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论著

染料木黄酮对星形胶质细胞氧化损伤中 !"#$%&'(

通路相关因子表达的调节作用

侯成成!麻微微!肖荣!周新!余焕玲!苑林宏!席元第!丁娟!封锦芳

!首都医科大学公共卫生与家庭医学学院"北京*)+++,-#

摘*要!目的*研究染料木黄酮"./0#对
!

淀粉样肽 $1231"&

!

$1231#介导的星形胶质细胞氧化损伤中 !"#$%&'(

通路相关因子的调节作用$ 方法*以星形胶质细胞"4, 细胞系#作为研究对象!用 &

!

$1231 染毒制备氧化损伤模

型$ 实验共分 5 组%对照组&&

!

组"&

!

模型组#&./0 干预组"./0 6&

!

组#及 ./0 组"./0 单独处理组#'采用 '72

84'方法和 9/:;/"0 <=>;方法检测星形胶质细胞核因子 ($ 相关因子 $"!"#$#&血红素加氧酶"?@2)#&

"

2谷氨酰半

胱氨酸合成酶催化亚单位" .4A4#及锰超氧化物歧化酶"B0C@D#基因和蛋白的表达$ 结果*与 &

!

组比较!./0

干预组和 ./0 组星形胶质细胞 !"#$&?@2)&.4A4及 B0C@D基因和蛋白表达水平显著上调"!E+F+1#$ 结论*染

料木黄酮可能通过调控 !"#$%&'(通路来拮抗 &

!

$1231 介导的星形胶质细胞氧化损伤作用$

关键词!染料木黄酮'

!

淀粉样肽 $1231' !"#$%&'(通路' 星形胶质细胞' 基因表达' 调节
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!

2LVW=>MR X/X;MR/:#&

!

$1231$ M0 L:;">KW;/:#4,

K/==:$]>,'.#%-*&:;">KW;/:NL:KH=;H"/R #>"5GI":]&

!

$1231 # $1

#

V>=%A$ NL:H:/R ;>/:;LU=M:I >\MRL;MZ/RLVLJ/

V>R/=M0 L:;">KW;/:]T>H"J">HX:L"/K>0;">=J">HX" &

!

J">HX" ./02;"/L;/R J">HX #./0 6&

!

J">HX$ L0R ./0 J">HX #:>=>2

./0 J">HX$]./0 #1+

#

V>=%A$ NL:LXX=M/R $ I":XM">";>;I/LRRM;M>0 >#&

!

$1231]&#;/"$5 I":X"/;"/L;V/0;" K/==:

N/"/IL"Z/:;/R #>"L::LW:]7I/V'!&L0R X">;/M0 /\X"/::M>0 >#0HK=/L"#LK;>"/"W;I">MR $2"/=L;/R #LK;>"$ #!"#$$" I/V/

>\WJ/0L:/2) #?@2) $" KL;L=W;MK:HUH0M;>#J=H;LVL;/2KW:;/M0/=MJL:/ # .4A4$ L0R VL0JL0/:/:HX/">\MR/RM:VH;L:/

#B0C@D$ M0 L:;">KW;/:N/"/;/:;/R UW'7284'L0R 9/:;/"0 <>=;]3,-?8'-*4>VXL"M0JNM;I &

!

J">HX" ;I/V'!&L0R

X">;/M0 /\X"/::M>0 >#!"#$" ?@2)" .4A4L0R B0C@D:MJ0M#MKL0;=WM0K"/L:/R M0 ./02;"/L;/R J">HX L0R ./0 J">HX #!E

+F+1$]@#)"8?-(#)*./0M:;/M0 K>H=R M0IMUM;;I/>\MRL;MZ/RLVLJ/M0RHK/R UW&

!

$1231 M0 L:;">KW;/:;I">HJI "/JH=L;M0J

!"#$%&'(XL;INLW"/=L;/R #LK;>":]

A,7 6#0%-%

./0M:;/M0&

!

