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r摘要C 目的o探讨胸腺肽 gFCｔｈgｍｏBｉｎ u)ｔａ FnＴgFd在过氧化氢eｈgtｒｏｇ)ｎ ｐ)ｒｏEｉt)lj２Ｏ２d诱导的脊髓源性神经
干 o祖细胞eｎ)ｕｒａｌ Bｔ)ｍ o ｐｒｏｇ)ｎｉｔｏｒ c)ｌｌBlＮ(sＣBd氧化应激损伤中的作用及机制 方法o分离 (ｐｒａｇｕ)C.ａ,ｌ)gC(.d成年雄
性大鼠中的原代 Ｎ(sＣBl 将其分为对照组 C未处理的 Ｎ(sＣB 细胞dlj２Ｏ２处理组 C５００  L j２Ｏ２损伤的 Ｎ(sＣB 细胞dl
ＴgF 处理 ３ 组Cj２Ｏ２处理组基础上分别用 pt２．５t５  ｇ d ｍｌ ＴgF 处理的 Ｎ(sＣB 细胞dlＴＡAC２F２ 处理组rj２Ｏ２处理组基础

上用 ＴgFC５  ｇ d ｍｌd和 Ｔｏｌｌ样受体 FCＴｏｌｌCｌｉv) ｒ)c)ｐｔｏｒB FlＴ;ＲFd抑制剂 ＴＡAC２F２ 处理的 Ｎ(sＣB 细胞］ 采用髓样分化
因子 ８８eｍg)ｌｏｉt tｉ  )ｒ)ｎｔｉａｔｉｏｎ  ａcｔｏｒ ８８lLg.８８d过表达慢病毒感染 Ｎ(sＣB 细胞l构建 Lg.８８ 过表达细胞系l并经 j２Ｏ２

和 ＴgF 处理 ｑＲＴCsＣＲ 和 Ｗ)Bｔ)ｒｎ uｌｏｔ 检测 ＴgFlＴ;ＲFlLg.８８ 的表达水平；LＴＴ 法和乳酸脱氢酶eｌａcｔａｔ) t)ｈgtｒｏｇ)鄄
ｎａB)l;.jd试剂盒检测细胞活力；采用 hｌｕｏC３ d ＡL 探针法检测细胞内 Ｃａ２＋水平；流式细胞术和半胱氨酸天冬氨酸蛋白
酶C３eＣａBｐａB)C３d和 ＣａBｐａB)Cy 试剂盒检测细胞凋亡水平；相应试剂盒分别检测活性氧eｒ)ａcｔｉｖ) ｏEgｇ)ｎ Bｐ)cｉ)BlＲＯ(d
含量l超氧化物歧化酶eBｕｐ)ｒｏEｉ t)tｉBｍｕCｔａB)l(Ｏ.d活性和谷胱甘肽eｇｌｕｔａｔｈｉｏｎ)ln(jd含量 酶联免疫吸附测定法检测
白细胞介素eｉｎｔ)ｒｌ)ｕvｉｎlＩ;dCr 和 Ｉ;Cpg 的含量 结果oj２Ｏ２损伤的 Ｎ(sＣB 中 ＴgF 的表达降低eＰ＜０．０５d 与 j２Ｏ２处理

组相比lＴgF 处理 ３ 组和 ＴＡAC２F２ 处理组 Ｎ(sＣB 的细胞活力tＣａ２＋浓度显著增加eＰ＜０．０５dl;.j 释放量t细胞凋亡显
著减少eＰ＜０．０５dlＲＯ( 和促炎细胞因子的生成显著减少eＰ＜０．０５dlＴ;ＲF 和 Lg.８８ 蛋白表达水平显著降低eＰ＜０．０５d 
Lg.８８ 过表达后 Ｎ(sＣB 细胞活力l(Ｏ. 活性和 n(j 含量降低l;.j 释放量t细胞凋亡显著增加eＰ＜０．０５d；而 Lg.８８
过表达后 Ｎ(sＣB 经 ＴgF 处理后l细胞活力t(Ｏ. 活性和 n(j 含量升高l;.j 释放量以及细胞凋亡降低eＰ＜０．０５d 结
论oＴgF 通过抑制 Ｔ;ＲFlLg.８８ 途径减轻 j２Ｏ２诱导的 Ｎ(sＣB 氧化应激t凋亡和炎症等损伤 
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脊髓损伤是指一种慢性损伤状态C 它会扩张并
维持脱髓鞘opyr 脊髓损伤部位的轴突很难再生C导致
不可逆的运动无力i感觉障碍和自主神经功能障
碍oiyr 脊髓损伤是一种严重的神经系统疾病C脊髓损
伤会给患者带来沉重的身体负担和心理伤害 oTyr 氧
化应激是脊髓损伤继发性损伤的重要标志和病理过

程C 因此减轻氧化应激成为干预治疗脊髓损伤的有
效途径 ogyr 神经干 h祖细胞 t9(ｕ25ｌ c0(ｍ h ｐ2ｏｇ(910ｏ2
)(ｌｌcCＮ-Bvce 是存在于脊髓中央管室周区域的神经
干细胞C 在神经损伤后的功能和组织学恢复中发挥
着重要作用oujnyr 脊髓损伤中氧化应激导致的继发性
损伤中 Ｎ-Bvc 的活力较差C不能促进脊髓的充分再
生oFyr 脊髓损伤诱导的氧化损伤可导致神经元凋亡C
进而引起凋亡相关表达蛋白的改变oDjdyr 相关研究发
现C 脊髓损伤后坏死星形胶质细胞中 Ｔｏｌｌ 样受体 g
tＴｏｌｌjｌ1e( 2()(ｐ0ｏ2c gCＴrEge 和髓样分化因子 DD
tｍl(ｌｏ1t t1ss(2(901501ｏ9 s5)0ｏ2 DDCCl.DDe的表达量增
加C 而抑制 ＴrEgCCl.DD通路是治疗氧化应激相关
疾病的一种潜在的治疗策略opoyr胸腺肽 ,gt0 lｍｏc19
L(05 gCＴ,ge最初是从小牛胸腺中分离出来的C是一
种普遍存在的细胞内蛋白和主要的 Aj肌动蛋白螯
合分子oppyr v (9ｇ 等opiy研究发现 Ｔ,g 对脊髓损伤的
大鼠有较好的安全性和治疗效果r Ｔ,g 有抗炎i血管
生成i伤口愈合和保护心脏等功能C可以调节氧化应
激所造成的相关疾病 opTjpgyr Ｔ,g 可抑制细胞内氧化
应激所产生的活性氧t2(5)01;( ｏｘlｇ(9 cｐ()1(cCE3-eC
减轻氧化应激诱导的细胞损伤opuyr因此C本研究旨在
探索 Ｔ,g 在氧化应激损伤中的作用和 Ｔ,g 在
ＴrEgCCl.DD通路的作用r
１ 材料与方法

