
·论  著·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2023.02.001
网络首发 https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20221108.1719.006.html(2022-11-09)

β-细辛醚对氧糖剥夺/复糖复氧诱导星形胶质细胞
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  [摘要] 目的 探讨石菖蒲有效成分β-细辛醚对氧糖剥夺/复糖复氧损伤星形胶质细胞的保护作用及机

制。方法 将星形胶质细胞分为5组:对照组、模型组、β-细辛醚(50
 

μg/mL)组、核因子-E2相关因子2(Nrf2)
抑制剂(ML385,5

 

μmol/L)组、β-细辛醚(50
 

μg/mL)+ML385(5
 

μmol/L)组。CCK-8检测细胞存活率,流式细

胞术测定细胞凋亡水平,以DCFH-DA法检测细胞内活性氧(ROS)水平,试剂盒检测细胞氧化应激因子[谷胱

甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、乳酸脱氢酶(LDH)、丙二醛(MDA)及超氧化物歧化酶(SOD)]及炎症因子[核因

子-κB亚基p65(NF-κB
 

p65)、白细胞介素(IL)-1β和IL-18]的水平,实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测Nrf2、
血红素氧化酶-1(HO-1)

 

mRNA的表达水平,Western
 

blot检测Nrf2、醌氧化还原酶-1(NQO-1)、HO-1蛋白表

达。结果 与对照组比较,模型组、ML385组及β-细辛醚+ML385组细胞凋亡率、LDH、ROS、MDA、NF-κB
 

p56、IL-1β和IL-18水平明显升高,细胞存活率、Nrf2、NQO-1、HO-1、SOD、GSH-Px明显下降(P<0.05)。与

模型组比较,β-细辛醚组及β-细辛醚+ML385组细胞凋亡率、LDH、ROS、MDA、NF-κB
 

p56、IL-1β和IL-18明

显下降,Nrf2、NQO-1、HO-1、SOD、GSH-Px明显升高,ML385组上述指标则相反(P<0.05)。与 ML385组比

较,β-细辛醚 组 及β-细 辛 醚+ML385组 细 胞 存 活 率、Nrf2、NQO-1、HO-1、SOD、GSH-Px明 显 下 降,Nrf2、
NQO-1、HO-1、SOD、GSH-Px明显升高(P<0.05)。结论 β-细辛醚可能通过激活Nrf2/HO-1通路减轻氧糖

剥夺/复糖复氧诱导的星形胶质细胞氧化应激及炎症损伤以起到保护作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

β-asarone,the
 

effective
 

component
 

of
 

acorus
 

tatarinowii,on
 

the
 

astrocytes
 

damaged
 

by
 

oxygen
 

and
 

glucose
 

deprivation
 

and
 

reoxygen-
ation.Methods The

 

astrocytes
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

five
 

groups:the
 

control
 

group,model
 

group,β-asarone
 

(50
 

μg/mL)
 

group,nuclear
 

factor-E2-related
 

factor
 

2
 

(Nrf2)
 

inhibitor
 

(ML385,5
 

μmol/L)
 

group,and
 

β-asa-
rone

 

(50
 

μg/mL)
 

+ML385
 

(5
 

μmol/L)
 

group.The
 

cell
 

survival
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,the
 

cell
 

apopto-
sis

 

level
 

was
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

the
 

intracellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

level
 

was
 

de-
tected

 

by
 

DCFH-DA
 

method.The
 

levels
 

of
 

oxidative
 

stress
 

factors
 

[glutathione
 

peroxidase
 

(GSH-PX),lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH),malondialdehyde
 

(MDA)
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)]
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

[nuclear
 

factor
 

κB
 

subunit
 

p65
 

(NF-κB
 

p65),interleukin
 

(IL)-1β
 

and
 

IL-18]
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

kit,the
 

real-
time

 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Nrf2
 

and
 

heme
 

oxidase-
1

 

