
１．２．１　细胞培养　３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养于含１０％胎牛

血清、１００Ｕ／ｍＬ青链霉素混合液和１％Ｌ谷氨酰胺的ＤＭＥＭ

高糖培养液，选取对数生长期细胞进行实验。

１．２．２　实验分组及加药　根据前期实验结果，各组药物作用

时间为４８ｈ。实验分为５组，空白对照组：加入无血清培养基

进行培养；ＭＰＰ＋处理的模型组；ＳｃｈＡ组：ＳｃｈＡ与 ＭＰＰ＋共

同处理细胞，其中ＳｃｈＡ终浓度分别为１、３、５μｍｏｌ／Ｌ，ＭＰＰ＋

终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，每组重复４次。

１．２．３　ＮＯ的检测　待细胞长至培养瓶底面积７０％之后按照

１．２．２方法进行实验分组及加药。４８ｈ后，各孔细胞ＰＢＳ洗３

遍，加入２０μＬＰＢＳ，细胞刮刀刮取细胞置于０．５ｍＬＥＰ管中，

插入冰中。超声破碎细胞，离心取上清液，按照 ＮＯ 检测试剂

盒说明书进行细胞中ＮＯ检测操作。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测βａｃｔｉｎ、总 Ａｋｔ蛋白及其ｐＡｋｔ蛋

白表达水平　接种细胞至１０ｃｍ平皿进行培养，至细胞长至培

养瓶底面积７０％之后按照１．２．２方法进行实验分组及加药。

４８ｈ后，洗涤细胞，加入含苯甲基磺酰氨（ＰＭＳＦ）的ＲＩＰＡ裂解

液，刮取细胞置于１．５ｍＬＥＰ管中，标记；超声破碎细胞，离心

取上清，用ＢＣＡ法进行蛋白定量。上样缓冲液标化各组浓度，

９５℃水浴５ｍｉｎ。每泳道加总蛋白４５μｇ进行十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳后转移至聚偏

氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，脱脂牛奶室温封闭２ｈ后分别加入一抗

（βａｃｔｉｎ、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ抗体，１∶１０００）４℃过夜，洗膜后加入相

应二抗（辣根过氧化物酶标记的二抗，１∶２０００），室温缓摇１

ｈ。ＴＢＳＴ洗３次，ＥＣＬ发光，显影、定影。胶片经照相后采用

美国ＩｍａｇｅＪ软件分析 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带，以目的条带总Ａｋｔ、

ｐＡｋｔ与内参条带βａｃｔｉｎ的灰度值比值分别表示总 Ａｋｔ和ｐ

Ａｋｔ表达水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计处理，计量

资料以狓±狊表示，样本均数之间的比较采用狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳｃｈＡ对 ＭＰＰ＋处理的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ＮＯ含量的影响

　１ｍｍｏｌ／ＬＭＭＰ＋诱导后，ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ＮＯ含量明显增

高（犘＜０．０５）。而经ＳｃｈＡ共同处理后，ＮＯ的含量降低，作用

呈浓度依赖性，５μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组与模型组比较差异有统计学

意义，见表１。

表１　　ＳｃｈＡ对 ＭＰＰ＋处理的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞ＮＯ

　　　含量的影响（狓±狊，狀＝４）

组别 细胞ＮＯ含量（μｍｏｌ／Ｌ）

空白对照组 ０．２２９３±０．１５３９

模型组 ０．５９９５±０．１８６４ａ

１μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组 ０．５０９３±０．２３７４

３μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组 ０．４２６４±０．２１８４

５μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组 ０．３７３９±０．２８２６ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

２．２　ＳｃｈＡ对 ＭＰＰ＋处理的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞总 Ａｋｔ、ｐＡｋｔ蛋

白表达水平的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ检测结果显示各个组别

总Ａｋｔ相对表达水平没有明显变化，见表２；与空白对照组相

比模型组ｐＡｋｔ相对表达水平显著减小（犘＜０．０５），与模型组

比较，ＳｃｈＡ各浓度组的ｐＡｋｔ蛋白相对表达水平随浓度ＳｃｈＡ

的升高而升高，且差异有统计学意义（犘＜０．０５），图１。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：１ｍｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组；Ｄ：３ｍｍｏｌ／Ｌ

ＳｃｈＡ组；Ｅ：５ｍｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组。

图１　　ＳｃｈＡ对 ＭＰＰ＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞总Ａｋｔ及

ｐＡｋｔ蛋白表达

表２　　ＳｃｈＡ对 ＭＰＰ＋处理的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞总Ａｋｔ、ｐＡｋｔ

　　　蛋白相对表达量的影响（狓±狊，狀＝４）

组别 总Ａｋｔ ｐＡｋｔ

空白对照组 ０．９５８±０．１１６ １．４１４±０．０９２

模型组 ０．９５５±０．１４５ ０．６４０±０．０８４ａ

１μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组 ０．９６１±０．１２８ ０．６５４±０．１２４ａｂ

３μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组 ０．９６１±０．０８３ ０．６８８±０．１５４ａｂ

５μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组 ０．９５４±０．１３１ ０．７６６±０．１１５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

３　讨　　论

ＮＯ是一种普遍存在的信号分子和扩散性神经递质，涉及

许多生理和病理过程［５］。在中枢神经系统中 ＮＯ调节神经细

胞的增生、分化和生存，参与神经递质释放、神经元兴奋性，增

强记忆和学习功能。但过量的ＮＯ表现出神经毒性，可引起细

胞损伤。研究表明，在ＰＤ中产生过量的 ＮＯ
［６７］，会使多巴胺

能神经元损伤增加。ＰＤ发生过程中黑质多巴胺（ＤＡ）能神经

元特异性变性的确切病因还不太清楚，但目前认为年龄老化、

环境、遗传、氧化应激及自由基生成、兴奋性氨基酸毒性、线粒

体功能障碍、外源性神经毒素等均可引起ＤＡ神经元的变性和

死亡。而ＮＯ通路是参于这些机制的重要组成部分并且能通

过许多机制导致多巴胺神经细胞的凋亡和死亡［８９］。本实验研

究选择 ＭＰＰ＋作为干预药物建立ＰＤ细胞模型，ＭＰＰ＋处理

的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＮＯ含量与空白对照组相比明显升高，与

以上的研究结果一致。而经ＳｃｈＡ与 ＭＰＰ＋共同处理后，ＮＯ

的含量降低，作用呈浓度依赖性，５μｍｏｌ／ＬＳｃｈＡ组较模型组

差异有统计学意义。实验结果及先期研究结果提示，在一定范

围内ＳｃｈＡ以浓度依赖方式对 ＭＰＰ＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞

发挥保护作用，可能与抑制ＮＯ的生成有关。

Ａｋｔ又称蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）为原癌基因

ｃＡｋｔ表达编码的一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，是传递ＰＩ３Ｋ

信号的核心。Ａｋｔ通过ＰＨ结构域与活化的ＰＩ３Ｋ激活产物相

结合，自身发生磷酸化而被激活，调控下游靶基因 Ｂａｄ、

Ｃａｓｐａｓｅ９、ＮＦκＢ、Ｆｏｒｋｈｅａｄ、ｍＴＯＲ、Ｐａｒ４、Ｐ２１等，参与细胞

的增殖、分化、凋亡。研究显示在ＰＤ患者的脑中黑质致密部

Ａｋｔ和ｐＡｋｔ减少
［１０］。在关于ＰＤ的多项研究中，Ａｋｔ活化发

３３９３重庆医学２０１４年１０月第４３卷第２９期



挥神经保护作用。Ｔｉｍｍｏｎｓ等
［１１］研究发现咖啡因使６羟基多

巴胺（６ＯＨＤＡ）诱导的人类多巴胺神经母细胞瘤ＳＨＳＹ５Ｙ细

胞模型Ａｋｔ显著磷酸化，具有减轻神经毒素的作用，且这种作

用可以被Ｐ１３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２所抑制。丙炔苯丙胺可能

通过激活Ａｋｔ磷酸化，引起 Ｎｒｆ２核转位，最终发挥对 ＭＰＰ＋

诱导的ＰＣ１２细胞的保护作用
［１２］。雷沙吉兰在啮齿类 ＭＰＴＰ

模型中通过激活 Ａｋｔ，对６ＯＨＤＡ诱导的细胞死亡有保护作

用［１３］。红景天甙在ＰＤ小鼠模型中能使Ｐ１３Ｋ／Ａｋｔ信号转导

途径中Ａｋｔ在ｓｅｒ４７３位点以及ＧＳＫ３β在ｓｅｒ９位点的磷酸化

程度增高，发挥神经保护作用［１４１５］。在本研究中，ＳｃｈＡ 明显

提高 ＭＰＰ＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的ｐＡｋｔ表达水平，提示

ＳｃｈＡ可能通过影响 ＰＩ３／Ａｋｔ通路来发挥神经细胞的保护

作用。

综上所述，ＳｃｈＡ缓解 ＭＰＰ＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤

与ＮＯ生产量及ｐＡＫＴ蛋白表达改变有关。但ＮＯ的进一步

影响机制及Ａｋｔ信号转导途径下游参与调控凋亡和增殖的分

子还需进一步明确。
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