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[摘要] 目的 探讨人脂肪间充质干细胞条件培养基(ADSCs-CM)对1-甲基-4-苯基吡啶(MPP+)诱导的

SH-SY5Y细胞神经保护作用及其机制。方法 将SH-SY5Y细胞分为Ctrl组、PD组、CM 组,Ctrl组置于基础培

养基中培养,PD组于 MPP+(1.0mmol/L)+基础培养基中培养,CM 组于 MPP+(1.0mmol/L)+ADSCs-CM 培

养,均培养24h。分别使用活性氧(ROS)试剂盒、三磷酸腺苷(ATP)试剂盒、线粒体复合物Ⅰ(CⅠ)活性试剂盒检

测各组SH-SY5Y细胞中ROS含量、ATP总量和线粒体CⅠ活性;使用单丹磺酰尸胺(MDC)荧光法观察各组SH-
SY5Y细胞自噬率;采用 Westernblot方法检测各组SH-SY5Y细胞线粒体自噬相关蛋白P62、LC3的表达水平。

结果 PD组与Ctrl组、CM组比较,SH-SY5Y细胞的ROS含量、ATP总量、线粒体CⅠ的活性、细胞自噬率、P62、

LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表达量比较差异均有显著性(tLSD=3.23~12.61,P<0.05)。结论 ADSCs-CM 可改善 MPP+

诱导的SH-SY5Y细胞中线粒体的功能障碍,其作用机制可能是通过影响自噬相关蛋白P62、LC3的表达实现的。
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NEUROPROTECTIVEEFFECT OF ADSCs-CM ON MPP+-INDUCEDSH-SY5Y CELLSANDITS MECHANISM OF ACTION

XIAOHuanhuan,YIN Kan,XIAOYu,ZHANGZheng,HOULin (DepartmentofBiochemistryandMolecularBiology,

SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheneuroprotectiveeffectofhumanadipose-derivedmesenchymalstemcells-condi-

tionedmedium (ADSCs-CM)on1-methyl-4-phenylpyridine(MPP+)-inducedSH-SY5Ycellsandtheunderlyingmechanism.

Methods SH-SY5Ycellsweredividedintothreegroupsfor24hculture:controlgroup(basicculturemedium),PDgroup
(1.0mmol/LMPP++basicculturemedium),andCMgroup(1.0mmol/LMPP++ ADSCs-CM).Thecontentofreactiveoxy-

genspecies(ROS)inSH-SY5YcellswasdeterminedusingaROSassaykit.Thetotalamountofadenosinetriphosphate(ATP)in

SH-SY5YcellswasmeasuredusinganATPassaykit.TheactivityofmitochondrialcomplexⅠ (CⅠ)inSH-SY5Ycellswasdeter-

minedusingamitochondrialCⅠactivityassaykit.TheautophagyrateofSH-SY5Ycellswasobservedbythemonodansylcadave-

rinefluorescencemethod.Westernblotwasusedtomeasuretheexpressionofmitochondrialautophagy-relatedproteins(P62and

LC3)inSH-SY5Ycells. Results ComparedwiththecontrolandCMgroups,thePDgroupshowedsignificantdifferencesin

ROScontent,totalATPamount,mitochondrialCⅠactivity,autophagyrate,andtherelativeexpressionlevelsofP62andLC3

Ⅱ/ⅠproteinsinSH-SY5Ycells(tLSD=3.23-12.61,P<0.05). Conclusion ADSCs-CMcanimproveMPP+-inducedmito-

chond-rialdysfunctioninSH-SY5Ycells,possiblythroughinfluencingtheexpressionofautophagy-relatedproteinsP62andLC3.
[KEY WORDS] Parkinsondisease;Culturemedia,conditioned;Mesenchymalstemcells;Cellline,tumor;Oxidative

stress;Mitophagy;Neuroprotection;1-Methyl-4-phenylpyridinium

  帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)是一种常

见的进行性神经退行性疾病,其主要原因是黑质中

多巴胺能神经元的选择性死亡,目前的治疗方法主

要是通过左旋多巴(一种多巴胺前体)增强正常运动

所需的多巴胺能信号来改善症状[1],但是长期使用

会使药物敏感性降低。至今尚没有可以减缓疾病进

展或防止神经变性的有效方法,临床迫切需要寻找

治疗PD新的靶点和生物标志物。
间充质干细胞(MSCs)条件培养基(CM)对PD

有刺激神经发生和减少神经炎症的作用,但是具体

作用机制还不是很明确。以前针对MSCs的研究多

是使用骨髓 MSCs(BM-MSCs)[2],目前可从脂肪组

织[3]、牙髓[4]、子宫内膜[5]、皮肤[6]、羊水[7]、胎盘[8]

