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Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ诱导 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞线粒体损伤
和细胞凋亡的影响
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　　摘　要　目的　观察Ｇｈｒｅｌｉｎ能否保护人神经母细胞癌细胞（ＳＨＳＹ５Ｙ细胞）抵抗６ＯＨＤＡ所致的线粒体损

伤和细胞凋亡。方法　培养ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞，随机分为对照组、Ｇｈｒｅｌｉｎ组、６ＯＨＤＡ组和６ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ组。通

过６ＯＨＤＡ处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞构建帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ＇ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）体外模型。Ｇｈｒｅｌｉｎ预处理后，ＣＣＫ８法观

测细胞活力，乳酸脱氢酶（Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）法观察细胞毒力，ＪＣ１染色观察线粒体膜电位（ΔΨｍ），

ＢＣＬ２／Ｂａｘ比例检测观察细胞凋亡。结果　与对照组相比，６ＯＨＤＡ组细胞活力下降，细胞毒力增加，ΔΨｍ以及

ＢＣＬ２／Ｂａｘ比例下降（均Ｐ＜０．０５）；Ｇｈｒｅｌｉｎ预处理后，与６ＯＨＤＡ组相比，６ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ组细胞活力上升，细

胞毒力降低，ΔΨｍ以及Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例增高（均Ｐ＜０．０５）。结论　Ｇｈｒｅｌｉｎ预处理可以保护ＳＨＳＹ５Ｙ细胞抵抗６

ＯＨＤＡ所致细胞损伤，具有线粒体保护功能，减少细胞凋亡。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是最常见
的神经退行性运动障碍性疾病，以运动和非运动症

状为主要临床表现［１］。以中脑黑质致密部（ｓｕｂ
ｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｐａｒｓｃｏｍｐａｃｔａ，ＳＮｐｃ）多巴胺能神经元
进行性丢失，残存的多巴胺神经元内出现路易小体

为主要病理学特征［２］。ＰＤ发病的确切机制尚不
十分清楚，现有的证据表明线粒体功能损伤与 ＰＤ
的病理生理学有关［３］。凋亡是最常见的程序性细

胞死亡形式，与线粒体功能密切相关，原因是内在

的凋亡途径与线粒体去极化有关［４］。６ＯＨＤＡ是
儿茶酚胺的羟基化衍生物，其结构与儿茶酚胺类

似，是一种有效导致多巴胺神经元变性的神经毒

剂，广泛用于选择性儿茶酚胺能神经毒剂作用的细

胞或者动物ＰＤ模型［５］。

Ｇｈｒｅｌｉｎ又名胃饥饿素，是生长激素促分泌素
受体（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔａｇｏｇｕｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＨＳＲ）
的唯一内源性配体［６］。Ｇｈｒｅｌｉｎ可促进生长激素释
放，参与多种内分泌调节过程，具有抗凋亡、抗氧化

作用，可以拮抗 １甲基４苯基１，２，３，６四氢吡喃
（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌ１， ２， ３， ６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒａｎ，
ＭＰＴＰ）所致的神经毒性，发挥神经保护作用［７９］。

Ｇｈｒｅｌｉｎ对于６ＯＨＤＡ所致的线粒体损伤和细胞凋
亡的作用还有待研究。本实验通过 ６ＯＨＤＡ处理
人神经母细胞癌细胞（ＳＨＳＹ５Ｙ细胞），构建 ＰＤ
体外模型，观察 Ｇｈｒｅｌｉｎ对线粒体功能和细胞凋亡
的影响，探究其神经保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　Ｇｈｒｅｌｉｎ（美国 ＰｈｏｅｎｉｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌｓ公司）；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞（美国菌种保藏中心）；６
ＯＨＤＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ培养液（美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＣＣＫ８（日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司）；ＬＤＨ
（中国南京建成生物有限公司）；线粒体膜电位检

测试剂盒（ＪＣ１）（中国江苏凯基有限公司）；ＲＩＰＡ
裂解液（中国碧云天生物技术有限公司）；ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒（中国天根生物有限公司）；超

敏ＥＣＬ化学发光试剂盒、Ｂｃｌ２抗体（中国万类生
物科技有限公司）；Ｂａｘ抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；βａｃｔｉｎ抗体（北京中山金桥有限
公司）。

