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摘要：目的　基于Ｃ－Ｃ趋化因子配体２－Ｃ－Ｃ趋化因子受体２（ＣＣＬ２－ＣＣＲ２）
通路探讨汉黄芩素对缺氧复氧（Ｈ／Ｒ）诱导神经元损伤的作用。方法　体外培
养ＰＣ１２细胞，依次分为对照组（常规培养）、模型组（Ｈ／Ｒ处理）、实验组（Ｈ／Ｒ
＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１汉黄芩素预处理１ｈ）、拮抗剂组（Ｈ／Ｒ＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＣＲ２拮
抗剂ＲＳ１０２８９５预处理 １ｈ）和激动剂组（Ｈ／Ｒ＋５０μｍｏｌ·Ｌ－１汉黄芩素 ＋
２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＣＣＬ２重组蛋白预处理１ｈ）。用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）和
乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试剂盒法检测细胞活力和毒性；用膜联蛋白 Ｖ－异硫氰酸荧
光素／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ）双染法和脱氧核糖核苷酸末端转移酶介
导的缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）染色法检测细胞凋亡；用酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）法和实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法检测氧化应激和炎症
反应；用蛋白质印迹法检测ＣＣＬ２－ＣＣＲ２信号通路相关蛋白表达。结果　对照
组、模型组、实验组、拮抗剂组和激动剂组的ＰＣ１２细胞活力分别为０８９±００６、
０３２±００４、０６９±００５、０６５±００７和 ０４６±００４，ＳＯＤ活性分别为
（４５１１±３０２）、（１００５±１０５）、（３３６２±３１５）、（３０１５±２８７）和
（２１０５±２１７）Ｕ· ｍＬ－１，Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ／ＰＩ双 染 凋 亡 率 分 别 为

（３２１±０６８）％、（２９６５±１５９）％、（８９９±０８２）％、（９８７±０８５）％和
（１８６５±１０６），ＴＵＮＥＬ阳性率分别为（５６６±０８９）％、（３３６５±２４２）％、
（１３２５±１０５）％、（１１６６±１８７）％和（２４０６±１１６）％，肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦα）ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １０２±０１５、３０５±０３２、１５９±０１６、
２９８±０２４和２６６±０２０，白细胞介素 －６（ＩＬ－６）ｍＲＮＡ相对表达水平分别
为１０５±０１２、４５４±０３９、１８７±０１５、１７５±０１４和 ３０８±０３２，ＣＣＬ２ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 １０１±００７、３９９±０３２、１６４±０１５、３９０±０３３和
２８４±０２３，ＣＣＲ２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １０３±０１０、５２１±０５１、
２０３±０２６、２１１±０２０和３８５±０３２，磷酸化（ｐ）ｐ６５／ｐ６５相对表达水平分别
为０１２±００２、０７５±００６、０２４±００３、０２２±００１和０５２±００５，ＬＤＨ漏出
率分 别 为 （１８３２±１１５）％、（５８６４±５１６）％、（２９０２±２１６）％、
（２６９８±３０２）％ 和 （４０２４±３５４）％，丙 二 醛 （ＭＤＡ）含 量 分 别 为
（５０１６±５２４）、（１６９６５±１０１６）、（９１３２±７１２）、（８６２１±５１６）和
（１３４１６±１１８７）ｎｍｏｌ·ｍＬ－１。模型组与对照组比较、实验组与模型组对比、拮
抗剂组和激动剂组与实验组对比，上述指标在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结论　汉黄芩素通过抑制 ＣＣＬ２－ＣＣＲ２信号通路对 Ｈ／Ｒ诱导
的神经元损伤具有保护作用。
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ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ（ＴＵＮＥＬ）ｓｔａｉｎｉｎｇＯｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙ
ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）
ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＣＣＬ２－ＣＣＲ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
０８９±００６，０３２±００４，０６９±００５，０６５±００７ａｎｄ０４６±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅ
（４５１１±３０２），（１００５±１０５），（３３６２±３１５），（３０１５±２８７）ａｎｄ（２１０５±２１７）Ｕ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＦＩＴＣ／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（３２１±０６８）％， （２９６５±１５９）％，
（８９９±０８２）％，（９８７±０８５）％ ａｎｄ（１８６５±１０６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｗｅｒｅ
（５６６±０８９）％，（３３６５±２４２）％，（１３２５±１０５）％，（１１６６±１８７）％ ａｎｄ（２４０６±１１６）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ（ＴＮＦ－α）ｍＲＮＡｗｅｒｅ１０２±０１５，
３０５±０３２，１５９±０１６，２９８±０２４ａｎｄ２６６±０２０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６
（ＩＬ－６）ｍＲＮＡｗｅｒｅ１０５±０１２，４５４±０３９，１８７±０１５，１７５±０１４ａｎｄ３０８±０３２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＣＬ２ｍＲＮＡｗｅｒｅ１０１±００７，３９９±０３２，１６４±０１５，３９０±０３３ａｎｄ
２８４±０２３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＣＲ２ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ１０３±０１０，５２１±０５１，
２０３±０２６，２１１±０２０ａｎｄ３８５±０３２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（ｐ）ｐ６５／
ｐ６５ｗｅｒｅ０１２±００２，０７５±００６，０２４±００３，０２２±００１ａｎｄ０５２±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅａｋａｇｅｒａｔｅｓｏｆ
ＬＤＨｗｅｒｅ（１８３２±１１５）％，（５８６４±５１６）％，（２９０２±２１６）％，（２６９８±３０２）％ ａｎｄ（４０２４±３５４）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ（５０１６±５２４），（１６９６５±１０１６），（９１３２±７１２），
（８６２１±５１６）ａｎｄ（１３４１６±１１８７）ｎｍｏｌ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　ＷｏｇｏｎｉｎｅｘｅｒｔｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔａｇａｉｎｓｔＨ／Ｒ－ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｊｕｒｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＣＣＬ２－ＣＣＲ２
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｗｏｇｏｎｉｎ；ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；ｎｅｕｒｏｎａｌｄａｍａｇｅ；Ｃ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ２－Ｃ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ２ｐａｔｈｗａｙ

