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ACEA改善线粒体复合体活性诱导神经保护作用研究 *
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摘要目的：探讨线粒体复合体活性对大麻素 CB1受体选择性激动剂 ACEA神经保护作用的影响。方法：将原代大鼠皮层神经元

分为 4组：对照组(Control)、氧糖剥夺组(OGD)、ACEA+OGD组和溶剂(Vehicle)+OGD组，分别检测各组神经元损伤程度和线粒体

复合体 I、II和 IV的活性。为进一步证实线粒体复合体活性对 ACEA神经保护的影响，将原代大鼠皮层神经元分为 5组：对照组

(Control)、氧糖剥夺组 (OGD)、ACEA+OGD组、线粒体复合体 I抑制剂 (rotenone)+ACEA+OGD组和线粒体复合体 II抑制剂

(TTFA)+ACEA+OGD组，检测和比较各组神经元细胞的损伤情况。结果：在 OGD后 24小时，ACEA明显增加神经元活性，减少

LDH释放，降低神经元凋亡率(P<0.05)，改善 OGD损伤后线粒体复合体 I和 IV的活性(P<0.05)，而对复合体 II的活性没有影响；

rotenone可以部分逆转 ACEA的神经保护作用(P<0.05)，但 TTFA却没有这一作用。结论：ACEA可以诱导神经保护作用，其机制

是与改善线粒体呼吸链复合体活性有关。
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Effect of Mitochondrial Complex Activity on ACEA-induced
Neuroprotection*

To investigate the effect of mitochondrial complex activity on cannabinoid CB1 receptor selective agonist

ACEA-induced neuroprotection. The primary rat cortical neurons were divided into 4 groups: control group, OGD group,

ACEA+OGD group and Vehicle+OGD group. The levels of neuron damage and the mitochondrial complex I, II and IV activity were

detected respectively. To further confirm the effect of mitochondrial complex activity on ACEA neuroprotection, the primary rat cortical

neurons were divided into 5 groups: Control group, OGD group, ACEA+OGD group, mitochondrial complex I inhibitor

rotenone+ACEA+OGD group and mitochondrial complex II inhibitor TTFA+ACEA+OGD group. The levels of neuron damage were

detected and compared between different groups. ACEA increased the cell viability, attenuated the LDH release and reduced the

apoptosis rate of neurons at 24 h after reoxygenation (P<0.05). Moreover, ACEA improved the activity of mitochondrial complex I and

IV after OGD injury (P<0.05), but had no effect on the activity of mitochondrial complex II. The protective effects of ACEA were

partially abolished by mitochondrial complex I inhibitor rotenone (P<0.05), while they were not reversed by mitochondrial complex II
inhibitor TTFA. ACEA could induce neuroprotective effects by improving mitochondrial complex activity.
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前言

脑卒中已成为目前中国人群的第一位死因，严重危害国人

健康[1]。目前唯一得到认可并已进行临床应用药物是组织型纤

溶酶原激活剂(tissue plasminogen activator，tPA)，但此药物仅使

4.5 %患者受益[2，3]，因此，探索脑卒中防治措施一直是神经保护

领域研究的热点问题。

线粒体不仅是细胞的能量工厂，还参与氧化应激和程序性
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细胞死亡等生理活动[4，5]。在脑缺血再灌注等病理过程中，细胞