(HO-1),and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

Nrf2,quinone
 

oxidoreductase-1
 

(NQO-1)
 

and
 

HO-1.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

apoptosis
 

rate,LDH,ROS,MDA,NF-κB
 

P56,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group,ML385
 

group
 

and
 

β-asarone+ML385
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,while
 

the
 

cell
 

survival
 

rate,Nrf2,NQO-1,HO-1,SOD
 

and
 

GSH-Px
 

were
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

apoptosis
 

rate,LDH,ROS,MDA,NF-κB
 

p65,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
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the
 

β-asarone
 

group
 

and
 

β-asarone+ML385
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased,while
 

Nrf2,NQO-1,HO-1,
SOD

 

and
 

GSH-Px
 

were
 

significantly
 

increased,while
 

the
 

ML385
 

group
 

had
 

the
 

opposite
 

effect
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
 

ML385
 

group,the
 

cell
 

survival
 

rate,LDH,ROS,MDA,NF-κB
 

p56,IL-1β
 

and
 

IL-18
 

in
 

the
 

β-asarone
 

group
 

and
 

β-asarone+ML385
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased,while
 

Nrf2,NQO-1,HO-1,SOD
 

and
 

GSH-Px
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion β-asarone
 

may
 

play
 

a
 

protective
 

role
 

on
 

as-
trocyte

 

injury
 

by
 

activating
 

Nrf2/HO-1
 

signaling
 

pathway
 

to
 

reduce
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

injury
 

induced
 

by
 

oxygen
 

and
 

glucose
 

deprivation/reoxygenation.
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  脑血管病已成为危害健康的重要疾病,具有较高

的发生率、复发率、致残率和死亡率。约85%的脑卒

中是由大脑动脉闭塞引起的缺血性脑卒中[1]。缺血

性卒中导致了大脑缺血区域的细胞功能障碍及细胞

死亡。通过再灌注恢复血液供应可以挽救缺血组织,
但再灌注本身会造成组织损伤,称为脑缺血再灌注损

伤(CIRI)[2]。缺血卒中区域的再灌注和血供的恢复

往往会导致一系列的细胞生化后果,CIRI的病理机制

包括过度活性氧(ROS)的产生、细胞氧化损伤、炎症

级 联 反 应 的 激 活 及 再 灌 注 组 织 中 细 胞 凋 亡 的 诱

导[3-4]。目前,静脉注射重组组织型纤溶酶原激活剂
(rtPA)和血管内治疗已被广泛应用于临床,并已证明

可降低致残风险[5]。然而,这些治疗方法可能在加重

神经元死亡的同时也加重神经功能障碍[6]。探索脑

损伤的机制,寻找减轻CIRI的药物已成为脑缺血治

疗的重点。中药在这方面发挥着独特的作用,主要体

现在抗氧化和病理损伤、减少兴奋性氨基酸的神经毒

素、清除自由基、减少钙超载、影响血小板和血栓形

成、调节凋亡等[7]。
石菖蒲的有效活性物质β-细辛醚能有效改善CI-

RI,与抑制炎性反应、减轻氧化应激、改善能量代谢、
降低细胞兴奋性毒性及保护血脑屏障等作用机制关

系密切[8]。然而,β-细辛醚的作用机制尚未完全阐明。
星形胶质细胞介导的炎症和氧化应激在急性缺血性

脑卒中后引起了CIRI[9]。本实验采用星形胶质细胞

氧糖剥夺(OGD)/复氧复糖(R)损伤模拟构建CIRI
体外模型,观察β-细辛醚对星形胶质细胞的神经保护

作用,为进一步探讨CIRI的机制和脑保护机制提供

有价值的思路,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

6~8周龄的15只雄性C57BL/6小鼠,体重20~
30

 

g,购自华中科技大学实验动物中心(SCXK2016-
2009)。
1.1.2 主要药品与试剂

β-细辛醚对照品(美国Sigma公司,纯度>98%,
货号:5273-86-9)。胎牛血清、DMEM 高糖培养基(美
国Gibco公司,批号分别为10099、p002548)。谷胱甘

