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摘要　 目的　 探讨低氧预适应（ＨＰＣ）对小鼠海马 ＨＴ２２ 细

胞线粒体能量代谢的影响及其可能机制。 方法　 将小鼠海

马神经细胞 ＨＴ２２ 分为对照组、低氧组、ＨＰＣ 组，通过检测各

组三磷酸腺苷（ＡＴＰ）和活性氧（ＲＯＳ）的水平，以观察 ＨＰＣ
对细胞线粒体能量代谢的影响；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测雷

帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）、磷酸化 ｍＴＯＲ 蛋白和自噬底物 Ｐ６２
蛋白的表达；细胞免疫荧光法检测磷酸化 ｍＴＯＲ，ＬｙｓｏＴｒａｃｋ⁃
ｅｒＴＭ探针检测溶酶体，验证 ＨＰＣ 引起细胞代谢改变是否与

ｍＴＯＲ ／自噬通路有关。 结果 　 与对照组相比，低氧组 ＡＴＰ
明显下降，ＲＯＳ 水平增加，ＨＰＣ 处理后，ＡＴＰ 水平增加，ＲＯＳ
水平降低。 与对照组相比，ＨＰＣ 组磷酸化 ｍＴＯＲ 表达下调，
自噬底物 Ｐ６２ 表达下调。 结论 　 ＨＰＣ 可能通过 ｍＴＯＲ ／自
噬信号通路影响 ＨＴ２２ 细胞能量代谢从而对 ＨＴ２２ 细胞发挥

保护作用。
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　 　 氧气作为线粒体电子传递链的最终电子受体，
在有氧呼吸和新陈代谢中起着关键作用。 正常情况

下，真核细胞需要足够浓度的氧气来维持各种生物

活动并确保存活。 当需氧量超过其供应量时，全身

或局部组织中的氧含量降低（称为低氧），导致代谢

危机，威胁生理功能和生存能力［１］。 主要涉及的疾

病包括脑卒中、新生儿缺氧性疾病和各种神经退行

性疾病等［２］。

缺血 ／低氧预适应 （ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ／ ｈｙｐｏｘｉａ ｐｒｅｃｏｎｄｉ⁃
ｔｉｏｎｉｎｇ， Ｉ ／ ＨＰＣ）通过预先暴露于亚致死性的缺血 ／
低氧，增加对随后严重缺血 ／低氧的耐受，它是一种

内源性细胞保护机制［３ － ４］。 该研究通过体外培养小

鼠海马神经细胞 ＨＴ２２，检测 ＨＰＣ 对 ＨＴ２２ 细胞中三

磷酸腺苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＴＰ） 和活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 水平的影响，验证

ＨＰＣ 对细胞能量代谢的影响，并检测可能涉及的机

制—雷帕霉素靶蛋白 （ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙ⁃
ｃｉｎ，ｍＴＯＲ） ／自噬通路，为 ＨＰＣ 对缺血 ／低氧等疾病

的诊疗提供有效的理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验细胞　 小鼠海马神经元 ＨＴ２２ 细胞系

购自北京协和细胞所。
１． １． ２　 试剂与仪器　 ＲＩＰＡ 裂解液、ＡＴＰ 和 ＲＯＳ 检

测试剂盒购自杭州碧云天生物技术公司，兔抗

ｍＴＯＲ、磷酸化 ｍＴＯＲ （Ｓｅｒ２４４８）多克隆抗体购自美

国 ＣＳＴ 公司；驴抗兔 ＩｇＧ 购自北京中杉金桥生物技

术有限公司；Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ５９４ 山羊抗兔 ＩｇＧ 购自美

国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＤＭＥＭ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司， ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭ探针购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 蛋

白电泳和转膜设备购自美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ 公司，化学发

光仪购自上海天能科技有限公司，激光共聚焦显微

镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 ＨＴ２２ 细胞培养 　 使用含有 １０％ 胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培养基培养 ＨＴ２２ 细胞，培养条件为 ３７
℃、５％ＣＯ２。
１． ２． ２　 细胞诱导分化及分组　 培养 ＨＴ２２ 细胞，镜
下观察细胞长至 ４０％ ～ ５０％ 的融合度后对细胞进