2LVW=>MR X/X;MR/$1231& !"#$%&'(XL;INLW& L:;">KW;/:&J/0//\X"/::M>0&"/JH=L;M>0

收稿日期!$+)$2+G2+)
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家自然科学基金 " 3+-^$5^+ # $北京市自然科学基金

"^)+$+)1#

作者简介%侯成成*女*硕士生*研究方向为植物化学物与神经保

护作用 (2VLM=%IKK++)++$_),3]K>V

通信作者%肖荣*女*教授*研究方向为植物化学物与神经保护作

用*(2VLM=%\ML>"$$_KKVH]/RH]K0

**星形胶质细胞的氧化损伤加重了大脑病理性

老化"从而导致大脑功能损伤及出现阿尔茨海默病

#&=̀I/MV/"':RM:/L:/"&D$样症状
())

* 目前"研究显

示"

!

淀粉样肽#

!

2LVW=>MR X/X;MR/:"&

!

$在脑中广泛

沉积可诱导产生活性氧 #"/LK;MZ/>\WJ/0 :X/KM/:"

'@C$"并造成氧化还原平衡体系紊乱"由此引发的

氧化应激反应在星形胶质细胞损伤机制中发挥着

重要作用
($)

* 研究资料表明"膳食成分中的染料木

黄酮#J/0M:;/M0"./0$具有抗氧化损伤作用"在预防

神经退行性疾病中具有重要意义
(3 a5)

* 近年来"核

转录因子 ($ 相关因子 $ # 0HK=/L"#LK;>"/"W;I">MR $2

"/=L;/R #LK;>"$"!"#$$在调控氧化应激中所起到的作

用受到广泛关注* !"#$ 可与抗氧化物反应元件

#L0;M>\MRL0;"/:X>0://=/V/0;:"&'($相互作用并形
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成 !"#$%&'(通路"其活性与多种抗氧化酶的表达

有关"在拮抗氧化应激过程中发挥关键的调控作

用
(1 a,)

* 那么"./0 是否能够通过激活 !"#$%&'(通

路上调其下游的抗氧化蛋白酶表达"从而抑制氧化

损伤的发生呢+ 本研究应用 &

!

$1231 建立星形胶

质细胞氧化损伤模型"采用 ./0 进行预处理"研究

其对星形胶质细胞中 !"#$%&'(通路上相关因子表

达的调节作用"探讨 ./0 在拮抗 &

!

介导的星形胶

质细胞氧化损伤中对 !"#$%&'(通路的影响"为揭

示 ./0 可有效改善神经退行性疾病氧化损伤作用"

提供科学的实验数据和理论依据*

)*材料与方法

)F)*仪器和试剂

仪器%凝胶成像分析系统#美国 &=XILb00>;/KI

公司$,梯度 84'仪,电泳仪 #美国 <M>2'LR 公司$

等* 试剂%./0,&

!

$1231,二甲基亚砜 #DBC@$ #均

购自美国 Cb.B&公司$"四甲基偶氮唑蓝#B77"北

京索莱宝科技有限公司$"!"#$ 兔多克隆抗体,

!

2

LK;M0 兔多克隆抗体 #均购自美国 C&!7&4'YP公

司$"?@2) 兔多克隆抗体 #美国 4/==CMJ0L=M0J公

司$".4A4兔多克隆抗体 #美国 &<4&B公司 $"

B0C@D小鼠多克隆抗体#美国 'cD公司$等* 试剂

配制%./0#

!

-Gd ?8A4$"$1 VJ./0 溶于 $1+

#

=

DBC@中配成 ./0 储备液"取 ./0 储备液 G

#

=溶于

3 --$

#

=DB(B中即为 1+

#

V>=%A应用液"./0 储

备液及应用液均 a$+ e 保存& &

!

$1231 #

!

-^d

?8A4$") VJ&

!

$1231 溶于) 11)

#

=无菌去离子水

中充分溶解" 置于 3^ e 老化 ^ R" 适当分装后

a$+ e保存*

)F$*细胞培养

选用 4, 细胞系#来源于大鼠星形胶质瘤细胞"

细胞形态,结构和功能上与星形胶质细胞相似$进

行实验研究
(^)

* 细胞使用含 )+d胎牛血清及 )+ Y%

A青链霉素的 DB(B"于3^ e,1d 4@

$

的细胞培养

箱中培养*

)F3*B77法检测细胞活力

-, 孔板传代培养星形胶质细胞 5G I"经 ./0

#分别为 )$F1,$1,1+,)++,$++

#

V>=%A$预处理 $I,

染毒 &

!

