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  摘 要:目的 探讨蛇葡萄素(AMP)对氧糖剥夺/再灌注(OGD/R)诱导的神经元损伤的影响及其作用机

制,为新生儿缺氧缺血性脑损伤的研究奠定基础。方法 分离并体外培养新生SD大鼠神经元细胞,分为5组:
对照组(AMP浓度为0

 

μmol/L)、OGD/R组、AMP低剂量组(OGD/R处理+AMP
 

20
 

μmol/L)、AMP高剂量

组(OGD/R处理+AMP
 

30
 

μmol/L)、JAK2/STAT3激活剂组(OGD/R处理+AMP
 

30
 

μmol/L+Coumermy-
cin

 

A1
 

10
 

μmol/L)。CCK-8法检测不同处理组细胞活力;乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒检测培养基中LDH活性;
流式细胞术检测细胞凋亡率;酶联免疫吸附试验检测白细胞介素6(IL-6)、白细胞介素10(IL-10)、肿瘤坏死因

子α(TNF-α)水平;试剂盒检测活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)水平;Western
 

blotting
检测凋亡相关蛋白B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)、酶切含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3
(C-caspase-3)、酪氨酸激酶2(JAK2)、磷酸化JAK2(p-JAK2)、信号传导及转录活化因子3(STAT3)、磷酸化

STAT3(p-STAT3)表达情况。结果 与AMP浓度为0
 

μmol/L比较,AMP浓度为5~30
 

μmol/L时,细胞活

力比较差异无统计学意义(P>0.05),AMP浓度为40
 

μmol/L细胞活力明显下降(P<0.05)。与对照组比较,
OGD/R组细胞活力、SOD、IL-10、Bcl-2水平明显下降,LDH 活性、细胞凋亡率、ROS荧光强度、MDA、IL-6、
TNF-α、Bax、C-caspase-3、p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3水平明显升高(P<0.05)。与 OGD/R组比较,
AMP低、高剂量组神经元细胞活力、SOD、IL-10、Bcl-2水平上升,LDH 活性、细胞凋亡率、ROS荧光强度、
MDA、IL-6、TNF-α、Bax、C-caspase-3、p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3水 平 下 降 (P<0.05),而JAK2/
STAT3激活剂可逆转AMP对OGD/R诱导的神经元细胞损伤的保护作用。结论 AMP通过减少氧化应激

和炎症反应减轻 OGD/R诱导的神经元细胞损伤,其作用机制可能与抑制JAK2/STAT3信号通路磷酸化

有关。
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Abstract:Objective 

 

To
 

investigate
 

the
 

impact
 

of
 

ampelopsin
 

(AMP)
 

on
 

oxygen
 

glucose
 

deprivation/
reperfusion

 

(OGD/R)
 

induced
 

neuronal
 

damage
 

and
 

its
 

mechanism,and
 

to
 

lay
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

study
 

of
 

neonatal
 

hypoxic-ischemic
 

brain
 

damage.Methods Neurons
 

of
 

newborn
 

SD
 

rats
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

5
 

groups:control
 

group
 

(AMP
 

0
 

μmol/L),OGD/R
 

group,low
 

dose
 

AMP
 

group
 

(OGD/R+AMP
 

20
 

μmol/L),high
 

dose
 

AMP
 

group
 

(OGD/R+AMP
 

30
 

μmol/L)
 

and
 

JAK2/STAT3
 

activator
 

group
 

(OGD/R+AMP
 

30
 

μmol/L+Coumermycin
 

A1
 

10
 

μmol/L).CCK-8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

cell
 

viability
 

of
 

different
 

treatment
 

groups,the
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

activity
 

of
 

LDH
 

in
 

the
 

medium,flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

rate,enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin-6
 

(IL-6),interleukin-10
 

(IL-10)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α),the
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS),malondial-
dehyde

 

