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摘　要：目的　探讨 β羟基丁酸（ＢＨＢ）对 ＳＤ大鼠神经元细胞缺氧损伤的保护作用及其机制。方法　原代培养 ＳＤ大鼠

神经元细胞，不同浓度（２ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、２０ｍＭ和５０ｍＭ）ＢＨＢ预处理２４ｈ，三气培养箱糖氧剥夺培养２ｈ，线粒体超

氧化物探针检测细胞线粒体氧化应激状态，ＣＣＫ８检测细胞活力变化，ＱＰＣＲ测 Ｎａ＋偶联单羧酸转运体 １（ＳＭＣＴ１）、ｃａｓ

ｐａｅ３和 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的 ｍＲＮＡ表达，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ测 ＳＭＣＴ１、ｃａｓｐａｓｅ３、细胞色素 Ｃ（ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）、ＥＲＫ１／２和 ｐＥＲＫ１／２

（Ｔ２０２／２０４）蛋白表达。结果　２ｍＭ、５ｍＭ和１０ｍＭ浓度 ＢＨＢ对神经元细胞活力无显著影响（Ｐ＞０．０５），２０ｍＭ和 ５０

ｍＭ浓度 ＢＨＢ可致神经元活力显著降低（Ｐ＜０．０５）。神经元缺氧培养后，活力降低（Ｐ＜０．０５），线粒体氧化应激反应增

强（Ｐ＜０．０５），ＳＭＣＴ１的 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ｃａｓｐａｓｅ３与 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平

明显增强（Ｐ＜０．０５），ＥＲＫ１／２的蛋白磷酸化水平降低（Ｐ＜０．０５）。ＢＨＢ预处理缺氧神经元，低浓度对细胞无明显影响

（Ｐ＞０．０５）；浓度增至１０ｍＭ，相比单纯缺氧组，神经元活力显著改善（Ｐ＜０．０５），线粒体氧化应激状态降低（Ｐ＜０．０５），

ＳＭＣＴ１的 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平显著增加（Ｐ＜０．０５），ｃａｓｐａｓｅ３与 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平明显降低（Ｐ＜

０．０５），ＥＲＫ１／２的蛋白磷酸化水平升高（Ｐ＜０．０５）。结论　高浓度（＞２０ｍＭ）ＢＨＢ对神经元细胞有毒性作用；低浓度

（＜５ｍＭ）ＢＨＢ对糖氧剥夺的神经元细胞无明显作用；１０ｍＭ浓度的 ＢＨＢ预处理可增加 ＳＭＣＴ１转运体的表达，通过启动

ＥＲＫ１／２信号通路，降低神经元线粒体的氧化应激，减少凋亡，从而对糖氧剥夺的原代神经元细胞发挥保护作用。

关键词：β羟基丁酸；神经元细胞；缺氧损伤；Ｎａ＋偶联单羧酸转运体１；ＥＲＫ１／２信号通路；大鼠
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　　在缺血性脑卒中发生过程中，缺血组织的氧
化应激反应会引起神经元 ＤＮＡ损伤，引起基因功
能缺失，进一步引起胶质细胞和血管细胞的凋亡发

生［１］。氧化应激导致的神经元损伤和血脑屏障功

能障碍是脑卒中治疗的难点［２］，在大脑中，乙酰乙

酸和 β羟基丁酸（βｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃ，ＢＨＢ）可代替葡
萄糖为大脑提供能量［３］，也有研究表明 β羟丁酸
可减轻多巴胺能神经元的变性并可改善线粒体呼

吸功能［４］。通过综合国内外研究，ＢＨＢ的脑保护作
用机制仍不明确，基于此我们进行体外神经元细胞

培养，并制作糖氧剥夺细胞模型，不同浓度 ＢＨＢ预
处理后观察神经元细胞活力变化和线粒体氧化应

激损伤情况，探讨 ＢＨＢ发挥神经保护作用的机制。
１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物　孕 ２８ｄ的 ＳＤ大鼠，雌性，购
自昆明医科大学实验动物中心，清洁级 ＳＰＦ实验动
物室饲养，通风良好，循环光照，给予清洁饲料与

