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也摘要页 目的 探讨姜黄素对氧糖剥夺渊OGD冤诱导的 PC12 细胞自噬损伤的保护作用及其机制遥 方法 通过体外建立 OGD 诱导

的 PC12细胞自噬损伤模型袁将 PC12细胞分为 CON组尧OGD 组尧右美托咪啶渊DEX冤组和姜黄素低尧中尧高剂量组遥 除 CON 组外袁其
余各组均换 DMEM无糖培养基袁并且在 94%N2尧5%CO2尧1%O2 条件下培养 6 h 进行 OGD处理遥姜黄素低尧中尧高剂量组和 DEX 组分

别加入 1.25尧5尧20 滋mol/L浓度的姜黄素以及 0.5 滋mol/L的 DEX 干预 12 h遥 采用 MTT 法检测 PC12 细胞存活率曰透射电子显微镜

观察姜黄素处理后的自噬小体及自噬溶酶体曰MDC 荧光染色法观察自噬小体的荧光强度曰Western blot 检测微管相关蛋白轻链 3
渊LC3冤-域/LC3-玉尧苄氯素 1渊Beclin-1冤尧螯合体 1渊p62冤尧磷酸化蛋白激酶 B/蛋白激酶 B渊p-Akt/Akt冤尧磷酸化雷帕霉素/雷帕霉素渊p-
mTOR/mTOR冤尧缺氧诱导因子 1琢渊HIF-1琢冤等自噬相关蛋白表达情况遥 结果 与 CON 组相比袁OGD 组细胞存活率显著降低渊P<0.01冤袁
PC12 细胞自噬小体荧光强度显著增强渊P<0.01冤曰LC3-域/LC3-I尧Beclin-1尧HIF-1琢 蛋白表达显著升高渊P<0.01冤袁p62尧p-Akt/Akt尧p-
mTOR/mTOR 蛋白表达显著降低渊P<0.01冤遥 与 OGD 组相比袁姜黄素低尧中尧高剂量组及 DEX 组细胞存活率均升高渊P<0.05袁P<0.01冤曰
PC12细胞自噬小体荧光强度减弱渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与 OGD 组相比袁姜黄素低尧中剂量组及 DEX 组 LC3-域/LC3-玉尧Beclin-1尧HIF-
1琢 蛋白表达显著降低渊P<0.01冤袁p62尧p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR蛋白表达显著升高渊P<0.01冤遥 结论 姜黄素的低尧中剂量组可通过激

活 Akt/mTOR通路袁继而影响 HIF-1琢蛋白表达袁抑制 OGD诱导的 PC12细胞自噬损伤袁从而发挥抗神经元自噬损伤的保护作用遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the protective effects of curcumin on oxygen-glucose deprivation (OGD)-induced autophagic
injury in PC12 cells and its mechanism. Methods An in vitro OGD-induced autophagic injury model was established in PC12
cells, and the PC12 cells were divided into CON group, OGD group, dexmedetomidine (DEX) group, and low-, medium-, and high-
dose curcumin groups. Except for the CON group, cells in all other groups were switched to glucose-free DMEM medium and
subsequently subjected to OGD treatment by incubating them for six hours under conditions of 94% N2, 5% CO2, and 1% O2. The
low- , medium-, and high-dose curcumin groups, along with the DEX group, were respectively intervened with curcumin at
concentrations of 1.25, 5, and 20 滋mol/L, as well as 0.5 滋mol/L DEX for 12 hours. The viability of PC12 cells was measured using
the MTT assay. Transmission electron microscope was used to observe autophagosomes and autolysosomes following curcumin
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treatment, and the MDC staining method was employed to observe the fluorescence intensity of autophagosomes. Western blot was
conducted to determine the relative expression levels of autophagy-related proteins, including microtubule-associated protein light
chain 3 (LC3)-II/LC3-I, Beclin-1, sequestosome 1 (p62), phosphorylated protein kinase B/protein kinase B (p-Akt/Akt), phosphorylated
mammalian target of rapamycin/mammalian target of rapamycin (p-mTOR/mTOR), and hypoxia-inducible factor 1琢 (HIF-1琢). Results
Compared with the CON group, the OGD group exhibited a significantly reduced cell viability (P<0.01) and a markedly enhanced
fluorescent intensity of autophagosomes in PC12 cells (P<0.01). The protein expression levels of LC3-II/LC3-I, Beclin-1, and HIF-1琢
were significantly upregulated (P<0.01), while those of p62, p-Akt/Akt, and p-mTOR/mTOR were significantly downregulated (P<0.01).
Compared with the OGD group, the low-, medium-, and high-dose curcumin groups and the DEX group exhibited increased cell
viability (P<0.05, P<0.01) and reduced autophagic fluorescence intensity in PC12 cells (P<0.05, P<0.01). Compared with the OGD
group, the low- and medium-dose curcumin groups and the DEX group demonstrated significantly decreased protein expressions of
LC3-II/LC3-I, Beclin-1, and HIF-1琢 (P<0.01), along with significantly elevated protein expressions of p62, p-Akt/Akt, and p-mTOR/
mTOR (P<0.01). Conclusion The low- and medium-dose curcumin groups can exert protective effects against neuronal autophagic
injury by activating the Akt/mTOR pathway, subsequently modulating HIF-1琢 protein expression and inhibiting OGD-induced
autophagic injury in PC12 cells.