１C １ 主要试剂i质粒i仪器和动物
yjiF 神经基础培养基 C 白细胞介素 t190(2,

ｌ(ｕe19CＩrejp, tＩrjp,e 酶联免疫吸附测定t(9ｚlｍ(
ｌ19e(t 1ｍｍｕ9ｏcｏ2L(90 5cc5lCＥrＩ-Ａe 试剂盒 CＩr jn
ＥrＩ-Ａ 试剂盒C购自美国 Ｉ9;102ｏｇ(9；肝素tＨTTdTei
二甲基亚砜t.gugoei分散酶t.gDpDjiCAei脱氧核
糖核酸酶 tＥpopgjuＫＵei 木瓜蛋白酶 tBgFnij
iuCAeiＴrEg 抑制剂 ＴＡＫjigitnpgTpnjuCAeC购自

-1ｇｍ5；嘌呤霉素C购自美国 Ｔ (2ｍｏＦ1c (2；成纤维细
胞生长因子jitTTTdjＦyeC购自美国 E＆. 公司；Ｔ,g
重组蛋白C 购自美国 ＫＡrＡＮA 公司；E3- 测定试剂
盒 t-ooTT-eC 超氧化物歧化酶 tcｕｐ(2ｏｘ1 t(t1cｍｕj
05c(C-3.e活性检测试剂盒t-opop-eC半胱氨酸天冬
氨酸蛋白酶 jT tv5cｐ5c( jTe 活性检测试剂盒
tvpppueCv5cｐ5c(jd 活性检测试剂盒tvppuFeCCＴＴ
细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒tvoodceC乳酸脱氢
酶 tｌ5)050( t( lt2ｏｇ(95c(Cr.Ｈe 检 测 试 剂 盒

tvoopneC谷胱甘肽 tｇｌｕ050 1ｏ9(CA-Ｈe检测试剂盒
t-oouTeC购自上海碧云天生物技术有限公司；细胞
内 v5i＋钙离子检测试剂盒tＨEodgTjＱ-ＫeC购自北京
百奥莱博；抗 Ｔ,g 兔多克隆抗体t5LpgTTgeCＴrEg 兔
多克隆抗体t5LpTDnFeCCl.DD 抗体t5Lipioipe山羊
多克隆抗体C,j5)019 小鼠单克隆抗体 t5LniFneC购
自英国 ＡL)5ｍ；阴性对照iCl.DDj过表达慢病毒C购
自湖南丰晖生物科技有限公司；B21ｍ(-)21ｐ0 EＴ C5c,
0(2 C1ｘC购自 Ｔ5Ｋ5E5；-ＹyE誖B2(ｍ1ｘ Ｅｘ Ｔ5ｑＴC ⅡC购
自 ＱＩＡAＥＮ；酶标仪 nDoC购自美国 y1ｏjE5t 公司产
品；多功能 Cioo 酶标仪C购自购自瑞士 Ｔ()59；荧光
倒置显微镜C购自北京 3ｌlｍｐｕc；vl0ｏＦrＥＸ流式细胞
仪C购自美国 y()eｍ59 vｏｕｌ0(2r i月龄 goo ｇ雄性 -.
大鼠C购自成都达硕实验动物有限公司r
１C ２ 原代细胞的分离和培养

在含有 o．gu％葡萄糖的汉克斯平衡盐溶液中加
入分散酶to．p％ei脱氧核糖核酸酶to．op％ei木瓜蛋
白酶 to．p％ei 硫酸镁 tpi．g％eC 在其溶液中剥离
-ｐ25ｇｕ(j.5ｗｌ(lt-.e成年雄性大鼠脊髓C并在 TF ℃
孵育 To ｍ19分离原代 Ｎ-Bvcr 分离的原代 Ｎ-Bvc在
含有成纤维细胞生长因子ji tio 9ｇ h ｍｌeC青霉素和
链霉素 to．p ｇ h ｍｌeC肝素 ti ｍｇ h ｍｌe和 rj谷氨酰胺
ti ｍｍｏｌ h re 的 yjiF 神经基础培养基中培养 F t 后
传代r 用流式细胞仪筛选 u～io 代次的 Ｎ-Bvc 中巢
蛋白和性别决定区 Ｙ框蛋白 i的阳性表达r 本实验
所涉及的实验动物方案均按照兰州大学第二医院动

物实验基本原则进行C 并得到了兰州大学第二医院
实验动物管理委员会的许可C许可证号 -ＹＸＫt甘e
iopDjoooTr
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１． ３ ＭｙＤ８８过表达细胞系的构建
将约 Cop０C y ｍｌ 的 ＮriＣg 细胞接种到细胞 h 孔

板中t 第 ２天(将培养液换为新鲜培养基(分别用阴
性对照cｎ)ｇａｔｉ ) 2ｏｎｔｒｏｌ(ＮＣ0慢病毒和 ＭｙＤ８８ 过表
达cｏ )ｒ)0ｐｒ)ggｉｏｎ(Ｏ-0慢病毒感染 ＮriＣg 细胞(构
建 ＭｙＤ８８BＮＣ 细胞系和 ＭｙＤ８８eＯ- 细胞系( 感染
２C ｈ后(将含慢病毒的培养基替换为正常培养基i感
染 C８ ｈ 后在荧光倒置显微镜下观察荧光表达t 用
５ jＭ嘌呤霉素筛选细胞(p周后用于后续试验t
１． i 细胞处理及实验分组

１． i． １ 细胞处理 将细胞接种至 nh 孔细胞培养
板( 待细胞长至 ８０F后( 分别加入 ０o５０op００o２００o
５００op ０００ jＭ 浓度的 u２Ｏ２ 至每个孔中诱导 ＮriＣg
损伤t 在 ３d E培养箱中培养 p２ ｈ 后确定 u２Ｏ２的最

