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摘要　 目的　 基于 ＰＡＲＰ１ 信号通路研究芒柄花素对糖氧剥

夺 ／复氧复糖神经元细胞损伤的影响，为揭示运用锦鸡儿异

黄酮治疗脑缺血再灌注损伤提供理论依据。 方法　 建立小

鼠神经元细胞（ＨＴ２２ ）糖氧剥夺 ／复氧复糖（ＯＧＤ ／ Ｒ）模型，
通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测糖氧剥夺 ／复氧复糖不同时间 ＨＴ２２ 神

经元细胞中 ＰＡＲＰ１ 和 ＰＡＲＧ 表达情况，选择通路变化最佳

时间点。 分别使用芒柄花素、ＰＡＲＰ１ 抑制剂（ＰＪ３４）和 ＰＡＲＧ
抑制剂处理 ＯＧＤ ／ Ｒ 后的 ＨＴ２２ 细胞，设置 ６ 个组，分别为对

照组、对照组 ＋ 芒柄花素组、ＯＧＤ ／ Ｒ 组、ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ 芒柄花素

组、ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＪ３４ 组、ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＡＲＧ 抑制剂组。 对照组

ＨＴ２２ 细胞正常培养，不进行 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理；采用免疫荧光、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞凋亡因子、相关蛋白表达水平。
结果　 在糖氧剥夺 ／复氧复糖 ３ ｈ 后，ＨＴ２２ 细胞中 ＰＡＲＰ１ 通

路激活最明显，在 ＯＧＤ ／ Ｒ ３ ｈ 条件下，芒柄花素、ＰＪ３４ 或

ＰＡＲＧ 抑制剂处理后可提高 Ｅ３ 泛素连接酶（ Ｉｄｕｎａ），抑制

ＰＡＲＰ１、ＰＡＲＧ 通路蛋白表达，并降低 ＡＩＦ 和 Ｐ５３ 表达，提高

ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平。 结论 　 ＨＴ２２ 小鼠神经元细胞在

ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下，芒柄花素可通过提高 Ｉｄｕｎａ 蛋白表达抑制

ＰＡＲＰ１ ／ ＡＩＦ ／ Ａｋｔ 信号通路减轻 ＨＴ２２ 小鼠神经元细胞损伤。
关键词 　 芒柄花素；糖氧剥夺 ／复氧复糖；神经元损伤；
ＰＡＲＰ１ 信号通路
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　 　 临床上治疗脑梗死常用溶栓恢复血供，但恢复

血供后，过量的自由基攻击神经元细胞，造成缺血 ／
再灌注损伤［１］。 芒柄花素是药用植物锦鸡儿的主

要活性成分 － 异黄酮类成分［２］。 课题组前期研究

显示该类成分对脑缺血损伤具有保护作用，也有研

究报道芒柄花素具有抗炎、抗氧化和抗癌作用［３ － ４］，
并且在多种神经疾病中具有保护特性，如阿尔茨海

默病［５］、创伤性脑损伤［６］、焦虑和抑郁［７］ 等。 然而，
芒柄花素在细胞糖氧剥夺 ／复氧复糖（ｏｘｙｇｅｎ － ｇｌｕ⁃
ｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ）损伤的作用

还有待深入研究。 多聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶 １ ［ ｐｏｌｙ
（ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １，ＰＡＲＰ１］可由 ＤＮＡ 损伤

激活，能促进聚合物 ＰＡＲ 的形成。 在脑缺血再灌注

大鼠模型中，抑制 ＰＡＲＰ１ 和凋亡诱导因子（ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＡＩＦ）核易位可抑制神经细胞的死