$1231#$1

#

V>=%A$$5 I 后"加入 B77$+

#

=

#1 VJ%V=$"于3^ e,1d 4@

$

培养 $5 I"弃去液体"

每孔加入 $++

#

=DBC@"放置)+ VM0"混匀"于
$

f

1^+ 0V的条件下用酶标仪测定吸光度*

)F5*细胞分组与处理

星形胶质细胞传代培养 5G I 后加入 ./0 #1+

#

V>=%A$预处理"$ I 后加入 &

!

$1231 #$1

#

V>=%A"

根据课题组前期研究结果确定
(5)

$染毒 $5 I 建立细

胞氧化损伤模型"后收集细胞备检"细胞密度约为

)+

,

%V=* 实验共分 5 组%对照组,&

!

组,./0 干预组

及 ./0 组*

)F1*'7284'分析

引物序列为 X"MV/"1F+ 软件设计"上海生工生

物工程技术公司合成* !"#$,?@2),.4A4,B0C@D

及
!

2LK;M0 基因的引物序列,退火温度及片段长度见

表 )* 总 '!&的提取%

%

每组细胞加 )V=的 7'b̀>=

试剂"冰浴上操作使组织匀浆化&

&

将匀浆样品在

室温放置 1 VM0"加入 +F$ V=氯仿"用力振荡后常温

放置 $ VM0"然后高速冷冻5 e )$ +++ gJ离心 )1

VM0&

'

将水样层转移到一个干净的试管中"加入

+F1 V=异丙醇"室温放置 )+ VM0"然后高速冷冻5 e

)$ +++ gJ离心 )+ VM0&

(

移去上层悬液"用 ^1d的

乙醇洗涤 '!&沉淀"轻弹混匀样品后高速冷冻5 e

)$ +++ gJ离心 1 VM0&

)

弃去上清"室温干燥至半透

明状"并以 )h D(84水 $+

#

=溶解 '!&* 反转录和

扩增%取 )

#

J总 '!&"^+ e )+ VM0 后放置冰上*

配置 $+

#

=逆转录反应体系"反转录形成 KD!&&以

KD!&为模板进行 84'扩增"获取 84'扩增产物"

经 $d琼脂糖凝胶电泳 #-+ i"1+ VM0$"电泳完毕

后"取出凝胶在紫外灯下观察结果并照相* 结果用

T=H>"4I/VT4$ 凝胶成像系统软件进行半定量分

析"以
!

2LK;M0 作为内参照"用目的基因与相应的
!

2

LK;M0 条带平均光密度比值表示目的基因 V'!&的

相对表达量*

*表 )*!"#$,?@2),.4A4,B0C@D及
!

2LK;M0 基因的

引物序列,退火温度及片段长度

7LU=/)*8"MV/":#>"!"#$" ?@2)" .4A4" B0C@DL0R

!

2LK;M0

L0R ;I/L00/L=M0J;/VX/"L;H"/L0R #"LJV/0;=/0J;I

基因 引物序列#1'23' $

退火温度

# e$

长度

# UX$

!"#$

7.7..&.747744&777&4..

.47777.4447&&.474&747

,+ 3)$

?@2)

&7&.&.4.&&&4&&.4&.&&44

77&.44747747.74&4447.7

,+ 5)-

.4A4

7..&.&44&.&.7&7...&.77

.&7..7.7.77477.74477.&

,+ 3,G

B0C@D

7.&447.4477&4.&47&7..

&&474744777...774744&

,+ $,5

!

