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氧糖剥离预处理通过保护线粒体减轻ＰＣ１２细胞氧糖剥离／再灌注损伤

黄　丽１，２，许　娜２，杨朝鲜２　　４０００３７重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第二附属医院麻醉科１；６４６０００四川 泸
州，西南医科大学基础医学院解剖教研室２

　　［摘要］　目的　研究氧糖剥离预处理（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＯＧＤＰＣ）对氧糖剥
离／再灌注（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）损伤ＰＣ１２细胞的保护作用及机制。方法　
简单随机抽样将ＰＣ１２细胞分为Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＯＧＤＰＣ、ＯＧＤ／Ｒ和ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ共４组。透射电镜观察线
粒体的超微结构，Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ染色观察线粒体数量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１、ＣＯＸ４、ＨＳＰ６０的
表达，ＪＣ１和 ＡＴＰ试剂盒评估线粒体膜电位及 ＡＴＰ水平，ＴＵＮＥＬ染色观察细胞凋亡情况，并与 ＡＩＦ、
ＥｎｄｏＧ的免疫荧光染色进行共定位。结果　与ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组ＰＣ１２细胞线粒体超
微结构损伤较轻；ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１和ＣＯＸ４的表达增多（Ｐ＜０．０５），ＨＳＰ６０的表达减少（Ｐ＜０．０５）；线粒体
膜电位及ＡＴＰ水平提高（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０５），且ＡＩＦ、ＥｎｄｏＧ向ＴＵＮＥＬ染色阳性的细
胞核聚集减少（Ｐ＜０．０５）。结论　ＯＧＤＰＣ减轻ＯＧＤ／Ｒ引起的 ＰＣ１２细胞损伤，其机制可能与改善线粒
体结构和功能、减少线粒体途径引起的细胞凋亡有关。

　　［关键词］　 氧糖剥离预处理；氧糖剥离／再灌注；线粒体；ＰＣ１２细胞
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　　脑缺血是当前人类疾病谱上的常见病与多发
病［１］。尽早恢复脑缺血区域的血液供应，是治疗脑缺

血的首要目标。然而，迅速恢复血液供应往往并不能

立即改善缺血区的细胞功能，甚至可能加重该区域的

细胞功能损伤，而这种二次损伤又被称为缺血再灌注

（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤［２］。目前脑 Ｉ／Ｒ损伤
被认为是一个非常复杂的病理生理过程，涉及多个病

理生理机制的相互作用［３］。而外源性药物治疗的作

用靶点往往比较单一，故内源性的脑保护机制也逐渐

被研 究 者 们 重 视 起 来。缺 血 预 处 理 （ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）被认为是一种潜在的有效保护策
略，可通过亚致命性的缺血预处理，调动复杂的内源性

保护机制，增强器官对后续致命性缺血损伤的耐受

性［４－５］。尽管大量的基础和临床实验研究为 ＩＰＣ的脑
保护作用提供了相应的证据，但其具体作用机制仍不

十分清楚。

　　线粒体作为 Ｉ／Ｒ中易受损伤的敏感细胞器，在
Ｉ／Ｒ损伤的发生发展中扮演着重要角色［６］。脑Ｉ／Ｒ时
会造成线粒体结构及功能失常，进一步导致其他细胞

器受损，从而引起细胞凋亡或者坏死。凋亡诱导因子

（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＡＩＦ）位于线粒体膜间隙，线
粒体受损时ＡＩＦ将从线粒体流出，转位至细胞核，该易
位会导致细胞核固缩及大面积ＤＮＡ断裂［７］。由于ＡＩＦ
不具有ＤＮＡ酶活性，这表明ＡＩＦ可能需要与其他因素
一起来诱导ＤＮＡ断裂。核酸内切酶Ｇ（ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅＧ，
ＥｎｄｏＧ）是一类核基因编码的线粒体 ＤＮＡ酶，正常情
况下同样定位于线粒体膜间隙。在促凋亡因子的作用

下，ＥｎｄｏＧ可透过开放的线粒体外膜孔，与ＡＩＦ一起易
位至细胞核，进而诱导核ＤＮＡ断裂［８］。

　　ＰＣ１２细胞是大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤分化细胞株，
具有神经细胞的一般特征，广泛用于神经科学的体外

