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贝沙罗汀对氧糖剥夺／再灌注诱导ＨＴ２２损伤的神经保护作用及机制研究
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［摘　要］　目的　探究贝沙罗汀对氧糖剥夺／再灌注（ＯＧＤ／Ｒ）诱导的海马神经元细胞系ＨＴ２２损伤的保护作用及其机制。方法
在体外培养ＨＴ２２，并将细胞随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组（ＯＧＤ／Ｒ组）、药物干预组（ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ组）、ＪＮＫ特异性抑制剂
（ＳＰ）组（ＯＧＤ／Ｒ＋ＳＰ组）及药物干预合并ＳＰ组（ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ＋ＳＰ组），使用不同浓度贝沙罗汀（０．１～９μｍｏｌ·Ｌ－１）或 ＳＰ干预细
胞，ＭＴＴ检测ＨＴ２２的生存率，流式细胞仪检测细胞凋亡水平，显微镜下观察各组细胞形态，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＪＮＫ信号通
路相关蛋白的表达。结果　在体外模拟的ＨＴ２２损伤的ＯＧＤ／Ｒ模型中，与ＯＧＤ／Ｒ组相比，９μｍｏｌ·Ｌ－１贝沙罗汀能显著提高ＯＧＤ／Ｒ
状态下ＨＴ２２生存率（Ｐ＜０．０５），减少 ＨＴ２２凋亡（Ｐ＜０．０５）。与 ＯＧＤ／Ｒ组相比，９μｍｏｌ·Ｌ－１贝沙罗汀能显著降低凋亡相关蛋白
ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达水平（Ｐ＜０．０５），减轻ＨＴ２２损伤。结论　贝沙罗汀在体外对ＯＧＤ／Ｒ引起的ＨＴ２２损伤
具有保护作用，其作用机制可能与抑制ＪＮＫ／Ｃａｓｐａｓｅ３信号通路的激活有关。
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　　脑卒中是导致人类残疾和死亡的主要原因之一，
急性缺血性脑卒中（ａｃｕｔｅｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅ，ＡＩＳ）约占脑
卒中的８０％［１］。ＡＩＳ是一种常见且严重的神经损伤性
疾病，一旦发生缺血、缺氧可导致神经元损伤，血流再

灌注后，可进一步加剧损伤，严重影响患者的生活质量

及寿命［２］。尽管国内外学者们针对ＡＩＳ进行了大量的
基础、临床研究，但是目前仍无能够显著改善该疾病不

良预后的神经保护药物。因此，寻找新的、安全有效的

治疗该疾病的药物非常有必要。

细胞凋亡作为细胞程序性死亡的一种，与氧糖剥

夺／再灌 注 （ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，
ＯＧＤ／Ｒ）损伤密切相关。有研究表明，ＯＧＤ／Ｒ后兴奋
性氨基酸释放、内质网应激、炎症、钙超载等均可通过

激活线粒体途径、死亡受体途径及内质网途径促进下

游细胞凋亡的关键执行蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３表达，进而导致
神经 元 的 凋 亡［３］。ＣＪｕｎ Ｎ 末 端 激 酶 （ｃＪｕｎ
Ｎｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族中的重要成员
之一，其较广泛地参与神经系统性疾病的发生、发展，

在神经元的凋亡、坏死、炎症等相关信号通路中有着非

常重要的作用［４］。有研究表明，在全脑缺血再灌注损

伤模型中，磷酸化ＪＮＫ的表达和细胞凋亡的水平明显
增加，而使用ＪＮＫ的特异性抑制剂能明显降低病灶部
位细胞凋亡水平［５６］。这些研究提示，ＪＮＫ相关信号
通路激活可能与 ＯＧＤ／Ｒ诱发的凋亡密切相关。被激
活的ＪＮＫ可磷酸化ＣＪｕｎ等多种底物［７］，通过调节促

凋亡因子ＢＣＬ及凋亡执行关键蛋白半胱氨酸蛋白酶
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，最终导致神经元凋亡。

