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紫檀芪保护 HT22细胞抗过氧化氢诱导凋亡的机制研究

范崇熙 1,张云水 2,孙兵兵 2,王晓莹 1,赵东林 1,杨全龙 1,石学汇 1,刘 磊 2　（1. 空军特色医学中心消化内科，北京 100142；
2. 空军特色医学中心重症医学科，北京 100142）

［摘 要］　目的　探讨紫檀芪（PTE）对过氧化氢（H2O2）诱导HT22细胞氧化应激损伤的保护作用及调控机制。方法　不同浓

度的PTE处理HT22细胞 12 h，并构建H2O2氧化应激损伤模型。CCK-8法检测细胞活力，比色法检测细胞乳酸脱氢酶（LDH）释放量，

TUNEL法染色检测细胞凋亡，DCFH-DA测定活性氧（ROS）水平，JC-1标记线粒体膜电位（MMP），并通过Western blot检测内质网应

激和凋亡相关蛋白表达情况。结果　CCK-8结果显示，PTE浓度小于 10. 0 μmol/L时，HT22细胞活性无明显变化。H2O2可显著抑制

HT22细胞活性，5. 0 μmol/L和 10. 0 μmol/L PTE可有效增加损伤后细胞活性，减少LDH释放量，抑制凋亡及相关蛋白的表达，同时减

少细胞内 ROS，稳定 MMP和细胞色素 C分布。Western blot检测发现，PTE 降低 H2O2损伤后 PERK 和 eIF2α的磷酸化水平以及下调

Bip、CHOP的表达。结论　PTE通过维持线粒体稳态、抑制内质网应激，进而减轻氧化应激诱导的细胞凋亡，最终发挥保护HT22细

胞抗H2O2损伤的作用。
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Mechanism of pterostilbene protecting HT22 cells from hydrogen peroxide-induced apoptosis
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Abstract: Objective　 To investigate the protective effect and regulatory mechanism of pterostilbene （PTE） on hydrogen peroxide 
（H2O2）-induced oxidative stress injury in HT22 cells. Methods　HT22 cells were treated with different concentrations of PTE for 12 hours，
and the H2O2 oxidative stress injury model was established.  The cell viability was detected by CCK-8 assay.  The release of lactate dehydroge⁃
nase （LDH） was evaluated by colorimetry.  The apoptosis was detected by TUNEL staining method.  The reactive oxygen species （ROS） 
level was detected by DCFH-DA，and the mitochondrial membrane potential （MMP） was marked by JC-1.  Western blot was used to detect 
the expression of endoplasmic reticulum stress and apoptosis-related proteins. Results　The results of CCK-8 showed that the activity of 
HT22 cells was not significantly changed when the concentration of PTE was less than 10. 0 μmol/L.  H2O2 could significantly inhibit the 
activity of HT22 cells， 5. 0 μmol/L and 10. 0 μmol/L PTE could effectively increase the activity of injured cells，reduce the release of LDH， 
inhibit the expression of apoptosis and related proteins，and reduce intracellular ROS， stabilize MMP and the distribution of cytochrome C.  
Western blot showed that PTE decreased the phosphorylations level of PERK and eIF2α，and down-regulated the expression of Bip and 
CHOP after H2O2 injury. Conclusion　PTE protects HT22 cells against H2O2 injury through stabilizing mitochondrial homeostasis，inhibiting 
endoplasmic reticulum stress，and then reducing oxidative stress-induced apoptosis.
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活性氧（reactive oxygen species，ROS）主要包括超