研究。本实验对 ＰＣ１２细胞进行氧糖剥离／再灌注
（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）以模
拟体内脑Ｉ／Ｒ，并在此之前给予短暂的氧糖剥离预处理
（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＯＧＤＰＣ）以
模拟ＩＰＣ，研究 ＯＧＤＰＣ对 ＯＧＤ／Ｒ损伤 ＰＣ１２细胞的
保护功能，并初步探讨其潜在的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　大鼠ＰＣ１２细胞购自美国典型培养物保藏中心。
胎牛血清购自Ｓｅｒａｎａ公司，Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ（Ｒｅｄ）、鼠抗细
胞色素 Ｃ氧化酶亚基 ４（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ
４，ＣＯＸ４）、兔抗热休克蛋白６０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ６０，
ＨＳＰ６０）购自ＣＳＴ公司，鼠抗丙酮酸脱氢酶 Ｅ１α亚单
位（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＥ１ａｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔ，ＰＤＨＡ１）、
兔抗酮戊二酸脱氢酶（ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＯＧＤＨ）购自Ａｂｃａｍ公司，兔抗ＡＩＦ购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公
司，兔抗 ＥｎｄｏＧ购自博士德公司，羊抗兔 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗
鼠／兔ＩｇＧ、ＪＣ１试剂盒、三磷酸腺苷（ＡＴＰ）试剂盒购
自碧云天公司，ＴＵＮＥＬ试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　实验分组　　按照简单随机抽样将 ＰＣ１２细
胞分为 ４组：Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＯＧＤＰＣ、ＯＧＤ／Ｒ、ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／
Ｒ组，各组细胞处理如图 １所示。Ｃｏｎｔｒｏｌ组：ＰＣ１２细
胞采用完全培养基（９０％高糖培养基＋１０％胎牛血
清），在正常培养条件（温度：３７℃，ＣＯ２浓度：５％）进
行培养。ＯＧＤＰＣ组：ＰＣ１２细胞采用预先缺氧的无糖
无血清培养基在缺氧条件（温度：３７℃，Ｏ２浓度：２％，
ＣＯ２浓度：５％）下培养１ｈ，再用完全培养基正常条件
培养。ＯＧＤ／Ｒ组：ＰＣ１２细胞在缺氧条件下用预先缺
氧的无糖无血清培养基培养４ｈ，再更换为完全培养基
常规培养 ２４ｈ，制备 ＯＧＤ／Ｒ模型。ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ
组：先进行ＯＧＤＰＣ，１ｈ后制备ＯＧＤ／Ｒ模型。即先采用
预先缺氧的无糖无血清培养基在缺氧条件下培养１ｈ，
再用完全培养基在正常条件培养１ｈ，接着制备ＯＧＤ／Ｒ
模型。

１．２．２　Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ标记线粒体　　Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ
（Ｒｅｄ）粉剂用二甲基亚砜溶解为１ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度，再
用完全培养基将其稀释成１０μｍｏｌ／Ｌ的浓度，并加入
ＰＣ１２细胞的培养基中达２００ｎｍｏｌ／Ｌ的终浓度，３７℃
孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗。激光共聚焦显微镜照像，并利
用ＩｍａｇｅＪ软件对所采集图像进行分析。
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图１　各组细胞培养实验过程

１．２．３　透射电镜检查　　在图１所示取样时间点收
集细胞，用 ０．５％戊二醛重悬细胞并离心去上清。加
入３％戊二醛进行预固定，１％四氧化锇再固定。采用
浓度梯度的丙酮逐级脱水，以及脱水剂和环氧树脂不