适损伤浓度t
１． i． l 实验分组 ep0在 ＴcC 对 ＮriＣg 作用的研
究分组r 对照组( 未处理的 ＮriＣg 细胞nu２Ｏ２处理

组 (５００ jＭ u２Ｏ２ 损伤的 ＮriＣg 细胞 nＴcC 处理
３组(包括 ＴcC p 组ep jｇ y ｍｌ ＴcCc５００ jＭ u２Ｏ２处理

的 ＮriＣg0(ＴcC ２．５ 组e２．５ jｇ y ｍｌ ＴcCc５００ jＭ u２Ｏ２

处理的 ＮriＣg0(ＴcC ５ 组 e５ jｇ y ｍｌ ＴcC c５００ jＭ
u２Ｏ２处理的 ＮriＣg0i e２0在 Ｔs.C 抑制剂 ＴＡ,e２C２
对 ＮriＣg作用的研究分组r对照组(未处理的 ＮriＣg
细胞 nu２Ｏ２ 处理组 (５００ jＭ u２Ｏ２ 损伤的 ＮriＣg 细
胞nＴＡ,e２C２ 处理组(５００ jＭ u２Ｏ２c ５ jＭ ＴＡ,e２C２
处理的 ＮriＣg 细胞i e３0在 ＭｙＤ８８ 过表达对 ＮriＣg
作用的研究分组r 对照组( 未处理的 ＮriＣg 细胞n
ＭｙＤ８８eＮＣ 对照组(５００ jＭ u２Ｏ２cＭｙＤ８８eＮＣ 处理
ＮriＣg 细胞nＭｙＤ８８eＯ- 组(５００ jＭ u２Ｏ２c ＭｙＤ８８e
Ｏ- 处理 ＮriＣg 细胞 nＴcC 处理的 ＭｙＤ８８eＯ- 组 (
５ jｇ y ｍｌ ＴcCc５００ jＭ u２Ｏ２ 处理的 ＭｙＤ８８eＯ- 细
胞系i
１．  观察项目与方法

１．  ． １ ＭＴＴ法和 sＤu 法检测细胞活力 各组细胞

经相应的处理后( 在 nh 孔板中每孔加入 p００ jｌ 含
有 ＮriＣge约 ２op０C y ｍｌ0的细胞悬液在神经基础培养
基中养 ２C ｈ(然后每孔加入 ２０ jｌ ＭＴＴ(３d LＣ 孵育
３ ｈi加入 ２００ jｌ二甲基亚砜(在 ５d０ ｎｍ 波长处使用
酶标仪测量其吸光度i根据 sＤu检测试剂盒说明书
检测 ＮriＣg中 sＤu的释放量i
１．  ． l t.ＴeiＣ.检测 ＴcC和 ＭｙＤ８８ ｍ.ＮＡ水平
收集 ＮriＣg细胞( 加入 Ｔ.Alｏｌ裂解液提取总 .ＮＡi
根据 iｒｉｍ)r2ｒｉｐｔ .Ｔ Ｍａgｔ)ｒ Ｍｉ0 的说明书( 将 p jｇ
.ＮＡ 逆转录到 2ＤＮＡ 中 i 使用 rv;.誖iｒ)ｍｉ0 -0
ＴａtＴＭ Ⅱ检测 ＴcCoＭｙＤ８８基因的 ｍ.ＮＡ 水平i t.Ｔe
iＣ.引物如下i

ＴcCeＦrＡＴＧＴＣＴＧＡＣＡＡＡＣＣＣＧＡＴＡＴＧn
ＴcCe.rＧＣＴＡＧＣＣＡＧＡＣＣＡＴＣＡＧＡＴＧn
ＭｙＤ８８eＦrＴＴＧＡＡＡＧＧＧＴＣＴＴＡＡＣＧＧＡＧＴＧn
ＭｙＤ８８e.rＴＴＧＡＡＡＧＧＧＴＣＴＴＡＡＣＧＧＡＧＴＧi
所有引物由生工生物技术有限公司e中国上海0

合成i
１．  ． ３ Ｗ)gｔ)ｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴcCoＴs.CoＭｙＤ８８ 蛋白水
平 用 .AiＡ 裂解缓冲液裂解 ＮriＣg 制备总蛋白裂
解液(进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(然
后电转印到聚偏二氟乙烯膜上i 加入 ＴcCoＴs.Co
ＭｙＤ８８ 和 ceａ2ｔｉｎ 一抗稀释液(在 CLＣ 孵育过夜后(
加入辣根过氧化物酶标记二抗稀释液(室温孵育
２ ｈi 加入增强化学发光液观察蛋白条带( 使用 Aｍ鄄
ａｇ)sａｂＴＭ软件进行灰度值分析(ceａ2ｔｉｎ作为内参i
１．  ． i Ｆｌｕｏe３ y ＡＭ 探针法检测细胞内 Ｃａ２c水平

根据 Ｃａ２c检测试剂盒说明书( 各组的 ＮriＣg 中加入
５ jＭ Ｆｌｕｏe３ y ＡＭ 钙离子荧光探针并在 ３d LＣ 孵育i
在 ,ｒ)ｂg缓冲液中培养 ３０ ｍｉｎ后i酶标仪测定 Ｆｌｕｏe
３ 的放射量( 通过计算各曲线下的综合面积计算细
胞内的钙离子浓度i
１．  ．  细胞凋亡检测 ＮriＣg 细胞用 Ａｎｎ)0ｉｎ Ｖe
ＦAＴＣ 和碘化丙啶双重染色(３d LＣ 暗箱孵育 p ｈi 流
式细胞术检测细胞凋亡水平i 根据氨酸天冬氨酸蛋
白酶e３eＣａgｐａg)e３0和氨酸天冬氨酸蛋白酶eneＣａg鄄
ｐａg)en0活性试剂盒说明测定各组 ＮriＣg 细胞 Ｃａg鄄
ｐａg)e３和 Ｃａgｐａg)en活性i
１．  ． ６ 氧化应激水平检测 采用 ＤＣＦueＤＡ 荧光
法(根据 .Ｏr 检测试剂盒说明方法测定细胞内 .Ｏr
的产生i 使用 rＯＤ 活性检测试剂盒oＧru 检测试剂
盒测量各组 ＮriＣg的 rＯＤ活性和 Ｇru含量i
１．  ． ７ 炎症因子 Aseh 和 Asepc 的水平检测 收集

各组 ＮriＣg 培养上清(-sArＡ 试剂盒测定细胞培养
上清中 Aseh和 Asepc的水平i
１． ６ 统计学处理

采用 rirr p８．０软件进行统计学分析i定量资料
以均数±标准差ex軃±ｓ0表示i 所有数据采用单因素方
差分析(两两比较采用 srＤeｔ 检验i 以 Ｐ＜０．０５ 为差
异有统计学意义i
l 结果

l． １ u２Ｏ２处理降低 ＮriＣg细胞活力
为确定 u２Ｏ２ 的最适损伤浓度( 用不同浓度的

u２Ｏ２处理细胞(结果如图 p 所示(５００ jＭ 的 u２Ｏ２为

最适损伤浓度i
l． l u２Ｏ２处理降低 ＮriＣg细胞中 ＴcC水平

随着 u２Ｏ２浓度的增加(ＴcC 的 ｍ.ＮＡ 和蛋白表
达水平显著降低eＰ＜０．０５0i 见图 ２i

dh５C C
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图 C 不同浓度 pini处理的 Lyh0( 细胞中 rcA 水平l 注 与对照组比较rigvgCg l 对照组为
未经 pini诱导和 rcA 处理的 Lyh0( 细胞 epini 浓度为 g d;， 最左侧的柱状图为对照组）