肽过氧化物酶(GSH-Px)、乳酸脱氢酶(LDH)、丙二醛
(MDA)及超氧化物歧化酶(SOD)检测试剂盒(南京

建成生物工程研究所有限公司,批号分别为 A005-1-
2、A020-1-2、A003-1-2、A001-3-2)。小鼠核因子-κB
亚基p65(NF-κB

 

p65)、白细胞介素(IL)-1β、IL-18
 

ELISA试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司,批号分别为E-EL-M0838c、E-EL-M0037c、E-EL-
M0730c)。实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)
试剂、cDNA合成试剂(美国Thermo

 

Fisher
 

Scientific
公司,批号分别为11781200、20190607)。Nrf2多克

隆抗体、醌氧化还原酶1(NQO1)多克隆抗体、血红素

氧化酶-1(HO-1)多克隆抗体、GAPDH 多克隆抗体、
辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗、Nrf2抑制剂

N-{4-[2,3-二氢-1-(2’-甲基苯甲酰)-1H-吲哚-5-基]-
5-甲 基-2-噻 唑 基}-1,3-苯 并 二 氧 唑-5-乙 酰 胺
(ML385)、活 性 氧 荧 光 探 针(DCFH-DA)试 剂 盒、
CCK-8试剂盒(美国Sigma公司,批号分别为PA5-
27882、PA5-115666、PA5-77834、PA5-116420、MA5-
15367、SML1833、BL714A、7010000)。膜 联 蛋 白
(Annexin)V-PE/7-AAD双染细胞凋亡检测试剂盒
(杭州联科生物技术股份有限公司,批号CA1120)。
1.1.3 主要仪器

Forma371型细胞培养箱、ABI
 

StepOnePlus实

时荧光定量PCR仪(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司);FACSCanto

 

Ⅱ型流式细胞仪(美国BD公司);
iMark全 自 动 酶 标 仪(美 国 Bio-RAD 公 司);WD-
9413B型凝胶成像系统(北京六一生物科技有限公

司);JY92-IIN超声波细胞破碎机(宁波新芝生物科技

股份有限公司);CKX31SF倒置相差显微镜(日本O-
lympus公司)。
1.2 方法

1.2.1 星形胶质细胞的分离培养[10]

取出乳鼠-20
 

℃冰冻麻醉,75%乙醇消毒,无菌

磷酸盐缓冲液(PBS)清洗后分离脑组织,加入DMEM
培养基洗涤,分离出大脑皮质,剪碎后胰蛋白酶消化,
孵育过筛,加入D-Hanks液洗涤离心,弃上清液得细

胞团。与培养液混合后,接种到包被多聚赖氨酸后的

细胞培养板中,种板后换液继续培养。14
 

d后摇床下

分离出星形胶质细胞,经GFAP免疫荧光鉴定确认。
1.2.2 OGD/R体外模型的建立[11]及分组处理

将星形胶质细胞分为5组:对照组、模型组、β-细
辛醚(50

 

μg/mL)组、ML385(5
 

μmol/L)组、β-细辛醚
(50

 

μg/mL)+ML385(5
 

μmol/L)组。OGD/R体外
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模型的构建:纯化后的原代星形胶质细胞在正常培养

