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摘要： 目的　 探讨肉苁蓉总苷对神经细胞缺血再灌注损伤 （ Ｉ ／ Ｒ） 的保护作用。 方法　 体外培养 ＰＣ１２ 细胞， 以氧糖

剥离再复氧复糖培养模拟脑缺血再灌注损伤过程。 设置对照组， Ｉ ／ Ｒ 组， 肉苁蓉总苷低、 中、 高剂量组， ｓｉ⁃ＮＣ 组，
ｓｉ⁃生长停滞特异性转录本 ５ （ＧＡＳ５） 组， 肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组， 肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组。 细胞

计数试剂盒 （ＣＣＫ⁃８）、 流式细胞术、 蛋白质印记 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测细胞活力、 凋亡以及 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达， 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达， 试剂盒检测细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平。 结果　 与对照组比较， Ｉ ／ Ｒ 组细胞活力、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低， 凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白、 ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳ５ 表达及上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｉ ／ Ｒ 组比较， 肉苁蓉总苷中、 高剂量组细胞活力、 ｐｒｏ⁃
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高， 凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白、 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达及上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较， ｓｉ⁃ＧＡＳ５ 组细胞活力、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高， 凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达及上清

液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组比较， 肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组细

胞活力、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低， 凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达及上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 肉苁蓉总苷通过下调 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达对神经细胞缺血再灌注损伤具有保护作用。
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　 　 脑缺血是最常见的临床疾病之一， 血运快速重建是脑

缺血最有效治疗方法之一， 然而再灌注可引起缺血区域氧

化应激和炎症损伤， 导致神经元凋亡， 进一步加重脑损

伤［１］ 。 因此， 保护神经元细胞免受缺血再灌注 （ Ｉ ／ Ｒ） 损

伤将为缺血性脑病治疗提供理论参考。 肉苁蓉总苷是肉苁

蓉中主要活性成分， 具有滋补肝肾、 益精血、 抗氧化、 抗

衰老、 免疫增强和神经保护作用［２］ 。 早期研究显示， 肉苁

蓉总苷可减少降低脑组织梗死面积， 增强抗氧化酶活性，
防止脂质过氧化， 减轻脑组织病理损伤， 抑制脑细胞凋亡，
对小鼠脑 Ｉ ／ Ｒ 具有保护作用［３⁃４］ 。

长链非编码 ＲＮＡ （ｌｎｃＲＮＡ） 是一类缺乏编码能力、 长

度大于 ２００ ｎｔ 的 ＲＮＡ 转录本， 近年来研究证实 ｌｎｃＲＮＡ 是

大脑发育和许多神经系统疾病的重要调节剂。 ｌｎｃＲＮＡ 生长

停滞特异性转录本 ５ （ＧＡＳ５） 因在雷帕霉素诱导的细胞周

期阻滞中表达升高而得名， 已有研究显示在缺氧诱导的神

经元中 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达上调， 并对细胞存活具有负调控

作用［５］ 。 抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达可增加深低温停循环

（ＤＨＣＡ） 后神经元存活数量， 改善大鼠 ＤＨＣＡ 后认知和记

忆功能， 减轻大鼠 ＤＨＣＡ 后脑损伤［６］ 。 本研究以 ＰＣ１２ 细

胞氧糖剥夺再复氧复糖模型模拟体外脑缺血再灌注损

伤［７］ ， 观察肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞活力、
凋亡、 炎症反应的影响， 并探讨其机制是否与调控 ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳ５ 表达有关。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 大鼠嗜铬细胞瘤细胞 ＰＣ１２ 购自中国科学院上

海细胞库。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 肉苁蓉总苷 （纯度 ８０％ ， 货号 ＹＮ０４８）
购自山西玉宁生物科技有限公司， 实验时用含血清培养基

配置所需浓度。 人工脑脊液购自南京亿迅生物科技有限公

司； 膜联蛋白 Ｖ （Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ） ⁃异硫氰酸荧光素 （ＦＩＴＣ） ／
碘化丙啶 （ＰＩ） 细胞凋亡检测试剂盒购自杭州联科生物技