Cａ． Lyh0( 细胞中 rcA 的 lＲLc 水平 Cｂ． Lyh0( 细胞中 rcA 的蛋白水平
Ｆｉｇ．C rcA ｅｘdFｅ((2uB 2B Lyh0( oFｅeoｅｄ ｗ2o- ｄ2ｆｆｅFｅBo ｃuBｃｅBoFeo2uB( uｆ piniC Luoｅ 0uldeFｅｄ ｗ2o-
ｃuBoFu, sFuEd， igvgCg C r-ｅ ｃuBoFu, sFuEd ｗe( Lyh0( ｗ2o-uEo pini oFｅeolｅBo epini ｃuBｃｅBoFeo2uB
ｗe( g d;，o-ｅ ,ｅｆolu(o ｂeF ｗe( o-ｅ ｃuBoFu, sFuEd） Cａ． Ｒｅ,eo2ｖｅ ｅｘdFｅ((2uB uｆ rcA lＲLc 2B Lyh0(
Cｂ． Ｒｅ,eo2ｖｅ ｅｘdFｅ((2uB uｆ rcA dFuoｅ2B 2B Lyh0(

２ｂ２ａ

图 １ 不同浓度 pini 处理的 Lyh0( 细胞活力检测l 注 与对照组
比较，igvgCg l 对照组为未经 pini处理的 Lyh0( 细胞epini浓度为

g d;，最左侧的柱状图为对照组）

Ｆｉｇ．１ 0ｅ,, ｖ2eｂ2,2oｙ uｆ Lyh0( oFｅeoｅｄ ｗ2o- ｄ2ｆｆｅFｅBo ｃuBｃｅBoFeo2uB( uｆ
piniC Luoｅ 0uldeFｅｄ ｗ2o- ｃuBoFu, sFuEd，igvgCg C r-ｅ ｃuBoFu, sFuEd ｗe(
Lyh0( ｗ2o-uEo pini oFｅeolｅBo epini ｃuBｃｅBoFeo2uB ｗe( g d;，o-ｅ ,ｅｆo鄄
lu(o ｂeF ｗe( o-ｅ ｃuBoFu, sFuEd）

图 ３ 不同浓度 rcA 对  gg d; pini诱导的 Lyh0( 细胞活力影响l 注 与对照组比较，igvgCg ；与 pini处理组比较，＃gvgCg l 对照组为未经
pini诱导和 rcA 处理的 Lyh0( 细胞e最左侧的柱状图为对照组），pini处理组为经 pini诱导但未经 rcA 处理的 Lyh0( 细胞e从左侧数第 i 个
柱状图为 pini处理组） ３ａ． ;rr 法检测 Lyh0( 细胞活力 ３ｂ． Lyh0( 细胞内 ＬＤp 水平 ３ｃ． Lyh0( 细胞内 0ei＋浓度
Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃo uｆ ｄ2ｆｆｅFｅBo ｃuBｃｅBoFeo2uB( uｆ rcA uB  gg d; uｆ pini－2BｄEｃｅｄ Lyh0( ｃｅ,, ｖ2eｂ2,2oｙC Luoｅ 0uldeFｅｄ ｗ2o- ｃuBoFu, sFuEd， igvgCg ；ｃuldeFｅｄ
ｗ2o- pini sFuEd，＃gvgCg C 0uBoFu, sFuEd ｗe( Lyh0( ｗ2o-uEo pini eBｄ rcA oFｅeolｅBo eo-ｅ ,ｅｆolu(o ｂeF ｗe( o-ｅ ｃuBoFu, sFuEd）C pini sFuEd ｗe( Lyh0( ｗ2o-
pini－2BｄEｃｅｄ eBｄ ｗ2o-uEo rcA oFｅeolｅBo eo-ｅ ,ｅｆo (ｅｃuBｄ ｂeF ｗe( pini sFuEd） ３ａ． 0ｅ,, ｖ2eｂ2,2oｙ ｗe( eBe,ｙｚｅｄ ｂｙ ;rr e((eｙ ３ｂ． ＬＤp ,ｅｖｅ,( 2B Lyh0(
３ｃ． ＩBoFeｃｅ,,E,eF 0ei＋ ｃuBｃｅBoFeo2uB 2B Lyh0(

３ｂ３ａ ３ｃ

C． ３ rcA 增强 pini损伤的 Lyh0( 细胞活力及 0ei＋

浓度

为测定 rcA对 pini损伤的 Lyh0(影响，用 rcA
处理 pini损伤的 Lyh0(l ;rr 结果表明，与对照组
相比，pini处理组的 Lyh0( 活力降低、ＬＤp 释放量
显著增加（g＝gCg１i）、0ei＋浓度显著减少eg＝gCgii）。
与 pini处理组相比，rcA 处理 ) 组中随着 rcA 浓度
的增加 Lyh0( 活力显著性增加egvgCg ）、ＬＤp 释放
量显著降低、0ei＋浓度显著增加egvgCg ）l 见图 )l
C． ４ rcA降低 pini诱导的 Lyh0(细胞的凋亡

通过流式细胞术检测 rcA 对 pini 损伤的

Lyh0( 细胞凋亡的影响， 与 pini 处理组相比，rcA
处理 )组随着 rcA浓度的增加细胞凋亡显著性减少
egvgCg ）l 见图 Al 与对照组e１Cg１±gCg６）相比，pini

处理组 0e(de(ｅ－) e)C)７±gCgi）和 0e(de(ｅ－９ e)C７ ±
gC１t）显著性增加egvgCg ）l与 pini处理组相比，rcA

处理 ) 组中随着 rcA 浓度的增加
0e(de(ｅ－) 和 0e(de(ｅ－９ 显著减少
egvgCg ）l 见图  l 这些结果表明
rcA 减少 pini 诱导的 Lyh0( 细
胞凋亡l
C． ５ rcA减轻pini诱导的 Lyh0(
氧化应激及炎症因子水平

