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Peroxiredoxin V保护HT22小鼠海马神经细胞

抵抗NO诱导的细胞凋亡
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(1黑龙江八一农垦大学生命科学技术学院, 大庆 163319; 2延边大学护理学院, 延吉 133000)

摘要      Peroxiredoxin V(Prx V)是过氧化物酶peroxiredoxins家族中的一员, 在神经细胞中含量

丰富 , 具有通过清除细胞内活性氧 (reactive oxygen species, ROS)和过氧亚硝酸盐抑制氧化应激诱导

的细胞凋亡的作用。过量的一氧化氮(nitric oxide, NO)具有较强的神经毒性, 可引起小胶质细胞炎性

反应 , 诱导神经细胞凋亡从而引发神经退行性疾病 , 而且可诱导神经小胶质细胞Prx V的表达 , 参与

小胶质细胞的活性调控过程。但是, NO诱导的海马神经细胞凋亡过程中Prx V的作用尚不清楚。该

研究利用硝普化钠(sodium nitroprusside dihydrate, SNP)作为NO供体, 检测了NO诱导的HT22小鼠海

马神经细胞的凋亡及对Prx V蛋白表达的影响。结果显示 , SNP诱导的HT22细胞凋亡呈现时间、浓

度依赖性; 并特异性地抑制了Prx V的表达 , 致使细胞内ROS水平升高 , 激活线粒体依赖的经典凋亡

途径, 导致HT22细胞的凋亡。该研究结果揭示, NO通过抑制细胞内Prx V的表达导致细胞内ROS水
平升高, 最终诱导HT22细胞发生凋亡的机制, 为保护NO诱导的神经细胞凋亡提供了新的理论依据。
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Peroxiredoxin V Protects the HT22 Cells Against NO Mediated Apoptosis 
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Abstract       Peroxiredoxin V (Prx V) is a thioredoxin peroxidase involved in peroxiredoxins family, which 
is highly expressed in neurons. Prx V is also known as reactive oxygen species (ROS) scavenger and peroxynitrite 
reductase, and plays a role in protecting the oxidative stress induced cell apoptosis. Excessive nitric oxide (NO) has 
strong neurotoxicity, could induce microglial activation and neuron cell apoptosis, which leads to neuro-degenera-
tive diseases. It also participates in microglial activation by up-regulating the Prx V protein expression. However, 
the role of Prx V on NO induced hippocampal neuron cell apoptosis has yet not been clarified. In the present study, 
we examined the effect of sodium nitroprusside (SNP, a NO donor) on HT22 apoptosis and Prx V protein expres-
sion. We found that the SNP treatments could dose-dependently induce the HT22 cell apoptosis and selectively 
inhibit the Prx V protein expression, which in turn increased the cellular ROS levels, resulted in inducing the HT22 
cell apoptosis. Our findings suggested the new function of Prx V on NO mediated HT22 cell apoptosis and given a 
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Peroxiredoxins(Prxs)是近年来发现的相对分子

质量在22~27 kDa的过氧化物酶家族, 哺乳动物细胞

中至少存在六种Prxs亚型 (Prx I~IV)[1]。近年来 , 随
着 Prxs家族成员在信号传导、细胞增殖与分化、

细胞凋亡、基因表达调控、机体衰老和肿瘤发生

等调节机制中的研究不断深入, Prxs蛋白家族的

作用越来越受到广大研究者的关注。Prx V是Prxs
家族成员之一 ,  具有清除细胞内活性氧 (reactive 
oxygen species, ROS)和过氧亚硝酸盐的作用[2-3]。

我们前期的研究结果显示 , 用一氧化氮供体硝普化

钠 (sodium nitroprusside dihydrate, SNP)和脂多糖(li-
popolysaccharide, LPS)处理BV2神经小胶质细胞可

