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不同时间氧糖剥夺再灌注对 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体自
噬及功能的影响
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（１．贵州医科大学 地方病与少数民族疾病教育部重点实验室，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵州医科大学 贵州省医学分子生物学重点实验室，

贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：探讨不同时点氧糖剥夺再灌注（ＯＧＤ／Ｒ）后人神经母细胞瘤（ＳＨＳＹ５Ｙ）细胞线粒体自噬及功
能改变。方法：利用无糖 ＤＭＥＭ及三气培养箱对 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞进行 ＯＧＤ／Ｒ，根据 ＯＧＤ／Ｒ不同时间将细胞分
为ｃｏｎｔｒｏｌ组、３ｈ／１２ｈ组、３ｈ／２４ｈ组、６ｈ／１２ｈ组及６ｈ／２４ｈ组，ＯＧＤ／Ｒ后采用流式细胞术检测细胞线粒体膜
电位及活性氧（ＲＯＳ）含量，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测线粒体蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１及 Ｐ６２表达。结果：与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位发生去极化（Ｐ＜００１）、胞内ＲＯＳ含量升高（Ｐ＜００１），３ｈ／２４ｈ组、６ｈ／
１２ｈ组及６ｈ／２４ｈ组线粒体Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达显著升高（Ｐ＜００１），，３ｈ／１２ｈ、６ｈ／２４ｈ组线粒体Ｐ６２蛋白表达
升高（Ｐ＜００５）；ＯＧＤ／Ｒ各组间比较，３ｈ／２４ｈ组线粒体去极化程度、细胞内ＲＯＳ含量及线粒体Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表
达水平均较３ｈ／１２ｈ组显著升高（Ｐ＜００１），且６ｈ／２４ｈ组 ＲＯＳ含量最高（Ｐ＜００１）。结论：ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
ＯＧＤ／Ｒ后线粒体功能受损且线粒体自噬活性升高，且随着缺血时间及再灌注时间增加线粒体受损加重，线粒体
自噬也增加。
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　　血管性痴呆（ＶａＤ）被广泛认为是除阿尔茨海
默病外的第二种痴呆类型，其临床表现主要为神经

认知障碍，包括行为症状和运动异常［１］。缺血再

灌注所致神经元损伤是引起 ＶａＤ的主要原因，其
机制主要包括炎症反应及氧化应激。线粒体作为

细胞呼吸和能量产生的中心细胞器，也是缺血再灌

注损伤的靶细胞器［２］，众多研究表明当缺血再灌

注发生时，神经元细胞内线粒体功能受到损

伤［３－４］，因此及时消除受损或功能失调的线粒体被

认为是在氧糖剥夺再灌注（ｏｘｙｇｅｎａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐ
ｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）中保护细胞免受缺血应激的必要
条件［５］。线粒体自噬是由自噬选择性清除线粒体

的过程，线粒体自噬可以识别并去除异常线粒体，

维持线粒体的内稳态，线粒体蛋白中 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２
的表达水平能很好地反应胞内线粒体自噬的活

性［６］。本研究对人神经母细胞瘤（ＳＨＳＹ５Ｙ）细胞
体外构建不同时间的 ＯＧＤ／Ｒ模型，观察 ＯＧＤ／Ｒ
后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位及活性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量、线粒体蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１及
Ｐ６２表达变化，探讨不同时间 ＯＧＤ／Ｒ对 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞线粒体自噬及功能的影响。

１　材料与方法
１１　细胞、试剂及仪器
１１１　细胞及试剂　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞购自美国典
型菌种保藏库 （ａｍｅｒｉｃａｎｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＡＴＣＣ，货号 ＡＴＣＣ ＣＲＬ２２６６ＴＭ）。试剂 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２（１∶１）完全培养基、无糖 ＤＭＥＭ、澳洲胎牛血
清、０２５％胰酶消化液（购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司），Ｂｅ
ｃｌｉｎ１抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，ＳＱＳＴＭ１／Ｐ６２抗
体购自美国 ＣＳＴ公司，ＣＯＸⅣ抗体购自美国 ＣＳＴ
公司，ＨＲＰ标记的抗兔二抗购自美国 ＣＳＴ公司，
ＢＣＡ蛋白定量试剂、ＥＣＬＰｌｕｓ发光液购自美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，ＲＯＳ检测试剂盒购自
北京贝博公司，ＪＣ１流式试剂盒购自美国 ＢＤ公
司，细胞线粒体提取分离试剂盒购自碧云天生物试

