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  摘 要:目的 探讨苦参碱对缺氧/复氧(H/R)小鼠海马神经元 HT22细胞活力、凋亡及脑源性神经营养

因子(BDNF)/酪氨酸激酶受体B(TrkB)信号通路的影响。方法 将处于对数生长期的 HT22细胞分为对照

组、H/R组及苦参碱低、中、高浓度组。对照组HT22细胞用无血清DMEM培养基在正常环境下培养28
 

h;H/
R组HT22细胞在缺氧培养箱中维持4

 

h后在常氧条件下培养24
 

h;苦参碱低、中、高浓度组的H/R处理同H/
R组,同时给予浓度分别为10、20、30

 

μmol/L的苦参碱进行干预,培养24
 

h。检测 HT22细胞活力、凋亡情况

及凋亡相关蛋白[B淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-2)、Bcl-2相关 X蛋白(Bax)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3
(Caspase-3)]和BDNF/TrkB信号通路蛋白水平。结果 与对照组比较,H/R组 HT22细胞吸光度值、存活

率、Bcl-2、BDNF、TrkB蛋白水平降低,细胞凋亡率、Bax、Caspase-3蛋白水平升高,差异有统计学意义(P<
0.05);与H/R组比较,苦参碱低、中、高浓度组 HT22细胞吸光度值、存活率、Bcl-2、BDNF、TrkB蛋白水平依

次升高,细胞凋 亡 率、Bax、Caspase-3蛋 白 水 平 依 次 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.05),呈 浓 度 依 赖 性。
结论 苦参碱能减轻 H/R导致的神经元 HT22细胞活力的降低,抑制 HT22细胞凋亡,其机制可能与激活

BDNF/TrkB信号通路有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

matrine
 

on
 

viability,apoptosis
 

and
 

brain
 

derived
 

neuro-
trophic

 

factor
 

(BDNF)/tyrosine
 

kinase
 

receptor
 

B
 

(TrkB)
 

signaling
 

pathway
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

HT22
 

cells
 

in
 

hypoxia/reoxygenation
 

(H/R)
 

mice.Methods HT22
 

cells
 

in
 

logarithmic
 

growth
 

stage
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,H/R
 

group
 

and
 

matrine
 

low,medium
 

high
 

concentration
 

groups.In
 

the
 

control
 

group,
HT22

 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

serum-free
 

DMEM
 

medium
 

under
 

normal
 

environment
 

for
 

28
 

hours;in
 

H/R
 

group,HT22
 

cells
 

were
 

maintained
 

in
 

hypoxia
 

incubator
 

for
 

4
 

hours
 

and
 

cultured
 

under
 

normoxia
 

for
 

24
 

hours;the
 

H/R
 

treatment
 

of
 

matrine
 

low,medium
 

and
 

high
 

concentration
 

groups
 

was
 

the
 

same
 

as
 

that
 

of
 

H/R
 

group,at
 

the
 

same
 

time,matrine
 

with
 

concentrations
 

of
 

10,20
 

and
 

30
 

μmol/L
 

was
 

given
 

for
 

intervention,
and

 

cultured
 

for
 

24
 

hours.The
 

viability
 

and
 

apoptosis
 

of
 

HT22
 

cells
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

apoptosis
 

related
 

pro-
teins

 

[B
 

lymphocytoma-2
 

gene
 

(Bcl-2),Bcl-2
 

related
 

X
 

protein
 

(Bax),Caspase-3]
 

and
 

BDNF/TrkB
 

signal
 

pathway
 

protein
 

were
 

detected.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

absorbance
 

value,survival
 

rate,Bcl-2,BDNF
 

and
 

TrkB
 

protein
 

levels
 

of
 

HT22
 

cells
 

in
 

H/R
 

group
 

were
 

decreased,while
 

the
 

apoptosis
 

rate,Bax
 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

levels
 

were
 

increased,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);
compared

 

