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鱼藤田同诱导线粒体轻度损伤细胞氧化应激时

硫氧还蛋白转录水平降低
丁红群 1 ， 2 丁镇 l 熊御云 2 高静 2*

('南京大学生命科学学院，南京 210093; 2 江苏大学药学院，镇江 212013)

摘要 观察鱼藤嗣诱导的线粒体轻度损伤细胞氧化应激时硫氧还蛋白转录水平的变化，探

讨细胞氧化损伤的可能机制。通过荧光素友光法检测 ATP 生成、细胞内活性氧(ROS)水平的变化，

流式细胞术检测线粒体膜电位，了解低剂量鱼藤田同对线粒体功能的影响;继而用 H202诱导细胞氧化

损伤 ， MTT 法检测细胞活性，观察正常及线粒体缺陷细胞氧化应激时，月色内硫氧还蛋白 (Trx) mRNA 

水平的变化。结果表明鱼藤嗣以剂量依赖方式抑制线粒体 ATP 的产生、降低线粒体膜电位，而

细胞内 ROS 水平增高;当线粒体损伤细胞氧化应激时胞内 Trx mRNA 水平降低，提示鱼藤田同诱导

线粒体轻度损伤细胞抗氧化能力降低与 Trx 转录受到抑制有关。
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帕金森病(PD)是最常见的神经系统返行性疾病

之-。由于 PD 的致病机制复杂，阐明其发病机制，

延缓神经元的进行性死亡一直是研究者关注的课

题。有关 PD 的流行病学调查发现，接触某些农药如

龟藤酣(rotenone)是 PD 发生的高危因素，而包藤酣是

细胞内线粒休呼吸链复合物 I 的特异性抑制剂[1.2]。

线粒体不仅是细胞的能量"供应站"，也是胞内产生

活性氧(ROS)和启动凋亡的主要细胞器。目前的研

究表明，胞内线粒体缺陷和脑内氧化应激的加重均为

导致神经元损伤的重要原因且线粒体缺陷细胞氧化

应激易感性增 I茵 [3-5] 。但线粒体轻度损伤时，细胞内

线粒体功能的变化及线粒体轻度损伤细胞抗氧化能

力变化的可能机制尚未阐明。

细胞内的氧化还国调节酶系统包括谷肮甘肤

(GSH)系统、超氧化物歧化酶(SOD)系统、过氧化氢

酶系统和硫氧还蛋白(Trx)系统等，其中 GSH 系统和

Trx系统作为细胞内最主要的氧还调节系统，在神经系

统抗氧化过程中发拌着重要的调节作用。 Trx 系统由

Trx、硫氧还蛋白还鼠酶(thioredoxin reductase , TR) 

和 NADPH 共同构成。还原型的 Trx 可以催化许多

有二硫键暴露的蛋白质的届国，维持其活性，还可直

接与 ROS 反应，减少氧自由基的损害。对 PD 的研

究结果表明， Trx 口j 以对抗 1- 甲基 -4- 苯基 -1 ， 2 ， 3 ， 6-

四氢Qtt昵(MPTP)引起的神经元损伤[6J。本实验主先

前的研究表明， Trx 1生叠氮铀诱导的原代培养神经元

氧化损伤中显著 F调口，4]，而龟藤酣诱导线粒体损伤细胞

氧化应激时， Trx 减少[5]。但线粒体损伤的程度及 Trx

转录水平的变化尚不清楚。

本实验通过低剂量负藤酣诱导SH-SY5Y细胞线

粒体轻度损伤，模拟 PD 早期神经兀轻度损伤。通过

检测胞内 ATP 生成、线粒体膜电位及 ROS 水平的

变化，了解低剂量甸藤酣对线粒体功能的影响，比较正

常和线粒体轻度损伤细胞氧化应激时 Trx 在两类细

胞中的转录水平的差异，分析 Trx 变化与线粒体损伤

细胞抗氧化能力降低的相关性，以期从调控 Trx 的角

度为 PD 的防治提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1. 1 细胞株 SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞由

首都医科大学宣武医院盛树力教授崽赠。

1.1.2 药品与试剂 MTT 为 Sigma 公司产品;改进

的Eagle培养基(modified Eagle medium, MEM)为Gibco

BRL产品;~ATP检测试齐iJ盒、 AMV、Rnasin、

dNTP 、 Oligo(dT)15 、 Taq 酶、 Hepes 购自 Promega

公司; Tripure 为 Roche 产品;胎牛血清为杭州四季青

产品; 30% 过氧化氢(H202) (分析纯)，南京化学试剂

收稿口期: 2007 -04- iO 接受日期 2007-05-11
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厂; ~舌'性氧检测试剂盒购于北京普利菜基囚技术公司;