和脐带血[9]中分离获取。由于皮下脂肪组织丰富,
易于获取,并且具有最低限度的伦理考虑[10],因此,
在各类的成体干细胞中,使用人脂肪间充质干细胞
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(ADSCs)的研究越来越多[11]。本研究通过1-甲基-
4-苯基吡啶(MPP+)诱导SH-SY5Y细胞损伤来模

拟环境毒素导致的神经元损伤,探讨ADSCs-CM对

MPP+诱导的SH-SY5Y细胞线粒体功能的影响及

其作用机制,为进一步寻找PD治疗靶点和开发PD
的新治疗策略奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

人神经母细胞瘤细胞系(SH-SY5Y)购自美国

细胞培养物收藏中心(ATCC),ADSCs-CM 由青岛

大学基础医学院干细胞再生医学研究院提供。二辛

可宁酸测定(BCA)试剂盒、线粒体复合物Ⅰ(CⅠ)
活性测定试剂盒购买于北京索莱宝科技有限公司,

MPP+(德国Sigma公司),JC-1试剂盒(上海爱必

信生物科技有限公司),活性氧(ROS)检测试剂盒、
三磷酸腺苷(ATP)测定试剂盒线、粒体提取试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司),兔抗人LC3/P62
(英国Abcam公司)。

