
［基金项目］２０２０年山东省大学生创新创业训练计划项目（Ｓ２０２０１０４４３０５８）；２０２０年济宁医学院大学生创新训练计划项
目（ｃｘ２０２００２５）；山东省自然科学基金项目（ＺＲ２０２１ＱＣ０３９）；山东省医药卫生科技发展计划项目（２０２００２
０８１０８２）。

△［通信作者］王琴琴，Ｅｍａｉｌ：ｑｑｗａｎｇ＠ｍａｉｌ．ｊｎｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

济宁医学院学报２０２２年１０月第４５卷第５期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２２，Ｖｏｌ４５，Ｎｏ．５

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９７６０．２０２２．０５．００６ ·精神卫生专栏·

食欲素在细胞氧化应激中的神经保护作用
及其机制研究
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　　摘　要　目的　探讨食欲素（Ｏｒｅｘｉｎ）在氧化应激中的具体作用及其机制。方法　培养海马神经元细胞系
ＨＴ２２细胞，随机分为对照组、Ｈ２Ｏ２（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ）组、ＯＡ（ＯｒｅｘｉｎＡ）组、ＯＢ（ＯｒｅｘｉｎＢ）组、Ｈ２Ｏ２＋ＯＡ组及
Ｈ２Ｏ２＋ＯＢ组，通过Ｈ２Ｏ２处理ＨＴ２２细胞建立氧化应激体外模型，采用显微镜分析方法检测各组细胞数量变化；
利用实时荧光定量ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）及蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）等方法探究转录因子
Ｎｒｆ２在ＨＴ２２细胞氧化应激模型中的表达水平及其作用。结果　与对照组相比，Ｈ２Ｏ２显著增强 ＨＴ２２细胞的
死亡（Ｐ＜０．０５）；给予ＯＡ及ＯＢ处理后，与Ｈ２Ｏ２组相比，ＯＡ及ＯＢ均显著降低Ｈ２Ｏ２引起的ＨＴ２２细胞的死亡
（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，Ｈ２Ｏ２处理的ＨＴ２２细胞Ｎｒｆ２的基因表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与Ｈ２Ｏ２组相比，
ＯＡ和ＯＢ显著增加ＨＴ２２细胞内的Ｎｒｆ２的表达水平（Ｐ＜０．０５）。结论　食欲素可通过增强 ＨＴ２２细胞内 Ｎｒｆ２
的表达水平降低Ｈ２Ｏ２引起的ＨＴ２２细胞的神经损伤，进而发挥神经保护作用。
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　　氧化应激参与帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，
ＰＤ）及阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）等
神经退行性疾病的发生发展［１］。目前关于氧化应

激在ＰＤ等神经退行性疾病中的调节机制尚不完
全明确。转录因子Ｎｒｆ２能调控下游抗氧化酶的表
达，从而参与机体代谢及抗氧化等过程中，促进个

体不断适应变化的环境［２３］；Ｎｒｆ２还参与ＡＤ及ＰＤ
等多种神经退行性疾病的病理过程中［２］。

食欲素是一种神经肽，主要是由外侧下丘脑神

经元分泌，包括食欲素Ａ（ＯｒｅｘｉｎＡ，ＯＡ）和食欲素
Ｂ（ＯｒｅｘｉｎＢ，ＯＢ）［４］。食欲素系统功能异常参与多
种神经退行性疾病如 ＡＤ及 ＰＤ的发病过程
中［５７］。

本研究以 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＴ２２细胞为体外氧
化应激模型探讨食欲素在氧化应激过程中的作用，

阐明食欲素在氧化应激中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　ＨＴ２２细胞系购自上海通派生物公
司。培养至含有 ＦＢＳ（１０％）的 ＤＭＥＭ培养基中，
在细胞恒温培养箱（５％ＣＯ２，３７℃）中培养，待细胞
长满，传代于六孔板中，用于后续实验。