鱼藤田同、 3 ， 3 ， -dihexyloxacarbocyanine iodite [DiOC6 

(3)] 、膜蛋白酶均为 Sigma 公司产品;其余化学试剂

均为市售分析纯。

1.1.3 实验仪器 ThermoC02培养箱;MDS严C缸圳缸

M5 多功能酶标仪; Bio-Rad 550 酶标仪; MJ Research 

PTC-I00 PCR 仪; 01ympus CKx41 显微镜; Kendro 

Biofuge Primo R ('令 i 东 1穹 J已、相l; Sanyo Labo Autoclave 

MLS-3020全白动高压灭菌锅; Shimadzu AY120 电子

分析天平; BD FACS Calibur流式细胞仪; Nikon eclipse 

TE2000-5 荧光显微镜;北京创美凝胶成像系统等。

1.2 方法

1.2.1 人 SH-SY5Y 的培养 将 SH-SY5Y细胞接种

子 6 孔(每孔 2 ml)或 96 孔(每孔 100 ml)培养板，接种

密度为 3xl04 个 Imlo MEM 培养基(10% 胎牛血清)，

置 37 oc 、含 5%C02 的培养箱中培养。

l. 2.2 鱼藤田同诱导线粒体轻度损伤 SH-SY5Y 细胞

96 孔板或 6 孔板培养 24h 后，加入旬l藤田同，终浓度

3 nmol/L。恪剂对照组加入等体积的 DMS01容液(终

浓度为 0.2 %，对细胞无明显损伤) 0 48 h 后， MTT 

法检测细胞在活率。

1.2.3 H202 诱导的细胞氧化应激损伤 正常组细

胞培养 72 h，线粒体缺陷细胞培养 24 h，再以旬藤酣

诱导 48 h 后，换无血洁的 MEM，加入 H202 (终浓度分

别为 0 、 50 、 100 、 200 、 400 、 800μmol/L)，对

照组加入等体积的 D-Hank'si容液，作用 1 h，换 Hank's

液， MTT1去检测细胞活性，显微镜观察细胞形态。

1.2.4 MTT 法检测细胞活性 96 孔培养板每孔加

25μlMTT(终浓度为 1 mg/ml), 37 oc温育4h后， H且去

培养液，每孔加 100μ1 DMSO , 2 h 后，用酶联免疫检

测仪于 570 nm 处测光l吸收值。结果用相对存活率

表示，计算公式如下:相对存活率(%)=(吸光值轮刷1/

吸光值对月1到l)xl00 % 

1.2.5 荧光素发光法检测细胞内 ATP 水平 细胞

内 ATP在荧光素酶及Mg2+ 催化下可发生反应:ATP+

荧光素 +02 →氧化荧光素 +AMP+PPi+ 光。古生可通

过测定所发出的荧光检测 ATP水平。 6孔板培养 SH­

SY5Y 细胞 24 h 后加入龟藤酬，使终浓度分别为 3 、

5 、 10 nmol/L ， 诱导 48 ho 吸去培养板中的培养基，

4 0C PBS 洗→次， 0.25%膜蛋白酶消化成细胞悬液细

胞计数，取含相同数量细胞的忌液， 500 gl霄，心 5 mino 

弃上洁液，加入 2.5% 二氧乙酸(TCA)提取 ATP。阅

入 pH 7.77 的 400μ1 Tris-HCl 中和。 4 0C 12000 g 离

1íjF究论文·

心 5 min, r吸取 20μl 上清液，加入 100μl 含荧光素的

检测液， 2s 后用 SpectraMax M5 多功能酶标仪于测

发光强度，根据标准曲线计算 ATP fß: 。

1.2.6 流式细胞术测定线粒体膜电位 DiOC6(3) 

是一种亲脂性的阳高于荧光染料，能够与活细胞线粒

体内外腹结合，其荧光强度与线粒体跨膜电位正相

关。将111.藤同目损伤的细胞，用 0.25% 快蛋产1 酶消化

成细胞悬液， 37 oC F DiOC6 (3)(终浓度为 40 nmollL) 

