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哈蟆油酶解物激活MAPK/ERK信号凋亡途径修复

皮质酮诱导HT-22细胞损伤作用

李唯嘉1，马超1，刘萌萌1，裴科1，林喆1，律广富2*

（1.长春中医药大学药学院，吉林长春 130117）（2.长春中医药大学吉林省人参科学研究院，吉林长春 130117）

摘要：为研究哈蟆油（Oviductus Ranae，OR）对海马神经元细胞保护作用机制，该研究通过皮质酮

（Corticosterone，CORT）诱导 HT-22 细胞损伤模型探究哈蟆油酶解物对小鼠海马神经元细胞（HT-22）细胞损伤模

型的保护作用及其作用机制。采用 CORT 与 HT-22 细胞共同培养建立 HT-22 细胞损伤模型，给予哈蟆油酶解物再

次孵育，将 ERK 信号通路抑制剂 PD98059 加入 HT-22 细胞中。采用 MTT 法、Hochest 33258 染色、流式细胞术、

Western blot 技术检测 HT-22 细胞凋亡情况和相关蛋白表达以及 MAPK/ERK 信号通路蛋白表达。结果显示高水平

CORT 能够诱导 HT-22 细胞损伤，哈蟆油酶解物能够使 CORT 诱导的 HT-22 细胞活力提升 62.5%~87.5%，凋亡比例

降低 50%~70%。哈蟆油酶解物能够上调 BCL-2、P-ERK1/2 蛋白表达，同时下调 BAX、Caspase-3、Caspase-9 的蛋

白表达。上述结果表明，高水平 CORT 是通过抑制 MAPK/ERK 信号通路促进凋亡的发生从而诱导 HT-22 细胞损伤，

哈蟆油酶解物能够通过激活 MAPK/ERK 信号通路调节 BLC-2、BAX、Caspase-3、Caspase-9 凋亡相关蛋白的表达进

而抑制凋亡的发生减轻神经元损伤，该作用机制为哈蟆油发挥抗抑郁作用的关键途径之一。
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Hydrolysate of Oviductus Ranae Activates MAPK/ERK Signaling Apoptosis 

Pathway to Repair Corticosterone-induced Damage in HT-22 Cells
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Abstract: To examine the protective mechanism of oviductus ranae (OR) on hippocampal neuronal cells, this study 

explored the protective effect and mechanism of OR hydrolysate in a corticosterone (CORT)-induced mouse hippocampal 

neuron (HT-22) model of cell injury. HT-22 cells were co-cultured with CORT to establish an injury model, then further 

incubated with OR hydrolysate, followed by the addition of the ERK signaling pathway inhibitor PD98059. MTT assay, 

Hoechst 33258 staining, flow cytometry and Western blot were employed to assess cell apoptosis, protein expression, and 
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哈蟆油（Oviductus Ranae, OR）是中国林蛙雌

