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摘要： 目的　 探究灯盏细辛注射液对氧糖剥夺 ／复氧 （ＯＧＤ ／ Ｒ） 损伤的 ＨＴ２２ 细胞线粒体的保护作用。 方法　 ＨＴ２２ 细

胞分为对照组、 模型组及灯盏细辛注射液 ５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组。 除对照组外， 其余各组细胞均经 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理。 ＣＣＫ⁃
８ 法检测细胞活性， 倒置显微镜下观察细胞形态， 微板法检测 ＬＤＨ 活性， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ、 ＭｉｔｏＳＯＸ 探针评价细胞及线粒体

ＲＯＳ 水平， 激光共聚焦显微镜观察Ｍｉｔｏ⁃Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ 标记的线粒体表型， 比色法检测 ＡＴＰ 水平及 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性，
ＪＣ⁃１ 染色检测 ＭＭＰ 水平， 流式细胞术检测 ＭＰＴＰ 开放程度， ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡率， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞

ＶＤＡＣ１、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔｏ Ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达。 结果　 灯盏细辛注射液可升高 ＨＴ２２ 细胞活性 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
降低 ＬＤＨ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 维持细胞正常形态， 抑制细胞、 线粒体 ＲＯＳ 累积 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 减少线粒体碎片化表型转

变， 升高 ＡＴＰ 水平、 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性、 ＭＭＰ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 此外， 它还能抑制 ＭＰＴＰ 异常开放 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降

低细胞凋亡率及 ＶＤＡＣ１、 Ｂａｘ、 Ｃｙｔｏ Ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 升高 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
结论　 灯盏细辛注射液可有效缓解 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的线粒体表型转换及功能障碍， 进而减少 ＨＴ２２ 细胞凋亡， 其作用机

制与抑制 ＲＯＳ ／ ＭＰＴＰ ／ ＶＤＡＣ１ 信号有关。
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　 　 缺血性脑卒中是由脑部血流供应障碍引起的脑损伤，
为全球主要致死、 致残病因之一［１⁃３］ ， 线粒体功能障碍是本

病复杂病理机制的关键事件［４⁃７］ 。 营养和氧气缺乏可破坏线

粒体， 导致其功能失调， 为应对细胞环境变化， 受损的线

粒体诱发活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 风暴， 激

活细胞凋亡， 进一步诱导继发性脑损伤［８⁃１０］ 。 修复损伤线

粒体有益于维持神经活动， 促进脑损伤恢复［１１］ ， 因此， 线

粒体保护成为防治缺血性脑卒中的重要策略。
灯盏细辛是治疗缺血性脑卒中的常用中药［１２］ ， 灯盏细

辛注射液是其提取物制剂， 主要含有野黄芩苷、 咖啡酸、
二咖啡酰奎宁酸等成分［１３］ ， 能有效降低卒中患者死亡率，
改善神经功能缺损症状［１４⁃１６］ ， 与抑制氧化应激反应、 细胞

内 Ｃａ２＋超载以及神经炎症等机制有关［１７⁃１８］ 。 课题组前期研

究发现， 灯盏细辛注射液可促进脑缺血大鼠神经功能恢

复［１９］ ， 但其是否能缓解神经元线粒体损伤尚不清楚。 本实

验以线粒体保护为切入点， 体外模拟缺血神经损伤， 开展

灯盏细辛注射液抗缺血性脑卒中作用机制研究， 以期为其

临床应用与二次开发提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 小鼠脑海马神经元细胞 ＨＴ２２ （批号 ＪＮＯ⁃
０２００１） 购自广州吉妮欧生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 灯盏细辛注射液 （批号 ２０２１０４３９） 购

