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梓醇对氧糖剥夺诱导 PC1 2 细胞凋亡的保护作用

汪 卓 安利佳 段延龙 李亚晨 姜 波

(大连理工大学生物科学与工程系 大连 1160 24)

摘要 目的 : 观察梓醉甘氧糖剥夺(O G D) 诱导 PC 12 细胞凋亡的保护作用
,

方法
:

采用 Hoe ch st 33 25 8 D NA 染色法
,

四甲基偶氮吐盐

(MT T) 检侧 细胞活性 ;化学比色法刚 定乳酸脱氢酶(L D H )的释放量
,

用流式细胞技术检测细胞调亡 比例 以及 P53 和 Bc l
一

2 蛋 白

结果 : O G D 可导致 PC 12 细胞活力明显下降
,

LD H 释放量增加
、

P53 蛋白表达上升
,

Bcl
一

2 蛋白表达下降
。

梓醉可明显改善细胞形

态结构
,

显著降低 LD H 释放量
、

降低 P5 3 蛋白的表达
,

提高Bc l一 蛋白的表达
,

降低细胞凋亡率
。

结论
:

梓醉通过调节细胞凋 亡相

关基因的表达而抑制细胞调亡
。
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前言

缺氧缺糖是缺血性神经元损伤的主要原因
,

氧糖剥夺

(o x yg e n a n d G lu e o se D ep riva tio n ,

o G D ) 是常用的体外缺血模

型
,

可导致线粒体功能障碍和凋亡的发生川。

但其具体机制尚未

完全明了
。

梓醇是一个小分子环烯迷菇类化合物
,

体外实验表

明其具有抑制细胞凋亡作用‘2 1。 已有的研究还显示
.

梓醇有抗

炎
,

拮抗细胞内 C az+ 活性的功能眯 4{。 木实验用具有神经元结构

和功能特性的PC 12 细胞
,

建立 OG D 损伤模型
,

来探讨梓醇对

培养 PC 12 细胞在缺血再灌损伤中的作用及其可能的机制
。

PC 12 细胞是从大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤中分离出来的
.

分

化的 PC提 细胞在形态和功能土具有典型的神经细胞特征
,

作

为体外模型被广泛地用于神经细胞凋亡 lsl 。

因此
,

木研究采用

PC 12 细胞的缺血模型
,

来研究梓醇对缺血导致 PC1 2 细胞损伤

的保护作用
。
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1 试剂与设备

大鼠嗜铬细胞瘤 PC 12 细胞 (上海细胞库 ); 精制胎牛血

清
、

D M EM 培养基 (G ibc o 公司 ); 二甲基亚矾 (D MSO )(东方科

技公司 ); 青霉素
、

链霉素(大连制药厂 ); MTT (Si 脚
a 公司卜

LD H 试剂盒(南京建成生物工程研究所 ); P5 3
、

Bc l
一

2 抗体(Sa n -

ta C ru z 生物技术公司 ) ;无糖 D M EM (G ib e o )
,

密闭缺氧箱 (自

制)
。

1
.

2 细胞培养

PC1 2 细胞 培养于含体积 分数 10% 灭 活 胎牛 血清的

D M EM 培养基中
,

于 37 ℃
、

体积分数 5 % CO :

条件下培养
。

选

取对数生长期细胞实验
。

1
.

3 实验分组及氧糖剥夺模型制备

细胞以 S X 10 4/ m l的密度接种于 24 孔板
,

培养 2 4 h 后进

行实验
。

实验分为 3 组
:

(l )正常对照组 (C on tro !组 ); (2) 氧糖剥

夺模型组 (OG D 组); (3)梓醇治疗组 (C a ta lpo l组 )
。

侮组 设 1 1

孔
,

氧糖剥夺在厌氧培养箱进行
。

将 O G D 组的培养液换为无糖

的 D M E M 液
,

将培养物放人缺氧罐内
,

向罐内通入含 95 % N Z

和 5% CO :

的混合气体
,

当箱内氧浓度低于 1%时
,

夹闭罐的出

口与人 口
,

37 ℃培养 3 h
,

氧糖剥夺结束
,

将培养物从缺氧罐中

取出
,

将无糖 D M EM 液换为无血清培养液
,

置于正常条件培养

箱中
、

继续培养 18 h
。

梓醇组川同样的方法造模
,

在培养物开始



氧糖剥夺前
,

将梓醇加人培养孔中
,

使其终浓度分别为

。
.