贝沙罗汀是一种被美国 ＦＤＡ批准用于治疗皮肤
淋巴瘤的新型化学药物，具有分子量较小、脂溶性较

高、易透过血脑屏障等优点。贝沙罗汀可能在中枢神

经系统疾病中发挥重要作用。研究显示，贝沙罗汀有

利于阿尔兹海默病模型小鼠神经功能障碍的恢复［８］，

可促进创伤性脑损伤模型小鼠神经功能恢复［９］。但

目前关于贝沙罗汀对 ＯＧＤ／Ｒ体外模型神经元保护作
用的研究较为缺乏。本研究使用小鼠海马神经元细胞

系ＨＴ２２构建ＯＧＤ／Ｒ模型，观察贝沙罗汀对 ＨＴ２２的
保护作用，同时观察贝沙罗汀对凋亡关键蛋白 ＰＪＮＫ、

ＰＣＪｕｎ、Ｂａｘ、ＢＣＬ２及ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的影响，以探
索贝沙罗汀对 ＯＧＤ／Ｒ损伤保护作用的新靶点、新机
制，为寻找新的、安全有效的治疗ＡＩＳ的药物提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
ＨＴ２２由重庆医科大学药学院生物化学与分子药

理学重点实验室提供。ＤＭＥＭ高糖培养基、ＤＭＥＭ无
糖培养基、ｏｐｔｉＭＥＭ Ⅰ培养基及胰酶均购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自北京索莱宝科技有限公
司，βａｃｔｉｎ兔多克隆抗体购自武汉三鹰生物技术公司。
ＪＮＫ、ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３兔来源单克隆
抗体均购自美国ＣＳＴ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＪＮＫ
特异性抑制剂（ＳＰ６００１２５）购自北京碧云天科技公司。
光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，恒温电热水浴锅
购自上海医疗器械七厂，超净工作台ＳＷＣＪＩＤ型购自
苏州净化公司，倒置显微镜 ＤＭＩ３０００Ｂ型购自德国
Ｌｅｉｃａ公司，多功能成像系统购自法国Ｖｉｌｂｅｒ公司。
１．２　细胞培养

将ＨＴ２２培养于３７℃、５％ＣＯ２、７５％Ｎ２、含１％双

抗和１０％胎牛血清的培养基中。取对数生长期的
ＨＴ２２，使用０．２５％胰酶消化，按照５×１０３个／孔的密
度接种于９６孔板，用于后续研究。
１．３　ＯＧＤ／Ｒ模型的建立及分组

取对数生长期的 ＨＴ２２，待贴壁生长后继续培养
２４ｈ，弃原培养液，使用 ＰＢＳ洗涤细胞３次后更换为
ＤＭＥＭ无糖培养基培养，将细胞置于预先设置好的厌
氧培养箱中继续培养，待氧浓度降至１％开始计时，２ｈ
后将ＤＭＥＭ无糖培养基更换为完全培养基，并重新置
于常氧恒温培养箱中复氧再灌注２４ｈ。将细胞随机分
成对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组（ＯＧＤ／Ｒ组）、药物干预
组（ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ组）、ＳＰ组（ＯＧＤ／Ｒ＋ＳＰ组）及药物
干预合并 ＳＰ组（ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ＋ＳＰ组）。对照组不做
任何处理，药物干预组在ＯＧＤ／Ｒ前后给与９μｍｏｌ·Ｌ－１

的贝沙罗汀干预，ＳＰ组在 ＯＧＤ／Ｒ前后给与 ＳＰ６００１２５
（２５μｍｏｌ·Ｌ－１）干预，药物干预合并 ＳＰ组在 ＯＧＤ／Ｒ
前后同时给与贝沙罗汀及ＳＰ６００１２５干预。
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１．４　ＨＴ２２活性测定
将对数生长期的 ＨＴ２２以５×１０４个／孔的密度接

