［２２］。以往研究表明，ＴＭＰ可能通过激活
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ细胞存活途径机制参与脑缺血缺氧损伤后
的神经保护效应［８］。与以往的结果相似，本研究结果

显示，Ｈ２Ｏ２诱导的星形胶质细胞 ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白表
达水平显著降低，而经过适宜 ＴＭＰ预处理后 ＰＩ３Ｋ、
ｐＡＫＴ蛋白表达显著升高。
　　综上，本研究提示过氧化氢可产生氧化应激损伤
并诱导星形胶质细胞凋亡，适宜浓度ＴＭＰ可抑制因氧
化损伤所致的星形胶质细胞凋亡，发挥保护作用，该作

用可能通过调控凋亡家族蛋白中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａａｓｅ
３表达，与激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路上的关键蛋白ＰＩ３Ｋ、ｐ
ＡＫＴ表达有关。然而上述结论仍需体内实验进一步
论证。本研究有助于了解 ＴＭＰ在星形胶质细胞层面
抗氧化应激损伤中的保护作用，为临床深入应用奠定

了理论基础。
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