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　　［摘　要］　目的：探索乙酰左旋肉碱（ＡＬＣ）对Ｈ２Ｏ２诱导ＰＣ１２细胞氧化损伤的作用及其可能的机制。方法：

采用Ｈ２Ｏ２诱导ＰＣ１２细胞造成中度氧化损伤细胞模型，将不同浓度（１００、２００和４００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＡＬＣ作用于体外

培养的ＰＣ１２细胞，ＣＣＫ８法检测细胞的活力。实验分为：正常对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组，模型（Ｈ２Ｏ２）组，低、中、高浓度 ＡＬＣ

药物预处理（ＡＬＣ＋Ｈ２Ｏ２）组，共５组。流式细胞术检测细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｎｒｆ２和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

的蛋白水平；免疫荧光染色法检测Ｎｒｆ２的核转位情况。结果：不同浓度（１００、２００和４００μｍｏｌ／Ｌ）的ＡＬＣ可显著抑

制Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞凋亡，以中浓度组效果最佳。与模型组相比，低、中、高浓度 ＡＬＣ组均可显著提高 Ｈ２Ｏ２
诱导的ＰＣ１２细胞活力，抑制细胞凋亡（Ｐ＜００５），显著下调ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白水平（Ｐ＜００５），上调Ｎｒｆ２的

表达水平（Ｐ＜００５），促进胞浆的Ｎｒｆ２向核内转移。结论：乙酰左旋肉碱对Ｈ２Ｏ２诱导氧化损伤的 ＰＣ１２细胞具有

保护作用，抑制细胞凋亡从而提高其活力，其机制可能与激活Ｎｒｆ２信号通路有关。

［关键词］　乙酰左旋肉碱；氧化应激；细胞凋亡；Ｎｒｆ２信号通路；ＰＣ１２细胞

　　［中图分类号］　Ｒ３６３．２；Ｒ３２９．２＋５　　　［文献标志码］　Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０１９．１１．０１５

ＡｃｅｔｙｌＬｃａｒｎｉｔｉｎｅａｔｔｅｎｕａｔｅｓＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｏｆＰＣ１２
ｃｅｌｌｓ
ＳＨＥＮＪｕａｎ１，２，ＧＡＯＦｅｎｇ１，ＨＡＯＱｉｎ１，ＺＨＡＯｌｉｎ１，２，ＹＡＮＧＹａｎｌｉｎｇ１，２

（１ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＹａｎ’ａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｉｎＹａｎ’ａｎＣｉｔｙ，Ｙａｎ’ａｎ７１６０００，Ｃｈｉｎａ．Ｅ

ｍａｉｌ：ｙａｎｇｙａｎｌｉｎｇ８８８９＠１６３．ｃｏｍ）

　　［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　ＡＩＭ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｅｔｙｌＬｃａｒｎｉｔｉｎｅ（ＡＬＣ）ｏｎＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｉｎ

ＰＣ１２ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．ＭＥＴＨＯＤＳ：ＡｍｏｄｅｒａｔｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅＰＣ１２ｃｅｌｌｍｏｄｅｌｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｘｐｏ

ｓｕｒｅｏｆｔｈｅＰＣ１２ｃｅｌｌｓｔｏＨ２Ｏ２．ＡＬＣａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１００，２００ａｎｄ４００μｍｏｌ／Ｌ）ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｈ２Ｏ２
ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｌｏｗＡＬＣ，ｍｅｄｉｕｍＡＬＣａｎｄｈｉｇｈＡＬＣｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｈｅｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮｒｆ２ｗａｓｏｂ

ｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ．ＲＥＳＵＬＴＳ：ＡＬＣａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１００，２００ａｎｄ４００μｍｏｌ／Ｌ）ｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄＰＣ１２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｈａｄｔｈｅｂｅｓｔｅｆｆｅｃｔ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，ｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＬＣｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎ

ｄｕｃｅｄｂｙＨ２Ｏ２，ｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜００５），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

（Ｐ＜００５），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＮｒｆ２（Ｐ＜００５），ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮｒｆ２ｆｒｏｍｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ

ｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ：ＡｃｅｔｙｌＬｃａｒｎｉｔｉｎｅａｔｔｅｎｕａｔｅｓＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＡｃｅｔｙｌＬｃａｒｎｉｔｉｎｅ；Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

　　氧化应激是指在体内外有害因素刺激下，体内
自由基产生增加或机体清除氧自由基能力下降，造

成核酸、蛋白质和脂质等生物分子的损伤［１］。近年

来，氧化应激已经成为导致脑血管疾病、创伤性疾
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病、阿尔茨海默症和帕金森氏症等神经系统退行性

疾病发生和发展中的重要病理因素［２４］。ＰＣ１２细胞
株来自大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤，但因其可分化为具

有交感神经元特性的细胞，常用于神经系统疾病的

相关研究［５６］；乙酰左旋肉碱（ａｃｅｔｙｌＬｃａｒｎｉｔｉｎｅ，
ＡＬＣ）为左旋肉碱的酯化物，是一种强抗氧化剂，具
有抗氧化、抗凋亡和抗炎症等广泛的药理作用而备

受学者们关注［７８］，且极易通过血脑屏障到达中枢神

经［９］，具有明显的神经保护作用［１０］，且 ＡＬＣ在提高
男性生育能力方面的应用已得到公认。

　　本研究通过 Ｈ２Ｏ２建立 ＰＣ１２细胞氧化损伤模
型，采用ＡＬＣ预处理 ＰＣ１２细胞，观察其对氧化损伤
模型细胞活力及凋亡的影响，探讨 ＡＬＣ对 ＰＣ１２细
胞氧化损伤的作用。同时，通过检测ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ
３和核因子 Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）的蛋白水平以及对 Ｎｒｆ２核转位的影
响，探讨该药物对 ＰＣ１２细胞氧化损伤的可能机制，
为临床应用ＡＬＣ治疗神经系统退行性疾病提供理论
和实验依据。

材　料　和　方　法

１　实验材料
　　大鼠嗜铬细胞瘤细胞 ＰＣ１２细胞株购自中科院
上海细胞库。乙酰左旋肉碱和０２５％ 胰酶购自Ｓｉｇ
ｍａ；３０％的 Ｈ２Ｏ２购自天津化学试剂有限公司；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基和胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ；ＣＣＫ８购自索
莱宝公司；细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒和
细胞核蛋白／胞浆蛋白提取试剂盒购自上海生工；
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ；
抗Ｎｒｆ２、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＧＡＰＤＨ和 ＬａｍｉｎＢ１抗体
购自 ＣＳＴ。酶标仪购自 ＴＥＣＡＮ；凝胶成像系统购自
ＢｉｏＲａｄ。
２　方法
２．１　细胞的培养　ＰＣ１２细胞培养于含１０％ ＦＢＳ和
１％青链霉素双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于 ３７
℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，待细胞贴壁生长铺满整
个瓶底时，加入０２５％ 胰酶消化、传代，继续培养，
传代严格控制在３～４代以内，取生长状态良好的对
数期细胞用于后续实验。

２．２　ＣＣＫ８法检测不同浓度 Ｈ２Ｏ２作用下的细胞活

力　收集对数期的 ＰＣ１２细胞，将１×１０９／Ｌ的细胞
悬液种于９６孔板上，待细胞生长至对数期，加入不
同浓度（５０、１００、２００、３００、４００和 ５００μｍｏｌ／Ｌ）的

