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  [摘 要] 目的 探究自噬过程在葡萄籽原花青素提取物(GSPE)缓解氟致人神经母细胞瘤SH-SY5Y细

胞毒性中的作用。方法 用氟化钠(60
 

mg/L)处理SH-SY5Y细胞24
 

h构建氟染毒细胞模型,随机分为对照

组、氟化钠组、氟化钠+低剂量GSPE组、氟化钠+中剂量GSPE组、氟化钠+高剂量GSPE组;采用细胞计数

试剂-8法(CCK-8法)检测各组细胞活力值变化;采用 Hoechst33342染色分析各组细胞凋亡水平变化;采用免

疫荧光方法分析各组细胞LC3表达情况;采用蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)检测cleaved-caspase
 

3、cleaved-
PARP、LC3、p62等蛋白表达情况。随后纳入雷帕霉素重新分组,检测各组cleaved-PARP、LC3、p62等蛋白表

达情况,并采用Hoechst33342染色分析各组细胞凋亡水平变化。结果 与对照组比较,氟化钠组SH-SY5Y细

胞凋亡水平显著提高(P<0.05),经GSPE干预后细胞活力上升且细胞自噬水平上升(P<0.05)。与氟化钠组

比较,雷帕霉素干预可以有效抑制细胞凋亡,且雷帕霉素与原花青素联合后细胞自噬水平进一步提升(P<
0.05)。结论 GSPE能够抑制氟化钠诱导的SH-SY5Y细胞凋亡,其作用可能与激活自噬有关。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

role
 

of
 

autophagy
 

in
 

improving
 

fluoride-induced
 

SH-SY5Y
 

cyto-
toxicity

 

by
 

grape
 

seed
 

proanthocyanidins(GSPE)
 

in
 

human
 

neuroblastoma.Methods SH-SY5Y
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

sodium
 

fluoride(60
 

mg/L)
 

for
 

24
 

h
 

to
 

establish
 

a
 

fluoride-infected
 

cell
 

model,and
 

then
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,sodium
 

fluoride-infected
 

group,sodium
 

fluoride+low
 

dose
 

GSPE
 

group,

sodium
 

fluoride+middle
 

dose
 

GSPE
 

group
 

and
 

sodium
 

fluoride+high
 

dose
 

GSPE
 

group.The
 

cell
 

viability
 

val-
ues

 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay.Hoechst33342
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

apoptosis
 

lev-
el

 

of
 

each
 

group.Immunofluorescence
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

LC3
 

in
 

each
 

group.The
 

expressions
 

of
 

cleaved-caspase
 

3,cleaved-PARP,LC3,and
 

p62
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Subsequently,

Rapamycin
 

was
 

included
 

in
 

the
 

regrouping,and
 

the
 

expressions
 

of
 

cleaved-PARP,LC3,p62
 

and
 

other
 

proteins
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected,and
 

the
 

changes
 

of
 

apoptosis
 

level
 

in
 

each
 

group
 

were
 

analyzed
 

by
 

Hoechst33342
 

staining.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

apoptosis
 

level
 

of
 

SH-SY5Y
 

cells
 

in
 

the
 

sodium
 

fluor-
ide

 

group
 

was
 

significantly
 

increased(P<0.05),while
 

the
 

cell
 

viability
 

and
 

autophagy
 

level
 

of
 

SH-SY5Y
 

cells
 

were
 

increased
 

after
 

GSPE
 

intervention(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

sodium
 

fluoride
 

group,Rapamycin
 

in-
tervention

 

could
 

effectively
 

inhibit
 

apoptosis,and
 

the
 

autophagy
 

level
 

was
 

further
 

enhanced
 

in
 

the
 

combination
 

of
 

rapamycin
 

and
 

GSPE
 

together(P<0.05).Conclusion GSPE
 

can
 

inhibit
 

SH-SY5Y
 

cell
 

apoptosis
 

induced
 

by
 

NaF,and
 

this
 

role
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

autophagy.
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  氟化物广泛地存在于环境介质中,且地域分布具

