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·论著·

乌司他丁对缺氧诱导 ＰＣ１２细胞神经损伤的保护作用研究

王德佳，杨波

承德市中心医院，河北 承德　０６７０００

摘　要：目的　探讨乌司他丁对缺氧诱导 ＰＣ１２细胞神经损伤的作用及分子机制。方法　ＰＣ１２细胞分为对照组、缺氧
组、缺氧 ＋乌司他丁低、中、高剂量组、缺氧 ＋ｍｉＲＮＣ组、缺氧 ＋ｍｉＲ１９０组、缺氧 ＋乌司他丁 ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、缺氧 ＋乌

司他丁 ＋ａｎｔｉｍｉＲ１９０组。检测培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）漏出率及细胞中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、丙二醛（ＭＤＡ）

含量；流式细胞术检测细胞凋亡；蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测蛋白表达；实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）

检测 ｍｉＲ１９０表达水平。结果　与缺氧组比较，缺氧 ＋乌司他丁低、中、高剂量组 ＰＣ１２细胞中 ＬＤＨ漏出率降低，ＳＯＤ活

性升高，ＭＤＡ含量降低，细胞凋亡率降低，Ｂｃｌ２相对表达量升高，Ｂａｘ相对表达量降低，ｍｉＲ１９０相对表达量升高，且呈剂

量依赖性（均 Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１９０过表达后，ＬＤＨ漏出率降低，ＳＯＤ活性升高，ＭＤＡ含量降低，细胞凋亡率降低，Ｂｃｌ２相

对表达量升高，Ｂａｘ相对表达量降低（均 Ｐ＜０．０５）。抑制 ｍｉＲ１９０表达能逆转乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞损伤的

作用。结论　乌司他丁可能通过上调 ｍｉＲ１９０表达对缺氧诱导 ＰＣ１２细胞神经损伤起保护作用。
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　　氧化应激、神经细胞凋亡与缺血性脑卒中的
发病密切相关，抑制缺血缺氧后神经细胞凋亡和氧

化应激等有利于防治缺血性脑卒中［１］。乌司他丁

是一种具有蛋白酶抑制剂作用的糖蛋白，具有抗

炎、抗氧化、改善脑水肿等作用，如乌司他丁可减

轻控制性降压诱导的兔海马缺血缺氧性损伤［２］。

乌司他丁联合外科手术能减轻神经功能损伤并减

少氧自由基的生成［３］。乌司他丁预处理可减轻脑

水肿及脑组织损伤体积，改善神经功能缺损，具有

神经保护作用［４］。然而乌司他丁对缺氧诱导 ＰＣ１２
细胞凋亡和氧化应激的影响及其机制尚不清楚。

有研究报道 ｍｉＲ１９０可减轻神经元损伤并抑制神
经炎症［５］。说明 ｍｉＲ１９０可能具有保护神经免受
损伤的作用。然而乌司他丁是否通过调控 ｍｉＲ
１９０的表达影响缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞损伤目前还
尚未可知。因此，本实验旨在研究乌司他丁是否通

过调控 ｍｉＲ１９０的表达影响缺氧诱导的 ＰＣ１２细
胞损伤。

１　材料与方法
１．１　材料

ＰＣ１２细胞购自美国 ＡＴＣＣ；ＲＰＭＩ１６４０培养基
购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；乌司他丁购自上海晶抗生物
工程有限公司；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）、超 氧 化 物 歧 化 酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）、丙二醛（Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒购自南
京建成生物技术有限公司；细胞凋亡检测试剂盒购

自上海翊圣生物科技有限公司；ＲＩＰＡ蛋白裂解液、
二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）试剂盒购自上
海研谨生物科技有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司。
１．２　细胞培养与分组

ＰＣ１２细胞用含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养液在３７℃、９５％氧气 Ｏ２、５％二氧化碳 ＣＯ２条件下
培养，取对数生长期细胞，将其置于 ９４％氮气 Ｎ２、
５％ＣＯ２、１％Ｏ２条件下进行缺氧处理，作为缺氧组，
正常培养的细胞作为对照组；ＰＣ１２细胞分别用
１００、２００和４００ｕ／ｍＬ乌司他丁处理，然后进行缺氧
处理６ｈ，记为缺氧 ＋乌司他丁低剂量组、中剂量组、
高剂量组；将 ｍｉＲＮＣ、ｍｉＲ１９０转染至 ＰＣ１２细胞后
进行缺氧处理 ６ｈ，记为缺氧 ＋ｍｉＲＮＣ组、缺氧 ＋
ｍｉＲ１９０组；将 ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ１９０转染至
ＰＣ１２细胞后用４００ｕ／ｍＬ乌司他丁处理，再进行缺

