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低氧诱导因子-1α对SH-SY5Y细胞兴奋性

毒性损伤的调节作用
李永金  杨开勇  阚美佳  黄  贺  张  谊  陈月芳  端礼荣  黄晓佳*

(江苏大学医学院, 镇江 212013)

摘要      探讨低氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)在喹啉酸诱导人神经母细胞

瘤SH-SY5Y细胞损伤中的作用。将体外培养的人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞分为对照组、喹啉酸

低、中、高剂量组及HIF-1α抑制剂二甲氧基雌二醇(2-methoxyestradiol, 2ME2)预处理喹啉酸高剂量

组, 采用噻唑蓝还原法和乳酸脱氢酶漏出率检测法测定细胞损伤程度, Hoechst 33342单荧光染色法

观察细胞凋亡, 免疫荧光染色法检测HIF-1α在细胞内的表达, 免疫印迹法检测细胞HIF-1α、蛋白激

酶B(protein kinase B, Akt)、磷酸化Akt(p-Akt)、Bcl-2和Bax的表达。结果显示, 喹啉酸可剂量、时间

依赖性地诱导SH-SY5Y细胞损伤, 导致细胞凋亡。同时, 喹啉酸可使SH-SY5Y细胞HIF-1α表达上调

并发生核转位、p-Akt表达增加及Bax/Bcl-2表达比例增加, 而2ME2可抑制喹啉酸诱导的SH-SY5Y细

胞损伤及降低HIF-1α、p-Akt和Bax/Bcl-2的表达。由此说明, HIF-1α/Akt通路介导了喹啉酸诱导SH-
SY5Y的细胞凋亡。HIF-1α抑制剂(2ME2)能够减轻喹啉酸致SH-SY5Y细胞损伤程度, 减少细胞凋亡。

关键词      喹啉酸; SH-SY5Y细胞; 细胞损伤; 细胞凋亡; HIF-1α; 信号通路

Regulatory Role of HIF-1α in the SH-SY5Y Cells Excitotoxic Injury  

Li Yongjin, Yang Kaiyong, Kan Meijia, Huang He, Zhang Yi, Chen Yuefang, Duan Lirong, Huang Xiaojia*
(School of Medicine, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China)

Abstract       To investigate the role of HIF-1α in SH-SY5Y cell injury induced by quinolinic acid, SH-SY5Y 
cells were divided into control group, quinolinic acid low, medium and high dosage groups and HIF-1α inhibitor 
(2ME2) pretreated group; the cell viability was determined by MTT reduction assay and LDH assay; cell apop-
tosis was determined by Hoechst 33342 staining; the intracellular distribution of HIF-1α was examined by HIF-
1α immunostaining and the expressions of HIF-1α, Akt, p-Akt, Bcl-2 and Bax were determined by Western blot. 
The results showed that quinolinic acid induced SH-SY5Y cell damage in a dosage- and time-dependent manner, 
leading to apoptosis. In addition, quinolinic acid enhanced HIF-1α expression and nuclear translocation. The p-Akt 
expression and Bax/Bcl-2 ratio were increased by quinolinc acid in SH-SY5Y cells, and 2ME2 inhibited quinolinic-
acid induced SH-SY5Y cells damage and reduced the expression of HIF-1α, p-Akt and Bax/Bcl-2. These results 
indicated that HIF-1α/Akt pathway mediates quinolinic acid induced cell apoptosis in SH-SY5Y cells, and HIF-1α 
inhibitor (2ME2) can lower the degree of SH-SY5Y cells damage induced by quinolinic acid, reducing apoptosis.

