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紫檀芪通过激活自噬缓解脊髓神经元细胞

氧化应激损伤的作用及其机制
贺靖澜  李宗虎  董晓辉  王小英  刘月梅  申  娜*

(河北工程大学附属医院, 邯郸 056002)

摘要      自噬在保护脊髓神经元细胞氧化应激损伤中具有重要的作用。紫檀芪(pterostilbene, 
PTE)是具有抗氧化作用的天然植物的提取物, 但其对神经元细胞的作用及其机制尚不清楚。该文

采用CCK-8分析PTE对大鼠原代脊髓神经元细胞的细胞毒性; 不同浓度PTE作用神经元细胞24 h和
48 h, 透射电镜和Western blot检测微管相关蛋白轻链3-II(microtubule-associated protein 1 light chain 
3-II, MAP1LC3-II)、Beclin-1和P62蛋白质水平并分析自噬水平。PTE处理H2O2作用下的神经元细

胞24 h, Western blot检测LC3-II水平, GFP-LC3转染观察自噬的数量。2′,7′-二氯二氢荧光素乙酰乙酸

(2′,7′-dichloro-djhydrofluorescein diacetate, DCFDA)和MitoSOX染色分析细胞活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)水平, 自噬相关基因5(autophagy related gene 5, ATG5)siRNA转染分析自噬在其中的

作用。结果显示, 20 μmmol/L PTE对于神经元细胞无细胞毒性, PTE作用下神经元细胞中LC3-II、
Beclin-1蛋白质水平呈剂量依懒性升高, 而P62则呈剂量依懒性下降(P<0.05)。PTE增加H2O2作用下的

神经元细胞中LC3-II蛋白质水平(P<0.05), 自噬体数量增加, PTE可提高神经元细胞中自噬体数量。

PTE明显降低神经元细胞中ROS水平, 但ATG5 siRNA转染抑制自噬后显著逆转PTE的保护作用。

该研究结果提示, PTE可能通过提高氧化应激状态下的脊髓神经元细胞自噬水平来抑制细胞ROS
的产生。
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Pterostilbene Inhibits ROS Production in Primary Spinal Cord 
Neurons by Activating Autophagy

He Jinglan, Li Zonghu, Dong Xiaohui, Wang Xiaoying, Liu Yuemei, Shen Na*
(Affiliated Hospital of Hebei University of Engineering, Handan 056002, China)

Abstract      Autophagy is an important self-adaptive mechanism by inhibiting ROS (reactive oxygen species) 
in primary spinal cord neurons. Pterostilbene, a natural plant extract, has an antioxidant effect; however whether 
pterostilbene could protect spinal cord neurons from oxidative stress remains unclear. In the present study, primary 
spinal cord neurons of Sprague Dawley rats were seperated and cultured. CCK-8 analysis was used to detect the 
cytotoxicity. Spinal cord neurons were treated with pterostilbene in different doses for 24 h and 48 h, then LC3-II, 

研究论文



992 · 研究论文 ·

Beclin-1 and P62 levels were determined by Western blot and the autophagy level was determined by transmission 
electron microscope. Primary spinal cord neurons were treated with H2O2 and pterostilbene for 24 h, then LC3-
II level was determined by Western blot and the number of autophagosomes by GFP-LC3 analysis. DCFDA and 
MitoSOX Red staining were used to detect the ROS production in cells, and ATG5 siRNA transfection was used to 
analyze the involvement of autophagy. The results showed that there was a dose-dependent change in the levels of 
LC3-II, Beclin-1 and P62, and increased autophagosome number were observed in the pterostilbene-treated neurons 
(P<0.05). In addition, pterostilbene increased the level of LC3-II in cells treated with H2O2 (P<0.05), and GFP-
LC3 analysis demonstrated the increased number of autophagosomes in pterostilbene-treated cells. Compared with 
that in the cells treated with H2O2, pterostilbene significantly inhibited the ROS production; however, ATG5 siRNA 
transfection significantly reversed the protection of pterostilbene. These results indicate that pterostilbene inhibits 
the ROS production in spinal cord neurons by activating autophagy. 