亡［８］，但是，芒柄花素在 ＰＡＲＰ１ 信号通路的作用尚

不清楚。 因此，本研究通过建立 ＯＧＤ ／ Ｒ 细胞损伤

模型，基于 ＰＡＲＰ１ 通路探究芒柄花素在 ＯＧＤ ／ Ｒ 损

伤中的作用，为运用锦鸡儿异黄酮治疗脑缺血再灌

注损伤提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １ 　 实验试剂 　 芒柄花素 （ＨＹ⁃Ｎ０１８３，ＭｅｄＣｈｅ⁃
ｍＥｘｐｒｅｓｓ，美国）；ＰＡＲＰ１ 抑制剂 ＰＪ３４（ＨＹ⁃１３６８８Ａ，
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ，美国）；ＰＡＲＧ 抑制剂 Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ
ｌａｃｔａｔｅ（ＨＹ⁃Ｂ２１７４，ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ，美国）；ＲＩＰＡ 细

胞裂解液（Ｃ１０５３，北京普利莱基因技术有限公司）；
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ３１８⁃Ｍ，武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司）；Ｐ５３ 抗体（ＡＦ０８７９，江苏

亲科生物研究中心有限公司）；ＡＩＦ 抗体（１７９８４⁃１⁃
ＡＰ，武汉三鹰生物技术有限公司）； β⁃Ａｃｔｉｎ 抗体

（ＨＣ２０１，北京全式金生物技术有限公司）；ＰＡＲＰ１
抗体（１３３７１⁃１⁃ＡＰ，武汉三鹰生物技术有限公司）；
ＰＡＲＧ 抗体（ＤＦ１３５１７，江苏亲科生物研究中心有限

公司）；Ｉｄｕｎａ 抗体（ ｂｓ⁃１１６６９Ｒ，北京博奥森生物技

术有限公司）； Ｃｙ３ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ）
（ＡＳ００８，武汉爱博泰克生物科技有限公司）。
１． ２　 细胞培养和糖氧剥夺 ／复氧复糖　 小鼠 ＨＴ２２
神经元细胞（武汉普诺赛生命科技有限公司，ＣＬ⁃
０６９７） 在添加 １０％ 胎牛血清 （ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）和 １％ Ｐ ／ Ｓ 的 ＤＭＥＭ 培养基中，并在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养，每 ３ ｄ 更换 １ 次细胞培
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养基。 将 ＨＴ２２ 细胞接种 ２４ ｈ 后进行 ＯＧＤ ／ Ｒ 实

验。 将 ＨＴ２２ 细胞原培养基弃去，用无糖培养基洗

涤数次后更换为无糖培养基，培养条件为 ３７°Ｃ、１％
Ｏ２、９４％ Ｎ２ 和 ５％ ＣＯ２，进行糖氧剥夺（ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕ⁃
ｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）６ ｈ 后，更换为正常培养基在

９５％空气和 ５％ ＣＯ２ 中 ３７ ℃进行复氧复糖 １、２、３、
２４ ｈ。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测复氧不同时间（１、２、３、
２４ ｈ）后细胞内 ＰＡＲＰ１ 和 ＰＡＲＧ 蛋白表达情况，确
定后续实验条件；确定 ＯＧＤ ／ Ｒ 时间点后，设置 ６ 个

组，分别为对照组、对照组 ＋ 芒柄花素组、ＯＧＤ ／ Ｒ
组、ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ 芒柄花素组、ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＪ３４ 组、ＯＧＤ ／
Ｒ ＋ ＰＡＲＧ 抑制剂组；对照组 ＨＴ２２ 细胞正常培养，
不进行 ＯＧＤ ／ Ｒ 处 理。 ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ 芒 柄 花 素 （ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＪ３４（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＯＧＤ ／ Ｒ ＋
Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ （７. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理组在 ＯＧＤ ／ Ｒ
后进行加入对应浓度药物进行孵育。
１． ３　 免疫荧光　 各组细胞培养结束后，细胞于培养

皿中用 ４％ 多聚甲醛固定，ＰＢＳ 洗涤，每次 ５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 浸洗培养皿 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，移液枪吸干 ＰＢＳ，
在培养皿内滴加 ５％ ＢＳＡ，３７ 度封闭 ３０ ｍｉｎ；弃封闭