行诱导分化。 用含有诱导剂的培养基诱导分化培养

２４ ｈ。 诱导剂的成分有：１００ × Ｎ２ ⁃添加剂、５０ ｎｇ ／ ｍｌ
β 神经生长因子、０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ０６２７ 和 ０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｐ１２６９ 四种成分，７ ｍｌ 培养基中各成分的体积分别

为：４００、１０、４、４０ μｌ。 完成后的 ＨＴ２２ 细胞分为对照

组、低氧组和 ＨＰＣ 组。
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１． ２． ３　 低氧预适应细胞模型建立方法　 对照组细

胞是 ２１％ Ｏ２ 常氧环境下培养。 低氧组细胞先在

１％ Ｏ２ 的低氧环境下培养 １３ ｈ，接着常氧环境下培

养 ６ ｈ。 而 ＨＰＣ 组细胞是低氧环境下培养 ３０ ｍｉｎ，
后换至常氧环境培养 ３０ ｍｉｎ，如此交替进行 ４ 个循

环，接着在低氧环境下继续培养 １３ ｈ，复氧 ６ ｈ，完成

模型制备［５］。
１． ２． ４　 ＡＴＰ 检测　 按照 １. ２. ２ 项和 １. ２. ３ 项方法

对细胞进行处理。 采用 ＡＴＰ 试剂盒检测 ＨＴ２２ 细胞

的 ＡＴＰ 水平。 冰上每孔加入裂解缓冲液 ２００ μｌ，待
细胞充分裂解后，４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ；
ＡＴＰ 检测试剂用 ＡＴＰ 检测试剂稀释剂按 １ ∶ １００ 的

比例稀释，将 １００ μｌ ＡＴＰ 检测试剂滴入检测孔中；
静置 ３ ～ ５ ｍｉｎ 后，滴加待测试剂 ２０ μｌ；混合液体，
间隔 ２ ｓ 后进行测试。 根据标准曲线计算样品中

ＡＴＰ 的浓度。 最后，ＡＴＰ 浓度除以 ＢＣＡ 法检测到的

样品蛋白浓度即可。
１． ２． ５　 ＲＯＳ 水平检测　 采用 ＲＯＳ 试剂盒检测各组

ＨＴ２２ 细胞 ＲＯＳ 水平。 细胞诱导分化生长 ２４ ｈ 后，
ＨＴ２２ 细胞密度长至 ７０ ％左右时，将细胞收集在 ＥＰ
管中，ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 孵育 ２０ ｍｉｎ，用不含血清的 ＤＭＥＭ
洗涤细胞 ３ 次。 用细胞计数器计数，用 ２００ μｌ ＰＢＳ
悬浮，最后用荧光酶标仪测定 ＤＣＦ，使用 ４８８ ｎｍ 激

发波长和 ５２５ ｎｍ 发射波长检测。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 将模型制备完毕的样品中加

入 １００ μｌ ＲＩＰＡ 裂解液，并分别加入 １ μｌ 蛋白酶及

磷酸酶抑制剂常规进行超声辅助裂解，４ ℃、１２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清液采用 ＢＣＡ 法进行蛋白

定量。 使用聚丙烯酰胺凝胶电泳，上样浓度：每孔

１５ μｇ 蛋白。 电泳条件：上层浓缩胶 １０ ｍＡ，恒流，下
层分离胶 １５ ｍＡ，恒流；接着恒流 ４００ ｍＡ 转膜过夜，
将蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜。 ５％ 脱脂奶粉室温封闭 １
ｈ，使用 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；４ ℃孵育一抗

（１ ∶ １ ０００）过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，室
温孵育二抗（１ ∶ １ ０００）１ ｈ；ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ，ＥＣＬ 发光，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行图像灰度值测

定［６］。
１． ２． ７　 细胞免疫荧光　 将 ＨＴ２２ 细胞按照每孔 ５ ×
１０３ 个种至 ２４ 孔板中，每孔中放置 １ 个玻片，按照

１. ２. ２ 项和 １. ２. ３ 项方法对细胞进行处理；２４ ｈ 后，
ＰＢＳ 清洗 ３ 次，用 ４％多聚甲醛固定。 室温 ＰＢＳ 洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ；用 ０. ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 进行细胞通

透，室温孵育 １５ ｍｉｎ；１０％ 山羊血清室温封闭 ３０
ｍｉｎ；孵育 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 抗体（１ ∶ ３００），４ ℃过夜；用 １％

ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 洗涤，６０ ｒ ／ ｍｉｎ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；孵育