饮水。

１．１．２　主要试剂与仪器　ＢＨＢ（上海基实有限公
司）；ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ培养基、Ｂ２７和澳洲源胎牛血清
（ｇｉｂｃｏ）；ＥＧＦ重组蛋白（ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）；阿糖胞苷（ｓｉｇ
ｍａ）；ＣＣＫ８试剂（同仁化学）；ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ探针
（ｔｈｅｒｍｏ）；ＰＢＳ缓冲液和 ＨＢＳＳ缓冲液（ｇｉｂｃｏ）；Ｔｒｉｚｏｌ
试剂（ｔｈｅｒｍｏ）；ｃＤＮＡ合成试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；ＱＰＣＲ
试剂盒（ＳＹＢＲＦＡＳＴｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，Ｋａｐａ）；引物合
成（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；βａｃｔｉｎ抗体、ＥＲＫ１／２抗体、ＮＳＥ抗
体和 ｐｅｒｋ１／２（Ｔ２０２／２０４）抗体（ＣＳＴ）；ＳＭＣＴ１抗
体、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ抗 体 和 ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３抗 体 （ａｂ
ｃａｍ）；Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８标记二抗（ｊａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏ）；ＤＡＰＩ
荧光封片剂（中杉）；二抗（ａｂｍａｒｔ）；ＨＲＰ底物显色试

剂盒（ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；细胞培养级 ＤＭＳＯ（ｓｉｇｍａ）。
显微手术器械（上海金钟）；体式显微镜（ｏｌｙｍ

ｐｕｓ）；三气培养箱（Ｈｅａｌｆｏｒｃｅ）；全波长酶标仪（ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｄｅｖｉｃｅ）；ＱＰＣＲ仪（ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅ）；化学发光仪
（ＢｉｏＲａｄ）；荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）。
１．２　方法
１．２．１　神经元培养　戊巴比妥钠溶液（３０ｍｇ／
ｋｇ）腹腔注射麻醉孕鼠，７５％乙醇消毒腹部，超净
台中腹正中切口暴露双侧子宫，取胎鼠，体式显微

镜下取皮质放入无菌 ＰＢＳ液，吹打 ３～５次制成单
细胞悬液，２００目细胞筛过滤，８００ｒｐｍ离心３ｍｉｎ，
完全 培 养 基 （ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ ｍｅｄｉｕｍ ＋２％ Ｂ２７＋
１０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ＋１０％ ＦＢＳ）重悬后接种至包被多聚
赖氨酸孔板中，４８ｈ后加 ５μｇ／ｍｌ阿糖胞苷培养
２４ｈ，换液为完全培养基培养。
１．２．２　神经元染色鉴定实验　细胞接种至 ２４孔
爬片（３孔重复），生长第 １１ｄ，７５％乙醇固定，室
温 １ｈ。ＰＢＳ洗涤 ２次，０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，加 ＮＳＥ抗体（１∶２００）孵育过
夜，ＰＢＳ洗涤 ３次，加 Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８标记的二抗（１∶
２０００）室温避光孵育 １ｈ，ＰＢＳ避光洗涤 ２次，ＤＡＰＩ
荧光封片剂封片，荧光显微镜观察细胞着色情况。

１．２．３　 不同 浓 度 ＢＨＢ对 神 经 元 活 力 的 影 响
（ＣＣＫ８实验）　细胞接种至９６孔板，生长第１０ｄ，
分组（每组 ３孔重复）：正常组（Ｂｌａｎｋ），Ｂｌａｎｋ＋不
同浓度（２ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、２０ｍＭ和 ５０ｍＭ）
ＢＨＢ作用 ２４ｈ组，以观察梯度浓度 ＢＨＢ对神经元
的毒性作用，２４ｈ后，每孔加 １０μｌＣＣＫ８溶液，培
养箱孵育 ２ｈ，酶标仪 ４５０ｎｍ波长测 ＯＤ值。
１．２．４　实验分组及缺氧实验
１．２．４．１　实验分组　①Ｂｌａｎｋ组不做处理，正常
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培养；②单纯缺氧组在细胞生长对数期，培养基换
为 ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ基础培养基（不含 Ｂ２７和 ＥＧＦ等营
养因子），适应性培养１ｈ；③２ｍＭＢＨＢ预处理２４ｈ
＋缺氧组；④５ｍＭ ＢＨＢ预处理 ２４ｈ＋缺氧组；⑤
１０ｍＭＢＨＢ预处理 ２４ｈ＋缺氧组。③、④和⑤组
在细胞生长对数期，换液为含对应浓度 ＢＨＢ的完
全培养基作用 ２４ｈ后，换液为含对应浓度 ＢＨＢ的
ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ培养基培养 １ｈ。将细胞放入三气培
养箱（气体组成：２％Ｏ２ ＋５％ＣＯ２ ＋９３％Ｎ２）缺氧
培养 ２ｈ。
１．２．４．２　缺氧实验及线粒体超氧化物检测　细
胞缺氧培养 ２ｈ后行线粒体超氧化物检测（Ｍｉｔｏｓｏｘ
Ｒｅｄ探针）：各组缺氧培养后（正常组除外），避光，
超净台 ＨＢＳＳ缓冲液洗涤 ２次，加 ＭｉｔｏｓｏｘＲｅｄ探
针，３７℃培养箱孵育 １０ｍｉｎ；避光，ＨＢＳＳ缓冲液洗
涤 ３次；倒置荧光显微镜观察细胞红色荧光（各孔
均一化曝光时间），获取图像用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０
软件行荧光强度测定。

