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枸杞多糖对小鼠海马神经元细胞系缺糖缺氧损伤保护作用及机制研究
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摘 要：目的 探讨枸杞多糖（LBP）对小鼠海马神经元细胞系HT22 细胞缺糖缺氧损伤保护作用的机制。方法 采用

含 1 mmol/L连二亚硫酸钠的无糖DMEM培养基建立HT22细胞缺糖缺氧损伤模型，设对照组、模型组和LBP高、中、低剂

量（100、50、25 mg/L）组，以CCK8法检测细胞活性，流式细胞术检测检测细胞凋亡情况；Western blotting检测Bcl-2、

Bax蛋白表达情况；利用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测TNF-α、NF-κB、I-κBα、Caspase-9基因转录活性。结果 与

对照组比较，模型组HT22细胞存活率显著降低、凋亡率显著增加（P＜0.05）；TNF-α、NF-κB、Caspase-9基因转录活性显

著上调，I-κBα基因转录活性显著下调（P＜0.05）；Bax 蛋白表达水平显著升高，Bcl-2 的蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05）。与模型组比较，LBP各剂量组细胞存活率显著上升、凋亡率显著下降（P＜0.05）；TNF-α、NF-κB、Caspase-9基因

转录活性显著下调，I-κBα基因转录活性显著上调（P＜0.05）；Bax蛋白表达水平显著降低，Bcl-2的蛋白表达水平显著增

高（P＜0.05）。结论 LBP可能是通过下调TNF-α、NF-κB、Caspase-9基因转录活性以及Bax蛋白表达，增强 I-κBα基因转

录活性及Bcl-2的蛋白表达，抑制缺糖缺氧损伤诱导神经细胞凋亡的发生。
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Abstract: Objectives To observe the protective effects of Lycium barbarum polysaccharides (LBP) on oxygen-glucose deprived

mouse hippocampal neurons. Methods Cultured mouse hippocampal neurons exposed to 1 mmol/LNa2S2O4 to establish oxygen-

glucose deprivation model, assigned to control group, model group and LBP group with different doses (100, 50 and 25 mg/L), the

cell activity rate was measured by CCK8 assay, and the apoptosis rate was analyzed by Flow Cytometry; the protein expression of

Bcl-2 and Bax was measured by Western blotting; RT-qPCR assay was used to evaluate the mRNA expression of TNF-α, NF-κB, I-

κBα, Caspase-9. Results Compared with control group, HT22 cell survival rate and apoptosis rate in model group were significantly

reduced (P < 0.05); TNF- α, NF- κB, caspase-9 gene transcription activity was significantly increased, I- κBα gene transcription

activity was significantly decreased (P < 0.05); Bax protein expression level was significantly increased, Bcl-2 protein expression

level was significantly decreased (P < 0.05). Compared with control group, LBP can significantly increase cell viability (P < 0.05);

reduce the cell apoptosis rate (P < 0.05); the expression of TNF-α, NF-κB, Bax and Caspase-9 were effectively down regulated;

induce an increase of I-κBα mRNA leve and Bcl-2 protein level (P < 0.05). Conclusion LBP have significantly protective effects on
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oxygen-glucose deprivation, such protective effects may be mediated by its action on the downstream TNF-α, NF-κB , Bax, Caspase-

9, and up-regulation of Bcl-2 and I-κBα.

