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梓醇对乳胞素诱导 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤的保护作用

刘　云，包琼琼，庄晓赛，胡　乔，孙妙璇，周莉莉，张　雄
（温州医学院附属第二医院神经内科，浙江 温州 ３２５０２７）

　　摘要：目的　探讨梓醇对蛋白酶体抑制剂乳胞素诱导的人神经母细胞瘤（ＳＨＳＹ５Ｙ）细胞损伤的保护作
用及其可能机制。方法　梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞１ｈ后，加入乳胞素１０μｍｏｌ·Ｌ－１继续处理
２４ｈ。倒置显微镜下观察细胞形态的变化，ＭＴＴ比色法检测细胞存活率，流式细胞仪检测细胞凋亡率，
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞核形态的变化，酶联免疫吸附检测细胞内２０Ｓ蛋白酶体含量。结果　与正常对照组
相比，梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１对细胞存活率、形态和凋亡及２０Ｓ蛋白酶体含量无显著差异；乳胞素１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细
胞存活率为（７２．０±１．８）％，明显降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率为（６４．７±２．６）％，明显增高（Ｐ＜０．０５）。
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色发现梓醇细胞核形态改变，出现凋亡小体；细胞内２０Ｓ蛋白酶体含量降低６０％，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与乳胞素 １０μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理组细胞存活率（８７．９±
２．２）％明显增高（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率为（５１．４±１．５）％，明显降低（Ｐ＜０．０５）。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色发现，
梓醇细胞核形态明显改善；细胞内２０Ｓ蛋白酶体含量升高了１．９倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论
梓醇对乳胞素诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤具有保护作用，其机制可能与梓醇提高 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内２０Ｓ蛋白
酶体含量有关。

关键词：梓醇；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞；细胞凋亡；蛋白酶体；神经保护
中图分类号：Ｒ２８５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１０００３００２（２０１２）０１００５８０５

　　ＤＯＩ：１０．３８６７／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００３００２．２０１２．０１．０１２

　　梓醇是地黄中提取的单体活性成分，具有抗癌、
抗炎、利尿和降血糖等多种生物学活性。近几年来，

梓醇在神经保护尤其是神经退行性疾病方面的作用

受到越来越多的关注。据报道，梓醇能够改善１甲
基４苯基１，２，３，６四氢吡啶（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１，
２，３，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｐｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）和鱼藤酮导致的中
脑细胞元损伤［１－３］、改善过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的
ＰＣ１２细胞及星形胶质细胞的损伤［４－５］以及改善淀

粉样β蛋白片段２５－３５（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎｆｒａｇｍｅｎｔ
２５－３５，Ａβ２５

!

３５）诱导的认知功能障碍
［６］。帕金森

病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是我国第二大神经退行
性疾病，证据显示ＰＤ发病率在６５岁以上的老年人
约为１．７％［７］。尽管 ＰＤ具体的病因复杂而且不明
确，但是目前泛素蛋白酶体功能障碍在 ＰＤ发病中
的作用已得到广泛认可［８］。研究表明，２０Ｓ蛋白酶
体抑制剂导致的蛋白酶体功能障碍是导致中脑
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多巴胺 （ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）神经元变性的主要原
因［９－１０］。因此能够改善细胞内２０Ｓ蛋白酶体含量
和功能的药物可以选择作为ＰＤ治疗的潜在药物。

乳胞素可抑制２０Ｓ蛋白酶体多种肽酶的活性，是
建立蛋白酶体功能障碍性 ＰＤ模型的公认药物［１１］。

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞是国内外研究 ＰＤ的常见细胞模
型［１２］。梓醇虽具有多重神经细胞保护功能［１３］，但目

前对于梓醇在蛋白酶体功能障碍方面的影响还鲜有

报道。本课题组前期研究发现，复方地黄能够拮抗

６羟基多巴胺诱导的ＰＤ大鼠模型中黑质ＤＡ能神经
元的丢失，发挥对ＤＡ神经元的保护功能（待发表）。
本实验选用蛋白酶体抑制剂乳胞素诱导ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞建立ＰＤ模型，探讨梓醇在蛋白酶体功能障碍所致
ＤＡ神经元损伤中是否具有保护作用。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂及仪器
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞购自中国医学科学院基础医学

研究所北京协和医学院基础医学院；乳胞素购自美

国Ａｌｅｘｉｓ公司，纯度≥９７％；梓醇购自上海同田公
司，纯度≥９７％；ＲＰＭＩ１６４０培养基、０．０５％胰蛋白
酶ＥＤＴＡ和噻唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎
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牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＦＩＴＣ标记膜蛋白碘
化丙啶（Ａｎｎｅｘｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ／ｐｒｏｐｏｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ）细胞凋亡试剂盒和 Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ染色试剂盒购自南京凯基生物技术有限公司；
人２０Ｓ蛋白酶体定量检测试剂盒购自德国 ＩＢＬ公
司。倒置显微镜为日本 Ｎｉｋｏｎ公司产品；荧光显微
镜为日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品；流式细胞仪为美国ＢＤ
公司产品；全自动酶标仪为美国ＢｉｏＴｅｋ公司产品。
１．２　细胞培养及分组