术股份有限公司； 细胞计数试剂盒 （ＣＣＫ⁃８）、 兔源半胱氨

酸 蛋 白 酶 ３ 前 体 （ ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ ）、 裂 解 的 ｃａｓｐａｓｅ３
（ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３）、 磷酸甘油醛脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 抗体、
羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自上海碧云天生物技术有限公司； 大鼠

肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素 ６ （ ＩＬ⁃６） 酶联免

疫吸附测定 （ＥＬＩＳＡ） 试剂盒上海广锐生物科技有限公司；
ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 逆转录试剂盒购自宝生物工程

（大连） 有限公司。
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２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养和模型构建　 ＰＣ１２ 细胞采用 ＤＭＥＭ 培养基

（补充 １０％ 胎牛血清和 １％ 青霉素链霉素双抗） 置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 恒温细胞培养箱中培养。 糖氧剥夺模型制备参考张

蕾等［７］报道方法进行， 选取对数生长期细胞进行实验， 将

ＤＭＥＭ 培养基更换为无糖无血清的人工脑脊液模拟无氧无

糖环境， 置于 ３７ ℃ 含 ９５％ Ｎ２、 ５％ ＣＯ２ 缺氧培养箱培养

４ ｈ。
２􀆰 ２　 实验分组和处理　 细胞分为对照组， ＰＣ１２ 细胞不进

行糖氧剥夺， 仅更换为无血清 ＤＭＥＭ 培养基于正常培养箱

培养 ２４ ｈ； Ｉ ／ Ｒ 组， ＰＣ１２ 细胞氧糖剥夺 ４ ｈ 后， 更换为无

血清 ＤＭＥＭ 培养基于正常培养箱培养 ２０ ｈ； 肉苁蓉总苷

低、 中、 高剂量组， ＰＣ１２ 细胞氧糖剥夺 ４ ｈ 后， 更换为含

６􀆰 ５、 １２􀆰 ５、 ２５􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 肉苁蓉总苷［４］ 的无血清 ＤＭＥＭ 培

养基复氧复糖 ２０ ｈ； ｓｉ⁃ＮＣ 组、 ｓｉ⁃ＧＡＳ５ 组， 分别转染

ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃ＧＡＳ５ 的 ＰＣ１２ 细胞氧糖剥夺 ４ ｈ 后， 更换为无血

清 ＤＭＥＭ 培养基于正常培养箱培养 ２０ ｈ； 肉苁蓉总苷高剂

量 ＋ ｐｃＤＮＡ 组、 肉 苁 蓉 总 苷 高 剂 量 ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组，
转染 ｐｃＤＮＡ或 ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 的 ＰＣ１２ 细胞氧糖剥夺 ４ ｈ 后，
用含 ２５􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 肉苁蓉总苷的无血清 ＤＭＥＭ 培养基复氧

复 糖 ２０ ｈ。 细 胞 转 染 采 用 脂 质 体 转 染 法， 按 照

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 使用说明进行。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 调整细胞密度至 １×１０６ ／ ｍＬ
后接种于 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 贴壁后每孔加入１０ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 工作液， 培养 ２ ｈ 后采用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处读

取各孔光密度 （ＯＤ） 值， 以 ＯＤ 值表示细胞活力。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测细胞凋亡　 预冷磷酸盐缓冲液洗涤各

组细胞，１×结合缓冲液重悬后，向 １００ μＬ 细胞悬液中加入

５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、５ μＬ ＰＩ 室温避光染色 １５ ｍｉｎ，通过流

式细胞仪分析细胞凋亡情况。 早期凋亡（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋ ／ ＰＩ－ ）
和晚期凋亡（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋ ／ ＰＩ＋）之和表示细胞凋亡率。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 表

达　 用ＲＩＰＡ 缓冲液裂解各组细胞总蛋白， 检测蛋白浓度

后， 取等量蛋白上样至各孔进行聚丙烯酰胺凝胶电泳， 并

湿转至聚偏二氟乙烯 （ＰＶＤＦ） 膜上， ５％ 脱脂牛奶封闭，
特异性一抗溶液 ４ ℃孵育过夜， 次日加二抗室温孵育 ２ ｈ，
使用化学发光试剂显影， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对目的条带灰度