同比例的混合液处理。包埋后进行超薄切片（厚度

５０ｎｍ），依次进行醋酸铀染色和枸橼酸铅染色。将样
本放到透射电镜下观察并采集图像。

１．２．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　蛋白裂解液
裂解各组细胞，收集蛋白样本。采用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
进行电泳分离蛋白并转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封
闭１ｈ，一抗（兔抗ＯＧＤＨ、鼠抗ＰＤＨＡ１、鼠抗ＣＯＸ４、兔
抗ＨＳＰ６０、鼠抗βａｃｔｉｎ均为１∶１０００，鼠抗αｔｕｂｕｌｉｎ为
１∶２０００）４℃孵育过夜，羊抗鼠／兔二抗（１∶２０００）室
温孵育１ｈ，加入化学发光液置于荧光化学发光分析仪
曝光、显影。利用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析图像并计算
目的蛋白的相对表达量。

１．２．５　ＪＣ１检测线粒体膜电位　　参考试剂盒说明书
操作如下：相应时间点取出细胞培养板，避光环境下加

入提前配置好的１×ＪＣ１工作液，３７℃避光孵育２０ｍｉｎ。
１×染色缓冲液充分洗涤细胞后加入适量完全培养基，通
过倒置荧光显微镜观察并采集ＪＣ１的荧光图像。采用
ＩｍａｇｅＪ软件进行荧光强度分析，线粒体膜电位的相对
值根据红绿２种荧光颜色的对比情况来判断（膜电位较
高时，产生红色荧光；膜电位较低时，形成绿色荧光）。

１．２．６　ＡＴＰ水平检测　　根据试剂盒说明书进行如
下步骤：相应时间点取出细胞培养板置于冰上，加入

ＡＴＰ裂解液进行裂解后转入 ＥＰ管离心并收集上清。
在黑色９６孔板中加入０．１ｍＬ的ＡＴＰ检测工作液，室

温放置５ｍｉｎ除去本底。将２０μＬ的ＡＴＰ样品或标准
品加入已有ＡＴＰ检测工作液的各孔中，用多功能酶标
仪测定相对光单位值。根据标准曲线计算各组细胞

ＡＴＰ含量的绝对值，并将各组测得的 ＡＴＰ含量除以
Ｃｏｎｔｒｏｌ组的ＡＴＰ含量，计算各组ＡＴＰ的相对表达量。
１．２．７　ＴＵＮＥＬ荧光染色　　细胞爬片用０．０２ｍｇ／ｍＬ
蛋白酶Ｋ工作液３７℃孵育１５ｍｉｎ，ＴＵＮＥＬ混合液在
３７℃条件下避光孵育 ６０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染核 ５ｍｉｎ，防荧
光淬灭封片液封片。荧光显微镜观察并照像。

１．２．８　免疫细胞荧光染色与ＴＵＮＥＬ染色的共定位　
　细胞爬片用含０．３％Ｔｒｉｔｏｎ１００的 ＰＢＳ溶液室温孵
育１５ｍｉｎ，１％牛血清室温封闭１ｈ，一抗（兔抗 ＡＩＦ或
ＥｎｄｏＧ浓度均为１∶１００）４℃孵育过夜，羊抗兔荧光二
抗（１∶１０００）室温孵育１ｈ。对已经完成免疫细胞荧光
染色的爬片继续进行 ＴＵＮＥＬ染色。荧光显微镜观察
并照像，利用ＩｍａｇｅＪ软件对图像进行分析。
１．３　统计学分析
　　利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件对实验数据进行统计
分析及柱状图绘制。数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用独立样
本ｔ检验和单因素方差分析，以Ｐ＜０．０５认为差异存在
统计学意义。

２　结果

２．１　各组ＰＣ１２细胞线粒体的形态、数量
　　透射电镜结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＯＧＤＰＣ组的线粒
体主要呈长棒状或线性和球形，肿胀和空泡化少见；

ＯＧＤ／Ｒ组的线粒体肿胀明显，空泡化严重，并出现大面积
的嵴断裂或嵴溶解；与ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ
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组线粒体肿胀及空泡化程度较轻，嵴断裂或溶解的程度

也较轻（图２Ａ）。Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ染色显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及
ＯＧＤＰＣ组相比，ＯＧＤ／Ｒ组和 ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组线粒
体数量减少（Ｐ＜０．０５）；但ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组比ＯＧＤ／Ｒ
组线粒体数量相对增多（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ、Ｃ）。
２．２　各组 ＰＣ１２细胞 ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１、ＣＯＸ４、ＨＳＰ６０