１．２．４．３　ＣＣＫ８实验　各组细胞每孔加 １０μｌ
ＣＣＫ８溶液，培养箱孵育 ２ｈ，酶标仪 ４５０ｎｍ波长
测 ＯＤ值。
１．２．４．４　ＱＰＣＲ实验　各组细胞用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
总 ＲＮＡ，分光光度计测各组 ＲＮＡ浓度，总 ＲＮＡ上
样量 １μｇ，ｃＤＮＡ合成试剂盒合成 ｃＤＮＡ第一条链，
ＱＰＣＲ试剂盒进行 ＱＰＣＲ反应，反应体系 １０μｌ：上
游引物 ０．５μｌ，下游引物 ０．５μｌ，Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ５μｌ，
模板 ｃＤＮＡ１μｌ，去核酸水 ３μｌ。反应条件：９５℃
３ｍｉｎ；９５℃ ３ｓ，６０℃ ３０ｓ进行 ４０个循环；溶解曲
线分析：９５℃：１５ｓ；６０℃：３０ｓ；９５℃：１５ｓ。反应
后收集 Ｃｔ值行 ２△△Ｃｔ值分析。
１．２．４．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验　各组细胞 ＰＢＳ洗涤 ２
次，吸弃液体，加预冷 ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白。
ＢＣＡ法测蛋白浓度。沸水加热变性，取 ８０μｇ蛋白
上样、电泳，转膜。５％ ＢＳＡ封闭２ｈ，ＴＢＳ溶液洗膜

３次，每次５ｍｉｎ。加抗体：βａｃｔｉｎ（ＡＣＴＢ，１∶２０００）、
ＳＭＣＴ１（１∶５００）、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ（１∶５００）、ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３（１∶２０００）、ＥＲＫ１／２（１∶１０００）和 ｐｈｏｓｐｈｏ
ＥＲＫ１／２（１∶１０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ溶液漂洗
５次，每次 ５ｍｉｎ。加 ＨＲＰ标记的二抗，３７℃孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ溶液洗膜 ３次，每次 ５ｍｉｎ。ＨＲＰ底物显
色试剂盒进行显影，化学发光仪扫描 ＰＶＤＦ膜，得
蛋白条带用 ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值，以与内参 β
ａｃｔｉｎ条带灰度值比值作为蛋白表达量数据，其中
ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化计算方法：ｐＥＲＫ１／２蛋白表
达量／ＥＲＫ１／２蛋白表达量，此比值为磷酸化水平
数据。

１．３　统计学分析
每组均 ５孔重复，所得数据 ＳＰＳＳ１８．０统计软

件包处理，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
多组数据比较以单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯ
ＶＡ）检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　神经元培养与鉴定