　　缺血性脑血管疾病是全球致死致残的主要神
经系统疾病，其核心病理为脑缺血损伤，该过程触

发神经元氧化损伤、炎症反应等多个级联反应［１］。

目前，临床以恢复血流为主，但再灌注会再一次加

剧神经元损伤［２］。因此，探索针对性神经保护药物

极具临床价值。神经元损伤是缺血再灌注损伤的

核心环节，其发生发展与多种信号通路的异常激活

密切相关。研究表明，在脑缺血再灌注的急性期，

趋化因子配体 ２（Ｃ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ２，ＣＣＬ２）
及其受体 Ｃ－Ｃ趋化因子受体 ２（Ｃ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＣＣＲ２）在缺血半暗区表达显著增加，其
表达水平与炎症因子释放、氧化应激反应增强及神

经元凋亡加剧密切相关［３］。汉黄芩素是从黄芩中

提取的黄酮类化合物，通过其抗氧化和抗凋亡作

用，减轻创伤性脑损伤诱发的海马损伤［４］。基于

此，本研究通过建立缺氧复氧（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎ
ａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）诱导的神经细胞 ＰＣ１２细胞损伤模型，
探讨汉黄芩素对神经元损伤的保护作用及与

ＣＣＬ２－ＣＣＲ２通路的关系，为缺血性脑血管疾病的
治疗提供新的实验参考。
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材料与方法