有显著差异[1]。长期暴露于高氟环境中会增加罹患

地方性氟中毒(简称氟中毒)的风险,导致人体各器官

功能障碍[2]。有研究发现,氟可穿过血脑屏障和胎盘

屏障,进而在脑组织中蓄积,造成脑组织发育障碍,导
致智力水平和学习记忆能力下降[3-4]。经氟染毒后大

鼠后代海马组织中神经元数量减少、形态结构不规

则,且记忆水平和空间探索能力均显著降低[5]。且长

期接触氟化物的工人也出现了呕吐、头晕、头痛等不

适症状[6]。综上所述,过量氟化物暴露能够造成神经

毒性,而针对氟中毒的有效治疗药物还较为欠缺。

自噬是一种进化上相对保守的细胞内系统,通过

将细胞质内多余的组分(包括破碎的细胞器和错误折

叠蛋白等)运送至溶酶体中进行降解与回收。当自噬

过程受到抑制,细胞内多余有害成分积累,造成细胞

死亡[7]。大多数神经细胞不可再生,无法通过分裂增

殖清除胞内错误折叠蛋白和受损细胞器。因此,自噬

对胞内有害物质的清除以维持神经细胞正常生理功

能至关重要。前期研究发现,氟化物能造成自噬过程

障碍,导致大鼠学习记忆能力下降及神经细胞凋

亡[8]。因此,是否能通过增强自噬过程进而减轻氟中

毒症状是本研究的核心问题。
葡萄籽原花青素提取物(GSPE)是具有特殊分子

结构的天然生物类黄酮混合物,具有良好的抗氧化、
炎症、肿瘤发生的生物学活性[9]。有研究发现,葡萄

籽原花青素在缓解神经毒性中发挥着重要作用[10],而
葡萄籽原花青素能否缓解氟致神经毒性还鲜见报道,

且其具体机制尚不完全明确。因此,本研究通过建立

氟染毒SH-SY5Y细胞模型,探究自噬在葡萄籽原花

青素对氟神经毒性保护中的作用。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 超净工作台、CO2 培养箱、高速冷

冻离心机、Nanodrop、全波长酶标仪(美国赛默飞公

司)、电泳仪、电转仪(美国Bio-Rad公司)、全自动化

学发光成像系统(上海天能公司)、倒置荧光显微镜

(日本尼康公司)、台式恒温摇床(无锡玛瑞特公司)、

氟化钠(NaF,分析纯,美国Sigma公司)、GSPE(纯度

>95%,索莱宝公司,SP8520)、雷帕霉素(RAPA,索
莱宝公司,R8140)、cleaved-caspase

 

3(美国Cell
 

Sig-
naling

 