神经元生长第８天（图１Ａ），典型样生长，胞体
透亮，胞体两侧有长轴突伸出，呈网状；第 １１天，
神经元细胞生长至对数期（图 １Ｂ）。

神经元生长第 １１天，细胞固定后行神经元标
记物（ＮＳＥ）荧光染色，图 ２可见 ＮＳＥ抗体染色阳
性，说明培养细胞为神经元。

! " #

图 １　大鼠神经元原代培养（１００×）

注：Ａ：神经元生长第 ８天；Ｂ：神经元生长第 １１天。

! " #

图 ２　大鼠神经元细胞鉴定染色（１００×）

注：Ａ：ＮＳＥ染色；Ｂ：ＤＡＰＩ染色；Ｃ：Ｍｅｒｇｅｄ。
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２．２　缺氧实验及阴离子探针染色检测
Ｂｌａｎｋ组（图 ３Ａ和图 ３Ｆ）线粒体超氧化物几乎

未见，说明细胞状态良好。糖氧剥夺 ２ｈ后（图
３Ｂ），线粒体超氧化物检测阳性细胞数急剧增加，
与 Ｂｌａｎｋ组比有显著差异（图 ３Ｆ）。在 ＢＨＢ预处理
后再进行糖氧剥夺处理，与缺氧组比，２ｍＭ浓度

ＢＨＢ（图 ３Ｃ和图 ３Ｆ）对缺氧细胞无明显影响（Ｐ＞
０．０５）；ＢＨＢ在 ５ｍＭ 浓度 （图 ３Ｄ和图 ３Ｆ）和
１０ｍＭ浓度（图 ３Ｅ和图 ３Ｆ）时显著降低缺氧细胞
中线粒体超氧化物生成（Ｐ＜０．０５）；相比 ５ｍＭ浓
度，１０ｍＭ浓度 ＢＨＢ抗线粒体氧化作用更强（Ｐ＜
０．０５）。
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图 ３　各组神经元 ＭｉｔｏｓｏｘＲｅｄ探针染色图（１００×）

注：Ａ：Ｂｌａｎｋ组；Ｂ：单纯缺氧组；Ｃ：２ｍＭＢＨＢ预处理 ２４ｈ＋缺氧组；Ｄ：５ｍＭＢＨＢ预处理 ２４ｈ＋缺氧组；

Ｅ：１０ｍＭＢＨＢ预处理 ２４ｈ＋缺氧组；：与 Ｂｌａｎｋ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与单纯缺氧组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　ＣＣＫ８实验
为观察 ＢＨＢ不同浓度对正常神经元活力影响，

设置２ｍＭ、５ｍＭ、８ｍＭ、１０ｍＭ、２０ｍＭ和５０ｍＭ梯
度浓度分别作用神经元 ２４ｈ。从图 ４Ａ看出，低浓
度（２ｍＭ、５ｍＭ和１０ｍＭ）ＢＨＢ时，神经元活力无明
显变化（Ｐ＞０．０５），说明这些浓度段 ＢＨＢ对神经元
无明显毒副作用。高浓度（２０ｍＭ和 ５０ｍＭ）时，神
经元活力出现显著降低（Ｐ＜０．０５），说明高浓度
ＢＨＢ对神经元活力有毒性作用。

所以我们使用 ２ｍＭ、５ｍＭ和 １０ｍＭ三个浓度
进行缺氧实验，观察 ＢＨＢ是否发挥神经元保护作
用。从图 ４Ｂ看出，与 Ｂｌａｎｋ组比，糖氧剥夺后神经

元活力显著降低（Ｐ＜０．０１）。给予 ２ｍＭ 浓度
ＢＨＢ后，相比缺氧组，神经元活力无显著变化（Ｐ＞
０．０５）；给予 ５ｍＭ和 １０ｍＭ浓度 ＢＨＢ后，相比缺
氧组，神经元活力均显著增强（Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＱＰＣＲ实验

从图 ５Ａ看 出，与 Ｂｌａｎｋ组 比，糖 氧 剥 夺 组
ＳＭＣＴ１ｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＢＨＢ预处
理后，与单纯缺氧组比，２ｍＭ组的 ＳＭＣＴ１ｍＲＮＡ无
明 显 变 化 （Ｐ ＞０．０５）；５ ｍＭ 与 １０ ｍＭ 组

ＳＭＣＴ１ｍＲＮＡ表达显著增强（Ｐ＜０．０５），其中 １０
ｍＭ组变化最显著。
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图 ４　ＣＣＫ８实验