with
 

H/R
 

group,the
 

absorbance
 

value,survival
 

rate,Bcl-2,BDNF
 

and
 

TrkB
 

protein
 

levels
 

of
 

HT22
 

cells
 

in
 

matrine
 

low,medium
 

and
 

high
 

concentration
 

groups
 

were
 

increased
 

in
 

turn,while
 

the
 

apoptosis
 

rate,
Bax

 

and
 

Caspase-3
 

protein
 

levels
 

were
 

decreased
 

in
 

turn,the
 

difference
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
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0.05),in
 

a
 

concentration
 

dependent
 

manner.Conclusion Matrine
 

can
 

reduce
 

the
 

decrease
 

of
 

neuronal
 

HT22
 

cell
 

viability
 

caused
 

by
 

H/R
 

and
 

inhibit
 

HT22
 

cell
 

apoptosis,its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

BDNF/TrkB
 

signal
 

pathway.
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pathway

  脑缺氧/复氧(H/R)损伤引起的神经元细胞凋亡

在神经功能障碍的诱导中发挥着重要作用,因此,研
究神经元凋亡的机制可能有助于发现潜在的 H/R治

疗靶点[1-2]。苦参碱是从苦参中提取的一种天然生物

碱成分,具有抗氧化、抗炎、抗凋亡、神经保护等多种

药理作用[3]。研究证明,苦参碱可通过减轻中枢神经

系统脱髓鞘程度来发挥对自身免疫性脑脊髓炎大鼠

的治疗作用[4]。苦参碱除了具有免疫调节功能外,对
中枢神经系统细胞也有直接的作用。CHEN等[5]研

究显示,苦参碱能够改善脑缺血再灌注大鼠的神经功

能、脑水肿和氧化应激反应,降低脑细胞凋亡率,发挥

神经保护作用。脑源性神经营养因子(BDNF)是支持

脑功能发育、分化、维持和终生可塑性的关键分子,参
与神经退行性疾病和精神疾病的病理生理过程[6]。
BDNF在脑 H/R损伤大鼠模型中表达降低,外源添

加BDNF可抑制脑 H/R损伤大鼠神经元凋亡[7]。
BDNF发挥其促进作用主要是通过与酪氨酸激酶受

体B(TrkB)结合,导致TrkB自身磷酸化并激活下游的

信号分子[8]。苦参碱是否对脑H/R损伤具有保护作用

尚鲜有研究报道,因此,本文通过研究苦参碱对H/R神

经元HT22细胞活力和凋亡的影响,同时初步探讨潜在

的分子机制,为苦参碱的临床应用提供参考。
1 材料与方法

1.1 细胞 小鼠海马神经元 HT22细胞(上海宾穗

生物科技有限公司,批号CM-4517)。
1.2 主要药物、试剂与仪器 苦参碱(成都瑞芬思德

丹生物科技有限公司,原料药,纯度≥99.8%,批号

217-06-13);DMEM培养基、胎牛血清(武汉普诺赛生

命科 技 有 限 公 司,批 号 160044、160047);噻 唑 蓝

(MTT)试剂、膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶

(Annexin
 

V-FITC/PI)凋亡检测试剂盒、RIPA裂解

液、BCA蛋白质浓度测定试剂盒(美国 Amresco公

司,批号 M8180-1、CA1020、MZ6127-4、ML5711-3);
化学发光试剂(美国GE公司,批号517923);B淋巴

细胞瘤-2基因(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)、半胱

氨酸天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶-3(Caspase-3)、BDNF、
TrkB和β-肌动蛋白(β-actin)抗体(美国Santa

 

Cruz
公司,批号 HZ-061451、HZ-064782、HZ-061482、HZ-
061427、HZ-066275、HZ-485251);兔抗鼠二抗(北京

中杉金桥生物技术有限公司,批号115-58-264);CO2
细胞培养箱、酶标仪(上海楚定分析仪器有限公司,型
号 MCO-18AC、MK3);流式细胞仪、电泳仪、凝胶成

像仪(北京盛科信德科技有限公司,型号 XL-MCL、
FL12-DYCP-43、Platinum

 