自云南生物谷药业股份有限公司。 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号

Ｃ００３８）、 Ｍｉｔｏ⁃Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ 线粒体红色荧光探针 （批号

Ｃ１０４９Ｂ）、 线粒体通透性转换孔 （ＭＰＴＰ） 检测试剂盒 （批
号 Ｃ２００９Ｓ）、 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒 （批号 Ｃ１０８８）
均购自上海碧云天生物技术股份有限公司； ＬＤＨ 乳酸脱氢

酶试剂盒 （批号 Ａ０２０⁃２⁃２）、 活性氧 （ＲＯＳ） 检测试剂盒

（批号 Ｅ００４⁃１⁃１）、 三 磷 酸 腺 苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ） 酶测试盒 （批号 Ａ０１６⁃１⁃１）、 ＡＴＰ 水平测试盒 （批
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号 Ａ０９５⁃１⁃１） 均购自南京建成生物工程研究所有限公司；
ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 线 粒 体 超 氧 化 物 红 色 荧 光 探 针 （ 批 号

４０７７８ＥＳ５０） 购自翌圣生物科技 （上海） 股份有限公司；
线粒体膜电位检测试剂盒 （ＪＣ⁃１） （批号 Ｍ８６５０） 购自北

京索莱宝科技有限公司； 全蛋白提取试剂盒 （ 批 号

ＡＲ０１０２）、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （批号 ＡＲ１１１０）、 β⁃ａｃｔｉｎ
抗体 （批号 ＡＣ０２６）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｂａｘ） 抗体 （批号 ＢＡ０３１５⁃２） 均购自武汉博士德

生物工程有限公司； 电压依赖性阴离子通道 １ （ ｖｏｌｔａｇｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ⁃１， ＶＤＡＣ１） 抗体 （批号 ５５２５９⁃１⁃
ＡＰ） 购自武汉三鹰生物技术有限公司； Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２
（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２， Ｂｃｌ⁃２） 抗体 （批号 Ｔ４００５６） 购自艾比

玛特医药科技 （上海） 有限公司； 细胞色素 Ｃ （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ， Ｃｙｔｏ Ｃ） 抗体 （批号 １１９４０）、 活化的含半胱氨酸的天

冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 ３ （ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３） 抗体 （批号 ９６６１） 均

购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＣＬ⁃１７０Ｔ⁃８ 型、 ＣＣＬ⁃１７０Ｂ⁃８ 型 Ｅｓｃｏ ＣｅｌＣｕｌｔｕｒｅ 􀅺
二氧化碳培养箱 （三气培养箱） （新加坡艺思高科技有限

公司）； Ｃｅｌｌｏｍｅｔｅｒ Ｋ２ 型全自动双荧光细胞计数器 （深圳市

达科为生物技术股份有限公司）； ＤＭｉ１ 型倒置显微镜、
ＴＳＣ ＳＰ８ 型共聚焦显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＲ
ｉＤ５ 型全波长多功能酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；
ＦＡＣＳＣａｎｔｏ Ⅱ型流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养及细胞活性检测　 ＨＴ２２ 细胞使用含 １０％ 胎

牛血清与 １％ 青霉素⁃链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基， 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中进行常规培养， 取对数生长期者， 以

５×１０４ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 于恒温培

养箱中培养。 细胞贴壁后， 分别以 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００
μＬ ／ ｍＬ 灯盏细辛注射液给药后继续培养 ４８ ｈ， 采用 ＣＣＫ⁃８
法检测细胞活性， 确定其安全浓度范围及后续剂量。 为检

测灯 盏 细 辛 注 射 液 对 氧 糖 剥 夺 ／复 氧 （ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ） 损伤的 ＨＴ２２ 细胞活

