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淫羊藿苷抑制内质网应激介导ＨＴ２２细胞抗谷氨酸诱导凋亡
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［摘　 要］　 目的　 探讨淫羊藿苷（ＩＣＡ）通过调控内质网应激（ＥＲＳ）通路保护小鼠海马神经元ＨＴ２２细胞抗谷氨酸（Ｇｌｕ）损伤
的机制。方法　 筛选适当的ＩＣＡ预处理浓度，以Ｇｌｕ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）处理１８ ｈ构建细胞损伤模型。将细胞分为对照组、Ｇｌｕ损伤组、低
剂量ＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ（ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ）组和高剂量ＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ（ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ）组。ＣＣＫ８法检测细胞活性，ＴＵＮＥＬ染色显示凋亡细胞，比色法
检测细胞乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放量，ＪＣ１染色检测线粒体膜电位（ＭＭＰ）变化，ＤＣＦＨＤＡ检测细胞活性氧（ＲＯＳ）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测ＥＲＳ通路和凋亡相关蛋白含量。此外，以上各组经ＣＨＯＰ ｓｉＲＮＡ预处理后，分为Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组、Ｇｌｕ ＋ ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ组、
ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组、ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ组，检测细胞活性、凋亡率、ＲＯＳ含量、ＭＭＰ水平及凋亡相关蛋白表达。
结果　 ＩＣＡ在浓度低于１０ μｍｏｌ ／ Ｌ时无明显毒性作用。ＩＣＡ能够显著提高ＨＴ２２细胞活性，降低ＬＤＨ释放量，抑制细胞凋亡，降低
ＲＯＳ水平，恢复ＭＭＰ，且呈剂量依赖性（Ｐ ＜ ０． ０５）。此外，ＩＣＡ下调损伤后ｐｅＩＦ２α和ＣＨＯＰ表达，同时增加Ｂｃｌ２，抑制Ｂａｘ
（Ｐ ＜ ０． ０５）。ＣＨＯＰ ｓｉＲＮＡ预处理后，Ｇｌｕ的损伤作用明显减弱；同时ＣＨＯＰ ｓｉＲＮＡ预处理能够明显增强ＩＣＡ对ＨＴ２２细胞的保护作
用。结论　 ＩＣＡ可能通过部分抑制ＥＲＳ诱导的氧化应激及凋亡，保护ＨＴ２２细胞抗Ｇｌｕ损伤。
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　 　 谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）是哺乳动物神经系统中含
量非常丰富的兴奋性神经递质，通过突触间隙的相应
受体，在神经元分化、生长、迁移等过程中发挥重要作
用［１］。然而，Ｇｌｕ过度释放或堆积会引起神经元损伤，
表现为兴奋性神经毒性，最终诱发神经系统疾病［２］。

内质网是真核细胞的重要细胞器，主要负责蛋白的合
成、分泌及降解；内质网功能异常会引发错误蛋白超
载，即内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，
ＥＲＳ）［３］。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是Ｇｌｕ
致神经元损伤的另一主要机制［４］，能通过介导ＥＲＳ广
泛参与神经系统退行性病变过程［５］。

淫羊藿苷（ｉｃａｒｉｉｎ，ＩＣＡ）是小檗科植物淫羊藿的主
要活性成分。有研究显示，ＩＣＡ通过调节颗粒蛋白前
体的表达减轻低浓度Ｇｌｕ诱导的ＨＴ２２细胞损伤［６］，
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然而ＥＲＳ信号通路是否同样参与上述过程尚不清楚。
因此，本研究筛选合理的ＩＣＡ浓度，探讨ＩＣＡ预处理
对Ｇｌｕ介导的ＨＴ２２细胞凋亡的保护作用及调控机
制，旨在为ＩＣＡ治疗神经系统损伤提供新的理论基
础，现报告如下。
１　 材料与方法
１． １　 材料

细胞和主要试剂：小鼠海马神经元ＨＴ２２细胞系于
我院中心实验室保种，ＣＣＫ８试剂盒（七海复泰生物科
技有限公司，上海），ＪＣ１和ＲＯＳ检测试剂盒（翊圣生物
技术研究所，上海），ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司，
德国），ＤＡＰＩ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，美国），乳酸脱氢酶
（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）试剂盒（建成生物工程研
究所，南京），ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，
美国），青—链霉素双抗混合液（１００ ×）和ＤＭＳＯ（索莱
宝科技有限公司，北京），ｐｅＩＦ２α、ｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国），
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、βａｃｔｉｎ抗体及ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
美国），辣根过氧化物酶标记的二抗（中杉金桥生物技术
有限公司，北京）。