Key words: Lycium barbarum polysaccharides; oxygen-glucose deprivation; apoptosis; neuroprotection

缺血性脑血管疾病（Ischemic Cerebrovascular

Disease，ICVD）严重威胁人类身体健康，影响患者

生活质量，近年来还有低龄化发展的趋势，因此一

直是国内外医学界广泛关注与高度重视的疾病［1］。

研究发现，脑缺血损伤与细胞凋亡的关系非常

密切，在脑缺血后的几个小时内，缺血半暗带或梗

死区周围的神经元死亡主要以凋亡性死亡为主［2］。

对神经细胞具有抗凋亡等多种生物活性的药物，对

提高缺血性脑血管病患者治愈率具有巨大的潜在

价值。宁夏枸杞 Lycium barbarum L.是产于宁夏回

族自治区的特色药材，其主要活性成分为枸杞多

糖（Lycium barbarum polysaccharide，LBP），已有研

究证明，LBP 具有抗细胞损伤的作用，但其具体作

用机制仍不清楚。研究发现，LBP具有一定的神经

保护作用［3］，本研究旨在探讨LBP对连二亚硫酸钠

所致小鼠海马神经元细胞系（HT22）缺血损伤的保

护作用及机制。

1 材料

1.1 细胞

HT22细胞，由宁夏颅脑疾病重点实验室提供。

1.2 药物与主要试剂

LBP（青海康普生物科技股份有限公司，批号

KPGQZTQW-13，规格 100 mg，含量≥95%）；连二亚

硫酸钠（天津市凯通化学试剂有限公司）；MTT检测

试剂盒（南京凯基生物科技有限公司）；Anexin V-

FITC/PI 凋亡检测试剂盒（北京康为世纪生物科技

有限公司）；TNF-α、I-κBα、NF-κB、Caspase-9引物均由上

海生工生物工程有限公司合成，引物序列见表1；Bax、

Bcl-2抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

1.3 主要仪器

细胞培养箱（美国Thermo公司）；Odyssey双色

红外激光成像（美国 LICOR公司）；倒置显微镜（德

国Lecia公司）；FACSCalibur流式细胞仪（美国BD公

司）；CFX96荧光定量PCR仪（美国BIO-RAD公司）。

2 方法

2.1 细胞模型建立及实验分组

HT22细胞采用含 10%胎牛血清的DMEM作为

培养基，置于 5% CO2、37 ℃培养箱中培养。取对数

生长期的细胞，用无糖 DMEM 培养基清洗 2次，加

入含有 1 mmol/L连二亚硫酸钠无糖DMEM培养基

置于 5% CO2、37 ℃培养箱中 45 min，后弃去上清并

加入预温的培养液，常规条件培养16 h。

实验分为对照组 、模型组和 LBP 高 、中 、

低（100、50、25 mg/L）3 个剂量组。除对照组外，其

余各组进行缺糖缺氧损伤模型的制备，模型组在模

型制备后加入含 10%胎牛血清的DMEM，LBP组在

模型制备后加入相应浓度的LBP。

2.2 CCK8法检测细胞活性

取HT22细胞，以细胞数 7.5×104/孔接种于 96孔

板中，每组设置 6 个平行孔，分组及给药方法

同“2.1”项。每孔加入 10 μL CCK8溶液，在培养箱

中培养 2 h，酶标仪在 450 nm波长处检测每孔的吸

光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝实验组A值/对照组A值

2.3 流式细胞术检测细胞凋亡率

取 HT22细胞，以细胞数 1.2×106/孔接种于 6孔

板中，每组设置 6 个平行孔，分组及给药方法

同“2.1”项。胰酶消化收集细胞，加入 1 mL 4 ℃预

冷的PBS洗涤 2次，加入 250 μL Binding Buffer重悬

细胞，加入 5 μL Anexin V-FITC、10 μL PI溶液，轻柔

混匀后于室温避光孵育 15 min，利用流式细胞仪检

测各组凋亡细胞的百分比。

2.4 Western blotting 检测凋亡相关蛋白 Bcl-2、

Bax蛋白表达水平

取 HT22细胞，以细胞数 1.2×106/孔接种于 6孔

板中，每组设置 6 个平行孔，分为对照组、模型组、

表 1 实时定量PCR引物

Table 1 Primer sequences used for Q-PCR reactions

基因

Β-actin

TNF-α

I-κBα

NF-κB

Caspase-9

正向引物（5'-3'）

GGCTGTATTCCCCTCCATCG

CCTGTAGCCCACGTCGTAG

AGCCCCGAGCATTCTATTGTG

ATGGCAGACGATGATCCCTAC

TCCTGGTACATCGAGACCTTG

反向引物（5'-3'）

CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

GGGAGTAGACAAGGTACAACCC

TGGTTCTTACGTGAGAGGGC

TGTTGACAGTGGTATTTCTGGTG

AAGTCCCTTTCGCAGAAACAG
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LBP（100 mg/L）组，造模及给药操作同“2.1”项。