氧处理，记为缺氧 ＋乌司他丁 ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、缺
氧 ＋乌司他丁 ＋ａｎｔｉｍｉＲ１９０组。
１．３　检测培养液中 ＬＤＨ漏出率及细胞中 ＳＯＤ活
性、ＭＤＡ含量

细胞培养 ４８ｈ，收集各组细胞及细胞培养上清
液，按试剂盒说明书步骤进行操作。

１．４　流式细胞术检测细胞凋亡
细胞培养 ４８ｈ，按试剂盒说明书步骤进行操

作。用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

１．５　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测蛋白表达
提取总蛋白，ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。蛋白

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至聚偏二氟乙烯膜

上，５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，加入一抗 ４℃孵育
过夜，加入二抗室温孵育 ９０ｍｉｎ，电化学发光液显
影，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测定蛋白条带灰度值，蛋白相
对表达水平 ＝目的条带灰度值／ＧＡＰＤＨ条带灰
度值。

１．６　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ｍｉＲ
１９０表达水平

提取细胞总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，以 Ｕ６为内
参进行 ＰＣＲ扩增，循环条件为 ９５℃变性 ３０ｓ，６０℃
退火 ３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环；相对表达
量采用 ２△△Ｃｔ法计算。引物序列：ｍｉＲ１９０，正向 ５＇
ＧＧＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＴＣＴＧＣ３＇，反 向 ５＇ＣＴＡＧＧＣＡ
ＣＡＧＴＡＴＴＧＡＡＧＧＴＴ３＇；Ｕ６，正 向 ５＇ＧＣＧＣＧＴＣＧＴ
ＧＡＡＧＣＧＴＴＣ３＇，反向 ５＇ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３＇。
１．７　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据分析，计量资料
用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，比较采用 ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析，组间进一步两两比

较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞氧化应激
的影响

各组 ＬＤＨ漏出率、ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量比较，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与对照组比
较，缺氧组 ＰＣ１２细胞中 ＬＤＨ漏出率升高，ＳＯＤ活
性降低，ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜０．０５）；与缺氧组比
较，缺氧 ＋乌司他丁低、中、高剂量组 ＰＣ１２细胞中
ＬＤＨ漏出率降低，ＳＯＤ活性升高，ＭＤＡ含量降低，
且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。见表 １。
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　表１　乌司他丁对缺氧诱导的ＰＣ１２细胞氧化应激的影响　
（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

组别
ＬＤＨ漏出率
／（ｕ／ｍＬ）

ＳＯＤ活性
／（ｕ／ｍｇ）

ＭＤＡ含量
／（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

对照组 ２３．２１±２．１１ ２４８．７５±１１．８４ ２．４５±０．２４
缺氧组 ７６．８１±５．０６① ８０．３７±７．５８① ７．６８±０．６９①

缺氧 ＋乌司他丁
低剂量组

６０．０８±４．２３② １２７．１４±１２．１７② ５．９９±０．４７②

缺氧 ＋乌司他丁
中剂量组

４８．１２±４．１８②③ １７７．８４±１３．３３②③ ４．２３±０．４０②③

缺氧 ＋乌司他丁
高剂量组

３２．９６±２．４４②③④ ２２１．０８±１７．１１②③④ ２．９２±０．２３②③④

Ｆ值 ２８６．３０３ ２５８．２６７ ２２０．７６４
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００
　　注：①与对照组比较，Ｐ＜０．０５；②与缺氧组比较，Ｐ＜０．０５；③与缺氧 ＋乌
司他丁低剂量组比较，Ｐ＜０．０５；④与缺氧＋乌司他丁中剂量组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡的影响
各组细胞凋亡率、Ｂｃｌ２蛋白相对表达量、Ｂａｘ

蛋白相对表达量比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。与对照组比较，缺氧组 ＰＣ１２细胞凋亡率
升高，Ｂｃｌ２蛋白相对表达量降低，Ｂａｘ蛋白相对表
达量升高（Ｐ＜０．０５）；与缺氧组比较，缺氧 ＋乌司
他丁低、中、高剂量组 ＰＣ１２细胞凋亡率降低，Ｂｃｌ２
蛋白相对表达量升高，Ｂｃｌ２蛋白相对表达量降低，
且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。见图 １，表 ２。
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Ａ：凋亡相关蛋白表达；Ｂ：细胞凋亡流式图。

图 １　乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡的影响

表２　乌司他丁对缺氧诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的影响　（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