条件下,种板培养融合率在80%时去除原培养基,
PBS洗涤细胞3次,换成无血清无糖培养液,在含

95%氮气及5%二氧化碳的培养箱内37
 

℃培养6
 

h,
随后更换为含10%胎牛血清的DMEM/F12培养基。

β-细辛醚组、ML385组、β-细辛醚+ML385组分别加

入50
 

μmol/L
 

β-细 辛 醚、5
 

μmol/L
 

ML385 及 50
 

μmol/L
 

β-细辛醚+5
 

μmol/L
 

ML385,放在含5%二

氧化碳及95%空气的培养箱内37
 

℃培养24
 

h。对照

组一直在含糖含氧环境中培养,模型组仅予以 OGD
 

6
 

h/R
 

24
 

h处理。
1.2.3 CCK-8法检测细胞存活率

5组细胞按照1.2.2方法处理后接种到96孔板

内,每孔内加入CCK-8溶液10
 

μL,在37
 

℃、5%二氧

化碳的培养箱内继续孵育1
 

h,未接种细胞的孔为空

白凋零孔,采用全自动酶标仪在450
 

nm处测定吸光

度(A)值,计算细胞存活率。细胞存活率=实验组A
值/空白组A值×100%。
1.2.4 二硝基苯肼法检测LDH漏出率

5组细胞按照1.2.2方法处理后,分别收集各组

细胞及其上清液,细胞被超声破碎为匀浆,按照LDH
检测试剂盒严格检测上清液和细胞匀浆中LDH的A
值,计算LDH漏出率。漏出率=上清液中A值/(上
清液LDH

 

A值+细胞匀浆中LDH
 

A值)×100%。
1.2.5 流式细胞术[12]测定细胞凋亡水平

5组细胞按照1.2.2方法处理后,用冷PBS清洗

处理过的细胞,加入胰酶室温消化,取细胞悬浮液4
 

℃离心,弃上清液后收集细胞。细胞PBS重悬后再次

离心弃上清液,加入缓冲液悬浮细胞后严格按照试剂

盒步骤加入2
 

μL
 

Annexin-V抗体及2
 

μL
 

7-AAD染

料进行染色,然后采用流式细胞仪进行检测。

1.2.6 星形胶质细胞氧化应激水平的检测

1.2.6.1 2’,7’-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)
法检测ROS的表达

严格按试剂盒说明书要求操作。细胞于无血清

培养基稀释DCFH-DA至终浓度为10
 

μmol/L,吸走

培养基,加入DCFH-DA至终浓度为10
 

μmol/L,37
 

℃培养箱内孵育20
 

min,用无血清培养基洗涤细胞,
胰酶消化,离心后重悬细胞,流式细胞术检测其荧光

强度。对照组作为参照(荧光强度为100%),其余4
组与之比较代表其相对ROS的活性。
1.2.6.2 生化法检测上清液中氧化应激水平

细胞按1.2.2方法处理以后,收集经胰蛋白酶消

化后的各组细胞,在冰上超声裂解,离心后取上清液。
按照试剂盒步骤硫代巴比妥酸法检测 MDA,黄嘌呤

氧化酶法检测SOD,分光光度法检测GSH-Px。
1.2.7 ELISA检测上清液中的炎症因子

细胞处理同1.2.6.2方法,采用ELISA试剂盒

按说明书步骤检测上清液中NF-κB
 

p56、IL-1β和IL-
18水平。
1.2.8 RT-qPCR检测 Nrf2、HO-1

 

mRNA的表达

水平

取各组细胞,采用TRizol法提取细胞内总RNA,
超微量分光光度计检测RNA浓度后置于—80

 

℃冰

箱保存。逆转录合成cDNA,以其为模板,GAPDH管

家基因作为内参,然后进行实时荧光定量PCR扩增。
反应体系:SYBR

 

Green
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,正向引物

及反向引物各0.5
 

μL,cDNA
 

2
 

μL,补足RNase-Free
 

ddH2O至总体积20
 

μL。反应条件:95
 

℃预变性45
 

s,95
 

℃变性5
 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,循环

40次。循环结束后以2-ΔΔCt 法计算目的基因 mRNA
相对表达水平。PCR引物序列和产物长度见表1。

表1  PCR引物序列和产物长度

基因 引物序列 产物长度(bp)