Ｈ２Ｏ２分别作用细胞２ｈ、４ｈ和 ６ｈ，每组设置 ３个
孔，以未加Ｈ２Ｏ２的孔作为对照，置于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中作用不同时间（２ｈ、４ｈ和６ｈ）；用１×ＰＢＳ
清洗２遍，加入１００μＬＲＰＭＩ１６４０完全培养基和１０
μＬＣＣＫ８检测液，３７℃孵育４ｈ，酶标仪检测每孔在
波长４５０ｎｍ处的吸光度，最后进行分析计算。以半
数抑制浓度［１１］（细胞活力下降５０％左右）作为模型
制备的最佳损伤条件［１２］，造成细胞中度氧化损伤模

型［１３］。

２．３　ＡＬＣ对细胞活力的影响　收集对数生长期的
ＰＣ１２细胞，将１×１０９／Ｌ的细胞悬液种于９６孔板上，
待细胞生长至对数期，加入不同浓度（５０、１００、２００、
３００、４００和５００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＡＬＣ培养２４ｈ，用 ＣＣＫ８
法检测细胞活力，方法同２２。筛选出 ＡＬＣ药物的
安全浓度。根据上述结果，选择３个不同浓度作为
ＡＬＣ低、中、高浓度组进行后续实验。
２．４　ＡＬＣ对 Ｈ２Ｏ２刺激的细胞活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平的影响　取对数生长期的
ＰＣ１２细胞，药物组加入 ＡＬＣ预处理２４ｈ后，吸弃原
液，药物组和模型组中均加入Ｈ２Ｏ２作用２ｈ，用无血
清培养基冲洗细胞１次，加入荧光探针 ＤＣＦＨＤＡ１０
μｍｏｌ／Ｌ，３７℃孵育１ｈ。流式细胞仪上机检测细胞
荧光，重复３次。
２．５　ＡＬＣ对 Ｈ２Ｏ２刺激的细胞凋亡的影响　根据
ＣＣＫ８结果选取ＡＬＣ浓度为１００、２００和４００μｍｏｌ／Ｌ
分别作为低、中、高浓度组。取对数生长期的 ＰＣ１２
细胞，药物组加入不同浓度 ＡＬＣ预处理２４ｈ后，和
模型组中均加入 Ｈ２Ｏ２，作用同样时间，正常对照组
不加Ｈ２Ｏ２，弃掉培养液，加入１０μＬａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和５μＬＰＩ，４℃染色３０ｍｉｎ，流式细胞术分析细胞的
凋亡率。

２．６　ＡＬＣ对细胞凋亡蛋白以及 Ｎｒｆ２信号通路蛋白
水平的影响　按照前面的培养条件，药物预处理后
再加入Ｈ２Ｏ２作用一定时间，收集各组细胞，洗涤、离
心后，加入含ＰＭＳＦ的细胞裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，
离心吸取上清液为提取的总蛋白，细胞核蛋白／胞浆
蛋白提取按照试剂盒说明书进行，ＢＣＡ法检测蛋白
浓度后稀释至一定浓度，－２０℃保存。洗净、晾干玻
璃板，灌入１５％的分离胶至预定高度，并加入双蒸水
液封，室温下静置１ｈ。配制５％浓缩胶，弃去双蒸
水，加入浓缩胶，插入梳子，室温静置３０ｍｉｎ。将配
置好的凝胶板置于电泳槽中，加入电泳液；将蛋白样

品与６×样品缓冲液混合，１００℃煮沸５ｍｉｎ，每孔加
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入１５μＬ样品，进行电泳；浓缩胶电压调至８０Ｖ，分
离胶电压为１２０Ｖ，电泳至溴酚蓝到达凝胶底部。采
用转膜电流３００ｍＡ，电流转膜６０～９０ｍｉｎ，将凝胶中
的蛋白转移至ＰＤＶＦ膜。加入５％ 脱脂奶粉封闭２ｈ
；加入 Ｉ抗稀释液，４℃摇床孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３
次，每次１５ｍｉｎ；加入 ＩＩ抗稀释液，３７℃孵育２ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１５ｍｉｎ；曝光、显影、显色，凝胶
成像系统测定其灰度值，分析目的蛋白与内参照

