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ＰＰＡＲγ激动剂对抗经氟诱导的 ＳＨＳＹ５Ｙ神经细胞氧
化损伤
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［摘　要］目的：观察过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）激动剂１５ｄＰＧＪ２对氟诱导人神经母瘤 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞氧化损伤的影响。方法：将体外培养的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，分为对照组、染氟组（ＮａＦ组）、单纯ＰＰＡＲγ激
动剂组（Ｒ组）、干预组（Ｒ＋ＮａＦ组，先加入１５ｄＰＧＪ２２ｈ后再加ＮａＦ），各组处理后培养４８ｈ，用蛋白印记法检
测ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＰＰＡＲγ蛋白表达水平，微量酶标法测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量，
分析ＰＰＡＲγ蛋白与ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量的相关关系。结果：与对照组相比，Ｒ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＰＰＡＲγ蛋
白水平、ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量无明显改变（Ｐ＞００５），ＮａＦ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞ＰＰＡＲγ蛋白水平和ＳＯＤ活性明显
降低，ＭＤＡ含量明显增加（Ｐ＜００５）；Ｒ＋ＮａＦ组 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ＰＰＡＲγ蛋白表达水平及 ＳＯＤ活性明显高于
ＮａＦ组、ＭＤＡ含量明显低于ＮａＦ组（Ｐ＜００５）；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ＰＰＡＲγ蛋白表达水平与 ＳＯＤ活性呈正相关关
系（ｒ＝０７７１，Ｐ＜００５），与ＭＤＡ含量呈负相关关系（ｒ＝－０７６２，Ｐ＜００５）。结论：过量氟会导致体外培养的
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞发生氧化损伤，而ＰＰＡＲγ激动剂１５ｄＰＧＪ２处理后可减轻氟诱导的细胞氧化损伤。
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　　微量氟是机体需要的重要元素之一，但摄入过
量的氟可造成机体多系统、多器官的广泛性病理损

害，近年来的研究表明慢性氟中毒可对中枢神经系

统造成氧化损伤［１］。过氧化物酶体增殖物激活受

体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，
ＰＰＡＲγ）广泛表达于中枢神经系统［２］，ＰＰＡＲγ的
激活能促进神经细胞的分化和成熟，参与神经细胞

程序性死亡，并认为 ＰＰＡＲγ的激活与神经细胞的
炎症和氧化应激有关［３］。Ｙｕ等［４］发现癫痫持续

状态动物模型予以 ＰＰＡＲγ激动剂处理后，可显著
抑制活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生
和脂质过氧化，同时可增加过氧化物歧化酶（ｓｕ
ｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和还原型谷胱甘肽（ｒｅ
ｄｕｃｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的抗氧化作用。本研究通
过建立氟中毒诱导细胞损伤人神经母瘤细胞 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ模型，观察 ＰＰＡＲγ激动剂１５ｄＰＧＪ２对细胞
发生氧化应激的影响，探讨其对氟中毒诱导细胞损

伤的保护作用。

１　材料与方法

１１　主要仪器与试剂
正置荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司），ＣＯ２培养

箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）。分析级氟化钠（ｓｏｄｉｕｍ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＮａＦ）、ＰＰＡＲγ激动剂１５ｄＰＧＪ２（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司）、蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）Ｍａｋｅｒ（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）、ＥＣＬ试剂盒（美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公
司）、改良杜氏伊格尔培养液混合营养物 Ｆ１２
（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）、青 －链霉素、胰蛋白酶（美国 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司）、胎牛血清（美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司），超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒及丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒
均购自南京建成生物工程研究所。

１２　细胞培养及分组
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞来源于美国菌种保藏中心库，

由贵州医科大学分子生物学重点实验室保存。

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞接种于６孔板内（１×１０８个／Ｌ）培养，
每孔２０ｍＬ，用含１０％胎牛血清的 Ｆ１２／ＤＭＥＭ培
养基培养细胞，待细胞生长至８０％ ～９０％时更换
无血清培养基培养１２ｈ；将细胞分为对照组、染氟
组（ＮａＦ组，４ｍｍｏｌ／ＬＮａＦ）、单纯ＰＰＡＲγ激动剂组
（Ｒ组，２０μｍｏｌ／Ｌ１５ｄＰＧＪ２）、干预组（Ｒ＋ＮａＦ组，
２０μｍｏｌ／Ｌ１５ｄＰＧＪ２预处理２ｈ后再加 ４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＦ），根据分组分别加入ＮａＦ和１５ｄＰＧＪ２，于ＣＯ２
培养箱中培养４８ｈ后检测相关指标。
１３　ＰＰＡＲγ蛋白表达水平检测

蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＰＰＡＲγ
蛋白表达水平，细胞培养４８ｈ后收集细胞，强效裂
解液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白定量。经
１０％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭后，用

ＰＰＡＲγ抗体（稀释比例１∶１０００）４℃过夜。再加
入 ＨＲＰ标记的抗兔二抗（稀释比例１∶５０００），室
温振摇孵育１ｈ。将膜与ＥＣＬ试剂反应，凝胶成像
系统扫描ＰＶＤＦ膜曝光，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰
度值（以内参βａｃｔｉｎ蛋白条带校正），计算实验组
与对照组相对蛋白表达水平。

１４　ＳＯＤ和ＭＤＡ检测
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养４８ｈ后，用微量酶标法检

测培养基中的ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量，按照试剂盒
说明书操作。
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１５　统计学方法
应用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行数据分析。计

量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，对数据进行单
因素方差分析；对ＰＰＡＲγ蛋白与ＳＯＤ活性和ＭＤＡ
含量的关系进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，检验水准
α＝００５。

２　结果

２１　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＰＰＡＲγ蛋白表达
与对照组相比，Ｒ组 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ＰＰＡＲγ

蛋白水平有升高趋势，但两组比较差异无统计学意

义（Ｐ＞００５）；ＮａＦ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＰＡＲγ蛋白
水平明显降低（Ｐ＜００５）；与 ＮａＦ组相比，Ｒ＋ＮａＦ
组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ＰＰＡＲγ蛋白表达水平则明显
升高（Ｐ＜００５），见图１。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＮａＦ组比较，Ｐ＜００５

图１　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＰＰＡＲγ蛋白表达水平
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＰＡＲγｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ

２２　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养基中ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量
与对照组比较，Ｒ组 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养基中

ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量无明显改变，ＮａＦ组中 ＳＯＤ
活性则明显降低，ＭＤＡ含量明显增加（Ｐ＜００５）；
在Ｒ＋ＮａＦ组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养基中ＳＯＤ活性虽
然低于对照组（Ｐ＜００５），但明显高于 ＮａＦ组，
ＭＤＡ含量则明显低于ＮａＦ组（Ｐ＜００５），见表１。

表１　各组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养基中ＳＯＤ及
ＭＤＡ含量（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＳＯＤａｎｄ
ＭＤＡｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌ

分组
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养基

ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）
对照组 ２２６２±０９７ １２２±０２０
Ｒ组 ２２１３±１４５（１） １３０±０１０（１）

ＮａＦ组 １６１１±１０６（２） ２０３±０４３（２）

Ｒ＋ＮａＦ组 １９８０±１２３（１）（２） １５９±０４６（１）

（１）与ＮａＦ组比较，Ｐ＜００５；（２）与对照组比较，Ｐ＜００５

２３　ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量与 ＰＰＡＲγ蛋白表达水
平的关系

ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ＰＰＡＲγ蛋白水平与 ＳＯＤ活
性呈正相关关系（ｒ＝０７７１，Ｐ＜００５），提示 ＰＰＡＲγ
蛋白表达水平越高，ＳＯＤ活性越高，其抗氧化作
用越强；ＰＰＡＲγ蛋白水平与 ＭＤＡ含量呈负相关
关系（ｒ＝－０７６２，Ｐ＜００５），提示 ＰＰＡＲγ蛋白
表达水平越高，ＭＤＡ含量越低，其氧化作用越弱，
见图２。

３　讨论

研究表明，过量的氟在体内蓄积，可导致过多

图２　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＳＯＤ、ＭＤＡ含量与ＰＰＡＲγ蛋白表达水平的相关性
Ｆｉｇ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＯＤ，ＭＤＡａｎｄＰＰＡＲγｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ
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的自由基产生，机体总氧化水平升高，总抗氧化能