１　材料
细胞　ＰＣ１２细胞（ＣＲＬ－１７２１１），购自美国

ＡＴＣＣ细胞库。
药品与试剂　汉黄芩素，规格：每支２０ｍｇ，纯度：

９９９２％，批号：ＨＹ－Ｎ０４００、ＣＣＲ２拮抗剂 ＲＳ１０２８９５，
规格：每支２０ｍｇ，纯度：９９９７％，批号：ＨＹ－１８６１１Ａ、
细胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）检
测试剂盒、膜联蛋白 Ｖ－异硫氰酸荧光素／碘化丙啶
（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏ
ｄｉｄｅ，ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ），凋亡检测试剂盒、末端脱
氧核苷酸转移酶介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记（ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）染色试剂盒，均由美国 ＭＣＥ公司生
产；ＣＣＬ２重组蛋白，规格：每支５０μｇ，纯度：＞９５％，
批号：２０２５２４Ａ，北京 ＳｉｎｏＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司生产；超氧化
物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ∶醌
氧化还原酶１［ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ∶ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，
ＮＱＯ－１］及丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ），均由湖
北武汉菲恩试剂公司生产；兔抗 ＣＣＬ２、ＣＣＲ２、ＳＯＤ、
ＮＱＯ－１及ＭＤＡ，均由美国 ＣＳＴ公司生产；乳酸脱氢
酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒，上海翌圣
公司生产；总核糖核酸（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）提取试
剂盒和反转录试剂盒和实时荧光定量聚合酶链反应

（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）检测试剂盒，均由上海阿拉丁公
司生产。

仪器　ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５多功能酶标仪，云南莱博
科技公司产品；ＢｅｃｋｍａｎＣｙｔｏＦｌｅｘ流式细胞仪，江苏贝
克曼库尔特公司产品；ＢＸ５３显微镜，日本奥林匹斯仪
器公司产品；ＡＢＩＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ１ＰｌｕｓＰＣＲ仪器，美国赛
默飞科技公司产品；ＧｅｎｏＳｅｎｓ２０００凝胶成像仪，上海
勤翔科技公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养、分组与处理方法［５］

ＰＣ１２细胞用高糖杜尔贝科改良伊格尔培养基
（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养基于
３７℃的培养箱中培养，待融合度达７０％ ～８０％时，将
其分为 ５组，对照组细胞常规培养；模型组细胞经
Ｈ／Ｒ处理；实验组细胞在缺氧前 １ｈ加入终浓度为
５０μｍｏｌ·Ｌ－１的汉黄芩素预处理［５］（依据前期相关文

献报道，此浓度对正常 ＰＣ１２细胞无明显毒性），随后

进行Ｈ／Ｒ处理；拮抗剂组细胞在缺氧前１ｈ加入终浓
度为 １０μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＲＳ１０２８９５预处理［６］，随后用

Ｈ／Ｒ处理；激动剂组细胞在缺氧前１ｈ加入终浓度为
５０μｍｏｌ·Ｌ－１的汉黄芩素和２０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＣＣＬ２重
组蛋白预处理［７］，随后用Ｈ／Ｒ处理。Ｈ／Ｒ处理方法：
将细胞更换为无糖无血清ＤＭＥＭ培养基，置于３７℃、
９５％ Ｎ２＋５％ＣＯ２的缺氧培养箱中缺氧培养６ｈ，随后
更换为正常 ＤＭＥＭ培养基，置于正常培养箱中复氧
２４ｈ［８］。所有细胞均处理４８ｈ后进行后续研究。
２２　ＣＣＫ－８法检测各组ＰＣ１２细胞活力［９］

将对数生长期的ＰＣ１２细胞以每孔５×１０３个的密
度接种于９６孔板中，按上述分组进行处理后，添加
ＣＣＫ－８试剂１０μＬ孵育２ｈ。用酶标仪在４５０ｎｍ波
长处测定各孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。
２３　ＬＤＨ试剂盒法检测各组ＰＣ１２细胞毒性［１０］

将ＰＣ１２细胞以每孔２×１０４个的密度接种于２４
孔板中，分组处理后，收集各孔上清液，严格按照ＬＤＨ
检测试剂盒说明书操作，根据标准曲线结合各孔检测

的ＯＤ值计算ＬＤＨ漏出率。
２４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞术法检测
各组ＰＣ１２细胞凋亡率［１１］

将ＰＣ１２细胞以每孔５×１０５个接种于６孔板中，
分组处理后，收集细胞悬液。添加结合缓冲液１００μＬ
重悬细胞，加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和 ＰＩ溶液５μＬ，避
光孵育１５ｍｉｎ，补充结合缓冲液４００μＬ后，用流式细
胞仪检测细胞凋亡率。