蛙的干燥输卵管制品，于 1985 年被《中国药典》

所收录，中医认为哈蟆油性平，味甘、咸，归肾、

肺经，具有补肾益精、养阴润肺的功效 [1] 。现代研

究发现哈蟆油具有多种化学成分，包括蛋白质、氨

基酸、脂肪酸、磷脂、固醇以及矿物质元素，同时

哈蟆油也被报道具有多种药理活性，其药理作用包

括抗炎、抗氧化、抗疲劳、抗衰老、抗抑郁、抗骨

质疏松、止咳、调节免疫、雌激素样作用等 [2-5] 。

抑郁症是一种心理障碍性疾病，通常表现为情

绪低落、快感缺乏、绝望，且伴随着焦虑、失眠、

反应迟缓、学习记忆能力下降，在病情严重情况下

患者常在自身的不良情绪状态下产生自残或自杀等

负面想法 [6-8] 。近年来，抑郁症发病率呈逐年上升趋

势，据统计全球抑郁症患者已超过 3 亿，未来极有

可能成为世界第二大类疾病 [9] 。

下丘脑 - 垂体 - 肾上腺（HPA）轴假说是目前

较为公认的抑郁症发病机制，该假说认为 HPA 轴能

够调节人体压力反应，但长期接受压力应激后会使

HPA 轴出现过度激活显现，致使体内糖皮质激素过

度分泌 [10] 。研究证实糖皮质激素升高常常会伴随着

大脑海马区域的结构变化及神经元损伤，海马区是

记忆、学习和情绪控制的重要区域，海马区也作为

应激反应的靶区，常作为抑郁症和情绪应激研究中

的研究对象 [11,12] 。Andiara 等 [13] 研究发现过量 CORT
能够诱发 HT-22 的凋亡，并通过该细胞模型阐释了

胍丁胺抗抑郁作用潜在的分子机制。

丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）是一类参与细

胞生长、发育、增殖、分化、凋亡以及炎症反应的

丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，目前研究认为 MAPK 信

号通路主要由细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2)、
c-jun 氨基末端激酶（JNK）、p38 MAPK 以及 ERK 
5 途径组成 [14-16] 。有实验证实激活 MAPK /ERK 1/2

信号通路能够抑制由 1- 甲基 -4- 苯基吡啶（MPP+）
诱导的 PC12 细胞损伤，因此 MAPK/ERK 信号通

路的激活对神经细胞的保护有着着重要的作用 [17] 。

Ling 等 [18] 通过研究证实哈蟆油的大鼠含药血清能够

通过调节 MAPK 信号通路抑制 H2O2 诱导的大鼠卵

巢细胞凋亡，因此认为哈蟆油具有一定的细胞保护

作用并且该作用与 MAPK 凋亡通路密切相关。

目前研究中暂无关于哈蟆油对于 HT-22 细胞保

护作用及作用机制的报道，因此本研究采用高剂量

CORT 制备 HT-22 细胞损伤模型，对哈蟆油酶解物的

HT-22 细胞保护作用进行探究，并以 MAPK/ERK 信

号通路为研究对象探究哈蟆油酶解物发挥神经元保

护作用的机制，进一步阐释哈蟆油抗抑郁作用的现

代科学内涵。

1  材料与方法

1.1 试剂与仪器

哈蟆油由通化鼎参药业提供；HT-22 细胞来源

于中国细胞资源；DMEM 培养基、无菌 PBS 购自美

国 Hyclone 公司；胎牛血清购自以色列 BI ；DMSO
购自天津津东天正精细化学试剂厂；甲醇由北京化

工厂提供；CORT 购自上海罗恩试剂公司；NaOH 购

自国药集团化学试剂有限公司；胃蛋白酶、胰蛋白

酶、MTT、BCA 试剂盒、青霉素 - 链霉素双抗、

Annexin V-FITC/PI 试剂盒、4×SDS-PAGE 浓缩胶缓

冲液、4×SDS-PAGE 分离胶缓冲液、30%（29:1）
制胶液购买于北京索莱宝生物科技有限公司；蛋白

质常规分子量标记、GAPDH、Bcl2 抗体、BAX
抗体、Caspase3 抗体、Caspase9 抗体、ERK1/2 抗体、

p-ERK1/2 抗体、JNK 抗体、p-JNK 抗体、p38 抗体

购买于武汉三鹰生物技术有限公司、p-p38 抗体购

自上海泊湾生物科技有限公司；RIPA 裂解液、蛋白

MAPK/ERK signaling pathway activity. Results demonstrated that elevated levels of CORT induced damage in HT-22 cells, 

while OR hydrolysate enhanced cell viability by 62.5%~87.5%, and reduced apoptosis rates by 50%~70%. Moreover, OR 

hydrolysate upregulated BCL-2 and P-ERK1/2 protein expression, and downregulated BAX, Caspase-3 and Caspase-9 

protein expressions. These findings indicate that high CORT levels promote apoptosis by inhibiting the MAPK/ERK signaling 

pathway, leading to HT-22 cell damage. OR hydrolysate regulates the expression of apoptosis-related proteins, (BLC-2, 

BAX, Caspase-3 and Caspase-9) by activating the MAPK/ERK signaling pathway, thereby inhibiting apoptosis and reducing 

neuronal damage. This mechanism represents a key pathway through which OR exerts anti-depressive effects.

