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Ｔｒｘ１过表达通过 ＮＦκＢ信号通路减轻 ＭＰＰ＋所致
ＰＣ１２细胞的氧化应激损伤
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（湖北江汉油田总医院神经内科，湖北 潜江 ４３３１２４）

　　［摘　要］　目的：探讨硫氧还蛋白 １（Ｔｒｘ１）过表达通过 ＮＦκＢ信号通路减轻 １甲基４苯基吡啶离子
（ＭＰＰ＋）诱导的大鼠嗜铬细胞瘤ＰＣ１２细胞氧化应激损伤的作用，探讨帕金森病的发病机制。方法：采用１、３和５
ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞，ＭＴＴ法检测细胞活力，商用试剂盒检测细胞上清液中氧化应激指标乳酸脱氢酶
（ＬＤＨ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 Ｔｒｘ１蛋白的表达。以 ３
ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞，以含ＡｄＴｒｘ１ＧＦＰ序列的慢病毒感染建立Ｔｒｘ１过表达的帕金森病细胞模型，采用
ＭＴＴ法、商用试剂盒和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测Ｔｒｘ１过表达对ＰＣ１２细胞活力、氧化应激反应和ＮＦκＢ信号通路的影
响。给予ＮＦκＢ信号通路激活剂佛波酯（ＰＭＡ）作用于经 ＭＭＰ＋处理的 Ｐ１２细胞，观察激活 ＮＦκＢ信号通路对
ＰＣ１２细胞活力和氧化应激反应的影响；给予ＮＦκＢ信号通路抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸盐（ＰＤＴＣ）作用于Ｔｒｘ
１过表达的ＭＰＰ＋损伤ＰＣ１２细胞，观察Ｔｒｘ１过表达通过 ＮＦκＢ信号通路对 ＰＣ１２细胞活力和氧化应激反应的影
响。结果：１、３和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋能够明显降低ＰＣ１２细胞活力、细胞上清液中ＳＯＤ活性和细胞内Ｔｒｘ１蛋白的表
达，升高细胞上清液中ＬＤＨ活性和 ＭＤＡ含量，且３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋的作用明显大于１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋（Ｐ＜００５），而３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋间的差异无统计学显著性。Ｔｒｘ１过表达能够明显减弱
ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞活力的抑制作用及其诱导的氧化应激损伤和ＮＦκＢ信号通路活化。ＮＦκＢ信号通路的激活促
进了ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞活力的抑制作用及其诱导的氧化应激损伤，而抑制ＮＦκＢ信号通路则增强了Ｔｒｘ１过表达
对ＭＰＰ＋损伤的ＰＣ１２细胞的保护作用。结论：Ｔｒｘ１过表达可通过ＮＦκＢ信号通路减轻ＭＰＰ＋作用下ＰＣ１２细胞的
氧化应激损伤。
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　　帕金森病是一种发病率仅次于阿尔茨海默病的
中枢神经系统变性疾病，其发病机制除了与遗传、年

龄、脑中路易小体沉积和黑质多巴胺神经元退行性

变有关外，还与氧化应激关系密切。氧化应激损伤

被认为是帕金森病发病的重要环节［１２］。神经元进

行性丢失被认为是神经退行性疾病的重要病理特

征，而氧化应激在促进神经细胞凋亡过程中发挥着

重要作用。神经元中含有较低的抗氧化活性的谷胱

甘肽和较丰富的对自由基敏感的多不饱和脂肪酸，

使其清除自由基能力减弱而遭受自由基攻击能力增

强。因此，减轻氧化应激对神经元细胞损伤是控制

和治疗帕金森病发生发展的重要策略。硫氧还蛋白

１（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ１，Ｔｒｘ１）是一种广泛分布于生物体内
的抗氧化蛋白，通过巯基二硫键相互转换在维持和
调节细胞的氧化还原过程中发挥着重要作用；核因

子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）是细胞内重要的核
转录因子，通过调控下游多种基因的表达参与细胞

的生长发育、炎症反应、免疫调节和细胞凋亡等过

程，与包括帕金森病在内的多种神经系统疾病的发

生关系密切［３４］。已有研究［５７］发现，Ｔｒｘ１可通过增
强 ＤＪ１基因的表达调节帕金森病中的自噬和内质
网应激反应，Ｔｒｘ１可调控ＮＦκＢ活性参与细胞的氧
化应激过程，但Ｔｒｘ１通过ＮＦκＢ信号通路调控帕金
森病氧化应激损伤的机制并不明确。１甲基４苯基
吡啶离子（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍ，ＭＰＰ＋）是一
种可引起神经细胞氧化应激损伤的神经毒，作为氧