ＧＡＰＤＨ的灰度值比值，实验重复３次，取平均值。
２．７　免疫荧光染色观察 ＡＬＣ对 Ｎｒｆ２核转位的影响
　细胞培养于含 １０％ ＦＢＳ和 １％青链霉素双抗的
ＲＰＭＩ１６４０培养基中，待细胞长到汇合度为８０％时，
胰酶进行消化，血清终止消化后，培养基调整细胞密

度为每孔１×１０４个细胞，接种于２４孔板中（含细胞
培养爬片），每孔加入 １ｍＬ培养基。于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养过夜。ＡＬＣ预处理２４ｈ后，再加
入Ｈ２Ｏ２氧化应激造模２ｈ，弃掉培养上清；小心取出
细胞爬片置于载玻片上，１×ＰＢＳ轻柔清洗２次，用
４％多聚甲醛５００μＬ（以盖住爬片为宜），室温下固
定４５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；加入０３％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００的１０％ ｎｏｒｍａｌｇｏａｔｓｅｒｕｍＰＢＳ溶液５００μＬ室
温下封闭１ｈ；封闭液按１∶２００稀释 Ｎｒｆ２抗体；滴加
到细胞爬片上，阴性对照组用ＰＢＳ代替 Ｉ抗，湿盒内
４℃过夜，室温复温４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；
滴加对应 ＩＩ抗，室温避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，
每次５ｍｉｎ；滴加少量ＤＡＰＩ染色液，室温放置５ｍｉｎ，
吸去染液，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；滴加抗荧光猝灭
封片，注意避免产生气泡。荧光显微镜下观察，随机

取３个视野，分析蛋白表达情况及核转移水平。
３　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１６０软件进行统计处理。数据均采
用均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，多组数据间的比
较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组内多
个样本均数之间两两比较用 Ｔｕｋｅｙ法（Ｔｕｋｅｙｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｔｅｓｔ），以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

结　　果

１　不同浓度Ｈ２Ｏ２对ＰＣ１２细胞活力的影响

　　ＣＣＫ８实验结果显示，与对照组相比，５０～５００
μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２作用不同时间（２ｈ、４ｈ和６ｈ）均显
著降低ＰＣ１２细胞活力（Ｐ＜００１），见图１。以半数
抑制浓度为选取标准，２００μｍｏ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２刺激２ｈ

和５０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２刺激４ｈ符合条件。后续实验
中我们选取２００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２作用２ｈ为建立氧
化损伤模型的条件。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨ２Ｏ２ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｖｉ

ａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１
ｖｓｅａｃｈＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ．

图１　不同浓度Ｈ２Ｏ２对ＰＣ１２细胞活力的影响

２　ＡＬＣ对Ｈ２Ｏ２刺激的ＰＣ１２细胞活力的影响
　　同样，ＣＣＫ８法检测细胞活力的结果显示，ＡＬＣ
的处理浓度在１００～５００μｍｏｌ／Ｌ时不会显著降低细
胞活力，而５０μｍｏｌ／Ｌ浓度预处理２４ｈ时，则显著引
起细胞活力降低（Ｐ＜００５），见图２Ａ。这说明 ＡＬＣ
的安全浓度为１００～５００μｍｏｌ／Ｌ，因此我们取 １００、
２００和４００μｍｏｌ／Ｌ浓度作为低、中、高浓度组进行后
续实验。同样，ＣＣＫ８检测结果显示，ＡＬＣ（１００、２００
和４００μｍｏｌ／Ｌ）药物预处理均能明显提高Ｈ２Ｏ２介导
的ＰＣ１２细胞活力（Ｐ＜００１），见图２Ｂ。
３　ＡＬＣ对Ｈ２Ｏ２刺激的ＰＣ１２细胞形态的影响
　　在倒置显微镜下，对照组细胞大小均一，细胞形
态呈多边形，细胞饱满，轮廓清晰，边缘有小突起，折