Keywords       spinal cord neurons; pterostilbene; autophagy; oxidative stress 

脊髓损伤(spinal cord injury, SCI)造成的高致死

率和瘫痪率仍然困扰着临床医生, 因此, 对SCI发病

机制和修复方法仍需作深入的研究[1]。SCI包括初

次打击和二次损伤, 二次损伤被认为是SCI引起临床

症状的关键问题, 治疗和预防二次损伤对于改善SCI
的预后具有重要的意义[1]。SCI二次损伤主要为神

经元细胞的损伤, 其中, 氧化应激引起的神经元细胞

的炎症、凋亡等是其重要因素[2]。我们早前的研究

发现, 自噬在神经元细胞面对氧化应激时代偿性升

高, 并保护神经元细胞防止氧化应激引起的细胞凋

亡[3]。自噬是细胞的一种自我保护机制, 主要通过与

溶酶体融合而降解错构的蛋白质及损伤的细胞器来

维持细胞内的稳定[4]。因此, 若提高氧化应激状态下

神经元细胞中的自噬水平对于防止细胞的损伤具有

重要意义。研究发现, 紫檀芪(pterostilbene, PTE)可
促进多种肿瘤细胞的自噬[5], 但对脊髓神经元细胞

的作用尚未见报道。

PTE是存在于多种植物(包括蓝莓、葡萄等)中
的天然植物抗毒素, 同时也是抗氧化、抗肿瘤药物

白藜芦醇的类似物[6]。PTE具有多种药理作用, 包括

抗癌、抗炎症反应、抗氧化应激和抗糖尿病等, 并
且PTE相对于白藜芦醇具有更佳的口服吸收性和代

谢性能[6]。在神经系统,  PTE可保护缺血缺氧引起的

中枢神经元细胞的损伤[7], 口服PTE可缓解缺血再灌

注引起的大脑损伤[8], 但是在脊髓神经元细胞中尚未

见报道。本文拟使用PTE和H2O2作用原代脊髓神经

元细胞, 并检测自噬、活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)等指标水平来了解PTE对神经元细胞自噬和产

生ROS的影响以及自噬在其中所扮演的作用。

1   材料与方法
本研究的SD大鼠购自河北工程大学附属医院

动物房。动物实验方案获得河北工程大学附属医院

动物伦理委员会批准。

1.1   试剂与抗体

神经元特异性烯醇化酶(neuron specific enolase, 
NSE)、微管相关蛋白轻链3-II(microtubule-associated 
protein 1 light chain 3-II, MAP1LC3-II)、Beclin-1、
SQSTM1/P62、自噬相关基因5(autophagy related 5, 
ATG5)和β-actin的一抗均购自Abcam公司; DCFDA
染色试剂盒、Western blot、Alexa Fluor-555标志的二

抗、免疫荧光、DAPI(4′,6-diamidino-2-phenylindole)
和细胞蛋白质的提取试剂均购自上海碧云天生物

技术有限公司; 细胞培养的试剂, 包括Neurobasal-A、

胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)和0.25%胰蛋白酶

均购自Thermo公司; CCK-8(Cell Counting Kit-8)购自

Dojindo公司; MitoSOX Red染色试剂盒购自Invitrogen
公司。

1.2   大鼠原代脊髓神经元细胞的培养

主要根据文献[9]进行原代脊髓神经元细胞的

培养。在显微镜辅助下从E16SD大鼠的胚胎中分离

脊髓组织, 将脊膜和背根神经节从脊髓上分离。PBS
洗涤3次, 在离心管中使用HBSS(Hank’s balanced salt 
solution)配制的0.25%胰蛋白酶, 于37 °C的条件下消

化30 min, 将细胞悬液经200目的滤网过滤。滤过的

细胞接种于Neurobasal-A培养基(Thermo Fisher公司), 
加入2% B-27、2 mmol/L谷氨酰胺、1 μmol/L阿糖胞

苷和50 ng/mL神经生长因子(R&D公司), 每3 d换培养

基, 培养至第7 d时收集神经元细胞进行处理。
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1.3   实验设计

分析PTE细胞毒性实验, 分别使用1、5、10、
20、40、60、80 μmol/L PTE作用神经元细胞24 h
和48 h。分析PTE对正常神经元细胞自噬调节实验, 
使用1、5、10、20 μmol/L PTE处理细胞24 h。分析