仪器：细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），酶标仪
（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，美国），高速低温离心机（艾本德公司，
德国），激光共聚焦显微镜（奥林巴斯公司，日本），Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ蛋白分离及成像系统（ＢｉｏＲａｄ公司，美国）。
１． ２　 方法
１． ２． １　 细胞培养　 　 使用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ
培养基，于３７ ℃、５％ ＣＯ２的饱和湿环境中常规培养
ＨＴ２２细胞，添加青霉素（１００ Ｕ ／ ｍＬ）和链霉素
（１００ ｍｇ ／ ｍＬ）。每２ ｄ换液１次，待细胞生长达９０％
左右时以０． ２５％胰酶消化传代，传代比例为１∶ ２。取
对数生长期的细胞作为实验对象。
１． ２． ２　 药物处理和实验分组　 　 ＩＣＡ以ＤＭＳＯ助溶
配成母液，于４ ℃保存，用时以无血清的ＤＭＥＭ培养
基稀释（ＤＭＳＯ ＜ ０． １％）。首先，检测不同浓度ＩＣＡ
（０． １ ～ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理２４ ｈ后对ＨＴ２２细胞的毒性
作用，最终选择浓度５ μｍｏｌ ／ Ｌ和１０ μｍｏｌ ／ Ｌ用于后续
实验。随后，将细胞分为对照组、Ｇｌｕ损伤组、低剂量
ＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ（ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ）组和高剂量ＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ（ＨＩＣＡ
＋ Ｇｌｕ）组。根据毒性试验结果分别给予ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ
组和ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组低浓度（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）和高浓度
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）ＩＣＡ 预处理２４ ｈ 后［７８］，加入Ｇｌｕ
（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）继续孵育１８ ｈ［９］；Ｇｌｕ损伤组单纯用Ｇｌｕ
处理１８ ｈ；对照组则以等体积的无血清ＤＭＥＭ培养基
稀释液（ＤＭＳＯ ＜０． １％）孵育１８ ｈ。

