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Nrf2对缺氧 /复氧诱导的 SH-SY5Y细胞线粒体分裂的影响 *
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摘要 目的：通过体外模拟脑缺血再灌注损伤的细胞模型，探究核转录相关因子 2（nuclear factor erythroid-2 related factor 2，Nrf2）

与线粒体分裂是否存在调控关系。方法：通过三气培养箱和无糖培养基模拟氧糖剥夺 / 复氧（Oxygen and glucose depriva-

tion/reperfusion，OGD/R）的条件，将 OGD4 h、6 h、8 h和 10 h与 R0 h、6 h、12 h、18 h、24 h多个时间点组合，通过 CCK8试剂盒

（Cell Counting Kit-8，CCK8）检测细胞的存活率，最终以细胞凋亡明显但仍有半数存活的 OGD4 h/恢复 R18 h为条件建立细胞

OGD/R模型；用 Nrf2激动剂叔丁基对苯二酚（Tert-butylhydroquinone，tBHQ）和抑制剂鸦胆子苦醇（Brusatol，Bru）对细胞进行干预

处理；蛋白免疫印迹（Western blot，WB）法检测 Nrf2、动力相关蛋白 1（Dynamin-related protein 1，Drp1）的表达量；制备细胞沉淀的

切片，通过电镜观察细胞内线粒体的形态。结果：OGD/R+tBHQ组 Nrf2蛋白的表达明显高于 OGD/R组，且 OGD/R+tBHQ组

Drp1蛋白的表达则低于 OGD/R组(P<0.05)，而 OGD/R+Bru组 Nrf2蛋白的表达低于 OGD/R组，且 OGD/R+Bru组 Drp1蛋白的

表达高于 OGD/R 组 (P<0.05)；电镜观察结果显示 OGD/R+tBHQ 组线粒体分裂的程度和比例较 OGD/R 组有所减少，而在

OGD/R+Bru组有增多(P<0.05)。结论：Nrf2对线粒体分裂有负向调控作用，可能机制是经由 Drp1蛋白发挥作用。
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Regulation of Nrf2 on the Mitochondrial Division of SH-SY5Y Cell under
Ischemia-reperfusion Condition*

To investigate the relationship between Nrf2 and mitochondrial division by establishing a cell model of

cerebral ischemia-reperfusion injury in vitro. A cell model of oxygen glucose deprivation/recovery was created by a three-gas

incubator, sugar-free medium and normal medium. OGD4 h, 6 h, 8 h, and 10 h were matched with R0 h, 6 h, 12 h, 18 h, and 24 h to set

up various time combinations. Then cell viability was determined by Cell Counting Kit-8 (CCK8 kit). Finally OGD4 h/R18 hunder which

condition cellsshowed obvious apoptosis but still had half of the survival. Tert-butylhydroquinone (tBHQ) and Brusatol (Bru) were chosed

as the agonist and inhibitorrespectively to deal with cells. Western blot was applid to measure the expression of proteins Nrf2 and Drp1.

Meanwhile the morphology of mitochondria in the same batch of cells was observed by the electron microscopy. Western blot

showed that the expression of Nrf2 in OGD/R+tBHQ group was significantly higher than that in OGD/R group, and the expression of

Drp1 in OGD/R+tBHQ group was lower than that in OGD/R group (P<0.05). Also the expression of Nrf2 in OGD/R+Bru group was lower

than that in OGD/R group, and the expression of Drp1 in OGD/R+Bru group was higher than that in OGD/R group (P<0.05). The results

of electron microscopy showed that the degree and proportion of mitochondrial division in the OGD/R+tBHQ group were decreased

compared with the OGD/R group, but increased in the OGD/R+Bru group. Nrf2 may negatively regulated the mitochondrial

division via Drp1.
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前言

缺血性脑病(如脑卒中)是临床上的常见病，在恢复血供时

易引起脑组织的缺血再灌注损伤 [1]，减轻脑缺血再灌注损伤

(Cerebral ischemia reperfusion injury，CIRI)对改善临床上缺血性

脑病的预后具有重要意义。Nrf2是内源性抗氧化应激的核转录
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因子，在 CIRI时 Nrf2转移到细胞核内和抗氧化反应元件（an-