剂公司，ＰＶＤＦ膜购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１１２　仪器　ＥＬＸ８００ＵＶ酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｃ
公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ跑胶装置电源（北京百晶科技
公司），ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ多通道酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＧｅｎｅＧｎｏｍｅＸＲＱ化学发光
成像仪（英国 ＳＹＮＧＥＮＥ公司），ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ流式
细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１２　方法
１２１　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养及分组　将完全培养
基、血清及双抗按 ８９∶１０∶１的比例制成工作培养
基，取冻存 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞悬液１ｍＬ、工作培养基
１０ｍＬ加入透气盖培养瓶中，置于３７℃，５％ ＣＯ２
培养箱中正常培养，次日换液。培养３～５ｄ时进
行传代，待第二代细胞均匀铺满瓶底的８０％时，取
１５×１０６／孔细胞于６孔板中；待第三代 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞处于对数生长期时对细胞进行ＯＧＤ／Ｒ。根据
剥夺及再灌注的时间不同，将细胞分为５组：ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组（不作 ＯＧＤ／Ｒ）、３ｈ／１２ｈ组（氧糖剥夺３ｈ
后再灌注１２ｈ）、３ｈ／２４ｈ组（氧糖剥夺３ｈ后再灌
注２４ｈ）、６ｈ／１２ｈ组（氧糖剥夺 ６ｈ后再灌注
１２ｈ）、６ｈ／２４ｈ组（氧糖剥夺６ｈ后再灌注２４ｈ）。
１２２　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ＯＧＤ／Ｒ模型的制备　每
９９ｍＬ无糖ＤＭＥＭ中加入１ｍＬ双抗，制成１％双抗
的无糖培养基。取处于对数生长期ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
进行氧糖剥夺：弃去板内工作培养基，１×ＰＢＳ洗３
次（１ｍｉｎ／次），每孔加入无糖培养基２ｍＬ，将六孔
板置于３７℃、５％ＣＯ２、９４％Ｎ２、１％Ｏ２的三气培养
箱中进行氧糖剥夺（对照组与３ｈ／２４ｈ组共同换
液，每次换液后用１×ＰＢＳ洗后每孔加入工作培养
基２ｍＬ，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养），剥夺
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相应时间（３ｈ或６ｈ）后弃去无糖培养基，１×ＰＢＳ
洗３次（１ｍｉｎ／次），换工作培养基２ｍＬ，置于３７℃，
５％ＣＯ２培养箱中正常培养进行再灌注，时间分别
为１２ｈ或２４ｈ。
１２３　细胞线粒体膜电位检测　采用流式细胞
术，每只 ＪＣ１冻干粉加入 ＤＭＳＯ溶解 １２５μＬ成
ＪＣ１储存液，ＪＣ１储存液与１×ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ按９９∶
１的比例配置 ＪＣ１工作液；阳性对照用 ＣＣＣＰ稀释
１０００倍处理细胞２０ｍｉｎ。ＯＧＤ／Ｒ后用０２５％不
含ＥＤＴＡ的胰酶消化、收集细胞，每孔取１×１０６个
细胞，１×ＰＢＳ洗１次，用ＪＣ１工作液０５ｍＬ悬浮
细胞，放入３７℃、５％培养箱中孵育１５ｍｉｎ，孵育完
毕后加入１×ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ２ｍＬ洗涤，１５００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，１×ＡｓｓａｙＢｕｆｆｅｒ洗涤２次后去除多余
探针，将细胞沉淀重悬于０５ｍＬ的１×ＡｓｓａｙＢｕｆｆ
ｅｒ中，吹打重悬细胞，用４０μｍ过滤网筛除去细胞
团块及ＪＣ１颗粒物质，上机检测。
１２４　细胞ＲＯＳ含量测定　采用流式细胞术，用
完全培养基按１∶１０００比例稀释 ＤＣＦＨＤＡ探针，
ＯＧＤ／Ｒ后的细胞用不含 ＥＤＴＡ胰酶消化、离心收
集细胞，１×ＰＢＳ洗涤细胞，阴性对照（ｂｌａｎｋ）直接
用０５ｍＬ完全培养基重悬细胞，其余组将细胞沉淀
重悬于１ｍＬ稀释的ＤＣＦＨＤＡ探针中，放入３７℃、
５％培养箱中孵育２０ｍｉｎ（为使探针与细胞更好接
触，每４ｍｉｎ颠倒混匀１次）；用１ｍＬ完全培养基
洗３次（分别１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ），充分去除未
进入细胞的探针。最终用完全培养基０５ｍＬ吹打
重悬细胞，用４０μｍ过滤网筛除去细胞团块及 ＪＣ
１颗粒物质，即刻上机检测，平均荧光强度表示
ＲＯＳ含量。
１２５　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体中 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２蛋白
表达　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，ＯＧＤ／Ｒ后的细胞用
０２５％胰酶消化，离心收集细胞，冰浴１×ＰＢＳ洗１
次，２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ，每管细胞加入５００μＬ
分离试剂（每 １ｍＬ线粒体分离试剂临用前加入
ＰＭＳＦ１０μＬ），冰浴１５ｍｉｎ后玻璃匀浆器匀浆３０
次，２７００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清９０００ｒ／
ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，弃上清，每管沉淀加入线粒
体裂解液１００μＬ（１００μＬ线粒体裂解液临用前加
入ＰＭＳＦ１μＬ），冰上放置２０ｍｉｎ（每５ｍｉｎ旋涡混
匀１次），１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，收集上清
即为线粒体蛋白。ＢＣＡ蛋白定量法测定蛋白浓
度，每孔取２０μｇ线粒体蛋白（２０μＬ）上样于１２％
的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶后进行电泳分离，于 Ｇｅｎｅ