见Prx V蛋白质表达上升, 而且Prx V表达量的上升直

接与细胞内ROS水平的升高相关联 , 同时参与神经

小胶质细胞活性的调控 [4]。另有研究显示 , 在P53诱
导的细胞凋亡中Prx V具有显著的保护作用[5], 且重

组Prx V也可以保护由氧化应激引起的细胞凋亡[6]。

通过研究Prxs在大脑神经细胞中的分布情况发现 , 
对比其他家族成员, Prx II和Prx V在大脑神经元细胞

中的表达量最为丰富 [7], 且Prx II在神经元细胞中的

作用已经明确 [8], 但是Prx V在神经元细胞中的作用, 
尤其是在神经细胞凋亡过程中的作用尚不清楚。

一氧化氮(nitric oxide, NO)作为引起氧化应激

分子中的一员, 被视为活性氮(reactive nitrogen spee-
cies, RNS)的重要组成部分 , 是由精氨酸在一氧化氮

合成酶 (nitric oxide synthase, NOS)的作用下合成的

一种重要的生物信使分子[9], 参与血流调节、信号传

导、免疫防御等多种生理及病理过程[10-11]。在正常

的生理状态下, 神经系统中低浓度的NO作为神经递

质和第二信使分子可以调节神经细胞的成熟 , 参与

可塑性神经突触的调节等 [10-11]。但是在病理状态或

者氧化应激等条件下 , 体内NO的含量逐渐升高, 使
细胞内过氧亚硝酸盐 (peroxynitrite)的含量增加, 引
起神经毒性 , 导致多种类型的神经元细胞凋亡 , 是
导致各类神经退行性疾病发生与发展的重要诱因

之一 [12-15]。但是, NO在海马神经细胞凋亡过程中的

调控机制目前尚不清楚。

本研究利用硝普化钠(sodium nitroprusside di-
hydrate, SNP)作为NO供体 , 检测了NO诱导的HT22

小鼠海马神经细胞的凋亡及对Prx V蛋白表达的影

响。研究结果显示 , NO诱导的HT22细胞凋亡呈时

间、浓度依赖性 , 同时SNP的处理降低了Prx V的表

达, 引起细胞内ROS水平的升高, 致使caspase-3表达

提高、Bcl2表达降低 , 最终诱导HT22细胞的凋亡。 
我们的研究结果和发现将为NO诱导海马神经细胞

凋亡相关联的神经退行性疾病的预防和治疗提供新

的药物靶点。

1   材料与方法
1.1   材料

SNP购自Calbiochem公司, 用PBS溶解后于–70 °C
保存待用。HT22小鼠海马细胞系引自韩国生命工

学研究院长寿科学研究中心。

1.2   试剂及仪器

DMEM/高糖培养基购自美国Hyclone公司; 胎
牛血清购自美国Gibco公司; 抗mouse anti-Bcl2、
caspase-3、Prx V、Prx II和α-tubulin单克隆抗体购

自美国Santa Cruz公司; Annexin V-FITC和CM-H2 
DCFDA购自Invitrogen公司。

6孔细胞培养板购自美国Costar公司、流式细

胞仪(BD, FACS Calibur)、蛋白免疫印迹系统购自

美国Amersham Bioscience公司。

1.3   细胞培养

HT22细胞培养于DMEM培养基中, 内含10%的

灭活新生胎牛血清(FBS)及100 U/mL青霉素/链霉素

(P/S)[16], 置于37 °C、5% CO2及饱和湿度的培养箱中

培养。

1.4   细胞凋亡和ROS的检测

我们用流式细胞仪分析了HT22凋亡和细胞内

ROS水平。(1)细胞凋亡检测。收集对照组 (con)和
处理组细胞 (SNP浓度50, 250, 500 μmol/L), 处理组

细胞以不同时间段(6, 12, 24 h)重悬于Binding buffer
中 , 加荧光标记的Annexin V-FITC(Invitrogen公司 ) 
10 μmol/L, 在室温避光条件下孵育10 min。随即用

流式细胞仪分析10 000个细胞 , 得到细胞凋亡直方

图。(2)细胞ROS水平检测。收集细胞, 重悬于PBS中, 
加入10 mmol/L的CM-H2DCFDA(Invitrogen公司 ), 
在37 °C细胞培养箱中孵化10 min, 利用流式细胞仪

hint for understanding the mechanism of NO mediated neurodegenerative diseases.
Keywords        peroxiredoxn V (Prx V); nitric oxide (NO); apoptosis; reactive oxygen species (ROS)
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从10 000个细胞中进行分析。每组实验均重复3次。

1.5   蛋白质印迹法分析

将处理后的细胞回收, 加入蛋白质裂解液裂解, 
4 °C、12 000 r/min离心30 min, 回收上清(蛋白质)。
25 μg细胞总蛋白提取物进行12%十二烷基硫酸钠–
聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳, 蛋白质转移到

硝酸纤维素膜(美国Millipore公司), 封闭, 抗Bcl2(1: 
2 000)、caspase-3(1:2 000)、Prx V(1:2 000)、Prx 
II(1:2 000)、JNK(1:2 000)、P-JNK(1:2 000)和α-tubulin
一抗(1:2 000), 4 °C孵育过夜。用TBST[含有15 mmol/L
的NaCl(Tris-HCl, TBS)、0.2% Tween-20、10 mmol/L 
Tris-HCl]洗涤5次, 每次5 min, 与HRP标记的鼠或兔

