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Ａｐｅｌｉｎ３６对神经细胞钙超载
导致内质网应激的抑制作用
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　　摘　要　目的　探讨Ａｐｅｌｉｎ３６对神经细胞内钙离子超载导致的内质网应激的抑制作用。方法　将Ｗｉｓｔａｒ

大鼠随机分为假手术组和模型组，每组６只，ＲＴＰＣＲ法检测两组大鼠皮层脑组织 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达；

利用ＳＨＳＹ５Ｙ细胞构建钙离子超载细胞模型，ＲＴＰＣＲ法检测Ａｐｅｌｉｎ３６对ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达的影响。结

果　与假手术组相比，模型组大鼠ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达显著增加，差异具有统计学意义（ｔ＝５．８３２，Ｐ＜０．

０５；ｔ＝５．９３８，Ｐ＜０．０５）。在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中，与对照组比较，细胞模型组ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达显著增加，

差异具有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。与细胞模型组相比，Ａｐｅｌｉｎ３６组 ＣＨＯＰ和 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达显著降低，差

异具有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。结论　Ａｐｅｌｉｎ３６可能通过抑制钙离子超载导致的内质网应激实现对脑卒中

神经细胞的保护作用，为Ａｐｅｌｉｎ３６应用于临床治疗提供了理论基础。
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　　脑卒中是一种严重危害人类健康的脑血管疾
病，具有高发病率、致残率和致死率的特点，其中缺

血性脑卒中占脑卒中的８７％以上［１２］。近年来人

们致力于研究急性脑缺血后损伤的级联反应，以期

找到有效的治疗方法。钙离子超载和内质网应激

是脑卒中缺血再灌注损伤的主要机制［３］。钙离子

超载会引起内质网应激，内质网应激进一步激活未

折叠蛋白反应，导致内质网分子伴侣 ＧＲＰ７８和转
录因子 ＣＨＯＰ等的上调，进而参与蛋白折叠、细胞
凋亡或自噬的调控［４］。

Ａｐｅｌｉｎ是 Ｇ蛋白偶联受体 ＡＰＪ的内源性配
体，在中枢系统中具有神经保护作用［５］。鉴于

Ａｐｅｌｉｎ１３是活性最强的 Ａｐｅｌｉｎ异构体，多数研究
显示Ａｐｅｌｉｎ１３能够抑制缺血性脑卒中后氧化应激
介导的神经细胞凋亡，并且能够对抗缺血再灌注
损伤后神经细胞的氧化应激反应［６］，并抑制细胞

凋亡，从而减轻大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤及
脑水肿［７］。虽然 Ａｐｅｌｉｎ３６与 ＡＰＪ亲和力最强，但
其活性弱于 Ａｐｅｌｉｎ１３［８］，因此研究较少。最近研
究显示Ａｐｅｌｉｎ３６在缺血性脑卒中模型小鼠和新生
大鼠缺血缺氧模型中能够抵抗缺血性脑损伤，但机

制还不完全清楚［９］。

本文通过研究Ａｐｅｌｉｎ３６可能通过调控钙离子
超载和内质网应激来调控缺血再灌注损伤所引起
的神经细胞凋亡，探究 Ａｐｅｌｉｎ３６对缺血性脑卒中
模型小鼠的神经保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞与动物　选用人源神经瘤细胞母细胞
瘤（ＳＨＳＹ５Ｙ）细胞系（购自美国 ＡＴＣＣ细胞库），
ＳＰＦ级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，由山东鲁抗医药股份有限
公司提供，合格证号：ＳＣＸＫ鲁２０１３０００１。所有实
验动物的管理都遵循国家实验动物饲养管理和使