Keywords        quinolinic acid; SH-SY5Y cells; cell injury; cell apoptosis; HIF-1α; signaling pathway
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谷氨酸是哺乳动物中枢神经系统中最重要的

兴奋性神经递质, 参与中枢兴奋性突触传递, 其介导

的信号转导构成记忆和认知的基础, 与突触可塑性、

神经元生长与存活、长时程增强等重要生理过程有

关。然而, 谷氨酸受体在过度激活时会导致神经元

的死亡, 即兴奋性神经毒性[1]。谷氨酸受体过度兴奋

所介导的神经细胞迟发性损伤存在于许多慢性神经

退行性病变, 如阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿

病等的发病机制中, 兴奋性毒性可能是造成神经元

死亡的最后共同通路[2], 医学研究正越来越注重对

兴奋性毒性的探讨。喹琳酸(quinolinic acid, QA)是
谷氨酸(glutamate acid, Glu)的类似物, 又是脑内潜在

的内源性兴奋性毒素。过量的QA激活谷氨酸的受

体亚型N-甲基-D-天冬氨酸(N-methyl-D-aspartic acid 
receptor, NMDA)受体, 不仅兴奋神经细胞使突触后

去极化, 又可刺激Glu的释放, 形成恶性循环, 加重兴

奋性神经毒性[3]。因此, 用喹啉酸模拟神经系统兴奋

性神经毒性模型具有重要的临床意义。

在神经元损伤的过程中, 有多种转录因子, 如
低氧诱导因子(hypoxia inducible factor, HIF)参与了

细胞的死亡过程。HIF-1是一种能感受细胞氧分压

的调控蛋白, 能激活100多种与缺氧条件下细胞存

活相关的基因转录。HIF-1是由α和β两个亚基组成

的异源二聚体, 其中HIF-1α是决定其活性的功能性

亚基[4]。有研究表明, 磷脂酰肌醇3激酶(phosphati-
dylinositol 3 kinase, PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase 
B, Akt)信号通路参与了HIF-1α的表达[5-7]。但在神经

细胞兴奋性损伤中是否有HIF-1α的参与, 若有, HIF-
1α是促进损伤还是参与保护以及是否接受PI3K/Akt
信号通路的调节, 目前均不明确。

人神经母细胞瘤SH-SYSY细胞是一种较好的

神经元模型, 被广泛应用于神经毒理学和神经药

理学等的研究[8]。因此, 本实验以喹啉酸损伤SH-
SYSY细胞模拟谷氨酸兴奋性神经毒性模型, 探讨

HIF-1α在SH-SYSY细胞兴奋性毒性损伤中的作用及

其信号通路, 为证实HIF-1α及其信号通路参与神经

元兴奋性损伤提供依据。

1   材料与方法
1.1   材料

人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞株来自于中国

科学院上海细胞库; DMEM培养基和胰蛋白酶均购

自美国Gibco公司; 新生牛血清购自杭州四季青生物

工程材料有限公司。QA购自美国Sigma公司; 2-甲
氧基雌二醇购自美国Selleck公司; 乳酸脱氢酶(lac-
tate dehydrogenase, LDH)检测试剂盒购自海门市碧

云天生物技术研究所。噻唑蓝(MTT)购自美国Am-
resco公司; Hoechst 33342购自美国Sigma公司。兔抗

Bcl-2单克隆抗体购自美国Cell Signaling Technology
公司; 兔抗HIF-1α、蛋白激酶B(Akt)、磷酸化Akt(p-
Akt)、Bax多克隆抗体均购自美国ImmunoWay公司; 
鼠抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase, GAPDH)单克隆抗体购自上海