化应激损伤细胞模型的诱导剂［８９］被用于研究帕金

森病的发病机制。本研究以大鼠嗜铬细胞瘤 ＰＣ１２
细胞为研究对象，通过ＭＰＰ＋刺激构建氧化应激损伤
细胞模型，观察Ｔｒｘ１通过ＮＦκＢ信号通路对氧化应
激损伤的影响，以期为帕金森病的发生发展机制及

治疗提供新的线索。

材　料　和　方　法

１　主要材料
大鼠嗜铬细胞瘤 ＰＣ１２细胞株购自中国上海典

型培养物储备中心。ＭＴＴ试剂（批号：Ｍ２１２８）和
ＭＰＰ＋（批号：Ｄ０４８）购自 Ｓｉｇｍａ；胎牛血清（批号：
ＳＨ４１２８９）购自ＧｉｂｃｏＢｒｌ；高糖ＤＭＥＭ培养基（批号：
ＳＨ３００２２．０１Ｃ）购自ＨｙＣｌｏｎｅ；抗ＮＦκＢｐ６５抗体（批
号：２４５９）和抗 ＩκＢα抗体（批号：３４６５）购自美国凯
基生物公司；ＲＩＰＡ裂解液（批号：Ｐ００１３Ｃ）购自上海
碧云天生物研究所；抗 ｐＩκＢα抗体（批号：ａｂ７２１９）
和抗ｐＮＦκＢｐ６５抗体（批号：ａｂ９５０２２）购自Ａｂｃａｍ；
抗βａｃｔｉｎ抗体（批号：１６０９１６）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；辣根
过氧化酶标记的 ＩＩ抗（批号：１６０９１５）购于北京中杉
金桥公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量检测
试剂盒（批号：２０１５０８１６）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒ
ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活力检测试剂盒 （批号：
２０１５０７２２）和乳酸脱氢酶 （ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）活力检测试剂盒（批号：２０１５０７１３）购于南京建
成有限公司。

２　方法
２．１　细胞培养　采用含 １０％胎牛血清的高糖
ＤＭＥＭ培养基于３７℃、５％ ＣＯ２条件的细胞培养箱
中常规培养ＰＣ１２细胞，选取第４代对数生长期细胞
进行实验。

２．２　氧化应激损伤细胞模型的建立　将ＰＣ１２细胞
以每孔５×１０４个种植于９６孔细胞板上，将其随机分
为ｃｏｎｔｒｏｌ组（加入等量培养液）、１ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组
（加入浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋）、３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋

组（加入浓度为 ３ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋）和 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋组（加入浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋）。置于细
胞培养箱内常规培养过夜。采用ＭＴＴ法检测细胞活
力，试剂盒检测细胞上清液中ＬＤＨ和ＳＯＤ的活性及
ＭＤＡ含量。后期，将 ＰＣ１２细胞随机分为 ｃｏｎｔｒｏｌ组
（加入等量培养液）、３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组（加入浓度为
３ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋）和 ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ＋佛波酯
（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）组（加入浓度
为３ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋和 ＮＦκＢ激活剂 ＰＭＡ），经
ＭＰＰ＋和ＰＭＡ作用２４ｈ后，采用ＭＴＴ法检测细胞活
力，试剂盒检测细胞上清液中ＬＤＨ和ＳＯＤ的活性及
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ＭＤＡ含量。
２．３　ＭＴＴ法检测细胞活力　将 ＭＰＰ＋处理２４ｈ后
的ＰＣ１２细胞以每孔３×１０４个接种至９６孔细胞板
上，孵箱内培养２４ｈ后，每孔加入２０μＬＭＴＴ试剂
（浓度为５ｇ／Ｌ）作用２４ｈ。弃培养液，加入二甲基亚
砜充分溶解 ＭＴＴ结晶。上酶标仪检测各组细胞在
４９０ｎｍ处的吸光度（Ａ）值。以药物组Ａ均值与对照
组Ａ均值的百分比计算各组细胞的相对活力。
２．４　细胞上清液中 ＬＤＨ和 ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ含量
的检测　收集培养结束的ＰＣ１２细胞上清液，根据试
剂盒说明书步骤分别检测 ＬＤＨ和 ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ
含量。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平　采用 ＲＩＰＡ细胞
裂解液提取 ＰＣ１２细胞的总蛋白，并采用 ＢＣＡ法定
量总蛋白。向蛋白样品中加入等体积的上样缓冲液