1
,

l
,

】o
,

100 。岁m l
.

正常对照组不进行氧糖剥夺
,

而是换为

无血清的 D M EM 液
,

置于正常条件培养箱中培养
。

1
.

4 细胞形态学观察

细胞以 s x 10V ml 的密度接种于 24 孔板
,

培养 24 h
.

加人

终浓度为 10 。创m l梓醇于 OG D 结束后
,

以 4%的多聚甲醛磷

酸缓冲液固定细胞 30 m in
,

吸去多聚甲醛后用 PBS 洗 3 次
,

加

人终浓度为 5 。 留m lH o e ehst 332 58 在暗处染色 l h
,

在荧光显

微镜下观察凋亡细胞核的变化
。

1
.

5 PC 12 细胞活性和 LD H 释放t 测定

PC 12 细胞活性检测按文献 151 进行 M竹 比色分析
。

LD H

(lac ta te de hyd ro g e n

ase
,

LD H )释放量(re lease )测定
,

取实验 2 4 孔

培养板的培养上清液 5 0 ” !
,

按试剂盒说明书操作
。

1
.

6 流式细胞仪分析细胞凋亡比例

收集各种处理的细胞及对照细胞
,

1 000 r /m in 离心 10

m in
,

PB s洗 3 次
。

用 70 %乙醇固定单细胞悬液
,

4 ℃保存
。

染

色前用PB S 漂洗
,

离心沉淀除去固定液
,

加人 RN A se 至终浓度

50 m g /L
,

3 7 ,C水浴 30 m in
。

加人碘化丙咤(Pl)至终浓度为 50

m g/L
,

4℃避光 30 m in 后
,

用流式细胞仪进行检测协l
。

1
.

7 流式细胞仪分析 P53
、

B el
一

2 蛋白

流式细胞仪分析 P53
、

B cl一 蛋白水平按文献l刀介绍的方法

操作
。

收集细胞
,

用冷 PB S 洗三次
,

然后用 2%多聚甲醛固定

20 m in
,

用 0
.

5% T rito n X
·

100 处理后加人 l : 10 0 稀释的 P5 3
、

B cl
一

2 一抗孵育 lh
,

随后用荧光标记的相应二抗在室温下暗处

孵育45 m in
。

用 PB S 洗
,

流式细胞仪测定
、

分析光密度
。

1
.

8 统计学处理

将对照组
、

缺血组和梓醇治疗组所测得的数据进行单因素

方差分析和 q 检验
,

比较各组间的差异显著性
,

结果用表示
。

2 结果

2
.

1 细胞形态学的观察

H o e eh st 332 58 荧光染色表明
,

O G D 损伤组的细胞发生了

明显的凋亡特征
,

染色质固缩
,

细胞核呈致密浓染
,

或呈碎块状

致密浓染
,

产生凋亡小体
。

梓醇不仅可以降低染色体的浓缩程

度
,

而且也可以减少凋亡小体的数量
。

表明梓醉对 O G D 诱导的

PC 12 细胞凋亡有抑制作用(图 l)
。

2
.

2 梓醉对叙糖剥夺诱导 PC 12 细胞损伤的保护作用

由表 1结果可见 OG D 损伤组的细胞活力下降
.

LD H 释放址升

高
,

表明细胞明显损伤
。

而梓醇在 0.l
,

1
,

10
,

100 。留ml 浓度可减少细

胞活力的下降袱LD H 的释放量
,

其中以 100 。创m L浓度组保护作

用最强
,

与OG D 组比较差异有显著性
,

而 0.l 。创m !组虽可减少细

胞活力的下降
,

但与OG D 组比较差异无显著性伊>0 .0 5)0 提示梓醉

对 O G D 诱导 PC IZ细胞白懒佼雨
.