种于 ９６孔板。根据实验设计，加或不加不同浓度
（０．１～８１μｍｏｌ·Ｌ－１）的贝沙罗汀干预，每孔加入预先
配制好的 ＭＴＴ（５ｍｇ·ｍＬ－１）溶液 ２０μＬ，在正常或
ＯＧＤ／Ｒ环境中处理，倒掉含 ＭＴＴ溶液的培养基，加入
１００μＬＤＭＳＯ溶液，水平摇床放置１０ｍｉｎ，充分溶解
已形成的结晶。用酶标仪在５７０ｎｍ波长处测定吸光
度值，计算细胞生存率。

１．５　流式细胞仪检测细胞凋亡水平
ＯＧＤ／Ｒ后，用０．２５％胰酶消化细胞，以１０００ｒ／ｍｉｎ

室温离心５ｍｉｎ，弃去上清，收集离心管底部的细胞沉淀。
加入ＰＢＳ，轻轻吹打使其均匀分散，以１０００ｒ／ｍｉｎ室温离
心５ｍｉｎ，重复上述步骤２次，将细胞清洗干净。弃去
离心后的上清液，再次加入适量 ＰＢＳ吹散细胞进行重
悬，转移至新的ＥＰ管送流式细胞仪中检测，定量分析
细胞凋亡水平。

１．６　ＨＴ２２形态学观察
取出铺于６孔板中的各组细胞，弃去培养基，ＰＢＳ

洗涤３次，于光学显微镜下观察各组细胞形态。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定相关蛋白表达水平

取出铺于６孔板中的各组细胞，弃去培养基，用预
冷的ＰＢＳ清洗，使用含蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解缓冲
液进行裂解（每孔２００μＬ），置于冰面２０ｍｉｎ，小心收集
于２ｍＬ离心管中并置于冷冻离心机中，１２０００ｒ／ｍｉｎ
４℃离心１５ｍｉｎ，将上清液小心移至新的 ＥＰ管中，提
取总蛋白，总蛋白浓度采用 ＢＣＡ法测定。每孔上样
３０μｇ后接通电源，浓缩胶恒压９０Ｖ、３０ｍｉｎ，分离胶恒
压１２０Ｖ电泳，当溴酚蓝染料接近分离胶底部时终止
电泳。按照目标蛋白分子量切胶，将转膜夹黑面置平，

在上面依次垫海绵垫、滤纸、胶、甲醇活化的ＰＶＤＦ膜、
滤纸、海绵垫，夹紧后放入含有转膜液的转膜槽中，接

通电源，冰浴下恒流２１０ｍＡ转膜４０ｍｉｎ，５％胎牛血
清室温封闭２ｈ，弃去封闭液，用 ＴＢＳＴ洗涤５ｍｉｎ，重
复３次，加入稀释好的一抗：ＰＪＮＫ（１∶１０００）、ＰＣＪｕｎ

（１∶１０００）、ＢＣＬ２（１∶１０００）、Ｂａｘ（１∶１０００）、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶３０００），置于４℃冰箱
中孵育过夜。回收一抗，ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，
加入抗兔二抗室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ３次，每次
５ｍｉｎ。滤纸吸去 ＰＶＤＦ膜上的 ＴＢＳＴ，滴加适量的
ＥＣＬ工作液，置于ＢｉｏＲａｄ成像分析仪内曝光显影，用
ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析条带灰度值。
１．８　统计学处理

所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，各组间比较采用单
因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　贝沙罗汀对ＨＴ２２生存率的影响
在正常环境中，不同浓度（０．１～９μｍｏｌ·Ｌ－１）的

贝沙罗汀对 ＨＴ２２的生长不会产生抑制作用；当浓度
为２７～８１μｍｏｌ·Ｌ－１时，ＨＴ２２的生存率显著降低
（Ｐ＜０．０５）。在 ＯＧＤ／Ｒ环境下，ＨＴ２２的生存率较正
常环境低：给与不同浓度（０．１～９μｍｏｌ·Ｌ－１）的贝沙
罗汀干预后，ＨＴ２２的生存率呈浓度依赖性上升趋势；
当贝沙罗汀浓度为２７～８１μｍｏｌ·Ｌ－１时，细胞生存率
显著降低（Ｐ＜０．０５），见图 １。因此，本研究选择
９μｍｏｌ·Ｌ－１贝沙罗汀用于后续实验研究。
２．２　ＯＧＤ／Ｒ损伤促进ＨＴ２２凋亡