用指南及济宁医学院实验动物管理条例。实验动

物在济宁医学院神经生物研究所动物饲养室进行

预养，动物饲养室的温度控制在２２℃ ～２６℃，湿度
在５０％～６０％。整个实验造模过程中除相关因素
所需外，实验动物均自由摄食和饮水，并充分保障

实验动物福利，在不影响实验要求和实验结果的基

础上实施替代、减少、优化的“３Ｒ”原则。
１．１．２　试剂与仪器　钙离子载体 Ａ２３１８７半钙盐

（Ａ２３１８７，ＳＩＧＭＡ公司，美国），Ａｐｅｌｉｎ３６（Ｐｈｏｅｎｉｘ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ公司，美国），总ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ提取试
剂盒（天根公司，北京），梯度 ＰＣＲ仪（伯乐公司，
美国），紫外分光光度计（岛津公司，日本），超低温

离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，美国），超低温冰箱（海尔
公司，青岛）。

１．２　方法
１．２．１　大鼠实验分组　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体
重在２８０ｇ到３２０ｇ之间，随机分为假手术组、模型
组，每组６只，按照缺血时间为２ｈ，再灌注２４ｈ。
１．２．２　缺血性脑卒中模型大鼠　实验选取健康雄
性Ｗｉｓｔａｒ大鼠。通过大脑中动脉阻塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒ
ｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）法制备局灶性脑缺血
模型，缺血２ｈ后再灌注２４ｈ。于再灌注２４ｈ后进
行神经功能评分，然后处死大鼠测定脑梗死体积。

具体方见［２０］。

１．２．３　细胞培养　选用人源神经瘤细胞母细胞瘤
（ＳＨＳＹ５Ｙ）细胞系，在３７℃恒温，５％ ＣＯ２的培养
箱中培养。在荧光显微镜下观察细胞生长情况，待

细胞生长到指数期，即密度达到６０％ ～８０％时传
代，按照实验分组分别传代到６０ｍｍ培养皿中。培
养２４ｈ后，在荧光显微镜下观察细胞生长情况，待
细胞生长到指数期，即密度达到６０％ ～８０％时，根
据不同实验分组需要，实验分为：空白对照组、模型

组和Ａｐｅｌｉｎ３６组。实验用钙离子载体 Ａ２３１８７和
Ａｐｅｌｉｎ３６终浓度分别为２．５ｍＭ和１００ｎＭ，模型组
使用钙离子载体Ａ２３１８７处理；Ａｐｅｌｉｎ３６组为钙离
子载体Ａ２３１８７和Ａｐｅｌｉｎ３６处理共培养１６ｈ后，收
集细胞提取ＲＮＡ。上述重复３次独立实验。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ法测定大鼠脑皮层组织与 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达　按照总
ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ提取试剂盒说明书操作，提取不同分组
大鼠脑皮层组织与 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的总 ＲＮＡ。将
１．０ｕｇ总ＲＮＡ以反转录试剂转录为 ｃＤＮＡ，并以获
取的ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，以 βＡＣＴＩＮ作
为内参矫正。反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，２５次循环。ＰＣＲ产物进行琼
脂糖凝胶电泳。使用ＩｍａｇｅＪ软件对电泳结果定量
分析，获取琼脂糖凝胶电泳中 ＤＮＡ条带的光密度
值。所用引物均由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成，具体引物序列见表 １。
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表１　ＲＴＰＣＲ引物

基因
引物

名称 序列（５＇３＇）

ＣＨＯＰ ＣＨＯＰＦ ＡＧＣＴＧＧＧＡＧＣＴＧＧＡＡＧＣＣＴＧ

ＣＨＯＰＲ ＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＴＣＴＧＧＡＧＡＧ

ＧＲＰ７８ ＧＲＰ７８Ｆ ＡＴＧＧＴＴＣＴＣＡＣＴＡＡＡＡＴＧＡＡ

ＧＲＰ７８Ｒ ＡＡＧＡＣＡＣＣＡＴＴＧＴＣＡＡＴＧＧＴ

βＡｃｔｉｎ βａｃｔｉｎＦ ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ

βａｃｔｉｎＲ ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ

１．３　统计学方法
全部资料用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析。

大鼠假手术组和脑卒中模型组两组间比较采用 ｔ
检验，ＳＨＳＹ５Ｙ细胞多组间比较采用单因素方差
分析，进一步两两比较采用 ＬＳＤ检验。以 Ｐ＜０．
０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠皮层脑组织 ＣＨＯＰ和 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ
的表达

