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摘要： 目的　 探究芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＴ２２ 细胞氧化应激损伤的改善作用。 方法　 选用小鼠海马神经元 ＨＴ２２ 细

胞， 通过 ＭＴＴ 法确定芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＴ２２ 细胞氧化应激损伤的最佳保护浓度； 以乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 泄露

率、 过氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性评价细胞损伤程度和氧化应激能力改变； ＨＥ 染色观察神经元细胞突触结构改变；
活性氧 （ＲＯＳ） 试剂盒检测 ＲＯＳ 水平； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｒｆ２ ／
Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路蛋白 （ Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１） 及神经元突触蛋白 （ ＰＳＤ９５、 ＮＲ２Ｂ、 ＮＲ１、 ＮＲ２Ａ） 的表达。
结果　 与对照组比较， Ｈ２Ｏ２ 组 ＨＴ２２ 细胞活力、 ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＨ 泄露率及 ＲＯＳ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 损伤突触结构， Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＳＤ９５、 ＮＲ２Ｂ、 ＮＲ２Ａ、 ＮＲ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 为芒柄花素的最佳保护浓度， Ｈ２Ｏ２＋芒柄花素组细胞突触结构改善， ＳＯＤ 活性增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＨ 泄露

率及 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＰＳＤ９５、 ＮＲ２Ｂ、 ＮＲ２Ａ、 ＮＲ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｋｅａｐ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 芒柄花素可以改善 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＴ２２ 细胞氧化应激损伤， 其机制可能与上调 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路有关。
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　 　 阿尔兹海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是

一种常见的神经退行性疾病， 患病率随着年龄增长

呈指数式上升， 主要病理特征包括淀粉样斑块沉

积、 神经纤维缠结形成、 氧化应激［１］、 兴奋毒性

和神经炎症［２⁃３］。 氧化应激在 ＡＤ 的发病过程中扮

演着关键角色， 将 ＡＤ 的不同致病途径有机联系起

来， 成为各机制间相互作用的重要枢纽［４］。
由核因子 Ｅ２ 相关因子 （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ

２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ， Ｎｒｆ２ ） ／ Ｋｅｌｃｈ 样 相 关 蛋 白 １
（Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １， Ｋｅａｐ１） ⁃抗氧

化应答元件 （ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ， ＡＲＥ）
构成的信号转导途径， 在机体的氧化应激防御系统

中发挥核心的调控作用。 Ｎｒｆ２ 是一种关键转录因

子， 具有保守碱性亮氨酸拉链结构域［５］。
芒柄花素为黄芪的主要活性成分， 是异黄酮植

物雌激素的一种， 具有抗氧化、 抗肿瘤、 抗感染等

多种药理作用［６］。 已有研究表明， 芒柄花素可改

善淀 粉 样 前 体 蛋 白 （ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，

ＡＰＰ） ／早老蛋白⁃１ （ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ⁃１， ＰＳ１） 小鼠的学

习记忆能力， 通过依赖晚期糖基化终末产物受体的

炎症信号传导， 从而抑制 ＡＰＰ 处理产生 Ａβ［７］。 基

于芒柄花素的抗炎作用有可能延缓 ＡＤ 的发作或疾

病进程。 然而， 芒柄花素能否通过调控 Ｎｒｆ２ ／
Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 通路来改善 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞氧

化应激损伤， 从而发挥对 ＡＤ 的保护作用尚未见报

道。 因此， 本研究采用 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＴ２２ 细胞氧化

应激损伤， 建立体外模型， 探究芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２

诱导 ＨＴ２２ 细胞氧化应激损伤的改善作用。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠海马神经元 ＨＴ２２ 细胞株由南京

中医药大学中药鉴定实验室馈赠。
１􀆰 ２　 试剂　 芒柄花素 （批号 １１６７９４， 武汉科斯坦

生物科技有限公司， 纯度 ９９􀆰 ３８％ ）； 高糖 ＤＭＥＭ 培

养基、 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶 （批号 Ｇ４５１０、 Ｇ４００４， 武汉

赛维尔生物科技有限公司）； 组织 ＆ 细胞 ＲＮＡ 快速

提取试剂盒 （批号 ＣＷ０５９９Ｓ， 江苏康为世纪生物科
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技有限公司）； 活性氧 （ＲＯＳ） 含量检测试剂盒