也运藻赠憎燥则凿泽页 curcumin; oxygen-glucose deprivation; autophagy; dexmedetomidine; Akt/mTOR/HIF-琢 pathway; autophagic
injury

中风是全球第二大死亡病因袁也是获得性残疾

的主要病因袁分为缺血性和出血性两大类[1]遥 缺血性

脑卒中渊ischemia stroke, IS冤是局部脑组织区域血液

供应障碍袁属于中医学野中风病冶范畴袁可导致脑组织

缺血缺氧性病变坏死尧神经元损伤及代谢障碍疾病[2]遥
IS 具有高致死率尧致残率的特点袁且病理机制复杂遥
王永炎院士提出的野毒损脑络冶理论袁总结了缺血性

中风的病因病机为瘀毒互结[3]遥 已有研究证实袁活血

化瘀类中药能有效调控自噬相关信号因子及通路[4]遥
氧糖剥夺渊oxygen glucose deprivation, OGD冤是常用

的 IS 体外模型[5]遥 PC12 细胞系可被神经生长因子诱

导后分化为具有交感神经元特性的细胞袁 故常用于

缺血缺氧损伤的研究[6-7]遥 因此袁本实验采用 OGD 诱

导的 PC12 细胞模型进行体外研究遥
细胞自噬又称域型程序性细胞死亡袁是真核细胞

特有的尧依赖于溶酶体或液泡的细胞内降解过程[8]遥
大量研究提示袁细胞自噬与 IS 的发生尧发展密切相

关袁是一把野双刃剑冶[2]遥 适度的细胞自噬发生时袁通
过自噬小体要要要溶酶体降解过程去除长寿或受损的

细胞器尧蛋白质聚集物和多余的细胞成分袁以此减

轻细胞应激袁维持细胞内稳态[5]遥 当自噬反应过度激

活袁会造成细胞中健康细胞器与其他关键蛋白降解袁
导致细胞的死亡及功能紊乱袁还可诱发加重疾病[9]遥
据相关研究表明袁缺糖缺氧与细胞自噬之间呈现出

显著的相关性[10-11]遥 蛋白激酶 B渊protein kinase B, Akt冤/
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊mammalian target of ra鄄
pamycinm, mTOR冤通路可进行细胞自噬调控[12]遥 缺

氧诱导因子 1琢渊hypoxia inducible factor 1琢, HIF-1琢冤
是 Akt 或者 mTOR 下游的一个靶蛋白[13]遥研究表明袁
HIF-1琢 的敲除导致细胞自噬水平显著降低袁且与神