性的影响， 细胞培养 ２４ ｈ 后分为对照组、 模型组及灯盏细

辛注射液 ５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组， 细胞培养贴壁后弃去上

清， 对照组加入 １００ μＬ 新鲜培养基， 常规培养； 模型组

（即 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理） 加入同体积 ＤＭＥＭ 无糖培养基， 于三气

培养箱 （１％ Ｏ２＋５％ ＣＯ２＋９４％ Ｎ２） 中培养 ４ ｈ， 之后更换

为正常培养基， 复糖复氧常规培养 ２４ ｈ； 灯盏细辛注射液

５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组于造模前 １２ ｈ 分别加入含 ５、 １０、 ２０
μＬ ／ ｍＬ 灯盏细辛注射液的培养基， 后续处理同模型组。 各

组细胞培养结束后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 培养

１ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ）， 计算细胞活性，
公式为细胞活性 ＝ ［（Ａ给药组 －Ａ对照组） ／ （Ａ空白组 －Ａ对照组） ］ ×
１００％ ， 其中空白组为未接种细胞、 仅有 ＰＢＳ 的阴性孔。
２􀆰 ２　 细胞形态观察　 于倒置显微镜下观察各组 ＨＴ２２ 细胞

形态， 评估灯盏细辛注射液对其生长状态的影响。

２􀆰 ３　 微板法检测 ＬＤＨ 活性　 取对数生长期 ＨＴ２２ 细胞， 调

整密度至 １􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ６ 孔板中， 每孔２ ｍＬ， 收集

培养上清液， ４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液， 严

格按照相关试剂盒说明书， 采用多功能酶标仪检测 ４５０ ｎｍ
波长处 Ａ 值， 计算细胞中乳酸脱氢酶 （ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ） 水平。
２􀆰 ４　 细胞内及线粒体 ＲＯＳ 水平检测　 调整 ＨＴ２２ 细胞密度

至 ０􀆰 ８ × １０４ ／ ｍＬ， 以每孔 １ ｍＬ 接种在共聚焦小皿， 按

“２􀆰 １” 项下方法造模及给药， 吸弃细胞培养液， 加入 １ ｍＬ
完全培养基稀释的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针 （１ ∶ １ ０００）， ３７ ℃培养

箱避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 采用荧光成像系统拍照， 检测细胞内

ＲＯＳ 水平。 吸弃细胞上清， 每皿加入 １ ｍＬ 稀释的 ＭｉｔｏＳＯＸ
Ｒｅｄ 探针 （１ ∶ １ ０００）， ３７ ℃培养箱避光孵育 １５ ｍｉｎ， 荧光

镜下观测荧光信号， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对荧光强度进行定量

分析， 检测线粒体 ＲＯＳ 水平。
２􀆰 ５　 线粒体形态检测　 按 “２􀆰 １” 项下方法分组并处理细

胞， 吸弃培养液， 加入用 １ ｍＬ 完全培养基稀释的 Ｍｉｔｏ⁃
Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ 染色液 （８０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， ３７ ℃细胞培养箱中避光

孵育 ３０ ｍｉｎ， 采用激光共聚焦显微镜拍摄， 检测灯盏细辛

注射液对细胞中线粒体形态的影响。
２􀆰 ６　 比色法检测 ＡＴＰ 水平及 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性 　 按

“２􀆰 １” 项下方法进行接种及分组， 收集细胞， 采用超声细

胞破碎仪进行处理 （功率 １２０ Ｗ， 超声５ ｓ， 间隔 １０ ｓ），
４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清进行 ＢＣＡ 蛋白浓度

检测， 严格按照相关试剂盒说明书， 检测 ＡＴＰ 水平及 Ｎａ＋ ／
Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性。
２􀆰 ７　 ＪＣ⁃１ 法检测 ＨＴ２２ 细胞 ＭＭＰ 变化　 按 “２􀆰 １” 项下方

法分组并处理细胞， 吸弃培养液， 加入 １ ｍＬ ＪＣ⁃１ 工作液，
３７ ℃培养箱中避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 预冷的 ＪＣ⁃１ 缓冲液轻柔洗