进行定量分析。
２􀆰 ６　 试剂盒检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平 　 收集各组细胞培养

液， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液。 按照大鼠 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒步骤加入待检样品 （标准品）、
检测抗体、 底物， 终止反应后， １５ ｍｉｎ 内采用酶标仪检测

各孔 ＯＤ４５０ ｎｍ值， 根据标准品绘制标准曲线， 按照方程计算

上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表

达 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂分别提取各组细胞总 ＲＮＡ， 取 ２ μｇ
总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ， 按照 ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明

书 进 行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 扩 增。 ＧＡＳ５ 正 向 引 物 ５′⁃
ＴＧＧＴＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＡＡＣＧ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃
ＡＧＧＡＴＡＡＣＡＧＧＴＣＴＧＣＣＴＧＣ⁃３′； ＧＡＰＤＨ 正 向 引 物 ５′⁃
ＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣＧＧＧＡ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃
ＡＡＡＴＧＡＧＣＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＴＣ⁃３′。 以 ＧＡＰＤＨ 作 为 内 参，
２－ΔΔＣＴ法对 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 相对表达进行分析。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理， 实验重

复 ２ 次， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间差异比较采用独立样

本 ｔ 检验， 多组间均数比较单因素方差分析和 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 肉苁蓉总苷对神经细胞缺血再灌注损伤的影响　 与对

照组比较， Ｉ ／ Ｒ 组细胞活力、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低，
凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｉ ／ Ｒ
组比较， 肉苁蓉总苷中、 高剂量组细胞活力、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达升高， 凋亡率、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １、 图 １。
表 １　 肉苁蓉总苷对神经细胞缺血再灌注损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＯＤ 值 凋亡率 ／ ％ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３

对照组 １􀆰 ４２±０􀆰 ０５ ６􀆰 ３１±０􀆰 ４９ ０􀆰 １４±０􀆰 ０１ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０３

Ｉ ／ Ｒ 组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２∗ ２５􀆰 ６７±０􀆰 ９４∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１∗

肉苁蓉总苷低剂量组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２ ２５􀆰 ５９±０􀆰 ９２ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１

肉苁蓉总苷中剂量组 ０􀆰 ８４±０􀆰 ０３＃△ ２０􀆰 ５５±０􀆰 ６４＃△ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０２＃△ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０２＃△

肉苁蓉总苷高剂量组 １􀆰 １６±０􀆰 ０４＃△▲ １４􀆰 ０９±０􀆰 ５６＃△▲ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１＃△▲ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０２＃△▲

　 　 注： 与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与 Ｉ ／ Ｒ 组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与肉苁蓉总苷低剂量组比较，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与肉苁蓉总苷中剂量组比较，
▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞炎症因子水平

的影响　 与对照组比较， Ｉ ／ Ｒ 组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｉ ／ Ｒ 组比较， 肉苁蓉总苷中、 高

剂量组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且

呈剂量依赖性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。
３􀆰 ３　 肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５
表达的影响　 与对照组比较， Ｉ ／ Ｒ 组细胞 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｉ ／ Ｒ 组比较， 肉苁蓉总苷中、 高剂量

组细胞 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈剂量依赖性

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
３􀆰 ４　 抑制 ＧＡＳ５ 表达对神经细胞缺血再灌注损伤及炎症因

子水平的影响 　 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较， ｓｉ⁃ＧＡＳ５ 组细胞活力、
ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高， 凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白

表达及细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见
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注： １～５ 分别为对照组， Ｉ ／ Ｒ 组， 肉苁蓉总苷低、 中、 高剂量组。

图 １　 肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞凋亡 （Ａ） 及 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达 （Ｂ） 的影响