(MDA)
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD),and
 

Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis
 

related
 

proteins
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2),Bcl-2
 

associated
 

X
 

protein
 

(Bax),enzymatic
 

cleavage
 

of
 

cysteine
 

containing
 

aspartate
 

protein
 

hydrolase-3
 

(C-caspase-3),tyrosine
 

kinase
 

2
 

(JAK2),phosphorylated
 

·98·国际检验医学杂志2024年1月第45卷第1期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2024,Vol.45,No.1



JAK2
 

(p-JAK2),signal
 

transduction
 

and
 

transcription
 

activating
 

factor
 

3
 

(STAT3)
 

and
 

phosphorylated
 

STAT3
 

(p-STAT3).Results Compared
 

with
 

the
 

concentration
 

of
 

AMP
 

of
 

0
 

μmol/L,the
 

cell
 

viability
 

in
 

con-
centration

 

of
 

AMP
 

of
 

5-30
 

μmol/L
 

was
 

not
 

obvious
 

different
 

(P>0.05),when
 

the
 

concentration
 

of
 

AMP
 

was
 

40
 

μmol/L,the
 

cell
 

viability
 

decreased
 

obviously
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

viability,the
 

levels
 

of
 

SOD
 

fluorescence
 

intensity,IL-10
 

and
 

Bcl-2
 

in
 

OGD/R
 

group
 

decreased
 

obviously,the
 

LDH
 

activity,cell
 

apoptosis
 

rate,the
 

levels
 

of
 

ROS,MDA,IL-6,TNF-α,Bax,C-caspase-3,p-JAK2/JAK2,and
 

p-STAT3/STAT3
 

increased
 

obviously
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

OGD/R
 

group,the
 

cell
 

viability,the
 

levels
 

of
 

SOD
 

fluorescence
 

intensity,IL-10
 

and
 

Bcl-2
 

in
 

low
 

and
 

high
 

dose
 

AMP
 

groups
 

increased,the
 

LDH
 

activity,
cell

 

apoptosis
 

rate,the
 

levels
 

of
 

ROS,MDA,IL-6,TNF-α,Bax,C-caspase-3,p-JAK2/JAK2,and
 

p-STAT3/
STAT3

 

decreased
 

(P<0.05),and
 

JAK2/STAT3
 

activator
 

was
 

able
 

to
 

reverse
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

AMP
 

on
 

OGD/R
 

induced
 

neuronal.Conclusion AMP
 

attenuates
 

OGD/R
 

induced
 

neuronal
 

by
 

reducing
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

response,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

inhibition
 

of
 

JAK2/STAT3
 

signal
 

pathway
 

phosphorylation.
Key

 

words:ampelopsin; oxygen
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2; signal
 