１．１．２　仪器　ＣＯ２培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；超
声波细胞粉碎仪（江苏波场智能科技股份有限公

司）；微量移液器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；台式低温
高速离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；酶标仪、电泳
仪、转膜仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；普通光学显微镜、
倒置生物显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；激光共聚
焦扫描显微镜（ＳＰ８）（德国 Ｌｅｉｃａ公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养在含有
１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００Ｕ／ｍＬ链霉
素的ＤＭＥＭ培养基中，放置于 ３７℃含有 ５％ ＣＯ２
的细胞培养箱中培养，待生长到约 ９０％时进行相
应传代或接种到９６、６孔板中，行后续药物处理。
１．２．２　药物处理及分组　取对数生长期 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞，接种于９６或６孔板中，随机分成４组：
对照组、Ｇｈｒｅｌｉｎ组、６ＯＨＤＡ组、６ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ
组，置于３７℃含有５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养，
待细胞长到合适密度，Ｇｈｒｅｌｉｎ组、６ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅ
ｌｉｎ组先给予Ｇｈｒｅｌｉｎ（１μＭ）预处理，其他两组给予
相同剂量的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），６ＯＨＤＡ组、６
ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ组 ２ｈ后给予 ６ＯＨＤＡ（４００μＭ）处
理，其他两组给予相同剂量的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ），放入培养箱培养２４ｈ，后行后续实验操作。
１．２．３　细胞活力测定　将对数生长期细胞接种于
９６孔板内，置于细胞培养箱中，待细胞生长到合适
密度，按上述方法进行药物处理。在细胞培养箱继

续培养２２ｈ后，每孔加入１０μｌＣＣＫ８溶液，用锡箔
纸包好避光条件下，细胞培养箱孵育２ｈ，孵育结束
后用酶标仪 ４５０ｎｍ处测定吸光度（Ａ）。每组设 ６
个复孔，实验平行重复３次，计算细胞活力。
１．２．４　ＬＤＨ释放量检测［１０］　取对数生长期细胞
接种于９６孔板内，置于细胞培养箱中，待细胞生长
到合适密度，按上述方法进行药物处理。培养２４ｈ
后，收集上清液并转移到新的 ９６孔板中，按照
ＬＤＨ检测试剂盒步骤进行操作，反应结束后用酶
标仪４５０ｎｍ处测定吸光度（Ａ）。每组设６个复孔，
并且设置只加入培养基的空白孔作为空白对照，实

验平行重复３次，ＬＤＨ释放率＝给药组ＬＤＨ活力／
空白组ＬＤＨ活力。
１．２．５　线粒体膜电位（ΔΨｍ）检测［１１］　ＪＣ１染色
法来检测 ΔΨｍ在各处理组中的变化。取对数生

·０８１·



济宁医学院学报２０２１年６月第４４卷第３期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｊｕｎｅ２０２１，Ｖｏｌ４４，Ｎｏ．３

长期细胞接种于含有黏附载玻片的１２孔板中，待
细胞生长到合适密度后进行相应药物处理。２４ｈ
后，吸去培养基，用 ＰＢＳ洗 １次，然后加入 ＪＣ１
（１ｘ）染色液，避光条件下孵育 ２０ｍｉｎ，孵育完成后
吸去染色液，用洗涤液洗涤２次，最后放在 ＳＰ８荧
光显微镜下观察拍照，实验平行重复３次，用Ｉｍａｇｅ
Ｊ分析荧光强度。
１．２．６　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达检测［１２］　取对数生长
期细胞接种于６孔板内，置于细胞培养箱中，待细
胞生长到合适密度，按上述方法进行药物处理。培

养２４ｈ后收集细胞，加入强裂解液和蛋白酶抑制
剂，冰上裂解３０ｍｉｎ，在１２０００ｒｐｍ的 ４℃离心机离
心３０ｍｉｎ，收集上清即为细胞总蛋白。取 １０μｌ用
ＢＣＡ法测定蛋白浓度，剩余蛋白按照３∶１加入相应
的４×ＳＤＳ后，在金属水浴锅煮蛋白１０ｍｉｎ，室温冷
却。随后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，随后转移到
ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉封闭，孵育一抗稀释液，４℃
过夜。次日ＴＢＳＴ溶液洗膜，二抗稀释液室温孵育
１ｈ。再次洗膜３次，加入ＥＣＬ溶液，暗室内曝光显
影。实验平行重复３次，用 ＩｍａｇｅＪ分析条带灰度
值。