液，培 养 皿 加 入 的 稀 释 好 的 一 抗 （ Ｐ５３、 ＡＩＦ，
１ ∶ ２００），４ ℃孵育过夜；ＰＢＳ 洗涤，加入稀释好的荧

光二抗 Ｃｙ３（１ ∶ ２００），３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 浸洗

培养皿 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；滴加 ＤＡＰＩ 避光孵育 ５ ｍｉｎ，
对标本进行染核，用流水冲洗多余的 ＤＡＰＩ；用 ５０％
甘油封闭培养皿，然后在荧光显微镜 （奥林巴斯

ＣＫＸ５３ 倒置荧光显微镜，北京瑞科中仪科技有限公

司）下观察细胞采集图像。
１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 取各组细胞，弃去培养

基，用 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速

离心机 ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒对总蛋白进行定量。 对蛋白样品进行变性

后，进行十二烷基硫酸钠凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）１. ５

ｈ，后用 ３００ ｍＡ 恒流转膜 １ ｈ。 ＰＶＤＦ 膜（Ｍｅｒｃｋ ｍｉｌ⁃
ｌｉｐｏｒｅ）用脱脂奶粉封闭后，与一抗 （ ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ、
ＰＡＲＰ１、ＰＡＲＧ、Ｉｄｕｎａ）４ ℃孵育过夜，次日 ＰＶＤＦ 膜

室温孵育二抗 ２ ｈ，用发光液浸湿 ＰＶＤＦ 膜，置于超

高灵敏度化学发光成像系统中进行显影。 使用 Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｊ 软件用密度法定量蛋白条带灰度值，计算目的

蛋白与内参蛋白（β⁃Ａｃｔｉｎ）灰度值的比值均值或磷

酸化蛋白与非磷酸化蛋白灰度值的比值均值，进行

半定量统计分析。
１． ５ 　 统计学处理 　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０. １ 软

件进行统计分析并作图。 所有实验重复 ３ 次，定量

结果采用 �ｘ ± ｓ 表示。 多组之间定量数值比较采用

单因素方差分析，检验水准 α ＝ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＯＧＤ ／ Ｒ 可诱导 ＨＴ２２ 细胞 ＰＡＲＰ１ 通路激活

　 为了评价 ＯＧＤ ／ Ｒ 对 ＨＴ２２ 细胞 ＰＡＲＰ１ 通路的影

响，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测复氧不同时间（１、２、３、２４
ｈ）后细胞内 ＰＡＲＰ１ 和 ＰＡＲＧ 蛋白表达情况。 如图

１ 所示，在小鼠神经元 ＨＴ２２ 细胞中，与对照组相比，
进行糖氧剥夺 ６ ｈ 后再进行复氧复糖培养 １、２、３ ｈ
细胞中 ＰＡＲＧ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５），复氧复糖培养 ３
ｈ 和 ２４ ｈ 时细胞中 ＰＡＲＰ１ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。
综合来看，在 ＯＧＤ ／ Ｒ ３ ｈ 时，ＨＴ２２ 细胞中 ＰＡＲＰ１ ／
ＰＡＲＧ 通路激活最明显，后续实验条件确定为 ＯＧＤ ／
Ｒ ３ ｈ。
２． ２　 芒柄花素及 ＰＡＲＰ１ 通路抑制剂处理对 ＨＴ２２
细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后 Ｐ５３ 和 ＡＩＦ 表达影响 　 免疫

荧光结果如图 ２ 所示，ＤＡＰＩ 染出来的细胞核在紫外

的激发下为蓝色，阳性表达为相应荧光素标记的红

光。 与对照组相比，芒柄花素组细胞中 ｐ５３ 和 ＡＩＦ
表达无明显差异变化，ＯＧＤ ／ Ｒ组细胞中ｐ５３和ＡＩＦ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＴ２２ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 不同时间 ＰＡＲＰ１ 和 ＰＡＲＧ 蛋白表达水平