transduc-
er

 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3; nneuron
 

damage

  新生儿缺氧缺血性脑病(HIE)是由于早产儿或

足月儿出生前或出生时长期脑缺氧缺血引起的临床

综合征,其死亡率为10%~60%,幸存者中的23%可

能会存在长期神经系统后遗症如智力低下、认知障

碍、发育迟缓、脑瘫和癫痫等[1]。目前,低温治疗被认

为是治疗 HIE的唯一办法,但其治疗有效率只有

50%[2]。因此,进一步了解新生儿 HIE的发病机制,
寻找更有效的治疗方法至关重要。蛇葡萄素(AMP)
又称二氢杨梅素(DHM),是一种来自中草药天然类

黄酮化合物,具有包括抗菌、抗炎、抗氧化、抗高血压、
保护肝脏和抗癌等多种生物活性和药理特性[3]。已

有研究报道,AMP在多种神经性疾病中发挥作用,且
对氧糖剥夺/再灌注(OGD/R)诱导的神经元细胞损

伤有保护作用[4]。酪氨酸激酶2(JAK2)是蛋白质-酪
氨酸激酶家族的成员,是炎症反应和细胞增殖分化的

重要 调 节 剂[5]。信 号 传 导 及 转 录 活 化 因 子 3
(STAT3)也参与细胞凋亡、增殖和分化,其磷酸化激

活受JAK2的调节[6]。已有研究表明,JAK2/STAT3
通路的磷酸化/活化与神经保护相关的信号通路之间

存在联系,且调节JAK2/STAT3信号通路可保护

OGD/R诱导的细胞损伤[7]。本研究通过构建体外新

生大鼠OGD/R诱导的神经元细胞模型,探讨 AMP
对神经元细胞损伤的影响。
1 材料与方法

1.1 材料来源 选择24
 

h新生SD大鼠,购自广东

南模生物科技有限公司,许可证编号:SCXK(粤)
2022-0062。
1.2 仪器与试剂 胰蛋白酶、胎 牛 血 清(FBS)、
DEME培养基、Neurobasal培养基、B27(北京索莱宝

科 技 有 限 公 司);CCK-8 检 测 试 剂 盒、Annexin
 

VFITC/PI检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司);乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒(上海通蔚实业有

限公司);活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)和超氧化物

歧化酶(SOD)检测试剂盒(美国默克公司);酶联免疫

吸附试验(ELISA)试剂盒白细胞介素6(IL-6)、白细

胞介素10(IL-10)、肿瘤坏死因子(TNF)-α(上海碧云

天生物技术有限公司);抗体微观相关蛋白2(MAP-
2)、B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)、
酶切含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(C-caspase-
3)、JAK2、磷酸化JAK2(p-JAK2)、STAT3、磷酸化信

号传导及转录活化因子3(p-STAT3)和GAPDH(美
国Abcam公司);二抗山羊抗兔IgG(南京建成生物工

程研究所);JAK2/STAT3激活剂Coumermycin
 

A1
(美国 MedChemExpress公司)。流式细胞仪(美国

BD公司);蛋白电泳仪(美国Bio-rad公司);酶标仪

(上海天能生命科学有限公司)。
1.3 实验方法

1.3.1 神经元细胞培养 将新生SD大鼠断头处死,
取出双侧海马组织,剪碎,胰蛋白酶消化后置于含

10%
 

PBS的 DMEM 培养基终止消化,37
 

℃、5%
 

CO2 培养4
 

h后置于含2%
 

B27的 Neurobasal培养

基培养[8]。神经元培养第7天,用免疫荧光染色加入

MAP-2抗体(呈红色),显微镜下观测 MAP-2荧光细

胞数,计算神经元细胞的纯度。
1.3.2 神经元细胞OGD/R模型构建与分组 将培

养7
 

d的神经元细胞置于含有94%
 

N2、5%
 

CO2 和

1%
 

O2 的三气培养箱中37
 

℃培养4
 

h。随后更换为

Neurobasal培养基在相同条件下培养24
 

h,构建神经

元OGD/R损伤模型[8]。将神经元细胞随机分为:对
照组(AMP浓度为0

 

μmol/L),OGD/R组(OGD/R
处理),AMP 低 剂 量 组(OGD/R 处 理 +AMP

 

20
 

μmol/L),AMP高剂量组(OGD/R处理+AMP
 

30
 

μmol/L),JAK2/STAT3激活剂组(OGD/R处理+
AMP

 

30
 

μmol/L+Coumermycin
 

A1
 

10
 

μmol/L)。
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其中AMP于OGD/R再灌注开始阶段以适量浓度溶

于培养基,其使用剂量参照以往研究[4]。而Coumer-
mycin

 

A1于再灌注开始阶段和复氧后处理细胞。
1.3.3 CCK-8法检测细胞活力 将神经元细胞加入

96孔板中,每孔1×104 个细胞,不同浓度AMP(0、5、
10、20、30、40

 

μmol/L)培养24
 

h后,实验同时设无细

胞对照组(空白),加入10%
 

CCK-8溶液(10
 

μL)在
37

 