Ｃｏｎｔｒｏｌ组的 ＨＴ２２凋亡较少；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＯＧＤ／Ｒ组的ＨＴ２２凋亡率显著升高，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；与 ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ组、
ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ＋ＳＰ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＳＰ组的细胞凋亡率降
低，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　贝沙罗汀对ＯＧＤ／Ｒ后ＨＴ２２形态的影响

Ｃｏｎｔｒｏｌ组ＨＴ２２贴壁牢固，胞体完整，细胞紧密连
接成网络；而 ＨＴ２２经 ＯＧＤ／Ｒ处理后，可见细胞数量
明显减少，胞体皱缩，细胞之间连接稀疏。贝沙罗汀干

预后，ＯＧＤ／Ｒ导致的ＨＴ２２损伤明显改善（图３）。

：与正常环境组２７μｍｏｌ·Ｌ－１相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＧＤ／Ｒ环境组２７μｍｏｌ·Ｌ－１相比，Ｐ＜０．０５
图１　贝沙罗汀对ＨＴ２２生存率的影响
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２．４　贝沙罗汀对 ＯＧＤ／Ｒ后 ＨＴ２２中 ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ
蛋白表达的影响

　　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＯＧＤ／Ｒ组ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ蛋白
表达水平明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

与ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ组、ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ＋
ＳＰ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＳＰ组 ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ蛋白表达水平
显著下降，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＧＤ／Ｒ组相比，Ｐ＜０．０５
图２　贝沙罗汀对ＨＴ２２凋亡的影响

图３　贝沙罗汀对ＯＧＤ／Ｒ后ＨＴ２２形态的影响（×２００）
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：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＧＤ／Ｒ组相比，Ｐ＜０．０５
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＴ２２中ＰＪＮＫ、ＰＣＪｕｎ蛋白表达

２．５　贝沙罗汀对 ＯＧＤ／Ｒ后 ＨＴ２２中 Ｂａｘ、ＢＣＬ２及
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

　　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＯＧＤ／Ｒ组促凋亡蛋白 Ｂａｘ及
凋亡关键执行蛋白ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达水平明显升
高（Ｐ＜０．０５），抑制凋亡蛋白 ＢＣＬ２表达水平显著降
低（Ｐ＜０．０５）。与 ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ组、
ＯＧＤ／Ｒ＋Ｂｅｘ＋ＳＰ组、ＯＧＤ／Ｒ＋ＳＰ组 Ｂａｘ及 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５），ＢＣＬ２表达
水平显著升高（Ｐ＜０．０５），见图５。

３　讨论

ＡＩＳ是一种发病率高、致残率高、病死率高、复发
率高以及并发症较多的疾病，目前最有效的治疗方法

是治疗窗内给予血管再通治疗［１０］。但血液复流后，缺

血部会发生再灌注损伤，不仅不能使组织、器官功能恢

复，反而会加重组织、器官的功能障碍，该损伤涉及细

胞凋亡、炎症、氧化应激等多种病理生理过程，目前临

床上尚无确切的药物能有效逆转上述损伤［１１１２］。

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＯＧＤ／Ｒ组相比，Ｐ＜０．０５
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＴ２２中Ｂａｘ、ＢＣＬ２及ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达

　　贝沙罗汀是一种新型的合成维甲酸类似物，其可
以选择性地与维甲酸类Ｘ受体（ＲＸＲ）亚单位（ＲＸＲａ、
ＲＸＲｂ、ＲＸＲｇ）结合从而发挥多种生理功能：如诱导一
些恶性肿瘤细胞系的程序化死亡；抑制人鳞细胞肿瘤

