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蛋白酶抑制剂 Ｈ８９对神经元细胞氧糖剥夺再灌注后
高尔基体形态及细胞凋亡的影响
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摘　要：目的　探讨蛋白酶抑制剂 Ｈ８９对神经元细胞经氧糖剥夺再灌注损伤后高尔基体形态和细胞凋亡的影响。

方法　将体外常规培养的小鼠海马神经元细胞 ＨＴ２２分为对照组、模型组和 Ｈ８９干预组。模型组与 Ｈ８９干预组按再灌注

时间点分６ｈ、１２ｈ和２４ｈ三个亚组。采用 ＭＴＴ法检测细胞存活率；Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３２５８荧光染色法评估细胞凋亡；细胞免疫荧

光技术观察高尔基体形态；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ＧＭ１３０与 ＧＡＡＰ蛋白表达。结果　Ｈ８９干预组较模型组细胞活力有所

上升，其中１２ｈ时间点（ＯＤ值０．１４６７±０．００９０）与同期模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｈ８９干预组较模型

组细胞凋亡率有所下降，但差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｈ８９干预组在 ６ｈ和 １２ｈ时间点高尔基体碎裂程度较同期

模型组稍有减轻。Ｈ８９干预组 ＧＭ１３０表达水平较模型组无显著升高（Ｐ＞０．０５）。ＧＡＡＰ表达水平仅在 ２４ｈ时间点（灰

度比值０．４０６６±０．０２８８）显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｈ８９干预不能减轻神经元细胞经氧糖剥夺再灌注损伤后的高尔

基体碎裂和细胞凋亡。
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　　脑梗死的病理生理机制极其复杂，其中缺血
再灌注损伤是导致神经功能缺损的主要原因［１３］。

脑缺血再灌注损伤的发生机制有多种因素参与，氧

化应激与其密切相关［４，５］。既往认为线粒体和溶酶

体是介导氧化应激最重要的两个细胞器，而越来越

多的研究显示，高尔基体（Ｇｏｌｇｉａｐｐａｒａｔｕｓ，ＧＡ）也
参与到氧化应激当中［６］。过于强烈的氧化应激将

导致高尔基体碎裂，介导细胞凋亡应激信号的转导

与放大，触发高尔基体相关凋亡通路。在以氧化应

激为主要发生机制的脑缺血再灌注损伤中，是否同

样发生高尔基体碎裂，通过干预高尔基体形态改变

是否可以减轻神经元细胞凋亡，是本实验的目的。

Ｈ８９是常用的 ＰＫＡ抑制剂，可以通透细胞，选择性
抑制多种蛋白激酶（包括 ＰＫＡ、ＰＫＣ和 ＰＫＤ，其中
ＰＫＡ和 ＰＫＤ涉及到对高尔基体形态的控制），Ｈ８９
对 ＰＫＡ的选择性抑制作用更强［７９］。在用 ＮＭＤＡ介
导皮质神经元细胞凋亡的实验中，加入 Ｈ８９干预
后能明显减轻高尔基体碎裂，延缓细胞凋亡［７］。本

实验对小鼠海马神经元细胞系 ＨＴ２２细胞进行氧
糖剥夺再灌注以模拟缺血再灌注损伤，通过加入

Ｈ８９干预，以探讨 Ｈ８９在缺血再灌注损伤中对高
尔基体形态及细胞凋亡的影响。

１　材料与方法
１．１　材料

小鼠海马神经元细胞系 ＨＴ２２（本室保存）；胎
牛血清（美国 Ｇｅｍｉｎｉ公司）；高糖 ＤＭＥＭ培养基和
无糖 ＤＭＥＭ 培 养 基 （石 家 庄 Ｋｃｃｅｌｌ公 司）；Ｈｏｅ
ｃｈｅｓｔ３３２５８（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＭＴＴ（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；Ｈ８９（上海碧云天）；ＧＭ１３０抗体（美国 Ａｂｃａｍ
公司）；ＧＡＡＰ抗体（美国 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司）；βｔｕｂｕｌｉｎ
抗体（杭州联科生物）；βａｃｔｉｎ抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司）；二抗和荧光二抗（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公
司）；ＥＣＬ超敏发光液和 ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养、分组　用含有 １０％胎牛血清的
高糖 ＤＭＥＭ完全培养基，在５％ＣＯ２、３７℃恒温恒湿
培养箱培养 ＨＴ２２细胞。待细胞融合至 ８０％ ～

９０％即可传代，取细胞形态良好、对数增殖期培养
的细胞用于后续实验。实验分为对照组、模型组和

Ｈ８９干预组，模型组与 Ｈ８９干预组按再灌注时间
点分 ６ｈ、１２ｈ和 ２４ｈ亚组。
１．２．２　建立 ＨＴ２２细胞氧糖剥夺再灌注（ＯＧＤ／
Ｒ）损伤模型　首先用无糖 ＤＭＥＭ培养基冲洗细胞