于沸水浴中变性３～５ｍｉｎ后，采用微量加样器以每
孔５０μｇ蛋白样品上样至 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶孔中行分
离。待电泳结束后电转至 ＰＶＤＦ膜上。以脱脂奶粉
浓度为５％的 ＴＢＳＴ溶液封闭１ｈ后，加入封闭液稀
释的 Ｉ抗（１∶１０００）于４℃下孵育２４ｈ。弃培养液
后，采用封闭液洗涤１０ｍｉｎ，洗涤３次后，加入封闭
液稀释的 ＩＩ抗（１∶２０００）于３７℃下孵育１ｈ。封闭
液再次洗涤后，加入化学发光剂暗室内显影曝光，凝

胶成像系统扫描分析。

２．６　慢病毒感染　将对数生长期的ＰＣ１２细胞以每
孔１×１０５个细胞接种至６孔细胞板上，将其随机分
为ｃｏｎｔｒｏｌ组（加入等量培养液）、３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组
（加入３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋作用４８ｈ）、３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋

＋ＮＣ组（ＡｄＧＦＰ空载体的阴性对照慢病毒感染２４
ｈ后，加入３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋作用２４ｈ）和 ３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１组（以含 ＡｄＴｒｘ１ＧＦＰ序列的慢病毒
感染２４ｈ后，加入３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋作用２４ｈ），于培
养箱中培养至６０％融合度时更换培养液，加入６ｍｇ／

Ｌｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，并按照实验分组以 ＭＯＩ＝１０加入慢病
毒进行感染。其中，ＡｄＧＦＰ空载体的阴性对照慢病
毒和含ＡｄＴｒｘ１ＧＦＰ序列的慢病毒载体是由武汉转
导生物实验室设计完成，慢病毒载体系统购于上海

吉凯基因公司。感染４８ｈ后，分别采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测细胞中Ｔｒｘ１、ＮＦκＢｐ６５、ＩκＢα、ｐＮＦκＢｐ６５和
ｐＩκＢα的蛋白水平，ＭＴＴ法检测细胞的存活率，试剂
盒检测细胞上清液中 ＬＤＨ和 ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ含
量。后期实验另设３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ＋Ｔｒｘ１＋吡咯
烷二硫代氨基甲酸盐（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，
ＰＤＴＣ）组（以含 ＡｄＴｒｘ１ＧＦＰ序列的慢病毒感染２４
ｈ后，加入３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋和 ＮＦκＢ信号通路抑制
剂ＰＤＴＣ作用２４ｈ），经慢病毒感染和给药处理结束
后，采用ＭＴＴ法和试剂盒分别检测细胞存活率和细
胞上清液中ＬＤＨ和ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量。
３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２０进行统计学分析。实验数据以
均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，两组间比较采用独
立样本ｔ检验，多组间比较使用单因素方差分析，组
间多重比较采用 ＳＮＫｑ检验，以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

结　　果

１　ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞氧化应激的影响
浓度为１、３和５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭＰＰ＋处理 ＰＣ１２细

胞２４ｈ后，与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＰＣ１２细胞的活力和细
胞上清液中ＳＯＤ的活性明显降低，而细胞上清液中
的ＬＤＨ活性和ＭＤＡ含量明显升高（Ｐ＜００５）；且３
ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋的作用明显大于１
ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋（Ｐ＜００５），而 ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋和 ５
ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组间差异无统计学显著性（Ｐ＞００５），
见表１。故后期采用３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋进行实验。

表１　ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞活力、上清液中ＬＤＨ和ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭＰＰ＋ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＤＨａｎｄＳＯＤ，ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＰＣ１２

ｃｅｌｌｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％） ＬＤＨ（×１０３Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（×１０３Ｕ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １００．００±１０．０９ ３４．４０±４．６０ １２．７５±１．１３ ４６．７０±３．２３
１ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ８２．６０±７．３０ ４９．６０±５．５０ １７．３１±１．２４ ３８．３２±２．２５