１．１．２　药品和试剂　ＯＡ及 ＯＢ购自 Ｐｈｏｅｎｉｘ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ公司；ＤＭＥＭ购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；
Ｎｒｆ２抗体购自 ａｂｃｌｏｎａｌ公司；βａｃｔｉｎ抗体、羊抗鼠
ＩｇＧ及羊抗兔ＩｇＧ购自ＺＳＧＢＢＩＯ。
１．２　方法
１．２．１　氧化应激细胞模型建立　ＨＴ２２细胞种于
六孔板中，加入 Ｈ２Ｏ２处理建立体外氧化应激模
型。将细胞随机分为 ６组：对照组、Ｈ２Ｏ２组、ＯＡ
组、ＯＢ组、Ｈ２Ｏ２＋ＯＡ组及Ｈ２Ｏ２＋ＯＢ组。待细胞长
至４０％～５０％时，Ｈ２Ｏ２组给予Ｈ２Ｏ２（５００μＭ·Ｌ

－１）

处理，ＯＡ组给予 ＯＡ（１０－７Ｍ·Ｌ－１）处理，ＯＢ组给
予 ＯＢ（１０－７Ｍ·Ｌ－１）处理，Ｈ２Ｏ２＋ＯＡ组及 Ｈ２Ｏ２＋
ＯＢ组中给予 Ｈ２Ｏ２（５００μｍｏｌ· Ｌ

－１）＋ＯＡ／ＯＢ
（１０－７Ｍ·Ｌ－１）处理，待处理２４ｈ后利用显微镜观察
各组细胞状态及数量，并分别拍照，用于后续计数。

１．２．２　ｑＰＣＲ检测各组 Ｎｒｆ２的表达　总 ＲＮＡ提
取：待细胞处理完毕，吸除培养基并用 ＰＢＳ缓冲液
清洗两遍后，加入一定量的裂解液 ＲＺ（ＴＩＡＮＧＥＮ
公司），待细胞充分裂解后，收集裂解液至ＥＰ管中
（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）。按照总 ＲＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮ

ＧＥＮ公司）的说明书进行提取，将提取的 ＲＮＡ溶
于适量的ＲＮａｓｅＦｒｅｅ双蒸水中，待 ＲＮＡ充分溶解
后，检测ＲＮＡ的浓度。

反转录：根据说明书（ＴＩＡＮＧＥＮ公司），取适量
提取的总ＲＮＡ（２０μｌ的反应体系里加入５０ｎｇ～２μｇ
的ＲＮＡ）置于ＥＰ管（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ），按稀释比例加入
５×ｇＤＮＡＢｕｆｆｅｒ，加ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的水补齐至２０μｌ，充
分混合均匀后置于４２℃水浴锅中反应 ３ｍｉｎ，结束
后取出ＥＰ管置于冰上，按照相应的稀释比例加入
１０×ＫｉｎｇＲＴＢｕｆｆｅｒ、ＦａｓｔＫｉｎｇＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ及ＦＱ
ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ，加 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的水补齐总体系
１０μｌ，充分混匀后加入到前面的ｇＤＮＡ步骤的反应
体系中，混合均匀后置于 ４２℃水浴锅中孵育
１５ｍｉｎ，之后 ９５℃孵育 ３ｍｉｎ。反应结束后通过
ｑＰＣＲ仪检测目的基因 Ｎｒｆ２的变化水平。Ｎｒｆ２
ｑＰＣＲ引物如下：ｆｏｒｗａｒｄ：５’ＣＧＴＣＣＣＴＡＧＧＴＣＣＴＴ
ＧＴＴＣＣ３’；ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ＴＣＡＡＡＴＣＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴ
ＧＧＧ３’。
１．２．３　蛋白印迹检测各组 Ｎｒｆ２蛋白的表达　总
蛋白提取：待细胞处理结束，将细胞内的培养基吸

除干净，用ＰＢＳ缓冲液清洗２遍后，然后将ＰＢＳ吸
干净，加入适量含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液

ＲＩＰＡ裂解 ２０～３０ｍｉｎ（将样品置于冰上进行操
作），待细胞充分裂解后，将裂解后的细胞转移到

１．５ｍｌＥＰ管中。于１２０００ｇ，４℃离心１５ｍｉｎ。将上
清转移至新的ＥＰ管中，按比例加入适量蛋白上样
缓冲液，放于１００℃金属浴中加热１０ｍｉｎ，用于后续
实验。