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞采用含有 １０％ 胎牛血清的
Ｒ１６４０培养基，添加青霉素 １００ｋＵ·Ｌ－１、链霉素
１００ｍｇ·Ｌ－１，置于恒温３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培
养，隔天换液，选取对数生长期细胞进行实验。根据

相关文献报道［７－８］，及预实验结果设梓醇浓度

１０μｍｏｌ·Ｌ－１，干预时间为１ｈ。
细胞分成正常对照组，不加任何药物；乳胞素

组加入乳胞素１０μｍｏｌ·Ｌ－１作用２４ｈ；梓醇预处理组
先加入梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理１ｈ后，再加入乳胞
素１０μｍｏｌ·Ｌ－１继续培养 ２４ｈ；梓醇组加入梓醇
１０μｍｏｌ·Ｌ－１单独作用 １ｈ后完全培养继续培养
２４ｈ；实验至少重复３次。
１．３　观察ＳＨＳＹ５Ｙ细胞形态改变

每组细胞相应处理结束后，吸取培养板里培养

液，用无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３次，将细胞培
养板放到倒置显微镜下观察并拍照。

１．４　ＭＴＴ法检测细胞存活率
细胞消化成单细胞悬液后接种到９６孔板，按照

每孔１００００个接种，设６个复孔。细胞贴壁后按照实
验分组给予药物处理，处理结束后加入２０μｌＭＴＴ
（５ｇ·Ｌ－１），继续培养４ｈ，吸掉培养液，加入二甲亚砜
（ＤＭＳＯ）每孔１５０μｌ，摇床上轻轻振荡１０ｍｉｎ，用酶联
免疫检测仪在波长４９０ｎｍ处检测各组细胞的吸光度
（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）。为消除培养板和培养基对结果的影
响，实验同时设空白对照组。细胞存活率（％）＝
（Ａ实验组 －Ａ空白组）／（Ａ实验组 －Ａ空白组）×１００％。
１．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ流式细胞仪分析细胞凋亡率

细胞培养结束后，消化贴壁的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞为
单个细胞悬液 ，离心去上清，ＰＢＳ洗涤计数细胞 ，
收集（１～５）×１０５个细胞，离心去上清，加入缓冲液
３００μｌ重悬细胞，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，将其混
匀后加入５μｌＰＩ，室温避光染色３０ｍｉｎ后，流式细
胞仪检测凋亡率。凋亡率为计数１×１０４个细胞中
凋亡细胞所占百分比。

１．６　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞核形态变化
细胞接种密度为每孔（１～２）×１０４个，药物处

理结束后，加入０．５ｍｌ固定液固定，ＰＢＳ洗涤，加入
０．５ｍｌＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液避光反应１０ｍｉｎ，以紫
外３４０ｎｍ波长激发，荧光显微镜下观察细胞核形
态。正常细胞核出现弥漫均匀的低强度荧光，细胞

核如呈浓染致密的固缩形态，记为凋亡的细胞，每组

３张不同的玻片上各随机选取４个视野计数，凋亡
率（％）＝凋亡细胞数／细胞总数×１００％。
１．７　双抗体包被法检测细胞内２０Ｓ蛋白酶体含量

培养结束，消化ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，离心，ＰＢＳ重悬
细胞密度为 １×１０９Ｌ－１，反复冻融法裂解细胞，
１０４０×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清液。每空加入标准品
或待测样品１００μｌ，每组设８个复孔并设立空白对
照孔，经温育、洗涤、酶标、显色后，酶联免疫检测仪

在４５０ｎｍ下检测Ａ，根据标准品的Ａ绘制出标准曲
线，再根据标准曲线和待测样品 Ａ计算出待测样品
中蛋白酶体含量（μｇ·Ｌ－１）。
１．８　统计学分析

实验结果数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０软
件进行方差分析。

２　结果

２．１　梓醇对乳胞素诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞形态的
影响

正常对照组和梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞呈扁平
多边形，贴壁良好，细胞周边有突起（图１Ａ，Ｂ）；乳
胞素 １０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞胞体肿胀变圆变小，突起
减少，周边折光性增强（图１Ｃ）；梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１

预处理组较乳胞素１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞突起增多，
贴壁明显改善及周边折光性减弱（图１Ｄ）。

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎ ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ（×２００）．Ａ：ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｃａｔａｌｐｏｌ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ｃａｔａｌｐｏｌ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

·９５·中国药理学与毒理学杂志２０１２年２月第２６卷第１期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ１，Ｆｅｂ２０１２



２．２　梓醇对乳胞素诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞存活的
影响

梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞存活率为（９９．７±
３．０）％，与正常对照组相（１００．０±２．５）％相比，无统
计学差异；乳胞素１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞存活率（７２．０±
１．８）％明显下降（Ｐ＜０．０５）；梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处
理组细胞存活率为（８７．９±２．２）％，与乳胞素组相比
明显升高（Ｐ＜０．０５）。
２．３　梓醇对乳胞素诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡率
的影响