组别 凋亡率／％
Ｂｃｌ２蛋白
相对表达量

Ｂａｘ蛋白
相对表达量

对照组 ７．９２±０．６８ ０．７７±０．０７ ０．１６±０．０２
缺氧组 ３５．１５±２．１１① ０．２８±０．０２① ０．５９±０．０４①

缺氧 ＋乌司他丁
低剂量组

２７．７３±２．４９② ０．４１±０．０４② ０．４５±０．０４②

缺氧 ＋乌司他丁
中剂量组

１９．５６±１．４６②③ ０．５５±０．０４②③ ０．３３±０．０３②③

缺氧 ＋乌司他丁
高剂量组

１１．９４±１．１５②③④ ０．６７±０．０５②③④ ０．２３±０．０２②③④

Ｆ值 ３８５．５６２ １５７．８２７ ２７２．０２０
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００
　　注：①与对照组比较，Ｐ＜０．０５；②与缺氧组比较，Ｐ＜０．０５；③与缺氧 ＋乌
司他丁低剂量组比较，Ｐ＜０．０５；④与缺氧＋乌司他丁中剂量组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞中 ｍｉＲ
１９０表达的影响

各组细胞 ｍｉＲ１９０相对表达量比较，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，缺氧组
ｍｉＲ１９０相对表达量降低（Ｐ＜０．０５）；与缺氧组比
较，缺氧 ＋乌司他丁低、中、高剂量组 ｍｉＲ１９０相
对表达量升高，且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。见
表 ３。
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　表３　乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞中 ｍｉＲ１９０相对表达量
的影响　（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

分组 ｍｉＲ１９０相对表达量
对照组 １．００±０．０７
缺氧组 ０．３５±０．０３①

缺氧＋乌司他丁低剂量组 ０．５１±０．０４②

缺氧＋乌司他丁中剂量组 ０．６８±０．０５②③

缺氧＋乌司他丁高剂量组 ０．８２±０．０５②③④

Ｆ值 ２３５．４１５
Ｐ值 ０．０００

　　注：①与对照组比较，Ｐ＜０．０５；②与缺氧组比较，Ｐ＜０．０５；③与

缺氧＋乌司他丁低剂量组比较，Ｐ＜０．０５；④与缺氧 ＋乌司他丁中剂

量组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　ｍｉＲ１９０过表达对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞氧
化应激的影响

与缺氧 ＋ｍｉＲＮＣ组比较，缺氧 ＋ｍｉＲ１９０组
ｍｉＲ１９０相对表达量升高，ＬＤＨ漏出率降低，ＳＯＤ

活性升高，ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５）。见表 ４。

　表４　ｍｉＲ１９０过表达对缺氧诱导的ＰＣ１２细胞氧化应激的影响　
（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

组别
ｍｉＲ１９０
相对表达量

ＬＤＨ漏出率
（ｕ／ｍＬ）

ＳＯＤ活性
（ｕ／ｍｇ）

ＭＤＡ含量
（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

缺氧 ＋ｍｉＲＮＣ １．００±０．０６ ７７．６３±５．８２ ７８．９３±４．４９ ８．１２±０．５５
缺氧 ＋ｍｉＲ１９０３．０４±０．２２ ３９．５３±３．３６１９７．６６±１２．８５３．９３±０．２８

ｔ值 ２６．８３８ １７．００８ ２６．１６８ ２０．３６７
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与缺氧＋ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　ｍｉＲ１９０过表达对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞凋

亡的影响

与缺氧 ＋ｍｉＲＮＣ组比较，缺氧 ＋ｍｉＲ１９０组细

胞凋亡率降低，Ｂｃｌ２相对表达量升高，Ｂａｘ相对表

达量降低（Ｐ＜０．０５）。见图 ２，表 ５。
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Ａ：凋亡相关蛋白表达；Ｂ：细胞凋亡流式图。

图 ２　ｍｉＲ１９０过表达对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡的影响

　表５　ｍｉＲ１９０过表达对缺氧诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的影响　
（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

分组 凋亡率／％
Ｂｃｌ２蛋白相对
表达量

Ｂａｘ蛋白相对
表达量

缺氧＋ｍｉＲＮＣ ３８．５８±３．６７ ０．２７±０．０３ ０．５７±０．０３
缺氧＋ｍｉＲ１９０ １５．５４±１．５９ ０．６１±０．０５ ０．３１±０．０２

ｔ值 １７．２８２ １７．４９３ ２１．６３３
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与缺氧＋ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

２．６　抑制 ｍｉＲ１９０表达对乌司他丁（４００Ｕ／ｍＬ）
作用缺氧诱导 ＰＣ１２细胞损伤后的影响

与缺氧 ＋乌司他丁 ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，缺氧
＋乌司他丁 ＋ａｎｔｉｍｉＲ１９０组 ｍｉＲ１９０相对表达
量降低，ＬＤＨ漏出率升高，ＳＯＤ活性降低，ＭＤＡ含
量升高，细胞凋亡率升高，Ｂｃｌ２相对表达量降低，
Ｂａｘ相对表达量升高（Ｐ＜０．０５）。见图 ３，表 ６。
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Ａ：凋亡相关蛋白表达；Ｂ：细胞凋亡流式图。

