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内质网应激在高糖培养加重神经细胞缺氧-复氧
损伤中的作用

林慕雅 陈立建 凌军 耿兴强 谢秀秀 都建

  【摘要】 目的 研究内质网应激在高糖培养加重神经细胞缺氧-复氧损伤中的作用。方法 在

含10%胎牛血清的DMEM/F12培养基中培养小鼠神经瘤母细胞N2a,按照接种密度每毫升105 个

将细胞接种于培养板中。采用随机数字分组法将细胞分为四组:正常糖对照组(NC组)、正常糖缺

氧-复氧组(NH 组)、高 糖 对 照 组(HC 组)、高 糖 缺 氧-复 氧 组(HH 组)。待 细 胞 贴 壁 后,将

DMEM/F12培养基更换为高糖培养基,孵育48h,造高糖孵育模型。在缺氧小室中缺氧3h后,再

转入正常氧孵育箱中复氧2h,造缺氧-复氧损伤模型。NC组未作处理;NH组行缺氧-复氧处理;

HC组行高糖孵育处理;HH组先行高糖孵育48h后,再作缺氧-复氧处理。采用CCK-8法检测细

胞活力,流式细胞仪检测细胞凋亡率,Westernblot法检测细胞GRP78、CHOP蛋白含量。结果 与

NC组和 HC组比较,NH组和 HH组细胞活力明显减弱,凋亡率明显升高,GRP78、CHOP蛋白含

量明显增多(P<0.01);与NH组比较,HH组细胞活力明显减弱,凋亡率明显升高,GRP78、CHOP
蛋白含量明显增多(P<0.05)。结论 高糖培养加重神经细胞缺氧-复氧损伤,可能与内质网应激

标志性蛋白GRP78蛋白含量增多和促凋亡转录因子CHOP介导的细胞凋亡相关。
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【Abstract】 Objective Toidentifytheeffectofendoplasmicreticulumstressinhighglucose
aggravatinghypoxia-reoxygenationinjuryinneuroblastomacells.Methods Mouseneuroblastoma
cells(N2a)wereculturedinDMEM/F12culturemediumsupplementedwith10%fetalbovineserum.
Thecellswerethendividedinto4groupsusingarandomnumbertable:normalglucosecontrolgroup
(groupNC),normalglucosehypoxia-reoxygenationgroup(groupNH),highglucosecontrolgroup
(groupHC),highglucosehypoxia/reoxygenationgroup(groupHH).Thecellswereincubatedin
highglucoseculturemedium (30.0mmol/L)for48htosimulatehighglucosedamagemodel.To
mimicthehypoxia-reoxygenationinjury,thecellswereincubatedinahypoxicchamber(under95%
nitrogenand5% CO2)for3h,thentransferredtoanormoxicincubator(under95%airand5%
CO2)for2htoreoxygenation.ThecellsingroupNCwereculturedwithoutanytreatment.Thecells
ingroupNHweresubjectedtohypoxia-reoxygenationinjuryonly.ThecellsingroupHCwerecul-
turedinhighglucosemedium.ThecellsingroupHHwereculturedwithhighglucosemedium,and
thensubjectedtohypoxia-reoxygenationinjury.ThecellviabilitywasmeasuredbyCCK-8assay,the
cellapoptosiswasdetectedbyflowcytometryandtheapoptosisrateswerecalculated.Inaddition,the
contentsofGRP78,CHOPweredetectedbyWesternblot.Results ComparedwithgroupNCand
groupHCrespectively,thecellviabilitywassignificantlyweakened,thecellapoptosisratesweresig-
nificantlyincreased,andthecontentsofGRP78andCHOPweresignificantlyincreased(P <0.01)
ingroupNHandgroupHH.ComparedwithgroupNH,thecellviabilitywassignificantlyweakened,
theapoptosisratewassignificantlyincreased,andthecontentsofGRP78andCHOPweresignificant-
lyincreasedingroupHH(P <0.01).Conclusion Highglucoseaggravatesneuroblastomacellshy-
poxia-reoxygenationinjury,whichisassociatedwithendoplasmicreticulumchaperonesGRP78and
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proapoptotictranscriptionfactorCHOPinduction.
【Keywords】  Highglucose;Hypoxia-reoxygenationinjury;Endoplasmicreticulumstress;Apoptosis