蛋白印迹：将提取的细胞蛋白样品，利用聚丙

烯酰胺凝胶电泳方法将蛋白进行分离，之后通过转

膜的方法将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，加入１×ＴＢＳＴ
洗膜５ｍｉｎ，然后加入 ５％的脱脂奶粉进行封闭 １～
２ｈ，之后吸掉封闭液，加入稀释好的一抗，放于４℃
摇床上，过夜孵育。第二天将一抗回收，加入 １×
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次 １０～１５ｍｉｎ，倒掉 ＴＢＳＴ，加入
稀释好的二抗，然后放于室温孵育１ｈ，之后回收二
抗，加入１×ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次 １０～１５ｍｉｎ，洗膜
完毕后，之后将底物加入到 ＰＶＤＦ膜上进行显色，
用ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ仪器采集数据，并使用ＩｍａｇｅＪ软件
进行灰度分析。

１．３　统计学方法
数据均利用ＧｒａｐｈＰａｄ６．０软件进行统计。正

态分布的计量资料采用 珋ｘ±ｓ描述，多组间比较采用
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方差分析，组间多重比较采用 Ｂｑｎｆｅｒｒｏｎｉ法校正。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＴ２２细胞氧化应激模型的建立
本研究利用Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＴ２２细胞为模型，

结果显示，与对照组相比，在处理２４ｈ的情况下，不
同浓度的 Ｈ２Ｏ２引起 ＨＴ２２细胞数量不同程度地
降低（图１）。其中５００μＭ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ
能引起 ＨＴ２２细胞数量降低５０％左右。因此本研
究后续均采用 ５００μＭ·Ｌ１Ｈ２Ｏ２处理的 ＨＴ２２细
胞作为细胞模型。

图１　不同浓度的Ｈ２Ｏ２引起的ＨＴ２２细胞的变化

２．２　食欲素对ＨＴ２２细胞死亡的影响
与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组 ＨＴ２２细胞数量降低

约５０％，而与 Ｈ２Ｏ２组相比，ＯＡ和 ＯＢ显著增加
ＨＴ２２细胞数量（约 ３０％），差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。因此，ＯＡ和 ＯＢ显著降低 Ｈ２Ｏ２引起
的ＨＴ２２细胞死亡，说明 ＯＡ和 ＯＢ能显著降低
Ｈ２Ｏ２对ＨＴ２２的神经损伤，进而发挥神经保护作
用（图２）。

注：Ｐ＜０．００１ｖｓ．对照组；＃Ｐ＜０．０５ｖｓ．Ｈ２Ｏ２组；

　 ＃＃Ｐ＜０．０１ｖｓ．Ｈ２Ｏ２组

图２　食欲素显著降低Ｈ２Ｏ２引起的ＨＴ２２细胞死亡

２．３　Ｈ２Ｏ２对ＨＴ２２细胞中 Ｎｒｆ２基因表达水平的
影响

ｑＰＣＲ结果显示，与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组 Ｎｒｆ２
基因表△△ＣＴ达约为－２．０６４，说明相对于对照组，
Ｈ２Ｏ２显著升高 ＨＴ２２细胞中 Ｎｒｆ２的基因表达水

平。

２．４　食欲素对 ＨＴ２２细胞中 Ｎｒｆ２蛋白表达水平
的影响

相对于对照组，ＯＡ及 ＯＢ对 ＨＴ２２细胞中
Ｎｒｆ２的表达无显著影响，而 ＯＡ和 ＯＢ组 ＨＴ２２细
胞中 Ｎｒｆ２的蛋白表达水平约为 Ｈ２Ｏ２组的 ２倍。
说明相对于Ｈ２Ｏ２组，ＯＡ和ＯＢ显著升高ＨＴ２２细
胞内Ｎｒｆ２的蛋白表达水平（图３），提示 ＯＡ和 ＯＢ
很可能通过增强 ＨＴ２２细胞中 Ｎｒｆ２的表达水平，
进而发挥神经保护作用。

注：ＮＳ（Ｐ＞０．０５）ｖｓ．对照组；

Ｐ＜０．０５ｖｓ．Ｈ２Ｏ２组

图３　食欲素引起的ＨＴ２２细胞的

Ｎｒｆ２蛋白表达水平的变化

３　讨论

氧自由基的聚集会造成细胞内蛋白质及 ＤＮＡ
等的损伤，进而引起组织及器官的功能异常，从而
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导致机体疾病的产生和发展［８９］。氧化应激参与多

