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摘要:探讨梓醇对过氧化氢(H2O2)诱 导 的 PC12细 胞 氧 化 损 伤 后 调 控 凋 亡 和 自 噬 相 关 分 子 的 机 制,采 用

0.01mmol,0.1mmol,1mmol的梓醇预处理PC12细胞2h后,再 用250μmol/LH2O2损 伤 细 胞12h.MTT
法检测细胞存活率,设置梓醇低、中、高3个剂量组(0.01mmol,0.1mmol,1mmol),自噬抑制剂3MA阳性

对照组,阴性对照组,H2O2 诱导的PC12细胞损伤模型组,采用荧光单标检测LC3Ⅱ的表达,Westernblot检

测凋亡和自噬相关蛋白Bcl2/Bax,LC3Ⅱ/Ⅰ和Cleaved-caspase3的 表 达 情 况.结 果 显 示,梓 醇 呈 剂 量 依 赖 性

地提高了 H2O2 诱导的PC12细胞的存活,并对 H2O2 诱导的PC12细 胞 的LC3Ⅱ/Ⅰ,Bcl2/Bax升 高 蛋 白 水

平表达,降低了Cleaved-caspase3的表达;随着梓醇浓度的增加,Cleaved-caspase3的 表 达 减 少,而LC3Ⅱ/Ⅰ
和Bcl2/Bax的表达在 升 高.得 出 梓 醇 通 过 恢 复 凋 亡 和 自 噬 相 关 蛋 白 Bcl2/Bax,LC3Ⅱ/Ⅰ的 平 衡 能 够 保 护

PC12细胞免于 H2O2 诱导的氧化损伤.
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近年来,生物学家将细胞的死亡形式分为凋亡性程序性细胞死亡(Apoptosis)、自噬性程序性细胞死亡

(Autophagy)和细胞坏死(Necrosis)3种类型[1].Apoptosis也称为Ⅰ型程序性细胞死亡,Autophagy称为

Ⅱ型程序性细胞死亡.自噬在细胞的生长、发育和疾病发生中起着重要的作用.随着参与自噬性程序性细胞

死亡途径的关键分子的鉴定成功,我们对其分子机制、生理功能和在病理过程中的作用有了进一步的了解.
近年来越来越多的研究提示,自噬与凋亡两种程序性细胞死亡方式某些情况下可以相互拮抗或促进,可先

后发生或同时共存于同一细胞,相同诱导因素在不同细胞中可分别诱发自噬或凋亡;参与自噬和凋亡的分

子也可能存在交叉,这些分子在自噬与凋亡两种程序性细胞死亡中可发挥正向或负向作用[2-3].
有学者提出Beclin1可通过增强Caspase-9的活性来提高化疗药物CDDP诱导的人胃癌细胞 MKN28

的凋亡,说明作为自噬重要调控基因的Beclin1也可参与细胞凋亡的调控[4].营养剥夺诱导的细胞自噬在

Atg 基因(Atg5,Atg6/Beclin1,Atg10,Atg12)干扰RNA或Autophagy特异抑制剂(如3MA)存在的情
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况下,细胞可发生凋亡形式的程序性死亡[5].
梓醇是地黄的有效成分之一,具有多种药理活性.研究表明梓醇能促进 PC12细胞轴突生长[6]、

抑制细胞凋亡[7].课题组及其他学者研究表明梓醇能够保护脑缺血,减少脑缺血后缺血区域及半暗带

区域神经元[8-10]和非神经细胞如脑内皮细胞和星性胶质细胞的坏死和凋亡[11].研究表明神经细胞缺

血后死亡的方式多种多样,包括坏死、凋亡和自噬[11-12].但是梓醇是否可以通过调节自噬发挥保护

作用尚未见相关报道.
本研究拟离体培养PC12细胞,以H2O2 氧化应激损伤PC12细胞,离体模拟脑缺血急性期自由基损伤

神经元模型[13],观察PC12细胞死亡的方式,观察梓醇是否有调控自噬或凋亡对 H2O2 诱导的PC12细胞

发挥保护的作用.