提取假手术组和脑卒中模型组大鼠皮层脑组

织ＲＮＡ进行半定量ＰＣＲ，结果显示（图１），在缺血
性脑卒中模型组中，与假手术组相比，模型组大鼠

ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达显著增加（ｔ＝５．８３２，Ｐ
＜０．０５；ｔ＝５．９３８，Ｐ＜０．０５），说明缺血性脑卒中可
导致大鼠脑组织细胞出现内质网应激。

２．２　钙离子超载对内质网应激的影响
神经细胞内钙离子超载和内质网应激是脑卒

中缺血再灌注损伤的主要机制，而且细胞内钙离
子超载可能激活内质网应激，参与神经细胞凋

亡［１０］。因此，我们运用钙离子载体Ａ２３１８７诱导神
经源性 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞内钙离子超载，明确钙离子
超载是否激活内质网应激。我们使用钙离子载体

Ａ２３１８７处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，利用 ＲＴＰＣＲ检测了
ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８的相对表达情况。图２显示，钙离
子载体 Ａ２３１８７可明显上调 ＣＨＯＰ和 ＧＲＰ７８的表
达，说明细胞钙离子超载可激活内质网应激。

２．３　各组 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞 ＣＨＯＰ和 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ
的表达

与对照组比较，细胞模型组 ＣＨＯＰ和 ＧＲＰ７８
ｍＲＮＡ表达显著增加，差异具有统计学意义（均 Ｐ
＜０．０５）；与细胞模型组相比，Ａｐｅｌｉｎ３６组 ＣＨＯＰ
和ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达显著降低（均 Ｐ＜００５）。见
图２。

注：与假手术组相比，Ｐ＜０．０５
图１　大鼠脑组织中ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８的相对表达

注：ＣＨＯＰｍＲＮＡ３组间比较，Ｆ＝１８．９８， Ｐ＜０．０５；
　 与对照组相比， Ｐ＜０．０５；与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５。
　 ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ３组间比较，Ｆ＝２４．２４， Ｐ＜０．０５；
　 与对照组相比， Ｐ＜０．０５；与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５。
图２　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８的相对表达

·５１３·



济宁医学院学报２０１７年１０月第４０卷第５期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１７，Ｖｏｌ４０，Ｎｏ．５