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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表达均升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；而在 ＯＧＤ ／ Ｒ 后加入芒柄花

素、ＰＡＲＰ１ 抑制剂 ＰＪ３４、ＰＡＲＧ 抑制剂 Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ
ｌａｃｔａｔｅ 孵育后，ＨＴ２２ 细胞中 ＡＩＦ、ｐ５３ 表达下降。 这

表明芒柄花素、ＰＡＲＰ１ 抑制剂 ＰＪ３４、ＰＡＲＧ 抑制剂

Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ 均可降低 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元

细胞中 ＡＩＦ、ｐ５３ 表达（免疫荧光量化分析见图 ３）。
２． ３ 　 芒柄花素对 ＨＴ２２ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后

ＰＡＲＰ１ 通路的影响　 如图 ４ 所示，与对照组相比，
ＨＴ２２ 细胞经 ＯＧＤ ／ Ｒ 后，细胞中 ＡＫＴ 蛋白磷酸化比

值下降 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）， Ｉｄｕｎａ 蛋白表达下降 （ Ｐ ＜
０. ０５），ＰＡＲＧ 和 ＰＡＲＰ１ 蛋白表达量升高 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组细胞相比，在 ＯＧＤ ／ Ｒ 后加入

芒柄花素或 ＰＡＲＧ 抑制剂 Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ 孵育

后，细胞中 ＡＫＴ 蛋白磷酸化比值上升（Ｐ ＜ ０. ０５），

Ｉｄｕｎａ 蛋白表达上升（Ｐ ＜ ０. ０５），ＰＡＲＧ 和 ＰＡＲＰ１ 蛋

白表达量均下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 后加入

ＰＡＲＰ１ 抑制剂 ＰＪ３４ 孵育，细胞中 ｐ⁃ＡＫＴ 和 Ｉｄｕｎａ 蛋

白表达量上升（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＰＡＲＧ 和 ＰＡＲＰ１ 蛋白

表达量均下降（Ｐ ＜ ０. ０５）。 这表明芒柄花素可通过

抑制 ＰＡＲＰ１ ／ ＰＡＲＧ 通路对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元损

伤进行保护。

３　 讨论

　 　 本研究中，ＰＡＲＰ１ 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元损

伤的调控中发挥了关键作用。 ＰＡＲＰ１ 及 ＰＡＲＧ 在

ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下均上调，在复氧复糖 ３ ｈ 时达到高

峰，但在 ２４ ｈ，ＰＡＲＧ 表达发生回降。 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 后

使用芒柄花素、ＰＡＲＰ１抑制剂ＰＪ３４或ＰＡＲＧ抑制剂

图 ２　 免疫荧光检测 ＨＴ２２ 细胞 Ｐ５３、ＡＩＦ 蛋白表达情况 × ４００

图 ３　 免疫荧光检测 ＨＴ２２ 细胞 Ｐ５３、ＡＩＦ 蛋白表达差异性分析

ａ：对照组；ｂ：对照组 ＋ 芒柄花素组；ｃ：ＯＧＤ ／ Ｒ 组；ｄ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ 芒柄花素组；ｅ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＪ３４ 组；ｆ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＡＲＧ 抑制剂组；与对照组比较：∗Ｐ

＜ ０. ０５；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测芒柄花素对

ＨＴ２２ 细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后

ＰＡＲＰ１ ／ ＰＡＲＧ 通路蛋白表达影响

ａ：对照组；ｂ：对照组 ＋ 芒柄花素组；
ｃ：ＯＧＤ ／ Ｒ 组；ｄ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ 芒柄花素组；
ｅ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＪ３４ 组； ｆ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＡＲＧ
抑制剂组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与
ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ 孵育细胞，均可有效抑制 ＨＴ２２ 细

胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤后凋亡因子 Ｐ５３ 和 ＡＩＦ 表达，并抑

制 ＰＡＲＰ１ 信号通路相关蛋白表达。 表明芒柄花素

可通过抑制 ＰＡＲＰ１ 信号通路参与 ＨＴ２２ 小鼠神经

元细胞凋亡的调控。
ＰＡＲＰ１ 是多聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶的一种，主要负

责 ＤＮＡ 链缺口和断链轻度激活后染色体 ＤＮＡ 修

复，然而，过度活化的 ＰＡＲＰ１ 可以将烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸（ＮＡＤ ＋ ）转化为长 ＰＡＲ 聚合物，从细胞核

转移到细胞质后产生细胞毒性作用，ＰＡＲ 聚合物可

诱导 ＡＩＦ 从线粒体外膜池释放，加剧细胞凋亡的联

级反应，同时多聚 ＡＤＰ 核糖甘油水解酶 ＰＡＲＧ 将

ＡＤＰ 核糖从蛋白上降解［９］。 ＰＡＲＰ１ 在缺血再灌注

表达后上调，抑制 ＰＡＲＰ１ 信号通路对缺血再灌注损

伤具有保护作用［１０］。 在本研究中，ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的

ＨＴ２２ 小鼠神经元细胞中 ＰＡＲＰ１ 在复氧复糖 ３、２４ ｈ
后均升高，ＰＡＲＧ 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下以时间依赖性上

调，但在 ２４ ｈ 表达下降（图 １），故本研究选择 ＯＧＤ ／
Ｒ ３ ｈ 作为后续研究实验条件。 另外，本研究中在

ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下，ＨＴ２２ 细胞中除了 ＰＡＲＰ１ 和 ＰＡＲＧ
被激活，凋亡诱导因子 ＡＩＦ 和 Ｐ５３ 表达升高，而芒柄

花素 与 ＰＡＲＰ１ 抑 制 剂 ＰＪ３４ 和 ＰＡＲＧ 抑 制 剂

Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ 效果一致，均抑制了 ＰＡＲＰ１ 和

ＰＡＲＧ，同时部分逆转了 ＡＩＦ 和 Ｐ５３ 的累积，而挽救

了细胞的凋亡。 这表明芒柄花素可通过抑制

ＰＡＲＰ１ 和 ＰＡＲＧ 激活而抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＨＴ２２
小鼠神经元细胞发生凋亡。

Ｉｄｕｎａ 是一种 ＰＡＲ 聚合物依赖的 Ｅ３ 泛素连接

酶，调节 ＤＮＡ 损伤，Ｉｄｕｎａ 对 ＰＡＲＰ１ 的 ＯＡＲ 依赖泛

素化靶向其进行蛋白酶体降解，通过 ＰＡＲ 结合和泛

素 Ｅ３ 连接酶活性，Ｉｄｕｎａ 保护细胞免受 ＤＮＡ 损伤剂

诱导的细胞死亡［１１］。 Ｉｄｕｎａ 可通过抑制 ＰＡＲＰ１ 诱

导的细胞死亡来保护 ＨＴ２２ 细胞免受过氧化氢诱导

的氧化应激［１２］。 本研究显示在 ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下，
ＨＴ２２ 细胞中 Ｉｄｕｎａ 蛋白表达水平下降，经芒柄花素