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ５１．２０±６．１０＃ ７８．２０±６．４０＃ ２７．５７±１．５５＃ ２７．１３±２．３１＃

５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ４８．７０±６．８０＃ ８３．１０±６．８０＃ ２９．７３±１．７９＃ ２５．３４±２．３６＃

　Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ１ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ｇｒｏｕｐ．

２　ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞中Ｔｒｘ１蛋白表达的影响
不同浓度（１、３和５ｍｍｏｌ／Ｌ）的ＭＰＰ＋刺激ＰＣ１２

细胞后，Ｔｒｘ１蛋白的表达较ｃｏｎｔｒｏｌ组明显降低（Ｐ＜
００５）；且３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组细

胞中 Ｔｒｘ１蛋白的表达水平明显低于 １ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋组，而３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组
间的差异无统计学显著性（Ｐ＞００５），见图１。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｒｘ１ｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓ１ｍｍｏｌ／ＬＭＭＰ＋ｇｒｏｕｐ．

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣ１２细胞中Ｔｒｘ１蛋白的表达结果

３　Ｔｒｘ１过表达对ＰＣ１２细胞氧化应激的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组细胞

中Ｔｒｘ１蛋白的表达水平明显低于 ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
００５），３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１组明显高于３ｍｍｏｌ／
ＬＭＰＰ＋组（Ｐ＜００５），而３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣ组
与３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组间的差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５），见图 ２、表 ２。与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋能够明显降低ＰＣ１２细胞的活力和细胞上清液
中ＳＯＤ的活性（Ｐ＜００５），且显著升高细胞上清液
中ＬＤＨ活性和 ＭＤＡ含量（Ｐ＜００５）；与３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋组相比，３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ＋Ｔｒｘ１组细胞的活
力和ＳＯＤ活性显著升高（Ｐ＜００５），而 ＬＤＨ活性和
ＭＤＡ含显著降低（Ｐ＜００５）；３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣ
组与３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组间细胞活力、ＬＤＨ活性、ＳＯＤ
活性和 ＭＤＡ含量的差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５），见表２。

Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒的感染效率

４　Ｔｒｘ１过表达对ＰＣ１２细胞中ＮＦκＢ信号通路的
影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，各组ＰＣ１２细胞中ＮＦκＢ
ｐ６５和 ＩκＢα蛋白表达的差异均无统计学显著性
（Ｐ＞００５）；３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组细胞中ｐＮＦκＢｐ６５和
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表２　Ｔｒｘ１过表达对ＭＰＰ＋刺激下ＰＣ１２细胞的活力、上清液ＬＤＨ和ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｒｘ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔＬＤＨａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅ

ＰＣ１２ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒＭＰＰ＋ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｔｒｘ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％） ＬＤＨ（×１０３Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（×１０３Ｕ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．１２ １００．００±１１．３０ ３４．４０±４．６０ １２．７５±１．１３ ４６．７０±３．２３
３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ０．６３±０．０５ ５０．６０±６．４０ ７６．５０±６．８０ ２４．５１±１．３５ ２８．４５±２．７１

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣ ０．６８±０．０６ ５２．３０±５．４０ ７５．１０±７．２０ ２５．３０±１．４８ ２７．６４±２．９４

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１ １．７４±０．１４＃ ８２．３０±７．５６＃ ５７．１８±５．４０＃ １９．１１±１．４３＃ ３７．１６±２．３８＃

　Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ１ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ｇｒｏｕｐ．

ｐＩκＢα的蛋白水平均明显高于 ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
００５），３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１组中ｐＮＦκＢｐ６５和
ｐＩκＢα的蛋白水平较 ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组明显降低
（Ｐ＜００５），而３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣ组与３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＰＰ＋组间的差异无统计学显著性（Ｐ＞００５），见图
３、表３。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ信号通路相关蛋白的水平

５　ＮＦκＢ信号通路对ＰＣ１２细胞氧化应激的影响
与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组和ｃｏｎｔｒｏｌ＋

ＰＭＡ组细胞的活力和 ＳＯＤ活性均明显降低（Ｐ＜
００５），而ＬＤＨ活性和 ＭＤＡ含量均明显升高（Ｐ＜

００５）；给予１００μｇ／ＬＮＦκＢ信号通路激活剂 ＰＭＡ
处理后，明显增强了ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞活性的抑制作
用并加重了细胞的氧化应激损伤（Ｐ＜００５），见表４。
６　Ｔｒｘ１通过ＮＦκＢ信号通路减轻ＭＰＰ＋对ＰＣ１２
细胞的氧化应激损伤