℃孵育4
 

h,酶标仪于450
 

nm处测量吸光度(A),
并计算细胞活力(%)=(A神经元细胞-A空白)/(A对照-
A空白)×100%。每组6个重复。

将对照组和暴露于 OGD/R的各组细胞加入96
孔板中,每孔1×104 个细胞,培养24

 

h后加入10
 

%
 

CCK-8溶液(10
 

μL)在37
 

℃孵育4
 

h,酶标仪于450
 

nm处测量吸光度,细胞活力计算方法同上。每组6
个重复。
1.3.4 培养基中LDH活性检测 收集各组神经元

细胞复氧复糖24
 

h后的培养液,离心取上清,按照

LDH诊断试剂盒测量培养基中LDH,使用微孔板分

光光度计在450
 

nm波长下计算LDH活性,培养基中

LDH活性越高,代表细胞释放的LDH越多,损伤越

严重。
1.3.5 流式细胞术检测细胞凋亡 将各组细胞加入

6孔板中,每孔1×107 个细胞,培养12
 

h,按照 An-
nexinV-FITC/PI细胞凋亡双染试剂盒说明书逐步进

行染色,用流式细胞仪检测细胞凋亡。
1.3.6 氧化应激的测定 将各组细胞使用相应的试

剂盒 测 定 ROS荧 光 强 度、MDA 和 SOD 的 水 平。
ROS采用FITC荧光检测,SOD的A值用酶标仪分

别在450
 

nm 处测定,MDA 的 A 值在532
 

nm 处

测定。
1.3.7 炎症因子水平的测定 将各组细胞离心取上

清,用ELISA试剂盒检测IL-6、IL-10、TNF-α水平。
1.3.8 Western

 

blotting检测蛋白水平 将各组细

胞破碎后提取总蛋白,用BCA试剂盒进行浓度定量,
按步骤将蛋白SDS-PAGE电泳、转膜,5%脱脂奶粉

封闭2
 

h,在4
 

℃下加入一抗Bcl-2、Bax、C-caspase-3、
JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3(1∶2

 

000)和

GAPDH过夜孵育,清洗,在4
 

℃下加入二抗山羊抗

兔IgG(1∶1
 

000),孵育2
 

h。用ECL发光显影,观察

拍照,各条带灰度值用Image
 

J软件处理分析。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据处

理及统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,组间比较采用独立样本t检验,多组间比较采用

单因素方差分析,进一步两两比较采用SNK-q 检验,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 神经元细胞纯度鉴定 海马神经元免疫荧光实

验结果显示,MAP-2主要存在于细胞体和树突,为红

色荧光。随机选取10个视野下的100个细胞,统计

海马神经元的阳性细胞数,神经元细胞 的 纯 度 为

(93.61±3.58)%,见图1。

2.2 不同浓度 AMP对细胞活性的影响 与 AMP
浓度为0

 

μmol/L比较,AMP浓度在5~30
 

μmol/L
时,不影响神经元细胞的活力(P>0.05),当AMP浓

度为40
 

μmol/L时,神经元细胞活力明显下降(P<
0.05)。见表1。

图1  海马神经元 MAP-2免疫荧光染色的鉴定(×200)

表1  不同浓度AMP对细胞活力的影响(x±s,%)

AMP浓度(μmol/L) n 细胞活力

0 6 100.00±0.00

5 6 99.97±1.26

10 6 99.38±2.61

20 6 98.42±3.89

30 6 98.13±5.38

40 6 89.73±8.37*

  注:与AMP浓度为0
 

μmol/L比较,*P<0.05。

2.3 各组细胞活力和培养基中LDH活性的变化 
与对照组比较,OGD/R组细胞活力明显下降,培养基

中LDH活性明显升高(P<0.05);与 OGD/R组比

较,AMP低、高剂量组细胞活力明显升高,培养基中

LDH活性明显下降(P<0.05);与AMP高剂量组比

较,JAK2/STAT3激活剂组细胞活力明显下降,培养

基中LDH活性明显升高(P<0.05)。见表2。
表2  各组细胞活力和培养基中LDH活性的变化(x±s)