注：Ａ：不同浓度 ＢＨＢ对正常神经元活力的影响；Ｂ：不同浓度 ＢＨＢ对糖氧剥夺神经元活力的影响；：

与 Ｂｌａｎｋ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与单纯缺氧组比较，Ｐ＜０．０５。
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　　从图 ５Ｂ和图 ５Ｃ看出，与正常神经元比，糖氧
剥夺组 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ与 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达显著升
高（Ｐ＜０．０５）；ＢＨＢ预处理后，与单纯缺氧组比，
２ｍＭ组与 ５ｍＭ组 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ与 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ

表达无明显变化（Ｐ＞０．０５），１０ｍＭ组 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ与 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达显著降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。
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图 ５　ＱＰＣＲ实验（２△△Ｃｔ法）

注：Ａ：各组神经元细胞中 ＳＭＣＴ１／ＳＬＣ５Ａ８ｍＲＮＡ的表达情况；Ｂ：各组神经元细胞中细胞色素 ＣｍＲＮＡ

的表达情况；Ｃ：各组神经元细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达情况；：与 Ｂｌａｎｋ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与单

纯缺氧组比较，Ｐ＜０．０５。

２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验
从图 ６和图 ７Ａ看出，与 Ｂｌａｎｋ组比，单纯缺氧

神经元中 ＳＭＣＴ１蛋白表达急剧下降（Ｐ＜０．０５）；
与单纯缺氧组比，ＢＨＢ２ｍＭ预处理组 ＳＭＣＴ１蛋白
表达无显著差异（Ｐ＞０．０５）；与单纯缺氧组比
ＢＨＢ５ｍＭ与 １０ｍＭ预处理组 ＳＭＣＴ１蛋白表达均
显著升高（Ｐ＜０．０５）。

从图 ６和图 ７Ｂ看出，与 Ｂｌａｎｋ组比，单纯缺氧
神经元中 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达有显著升高（Ｐ＜
０．０５）；与单纯缺氧组比，ＢＨＢ２ｍＭ及 ＢＨＢ５ｍＭ
预处理的 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达均无明显差异（Ｐ
＞０．０５）；与单纯缺氧组比，ＢＨＢ１０ｍＭ预处理组
ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。

从图 ６和图 ７Ｃ看出，与 Ｂｌａｎｋ组比，缺氧神经
元中活化的 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量明显升高（Ｐ＜
０．０５）；与单纯缺氧组比，ＢＨＢ２ｍＭ预处理组的活
化 ｃａｓｐａｓｅ３表达量无显著差异（Ｐ＞０．０５）；与单纯
缺氧组比，ＢＨＢ５ｍＭ与 １０ｍＭ组的活化 ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达量显著回升（Ｐ＜０．０５），其中 １０ｍＭ组
升高最明显（Ｐ＜０．０５）。

从图 ６和图 ７Ｄ看出，与 Ｂｌａｎｋ组比，缺氧神经

元中 ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化水平明显降 低 （Ｐ＜
０．０５）；与单纯缺氧组比，ＢＨＢ２ｍＭ预处理组的
ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化水平无显著差异（Ｐ＞０．０５）；
与单纯缺氧组比，ＢＨＢ５ｍＭ与１０ｍＭ组的 ＥＲＫ１／
２蛋白磷酸化水平显著回升（Ｐ＜０．０５），其中
１０ｍＭ组升高最明显（Ｐ＜０．０５）。
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图 ６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验条带图
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图 ７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验柱形图

注：Ａ：各组 ＳＭＣＴ１蛋白表达差异柱形图；Ｂ：各组细胞色素 Ｃ蛋白表达差异柱形图；Ｃ：各组细胞 ａｃｔｉｖｅ

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达差异柱形图；Ｄ：各组细胞 ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化水平表达差异柱形图；：与 Ｂｌａｎｋ组

比较，Ｐ＜０．０５；＃：与单纯缺氧组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
在缺血性脑卒中发生过程中，神经元细胞是首

先受损单元。细胞线粒体功能障碍、氧化应激［５］和

蛋白质合成功能障碍等病理反应是导致神经元损

伤的首要因素。其中线粒体功能障碍所致能量摄

取障碍起核心作用，线粒体通过释放 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ
等凋亡因子［６］及线粒体自噬等途径诱导细胞凋