PTE在提高氧化应激状态下对自噬水平及ROS水
平调节实验, 分组为Control siRNA、PTE、H2O2、

PTE+H2O2。首先使用10 μmol/L H2O2作用神经元细胞

1 h, 然后使用PTE共同处理24 h。分析自噬介导PTE调
节细胞ROS水平的实验, 分组为Control、PTE+H2O2、

PTE+H2O2+ATG5 siRNA、Control siRNA。

1.4   细胞免疫荧光

分离原代脊髓神经元细胞, 在24孔板中加入4%
多聚甲醛固定10 min, 0.2% Triton X-100透膜处理

15 min。5%山羊血清封闭30 min后, 使用NSE一抗

在4 °C下孵育细胞过夜。行免疫组化时, 孵(100׃1)
育一抗后的细胞由辣根过氧化物酶标记的二抗在室

温下孵育2 h, 苏木素复染30 s。行免疫荧光时, 孵育

Alexa Fluor-555标记的二抗室温下2 h, 再使用DAPI染
核5 min后, 在荧光倒置显微镜下观察(Olympus公司)。
1.5   CCK-8(Cell Counting Kit-8)分析

96孔板每孔铺5 000个细胞, 培养过夜后, 予以

不同组处理12 h后, 将处理的液体更换成100 μL新鲜

的培养基, 再在每个孔中加入10 μL CCK-8试剂, 在
37 °C培养箱中孵育1 h, 最后在酶标仪上读取450 nm
波长的D值, 所得值为相对于对照组的数值。

1.6   Western blot分析

提取细胞中的总蛋白, 使用上海碧云天生

物技术有限公司推荐的含有1%的苯甲基黄酰氟

(phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF)的放射免

疫沉淀法裂解液(radio-immunoprecipitation assay, 
RIPA), 并采用BCA方法来测定蛋白质浓度。把细

胞的总蛋白进行SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electro-phoresis), 然后通过湿转的

方法将蛋白转移到PVDF(polyvinylidene difluoride)
膜上(Bio-Rad公司)。5%脱脂牛奶封闭2 h后, 使用

LC3-II、Beclin-1、P62和ATG5一抗(1000 1׃)于4 °C
冰箱中孵育过夜, TBST清洗3遍后, 使用辣根过氧化

物酶标记的二抗在常温下孵育2 h后, 再使用ECL发
光液(Thermo公司)在成像系统(PerkinElmer公司)上
进行曝光。使用AlphaEaseFC 4.0软件进行蛋白质条

带的半定量分析。

1.7   透射电镜

各组取2瓶细胞, 分别进行处理并离心成团, 在
EP管中加2%戊二醛, 于4 °C固定过夜, PBS漂洗, 
1%锇酸固定, 醋酸铀染色, 梯度丙酮脱水, 预包埋, 
Epon812环氧树脂包埋, 半薄切片及甲苯胺蓝染色进

行定位, LKB-V超薄切片机超薄切片, 透射电镜下观

察脊髓神经元细胞。

1.8   GFP-LC3转染

细胞在玻璃底的培养皿上培养过夜, 密度在

50%~70%, 培养基液体量为2 mL。使用GFP-LC3腺
病毒进行感染, MOI值为100, 腺病毒滴度为1010/mL, 
腺病毒购自汉恒生物科技(上海)有限公司。腺病毒

使用1 mL的无血清培养基进行稀释, 具体计算方式

为: 6孔板细胞数量为(1~2)×106, MOI值100, 病毒数

量为2×108, 加入的腺病毒剂量为20 μL。加入腺病

毒前, 将培养基换成无血清的培养基1 mL, 把上述

剂量的腺病毒溶解在无血清的培养基中。加入腺病

毒后, 在37 °C培养箱中孵育2 h, 再将无血清的培养

基更换成正常培养基, 然后将脊髓神经元细胞转移

至培养箱孵育过夜, 在荧光显微镜下观察转染效果。

当绿色荧光的细胞数量占据大部分时, 即可进行处

理。处理后, 细胞中的自噬体等使用激光共聚焦显微

镜(Leica TCS, SP8)进行观察。脊髓神经元细胞中≥ 

1 μm的绿色的点状结构记为GFP-LC3阳性的自噬

泡, 共计算不同区域6个细胞以上的自噬泡数量。

1.9   DCFDA染色

2′,7′-二氯二氢荧光素乙酰乙酸(2′,7′-dichloro-
djhydrofluorescein diacetate, DCFDA)染色是分析细胞

内总ROS水平的经典方法。神经元细胞经过PTE和
H2O2处理后, 在玻璃底的培养皿中使用10 μmol/L的
DCFDA染液在37 °C中孵育20 min。细胞在共聚焦