1.2 细胞的处理和分组

将SH-SY5Y细胞于含体积分数0.10胎牛血清

和体积分数0.01青链霉素的DMEM 高糖培养基

中,置于37℃、含体积分数0.05CO2的培养箱中常

规培养,隔天更换一次培养基,每2~3d传代一次。
将生长密度达到70%~80%的SH-SY5Y细胞分为

Ctrl组、PD组和CM 组,Ctrl组于完全培养基中常

规培养,PD组在完全培养基中加入1.0mmol/L的

MPP+以构建PD细胞模型[12],将CM 组置于含有

1.0mmol/LMPP+ 的 ADSCs-CM 中进行培养,均
培养24h。

1.3 研究方法

1.3.1 2,7-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)荧光

方法检测SH-SY5Y细胞中ROS的含量 取处理

24h的各组SH-SY5Y细胞,去除原有的细胞培养

液后,加入1mL用基础培养基稀释的终浓度为

10μmol/L的DCFH-DA,37℃下孵育20min,然
后用无血清细胞培养基冲洗细胞3次,完全去除细

胞表面的DCFH-DA,通过荧光显微镜观察绿色荧

光强度。

1.3.2 ATP测定试剂盒测定SH-SY5Y 细胞中

ATP总量 取处理24h的各组SH-SY5Y细胞,严
格按照ATP测定试剂盒测定方法操作,并使用具

有检测化学发光功能的多功能酶标仪来测定各组

SH-SY5Y细胞中ATP总量。

1.3.3 各组SH-SY5Y细胞中线粒体CⅠ酶活性的

测定 取处理24h的各组SH-SY5Y细胞,严格按

照线粒体提取试剂盒的提取方法提取线粒体蛋白,
然后于线粒体蛋白中加入提取缓冲液,按照线粒体

CⅠ活性测定试剂盒的操作要求,测定线粒体CⅠ的

活性。

1.3.4 单丹磺酰尸胺(MDC)荧光法观察细胞自噬

在处理24h的各组SH-SY5Y细胞的6孔板中,每
孔加入1mLMDC染色液,置于37℃的恒温培养

箱当中避光孵育30min。吸弃 MDC染色液并使用

1mLAssayBuffer洗涤3次。最后在倒置荧光显

微镜下观察绿色荧光。

1.3.5 Westernblot实验检测SH-SY5Y 细胞中

P62、LC3蛋白相对表达量 在处理24h的各组

SH-SY5Y细胞中加入含有1mmol/L苯甲烷磺酰

氟的缓冲液(RIPA),采用放射免疫沉淀法提取细胞

中总蛋白,并用BCA蛋白分析试剂盒对提取的蛋白

进行定量。将等量的蛋白样品(30μg)用体积分数

0.10的SDS-PAGE分离胶,转移到PVDF上,室温

下用体积分数0.05的牛血清白蛋白(BSA)封闭3h
后,与一抗4℃孵育过夜。然后将二抗(1∶5000)
在室温下孵育1h。使用增强化学发光试剂显现反

应条带,使用ImageG-ProPlus6软件分析目的蛋白

条带P62、LC3和内参蛋白条带GAPDH的灰度值,
将目的蛋白条带的灰度值与内参蛋白条带的灰度值

进行比较,得出目的蛋白的相对表达量。

2 结  果

2.1 各组SH-SY5Y细胞内ROS含量比较

Ctrl组、PD组、CM 组SH-SY5Y细胞ROS含

量分别为1.00±0.00、2.23±0.41、0.74±0.06,组间

比较差异显著(F=33.46,P<0.05)。其中,PD组

与Ctrl组、CM组与PD组细胞中ROS含量比较差

异均有显著性(tLSD=5.21、6.26,P<0.05),Ctrl组

与CM组细胞中ROS含量比较差异无显著性(P>
0.05)。见图1。

2.2 各组SH-SY5Y细胞中ATP总量比较

Ctrl组、PD组、CM 组SH-SY5Y中ATP总量

分别为0.24±0.04、0.13±0.02、0.27±0.06,组间比

较差异有显著性(F=8.79,P<0.05)。其中,PD组

与Ctrl组、CM组与PD组细胞的ATP总量比较差

异均有显著性(tLSD=4.00、4.02,P<0.05),Ctrl组

与CM组细胞的ATP总量比较差异无统计学意义

(P>0.05)。
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2.3 各组SH-SY5Y细胞中线粒体CⅠ活性的比较

Ctrl组、PD组、CM 组SH-SY5Y细胞中线粒

体CⅠ的活性分别为19.40±1.14、10.85±3.06、

18.92±3.06,组间比较差异有显著意义(F=10.36,

P<0.05)。其中,PD组与Ctrl组,CM 组与PD组

细胞线粒体CⅠ活性比较差异均有显著意义(tLSD=
4.53、3.23,P<0.05),Ctrl组与CM 组细胞线粒体

CⅠ活性比较差异无显著性(P>0.05)。

2.4 各组SH-SY5Y细胞自噬水平的比较

MDC荧光染色法观察各组SH-SY5Y细胞自

噬情况,Ctrl组、PD组、CM 组细胞自噬率分别为

1.00±0.00、0.44±0.08、1.33±0.31,三组间比较有

显著差异(F=18.21,P<0.05)。其中,PD组与

Ctrl组、CM组与PD组比较差异均具有显著意义

(tLSD=12.61、4.88,P<0.05),Ctrl组较CM 组细胞

自噬率比较差异无显著性(P>0.05)。见图2。

图1 各组SH-SY5Y细胞中ROS含量(DCFH-DA染色,400倍)

图2 各组SH-SY5Y细胞的细胞自噬率(MDC染色,400倍)

2.5 各组SH-SY5Y细胞中P62、LC3蛋白相对表

达量比较

Westernblot结果显示,Ctrl组、PD组、CM 组

SH-SY5Y细胞中P62蛋白相对表达水平为1.00±
0.00、1.26±0.05、1.10±0.05,LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表

达水平为1.00±0.00、0.78±0.09、1.11±0.05,组间

比较差异有显著性(F=28.61、28.61,P<0.05);PD
组与Ctrl组细胞中P62、LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表达量

比较差异均有显著性(tLSD=8.78、4.47,P<0.05),

CM组与PD组细胞中P62、LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表

达量比较差异均有显著意义(tLSD=3.80、5.96,P<
0.05),Ctrl组与CM 组细胞中P62、LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白