蛋白的表达

　　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＯＧＤＰＣ组相比，ＯＧＤ／Ｒ组的
ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１和ＣＯＸ４蛋白表达量都显著下降（Ｐ＜
０．０５），ＨＳＰ６０蛋白的表达量则显著提高（Ｐ＜０．０５）；
与 ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组的 ＯＧＤＨ、

ＰＤＨＡ１和ＣＯＸ４蛋白表达水平提高（Ｐ＜０．０５），ＨＳＰ６０
蛋白的表达水平下降（Ｐ＜０．０５，图３）。
２．３　各组ＰＣ１２细胞线粒体膜电位及ＡＴＰ产量
　　Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＯＧＤＰＣ组ＪＣ１染色后的红色荧光强
而绿色荧光很弱，２组 ＡＴＰ产量无明显差异；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＯＧＤＰＣ组相比，ＯＧＤ／Ｒ组和 ＯＧＤＰＣ＋
ＯＧＤ／Ｒ组的绿色荧光强度显著升高，而红色荧光强度
有一定幅度降低，红／绿色荧光强度的比值显著降低
（Ｐ＜０．０５），ＡＴＰ产量也显著下降（Ｐ＜０．０５）；与ＯＧＤ／Ｒ组
相比，ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组红／绿色荧光强度的比值升高
（Ｐ＜０．０５），且ＡＴＰ产量提高（Ｐ＜０．０５，图４）。

!"#$%"&

组
'()*+

组
,()-.

组
,()*+/,(0-.

组

+"1$%"2

组
,()*+

组
,()-.

组
,()*+/,()-.

组

+

3

4

5 6 7 8

组别

699

5:9

599

:9

9

;<

;=>

线
粒
体
相
对
数
量

-
?

Ａ：透射电镜显示线粒体的超微结构　箭头：示线粒体；三角形：示线粒体空泡化部分；Ｂ：Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ标记的各组
ＰＣ１２细胞的线粒体；Ｃ：不同组 ＰＣ１２细胞线粒体数量　１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＯＧＤＰＣ组；３：ＯＧＤ／Ｒ组；４：ＯＧＤＰＣ＋
ＯＧＤ／Ｒ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤＰＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较

图２　各组ＰＣ１２细胞的线粒体形态及数量
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＯＧＤＨ和 ＰＤＨＡ１蛋白的表达；Ｂ、Ｃ：定量分析各组 ＯＧＤＨ和 ＰＤＨＡ１蛋白的表达水平；
Ｄ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＯＸ４和ＨＳＰ６０蛋白的表达；Ｆ、Ｇ：定量分析各组ＣＯＸ４和ＨＳＰ６０蛋白的表达水平

图３　各组ＰＣ１２细胞ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１、ＣＯＸ４、ＨＳＰ６０蛋白的表达
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图４　各组ＰＣ１２细胞线粒体膜电位及ＡＴＰ产量

（图４Ｂ、Ｃ续下图）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＯＧＤＰＣ组；３：ＯＧＤ／Ｒ组；４：ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ＯＧＤＰＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较

Ｂ：各组ＰＣ１２细胞ＪＣ１红／绿荧光强度比；Ｃ：各组ＰＣ１２细胞ＡＴＰ产量
续图４　各组ＰＣ１２细胞线粒体膜电位及ＡＴＰ产量

２．４　各组ＰＣ１２细胞的凋亡情况
　　Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＯＧＤＰＣ组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞少见；
ＯＧＤ／Ｒ组和 ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数

量明显增多，细胞凋亡率显著增高（Ｐ＜０．０５）；但
ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组与 ＯＧＤ／Ｒ组相比，细胞凋亡率下
降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＯＧＤＰＣ组；３：ＯＧＤ／Ｒ组；４：ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ＯＧＤＰＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较

Ａ：ＴＵＮＥＬ染色显示各组ＰＣ１２细胞凋亡情况；Ｂ：各组ＰＣ１２细胞凋亡率的定量分析
图５　各组ＰＣ１２细胞凋亡率
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２．５　各组 ＰＣ１２细胞 ＡＩＦ、ＥｎｄｏＧ免疫荧光染色与
ＴＵＮＥＬ染色的共定位