Technology公司)、cleaved-PARP、p62、LC3、
辣根过氧化酶(HRP)标记山羊抗兔/鼠(美国Pro-

teintech公司)、CCK-8试剂盒(米鼠生物公司)、电泳

电转相关试剂(德国BioFroxx公司)、特级胎牛血清

(美国Biological
 

Industries公司)、胰酶、1%青/链霉

素(索莱宝公司)、其他试剂均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞

由石河子大学医学院牛强副教授惠赠。从-80
 

℃冰

箱取出SH-SY5Y细胞株置于37
 

℃恒温水浴锅轻轻

摇晃复苏,培养在含有1%青/链霉素、10%新鲜胎牛

血清的完全培养基中,并置于37
 

℃、5%
 

CO2、95%相

对饱和湿度的细胞培养箱中继续培养,待细胞密度生

长至80%~90%进行后续实验。

1.2.2 氟染毒模型的建立及确定葡萄籽原花青素最

适干预剂量 待细胞生长至适宜密度后,对细胞施加

不同剂量NaF(10、20、40、60、80、100、120
 

mg/L)处理

不同时间(12、24、36、48
 

h),观察细胞活力变化选择后

续实验中氟化钠染毒模型的处理浓度与处理时间。
随后建立一系列GSPE浓度梯度(2.5、5、10、20、30、

40、50、60
 

mg/L),排除对细胞活力有抑制作用的剂量

后,对 细 胞 进 行 GSPE 预 处 理 1
 

h 后,再 加 入

60
 

mg/L
 

NaF共同孵育24
 

h,通过测定细胞活力确定

GSPE最适干预剂量。

1.2.3 实验分组 设置对照组、NaF组、低、中、高剂

量GSPE干预组,加入NaF前对细胞进行GSPE预处

理1
 

h,随后共同在培养箱中孵育24
 

h。为进一步探

究GSPE对自噬过程的影响,加入自噬激活剂 RA-
PA,设置对照组、NaF组、GSPE对照组、GSPE干预

组、RAPA对照组、RAPA干预组、RAPA+GSPE干

预组,先对细胞进行1
 

h
 

RAPA预处理,再进行1
 

h
 

GSPE预处理,随后加入NaF共同孵育24
 

h。

1.2.4 细胞活力检测 按照每孔6
 

000个将细胞均

匀地接种在96孔板中,置于培养箱中24
 

h后按上述

操作进行 染 毒 干 预 操 作 后。吸 出 旧 培 养 基,加 入

200
 

μL磷酸盐缓冲液(PBS)轻轻清洗细胞2次,随后

每孔加入100
 

μL
 

细胞计数试剂盒-8(CCK-8)工作液

(按CCK-8原液∶DMEM 培养基=1∶10配制),置
于37

 

℃培养箱避光孵育1
 

h后,在酶标仪450
 

nm波

长下测定吸光度值(A),按照公式:(A处理组-A空白组)/
(A对照组-A空白组)×100%,计算细胞活力值。每个处

理设置6个复孔。

1.2.5 Hoechst33342荧光测定 将细胞均匀地铺在
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48孔板中,置于培养箱生长24
 

h后进行后续实验。
按上述染毒干预方式处理后,弃去旧培养液,每孔加

入200
 

μL
 

PBS清洗2次,随后在每孔加入200
 

μL
 

Hoechst33342染料工作液(浓度为5
 

μg/mL)置于培

养箱中避光孵育30
 

min,弃去染液加入PBS在荧光

显微镜下选择DAPI滤光器(激发波长为350
 

nm,发
射波长为460

 

nm)观察。

1.2.6 LC3免疫荧光测定 将细胞均匀地铺在48
孔板中,待细胞生长至形态完整、数量适宜时进行后

续实验。按上述染毒干预方式处理后,弃去旧培养

液,然后用PBS冲洗3次,每次5
 

min。4%多聚甲醛

固定细胞30
 

min后用PBS清洗3次,每次5
 

min。

0.1%
 

TritonX-100通透10
 

min后PBS清洗3次,每
次5

 

min。用2%牛血清蛋白室温封闭1
 

h后,加入

LC3(1∶250)一抗在4
 

℃下孵育过夜,PBS清洗3次,
每次5

 

min。室温避光孵育二抗2
 

h,PBS清洗3次,
每次5

 