１． ２． ３　 ＣＣＫ８法检测细胞活性　 　 将ＨＴ２２细胞以
２ × １０４个／孔接种于９６孔板，每组设５个复孔。按照
１． ２． ２方法处理后，弃培养基，ＰＢＳ缓慢冲洗。每孔加
入１００ μＬ无血清的ＤＭＥＭ和１０ μＬ的ＣＣＫ８试剂混
合液，３７ ℃孵育２ ｈ后，于４５０ ｎｍ波长处测定吸光度
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。以对照组结果为１００％。
１． ２． ４　 比色法检测细胞ＬＤＨ释放量　 　 将ＨＴ２２细
胞以１ × １０６个／孔接种于６孔板，按１． ２． ２方法处理
后，收集上清培养基，并转移至９６孔板内，每组设５个
复孔。每孔加入５０ μＬ反应底物，３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ，
加入等量终止液。室温放置３ ｍｉｎ，于４４０ ｎｍ波长处
测定吸光值。对照组的值设为１。
１． ２． ５　 ＴＵＮＥＬ染色显示凋亡细胞　 　 将ＨＴ２２细胞以
３ ×１０５个／孔接种于２４孔板内制作细胞爬片，并按１． ２． ２
方法处理后，４％多聚甲醛室温固定１０ ｍｉｎ，并以Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００溶液（０． １％）于室温孵育１０ ｍｉｎ。严格按照试剂
盒步骤对细胞进行ＴＵＮＥＬ染色［５］，并用ＤＡＰＩ溶液
（１ μｇ ／ ｍＬ）室温、避光复染细胞核１０ ｍｉｎ。甘油封片
后，激光共聚焦显微镜下计算随机１０个视野中的细胞
凋亡率，凋亡率＝绿色细胞数／蓝色细胞数×１００％。
１． ２． ６ 　 ＪＣ１染色检测线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）变化　 　 调整ＨＴ２２细胞密
度为３ × １０５个／孔，接种至２４孔板中，并制作细胞爬
片。按１． ２． ２方法处理后，弃培养基，ＰＢＳ洗涤、备用。
按照每５０ μＬ的ＪＣ１（２００ ×）加入８ ｍＬ超纯水的比
例稀释ＪＣ１原液，剧烈振荡；然后再加入２ ｍＬ的ＪＣ１
染色缓冲液（５ ×），混匀后即为ＪＣ１染色工作液。向
各孔中加入４００ μＬ ＪＣ１染色工作液和等体积的细胞
培养液，３７ ℃避光孵育２０ ｍｉｎ。激光共聚焦显微镜下
观察染色结果，并用Ｉｍａｇｅ Ｊ分析结果。
１． ２． ７ 　 ＤＣＦＨＤＡ检测细胞ＲＯＳ含量　 　 用无血清
ＤＭＥＭ培养液将ＤＣＦＨＤＡ稀释成１０ μｍｏｌ ／ Ｌ的工作
液。将ＨＴ２２细胞以３ × １０５个／孔接种于２４孔板内制
作细胞爬片，按１． ２． ２方法处理后，取一定量的上述工
作液覆盖于处理后的细胞爬片，３７ ℃避光孵育
２０ ｍｉｎ，并以无血清ＤＭＥＭ培养液洗涤细胞２次。于
４８８ ｎｍ激发波长和５２５ ｎｍ发射波长处测定荧光强
度，单纯ＤＣＦＨＤＡ溶液用做调零，Ｉｍａｇｅ Ｊ分析结果，
对照组的值设为１。
１． ２． ８　 细胞转染　 　 ＨＴ２２细胞以０． ５ × １０６个／孔接
种于６孔板，根据既往文献报道［１０］，严格按照转染说
明书，对细胞进行操作，转染４８ ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测
目的蛋白的表达情况。随后分为Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组、Ｇｌｕ ＋ ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ组、ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组、ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ组，经ＩＣＡ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
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和Ｇｌｕ处理后，再次检测细胞活性、凋亡率、ＲＯＳ含量、
凋亡相关蛋白表达以及ＭＭＰ水平。
１． ２． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测关键蛋白的表达　 　 制备处
理后的细胞裂解液，分别提取总蛋白。定量后，高温变
性，取２０ μｇ蛋白液行ＳＤＳＰＡＧＥ（８％）电泳，将蛋白
转移至硝酸纤维素膜上，加入含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ
缓冲液中，室温封闭２ ｈ，分别加入一定浓度的一抗
（ｐｅＩＦ２α、ｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ为１ ∶ １ ０００，Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ和βａｃｔｉｎ为１∶ ５００），于４ ℃孵育过夜。加入相应
的二抗（１∶ ５ ０００）室温孵育２ ｈ，电化学发光法显影，并
用软件Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ５． １分析蛋白的相对表达量。
１． ３　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ １３． ０软件进行统计分析，实验结果以
均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示。采用单因素方差分析比较

差异，组间采用ＬＳＤ法进一步比较。Ｐ ＜ ０． ０５表示差
异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞损伤后细胞活性的影响

过量的Ｇｌｕ具有明显的神经毒性，以浓度为
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的Ｇｌｕ作用１８ ｈ后能够显著抑制ＨＴ２２细胞
增殖，见图１。光镜下发现，与对照组相比，Ｇｌｕ损伤组
细胞表现为皱缩、变圆、折光性增强，并可见大量悬浮
体；ＩＣＡ预处理２４ ｈ有效缓解上述情况。ＣＣＫ８结果
进一步提示，Ｇｌｕ损伤组细胞活性明显较低，ＩＣＡ干预
明显提高损伤后各组细胞活性，并呈剂量依赖性
（Ｐ ＜０． ０５）。提示ＩＣＡ可以减轻Ｇｌｕ对ＨＴ２２细胞的
抑制。

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｇｌｕ损伤组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图１　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞损伤后活性的影响（×２００）

２． ２　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞损伤后ＬＤＨ释放和
凋亡的影响
Ｇｌｕ损伤组中ＬＤＨ的释放量明显增加（Ｐ ＞ ０． ０５），

ＩＣＡ可降低ＬＤＨ的释放量，以ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组最明显
（Ｐ ＜０． ０５），见图２ａ。ＴＵＮＥＬ染色提示，Ｇｌｕ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

处理１８ ｈ后ＨＴ２２细胞中绿色荧光所占的比例增加
（Ｐ ＜０． ０５），而ＩＣＡ（５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）均能有效降低细胞
凋亡率，且呈剂量依赖性（Ｐ ＜ ０． ０５），见图２ｂ。说明
ＩＣＡ能显著抑制Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞分泌ＬＤＨ以及
凋亡。