弃去培养基，用 PBS 洗涤 2 次，加入 80 μL细胞裂

解液，置于冰上收集细胞，4 ℃、12 000 r/min 离心

15 min吸取上清。按照试剂盒说明书，采用BCA法

检测蛋白浓度。每组取 40 μg蛋白上样电泳，转膜。

采用化学发光法检测各组 Bcl-2、Bax 蛋白表达

水平。

2.5 实时荧光定量PCR（RT-qPCR）检测TNF-α、I-

κBα、NF-κB、Caspase-9转录水平

取 HT22细胞，以细胞数 1.2×106/孔接种于 6孔

板中，每组设置 6 个平行孔，分为对照组、模型组、

LBP（100 mg/L）组，造模及给药操作同“2.1”项。

弃去培养基，用 PBS 洗涤 2 次，加入 1 mL Trizol

剧烈摇晃后加入 0.2 mL氯仿并混匀，离心吸取上层

无色水相，加入 0.5 mL异丙醇，室温沉淀 10 min，离

心弃去上清，加入 1 mL 75%乙醇，洗涤 2次，离心甩

干，加入30 μL DEPC水溶解。紫外分光光度法检测

mRNA浓度后，用逆转录试剂盒将mRNA反转录为

cDNA作为 PCR模板。按照试剂盒说明书进行RT-

qPCR检测。

2.6 统计学处理

结果经 SPSS 20.0统计软件分析，数据用
-x±s表

示，采用方差分析进行各组统计学差异比较。

3 结果

3.1 LBP对细胞存活率的影响

CCK8法检测结果表明，模型组细胞存活率显

著低于对照组（P＜0.05）；与模型组比较，LBP 高、

中、低浓度组细胞存活率显著上升（P＜0.05），并呈

浓度相关性。见图1。

3.2 LBP对细胞凋亡率的影响

采用流式细胞术检测细胞凋亡率发现，模型组

凋亡率明显高于对照组（P＜0.05）；与模型组比较，

LBP高、中、低浓度组凋亡率明显下降（P＜0.05），并

呈浓度相关性。见图2。

3.3 LBP对HT22细胞Bcl-2、Bax蛋白表达的影响

如图 3所示，Western boltting结果显示，与对照

组比较，模型组细胞Bax蛋白表达水平明显高于对

照组，而Bcl-2蛋白相对表达水平明显低于对照组；

与模型组比较，LBP 100 mg/L剂量组Bax蛋白表达

水平明显下调，同时Bcl-2蛋白表达水平明显上调。

3.4 LBP 对 TNF- α、I- κBα、NF- κB、Caspase-9

mRNA水平的影响

如图 4 所示，与对照组比较，模型组细胞内

TNF-α、NF-κB、Caspase-9 mRNA表达均显著高于对

照组（P＜0.05），I-κBα mRNA表达水平显著低于对
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图 1 LBP 对缺糖缺氧损伤 HT22 细胞存活率的影

响（（x̄± s，，n=6））

Fig. 1 Effect of LBP on survival rate of HT22 cells with

oxygen-glucose deprivation injury (x̄± s，，n=6)
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图2 LBP对缺糖缺氧损伤HT22细胞凋亡率的影响（（x̄± s，，n=6））