线粒体功能损伤主要表现为细胞线粒体呼吸链复合体活性降

低，造成电子传递障碍，引起活性氧(Reactive oxygen species，

ROS)大量产生，这是造成脑缺血再灌注损伤的主要因素[6-8]，但

目前仍然缺少安全有效的干预线粒体复合体活性的方法。

最近研究显示内源性大麻素对线粒体功能具有显著的调

节作用[9]。然而，脑缺血再灌注损伤后，激活大麻素受体是否可

以调节线粒体复合体活性仍不清楚。因此，本研究选择原代大

鼠皮层神经元氧糖剥夺 (Oxygen-glucose deprivation，OGD)模

型，应用大麻素 CB1受体选择性激动剂 ACEA，观察其是否通

过改善线粒体复合体活性进而产生神经保护作用，以期为临床

提供新的干预靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

新生 24小时内 SD大鼠由第四军医大学实验动物中心提

供；CB1 受体激动剂 ACEA 和胎牛血清购自美国 Sig-

ma-Aldrich公司；高糖 DMEM培养液、无糖厄尔平衡盐溶液、

胰蛋白酶和阿糖胞苷购自美国 Invitrogen公司；线粒体分离试

剂盒购自德国 Qiagen公司；CCK-8试剂盒和 LDH细胞毒性检

测试剂盒购自中国碧云天公司；Annexin-V/PI流式细胞凋亡染

色试剂盒购自德国 Bender公司；NADH脱氢酶活性检测试剂

盒和细胞色素 C氧化酶活性检测试剂盒购自美国 GENMED

公司；琥珀酸脱氢酶活性检测试剂盒购自中国南京建成生物公

司；活化 caspase-3抗体购自美国 Cell Signaling公司；GAPDH

抗体和 HRP二抗购自中国康为世纪公司；酶标仪购自美国

Biotek公司；流式细胞仪购自美国 BD公司；蛋白质电泳转膜

装置和凝胶成像化学发光仪购自美国 Bio-Rad公司。

1.2 实验方案

1.2.1 ACEA对 OGD损伤的神经保护作用 将原代大鼠皮层

神经元细胞分为 4组：对照组 (Control)、氧糖剥夺组(OGD)、

ACEA+OGD组和溶剂(Vehicle)+OGD组。Control组细胞不收

到任何处理；另外 3组细胞均接受 OGD处理 3小时，在 OGD

处理结束复氧复糖的同时向后两组细胞中分别加入 1 滋M
ACEA和等量的溶剂 (5 % DMSO)。在复氧复糖后 24小时，

WST-8法检测各组细胞活性，同时检测乳酸脱氢酶(Lactate de-

hydrogenase，LDH)释放量和流式细胞凋亡率。

1.2.2 ACEA在调节 OGD后线粒体呼吸链复合体活性中的作

用 原代细胞分组及处理同前。在 OGD损伤复氧复糖后 24

小时，分离提取每组神经元细胞线粒体，分别测定其复合体 I、

II和 IV的活性。

1.2.3 线粒体呼吸链复合体在 ACEA神经保护中的作用 为

了证实线粒体呼吸链复合体在 ACEA神经保护中的作用，原

代大鼠皮层神经元细胞被分为 5组：对照组(Control)、氧糖剥夺

组 (OGD)、ACEA+OGD 组、复 合体 I 抑制剂 (rotenone)

+ACEA+OGD组和复合体 II抑制剂(TTFA)+ACEA+OGD组。

对照组不接受任何处理；另外 4组细胞均接受 OGD处理 3小

时后复氧复糖 24小时；后 3组细胞均在复氧复糖的同时给药，

给药剂量为 ACEA 1 滋M，rotenone和 TTFA均为 10 滋M。在复
氧复糖结束后，WST-8法检测各组细胞活性，同时检测 LDH释

放量和凋亡蛋白活化的 caspase-3表达。

1.3 方法

1.3.1 原代大鼠皮层神经元培养 用 75 %酒精将新生 24小

时内 SD大鼠全身消毒，断头取出完整脑组织，确保全程无菌，

小心取出皮层组织，充分剪碎后胰蛋白酶溶液消化，过滤后收

集细胞悬液，加入阿糖胞苷用来抑制除神经元外其他细胞的过

度生长。

1.3.2 细胞线粒体提取 使用差速离心法分离提取线粒体，简

述为用细胞裂解液重新悬浮裂解细胞，在 4℃分别使用 1000

× g转速离心 10分钟、6000× g转速离心 10分钟和 14000 × g

转速离心 15分钟，每次均去除上清液，最后一次离心后所得沉

淀即为分离纯化的线粒体。

1.3.3 细胞活性分析 (WST-8法) 将细胞接种在 96孔板中，

按照 CCK-8细胞活性检测试剂盒说明书进行实验流程，最后

使用酶标仪在 490 nm波长处测量每组细胞吸光度值。

1.3.4 LDH释放测定 将细胞接种在 24孔板中，按照分组处

理完各组细胞后，吸出每孔细胞上清液，按照试剂盒说明，测定

细胞上清液中 LDH含量。

1.3.5 流式细胞凋亡检测 分别将各组细胞在缓冲液中悬浮，

调节其密度为 1× 106个 /mL。随后将 100 滋L细胞缓冲液加入到
配好的染色液(5 滋L异硫氰酸荧光素标记的抗 annexin-V抗体

及 2 mL碘化丙啶溶液)中混匀，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3.6 线粒体呼吸链复合体 I、II和 IV活性分析 分别按照线

粒体 NADH脱氢酶(复合体 I)、琥珀酸脱氢酶(复合体 II)和细胞

色素 C氧化酶(复合体 IV)活性检测试剂盒说明书操作。

1.4 统计学分析

使用 SPSS13.0软件对实验数据进行统计分析。每组统计

数据均以均数± 标准差(x± SD)表示，多组间计量资料比较采

用单因素方差分析，进一步两组间比较采用 SNK-q检验，以 P<
0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 ACEA减轻神经元细胞 OGD损伤

OGD 损伤复氧复糖后 24 小时，ACEA 处理明显改善神

经元活性(P<0.05，n=8)，减少 LDH释放量(P<0.05，n=6)，降低
神经元凋亡率 (P<0.05，n=5)，而溶剂(Vehicle)却没有相应作

用，见图 1。

2.2 ACEA改善 OGD损伤后线粒体呼吸链复合体活性

在 OGD损伤复氧复糖后 24小时，线粒体复合体 I、II和

IV的活性较对照组降低(P<0.05)。ACEA可以改善复合体 I和

IV的活性(P<0.05)，却没有增加复合体 II的活性；溶剂(Vehicle)

对复合体活性没有改善，见图 2。

2.3 线粒体复合体抑制剂对 ACEA神经保护作用的影响

在 OGD损伤复氧复糖后 24小时，线粒体复合体 I抑制剂

rotenone 可以部分逆转 ACEA诱导的神经元活性增加(n=8)、

LDH释放量(n=6)和凋亡蛋白 Cleaved caspase-3(Cl. Cas-3)表达

(n=4)减少，但线粒体复合体 II抑制剂 TTFA却没有这一作用，

差异具有统计学意义(P<0.05)。见图 3。

3 讨论
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图 1 ACEA增加 OGD损伤后神经元活性，降低 LDH释放和神经元凋亡率

Fig.1 ACEA increased cell viability, attenuated LDH release and decreased apoptotic rate

Note: Data were expressed as x± SD, *P<0.05.