tioxident response element，ARE）结合 [2]，可激活下游通路表达

翻译超氧化物歧化酶(Superoxide Dismutase，SOD)、血红素加氧

酶 1（Heme oxygenase-1，HO-1）和氧化还原酶 -l(Nuinone oxi-

doreductase，NQO1)等发挥保护作用[3]。有研究表明在大鼠大脑

中动脉栓塞 (Middle cerebral artery occlusion，MCAO)模型中，

侧脑室、腹腔内注射 Nrf2激动剂 tBHQ可以降低运动、感觉功

能和缺血后的梗死面积[4]，但其具体保护机制尚未完全阐明。抑

制线粒体分裂是近年来的干预 CIRI的研究热点[5,6]，而其上游

机制不甚清楚。本研究采用药物干预 Nrf2并同时观察线粒体

形态及相关蛋白表达以探究二者是否存在调节关系，以期为治

疗 CIRI的提供新的线索。

1 材料与方法

1.1 材料

神经母细胞瘤细胞 (SH-SY5Y细胞)、肾上腺嗜铬细胞瘤

(PC-12细胞)购自中科院上海细胞所；tBHQ购自河北亚信生物

科技有限公司；Earle's平衡盐溶液（Eaele's balanced sail solu-

tion，EBSS）、MEM/EBSS 培养基（Minimum essential medium/

Eaele's balanced sail solution，MEM/EBSS）、F-12 HAM'S培养基

（Ham's F-12 Nutrient Mix，F-12 HAM'S）和 RPMI 1640培养基

（RPMI Medium 1640CAS：RPMI 1640，1640）购自美国 HyClone

公司；胎牛血清(Fetal bovine serum，FBS)和 0.25%胰酶购自美

国 Gibco公司；兔抗人 Nrf2、鼠抗人 Drp1蛋白和羊抗兔、羊抗

鼠甘油醛 -3-磷酸脱氢酶( Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase，GAPDH)二抗购自英国 Abcam公司；CCK8试剂盒购自

上海七海复泰生物公司；鸦胆子苦醇、二喹啉甲酸（Bicin-

choninic，BCA）蛋白定量试剂盒、RIPA组织 /细胞裂解液(RI-

PA Lysis Buffer，RIPA)、WB转膜液、磷酸盐缓冲液（Phosphate

buffered saline，PBS）均购自北京索莱宝生物科技有限公司；聚

丙烯酰胺凝胶（polyacrylamide gel，PAGE）快速制备试剂盒（含

钠十二烷基硫酸盐（Sodium dodecyl sulphate，SDS））购自上海

雅酶生物科技有限公司；聚偏二氟乙烯（Polyvinylidene difluo-

ride，PVDF）膜和电化学发光（Electrochemiluminescence，ECL）

化学发光试剂购自美国Millipore公司；鸦胆子苦醇和 tBHQ用

二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO）稀释，浓度分别为 1× 105

nmol·L-1和 1mmol·L-1，使用时用纯水梯度稀释再加入培养基

中稀释，使得 DMSO终浓度小于 0.1 %。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞用含 10%

