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褪黑素对缺氧状态下 Ｎ２Ａ细胞的抗氧化应激作用及机制研究
郭　骏，陈　语，胡　攀，任伟剑，王洪伟，张敬东，项良碧，刘欣伟　（沈阳军区总医院骨科，全军重症战创伤实验室，辽宁
沈阳 １１００１６）

［摘　要］　目的　探究褪黑素（ＭＴ）对缺氧状态下小鼠神经母细胞瘤（Ｎ２Ａ）细胞超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、氧自由基（ＲＯＳ）、丙
二醛（ＭＤＡ）含量变化的影响。方法　取原代培养的小鼠神经母细胞瘤细胞随机分为对照组、缺氧组、ＭＴ治疗组，治疗组以 ５μｇ／ｍＬ
的褪黑素工作液孵育２４ｈ建立治疗模型。除对照组外的细胞培养箱中通入９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２的混合气体，在低浓度血清中培养
２４ｈ，使细胞处于氧胁迫状态，建立Ｎ２Ａ细胞缺血缺氧模型。采用黄嘌呤氧化法、荧光定量检测法及硫代巴比妥酸比色法检测Ｎ２Ａ
细胞内ＳＯＤ、ＲＯＳ、ＭＤＡ含量变化。结果　与对照组相比，缺氧组与ＭＴ治疗组的ＳＯＤ表达量均有明显降低，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；ＭＴ治疗组与缺氧组相比细胞ＳＯＤ表达量有显著恢复，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比缺氧组与 ＭＴ
治疗组的ＲＯＳ、ＭＤＡ表达量均有明显升高（Ｐ＜０．０５），ＭＴ治疗组与缺氧组相比细胞 ＲＯＳ、ＭＤＡ表达量有显著恢复，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　褪黑素对继发性缺血缺氧神经细胞损伤具有保护作用，其机制可能与褪黑素通过直接清除细胞内的自
由基或者上调细胞内抗氧化物的表达水平相关。
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　　脊髓损伤多见于交通事故、工矿事故或运动意外，
据报道全世界每年有１５００～５３４０万人遭受脊髓损
伤，伤后患者一般难以自行痊愈，严重影响日常生

活［１］。脊髓受到损伤后产生一系列氧化应激反应，使

机体内活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）增
多，进而破坏线粒体膜的完整性［２３］。线粒体功能受损

后会生产更多的活性氧通过正反馈调节扩大效应，使

氧化应激损伤持续存在，最终导致脊髓组织细胞的凋

亡，脂质过氧化物和氧自由基引发的氧化应激反应是

脊髓继发性损伤的标志。褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＴ）是松
果体腺体分泌的一种吲哚胺类激素，其不仅能维持昼

夜节律，提高免疫功能，更是一种高效的自由基清除剂

和抗氧化剂。目前关于ＭＴ在脊髓损伤治疗中的作用
及机制的报道少见。本次实验在建立缺氧细胞模型的

基础上给予 ＭＴ干预，观察通过 ＭＴ对缺氧状态下
Ｎ２Ａ细胞中 ＳＯＤ、ＲＯＳ、ＭＤＡ表达的影响，以探讨 ＭＴ
对缺氧状态下细胞的保护作用。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂及仪器　　ＳＩＧＭＡ３３０Ｋ冷冻离心机（湘
仪，中国）、－８０℃超低温冰箱（海尔，中国）、倒置显
微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，日本）、细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）、
ＭＩ１１型倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）、血清 （Ｇｉｂｃｏ，美
国）、ＤＭＥＭ 细胞培基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）、胎牛血清
（ＴＢＤ，美国）、胰蛋白酶（ＴＢＤ，美国）、褪黑素（Ｓｉｇｍａ，
美国）、超氧化物歧化酶比色法试剂盒（索来宝，中

国）、丙二醛（ＭＤＡ）测定试剂盒（索来宝，中国）。
１．１．２　Ｎ２Ａ细胞的培养　　３７℃恒温水浴复苏细
胞，１０００ｒｐｍ离心去除冻存液，加入新鲜培养基接种
于一次性塑料培养瓶。３７℃，５％ＣＯ２、饱和湿度条件
下培养小鼠成神经瘤细胞（Ｎ２Ａ），培养基为含有１０％
灭活胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖细胞培养基。细胞冻存
于含３０％ＦＢＳ、６０％ＤＭＥＭ培养基、１０％ＤＭＳＯ的细胞
冻存液中，首先在－２０℃放置２～４ｈ，之后 －８０℃放
置过夜，最后在液氮中冷冻保存。

１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　　将原代培养的 Ｎ２Ａ细胞随机分
为正常组、缺氧组、治疗组。治疗组以 ５μｇ／ｍＬ的褪
黑素工作液孵育２４ｈ建立治疗模型。
１．２．２　Ｎ２Ａ缺氧模型的建立　　在装有Ｎ２Ａ细胞培
养箱中通入９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２的混合气体，调整温度
为３７℃，箱内饱和湿度，用低浓度血清培养２４ｈ，使细
胞处于氧胁迫条件，建立Ｎ２Ａ细胞缺血缺氧模型。
１．２．３　Ｎ２Ａ细胞中ＳＯＤ含量测定　　将生长状态良
好的原代 Ｎ２Ａ细胞，调整密度为１×１０５／ｍＬ，随机分
为正常组、模型组、治疗组。将对数期生长期细胞分别