二抗（１ ∶ ５００），室温孵育 ２ ｈ，注意避光；用 １％ＢＳＡ⁃
ＰＢＳ 清洗，６０ ｒ ／ ｍｉｎ 漂洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，去离子水

再清洗 １ 次；取出玻片，并将有细胞的一面扣在滴有

ＤＡＰＩ（含防淬灭剂）的载玻片上，中性树胶封片，激
光共聚焦显微镜扫描拍照，ＮＩＳ⁃Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＡＲ Ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ 软件检测并分析数据。
１． ２． ８ 　 ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭ 探针检测溶酶体 　 按照 ５ ×
１０３ ／孔的密度将 ＨＴ２２ 细胞接种至 ２４ 孔板中，每孔

中放置一个玻片，培养 ２４ ｈ，细胞生长密度至 ６０％
左右，然后按照 １. ２. ３ 项方法进行 ＨＰＣ 和低氧实验

模型。 模型制备结束后，吸出培养基，用终浓度 ５０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭ试剂孵育细胞 ２ ｈ，加入培

养基，激光共聚焦扫描拍照，ＮＩＳ⁃Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＡＲ Ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ 软件检测并分析数据。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 统计软件进行

分析，计量资料以均数 ±标准差（�ｘ ± ｓ）表示，两组间

比较采用方差分析和独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 表

示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＰＣ 上调 ＡＴＰ 水平　 ＡＴＰ 检测结果显示，与
对照组相比，低氧组 ＡＴＰ 水平明显降低，而 ＨＰＣ 组

与对照组相比有所下降但要高于低氧组，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，ｎ ＝ ６），见图 １。

图 １　 ＨＰＣ 增加 ＨＴ２２ 细胞中 ＡＴＰ 浓度

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与低氧组比较： ＃Ｐ ＜
０. ０５

２． ２　 ＨＰＣ 降低 ＲＯＳ 水平 　 通过检测不同组别中

ＲＯＳ 水平发现，低氧组 ＲＯＳ 水平高于对照组和 ＨＰＣ
组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，ｎ ＝ ６），见图 ２。 提

示 ＨＴ２２ 细胞在急性低氧复氧刺激后，ＲＯＳ 水平明

显升高，而 ＨＰＣ 可以降低 ＲＯＳ 的水平。
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图 ２　 ＨＰＣ 可下调 ＲＯＳ 的水平

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与低氧组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 ＨＰＣ 降低磷酸化 ｍＴＯＲ 蛋白表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 ＨＴ２２ 细胞中总 ｍＴＯＲ 和 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白

的表达，结果显示，ＨＰＣ 对总 ｍＴＯＲ 蛋白表达没有

明显的影响，但可下调 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白的表达（Ｐ ＜
０. ０１，ｎ ＝ ６），ＨＰＣ 组比低氧组稍有增加（Ｐ ＜ ０. ０５，ｎ
＝ ６），见图 ３Ａ、３Ｂ。 Ｐ６２ 蛋白作为自噬底物，ＨＰＣ 组

明显少于对照组（Ｐ ＜ ０. ０１，ｎ ＝ ６），见图 ３Ａ、３Ｂ。 细

胞免疫荧光染色法检测 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白的结果与

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果一致，见图 ３Ｃ、３Ｄ。
２． ４　 ＨＰＣ 增加 ＨＴ２２ 细胞溶酶体染色　 与对照组

相比，ＨＴ２２ 细胞暴露于低氧及 ＨＰＣ 后溶酶体染色

明显增多，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，ｎ ＝ ６），而
与低氧组相比，ＨＰＣ 组溶酶体染色有所增多，差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，ｎ ＝ ６）。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 哺乳动物对缺氧的反应有多种机制。 急性低氧