ａ：ＬＤＨ释放量；ｂ：细胞凋亡率（绿色表示凋亡细胞，蓝色表示细胞核）　 ：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｇｌｕ损伤组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图２　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞损伤中ＬＤＨ释放及凋亡的影响
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２． ３　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞损伤后ＭＭＰ变化和
ＲＯＳ含量的影响
实验结果显示，对照组细胞以红色荧光为主；Ｇｌｕ

损伤组红色荧光减弱，绿色荧光增强，提示ＭＭＰ明显降
低（Ｐ ＜０． ０５）；ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组和ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组绿色荧

光受到抑制，红色荧光增加（Ｐ ＜０． ０５），见图３ａ。Ｇｌｕ提
高ＨＴ２２细胞中ＲＯＳ的表达量，表现为绿色荧光增加
（Ｐ ＜０． ０５），ＩＣＡ 预处理则显著降低其表达量
（Ｐ ＜０． ０５），见图３ｂ。以上结果提示，ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导的
ＨＴ２２细胞线粒体氧化应激损伤具有一定的保护作用。

ａ：ＭＭＰ水平（红色表示高ＭＭＰ，绿色表示低ＭＭＰ）；ｂ：ＤＣＦ荧光强度（绿色表示ＲＯＳ阳性）　 ：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｇｌｕ
损伤组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图３　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导的ＨＴ２２细胞损伤中ＭＭＰ和ＲＯＳ水平的影响
２． ４　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞损伤后ＥＲＳ及凋亡

信号通路的影响
相对于对照组，Ｇｌｕ损伤组ｐｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和

ＣＨＯＰ表达量增加；同时抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２下调，促凋
亡蛋白Ｂａｘ上调（Ｐ ＜ ０． ０５）；不同浓度（５ μｍｏｌ ／ Ｌ和

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的ＩＣＡ能显著抑制ＥＲＳ的激活，表现为下
调ｐｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ的表达，Ｂｃｌ２表达增加，
Ｂａｘ表达降低，Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比值升高（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。
提示ＩＣＡ可有效抑制Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２细胞中ＥＲＳ及凋
亡相关蛋白的活性。

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｇｌｕ损伤组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与ＬＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图４　 ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导的ＨＴ２２细胞损伤中ＥＲＳ和凋亡信号通路的影响

２． ５　 抑制ＣＨＯＰ对ＩＣＡ保护ＨＴ２２细胞抗Ｇｌｕ损伤的影响
与Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ组比较，ＣＨＯＰ ｓｉＲＮＡ组ＣＨＯＰ

蛋白表达明显受到抑制（Ｐ ＜０． ０５），见图５ａ。同时，与
Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较，ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组细胞活性更高（Ｐ ＜ ０． ０５），细胞ＴＵＮＥＬ阳性率更低
（Ｐ ＜０． ０５），细胞ＭＭＰ水平更稳定（Ｐ ＜ ０． ０５），细胞
ＲＯＳ活性更弱（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５ｂ ～ ｅ。同时，降低
ＣＨＯＰ表达能够有效增强ＩＣＡ对Ｇｌｕ损伤ＨＴ２２细胞
后的保护作用，表现在相对于ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ组，ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ组细胞活性和
ＭＭＰ水平升高（Ｐ ＜ ０． ０５），凋亡率和ＲＯＳ活性降低
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５ｂ ～ ｅ。此外，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显

示，联合应用ＩＣＡ和ＣＨＯＰ ｓｉＲＮＡ可以进一步下调
ＥＲＳ相关蛋白（ｐｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ）及Ｂａｘ的表
达，上调Ｂｃｌ２的表达（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５ｆ。表明抑制
ＥＲＳ通路可以明显敏化ＩＣＡ对Ｇｌｕ诱导ＨＴ２２损伤的
保护作用。
３　 讨论