经保护密切相关[14-15]遥 以上提示袁Akt/mTOR/HIF-1琢
信号通路可能在自噬的过程中发挥关键作用遥

姜黄素是从姜科植物姜黄尧郁金尧莪术等的根茎

中提取出来的一种多酚类活性成分袁具有镇痛尧抗氧

化尧抗菌尧抗肿瘤等多种生物活性功效[16]袁还可通过

多种途径发挥抗氧化应激尧抗炎尧促进细胞凋亡等药

理作用[17]遥 目前袁多项研究表明姜黄素具有抗炎尧抗
凋亡尧抗氧化损伤等神经保护作用袁但有关其调控细

胞自噬抗脑缺血损伤的研究尚不多[18-24]遥 且姜黄素

具有安全无毒尧人体耐受性好尧易于获取且价格低廉

等诸多优势袁即使 12 g/d 连续服用 3 个月以上袁亦不

会造成肝肾实质性损伤[25]遥 鉴于姜黄素在脑缺血损

伤中潜在的应用前景袁可开展科学实验进一步探究

明确其具体的作用及其机制袁以期为姜黄素的二次

研发积累一定的实验室数据遥
本研究拟构建 OGD 诱导的 PC12 细胞模型袁通

过体外实验 MTT 法测定细胞存活率袁透射电镜观察

自噬小体尧自噬溶酶体曰MDC 法观测自噬小体荧光

强度曰Western blot 检测微管相关蛋白轻链 3渊micro
tubule-associated protein light chain 3, LC3冤-域/LC3-
玉尧苄氯素1渊Beclin-1冤尧螯合体 1渊sequestosome 1, p62冤尧
p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR尧HIF-1琢 自噬相关蛋白

表达情况袁以期明确姜黄素对 OGD 诱导的 PC12 细

胞自噬损伤的影响遥
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1 材料

1.1 细胞

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12 细胞株渊商
品号院TCR9冤袁购自中国科学院上海细胞库遥
1.2 主要药品与试剂

姜黄素尧盐酸右美托咪定渊dexmedetomidine, DEX冤
渊货号院B20614尧B34611袁上海源叶生物科技有限公司冤曰
胎牛血清尧DMEM 高糖基础培养基尧DMEM 无糖基

础培养基渊货号院164210-50尧PM150210尧PM150270袁
武汉普诺赛生命科技有限公司冤曰BCA 试剂盒 渊批
号院BL521A袁安徽兰杰柯科技有限公司冤曰青链霉素

混合液渊100X冤尧细胞自噬检测试剂盒渊批号院P1400尧
20221217袁北京索莱宝有限公司冤曰2.5%戊二醛尧无蛋

白快速封闭液尧预染蛋白 Mark X渊货号院CR2405027尧
G2052尧MPC2408042袁塞维尔生物科技有限公司冤曰
Plastic gel 预制胶 Tris-Gly 4-15%渊批号院PSG2001-
415F袁万生昊天生物公司冤遥

羊抗鼠二抗尧羊抗兔二抗渊批号院D20802-25尧
D21207-05袁北京莱阔生物科技有限公司冤曰二甲基

亚砜尧MTT渊噻唑蓝冤渊货号院D8371尧M8180袁北京索莱

宝有限公司 冤曰mTOR尧p -mTOR尧LC3尧Beclin -1尧茁 -
actin尧Akt尧p-Akt 一抗渊货号院66888-1-Ig尧67778-1-
Ig尧14600-1-Ig尧66665-1-Ig尧66009-1-Ig尧60203-2-
Ig-IgG1尧66444-1-Ig-IgG1袁武汉三鹰生物技术有限

公司冤曰HIF-1琢 一抗渊货号院ab179483袁英国 Abcam
公司冤曰蛋白酶抑制剂 PMSF渊批号院21355980袁安徽

兰杰柯科技有限公司冤遥
1.3 主要仪器

超净工作台渊型号院SJ-CJ-2FD袁苏州苏洁净化

设备有限公司冤曰倒置显微镜渊型号院AE2000袁麦克奥

迪实业集团有限公司冤曰CO2 细胞培养箱渊型号院NU-
5810E袁苏州纽艾设备有限公司冤曰三气培养箱渊型
号院150i袁美国 Thermo Fisher 公司冤曰酶标仪尧多功能

微孔板检测系统渊型号院ELX800尧CytationTM 5袁美国Bio-
Tek 公司冤曰红外荧光扫描成像系统渊型号院Odyssey
CLX袁美国 LI-COR 公司冤曰电泳仪尧转膜仪渊型号院
JY-600HE 型尧JY-ZY5 型袁北京君意东方电泳设备有