检测 rcA 对 pini 诱导的氧

化应激损伤的影响 ， 与对照组
e１gg±１ ） 相比 ，pini 处理组的

Lyh0( 中 Ｒny 水 平 显 著 升 高
eA６)±１A，g＝gCgii）l 与 pini处理

组相比 ，rcA 处理 ) 组随着 rcA
浓度的升高 Ｒny 显著降低 egv
gCg ）l 见图 ６el 与对照组相比，
pini 处理组的 Lyh0( 中 ynＤ 活
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图 C 不同浓度 ＴCo 处理 ５００ py r２Ｏ２诱导的 ＮigＣh 凋亡及凋亡率 Ct(对照组 Cc( r２Ｏ２处理组 C)( ＴCo  组 C2( ＴCo ２．５组 C0( ＴCo ５组
- B(C ejjnFｔ ｏj uｉjjnｒnｎｔ FｏｎFnｎｔｒａｔｉｏｎh ｏj ＴCo ｏｎ ５００ py r２Ｏ２d ｉｎuｕFnu ＮigＣh Fnｌｌ ａｐｏｐｔｏhｉh Ct( Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Cc( r２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ C)( ＴCo  ｇｒｏｕｐ
C2( ＴCo ２．５ ｇｒｏｕｐ C0( ＴCo ５ ｇｒｏｕｐ

图 e 不同浓度 ＴCo 处理 ５００ py r２Ｏ２诱导的 ＮigＣh 细胞中 Ｃａhｐａhnd３ 和 ＣａhｐａhndE 活性l
注e与对照组比较ctrc０．０５s与 r２Ｏ２处理组比较cCrc０．０５ 对照组为未经 r２Ｏ２诱导和 ＴCo 处
理的 ＮigＣh 细胞o最左侧的柱状图为对照组.sr２Ｏ２处理组为经 r２Ｏ２诱导但未经 ＴCo 处理的
ＮigＣh 细胞 o从左侧数第 ２ 个柱状图为 r２Ｏ２处理组. et( Ｃａhｐａhnd３ 试剂盒测定 Ｃａhｐａhnd３
活性 ec( ＣａhｐａhndE 试剂盒测定 ＣａhｐａhndE 活性
- B(e Ｃａhｐａhnd３ ａｎu ＣａhｐａhndE ａFｔｉ,ｉｔL ｉｎ ＮigＣh ｉｎuｕFnu tL ５００ py r２Ｏ２ ａｎu ｔｒnａｔnu .ｉｔｈ uｉjA
jnｒnｎｔ FｏｎFnｎｔｒａｔｉｏｎh ｏj ＴCo． ＮｏｔneＣｏｍｐａｒnu .ｉｔｈ Fｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ trc０．０５sFｏｍｐａｒnu .ｉｔｈ r２Ｏ２

ｇｒｏｕｐ Crc０．０５． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ .ａh ＮigＣh .ｉｔｈｏｕｔ r２Ｏ２ ａｎu ＴCo ｔｒnａｔｍnｎｔ oｔｈn ｌnjｔｍｏhｔ tａｒ .ａh ｔｈn
Fｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.． r２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ .ａh ＮigＣh .ｉｔｈ r２Ｏ２dｉｎuｕFnu ａｎu .ｉｔｈｏｕｔ ＴCo ｔｒnａｔｍnｎｔ oｔｈn ｌnjｔ hnFA
ｏｎu tａｒ .ａh r２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ. et( sn,nｌh ｏj Ｃａhｐａhnd３ .ａh ａｎａｌLvnu tL Ｃａhｐａhnd３ ａFｔｉ,ｉｔL ａhhａL ;ｉｔ
ec( sn,nｌh ｏj ＣａhｐａhndE .ａh ａｎａｌLvnu tL ＣａhｐａhndE ａFｔｉ,ｉｔL ａhhａL ;ｉｔ

图 ６ 不同浓度 ＴCo 处理 ５００ py r２Ｏ２ 诱导

的 ＮigＣh 氧化应激及炎症因子水平。 注e与对
照组比较 trc０．０５s 与 r２Ｏ２ 处理组比较 Crc
０．０５。 对照组为未经 r２Ｏ２ 诱导和 ＴCo 处理的
ＮigＣh 细胞 o最左侧的柱状图为对照组. r２Ｏ２

处理组为经 r２Ｏ２ 诱导但未经 ＴCo 处理的
ＮigＣh 细胞o从左侧数第 ２ 个柱状图为 r２Ｏ２处

理组 . ６t( ＤＣＦrdＤＡ 荧光法检测 ＲＯi 水平
６c( iＯＤ 活性检测试剂盒测定 iＯＤ 活性

６)( esＩiＡ 试剂盒检测 Ｉsd C 和 Ｉsd６ 水平 ６2，６0( Ｗnhｔnｒｎ tｌｏｔ 检测 ＴsＲo 和 yLＤ８８ 的蛋白水平 以及相对蛋白表达量统计

- B(６ ejjnFｔ ｏj uｉjjnｒnｎｔ FｏｎFnｎｔｒａｔｉｏｎh ｏj ＴCo ｏｎ ｏｘｉuａｔｉ,n hｔｒnhh ａｎu ｉｎjｌａｍｍａｔｏｒL jａFｔｏｒ ｌn,nｌh ｉｎ ５００ py r２Ｏ２dｉｎuｕFnu ＮigＣh． ＮｏｔneＣｏｍｐａｒnu
.ｉｔｈ Fｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ trc０．０５s Fｏｍｐａｒnu .ｉｔｈ r２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ Crc０．０５． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ .ａh ＮigＣh .ｉｔｈｏｕｔ r２Ｏ２ ａｎu ＴCo ｔｒnａｔｍnｎｔ oｔｈn ｌnjｔｍｏhｔ tａｒ .ａh ｔｈn
Fｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.． r２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ .ａh ＮigＣh .ｉｔｈ r２Ｏ２dｉｎuｕFnu ａｎu .ｉｔｈｏｕｔ ＴCo ｔｒnａｔｍnｎｔ oｔｈn ｌnjｔ hnFｏｎu tａｒ .ａh r２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ. ６t( ＲＯi ｌn,nｌh .nｒn unA
ｔnFｔnu tL ＤＣＦrdＤＡ ｍnｔｈｏu ６c( iＯＤ ａFｔｉ,ｉｔL .ａh ａｎａｌLvnu tL iＯＤ ａhhａL ;ｉｔ ６)( sn,nｌh ｏj Ｉsd C ａｎu Ｉsd６ .nｒn unｔnFｔnu tL Fｏｒｒnhｐｏｎuｉｎｇ esＩiＡ ;ｉｔ
６2，６0( Ｔｈn nｘｐｒnhhｉｏｎ ｏj ＴsＲo ａｎu yLＤ８８ .ａh unｔnFｔnu tL Ｗnhｔnｒｎ tｌｏｔ ａｎu ｒnｌａｔｉ,n ｐｒｏｔnｉｎ nｘｐｒnhhｉｏｎ .ａh Fｏｕｎｔnu