光性强，细胞贴壁紧密。模型组中正常细胞数量明

显减少，细胞大小不一，并且呈梭形、类圆形，细胞肿

胀，细胞边缘毛糙，细胞皱缩，贴壁松弛，折光率较

差，部分细胞因坏死或凋亡而脱壁。但在 ＡＬＣ预处
理组中，低浓度组较模型组，细胞形态明显改善，部

分细胞出现多边形，折光率增加；在中、高浓度 ＡＬＣ
组，正常细胞数量增多，尤其在中浓度 ２００μｍｏｌ／Ｌ
组中，正常细胞数量明显增加，细胞形态和折光率与

对照组无明显差异，细胞饱满，大多数细胞仍保持多

边小突起形态，见图３Ａ。对各组受损细胞进行计算
分析，与Ｈ２Ｏ２组相比，ＡＬＣ药物预处理后，受损细胞
数目明显减少（Ｐ＜００１），说明 ＡＬＣ能够减少 Ｈ２Ｏ２
诱导的 ＰＣ１２细胞损害，见图３Ｂ。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＣｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ．Ａ：ＰＣ１２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＬＣｆｏｒ１２ｈ
ａｎｄ２４ｈ；Ｂ：ＰＣ１２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＬＣｆｏｒ２４ｈａｎｄｔｈｅｎｃｏｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２．

Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ．
图２　ＡＬＣ对Ｈ２Ｏ２介导的ＰＣ１２细胞活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（×２００）ａｎｄｔｈｅｃｏｕｎｔｏｆｄａｍａｇｅｄｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ．

图３　显微镜观察细胞形态和各组受损细胞数量的比较
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４　ＡＬＣ对细胞内活性氧生成的影响
　　流式细胞术分析结果显示，经过不同浓度的
ＡＬＣ预处理后，细胞内 ＲＯＳ的水平逐渐降低，与模

型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１），说明 ＡＬＣ
能够清除 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞内异常增多的
ＲＯＳ，见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＣｏｎＨ２Ｏ２ｍｅｄｉａｔｅｄＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＰＣ１２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜

００１ｖｓＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ．
图４　ＡＬＣ对Ｈ２Ｏ２介导的ＰＣ１２细胞ＲＯＳ水平的影响

５　ＡＬＣ对细胞凋亡的影响
　　流式细胞术分析结果显示，与模型组相比，不同

浓度的ＡＬＣ均可减轻 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡
（Ｐ＜００１），见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＣｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

Ｐ＜０．０１ｖｓＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ．
图５　ＡＬＣ对Ｈ２Ｏ２介导的ＰＣ１２细胞凋亡的影响

６　ＡＬＣ对抗氧化蛋白与凋亡相关蛋白水平的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带灰度分析结果显示，ＡＬＣ均可
显著调节Ｎｒｆ２和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达量。与模
型组比较，ＡＬＣ（１００、２００和４００μｍｏｌ／Ｌ）预处理组胞

浆内Ｎｒｆ２表达呈下降趋势（Ｐ＜００１），核内 Ｎｒｆ２表
达呈上升趋势（Ｐ＜００１）；与模型组比较，ＡＬＣ（１００、
２００和４００μｍｏｌ／Ｌ）预处理组总 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的
蛋白水平下降（Ｐ＜００１），见图６。
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＬＣｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ．

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＡＬＣ对Ｎｒｆ２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平的影响

７　ＡＬＣ对Ｎｒｆ２核转位的影响
　　免疫荧光染色观察结果显示，正常组 Ｎｒｆ２主要
在胞浆内表达，模型组与ＡＬＣ药物处理组胞浆和胞
核内均有表达，且ＡＬＣ组胞核内表达阳性细胞数增
多，见图７Ａ。核内 Ｎｒｆ２表达阳性细胞计数分析结
果显示，与模型组比较，ＡＬＣ组核内 Ｎｒｆ２阳性细胞
明显增多，其中２００μｍｏ／Ｌ组的差异最为显著（Ｐ＜
００１），见图７Ｂ。

