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丹酚酸 Ａ对 ＯＧＤ／Ｒ诱导脑微血管内皮细胞凋亡和氧化应激损伤的作
用及机制
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摘要：目的　研究丹酚酸Ａ（ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＡ，ＳＡＬＡ）对氧糖剥夺／复氧（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）诱导
脑微血管内皮细胞（ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｂＥｎｄ３）凋亡和氧化应激损伤的作用及机制。方法　应用 ｂＥｎｄ３
细胞ＯＧＤ／Ｒ损伤模型评价ＳＡＬＡ对ＯＧＤ／Ｒ诱导ｂＥｎｄ３细胞凋亡和氧化应激的作用及机制。膜联蛋白Ｖ异硫氰酸荧光素
探针（ＡｎｎｅｘｉｎＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）以及碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色检测细胞凋亡；２，７二氯荧
光素二乙酸酯（２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨＤＡ）探针检测细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）生成；
ＪＣ１染色法检测细胞线粒体膜电位；以免疫印迹法检测细胞凋亡、氧化应激及蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／糖原合成酶
激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）／核转录因子Ｅ２相关因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）通路相
关蛋白的表达。结果　与正常对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组抗凋亡蛋白表达、线粒体膜电位水平、相关抗氧化蛋白表达、Ａｋｔ／
ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路表达均显著降低（Ｐ＜００５），而细胞凋亡数、凋亡诱导蛋白表达、细胞内ＲＯＳ产生均显著增高（Ｐ＜００５）；而
ＳＡＬＡ处理后可改善ＯＧＤ／Ｒ诱导的细胞凋亡和氧化应激，Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路蛋白表达显著增高。结论　ＳＡＬＡ能够抑制
ＯＧＤ／Ｒ所诱导的脑微血管内皮细胞凋亡与氧化应激损伤，机制与调控Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路相关。
关键词：丹酚酸Ａ；氧糖剥夺／复氧；细胞凋亡；氧化应激
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　　脑卒中是以内皮受损和血栓形成为病理基础的
脑血管疾病［１］。脑卒中又可分为出血性脑卒中和

缺血性脑卒中［２］。脑缺血再灌注（ｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＣＩＲ）损伤是指缺血性脑卒中发生后，血
流供应重新恢复而导致脑组织损伤进一步加重［３］。

ＣＩＲ的病理损伤机制十分复杂，包括钙超载引起的
线粒体功能损伤、细胞凋亡、炎症、氧化应激等［４５］。

脑微血管内皮细胞是维持血管正常生理功能的基

础，其分泌多种活性物质对脑血管进行调节［６］，因

此，基于内皮细胞凋亡和氧化应激研发药物对降低

ＣＩＲ的致死率尤为重要。核转录因子 Ｅ２相关因子
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）为核
心的相关信号通路是调节细胞凋亡和氧化应激损伤

的重要信号通路［７］。研究表明，蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）在细胞存活和凋亡中起重要作用，可
调节细胞内糖原合成酶激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）的磷酸化水平，进而影响Ｎｒｆ２的
水平及其入核后所诱导的一系列下游蛋白的表

达［８］。细胞质中的 ｋｅｌｃｈ样 ｅｃｈ关联蛋白１（ｋｅｌｃｈ
ｌｉｋｅｅｃｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）是 Ｎｒｆ２的锚定
因子［９］。当Ｎｒｆ２与Ｋｅａｐ１分离并进入细胞核后，会
调控许多抗氧化蛋白的转录，如超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、血红素加氧酶 １
（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）等［１０］。

丹酚酸 Ａ（ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄＡ，ＳＡＬＡ）是来自
天然药用植物丹参根部的水溶性酚酸化合

物［１１］。已有研究证实，ＳＡＬＡ对早期动脉粥样硬
化、弥散性血管内凝血和 ＣＩＲ等多种病理损伤具
有药理活性［１２１４］。然而，ＳＡＬＡ对脑微血管内皮
细胞凋亡与氧化应激的保护作用未见报道。为

此，在本研究中通过建立糖氧剥夺／复氧（ｏｘｙｇｅｎ
ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）模型模
拟 ＣＩＲ损伤，探究 ＳＡＬＡ是否可以抑制 ＯＧＤ／Ｒ
诱导的脑微血管细胞凋亡与氧化应激损伤及其