限公司冤遥

2 方法

2.1 细胞培养

PC12 细胞置于 37 益水浴箱中迅速复苏袁将其

接种于含有 10%的胎牛血清尧1%青链霉素混合液的

DMEM 高糖培养基中袁置于 37 益尧5%CO2 及湿度饱

和的培养箱中常规培养袁适时换液袁经 1~2 次传代

后袁收集对数期细胞备用遥
2.2 OGD诱导 PC12细胞自噬损伤模型的制备

从培养箱中取出 PC12 细胞袁弃去高糖培养液袁
用 PBS 清洗 2 遍袁加入适量的 DMEM 无糖基础培养

基渊缺糖冤袁放置于 94%N2尧5%CO2尧1%O2 条件下缺氧

处理 6 h[26-27]遥
2.3 MTT法检测细胞的存活率

分组及给药处理院收集对数增长期细胞袁以 5伊
103 个/孔接种于 96 孔板遥 设置 CON 组尧OGD 组尧
DEX 组和姜黄素低尧中尧高剂量组袁共计 6 组袁每组 5
个复孔袁每孔接种 100 滋L 细胞遥 37 益尧5%CO2 饱和

湿度培养箱下继续培养 24 h遥 根据预实验结果袁姜
黄素组低尧中尧高剂量组分别加入 1.25尧5尧20 滋mol/L
浓度的姜黄素进行干预袁DEX 组加入 0.5 滋mol/L 的

DEX袁加药干预 12 h遥 加药干预 12 h 后袁除 CON 组

外袁其余各组均换为 DMEM 无糖培养基袁并且于94%
N2袁5%CO2袁1%O2 条件下培养 6 h 进行 OGD 处理遥

采用MTT法检测细胞存活率院每孔加入0.5 mg/mL
MTT 100 滋L遥 37 益孵育 4 h袁吸弃培养基袁每孔再

加入 100 滋L 二甲基亚砜袁酶标仪振荡 10 min袁于
490 nm 波长处测定各组吸光度渊A冤值袁计算各组细

胞存活率渊R冤[26-27]遥 R越[渊A 实验-A 空白冤/渊A 正常对照-A 空白冤]伊
100%遥
2.4 透射电镜观察 PC12 细胞自噬小体和自噬溶

酶体

细胞以 1.5伊106 个/mL 的密度接种于 6 cm 的培

养皿中袁按野2.3冶中的分组方法进行培养袁弃除旧培养

基袁用含 EDTA 的胰酶消化细胞袁收集至 1.5 mL 棕

色离心管袁4 益尧1 000 r/min 离心 10 min遥离心后弃

上清液袁细胞团用 2.5%戊二醛固定液进行重悬袁置于

4 益冰箱中保存过夜遥
2.5 MDC荧光法观察 PC12细胞自噬小体

细胞以 1伊106 个/mL 的密度接种于 6 孔板袁按
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野2.3冶中的分组方法进行培养袁各组处理后袁弃旧培

养基袁PBS 清洗 2 次袁加入 100 滋L MDC 荧光染色

液袁37 益孵育 15 min曰吸弃染色液袁PBS 清洗 3 次袁
细胞成像多功能检测仪 CFP 20 倍镜下观察各组自

噬小体的荧光斑点袁拍照记录袁用 ImageJ 软件分析

并计算荧光强度遥
2.6 Western blot 检测 LC3-域/LC3-玉尧p62尧Be鄄
clin-1尧p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR尧HIF-1琢 蛋白的

表达情况

收集对数增长期细胞袁以 2.5伊106 个/mL 密度接

种于 10 cm 培养皿中遥按野2.3冶中的分组方法进行培

养处理后袁弃除旧培养基袁预冷 PBS 清洗 2 次袁在含

有 1% PMSF 的 RIPA 裂解液冰上裂解 30 min袁4 益
下 12 000 r/min 离心 10 min 后取上清液渊即为细

胞总蛋白冤遥 BCA 法定量尧SDS-PAGE 电泳后蛋白转

至 PVDF 膜袁快速封闭液封闭 5 min袁TBST 洗膜袁4 益
孵育一抗渊稀释比 1颐1 000冤过夜遥 次日 TBST 洗膜袁
室温避光孵育二抗渊稀释比 1颐10 000冤1.5 h遥 Odyssey
CLX 双色红外荧光扫描成像系统分析 Beclin-1尧
LC3-域/LC3-玉尧Akt尧p-Akt尧mTOR尧p-mTOR尧HIF-1琢
蛋白的表达情况袁茁-actin 为内参遥 计算相对灰度值