ＧｎｏｍｅＸＲＱ中曝光。ＣＯＸⅣ作为内参。
１３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１３０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件进行数据分
析，结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。数据比较采
用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ检验，检验
水准α＝００５，Ｐ＜００５有统计学意义。

２　结果
２１　ＯＧＤ／Ｒ后线粒体膜电位

细胞ＯＧＤ／Ｒ相应时间后，用 ＪＣ１染料标记，
流式细胞术评估 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位
（ＭＭＰ，Δψｍ）变化。如图１所示，ＪＣ１在正常线粒
体内形成聚集体，在 Ｑ２象限中显示红色荧光；当
线粒体发生去极化时，ＪＣ１以单体形式存在，表现
为Ｑ３象限的绿色荧光。ＯＧＤ／Ｒ后，Ｑ３象限中细
胞的比例增加，ＪＣ１分裂成绿色荧光单体，表现为
低膜电位（绿色荧光）的细胞百分比增加（可反映

线粒体膜电位的去极化程度）；半定量分析结果显

示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ＯＧＤ／Ｒ后线
粒体膜电位均发生去极化（Ｐ＜００１），且３ｈ／２４ｈ
组的线粒体膜电位去极化程度最高。

２２　ＯＧＤ／Ｒ后细胞内ＲＯＳ含量
利用ＤＣＦＨＤＡ探针标记处理相应时间的ＳＨ

ＳＹ５Ｙ细胞，流式细胞术检测细胞内ＲＯＳ含量。如
图２所示，在胞内ＤＣＦＨＤＡ被活性氧氧化生成荧
光物质 ＤＣＦ，ＯＧＤ／Ｒ后 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞荧光增多，
表示ＯＧＤ／Ｒ后细胞内 ＲＯＳ含量增高，用 ＲＯＳ荧
光强度表示胞内ＲＯＳ相对含量；半定量结果显示，
与与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，细胞ＯＧＤ／Ｒ后胞内ＲＯＳ含量
增高（Ｐ＜００１），且再灌注２４ｈ组 ＲＯＳ含量较剥
夺相同时间再灌注１２ｈ组高（Ｐ＜００１），且６ｈ／
２４ｈ组ＲＯＳ含量最高（Ｐ＜００１）。
２３　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体中 Ｂｅｃｌｉｎ１及 Ｐ６２蛋白
表达

用线粒体蛋白ＣＯＸⅣ做内参，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检
测各组细胞线粒体中 Ｂｅｃｌｉｎ１及 Ｐ６２蛋白表达，以
对照组细胞线粒体中Ｂｅｃｌｉｎ１及Ｐ６２蛋白表达量为
对照，观察各ＯＧＤ／Ｒ组细胞线粒体蛋白的相对表
达量。如图 ３所示：与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，３ｈ／２４ｈ
组、６ｈ／１２ｈ组及６ｈ／２４ｈ组线粒体中 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白表达显著升高（Ｐ＜００１），且３ｈ／２４ｈ组较３ｈ／
１２ｈ组更高（Ｐ＜００１）；各组 Ｐ６２蛋白表达比较，
３ｈ／１２ｈ组、３ｈ／２４ｈ组Ｐ６２蛋白表达与对照组比
较显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
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（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较Ｐ＜００１；（２）与３ｈ／２４ｈ组比较Ｐ＜００１

图１　ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位的变化情况
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎＳＨ－ＳＹ５ＹｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＯＧＤ／Ｒ

３　讨论

ＶａＤ作为最常见的老年期痴呆之一，患病人
数占所有老年痴呆人数的１５％，其发病率随中国
人口老龄化而逐年升高［７］。脑卒中后缺血缺氧是

ＶａＤ的常见诱因之一，缺氧导致氧化应激和引发
炎症反应，氧化应激使血管内皮细胞，胶质细胞和

神经元细胞受损，这些病理变化发生在大脑并导致

ＶａＤ，其中神经元细胞的损伤是最主要诱因之

一［８］。对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞系进行 ＯＧＤ／Ｒ作为缺血
性神经元损伤快速且灵敏的体外模型已被广泛用