相对表达量比较差异无显著性(P>0.05)。见图3。

3 讨  论

PD作为一种神经退行性疾病,影响着世界上数

图3 各组SH-SY5Y细胞中P62、LC3蛋白表达水平

百万人的身体健康和正常生活。PD潜在的发病机

制和切实有效的治愈方法至今仍不明确,目前的治

疗方法也只能缓解患者运动障碍等症状,但不能阻

止PD进展,也不能延长多巴胺能神经元存活时间。
干细胞移植已经成为治疗PD等神经退行性疾

病的一项非常有效的方法。最近的证据表明,干细

胞移植的治疗机制不是因为其具有直接分化能力,
而是因为其分泌的生物活性分子发挥了相应的作

用。MSCs来源的分泌体系在为受损的组织提供再

生微环境的同时[13],还可以避免干细胞移植的副作

用[14-15]。目前干细胞移植中存在的问题主要有移植

细胞分化差、植入率和成活率低、有可能激活异体免

疫排斥等[16]。干细胞所分泌的生物活性分子可以

提供一个再生微环境,缩减损伤区域,建立一个自我

调节的再生反应体系[17-18]。研究显示,MSCs-CM
对PD有刺激神经发生和减少神经炎症的作用。尽

管 MSCs-CM有神经保护作用,但其仍然有其治疗

的局限性[17-18]。
线粒体功能障碍引起的神经元氧化应激在PD

的发生中起着至关重要的作用。恢复线粒体功能和

抑制氧化应激已成为PD受损神经元修复的关键疗

法。本研 究 通 过 DCFH-DA 染 色 方 法 对 各 组 的

SH-SY5Y细胞内ROS含量进行比较,研究结果表

明,与Ctrl相比,PD组细胞的ROS含量明显升高,
与PD相比,CM 组细胞的ROS产生量显著降低,
提示 ADSCs-CM 可降低 MPP+ 诱导的SH-SY5Y
细胞中ROS的含量。在应激条件下,有缺陷线粒体

数量增加,产生大量活性氧,细胞内ROS无法及时

清除[19]。线粒体是参与 ROS生成的主要的细胞

器[20],ROS过量的产生使得细胞的抗氧化效率降

低从而导致细胞产生氧化应激,对线粒体产生不利

的氧化修饰,这种现象在许多涉及线粒体功能障碍

的神经退行性疾病当中均可以观察到[21]。本研究

ATP合成测定结果表明,与Ctrl组相比,PD组细

胞的ATP总量明显降低,与PD组相比,CM 组细

胞的 ATP总量明显升高,提示在 MPP+ 诱导的

SH-SY5Y细 胞 中,ADSCs-CM促 进 了ATP的 生
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成。ROS的过度积累会导致线粒体通透性转换孔

异常开放,线粒体膜电位下降[22]。线粒体膜电位是

ATP合成的驱动力,线粒体膜电位下降会导致细胞

内ATP总量降低。本研究线粒体CⅠ活性测定结

果表明,与Ctrl组相比,PD组细胞的线粒体CⅠ活

性明显降低,与PD组相比较,CM 组细胞的线粒体

CⅠ活性明显升高,提示在 MPP+ 诱导SH-SY5Y
中,ADSCs-CM提升了线粒体CⅠ的活性。由于细

胞内ATP总量与线粒体CⅠ的活性相关,那么在

ATP合成减少的细胞中,线粒体CⅠ活性也是降低

的。本研究 MDC荧光染色法结果表明,与Ctrl组

相比,PD组细胞的自噬率明显降低,而与PD组相

比,CM 组细胞的自噬率明显升高。Westernblot
结果表明,PD组与Ctrl组、CM组比较,细胞中P62
蛋白相对表达量显著升高、LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表达

量显著降低。这表明在 MPP+诱导的SH-SY5Y细

胞中,ADSCs-CM可显著降低细胞自噬水平。自噬

作为一个独立的系统,可降解体内受损的蛋白质和

细胞器。在正常情况下,自噬处于动态平衡,维持内

环境稳态,但在大多数神经退行性疾病中线粒体存

在功能受损情况。研究发现,ADSCs-CM 可以导致

线粒体自噬,从而清除受损线粒体,在氧化应激相关

的PD中发挥神经保护作用[23]。
综上所述,本研究旨在通过 MPP+作用于SH-

SY5Y细胞构建PD细胞模型,检测ROS的产生量

以评估 MPP+ 诱导的氧化应激情况,并确定细胞

ATP的产生和线粒体CⅠ的活性以评估线粒体功

能。通过分析P62和LC3-Ⅱ/Ⅰ表达以及细胞自噬

率来评估 ADSCs-CM 对 MPP+ 诱导的SH-SY5Y
细胞自噬的影响。研究数据表明,MPP+ 诱导SH-
SY5Y细胞线粒体功能障碍,而ADSCs-CM 通过线

粒体自噬清除受损线粒体,改善 MPP+ 诱导的线粒

体ATP合成减少、ROS和氧化应激增加以及线粒

体CⅠ活性不足的情况。
总之,本研究表明ADSCs-CM通过线粒体自噬

的方式改善 MPP+ 诱导的线粒体功能障碍和体外

氧化应激反应,为PD的诊断以及治疗提供了新思

路。但是 ADSCs-CM 靶向调控 P62/LC3通路在

MPP+诱导的SH-SY5Y细胞中发挥神经保护作用

的具体机制还需要进一步研究。
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