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摘要      研究丙戊酸钠(sodium valproate, VPA)对抗鱼藤酮(Rotenone)诱导的SH-SY5Y细胞损

伤的作用及线粒体机制。以1, 10 µmol/L VPA预处理SH-SY5Y细胞3 h, 再加入400 nmol/L Rotenone
作用24 h。MTT法检测与相差显微镜观察相结合, 分析VPA对抗Rotenone损伤的作用; JC-1染色法

与Mito-Tracker染色法分析线粒体膜电位及线粒体数量的变化; Clark氧电极法检测细胞呼吸功能; 
DCFH-DA探针法检测细胞中ROS的含量; 并在离体线粒体上观察VPA对Ca2+诱导的线粒体肿胀的

影响。结果发现, 1, 10 µmol/L VPA预处理SH-SY5Y细胞3 h可对抗400 nmol/L Rotenone引起的细胞

损伤, 并且可以提高损伤细胞中线粒体的膜电位, 增加线粒体的数量, 此外, 还可以增强损伤细胞的

呼吸功能, 降低细胞中ROS的含量, 但VPA并不能直接作用于离体的线粒体发挥神经保护作用。由

此, VPA具有良好的神经保护作用, 其机制与增强线粒体功能和数量、从而改善细胞功能有关, 这

为其应用于帕金森病的预防与治疗提供了实验依据。
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帕金森病(Parkinson’s disease, PD)是一种与年

龄有关的慢性进行性神经退变疾病[1]。随着受累神

经元的进行性变性死亡, 其症状不断加重, 极大地加

重了家庭和社会的负担。目前, 帕金森病的发病机

制尚未阐明, 因而对该疾病的防治有待进一步研究。

PD的发病机理与氧化应激、线粒体缺陷、兴

奋性氨基酸毒性、Ca2+超载等有关[2-4]。作为细胞“能
量工厂”的线粒体在其中所起的作用逐渐被人们所重

视。越来越多的研究发现, 在PD的发病中, 氧化应激、

线粒体缺陷等因素的变化加剧了毒性作用的恶性循

环, 导致神经元损伤并最终导致了细胞死亡[5-6]。

Rotenone是线粒体复合物I的特异性抑制剂, 能
够在大鼠体内产生类似于PD的症状[7], 并且该模型

能够比其他毒性物质更好地模拟人类PD发生和恶化

的过程[7-10], 因此, 该模型被广泛应用于PD的研究。

目前, 临床上使用的治疗PD的药物并不能彻底

治愈PD, 并有严重的并发症, 因此研制新型抗PD药物

十分迫切。能够提高线粒体功能, 保护线粒体对抗氧

化损伤的一类药物被称为线粒体营养素[11-12]。近年来, 
已经有很大一部分工作都围绕在开发以线粒体为靶

向或者能够调控线粒体功能的药物上来[13]。最近的

研究表明[14-19], 由8个碳原子和脂肪酸支链组成的简

单化合物丙戊酸钠(sodium valproate, VPA)具有神经

保护作用, 如Kidd等[14]研究发现, VPA可以对抗MPP+

诱导的毒性作用, 但其具体机制尚不明确。因此, 本
实验探讨VPA能否通过调节线粒体的功能从而达到

神经保护的作用, 为抗PD药物的研发提供实验依据。

1   材料与方法
1.1  主要仪器及试剂

CO2孵箱为美国HealForce公司产品; MD Spec-
traMax 190酶标仪为美国Molecular Device公司产品 ; 
MD Spectra MaxGemini荧光酶标仪为美国Molecular 
Device公司产品; Nikon eclipse TS100倒置式显微镜为

日本Nikon公司产品; Nikon eclipse TE2000-5荧光显微

镜为日本Nikon公司产品 ; Clark氧电极为英国Hansat-
ech公司产品。MTT购自Amresco公司; JC-1荧光染料

购自Molecular Probes公司; Mito-Tracker荧光染料购

自Invitrogen公司; DCFH-DA探针购自碧云天动物药业
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公司; Rotenone为Sigma公司产品, 终浓度为400 nmol/L;  
VPA为Sigma公司产品, 终浓度为1, 10 µmol/L。
1.2  细胞株的培养及实验动物