二抗(1:5 000)孵育2 h, 洗膜、ECL底物作用、曝光、

显影、定影及结果分析。每组实验均重复3次。

2   结果
2.1   SNP诱导HT22细胞凋亡

用不同浓度的SNP(50, 100, 250, 500 μmol/L)处
理HT22细胞24 h, Annexin V-FITC进行标记, 通过流

式细胞仪检测SNP诱导的HT22细胞凋亡情况。结果

显示, 随着SNP处理浓度和时间的增加, HT22细胞的

细胞凋亡程度也随之升高(图1A和图1B), 且当SNP
浓度为500 μmol/L时, HT22细胞凋亡水平明显增加。

这一结果证明, SNP可以诱导HT22细胞发生凋亡, 并
且这种细胞凋亡呈现出SNP浓度和处理时间的依赖

性。

图1  SNP诱导HT22细胞凋亡具有浓度、时间依赖性

Fig.1  SNP dose- and time-dependently induced HT22 cell apoptosis
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图2   SNP抑制HT22细胞内Prx V蛋白的表达

Fig.2  SNP inhibited Prx V protein expression in HT22 cells 
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图3  ROS参与SNP诱导的HT22细胞凋亡

Fig.3  Involvement of ROS in SNP induced HT22 cell apoptosis
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2.2   SNP抑制HT22细胞内Prx V蛋白的表达

为了检测SNP对HT22细胞内Prx V蛋白表达的

影响 , 我们检查了在不同浓度(图2A)和不同时间(图
2B)SNP处理HT22细胞内Prx V蛋白的表达变化。结

果显示, 随着SNP处理浓度和时间的增加, HT22细胞

内Prx V蛋白的表达受到了明显的抑制, 而Prx II蛋白

的表达却未发生变化(α-tubulin作为内参)。
2.3   SNP诱导HT22细胞内ROS水平上升

为了明确SNP引起HT22细胞Prx V的下调是否

导致细胞内ROS水平的升高, 我们利用ROS标记试剂

CM-H2DCFDA检测了SNP处理的HT22细胞内ROS
水平。用不同浓度的SNP(100, 250, 500 μmol/L)处理

HT22细胞24 h后, 用流式细胞仪检测其细胞内ROS水
平。如图3A所示, SNP的处理致使HT22细胞内ROS水
平明显上升 , 同时导致Prx V表达量的降低。由此可

以看出 , HT22细胞内ROS水平的上升与Prx V的降低

有不可分割的内在联系。用ROS清除剂NAC处理的

实验结果显示 , 抑制细胞内ROS可以抑制SNP诱导

的HT22细胞的细胞凋亡(图3B)。由此可以看出 , 细
胞内ROS水平的升高是SNP诱导HT22细胞发生凋亡

的主要原因。

2.4   SNP对Bcl2、caspase-3蛋白表达的影响

抗细胞凋亡蛋白Bcl2和促细胞凋亡蛋白 cas-
pase-3的变化被视为细胞凋亡经典途径的标志, 为了

检测SNP诱导HT22细胞凋亡是否也是通过改变Bcl2
和 caspase-3的表达实现的 , 我们先后检测了在不同

浓度(图4A)和时间(图4B)用SNP处理过的HT22细胞

内Bcl2、caspase-3蛋白表达量的变化。结果显示, 
SNP的处理可以有效地抑制抗凋亡蛋白Bcl2的表达, 
而增加促凋亡蛋白caspase-3的表达。以上结果显示, 
SNP通过增加细胞内ROS诱导HT22细胞发生细胞凋