［批号 ＫＴＢ１９１０， 亚科因 （武汉） 生物技术有限公

司］； Ｎｒｆ２ 抗体 （批号 ８０５９３⁃１⁃ＲＲ， 武汉三鹰生物

技 术 有 限 公 司 ）； Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１ 抗 体 （ 批 号

ＨＡ７２１５２５、 ＨＡ７２１８５４， 杭州华安生物技术有限公

司）； ＰＳＤ９５、 ＮＲ２Ｂ （批号 ３６２３３Ｓ、 ５７０４Ｓ， 美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司 ）； ＮＲ２Ａ、 ＮＲ１ （ 批 号

ＢＳ７０４９１、 ＢＳ８０５１４， 南京巴傲得生物科技有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器 　 酶标仪 （型号 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ ２００ＰＲＯ， 瑞士

Ｔｅｃａｎ 公司）； 微量冷冻离心机 （型号 Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ
２０Ｒ， 美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； 摇床 （型号

ＳＫ⁃０１８０⁃Ｅ， 美国赛洛捷克公司）； 细胞培养箱

（型号 ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 制冰机

［型号 Ｓｃｏｔｓｍａｎ ＡＦ１０３， 斯科茨曼制冰系统 （苏

州） 有限公司］； 凝胶成像系统 （型号 Ｔａｎｏｎ ５２００
Ｍｕｌｔｉ， 上海天能科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＨＴ２２ 细胞培养 　 细胞加入含有 １０％ 胎牛血

清的高糖 ＤＭＥＭ 培养基， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养， 取对数生长期的细胞， ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶

消化传代培养， 以进行后续研究。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活性　 将处于对数生长期且

生长状态良好的 ＨＴ２２ 细胞以 ５×１０３ 个 ／ ｍＬ 的密度

接种于 ９６ 孔板中， 待细胞贴壁后加入不同浓度

Ｈ２Ｏ２ （ ０、 ２００、 ４００、 ６００、 ８００、 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和芒柄花素 （ ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５、 ３０、 ３５、 ４０
μｍｏｌ ／ Ｌ）， 孵育 ２４ ｈ； 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 试剂，
继续孵育４ ｈ后， 吸弃培养液， 每孔加入 １５０ μＬ
ＤＭＳＯ， 用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处的吸光度。 随

后， 根据筛选得到的 Ｈ２Ｏ２ 诱导浓度构建 ＨＴ２２ 体

外损伤模型， 选取无毒剂量的芒柄花素进行联合干

预， 采用 ＭＴＴ 法检测各组细胞存活率， 进一步筛

选芒柄花素作用的最佳浓度。
２􀆰 ３　 细胞分组与给药 　 根据 “２􀆰 ２” 项下结果筛

选 Ｈ２Ｏ２ 和芒柄花素作用的最佳浓度， 将 ＨＴ２２ 细

胞分为对照组、 Ｈ２Ｏ２ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋芒柄花素组。 其

中， 空白组正常孵育 ２４ ｈ， Ｈ２Ｏ２ 组加入 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２Ｏ２， 孵育 ２４ ｈ， 建立氧化应激损伤模型； Ｈ２Ｏ２ ＋
芒柄花素组加入 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 和 ２􀆰 ５、 ５、 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 芒柄花素， 共同孵育 ２４ ｈ； 芒柄花素组加

入最佳保护浓度芒柄花素， 预保护 ４ ｈ。 检测芒柄

花素对 Ｈ２Ｏ２ 损伤 ＨＴ２２ 细胞的保护作用。
２􀆰 ４　 氧化应激能力测定　 按照 ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ∶ 磷

酸酶抑制剂 ＝ １００ ∶ １ ∶ １ 的比例配制蛋白裂解液。

取 “２􀆰 ３” 项下处理后的细胞， 用预冷的 ＰＢＳ 冲洗

细胞 ２ 次， 每孔加入 １００ μＬ 蛋白裂解液， 刮下细

胞后放置 ３０ ｍｉｎ， 待细胞裂解完全后， １３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 吸取上清液， 采用 ＢＣＡ 法测其