SH-SY5Y(人神经母细胞瘤细胞 )细胞由中国科

学院上海生命科学研究院营养科学研究所柯尊记教

授惠赠 ; 用含10%胎牛血清的F12:MEM(1:1)(Gibco公
司)培养液在37 ºC、5% CO2及饱和湿度的培养箱中

培养。小鼠购自江苏大学实验动物中心 , SCXK(苏 ) 
2009-0002。
1.3  MTT法检测细胞活性

96孔板培养对数生长期细胞(3×104/mL), 1, 10 µmol/L 
VPA预处理3 h, 加入400 nmol/L Rotenone处理24 h, 加入

MTT(1 mg/mL), 37 ºC孵育4 h, 加入100 µL DMSO, 37 ºC
孵育1 h, 酶标仪于570 nm处测吸光值。

1.4  JC-1染色法检测线粒体膜电位

37 ºC下JC-1(终浓度为5 μg/mL)溶于完全培养

基中负载细胞30 min, 荧光显微镜下观察。

1.5  Mito-Tracker染色法检测线粒体数量

无血清培养基按1:1 000稀释成工作液(终浓度

为1 µmol/L), 37 ºC下负载细胞15~45 min, 荧光酶标

仪检测荧光强度。

1.6  Clark氧电极法检测细胞呼吸功能

收集6孔板中的细胞于离心管中, Clark氧电极

法检测细胞呼吸功能。

1.7  DCFH-DA探针法检测细胞中ROS的含量

无血清培养液按1:1 000稀释DCFH-DA(终浓度

为10 μmol/L), 加入6孔板中。37 ºC孵育20 min, 荧光

酶标仪检测荧光强度。

1.8  VPA与线粒体的直接作用

依照Apprille法[20]制备离体线粒体。各组肝脏线

粒体肿胀程度由线粒体悬液在波长为540 nm处的吸光

值反映。制备的线粒体按蛋白质含量为1.0 mg/mL重
悬于线粒体缓冲液(125 mmol/L sucrose, 50 mmol/L KCl, 
2 mmol/L KH2PO4, 5 mmol/L succinate acid, 5 µmol/L 

Rotenone, 10 mmol/L Hepes, pH7.4)中, 分为对照组、Ca2+

组、Ca2++1 μmol/L VPA组、Ca2++10 μmol/L VPA组

及Ca2++1 µmol/L CsA组, 对照组加入相同体积的线

粒体缓冲液37 ºC孵育3 min, 检测7 min内吸光度的变

化(每20 s检测一次吸光度)。线粒体肿胀度通过吸光

值的降低测得, ∆D值越大, 表明线粒体肿胀度越高。

1.9  统计方法 
采用SAS统计软件, ANOVA方差分析, 组间比较

采用q检验, 数据以平均数±标准差(-x±s)表示, P<0.05

为具有显著性差异。各实验至少重复三次。

2   结果
2.1  VPA对Rotenone诱导的细胞活性的影响

结果如图1所示, 在形态学上, 与对照组相比Ro-

A: 丙戊酸钠对抗鱼藤酮诱导的细胞形态改变(200×)。a: 对照组; b: 400 nmol/L鱼藤酮; c: 1 µmol/L丙戊酸钠; d: 10 µmol/L丙戊酸钠; B: MTT法
检测细胞活性(–x±s, n=5, *P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与400 nmol/L鱼藤酮组比较)。
A: VPA against the morphological changes induced by Rotenone in SH-SY5Y cells (200×). a: control; b: 400 nmol/L Rotenone; c: 1 µmol/L VPA; d: 10 µmol/L 
VPA; B: cell viability was determined by MTT assay (–x±s, n=5, *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs 400 nmol/L Rotenone group).

图1　VPA对Rotenone诱导的细胞活性的影响

Fig.1　Effect of VPA on the cell viability induced by Rotenone
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tenone损伤组细胞形态发生改变, 胞体皱缩变圆, 突起

消失且细胞数量减少。与损伤组相比 , VPA预处理组

细胞形态有所恢复, 细胞数量增加(图1A)。MTT检测

结果显示, 与对照组相比, 400 nmol/L Rotenone处理组

细胞活性显著降低 (P<0.05), 与损伤组相比 , 1 μmol/L 

VPA预处理组中细胞活性显著增高(P<0.05)(图1B)。
2.2  VPA对Rotenone诱导的线粒体膜电位的影响 

荧光显微镜下观察JC-1染色结果如图2所示, 与

A: 对照组; B: 400 nmol/L Rotenone组; C: 400 nmol/L Rotenone+1 µmol/L VPA组; D: 400 nmol/L Rotenone+10 µmol/L VPA组。