康城生物有限公司; 辣根过氧化物酶或荧光基团标

记的二抗均购自北京康为世纪公司; 底物化学发光

试剂购自美国Millipore公司。其余试剂均为国产分

析纯。

1.2   细胞培养及实验分组

将人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞用含10%新生

牛血清、1×105 U/L青霉素、100 mg/L链霉素的高糖

DMEM培养基, 置于含5% CO2的37 °C培养箱中培

养, 每2 d换液1次, 4 d传代1次, 取对数生长期细胞进

行实验。

将SH-SY5Y细胞以5×104/mL密度接种于96孔或

24孔板, 置于培养箱中培养24 h后, 加入不同浓度的

QA分别处理24 h(筛选出QA低、中、高的浓度分别

为2.25, 4.5, 9 mmol/L。故将实验分为对照组、QA低

剂量组(2.25 mmol/L)、中剂量组(4.5 mmol/L)、高剂

量组(9 mmol/L)及HIF-1α抑制剂2ME2(20 μmol/L)+QA
高剂量组(9 mmol/L), 其中2ME2预处理30 min。对

照组细胞中加入相同体积PBS。
1.3   QA高剂量组作用不同时间SH-SY5Y细胞

HIF-1α蛋白检测

采用免疫蛋白印迹法检测9 mmol/L QA作用

不同时间SH-SY5Y细胞内HIF-1α蛋白的表达。收

集9 mmol/L QA处理不同时间(0, 0.5, 1, 6, 12, 24, 48, 
72 h)的细胞, 提取总蛋白并测定蛋白浓度。将30 μg
蛋白进行SDS-PAGE电泳、转膜并封闭后, 加入HIF-
1α(1:1 000)和GAPDH(1:7 000)抗 体 于4 °C反 应 过

夜。洗涤后, 将膜和相应二抗(1:5 000)在室温下反

应1 h, 以底物化学发光试剂显色后并用凝胶成像系

统(ChampGel 5000, 北京赛智创业科技有限公司)进
行扫描, Image J软件分析各条带灰度值。以GAPDH
条带灰度值作参照进行半定量分析。
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1.4   细胞活力检测

以MTT还原法检测细胞存活率。五组药物处理

结束后, 培养板每孔中加入MTT(终浓度为0.5 mg/mL), 
37 °C反应4 h, 吸去上清后, 每孔加入100 μL二甲基

亚砜, 振荡5 min, 置酶标仪上于490 nm处测定各孔

吸光度值。

此外, 采用细胞LDH漏出率检测法检测细胞死

亡率, 按照LDH试剂盒说明书进行操作, 并计算各组

胞内LDH的含量。

1.5   细胞形态学检测

将SH-SY5Y细胞按照1.2中的分组处理24 h后, 
于普通光学倒置显微镜下观察细胞形态并拍照。

1.6   细胞内HIF-1α的表达定位检测

将SH-SY5Y细胞接种于玻璃片上, 按照1.2中的

分组经药物处理后固定细胞, 以0.3% Triton X-100透
化10 min, 羊血清封闭30 min后, 滴加抗HIF-1α抗体

(1:300), 4 °C反应过夜; PBS洗涤后加入Cy3标记的

二抗(1:200)室温下避光反应1 h, 加入Hoechst 33342
染色液室温下反应5 min染细胞核, 用50%甘油封片, 
置荧光显微镜下观察。

1.7   细胞凋亡检测

将SH-SY5Y细胞接种于玻璃片上, 按照1.2中的

分组经药物处理24 h后弃去培养液, PBS洗涤, 用冰

甲醇固定细胞10 min。吸去固定液, 用PBS洗涤后加

入Hoechst 33342染色液(终浓度为10 μg/mL)于室温

下反应5 min, 在荧光显微镜下观察并拍照。

1.8   细胞HIF-1α、Akt、p-Akt、Bax、Bcl-2蛋白

的表达检测

细胞按照1.2中的分组处理24 h后, 收集细胞, 提
取总蛋白并测定蛋白浓度。加入一抗的稀释比例

为: HIF-1α(1:1 000)、Akt(1:1 000)、p-Akt(1:1 000)、
Bax(1:1 000)、Bcl-2(1:1 000)。按照1.3的步骤进行。