Nrf2 上游引物:5'-CTT
 

GGC
 

CTC
 

AGT
 

GAT
 

TCT
 

GAA
 

GAA
 

GTG-3' 124

下游引物:5'-CCT
 

GAG
 

ATG
 

GTG
 

ACA
 

AGG
 

GTT
 

GTA-3'

HO-1 上游引物:5'-GCA
 

ACC
 

CGA
 

CAG
 

CAT
 

GC-3' 249

下游引物:5'-TGC
 

GGT
 

GCA
 

GCT
 

CTT
 

CTG-3'

GAPDH 上游引物:5'-ACC
 

TGA
 

CCT
 

GCC
 

GTC
 

TAG
 

AA-3' 247

下游引物:5'-TCC
 

ACC
 

ACC
 

CTG
 

TTG
 

CTG
 

TA-3'

1.2.9 Western
 

blot[13]检测 Nrf2/HO-1通路相关

蛋白表达水平

取对数生长期的星形胶质细胞,按1.2.2方法分
组及处理,每组分别设立3个复孔。培养结束,收集
经胰蛋白酶消化后的各组细胞,超声细胞破碎仪冰上
粉碎后4

 

℃离心,取上清液即获得细胞总蛋白,采用

BCA法测定蛋白浓度,制备蛋白样品,根据蛋白浓度
调整上样量。蛋白样品95

 

℃沸水高温变性后,加至

10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE)胶加样孔内,60
 

V恒压浓缩胶电泳,75
 

V、90
 

min恒压分离胶电泳,250
 

mA
 

3
 

h恒定电流进行转
膜,TBST洗膜后室温下以5%脱脂奶粉中摇床上封
闭1

 

h,取膜加入Nrf2、NQO-1、HO-1一抗稀释液与
内参GAPDH抗体稀释液(稀释度分别为1∶1

 

000、
1∶800、1∶1

 

000、1∶2
 

000),4
 

℃孵育过夜;次日以

TBST溶液清洗3次,每次10
 

min,加入辣根过氧化
物酶 标 记 羊 抗 兔IgG(HRP)二 抗(稀 释 度 为1∶
3

 

000),室温下摇床孵育1
 

h;以TBST洗膜3次,每
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次10
 

min,避光,采用ECL显色后凝胶成像系统曝光

显影定影成像。采用Image
 

J软件分析,以目的蛋白/
内参蛋白灰度值之间的比值表示相关蛋白的表达

水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两组间

比较采用LSD-t检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 β-细辛醚对 OGD/R诱导的星形胶质细胞存活

率和凋亡率的影响

与对照组比较,模型组、ML385组、β-细辛醚组及

β-细辛醚+ML385组细胞存活率明显下降,细胞凋亡

率明显升高(P<0.05)。与模型组比较,β-细辛醚组

及β-细辛醚+ML385组细胞存活率明显升高,细胞凋

亡率明 显 下 降,ML385组 则 相 反(P<0.05)。与

ML385组比较,β-细辛醚组及β-细辛醚+ML385组

细胞存活率明显升高,细胞凋亡率明显下降(P<
0.05),见表2、图1。
2.2 β-细辛醚对 OGD/R诱导的星形胶质细胞氧化

应激水平的影响

与对照组比较,模型组、ML385组及β-细辛醚+
ML385组LDH漏出率、MDA、ROS荧光强度明显升

高,SOD、GSH-Px水平明显下降(P<0.05)。与模型

组比较,β-细辛醚组及β-细辛醚+ML385组LDH漏

出率、MDA、ROS荧光强度明显下降,SOD、GSH-Px
水平明显升高,而 ML385组上述指标则相反(P<
0.05)。与 ML385组比较,β-细辛醚组及β-细辛醚+
ML385组LDH漏出率、MDA、ROS荧光强度明显下