　　ＯＧＤ／Ｒ组 ＰＣ１２细胞的部分 ＡＩＦ、ＥｎｄｏＧ较多聚

集到 ＴＵＮＥＬ染色阳性的细胞核；而与 ＯＧＤ／Ｒ组相
比，ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组的 ＡＩＦ、ＥｎｄｏＧ向 ＴＵＮＥＬ染色
阳性细胞核的聚集减少（Ｐ＜０．０５，图６）。
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１：ＯＧＤ／Ｒ组；２：ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＯＧＤ／Ｒ组比较
Ａ、Ｂ：ＴＵＮＥＬ染色与ＡＩＦ和ＥｎｄｏＧ免疫荧光染色共定位；Ｃ、Ｄ：ＡＩＦＴＵＮＥＬ和ＥｎｄｏＧＴＵＮＥＬ共定位细胞在凋亡
细胞中的百分比

图６　各组ＰＣ１２细胞的ＡＩＦ和ＥｎｄｏＧ免疫荧光染色与ＴＵＮＥＬ染色共定位

９６７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）



３　讨论

　　维持线粒体结构和功能的完整是保护脑Ｉ／Ｒ的重
要措施。线粒体的不同形态，尤其是线粒体嵴的完整

程度，与多种生理和病理条件有关。细胞ＡＴＰ的产生
紧密依赖于线粒体结构和功能的完整性，线粒体嵴的

形态和重构反映了线粒体的功能［９］。细胞实验表明，

短暂的ＯＧＤＰＣ可以使细胞在随后较长时间的ＯＧＤ／Ｒ
中增加Ａｋｔ和ＧＳＫ３β的活化、上调Ｎｏｔｃｈ１的表达和提
高细胞活力［１０－１１］，但ＯＧＤＰＣ对ＯＧＤ／Ｒ损伤后细胞中
线粒体结构和功能的影响尚未阐明。本研究在 ＰＣ１２
细胞上建立 ＯＧＤ／Ｒ模型，模拟神经元在 Ｉ／Ｒ损伤中
线粒体的变化。结果发现，在 ＯＧＤ／Ｒ损伤之前进行
ＯＧＤＰＣ干预可使 ＰＣ１２细胞的线粒体空泡化程度降
低、线粒体嵴断裂或溶解减少，且线粒体数量增多。这

提示ＯＧＤＰＣ可减轻ＯＧＤ／Ｒ损伤引起的ＰＣ１２细胞的
线粒体结构破坏和数量减少。

　　线粒体功能障碍被认为是诱导脑Ｉ／Ｒ损伤的关键
因素［１２］。当线粒体功能活跃时，线粒体膜电位较高，

ＡＴＰ产量也较多；当线粒体功能减退时，线粒体膜电
位下降甚至消失，ＡＴＰ产量也迅速下降。一旦 ＡＴＰ合
成受阻，能量供应急剧下降，不仅引起细胞功能障碍，

甚至导致细胞死亡。同时，一些线粒体相关蛋白的表

达也可以间接反映线粒体的功能状态。ＯＧＤＨ是三羧
酸循环中的一个关键调控酶，可以通过感知细胞能量

的状态，调节线粒体代谢。有研究发现，上调 ＯＧＤＨ
活性时，ＮＡＤＰ＋／ＮＡＤＰＨ比值下降，ＡＴＰ产生增加，线
粒体功能增强［１３］。ＯＧＤＨ缺乏时，可诱发神经系统疾
病，主要表现为发育迟缓、肌张力障碍、乳酸血症

等［１４］。ＰＤＨＡ１是ＰＤＨ复合体的重要组成部分之一，
增强ＰＤＨＡ１的活性可促进葡萄糖酵解向有氧氧化的
转移，从而增加细胞ＡＴＰ产能。当ＰＤＨＡ１缺乏时，丙
酮酸大量堆积，并转化为乳酸造成酸中毒。ＣＯＸ４是
线粒体生物遗传的标志之一，对维持细胞及线粒体结