Key words: oviductus ranae hydrolysate; mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase; 

apoptosis; HT-22 cells
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酶磷酸酶抑制剂混合物、超敏 ECL 化学发光试剂盒、

一抗稀释液、二抗稀释液、Hochest 33258 试剂购买于

上海碧云天生物；PVDF 膜购买于美国伯乐公司。

JA2003B 电子天平，上海越平科学仪器有限

公司；DY89- Ⅱ匀浆机，宁波新芝生物科技股份有

限公司；311 细胞培养箱，美国赛默飞世尔公司；

CKX41 倒置生物显微镜，日本奥林巴斯；SW-CJ-2F
医用型超净工作台，苏州苏静集团；U-LH100HG 荧

光显微镜，日本奥林巴斯；Gallios 双激光流式细胞

仪，美国贝克曼公司；SLI-700 恒温培养箱，日本

EYELA ；Epoch2 全波长酶标仪，美国伯腾仪器有

限公司；PowerPacTM Basic 电泳仪，美国伯乐生命

医学产品有限公司；Q9-Alliance 化学发光成像系统，

英国 UVItec 公司。

1.2 实验方法

1.2.1 哈蟆油酶解物的制备及检测

哈蟆油干粉按料液比 1:100 加入 pH 值为 4.5 的

柠檬酸，浸泡 36 h 后匀浆，匀浆后加入 2 000 mL
蒸馏水，煎煮 2 h，冷却，用 10 mmol/L HCl 溶液调

pH 值至 3.0，按酶与底物比 1:2 000 加入胃蛋白酶，

37 ℃酶解 2 h，酶解后样品煮沸 15 min 将酶灭活，

调 pH 值至 10.0，按酶与底物比 1:100 加入胰蛋白酶，

55 ℃酶解 6 h，酶解后样品煮沸 15 min，将酶灭活，

用 0.1 mol/L NaOH 调 pH 值到 7.0，10 000 r/min 离心

15 min，收集上清液冻干得到哈蟆油蛋白酶解物 [19] 。

将哈蟆油酶解物中加入 2 wt.% 氢氧化钠甲醇溶

液，水浴上回流 , 直至油滴消失。加入 φ=15% 三氟

化硼甲醇溶液，在继续回流。加入 10 mL 正庚烷，

振摇，再加入饱和氯化钠水溶液，静置分层。吸

取上层正庚烷提取溶液大约 5 mL 试管中，加入大

约 5 g 无水硫酸钠，振摇后静置 5 min，吸取上层

溶液到进样瓶中待测定。毛细管色谱柱：石英毛细

管柱（60.00 m×0.25 mm×0.15 μm）、进样器温度：270 ℃、

检测器温度：280 ℃、程序升温：初始温度 100 ℃，

持续 13 min ；100~180 ℃，升温速率 10 ℃ /min，
保持 6 min ；180~200 ℃，升温速率 1 ℃ /min，保持

20 min；200~230 ℃，升温速率 4 ℃ /min，保持 10.5 min、
载气：氮气、分流比：100:1、进样体积：1.0 μL。

1.2.2 细胞培养和处理

HT-22 细胞在高葡萄糖 DMEM 和 10% 胎牛血

清中培养，补充有 100 U/mL 青霉素和 100 g/mL 链

霉素在 37 ℃的 φ=5% CO2 中培养。选择处于指数生

长阶段的细胞进行实验。在实验过程中，细胞在 96
孔板上密度为每孔 2×104 个的 0.2 mL DMEM 培养

基中生长，在 6 孔板上在密度为每孔 1.5×105 个

的 2 mL DMEM 培养基中生长 [20] 。将接种的 HT-22
细胞与纯度为 92% 的 0.7 μmol/mL CORT 孵育 24 h 以

建立损伤模型。成型完成后弃去培养板中的原始培养