显著的保护作用
。

2. 3 流式细胞仪检测 PC 12 细胞凋亡比例

如图 1所示
,

由流式细胞仪检测 DN A 分布图谱可见
,

氧糖

剥夺 3 h 复氧 1s h 后
,

PC 12 细胞在 G O/G 】峰前有明显的亚二

倍体峰
,

说明 OG D 可诱导 PC1 2 细胞凋亡(图 ZB ); 加人梓醉

100 ,
叭 可显著减小亚二倍峰的峰面积

,

细胞凋亡 比率由

(15
.

4 士1
.

8 )% (图 ZB )降低到(6
.

3 士0
.

16 )%(图
.

2 C)
,

与 O G D 组比

较 P < 0 .0 5
。

进一步表明梓醇能够明显抑制 O G D 诱导的 PC1 2

细胞凋亡
。

2
.

4 梓醉对 PC 12 细胞 P53 和 B cl
一

2 蛋白的影响

如表 2 所示
,

经流式细胞仪检测
,

对照组中 P53 染色阳性

细胞比率为(0. 8士0. 03 )%
,

在氧糖剥夺 3 h 复氧 18 h 后
.

P” 染

色阳性细胞 比率升高到 (5 .9 士0. 0 7 )%
。

在加人 0
.

1
,

1
,

】0
,

100 。岁m L 梓醇后
.

P53 蛋自水平显著下降
。

‘ t
八】 月俄 孟咨丢 ‘声 、沪 、J .

‘
J 】, 名口J 吕公二 、

户

, 宁 曰甲 !刀‘, J ’告七盔

C CatalPo l

矛、 声 ,J ”叹到以 . J 、J 、. ‘沪 ,双 口J 目日 、曰 , 平 曰甲 p 卜刀 ~ 翻目

A C o n tT O I B CK〕O

图 1 Hoc hcst 33 2 5 8染色

Fig u re l H oe ehe st 3 3 2 5 8 stain in g

A e o n tro l B (刃 D C ca ta IPO I

圈 2 流式细胞仪检测 PC 12 细胞凋亡比例

Fig ure 2 The ape Pto s is ra te w as m eas
u
喇

byfl o w eyt om e try a n alys is (FCM )
.

表 l 梓醉对〔减〕O 诱导 PC 12 细胞损伤的保护作用

T a ble l Pro ree tive a etio n o fea talPO Io n PC l2 in d u ee d by 《叉〕D

G ro u P

C o n tr o !

D o se (。留n ll) 0 D 57 0 L D H

O G D

OG D + C a ta po l

O G D + C a taPO I

O G D + Cata pe l

O G D + C at apo l

0
.

7 2士0
.

0 3 1

0
.

30 士0
.

04 6 *

0
.

34 士0
.

0 34

0
.

37士 0
.

04 4 * *

0
.

74士0
.

0 55
* *

0
.

80士 0
.

0 54 * .

1 10
.

34士 4
.

18

22 5
.

9 1士7
.

35 *

2 15
.

77士 2
.

55

17 1
.

3 8士3
.

26 * *

115
.

7 5士2
.

66 * *

96
.

50 士2
.

9 6 中*

0.1110100

与
eo n

tro l组相比
* P< 0乃5

,

与 (刀D 组相比 二P< 0
.

0 5
.

* P<0
.

0 5
,

a s eo m Pa re d to e o n rro lg r o u P: 二P< 0
.

0 5
,

as e om Pa re d to () 6 D
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表 2 梓醇对 B e l
一

2
、

P5 3 的影响

T able 2 E ffe e to fea ta lPo lo n the Pro te in o f B e l
一

2 a nd P5 3

G ro uP D o se (” g/ m l)
Le vels o fPro te in(% )

P53 B el
一

2

C o n tro !

O G D

O G D + C a taPo l

OG D + C at a Po l

O G D + C a taPo l

OG D + C ata Po l

l

10

100

0
.

8士0
.

03

5
.

9 士0
.

0 7 *

5
.

1士 0
.

0 5 * *

4
.

8士0刀9 * *

4
.

6 士 0
.

0 8 * *

1
.

1士 0
.

0 2 * *

7 2
.

5 士4
.

7

35
.