min。加入DAPI工作液(10
  

μg/mL)室温避

光孵育7
 

min,PBS清洗3次,每次5
 

min。使用荧光

显微镜对细胞进行观察和拍照。

1.2.7 蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)检测 按照

上述方法处理各组细胞。使用RIPA裂解工作液提

取总蛋 白,过 程 中 使 用 冰 盒 减 缓 蛋 白 降 解。使 用

Nanodrop仪检测并标准化各组总蛋白浓度。选择

10%~12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳将

不同 分 子 量 蛋 白 分 离,并 转 移 到 聚 偏 氟 乙 烯 膜

(PVDF)上,用5%脱脂奶粉室温封闭2
 

h。用 Tris-

HCL缓冲液(TBST)清洗膜3次,每次7
 

min。随后

将PVDF膜置于一抗中4
 

℃孵育过夜,用TBST清洗

膜3次,每次7
 

min。用滤纸去除PVDF膜上残留液

体后置于二抗中,室温孵育2
 

h。将增强型ECL化学

发光液均匀滴在PVDF膜上,每条膜曝光时间最长不

超过60
 

s,并使用Image
 

J软件对条带进行定量分析,
每种蛋白条带均重复3次实验。

1.3 统计学处理 应用GraphPad
 

Prism
 

8.0统计软

件进行数据分析,计量资料以x±s表示,多组间总体

均数比较采用单因素方差分析(One-Way
 

ANOVA),

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 GSPE提升了NaF染毒SH-SY5Y细胞活力 
与对照组比较,NaF以剂量与时间依赖性降低SH-
SY5Y细胞活力。当处理时间为24

 

h,NaF处理剂量

为60
 

mg/L时细胞活力下降至60%左右,对细胞活

力有显著抑制且细胞状态尚可,可进行后续干预实

验,见 表1。与 对 照 组 比 较,GSPE 处 理 剂 量 超 过

60
 

mg/L时,对细胞活力有显著抑制(P<0.05)。与

NaF组[(56.20±1.02)%]比较,当GSPE干预浓度

为10、20
 

mg/L时细胞活力分别为(82.19±5.68)%、
(74.86±2.23)%,对细胞活力有显 著 提 升(P<
0.05),而当GSPE干预浓度为50

 

mg/L时细胞活力

为(34.80±1.21)%,较 NaF组细胞活力降低(P<
0.05)。当GSPE干预浓度为10

 

mg/L时,对细胞活

力提升作用最佳。

表1  不同浓度、不同时间NaF对SH-SY5Y细胞活力的影响(n=3,x±s,%)

时间 对照组 10
 

mg/L 20
 

mg/L 40
 

mg/L 60
 

mg/L 80
 

mg/L 100
 

mg/L 120
 

mg/L

12
 

h 100.00±4.94 94.58±1.21 93.49±1.09 81.55±1.19a 70.19±1.78a 60.64±0.90a 52.38±0.46a 41.81±1.96a

24
 

h 100.00±3.28 94.79±2.05 94.10±2.33 87.47±2.36a 63.69±2.15a 51.30±0.32a 47.17±0.80a 38.23±1.01a

36
 

h 100.00±1.21 98.39±0.92 97.06±0.41 85.68±0.56a 53.23±0.20a 39.32±0.61a 31.19±0.16a 25.46±0.45a

48
 

h 100.00±1.52 108.96±1.24 101.94±0.55 95.62±3.32 72.01±0.77a 62.99±3.42a 50.54±0.09a 49.43±1.20a

  注:与对照组比较,aP<0.05。

2.2 GSPE抑制了NaF所致SH-SY5Y细胞凋亡 
Hoechst33342荧光实验结果显示,与对照组比较,

NaF组细胞蓝色荧光强度明显上升(P<0.05),见
图1;而与NaF组相比,SH-SY5Y细胞经GSPE预处

理后蓝色荧光强度显著下降(P<0.05)。Western
 

blot实验结果显示,与对照组比较,NaF组cleaved-
PARP、cleaved-caspase

 

3表达量增加(P<0.05)。见

图1;与 NaF组 比 较,GSPE 干 预 组cleaved-PARP、

cleaved-caspase
 

3表达量明显降低(P<0.05),且不同浓

度GSPE干预后cleaved-PARP、cleaved-
 

caspase
 

3表达

量比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见图1。

2.3 GSPE增强了NaF染毒SH-SY5Y细胞自噬过

程 LC3免疫荧光实验结果显示,与对照组相比,

NaF组红色荧光(LC3荧光点)数量下降;与 NaF比

较,GSPE干预组红色荧光数量显著增强。Western
 

blot实验结果同样显示,SH-SY5Y细胞经 GSPE预

处理后LC3-Ⅱ表达量显著升高(P<0.05),p62表达

量明显降低(P<0.05)
 