作潜在神经保护剂开发［９－１０］。

线粒体是一种重要的细胞器，在活细胞中主要

负责能量代谢和ＲＯＳ生成。在脑卒中后的慢性低
灌注可引发神经系统中神经元细胞内线粒体发生

功能障碍［１１］。缺血再灌注可以阻断 ＲＯＳ产生与
细胞抗氧化酶的解毒和清除能力之间的稳态，这将

引起脑组织内线粒体氧化应激激活并进一步加重

缺血引起的组织损伤 ［１２－１３］。同时线粒体膜通透
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（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１；（２）与３ｈ／２４ｈ组比较，Ｐ＜００１；（３）与６ｈ／２４ｈ组比较，Ｐ＜００１

图２　ＯＧＤ／Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内ＲＯＳ的变化情况
Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＲＯＳｉｎＳＨＳＹ５ＹｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＯＧＤ／Ｒ

性转换孔（ＭＰＴＰ）上的硫醇被氧自由基氧化而诱
导开放从而导致线粒体膜电位发生去极化［１４］。有

研究发现在２ＶＯ大鼠中，观察到线粒体呼吸链复
合酶活性降低，线粒体膜电位发生去极化，同时

ＲＯＳ含量升高［１５］，本研究通过对 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞系
进行ＯＧＤ／Ｒ体外模拟脑卒中患者脑缺血再灌注。
通过不同时间的 ＯＧＤ／Ｒ探索缺血不同时间段下
线粒体功能改变及线粒体自噬程度。从实验结果

可以看出ＯＧＤ／Ｒ后 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体膜电位
发生去极化，且胞内ＲＯＳ含量增加，提示ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞 ＯＧＤ／Ｒ后细胞内线粒体功能受损。与 ＹＵ
等［１６］的研究结果，缺血再灌注与神经元细胞线粒

体受损有关，并能引起神经元线粒体自噬一致。

ＯＧＤ／Ｒ后，需要有效的清除机制及时清除受
损线粒体以保证细胞状态，特别是神经元这类细胞

线粒体受损可导致细胞死亡的的高活力低再生能

力的细胞更为重要［１７－１８］。自噬是介导功能障碍线

粒体去除的关键细胞机制之一，是一种囊泡介导的

用于受损物质的识别、隔离并将其运送至溶酶体进

行降解并释放营养物质的胞内分解代谢途径。自

噬对受损线粒体的选择性清除被称为线粒体自噬，

其可以识别并去除异常线粒体维持线粒体内稳

态［５］。但目前仍没有统一的系统理论来解释线粒

体自噬在脑缺血中的作用，但可能与脑缺血时间及

线粒体自噬程度有关。Ｂｅｃｌｉｎ１是自噬标志性蛋
白，在评估自噬发生程度方面有重要作用［１９］，Ｐ６２
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（１）与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１；（２）与３ｈ／１２ｈ组比较，Ｐ＜００１

图３　各组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体中Ｂｅｃｌｉｎ１及Ｐ６２蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄＰ６２ｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｏｆＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

又称为ＳＱＳＴＭ１，是一种泛素结合蛋白，介导线粒
体与自噬相关蛋白的结合，从而被选择性的转移到

自噬机器中进行降解，常用来监测自噬的发生、蛋

白底物的清除，以及自噬的抑制等过程［２０］。线粒

体蛋白中 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２的表达量能很好地反应胞
内线粒体自噬的活性，在本研究发现 ＯＧＤ／Ｒ后
ＳＨＳＹ５Ｙ线粒体蛋白中 Ｂｅｃｌｉｎ１表达量升高，３ｈ／
１２ｈ组及３ｈ／２４ｈ组Ｐ６２表达量升高，说明ＯＧＤ／
Ｒ后ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体自噬被激活，发生线粒
体自噬，且３ｈ／２４ｈ组 Ｂｅｃｌｉｎ１表达量明显高于３
ｈ／１２ｈ组，说明在某一时间限度内，神经元线粒体
自噬活性随着氧糖剥夺时间及再灌注时间的增加

而升高。

综上所述，当 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞发生 ＯＧＤ／Ｒ时，
线粒体功能受到损伤，当 ＯＧＤ／Ｒ时间超过 ３ｈ／
２４ｈ时神经细胞发生线粒体自噬，且在某一时间限
度内，神经元线粒体自噬活性随着氧糖剥夺时间及

再灌注时间增加而升高。
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［２２］田茂，井沆，董艳军，等．外源性硫化氢对血管性痴呆
模型大鼠学习记忆的影响［Ｊ］．中风与神经疾病杂志，
２０１４，３１（１１）：９６９－９７２．
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　４期 刘雨霞等　不同时间氧糖剥夺再灌注对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体自噬及功能的影响