2LK;M0

74&..74&74&47&74..4&&7

&&&.&&&...7.7&&&&4.4&

,+ 35G

)F,*9/:;/"0 <=>;分析

每组细胞加裂解液提取总蛋白"二喹啉甲酸

#<4&$法测定蛋白浓度后"加变性缓冲液煮沸 1

VM0 变性" a$+ e保存* )+d聚丙烯酰胺凝胶电泳

#CDC28&.($",+ i湿转 $ I"1d脱脂奶粉室温封闭

) I"!"#$ 抗体 #)j$++$ 5 e孵育过夜"洗膜缓冲液
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#7<C7$漂洗#)+ VM0 g3 次$"碱性磷酸酶标记 bJ.

#)j) +++ $室温孵育 ) I"7<C7漂洗 # )+ VM0 g3

次$"碱性磷酸酶法显色* 内参照
!

2LK;M0 蛋白及

?@2),B0C@D蛋白测定%一抗分别为
!

2LK;M0 抗体#)

j) +++$, ?@2) 抗体 # ) j) +++$, .4A4抗体 # ) j

1++$,B0C@D抗体#)j) +++$&二抗均为)j1 +++&其

余步骤同 !"#$* 结果用 T=H>"4I/VT4$ 凝胶成像分

析系统#美国$分析扫描结果"测定各条带光密度

值"目的蛋白相对表达量为目的条带与内参
!

2LK;M0

的光密度比值*

)F̂*统计学处理

用 C8CC )3F+ 统计软件包进行数据录入和单因

素方差分析#&!@i&$"组间比较采用 ACD法"!E

+F+1 表示差异有统计学意义* 实验数据均用 V/L0:

k:表示*

$*结果

$F)*确定染料木黄酮的作用浓度

图 ) 可见"与对照组相比"./0 组#$++

#

V>=%A$

星形胶质细胞活力降低"./0 组#1+

#

V>=%A$星形胶

质细胞活力增强"差异有统计学意义 #!E+F+1 $*

由图 $ 可见"与 &

!

组相比"./0 干预组 #分别为

)$F1,$1,1+,)++

#

V>=%A$星形胶质细胞活力增强"

差异有统计学意义#!E+F+1$"显示出 ./0 能够拮

抗 &

!

$1231 的毒性作用* 综合以上两个实验结果"

最终确定 1+

#

V>=%A./0 浓度用于下一步实验*

&% 4>0;">=& <% ./0 ,]$1

#

V>=%A& 4%./0 )$]1

#

V>=%A

D%./0 $1

#

V>=%A& (% ./0 1+

#

V>=%A& T% ./0 )++

#

V>=%A

.% ./0 $++

#

V>=%A* L% 与对照组相比 !E+]+1*

图 )*不同染料木黄酮单独处理组星形胶质细胞活力情况

TMJH"/)*4/==ZMLUM=M;W>#L:;">KW;/:M0 RM##/"/0;

:>=>2./0 J">HX:

$F$*染料木黄酮对 &

!

介导的星形胶质细胞 !"#$

基因表达的影响

图 3 可见"与对照组比较"&

!

组 !"#$ 基因表达

下调差异有统计学意义#!E+F+1$"与 &

!

组比较"

./0 干预组和 ./0 组 !"#$ 基因表达上调差异有统

*&% 4>0;">=& <% &

!

$1231& 4%./0)$]1

#

V>=%A6&

!

&

*D%./0$1

#

V>=%A6&

!

& (%./01+

#

V>=%A6&

!

&

*T% ./0)++

#

V>=%A6&

!

& .% ./0$++

#

V>=%A6&

!

*

* L%与对照组相比 !E+]+1&U%与 &

!

$1231 组相比 !E+]+1*

图 $*不同染料木黄酮干预组细胞活力情况#" f5$

TMJH"/$*4/==ZMLUM=M;W>#L:;">KW;/:M0 RM##/"/0;

./02;"/L;/R J">HX:#" f5$

注%电泳图为 !"#$ 基因与内参基因
!

2LK;M>0 的琼脂糖凝胶电泳图*

l%与对照组相比 !E+F+1&

"

%与 &

!

$1231 组相比 !E+F+1*

图 3*染料木黄酮对 &

!

$1231 诱导的星形胶质细胞

!"#$ 基因表达的影响#" f5$

TMJH"/3*7I//##/K;>#./0 >0 ;I//\X"/::M>0 >#!"#$

V'!&M0RHK/R UW&

!