1 材料与方法

1.1 仪器与材料

倒置显微镜(奥林巴斯),CO2 细胞培养箱(ESCO),生物安全柜(海尔),移液器(eppendorft),化学发

光成像仪(Tanon-5200),电泳仪(BIO-RAD),PVDF膜(millipore),ECL化学发光液(advansta),BCA蛋

白浓度试剂盒(北京鼎国昌盛生物技术有限公司),RIPA裂解液(北京鼎国昌盛生物技术有限公司),肾上

腺嗜铬细胞瘤(PC12)细胞(中科院上海细胞所细胞库).
1.2 试剂与药物

马血清和DMEM培养基(Hyclone),胎牛血清(杭州四季青生物公司),0.25% 胰蛋白酶(Genview),
二甲亚砜(DMSO,北京鼎国昌盛生物技术有限公司),四氮唑蓝(MTT,Sigma),辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔IgG(H+L)(武汉三鹰生物技术有限公司).梓醇购自石家庄流波百鸟生物技术有限公司,批号

20091091015,纯度≥98%.
1.3 药物配制与干预

1.3.1 药物配制

10mmol梓醇母液:称取36.2mg梓醇溶解在10mL细胞培养基中,过滤灭菌,备用.10mmol3MA
母液:称取14.9mg3MA后用1mL培养基稀释溶解,过滤灭菌,备用.
1.3.2 药物干预

以不同浓度梓醇(0.01mmol,0.1mmol,1mmol)和3MA预处理PC12细胞,干预2h后加入H2O2 达到

所需的浓度,作用12h.分为阴性对照组,H2O2 损伤模型组,梓醇低、中、高剂量组(0.01mmol,0.1mmol,

1mmol),3MA对照组.
1.4 PC12细胞的培养

参考Chen等的方法[14],稍加改进:细胞复苏后,接种在含5%胎牛血清,10%马血清,DMEM基础培

养基,1%青-链霉素的培养基中,培养条件37℃,5%CO2,隔天更换细胞培养液.待细胞融合至85%~

90%,倒掉培养液,加入0.25%的胰蛋白酶消化,加入含血清的细胞培养液终止消化,计数,以105 个/mL
密度进行种板,待细胞密度达90%时用于试验.
1.5 细胞存活率检测

将处于对数生长期的细胞悬液接种于96孔板中,待细胞贴壁并生长近融合状态时,按照1.3.2项进行

分组和相应处理后,加入 MTT溶液(5mg/mL)20μL,37℃继续孵育4h,终止培养,吸弃培养基,加入

DMSO150μL,振荡10min.用酶标仪490nm波长测定吸光度(A).本试验同时设立空白组(加入200μL
无血清培养基),采用下列公式计算细胞存活率:

细胞存活率=
OD试验组 -OD空白组

OD正常组 -OD空白组
×100%

式中,OD试验组 为试验组的吸光度,OD空白组 为空白组的吸光度,OD正常组 为正常组的吸光度.
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1.6 WesternBlot检测

参照文献[15],将培养板置于冰上并吸弃培养基,PBS稍润洗,吸弃PBS,每孔加入80μL的蛋白

裂解液,冰上作用5min.收蛋白,吸取裂解后的蛋白裂解液转移至1.5mL离心管中,涡旋混合置于冰

上10min后,4℃,13000r/min冷冻离心10min,取上清液(含胞膜和胞浆裂解物)置于4℃预冷的离

心管中,-80℃保存备用.取20μL样品蛋白上样,SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白,电转蛋白至PVDF
膜;5%的血清封闭液室温封闭2h,分别加入抗LC3Ⅰ/Ⅱ(1∶1000,cellsignaling),P62(1∶1000,cell
signaling),Beclin1(1∶1000,cellsignaling),Bax(1∶500,Proteintech),Bcl2(1∶500,博 奥 森),

Cleaved-caspase3(1∶1000,cellsignaling),GAPDH(1∶5000,Proteintech)的一抗中4℃ 过夜.次日转

入1∶5000辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG(H+L)室温孵育2h,洗膜后,ECL试剂盒显影,Tanon
5200化学发光仪采集图像,采用ImageJ软件进行分析.
1.7 免疫荧光染色