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋组细胞的活力和ＳＯＤ活性明显
低于ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜００５），ＬＤＨ活性和ＭＤＡ含量则
明显高于 ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜００５）；给予 １００μｍｏｌ／Ｌ
ＮＦκＢ信号通路抑制剂 ＰＤＴＣ或 Ｔｒｘ１过表达后，
ＭＰＰ＋对 ＰＣ１２细胞的上述作用均明显减弱（Ｐ＜
００５）；同时，给予ＰＤＴＣ后，Ｔｒｘ１过表达恢复 ＭＰＰ＋

刺激下ＰＣ１２细胞的活力和减轻氧化应激损伤的作
用明显增强（Ｐ＜００５），见表５。

讨　　论

本研究中以１、３和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋处理大鼠嗜
铬细胞瘤ＰＣ１２细胞２４ｈ后，ＰＣ１２细胞的存活率和
细胞上清液中ＳＯＤ活性明显降低，而细胞上清液中
ＬＤＨ活性和ＭＤＡ含量明显升高。ＳＯＤ是一种可将
超氧阴离子转化为过氧化氢的抗氧化酶，其活力的

高低可间接反映机体清除自由基的能力大小；ＭＤＡ
是一种脂质过氧化物，其含量的高低可间接反映机

体遭受自由基攻击的程度；ＬＤＨ是活细胞胞浆内酶，
在细胞损伤时，细胞膜通透性发生改变使 ＬＤＨ释放
到培养液中，细胞液中 ＬＤＨ活性大小可较好地反映
出细胞膜的损伤程度；三者常被作为反映细胞氧化

表３　Ｔｒｘ１过表达对ＭＰＰ＋刺激下ＰＣ１２细胞中ＮＦκＢ信号通路相关蛋白水平的影响
Ｔａｂｌｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｒｘ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｔｈｅＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＭＰＰ＋（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ ｐＮＦκＢｐ６５ ＮＦκＢｐ６５ ｐＩκＢα ＩκＢα

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．０８ １．００±０．０７ １．００±０．１１ １．００±０．０８

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ １．８９±０．１５ ０．９４±０．０９ １．４８±０．１３ ０．９４±０．１０

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣ １．８１±０．１４ ０．９７±０．０８ １．５２±０．１７ １．３５±０．１５

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１ １．３１±０．１２＃ １．０５±０．１１ ０．７６±０．０６＃ １．２５±０．１４

　Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ｇｒｏｕｐ．
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表４　ＰＭＡ对ＭＰＰ＋刺激下ＰＣ１２细胞活力、上清液ＬＤＨ和ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＭＡｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＤＨａｎｄＳＯＤ，ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈＭＰＰ＋ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％） ＬＤＨ（×１０３Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（×１０３Ｕ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １００．００±９．２０ ３１．４０±４．１０ １３．７５±１．５７ ４４．７８±３．３３
Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＰＭＡ ６３．３１±８．２２ ５４．７６±７．８１ ２１．８３±２．３９ ２３．７９±２．１４

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ４９．６０±６．１０ ７８．５０±６．５０ ２５．５１±１．４８ ２７．１８±２．６４

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＰＭＡ ２８．７０±９．５６＃ ９６．１８±５．８０＃ ３３．１１±１．５４＃ １８．１２±２．５１＃

　Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ｇｒｏｕｐ．

表５　Ｔｒｘ１调控ＮＦκＢ信号通路对ＰＣ１２细胞活力、上清液中ＬＤＨ和ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴｒｘ１ｒｅｇｕｌａｔｅｄＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ＬＤＨ，ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅ

ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＭＰＰ＋ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％） ＬＤＨ（×１０３Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（×１０３Ｕ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １００．００±１２．０３ ３２．１９±４．６０ １２．４７±１．１３ ４５．４７±３．０７
３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ ５１．７０±５．６０ ７５．５８±５．８０ ２３．５８±１．３５ ２６．２４±２．５３
３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＰＤＴＣ ６５．４２±５．７１ ６６．２４±６．１９ １９．４９±１．８８ ３５．０７±３．２８