加至６孔板中，静置培养２４ｈ。治疗组中加入作用浓
度为５μｇ／ｍＬ褪黑素工作液（无水乙醇溶解，０．９％生
理盐水稀释）孵育２４ｈ，除正常组外，治疗组和模型组
均进行缺血缺氧处理，时间为２４ｈ。模型组及治疗组
细胞经缺血缺氧处理后，更换为正常培养基孵育２４ｈ。
提取各组细胞培养液，收集细胞，裂解细胞。根据超氧

化物歧化酶比色法试剂盒说明书操作，用分光光度计

在５３２ｎｍ处检测吸光度值。
１．２．４　Ｎ２Ａ细胞中ＲＯＳ活性测定　　将生长状态良
好的原代 Ｎ２Ａ细胞，调整密度为１×１０５／ｍＬ，随机分
为正常组、模型组、ＭＴ治疗组。将处于对数期原代
Ｎ２Ａ细胞分别加入６孔板，培养２４ｈ。治疗组中加入
作用浓度为５μｇ／ｍＬ工作液孵育２４ｈ，除正常组外，
ＭＴ治疗组和模型组均进行缺血缺氧处理，时间为

２４ｈ。模型组及 ＭＴ治疗组细胞经缺血缺氧后，更换
为正常培养基孵育 ２４ｈ。用胰蛋白酶消化液消化
Ｎ２Ａ细胞３～５ｍｉｎ，待细胞完全消化后，２０００ｒｐｍ室
温条件下离心５～１０ｍｉｎ，收集细胞沉淀，此时上清为
细胞培养基。事先已将ＤＣＦＨＤＡ稀释至１０μｍｏｌ／Ｌ，
用ＤＣＦＨＤＡ稀释液悬浮收集的细胞，并调节细胞浓
度为１０６～２×１０７／ｍＬ。将细胞混合液放置于３７℃细
胞培养箱内培养２０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ颠倒混匀。用无
血清细胞培养液充分洗涤细胞以便彻底除去未反应的

ＤＣＦＨＤＡ。上机测试。
１．２．５　Ｎ２Ａ细胞中 ＭＤＡ含量测定　　将生长状态
良好的原代 Ｎ２Ａ细胞，调整密度为１×１０５／ｍＬ，随机
分为正常组、模型组、ＭＴ治疗组。将处于对数期原代
Ｎ２Ａ细胞分别加入６孔板，培养２４ｈ。治疗组中加入
作用浓度为５μｇ／ｍＬ褪黑素工作液孵育２４ｈ，除正常
组外，ＭＴ治疗组和模型组均进行缺血缺氧处理，时间
为２４ｈ。模型组及 ＭＴ治疗组细胞经缺血缺氧后，更
换为正常培养基孵育２４ｈ；提取各组细胞培养液，收集
细胞，裂解细胞。根据丙二醛（ＭＤＡ）测定试剂盒说明
书操作，用分光光度计在５５０ｎｍ处检测吸光度值。
１．３　统计学方法

实验数据应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计
量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单
因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组Ｎ２Ａ细胞中ＳＯＤ水平
对照组ＳＯＤ表达量为（３６．９±２．９９）ｕ／ｍＬ，缺氧组为

（１１．２±２．５６）ｕ／ｍＬ，ＭＴ治疗组为（２６．８±３．１２）ｕ／ｍＬ，
３组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。缺氧组的
ＳＯＤ水平低于对照组，给予褪黑激素作用（５μｇ／ｍＬ）
的细胞ＭＴ治疗组的 ＳＯＤ水平高于缺氧组，差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。

：Ｐ＜０．０５
图１　３组Ｎ２Ａ细胞中ＳＯＤ表达量
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２．２　各组Ｎ２Ａ细胞中ＲＯＳ水平
荧光定量检测结果（图２）显示，缺氧组与治疗组

的ＲＯＳ水平均不同程度高于对照组（峰值右移），与图
３结果相一致。给予褪黑素（５μｇ／ｍＬ）工作液孵育的

治疗组ＲＯＳ水平有所降低，但仍高于对照组，介于对
照组与缺氧组之间。说明 Ｎ２Ａ细胞经缺氧处理后体
内ＲＯＳ水平明显升高，氧化作用增强；褪黑素处理过
后其抗氧化能力增强，ＲＯＳ水平有所降低。

