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摘要： 目的　 探究迷迭香酸通过 ＭＡＰＫｓ 信号通路对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的星形胶质细胞凋亡的影响。 方法　 ＣＣＫ⁃８ 法检测不同

浓度迷迭香酸对 Ｕ８７ 细胞氧化应激损伤存活率的影响； 酶标法检测乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ）、 丙二醛 （ＭＤＡ） 和线粒体活

性氧 （ＲＯＳ）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中磷酸化丝裂原活化蛋白酶 Ｐ３８ （ｐ⁃Ｐ３８ＭＡＰＫ）、 磷酸化细胞外信号调节激酶

（Ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２）、 凋亡蛋白 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 及 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。 结果　 迷迭香酸对 Ｈ２Ｏ２ 损伤星形胶质神经细胞具有保护作

用， 可以提高细胞存活率， 并且可以剂量依赖性减少 ＬＤＨ 和 ＭＤＡ 产生， 从而起到抗氧化作用。 迷迭香酸可以减少线

粒体内 ＲＯＳ 生成， 对线粒体损伤具有一定保护作用。 与模型组比较， 迷迭香酸可下调凋亡蛋白的表达， 抑制

Ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化， 显著上调磷酸化 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白的表达， 通过 ＭＡＰＫｓ 途径起到抗线粒体凋亡的作用。 结论　 迷

迭香酸对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 Ｕ８７ 细胞损伤具有保护作用， 其机制可能涉及 ＭＡＰＫｓ 介导的凋亡信号通路。
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　 　 脑卒中是世界上最常见的神经功能障碍疾病， 也是导

致死亡的第二大原因［１］ 。 星形胶质细胞是中枢系统最丰富

的细胞［２］ ， 在中枢神经系统中起广泛作用， 参与调节神经

发育、 神经代谢和脑代谢， 保护神经元免受氧化应激和兴

奋性氧化的影响， 对神经细胞的存活至关重要［３］ 。 氧化应

激是导致很多病理机制的潜在因素， 星形胶质细胞易受到

氧化应激的影响， 导致星形胶质细胞功能受损［４］ 。 星形胶

质细胞是潜在的脑卒中治疗靶点， 因此研究氧化应激对星

形胶质细胞的损伤至关重要。
香青兰 Ｄｒａｃｏｃｅｐｈａｌｕｍ ｍｏｌｄｅｖｉｃａ Ｌ． 是新疆地产民族药，

临床上常用于脑缺血性脑损伤的治疗， 具有抗氧化和脑神

经保护活性， 可对抗多种原因引起的脑神经细胞凋亡［５⁃７］ 。
酚酸类化合物迷迭香酸是香青兰中主要的有效成分， 具有

抗氧化、 抗炎、 抗血小板聚集等作用［８］ 。 在制药、 食品及

化妆品领域具有较高的应用价值， 因此， 对迷迭香酸进行

研究具有一定的研究意义［９］ 。 首次对迷迭香酸星形脑神经

胶质细胞氧化应激损伤保护作用进行研究， 以期为脑卒中

的治疗提供参考。
１　 材料

迷迭香酸对照品 （中国食品药品检定研究院， 批号

１１１８７１⁃２０１００１）； Ｕ８７ 细胞 （中国医学科学院基础医学研

究所细胞资源中心）； 胎牛血清 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号

１９３２５９５）； ０􀆰 ２５％ 胰酶 （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； ＣＣＫ⁃８ 检测

试剂盒 （美国博士德公司， 批号 １３Ｃ２１Ｃ６０）； ｐ⁃Ｐ３８⁃ＭＡＰＫ
（批号 ９２１５）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体 （批号 ４３７０）、 Ｂａｘ Ａｎｔｉｂｉｄｙ
（批号 ２７７２）、 Ｂｃｌ⁃２ （批号 ３４９８）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （批号 ２２０２）
均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＧＡＰＤＨ （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 批号 １８ＡＦＯ０４０３）； 丙二醛测定试剂盒、 乳酸

脱氢酶测定试剂盒 （中国南京建成生物工程研究所）； 所

有其他试剂均为分析纯。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 Ｕ８７ 细胞是人脑星形胶质母细胞瘤细胞，
ＤＭＥＭ 高糖培养基培养， 辅加 １０％ 胎牛血清、 １００ μｇ ／ ｍＬ
青霉素、 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培