基，使用含有哈蟆油酶解物（1.0、0.8、0.6 mg/mL）
的 DMEM 培养基置换原始培养基 24 h，以此研

究哈蟆油酶解物的神经保护作用。分为五个治疗

组，包括对照组，0.7 μmol/mL 的 CORT 的模

型组和 0.7 μmol/mL 的 CORT 加以 1.0、0.8、0.6 mg/mL
的哈蟆油酶解物。然后将细胞与 CORT 和哈蟆油酶

解物共孵育 24 h [21] 。

1.2.3 MTT法检测细胞活力

使用 MTT 测定进行细胞活力测定，HT-22 细胞

在 96 孔板中培养，细胞粘附生长后对 HT-22 细胞

进行造模和给药。然后将 MTT 溶液加入到每个孔中

并在 37 ℃下孵育 4 h，然后吸出培养基，向溶解到甲

瓒的每个孔中加入 150 μL DMSO。在 490 nm 的波长

下测量吸光度（OD）。空白组的细胞存活率设置为

100%，并计算其他组的细胞存活率 [22] 。

M = 
A1

A2
×100%                                                （1）

式中：

M——细胞存活率，% ；

A1——各实验组吸光度值；

A2——空白组吸光度值。

1.2.4 细胞形态学观察

将 HT-22 细胞培养在 6 孔板中进行造模和给药。

给药后在倒置显微镜下观察 HT-22 细胞的形态，并

通过拍照记录形态变化。

1.2.5 Hochest 33258染色

将 HT-22 细胞接种于 6 孔板中进行造模和给药。

细胞用 0.5 mL 固定液固定 10 min，然后除去固定液，

用 PBS 洗涤两次，向上述细胞中加入 1 mL Hoechst 
33258 染色液，在 37 ℃恒温培养箱中孵育 20 min，
然后除去染色液，用 PBS 洗涤 2 次，在荧光显微镜

200× 下观察染色结果 [23] 。

1.2.6 流式细胞术检测HT-22细胞凋亡情况

细胞培养方法如 1.2.5。用不含 EDTA 的胰蛋白

酶消化细胞，收集到离心管中，离心（1 000 r/min，
5 min），用预冷的 PBS 洗涤，用结合缓冲液重悬细
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胞，调节浓度至每毫升 1×106 个。根据 Annexin V-FITC/
PI 试剂盒说明依次加入 Annexin V-FITC 和 PI，并

采用流式细胞术观察细胞凋亡情况 [24] 。

1.2.7 Western Blot法检测HT-22细胞凋亡相关蛋白

及MAPK信号通路蛋白表达

收集 HT-22 细胞，用冷 PBS 洗涤两次，并置于

RIPA 裂解缓冲液中在冰上裂解。将裂解物在 4 ℃、

12 000 r/min 条件下离心 5 min，然后收集上清液。蛋

白质浓度采用 BCA 法测定。将等量的蛋白质通过十二

烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分

离，然后转移到聚偏二氟乙烯膜（PVDF）上。将

膜封闭在含有 φ=5% 脱脂奶粉的 TBST 溶液中，室

温下封闭 1 h。加入一抗并在 4 ℃下过夜。用 TBST
清洁膜 3 次，每次 5 min，加入二抗并在室温下孵

育2 h。使用化学发光检测试剂盒对信号进行可视化，

用 Image J 软件量化蛋白质条带的灰度值。

1.3 数据分析

采用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析，以（x-±s）
表示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 检验。以 P＜0.05 为差异