３　讨论

缺血性脑卒中是目前人类致残和死亡的重要

原因之一。到目前为止，早期溶栓治疗是其最有效

的治疗方式，近年来人们致力于急性脑缺血后损伤

级联反应的研究。到目前为止，超早期静脉给予重

组组织型纤溶酶原激活剂的溶栓治疗是唯一获得

循证医学支持并被美国食品药品管理局批准的治

疗急性缺血性脑卒中的药物治疗方法。但其狭窄

的治疗时间窗是限制溶栓治疗的最大瓶颈，且溶栓

后再灌注引起的继发性神经损伤也限制着溶栓治

疗的推广应用。近年来研究表明，脑缺血再灌注
后继发性神经损伤与内质网应激有着密切关系。

因此，针对内质网应激机制的不同环节加以干预，

有可能成为治疗缺血性脑卒中新的有效途径。钙

离子超载和内质网应激是脑卒中缺血再灌注损伤
的主要机制［１１］。钙离子稳态平衡是维持机体生理

活动的重要保证。钙离子超载会引起细胞凋亡，是

缺血再灌注损伤的主要致病机制［１２］。

缺血性脑卒中后，脑内氧含量迅速下降，能量

代谢缓慢导致体内的 ＡＴＰ迅速消耗，细胞膜上的
电化学梯度难以维持，细胞内钾离子外流造成细胞

膜去极化，细胞外的钙离子大量内流，而线粒体内

Ｃａ２＋沉积造成氧化磷酸化电子传递脱偶联，ＡＴＰ生
成障碍，离子泵停止运转，膜离子梯度不能维持，细

胞代谢水平降低，最终导致神经元细胞发生迟发性

死亡；内质网因线粒体损伤能量供应不足，大量未

折叠蛋白堆积在内质网腔中导致内质网释放大量

钙离子，引起内质网的应激反应，同时加剧细胞内

钙超载［１３１４］。内质网应激进一步激活未折叠蛋白

反应，导致内质网分子伴侣 ＧＲＰ７８和转录因子
ＣＨＯＰ等的上调，进而参与蛋白折叠，细胞凋亡或
自噬的调控［１５］。

Ａｐｅｌｉｎ是 Ｇ蛋白偶联受体 ＡＰＪ的内源性配
体，在体内中枢系统和外周组织中分布广泛，其中

在心脏，脑、肺、血管等器官中有较高的表达［１６］。

Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ系统的生物学意义非常广泛，对心血管
功能、血管的生成，体液平衡等起了重要的调控作

用［１７１９］。研究表明，Ａｐｅｌｉｎ前体肽在体内经过酶水
解最终形成具有不同氨基酸组成和生物活性的

Ａｐｅｌｉｎ１３、Ａｐｅｌｉｎ１７和 Ａｐｅｌｉｎ３６，其中 Ａｐｅｌｉｎ１３

在血液中的含量较后二者更多，但 Ａｐｅｌｉｎ３６与
ＡＰＪ有较高的亲和力［２０］，在中枢系统中具有神经

保护作用［２１］。

当机体发生缺血性脑卒中后，脑缺血再灌注
损伤造成的梗死灶可分为两个区域，其中梗死中心

区域的神经细胞快速死亡该区域为不可逆性损伤。

但在梗死中心区周围存在一个缺血边缘区，即缺血

半暗带［２０］，该区域的神经细胞损伤以细胞凋亡为

主，神经元处于电衰竭状态。该区域为可逆性损

伤，并且缺血神经元的凋亡具有延迟性，这就为缺

血性脑卒中病人提供了治疗时间，使我们用药物来

减轻神经元的损伤进而减少脑梗死体积成为可能。

因此，如能有效阻止脑缺血半暗带的细胞凋亡，即

可减轻脑组织的损伤程度，改善病人的生活质量。

缺血性脑卒中，作为一种常见疾病，影响着人们生

活健康。在本研究中我们首先发现，缺血性脑卒中

可导致大鼠脑组织细胞内质网应激的发生，同时我

们推测该现象是由于脑卒中引起的钙离子超载所

引起的。为了验证我们的假设，我们利用钙离子载

体Ａ２３１８７，对可内源性表达 ＡＰＪ受体的 ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞进行了钙离子超载模型模拟，结果钙离子载体

Ａ２３１８７的确会明显上调 ＣＨＯＰ和 ＧＲＰ７８的表达，
证实钙离子超载的确会影响神经细胞内质网应激

的出现。我们还发现加入 Ａｐｅｌｉｎ３６后，钙离子载
体对ＣＨＯＰ和ＧＲＰ７８表达的激活被明显抑制。以
上结果显示Ａｐｅｌｉｎ３６可明显抑制钙离子超载导致
的内质网应激作用，从而可能有助于改善缺血性脑

卒中导致的神经损伤，具有神经保护的作用。但是

Ａｐｅｌｉｎ３６对 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ的 ｍＲＮＡ影响是基
于Ａｐｅｌｉｎ３６对 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ转录的影响或是
改变了其 ｍＲＮＡ的稳定性，以及在大鼠模型中，
Ａｐｅｌｉｎ３６是否还有类似的抑制作用还有待于进一
步的研究。然而，本文揭示了 Ａｐｅｌｉｎ３６参与对内
质网应激的调控机理，可为缺血性脑卒中的临床治

疗提供提新的理论基础和药物靶点。
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