涤， 于荧光显微镜下观察并拍照， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

ＪＣ⁃１ 聚合态 （红色荧光） 与单体 （绿色荧光） 的比率， 评

价线粒体膜电位 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＭＭＰ）
变化。 当 ＭＭＰ 较高时， ＪＣ⁃１ 聚集于线粒体基质， 形成聚

合物， 产生红色荧光； 当 ＭＭＰ 较低时， 其在线粒体基质中

聚集减少， 以单体形式存在， 呈绿色荧光。
２􀆰 ８　 流式细胞术检测 ＭＰＴＰ 开放程度　 按 “２􀆰 １” 项下方

法分组并处理细胞， 严格按照线粒体通透性转换孔

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ， ＭＰＴＰ） 检测试剂

盒说明书， 加入 Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 染色溶液及抗荧光猝灭工作溶

液重悬， ３７ ℃培养箱中避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 缓冲液洗涤并重

悬细胞， 流式细胞仪上机检测， 采用 Ｆｌｏｗ Ｊｏ 软件进行分

析。 绿色荧光越强， ＭＰＴＰ 开放程度越低； 绿色荧光越弱，
ＭＰＴＰ 开放程度越高。
２􀆰 ９　 ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡率　 按 “２􀆰 １” 项下方法分

组并处理细胞， 移除上清液， 每孔加入 ４％ 多聚甲醛， 室温

固定 ３０ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 ３％ ＴｒｉｏｎＸ⁃１００， 室温破膜 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ
洗涤， 每孔加入 １００ μＬ ＴＵＮＥＬ 检测液， ３７ ℃避光反应 ６０
ｍｉｎ， ＤＡＰＩ 溶液染核处理 １０ ｍｉｎ， 滴加抗荧光淬灭剂， 于
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荧光显微镜下观察并拍照， 计数 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞， 计算细

胞凋亡率， 公式为细胞凋亡率 ＝ （ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数 ／总
细胞数） ×１００％ 。
２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＴ２２ 细胞 ＶＤＡＣ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
Ｃｙｔｏ Ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达　 按 “２􀆰 １” 项下方法分

组并处理细胞， 提取后用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ
缓冲液进行裂解， 提取蛋白， ＢＣＡ 法检测浓度， 取等量进

行变性， 加入上样缓冲液， 冷冻保存。 制备聚丙烯酰胺凝

胶， 上样， 电泳， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ ＢＳＡ 室温封

闭 ２ ｈ， 分别加入 ＤＡＣ１ （ １ ∶ １ ０００）、 Ｂｃｌ⁃２ （ １ ∶ ５００）、
Ｂａｘ （１ ∶ ５００）、 Ｃｙｔｏ Ｃ （１ ∶ １ ０００）、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ （１ ∶
１ ０００） 抗体， ４ ℃孵育过夜， 次日加入二抗 （１ ∶ ５ ０００），
室温孵育 ２ ｈ， 滴加化学发光液， 凝胶成像仪显影并拍照。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对目标条带进行分析，
计算目的蛋白相对表达量。
２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析和 Ｔｕｋｅｙ 事后检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 灯盏细辛注射液安全浓度范围筛选　 与对照组比较，
灯盏细辛注射液浓度为 ５～２０ μＬ ／ ｍＬ 时， ＨＴ２２ 细胞活性无

明显变化 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； 随 着 浓 度 持 续 增 加 （ ５０ ～ １００
μＬ ／ ｍＬ）， 细胞活性逐渐降低， 见图 １Ａ， 提示 ５０ μＬ ／ ｍＬ 以

下剂量几乎无细胞毒性， 较为安全。 因此， 本研究选择 ５、
１０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 用于后续实验。
３􀆰 ２　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞活性及

ＬＤＨ 活性的影响　 与对照组比较， 模型组 ＨＴ２２ 细胞活性

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 灯盏细辛注射液 ５、 １０、
２０ μＬ ／ ｍＬ 组 ＨＴ２２ 细胞活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １Ｂ。 与