２５　ＴＵＮＥＬ染色法检测各组ＰＣ１２细胞ＴＵＮＥＬ阳
性细胞率［１１］

将ＰＣ１２细胞以每孔１×１０４个接种于２４孔板，分
组处理后，用多聚甲醛固定，添加 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透化
处理１０ｍｉｎ；严格按照 ＴＵＮＥＬ染色试剂盒说明书添
加反应液避光处理 ６０ｍｉｎ，随后用 ４′，６－二脒基 －
２－苯基吲哚染核 ５ｍｉｎ。用荧光显微镜观察，并对
ＴＵＮＥＬ阳性细胞数和总细胞数进行计数。
２６　酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ
ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测各组 ＰＣ１２细胞氧化应激指
标［９］

将ＰＣ１２细胞以每孔１×１０６个接种于６孔板中，
分组处理后收集细胞。严格按照 ＳＯＤ、ＮＱＯ－１和
ＭＤＡ检测试剂盒说明书操作，分别在对应波长处测定
ＯＤ值，结合标准曲线计算各指标的含量或活性。
２７　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测各组 ＰＣ１２细胞炎症因子
ｍＲＮＡ表达水平［１２］

将ＰＣ１２细胞以每孔１×１０６个接种于６孔板中，
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１０Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５６）

分组处理后收集细胞。用总 ＲＮＡ提取试剂盒提取各
组细胞总ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，用
通过基因上下游引物进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ反应。以
ＧＡＰＤＨ为内参，用２－ΔΔＣｔ算法进行分析，计算肿瘤坏死
因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）、白细
胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、ＣＣＬ２和ＣＣＲ２ｍＲ
ＮＡ相对表达水平。ＴＮＦ－α上游引物：５′－ＧＣＧＴＧＴ
ＴＣＡＴＣＣＧＴＴＣＴＣＴＡＣＣ－３′，下游引物：５′－ＴＡＣＴ
ＴＣＡＧＣＧＴＣＴＣＧＴＧＴＧＴＴＴＣＴ－３′；ＩＬ－６上游引物：
５′－ＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＴ－３′，下游引物：
５′－ＧＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣ－３′；ＣＣＬ２上游
引物：５′－ＧＴＧＴＣＣＣＡＡＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＡ－３′，下游引
物：５′－ＡＡＴＣＣＴＧＡＡＣＣＣＡＣＴＴＣＴＧＣ－３′；ＣＣＲ２上游
引物：５′－ＧＡＣＣＡＧＧＡＡＡＧＡＡＴＧＴＧＡＡＡＧＴＧ－３′，下
游引物：５′－ＧＣＴＣＴＧＣＣＡＡＴＴＧＡＣＴＴＴＣＣＴＴ－３′；
ＧＡＰＤＨ上游引物：５′－ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ－３′，
下游引物Ｒ：５′－ＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴ－３′。
２８　蛋白质印迹法检测各组细胞 ＣＣＬ２－ＣＣＲ２信
号通路相关蛋白表达［１０］

将ＰＣ１２细胞以每孔１×１０６个接种于６孔板中，
分组处理后收集细胞，用放射免疫沉淀测定裂解缓冲

液裂解、离心获取上清液，取等量样品变性后进行十

二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳后，将蛋
白转移至聚偏二氟乙烯膜上，封闭２ｈ后添加 ＣＣＬ２
（１∶１０００）、ＣＣＲ２（１∶１０００）、磷酸化（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，
ｐ）－ｐ６５（１∶１０００）、ｐ６５（１∶１０００）和 ＧＡＰＤＨ
（１∶５０００）一抗过夜培养。加入辣根过氧化物酶标记
的二抗（１∶５０００）再次孵育２ｈ后显影，用 ＩｍａｇｅＪ软
件分析各蛋白条带的灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，比较用单因素方差分析和ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　汉黄芩素缓解Ｈ／Ｒ诱导的ＰＣ１２细胞活力下降并
减少ＬＤＨ释放

与对照组相比，模型组的 ＰＣ１２细胞活力显著降
低，ＬＤＨ漏出率显著升高（均 Ｐ＜００５）；与模型组相
比，实验组和拮抗剂组的ＰＣ１２细胞活力均显著升高，
ＬＤＨ漏出率均显著降低（均 Ｐ＜００５）；与实验组相
比，激动剂组的ＰＣ１２细胞活力显著降低，ＬＤＨ漏出率
显著升高（均Ｐ＜００５），拮抗剂组的 ＰＣ１２细胞活力