氧阴离子（O2•−）、过氧化氢（H2O2）和羟自由基（•OH），

可导致神经细胞线粒体和内质网等结构功能障碍，进

而诱导DNA损伤和细胞凋亡[1]。氧化应激是ROS过度

产生介导的代谢性级联反应[2]。目前认为，氧化应激

是导致神经退行性疾病的重要因素[2-3]。寻找能够抑

制氧化损伤的活性物质，有望成为预防和治疗神经退

行性疾病的有效方法[4]。

紫檀芪（C16H16O3，pterostilbene，PTE）是白藜芦醇

的甲基化衍生物，首次从紫檀等木材中分离并提取[5]。

研究发现，紫檀芪具有广泛的药理学作用，包括抗癌、

抗炎、抗糖尿病以及抗衰老等[6-7]。本研究采用 HT22
细胞构建氧化应激损伤模型，探索 PTE对H2O2介导细

胞凋亡的保护作用，同时关注线粒体及内质网功能变

化，旨在为揭示 PTE抗神经元退行性病变提供新的理

论基础。
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1　材料与方法

1. 1　主要材料与仪器

HT22细胞系及培养基购自武汉普诺赛生命科技

有限公司，PTE 购自上海陶术生物科技有限公司，

CCK-8试剂盒购自北京翱擎生物科技有限公司，乳酸

脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒购自南京

建成生物工程研究所，TUNEL 试剂盒购自瑞士 Roche
公司，DAPI染色剂、ROS检测试剂盒和细胞浆蛋白抽

提试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，JC-1线

粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，MMP）
检测试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公司，BCA蛋

白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司，兔

抗鼠 Bax、eIF2α、p-eIF2α 抗体购自美国 Cell Signaling 
Technology 公司，兔抗鼠 Bip 和鼠抗鼠 CHOP、Cyto⁃
chrome C（Cyto C）抗体购自美国 Abcam 公司，兔抗鼠

AIF、Bcl-2、PERK、Lamin B 抗体购自美国 Proteintech
公司，兔抗鼠 p-PERK 和鼠抗鼠 β-actin 抗体购自常州

Affinity Biosciences 公司，辣根过氧化物酶（horseradish 
peroxidase，HRP）标记山羊抗兔 IgG 和 HRP 标记山羊

抗小鼠 IgG 抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公

司。多功能酶标仪购自美国 Biotek 公司，激光共聚焦

显微镜购自日本奥林巴斯公司，ChemiDocTM MP 型成

像系统购自美国Bio-Rad公司。

1. 2　细胞培养

HT22 细胞培养于 37 ℃、5%CO2饱和无菌湿环境

中，常规每 2天换液一次。适时应用 0. 25% 胰酶消化

传代，传代比例为 1∶2~1∶3。将对数生长期的细胞作

为后续实验对象。

PTE 溶解于 DMSO 中配成储存液，-20 ℃分装保

存，使用时按比例以无血清的培养基稀释。采用不同

浓度（2. 5~20. 0 μmol/L）的 PTE处理细胞 24 h，并测定

细胞活力，以筛选合理的 PTE浓度用于后续实验。此

外，构建H2O2（200. 0 μmol/L）损伤模型[8]。

1. 3　CCK-8法测定细胞活力

按照每孔 1×104个细胞将 HT22 细胞接种于 96 孔

板，每组设 4 个复孔。按照 1. 2 实验结果给予 PTE
（5. 0 μmol/L和 10. 0 μmol/L）或H2O2（200. 0 μmol/L）处

理细胞，加入 10% CCK-8 混合液 100 μL，37 ℃避光孵

育 2 h。应用酶标仪测定 450 nm 处的光密度 (optical 
density, OD)值。

1. 4　比色法检测LDH释放量

按照每孔 2×106 个细胞将 HT22 细胞接种于 6 孔

板 ，给 予 PTE（5. 0 μmol/L 和 10. 0 μmol/L）或 H2O2
（200. 0 μmol/L）处理细胞，根据说明书步骤，测定上清

液 450 nm 波 长 处 的 OD 值 ，空 白 处 理 组 的 值 设

为100%。

1. 5　TUNEL染色

按照每孔 3×105个细胞将 HT22 细胞接种于带圆

玻 片 的 24 孔 板 ，37 ℃ 培 养 过 夜 ，并 给 予 PTE
（5. 0 μmol/L和 10. 0 μmol/L）或H2O2（200. 0 μmol/L）处