蛋白浓度后， 按照试剂盒说明书检测过氧化物歧化

酶 （ＳＯＤ） 活性。
２􀆰 ５　 活性氧 （ＲＯＳ） 水平测定　 根据 ＲＯＳ 试剂盒

说明书， “２􀆰 ３” 项下 ＨＴ２２ 细胞加药培养 ２４ ｈ 后，
使用无血清的培养基洗涤细胞 ２ 次， 加入经无血清

培养基稀释好的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 试剂于 ３７ ℃ 孵育 ２５
ｍｉｎ， 无血清培养基洗涤细胞 ３ 次， 加入适量无血

清培养基， 于荧光倒置显微镜观察并采集图像， 采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析平均荧光强度。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察细胞形态变化　 将细胞爬片置于

２４ 孔板中， “２􀆰 ３” 项下 ＨＴ２２ 细胞以 ５×１０４ 个 ／ ｍＬ
的密度接种于 ２４ 孔板中， 每孔 １ ｍＬ， 在培养箱培

养 ２４ ｈ 后， 吸弃原培养液， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ４％ 多

聚甲醛中固定 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入苏木素

染液， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入伊红染液， ＰＢＳ 洗涤 ３
次， 晾干， 中性树脂封片。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 通路相关

ｍＲＮＡ 的表达 　 收集各组细胞， 使用组织 ＆ 细胞

ＲＮＡ 快速提取试剂盒提取总 ＲＮＡ， 检测 ＲＮＡ 浓度

后使用试剂盒将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ， 再通过

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 进行扩增， 反应程序 ４２ ℃ ２ ｍｉｎ， ５０ ℃
１５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ， ４ ℃ １０ ｍｉｎ， １ 个循环； ９５ ℃预

变性 ３０ ｓ， １ 个循环； ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火延伸

３０ ｓ， ４０ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法

计算目的基因相对表达量。 特定引物购自通用生物

（安徽） 股份有限公司， 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

名称 引物序列（５′⁃３′） 长度 ／ ｂｐ
Ｋｅａｐ１ 正向 ＧＡＡＧＡＧＧＣＧＧＣＡＧＡＡＧＡＡ １８

反向 ＣＡＧＧＧＣＴＡＴＧＡＣＡＧＡＴＧＧＧ １９
Ｎｒｆ２ 正向 ＣＣＴＡＧＴＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＴＣ １８

反向 ＧＧＣＡＡＣＴＣＣＡＡＧＴＣＣＡＴＣ １８
ＨＯ⁃１ 正向 ＧＡＡＧＡＧＧＣＧＧＣＡＧＡＡＧＡＡ １８

反向 ＣＡＧＧＧＣＴＡＴＧＡＣＡＧＡＴＧＧＧ １９
ＮＱＯ１ 正向 ＡＧＧＡＴＧＧＧＡＧＧＴＡＣＴＣＧＡＡＴＣ ２１

反向 ＴＧＣＴＡＧＡＧＡＴＧＡＣＴＣＧＧＡＡＧＧ ２１
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ ２２

反向 ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣ １９

２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 通路和

突触相关蛋白的表达　 收集各组细胞， 于冰上提取

蛋白， 提取方法与 “２􀆰 ４” 项下一致； 蛋白定量后

通过凝胶电泳分离、 转膜、 ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ，
１４６
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加入用脱脂牛奶稀释好的一抗， 孵育过夜； 次日加

入二抗， 室温孵育 １ ｈ， １×ＴＢＳＴ 洗膜， 加入 ＥＣＬ
发光液； 采用凝胶成像仪检测条带， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析条带灰度值。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０ 软件进

行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＴ２２ 细胞损伤的影

响　 由图 １Ａ 可知， 与对照组比较， ４００ ～ １ ０００
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理后， ＨＴ２２ 细胞存活率显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性， 最终选择细胞存活

率约为 ６０％ 的 Ｈ２Ｏ２ 浓度， 即 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 为造模

浓度。 由图 １Ｂ 可知， 低浓度的芒柄花素 （０ ～ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ） 对细胞活力没有明显影响， 高浓度的芒