HD7)。
1.3 实验分组、造模及给药 用含10%胎牛血清的

DMEM培养基在37
 

℃、5%
 

CO2 条件培养 HT22细

胞,条件为37
 

℃、5%
 

CO2,当细胞处于对数生长期时

进行实验。实验分组:对照组、H/R组及苦参碱低、
中、高 浓 度 组。对 照 组 HT22 细 胞 采 用 无 血 清

DMEM 培 养 基 在 正 常 环 境 下 培 养28
 

h;H/R 组

HT22细胞采用无血清DMEM 培养基在37
 

℃、5%
 

CO2、95%
 

N2 的缺氧培养箱中维持4
 

h,随后转移到

无血清DMEM 培养基中,在37
 

℃常氧条件下(5%
 

CO2、95%空气)培养24
 

h[9];苦参碱低、中、高浓度组

的H/R处理同 H/R组,同时在无血清DMEM 培养

基中加入浓度分别为10、20、30
 

μmol/L的苦参碱进

行干预[10],培养24
 

h。
1.4 MTT法检测 HT22细胞活力 将 HT22细胞

以5×103/孔接种于96孔板中(200
 

μL/孔),待细胞

融合后,按1.3中方法进行干预,培养结束前4
 

h加入

MTT溶液(20
 

μL/孔),继续培养4
 

h,再加入100
 

μL
二甲基亚砜均匀振荡10

 

min,用酶标仪(波长600
 

nm
处)测定吸光度值,并计算细胞存活率(细胞存活率=
各处理组A 值/对照组A 值×100%)。

 

1.5 流式细胞术检测HT22细胞凋亡 将 HT22细

胞以5×104/孔接种于6孔板内(3
 

mL/孔),待细胞融

合后,按1.3中方法进行干预,添加5
 

μL
 

Annexin
 

V-
FITC和10

 

μL
 

PI,检测HT22细胞凋亡率。
1.6 蛋白质印迹法检测Bcl-2、Bax、Caspase-3、BD-
NF、TrkB蛋白水平 将 HT22细胞以5×104/孔接

种于6孔板内(3
 

mL/孔),待细胞融合后,按1.3中方

法进行干预后收获细胞,加入 RIPA 裂解液,冰浴

2
 

h,离心取上清,用BCA法进行蛋白定量,调整蛋白

浓度,上样并进行电泳(每孔上样量为20
 

μg)、转膜,
将膜与Bcl-2(1∶500)、Bax(1∶200)、Caspase-3(1∶
400)、BDNF(1∶200)、TrkB(1∶200)和β-actin(1∶
1

 

000)一抗进行孵育,4℃过夜,添加二抗(1∶2
 

000)
在室温下孵育30

 

min,显色,采集图像,通过Image
 

Lab软件获取信号并估计强度,以β-actin为内参计算

目的蛋白的相对表达量。
1.7 统计学处理 采用SPSS24.0软件进行统计分

析,计量资料采用x±s表示,多组间比较用单因素方

差分析,进一步两两比较采用SNK-q 检验,以 P<
0.05差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 苦参碱对HT22细胞活力的影响 与对照组比

较,H/R组HT22细胞A 值、存活率降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与H/R组比较,苦参碱低、中、高
浓度组HT22细胞A 值、存活率依次升高,差异有统计

学意义(P<0.05),呈浓度依赖性。见表1。
表1  各组 HT22细胞A 值、存活率比较(x±s)

组别 A 值 细胞存活率(%)

对照组 0.81±0.12 100.00±0.00

H/R组 0.32±0.04a 39.51±5.03a

苦参碱低浓度组 0.44±0.06ab 54.32±5.97ab

苦参碱中浓度组 0.59±0.07abc 72.84±8.02abc

苦参碱高浓度组 0.70±0.09abcd 86.42±9.31abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R组比较,bP<0.05;与苦参