对照组比较， 模型组 ＨＴ２２ 细胞 ＬＤＨ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
而灯盏细辛注射液 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组 ＨＴ２２ 细胞 ＬＤＨ 活性

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性， 见图 １Ｃ。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 灯盏细辛注射液对 ＨＴ２２ 细胞活性、 ＬＤＨ 水平及细胞形态的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ３　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞形态的影

响　 对照组细胞完整且边缘清晰， 有两极或多极突起， 胞

体较大， 相互连接成网络状； 与对照组比较， 模型组细胞

数量减少， 细胞失去突起， 呈圆形亮点， 出现悬浮于培养

基的情况； 与模型组比较， 随着给药浓度升高， 灯盏细辛

注射液 ５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组细胞形态逐渐趋于正常化， 见

图 ２。
３􀆰 ４　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞内及线粒

体 ＲＯＳ 水平的影响　 与对照组比较， 模型组细胞内 ＤＣＦＨ⁃
ＤＡ 探针绿色荧光信号增强， ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ３Ａ、 ３Ｃ； 与模型组比较， 灯盏细辛注射液 ５、 １０、 ２０
μＬ ／ ｍＬ 组细胞内 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与对照组比

较， 模型组线粒体 ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 探针红色荧光信号增强，
线粒体 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 灯盏细

辛注射液组 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组线粒体 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ３Ｂ、 ３Ｄ。
３􀆰 ５　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞线粒体表

型转变的影响 　 对照组细胞线粒体表现为丝状、 长管状，
且相互连接， 形成健康的线粒体网络； 与对照组比较， 模

型组细胞线粒体转变为点状、 颗粒状， 提示线粒体碎片化
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图 ２　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞形

态的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

　 　 　 　

现象出现； 与模型组比较， 灯盏细辛注射液 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组上

述现象减少， 见图 ４Ａ。
３􀆰 ６　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞 ＡＴＰ 水

平、 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性的影响 　 与对照组比较， 模型组

细胞 ＡＴＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 灯盏细辛

注射液 ５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组 ＡＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ４Ｂ。 与对照组比较， 模型组细胞 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 灯盏细辛注

射液 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组细胞 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ４Ｃ。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞内及线粒体 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 蓝色箭头指示丝状或短管状线粒体， 黄色箭头指示碎片化线粒体。 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞线粒体形态、 ＡＴＰ 水平、 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３􀆰 ７　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞 ＭＭＰ 水

平的影响　 与对照组比较， 模型组细胞红 ／绿荧光比率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 即 ＭＭＰ 降低； 与模型组比较， 灯盏细辛注射

液 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组细胞红 ／绿荧光比率升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 即

ＭＭＰ 水平升高， 见图 ５。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞 ＭＭＰ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ８　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞 ＭＰＴＰ 开

放程度的影响　 与对照组比较， 模型组 ＨＴ２２ 细胞荧光信号

降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 灯盏细辛注射液 ２０
μＬ ／ ｍＬ 组细胞荧光信号升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞 ＭＰＴＰ 开放程度的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ９　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞凋亡率的

影响　 与对照组比较， 模型组 ＴＵＮＥＬ 阳性信号增加， ＨＴ２２
细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与对照组比较， 灯盏细辛注

射液 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组 ＨＴ２２ 细胞 ＴＵＮＥＬ 阳性信号减弱， 凋

亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞凋亡率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 １０ 　 灯 盏 细 辛 注 射 液 对 ＯＧＤ ／ Ｒ 损 伤 后 ＨＴ２２ 细 胞

ＶＤＡＣ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃｙｔｏ Ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的

影响　 与对照组比较， 模型组 ＨＴ２２ 细胞 ＶＤＡＣ１、 Ｃｙｔｏ Ｃ、
Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 灯盏细辛注射液