的异种移植等，已被美国ＦＤＡ批准用于治疗皮肤Ｔ细
胞淋巴瘤。贝沙罗汀对于 ＨＴ２２ＯＧＤ／Ｒ损伤的保护
作用的研究较少，我们前期的研究表明，贝沙罗汀对小

鼠脑缺血再灌注损伤神经元具有保护作用，但缺乏体

外的机制研究［１３］。因此，我们建立了ＯＧＤ／Ｒ模型，研

究贝沙罗汀对 ＨＴ２２的保护作用，并探索贝沙罗汀对
ＯＧＤ／Ｒ损伤保护作用的新靶点、新机制，为寻找安全
有效的治疗ＡＩＳ的药物提供重要理论依据。

细胞凋亡时细胞变圆，与周围细胞分离，细胞质皱

缩，包膜内陷使细胞分裂成凋亡小体。为了证实贝沙

罗汀可有效减少或逆转 ＡＩＳ引起的病灶部位细胞凋
亡，本研究建立了 ＯＧＤ／Ｒ模型，结果表明，ＯＧＤ／Ｒ组
的ＨＴ２２生存率较正常环境组明显降低，说明氧糖剥
夺２ｈ再灌注２４ｈ形成的 ＯＧＤ／Ｒ模型是成功的；而
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经过贝沙罗汀治疗后，ＨＴ２２的生存率均有不同程度的
升高，且呈剂量依赖性趋势；在光学显微镜下可见细胞

损伤程度也有所降低，表明贝沙罗汀对 ＯＧＤ／Ｒ引起
的ＨＴ２２损伤具有一定的保护作用。因此，深入探讨
贝沙罗汀对神经元的损伤机制对于治疗ＡＩＳ等神经系
统疾病有重要意义。

ＪＮＫ又被称为应激活化蛋白激酶，是 ＭＡＰＫ信号
通路的一个重要分子，在细胞周期、增殖、细胞凋亡和

细胞应激等多种生理和病理过程中起重要作用［１４１５］。

本研究结果表明，在 ＯＧＤ／Ｒ模型中，使用贝沙罗汀干
预可明显抑制ＨＴ２２中ＪＮＫ信号通路激活，减少ＨＴ２２
凋亡。ＢＣＬ２家族是重要的凋亡调控因子，ＡＩＳ后由
于缺血等刺激使Ｂａｘ易位至线粒体并增强线粒体膜通
透性，从而释放细胞色素 Ｃ和凋亡诱导因子，引发细
胞凋亡，而ＢＣＬ２则通过稳定线粒体膜电位和阻止细
胞色素Ｃ释放抑制细胞凋亡。抗凋亡蛋白 ＢＣＬ２和
促凋亡蛋白Ｂａｘ之间的平衡决定细胞的存活或死亡。
本研究结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后 Ｂａｘ表达水平显著升高，
ＢＣＬ２表达水平下降，说明ＯＧＤ／Ｒ后细胞凋亡显著增
加；贝沙罗汀治疗后，Ｂａｘ表达水平降低，ＢＣＬ２表达
水平升高，说明贝沙罗汀可通过增加 ＢＣＬ２／Ｂａｘ比
值，减少ＨＴ２２凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ家族对凋亡有重要的调
控作用，脑出血再灌注后经线粒体通路激活Ｃａｓｐａｓｅ９，
经死亡受体通路激活Ｃａｓｐａｓｅ８，Ｃａｓｐａｓｅ８和Ｃａｓｐａｓｅ９
均可诱导ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ３裂解，产生具有活性的凋亡终
末剪切酶 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，最终导致细胞凋亡的发
生。本研究结果显示，ＯＧＤ／Ｒ后 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表
达水平显著上升，而贝沙罗汀可通过降低该酶表达减

少ＨＴ２２凋亡。
本研究在体外观察到贝沙罗汀能显著提升ＯＧＤ／Ｒ

后ＨＴ２２的生存率，降低ＨＴ２２的凋亡水平，减轻 ＨＴ２２
的损伤，其机制可能是通过抑制 ＪＮＫ／Ｃａｓｐａｓｅ３相关
信号通路激活，发挥神经保护作用。但本研究为体外

研究，具体机制有待进一步研究。
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