  糖尿病高血糖是脑血管疾病的独立危险因素,
与脑梗死关系密切。在麻醉和手术过程中,糖尿病

患者发生脑血管意外的风险远高于非糖尿病患者[1]。
在急性脑梗死患者中,糖尿病患者脑梗死面积更大,
临床预后更差,死亡率也更高[2],其具体机制尚未完

全清楚。内质网应激介导的凋亡是糖尿病和其并发

症的病理形成过程中的重要参与者[3],也是脑缺血-
再灌注损伤的重要机制[4]。此前有研究发现,抑制内

质网应激可以减少脑梗死面积,提高脑神经功能评

分[5]。本研究拟探讨内质网应激在高糖培养加重神

经细胞缺氧-复氧损伤中的作用。

材料与方法

实验材料与分组 小鼠神经瘤母细胞 N2a在

含10%胎牛血清(20161010)的DMEM/F12完全培

养基中培养(37℃、5%CO2),传代后接种于96孔

(每孔100μl)、12孔(每孔1ml)或6孔(每孔2ml)
细胞培养板中,接种密度为每毫升105 个。采用随

机数字表法将细胞分为四组:正常糖对照组(NC
组)、正常糖缺氧-复氧组(NH组)、高糖对照组(HC
组)、高糖缺氧-复氧组(HH组)。

高糖与缺氧-复氧损伤模型 待细胞贴壁后,
弃掉 DMEM/F12完全培养基,换用高糖 DMEM
培养基(30.0mmol/L)孵育48h。将培养板中的完

全培养基替换为无糖无血清培养基后,置于95%
N2-5%CO2 缺氧培养罐中孵育3h后,再更换为相

应糖浓度的完全培养基,并转移到正常氧孵育箱中

孵育2h。NC组不作处理;NH 组行缺氧-复氧处

理;HC组行高糖孵育48h;HH组先行高糖处理48
h后,再作缺氧-复氧处理。

细胞活力检测 每组取6孔细胞,每孔加入

10%CCK-8溶液孵育2h,采用InfiniteM200Pro
酶标仪于波长450nm处测定吸光度值,重复测定

3次,取平均值反映细胞活力。
细胞凋亡率检测 每组取3孔细胞,用不含

EDTA的胰酶消化细胞,离心后弃上清,预冷PBS
洗2次,收集约1×105 个细胞,加入100μl的1×
BindingBuffer 悬 浮 细 胞,随 后 加 入 5μlPE
AnnexinV和5μl7-AAD溶液,室温避光孵育15
min,再加入400μl1×BindingBuffer后,立即上

流式细胞仪检测。采用FSCExpress4软件进行分

析,绘制二维散点图,统计四组凋亡率。

GRP78、CHOP蛋白含量检测 每组取3孔细

胞,采用 Westernblot法测定。提取总蛋白,测定蛋

白浓度。取蛋白样品40μg,在12%SDS-PAGE凝胶

上电泳,然后电转至硝酸纤维素滤膜上,5%脱脂奶

粉37℃封闭2h,TBST洗膜10min,重复3次后,
加入兔抗GRP78抗体(1∶1000)、兔抗CHOP抗体

(1∶1000)、鼠抗GAPDH(1∶1000),4℃封闭过夜。

TBST洗膜10min,重复3次,分别加入相对应的辣

根过氧化物酶标记的抗体(1∶8000),常温摇床孵育

1h,洗膜ECL显影。采用ImageJ凝胶定量分析软

件测定条带灰度值,以GRP78、CHOP条带灰度值与

GAPDH条带灰度值的比值反映GRP78、CHOP蛋白

含量。
统计分析 采用SPSS20.0统计学软件进行

分析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)
表示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为