。见图2。
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  注:A.不同处理组SH-SY5Y细胞凋亡相关蛋白(cleaved-PARP、cleaved-caspase
 

3)表达量的 Western
 

blot代表性蛋白条带图;B、C.蛋白灰度

值统计分析柱状图;D.不同处理组SH-SY5Y细胞Hoechst33342荧光代表图像;E.Hoechst33342荧光强度统计分析柱状图。与对照组比较,aP<

0.05;与NaF组比较,bP<0.05。

图1  GSPE对NaF诱导SH-SY5Y细胞凋亡的影响

  注:A.不同处理组SH-SY5Y细胞自噬相关蛋白(p62、LC3)表达量的 Western
 

blot代表性蛋白条带图;B.蛋白灰度值统计分析柱状图;C.不同

处理组SH-SY5Y细胞LC3荧光强度统计分析柱状图;D.不同处理组SH-SY5Y细胞LC3代表荧光图像。与对照组比较,aP<0.05;与NaF组比

较,bP<0.05。

图2  GSPE促进SH-SY5Y细胞自噬过程
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2.4 自噬激活剂RAPA对GSPE缓解NaF致SH-
SY5Y细胞毒性的影响 根据课题组前期研究结果,
本实验RAPA干预浓度为100

 

nM。与对照组比较,

RAPA对照组LC3-Ⅱ蛋白表达上升(P<0.05);与

NaF组比较,RAPA干预组LC3-Ⅱ蛋白表达量明显

升高(P<0.05)(图3),而cleaved-PARP表达量显著

下降(P<0.05)(图4)。而与 RAPA 干预组比较,

RAPA联合GSPE后LC3-Ⅱ表达量进一步上升(P<
0.05)(图3)。Hoechst33342荧光结果显示,与 NaF
组比较,GSPE与RAPA联合处理后细胞受损程度显

著降低(图4)。

  注:A.不同处理组SH-SY5Y细胞自噬相关蛋白(p62、LC3)表达量的 Western
 

blot代表性蛋白条带图;B、C.蛋白灰度值统计分析柱状图;与对

照组比较,aP<0.05;与NaF组比较,bP<0.05;与RAPA干预组(RAPA+NaF组)比较,cP<0.05。

图3  自噬激活剂RAPA对SH-SY5Y细胞自噬的影响

  注:A.不同处理组SH-SY5Y细胞cleaved-PARP蛋白表达量的 Western
 

blot代表性蛋白条带图;B.蛋白灰度值统计分析柱状图;C.不同处理

组SH-SY5Y细胞 Hoechst33342荧光代表图像;D.Hoechst33342荧光强度统计分析柱状图。与对照组比较,aP<0.05;与 NaF组比较,bP<

0.05。

图4  自噬激活剂RAPA对SH-SY5Y细胞凋亡的影响

3 讨  论

  地氟病是一种以氟斑牙、氟骨病等骨相损伤及机

体其他器官功能损害等非骨相损伤为主要特征的地

方性疾病,具有显著的地域差异性。我国存在多个地

氟病病区,主要分布在西南、西北各省份,氟中毒类型

以煤烟型和饮水型为主。据统计,目前我国氟中毒村

落数量超过70
 

000余个,约7
 

000万人受到氟中毒的

影响[11]。地方性氟中毒病情程度易受到自然环境氟
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含量和暴露时间的影响,为了更好地在体外模拟地氟