A: control group; B: 400 nmol/L Rotenone group; C: 400 nmol/L Rotenone+1 µmol/L VPA group; D: 400 nmol/L Rotenone+10 µmol/L VPA group.
图2　VPA对Rotenone诱导的线粒体膜电位的影响(200×)

Fig.2　Effect of VPA on the dissipation of mitochondrial membrane potential induced by Rotenone(200×)

对照组相比, Rotenone损伤组红光减弱、绿光增强, 
表示线粒体膜电位降低, 细胞出现损伤。而与损伤

组相比, VPA预处理组中, 红光逐渐增强、绿光逐渐

减弱, 表明线粒体膜电位有所回升, 特别是10 µmol/L 
VPA处理组, 红光明显增强。

2.3  VPA对细胞中线粒体数目的影响

荧光酶标仪检测Mito-Tracker染色结果显示, 与
对照组相比, Rotenone损伤组细胞中线粒体数量有

增高的趋势, 但没有显著性差异, 而1, 10 µmol/L VPA
预处理组中线粒体数量显著增加(P<0.05)(图3)。

*P<0.05, 与对照组比较。

*P<0.05 vs control group.
图3　VPA对SH-SY5Y细胞中线粒体数目的影响

Fig.3　Effect of VPA on the mass of mitochondria in SH-SY5Y cells

2.4  VPA对抗Rotenone诱导的细胞呼吸功能降低

Clack氧电极法检测细胞呼吸功能的结果表明, 
与对照组相比, 400 nmol/L Rotenone损伤组细胞呼吸

功能显著降低(P<0.05), 而与损伤组相比, 10 µmol/L 
VPA预处理组中细胞呼吸功能明显增强(P<0.05)(图4)。

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与400 nmol/L Rotenone组比较。

*P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs 400 nmol/L Rotenone group.
图4　VPA对Rotenone诱导的细胞呼吸功能的影响

Fig.4　Effect of VPA on the cell respiratory function in-
duced by Rotenone

2.5  VPA对Rotenone诱导的ROS含量的影响

采用DCFH-DA探针染色, 荧光酶标仪检测荧光

强度。Rosup为阳性对照。从图5中可以看出与对照
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*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与400 nmol/L Rotenone组比较。

*P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs 400 nmol/L Rotenone group.
图5　VPA对Rotenone诱导的ROS含量的影响

Fig.5　Effect of VPA on the ROS generation in SH-SY5Y 
cells induced by Rotenone

组相比, Rosup组中ROS的含量显著增高。与对照组

相比, Rotenone损伤组ROS含量显著增加(P<0.05), 
而10 µmol/L VPA预处理后可显著降低细胞中ROS
的含量(P<0.05)。
2.6  VPA对Ca2+诱导的线粒体肿胀的影响

结果如图6所 示,  正常线粒体中加入终浓度50 μmol/L 

图6　VPA对Ca2+诱导的线粒体肿胀的影响

Fig.6　The effect of different concentrations of VPA against 
mitochondrial swelling induced by Ca2+

3   讨论
作为细胞“能量工厂”的线粒体在细胞生存和死

亡中发挥着重要作用。在PD病人的黑质区, 线粒体

复合物I的活性降低30%~40%[21-27], 其他的脑区却没

有明显的影响。目前, 线粒体缺陷已经被认为在PD
发病过程中具有显著作用[28]。因此, 本实验从药物对

线粒体功能的调节入手，研究新型的神经保护药物。

临床上应用VPA治疗双相精神障碍(bipolar disor-
der, BD)已有三十多年历史。本研究发现, 400 nmol/L 
Rotenone可以引起细胞形态发生改变, 降低细胞活