FBS、44%MEM/EBSS、44%F-12HAM’、1%青霉素 -链霉素 (双

抗)和 1%丙酮酸钠(100× )培养基，置于 37℃、含 5% CO2的细

胞培养箱中无菌培养，每 2~3天传代 1次，镜下观察细胞贴壁

达 85%以上时，以 0.25%胰蛋白酶消化传代；取对数生长期的

PC-12细胞用含 10%FBS和 1%双抗的 RPMI1640 培养基，置

于相同条件下培养，以同样标准处理。

1.2.2 细胞缺血再灌注损伤模型(OGD/R)的建立 查阅相关

参考文献，确定常用的 OGD/R模型的时间范围，选取缺血缺氧

(OGD)4、6、8、10(h)和复灌(R)0、6、12、18、24(h)为实验时间点，

排列组合后构成不同的 OGD/R时间模型，将 8000细胞接种于

96孔板中，稳定一天后，按不同的时间模型换不含糖的 EBSS

培养基并放入氧含量低于 2%(5% CO2，94% N2)的环境中培养，

在相应时间结束后，换成普通培养基并转移至正常含氧的培养

箱中培养，待时间结束用 CCK8试剂盒检测正常对照、空白对

照和实验组的细胞存活率，描绘存活率曲线，选择细胞复灌后

存活率下降最明显的时间点作为 OGD/R模型的标准。

1.2.3 实验分组 采用随机数字表法分为 6组(1)SH-SY5Y细

胞正常组：正常培养，不作任何其他处理；(2)PC-12细胞正常

组：正常培养，不作任何其他处理；(3)OGD/R 组：SH-SY5Y细

胞照前述处理 OGD4h/R18 h；(4)OGD/R+tBHQ 组：SH-SY5Y

细胞换含有 tBHQ的正常培养基(终浓度 25 滋M[7])预处理 4 h，

然后进行 OGD/R操作；(5)OGD/R+Bru组：正常培养，换混有鸦

胆子苦醇(Brusatol)的培养基(终浓度 100 nM[8])处理 4 h，然后进

行 OGD/R操作；(6)OGD/R+Veh组：细胞换含有 DMAO的正

常培养基(含量 0.1%)预处理 4 h，然后进行 OGD/R操作。

1.2.4 Western blot检测 不同组的细胞在处理完后，用 RIPA

裂解细胞后离心，取上清液，用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。在

SDS-PAGE凝胶中，每个泳道加入 20 滋g的蛋白样品，80 V(30
min)及 110 V(1 h)电泳分离蛋白，电转至 PVDF膜，5%脱脂奶

粉室温封闭 1 h，然后将条带分别加入 Nrf2、Drp1和 GAPDH

一抗液中，4℃孵育过夜，吐温 Tris 盐缓冲液（Tween Tris

buffered saline，TBST）洗膜 3次(3× 15 min)，二抗 37℃孵育 1 h，

TBST洗膜 3次(3× 15 min)，ECL显影。运用 Image J软件分析

目的蛋白条带与 GAPDH灰度比值，计算相对表达比。

1.2.5 电镜观察线粒体形态 各组细胞处理完毕后，胰酶消化

离心收集到米粒大小的细胞团，加入丙二醇 4℃固定过夜，第

二天送样，切片、制片后进行观察。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 21.0和 Graphpad prism7数据统计软件进行分

析处理，计量数据均以表示，两组间差异比较采用 t检验分析，

以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SH-SY5Y细胞和 PC-12细胞中 Nrf2、Drp1蛋白的表达

正常情况下，SH-SY5Y细胞和 PC-12细胞中 Nrf2蛋白的

表达均适中，SH-SY5Y细胞中但 Drp1蛋白表达较少，而 PC-12

细胞中 Drp1蛋白表达相对较多，见图 1。

2.2 tBHQ 和 Brusatol 对 SH-SY5Y 细胞 OGD/R 模型 Nrf2 和

Drp1表达的影响

tBHQ处理后，SH-SY5Y细胞中 Nrf2的表达显著增加，同

时 Drp1 的表达降低；Brusatol 处理后，SH-SY5Y 细胞中 Nrf2

的表达明显降低，Drp1的表达升高，见图 2、图 3。

2.3 tBHQ对 SH-SY5Y细胞 OGD/R模型线粒体形态的影响

加入 tBHQ后，SH-SY5Y细胞中线粒体分裂相较未加药组

减少；加入 Brusatol后，细胞中线粒体分裂相较未加药组增加

(P<0.05)，见图 4、图 5。

3 讨论

脑卒中在致死、致残的疾病中排第二位[9]，而缺血性卒中的

发病率在卒中中居首位[10]。对于急性脑梗死的治疗，无论是机
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图 1 SH-SY5Y细胞和 PC-12细胞中 Nrf2、Drp1蛋白的表达对比

(*P<0.05)

Fig.1 Comparison of the protein expression of Nrf2and Drp1 inthe PC-12

andSH-SY5Y cell lines(*P<0.05)

图 2 tBHQ和 Brusatol处理对 SH-SY5Y细胞 Nrf2蛋白表达的影响

(*P<0.05)

Fig.2 Effect of tBHQ or Brusatol treatment on the protein expression of

Nrf2in the SH-SY5Y cell line(*P<0.05)

图 3 tBHQ和 Brusatol处理对 SH-SY5Y细胞 Drp1蛋白表达的影响

(*P<0.05)

Fig.3 Effect of tBHQ or Brusatol treatment on the protein expression of

Drp1 in the SH-SY5Y cell line(*P<0.05)

图 4 电镜下不同组别的线粒体长度统计表（n=20）

Fig.4 Comparison of the mitochondrial average length in different groups

（n=20）

图 5 电镜下不同组别的线粒体形态对比典型图

Fig.5 Comparison of mitochondrial morphology in different groups under electron microscope