构的稳定具有重要意义，其活性关系线粒体的氧化磷

酸化及 ＡＴＰ生成的水平［１５］。ＨＳＰ６０是一种伴侣蛋
白，主要分布在线粒体基质中，其通常被用作线粒体应

激强度和损伤的可靠指标［１６］。本研究发现，ＰＣ１２细
胞在ＯＧＤ／Ｒ损伤后，线粒体膜电位及 ＡＴＰ水平都严
重下降，ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１和 ＣＯＸ４蛋白水平也下降，但
ＨＳＰ６０蛋白水平上升，表明 ＯＧＤ／Ｒ能明显引起 ＰＣ１２
细胞的线粒体功能障碍。经 ＯＧＤＰＣ干预的 ＰＣ１２细
胞在受到ＯＧＤ／Ｒ损伤时，线粒体膜电位和 ＡＴＰ水平
及ＯＧＤＨ、ＰＤＨＡ１、ＣＯＸ４蛋白水平明显高于 ＯＧＤ／Ｒ
组，而 ＨＳＰ６０蛋白水平显著低于 ＯＧＤ／Ｒ组。以上结

果说明ＯＧＤＰＣ可能通过调控线粒体相关蛋白的表达
改善ＯＧＤ／Ｒ损伤引起的线粒体功能障碍。
　　细胞凋亡主要由外源性途径（死亡受体途径）、内
源性途径（线粒体途径）以及内质网途径进行调控［１７］。

ＡＩＦ是参与线粒体凋亡途径的重要因子。在没有凋亡
刺激的情况下，ＡＩＦ对于线粒体获取能量以及电子传
递链的功能至关重要，使 ＡＩＦ成为生存的必要蛋
白［１８］。但在凋亡刺激存在的情况下，线粒体ＡＩＦ则被
水解为具有凋亡潜能的蛋白质，从线粒体易位到胞核，

并在此基础上诱导相应 ＤＮＡ片段化［１９］。有研究表

明，ＡＩＦ的过表达加重新生小鼠缺氧缺血性脑损
伤［２０］，ＡＩＦ有望成为治疗围生期缺氧缺血性脑损伤有
前景的靶点［２１］。然而，ＡＩＦ的核易位对 ＯＧＤ／Ｒ损伤
神经细胞的影响及机制尚不清楚。ＥｎｄｏＧ是ＡＩＦ介导
的细胞凋亡途径中的重要调节因子之一［２２］。线粒体

损伤后，ＡＩＦ与 ＥｎｄｏＧ都可从线粒体开放膜孔进入到
细胞质，并最终转入到细胞核，从而加速细胞凋亡［２３］。

本实验结果显示，ＯＧＤ／Ｒ损伤诱发细胞凋亡，部分
ＡＩＦ和 ＥｎｄｏＧ向 ＴＵＮＥＬ染色阳性的细胞核聚集；与
ＯＧＤ／Ｒ组相比，ＯＧＤＰＣ＋ＯＧＤ／Ｒ组细胞凋亡率下降，
ＡＩＦ和 ＥｎｄｏＧ向细胞核聚集减少。由此可推测，
ＯＧＤＰＣ减少 ＯＧＤ／Ｒ损伤引起的细胞凋亡机制可能
与抑制ＡＩＦ和ＥｎｄｏＧ的核转位有一定联系，其可能通
过这种方式减少线粒体途径介导的内源性细胞凋亡。

然而，其确切的机制仍有待进一步研究。

　　综上所述，本研究在 ＰＣ１２细胞水平证实 ＯＧＤＰＣ
可减轻 ＯＧＤ／Ｒ损伤导致的线粒体结构破坏和功能障
碍，减少细胞凋亡，其机制可能与调控线粒体相关蛋白

和抑制线粒体 ＡＩＦ、ＥｎｄｏＧ的核转位有关。但本实验
仅在细胞水平进行研究，未在动物水平进一步探讨其

机制，为本实验的不足之处。本课题组下一步将在动物

水平探讨ＩＰＣ对Ｉ／Ｒ损伤后线粒体质量控制的影响及
机制，为临床ＩＰＣ用于防治脑缺血提供更多实验依据。
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