１．３　统计学方法
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件分析该实验中

的所有数据，定量资料用 珋ｘ±ｓ表示。组间差异采用
ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ，进一步两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ方
法，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ处理的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活
力的影响

为了初步探究 Ｇｈｒｅｌｉｎ对６ＯＨＤＡ诱导 ＰＤ体
外模型的作用，运用 ＣＣＫ８检测各组细胞经处理
后的细胞活力变化。首先，为了验证单独给予 Ｇｈ
ｒｅｌｉｎ是否会对细胞活力产生影响，分别给予０．０１、
０．１、１、１０μＭＧｈｒｅｌｉｎ处理细胞，结果显示，不同浓
度的Ｇｈｒｅｌｉｎ对细胞活力没有影响，无毒副作用（图
１Ａ）。随后我们研究 ６ＯＨＤＡ单独对细胞的毒性
作用，结果显示，６ＯＨＤＡ以剂量依赖性的方式降
低了细胞活力（图１Ｂ），我们采用４００μＭ的６ＯＨ
ＤＡ用于后续实验。最后我们检测 Ｇｈｒｅｌｉｎ预处理
对６ＯＨＤＡ处理的细胞的影响，如图１Ｃ显示，０．１、

１、１０μＭＧｈｒｅｌｉｎ改善了 ６ＯＨＤＡ介导的细胞活力
的下降，我们选择１μＭＧｈｒｅｌｉｎ用于后续实验。以
上结果表明，Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ诱导损伤的 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞存活存在一定的保护作用。

　　注：Ｇｈｒｅｌｉｎ或等剂量 ＰＢＳ提前２ｈ处理细胞，在有或
没有６ＯＨＤＡ的情况下培养２４ｈ，ＣＣＫ８实验检测细胞活
力。（Ａ）单独给予 Ｇｈｒｅｌｉｎ对细胞活力的影响；（Ｂ）单独
给予６ＯＨＤＡ对细胞活力的影响；（Ｃ）Ｇｈｒｅｌｉｎ对６ＯＨＤＡ
刺激的细胞活力的影响。Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１
ｖｓ对照组；＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１ｖｓ６ＯＨＤＡ组

图１　Ｇｈｒｅｌｉｎ对有无６ＯＨＤＡ刺激的ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞活力的影响

２．２　Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ诱导损伤的 ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞ＬＤＨ释放率的影响

与对照组相比，６ＯＨＤＡ导致 ＬＤＨ的大量释
放，表明发生细胞死亡；而给予 Ｇｈｒｅｌｉｎ预处理后，
与６ＯＨＤＡ组相比，６ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ组 ＬＤＨ的释
放率明显降低，说明 Ｇｈｒｅｌｉｎ降低了 ６ＯＨＤＡ所致
的细胞毒性作用。见图２。

·１８１·
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２．３　Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ处理的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
ΔΨｍ的影响

与对照组相比，给与 ６ＯＨＤＡ处理后，细胞红
色荧光强度显著下降，表明ΔΨｍ下降；而给予Ｇｈ
ｒｅｌｉｎ预处理后，６ＯＨＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ组细胞红色荧光
强度明显增加，ΔΨｍ显著上升。表明Ｇｈｒｅｌｉｎ预处
理能部分恢复６ＯＨＤＡ所致的 ΔΨｍ的下降，具有
线粒体保护功能。见图３。

　　注：（Ａ）按照上述方法处理细胞，ＬＤＨ试剂盒检测各

组ＬＤＨ释放量的变化，进一步反映细胞毒性作用。

Ｐ＜０．００１ｖｓ对照组；＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１ｖｓ６ＯＨ

ＤＡ组

图２　Ｇｈｒｅｌｉｎ对６ＯＨＤＡ诱导损伤的ＳＨＳＹ５Ｙ细

胞ＬＤＨ释放率的影响

　　注：（ＡＢ）按照上述方法处理细胞，ＪＣ１实验红、绿

荧光强度比值反映ΔΨｍ的变化。Ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ。

Ｐ＜０．００１ｖｓ对照组；＃＃＃Ｐ＜０．００１ｖｓ６ＯＨＤＡ组

图３　Ｇｈｒｅｌｉｎ对６ＯＨＤＡ处理的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞

ΔΨｍ的影响

２．４　Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ诱导损伤的 ＳＨＳＹ５Ｙ细
胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响