养， 当细胞融合度达到 ８５％ ～ ９０％ 时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶

消化液消化细胞， 以 １ ∶ ２ 的比例进行传代， 每隔 ２～３ ｄ 传

代 １ 次， 取对数生长期的细胞接种于培养板中进行后续

实验。
２􀆰 ２　 氧化应激损伤模型构建　 氧化应激模型模拟脑卒中星

形胶质细胞损伤的病理变化， Ｈ２Ｏ２ 是氧化剂， 可使活性氧

大量激增造成氧化应激损伤。 用 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 诱导

Ｕ８７ 细胞 ４０ ｍｉｎ， 模拟星形胶质细胞氧化应激损伤。
首先将细胞随机分为高葡萄糖 ＤＭＥＭ 治疗对照组、 氧

化应激损伤模型组和药物干预治疗组。 每一组根据迷迭香
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酸浓度 １００、 ５０、 ２５、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 进一步分为 ４ 个亚组， 每

组设置 ３ 个平行复孔 Ｕ８７ 细胞进行不同浓度迷迭香酸预处

理 ６ ｈ， 观察其对氧化应激损伤的影响。
２􀆰 ３　 细胞活性和乳酸脱氢酶释放检测　 测定细胞活力和细

胞膜释放的乳酸脱氢酶 （Ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ） 通

过 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒法和 ＬＤＨ 测定试剂盒⁃微量酶标法， 分别

按照说明书的指示， 用酶标法进行检测。
２􀆰 ４　 细胞内脂质过氧化物丙二醛检测 　 通过细胞丙二醛

（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 测定试剂盒⁃酶标法测定 ＭＤＡ 水

平， 按照说明书的指示， 用酶标仪进行检测。
２􀆰 ５　 活性氧检测　 细胞内活性氧 （Ｒｏｕｔｅ Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ，
ＲＯＳ） 水平检测， 利用 ＲＯＳ 可以将 ２′， ７′⁃二乙酰二氯荧光

素 （ＤＣＦＨ⁃ＤＡ） 氧化成为可检测的绿色荧光物质 ２， ７⁃荧
光素二醋酸的原理， 检测细胞内 ＲＯＳ 水平。 使用流式细胞

仪和酶标仪进行拍照及分析， 激发光波长为 ４８５ ｎｍ， 发射

波长为 ５３５ ｎｍ， 以细胞内平均荧光强度 （Ｍｅａｎ＿ ＡｖｇＩｎｔｅｎ）
表示 ＲＯＳ 水平。
２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检 测各 组 Ｕ８７ 细 胞 Ｐ⁃Ｐ３８⁃ＭＡＰＫ、 Ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋 白 的 表 达 　 Ｐ⁃Ｐ３８⁃
ＭＡＰＫ ／ Ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 及其下游凋亡蛋白 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
等信号通路蛋白表达检测采用免疫印迹实验。 Ｕ８７ 细胞在

裂解液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ ７􀆰 ４、 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、
０􀆰 １％ 十二烷基硫酸钠、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １％ ＮＰ⁃４０、
０􀆰 ５％ 脱氧胆酸钠、 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氟化钠、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 原钒酸

钠、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＳＦ、 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 焦磷酸钠、 １ μｇ ／ ｍＬ 抑肽

素 Ａ、 １００ μｇ ／ ｍＬ 亮抑肽酶和复合蛋白酶抑制剂） 中完成

组织蛋白提取工作。 蛋白样品经沸水煮 ３ ｍｉｎ， 加入 ＳＤＳ⁃
多聚丙烯酰胺凝胶。 完成电泳， 将蛋白电转至 ＰＶＤＦ 薄膜

上。 然后浸入 １ ∶ ２ ０００ 稀释的一抗， ４ °Ｃ 孵育过夜。 次日

用 ＴＢＳＴ 洗涤数次， 再与 ＨＲＰ 偶联的二抗室温孵育 ４５ ｍｉｎ。
最后使用 ＥＣＬＴＭ 检测试剂盒使目的蛋白条带发光， 条带区

域和相对光密度值使用图像密度计算软件进行处理。 实验

结果以目的蛋白平均光密度对 ＧＡＰＤＨ 平均光密度的相对

值表示。
２􀆰 ７　 统计学分析　 所有实验均进行了 ３ 次平行实验。 采用

ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 进行数据分析， 数据以 （ ｘ±ｓ） 表示， 多组间比