7士 1
.

3 *

4 0
一

2 士 2
.

】* *

4 9
.

3 士 3
.

2 * *

58
.

9士 4
.

2 * *

6 4
.

8士 4
.

4 * *

与
e o ntr o l组相比

* P< 0
‘

0 5
,

与 (刀 D 组相比
* * P< 0 刀5

-

* P< 0
,

0 5
, as e o m Pa re d to eo n tro lg ro u P; * * P< 0

,

05
,

as e o m Pare d to (X 〕D

经流式细胞仪检测
,

对照组中 B d
一

2 染色阳性细胞比率为

(72
.

5士4
.

7 )%
,

在氧糖剥夺 3 h 复氧 18 h 后
,

B cl
一

2 染色阳性细

胞 L匕率降低到(3 5
.

7 士 1
.

3 )%
。

在加人 0 1
,

l
,

10
,

100 , g/ m L 梓

醇后
,

Bd
一

2 蛋白水平显著上升
。

3 讨论

木实验研究结果 显示
,

缺血导致 PC 12 细胞活性降低
,

LD H 大量释放
,

L D H 释放量可反映细胞膜对 LD H 的渗漏程

度
,

既反映膜的通透性
、

完整性 阴。

从结果可以看出梓醇各浓度

组能明显减少细胞活力的降低和 LD H 的释放
,

通过 H oe c hs t

33 2 58 染色法观察到蓝色荧光明显减弱
,

出现凋亡小体的细胞

明显减少 ;通过流式细胞仪检测凋亡比例发现
,

PC 12 细胞的凋

亡比例明显降低
,

说明梓醇明显抑制缺血诱导 PC1 2 细胞凋

亡
。

脑缺血再灌注后细胞凋亡呈一个动态发展过程
,

缺血再灌

注加速了细胞凋亡的发展
,

细胞凋亡的发展伴随着促凋亡基因

表达的增加及抗凋亡基因表达的减少
。

be l
一

2 与 P53 是缺 血性

脑损伤中重要的凋亡调控基因
。

P53 是促凋亡基因
,

它是导致

脑局灶性缺血后大脑皮质神经元死亡的主要原因四
。

正常情况

下
,

P” 于组织 中有广泛而极低量的表达
,

这是非诱导状态

P5 3
.

在稳定染色体 D N A
、

防止基因突变方面起重要作用
。

如果

细胞 D N A 巡受缺血损伤时
,

P53 可作为转录因子诱导其下游

基因表达如对 be l
一

2 的表达有抑制作用
.

引起细胞周期停滞或

细胞凋亡l”I。 be l
一

2 为抗凋亡基因
,

定位于线粒体上
,

其功能是维

持线粒体膜的完整性
,

控制着线粒体的深透转换(Pe rm eab ili tyt

Ran sit io n) 和离子
、

蛋白的外流
。

阻止线粒体膜整合蛋自的释放
,

尤其是细胞色素 C 的释放
。

而细胞色素 C 可激活 c as pas e 家

族
,

进而激活下游信号通路
,

导致细胞凋亡
。

因此 be l
一

2 通过抑

制细胞色素 C 的释放
,

从而阻断 c as pas e 的激活
,

最终表现出

凋亡抑制活性1121
。

木实验结果表明
.

缺 血能导致 PC1 2 细胞 be l
一

2 蛋白水平

降低
,

梓醇对缺血后 be 卜2 蛋白的表达有明显升高作用
,

从而对

缺血后细胞凋亡起到了一定的抑制作用
。

缺血可使 PC 12 细胞

中 P53 蛋自的表达增高
,

而梓醇可使缺血后升高的 P53 蛋白的

表达有所下降
。

提示 P” 蛋白的高表达参与细胞凋亡的发生
,

梓醇对 P” 蛋自的高表达有明显的抑制作用
,

所以其拮抗缺血

后的细胞凋亡的作用
.

可能是通过抑制 P53 基因蛋白高表达实

现
。

因此我们可以判断
,

梓醇通过调节细胞凋亡相关基因的表

达而抑制细胞凋亡
,

具有良好的保护脑缺血再灌注损伤的功

效
。
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