种神经系统的发生过程中［１］。已有研究显示，食

欲素参与到多种氧化应激相关神经退行性疾病的

病理过程中［１］，然而其在氧化应激中的具体作用

机制尚不明确。本研究利用体外Ｈ２Ｏ２诱导的ＨＴ
２２细胞的氧化应激模型发现，Ｈ２Ｏ２显著降低 ＨＴ
２２细胞的数量，ＯＡ及 ＯＢ能显著降低 Ｈ２Ｏ２诱导
的ＨＴ２２细胞的死亡，进而在细胞氧化应激模型
中发挥神经保护作用。

Ｈ２Ｏ２可引起细胞成分破坏，引起氧化应激，导
致细胞死亡［１０］。Ｈ２Ｏ２是用来建立氧化应激模型
的常用药物，有研究者发现 ６００μＭ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２
处理 ２４ｈ能引起 ＨＴ２２细胞数量降低 ５０％左
右［１０］。这在一定程度上和本研究的实验结果是一

致的。Ｎｒｆ２属于碱性亮氨酸拉链（ｂＺＩＰ）转录因子
家族成员［２］，参与氧化应激过程中，并在 ＨＴ２２细
胞的氧化应激模型中发挥一定的作用［１１１２］。本研

究中，与对照组相比，Ｈ２Ｏ２处理会引起ＨＴ２２细胞
数量的显著下降，说明 Ｈ２Ｏ２对 ＨＴ２２细胞有一定
的神经毒性；与 Ｈ２Ｏ２组相比，ＯＡ及 ＯＢ处理均能
显著增加ＨＴ２２细胞的数量，说明 ＯＡ及 ＯＢ能够
减轻Ｈ２Ｏ２的神经毒性作用；与对照组相比，Ｈ２Ｏ２
显著增加ＨＴ２２细胞中 Ｎｒｆ２的基因表达水平，提
示Ｎｒｆ２在Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应激中的潜在作用；与
Ｈ２Ｏ２组相比，ＯＡ和ＯＢ显著增加ＨＴ２２细胞内的
Ｎｒｆ２蛋白的表达水平。一方面提示 ＯＡ及 ＯＢ对
Ｎｒｆ２表达水平的调控作用，另一方面本研究也提示
食欲素系统与Ｎｒｆ２信号通路的相关性。

前期研究显示，ＯＡ能显著降低氧化应激引起
的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损伤［１３］，这也进一步支持本研究

的结论。本研究提示，Ｎｒｆ２很有可能参与到食欲素
介导的神经保护作用。正常生理条件下，Ｋｅａｐ１会
与Ｎｒｆ２结合引起 Ｎｒｆ２进入降解途径，当外界条件
改变如某些氧化应激相关刺激等存在时，会引起

Ｎｒｆ２从复合物中分离出来，进而入核，Ｎｒｆ２入核之
后会引起一些抗氧化酶等的产生，从而发挥抗氧化

过程［２］。本文结果显示，Ｈ２Ｏ２显著增加 ＨＴ２２细
胞中的核因子Ｎｒｆ２的基因表达水平，但是Ｈ２Ｏ２对
ＨＴ２２细胞内Ｎｒｆ２蛋白表达的影响需要进一步探
究；而食欲素显著增强 ＨＴ２２细胞内 Ｎｒｆ２蛋白的
表达，因此我们推测食欲素很有可能是通过增强

ＨＴ２２细胞内 Ｎｒｆ２的表达及入核，进而引起抗氧
化应激相关因子的产生，从而降低 Ｈ２Ｏ２引起的

ＨＴ２２细胞的死亡［２］。而 Ｎｒｆ２在其中的具体作用
机制需要进一步采用动物实验和细胞实验去阐释。

综上，本课题研究结果显示食欲素能增强

Ｈ２Ｏ２引起的ＨＴ２２细胞的 Ｎｒｆ２的表达水平，并降
低Ｈ２Ｏ２引起的ＨＴ２２细胞的神经损伤，发挥神经
保护作用。而关于食欲素对 Ｎｒｆ２的具体调控机制
还需要进一步探究。
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