流式细胞双染结果（图２）显示，与正常对照组
细胞 凋 亡 率 （３３．６±２．１）％ 相 比，乳 胞 素
１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞凋亡率为（６４．７±２．６）％，明显
增加（Ｐ＜０．０５）；梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理组细胞凋
亡率为（５１．４±１．５）％，与乳胞素组比较明显下降
（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌａｐｏｐ
ｔｏｔｉｃｒａｔｅｃｈａｎｇｅｓｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
Ｂ：ｃａｔａｌｐｏｌ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；Ｄ：
ｃａｔａｌｐｏｌ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

２．４　梓醇对乳胞素诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞核形态
的影响

荧光显微镜下观察ＳＨＳＹ５Ｙ细胞核形态发现，
正常对照组与梓醇组细胞核边缘光滑整齐，呈蓝色，

均匀淡染（图３Ａ，Ｂ）；乳胞素１０μｍｏｌ·Ｌ－１组可见凋
亡特征性改变，如细胞核固缩，边缘不整齐，呈碎块

状致密浓染，甚至可看核裂解（图３Ｃ）；与乳胞素１０
μｍｏｌ·Ｌ－１组比较，梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理组细胞核
形态明显改善，细胞核固缩裂解减少（图３Ｄ）。与正
常对照组细胞凋亡率（１８．７±１．５）％相比，乳胞素１０
μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞凋亡率为（４８．５±２．３）％，明显升高

（Ｐ＜０．０５）；梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理组细胞凋亡率
为（２５．７±２．３）％，与乳胞素组相比较明显降低
（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌｐｏｌｏｎｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｎｕｃｌｅａｒ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ（Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３２５８ｓｔａｉ
ｎｉｎｇ×４００）．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｃａｔａｌｐｏｌ１０μｍｏｌ·Ｌ－１
ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ｃａｔａｌｐｏｌ１０μｍｏｌ·Ｌ－１＋
ｌａｃｔａｃｙｓｔｉｎ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

２．５　梓醇对乳胞素诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内 ２０Ｓ
蛋白酶体含量的影响

ＥＬＩＳＡ结果显示，与正常对照组细胞内２０Ｓ蛋
白酶体含量（５８．２±１．６）μｇ·Ｌ－１相比，乳胞素
１０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞内蛋白酶体含量为（２３．８±
２．１）μｇ·Ｌ－１，明显降低（ｎ＝３，Ｐ＜０．０５）；与乳胞素
１０μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，梓醇１０μｍｏｌ·Ｌ－１预处理组细
胞内蛋白酶体含量为（４２．２±２．２）μｇ·Ｌ－１，明显升
高（ｎ＝３，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

有研究表明，在 ＰＤ发病过程中存在细胞的凋
亡，Ａｇｉｄ等［１４］检测黑质ＤＡ神经元凋亡形态学和生
化过程发现，在 ＰＤ患者脑内 ＤＡ神经元有细胞凋
亡特征性改变，提示细胞凋亡可能是 ＤＡ神经元变
性的基本步骤。据报道，地黄配成复方制剂对神经

元细胞凋亡有明显的抑制作用［１５］。而梓醇是地黄

中的主要活性成分，具有多种神经保护作用。本实

验发现，经蛋白酶体抑制剂乳胞素处理后，

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的凋亡率增加以及细胞核固缩裂解增
加；而低浓度梓醇预处理后再进行乳胞素处理，细胞

的形态得到改善、存活率升高和凋亡率下降及细胞

核固缩裂解现象减少。提示梓醇能够减少乳胞素诱

·０６· 中国药理学与毒理学杂志２０１２年２月第２６卷第１期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ１，Ｆｅｂ２０１２



导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡，发挥对乳胞素诱导的 ＤＡ
神经元的保护功能。

泛素蛋白酶体是体内蛋白降解的重要通道，在

多种细胞周期性增殖及凋亡相关蛋白的降解中发挥

重要作用。据报道，ＰＤ可能是一种蛋白降解障碍疾
病［１６］，并且在ＰＤ中泛素蛋白酶体功能障碍与多巴
胺能神经元的凋亡存在密切的关系［１７］。本实验发

现，单用乳胞素处理细胞２４ｈ后，细胞内蛋白酶体
含量明显下降，而低浓度梓醇预处理后能够抑制乳

胞素诱导的细胞内蛋白酶体含量下降。推测梓醇的

神经保护可能与其提高细胞内蛋白酶体含量有关。

本实验研究发现，梓醇预处理后可以逆转蛋白

酶体抑制剂乳胞素诱导的 ＤＡ神经元细胞的凋亡，
并推测其机制可能与提高细胞内蛋白酶体含量有

关。首次从蛋白酶体途径上说明了梓醇的神经保护

作用，为梓醇在神经退行性疾病 ＰＤ的防治方面提
供了有力的实验证据。本次实验从对蛋白酶体含量

的影响上展现了梓醇对 ＤＡ神经元的保护作用，其
具体机制及其对蛋白酶体功能方面的影响将是本课

题组下一步研究目标。
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