讨　　论

　　近年来认识到氧化应激涉及循环、疾病、呼吸、
消化、泌尿及生殖等多个系统多种疾病的发生发

展［１４］。因此，减缓或抑制氧化应激反应已成为疾病

发生机理研究中需要解决的重要问题。本实验研究

结果显示，ＡＬＣ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞具有显著
抑制凋亡，提高细胞活力的作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
结果提示，ＡＬＣ可明显下调激活型 ｃａｓｐａｓｅ３
（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）蛋白的水平，而上调Ｎｒｆ２蛋白的
水平。因此，ＡＬＣ对氧化损伤的细胞模型具有一定
的保护作用。

　　Ｎｒｆ２是近年来新发现的一种核转录因子。在
生理状态下，Ｎｒｆ２主要存在于细胞质中，与肌动蛋
白结合蛋白 Ｋｅａｐ１（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ

ｔｅｉｎ１）结合，处于相对抑制状态。生理条件下
Ｋｅａｐ１经泛素连接酶Ｇｕｌ３，以泛素化底物结合蛋白
的形式与 Ｎｒｆ２在胞浆结合，因此，Ｋｅａｐ１主导 Ｎｒｆ２
泛素化降解，维持 Ｎｒｆ２于正常水平，从而抑制下游
基因的表达。Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１／ＡＲＥ通路是近年来研究
最多的内源性抗氧化应激通路［１５］，在抗氧化损害方

面扮演着重要的角色［１６］。Ｋｅａｐ１是 Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１／
ＡＲＥ信号通路的主调节器，可根据细胞内的氧化还
原状态打开或关闭 Ｎｒｆ２Ｋｅａｐ１／ＡＲＥ［１７］。在氧化应
激、炎性损伤等病理状态下，Ｋｅａｐ１的构象通过丝裂
原活化蛋白激酶、磷脂肌醇激酶和磷脂肌醇信号等

途径发生变化，Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１发生解离并转移进细
胞核内，与Ｍａｆ结合形成异二聚体，识别 ＡＲＥ上的
结合位点并与之结合，启动下游靶基因抗氧化蛋白

和Ⅱ相解毒酶基因等的转录，提高细胞抵抗外源性
损伤的能力。研究表明，随着年龄增长脑中 Ｎｒｆ２表
达下降，导致氧化应激反应失衡［１８］。因此，Ｎｒｆ２信
号通路可能是治疗神经退行性疾病潜在的研究方

向。在 ＡＤ患者脑中 Ｎｒｆ２主要定位在海马神经元
的细胞质中，细胞核 Ｎｒｆ２表达水平较正常对照组明
显下降［１９］。在本实验中，免疫荧光染色结果显示，

ＡＬＣ预处理组核内 Ｎｒｆ２表达阳性的细胞数明显多
于模型组，也进一步验证了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果。以
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ｏｆＮｒｆ２（ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；Ｂ：ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｕｓＮｒｆ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．＃＃Ｐ＜００１
ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ．

图７　免疫荧光染色观察ＡＬＣ对Ｎｒｆ２核转位的影响

上结果说明，ＡＬＣ能促进胞浆内Ｎｒｆ２向胞核内转移。
大量的实验研究发现，Ｎｒｆ２能对抗细胞的氧化应激
反应［２０２２］。也有学者在体研究发现，激活 Ｎｒｆ２通路
对脊髓损伤具有神经保护作用［２３２４］。除此，更多研

究提示Ｎｒｆ２与炎症［２５２６］、凋亡［２７２８］和自噬［２９３０］也存

在复杂关系。因此，如何有效地激活 Ｎｒｆ２ｋｅａｐ１／
ＡＲＥ通路已经越来越受到研究者的重视。本研究结
果揭示，乙酰左旋肉碱通过激活 Ｎｒｆ２通路抑制氧化
应激引起的细胞凋亡，提高细胞存活率。
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