柄花素 （ １５ ～ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 对 ＨＴ２２ 细胞有毒性

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 最终选用 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理 ＨＴ２２
细胞 ２４ ｈ。 取无毒剂量 （２􀆰 ５、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的

芒柄花素干预后， 结果显示， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 芒柄花素

可升高 ＨＴ２２ 细胞活力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 因此后续实验

选择 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 芒柄花素作进一步研究， 见图 １Ｃ。

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

图 １　 各组 ＨＴ２２ 细胞活力比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 ＬＤＨ
泄露率和 ＳＯＤ 活性的影响 　 由图 ２ 可知， 与对照

组比较， Ｈ２Ｏ２ 组 ＨＴ２２ 细胞 ＳＯＤ 活性明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＬＤＨ 泄露率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｈ２Ｏ２

组比较， Ｈ２Ｏ２＋芒柄花素组 ＨＴ２２ 细胞 ＳＯＤ 活性增

加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＤＨ 泄露率降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 说

明芒柄花素可以减轻 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＴ２２ 细胞对细胞

膜的损伤。

注： 与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０１，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 ＳＯＤ 活力、

ＬＤＨ 泄露率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 ＲＯＳ
水平的影响 　 由图 ３ 可知， 与对照组比较， Ｈ２Ｏ２

组 ＨＴ２２ 细胞内 ＲＯＳ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与

Ｈ２Ｏ２ 组比较， Ｈ２Ｏ２＋芒柄花素组 ＨＴ２２ 细胞内 ＲＯＳ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 ＲＯＳ 水

平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 ４　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞形态的

影响　 由图 ４ 可知， 对照组细胞膜、 突触结构完整，
核仁清晰； 与对照组比较， Ｈ２Ｏ２ 组细胞及树突数量

减少， 细胞出现核固缩， 多数细胞形态异常； 与

Ｈ２Ｏ２ 组比较， Ｈ２Ｏ２＋芒柄花素组细胞数量较增加，
且多数细胞结构完整， 能形成正常的突触结构。

图 ４　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞形态的影响

３􀆰 ５　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 Ｎｒｆ２、
Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响　 由图 ５ 可知， 与

对照 组 比 较， Ｈ２Ｏ２ 组 ＨＴ２２ 细 胞 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１
ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｋｅａｐ１
ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，
Ｈ２Ｏ２＋芒柄花素组 ＨＴ２２ 细胞 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 Ｎｒｆ２ ／
Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 通路和突触相关蛋白表达的影响 　 由

图 ６～７ 可知， 与对照组比较， Ｈ２Ｏ２ 组 ＨＴ２２ 细胞

　 　 　

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＨＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６ 　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞 Ｎｒｆ２ ／

Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＰＳＤ９５、 ＮＲ２Ｂ、 ＮＲ１、 ＮＲ２Ａ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋｅａｐ１ 蛋白表达升高
（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较， Ｈ２Ｏ２ ＋芒柄花素组

ＨＴ２２ 细 胞 Ｎｒｆ２、 ＨＯ⁃１、 ＰＳＤ９５、 ＮＲ２Ｂ、 ＮＲ１、
ＮＲ２Ａ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｋｅａｐ１ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＡＤ 是一种与衰老相关的神经退行性疾病， 其

主要临床特征包括进行性记忆功能减退和认知能力

下降。 ２０１９ 年全美因该病导致死亡的病例达１２１ ４９９
例， 这使得 ＡＤ 被美国疾控中心列为第六位主要致

死疾病［８］。 近年来发现， 许多中药及其复方对 ＡＤ
具有良好的治疗效果， 如白藜芦醇、 姜黄素、 山柰

酚等［９］。 芒柄花素为黄酮类成分， 已被证实在许多

神经系统类疾病发挥作用， 如缺血性中风、 脑缺血

再灌注、 阿尔兹海默病、 神经肿瘤等［１０］。
本研究结果显示， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 芒柄花素可提高