机制。

１　材料与方法
１１　实验材料

ＳＡＬＡ（纯度＞９９％，中国医学科学院协和医院
药物研究所）；膜联蛋白 Ｖ异硫氰酸荧光素细胞凋
亡检测试剂盒（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，货号：Ｃ１０６２Ｌ）、活
性氧检测试剂盒（货号：Ｓ００３３Ｓ）、ＪＣ１染色法线粒
体膜电位检测试剂盒（货号：Ｃ２００３Ｓ）（上海碧云天
生物技术有限公司）；磷酸酶抑制剂（货号：Ｐ１２６０

１）、蛋白酶抑制剂（货号：Ｐ１２６５１）、ＲＩＰＡ裂解液
（货号：Ｃ１０５３）、５×上样缓冲液（货号：Ｂ１００７５）（北
京普利莱基因技术有限公司）；兔源半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶 ３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
３，Ｃａｓｐａｓｅ３）、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
醌脱氢酶 １（ＮＡＤＰＨ ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，
ＮＱＯ１）、ＨＯ１、Ｋｅａｐ１一抗（稀释比均为１∶１０００，货
号：１９６７７１ＡＰ，１１４５１１ＡＰ，１０７０１１ＡＰ，１０５０３２
ＡＰ，英国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；兔源Ｂ淋巴细胞瘤２相
关Ｘ蛋白（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ）、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ、ｐＧＳＫ３β、ＧＳＫ３β、Ｎｒｆ２、ＳＯＤ１、
ＳＯＤ２一抗（稀释比均为１∶１０００，货号：２７７２、４０６０、
４６８５、５５５８、９３１５、１２７２１、３７３８５、１３１４１）、鼠源Ｂ淋巴
细胞瘤 ２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）、β肌动蛋白
（βａｃｔｉｎ）一抗（稀释比均为１∶１０００，货号：１５０７１，
３７００）（美国ＣＳＴ公司）；山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二
抗（稀释比均为１∶５０００，货号：ＣＷ０１０２，ＣＷ０１０３，康
为世纪生物科技股份有限公司）；细胞培养箱（ＭＣＯ
１７５，美国 Ｓａｎｙｏ公司）；低氧培养箱（８０００ＷＪ／ＩＲ／Ｎ２
型，美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；酶标仪（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
Ｍ５，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公司）；荧光显微镜（日本
Ｎｉｋｏｎ公司）。
１２　实验方法
１２１　细胞培养及处理　小鼠脑微血管内皮细胞
（ｂＥｎｄ３细胞）购于中国医学科学院基础医学研
究所细胞资源中心，在含质量分数１０％胎牛血清的
高糖ＤＭＥＭ培养基中于３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱
中培养。细胞处理分组：正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），糖
氧剥夺／复氧组（ＯＧＤ／Ｒ）、ＳＡＬＡ０１μｍｏｌ·Ｌ－１组
（ＳＡＬＡ０１）、ＳＡＬＡ１μｍｏｌ·Ｌ－１组（ＳＡＬＡ１）和
ＳＡＬＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１组（ＳＡＬＡ１０）。将 ｂＥｎｄ３
细胞接种于９６孔板（每孔５×１０５个细胞）或６孔板
中（每孔５×１０５个细胞），细胞贴壁达到７０％融合
后，ＯＧＤ／Ｒ组及给药组细胞更换为无糖 ＤＭＥＭ培
养基并转移到１％ Ｏ２低氧培养箱中培养１２ｈ，然后
再更换为高糖ＤＥＭＥ培养基，给药组加入不同浓度
的ＳＡＬＡ，ＯＧＤ／Ｒ组加入溶剂对照，ＯＧＤ／Ｒ组及给
药组转移至常规培养箱继续培养８ｈ。Ｃｏｎｔｒｏｌ组细
胞始终使用高糖 ＤＭＥＭ培养基并在常规培养箱
培养。

１２２　ＡｎｎｅｘｉｎＶ、ＰＩ染色法检测细胞凋亡　细胞
处理结束后去除培养孔内培养基，按照试剂盒说明

书加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ、碘化丙啶（ＰＩ）染色试剂，微量震
荡器上震荡混匀３０ｓ，室温避光孵育２５ｍｉｎ，荧光显
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微镜观察各组细胞染色情况并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件按
公式１计算相对荧光强度。