理细胞，4% 多聚甲醛室温固定 10 min，用 0. 3% 的

Triton X-100溶液室温孵育 10 min。按说明书要求，配

置 TUNEL 工作液，37 ℃避光染色 1. 5 h，随后用 DAPI
溶液（1 μg/mL）避光标记细胞核约 10 min[9]。甘油封片

后，激光共聚焦显微镜观察并随机选取 5个视野中的

细胞，计算凋亡率（绿色荧光百分比）。

1. 6　ROS含量测定

制作细胞爬片，加入一定量的 DCFH-DA 工作液

（10 μmol/L），37 ℃避光孵育 30 min。应用激光共聚焦

显微镜观察并采集信号，其中激发波长为 488 nm、发

射波长为525 nm，Image J分析采集的图像。

1. 7　MMP检测

配置 JC-1工作液，37 ℃避光孵育细胞 20 min。加

入 600 μL染色缓冲液，洗涤 2次。以 400 μL无血清培

养基覆盖细胞，激光共聚焦显微镜下观察染色结果，

并用 Image J分析结果。其中，检测 JC-1单体时激发光

波长为 485 nm，发射光波长为 535 nm；检测 JC-1 聚合

体时激发光波长为550 nm，发射光波长为600 nm[10]。

1. 8　蛋白提取及免疫印迹检测

按照试剂盒说明书进行蛋白分离，经BCA法定量

后，加入 1/5 体积的上样缓冲液（5×），100 ℃沸水处理

7 min，-80 ℃分装保存。选取适合浓度的 SDS-PAGE
凝胶进行电泳，随后将蛋白转移至 PVDF 膜上，用含

5% 脱脂奶粉的 TBST 缓冲液室温孵育 2 h。应用一定

浓度的抗体溶液，与对应蛋白条带 4 ℃孵育过夜。次

日加入相应的 HRP 标记抗体（1∶5 000）室温孵育 2 h；
ChemiDocTM MP 型 Bio-Rad 成像系统采集化学发光信

号，并用 Image Lab 5. 1 软件分析蛋白的相对表达量。

以内参蛋白（β-actin和相应总蛋白）为基准，计算各组

样本目的蛋白表达量或磷酸化水平，其中对照组

为100%。

1. 9　统计学方法

采用 SPSS 13. 0 统计软件进行统计学分析，计量

资料以均数±标准差（x-±s）表示，采用单因素方差分析
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比较差异，组间采用LSD法进一步分析；多组间率的比

较采用Fisher精确概率检验，P<0. 05表示差异有统计

学意义。

2　结果

2. 1　PTE对H2O2诱导的HT22细胞损伤的影响

CCK-8结果显示，PTE浓度在低于 10. 0 μmol/L时

无明显细胞毒性作用（P<0. 05），见图 1a，此浓度将用

于后续实验。进一步检测发现，与对照组相比，H2O2
显著降低HT22细胞活力，表现为细胞折光性增加、形

态变圆、部分脱落，且 OD 值明显降低；H2O2处理后的

细胞活力随 PTE 浓度增加而增加（P<0. 05），见图 1b。
此外，H2O2处理组 LDH 释放量明显增加，表明 H2O2会

损 伤 细 胞 ，PTE 明 显 抑 制 LDH 释 放（P<0. 05），

见图1c。

2. 2　PTE对H2O2诱导的HT22细胞凋亡的影响

H2O2 处理后，蓝色荧光减弱且绿色荧光表达增

强 ；不 同 浓 度 的 PTE 可 使 绿 色 荧 光 表 达 减 弱

（P<0. 05），见图 2a。进一步蛋白分析表明，随着 PTE
浓度的增加，抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达增加，而促凋亡