细胞活力； 改善 Ｈ２Ｏ２ 氧化应激引起的细胞数量减

少、 分支数量减少和细胞固缩， 说明芒柄花素具有

一定的神经保护作用。 作为神经退行性疾病中神经

元损伤的关键因素， 氧化应激被认为是一系列疾病

的常见影响因素［１１］， 其发生时会导致抗氧化酶

ＳＯＤ 活力下降、 ＲＯＳ 过量积聚， 从而使蛋白质、
脂质和 ＤＮＡ 受损， 导致不可逆的神经元死亡［１２］。
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注： 与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 Ｈ２Ｏ２ 组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 芒柄花素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤 ＨＴ２２ 细胞突触相关

蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

芒柄花素可以上调细胞抗氧化酶 ＳＯＤ 活力、 减少

ＲＯＳ 的累积， 表明芒柄花素可以降低 Ｈ２Ｏ２ 诱导

ＨＴ２２ 细胞的氧化应激水平。
突触是神经元中结构特化的区域， 突触传递的

强度取决于神经元活动的变化， 其中突触可塑性

的， 动态性质， 包括长时程增强和长时程下降， 代

表了学习和记忆的基本机制［１３⁃１４］。 越来越多证据

表明， 神经元突触丧失和功能障碍发生在 ＡＤ 发病

的早期阶段， 且与认知功能下降密切相关［１５］。
ＰＳＤ９５ 是突触后致密区的重要支架蛋白， 锚定

ＮＭＤＡ 受体和 ＡＭＰＡ 受体， 参与突触可塑性和信

号转导［１６］； ＮＲ１ 是谷氨酸受体的核心亚基［１７］；
ＮＲ２Ｂ 介导慢突触电流， 在突触发育中高表达［１８］；

ＮＲ２Ａ 促 进 突 触 成 熟［１９］。 芒 柄 花 素 可 以 增 加

ＰＳＤ９５、 ＮＲ１、 ＮＲ２Ｂ、 ＮＲ２Ａ 表达， 表明芒柄花素

可以改善突触功能， 逆转突触丢失， 增强突触可

塑性。
Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路是机体氧化还原稳

态调控的核心通路， 在静息状态下， Ｎｒｆ２ 被持续

泛素化， 并通过蛋白酶体途径被快速降解， 当氧化

还原稳态被打破时， Ｎｒｆ２ 被转运入核， 激活 ＨＯ⁃１
等一系列抗氧化反应元件的表达［２０］。 在 ＡＤ 中，
Ｋｅａｐ１ 高表达会抑制 Ｎｒｆ２ 入核， 导致 ＨＯ⁃１ 生成减

少， 进而加剧神经元氧化损伤和 Ａβ 毒性［２１］。 本

实验结果显示， 芒柄花素可以升高 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋

白表达， 降低 Ｋｅａｐ１ 蛋白表达， 表明芒柄花素可以

通过激活 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路， 激活细胞抗

氧化防御系统， 增加抗氧化蛋白的表达， 改善

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞氧化应激状态。
综上所述， 芒柄花素可以通过激活 Ｎｒｆ２ ／

Ｋｅａｐ１ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路， 增加抗氧化酶活力， 提高

细胞的抗氧化应激能力， 改善突触功能障碍， 从而

发挥其对细胞的保护作用。
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基于 Ｎｏｔｃｈ 信号通路探讨缬草酸对肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞上皮间质
转化的影响
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摘要： 目的　 探究缬草酸对肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞上皮间质转化 （ＥＭＴ） 的影响。 方法　 肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞

随机分为空白组、 ＤＡＰＴ 组 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及缬草酸低、 中、 高剂量组 （１、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 给药组给予相应剂量药

物， 空白组不做处理。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法和细胞集落形成实验检测细胞的增殖能力， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭能力， 细

胞划痕实验检测细胞迁移率， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｎｏｔｃｈ１、 ＨＥＳ１ 和 ＨＥＹ１ 蛋白表达。 结果　 与

空白组比较， 各给药组肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞增殖、 侵袭及迁移能力减弱 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｎｏｔｃｈ１、 ＨＥＳ１、 ＨＥＹ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 缬草酸能够抑制肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞 ＥＭＴ， 该作用与调

控 Ｎｏｔｃｈ 信号通路密切相关。
关键词： 缬草酸； 肝细胞癌； ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞； Ｎｏｔｃｈ 信号通路； 上皮间质转化； 增殖； 迁移； 侵袭
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