差异有统计学意义。

结  果

细胞活力 NH 组和 HH 组细胞活力明显弱

于NC组(P<0.05);HH组细胞活力明显弱于NH
组(P<0.05);NC组和HC组细胞活力差异无统计

学意义(图1)。

  注:与NC组比较,aP<0.01;与 HC组比较,bP<0.01;与

NH组比较,cP<0.05

图1 四组细胞活力的比较

细胞凋亡率 NH 组和 HH 组细胞凋亡率明

显高于NC组(P<0.05);HH 组细胞凋亡率明显

高于NH组(P<0.05);NC组和 HC组细胞凋亡

率差异无统计学意义(图2)。

GRP78、CHOP蛋 白 含 量 NH 组和 HH 组

GRP78、CHOP蛋 白 含 量 明 显 多 于 NC 组(P<
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  注:与NC组比较,aP<0.01;与 HC组比较,bP<0.01;与

NH组比较,cP<0.01

图2 四组细胞凋亡率的比较

0.05);HH 组 GRP78、CHOP蛋白含量明显多于

NH组(P<0.05);NC组与HC组蛋白含量差异无

统计学意义(图3,4)。

  注:与NC组比较,aP<0.01;与 HC组比较,bP<0.01;与

NH组比较,cP<0.01

图3 四组细胞GRP78蛋白含量的比较

讨  论

脑缺血-再灌注损伤可导致能量耗竭、细胞内钙

平衡紊乱和自由基蓄积等,从而激活内质网应激反

应。在损伤的早期,内质网应激标志性分子蛋白

GRP78与内质网跨膜受体发生解离,并与未折叠/
错误折叠蛋白结合,促进错误折叠蛋白的降解,发

生未折叠蛋白反应(UPR),减轻细胞内应激[6]。当

细胞功能不能恢复时,UPR启动促凋亡通路,通过

激活内质网应激特异性蛋白CHOP介导的凋亡,
最终导致细胞凋亡[7-8]。本研究结果显示,与对照

组比较,缺氧-复氧组细胞活力明显减弱、细胞凋亡

率明显增高以及内质网应激分子伴侣 GRP78和

  注:与NC组比较,aP<0.01;与 HC组比较,bP<0.01;与

NH组比较,cP<0.01

图4 四组细胞CHOP蛋白含量的比较

CHOP蛋白含量明显增多,提示内质网应激在神经

细胞缺氧-复氧损伤中的重要作用。
糖尿病高血糖是罹患脑中风的独立危险因素。

在急性脑梗死研究的回顾性分析中发现,糖尿病患

者脑梗死面积更大,临床预后更差,死亡率也增

高[9]。动物研究表明,糖尿病大鼠脑缺血-再灌注

后的脑神经功能评分更低,梗死面积更大,可能是

内质 网 应 激 加 重 糖 尿 病 鼠 脑 缺 血-再 灌 注 的 损

伤[10]。此外,有研究显示,2型糖尿病鼠较正常鼠

的心肌细胞缺氧-复氧损伤更为严重[11],且糖尿病

因素可取消舒芬太尼后处理对大鼠缺血后心肌的

保护作用[12]。N2a细胞株是一种鼠源性神经瘤母

细胞,贴壁良好,多数成神经元样,具有轴突样结

构,常作为体外病理研究的细胞模型。参照文献

[13],根据神经瘤细胞体外培养时的生长状态和预

实验结果,本实验采用糖浓度17.0mmol/L作为

正常糖浓度,糖浓度30.0mmol/L为高糖糖浓度。
本实验在细胞水平上,发现高糖缺氧-复氧组

较正常糖缺氧-复氧组细胞活力明显减弱、细胞凋亡

率明显升高以及内质网应激明显增强。由此可见,
高糖培养加重的神经细胞缺氧-复氧损伤,其机制

可能与内质网分子伴侣 GRP78蛋白含量增多和

CHOP介导的细胞凋亡有关。而正常糖对照组和

高糖对照组差异无统计学意义,这可能是本实验选

择的高糖浓度不足以产生强烈的内质网应激,还可

能与细胞自身适应性调节缓解高糖应激有关,导致

细胞活性、细胞凋亡率、GRP78和CHOP蛋白含量

仅有轻微的变化。
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综上所述,高糖培养加重神经细胞缺氧-复氧

损伤,其机制可能与内质网分子伴侣GRP78蛋白

含量增多和促凋亡转录因子CHOP介导的细胞凋

亡有关。阐明内质网应激在糖尿病高血糖加剧脑

缺血-再灌注损伤中的具体作用机制,可能为缺血

性脑卒中的防治提供新的理论依据。
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