神经系统疾病是危害人类健康的常见病和多发
病，不仅致死率高，而且其后遗症给患者家庭和社会带
来沉重的负担［１１］。神经元是神经系统的基本组成单
位，机体内外的多种损伤因素均可以引起神经元功能
紊乱。Ｇｌｕ是重要的兴奋性神经递质，高浓度Ｇｌｕ能
够激活突触后膜的相应受体，通过改变细胞内离子浓
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ａ：ＣＨＯＰ蛋白表达；ｂ：细胞活性；ｃ：凋亡率；ｄ：ＭＭＰ水平；ｅ：ＤＣＦ荧光强度；ｆ：ＥＲＳ（ｐｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ）及凋亡相关蛋白（Ｂｃｌ２
和Ｂａｘ）表达情况　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与Ｇｌｕ ＋ ＣＨＯＰｓｉＲＮＡ组比较，
Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＨＩＣＡ ＋ Ｇｌｕ ＋ ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图５　 抑制ＣＨＯＰ对淫羊藿苷保护ＨＴ２２细胞抗谷氨酸损伤的影响
度（如Ｇａ２ ＋）或者氧化应激水平，诱导神经元凋亡［１２］。
ＨＴ２２细胞是永生化的小鼠海马神经元，因缺乏离子型
Ｇｌｕ受体［１３］，而常用于研究Ｇｌｕ的氧化应激损伤［１４］。
有研究表明，Ｇｌｕ通过竞争性抑制半胱氨酸摄取，导致
细胞谷胱甘肽耗竭和ＲＯＳ累积而诱导凋亡［１５］。因
此，有效地逆转上述过程是治疗神经系统疾病的关键，
探索新的神经保护方法以及潜在的调控机制，成为目
前该领域研究的热点。
　 　 ＩＣＡ是小檗科植物淫羊藿的主要活性成分，传统
医学认为其具有益精气、坚筋骨、补腰膝、强心力的功
效［１６］。而现代医学研究发现，ＩＣＡ是含有８异戊烯基
的黄酮醇苷类化合物，具有更广泛的药理学作用，包括
抗癌、增强免疫、调节内分泌及改善心脑血管功能
等［１７１８］。近年来，ＩＣＡ对神经系统的保护作用受到广
泛的关注。Ｌｉ等［１９］的研究证实，ＩＣＡ调节乙酰α微
管蛋白和磷酸化的微管蛋白结合蛋白Ｔａｕ，修复受损
的细胞网络骨架并恢复磷酸化蛋白激酶Ｂ，介导大鼠
皮质神经元抗高半胱氨酸的毒性反应。重要的是，
ＩＣＡ通过突触间隙的Ｇｌｕ受体在大鼠抑郁症模型中发
挥保护作用［２０］。因此，ＩＣＡ具有多种神经保护作用；
然而，其对Ｇｌｕ诱导的神经损伤的调控机制未见报道。
因此，本研究以Ｇｌｕ预处理ＨＴ２２细胞构建氧化应激
诱导的凋亡模型，探讨ＩＣＡ对其拮抗作用。结果显

示，Ｇｌｕ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）处理１８ ｈ可引起ＨＴ２２细胞活性
降低以及凋亡和ＬＤＨ 分泌增加，与以往研究一
致［２１２２］。不同浓度（５ μｍｏｌ ／ Ｌ和１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的ＩＣＡ
显著增加细胞活性并降低凋亡率和ＬＤＨ释放量，说明
ＩＣＡ具有抗Ｇｌｕ诱导的ＨＴ２２细胞凋亡作用。

线粒体是细胞进行氧化磷酸化、合成三磷酸腺苷
的主要场所，在细胞能量代谢中扮演重要角色［２３］。线
粒体功能损伤后可使呼吸链障碍、膜电位去极化、三磷
酸腺苷合成减少等，干扰正常的细胞代谢［２３］。线粒体
既是ＲＯＳ产生的主要场所，也是ＲＯＳ攻击的靶器官，
因而在其损伤后会产生放大效应，最终导致细胞死
亡［２３］。ＪＣ１是一种广泛用于检测线粒体ＭＭＰ的理想
荧光探针。正常情况下，ＪＣ１聚集在线粒体内，可以
产生红色荧光；线粒体损伤后，ＪＣ１外漏并以单体形
式存在，发出绿色荧光。目前常用红绿荧光的相对比
例来衡量线粒体去极化的比例［２４］。本研究荧光检测
显示，Ｇｌｕ明显诱导ＭＭＰ降低，同时引起细胞内ＲＯＳ
堆积，ＩＣＡ预处理能有效逆转上述变化，说明ＩＣＡ具有
清除过度ＲＯＳ的功能［２５］，进而提高线粒体膜的稳定
性，发挥抑制细胞凋亡的作用。