４ｂ４ａ ４ｃ ４ｄ ４ｅ

５ａ ５ｂ

６ｂ６ａ ６ｃ

６ｄ ６ｅ

性显著降低 o ０．３o±０．３０ ,h ３．８E±
０．５０. 促炎性细胞因子 Ｉsd Co ．００±
０．０６ ,h ３．５E±０． ２.和 Ｉsd６o ．００±
０．０６ ,h ３．０５±０． ６. 显著升高 orc
０．０５. ＴCo 处理 ３ 组与 r２Ｏ２ 处理

组相比  随着 ＴCo 浓度的增加
iＯＤ 活性显著增加、 促炎性细胞
因子 Ｉsd C和 Ｉsd６水平显著降低
（rc０．０５.。 见图 ６t ６F。 与对照组相
比（０．EE±０．０５. r２Ｏ２处理组 ＮigＣh
中 ＴsＲo （２．６E ±０．０８. 和 yLＤ８８
（２．２６±０． ３.蛋白表达量显著增加
（rc０．０５.。 与 r２Ｏ２ 处理组相比  
ＴCo 处理 ３ 组随着 ＴCo 浓度的增
加 ＴsＲo 和 yLＤ８８ 的蛋白表达量
显著减少（rc０．０５.。 见图 ６u ６n。
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图 C 经 ５ Co ＴＡpy２r２ 处理 ５００ Co i２Ｏ２ 诱导的 ＮghＣt 细
胞中氧化应激及炎症因子水平(注c与对照组比较) 20０．０５0与
i２Ｏ２ 处 理 组 比 较 ) 02 0０．０５ C-2C02 Betｔeｒｎ jｌｏｔ 检 测
ＴnFr 和 oud８８ 蛋白水平并进行相对蛋白表达量统计
Ce2 oＴＴ 法检测细胞活力 Cr2 ndi 检测试剂盒检测 ndi 水
平 C 2 Eｌｕｏy３ l Ａo 探针法检测细胞内 Ｃａ２c浓度 Ct2 流式细
胞仪检测 ＮghＣt 凋亡并统计细胞凋亡率 Co2 Ｃａtｐａtey３nＣａts
ｐａteyC 活性试剂盒分别测定 Ｃａtｐａtey３ 和 ＣａtｐａteyC 活性
C.2 dＣEiydＡ 荧光法检测 FＯg 水平 C,2 gＯd 活性检测试剂

盒测定 gＯd 活性 CL2 .nAgＡ 试剂盒检测 Anyve 和 Any; 水平
Ｆ,o2C Ｏｘｉｄａｔｉｖe tｔｒett ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒu ｆａｃｔｏｒ ｌeｖeｌt ｉｎ ＮghＣt ｉｎｄｕｃeｄ ju ５００ Co i２Ｏ２ ａｎｄ ｔｒeａｔeｄ ｗｉｔｈ ５ Co ＴＡpy２r２． ＮｏｔecＣｏｍｐａｒeｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，＆20０．０５0ｃｏｍｐａｒeｄ ｗｉｔｈ i２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ，020０．０５ C-2C02 ＴnFr ａｎｄ oud８８ ｐｒｏｔeｉｎ ｌeｖeｌt ａｎｄ ｒeｌａｔｉｖe ｐｒｏｔeｉｎ eｘｐｒettｉｏｎt ｗeｒe ｄeｔeｒｍｉｎeｄ ju Betｔeｒｎ
jｌｏｔ Ce2 Ｃeｌｌ ｖｉａjｉｌｉｔu ｗａt ａｎａｌuｚeｄ ju oＴＴ ａttａu Cr2 ndi ｌeｖeｌt ｗeｒe ｄeｔeｃｔeｄ ju ndi ｃuｔｏｔｏｘｉｃｉｔu ａttａu ｋｉｔ C 2 Aｎｔｒａｃeｌｌｕｌａｒ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃeｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａt
ｄeｔeｃｔeｄ ju Eｌｕｏy３ l Ａo ｐｒｏje ｍeｔｈｏｄ Ct2 Eｌｏｗ ｃuｔｏｍeｔｒu ｔｏ ｄeｔeｃｔ ａｐｏｐｔｏtｉt ｉｎ ＮghＣt ａｎｄ ｃｏｕｎｔ ａｐｏｐｔｏtｉt ｒａｔe Co2 neｖeｌt ｏｆ Ｃａtｐａtety３ ａｎｄ Ｃａtｐａts
etyC ｗeｒe ａｎａｌuｚeｄ ju ｃｏｒｒetｐｏｎｄｉｎｇ Ｃａtｐａte ｋｉｔt C.2 FＯg ｌeｖeｌt ｗeｒe ｄeｔeｃｔeｄ ju dＣEiydＡ ｍeｔｈｏｄ C,2 gＯd ａｃｔｉｖｉｔu ｗａt ａｎａｌuｚeｄ ju gＯd ａｃｔｉｖｉｔu
ａttａu ｋｉｔ CL2 neｖeｌt ｏｆ Anyve ａｎｄ Any; ｗeｒe ｄeｔeｃｔeｄ ju ｃｏｒｒetｐｏｎｄｉｎｇ .nAgＡ ｋｉｔ

这些结果表明 Ｔer减轻氧化应激，抑制了 i２Ｏ２损伤
ＮghＣt细胞中的 ＴnFr l oud８８通路。
２2 ６ 抑制 ＴnFr l oud８８通路减轻氧化应激损伤

为了解 i２Ｏ２损伤的 ＮghＣt 中 ＴnFr l oud８８ 通
路与 Ｔer 分子机制的关系， 用 ＴnFr 抑制剂 ＴＡpy
２r２处理 i２Ｏ２损伤的 ＮghＣt(经 Betｔeｒｎ jｌｏｔ检测结
果显示， 与 i２Ｏ２ 处理组相比，ＴＡpy２r２ 处理组的
ＴnFr （２．７３±０．０８ ｖt ０．v;±０．０r，2＝０．０vv） 和 oud８８
（２．３v±０．v５ ｖt ０．r８±０．０７，2＝０．０vv） 的蛋白表达量显
著降低 （图 ７ａ，７j）。 ＴnFr 抑制剂 ＴＡpy２r２ 抑制
ＴnFr l oud８８ 通路， 与 i２Ｏ２处理组相比，ＴＡpy２r２
处理组的细胞活力（５C±３ ｖt ７８±;，2＝０．０rv）显著增
加、ndi 的释放显著性降低（３．r２±０．v５ ｖt v．;C±０．０７，
2＝０．０３v）， 细胞内 Ｃａ２＋浓度显著增加 （０．r２±０．０７ ｖt
０．８５±０．０r，2＝０．０２v）(见图 ７ｃ，７ｄ，７e(与 i２Ｏ２处理组
相比，ＴＡpy２r２ 处理组的 ＮghＣt 的凋亡率 （３０．８;±
２．０r ｖt vv．３７±v．v８，2＝０．０２２）和 Ｃａtｐａtey３（３．５８±０．v;
ｖt v．Cr±０．v２，2＝０．０３２） 及 ＣａtｐａteyC （３．２;±０．v７ ｖt