细胞长至85%~90%后,弃培养液,PBS每5min振摇3次;95%乙醇,-20℃固定45min,PBS每

5min振摇3次;甲醇破膜作用2min,PBS每5min振摇3次;10%山羊血清常温封闭60min,洗出封闭

液,LC3抗体(1∶500),4℃过夜孵育,PBS润洗每5min3次;加荧光标记的二抗-FITC,37℃避光孵育

1h左右,PBS润洗每5min3次;DAPI染核,室温避光孵育15min,PBS润洗每5min3次洗去DAPI,
迅速于荧光显微镜下采集图像.每张爬片200倍镜下观察和拍摄阳性细胞分布密集但互不重叠的3个视野,
采用ImageJ图像分析软件计数细胞共计27个视野的平均阳性细胞数,进行统计分析.
1.8 统计学处理

结果均以平均数±标准差(x±s)表示.采用Oringin8.0软件作图,试验数据采用IBMSPSS20.0统

计学软件进行单因素方差分析(ANOVA),组间两两比较用SNK法,p<0.05为差异具有统计学意义.

2 结 果

2.1 不同浓度的梓醇对正常PC12细胞存活率的影响

由图1可见,加入梓醇后细胞OD 值均高于对照组,当梓醇浓度为0.01mmol和0.1mmol时明显高

于对照组(p<0.05,p<0.01),而梓醇为1mmol时,细胞OD 值虽高于对照组,但差异无统计学意义.说
明梓醇在该浓度范围内对细胞无毒且可以使细胞活力增加,且较低浓度组效果更好.
2.2 不同浓度H2O2 对PC12细胞损伤12h后细胞存活率的影响

由图2可知,随着H2O2 浓度的升高,细胞的存活率与对照组相比呈现剂量依赖性降低,H2O2 浓度低

于250μmol后,细胞存活率约为80%.与对照组相比,500μmol和1000μmolH2O2 损伤后细胞存活率显

著降低(p<0.01).结果表明选择浓度为250μmol的H2O2 作用12h作为损伤条件进行后续试验[19-20].

与对照组相比,*表示p<0.05,**表示p<0.01.

图1 不同浓度的梓醇对PC12细胞的存活率

与对照组相比,*表示p<0.05,**表示p<0.01.

图2 不同浓度的H2O2 对PC12细胞的存活率
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与阴性组相比,*表示p<0.05;

与模型组相比,**表示p<0.01.

图3 不同浓度梓醇对H2O2

诱导PC12细胞损伤的存活率

2.3 不同浓度梓醇对H2O2 损伤的PC12细胞存活率

的影响

由图3可知,H2O2 损伤组与对照组相比细胞

存活率显著降低(p<0.05),表明模型成功.随着

梓醇浓 度(0.01mmol,0.1mmol,1mmol)的 增

高,H2O2 损 伤 的 PC12细 胞 存 活 率 也 显 著 提 高,

呈剂量依赖性增加.结果表明梓醇能够剂量依赖性

地保护 H2O2 诱导的自由基对PC12细胞的病理损

伤(p<0.01).

2.4 梓醇对Bcl2,Bax和Cleaved-caspase3的影响

H2O2 诱导凋亡12h后,Westernblot检测各组

细胞中Bcl2,Bax和Cleaved-caspase3的蛋白表达情

况,结果见图4,模型组Bcl2/Bax的比值明显低于

空白组(p<0.05).随着梓醇浓度的增加,Bcl2/Bax比值也在递增,与模型组相比,3MA组和梓醇低、

中、高剂量组均显著上调了Bcl2/Bax比值(p<0.05,p<0.01).结果表明,H2O2 诱导Bax的表达上升

并降低Bcl2的表达,而梓醇能显著逆转这一趋势,通过恢复Bax与Bcl2的平衡,对抗 H2O2 诱导PC12
细胞凋亡的效应.

与空白组相比,#表示p<0.05;与模型组相比,*表示p<0.05,**表示p<0.01.

图4 不同浓度的梓醇对H2O2 诱导PC12细胞损伤后Bcl2,Bax和Cleaved-caspase3的蛋白表达情况
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Cleaved-caspase3的活化是细胞凋亡的典型特征之一,与空白组相比,模型组Cleaved-caspase3的活性

显著增加(p<0.05),与模型组相比,梓醇低、中剂量组的Cleaved-caspase3的活性明显降低(p<0.01),

且均低于3MA组.结果表明,梓醇低、中、高剂量组均能显著抑制H2O2 诱导的Cleaved-caspase3激活,提

示梓醇可能通过影响Caspase依赖性凋亡信号通路起到抗凋亡的效应.