相对荧光强度 ＝模型或给药组荧光强度／对照
组荧光强度 公式（１）
１２３　荧光探针法检测细胞活性氧（ＲＯＳ）生成　
细胞处理结束后去除培养孔内培养基，按照试剂盒

说明加入ＲＯＳ检测试剂，荧光显微镜观察染色情况
并拍照，利用ＩｍａｇｅＪ软件计算相对荧光强度。
１２４　ＪＣ１染色法检测线粒体膜电位　细胞处
理结束后去除培养孔内培养基，按照试剂盒说明

加入ＪＣ１染色试剂，３７℃避光孵育２０ｍｉｎ。孵育结
束后用无血清细胞培养液洗涤细胞 ３次，荧光显
微镜观察染色情况并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件计算相对
荧光强度。

１２５　免疫印迹法检测蛋白表达　细胞处理结束
后去除培养孔内培养基，收集细胞，加入预冷 ＲＩＰＡ
裂解液（含蛋白酶抑制剂混合物）裂解 ３０ｍｉｎ，于
４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液蛋白定
量（ＢＣＡ）法定蛋白浓度。通过十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离蛋白样品，室
温条件下以恒定４００ｍＡ电流转移到聚偏二氟乙烯
（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上，５％牛血清蛋
白于４℃过夜封闭，封闭结束后４℃孵育相应一抗
１８ｈ。ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐溶液＋聚山梨酯（ＴＢＳＴ）漂洗
５次后加入相应的二抗溶液在室温下孵育２ｈ，ＴＢＳＴ
缓冲液漂洗５次，加入超敏型 ＥＣＬ检测液显影，使
用ＩｍａｇｅＪ软件，以 βａｃｔｉｎ为内参对待测蛋白条带
进行灰度值处理［１５］。

１３　统计学分析
利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进行绘图以及统计

学分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析进
行组间比较，Ｐ＜００５有统计学意义。

２　结　果
２１　ＳＡＬＡ对 ＯＧＤ／Ｒ诱导 ｂＥｎｄ３细胞凋亡的
影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组凋亡细胞数量显
著增加，而 ＳＡＬＡ１、ＳＡＬＡ１０组显著改善 ＯＧＤ／Ｒ
诱导的细胞凋亡（Ｐ＜００５，图１Ａ）。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３／
Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｂａｘ表达显著增加（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２表达
显著降低（Ｐ＜００５）。与ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＳＡＬＡ０１，
ＳＡＬＡ１，ＳＡＬＡ１０组均可显著降低凋亡相关蛋白
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３水平（Ｐ＜００５，图 １Ｂ），

ＳＡＬＡ１０组显著改善 Ｂａｘ及 Ｂｃｌ２的异常表达
（Ｐ＜００５，图１Ｂ）。
２２　ＳＡＬＡ对 ＯＧＤ／Ｒ诱导 ｂＥｎｄ３细胞 ＲＯＳ产
生及线粒体膜电位的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组细胞内 ＲＯＳ的产
生显著增加（Ｐ＜００５），而 ＳＡＬＡ０１，ＳＡＬＡ１，
ＳＡＬＡ１０组均可显著改善 ＯＧＤ／Ｒ后细胞内 ＲＯＳ
的增高（Ｐ＜００５，图２Ａ）。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组细胞线粒体的膜
电位显著降低（Ｐ＜００５），而 ＳＡＬＡ１和 ＳＡＬＡ１０
组可显著改善 ＯＧＤ／Ｒ后细胞线粒体膜电位降低
（Ｐ＜００５，图２Ｂ）。
２３　ＳＡＬＡ对 ＯＧＤ／Ｒ诱导 ｂＥｎｄ３细胞抗氧化
蛋白表达的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组细胞 ＮＱＯ１、ＳＯＤ１
和ＳＯＤ２的蛋白表达水平均显著减少（Ｐ＜００５），
而ＨＯ１蛋白表达水平显著增加（Ｐ＜００５）。与
ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＳＡＬＡ０１，ＳＡＬＡ１，ＳＡＬＡ１０组
均可显著增加ＮＱＯ１蛋白表达，ＳＡＬＡ１０组显著增
加 ＳＯＤ１和 ＳＯＤ２的蛋白表达水平（Ｐ＜００５），
ＳＡＬＡ１，ＳＡＬＡ１０组显著降低ＨＯ１蛋白表达水平
（Ｐ＜００５）。结果见图３。
２４　 ＳＡＬＡ对 ＯＧＤ／Ｒ诱导 ｂＥｎｄ３细胞 Ａｋｔ／
ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＧＤ／Ｒ组细胞 Ａｋｔ蛋白磷
酸化、ＧＳＫ３β蛋白磷酸化、Ｎｒｆ２蛋白表达水平显著
下降（Ｐ＜００５），而 Ｋｅａｐ１的蛋白表达水平显著上
升（Ｐ＜００５）。与ＯＧＤ／Ｒ组比较，ＳＡＬＡ１０组 Ａｋｔ
蛋白磷酸化、ＧＳＫ３β蛋白磷酸化、Ｎｒｆ２蛋白表达水
平显著增加 （Ｐ＜００５），ＳＡＬＡ０１，ＳＡＬＡ１，
ＳＡＬＡ１０组均可显著降低 Ｋｅａｐ１蛋白表达水平
（Ｐ＜００５）。结果见图４。