有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 哈蟆油酶解物脂肪酸成分检测

通过对哈蟆油酶解物中的脂肪酸成分进行分

析，在 570 nm条件下得到脂肪酸类成分 7种（图 1）。
分别为棕榈酸、棕榈油酸、硬脂酸、油酸、亚油酸、

亚麻酸、花生四烯酸。其中亚油酸、亚麻酸、花生

四烯酸等多不饱和脂肪酸的缺乏是抑郁症的病理状

态之一 [25] 。

图 1 哈蟆油酶解物的成分分析

Fig.1 Component analysis of OR hydrolysate

注：570 nm 波长下，在哈蟆油酶解物中检测到 7 种脂

肪酸成分。

2.2  哈蟆油酶解物能够提高HT-22细胞的细
胞活力

为研究哈蟆油酶解物对 HT-22 细胞活性影响，

采用不同浓度的哈蟆油酶解物分别处理细胞 24、
48、72 h，用 MTT 法测定细胞活力，经哈蟆油酶解

物处理后在 24、48、72 h 三个时间段 HT-22 细胞的

细胞活力均有所升高，并且能够发现给药 24 h 后在

1.0、0.8、0.6 mg/mL 三个质量浓度下细胞活力较其

余各组升高更为明显（图 2）。通过上述结果我们确

定了哈蟆油酶解物的给药时间为 24 h，给药质量浓

度为 1.0、0.8、0.6 mg/mL。

图 2 各时间段下哈蟆油酶解物不同浓度对 HT-22

细胞活力的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of OR hydrolysate

 on the viability of HT-22 cells at each time periods

注：与空白对照组相比
*P＜0.05，**P＜0.01。

2.3 哈蟆油酶解物改善皮质酮诱导HT-22细
胞形态改变及细胞活力下降

为了研究哈蟆油酶解物对 CORT 诱导的 HT-22
细胞损伤的治疗作用，采用 CORT 处理细胞 24 h，
随后给予哈蟆油酶解物后再次处理 24 h，通过 MTT
法测定细胞活力。CORT 处理后的 HT-22 细胞细胞

活力较对照组比较出现明显的下降，经哈蟆油酶

解物给药后 HT-22 细胞的细胞活力出现明显提高

（图 3a）。随后通过倒置显微镜（100×）观察了哈

蟆油对 CORT 处理后 HT-22 细胞的形态变化，对照

组可见细胞呈长梭形、数量较多，HT-22 细胞经皮

质酮诱导后表现为细胞数量明显减少、突触变短、

胞体出现分界线不明显、粘附性差、出现大量漂浮

等状态，哈蟆油酶解物给药后发现细胞数量明显增

多，细胞突触较模型组更为明显，细胞分界线更为

明显，该结果显示哈蟆油酶解物能够改善由 CORT
诱导的海马神经元细胞损伤（图 3b）。
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图 3 哈蟆油酶解物对 CORT 诱导 HT-22 细胞损伤的保护作用

Fig.3 Protective effect of OR hydrolysate on CORT-induced HT-22 cell injury

注：a ：哈蟆油酶解物给药 24 h 对 CORT 诱导的 HT-22 细胞活力下降的治疗作用；b ：哈蟆油酶解物给药 24 h 对 CORT 诱

导HT-22细胞损伤状态下细胞形态的影响，观测倍数（100×）。与空白对照组比较 ##P＜0.01，与模型组比较 *P＜ 0.05，**P＜0.01。

图 4 哈蟆油酶解物对 CORT 诱导的 HT-22 细胞凋亡的抑制作用

Fig.4 Inhibition of CORT-induced apoptosis in HT-22 cells by OR hydrolysate

注：a ：HT-22 细胞 Hochest 33258 染色结果，观测倍数（200×）；b、c ：为 Annexin V/PI 双染流式细胞术测定 HT-22 细胞

凋亡率结果。

2.4 哈蟆油酶解物对CORT诱导的HT-22细胞
凋亡的抑制作用

为了探究哈蟆油酶解物能否抑制 CORT 诱导

的 HT-22 细胞凋亡，采用 Hochest 33258 染色与流

式细胞术对 HT-22 细胞凋亡情况进行检测，凋亡细

胞经 Hochest 33258 染色后在荧光显微镜下表现为

细胞核缩小、染色质浓缩、强烈荧光和核碎裂，在

200× 荧光显微镜观察下发现 CORT 能够诱导 HT-22
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细胞凋亡，而经哈蟆油酶解物给药后发现能够抑制