力降低，造成机体全身性的病理损伤［５］。而在地

方性（或慢性）氟中毒全身性损伤的发病机制中，

氧化应激是迄今为止唯一能对氟中毒引起的机体

多系统改变给出较全面的和相对合理解释的学

说［６］。在氧化应激的状态下，过多的活性氧会引

起细胞膜脂质、蛋白质和ＤＮＡ损伤，进一步引起细
胞的损伤及凋亡［７－８］。

过氧化物酶体增殖物激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＰＡＲｓ）是配体活化
的核转录因子，经研究发现有 α、β、γ３种亚型，其
中研究较广的是 ＰＰＡＲγ［９－１０］。ＰＰＡＲγ能够参与
体内多种生理和病理的过程，如调节血糖、代谢脂

肪等，其在被特异性配体活化后形成异二聚体，与

靶基因上的特异性的 ＤＮＡ反应元件结合，从而调
控靶基因的转录和表达［１１］。近年来的研究也表明

ＰＰＡＲγ的激活与细胞的炎症和氧化应激有
关［１２－１３］。在有关小鼠脂肪细胞的研究中发现，

ＰＰＡＲγ的活化可以抑制 ＭＡＰ／微管亲和力调控激
酶４（ＭＡＰ／ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｆｆｉｎｉｔｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｋｉｎａｓｅ４，
Ｍａｒｋ４）所引起的氧化应激和炎症反应，主要表现
为ＲＯＳ和白介素６（ＩＬ６）表达的减低以及ＳＯＤ、过
氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）的升高［１４］。此外，

ＰＰＡＲγ被激活后能够减轻紫外线诱导小鼠皮肤成
纤维细胞早衰，并通过下调活性氧的产生起到抗氧

化作用［１５］。近年来不断有研究发现 ＰＰＡＲγ激动
剂的神经保护作用［１６］。研究显示，ＰＰＡＲγ激动剂
在激活ＰＰＡＲγ后能够通过多种途径来增强抗炎基
因的转录和表达，从而抑制炎症和氧化应激反应，

治疗神经系统疾病，如神经变性疾病和退行性病

变、创伤性损伤、中风、脱髓鞘等疾病［１７－１８］。在培

养体外原代皮层神经元研究中发现，过氧化氢可能

通过负性调节ＰＰＡＲγ（表达下调及降低活性）引起
神经元损伤，而当外源性激活ＰＰＡＲγ后，神经元过
氧化氢损伤有所缓解［１９］。此外，张婧媛等［２０］研究

发现，在原代培养大鼠缺氧性皮质神经细胞模型

中，ＰＰＡＲγ激动剂能够减轻缺氧再复氧后神经细
胞的损伤，其保护作用可能是通过降低环加氧酶２
（ＣＯＸ２）蛋白表达水平而实现的。虽然已有大量
研究显示ＰＰＡＲγ激动剂对许多中枢神经系统疾病
有保护作用，但尚无关于其对慢性氟中毒神经损伤

是否存在保护作用的研究，因此，本课题通过氟诱

导神经细胞氧化损伤模型来探讨ＰＰＡＲγ激动剂的

保护作用及其对氧化损伤的影响。

本研究发现，氟处理 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞引起
ＰＰＡＲγ蛋白含量显著降低，ＳＯＤ活性显著降低，
ＭＤＡ含量水平显著升高，提示过量氟的摄人可能
引起细胞内氧化应激水平的增加，抗氧化能力降

低，ＰＰＡＲγ可能参与其中。１５ｄＰＧＪ２是 ＰＰＡＲγ的
天然配体，与该受体具有特异的亲和作用，是

ＰＰＡＲγ强有力的外源性激动剂。本研究中，在给
予１５ｄＰＧＪ２和 ＮａＦ处理的细胞中观察到细胞内
ＰＰＡＲγ蛋白较染氟组显著升高，同时 ＳＯＤ活性升
高，ＭＤＡ含量下降明显，相关分析结果显示细胞中
ＰＰＡＲγ蛋白与 ＳＯＤ表达水平呈正相关关系，与
ＭＤＡ呈负相关关系，提示ＰＰＡＲγ激动剂１５ｄＰＧＪ２
对氟诱导的细胞氧化损伤有一定的保护作用，这为

慢性氟中毒抗氧化损伤的研究提供一个新的思路。

综上所述，过量氟会导致体外培养 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞发生氧化损伤，而 ＰＰＡＲγ激动剂１５ｄＰＧＪ２处
理后可减弱氟诱导的细胞氧化损伤。
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