ＰＥＲＫｅＩＦ２αＣＨＯＰ是ＥＲＳ重要的调控通路［２６］。
静息状态下，ＰＥＲＫ与ＧＲＰ７８相互结合处于稳态；当内
质网内的错误蛋白增多，ＰＥＲＫ解离并激活，磷酸化下

０９２ 局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（４）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



游分子ｅＩＦ２α，并上调ＣＨＯＰ分子入核诱导凋亡［２７］。
已有研究证实，ＣＨＯＰ可以通过抑制抗凋亡蛋白（如
Ｂｃｌ２）和活化多种促凋亡蛋白（如Ｂａｘ、Ｂａｋ）发挥作
用［２８２９］。此外，ＲＯＳ介导的ＥＲＳ是Ｇｌｕ损伤神经元的
重要分子病理基础［１５］，可能与凋亡相关蛋白促进
ＭＭＰ去极化有关［３０］。本研究显示，经ＩＣＡ处理后，
ＨＴ２２细胞中ｐｅＩＦ２α、ＧＲＰ７８和ＣＨＯＰ的表达明显降
低，而Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比值增加。以上结果说明，ＩＣＡ能有
效阻断ＨＴ２２细胞中Ｇｌｕ诱导的氧化应激反应及
ＥＲＳ，进一步稳定线粒体功能，从而抑制凋亡发生。更
重要的是，本研究应用ｓｉＲＮＡ特异性抑制效应分子
ＣＨＯＰ后，ＩＣＡ的作用明显增强，提示ＩＣＡ部分通过下
调ＰＥＲＫｅＩＦ２αＣＨＯＰ介导ＨＴ２２细胞抗Ｇｌｕ诱导的
氧化应激反应性凋亡。

综上，ＩＣＡ可以保护神经元，其作用机制一定程度
上与抑制细胞ＲＯＳ堆积，进而抑制ＥＲＳ信号通路激
活，最终稳定ＭＭＰ水平并恢复其功能，以减轻细胞凋
亡有关（图６）；然而，其具体作用机制仍需深入研究。

图６　 ＩＣＡ通过抑制ＥＲＳ通路保护ＨＴ２２细胞抗Ｇｌｕ损伤的机制图
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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０８Ｅ０２０１０２ ·基础研究·
不同浓度多聚赖氨酸溶液对同种异体骨进行表面改性的实验研究
笪　 虎１，张建中２，宋建宽１，徐长明１，熊　 卓３ 　 （１．涟水县人民医院骨科，江苏涟水２２３４００；２．淮安市急救中心，江苏淮安
２２３００１；３．清华大学机械工程系，北京１０００８４）

［摘　 要］　 目的　 探讨多聚赖氨酸溶液对兔同种异体骨进行表面改性使其具有良好的细胞亲和力与最低细胞毒性的最佳浓
度。方法　 使用浓度为１００ ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ｍｇ ／ ｍＬ、１ ｍｇ ／ ｍＬ、０． １ ｍｇ ／ ｍＬ、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ的多聚赖氨酸溶液，采取冻干法，
分别对兔同种异体骨的微孔进行表面改性。根据多聚赖氨酸浓度，将兔同种异体骨分为１００ ｍｇ ／ ｍＬ组、３０ ｍｇ ／ ｍＬ组、１ ｍｇ ／ ｍＬ组、
０． １ ｍｇ ／ ｍＬ组、０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ组和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组，同时，将未行表面改性的同种异体骨设为空白对照组。将兔骨髓间充质干细胞
（ＢＭＳＣｓ）分别种植在各组同种异体骨内，并向成骨方向进行诱导和增殖。采用噻唑蓝（ＭＴＴ）比色试验检测ＢＭＳＣｓ在各组同种异
体骨微孔表面的黏附、增殖情况，同时检测各组经诱导培养后的细胞表达碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的活性。结果　 在经不同浓度多聚赖
氨酸溶液表面改性的同种异体骨中，空白对照组和０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ组ＢＭＳＣｓ增殖及其表达ＡＬＰ的活性明显小于其他各组
（Ｐ ＜ ０． ０５），而其他各组之间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。结论　 从经济、有效方面考虑，多聚赖氨酸溶液对同种异体骨进行表
面改性的最佳浓度为０． ０２５ ｍｇ ／ ｍＬ，该浓度可使同种异体骨具有良好的细胞亲和力与最低的细胞毒性。

［关键词］多聚赖氨酸；浓度；同种异体骨；表面改性；细胞亲和力；细胞毒性
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