HT-22 细胞凋亡（图 4a）。随后采用 Annexin V-FITC/PI
双染通过流式细胞术对 HT-22 细胞凋亡情况进行进

一步的检测，发现哈蟆油酶解物能够抑制由 CORT
诱导的 HT-22 细胞凋亡，与 Hochest 33258 染色结

果相符（图 4b、4c）。

2.5 哈蟆油酶解物对CORT诱导的HT-22细胞
凋亡相关蛋白的影响

图 5 哈蟆油酶解物对 CORT 诱导的 HT-22

细胞凋亡相关蛋白的影响

Fig.5 Effect of OR hydrolysate on CORT-induced 

apoptosis-associated proteins in HT-22 cells

注：a ：HT-22 细胞 BAX、Caspase-3、Caspase-9、BCL-2

免疫印迹条带；b ：HT-22 细胞 BAX、Caspase-3、Caspase-9、

BCL-2 蛋白相对表达量。与空白对照组比较 ##P＜ 0.01，与

模型组比较 **P＜0.01。

Kvansaku 等 [26] 研究发现 BCL-2 家族之间的相

互作用启动了凋亡 Caspase 级联反应。为进一步探

究蛤蟆油酶解物对 CORT 诱导的 HT-22 细胞的凋

亡作用，采用 Western blot 法对 HT-22 细胞中凋亡

蛋白进行了检测，实验结果发现与空白对照组相

比，模型组细胞 BAX、Caspase-3、Caspase-9 表达

升高以及 BCL-2 蛋白表达水平下降，与模型组相比

哈蟆油酶解物各给药组 Caspase-3、Caspase-9 表达

降低以及 BCL-2 蛋白表达水平升高，该结果表明

哈蟆油酶解物能够通过抑制促凋亡蛋白 Caspase-3、
Caspase-9 的表达和上调凋亡抑制蛋白 BCL-2 的表

达从而抑制 HT-22 细胞凋亡（图 5a、5b）。

2.6 哈蟆油酶解物通过调节HT-22细胞中
ERK1/2信号通路抑制HT-22细胞凋亡

通过上述实验能够证明哈蟆油酶解物对 CORT
诱导的 HT-22 细胞损伤具有保护作用。Dwivedi
等 [27] 研究发现因抑郁症自杀患者脑内 ERK1 和

ERK2 的表达显著低于标准水平，为了研究哈蟆油

酶解物抑制 CORT 诱导 HT-22 细胞损伤的潜在分子

机制，检测了 HT-22 细胞中 p-ERK1/2 的水平，以

确定 MAPK/ERK 信号通路是否参哈蟆油酶解物对

HT-22 细胞的保护作用，实验结果发现经 CORT 诱

导后的 HT-22 细胞 P-ERK1/2 表达水平显著降低，

经哈蟆油酶解物处理后 HT-22 细胞 P-ERK1/2 表达

水平显著增加（图 6a），因此结果表明，哈蟆油酶

解物抑制 HT-22 细胞凋亡的作用可能通过 EKR1/2
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信号通路介导的。随后采用 ERK 信号通路抑制剂

PD98059（20 μmol/L）对 HT-22 细胞进行处理，发

现哈蟆油酶解物对 HT-22 细胞的凋亡抑制作用减

退（图 6b、6c），并且在 Western blot 实验中发

现各给药组细胞中 p-EKR1/2 蛋白表达出现显著

降低，同时也伴随着细胞中 BAX、Caspase-3、
Caspase-9 蛋白表达升高以及 BCL-2 蛋白表达水平

下降（图 6d）。

2.7 讨论

有临床研究发现抑郁症患者的双侧海马体积明

显小于健康人类 [28] ，造成该结果的主要原因可能是

因为抑郁症患者长期处于应激状态下，机体 HPA 轴

处于高度兴奋状态，并分泌大量糖皮质激素，而高

浓度的糖皮质激素与海马糖皮质激素受体结合后能

够刺激细胞 Ca2+ 通道以及谷氨酸 NMDA 受体，导

致海马细胞凋亡，使海马神经元受损 [29] 。因此抑制

海马神经元细胞凋亡，减轻海马神经元损伤也被认

为是治疗抑郁症的有效手段。在本实验中哈蟆油酶

解物的脂肪酸成分以多不饱和脂肪酸为主，而适量

地摄入多不饱和脂肪酸有利于抑郁症的治疗 [30] 。

ERK1/2 对细胞凋亡的调控主要通过调节

BCL-2 和 BAX 蛋白实现。有研究发现，ERK1/2 能

够通过磷酸化的方式激活 cAMP 反应性元素结合蛋

白（CREB），磷酸化的 CREB 入核后能够与 BCL-2
的启动子结合，进一步促进 BCL-2 的表达 [31] 。在

细胞中 BCL-2 与 BAX 相互结合形成一种异源二聚

体，当 BCL-2 表达量增多时，BAX 活性受到抑制，

此时细胞凋亡减缓；当 BAX 表达增多时，BAX 自

身会形成同源二聚体，从包浆转入线粒体内膜，进

而诱导线粒体内膜的细胞色素 C 大量释放进入细胞

质，促使 Caspase-9 前体裂解为活化的 Caspase-9，
活化的 Caspase-9 再使 Caspase-3 前体裂解产生活化

的 Caspase-3，诱发细胞凋亡 [32-34] 。
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图 6 哈蟆油酶解物通过调节 HT-22 细胞中 ERK1/2 信号通路抑制 HT-22 细胞凋亡