或 ＰＡＲＧ 抑制剂 Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ 孵育后可部分逆

转，但 ＰＡＲＰ１ 抑制剂 ＰＪ３４ 却没有这种效果。 这表

明芒柄花素是通过上调 Ｉｄｕｎａ 来抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导

的 ＰＡＲＰ１ 表达而减轻 ＨＴ２２ 小鼠神经元细胞损伤。
有研究［１３］ 说明芒柄花素通过激活 ＡＫＴ 磷酸化

蛋白介导对大鼠脑缺血 ／再灌注的神经保护作用，本
研究结果与之一致。 本研究显示芒柄花素处理

ＯＧＤ ／ Ｒ 后的 ＨＴ２２ 细胞可升高 ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白磷酸化

比值，同时，在此研究中， ＰＡＲＰ１ 抑制剂 ＰＪ３４ 和

ＰＡＲＧ 抑制剂 Ｅｔｈａｃｒｉｄｉｎｅ ｌａｃｔａｔｅ 处理可使 ＯＧＤ ／ Ｒ
后的 ＨＴ２２ 细胞中 ｐ⁃ＡＫＴ 比值升高。 这表明芒柄花

素可通过抑制 ＰＡＲＰ１ 通路来激活 ＡＫＴ 的磷酸化而

抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＨＴ２２ 细胞凋亡。
综上所述，本研究结果显示 ＨＴ２２ 小鼠神经元

细胞在 ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下，芒柄花素可通过提高 Ｉｄｕｎａ
蛋白表达抑制 ＰＡＲＰ１ ／ ＡＩＦ ／ Ａｋｔ 信号通路来减轻

ＨＴ２２ 小鼠神经元细胞损伤。 这些结果为开发运用

锦鸡儿异黄酮治疗脑缺血再灌注损伤提供了依据，
后续可在体内动物模型研究中进一步证明这一机

制，以排除体外研究的局限性。
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ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ Ｓｃｉ， ２０１４， ３４４（１ － ２）： １００ － ４．

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ
ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＰＡＲＰ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｙｕ Ｌｉ１，２， Ｗａｎｇ Ｍｅｉ１，２， Ｗａｎｇ Ｗｅｎｘｉｕ３， Ｃａｏ ＬｉＰｉｎｇ３， Ｈｅ ＱｉａｎＳｏｎｇ１，３

（ １Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５０００１；
２Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５０００２；３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，
Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５０００１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ／ ｏｘｙｇｅｎ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙ⁃
ｇｅｎａｔｉｏｎ ｇｌｙｃｏｎｅｕｒｏｎｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＡＲＰ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｏ ｏｆｆｅｒ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ Ｃａｒａｇａｎａ
ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒｏｎｓ （ＨＴ２２）， ａ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ Ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ （ＯＧＤ ／ Ｒ） ｗａｓ ｃｒｅａｔｅｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＰＡＲＰ１ ａｎｄ ＰＡＲＧ ｉｎ ＨＴ２２ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｏｘｙｇｅｎ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ． Ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ／ Ｒ， ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍ⁃
ｏｎｏｎｅｔｉｎ， ＰＡＲＰ１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＰＪ３４）， ａｎｄ ＰＡＲＧ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ａｎｄ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ＋ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＯＧＤ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ， ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＰＪ３４ ｇｒｏｕｐ， ＯＧＤ ／ Ｒ ＋
ＰＡＲＧ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ． ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｇｒｏｗｎ ｎｏｒｍａｌｌｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ＯＧＤ ／ Ｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＡＲＰ１ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ３ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｏｘ⁃
ｙｇｅｎ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＯＧＤ ／ Ｒ ３ ｈ， ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ， ＰＪ３４ ｏｒ ＰＡＲＧ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ （Ｉｄｕｎａ）， ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＡＲＰ１ ａｎｄ ＰＡＲＧ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＩＦ ａｎｄ Ｐ５３， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｆｏｒｍ⁃
ｏｎｏｎｅｔｉｎ ｃａｎ ｂｌｏｃｋ ｔｈｅ ＰＡＲＰ１ ／ ＡＩＦ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｒａｉｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｄｕｎａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓ⁃
ｅｎｃｅ ｏｆ ＯＧＤ ／ Ｒ， ｈｅｎｃｅ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ＨＴ２２ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ； ＯＧＤ ／ Ｒ； ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ； ＰＡＲＰ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
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