较采用单因素方差分析， 两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 迷迭香酸预给药对 Ｕ８７ 细胞氧化损伤的保护作用　 与

对照组比较， 模型组细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型

组比较， 迷迭香酸处理后细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见

图 １。 与对照组比较， 模型组细胞 ＬＤＨ 的释放升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 与模型组比较， 迷迭香酸处理后 ＬＤＨ 的释放减少，
且呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２。 与对照组比较， 模型

组细胞 ＭＤＡ 的释放升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与模型组比较， 迷迭

香酸处理后 ＭＤＡ 的释放减少， 且呈剂量依赖性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ３。 说明迷迭香酸具有清除氧自由基 ＭＤＡ， 减

少机体过氧化的程度， 减少细胞损伤的程度。

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 迷迭香酸对 Ｈ２Ｏ２ 损伤 Ｕ８７ 存活率的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 迷迭香酸对 Ｈ２Ｏ２ 损伤 Ｕ８７ ＬＤＨ 释放的影响（ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 迷迭香酸对 Ｈ２Ｏ２ 损伤 Ｕ８７ ＭＤＡ 释放的影响 （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

３􀆰 ２　 迷迭香酸对减少线粒体活性氧的产生　 图 ４ 显示， 与

对照组比较， 模型组 Ｕ８７ 细胞 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 的荧光强度增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 迷迭香酸治疗组， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ
的荧光强度降低， 并呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果表明

迷迭香酸可以减少线粒体内 ＲＯＳ 的产生， 改善线粒体功能

障碍， 调节细胞环境平衡。
３􀆰 ３　 迷迭香酸降低 ＭＡＰＫｓ 及其下游凋亡信号的表达　 图

５ ～ ６ 显示， 与对照组比较， 模型组上调 ｐ⁃Ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达； ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达下
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注： 与对照组比较，＃ Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 迷迭香酸对 Ｈ２Ｏ２ 损伤 Ｕ８７ ＲＯＳ 释放的影响（ ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

调。 与模型组比较， 迷迭香酸显著降低前三者蛋白的表达

量； 上调 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达。
注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 Ｂｃｌ⁃２蛋白的表达 （ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ＭＡＰＫｓ 及其下游凋亡信号的表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

几十年来， 脑卒中研究主要集中在神经元。 然而， 仅

针对细胞死亡的神经元机制的干预最终未能促进神经恢复

或减少缺血诱导的损伤［１０］ 。 研究发现， 脑卒中后神经细胞

存活需要胶质细胞， 特别是星形胶质细胞的存活和功能维

持［１１］ 。 一项研究表明， 在脑缺血中维持和保护星形细胞功

能可能比神经元更重要［１２］ 。 缺血性损伤后， 星形胶质细胞

发生肿胀， 星形胶质细胞间隙连接可能保持不紧， 导致谷

氨酸的吸收和释放平衡恶化， 以及促凋亡因子的扩散， 这

可能加速周围神经元的细胞死亡［１３⁃１４］ 。 因此， 神经胶质细

胞 （包括星形胶质细胞） 在氧化应激下的存活可能对减少

神经元死亡， 限制梗死面积至关重要［１５］ 。 因此本实验对迷

迭香酸保护脑卒中星形胶质细胞损伤进行研究。
线粒体是细胞能量的来源， 调节 ＡＴＰ 需求与供应， 调

节 Ｃａ２＋信号， 协调局部代谢， 整合生存 ／死亡信号。 进一步

对线粒体内 ＲＯＳ 进行检测显示， 星形胶质细胞 ＲＯＳ 释放大

量激增， 诱发细胞凋亡蛋白发生变化， 从而导致线粒体损

伤， 诱导细胞凋亡。 迷迭香酸预保护后可以明显减少 ＲＯＳ
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的产生， 减少 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 的释放， 保护线粒体免受氧化应

激损伤的影响， 从而抑制细胞凋亡。
ｐ３８ＭＡＰＫ 过度激活是造成缺血性损伤的原因， 最终导

致线粒体释放凋亡蛋白 Ｂａｘ， 启动 ｃａｓｐａｓｅ 凋亡信号蛋白，
引起细胞凋亡。 ＥＲＫ１ ／ ２ 是抗凋亡蛋白， 具有抗凋亡作用。
迷迭香酸预保护后可以逆转这些蛋白的变化， 并且可以平

衡 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 凋亡和抗凋亡蛋白的表达， 起到保护星形胶

质细胞的作用。
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