图 ３　抑制 ｍｉＲ１９０表达对乌司他丁作用缺氧诱导 ＰＣ１２细胞凋亡的影响

表６　抑制ｍｉＲ１９０表达对乌司他丁作用缺氧诱导ＰＣ１２细胞凋亡的影响　（ｘ±ｓ，ｎ＝９）

组别
ｍｉＲ１９０相对
表达量

ＬＤＨ漏出率
（ｕ／ｍＬ）

ＳＯＤ活性
（ｕ／ｍｇ）

ＭＤＡ含量
（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

凋亡率／％
Ｂｃｌ２蛋白
相对表达量

Ｂａｘ蛋白
相对表达量

缺氧＋乌司他丁＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ １．００±０．０６ ３０．６７±２．７４２２８．３４±１９．６６ ２．７４±０．２３ １０．９９±１．３２ ０．６９±０．０５ ０．２２±０．０２
缺氧＋乌司他丁＋ａｎｔｉｍｉＲ１９０ ０．４９±０．０４ ６７．２４±５．５０ ９４．５８±５．１２ ６．２６±０．２３ ２８．０５±２．８５ ０．３８±０．０３ ０．４８±０．０４

ｔ值 ２１．２１７ １８．８５４ １９．７５２ ５９．７６６ １６．２９５ １５．９４９ １７．４４１
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与缺氧＋乌司他丁＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论
缺血性脑卒中是临床常见的一种脑血管疾病，

严重危害人类健康，缺血缺氧后氧化应激反应的产

生及神经细胞的凋亡与其发生密切相关［６７］。研究

报道乌司他丁可保护 Ｈ９ｃ２细胞免受缺血和缺氧

损伤［８］。乌司他丁可减弱内皮细胞的氧化损伤［９］。

乌司他丁通过抗氧化机制对短暂性脑缺血的神经

具有保护作用［１０］。以上结果表明乌司他丁具有抗

氧化及神经保护作用。为研究乌司他丁是否对缺

氧诱导的神经细胞损伤有保护作用，本研究首先用

缺氧处理 ＰＣ１２细胞建立脑缺血细胞损伤模型，然
后用不同剂量乌司他丁处理，结果显示，缺氧处理

的 ＰＣ１２细胞中 ＬＤＨ漏出率降低，ＳＯＤ活性升高，
ＭＤＡ含量降低，细胞凋亡率降低，Ｂｃｌ２表达水平
升高，Ｂａｘ表达水平降低，且呈剂量依赖性。ＬＤＨ、
ＳＯＤ、ＭＤＡ是氧化应激因子，ＬＤＨ水平可反应细胞
损伤程度，ＭＤＡ水平间接反应细胞脂质过氧化的
程度及机体细胞受自由基攻击损伤的程度；ＳＯＤ是

抗氧化酶，可清除体内自由基，起抗氧化作用［１１］。

因此，本实验结果表明乌司他丁可剂量依赖性的抑

制缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞氧化应激反应和细胞凋
亡；乌司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞损伤具有保

护作用。

有研究报道 ｍｉＲ１９０具有抗氧化作用，ｍｉＲ
１９０可保护 Ｈ９ｃ２细胞免受氧化应激损伤［１２］。但

ｍｉＲ１９０对神经细胞氧化应激损伤具有保护作用
还尚不清楚，实验检测了缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞中
ｍｉＲ１９０的表达水平，结果表明 ｍｉＲ１９０低表达，
提示 ｍｉＲ１９０或参与缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞损伤
的发生。实验进一步过表达 ｍｉＲ１９０，结果表明过
表达 ｍｉＲ１９０抑制了缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞的氧
化应激和凋亡。此外，实验还发现乌司他丁处理后

缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞中 ｍｉＲ１９０表达水平升高，
表明乌司他丁可调控 ｍｉＲ１９０的表达。实验在抑
制 ｍｉＲ１９０表达的同时用乌司他丁处理缺氧的
ＰＣ１２细胞，结果显示抑制 ｍｉＲ１９０表达逆转了乌
司他丁对缺氧诱导的 ＰＣ１２细胞损伤的保护作用。

综上所述，乌司他丁可能通过上调 ｍｉＲ１９０表
达水平抑制缺氧诱导 ＰＣ１２细胞氧化应激和凋亡，
对缺氧诱导 ＰＣ１２细胞神经损伤起保护作用。
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