刺激颈动脉体化学感受器引发呼吸急剧增加，以及

慢性一系列的变化，例如通过靶向促红细胞生成素

和血管内皮生长的缺氧诱导因子诱导红细胞增殖和

血管生成因子［７］。 线粒体占细胞耗氧量的大部分，
产生 ＡＴＰ 是需氧过程。 低氧时，线粒体中的电子传

递链和氧化磷酸化首先受到影响，从而破坏细胞呼

吸的完整性。 除此之外，线粒体电子传递链复合物

是 ＲＯＳ 产生的主要场所。 线粒体可以通过产生

ＲＯＳ 和代谢物来影响细胞信号传导［８］。 而 ＨＰＣ 作

为一种内源性神经保护机制可能涉及多个过程，如
低氧信号通路的激活、抗炎、抗氧化应激和自噬诱导

等［９］。
本研究通过体外培养小鼠海马神经细胞 ＨＴ２２，

检测 ＨＰＣ 对 ＨＴ２２ 细胞 ＡＴＰ 和 ＲＯＳ 水平的影响，观
察 ＨＰＣ 对 ＨＴ２２ 细胞能量代谢的影响。 结果显示，

图 ３　 ＨＰＣ 可下调 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白的表达

Ａ：不同组别中各蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 典型图片；Ｂ：不同组别中

Ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 Ｐ６２ 蛋白相对表达量；Ｃ：不同组别中 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白免疫

荧光染色 × ４００；Ｄ：不同组别中 Ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白相对荧光强度；ａ：对照

组； ｂ：低氧组； ｃ：ＨＰＣ 组；与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；

与低氧组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５

ＨＰＣ 可上调 ＨＴ２２ 细胞 ＡＴＰ 含量，降低 ＲＯＳ 水平，
并且可下调磷酸化 ｍＴＯＲ 蛋白表达，激活自噬，从
而发挥保护作用。 本课题组前期研究［６］ 结果显示

ＨＰＣ 可增加 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ的表达，为 ＨＰＣ 可能通过激

活自噬提供进一步实验数据。 此外，本研究显示，
ＨＰＣ 组磷酸化 ｍＴＯＲ 的表达高于低氧组，而 Ｐ６２ 在
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图 ４　 ＨＰＣ 增加溶酶体染色 × ４００
ａ：对照组； ｂ：低氧组； ｃ：ＨＰＣ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与低氧组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５

低氧组表达较低，提示自噬的增加除了 ｍＴＯＲ 参与

之外可能还涉及了其他分子机制，需要进一步研究。
在正常情况下，人体具有有效的内源性抗氧化

防御系统。 氧化应激是体内氧化与抗氧化失衡的一

种状态，可由 ＲＯＳ 产生过多或清除 ＲＯＳ 的能力下

降引起。 Ｉ ／ ＨＰＣ 可以降低 ＲＯＳ 的水平并增加抗氧

化酶的水平，以防止神经元损伤［９］。 Ｔａｎ ｅｔ ａｌ［１０］ 报
道 ＨＰＣ 可防止 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞中的氧化应激，其保

护机制可能涉及由 ＨＰＣ 产生的 ＲＯＳ 诱导的自噬激

活引起的。 Ｗｕ ｅｔ ａｌ［１１］ 报道 ＨＰＣ 改善了星形胶质

细胞线粒体功能并减少了氧糖剥夺（ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ） 诱导的氧化应激，是通过下调神

经元凋亡和 ＲＯＳ 水平。 本研究结果与上述研究结

果是一致的，ＨＰＣ 可通过减少 ＲＯＳ 的产生从而减轻

ＨＴ２２ 细胞氧化应激损伤。
ｍＴＯＲ 是一种丝氨酸 ／苏氨酸激酶，是细胞生长

和代谢的中枢调节剂，可整合各种生长抑制信号，如
葡萄糖、ＡＴＰ 和氧气的消耗［１２］。 同时，ｍＴＯＲ 信号

通路也是蛋白质合成和细胞代谢的中央调节器，以
响应能量、营养和自噬的变化［１３］。 自噬是一种进化

上保守且依赖溶酶体的过程，用于降解和回收细胞

成分。 当自噬激活时，溶酶体活动可能也会加快。
Ｌｕ ｅｔ ａｌ［１４］报道，在 ＳＹ５Ｙ 细胞中，ＨＰＣ 通过 Ｈｉｆ⁃１α ／
Ｂｅｃｌｉｎ１ 通路介导的自噬保护神经细胞免受 ＯＧＤ 损

伤。 ＴＳＣ１（ｈａｍａｒｔｉｎ）通过诱导自噬赋予对缺血的神

经保护［１５］。 本研究结果与上述结果也一致，说明自

噬可能被 ＨＰＣ 诱导，发挥保护作用。 但并不是所有

的自噬都是保护作用，只有适度的自噬才能发挥保

护作用，而过度的自噬可能促进细胞的死亡。
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