械取栓还是药物溶栓，其治疗目的都是恢复灌注，但由此又可

能会诱发脑缺血再灌注损伤，因此缺血性卒中的治疗策略为恢

复缺血组织灌注的同时尽可能减少缺血再灌注损伤。目前研究

认为缺血再灌注损伤的重要发病环节与自由基损伤、细胞内钙
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超载、白细胞与微血管障碍有关[11]。

自由基的主要来源之一是线粒体电子传递链，钙超载又与

线粒体障碍互为因果。缺血时，细胞 ATP减少，Ca2+进入线粒

体增多，细胞色素氧化酶系统功能失调，电子传递链受损，以致

进入细胞内的氧经单电子还原而形成的活性氧(reactive oxygen

species，ROS)增多，加上 Ca2+本身也会影响 ROS的清除，进一

步加重了 ROS的蓄积；灌注时 PH恢复、Ca2+浓度升高及 ROS

激活了线粒体的渗透性钙转运孔道 (mitochondrial permeability

transition pore，mPTP)的开放，大量 Ca2+进入线粒体，线粒体内

钙超载，消耗大量 ATP并影响其生成，使细胞总体能量供应下

降，线粒体离子稳态破坏，引起线粒体、细胞肿胀，细胞坏死[12]。

线粒体不仅细胞内的能量工厂还是感受细胞变化做出相应调

整的感受器、效应器[13]。在缺血再灌注损伤中，线粒体动力学变

化贯穿始终[14]。线粒体分裂增加预示着细胞损伤加重[15]，而线粒

体片段化成为细胞凋亡的先兆 [16]。Drp1是线粒体分裂动力蛋

白，它可以被锚定于线粒体外膜上的线粒体分裂 1蛋白(mito-

chondrial 1 protein, Fis1) 招募到线粒体表面从而使线粒体分裂[17]，

既往研究表明 Drp1在缺血再灌注损伤引起的线粒体分裂中变

化显著[18]。更多研究显示通过干预 Drp1可以有效抑制线粒体

分裂并减轻脑缺血再灌注损伤[19-21]，提示 Drp1在 CIRI引起的

线粒体变化中起关键性作用[22]。

Nrf2信号通路作为机体抵抗氧化应激的最重要经典途径

之一被广泛研究[23,24]。一般认为，基础状态下 Nrf2已有足量表

达，但大部分 Nrf2被胞质伴侣蛋白（Kelch-like ECH-associated

protein 1，Keap1）介导的泛素化途径所降解；ROS 增多时，

Keap1构象改变，Nrf2脱落进入细胞核，发挥转录活性[25]。针对

该通路的干预靶点也被广泛研究，但仍有下游机制不清的问题

存在。鉴于该信号通路和线粒体存在着作用交叉，已有研究试

图探寻二者之间关系，但都是经由与二者共同相关的分子，例

如 HO-1和 P62等[26]，也有研究提示二者之间可能经由作用于

Drp1的蛋白酶体有着更为直接的作用关系[27]。本研究通过直接

的激动剂与抑制剂探寻 Nrf2信号通路和线粒体分裂在脑缺血

再灌注损伤中的联动关系。

本实验预选常用的两种神经细胞模型细胞系：PC-12 和

SH-SY5Y，我们以目标蛋白 Nrf2和 Drp1表达作为参考，最终

选取 SH-SY5Y细胞系作为实验细胞系。为了更好地建立缺血

再灌注损伤模型，经文献检索查到 SH-SY5Y细胞系建立缺血

再灌注损伤的常用模型，然而，各文献中缺血缺氧和复氧处理

的时间并不一致[28-31]，因此如前文所述建立不同时间点的模型

进行观察，最终选定 OGD4h/R18h作为实验模型的条件。结果

显示 Nrf2蛋白和 Drp1蛋白呈现明显联动变化，即 Nrf2蛋白

增多时 Drp1蛋白减少，反之亦然，相应线粒体的变化也相符，

由此我们推测 Nrf2可能经由 Drp1蛋白对线粒体的形态变化

起到调控作用。

综上所述，本研究结果表明 Nrf2对线粒体分裂有负向调

控作用，可能机制通过调控 Drp1蛋白影响线粒体分裂，也可能

同时伴随信号通路中多种其他蛋白的参与，具体相互直接作用

机制仍待进一步研究，以期为寻找脑缺血再灌注损伤治疗靶点

提供更多的理论依据。
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