Fig. 2 Effect of LBP on apoptosis rate of oxygen-glucose deprived by HT22 cells (x̄± s，，n=6)
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Fig. 3 Effect of LBP on Bcl-2、Bax expression of oxygen-

glucose deprived by HT22 cells
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照组（P＜0.05）；与模型组比较，LBP 100 mg/L剂量

组可显著抑制缺糖缺氧损伤诱导的HT22细胞TNF-

α、NF-κB、Caspase-9基因表达的上调，并使 I-κBα的

转录活性增强（P＜0.05）。

4 讨论

当发生脑缺血损伤时，神经细胞通过坏死和凋

亡 2种混合途径走向死亡，但是迟发型神经细胞死

亡主要以细胞凋亡为主，凋亡可能决定了最终梗死

灶体积［2，4］。神经元坏死是不可逆的，而逆转凋亡过

程可作为脑缺血治疗的潜在靶点［5］。目前全球将近

有 200个治疗脑卒中药物进入临床试验，这些药物

在细胞及实验动物模型上有很好的疗效，但是目前

只有组织型纤维蛋白溶活剂（tPA）获得美国FDA的

批件进入临床。tPA通过溶栓治疗缺血性脑血管疾

病，然而疗效并不乐观，这可能是与 tPA药理作用单

一有关［6-8］。

LBP被认为是一种很有潜力的神经保护药物，

能够改善MPTP诱导的帕金森模型小鼠的病理症状

和行为缺陷［9］；延缓视神经横断（PONT）后轴突的继

发性病变，抑制小胶质细胞和巨噬细胞的活化［10］；

通过减少氧化应激和细胞凋亡的发生，改善由脂多

糖引起的大鼠认知和记忆缺陷［ 11］。本实验采

用含 1 mmol/L 连二亚硫酸钠的无糖 DMEM 培养

基处理小鼠海马神经元 HT22细胞系，造成细胞缺

糖缺氧损伤，使细胞活性降低，并诱导细胞凋亡。

既往研究显示，LBP能够改善由缺糖缺氧引起的神

经元损伤，其机制可能是LBP能够提高缺糖缺氧损

伤神经元的抗氧化能力，并改善细胞线粒体的结构

和功能［12］。本实验中，CCK8实验和流式细胞术结

果均显示，与模型组比较，LBP 各剂量组均能抑制

缺糖缺氧损伤诱导的细胞存活率降低和凋亡发生。

Bcl-2是细胞中重要的抗凋亡蛋白，而 Bcl-2相

关 x蛋白（Bax）能促进细胞色素C穿过线粒体膜，激

活 Caspases-9，发挥促进细胞凋亡的作用［13］。已有

研究表明，LBP通过下调Bax、上调Bcl-2表达，减轻

三甲基锡（TMT）对 Neuro-2 细胞的神经毒性作

用［14］。本实验发现，LBP 100 mg/L剂量组能够明显

抑制促凋亡因子Bax的表达，并增强凋亡抑制蛋白

Bcl-2 的表达，改善由缺糖缺氧造成的神经细胞损

伤。LBP 抑制 NF-κB 途径的作用已经在软骨细胞

中得到了验证［15］，NF-κB是一类具有多种生物效应

的细胞因子，能够被 TNF-α激活解离，启动下游促

凋亡信号［16］。本实验结果显示，LBP 100 mg/L剂量

组能够明显下调由缺糖缺氧损伤引起的 TNF-α、

NF-κB、Caspase-9基因转录水平的增加，减少 I-κBα

的泛素降解，从而改善缺糖缺氧引起的神经细胞

凋亡。

本实验发现，LBP可以通过抗凋亡机制发挥其

对缺糖缺氧所致神经元损伤的保护作用，机制可能

与下调TNF-α、NF-κB、Caspase-9基因转录活性以及

Bax蛋白表达，增强 I-κBα基因转录活性及Bcl-2的

蛋白表达相关。本研究结果为临床利用 LBP治疗

缺血性脑血管疾病患者提供参考。
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