v．５３±０．vv，2＝０．０３５）水平显著降低 （图 ７ｆ，７ｇ），FＯg
（rr;±２v ｖt ２v７±v８，2＝０．０３;）， 促炎细胞因子 Anyve
（３．７８±０．v; ｖt v．５７±０．０C，2＝０．０２C）和 Any;（３．２r±０．v８
ｖt v．３７±０．０７，2＝０．０２;）生成水平显著降低，gＯd 活性
显著增加 （r．０２±０．３C ｖt ８．v３±０．２３，2＝０．０３r）( 见图
７ｈ，７ｉ，７ｊ( 在 i２Ｏ２损伤的 ＮghＣt中，ＴnFr抑制剂的
与 Ｔer 作用一致，结果表明 Ｔer 通过 ＴnFr l oud８８
途径减轻 i２Ｏ２损伤的 ＮghＣt 中诱导的 ＮghＣt 氧化
应激损伤(
２2 C Ｔer抑制 ＴnFr l oud８８通路减轻氧化应激损伤

为进一步确定 Ｔer 是否通过抑制 ＴnFr l oud８８
通路减轻氧化应激损伤，本研究构建了 oud８８ 过表
达细胞系 oud８８yＯ.， 并用 ５ Cｇ l ｍｌ 的 Ｔer 处理细
胞( 与 oud８８yＮＣ 组相比，oud８８yＯ. 组中 oud８８
的 ｍFＮＡ 含量（０．C±０．０５ ｖt v．５８±０．０;，2＝０．０３v）和蛋
白表达水平显著增加（图 ８）(与 oud８８yＮＣ组相比，
oud８８yＯ. 组的细胞活性 （;３±３ ｖt r０±;，2＝０．０３８）
显著下降 （图 Cａ）0ndi 释放量 （３．８０±０．v５ ｖt ;．C７±
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图 C opy８８rＮＣ 或 opy８８rＯC 慢病毒感染 ＮigＣh 并
检测 opy８８ 过表达效率t注(与 opy８８rＮＣ 组比较c) 2
０．０５ C0- 0 ＴrgＣ 检测 opy８８ 的 ｍ ＮＡ 表达水平
C -Behｔeｒｎ jｌｏｔ 检测 opy８８ 的蛋白表达水平
ing-C ＴｒａｎhFeuｔen ＮigＣh dｉｔｈ ｌeｎｔｉEｉｒｕh Eeuｔｏｒ ｏF opy８８r
ＮＣ ｏｒ opy８８rＯC ａｎn neｔeuｔen opy８８rｏEeｒelｐｒehhｉｎｇ eFc
Fｉuｉeｎup． Ｎｏｔe(Ｃｏｍｐａｒen dｉｔｈ opy８８rＮＣ ｇｒｏｕｐr ) 2０．０５
C0- Ｔｈe ｍ ＮＡ elｐｒehhｉｏｎ ｏF opy８８ dａh neｔeuｔen jp 0 Ｔr
gＣ C - Ｔｈe ｐｒｏｔeｉｎ elｐｒehhｉｏｎ ｏF opy８８ dａh neｔeuｔen jp
Behｔeｒｎ jｌｏｔonoi

图 c ５ sｇ . ｍｌ Ｔ,L 处理 opy８８ 过表达慢病毒感染的 ＮigＣh
细胞中氧化应激和细胞凋亡水平d 注( 与对照组比较r ) 2
０．０５. 与 opy８８rＮＣ 组比较rA 2０．０５. 与 opy８８rＯC 组比较r
t 2０．０５ c0- oＴＴ 法检测细胞活力 c - syv 检测试剂盒检测
syv 水平 cedc; Ｃａhｐａher３、Ｃａhｐａher９ 活性试剂盒分别测定
Ｃａhｐａher３ 和 Ｃａhｐａher９ 活性 cｅ- Ｇiv 检测试剂盒检测 Ｇiv
含量 cｆ- iＯy 活性检测试剂盒测定 iＯy 活性
ing-c ＯlｉnａｔｉEe hｔｒehh ａｎn ａｐｏｐｔｏhｉh ｌeEeｌh ｉｎ ＮigＣh ｔｒeａｔen
dｉｔｈ ５ sｇ . ｍｌ Ｔ,L ａｎn ｉｎFeuｔen jp opy８８ rｏEeｒelｐｒehhｉｎｇ
ｌeｎｔｉEｉｒｕh． Ｎｏｔe(Ｃｏｍｐａｒen dｉｔｈ uｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐr) 2０．０５.uｏｍｐａｒen

dｉｔｈ opy８８rＮＣ ｇｒｏｕｐrA 2０．０５.uｏｍｐａｒen dｉｔｈ opy８８rＯC ｇｒｏｕｐrt 2０．０５ c0． Ｃeｌｌ Eｉａjｉｌｉｔp dａh ａｎａｌpｚen jp oＴＴ ａhhａp c - syv ｌeEeｌh deｒe nec
ｔeuｔen jp syv upｔｏｔｏlｉuｉｔp ａhhａp ｋｉｔ cedc;- seEeｌh ｏF Ｃａhｐａhehr３ ａｎn Ｃａhｐａhehr９ deｒe ａｎａｌpｚen jp uｏｒｒehｐｏｎnｉｎｇ Ｃａhｐａhe ｋｉｔh cｅ- Ｇiv ｒeｌeａhe
ａｍｏｕｎｔ dａh ａｎａｌpｚen jp Ｇiv ａhhａp ｋｉｔ cｆ- iＯy ａuｔｉEｉｔp dａh ａｎａｌpｚen jp iＯy ａuｔｉEｉｔp ａhhａp ｋｉｔ