图２　３组Ｎ２Ａ细胞流式细胞术检测结果图

：Ｐ＜０．０５
图３　３组Ｎ２Ａ细胞中ＲＯＳ表达量

２．３　各组Ｎ２Ａ细胞中ＭＤＡ水平
对照组细胞中ＭＤＡ表达量为（１．６９±０．０５）ｍｍｏｌ／Ｌ，

缺氧组为（８．２１±０．０７）ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭＴ治疗组为（５．２５±
０．０３）ｍｍｏｌ／Ｌ，３组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
缺氧组的 ＭＤＡ水平高于对照组，给予褪黑激素作用
（５μｇ／ｍＬ）后ＭＴ治疗组的 ＭＤＡ水平低于缺氧组，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。

：Ｐ＜０．０５
图４　３组Ｎ２Ａ细胞中ＭＤＡ表达量

３　讨论

脊髓损伤可导致肢体瘫痪、严重生理功能紊乱，甚

至死亡［４］。目前，脊髓损伤的治疗方法分为手术治疗

和非手术治疗，手术治疗的目的是尽早解除脊髓压迫

通过内固定维持脊柱的稳定性，非手术治疗旨在减轻

脊髓继发性损伤，促进神经功能的恢复和再生［５］。目

前，甲泼尼松龙作为临床上治疗脊髓损伤的一线药物，

伤后８ｈ内使用可有效改善神经功能紊乱，但是其副
作用较多临床应用仍受争议［６７］。脊髓损伤后其病理

生理机制将发生很大改变，首先脊髓受到机械性压迫

导致细胞水肿、微血管渗透性改变及血液流动学改

变［８］，继之激发机体氧化应激反应产生大量的氧自由

基（ＲＯＳ），破坏线粒体膜的完整性，线粒体功能受损后
会生成更多活性氧促使氧化应激损伤持续存在，最终

导致神经细胞的死亡。已有的研究结果证明，脊髓损

伤后引发的脂质过氧化反应提高了机体中 ＲＯＳ的表
达水平，而机体内ＲＯＳ增多与细胞内丙二醛（ＭＤＡ）的
含量成正比［９１０］，因此可以将 ＭＤＡ作为细胞内氧化应
激水平反应标志物，通过检测细胞内ＭＤＡ的含量反应
其氧化应激水平。本实验中我们预先将培养箱通入

９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２的气体，调整温度为３７℃，调整箱内
饱和湿度，调整低浓度血清培养２４ｈ，使细胞处于氧胁
迫条件，建立Ｎ２Ａ细胞缺血缺氧模型。流式细胞术检
测处于缺氧条件下Ｎ２Ａ细胞内ＳＯＤ、ＲＯＳ表达水平变
化，同时检测细胞内 ＭＤＡ的表达量。结果显示，在缺
氧状态下，细胞内 ＲＯＳ表达水平升高，ＳＯＤ表达水平
降低，ＭＤＡ表达量升高，说明脊髓损伤患者可导致脊
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髓组织的氧化应激状态，进而导致神经细胞受损。

褪黑激素是松果体分泌的一种神经内分泌激素，

参与许多重要的生理和病理进程，目前褪黑素对脊髓

氧化性损伤的保护作用逐渐被认知。体外实验［１１］和

临床实验［１２１３］均证实褪黑素作为强大的自由基清除

剂，不仅可减轻氧化应激所造成的神经元损伤，同时抑

制小胶质细胞活化增生，在急性脊髓损伤的治疗中发

挥着重要的神经保护作用。Ｅｒｋａｎ等［１４］研究表明，褪

黑素与甲泼尼龙琥珀酸钠具有相同的抗氧化能力，但

是在治疗继发性脊髓损伤中，褪黑素的作用效果更好。

Ｇｕｌ等［１５］分别采用５０ｍｇ／ｋｇ、１００ｍｇ／ｋｇ不同剂量的褪
黑素治疗小鼠脊髓损伤，结果表明，１００ｍｇ／ｋｇ褪黑素治
疗效果更优，它可同时降低髓内神经细胞水肿及水通

道蛋白４、胶原纤维蛋白的水平。通过体外实验研究
证实褪黑素对受损的神经组织起保护作用，尤其是对

髓鞘、神经细胞核及线粒体，它不仅可以保护神经细胞

免受缺氧损伤，同时可以降低中性粒细胞诱导毒

性［１６１７］。本实验对治疗组细胞给予 ５μｇ／ｍＬ褪黑素
工作液处理后，可部分清除细胞内的 ＲＯＳ，使 ＳＯＤ和
ＭＤＡ的转录和翻译水平上调，其差异有统计学意义。
褪黑素能直接清除自由基，减轻氧化应激损伤，由此推

测褪黑素可能通过抑制脊髓损伤后氧自由基损伤这一

途径来减轻神经细胞凋亡。但是，褪黑素作用后并不

能完全消除缺血缺氧对细胞造成的损伤，只能部分拮

抗缺氧引起的氧化应激反应，至于具体的作用机理尚

需进一步研究。

总之，褪黑素能通过清除氧自由基及对抗氧化酶

转录水平的调节，来减轻缺血缺氧诱导的神经细胞损

伤。表明褪黑素可用于缺血缺氧所致的神经损伤，为

脊髓损伤患者神经功能损害的防治提供实验基础。
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