３　讨　论
ＣＩＲ诱导的病理损伤机制极为复杂，神经兴奋

性毒性、细胞程序性死亡、神经炎症以及氧化应激等

多种病理损伤机制都与 ＣＩＲ相关［１６］。在大脑缺血

期间，由于缺乏必要的葡萄糖和氧气的供应，脑组织

细胞会因能量耗竭而死亡，死亡的神经细胞会释放

胞内溶质继而引起免疫细胞的吞噬以及大量趋化因

子和炎症因子的释放，最终引起脑部不可逆损

伤［１７］。目前，溶栓疗法主要用于脑缺血的治疗，但

溶栓后血液的再灌注可能引发继发性脑损伤，从而

造成患者认知障碍的进一步加重，甚至导致终身
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Ａ－膜联蛋白Ｖ、碘化丙啶染色检测细胞凋亡（标尺＝１００μｍ）；Ｂ－凋亡相关蛋白表达；与对照组相比，１）Ｐ＜００５；与ＯＧＤ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ＡｎｎｅｘｉｎＶ，ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｃａｌｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）；Ｂ－ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ．

图１　丹酚酸Ａ（ＳＡＬＡ）对氧糖剥夺／复氧（ＯＧＤ／Ｒ）诱导小鼠脑微血管内皮细胞（ｂＥｎｄ３）凋亡的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＡＬＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＯＧＤ／ＲｉｎｂＥｎｄ３ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ａ－荧光探针检测细胞内ＲＯＳ生成（标尺＝１００μｍ）；Ｂ－ＪＣ１法检测细胞线粒体膜电位（标尺＝５０μｍ）；与对照组相比，１）Ｐ＜００５；与ＯＧＤ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５。

Ａ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｆｏｒＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）；Ｂ－ＪＣ１ｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
２）Ｐ＜００５，ｖｓＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ．

图２　ＳＡＬＡ对ＯＧＤ／Ｒ诱导ｂＥｎｄ３细胞活性氧（ＲＯＳ）产生及线粒体膜电位的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＡＬＡｏｎＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙＯＧＤ／ＲｉｎｂＥｎｄ３ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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与对照组相比，１）Ｐ＜００５；与ＯＧＤ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＯＧＤ／Ｒｇｒｏｕｐ．

图３　ＳＡＬＡ对ＯＧＤ／Ｒ诱导ｂＥｎｄ３细胞抗氧化酶的影响．ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
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残疾［１８］。因此寻找开发针对 ＣＩＲ损伤的药物具有
重要意义。本研究应用脑微血管内皮细胞 ＯＧＤ／Ｒ
损伤模型模拟体内ＣＩＲ损伤，探讨ＳＡＬＡ对ＯＧＤ／Ｒ
诱导的ｂＥｎｄ３细胞凋亡及氧化损伤的作用及机
制，为ＳＡＬＡ治疗缺血性脑卒中提供实验依据。

细胞凋亡是细胞程序性死亡的方式之一，同时

也是ＣＩＲ发生后常见的细胞死亡诱导因素。凋亡
信号的产生可能由细胞内或者细胞外途径介导，细

胞内途径起始于线粒体功能损伤，细胞外途径则受

锚定在细胞表面的相关受体影响［１９２０］，上述两种途

径均可激活相应的小分子蛋白如 Ｃａｓｐａｓｅ家族蛋
白，从而引起细胞凋亡［２１］。Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２之间存在
复杂的相互作用关系，在正常状态下，二者可以相互