负载 30 min, 500 g 离心 4 min , PBS 1jt两次。激发波

长 488 nm，发射波长 530 nm 进行检测。每组样本

常规吸取 10000 个细胞，分析低荧Yt强度的细胞数

占总细胞数的百分比，分析线粒体膜电位的变化。

1.2.7 DCFH-DA 扫讨十法检?测兰田月色内 ROS 7.长平

DCFH-DA 本身没有荧光，迸入细胞后，被细胞内陆

酶水解转化生成不能透过细胞膜的 DCFHo 在 ff

ROS 存在的条件下， DCFH被氧化生成绿色荧光物质

DCF。实验时， SH-SY5Y 细胞拮养于 96 孔版上， 24

h 后，不同浓度的角藤田同1y1伤 48 h, }Jrl入无血清培养

基稀释的DCFH-DA溶液(终浓度为 10μmol几)， 37 0C

下负载 30 min, PBS ~先例次。荧光 !ld微镜进行观察，

并用荧光酶标仪在激发光波长 488 nm，发射光波长

525 nm 定量分析荧光强度。

1.2.8 RT-PCR 检测 Trx 转录水平 提取细胞内的

总 RNA，在 AMV 逆转求酶的作用 F反转录合成

cDNA。再以合成的 cDNA 为模板，利用特定的问的

基因的引物，在含有 DNA 聚合曲、 dNTP 和读高于

的缓冲液中，通过变性、返火、延伸等步骤的多次

循环，得到足够数量的目的基因的 DNA 片段。扩增

产物行琼脂糖凝胶电泳，其在凝』交中的迁移率与其自

身的分子大小成负相关据此iJJ将不同大小的 DNA

片段区分开来。通过澳化乙促(EB)与 DNA 分子的嵌

合，可在紫外灯下观察不同{~r茸的条带。

具体操作如 f:

总 RNA提取:取6孔板".培养的细胞，吸去培养

基，用 D-Hank's ~夜冲洗后，每孔b口 1 ml Tripure，提取

总 RNA，加适量的无 RNA 酶水溶解。 1% 琼脂糖J疑

胶电泳观察 18 S 和 28 S 带在紫外分光光度计上测

A260 和 A280 值， A260IA280 了解 RNA 纯度，样品浓度(μgl

ml) 二 A川X 稀释倍数 x40 。

逆转录:取2μg细胞总 RNA ， 0.5μg oligo( dT) 15' 

4μ1 AMV 5x 缓冲液， 20 U Rnasin，共 15μ10 70 oC变

性 5 min，在冰上加 4μ1 4xdNTP (2.5 mmollL), 1.5μl 

lO UIμlAMVRT，共20μ1 042 oC 60 min, 95 oC 5 min, 

与 Ut界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baoloLcom 
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丁红群等:鱼藤酣诱导线粒体轻度损伤细胞氧化应激时硫氧还蛋白转录水平降低
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图 2 鱼藤田诱导的胞内 ATP 的变化

主士s ， n=3; 与正常对照组比， *P<0.05 。
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图 3 鱼藤田间诱导的线粒体膜电位(MM凹的变化
横坐标表示 DiOC6(3)的荧光强度，纵坐标表示某一荧光强度值所对
应的细胞数，图左上角表示 MMP 降低细胞的百分数。
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2.1 低剂量鱼藤田同不影晌 SH-SY5Y 细胞活性

图 lA可以看出 1-5 nmol/L鱼藤酣处理SH-SY5Y

细胞后，仅 5 nmol/L 对细胞存活率有轻度抑制。 3

nmol/L鱼藤酣作用48h对细胞存活率无显著影响，也

不引起细胞形态的显著变化(图 lB)。因此将 3 nmol/L 

选作鱼藤酣的闹下剂量，研究其对线粒体功能的影

响。
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鱼藤E同降低细胞内 ATP 水平

由图 2 可以看出，鱼藤酣处理后细胞内 ATP 与

对照组相比均降低，且随着剂量增加降低的幅度增

大。其中， 5 、 10 nmol/L 组与对照组相比分别降低

50.77% 和 69.24%，差异显著。

2.3 鱼藤田同诱导线粒体膜电位的下降
如图 3 所示，鱼藤酣处理后，线粒体膜电位较低

的细胞的百分比随剂量增大而增加。说明鱼藤酣能

够剂量依赖性地降低线粒体膜电位。

2.2 
鱼藤酣(nmo1/L)