下观察, 或者用0.25%胰酶蛋白消化后, 使用流式细

胞仪(FACSCaliber; Becton Dickinson, Heidelberg)在
激发光波长488 nm和发射光波长525 nm条件下分析

荧光强度。

1.10   MitoSOX染色

MitoSOX Red是针对线粒体ROS的新型的染

色剂, 在被线粒体超氧阴离子(O2–)氧化时发出红色

荧光。50 μg MitoSOX Red染液溶解于13 μL DMSO
中, 配成5 mmol/L的储存液。神经元细胞经过PTE
和H2O2处理后 , 使用含5 μmol/L的MitoSOX Red染
液于37 °C处理15 min, 经过PBS清洗后换成新鲜的
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Neurobasal-A培养基, 在激光共聚焦显微镜(Leica 
TCS, SP8)下观察荧光强度。

1.11   ATG5 siNRA的转录

ATG5 siRNA的设计参考文献[9], 具体序列见表

1, 序列由上海吉玛制药技术有限公司合成。神经元

细胞消化后计数, 在6孔板中每孔加入2×105的细胞, 
培养过夜。转染使用Invitrogen公司的Lipofectamine 
2000进行转染, 具体转染方法参考Invitrogen公司的操

作手则。转染后48 h, 根据实验设计中处理方法进行

干预。非特异性的非靶向siRNA作为对照RNA。转

染后, 提取细胞总蛋白行Western blot分析转染效果。

1.12   统计学分析

使用SPSS 15软件包分析数据(SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA), 不同组之间的差异使用方差分析(ANOVA)
进行统计。如果方差分析具有统计学意义, 使用LSD
方法进行两两之间的分析。P<0.05为差异具有统计

学意义。

2   结果
2.1   原代神经元细胞的培养鉴定及PTE对原代神

经元细胞活力的影响

原代脊髓神经元细胞在白光下呈长梭形, 典型

的细胞双侧均有长条形的神经突起, 部分突起可见

分叉, 交织成网络状。NSE免疫荧光显示, 神经元细

胞胞质呈现丰富的红色, 证实存在大量的NSE蛋白质

(图1A)。
为了分析PTE对脊髓神经元细胞的毒性, 0~ 

80 μmol/L PTE作用神经元细胞24 h或48 h后, 采用

CCK-8分析细胞活力。40、60和80 μmol/L PTE作用

24 h, 能显著抑制神经原细胞的活力(P<0.05, 图1B); 
40、60和80 μmol/L PTE作用48 h后, 细胞的活力相

对于24 h组进一步下降(P<0.05, 图1B)。1、5、10和
20 μmol/L PTE作用24 h或48 h对于细胞的活力并无

明显差异, 因此, 后续实验均采用20 μmol/L PTE处
理细胞24 h。

表1   ATG5 siRNA的序列

Table 1    Sequence of  ATG5 siRNA
引物

Primer
方向

Direction
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

ATG5 Sense GGC CUU UCA UUC AGA AGC UTT

Antisense AGC UUC UGA AUG AAA GGC CTT

Negative control Sense UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT

Antisense ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT

A: 大鼠原代脊髓神经元细胞的培养和NSE免疫荧光鉴定; B: 不同剂量PTE作用24 h或48 h后原代脊髓神经元细胞的活力, *P<0.05, **P<0.01, 
##P<0.01, 分别与相应时间的对照组进行比较。

A: primary spinal cord neurons culture and NSE immunocytochemistry; B: cell viability after PTE treatment for 24 h or 48 h, *P<0.05, **P<0.01, 
##P<0.01 compared with control group at the corresponding time.

图1   大鼠原代脊髓神经元细胞的培养及PTE对细胞活力的影响

Fig.1   Primary spinal cord neurons culture and the effect of PTE on the cell viability
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2.2   PTE促进脊髓神经元细胞中自噬相关蛋白的

改变

采用Western blot方法分析LC3-II、Beclin-1和
P62蛋白质表达水平。神经元细胞中, LC3-II蛋白水

平随着PTE浓度的增加逐渐升高, 尤其是10 μmol/L 
(P<0.05, 图2A和图2B), Beclin-1水平变化与LC3-II
相似(P<0.05, 图2A和图2C)。由于P62是自噬降解特

异性蛋白质的“运输者”, 因此, 随着PTE浓度的增加, 
P62水平反而逐渐下降, 这也证实了PTE激活正常脊

髓神经元细胞自噬(P<0.05, 图2A和图2D)。透射电

镜结果发现, 20 μmol/L PTE处理后的神经元细胞中

可见大量双层膜结构的自噬泡(图2E和图2F)。
2.3   氧化应激时PTE对脊髓神经元细胞中自噬水

平的影响

在10 μmol/L H2O2预处理1 h的神经元细胞中, 
使用PTE作用24 h, 分析氧化应激环境下PTE对神经

元细胞自噬水平的影响。相对于单纯H2O2组, PTE
显著提高神经元细胞中LC3-II和Beclin-1的水平, 并
降低P62水平(P<0.05, 图3A和图3B)。GFP-LC3转染