蛋白Bax明显下调；核质蛋白分离检测发现，H2O2处理

后凋亡诱导因子（apoptosis inducing factor，AIF）由细胞

质向细胞核转移的趋势明显增加，PTE可减缓上述蛋

白移位过程（P<0. 05），见图2b。
2. 3　PTE对H2O2诱导的HT22细胞ROS的影响

细胞内ROS水平检测显示，H2O2有效增加了带有

绿色荧光的 HT22 细胞（DCF 阳性）数量，各剂量

（5. 0 μmol/L 和 10. 0 μmol/L）PTE 有效减少了绿色荧

光细胞数量，且呈剂量依赖性（P<0. 05），见图3。
2. 4　 PTE 对 H2O2 诱导的 HT22 细胞线粒体功能的

影响

H2O2增加了 JC-1单体的表达，降低了 JC-1聚合体

的表达（图 4a），说明 H2O2可诱导 HT22 细胞线粒体功

能障碍。PTE逆转H2O2诱导HT22细胞 的MMP降低，

提示 PTE通过上调 MMP水平进而维持 H2O2损伤后的

线粒体功能。Western blot 结果显示，与对照组相比，

HT22细胞经H2O2处理后，细胞质内Cyto C表达明显增

加，PTE 处理则减轻 Cyto C 在胞质内聚集的趋势

（P<0. 05），见图4b。

2. 5　 PTE 对 H2O2 诱导的 HT22 细胞内质网功能的

影响

Western blot分析ER stress关键蛋白的结果显示，

H2O2处理后，PERK 和 eIF2α 蛋白磷酸化水平上调；同

时，H2O2处理的细胞中 Bip和 Chop蛋白表达水平显著

升高；相较H2O2处理组，PTE显著下调上述蛋白表达，

见图 5。说明 PTE 对 HT22 细胞中 H2O2 引起的 ER 
stress具有抑制作用。

3　讨论

中枢神经系统是氧自由基攻击的主要器官之一，

氧自由基主要影响蛋白质结构和酶活性[11]，该过程是

多种神经退行性疾病（如阿尔茨海默病和帕金森）的

病理生理基础[2]。H2O2是一种温和的氧化剂，常用来

模拟神经元细胞氧化应激损伤。本研究揭示了 H2O2
诱导神经细胞毒性作用伴随的关键蛋白表达，以及中

药单体对神经元细胞氧化应激损伤的保护作用，旨在

为寻找新型抗神经退行性疾病药物提供理论基础。

由于氧自由基的有害作用，中和或清除自由基的

抗氧化防御机制对于预防和应对神经元损伤至关重

要。PTE是从紫檀、葡萄或蓝莓中提取的一种芪类多

酚类化合物，具有多种生物学特性，如抗癌、抗炎、抗

糖尿病及延缓衰老等[12]。目前，PTE 的抗氧化作用也

得到证实。Xu 等[13]发现 PTE 通过调节 AMPK/sirt1 和

a:PTE 对 HT22 细胞毒性作用；b:PTE 对 H2O2诱导 HT22 细胞损伤后形态和活力的影响（×100）；c:PTE 对 H2O2诱导 HT22 细胞损伤后

LDH释放量的影响 *：P<0.05
图1　PTE对H2O2诱导的HT22细胞损伤的影响
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Nrf2/HO-1信号通路缓解氧化应激和过敏性气道炎症

反应，认为 PTE 可作为治疗哮喘的新型药物。近年

来，PTE 对神经系统的保护作用受到广泛的关注[14]。
Zhu等[15]的研究证实，PTE能有效减轻Aβ25-35诱导的小

a：各组细胞荧光染色及凋亡率统计图（绿色荧光代表凋亡细胞，蓝色荧光代表细胞核）；b：H2O2损伤后，PTE对 HT22细胞内凋亡相关

蛋白的影响及统计图 *：P<0.05
图2　PTE对H2O2诱导的HT22细胞凋亡的影响

绿色荧光：DCF阳性细胞；  *：P<0.05
图3　PTE对H2O2诱导的HT22细胞ROS的影响
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鼠行为缺陷，其机制可能与抑制线粒体依赖性细胞凋

亡并改善突触可塑性有关。此外，Liu 等[16]发现，PTE
可减轻缺血再灌注诱导的脑损伤，表现为抑制星形胶

质细胞介导的炎症和神经元氧化应激反应；这种效应

可能通过阻断 NF-κB 的磷酸化和核内移位而实现。

综上，PTE调控多种信号通路发挥抗神经系统病变作

用，有望成为治疗 AD 和脑卒中的备选药物；然而，考

虑到 PTE 广泛生物学功效和神经元氧化应激损伤复

杂的分子机制，上述保护作用尚需进一步证实。

凋亡是神经系统退行性病变发生及进展的关键

a：各组细胞 JC-1荧光染色及 JC-1单体/聚合体变化统计图（绿色荧光代表 JC-1单体，红色荧光代表 JC-1聚合体）；b：H2O2损伤后，PTE
对HT22细胞质内Cyto C含量的影响及统计图 *：P<0.05