及ＬＤＨ漏出率在统计学上差异均无统计学意义（均
Ｐ＞００５），见表１。

表１　各组ＰＣ１２细胞活力及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）漏出率的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
（ＬＤＨ）ｌｅａｋａｇｅｒａｔｅｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ ＬＤＨｌｅａｋａｇｅｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０８９±００６ １８３２±１１５
Ｍｏｄｅｌ ８ ０３２±００４ ５８６４±５１６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０６９±００５＃ ２９０２±２１６＃

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ８ ０６５±００７＃ ２６９８±３０２＃

Ａｇｏｎｉｓｔ ８ ０４６±００４＆ ４０２４±３５４＆

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｗｏｇｏｎｉｎａｔａｆｉｎａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ１ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ：

ＰｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＲＳ１０２８９５ａｔａｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ

１ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；Ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ：Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｗｏｇｏｎｉｎ（５０ｍｏｌ·Ｌ－１）

ａｎｄＣＣＬ２ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（２０ｎｇ·ｍＬ－１）ｆｏｒ１ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５

２　汉黄芩素抑制Ｈ／Ｒ诱导的ＰＣ１２细胞凋亡
与对照组相比，模型组ＰＣ１２细胞的ＡｎｎｅｘｉｎＶ－

ＦＩＴＣ／ＰＩ双染凋亡率及ＴＵＮＥＬ阳性率均显著升高（均
Ｐ＜００５）；与模型组相比，实验组和拮抗剂组ＰＣ１２细
胞的ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染凋亡率及ＴＵＮＥＬ阳性
率均显著降低（均 Ｐ＜００５）；与实验组比较，激动剂
组ＰＣ１２细胞的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染凋亡率及
ＴＵＮＥＬ阳性率均显著升高（均 Ｐ＜００５），拮抗剂组
ＰＣ１２细胞的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染凋亡率及
ＴＵＮＥＬ阳性率在统计学上差异均无统计学意义（均
Ｐ＞００５），见表２和图１。
３　汉黄芩素缓解Ｈ／Ｒ诱导的ＰＣ１２细胞氧化应激

与对照组相比，模型组ＰＣ１２细胞的 ＳＯＤ和 ＮＱＯ
－１活性均显著降低，ＭＤＡ含量显著升高 （均
Ｐ＜００５）；与模型组相比，实验组、拮抗剂组 ＰＣ１２细
胞的ＳＯＤ和 ＮＱＯ－１活性均显著升高，ＭＤＡ含量显
著降低（均Ｐ＜００５）；与实验组比较，激动剂组 ＰＣ１２
细胞的ＳＯＤ和 ＮＱＯ－１活性均显著降低，ＭＤＡ含量
显著升高（均Ｐ＜００５），拮抗剂组 ＰＣ１２细胞的 ＳＯＤ
和ＮＱＯ－１活性及ＭＤＡ含量在统计学上差异均无统
计学意义（均Ｐ＞００５），见表３。
４　汉黄芩素抑制 Ｈ／Ｒ诱导的 ＰＣ１２细胞炎症因子
ｍＲＮＡ表达水平

与对照组相比，模型组 ＰＣ１２细胞的 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６、ＣＣＬ２和 ＣＣＲ２ｍＲＮＡ相对表达水平均显著升
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图 １　流式细胞术检测各组ＰＣ１２细胞凋亡率
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

表２　各组 ＰＣ１２细胞膜联蛋白 Ｖ－异硫氰酸荧光素／碘化丙
啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ）双染凋亡率及末端脱氧核苷酸转移
酶介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）阳性率的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＡｎｎｅｘｉｎＶ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ）ｄｏｕｂｌｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ
ｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ（ＴＵＮＥＬ）ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

ＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ３２１±０６８ ５６６±０８９
Ｍｏｄｅｌ ８ ２９６５±１５９ ３３６５±２４２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ８９９±０８２＃ １３２５±１０５＃