组别 n 细胞活力(%) LDH(U/mL)

对照组 6 100.00±0.00 49.39±9.73

OGD/R组 6 56.37±5.18* 185.26±18.97*

AMP低剂量组 6 77.48±6.39# 136.47±13.58#

AMP高剂量组 6 85.36±7.19# 98.61±8.57#

JAK2/STAT3激活剂组 6 62.68±5.27& 158.29±16.24&

  注:与对照组比较,*P<0.05;与 OGD/R组比较,#P<0.05;与

AMP高剂量组比较,&P<0.05。

2.4 各组细胞凋亡情况 与对照组比较,OGD/R组
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细胞凋亡率明显升高(P<0.05);与OGD/R组比较,
AMP低、高剂量组细胞凋亡率明显下降(P<0.05);

与AMP高剂量组比较,JAK2/STAT3激活剂组细胞

凋亡率明显升高(P<0.05),见图2、表3。

  注:A为对照组;B为OGD/R组;C为AMP低剂量组;D为AMP高剂量组;E为JAK2/STAT3激活剂组。

图2  流式细胞术检测各组细胞凋亡情况

表3  各组细胞凋亡情况(x±s,%)

组别 n 凋亡率

对照组 6 5.48±0.62

OGD/R组 6 39.68±5.17*

AMP低剂量组 6 21.47±4.62#

AMP高剂量组 6 12.73±3.64#

JAK2/STAT3激活剂组 6 30.42±6.15&

  注:与对照组比较,*P<0.05;与 OGD/R组比较,#P<0.05;与

AMP高剂量组比较,&P<0.05。

2.5 各组细胞氧化应激指标水平变化 与对照组比

较,OGD/R组细胞ROS荧光强度、MDA水平明显升

高,SOD水平明显降低(P<0.05);与 OGD/R组比

较,AMP低、高剂量组细胞ROS荧光强度、MDA水

平明显下降,SOD水平明显升高(P<0.05);与AMP
高剂量组比较,JAK2/STAT3激活剂组细胞ROS荧

光强度、MDA 水平明显升高,SOD 水平明显降低

(P<0.05)。见表4。
2.6 各组细胞炎症因子水平变化 与对照组比较,
OGD/R组细胞IL-6、TNF-α水平明显升高,IL-10水

平明显降低(P<0.05);与OGD/R组比较,AMP低、
高剂量组细胞IL-6、TNF-α水平明显下降,IL-10水平

明显升高(P<0.05);与AMP高剂量组比较,JAK2/
STAT3激活剂组细胞IL-6、TNF-α水平明显升高,

IL-10水平明显降低(P<0.05)。见表5。
表4  各组细胞氧化应激指标水平变化(x±s)

组别 n
ROS荧光强度

(×103)
MDA
(U/mL)

SOD
(U/mL)

对照组 6 22.83±1.68 11.05±1.59 57.29±7.13

OGD/R组 6 35.19±4.72* 25.29±4.36* 14.82±3.61*

AMP低剂量组 6 26.36±2.94# 17.35±3.84# 35.26±4.17#

AMP高剂量组 6 24.71±3.16# 13.46±2.13# 46.58±5.04#

JAK2/STAT3
激活剂组

6 32.08±4.28& 22.73±4.18& 21.87±2.81&

  注:与对照组比较,*P<0.05;与 OGD/R组比较,#P<0.05;与

AMP高剂量组比较,&P<0.05。

表5  各组细胞炎症因子水平变化(x±s,pg/mL)