2.5 梓醇对LC3的免疫荧光染色和 Westernblot检测

免疫荧光染色结果显示,LC3Ⅱ聚集于自噬体膜上,自噬后的细胞表现为点状聚集增多,空白组、

3MA组、梓醇低剂量组均未见PC12细胞显著表达LC3Ⅱ蛋白;与空白组相比,模型组有较少的LC3Ⅱ荧

光表达;与模型组相比,梓醇高剂量组显著促进了LC3Ⅱ的表达,表明梓醇对自噬的调控与其剂量有关,

低剂量梓醇抑制自噬,而高剂量的梓醇促进了自噬的激活,结果见图5.

红色箭头所指自噬小体;与空白组相比,#表示p<0.05;与模型组相比,*表示p<0.05,**表示p<0.01.

图5 LC3的免疫荧光表达和 Westernblot检测LC3Ⅱ的蛋白表达情况
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Westernblot检测LC3Ⅱ蛋白表达情况,与空白组相比,模型组中LC3Ⅱ荧光的表达较强,与模型组

比较,梓醇高剂量组显著性地促进了LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的表达,梓醇低、中剂量组却抑制了LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的表

达,说明梓醇对 H2O2 诱导PC12损伤后自噬的调节与浓度相关,低浓度抑制自噬,高浓度激活自噬.

Westernblot检测与荧光染色结果一致.本试验有趣的现象是,与3MA组相比,H2O2 损伤细胞后,自噬

是激活的状态,梓醇各剂量组均激活了自噬,只是激活程度各有差异,结果见图5.

3 讨 论

H2O2 是一种活性氧分子,它参与了许多神经系统疾病的发病机制,常用作神经细胞氧化损伤的诱导

剂.过量的自由基会导致细胞损伤,引起机体衰老及功能障碍.脑组织比其他任何组织器官更易受自由基的

攻击,这是由于脑组织具有较高的需氧量、极高的代谢率,而抗氧化防御系统相对较缺乏.本试验利用

H2O2 模拟细胞微环境活性氧积累,证明250μmol/L的 H2O2 处理12h能显著诱导PC12细胞发生凋亡.

利用3个浓度的梓醇作用于PC12细胞,试验结果显示,梓醇预处理后能显著增加抗凋亡Bcl2的表达,证

明了梓醇能抑制H2O2 诱导的细胞凋亡.这与马泰等[16]研究相符.

除此以外,本研究有以下新发现:1)不同浓度的梓醇对生理条件下PC12细胞存活率有影响,随着梓

醇浓度的升高,对PC12细胞的存活率促进作用在下降,提示梓醇浓度过高,可能会抑制PC12细胞的增殖

和存活;2)不同浓度的梓醇对PC12细胞凋亡和自噬有不同影响.

LC3Ⅱ免疫荧光显示PC12细胞受到H2O2 损伤后,自噬有所激活,其中3MA和梓醇低剂量均抑制了

自噬的激活,而梓醇高剂量却促进了PC12细胞LC3Ⅱ荧光的强表达.Westernblot检测证明,H2O2 可使

LC3Ⅱ的表达上调,不同浓度的梓醇可使LC3Ⅱ不同程度上的抑制.LC3是自噬泡形成过程中的关键蛋白,

具有2种形式:LC3Ⅰ和其蛋白水解衍生物LC3Ⅱ.LC3Ⅰ定位于胞浆,LC3Ⅱ定位于自噬双层膜上.一旦

自噬体与溶酶体融合,自噬体内的LC3Ⅱ便被溶酶体中的水解酶降解,所以LC3Ⅱ含量或LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的

比值的增高反映了自噬活性的增强[17].