图 ２、 表 ４。
表 ２　 肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞炎症因子水平

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

对照组 ２４９􀆰 ７６±４􀆰 ７３ １０３􀆰 ０５±１􀆰 ３７
Ｉ ／ Ｒ 组 ６８９􀆰 ５２±６􀆰 ５６∗ ３５２􀆰 ６３±５􀆰 ９７∗

肉苁蓉总苷低剂量组 ６８７􀆰 ２７±７􀆰 １８ ３５１􀆰 ４８±５􀆰 ８５
肉苁蓉总苷中剂量组 ４５７􀆰 ６９±４􀆰 ９６＃△ ２７０􀆰 ９２±３􀆰 ９６＃△

肉苁蓉总苷高剂量组 ３２９􀆰 ８８±４􀆰 ７１＃△▲ １６０􀆰 ２１±２􀆰 ７０＃△▲

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 Ｉ ／ Ｒ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与肉苁蓉

总苷低剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与肉苁蓉总苷中剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞 ｌｎｃＲＮＡ
ＧＡＳ５ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５

对照组 ０􀆰 ９７±０􀆰 ０３

Ｉ ／ Ｒ 组 ３􀆰 ６３±０􀆰 ０５∗

肉苁蓉总苷低剂量组 ３􀆰 ６４±０􀆰 ０６

肉苁蓉总苷中剂量组 ２􀆰 ８１±０􀆰 ０５＃△

肉苁蓉总苷高剂量组 １􀆰 ５７±０􀆰 ０３＃△▲

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 Ｉ ／ Ｒ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与肉苁蓉

总苷低剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５； 与肉苁蓉总苷中剂量组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

注 １ 为 ｓｉ⁃ＮＣ 组， ２ 为 ｓｉ⁃ＧＡＳ５ 组。

图 ２　 抑制 ＧＡＳ５ 表达对缺血再灌注损伤神经细胞凋亡 （Ａ） 及 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达 （Ｂ） 的影响

表 ４　 抑制 ＧＡＳ５ 表达对神经细胞缺血再灌注损伤及炎症因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＯＤ 值 凋亡率 ／ ％ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

ｓｉ⁃ＮＣ 组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２ ２５􀆰 ６７±０􀆰 ９２ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１ ６９０􀆰 ４３±６􀆰 ７３ ３５２􀆰 ９０±５􀆰 ４７

ｓｉ⁃ＧＡＳ５ 组 １􀆰 ０７±０􀆰 ０３∗ １６􀆰 ２２±０􀆰 ５６∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０３∗ ３７２􀆰 ２２±２􀆰 ５６∗ ２０８􀆰 ４４±２􀆰 ４４∗

　 　 注： 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。
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３􀆰 ５　 过表达 ＧＡＳ５ 逆转肉苁蓉总苷对神经细胞缺血再灌注

损伤的影响　 与肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组比较， 肉苁蓉

总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组细胞活力、 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表

达降低， 凋亡率和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ５、 图 ３。

３􀆰 ６　 过表达 ＧＡＳ５ 逆转肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经

细胞中炎症因子水平的影响　 与肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ
组比较， 肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组细胞上清液中

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ６。

表 ５　 过表达 ＧＡＳ５ 逆转肉苁蓉总苷对神经细胞缺血再灌注损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＯＤ 值 凋亡率 ／ ％ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ３

肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组 １􀆰 １７±０􀆰 ０４ １４􀆰 ０７±０􀆰 ５８ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０２

肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０３∗ ２２􀆰 ６８±０􀆰 ６８∗ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０１∗

　 　 注： 与肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： １ 为肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组， ２ 为肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组。

图 ３　 过表达 ＧＡＳ５ 逆转肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞凋亡 （Ａ） 及 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达 （Ｂ） 的影响

表 ６　 过表达 ＧＡＳ５ 逆转肉苁蓉总苷对缺血再灌注损伤神经细胞中炎症因子的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组 ３２９􀆰 ９７±４􀆰 ５１ １６０􀆰 ６８±２􀆰 ９３

肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ⁃ＧＡＳ５ 组 ５８１􀆰 ３７±５􀆰 ８５∗ ３１７􀆰 ８３±３􀆰 ９７∗