９n９ａ ９ｃ

９ｆ

９ｄ

９ｅ

０．０７r ＝０．０３１） （图 ９j）.Ｃａhｐａhe r３ （L．２３ ±０．１５ Eh
８．８８±１．００r ＝０．０２２）和 Ｃａhｐａher９（２．７５±０．１８ Eh ５．３０±
０．０９r ＝０．０３７）水平显著增加（图 ９ur９n）.Ｇiv 水平
（２８．０ ±１．５ Eh １１．７ ±２．９r ＝０．０３５） 和 iＯy 的活性
（L．０２±０．３９ Eh ２．０３±０．２３r ＝０．０２９）显著下降（图 ９er
９F）d 与 opy８８rＯC 组相比rＴ,L 处理的 opy８８rＯC
组细胞活性 （L０±６ Eh ５６．７±L．３r ＝０．０３９） 显著上升
（图 ９ａ）.syv 的释放 （６．９７±０．０７ Eh L．２３±０．０６r ＝
０．０２１）（图 ９j）.Ｃａhｐａher３ （８．８８±１ Eh L．５６±０．１７r ＝
０．０L２） 和 Ｃａhｐａhe r９ （５．３０ ±０．０９ Eh ２．９８ ±０．１３r ＝
０．０３９）水平显著降低（图 ９ur９n）.Ｇiv 水平（１１．６６±
２．９ Eh ２３．LL±２．６０r ＝０．０２７）和 iＯy 活性（２．１３±０．２３
Eh ５．１±０．Lr ＝０．０１L）显著上升（图 ９er９F）d
３ 讨论

脊髓损伤是一种严重的神经系统疾病r 会给患
者带来沉重的身体负担和心理伤害［１６］d因此r研究促
进功能恢复和减轻神经功能缺损和继发性损伤的方

法至关重要［１７r１８］d 脊髓损伤后在神经功能缺损的恢

复中 ＮigＣh起着重要作用［６r１９］d
３- １ Ｔ,L 可以抑制 v２Ｏ２诱导的炎症因子的表达减

少氧化应激反应

脊髓损伤引起的  Ｏi 产生和氧化应激是继发
性损伤的重要病理生理过程d sｉｕ 等 ［２０］使用 Ｂosr
１１１ 通过减轻炎症和氧化应激反应治疗脊髓损伤的
大鼠d 在本研究中r用 v２Ｏ２损伤 ＮigＣh 模拟体外脊
髓损伤r重点研究了 v２Ｏ２损伤的神经干细胞的氧化

应激反应r目的是寻找这个过程中的保护分子d Ｔ,L
是一种内源性 L３ 氨基酸肽r分布在所有血小板和白
细胞水平较高的细胞中［２１］d 外源性 Ｔ,L的内化对于
细胞的关键功能是至关重要的［２２］d Ｔ,L 可减少炎症
介质和炎症细胞浸润促进神经和血管的恢复 ［２３r２L］d
Ｔ,L 已被证实可通过调节抗氧化酶如 Ｃｕ . ＺｎriＯy
和过氧化氢酶能减少  Ｏi的产生［２５］d由于 Ｔ,L具有
抗氧化应激和抗炎作用r推测 Ｔ,L 在脊髓损伤期间
有对 ＮigＣh有调节的作用d而在 v２Ｏ２损伤的小鼠胚

胎神经球中发现了 Ｔ,L表达的降低［２６］d在本研究中r

７６９· ·
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同样发现随着 C２Ｏ２损伤的 ＮopＣy 中 Ｔri 的表达水
平降低gＴＮht(c) t2r和 ) t0是常见的促炎细胞因
子g 有研究证实0脊髓损伤后 ＴＮht(c) t2rc) t0和
其他促炎细胞因子显著增加0促进炎性细胞浸润0进
一步加重脊髓损伤-２Beg ) t2r 可以通过激活 Ｎhtjn
促进脊髓损伤的进展-２８eg 在本研究中 C２Ｏ２氧化损伤

的 ＮopＣy 中炎性细胞因子cgＯo 生成水平c 细胞凋
亡水平升高0抗氧化酶 oＯF活性降低g Ｊｉａ等-２ue证明

淫羊藿苷通过抑制 ) t2rc) t0 和 ＴＮht( 的水平来
保护脊髓损伤g 而相关研究报道发现 Ｔri可以治疗
氧化应激相关疾病 -2５eg 在本研究中发现0Ｔri 处理
ＮopＣy0可降低细胞中的炎性细胞因子表达n) t2r
和 ) t0d和氧化应激反应0减少 C２Ｏ２对 ＮopＣy 的氧
化应激损伤0提示 Ｔri 可以抑制炎症因子的表达减
少氧化应激反应0对脊髓损伤有一定的保护作用g
er  Ｔri抑制 Ｔ gi EleF８８通路减轻氧化应激损伤

脊髓损伤引发氧化应激并诱导 ＮopＣy 损伤0导
致继发性脑损伤脊髓损伤-２2eg据报道0脊髓损伤后坏
死的星形胶质细胞中 Ｔ gi和leF８８的表达增加-３０eg
在本研究 C２Ｏ２ 氧化应激损伤的 ＮopＣy 中 Ｔ gi 和
leF８８的表达增加g而 Ｔ gi启动先天免疫反应0可
以激活 leF８８ 依赖性通路和 leF８８ 非依赖性通
路-２i0３2eg 激活的 Ｔ gi EleF８８ 信号通路可能增加下
游基因转录因子的水平0 导致炎症相关基因水平升
高-３２eg因此0抑制 Ｔ gi EleF８８通路是一种潜在的治
疗氧化应激相关疾病的方法g在本研究中使用 Ｔ gi
抑制剂 ＴＡct２i２0 能够抑制 Ｔ gi EleF８８ 信号通
路0 并抑制 Ｔ gi 和 leF８８ 的表达0 进而减轻了
C２Ｏ２ 诱导的 ＮopＣy 氧化应激损伤0 这些结果说明
Ｔri 与 ＴＡct２i２ 作用一致 0Ｔri 对 C２Ｏ２ 诱导的

ＮopＣy氧化应激损伤的保护作用与 Ｔ gi EleF８８ 通
路有关g 在 leF８８过表达 ＮopＣy细胞中研究发现0
Ｔri 能够减少 leF８８ 过表达 ＮopＣy 细胞系的氧化
应激损伤 0 进一步确定 Ｔri 是通过抑制 Ｔ gi E
leF８８通路减轻氧化应激损伤g

综上所述0C２Ｏ２损伤的 ＮopＣy 可用于模拟脊髓
损伤后的 ＮopＣygC２Ｏ２损伤后的 ＮopＣy中 Ｔri表达
下调0Ｔri 可以逆转 C２Ｏ２对 ＮopＣy 增殖c凋亡c促炎
细胞因子和 gＯo 的产生的影响并呈剂量依赖性g
Ｔri 与 Ｔ gi 的抑制剂有相同的作用效果0 其对脊
髓损伤中 ＮopＣy 的保护作用与抑制 Ｔ gi EleF８８
通路有关g 这些发现对提高脊髓损伤后 ＮopＣy的存
活率提供了重要的潜在机制和见解g
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