及 p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR 的比值遥
2.7 统计学分析

采用 Graphpad prism 9.5 和 SPSS 26.0 软件进

行统计学数据处理及分析袁两组间比较采用 t 检验袁
结果均以野曾依s冶表示袁以 P<0.05 表示差异有统计学

意义遥
3 结果

3.1 各组细胞存活率比较

与 CON 组相比袁OGD 组细胞存活率显著降低

渊P<0.01冤曰与 OGD 组相比袁姜黄素低尧中尧高剂量组

及 DEX 组细胞存活率均升高渊P<0.05袁P<0.01冤遥 与

DEX 组比较袁姜黄素低尧高剂量组细胞存活率降低

渊P<0.05冤遥 详见图 1遥
3.2 各组细胞自噬小体及自噬溶酶体情况

CON 组细胞形态正常袁细胞内基质均匀袁细胞

膜结构清晰袁膜上可见密集的微绒毛袁有极少量的自

噬空泡及自噬小体遥 与 CON 组相比袁OGD 组细胞自

噬损伤程度明显袁细胞形态不规则袁有大量的自噬溶

酶体尧自噬空泡和自噬小体存在遥 DEX 组和姜黄素

中剂量组自噬程度较轻袁细胞质轻微不均匀袁未见自

噬小体存在袁有少量的自噬溶酶体和自噬空泡遥姜黄

素低尧高剂量组轻度自噬袁有较多的自噬溶酶体尧自
噬空泡和自噬小体遥 详见图 2遥
3.3 各组 PC12 细胞自噬小体情况

CON组可见少量荧光斑点袁荧光强度减弱曰与CON
组相比袁OGD 组荧光斑点增多袁且荧光强度显著增

强渊P<0.01冤曰与 OGD 组相比袁姜黄素低尧中尧高剂量

组和 DEX 组荧光斑点减少袁荧光强度减弱渊P<0.05袁
P<0.01冤曰与 DEX 组和姜黄素低尧中剂量组相比袁姜黄

素高剂量组荧光强度增强渊P<0.05冤遥 详见图 3要4遥
3.4 各组细胞自噬相关蛋白表达情况

与 CON组相比袁OGD组细胞中 LC3-域/LC3-玉尧
Beclin-1尧HIF-1琢 蛋白表达显著升高渊P<0.01冤袁p62尧
p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR 蛋白表达显著降低渊P<
0.01冤遥 与 OGD 组相比袁姜黄素低尧中剂量组和 DEX
组细胞中 LC3-域/LC3-玉尧Beclin-1尧HIF-1琢 蛋白表

达显著降低渊P<0.01冤袁p62尧p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR
蛋白表达显著升高渊P<0.01冤曰姜黄素高剂量组 HIF-
1琢 蛋白表达降低渊P<0.05冤袁p-Akt/Akt 蛋白表达升

高渊P<0.05冤遥 与 DEX 组和姜黄素低尧中剂量组比较袁
姜黄素高剂量组 LC3-域/LC3-玉尧Beclin-1尧HIF-1琢
蛋白表达升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁p62尧p-Akt/Akt尧p-
mTOR/mTOR 蛋白表达降低渊P<0.05袁P<0.01冤遥 详见

图 5遥

图 1 各组细胞存活率情况渊曾依s袁n=5冤
Fig.1 Cell viability of each group 渊曾依s, n=5冤

注院与 CON 组比较袁##P<0.01曰与 OGD 组比较袁*P<0.05袁**P<
0.01曰与 DEX 组比较袁银P<0.05遥
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4 讨论