亡［７］。Ｃｈｅｎ等［８］研究指出，“富裕环境”下脑卒中

大鼠神经功能改善明显，且神经元细胞形态，尤其

线粒体超微结构改善更明显。Ｓｕｎ等［９］研究表明

线粒体通道蛋白 ＣＨＣＤ４的下调可减少缺氧性脑损
伤的脑内神经元细胞凋亡。

钠离子偶联单羧酸转运蛋白 ＳＭＣＴ１是神经元
摄取酮体、乳酸能量的特异通道［１０］，ＢＨＢ经 ＳＭＣＴ１
转运进入胞内，通过 β氧化途径和作为一种组蛋
白乙酰化酶的抑制剂发挥作用［１１］，有研究表明，

ＳＭＣＴ１是 ＢＨＢ的特异性转运体蛋白［１１，１２］。在神经

系统特别是神经元细胞中发现有 ＳＭＣＴ１存在，在
神经元利用乳酸、酮体等作为能量来源时的主要介

导物质［１０］。在糖尿病大鼠给予酮体饮食的研究中

发现，ＳＭＣＴ１转运蛋白在脑内海马区和皮质均有增
多，同时伴随酮体 ＢＨＢ氧化供能增加［１３］。

Ｆｏｒｅｒｏ等［１４］研究表明，ＢＨＢ通过提高 ＳＭＣＴ１表
达水平，可减少小鼠癫痫样活动。在红藻氨酸诱导

的癫痫大鼠模型中，腹腔注射 ＢＨＢ可减少大鼠癫
痫样活动次数。ＢＨＢ还可通过 Ｈ３Ｋ９ＢＨＢ调节
ＢＤＮＦ表达，改善抑郁小鼠的行为［１５］。

从我们研究中也可发现，在 ＢＨＢ预处理组的
ＳＭＣＴｍＲＮＡ与蛋白均有普遍升高，且对 ＢＨＢ有剂
量依赖性。

本实验中，神经元糖氧剥夺后，神经元细胞活

力降低，线粒体超氧化物生成增多，说明糖氧剥夺

可引起神经元细胞线粒体的氧化应激，导致功能障

碍。经过 ＢＨＢ预处理的神经元细胞，在糖氧剥夺
实验中细胞活力比对照组表现更好，且有一定剂量

依赖性，说明适量 ＢＨＢ在体外神经元缺氧模型中
可以发挥神经元保护作用。同时在 ＢＨＢ预处理组
的 ＳＭＣＴｍＲＮＡ与蛋白均有普遍升高，且对 ＢＨＢ有
剂量依赖性。在低氧发生时，细胞线粒体外膜转运

孔发生崩裂，在氧化磷酸化作用下，线粒体基质解

偶联膨胀，释放细胞色素 Ｃ，细胞色素 Ｃ可进一步
激活凋亡诱导因子如 ｃａｓｐａｓｅ３和核酸内切酶 Ｇ，这
些 ＡＩＦ又进一步进入胞核引起 ＤＮＡ断裂。在神经
元细胞中，这个过程还依赖于还原性谷胱甘肽。

ＥＲＫ１／２信号通路在神经元生成过程中有重要作
用［１６］，在缺氧发生后，ＥＲＫ１／２的蛋白磷酸化失
活，导致线粒体功能障碍［１７］，引起细胞凋亡发生。

ＲＯＳ抑 制 剂 可 通 过 激 活 ＥＲＫ１／２信 号 通 路 和
ＧＳＫ３β信号通路，降低葡萄糖缺乏导致的神经毒
性。

结合我们的研究可看出，神经细胞发生糖氧剥

夺后，细胞氧化应激引起线粒体超氧化物生成增

多，线粒体功能障碍导致 ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ释放，进而
引起细胞凋亡。在这个过程中，ＥＲＫ１／２信号通路
发挥了关键作用，神经细胞氧化应激损伤移植了

ＥＲＫ１／２蛋 白 的 磷 酸 化，而 ＢＨＢ 可 重 新 增 强
ＥＲＫ１／２蛋白信号的磷酸化激活，我们推测，ＢＨＢ
经 ＳＭＣＴ１转 运 体 进 入 神 经 细 胞 后，激 活 胞 内
ＥＲＫ１／２信号通路，进 而 进 入 线 粒 体 影 响 Ｃｙｔｏ
ｃｈｒｏｍｅＣ释放，发挥神经保护作用。
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