３次，替换掉完全培养基，放置于含 １％Ｏ２、５％ＣＯ２
和 ９４％Ｎ２的三气培养箱中缺氧缺糖培养 ６ｈ，然
后将培养基替换为完全培养基，放置于 ３７℃、５％
ＣＯ２常规培养箱中复氧培养，分别继续培养 ６ｈ、
１２ｈ和 ２４ｈ。
１．２．３　ＭＴＴ检测细胞存活率　各组细胞各设 ３
个复孔，每孔加入 ２５μＬ溶解于 ＤＭＥＭ的 ＭＴＴ溶
液（５ｍｇ／ｍＬ），在培养箱中孵育 ４ｈ，弃掉培养液，
加入 １５０μＬＤＭＳＯ 溶 液，３７℃ 摇 床 低 速 振 荡
１０ｍｉｎ，用酶标仪检测细胞在 ４９０ｎｍ处的吸光度
（Ａ）值。用每组 Ａ值与空白对照组 Ａ值的比值来
计算细胞存活率，实验重复 ３次，最后取平均值。
１．２．４　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测细胞凋亡率 　 各组
ＨＴ２２细胞加入 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３２５８溶液（５μｇ／ｍｌ），
３７℃孵育 １０ｍｉｎ。抗荧光淬灭剂封片，避光，荧光
显微镜观察拍片。随机选取 ３个高倍视野，计算每
个视野细胞凋亡率 （凋 亡 细 胞 数／总 细 胞 数 ×
１００％）。
１．２．５　细胞免疫荧光观察高尔基体的碎裂　通
过 ＧＭ１３０标记高尔基体，βＴｕｂｕｌｉｎ标记细胞微管
结构，观察高尔基体的形态变化。各组 ＨＴ２２细胞
经 ４％多聚甲醛室温固定后，经 ０．５％ｔｒｉｔｏｎＸ１００
通透 ３０ｍｉｎ，用兔源 ＧＭ１３０单抗（１∶１００）和小鼠
源 βｔｕｂｕｌｉｎ单抗（１∶２００）４℃孵育过夜，ＴＢＳ洗，
ＦＩＴＣ山羊抗兔和 ＡｌｅｘＦｕｏｒ５９５山羊抗小鼠荧光二
抗室温孵育 １ｈ，ＴＢＳ洗，封片剂封片，奥林巴斯荧
光倒置显微镜电脑采像。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＭ１３０和 ＧＡＡＰ蛋白表
达　收集各组 ＨＴ２２细胞，提取总蛋白，ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒检测蛋白浓度，按每孔上样量 ５０μｇ进
行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，恒流冰浴电转至 ＰＶＤＦ膜上，
５％牛血清白蛋白室温封闭 ２ｈ，加入相应一抗，抗
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ＧＭ１３０（１∶１０００）、ＧＡＡＰ（１∶１００）和 βａｃｔｉｎ（１∶
４０００），４℃ 孵 育 过 夜。用 ＴＢＳＴ洗 ３次，每 次
１０ｍｉｎ。加入相应二抗 ３７℃孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ漂洗 ４
次，ＥＣＬ显影和采图。βａｃｔｉｎ为内参，利用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｎｅ软件将目标条带与 βａｃｔｉｎ条带吸光度值之比
为其蛋白表达水平的相对值，实验重复 ３次。
１．３　统计学分析

所有数据应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计学
分析。数据均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多
组间比较应用单因素方差分析，两组间比较用

ＬＳＤｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｈ８９干预对氧糖剥夺再灌注后 ＨＴ２２细胞
活力的影响

模型组与 Ｈ８９干预组 ＨＴ２２细胞经氧糖剥夺６
ｈ，再灌注 ６ｈ、１２ｈ和 ２４ｈ，细胞活力与对照组比
较呈下降趋势，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ｈ８９干预组细胞活力较模型组有所上升，其中在
１２ｈ时间点有显著差异（Ｐ＜０．０５），但在 ６ｈ和
２４ｈ时间点无差异（Ｐ＞０．０５）。见表 １。
２．２　Ｈ８９干预对氧糖剥夺再灌注后 ＨＴ２２细胞
凋亡的影响

模型组和 Ｈ８９干预组随再灌注时间的延长，
ＨＴ２２细胞凋亡率与对照组比较显著上升，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｈ８９干预组与模型组
分别在对应的各时间点比较，凋亡率有所下降，但