观察脊髓神经元细胞后, PTE+H2O2组比单纯H2O2组

明显增加细胞中的绿色点状的LC3阳性的自噬泡数

量(P<0.05, 图3C和图3D)。此结果提示, 氧化应激时
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A: Western blot分析自噬标志蛋白质LC3-II、Beclin-1和P62水平; B: LC3-II条带的半定量分析; C: Beclin-1条带的半定量分析; D: P62条带的半

定量分析, *P<0.05, **P<0.01; E: 对照组的神经元细胞的透射电镜结果; F: 20 μmol/L PTE处理神经元细胞后的透射电镜结果。

A: protein levels of LC3-II, Beclin-1 and P62 in spinal cord neurons; B: semi-quantity analysis of LC3-II level; C: semi-quantity analysis of Beclin-1 
level; D: semi-quantity analysis of P62 expression, *P<0.05,**P<0.01; E: the analysis of autophagosomes in spinal cord neurons in the control group 
by transmission electron microscopy; F: the analysis of autophagosomes in spinal cord neurons treated with 20 μmol/L of PTE by transmission electron 
microscopy.

图2    PTE对脊髓神经元细胞中自噬相关蛋白质LC3-II、Beclin-1、P62及自噬体数量的影响

Fig.2   Effect of PTE on the protein levels of LC3-II, Beclin-1, P62 and autophagosome number in primary spinal cord neurons
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PTE可提高脊髓神经元细胞自噬水平。

2.4   PTE抑制脊髓神经元细胞中ROS的产生

DCFDA和MitoSOX染色分析神经元细胞内总

ROS和线粒体ROS水平。10 μmol/L H2O2作用 24 h
明显增加细胞内的DCFDA和MitoSOX染色的荧

光强度, 但是PTE可以显著降低细胞中DCFDA和

MitoSOX染色的荧光强度(P<0.05, 图4A~图4C)。这

说明, PTE对于神经元细胞在一定程度上可抑制细

胞内ROS的产生, 以调节氧化应激水平。

2.5   抑制自噬逆转PTE对神经元细胞中ROS产生

的作用

通过沉默ATG5抑制自噬来进一步分析自噬

在PTE抑制神经元细胞产生ROS的作用。ATG5 
siRNA转染细胞 48 h后 ,  Western blot结果发现, 
ATG5水平明显下降(P<0.05, 图5A和图5C)。ATG5  
siRNA显著抑制PTE+H2O2作用下的LC3-II水平, 证
实ATG5 siRNA导致自噬水平的下降(P<0.05, 图5B
和图5D)。DCFDA和MitoSOX染色分析发现, PTE

处理ATG5沉默的细胞, 其DCFDA和MitoSOX染色

荧光强度反而进一步升高(P<0.05, 图5E和图5F), 
提示自噬介导了PTE对神经元细胞ROS产生的抑制

作用。

3   讨论
严重SCI后的二次损伤包括缺血再灌注损伤、

炎症、水肿、ROS产生引起的氧化应激损伤、谷氨

酸盐导致的细胞毒性、细胞内Ca2+积聚以及细胞凋

亡和坏死等[10]。SCI损伤后, 脊髓神经元细胞线粒体

中由于吸收大量的Ca2+而导致线粒体膜通透性改变, 
从而产生大量ROS, 引起细胞氧化应激, 因此, 脊髓

神经元细胞的氧化应激损伤在SCI二次损伤中具有

重要的意义[11]。本文使用H2O2以提高细胞内ROS水
平的氧化剂, 模拟体内细胞的氧化应激的损伤。本

课题组前期工作已证实自噬在氧化应激状态下神经

元细胞中代偿性升高, 并且自噬可以缓解氧化应激

引起的细胞损伤, 对于神经元细胞具有保护作用[3]。

A: Western blot分析LC3-II、Beclin-1和P62蛋白质表达水平; B: LC3-II、Beclin-1和P62条带的半定量分析; C: GFP-LC3转染后细胞中绿色点状

自噬体的数量; D: 根据GFP-LC3结果, GFP-LC3点状阳性自噬泡的定量统计结果。*P<0.05, **P<0.01。
A: the protein level of LC3-II, Beclin-1 and P62 determined by Western blot; B: semi-quantity analysis of LC3-II, Beclin-1 and P62 proteins; C: 
the number of autophagosome in cells transfected with GFP-LC3 under confocal microscopy; D: quantity analysis for the number of  GFP-LC3 dots per cell. 
*P<0.05, **P<0.01.