组别 n IL-6 IL-10 TNF-α

对照组 6 38.51±6.68 21.09±2.68 1.72±0.27

OGD/R组 6 85.92±7.53* 5.26±0.93* 3.82±0.61*

AMP低剂量组 6 61.49±7.38# 11.85±1.40# 2.56±0.57#

AMP高剂量组 6 43.71±5.93# 16.63±1.72# 2.21±0.48#

JAK2/STAT3激活剂组 6 70.28±8.62& 9.83±0.78& 3.35±0.60&

  注:与对照组比较,*P<0.05;与 OGD/R组比较,#P<0.05;与

AMP高剂量组比较,&P<0.05。

2.7 各组细胞蛋白表达水平变化 与对照组比较,
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OGD/R组细胞Bax、C-caspase-3、p-JAK2/JAK2、p-
STAT3/STAT3蛋白水平明显升高,Bcl-2蛋白水平

明显降低(P<0.05);与OGD/R组比较,AMP低、高
剂 量 组 细 胞 Bax、C-caspase-3、p-JAK2/JAK2、p-
STAT3/STAT3蛋白水平明显下降,Bcl-2蛋白水平

明显升高(P<0.05);与AMP高剂量组比较,JAK2/
STAT3激 活 剂 组 细 胞 Bax、C-caspase-3、p-JAK2/
JAK2、p-STAT3/STAT3水平明显升高,Bcl-2蛋白

水平明显降低(P<0.05)。见表6、图3。

表6  各组细胞蛋白表达水平变化(x±s)

组别 n Bcl-2/GAPDH Bax/GAPDH C-caspase-3/GAPDH p-JAK2/JAK2 p-STAT3/STAT3

对照组 6 0.98±0.08 0.58±0.06 0.64±0.10 0.33±0.05 0.46±0.07

OGD/R组 6 0.56±0.06* 1.16±0.18* 1.58±0.21* 0.94±0.15* 0.92±0.11*

AMP低剂量组 6 0.75±0.09# 0.83±0.14# 1.02±0.11# 0.54±0.08# 0.68±0.06#

AMP高剂量组 6 0.89±0.10# 0.69±0.10# 0.79±0.09# 0.42±0.07# 0.56±0.07#

JAK2/STAT3激活剂组 6 0.64±0.07& 0.98±0.12& 1.26±0.13& 0.82±0.09& 0.81±0.06&

  注:与对照组比较,*P<0.05;与OGD/R组比较,#P<0.05;与AMP高剂量组比较,&P<0.05。

  注:A为对照组;B为OGD/R组;C为AMP低剂量组;D为 AMP
高剂量组;E为JAK2/STAT3激活剂组。

图3  各组细胞蛋白表达水平变化

3 讨  论

HIE是全球范围内新生儿死亡和残疾的主要原

因,其病理生理因素包括炎症、兴奋性毒性、氧化应

激、神经元细胞死亡等[9]。但目前仍然缺乏有效的

HIE治疗方法,因此迫切需要寻找一种新的治疗策略

来改善神经元损伤,从而恢复神经功能。本研究发

现,OGD/R诱导的神经元细胞活力下降,LDH 活性

和神经元凋亡率升高,表明 OGD/R会导致神经元细

胞损伤。AMP是一种天然存在于葡萄、水果、蔬菜和

草药中的类黄酮化合物,因其具有抗氧化应激、抗炎、
抗癌、抗菌、抗凋亡和神经保护等生物活性而被广泛

应用[10]。已有研究发现,AMP对 OGD/R诱导的神

经元细胞损伤有较好的保护作用,李娜等[4]发现,
AMP能抑制OGD/R诱导的小鼠神经元细胞氧化应

激损伤。本研究结果显示,AMP能提高 OGD/R导

致的神经元细胞活力下降,降低LDH 活性和神经元

细胞凋亡率,与以往报道相似,提示AMP能减少神经

元细胞损伤。
炎症、氧化应激在 OGD/R造成的脑损伤过程中

起着非常重要的作用,OGD/R引发脑神经元细胞氧

化系统失衡,进而诱导炎症反应和神经 元 细 胞 凋

亡[11]。本研究中,OGD/R诱导的神经元细胞 ROS
荧光强度、MDA、IL-6、TNF-α水平升高,SOD、IL-10
水平降低,表明OGD/R会造成神经元细胞发生氧化