性, 表现出细胞损伤作用; 而VPA预处理3 h可以对

抗400 nmol/L Rotenone诱导的细胞形态及功能损伤。

已有文献表明VPA可以通过MAPK-ERK通路调节褪

黑素受体的功能及神经营养因子的表达, 增加中枢

GABA活性及细胞有丝分裂能力, 达到神经保护作

用[29]。本实验结果与以往报道一致。

最近研究表明, VPA可通过调控多条细胞凋亡通

路、影响核组蛋白乙酰化水平等达到神经保护的作

用[14]。线粒体膜电位的下降被认为是凋亡过程的第

一步[30]。本研究发现400 nmol/L Rotenone能够破坏

线粒体膜电位, 这与以前的研究是一致的[31], 而VPA
能够对抗Rotenone诱导的线粒体膜电位降低, 从而

保护线粒体、保护细胞。由于线粒体是真核细胞

中最主要的进行氧化呼吸的细胞器, 它的损伤会影

响细胞呼吸功能[32], 通过检测细胞的呼吸功能发现

400 nmol/L Rotenone可以引起细胞呼吸功能显著降

低。而VPA预处理后, 能够对抗Rotenone诱导的细

胞呼吸功能的下降。Bachmann等[33]也发现, 长期使

用VPA可通过影响Bcl-2通路增强细胞呼吸功能, 改
善膜氧化过程。

当线粒体受到药物毒性作用时, 线粒体功能出

现缺陷, 线粒体数目增多可能是为了补偿这种缺陷

而产生的反馈机制[34-35]。400 nmol/L Rotenone没有

引起线粒体数量的明显降低, 反而有增加的趋势, 可
能是细胞应激作用的结果。而VPA预处理3 h后, 与
对照组相比, 同样增加了线粒体数目, 这说明VPA预

处理后能够增加线粒体的数目。但是, Rotenone处
理组线粒体膜电位低, 耗氧量低, 说明线粒体功能低

下, 而VPA预处理组对抗了Rotenone诱导的线粒体

功能缺陷, 保护了细胞。

此外, 由于线粒体既是细胞内产生ROS的场所, 
又对ROS有特殊的敏感性, 为此, 本实验还检测了

Ca2+后, 线粒体悬液在540 nm处吸光值显著下降,  表
明Ca2+引起了线粒体明显肿胀。CsA在一定程度上抑

制50 μmol/L Ca2+诱导的线粒体肿胀, 而1, 10 µmol/L 
VPA不能对抗Ca2+诱导的线粒体肿胀。
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ROS的含量, 发现400 nmol/L Rotenone可以使细胞中

ROS的含量增高。Mizutani等[36]的研究发现, PD模型

中Rotenone通过对线粒体电子传递链中NADH脱氢

还原酶(即complex I)的抑制阻断了从NADH到辅酶

Q的电子传递, 继而产生大量的超氧阴离子。而VPA
的神经保护作用还可能与清除细胞内ROS有关, 它
能够对抗Rotenone诱导的细胞内ROS水平的增高。

因此, VPA对抗Rotenone诱导的神经毒性的原因可

能与稳定线粒体功能和抗氧化有关。

Ca2+诱导线粒体肿胀的实验表明, VPA并不能

够与离体线粒体直接作用。这说明, VPA可能通过

其他机制间接调控线粒体的功能, 从而达到神经保

护的作用。如有研究发现VPA可通过改善细胞中组

蛋白乙酰化水平[14], 增强细胞活力, 大大延长细胞寿

命[15], 对抗兴奋性毒素诱导的损伤[16]。也有研究发

现, VPA可通过其他调节因子如核受体过氧化酶体–
增殖子激活受体γ共激活因子-1α(PGC-1α)介导的细

胞核与线粒体的cross-talk机制影响线粒体的功能, 
从而保护细胞[17]。VPA还可以从对抗细胞凋亡[33]方

面达到保护神经元的目的。

本实验初步探索了VPA的神经保护作用, 发现

其保护作用的机制可能与抗氧化和稳定线粒体功能

有关, 但是VPA并不能通过直接作用于线粒体达到

稳定线粒体功能的作用, 详细机制有待进一步的研

究。
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Neuroprotection of Sodium Valproate against Rotenone induced 
Mitochondrial Dysfunction in SH-SY5Y Cells
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Abstract        To approach the effect and mitochondrial mechanism of sodium valproate (VPA) in SH-SY5Y 
cells, after pretreatment with different concentrations of VPA for 3 h, SH-SY5Y cells were treated with Rotenone for 
24 h, which is an inhibitor of mitochondrial complex I, to induce mitochondrial dysfunction. Cell viability was analy-
sed by MTT assay; mitochondrial membrane potential was detected by JC-1 staining and the mass of mitochondria 
was detected by Mito-Tracker staining; cell respiratory function was evaluated by Clark oxygen electrode; the quantity 
of ROS was evaluated by DCFH-DA staining; mitochondrial swelling induced by Ca2+ was also detected. We found 
that pretreatment of VPA for 3 h in SH-SY5Y cells could protect cells against the injury induced by 400 nmol/L Rote-
none, increase mitochondrial membrane potential and elevate the mass of mitochondria, enhance the cell respiratory 
function and decrease the quantity of ROS. But VPA could not interact with mitochondria directly. Generally speak-
ing, VPA has neuroprotective effect relating to enhance the function and the mass of mitochondria, against ROS 
generation, and recovery the function of cells subsequently.
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