4 0C放置，一20 0C保存。

PCR: 以 β肌动蛋白为内参，其上游引物为: 5'­

GCC TCA GGT AGT GCT G-3'，下游引物为: 5'-GTC 

GGA AGG TGG ACA GCG A-3'; Trx 的上游引物为:

5'-CTGCπTTC AGG AAG CCT TG-3'，下游引物为: 5'­

TGTT'∞CATGCATπGACπ-3'。反应体系 2.5μl

lOx 缓冲液， 5μ1 25 mmol/L MgCI2, 4μ12.5 mmol/L 

4xdNTP, 20 pmol 引物 1 ， 20 pmol 引物 2， 4μlcDNA

模板， 2.5 u Taq 酶，加无RNA酶水至25μ1，加 10μI石

蜡油。反应程序 95 oC , 30 s 变性。然后 94 oC , 20 

s; 57 0C , 30 s; 72 oC , 50 s; 29 次循环(在线性期内)。

最后 72 oC延伸 7 mino 4 oC 保存。 PCR 产物进行

1.5% 琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统拍照、分析。

1.2.9 统计 实验数据用 SASS 软件进行单因素

方差分析(ANOVA)，组间比较作 q 检验。显著性标

准为 α=0.05 或 0.01 。所有实验重复 3 次。

5 4 3 2 对照1
。

B 

3 nmo1/L鱼藤嗣

图 1 低剂量鱼藤酣对 SH-SY5Y 细胞的影响

A: MTT 法检测细胞存活率(X:l:S ， n=3; 与对照组比， *P<0.05); B: 3 

nmol/L 鱼藤酣对细胞形态无明显影响(200叫。

对照

www.baolor.com Tel: 021-64040161 适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真
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图 4 不同浓度鱼藤嗣对细胞内 ROS 的影响
荧光酣示仪定量检测胞内 ROS 的量。 x 土矶时，与对照组比，叩<0.010

200bp 

500bp 
E 圈圈圈圈匾 Tr且

13-肌动f蛋白

M盯ker)l，J照1们在~50 100200400 H,o, (μmol/L) 
图 5 不同浓度的 HzOz 对 SH.SY5Y 细胞 TrxmRNA 的影响
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Trx 
β肌动蛋白

Marker对照 0 50 100 200 40o H，o， (μmollL) 