降,SOD、GSH-Px水平明显升高(P<0.05),见表3。
表2  各组脑组织星形胶质细胞存活率及凋亡率

   比较(n=3,x±s,%)

组别 细胞存活率 细胞凋亡率

对照组 99.94±0.07 6.62±0.68

模型组 62.43±4.19a 20.31±1.89a

ML385组 50.81±5.37ab 31.86±2.84ab

β-细辛醚组 82.43±6.62abc 10.83±2.19abc

β-细辛醚+ML385组 72.12±5.25abc 15.43±1.26abc

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与 ML385组比较。

图1  各组星形胶质细胞Annexin
 

V/7-AAD双染法细胞凋亡图

表3  各组脑组织星形胶质细胞氧化应激水平比较(n=3,x±s)

组别 LDH漏出率(%) SOD(U/mL) GSH-Px(U/mL) MDA(nmol/mL) ROS荧光强度(%)

对照组 6.06±0.63 135.99±4.60 86.11±5.97 7.02±1.49 4.24±2.04

模型组 20.06±1.21a 91.83±4.02a 52.87±7.29a 17.55±1.39a 20.14±2.68a

ML385组 23.68±1.13a 76.30±5.96ab 41.78±2.73ab 21.26±2.35ab 27.72±4.38ab

β-细辛醚组 9.24±1.57bc 112.87±9.29abc 75.49±5.03abc 10.85±1.35abc 10.04±1.83abc

β-细辛醚+ML385组 13.12±1.92abc 101.63±5.05abc 64.64±6.09abc 14.73±2.10abc 13.39±3.08abc

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与 ML385组比较。

2.3 β-细辛醚对 OGD/R诱导的星形胶质细胞炎症

因子水平的影响

与对照组比较,模型组、ML385组、β-细辛醚组及

β-细辛醚+ML385组NF-κB
 

p65、IL-1β、IL-18水平明
显升高(P<0.05)。与模型组比较,β-细辛醚组及β-
细辛醚+ML385组 NF-κB

 

p65、IL-1β、IL-18水平明
显下降(P<0.05),而 ML385组上述指标则相反
(P<0.05)。与 ML385组比较,β-细辛醚组及β-细辛
醚+ML385组 NF-κB

 

p65、IL-1β、IL-18水平明显下
降(P<0.05),见表4。

2.4 β-细 辛 醚 对 OGD/R诱 导 的 星 形 胶 质 细 胞 中

Nrf2和HO-1
 

mRNA表达的影响

与对照组比较,模型组、ML385组及β-细辛醚+
ML385组 Nrf2、HO-1

 

mRNA 表达明显下降(P<
0.05)。与模型组比较,β-细 辛 醚 组 及β-细 辛 醚+
ML385组 Nrf2、HO-1

 

mRNA 表 达 明 显 升 高,而
ML385组上述指标则相反(P<0.05)。与 ML385组
比较,β-细辛醚组及β-细辛醚+ML385组的 Nrf2、
HO-1

 

mRNA表达明显升高(P<0.05),见表5。
2.5 β-细 辛 醚 对 OGD/R 诱 导 的 星 形 胶 质 细 胞
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Nrf2/HO-1通路相关蛋白表达的影响

与对照组比较,模型组、ML385组及β-细辛醚+
ML385组 Nrf2、NQO-1、HO-1蛋白表达明显下降
(P<0.05)。与模型组比较,ML385组、β-细辛醚组

及β-细辛醚+ML385组Nrf2、NQO-1、HO-1蛋白表

达明 显 升 高,而 ML385组 上 述 指 标 则 相 反(P<
0.05)。与 ML385组比较,β-细辛醚组及β-细辛醚+
ML385组 Nrf2、NQO-1、HO-1蛋白表达明显升高
(P<0.05),见表6、图2。

表4  各组脑组织星形胶质细胞炎症因子水平

   比较(n=3,x±s,pg/mL)