与对照组相比，６ＯＨＤＡ组 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值降
低；而给与Ｇｈｒｅｌｉｎ预处理后，与模型组相比，６ＯＨ
ＤＡ＋Ｇｈｒｅｌｉｎ组 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值明显升高，表明
Ｇｈｒｅｌｉｎ降低了６ＯＨＤＡ所致的细胞凋亡反应。见
图４。

　　注：（ＡＢ）按照上述实验方法处理细胞，提取细胞总
蛋白，运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达，
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值反映细胞内凋亡水平。Ｐ＜０．００１
ｖｓ对照组；＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓ６ＯＨＤＡ组

图４　Ｇｈｒｅｌｉｎ对６ＯＨＤＡ诱导损伤的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响

３　讨论

ＰＤ是一种与年龄有关的中枢神经退行性疾
病，威胁人类健康，据统计我国 ＰＤ患者接近 ３００
万，预计 ２０３０年全世界将有 ９００万 ＰＤ患者［１３］。

ＰＤ神经元变性的确切机制尚不十分明确，目前ＰＤ
的治疗主要以左旋多巴替代疗法为主，其可以缓解

症状，但存在一定的不良反应，且无法阻止疾病的

发展，而诸如干细胞治疗，神经核毁损术和脑深部

电刺激术等替代策略均有严格的适应证［１４］，药物

治疗仍然是治疗ＰＤ的基石，因此开发一种能快速
通过血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的靶向药
物对于ＰＤ的治疗是十分有益的。

Ｇｈｒｅｌｉｎ作为一个含２８个氨基酸的脑肠肽，可

·２８１·
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以通过ＢＢＢ在神经系统疾病发挥保护作用。以往
有研究报道，Ｇｈｒｅｌｉｎ通过与受体结合，发挥抗凋
亡、抑制胶质细胞激活，在神经退行性疾病的体内

外模型中发挥神经保护作用［８，１５１６］。本课题组前

期研究结果已经证明 Ｇｈｒｅｌｉｎ可以通过促进自噬、
抑制内质网应激、激活ＥＲＫ１／２等信号转导途径对
ＰＤ的体内外模型发挥神经保护作用［９，１７１８］。然

而，Ｇｈｒｅｌｉｎ对 ６ＯＨＤＡ诱导的细胞毒性作用及机
制仍需要进一步研究。

ＰＤ发病机制复杂，既往研究表明，线粒体功能
障碍会加重神经元的退变［３］。本文结果显示，Ｇｈ
ｒｅｌｉｎ预处理增加了细胞活力，降低了细胞毒性作
用。６ＯＨＤＡ可以抑制线粒体复合体Ⅰ，抑制 ＡＴＰ
产生，阻断细胞内ＡＴＰ参与的过程，产生大量自由
基，从而导致线粒体功能异常，进一步引起细胞死

亡［１９］。Ｇｈｒｅｌｉｎ显著提高了 ΔΨｍ水平，增加了
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值，表明Ｇｈｒｅｌｉｎ降低了６ＯＨＤＡ所
致的线粒体功能损伤和细胞凋亡，有利于线粒体稳

态的维持。综上所述，Ｇｈｒｅｌｉｎ减轻了 ６ＯＨＤＡ所
致的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤。我们所有的工作旨在进
一步探索Ｇｈｒｅｌｉｎ的潜在分子机制，同时为 Ｇｈｒｅｌｉｎ
成为治疗ＰＤ的临床药物提供了新的证据。

利益冲突：所有作者均申明不存在利益冲突。
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ｐｅｕｔｉｃｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＮｅｕｒｏｌＮｅｕｒｏｓｃｉＲｅｐ，
２０１８，１８：２１．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１９１００１８０８２９３：１０．
１００７／ｓ１１９１００１８０８２９３．

（收稿日期　２０２１０３２９）
（本文编辑：石俊强）
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