Fig.6 OR hydrolysate inhibit HT-22 cell apoptosis by regulating the ERK1/2 signaling pathway in HT-22 cells

注：a ：HT-22 细胞 ERK1/2 信号通路蛋白相对表达量；b ：HT-22 细胞 Hochest 33258 染色结果，观测倍数（200×）；

c ：Annexin V/PI 双染流式细胞术测定 HT-22 细胞凋亡率结果；d ：HT-22 细胞 ERK1/2 信号通路蛋白以及 BAX、Caspase-3、

Caspase-9、BCL-2 蛋白相对表达量。与空白对照组比较 ##P＜0.01。

通过实验发现，在 CORT 诱导下 HT-22 细胞

出明显的细胞活力降低，显微观察发现细胞数量明

显减少、突触变短、胞体出现分界线不明显、粘附

性差、出现大量漂浮等一系列细胞受损状态，经哈

蟆油酶解物给药后发现相较于 CORT 组 HT-22 细

胞活力出现明显升高，显微观察发现细胞数量明显

增多、漂浮细胞减少、突触增多；在后续的流式细

胞术检测结果中我们发现 CORT 组细胞凋亡率较

对照组出现明显升高，经哈蟆油酶解物给药后，细

胞凋亡率显著下降，提示哈蟆油酶解物能够有效的

逆转由 CORT 引起的 HT-22 细胞凋亡损伤。因此，初

步认为哈蟆油酶解物对海马神经元细胞的保护作用

可能是其抗抑郁作用的药效基础。随后，对 MAPK/
ERK 信号通路进行了进一步研究，在实验结果中

发现在 CORT 诱导的 HT-22 细胞中 p-ERK1/2 表达

出现明显降低，BAX、Caspase-9、Caspase-3 表达

增多，BCL-2 的表达降低，表明 ERK1/2 信号通路

在 CORT 的诱导下被抑制，细胞出现凋亡现象，而

经哈蟆油酶解物给药后发现 p-ERK1/2 的表达出现

明显升高，BAX、Caspase-9、Caspase-3 表达下降，

BCL-2 的表达升高，细胞凋亡情况受到有效的控制，

因此，初步推测哈蟆油能够通过激活 MAPK/ERK 信
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号通路发挥神经元保护作用。为了进一步证实哈

蟆油的神经元保护作用与 MAPK/ERK 信号通路的

关系，采用 PD98059 进行辅助研究，PD98059 是

一类非底物依赖性竞争的蛋白激酶抑制物能够通

过结合 MEKl 上的位点抑制其激活与磷酸化从而

抑制 ERK1/2 的磷酸化 [35,36] ，在使用 PD98059 抑制

ERK1/2 的磷酸化的实验结果中发现哈蟆油酶解物

所应具有的细胞保护作用受到了抑制，细胞形态学、

染色及流式细胞术结果显示各给药组凋亡比例与模

型组无显著差异并且均显著低于空白对照组，同时

BAX、BCL-2、Caspase-9、Caspase-3 等蛋白表达与

模型组相比也无显著差异。因此，从该实验结果可

以得出结论哈蟆油酶解物对于 HT-22 细胞的保护作

用是通过激活 MAPK/ERK1/2 信号通路实现的。

3  结论

本研究结果表明，哈蟆油酶解物对 CORT 诱导

的 HT-22 细胞损伤具有保护作用。具体来讲，哈蟆

油酶解物能够增强 HT-22 细胞的活力，抑制 CORT
诱导的 HT-22 细胞凋亡，调节 MAPK/ERK 信号通

路相关蛋白的活性，增加凋亡抑制因子 BCL-2 的表

达，抑制促凋亡因子 BAX、Caspase-3、Caspase-9 表达。

因此，认为哈蟆油酶解物是通过激活 MAPK/ERK 信

号通路抑制神经细胞凋亡，从而发挥保护神经元、

抗抑郁作用。
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