1.9   统计学处理

数据均以mean±S.D.表示, 应用SPSS 16.0统计

软件进行分析, 多组间均数采用单因素方差分析, 两
组间比较用Bonferroni检验法, P<0.05为差异有统计

学意义。

2   结果
2.1   QA对SH-SY5Y细胞活力的影响

MTT还原法检测实验结果表明, SH-SY5Y细胞

经不同浓度QA(2.25~18 mmol/L)处理24 h, 细胞存活

率逐渐降低, 4.5 mmol/L QA即可引起细胞出现明显

损伤。经下述方法计算, 各药物浓度组的生长抑制

率(%)=(1–实验孔平均D值/对照孔平均D值)×100%。

IC50=lg–1[Xm–i(ΣP–0.5)], 重复4次, 取平均值。Xm: 最
大浓度的对数值; i: 浓度倍比的对数值; ΣP: 各组生长

抑制率之和; 0.5: 经验常数。得出QA引起SH-SY5Y细

胞损伤的50%抑制浓度(IC50)为9 mmol/L。SH-SY5Y
细胞经不同浓度QA(2.25~9 mmol/L)分别处理0, 12, 
24, 48, 72 h, 细胞存活率逐渐降低, 且呈时间依赖性, 
9 mmol/L QA在6 h即可引起细胞出现明显损伤(图1)。

A: 不同浓度QA处理SH-SY5Y细胞24 h后用MTT法检测细胞存活率的变化。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; B: 不同浓度QA处理后SH-
SY5Y细胞存活率的变化。*P<0.05, **P<0.01, 与0 h组比较。

A: SH-SY5Y cells were treated with various concentrations of QA for 24 h. The cell viability was assessed by MTT reduction assay. *P<0.05, 
**P<0.01 compared with control group; B: the cells were treated with QA for different time, and the cell viability was determined as well. *P<0.05, 
**P<0.01 compared with 0 h group.

图1  QA呈浓度和时间依赖性地降低SH-SY5Y细胞存活率

Fig.1  Treatment with QA decreased the viability of SH-SY5Y cells in a time- and concentration-dependent manner
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2.2   QA高剂量组SH-SY5Y细胞内HIF-1α蛋白检测

Western blot检测结果表明, 9 mmol/L QA处理

SH-SY5Y细胞0~72 h, 细胞内HIF-1α蛋白的表达先

增高后降低, 于12~48 h持续高表达, 24 h时达峰值

(图2)。
2.3   2ME2对损伤模型组SH-SY5Y细胞活力的影响

MTT还原法检测实验结果表明, SH-SY5Y细

胞经不同浓度QA(2.25~9 mmol/L)处理24 h, 细胞

存活率逐渐降低, 4.5 mmol/L QA即可引起细胞出

现明显损伤, 20 μmol/L 2ME2+9 mmol/L QA组细

胞较9 mmol/L QA组细胞存活率明显增高。此外, 
LDH漏出率实验结果也表明, QA(2.25~9 mmol/L)可
剂量依赖性地引起SH-SY5Y细胞损伤, 且20 μmol/L 
2ME2预处理组与损伤对照组比较, SH-SY5Y细胞损

伤程度明显减轻(图3)。
2.4   不同实验组SH-SY5Y细胞的形态学变化

对照组SH-SY5Y细胞形态完整, 胞体饱满, 立
体感强, 周围有光晕, 突起明显。经4.5 mmol/L QA
损伤24 h后, SH-SY5Y细胞突起明显减少并出现死

亡; 9 mmol/L QA可引起细胞透光率下降, 胞体明显皱

缩, 轴突变短变少, 并导致大量细胞死亡; 20 μmol/L  
2ME2+9 mmol/L QA组与9 mmol/L QA组相比, SH-
SY5Y细胞突起明显增多, 死亡细胞明显减少。

2.25 mmol/L QA对SH-SY5Y细胞形态无明显作用

(图4)。
2.5   QA对SH-SY5Y细胞内HIF-1α核转位的影响

及2ME2的干预作用

在细胞处于不同状态下, HIF-1α的表达位置和
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A: 9 mmol/L QA处理SH-SY5Y细胞0~72 h后, Western blot检测细胞内HIF-1α蛋白表达的变化; B: HIF-1α条带与相应内参GAPDH灰度值比值的

统计学分析。*P<0.05, **P<0.01, 与0 h组比较(n=5)。
A: the expression of HIF-1α was detected by Western blot after incubation with 9 mmol/L of QA in SH-SY5Y cells for 0~72 h; B: statistical analysis of 
gray value ratio of HIF-1α/GAPDH. *P<0.05, **P<0.01 compared with 0 h group (n=5).