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ８ ９８７±０８５＃ １１６６±１８７＃

Ａｇｏｎｉｓｔ ８ １８６５±１０６＆ ２４０６±１１６＆

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５

高（均 Ｐ＜００５）；与模型组相比，实验组、拮抗剂组
ＰＣ１２细胞的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＣＣＬ２（仅实验组）和
ＣＣＲ２ｍＲＮＡ 相 对 表 达 水 平 均 显 著 降 低 （均
Ｐ＜００５）；与实验组比较，激动剂组 ＰＣ１２细胞的
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＣＣＬ２和 ＣＣＲ２ｍＲＮＡ相对表达水平
均显著升高（均 Ｐ＜００５），拮抗剂组 ＰＣ１２细胞的
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＣＣＬ２和 ＣＣＲ２ｍＲＮＡ相对表达水平
在统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５），
见表４。
５　汉黄芩素抑制 Ｈ／Ｒ诱导的 ＰＣ１２细胞 ＣＣＬ２－
ＣＣＲ２信号通路的激活

与对照组相比，模型组 ＰＣ１２细胞的 ＣＣＬ２、ＣＣＲ２
和ｐ－ｐ６５／ｐ６５蛋白相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００５）；与模型组相比，实验组、拮抗剂组 ＰＣ１２细
胞的ＣＣＬ２（仅实验组）、ＣＣＲ２和 ｐ－ｐ６５／ｐ６５蛋白相
　　

表３　各组ＰＣ１２细胞超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ∶醌氧化还原酶１（ＮＱＯ－１）活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ∶ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１（ＮＱＯ－１）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
（ＭＤＡ）ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＳＯＤ（Ｕ·ｍＬ－１） ＮＱＯ－１（ｎｇ·ｍＬ－１） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ４５１１±３０２ ３４１６±３０５ ５０１６±５２４
Ｍｏｄｅｌ ８ １００５±１０５ ６２５±０９８ １６９６５±１０１６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ３３６２±３１５＃ ２６１６±２０２＃ ９１３２±７１２＃

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ８ ３０１５±２８７＃ ２５８７±１６４＃ ８６２１±５１６＃

Ａｇｏｎｉｓｔ ８ ２１０５±２１７＆ １８６５±１２０＆ １３４１６±１１８７＆

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５

表４　各组ＰＣ１２细胞的肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －６（ＩＬ－６）、趋化因子配体２（ＣＣＬ２）和 Ｃ－Ｃ趋化因子受体２
（ＣＣＲ２）ｍＲＮＡ相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ（ＴＮＦ－α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６），Ｃ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｌｉｇａｎｄ２（ＣＣＬ２）ａｎｄＣ－Ｃｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＣＣＲ２）ｍＲＮＡｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＴＮＦ－αｍＲＮＡ ＩＬ－６ｍＲＮＡ ＣＣＬ２ｍＲＮＡ ＣＣＲ２ｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １０２±０１５ １０５±０１２ １０１±００７ １０３±０１０
Ｍｏｄｅｌ ８ ３０５±０３２ ４５４±０３９ ３９９±０３２ ５２１±０５１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ １５９±０１６＃ １８７±０１５＃ １６４±０１５＃ ２０３±０２６＃

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ８ ２９８±０２４ １７５±０１４＃ ３９０±０３３ ２１１±０２０＃

Ａｇｏｎｉｓｔ ８ ２６６±０２０＆ ３０８±０３２＆ ２８４±０２３＆ ３８５±０３２＆

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１０Ｍａｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５６）

对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜００５）；与实验组比
较，激动剂组 ＰＣ１２细胞的 ＣＣＬ２、ＣＣＲ２和 ｐ－ｐ６５／
ｐ６５蛋白相对表达水平均显著升高（均 Ｐ＜００５），拮

抗剂组ＰＣ１２细胞的ＣＣＬ２、ＣＣＲ２和ｐ－ｐ６５／ｐ６５蛋白
相对表达水平在统计学上差异均无统计学意义

（均Ｐ＞００５），见表５和图２。

表５　各组ＰＣ１２细胞的ＣＣＬ２、ＣＣＲ２和磷酸化（ｐ）－ｐ６５／ｐ６５蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＣＬ２，ＣＣＲ２ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（ｐ）－ｐ６５／ｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＣＬ２ ＣＣＲ２ ｐ－ｐ６５／ｐ６５