１０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 组 ＨＴ２２ 细胞 ＶＤＡＣ１、 Ｃｙｔｏ Ｃ、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８ 　 灯盏细辛注射液对 ＯＧＤ／ Ｒ 损伤后 ＨＴ２２ 细胞 ＶＤＡＣ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃｙｔｏ Ｃ、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

海马神经元对缺血极其敏感， 是脑卒中的首要损伤靶

区［２０］ ， 其受损后细胞出现膜破坏、 活性降低甚至死亡等现

象， 这与线粒体源 ＲＯＳ 诱导氧化应激损伤密切相关［２１］ 。 灯

盏注射液及其活性成分抑制脑缺血氧化应激反应在前期已

被报道［２２⁃２３］ ， 本研究以 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理的 ＨＴ２２ 细胞为海马神

经元缺血损伤体外模型， 验证了该制剂通过抑制 ＲＯＳ 累

积， 提高细胞活性， 减少细胞膜损伤造成的 ＬＤＨ 释放， 从

而缓解缺血神经元损伤。 此外， 作为主要耗氧细胞器， 线

粒体在缺血条件下最先受到影响［２４⁃２５］ ， 缺血缺氧可诱导健

康线粒体由杆状、 棒状或短线状连接的网络转变为碎片化、
颗粒化形态， 并损伤线粒体功能， 甚至触发细胞死亡［２６］ 。
本研究首次证实， 灯盏细辛注射液能减少线粒体碎片化、
颗粒化的表型转变， 维持线粒体正常形态。 同时， 灯盏细

辛注射液对脑缺血引起的 ＡＴＰ 水平不足、 能量依赖的 Ｎａ＋ ／
Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性降低， 以及 ＭＭＰ 耗散等线粒体功能失调的

指征也具有改善作用［２７］ 。
受损线粒体是细胞凋亡刺激的直接来源， 而 ＲＯＳ ／

ＭＰＴＰ ／ ＶＤＡＣ１ 信号轴在其中发挥重要作用［２８⁃２９］ ， ＭＰＴＰ 是

线粒体跨膜非特异性孔道， 在生理情况下处于关闭状态，
维持线粒体结构及功能的完整性； ＶＤＡＣ１ 是 ＭＰＴＰ 主要组

分， 影响线粒体外膜通透性， 同时也关系到凋亡调节［３０］ 。
缺血缺氧时， 损伤线粒体释放大量 ＲＯＳ， 刺激 ＭＰＴＰ 过度

开放， 促使 Ｃｙｔｏ Ｃ 释放到细胞质中； Ｃｙｔｏ Ｃ 则形成凋亡小

体， 诱导 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的剪切与激活， 触发凋亡级联［３１⁃３２］ ， 在

这一过程中 ＶＤＡＣ１ 蛋白过表达， 一方面与促凋亡蛋白 Ｂａｘ
结合诱使 ＭＰＴＰ 开放或者扩大， 另一方面诱发自身单体转

变为聚合态而介导凋亡［３３］ 。 此外， Ｂａｘ 与抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２
形成异质二聚体， 拮抗后者的抗凋亡作用［３４］ 。 本研究发

现， 灯盏细辛注射液减少了细胞凋亡现象， 限制了 ＲＯＳ 累

积及 ＭＰＴＰ 异 常 开 放， 降 低 了 ＶＤＡＣ１、 Ｂａｘ、 Ｃｙｔｏ Ｃ、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达， 升高了 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 提示它

通过调控 ＲＯＳ ／ ＭＰＴＰ ／ ＶＤＡＣ１ 信号轴抑制线粒体源的细胞

凋亡。
综上所述， 灯盏细辛注射液可通过抑制 ＲＯＳ ／ ＭＰＴＰ ／

ＶＤＡＣ１ 信号， 减少线粒体碎片化表型转变， 促进线粒体能

量生产， 维持线粒体 ＭＭＰ， 抑制线粒体损伤介导的细胞凋

亡， 从而发挥抗脑缺血神经保护作用。
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