$1231 M0 L:;">KW;/:#" f5$

计学意义#!E+F+1$*

$F3*染料木黄酮对 &

!

诱导的星形胶质细胞 !"#$

蛋白表达的影响

图 5 可见"与对照组比较"&

!

组 !"#$ 蛋白表达

下调差异有统计学意义#!E+F+1$&与 &

!

组比较"

./0 干预组和 ./0 组 !"#$ 蛋白表达上调*

$F5*染料木黄酮对 &

!

诱导的星形胶质细胞 ?@2

),.4A4及 B0C@D基因表达的影响

图 1 可见"与对照组比较"&

!

组 ?@2),.4A4

及 B0C@D基因表达下调差异有统计学意义 #!E

+F+1$"与 &

!

组比较"./0 干预组和 ./0 组 ?@2),

.4A4及 B0C@D基因表达上调差异有统计学意义

#!E+F+1$*
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注%电泳图为 !"#$ 蛋白与内参蛋白
!

2LK;M0 的 CDC28&.(电泳图*

l%与对照组相比 !E+F+1&

"

%与 &

!

$1231 组相比 !E+F+1*

图 5*染料木黄酮对 &
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注%电泳图为 ?@2),.4A4,B0C@b基因与内参蛋白
!

2LK;M0

的琼脂糖凝胶电泳图*

l%与对照组相比 !E+F+1&

"

%与 &

!

$1231 组相比 !E+F+1*

图 1*染料木黄酮对 &

!
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?@2),.4A4及 B0C@D基因表达的影响#" f5$
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!

$1231

M0 L:;">KW;/:#" f5$

$F1*染料木黄酮对 &

!

诱导的星形胶质细胞?@2),

.4A4及 B0C@D蛋白表达的影响

图 , 可见"与对照组比较"&

!

组 ?@2),.4A4

及 B0C@D蛋白表达下调差异有统计学意义 #!E

+F+1$&与 &

!

组比较"./0 干预组和 ./0 组 ?@2),

.4A4及 B0C@D蛋白表达上调"差异有统计学意义

#!E+F+1$*

注%电泳图为 ?@2),.4A4,B0CD蛋白与内参蛋白
!

2LK;M0

的 CDC28&.(电泳图*

l%与对照组相比 !E+F+1&

"

%与 &

!

$1231 组相比 !E+F+1*

图 ,*染料木黄酮对 &

!
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?@2),.4A4及 B0C@D蛋白表达的影响#" f5$
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!
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3*讨论

越来越多的证据表明"氧化应激在大脑老化和

神经退行性疾病#包括 &D$发生与发展进程中有重

要作用
(G)

* 目前认为"脑内 &

!

沉积引起的氧化应

激是 &D的重要致病因素之一
(-)

* &

!

不仅能够引

起细胞氧化应激"也可以作为氧化应激的产物来加

重神经细胞氧化损伤
()+)

* 近两年的研究结果表明"

由 &

!

形成的环状纤维束存在于激活的星形胶质细

胞中"可能与 &D的病理过程相关
()))

*

大豆异黄酮#CbT$是一类天然存在于大豆等植

物中的多酚类化合物"其主要活性形式有染料木黄

酮#./0$,大豆素和黄豆黄素等* 研究表明"./0 具

有较强的抗氧化作用
()$)

* 近年来"CbT和 ./0 对认

知功能及中枢神经系统退行性疾病的保护作用被

广泛关注
()32)5)

* 课题组前期研究也表明" CbT和

./0 在整体或细胞水平上能够拮抗 &

!

介导的大鼠

氧化还原状态的改变及神经细胞的氧化损伤
(5)

"并

认为 ./0 发挥的神经保护作用主要与其抗氧化作

用密切相关
()1)

* 那么"./0 是通过何种途径发挥其

抗氧化作用的呢+ 研究发现"!"#$%&'(通路是重要

的内源性抗氧化损伤通路"其介导的神经保护作用

存在于多种病理条件下"尤其存在于神经退行性疾

病发生和发展中
(),)

* 当机体受到 '@C 或外源性毒

物攻击时"!"#$ 异位到核内与 &'(结合"启动多种

保护性基因的表达"包括抗氧化蛋白酶类基因及
*

相解毒酶基因等
()^)

* 其中"抗氧化蛋白酶类作为



染料木黄酮对星形胶质细胞氧化损伤中 !"#$%&'(通路相关因子表达的调节作用!!!侯成成"等 ! 1**** !