结合，从而维持细胞的正常状态，而当Ｂａｘ在细胞内
表达增多时则会促进细胞凋亡［２２］。ＡｎｎｅｘｉｎＶ是一
种磷脂结合蛋白，其在细胞内发挥作用需要依赖钙

离子，在细胞发生凋亡的早期，ＡｎｎｅｘｉｎＶ可以选择
性结合外翻到细胞表面的磷脂酰丝氨酸［２３］。本研
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究结果表明，ＳＡＬＡ可显著降低 ＯＧＤ／Ｒ诱导的凋
亡细胞数量，抑制 Ｂａｘ蛋白的表达，促进 Ｂｃｌ２蛋白
的表达。

在氧化应激作用下，许多细胞（如血管内皮细

胞）会产生一系列应激反应，这种应激过程及其引

发的一系列连锁反应与 ＣＩＲ所引发病理损伤的关
联性不容忽视［２４］。氧化应激产生与许多酶联反应

系统相关，常见的酶联反应系统包括黄嘌呤氧化酶

系统、还原型辅酶Ⅱ氧化酶系统、线粒体电子传递链
系统等［２５］。此外，血红蛋白和肌红蛋白可以通过另

一种方式引起氧化应激［２６］。氧化应激产生的 ＲＯＳ
作为高活性、不稳定分子可以通过多种代谢途径，如

细胞呼吸、蛋白质代谢等对细胞造成一系列的损

伤［２７］。线粒体功能障碍是 ＣＩＲ诱导病理损伤的重
要原因，也是氧化应激过程中的关键触发因素之一。

线粒体膜电位的减少是线粒体功能障碍的标志性指

标［２８］。本研究结果表明，ＳＡＬＡ可以显著抑制
ＯＧＤ／Ｒ诱导的 ＲＯＳ产生，抑制线粒体膜电位的下
降，从而通过抑制氧化应激保护脑微血管内皮细胞。

体内对氧化应激引起的一系列损伤有相应的调

节与抵抗系统，这其中就包括抗氧化酶系统，包括

ＳＯＤ、ＮＱＯ１等［２９］。ＳＯＤ可催化超氧阴离子自由基
歧化为过氧化氢和氧气［３０］。同样，ＮＱＯ１作为一种
同源二聚体黄体素酶，可由多环芳烃、氢醌诱导，催

化双电子还原反应使醌类转换为对细胞无害的物

质，并抑制谷胱甘肽的耗竭［３１］。因此，细胞内ＮＱＯ１
和ＳＯＤ的水平可间接显示细胞的抗氧化应激能力。
本研究结果表明，ＳＡＬＡ可以显著增加 ＯＧＤ／Ｒ后
细胞内ＮＱＯ１和 ＳＯＤ１和 ＳＯＤ２的表达，从而抵抗
ＯＧＤ／Ｒ所造成的氧化应激，发挥保护细胞作用。

Ａｋｔ／ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２是细胞中重要且广泛存在的
一种可以抵抗氧化应激的分子通路［３２］。有研究表

明，活化（磷酸化）的 Ａｋｔ可使 ＧＳＫ３β失活（磷酸
化），失活的ＧＳＫ３β可减少酪氨酸激酶的磷酸化，进
而激活Ｎｒｆ２并阻止 Ｎｒｆ２向细胞质输出和降解［３３］。

Ｎｒｆ２被激活后，通过与 Ｋｅａｐ１分离来抵抗其诱导的
泛素蛋白酶体降解，并进行相关核转位［３４］。进入

细胞核后，Ｎｒｆ２可以增加 ＳＯＤ１、ＳＯＤ２和 ＮＱＯ１的
表达，从而发挥抗氧化作用［３５３６］。本研究结果表

明，ＳＡＬＡ可以显著增加Ａｋｔ和ＧＳＫ３β的磷酸化与
Ｎｒｆ２的表达，这提示ＳＡＬＡ可能通过影响此通路来
减轻ＯＧＤ／Ｒ诱导的细胞凋亡与氧化应激。

综上所述，ＳＡＬＡ能够抑制 ＯＧＤ／Ｒ诱导的脑
微血管内皮细胞凋亡和氧化应激损伤，增加抗凋亡

蛋白与抗氧化蛋白的表达，作用机制与调控 Ａｋｔ／
ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路相关。
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