图3    PTE对H2O2处理的脊髓神经元细胞自噬水平的影响

Fig.3   Effect of PTE on the autophagic level in spinal cord neurons treated with H2O2
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本文进一步发现, PTE可以通过激活神经元细胞的自

噬来保护神经元细胞, 降低细胞中ROS水平, 这为将

来临床治疗SCI损伤提供了一定的理论和实验依据。

研究报道, 白藜芦醇可以缓解多种疾病的发展, 
如心血管疾病、骨关节炎等, 但白藜芦醇的生物利用

度较。白藜芦醇的类似物PTE却具有小分子、半衰

期长、生物利用度相对较高等优点, 近来逐渐受到重

视。PTE不仅可抑制氧化应激引起的内皮细胞凋亡[12], 
同时, 可通过磷酸腺苷活化的蛋白激酶α1(adenosine 
monophosphate-activated protein kinase α1, AMPKα1)-雷
帕霉素靶蛋白(target of rapamycin, mTOR)信号通路激

活内皮细胞的自噬[13]。在多种肿瘤细胞中发现, PTE
可以激活自噬, 具有抗癌作用[5]。虽然PTE对于肿瘤

细胞具有一定的细胞毒性, 但本研究首先证实, 20 
μmol/L及以下浓度的PTE对于原代脊髓神经元细胞

不具有细胞毒作用。LC3-I、Beclin-1和P62蛋白质

水平分析证实, PTE可以促进正常神经元细胞的自

噬, 而在H2O2作用下的神经元细胞中, PTE同样可以

进一步提高自噬的水平, 并且通过GFP-LC3转染进

行了证实。

神经元细胞消耗能量较大, 其线粒体数量也较

为丰富, 可以提供充足的能量, 当神经元细胞受到

氧化应激损伤时, 线粒体产生的ROS是细胞中所有

ROS的主要来源[14]。另一方面, ROS的大量产生亦

会导致线粒体能量合成的障碍, 引起神经元细胞的

损伤。H2O2是具有线粒体膜通透性的ROS中重要的

一员, H2O2通过Fenton反应导致大量羟自由基生成, 
进一步损伤下游的线粒体、核酸和蛋白质等[15]。本

文使用H2O2模拟体内的神经元细胞氧化应激损伤, 
通过DCFDA染色证实了H2O2可导致细胞产生大量

的ROS, 而使用MitoSOX染色发现, 线粒体ROS在其

中发挥重要作用。

氧化应激是由于细胞内活性氧和活性氮的产

生和清除的失平衡引起。研究发现, PTE可以抑
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图4    PTE抑制H2O2处理的脊髓神经元细胞中ROS的产生

Fig.4    Effect of PTE on ROS production in primary spinal cord neurons treated with H2O2
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图5   抑制自噬逆转PTE对脊髓神经元细胞ROS的作用

Fig.5   Effect of autophagic inhibition on the ROS production regulated by PTE in spinal cord neurons

制多种细胞中ROS的产生。在小鼠海马的神经元

HT22细胞中, PTE通过Nrf2[nuclear factor erythroid 2 
(NF-E2)-related factor 2]信号通路抑制谷氨酸盐和高

糖诱导生成的ROS[16-17]。本文中PTE作用H2O2处理

的脊髓神经元细胞, 同样可以抑制ROS的产生, 证实

了PTE在脊髓神经元细胞中抗氧化应激的作用。通

过ATG5 siRNA转染抑制自噬后, 分析发现, 自噬参

与介导PTE抑制ROS生成, 这也从另一方面证实本

课题组前期研究证实的自噬在神经元细胞氧化应激

中的自我保护作用[3]。

综上所述, 20 μmol/L的PTE可提高正常和氧化

应激状态下的自噬水平。PTE可抑制H2O2作用下细

胞中ROS的产生, 但是沉默ATG5以抑制自噬水平, 
却可以逆转上述PTE的保护作用。本研究结果提示, 
PTE可能通过促进自噬抑制脊髓神经元细胞的ROS
产生, 缓解氧化应激, 保护神经元细胞。
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