图4　PTE对H2O2诱导的HT22细胞线粒体功能的影响

*：P<0.05
图5　PTE对H2O2诱导的HT22细胞ER stress相关蛋白的影响
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过程，关乎神经元损伤的程度。多项证据表明，Bcl-2
蛋白家族的调节对维持线粒体完整性和功能至关重

要，其具体成员包括抗凋亡蛋白（Bcl-2和Bcl-xL）和促

凋亡蛋白（Bax、Bad和 Bim等）[17]。其中，Bax介导神经

元凋亡模型的线粒体损伤，而Bcl-2通过异二聚体的形

式阻断Bax的活性[18]。AIF是另一种促凋亡蛋白，主要

通过移位到细胞核并刺激染色质凝结发挥作用[19]。本

研究结果显示，PTE（5. 0 μmol/L 和 10. 0 μmol/L）可显

著增加 H2O2处理后的 HT22细胞活性，并减少 LDH 释

放，降低细胞凋亡率；蛋白质分析发现，PTE 减轻 Bax
的表达及 AIF 的移位，同时上调 Bcl-2 的水平，说明

PTE缓解 H2O2介导 HT22损伤的效应主要是通过抑制

细胞凋亡而实现。

大脑是机体高氧代谢器官，氧分子作为产生 ROS
（O2•−、•OH、H2O2）的底物涉及神经元突触可塑性、细胞

增殖和衰老等调控过程[2]。本研究中，PTE 显著下调

H2O2诱导的DCF含量升高，说明PTE可抑制ROS的异

常堆积。Cyto C 主要定位于线粒体内膜的外侧，其释

放是线粒体呼吸链功能失衡的重要标志，也是线粒体

介导凋亡的重要信号传递分子[20]。本研究中H2O2处理

后，细胞 MMP发生去极化且线粒体膜通透性增加，而

PTE 处理显著提升了 MMP 水平并减少了 Cyto C 向胞

质内移动，提示 PTE通过恢复线粒体功能和结构完整

性发挥抑制细胞ROS异常产生的作用。

内质网对蛋白质折叠、分泌和翻译后修饰至关重

要[21]，受生理或病理刺激时，会触发未折叠和错误折叠

蛋白的积累，即 ER stress[22]。 PERK/eIF2α/CHOP 是

ER stress 经典的调控通路之一。其中，PERK 作为跨

内质网膜蛋白，通常与 Bip 结合，保持稳定状态；一旦

激活则可诱导 eIF2α 磷酸化，进一步活化 CHOP 发挥

效应；然而，长时间持续表达CHOP可通过不同途径触

发细胞凋亡，如调控 Bcl-2/Bax表达等[22]。在神经系统

中，ER stress与线粒体功能相互影响，共同调控氧化应

激损伤[23]。结合本次实验，H2O2显著激活PERK/eIF2α/
CHOP 信号通路，PTE 处理可降低 HT22 细胞中 PERK
和 eIF2α的磷酸化水平，抑制GRP78和CHOP的表达。

以上结果提示，PTE 可有效阻断 H2O2诱导的 HT22 细

胞ER stress过程。

综上，PTE 具有保护神经元 HT22细胞的作用，该

作用与稳定线粒体功能、减少 ROS 堆积、抑制 ER 
stress 及阻断氧化应激诱导的凋亡有关。PTE 有望成

为一种治疗神经系统退行性疾病的新策略，但其具体

作用机制尚未完全阐明，仍需深入研究。

［参考文献］
［1］ Gay NH，Suwanjang W，Ruankham W，et al. Butein，isoliquiritigenin，

and scopoletin attenuate neurodegeneration via antioxidant enzymes 
and SIRT1/ADAM10 signaling pathway［J］. RSC Adv， 2020，10（28）：

16593-16606. doi：10. 1039/c9ra06056a.
［2］ 耿 淼，王观筠，王子乾，等 . 高频电磁暴露环境对相关作业人员氧

化应激水平的影响［J］. 局解手术学杂志，2022，31（11）：981-984.
doi：10. 11659/jjssx. 06E022097.