　 　 注： 与肉苁蓉总苷高剂量＋ｐｃＤＮＡ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

脑缺血损伤是世界范围内仅次于心血管疾病和癌症的

常见死亡原因， 研究显示， 即使短暂性脑缺血也可导致海

马区锥体迟发性神经元死亡， 甚至诱发认知缺陷， 严重影

响患者生活质量［８］ 。 因此， 寻找有效的策略抑制神经细胞

缺血再灌注损伤十分重要。
肉苁蓉总苷是肉苁蓉的主要活性成分， 由咖啡酸、 糖

基和苯乙醇苷元 ３ 部分组成， 具有较好的缺血再灌注保护

作用。 Ｙｕ 等［９］研究发现， 单侧注射苯乙醇苷类化合物能缩

小大鼠心脏梗死面积， 降低心肌组织中抗凋亡蛋白表达，
并抑制心肌细胞凋亡。 Ｗａｎｇ 等［１０］ 研究发现， 肉苁蓉总苷

治疗能降低大脑中动脉闭塞⁃再灌注大鼠神经功能缺损评分

和梗塞体积， 促进血管生成和神经重塑， 提高脑组织抗氧

化活性， 并有效维持血脑屏障的完整性。 此外， 肉苁蓉总

苷亦可提高大鼠肾组织 Ｘ⁃染色体连锁凋亡抑制蛋白

（ＸＩＡＰ） 表达， 减少肾脏细胞凋亡， 保护大鼠肾脏免受缺

血再灌注损伤［１１］ 。 本研究发现， 中、 高剂量肉苁蓉总苷可

提高细胞活力， 降低缺血再灌注诱导的细胞凋亡， 并呈剂

量依赖性。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是内源线粒体途径和外源性死亡受体

凋亡途径 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应的终极效应因子， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激

活可切割 ＤＮＡ， 导致细胞形态特征改变， 引起细胞凋亡。

本研究发现， 肉苁蓉总苷能降低缺血再灌注诱导神经细胞

ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 表达， 提高 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达， 与其抗凋

亡作用一致。 糖氧剥夺再复糖复氧实验除导致细胞活力降

低、 促凋亡因子表达和线粒体功能障碍外， 严重的炎症反

应对神经元细胞凋亡亦有促进作用［１２］ 。 本研究显示， 肉苁

蓉总苷能降低缺血再灌注诱导细胞上清液中促炎因子 ＴＮＦ⁃
α 和 ＩＬ⁃６ 水平， 与由淑萍等［１３］ 研究相类似。 以上研究表

明， 肉苁蓉总苷通过提高细胞活力， 减轻缺血再灌注诱导

的细胞凋亡和炎症反应进而对神经细胞缺血再灌注损伤具

有保护作用。
ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 在肿瘤复发转移、 心肌缺血再灌注损伤、

脑卒中等病理生理过程中具有调节作用［１４⁃１５］ 。 Ｗｕ 等［１６］ 研

究显示， ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 过表达促进缺氧复氧暴露的心肌细胞

凋亡， 下调其表达可改善心肌细胞缺血再灌注损伤。 Ｚｈａｎｇ
等［１７］研究表明， ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 能够增强神经元糖酵解反应，
加剧缺血再灌注诱导神经元细胞凋亡， 抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５
可防止脑缺血再灌注损伤， 改善整体神经功能。 此外，
Ｚｈａｏ 等［１８］指出抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达对新生儿缺氧 ／缺血

性脑损伤具有潜在治疗作用。 本研究显示， 肉苁蓉总苷干

预后缺血再灌注诱导的细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达降低。 进

一步研究显示， 抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 表达可减轻缺血再灌注
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诱导的细胞毒性和凋亡， 降低炎症反应， 与肉苁蓉总苷保

护作用一致。 而过表达 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 则逆转肉苁蓉总苷对

缺血再灌注诱导的细胞活力、 凋亡、 炎症反应以及 ｐｒｏ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的影响， 证实肉苁蓉总苷

通过下调 ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 进而对神经细胞缺血再灌注发挥保

护作用。
综上所述， 本研究证实肉苁蓉总苷通过下调 ｌｎｃＲＮＡ

ＧＡＳ５ 表达促进细胞活力， 抑制细胞凋亡和炎症反应， 进而

对神经细胞缺血再灌注损伤发挥保护作用， 这丰富了肉苁

蓉总苷在神经细胞缺血再灌注损伤中的调控机制， 为缺血

性脑损伤治疗提供了新的方向。
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