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０２４±００３ ０３２±００４ ０１２±００２
Ｍｏｄｅｌ ８ ０８７±００５ ０８５±００５ ０７５±００６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０３９±００２＃ ０５０±００４＃ ０２４±００３＃

Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ８ ０８０±００４ ０４７±００６＃ ０２２±００１＃

Ａｇｏｎｉｓｔ ８ ０６５±００６＆ ０７１±００６＆ ０５２±００５＆

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５

图 ２　蛋白质印迹法检测各组 ＰＣ１２细胞的 ＣＣＬ２、ＣＣＲ２及
ｐ－ｐ６５／ｐ６５蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＣＬ２，ＣＣＲ２ａｎｄｐ－
ｐ６５／ｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｆｒｏｍｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ

讨　　论

ＰＣ１２细胞是具有神经内分泌细胞特征，增殖能
力强、培养条件相对简单，广泛用于神经生理学和药

理学研究［１３］。此外，已有研究证实，Ｈ／Ｒ诱导的
ＰＣ１２细胞损伤模型能较好模拟脑缺血再灌注过程中
的神经元病理变化，是研究神经元缺血再灌注损伤的

理想体外模型［５，１３］。因此，本研究通过 Ｈ／Ｒ诱导
ＰＣ１２细胞建立损伤模型，为探讨汉黄芩素的神经保
护作用提供了可靠的实验基础。

汉黄芩素是传统中药黄芩的一种活性成分，

ＣＨＥＮＧ等［１４］研究发现，其可以通过激活单磷酸腺苷

激活 蛋 白 激 酶 （ＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ）／沉默信息调节因子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕ
ｌａｔｏｒ２ｈｏｍｏｌｏｇ１，ＳＩＲＴ１）通路并抑制 ＮＯＤ样受体热

蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙ
ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症小体，
缓解脑缺血再灌注后的神经炎症，进而改善神经功能

缺损并发挥脑保护作用；ＦＥＮＧ等［４］则证实，汉黄芩素

通过激活磷脂酰肌醇３－激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／核因
子红系２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）／血红素加氧酶 －１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１，
ＨＯ－１）信号通路调控凋亡蛋白水平，上调Ｂ细胞淋巴
瘤／白血病 －２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ－２，
Ｂｃｌ－２）、抑制Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
Ｘｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）和ｃａｓｐａｓｅ－３，减轻创伤性脑损伤后的
神经元凋亡。本研究显示，Ｈ／Ｒ处理可以显著降低
ＰＣ１２细胞活力，增加 ＬＤＨ漏出、细胞凋亡、氧化应激
（ＳＯＤ、ＮＱＯ－１活性降低，ＭＤＡ升高）及炎症因子
（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ｍＲＮＡ）表达，汉黄芩素预处理可以有
效逆转上述指标变化，提示其通过改善细胞膜完整性、

抑制凋亡、减轻氧化应激与炎症反应发挥神经保护作

用，与ＢＩＡＮ等［１５］报道的汉黄芩素抗氧化作用一致。

ＣＣＬ２－ＣＣＲ２通路是调控炎症反应以及细胞损
伤的关键信号通路，其激活机制主要体现在 ＣＣＬ２配
体与ＣＣＲ２受体结合后通过 Ｇ蛋白偶联受体信号传
导激活下游核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ，
ＮＦ－κＢ）通路，促使 ｐ６５蛋白发生磷酸化，进而促进
炎症因子等靶基因的表达［１６］。已有研究表明，ＣＣＬ２
－ＣＣＲ２通路在脑缺血损伤中扮演关键角色，缺血脑
组织中 ＣＣＬ２和 ＣＣＲ２相对表达水平均显著升高，且
其表达水平与神经功能缺损程度有关［１７］。本研究显

示，Ｈ／Ｒ培养后，ＰＣ１２细胞的 ＣＣＬ２、ＣＣＲ２及 ｐ－
ｐ６５／ｐ６５相对表达水平均显著升高，表明 Ｈ／Ｒ可以激
活ＣＣＬ２－ＣＣＲ２／ＮＦ－κＢ通路；而通过汉黄芩素预处
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理后，上述指标水平均被逆转，提示汉黄芩素可抑制