图2   9 mmol/L QA处理SH-SY5Y细胞不同时间后胞内HIF-1α蛋白的表达变化

Fig.2  The expression of HIF-1α in intracellular after incubation with 9 mmol/L of QA for different time in SH-SY5Y cells 
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A: MTT method was used to detect the survival of SH-SY5Y cells treated with 20 μmol/L of 2ME2 and different concentrations of QA for 24 h; B: 
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*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with 9 mmol/L of QA group (n=5).

图3  2ME2抑制QA所降低的SH-SY5Y细胞活力

Fig.3  2ME2 inhibited the decrease of SH-SY5Y cell viability induced by QA
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0 mmol/L QA 2.25 mmol/L QA

9 mmol/L QA 9 mmol/L QA+20 µmol/L 2ME2

普通倒置相差显微镜下观察不同实验组处理SH-SY5Y细胞24 h后, 细胞形态学变化。标尺=20 μm。

After treating SH-SY5Y cells with 20 μmol/L of 2ME2 and different concentrations of QA for 24 h, the morphological changes were observed by the 
inverted phase contrast microscope. Scale bar=20 μm.

图4  2ME2抑制QA导致的SH-SY5Y细胞突起和透光率减少

Fig.4  2ME2 inhibited the decrease of SH-SY5Y cell protuberance and transmittance induced by QA

表达量也出现变化, 进而导致其功能的变化。本实

验采用荧光免疫组化实验检测HIF-1α在细胞内的

表达定位。在对照组细胞中, HIF-1α几乎不表达; 
2.25 mmol/L QA处理24 h后, SH-SY5Y细胞HIF-1α
出现低表达; 4.5 mmol/L QA可明显诱导细胞核内

HIF-1α高表达; 9 mmol/L QA处理使细胞核内HIF-1α
表达明显提高; 20 μmol/L 2ME2+9 mmol/L QA处理

明显抑制细胞内HIF-1α发生核转位(图5)。
2.6   QA对SH-SY5Y细胞凋亡的影响及2ME2的
干预作用

荧光染料Hoechst 33342能少许透过正常细

胞膜, 使正常细胞产生低强度蓝色荧光; 而凋亡

细胞由于膜通透性增强, 进入细胞内的染料比正

常细胞多, 故荧光强度明显增加。经不同浓度

QA(2.25~9 mmol/L)处理24 h后, 对照组细胞细胞核

呈现均匀弥散荧光, 9 mmol/L QA使细胞呈现细胞核

浓缩碎裂, 出现大量细胞凋亡; 20 μmol/L 2ME2预处

理后可减少细胞凋亡(图6)。
2.7   不同实验组中SH-SY5Y细胞HIF-1α、p-Akt、
Akt、Bcl-2、Bax蛋白表达的变化

在细胞出现损伤过程中, Akt发挥了重要作用, 其
被激活(磷酸化)后会启动细胞凋亡途径[9], 造成细胞凋

亡相关蛋白Bax/Bcl-2表达比例出现增高, 进而导致

细胞凋亡。在本实验中, 我们通过Western blot方法

检测HIF-1α、p-Akt、Bax、Bcl-2蛋白质的表达变化。

与正常对照组比较, 经不同浓度QA(2.25~9 mmol/L)处
理24 h后, SH-SY5Y细胞p-Akt表达明显增加, 而Akt
表达无明显变化。同时, QA(2.25~9 mmol/L)可引起

Bax和Bcl-2表达出现变化, 导致Bax/Bcl-2表达比值

明显增加。而给予HIF-1α抑制剂2ME2(20 μmol/L)预
处理后, HIF-1α、p-Akt表达明显降低, 且Bax/Bcl-2
表达比值明显下降(图7)。