图 2 OGD损伤复氧复糖后 24小时线粒体复合体 I、II和 IV活性检测

Fig.2 Detection of neuronal mitochondrial complexes I, II and IV at 24 h after reoxygenation

Note: Data were expressed as x± SD, n=6, *P<0.05.

本研究所采用的 OGD模型是一种在体外模拟脑缺血再灌

注损伤的经典模型，已经被研究者广泛使用[10,11]。我们在前期研

究中探索了 OGD神经元细胞损伤的最佳时间点，发现给予细

胞剥夺氧和糖 3小时，复氧复糖 24小时可对神经元细胞造成

有效损伤，能更好的模拟体外缺血损伤。本研究所使用的检测

神经元损伤的方法包括WAT-8法测定神经元活性，比MTT法

更灵敏、更易溶、更稳定[12，13]；LDH释放实验和流式细胞凋亡检

测均可以有效检测细胞损伤程度 [14，15]。实验结果显示大麻素

CB1受体选择性激动剂 ACEA能够诱导神经保护作用，表现

为神经元细胞活性增加、LDH释放量降低和细胞凋亡减少，说

明 ACEA可以在体外诱导神经保护作用，但其机制仍不清楚。

线粒体作为细胞内的能量工厂，能够通过氧化磷酸化作用

产生 ATP，为细胞进行增殖、分化等生理活动提供能量。除此之

外，线粒体还可调节细胞分化及信息传递、程序性细胞死亡和

氧自由基的产生等过程。脑缺血再灌注损伤等病理过程会造成

线粒体结构、形态和功能异常，诱导凋亡级联反应，最终造成整

个细胞损伤、凋亡。既往研究表明 ROS的大量产生可以诱导线

粒体通透性转换孔 (Mitochondrial permeability transition pore，
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图 3线粒体复合体 I和 II抑制剂对 ACEA神经保护作用的影响

Fig.3 Effect of mitochondrial complex I and II inhibitors on ACEA-induced neuroprotection

Note: Data were expressed as x± SD, *P<0.05.

MPTP)开放，引起细胞色素 c等促凋亡因子从线粒体释放，并

造成线粒体功能丧失，这是导致脑缺血再灌注损伤的主要因素
[7，16，17]。在细胞内，ROS主要在线粒体呼吸链的电子传递中产

生。因此，各种因素引起的线粒体呼吸链复合体活性异常可造

成呼吸链电子传递障碍，进而诱导 ROS产生[18-20]，造成神经细

胞损伤。

位于线粒体内膜上的线粒体呼吸链由 5个复合体组成，电

子依次经过复合体进行传递，最终与 O2结合生成 H2O产生

ATP为细胞进行生命活动提供能量[21，22]。目前的研究认为线粒

体呼吸链可分为主呼吸链和次呼吸链，电子主要经由主呼吸链

进行传递，而很少通过次呼吸链进行传递[23]。主呼吸链由复合

体 I、III和 IV组成，电子经由复合体 I开始依次进行传递；次呼

吸链由复合体 II、III和 IV组成，电子经由复合体 II开始依次

进行传递[23]。本实验中，在原代大鼠皮层神经元 OGD损伤复氧

复糖后 24小时，各组细胞线粒体被分离纯化，用于检测呼吸链

复合体 I、II和 IV的活性。本研究结果表明 OGD损伤后线粒体

呼吸链复合体 I、II和 IV的活性降低，给予 ACEA可以改善复

合体 I和 IV的活性，而却没有改变复合体 II的活性。究其原因

可能是在 OGD损伤后，ACEA主要改善了经由复合体 I开始

的线粒体主呼吸链的电子传递，但却对经由复合体 II开始的次

呼吸链的电子传递没有影响。

随后，我们分别使用了线粒体呼吸链复合体 I和 II的抑制

剂来研究主、次呼吸链电子传递起始端的两个复合体是否参与

了 ACEA 的神经保护作用。实验结果显示复合体 I 抑制剂

rotenone仅能部分逆转 ACEA诱导的神经保护作用，而 ACEA

的神经保护作用却不能被复合体 II抑制剂 TTFA所影响。这部

分结果不仅证实了 ACEA能够调节神经元细胞 OGD损伤后

线粒体复合体活性从而发挥神经保护作用，也明确了 ACEA

主要通过改善神经元线粒体主呼吸链而非次呼吸链的电子传

递来部分实现其神经保护作用的。

综上所述，ACEA可以诱导神经保护作用，其机制是通过

改善线粒体呼吸链复合体活性，促进线粒体主呼吸链的功能改

善来部分实现的。
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