应激和炎症反应,最终造成神经元细胞损伤甚至死

亡。神经元细胞凋亡是 HIE最重要的病理生理学表

现,细胞凋亡相关蛋白的异常表达被认为是细胞死亡

的标志物[12]。本研究中,OGD/R诱导的神经元细胞

Bax、C-caspase-3蛋白水平升高,Bcl-2蛋白水平降低,
表明OGD/R会促进神经元细胞凋亡。TAO等[13]发

现,AMP能保护小鼠海马神经元 HT22细胞免受

OGD/R 诱导的氧化应激和细胞凋亡。同时,XIE
等[14]发现,AMP能抑制 OGD/R诱导的 HT22细胞

凋亡,降低脂质ROS活性和铁的水平。本研究结果

显示,AMP可降低 OGD/R处理导致的神经元细胞

ROS 荧 光 强 度、MDA、IL-6、TNF-α 及 Bax、C-
caspase-3蛋白水平,升高SOD、IL-10和Bcl-2蛋白水

平,表明AMP对OGD/R处理导致的氧化应激、炎症

和凋亡蛋白的表达有抑制作用。
JAK2/STAT3途径是一种调节基因表达和细胞

活力的信号转导途径,具有调节细胞死亡和凋亡、抑
制神 经 炎 症 和 改 善 氧 化 应 激 的 功 能[15]。JAK2/
STAT3信号通路表达主要通过JAK2蛋白活化激活

STAT3,进而磷酸化STAT3,从而发挥一系列生物作

用[16]。ZHU等[5]发现,JAK2/STAT3信号通路与缺
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血性脑损伤关系密切,负调节JAK2/STAT3途径可

减轻缺血性损伤,减少OGD/R诱导的 HT22细胞凋

亡并促进细胞存活。此外,ZHU 等[17]发现,JAK/
STAT途径抑制剂可通过抑制JAK2/STAT3通路减

少NLRP3炎小体激活,改善缺血性卒中损伤和神经

炎症。本研究结果显示,OGD/R诱导的神经元细胞

p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3蛋白水平升高,与
上述研究结果一致,表明OGD/R可能促进神经元细

胞JAK2、STAT3蛋白的磷酸化激活,促进炎症和氧

化应激 的 发 生。AMP 已 被 证 实 通 过 抑 制JAK2/
STAT3信号通路诱导骨肉瘤细胞凋亡,以及抑制脂

多糖诱导的炎症反应[18-19]。本研究中,AMP可明显

降低 OGD/R 诱 导 的 神 经 元 中 p-JAK2/JAK2、p-
STAT3/STAT3蛋白水平升高。而 AMP高剂量加

JAK2/STAT3激活剂干预后神经元细胞活力、SOD、
IL-10、Bcl-2蛋白水平下降,LDH 活性、细胞凋亡率、
ROS荧光强度、MDA、IL-6、TNF-α、Bax、C-caspase-
3、p-JAK2、p-STAT3蛋白水平升高,表明AMP可能

通过抑制JAK2/STAT3信号通路来减轻OGD/R诱

导的神经元细胞损伤。
综上所述,AMP能通过减少氧化应激和炎症反

应来减轻OGD/R诱导的神经元细胞损伤,其作用机

制可能与抑制JAK2/STAT3信号通路磷酸化有关。
本研究为治疗 OGD/R诱导的神经元损伤提供了新

思路,为治疗 HIE患儿提供了新方法,但 AMP对

HIE神经元细胞损伤的保护作用的具体分子机制仍

有待阐明。
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