差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图 １。

表１　三组各时间点ＭＴＴ法细胞活力的比较　（ｘ±ｓ）　

组别 Ｒ６ｈ Ｒ１２ｈ Ｒ２４ｈ
对照组 ０．２１８４±０．００２７ ０．２１８４±０．００２７ ０．２１８４±０．００２７
模型组 ０．１６６４±０．００６７ ０．１３１４±０．００４７ ０．１０６０±０．００６９

Ｈ８９干预组 ０．１７６９±０．００５９ ０．１４６７±０．００９０＃０．１１９０±０．００９５

注：表示与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃表示与模型组对应时间点两两

比较，Ｐ＜０．０５。
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图 １　Ｈ８９干预对 ＨＴ２２细胞凋亡的影响

注：Ａ：模型组与 Ｈ８９干预组各时间点 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８细胞凋亡（×４００）。Ｂ：模型组与 Ｈ８９干预组各时

间点 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８细胞凋亡率比较。表示与对照组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　Ｈ８９干预对氧糖剥夺再灌注后 ＨＴ２２细胞
高尔基体形态的影响

在对照组中，ＨＴ２２细胞内高尔基体结构紧密，
聚集于核边，不分散；在模型组再灌注 ６ｈ时间点，
部分细胞高尔基体结构较对照组稍有松散，可见少

量碎裂片段，但仍聚集于核周；在模型组再灌注

１２ｈ和 ２４ｈ时间点，高尔基体出现明显碎裂，结构
松散，可见较多碎裂片断，呈点状、颗粒状或片断

状，与细胞核聚集不紧密，且部分分布于细胞浆中

（图 ２Ａ）。在 Ｈ８９干预组再灌注 ６ｈ和 １２ｈ时间
点，可见高尔基体结构松散，形态基本完整未发生

明显碎裂，与同期模型组比较碎裂程度有所减轻；

在 Ｈ８９干预组再灌注 ２４ｈ后，高尔基体出现体积

扩大，囊膜结构发生明显碎裂，与同期模型组比较

碎裂程度无显著差异（图 ２Ｂ）。
２．４　Ｈ８９干预对氧糖剥夺再灌注后 ＨＴ２２细胞
ＧＭ１３０、ＧＡＡＰ蛋白表达的影响

模型组与 Ｈ８９干预组 ＧＭ１３０和 ＧＡＡＰ蛋白表
达水平在 １２ｈ和 ２４ｈ时间点与对照组比较下降明
显，差异有统计意义（Ｐ＜０．０５）。Ｈ８９干预组的
ＧＭ１３０蛋白表达水平与同期模型组比较无显著差
异（Ｐ＞０．０５）；Ｈ８９干预组 ＧＡＡＰ蛋白表达水平仅
在 ２４ｈ时间点较同期模型组显著增高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），其余时间点与同期模型组
比较差异无统计学意义。见图 ３、图 ４、图 ５、图 ６。
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图 ２　Ｈ８９干预对 ＨＴ２２细胞高尔基体形态的影响

注：Ａ：免疫荧光观察模型组细胞高尔基体形态变化（×４００）。Ｂ：免疫荧光观察 Ｈ８９干预组细胞高尔

基体形态变化（×４００）。
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图 ３　模型组 ＧＭ１３０与 ＧＡＡＰ蛋白表达变化
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图 ４　Ｈ８９干预组 ＧＭ１３０与 ＧＡＡＰ蛋白表变化
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图 ５　模型组与 Ｈ８９干预组各时间点 ＧＭ１３０蛋白表达

注：表示与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃表示 Ｈ８９干预组

与模型组对应时间点两两比较，Ｐ＜０．０５。
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图 ６　模型组与 Ｈ８９干预组各时间点 ＧＡＡＰ蛋白表达

注：表示与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃表示 Ｈ８９干预组

与模型组对应时间点两两比较，Ｐ＜０．０５。
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３　讨论
脑梗死后缺血再灌注诱发的严重而持续的氧

化应激反应，导致神经细胞发生凋亡，是脑梗死后

神经功能缺损的主要原因［３，１０１２］。２０１１年胡治平
课题组在国际上首次提出“高尔基体应激（Ｇｏｌｇｉ
ａｐｐａｒａｔｕｓｓｔｒｅｓｓ，ＧＡｓｔｒｅｓｓ）”概念［６］，系统和全面地

阐述了高尔基体与氧化应激的密切联系。在氧化

应激损伤中，高尔基体参与应激信号的感知与处

理，通过启动信号通路来减轻应激损伤，如果氧化

应激过于强烈，损伤不可逆转，则触发细 胞 凋

亡［１３］。高尔基体在与氧化应激密切相关的多种神

经系统疾病中表现出重要的形态变化，如脑缺

血［１４］、肌 萎 缩 侧 索 硬 化 （ＡＬＳ）［１５，１６］、帕 金 森 病
（ＰＤ）［１７，１８］和阿尔茨海默病（ＡＤ）［１９，２０］等疾病中均
发现了高尔基体碎裂的现象，并随时间延长而加