IS 因脑部血管缺血袁致大脑供血及供能不足袁
引发神经元不可逆性损伤坏死遥 其具有发病率高尧

死亡率高和致残率高的特点袁为我国带来了沉重的

经济负担[28]遥OGD 是 IS 经典的体外模型[5]遥细胞自噬

是细胞通过溶酶体系统清除自身废物尧维持细胞内

环境稳态的重要机制[29]遥 研究表明袁IS 后会诱发自

图 2 透射电镜观察各组细胞自噬小体及自噬溶酶体

Fig.2 Autophagosomes and autolysosomes of cells in each group observed by transmission electron microscopy
注院图中红框为选定放大区域遥

伊5 滋m

伊2 滋m

伊5 滋m

伊2 滋m

图 3 MDC 荧光染色观察各组 PC12 细胞自噬小体的情况渊曾依s袁n=3袁伊20冤
Fig.3 Autophagosomes of PC12 cells in each group observed by MDC fluorescence staining (曾依s, n=3, 伊20)
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噬袁且自噬贯穿 IS 病理过程袁在其急性期尧亚急性

期尧恢复期和后遗症期 4 个分期中发挥不同的调控

作用[30]遥 据研究证明袁适度激活海马神经元自噬袁可
保护神经元免受缺血损伤[31]袁而过度自噬导致皮质

神经元和 SH-SY5Y 细胞自噬损伤[32]遥姜黄素作为传

统活血化瘀类的中药单体袁其具备脂溶性高尧易透过

血脑屏障袁并具有经济成本低尧效果显著等特点遥 多项

研究表明袁其能清除自由基尧抑制血小板聚集尧抑制炎

症因子产生等原发作用继而发挥神经保护作用[16-22]遥
本研究旨在通过 PC12 细胞 OGD 体外模型袁探讨姜

黄素是否通过 Akt/mTOR/HIF-1琢 通路调控细胞自

噬抗 OGD 损伤遥
Beclin-1尧LC3 和 P62 蛋白水平是自噬作用的

重要检测指标遥 Beclin-1 是一个成熟的自噬调节因

子袁与细胞自噬呈正相关遥 Beclin-1 与激酶激活蛋

图 4 各组细胞相对荧光强度渊曾依s袁n=3冤
Fig.4 Relative fluorescence intensity in each group of

cells 渊曾依s袁n=3)
注院与 CON 组比较袁##P<0.01曰与 OGD 组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰
与 DEX 组比较袁银P<0.05曰与姜黄素低剂量组比较袁█P<0.05曰与姜

黄素中剂量组比较袁荫P<0.05遥

图 5 各组细胞自噬相关蛋白表达情况渊曾依s袁n=3冤
Fig.5 Expression of autophagy-related proteins in each group 渊曾依s, n=3冤

注院与 CON 组比较袁##P<0.01曰与 OGD 组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与 DEX 组比较袁银P<0.05袁银银P<0.01曰与姜黄素低剂量组比

较袁█P<0.05袁█ █P<0.01曰与姜黄素中剂量组比较袁荫P<0.05袁荫荫P<0.01遥
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白尧磷脂酰肌醇 3-激酶尧自噬相关蛋白渊autophagy-
related protein, ATG冤14 等蛋白发生相互作用袁进
而协同执行细胞自噬和膜运输的重要功能[33]遥 LC3
是酵母中的泛素样修饰剂 ATG8 的同源物袁参与自

噬遥 LC3 蛋白合成后被 ATG4 家族蛋白切割掉 C 端

5 肽袁暴露甘氨酸残基袁产生胞浆定位的 LC3-玉曰
LC3-玉会被包括 Atg7 和 Atg3 在内的泛素样体系修

饰和加工袁随后与磷脂酰乙醇胺结合形成LC3-域[34]遥
LC3-域/LC3-玉比值升高表明自噬水平升高[35]遥 p62
是反映自噬活性的标记蛋白袁其蛋白的水平与自噬