!"#$ 信号路径的主要调节蛋白"是维持机体氧化还

原状态平衡的主要因素
()G)

*

血红素加氧酶 )# I/V/>\WJ/0L:/2)"?@2)$是血

红素降解的限速酶"是受 !"#$%&'(通路调节的最

重要的内源性抗氧化蛋白酶* 有学者发现"糖尿病

大鼠肾脏发生氧化应激损伤后"白藜芦醇可上调

!"#$ 基因及蛋白表达水平"?@2) 表达也明显增

强
()-)

*

"

2谷氨酰半胱氨酸合成酶#JLVVL2M""LRML;M>0

J=H;LVM0/I>V>KW:;/M0/:W0;IL:/"

"

2.4C$是谷胱甘肽

#J=H;L;IM>0/".C?$ 合成的限速酶"其催化亚单位

#KL;L=W;MK:HUH0M;>#J=H;LVL;/2KW:;/M0/=MJL:/".4A4$

具有全酶的催化功能* 增加
"

2.4C 的含量和活性"

可以促进 .C?的合成"增强组织细胞抗氧化应激的

能力* 研究发现"氟伐他汀#降脂药$可上调血管平

滑肌细胞内 !"#$ 相关的抗氧化酶 ?@2) 和 .4A4的

基因表达"但利用 '!&干扰技术沉默 !"#$ 基因后"

此上调基因表达的作用消失"并且药物对细胞氧化

损伤的抑制作用也显著降低
($+)

"说明氟伐他汀确实

是通过调控 !"#$ 通路来拮抗血管平滑肌细胞氧化

损伤的* 锰超氧化物歧化酶 #VL0JL0/:/:HX/">\MR/

RM:VH;L:/"B0C@D$是一种广泛存在于生物体内的

金属蛋白酶"是 '@C 最有效的清除剂* 研究证实"

白藜芦醇可通过激活 !"#$ 通路来上调 B0C@D表

达"从而拮抗过氧化氢引发的大鼠肝脏原代细胞氧

化损伤
()G)

* 本研究结果表明"./0 可通过上调星形

胶质细胞内 !"#$ 及其下游抗氧化蛋白酶 ?@2),

.4A4,B0C@D基因及蛋白水平的表达#! E+F+1$"

从而拮抗 &

!

$1231 诱发的细胞氧化损伤"与上述研

究结果的变化趋势一致*

综上所述" ./0 可能是通过激活 !"#$%&'(信

号通路"上调其下游的抗氧化蛋白酶表达来拮抗

&

!

$1231 介导的星形胶质细胞氧化损伤"从而达到

抗氧化神经保护作用*
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/0 ẀV/:(S)](H"S8IL"VLK>="$++G"1-#)23$ %,,2̂$]

()-)*8L=:LVW8" CHU"LVL0ML0 C]'/:Z/"L;">=X">;/K;:RMLU/;MKnMR0/W

UWL;;/0HL;M0JIWX/"J=WK/VMLV/RML;/R >\MRL;MZ/:;"/::L0R "/0L=

M0#=LVVL;>"WKW;>nM0/:ZML!"#$2o/LX) :MJ0L=M0J( S)]<M>KIMV

<M>XIW:&K;L"$+))")G)$#^$ %^)-2̂3)]

($+)*CIM0 B" Q=MKIM">7" ?M">WHnM9" /;L=]T=HZL:;L;M0 X">;/K;:

ZL:KH=L":V>>;I VH:K=/K/==:LJLM0:;>\MRL;MZ/:;"/::;I">HJI ;I/

!"#$2R/X/0R/0;L0;M>\MRL0;XL;INLW(S)]&;I/">:K=/">:M:"$+)+"

$)3#$$ %3^^23G5]