重。最近的研究表明，高尔基体是细胞内死亡信号

途径的重要感受者与放大者，在细胞凋亡早期，核

染色体 ＤＮＡ还未改变之前，高尔基体就已出现结
构和功能的变化，说明其在细胞凋亡过程中起重要

的早期启动作用［７，２１］。

在本实验中，ＨＴ２２细胞经氧糖剥夺再灌注后
细胞活性降低，凋亡率上升，且随再灌注时间的延

长，上述损伤表现逐渐加重，这种变化规则基本符

合缺血再灌注损伤的病理生理特点。ＨＴ２２细胞经
氧糖剥夺再灌注后高尔基体形态出现异常，随再灌

注时间的延长，高尔基体逐渐发生碎裂，呈长条状

或颗粒状，尤以再灌注 １２ｈ和 ２４ｈ时间点最为明
显。因此，我们认为，在脑缺血再灌注损伤中，同

样发生了高尔基体应激，高尔基体形态出现碎裂。

同时，高尔基体碎裂时间点与细胞活性下降、凋亡

率上升及蛋白表达水平下降时间点基本一致，故可

认为高尔基体碎裂与神经元细胞凋亡有一定相关

性。既往认为高尔基体碎裂是细胞凋亡的晚期效

应，但近年来更多的研究［２２］表明，高尔基体碎裂可

能是其更主动地参与细胞凋亡及凋亡启动的表现。

在本实验中，高尔基体碎裂究竟是细胞凋亡的结果

还是参与启动凋亡，我们通过干预实验予以证实。

本实验中我们使用 Ｈ８９干预高尔基体的碎裂，通
过检测细胞活性、凋亡率、ＧＭ１３０与 ＧＡＡＰ蛋白表
达水平及观察高尔基体形态变化，以探讨是否可以

通过干预高尔基体的形态变化从而减轻神经元细胞

在缺血再灌注损伤中发生的细胞凋亡［２２］，但实验结

果显示，各项检测指标均没有表现出显著的差异。

Ｈ８９是广谱的蛋白酶抑制剂，有研究表明 Ｈ８９
可以保持高尔基体形态的完整。Ｈ８９作为 ＰＫＡ抑
制剂，其对高尔基体的保护作用是比较明确的，同

时还通过其他途径产生神经细胞保护作用［７，９，２３，２４］。

Ｎａｋａｇｏｍｉ等［７］在一项用 ＮＭＤＡ损伤鼠皮质神经元
细胞诱导细胞发生凋亡的实验中发现，加入 Ｈ８９
干预后能显著减轻高尔基体的碎裂和延缓细胞凋

亡。但我们的干预实验不符合预期，加入 Ｈ８９后
干预组的细胞活性、凋亡率和蛋白表达水平与模型

组比较有一定的提高或减轻，但没有统计学差异；

免疫荧光所观察到的干预组细胞高尔基体形态在

再灌注早中期较模型组相对完整，但在再灌注后期

没有差异。我们可以认为“在脑缺血再灌注损伤

中，同样发生了高尔基体碎裂”，但还不能得出“在

脑缺血再灌注损伤中通过干预高尔基体形态改变

可以减轻神经元细胞凋亡”这一结论。究其原因，

Ｈ８９使用浓度不符合实验要求可能是实验结果不
符合预期的主要原因。在前期实验中，我们参考国

外文献［７］使用终浓度为 １ｍＭ剂量的 Ｈ８９对细胞
进行干预处理，结果所有细胞均发生死亡，考虑该

文献中实验所用细胞与我们实验所用细胞不同，我

们再次进行了预实验以探索 Ｈ８９的适合浓度。在
预实验中，使用 ５０μＭ、１００μＭ、２００μＭ、４００μＭ
和 ７００μＭ多个剂量处理细胞并测定 ＭＴＴ值，结果
显示终浓度为 １００μＭ的 Ｈ８９剂量为对细胞活性
无影响的最大剂量，在后续的干预实验中均采用此

剂量，尽管该剂量对细胞活性无明显影响，但是否

适合氧糖剥夺再灌注这一实验方法，是否适合

ＨＴ２２细胞以及在氧糖剥夺再灌注损伤中能否对
ＨＴ２２细胞高尔基体起到很好的保护作用我们并不
确定，也没有相关的文献支持。结合实验结果来

看，考虑 １００μＭ的 Ｈ８９剂量可能并不是符合本实
验的最佳干预剂量，这可能是实验结果不符合预期

的最主要原因，同时，也不排除其他的因素对实验

结果所产生的影响。在后续的实验中，我们将继续

探索适合本实验的最佳 Ｈ８９终浓度，同时也对造
模等其他实验方法进行优化。
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