呈负相关袁即出现自噬时袁在细胞质中 p62 蛋白不

断被降解曰当自噬活性减弱尧自噬功能缺陷时袁p62
蛋白会在细胞质中不断累积[36]遥 Akt 位于一个级联

信号通路的顶端 [37]袁通过与溶酶体蛋白 2 结合袁参
与抑制自噬体形成和溶酶体积累袁可以直接或间接

使 mTOR 磷酸化[38]遥 mTOR 是一种相对分子质量为

289 kDa 的非典型的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶袁可形

成 mTORCl 和mTORC2两种不同复合物[39]遥 自噬启动

因子由Atg13尧Unc-51 样激酶尧抑癌基因 RB1 诱导

卷曲螺旋 1 组成袁mTOR 能高度磷酸化 Atg13袁使
Atg13 与 Unc-51 样激酶分离袁降低 Unc-51 样激酶

的活性袁从而抑制细胞自噬袁是自噬调控的中心蛋

白[40]遥 研究表明袁p-Akt尧p-mTOR 可以减轻 OGD 损

伤袁发挥保护细胞的作用[41]遥 HIF-1琢 是在缺血缺氧

的病理状态下表达的一种关键转录调节因子[42]袁位
于mTOR下游遥在缺氧条件下袁HIF-1琢在细胞内积累袁
并转运至细胞核中遥 mTOR 调控 HIF-1琢 mRNA 的

合成与蛋白的表达[43]遥 研究表明袁抑制 HIF-1琢 的表

达或基因敲除可抑制细胞自噬袁增加细胞活力[14袁44]袁
说明 HIF-1琢 与神经元自噬调控相关遥 综上袁Akt/
mTOR/HIF-1琢 可能参与了细胞自噬的调控遥

DEX 是近年来应用于临床麻醉和镇静的新型尧
高选择性 琢2 肾上腺素受体激动剂[45]遥研究提示袁DEX
对海马和皮质缺血损伤具有保护作用[46]袁且其神经

保护作用与激活 PI3K/Akt/mTOR 信号通路和下调

HIF-1琢 蛋白表达有关[47-48]遥故本研究选择 DEX 作为

本研究的阳性对照药遥 据本研究结果显示袁OGD 诱

导细胞后袁细胞存活率显著降低袁自噬小体及自噬溶

酶体显著增多袁MDC 荧光斑点及强度显著增强袁
LC3-域/LC3-玉尧Beclin-1尧HIF-1琢 的表达量显著上

调袁p62尧p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR 显著下调袁提示

OGD 可激活 Akt/mTOR/HIF-1琢 通路袁增强细胞自

噬遥经过 DEX 和姜黄素低尧中剂量处理后袁上述指标

逆转袁被 OGD 诱导的 PC12 细胞存活率升高袁细胞

自噬小体尧自噬溶酶体数量及荧光斑点尧荧光强度降

低袁并下调 Beclin-1尧LC3-域/LC3-玉尧HIF-1琢 蛋白相

对表达量袁p62尧p-Akt/Akt尧p-mTOR/mTOR 上调遥 这

表明姜黄素可抑制 OGD 诱导的 PC12 细胞自噬损

伤袁与调控 Akt/mTOR/HIF-1琢 信号通路有关遥
综上所述袁姜黄素可能通过 Akt/mTOR/HIF-1琢

通路袁抑制 OGD 诱导的 PC12 细胞自噬损伤遥 从西

医机制论述袁姜黄素通过抑制细胞自噬发挥神经保

护作用曰从中医角度论述袁姜黄素通过发挥活血化瘀尧
阻止瘀毒侵蚀袁使脑络通尧气血畅袁达野驱邪扶正冶之
效遥近年研究提示袁mTOR 是缺血损伤细胞自噬调控

的关键激酶[5]遥 经由 mTOR 调控的信号通路主要包

括 3 条袁其中 Akt和丝裂原活化蛋白激酶信号转导可

激活 mTOR 从而抑制细胞自噬[49]袁而丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶信号转导则抑制 mTOR 促进细胞自噬等[50]遥
同时存在线粒体损伤时袁PTEN 基因诱导激酶 1 稳

定并招募 E3 连接酶帕金蛋白袁启动的线粒体自噬

机制[51]遥另外袁自噬和焦亡尧铜死亡尧铁死亡之间亦存

在串话机制遥 后续可深入探究姜黄素抗细胞自噬的

其他机制袁明确IS 缺血损伤的现代病理分子机制袁
以期为后续研究及临床治疗提供一定参考靶标和

思路遥
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