该通路的激活。为进一步证实 ＣＣＬ２－ＣＣＲ２通路在
汉黄芩素神经保护作用中的介导作用，本研究引入了

ＣＣＲ２拮抗剂 ＲＳ１０２８９５和 ＣＣＬ２重组蛋白进行深入
探究。结果表明，ＣＣＲ２拮抗剂ＲＳ１０２８９５可以产生与
汉黄芩素相似的神经保护作用，进一步证实，阻断

ＣＣＬ２－ＣＣＲ２通路是关键机制。然而，２者在作用环
节上存在差异，ＲＳ１０２８９５通过直接拮抗ＣＣＲ２受体阻
断下游信号，并不影响上游ＣＣＬ２表达；而汉黄芩素则
能够同时抑制 ＣＣＬ２及其受体 ＣＣＲ２表达，提示其可
能作用于更上游的调控节点，这种差异说明，抑制

ＣＣＬ２－ＣＣＲ２通路可以在不同环节实现，也提示汉黄
芩素的作用机制可能更为多靶点。而汉黄芩素与

ＣＣＬ２重组蛋白共同处理则可逆转汉黄芩素的神经保
护作用，进一步证实汉黄芩素是通过抑制 ＣＣＬ２－
ＣＣＲ２通路发挥保护作用的。

本研究提示，汉黄芩素抑制ＣＣＬ２－ＣＣＲ２通路减
轻氧化应激和炎症反应、抑制细胞凋亡，从而在体外

对Ｈ／Ｒ诱导的ＰＣ１２细胞损伤发挥神经保护作用。
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［１１］　ＷＡＮＧＹ，ＹＵＡＮＨ，ＳＨＥＮＤ，ｅｔａｌＡｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｄ

ｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅｉｎｄｕｃｅｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＲＯＳ／ＴＸＮＩＰ／

ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，

２０２４，１７７（２１）：１１６８９４—１１７９０８

［１２］　ＷＡＮＧＤ，ＷＡＮＧＸ，ＷＵＹ，ｅｔａｌｍｉＲ－２９ｃ－３ｐｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＢＲＤ４［Ｊ］Ｊ

ＯｒｔｈｏｐＳｕｒｇＲｅｓ，２０２５，２０（１）：７０３—７２１

［１３］　ＬＡＮＸ，ＷＡＮＧ Ｑ，ＬＩＵ Ｙ，ｅｔａｌＩｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓ

ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

ａｎｄａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＮｒｆ２

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＲｅｄｏｘＢｉｏｌ，２０２４，７７（２１）：１０３４０６—１０３４２０

［１４］　ＣＨＥＮＧＺ，ＴＵＪ，ＷＡＮＧＫ，ｅｔａｌＷｏｇｏｎｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓＮＬＲＰ３

ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ

ｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＡＭＰＫ／ＳＩＲＴ１［Ｊ］ＢｒａｉｎＲｅｓＢｕｌｌ，２０２４，２０７（２２）：

１１０８８６—１１０８９９

［１５］　ＢＩＡＮＢ，ＧＥＣ，ＷＵＦ，ｅｔａｌＷｏｇｏｎｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｂｌｅｏｍｙｃｉｎ－

ｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙｖｉａｔｈｅＭＡＰＫ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＢｉｏｌＰｈａｒｍ Ｂｕｌｌ，２０２４，４７（１２）：

２１６５—２１７２

［１６］　ＹＡＯ Ｙ， ＷＵ Ｑ， ＹＵＡＮ Ｋ， ｅｔａｌ Ｂｉｎｄａｒｉｔａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅ

ＣＣＬ２／ＣＣＲ２／ＮＦ－κＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ＢｒａｉｎＲｅｓＢｕｌｌ，２０２５，２２０

（２１）：１１１１８３—１１１１９６

［１７］　翟春晓，田平，李豪，等甲基莲心碱通过调节 ＣＣＬ２－ＣＣＲ２

信号通路对缺血性脑卒中大鼠血脑屏障的影响［Ｊ］中国免疫

学杂志，２０２４，４０（６）：１１６６—１１７１

（本文编辑：马凌云　收稿日期２０２５－１１－１０）