碱低浓度组比较,cP<0.05;与苦参碱中浓度组比较,dP<0.05。

2.2 苦参碱对HT22细胞凋亡的影响 与对照组比

较,H/R组HT22细胞凋亡率升高,差异有统计学意

义(P<0.05);与 H/R组比较,苦参碱低、中、高浓度

组HT22细胞凋亡率依次降低,差异有统计学意义

(P<0.05),呈浓度依赖性。见表2和图1。
表2  各组 HT22细胞凋亡率比较(x±s)

组别 细胞凋亡率(%)

对照组 5.14±0.72

H/R组 31.28±6.51a

苦参碱低浓度组 24.07±4.99ab

苦参碱中浓度组 18.72±4.27abc

苦参碱高浓度组 13.44±3.30abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R组比较,bP<0.05;与苦参

碱低浓度组比较,cP<0.05;与苦参碱中浓度组比较,dP<0.05。

图1  各组 HT22细胞凋亡流式图

2.3 苦参碱对HT22细胞凋亡相关蛋白(Bcl-2、Bax、

Caspase-3)水 平 的 影 响 与 对 照 组 比 较,H/R 组

HT22细胞Bcl-2蛋白水平降低,Bax、Caspase-3蛋白

水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与 H/R组

比较,苦参碱低、中、高浓度组 HT22细胞Bcl-2蛋白

水平依次升高,Bax、Caspase-3蛋白水平依次降低,差
异有统 计 学 意 义(P<0.05),呈 浓 度 依 赖 性。见

图2~3。

  注:A为对照组,B为 H/R组,C为苦参碱低浓度组,D为苦参碱

中浓度组,E为苦参碱高浓度组。

图2  各组 HT22细胞Bcl-2、Bax、Caspase-3蛋白质

印迹图

2.4 苦参碱对 HT22细胞BDNF/TrkB信号通路蛋

白表达水平的影响 与对照组比较,H/R组 HT22
细胞BDNF、TrkB蛋白表达水平降低,差异有统计学

意义(P<0.05);与 H/R组比较,苦参碱低、中、高浓

度组 HT22细胞BDNF、TrkB蛋白表达水平依次升

高,差异有统计学意义(P<0.05),呈浓度依赖性。见

图4~5。

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R组比较,bP<0.05;与苦参

碱低浓度组比较,cP<0.05;与苦参碱中浓度组比较,dP<0.05。

图3  各组 HT22细胞Bcl-2、Bax、Caspase-3蛋白表达

水平比较(/β-actin)

  注:A为对照组,B为 H/R组,C为苦参碱低浓度组,D为苦参碱

中浓度组,E为苦参碱高浓度组。

图4  各组 HT22细胞BDNF、TrkB蛋白质印迹图
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  注:与对照组比较,aP<0.05;与 H/R组比较,bP<0.05;与苦参

碱低浓度组比较,cP<0.05;与苦参碱中浓度组比较,dP<0.05。

图5  各组 HT22细胞BDNF、TrkB蛋白表达水平比较

(/β-actin)

3 讨  论

  脑 H/R是脑缺血再灌注的直接体现,也是导致

中枢神经元损伤的主要因素之一,表现为神经元细胞

存活减少,凋亡增加。如何减轻脑 H/R损伤对于临

床上治疗脑缺血再灌注损伤至关重要[11]。苦参碱是

一种有效的针对局灶性脑缺血的神经保护剂。有研

究报道,苦参碱可抑制脑缺血再灌注大鼠神经细胞凋

亡来减轻局灶性脑缺血性损伤,从而发挥神经保护作

用[12]。WANG等[13]发现,苦参碱可通过抑制少突胶

质细胞凋亡和增强线粒体自噬发挥对实验性自身免

疫性脑脊髓炎大鼠的治疗作用。本研究发现,H/R组

HT22细胞存活率低于对照组,凋亡率高于对照组;经
苦参碱干预后,HT22细胞存活率呈浓度依赖性升高,
凋亡率呈浓度依赖性降低。与赵艳武等[12]和 WANG
等[13]研究结果一致,表明苦参碱可通过抑制HT22细