［3］ Lin MT，Beal MF. Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in 
neurodegenerative diseases［J］. Nature， 2006，443（7113）：787-795.
doi：10. 1038/nature05292.

［4］ Xu J，Du W，Zhao Y，et al. Mitochondria targeting drugs for neurode⁃
generative diseases-Design，mechanism and application［J］. Acta 
Pharm Sin B， 2022，12（6）：2778-2789. doi：10. 1016/j. apsb.  
2022. 03. 001.

［5］ Rimando AM，Kalt W，Magee JB，et al. Resveratrol，pterostilbene，and 
piceatannol in vaccinium berries［J］. J Agric Food Chem， 2004，52
（15）：4713-4719. doi：10. 1021/jf040095e.

［6］ 张紫森，赵洪梁，刘良明 . 白藜芦醇对脓毒症血管舒张功能的保护

作用及机制［J］. 局解手术学杂志，2020，29（1）：5-9. doi：10. 11659/
jjssx. 07E019023.

［7］ Li YR，Li S，Lin CC. Effect of resveratrol and pterostilbene on aging 
and longevity［J］. Biofactors， 2018，44（1）：69-82. doi：10. 1002/
biof. 1400.

［8］ Guo XM，Chen B，Lv JM，et al. Knockdown of IRF6 attenuates hydro⁃
gen dioxide-induced oxidative stress via inhibiting mitochondrial dys⁃
function in HT22 cells［J］. Cell Mol Neurobiol， 2016，36（7）：1077-
1086. doi：10. 1007/s10571-015-0301-8.

［9］ Feng C，Jiang Y，Li S，et al. Methionine restriction improves cognitive 
ability by alleviating hippocampal neuronal apoptosis through H19 in 
middle-aged insulin-resistant mice［J］. Nutrients， 2022，14（21）：

4503. doi：10. 3390/nu14214503.
［10］ Park HJ，Kwak M，Baek SH. Neuroprotective effects of Dendropanax 

morbifera leaves on glutamate-induced oxidative cell death in HT22 
mouse hippocampal neuronal cells［J］. J Ethnopharmacol， 2020，251：
112518. doi：10. 1016/j. jep. 2019. 112518.

［11］ 刘 亮，廖达光，曾志诚 . 依达拉奉对脑外伤后大鼠的神经保护作

用［J］. 局解手术学杂志， 2006，15（6）：378-380. doi：10. 3969/j.
issn. 1672-5042. 2006. 06. 010.

［12］ Estrela JM，Ortega A，Mena S，et al. Pterostilbene：Biomedical appli⁃
cations［J］. Crit Rev Clin Lab Sci， 2013，50（3）：65-78. doi：
10. 3109/ 10408363. 2013. 805182.

［13］ Xu C，Song Y，Wang Z，et al. Pterostilbene suppresses oxidative stress 
and allergic airway inflammation through AMPK/Sirt1 and Nrf2/HO-1 
pathways［J］. Immun Inflamm Dis， 2021，9（4）：1406-1417. doi：
10. 1002/iid3. 490.

［14］ Lange KW，Li S. Resveratrol，pterostilbene，and dementia［J］. Biofac⁃
tors， 2018，44（1）：83-90. doi：10. 1002/biof. 1396.

［15］ Zhu L，Lu F，Zhang X，et al. SIRT1 is involved in the neuroprotection 
of pterostilbene against amyloid β 25-35-induced cognitive deficits in 
mice［J］. Front Pharmacol， 2022，13：877098. doi：10. 3389/
fphar. 2022. 877098.

［16］ Liu H，Wu X，Luo J，et al. Pterostilbene attenuates astrocytic inflam⁃
mation and neuronal oxidative injury after ischemia-reperfusion by 
inhibiting NF-κB phosphorylation［J］. Front Immunol， 2019，10：2408.  
doi：10. 3389/fimmu. 2019. 02408.

844