亡是通过激活经典的凋亡信号通路实现的。

 3   讨论
大脑海马神经细胞是中枢神经系统的重要组

成成分 , 在学习、记忆等功能方面起着重要的调

节作用 , 诸多神经退行性疾病 , 如阿尔茨海默氏病

(Alzheimer’s disease, AD)、帕金森氏病 (Parkinson’s 
disease, PD)等的发生都与大脑海马区神经细胞损伤

有着密切的联系。

病理性的NO增多可诱导海马神经细胞凋亡 , 造
成学习、记忆能力的下降[17-19], 然而对于NO诱导海马

神经细胞凋亡的调控机制尚不清楚。大量的临床资

料研究表明, 氧化应激通过激活线粒体途径加重了神

经毒性和脑损伤[20-21], 过量的ROS和/或RNS均与这些

疾病的发生、发展相关联。有关资料显示, ROS参与

NO诱导的神经细胞凋亡过程 [22], ROS通过线粒体膜

通透性转换、基体的渗透膨胀和细胞色素c的释放等

途径 , 激活caspase-3的活性引起细胞凋亡 [23-26]。在细

胞发生凋亡的时候 , Bcl2家族中的促凋亡蛋白成员

发生蛋白质的加工修饰, 移位到线粒体的外膜上, 引
起细胞色素 c、凋亡诱导因子等其他促凋亡因子的

释放 , 导致细胞凋亡。而抑制Bcl2蛋白则起到相反

的作用 , 可以抑制细胞发生凋亡 [27-28]。在本研究中 , 
SNP的处理促进了caspase-3的表达, 抑制了Bcl2的表

达 (图4), 说明 caspase-3、Bcl2信号通路参与SNP诱
导的HT22细胞凋亡过程。

NO通过破坏细胞能量代谢影响细胞自由基代

谢水平或直接攻击DNA, 调控 p53、Bcl2等基因从

而引起细胞凋亡 [29]。在本实验中, 我们利用SNP诱
导HT22神经细胞凋亡 , 检测到SNP可以浓度、时间

依赖性地引起HT22细胞的凋亡(图1A和图1B), 再次

证明NO对神经细胞的毒性作用。Prx V清除细胞内

ROS、RNS的功能[2-3]以及对神经细胞凋亡的保护功

能[5-6]均显示出Prx V在神经细胞中的重要性 , 但是

图4  SNP对Bcl2、caspase-3蛋白表达的影响

Fig.4  Effects of SNP on Bcl2 and caspase-3 protein expression
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到目前为止其保护作用机制尚不清楚。因此, 我
们调查了在 SNP诱导的HT22细胞凋亡过程中 Prx 
V表达量的变化, 试图揭示在NO诱导海马神经细

胞凋亡过程中 Prx V的调控作用。研究结果发现 , 
SNP的处理显著地抑制了HT22细胞内的 Prx V蛋

白质的表达(图 2),  而同样在神经细胞中含量丰

富的 Prx II蛋白却没有发生改变, 提示了NO诱导

HT22细胞凋亡过程中NO对Prx V的抑制作用具有

特异性。Prx V具有清除细胞内ROS的作用, 它的

下降可能会导致细胞内ROS水平的上升。在接下

来的实验中我们发现, SNP可以显著地使HT22细胞

内ROS 水平的上升(图3A), 而用ROS清除剂NAC抑
制其ROS水平可以有效地抑制SNP诱导的HT22细
胞的凋亡 (图3B)。我们有理由相信 , SNP诱导的细

胞内ROS水平上升与细胞内Prx V的表达量降低有

密切的联系 , 而且同时也可以看出, ROS水平的升高

是SNP诱导HT22细胞凋亡的主要原因。以上的研究

结果说明, SNP诱导的HT22细胞凋亡机制与细胞内

ROS水平的上升有密切的联系, 而这种ROS的上升与

细胞内Prx V的下降有直接的联系。作者前期的结果

显示 , 在神经小胶质细胞中 , NO的处理能够增加Prx 
V的蛋白表达 , 而Prx V蛋白表达与细胞内活性氧水

平的上升有着直接的关系 [4]。但是在HT22海马神经

细胞中, NO的处理使Prx V蛋白表达量降低, 致使细

胞内活性氧水平上升 (图2和图3)。针对在不同细胞

中NO对Prx V蛋白及细胞内活性氧水平的调控机制

有所不同的问题, 研究小组正在进行实验, 试图找出

其根本原因。我们的前期结果也显示, Prx V在神经

细胞中表达量高[7], 而受到外界刺激时, Prx V在神经

免疫细胞 (如神经小胶质细胞、星形胶质细胞等 )内
的表达量才能够迅速上升 , 同时在大脑神经细胞内

的表达量则明显降低[4], 说明Prx V在不同细胞中表

达量的变化与其功能有密切联系。对于在两种细胞

中NO对ROS水平的调节和Prx V表达的不同作用需

要进一步的研究。

综上所述, NO通过抑制细胞内Prx V的表达, 引起

细胞内ROS水平升高 , 激活caspase-3、Bcl2等经典细胞

凋亡途径 , 导致HT22细胞发生凋亡。这一发现为研究

和了解NO诱导的神经细胞凋亡提供了新的理论依据。
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