胞凋亡来保证其存活。从而保护因脑 H/R导致的神

经元损伤。
神经元凋亡是加速脑缺血后组织损伤的关键事

件。众所周知,Caspase是细胞内半胱氨酸蛋白酶家

族,参与细胞凋亡的启动和执行[14]。Caspase-3是

Caspase依赖性细胞凋亡的最终效应物,研究证实在

脑缺血性损伤中可观察到神经元Caspase-3表达水平

增加[15]。此外,由促凋亡和抗凋亡成员组成的Bcl-2
家族蛋白对凋亡途径和下游Caspase的激活至关重

要。抗凋亡蛋白Bcl-2位于线粒体膜上,有助于维持

膜的完整性并防止细胞色素C释放到细胞质中。相

比之下,促凋亡蛋白Bax是一种细胞质蛋白,当细胞

受到各种凋亡刺激时,该蛋白会特异性转移至线粒

体,从而导致Bax和Bcl-2之间的不平衡。这种不平

衡导致线粒体通透性变化并促进细胞色素C从线粒

体释放到细胞质,随后激活Caspase-3导致脑缺血诱

导的神经元凋亡[16]。本研究结果显示,经 H/R诱导

后 HT22 细 胞 Bcl-2 蛋 白 表 达 水 平 降 低,Bax、
Caspase-3蛋白表达水平升高,这与以往的研究结果

一致[14-16],表明 HT22细胞中凋亡途径被激活;经苦

参碱干预后,HT22细胞Bcl-2蛋白表达水平呈浓度

依赖性升高,Bax、Caspase-3蛋白表达水平呈浓度依

赖性 降 低;表 明 苦 参 碱 可 通 过 调 控 Bcl-2、Bax、
Caspase-3蛋白表达水平,抑制 HT22细胞凋亡,本研

究支持了苦参碱具有抗凋亡活性的观点[12-13]。
BDNF/TrkB信号通路与中枢神经系统发育过程

密切相关,BDNF在脑缺血和神经元细胞凋亡中起重

要作用[17]。BDNF是神经营养因子家族的一员,广泛

分布于整个大脑,是维持神经元正常生理功能、增加

突触可塑性和修复受损神经元的必要因子[18]。TrkB
是BDNF的内源性受体,BDNF特异性结合TrkB受

体,启动下游的级联反应。研究发现,当中枢神经系

统受损 时,脑 组 织 BDNF 和 TrkB 表 达 水 平 均 降

低[19]。激活BDNF/TrkB信号通路可降低凋亡相关

蛋白Caspase-3和Bax-2的表达水平,增强Bcl-2表达

水平,抑制神经元凋亡发挥神经保护作用[20]。然而,
由于血脑屏障的作用,外源性给予BDNF很难进入脑

组织发挥作用,因此,激活内源性BDNF的表达水平

将对大脑起到保护作用。苦参碱已被报道可上调

BDNF表达水平发挥神经保护作用[21]。本研究发现,
H/R组 HT22细胞BDNF、TrkB蛋白表达水平低于

对照组,苦参碱可呈浓度依赖性的升高 H/R诱导的

HT22细胞中BDNF、TrkB蛋白表达水平,这与以往

的研究结果一致[21]。提示,苦参碱可能通过激活BD-
NF/TrkB信号通路减弱 H/R后的神经元凋亡发挥

对HT22细胞H/R的保护作用。
综上所述,苦参碱可改善 H/R小鼠海马神经元

HT22细胞活力,抑制 HT22细胞凋亡,其机制可能

与激活BDNF/TrkB信号通路有关。本研究的创新

之处是从体外细胞水平上阐明了BDNF/TrkB信号

通路的激活可能参与苦参碱对神经元的保护作用,为
苦参碱用作治疗脑缺血再灌注损伤的有效神经保护

剂提供了一定的理论依据。然而,脑缺血再灌注损伤

后的神经元凋亡涉及多种途径,需要进一步的研究以

确定苦参碱介导的神经保护作用的分子靶点。
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