组别 NF-κB
 

p65 IL-1β IL-18

对照组 2.30±1.15 58.66±4.04 41.37±5.51

模型组 10.70±1.01a 147.00±8.66a 127.67±6.64a

ML385组 14.60±0.85ab 220.67±6.65ab 203.35±5.69ab

β-细辛醚组 4.40±0.62abc 84.32±5.03abc 64.67±5.13abc

β-细辛醚+ML385组 7.93±1.32abc 120.67±6.11abc 106.00±5.29abc

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与 ML385组比较。

表5  各组脑组织星形胶质细胞Nrf2和 HO-1
 

mRNA
   表达水平的检测结果(n=3,x±s,%)

组别 Nrf2
 

mRNA HO-1
 

mRNA

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00

模型组 0.39±0.03a 0.43±0.04a

ML385组 0.31±0.04a 0.37±0.01a

β-细辛醚组 0.89±0.02bc 0.86±0.05bc

β-细辛醚+ML385组 0.56±0.05abc 0.56±0.03abc

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,ML385组比较。

表6  各组脑组织星形胶质细胞相关蛋白表达

   水平(n=3,x±s,%)

组别 Nrf2 NQO-1 HO-1

对照组 0.95±0.08 1.10±0.02 0.98±0.06

模型组 0.32±0.03a 0.54±0.05a 0.40±0.02a

ML385组 0.25±0.04ab 0.41±0.02ab 0.16±0.03ab

β-细辛醚组 0.82±0.04bc 0.92±0.06bc 0.81±0.03bc

β-细辛醚+ML385组 0.53±0.05abc 0.73±0.06abc 0.64±0.05abc

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,ML385组比较。

图2  各组星形胶质细胞Nrf2、NQO-1、HO-1
蛋白表达的电泳图

3 讨  论

近年来,缺血性脑卒中的发生率持续上升。缺血

性脑卒中血流恢复会加重损伤并引起CIRI。CIRI的

发生与线粒体能量代谢紊乱、兴奋性氨基酸毒性、离
子平衡失衡、氧化应激、炎性反应、细胞凋亡和血脑屏

障破坏等有关[14]。因此,预防和治疗CIRI是缺血性

脑卒中治疗的重点。脑缺血再灌注引起脑损伤,这与

脑内的氧自由基密切相关。脑缺血再灌注诱导的

LDH释放和 MDA积累可以直接反映脑缺血的严重

程度和脂质过氧化的程度。SOD和GSH-px是强大

的自由基清除因子,可以减少脑缺血再灌注诱导的氧

化应激。Nrf2通路是近年来抗氧化研究的重点[15]。
Nrf2通路通过上调一系列内源性保护基因显示出抗

氧化作用[16]。HO-1和NQO-1是抵抗氧化应激的两

种主要蛋白质[17]。HO-1催化胆绿素、胆红素和铁蛋

白的形成,从而表现出抗氧化活性。NQO-1通过阻

止ROS的产生发挥抗氧化应激作用[18]。急性脑缺血

再灌注可触发神经炎症,激活先天免疫反应,进而引

发一系列炎症级联反应和氧化应激,而炎性反应被认

为是CIRI的一个重要的病理生理过程,氧化应激是

CIRI的重要发病机制,含 NLR家族Pyrin域蛋白3
(NLRP3)炎症小体参与炎症级联调控,ROS可诱导

NLRP3 激 活,启 动 NLRP3/半 胱 氨 酸 蛋 白 酶-1
(caspase-1)焦亡信号通路,促进通路下游炎性因子凋

亡相关点样蛋白(ASC)、caspase-1、IL-1β和IL-18的

分泌,在 CIRI的 发 生、发 展 中 扮 演 了 关 键 的 角

色[19-22]。

β-细辛醚是中药石菖蒲的主要有效成分,具有较

强的抗炎效果,药效易透过血脑屏障起到脑保护作

用[23]。本研究发现,与对照组比较,模型组 OGD/R
细胞 中 抗 氧 化 因 子 Nrf2、HO-1、NQO-1 表 达 和

SOD、GSH-Px活性明显下降,氧化应激因子 ROS、
LDH、MDA和促炎因子 NF-κB

 