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣ ４９．５０±５．１０ ７７．６１±７．３０ ２６．１７±１．４２ ２４．３７±２．６７
３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１ ６２．２０±７．８３＃ ６３．４５±５．４０＃ １８．５１±１．４３＃ ３８．６４±２．２１＃

３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１＋ＰＤＴＣ ７５．１６±６．１３＆ ４８．８１±７．２７＆ １０．１１±２．１７＆ ４３．３６±２．０４＆

　Ｐ＜００５ｖｓ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋ＮＣｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓ３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋＋Ｔｒｘ１ｇｒｏｕｐ．

应激的重要指标［１０１１］。结果表明ＭＰＰ＋对ＰＣ１２细胞
有一定的毒性，并诱导ＰＣ１２细胞的氧化应激损伤。

本研究以１、３和５ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋处理后，ＰＣ１２
细胞中Ｔｒｘ１的表达明显受到抑制，提示 Ｔｒｘ１可能
在帕金森病的发生发展中发挥着重要作用。通过构

建含ＡｄＴｒｘ１ＧＦＰ序列的慢病毒载体成功上调 Ｔｒｘ
１表达后，３ｍｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋引起的 ＰＣ１２细胞存活率
和ＳＯＤ活性的降低以及ＬＤＨ活性和ＭＤＡ含量的升
高这一系列变化均明显减弱。Ｔｒｘ１是一种分子量
为１２ｋＤ的多功能蛋白，广泛分布于原核和真核生
物中，可催化蛋白质二硫键和巯基的转换，常作为抗

氧化剂参与细胞的氧化还原反应［１２１３］。Ｔｒｘ１表达
的骨髓间充质干细胞可通过下调ＴＧＦβ表达减轻博
莱霉素诱导的硬皮病皮肤纤维化和氧化应激［１４］；

Ｔｒｘ１可通过维持 Ｐｒｄｘ的表达来抑制星形胶质细胞
的氧化应激，从而发挥神经保护作用［１５］；此外，上调

Ｔｒｘ１表达可降低活性氧的产生，增加抗氧化防御能
力，进而减轻葡聚糖硫酸钠诱导的结肠炎［１６］。结果

表明Ｔｒｘ１过表达可减轻 ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞氧
化应激损伤。结果提示，Ｔｒｘ１在帕金森病的发生和
发展过程中可通过增强抗氧化应激能力发挥神经保

护作用。

采用ＮＦκＢ信号通路激活剂ＰＭＡ处理ＰＣ１２细
胞后，ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞氧化应激损伤明显加
重；而给予ＮＦκＢ信号通路抑制剂 ＰＤＴＣ处理 ＰＣ１２
细胞后，Ｔｒｘ１过表达对ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞氧化

应激损伤的改善作用明显增强。氧化应激反应涉及

到多种信号通路的调控，ＮＦκＢ信号通路就是其中
之一。ＮＦκＢ是一种研究较多的核转录因子，正常
情况下以无活性的 ｐ６５／ｐ５０／ＩκＢα三聚体复合物存
在，其中ＩκＢα是ＮＦκＢ抑制蛋白，当细胞受到氧化
应激或炎症因子刺激时，ＩκＢα磷酸化降解释放 ｐ６５／
ｐ５０二聚体进入细胞核，激活下游相关基因，进而参
与调控细胞凋亡、炎症反应和免疫应答等［１７１８］。ＮＦ
κＢ信号通路激活可通过调控凋亡相关蛋白如Ｂｃｌ２、
ｐ５３和Ｐａｒ４等的表达诱导神经元细胞凋亡，造成细
胞损伤，与帕金森病的发生和发展关系密切［１９２０］。

结果表明，在ＭＰＰ＋诱导的 ＰＣ１２细胞氧化应激损伤
过程中，ＮＦκＢ信号通路被激活，而 Ｔｒｘ１过表达可
通过抑制 ＮＦκＢ信号通路的活化减轻 ＭＰＰ＋诱导的
ＰＣ１２细胞氧化应激损伤。

综上所述，Ｔｒｘ１可抑制ＮＦκＢ信号通路增强细
胞的抗氧化应激能力，减轻氧化应激诱导的神经细

胞损伤，进而起到神经保护的作用。该结果为帕金

森病发生发展的分子机制和治疗方向提供了新的线

索和依据。
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