为探讨梓醇是否调控自噬和凋亡来影响PC12细胞的存活,采用3MA作为抑制自噬工具药,发现短期

内3MA也促进了Bcl2/Bax的表达,同时抑制了激活型Cleaved-caspase3的表达,抑制了凋亡的发生.上述

结果提示梓醇不仅可以通过抑制凋亡发挥保护作用,还可以通过调节自噬来发挥对神经细胞的保护.梓醇

低剂量显著性地降低了激活型Cleaved-caspase3的表达,并且表达量比梓醇高剂量更低,显著地抑制了凋

亡的发生.但梓醇高剂量抑制Cleaved-caspase3的活化表达量却相对低剂量和中剂量少.两者从不同角度证

实梓醇调控自噬和凋亡的程度与其剂量相关.

有研究表明脑缺血时,抑制自噬有利于对脑缺血的保护;也有研究证实激活自噬可以促进对脑缺血的

保护.在脑缺血等病理条件下,自噬被激活将会改变细胞的死亡模式,减少细胞的坏死和凋亡[18].因此自噬

是一把双刃剑,自噬既可以导致凋亡,也可以挽救细胞免于凋亡[19-20].仅从westernblot和免疫荧光结果

看,我们尚且不能明确梓醇通过对自噬的调节究竟发挥保护性作用还是抑制作用,但结合PC12细胞的存

活力数据,我们认为,梓醇低剂量促进PC12细胞的存活主要与低剂量梓醇抑制凋亡有关,可能是梓醇低

剂量对凋亡和自噬综合调控作用的结果;而梓醇高剂量促进细胞存活率的能力最强,提示高剂量的梓醇有

可能通过激活自噬促进细胞的存活.

既往研究表明,梓醇对中枢神经系统疾病的防治作用主要集中在梓醇抗脑缺血缺氧、减轻自由基

损伤所致的凋亡方面.本研究发现了梓醇促进PC12细胞存活的不同机制,不同浓度的梓醇均能上调
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Bcl2/Bax的比值,降低Cleaved-caspase3的活化.但梓醇低剂量抑制自噬,高剂量激活自噬,说明梓醇

调控自噬、减轻细胞凋亡与其剂量有关,但是梓醇如何通过对凋亡和自噬的交互作用调控细胞的存活

尚需要课题组进一步研究.
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CatalpolPromotesH2O2-InjuredPC12CellSurvival
byRegulatingAutophagyandApoptosis

WANG Yuan1, LIU Ke1, QIUBing-xun1,

ZHUHui-feng1, WANG Tao1, WAN Dong2

1.SchoolofPharmaceuticalSciencesandChineseMedicine,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.EmergencyMedicineandICU,TheFirstAffiliatedHospitalofChongqingMedicalUniversity,Chongqing400016,China

Abstract:Thisstudyaimedtoexplorethemolecularmechanismfortheregulationofautophagyorapopto-

sisbycatalpolaftertheH2O2-inducedoxidativeinjureinPC12cells.PC12cellswerepretreatedwithcatal-

polatdifferentconcentrations(0.01,0.1and1mmol),andthentheviabilityofH2O2-injuredPC12cells

wasmeasuredbyMTTassay.Therewerefourgroups:catalpolofdifferentconcentrations(0.01,0.1or

1mmol),autophagyinhibitor3-MApositivecontrol,negativecontrolandH2O2-injuredPC12cellmodel.

FluorescentsinglestainingwasusedtodetecttheexpressionofLC3II,andWesternblottodetecttheex-

pressionofautophagy-relatedproteinsLC3Ⅱ/Ⅰ,Bcl2/BAXandcleaved-caspase3.Comparedwiththe

modelgroup,catalpoldose-dependentlypromotedthesurvivalofH2O2-injuredPC12cells,increasedthe

expressionofLC3Ⅱ/ⅠandBcl2/BAX,andreducedtheexpressionofcleaved-caspase3.Interestingly,as

catalpolconcentrationincreased,thereductiondegreeofcleaved-caspase3reduced,whileLC3Ⅱ/Ⅰand

Bcl2/BAXincreased.CatalpolcanprotectH2O2-injuredPC12cellsandpromotetheirsurvivalthroughre-

storingthebalancebetweenBcl2/BaxandLC3Ⅱ/Ⅰ-thetwogenesrelatedtoautophagyandapoptosis.

Keywords:catalpol;PC12;H2O2;apoptosis;autophagy
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