p65、IL-1β、IL-18水

平升高,而β-细辛醚可不同程度地降低OGD/R模型

细胞中上述氧化应激因子和炎症因子指标的水平,增
加抗氧化因子,说明Nrf2通路在CIRI星形胶质细胞

中失活,β-细辛醚重新激活了Nrf2通路并促进了抗氧

化因子的表达及活性增加,并降低了氧化应激因子和

促炎因子的水平。此外,β-细辛醚通过减少 OGD/R
诱导的氧化应激来抑制星形胶质细胞的凋亡,提高细

胞的存活率,说明β-细辛醚可能通过激活 Nrf2通路

减轻OGD/R星形胶质细胞氧化应激反应和炎性反

应的程度起到神经保护作用。
ML385是一种新型的、特异的Nrf2抑制剂,其能

抑制Nrf2的下游靶基因的表达。本研究也发现,与
对照组比较,ML385加剧了OGD/R诱导的星形胶质

细胞的凋亡率,减少细胞存活率,抑制了Nrf2、HO-1
和NQO-1表达,降低了SOD、GSH-Px活性并增加了

ROS、LDH、MDA、NF-κB
 

p65、IL-1β、IL-18的水平,
而β-细辛醚干预后上述指标得到不同程度的改善。
这些结果表明 Nrf2被抑制后抗氧化因子明显减少,
炎症因子明显增加,细胞凋亡加重,Nrf2在CIRI中发

挥重要作用,而通过β-细辛醚的干预可明显改善氧化

应激和炎性反应,对OGD/R诱导的星形胶质细胞具
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有保护作用。
综上所述,β-细辛醚可能通过激活 Nrf2通路,清

除ROS进而进一步激活Nrf2/HO-1信号通路,缓解

OGD/R诱导的星形胶质细胞氧化应激和炎症损伤,
减轻神经细胞的凋亡,从而发挥对大脑星形胶质细胞

损伤的保护作用,这可能是β-细辛醚发挥抗CIRI药

效的物质基础。
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殖活力,延缓了细胞愈合迁移能力,且侵袭能力受到
了明显抑制。肿瘤的异常增殖是肿瘤侵袭和转移的
基础,肿瘤增殖过程中起到关键作用的基因分子主要
包括肿瘤增殖相关蛋白Cyclin

 

D1、c-Myc、BCL2和

VEGF,也是预测肿瘤异常增殖的重要标志。研究表
明,肿瘤细胞在异常增殖过程中 Cyclin

 

D1、c-Myc、
BCL2和 VEGF均呈表达上调 状 态。本 研 究 通 过

Western
 

blot检测4种蛋白表达证实,NU9056干预
后的食管癌细胞中Cyclin

 

D1、c-Myc、BCL2和VEGF
蛋白表达均明显降低。笔者推测,NU9056干预食管
癌EC109细胞后抑制了乙酰基转移酶 KAT5的活
性,使其催化的Survivin蛋白发生去乙酰化进而改变
了Cyclin

 

D1、c-Myc、BCL2和 VEGF的表达。提示
抑制KAT5表达可以降低Survivin乙酰化水平,抑制
了细胞增殖通路,进而抑制了食管癌EC109细胞的增
殖、侵袭和迁移。

综上所述,乙酰基转移酶抑制剂NU9056可通过
下调乙酰基转移酶KAT5靶向调控Survivin乙酰化
修饰,进一步通过调控肿瘤增殖过程中起到关键作用
的基因,进而抑制食管癌EC109细胞的增殖、侵袭和
迁移能力,为食管癌的临床治疗提供了新的思路和作
用靶点。
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