3   讨论
成熟神经元对兴奋性神经毒性损伤较未成熟

神经元更为敏感[10]。而许多人类神经退行性病变, 
如阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿病等也呈现出

年龄依赖性趋势, 所以对此进行深入研究有重要意

义[11-12]。本研究旨在体外模拟谷氨酸兴奋性毒性损

伤模型, 探讨其损伤机制与HIF-1α/Akt通路的关系。

本实验结果显示, QA可呈时间和剂量性地降

低细胞存活率, 增加细胞损伤, 说明QA可导致SH-
SY5Y细胞损伤, 与文献报道相一致[13]。Western blot
结果显示, 随着QA作用SH-SY5Y细胞时间的延长, 
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0 mmol/L QA 2.25 mmol/L QA

9 mmol/L QA 9 mmol/L QA+20 µmol/L 2ME2

Hoechst 33342染色法观察到, SH-SY5Y细胞经QA处理24 h后出现大量细胞凋亡, 而此现象可被2ME2抑制(箭头表示凋亡阳性细胞核)。标尺=50 μm。

After treating SH-SY5Y cells with QA for 24 h, A large number of apoptotic cells were observed by Hoechst 33342 staining, and this phenomenon 
could be inhibited by 2ME2. Scale bar=50 μm.

图6  2ME2抑制QA诱导的SH-SY5Y细胞凋亡

Fig.6  2ME2 inhibited the apoptosis of SH-SY5Y cells induced by QA

免疫荧光染色法观察不同实验组处理SH-SY5Y细胞24 h后, 胞内HIF-1α发生核转位的变化。标尺=20 μm。

After incubating SH-SY5Y cells with 20 μmol/L of 2ME2 and different concentrations of QA for 24 h, HIF-1α nuclear translocation was observed by 
immunofluorescence staining. Scale bar=20 μm.

图5  2ME2抑制QA诱导的SH-SY5Y细胞内HIF-1α核转位

Fig.5  2ME2 inhibited nuclear translocation of HIF-1α in SH-SY5Y cells induced by QA
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HIF-1α表达水平逐渐升高。与正常对照组相比, QA
作用6 h后其表达量显著提高, 24 h达到高峰。因此, 
在24 h处用HIF-1α抑制剂2ME2作用于QA损伤的

SH-SY5Y细胞, 观察其能否减轻QA所致的细胞活性

受损, 从而判断HIF-1α在QA诱导SH-SY5Y细胞损伤

中的作用。结果表明, 与损伤对照组相比, 2ME2可
促进细胞存活, 减少细胞损伤, 减轻细胞膜的破坏, 
细胞透光率增强, 胞体皱缩明显减少, 轴突变长并使

细胞死亡减少, 说明抑制HIF-1α的表达对损伤细胞

具有保护作用。

在谷氨酸受体介导的神经兴奋性毒性中, 神经

元的死亡途径显示了其多样性, 既有一些坏死的形

态学特征, 也呈现出许多凋亡的生化特征, 且与HIF-
1α介导的凋亡信号通路密切相关[14-15]。2ME2是HIF-
1α的抑制剂, 可抑制HIF-1α的表达, 从而阻断HIF-1α
通路的信号转导。因此, 进一步给予2ME2预处理

后, 观察QA所导致的SH-SY5Y细胞内HIF-1α核转位

的发生和细胞凋亡的影响。结果显示, QA诱导SH-
SY5Y细胞内HIF-1α发生核转位, 从而导致大量细胞

凋亡, 给予HIF-1α抑制剂2ME2后, 发现抑制HIF-1α
的激活和核转移可以部分阻断兴奋性毒性所致的凋

亡的发生。因此, 我们认为HIF-1α的激活促进了神
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A: Western blot检测不同实验组处理SH-SY5Y细胞24 h后, HIF-1α、p-Akt及Akt表达的变化; B: HIF-1α条带与内参GAPDH灰度值比值的统计学