病暴露情况,本研究参考相关文献设置系列剂量梯度

与时间梯度,根据LD50原则筛选最适氟染毒条件为

60
 

mg/L
 

NaF染毒24
 

h。人神经母细胞瘤SH-SY5Y
具备神经细胞普遍特性,常被用于构建神经相关疾病

的体外细胞模型,如阿尔茨海默症等[12]。本研究结果

显示,SH-SY5Y细胞经60
 

mg/L
 

NaF处理后凋亡率

上升,且细胞活力显著下降,说明高剂量NaF可造成

神经细胞毒性。

天然产物在预防和恢复环境毒物引起的疾病方

面受到广泛关注。葡萄籽里富含多种花青素,纯度可

达99%,原花青素是一种具有特殊分子结构的天然生

物类黄酮混合物,具有降低炎症和氧化活性的作

用[13]。最新研究发现,一种在原花青素降解过程中产

生的糖醇具有良好的神经保护作用,并且原花青素对

帕金森病情有明显改善作用[14]。caspase
 

3已被确定

是调控凋亡的关键介质,与细胞色素C通过调节凋亡

蛋白酶激活因子促进凋亡小体形成并启动凋亡程序,

DNA修复酶PARP能特异性识别DNA片段并启动

修复 程 序,经 caspase切 割 修 饰 后 发 挥 生 物 学 效

应[15]。有研究发现,经高浓度NaF处理后SH-SY5Y
细胞PARP及cleaved-casepase

 

3表达量显著升高[16]。

本研究发现,与NaF组比较,经葡萄籽原花青素预处

理后 SH-SY5Y 细 胞 活 力 升 高,cleaved-caspase
 

3、

cleaved-PARP表达量显著降低,表明 GSPE对氟致

细胞毒性具有良好的改善作用。

细胞凋亡过程内部往往伴随着自噬失调,当细胞

内部有害物质过度积累,自噬过程启动并将其包裹形

成自噬小体运送至溶酶体代谢,自噬过程受阻时有害

物质无法降解便会启动凋亡程序,细胞最终死亡。

LC3是反映自噬金指标分子,自噬过程启动后LC3由

LC3-Ⅰ活化为LC3-Ⅱ,后者是形成自噬体膜结构的

重要部分。p62偶联于LC3,作为一种调节因子参与

自噬体形成,在自噬中后期降解,自噬体与溶酶体通

过膜融合形成自噬溶酶体,自噬体内物质最终被水解

酶降解[17]。本研究发现,NaF处理后SH-SY5Y细胞

p62表达量显著升高,提示自噬过程受到抑制导致

p62降解受阻,并且LC3-Ⅱ蛋白表达显著降低,说明

经氟处理后细胞自噬过程受到抑制,最终造成细胞凋

亡。而经GSPE预处理后,细胞自噬水平显著上升而

凋亡水平下降,提示GSPE可能通过促进细胞自噬拮

抗氟致神经毒性。为进一步明确原花青素对自噬的

调节作用,本研究纳入了自噬激活剂 RAPA进行对

照。有研究表明,RAPA在缓解神经毒性方面具有显

著疗效。本实验中,细胞经RAPA干预后自噬水平明

显上升,而 凋 亡 水 平 得 到 显 著 降 低,将 RAPA 与

GSPE进行联合干预,LC3蛋白表达量较单独RAPA
干预组进一步增多,而PARP蛋白表达较单独RAPA
干预组相比显著降低,提示GSPE与RAPA具有协同

效应,表明激活自噬是GSPE缓解氟致SH-SY5Y细

胞毒性的重要机制。类似研究发现,GSPE通过增强

自噬改善了糖氧剥夺造成的HT22细胞毒性作用[18],

原花青素还可以通过调节自噬上游PI3K/Akt通路

改善疾病症状[19]。

综上所述,GSPE能够促进SH-SY5Y细胞自噬

过程,进而缓解NaF所致毒性,发挥神经细胞保护作

用,对防治氟中毒具有一定启示作用,也为后续开发

葡萄籽原花青素药用价值提供参考。
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