3 nmollL鱼滕刷

图 6 不同浓度 HzOz 对线粒体轻度损伤 SH.SY5Y细胞 Trx

mRNA 水平的影晌

2.4 鱼藤嗣诱导细胞内 ROS 水平升高

荧光酶标仪定量检测表明， DCF的荧光强度随鱼

藤酣剂量增加而增强， 3 nmol/L鱼藤酣处理即能显著

增加细胞内 ROS 的量(图的。

2.5 Trx mRNA 在 H202 诱导的氧化损伤中的变化
2.5.1 正常细胞内 Trx 在 H202 诱导的氧化应激中的

变化 RT-PCR结果显示，正常SH-SY5Y细胞在给

予50--400μmol/L H202刺激 1 h后，细胞内 Trx mRNA

水平(图 5)没有明显改变。

2.5.2 线粒体轻度损伤细胞内 Trx 在 H202 诱导的氧

化损伤中的变化 3 nmol/L鱼藤酣对 SH-SY5Y 细

胞内 Trx 水平无明显影响但预处理后的细胞再用不

同剂量的 H202 (50--400μmol/L)刺激 1 h, Trx mRNA 

水平随着 H202 剂量增大而降低(图 6) 。

3 讨论
虽然鱼藤酣诱导神经细胞损伤己是公认的 PD

病理模型之一。 PD 发病中出现的 25%左右的轻度

complex 1 抑制[问]。有文献报道， 1-5 nmol/L 鱼藤

酣可抑制 30% 左右 complex 1 的活性[10) 。本文采

用低剂量鱼藤酣处理 SH-SY5Y 细胞 48 h，研究其线

粒体功能的变化，发现细胞存活率、形态均无明显

变化。

作为维持生命活动的最重要的细胞器之→，线粒

体是细胞内的能量工厂，同时也是 ROS 产生的源泉。

理论上， complex 1 抑制会造成呼吸链电子传递受阻，

ATP 合成障碍，膜电位F降， ROS 大量产生，并介导

后续的 Ca2+ 失衡，线粒体细胞色素 c 释放， caspase 激

活等，最终导致细胞死亡。但有一个量变的过程，线

粒体损伤也有一个积累的过程，达到一定阔值，即可

导致细胞损伤、死亡。本实验通过检测细胞内

ATP 、 ROS 的水平以及线粒体膜电位的变化发现，

在 3 nmol/L鱼藤酣诱导的 complex 1轻度抑制的细胞

中，胞内 ATP和线粒体膜电位均有降低的趋势，但只

有胞内 ROS 增加显著。这样轻微的线粒体损伤可以

导致细胞氧化应激易感性显著升高[5) 。或许因

mtDNA 没有组蛋白保护、缺乏完善的 DNA 损伤修

复系统，过度氧化可导致其 mtDNA 突变不断增加、

累积，最终损伤细胞。这种变化趋势与临床观察到

的 PD 病人老年起病，进行性发展的特点相吻合。

氧化损伤是ROS产生及细胞内抗氧化系统失衡

的结果。以往的实验发现，在相同剂量(200μmol/L)

的H202刺激下，正常组细胞仍然保持细胞的正常活性

及形态，而线粒体损伤细胞则不能。分析胞内抗氧

化系统发现， Trx 明显降低[匀。曾有人推测，在线粒

体损伤时，参与细胞内调节氧化还原的酶系统可能不

同。用 GSH 的耗竭剂抑制 GSH 系统的功能后，胞内

的 Trx 系统发挥主要的抗氧化作用 [11) 。因此，在

complex 1 轻度抑制时， Trx 可能在氧化应激中发挥主

要作用。而 Trx 转录受到抑制是 Trx 降低的原因之

一， Trx 的耗竭最终将导致细胞氧化还原紊乱、死

亡。当然，仅还原型 Trx 可以催化二硫键暴露的蛋

白质的还原，维持其活性，或直接与 ROS 反应，减少

对细胞的损害。因此，研究胞内 Trx 的变化必须同

时重视 Trx 活性的分析。

有研究表明，应用体外重组的 Trx可以保护神经

元对抗损伤口2)。我们的实验也证实，药物保护细胞

对抗氧化应激与上调 Trx 表达有关[13) ， Trx 还可以对

抗 MPTP 引起的神经元损伤[6]。因此，胞内 Trx 水平

可以作为筛选神经保护药物的指标之一。综上所述，

本文在线粒体轻度缺陷氧化损伤细胞模型上，进一步

观察了氧化应激与 Trx 转录水平的变化的相关性，探

讨 Trx 在线粒体轻度缺陷细胞氧化应激损伤中的作

用，对于阐明 PD 早期神经元损伤机制，寻找抗 PD 药

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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Transcription of Thioredoxin was Inhibited in Rotenone-induced 

Mitochondrial Dysfunctional Cells Exposed to H 20 2 

Hong-Qun Ding1 ,Z, Zhen Ding1, Yu-Yun Xiong2, Jing Gao1 ,z* 

esC.加oll扩L价 Science， Nanjing Universi纱" Nanjing 21ω193， China; ZSchoolol Pharm叨叨 Jiangsu Universi纱" Zhenj归ng 2120日， China) 

Abstract To study the pathological changes of thioredoxin (Trx) mRNA in cells exposed to HzOz with rnild 

mitochondrial dysfunction, the human neuroblastoma SH-SY5Y cells were insulted by low dose of rotenone to 

mimic the partial complex 1 impairment in PD , On this in vitro model , the changes of ATP and reactive oxygen 

species (ROS) production, and mitochondrial membrane potential (MMP) were investigated to compare the differ­

ences between the mitochondrial deficiency cells and normal ones , Furthermore, mRNA of intracellular redox 

protein, thioredoxin (Trx), from both kinds of cells followed by HzOz exposure were analyzed , The results demon­

strated that rotenone could dose dependently decrease cellular ATP level and MMP, increase cellular ROS production , 

Without affecting the cell viability, 3 nmollL rotenone exposure do not alter the cell morphology and ATP synthesis 

but increased the ROS generation, which indicated mitochondria had been insulted slightly , It was found that Trx 

mRNA levels in mitochondrial dysfunctional SH-SY5Y cells insulted by HzOz were lower than normal ones , These 

results, together with our previous study, demonstrated that the increased susceptibility to oxidative stress in mito­

chondrial dysfunctional SH-SY5Y cells might be at least in p征t related to the down-regulation of Trx. 

Key words Parkinson's disease; mitochondrial deficiency; rotenone; oxidative stress; thioredoxin 
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