分析; C: 条带p-Akt与Akt灰度值比值的统计学分析; D: Western blot法检测不同实验组处理SH-SY5Y细胞24 h后, Bax和Bcl-2的表达变化; E: 条
带Bax与Bcl-2灰度值比值的统计学分析; *P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, 与损伤对照组(9 mmol/L QA组)比较(n=5)。
A: after the incubation with 20 μmol/L of 2ME2 and different concentrations of QA in SH-SY5Y cells for 24 h, the expressions of HIF-1α, Akt and 
p-Akt were analyzed by Western blot; B: statistical analysis of gray value ratio of HIF-1α/GAPDH; C: statistical analysis of gray value ratio of p-Akt/
Akt; D: after treating SH-SY5Y cells with 20 μmol/L of 2ME2 and different concentrations of QA for 24 h, the expressions of Bcl-2 and Bax were an-
alyzed by Western blot; E: statistical analysis of gray value ratio of Bax/Bcl-2. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared 
with 9 mmol/L of QA group (n=5).

图7  2ME2抑制QA所诱导的SH-SY5Y细胞HIF-1α、p-Akt和Bax/Bcl-2表达上调

Fig.7  2ME2 inhibited the expressions of HIF-1α, p-Akt and Bax/Bcl-2 ratio in SH-SY5Y cells induced by QA
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经元死亡进程的发生。

以上表明, 在神经细胞损伤过程中, HIF-1α及
其信号通路具有重要作用。但目前关于HIF-1α在神

经细胞损伤过程中的具体调节作用颇有争议。在

动物缺血性脑损伤和撞击性脑外伤模型中, 脑组织

HIF-1α表达上调, HIF-1α抑制剂如2-甲氧雌甾二醇

具有明显的保护作用[16-17], 表明HIF-1α可能参与了

神经损伤。但在神经元特异性HIF-1α基因敲除小

鼠缺氧模型中, 与野生型小鼠相比, 神经细胞对缺

氧更加敏感, 损伤更为严重[18], 表明HIF-1α参与了神

经细胞对损伤的适应过程。这些不一致的实验结

果提示, 在神经细胞损伤过程中, HIF-1α可能具有双

向适应性调节作用。本实验结果显示, QA诱导HIF-
1α的高表达、Akt的磷酸化及Bax/Bcl-2比值增加, 
提示HIF-1α/Akt信号通路通过调节凋亡相关蛋白

Bax、Bcl-2进而引起细胞损伤。虽然, 目前多数研

究倾向于PI3K/Akt信号通路具有促存活、抗凋亡的

功能; 但也有不少研究报道, 在细胞重度损伤的情况

下, Akt过度磷酸化可促进细胞凋亡[9]。为了进一步

验证p-Akt与细胞损伤的关系及HIF-1α是否可调节

Akt, 本实验使用HIF-1α的抑制剂2ME2, 观察Akt磷
酸化的变化。结果显示, 经HIF-1α抑制剂2ME2预处

理后, p-Akt在SH-SY5Y细胞中的表达明显降低, 与
HIF-1α表达变化呈正相关; 同时, Bax的表达明显降

低, Bcl-2的表达明显升高, Bax/Bcl-2比值降低。表

明Akt受HIF-1α的调节, 提示抑制HIF-1α/Akt信号通

路的激活可使Bax/Bcl-2蛋白表达比率下调, 从而发

挥抗调亡作用。

综上所述, QA呈剂量性地诱导SH-SY5Y细胞

HIF-1α的过度表达、Akt磷酸化以及Bax/Bcl-2表达

比值增高, 导致细胞出现凋亡性死亡, 而给予HIF-1α
抑制剂2ME2后, 可抑制上述现象的发生, 表明HIF-
1α/Akt信号通路参与了QA激活的NMDA受体介导

的神经兴奋性毒性所致的神经细胞损伤。该结果提

示, 抑制HIF-1α及其下游分子的表达或阻断HIF-1α/
Akt信号通路对兴奋性毒性所致的神经细胞损伤具

有保护作用。
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