
新生儿缺血缺氧性脑病是围产期窒息造成的

严重脑损伤，是新生儿致残的主要原因之一，也是

儿童院外心跳呼吸骤停死亡的最常见原因之一［1］。

神经细胞的糖氧剥夺（oxygen⁃glucose deprivation，

OGD）模型常用于模拟缺血缺氧性脑病的病理生理

过程［2］，研究发现神经细胞凋亡是缺血缺氧性脑病

的主要原因。线粒体自噬是细胞利用自噬机制选

择性清除受损或多余线粒体的过程，可以拮抗细胞

凋亡，对在缺血缺氧条件下维持细胞存活及内环境

稳态非常重要［3-4］。
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［摘 要］ 目的：探讨Max作用蛋白 1⁃0（max action protein 1⁃0，Mxi1⁃0）在氧糖剥夺（oxygen⁃glucose deprivation，OGD）诱导

SH⁃SY5Y细胞凋亡中的作用。方法：利用Western blot检测 SH⁃SY5Y细胞在OGD条件下Mxi1⁃0和线粒体自噬相关蛋白LC3⁃
Ⅱ、p62、Tom20的表达水平。Mxi1⁃0 siRNA转染SH⁃SY5Y细胞，以CCK⁃8法和Annexin V/PI染色法检测Mxi1⁃0在OGD诱导细

胞凋亡中的作用。结果：OGD条件下，SH⁃SY5Y细胞中Mxi1⁃0的表达先上升后下降。OGD处理使线粒体自噬相关蛋白LC3⁃Ⅱ
表达升高，p62和Tom20蛋白表达下降。OGD条件下，Mxi1⁃0沉默可抑制OGD诱导的线粒体自噬，增强OGD诱导的SH⁃SY5Y
细胞凋亡。结论：Mxi1⁃0通过增强线粒体自噬拮抗OGD诱导的SH⁃SY5Y细胞凋亡。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the role of max action protein 1⁃0（Mxi1⁃0）in SH⁃SY5Y cell apoptosis induced
by oxygen⁃glucose deprivation（OGD）. Methods：The expression levels of Mxi1⁃0 and mitophagy related proteins LC3⁃Ⅱ，p62，Tom20
in SH⁃SY5Y cells under OGD conditions were detected by Western blot. Mxi1 ⁃ 0 siRNA was tranfected into SH⁃SY5Y cells. The
expression of Mxi1 ⁃ 0 and mitophagy related proteins（LC3 ⁃Ⅱ，p62，Tom20）were detected in SH ⁃ SY5Y cells under OGD using
Western blot. The role of Mxi1⁃0 in OGD⁃induced apoptosis was detected using CCK⁃8 method and Annexin V/PI staining. Results：
The expression of Mxi1⁃0 increased firstly and then decreased in SH⁃SY5Y cells after OGD treatment. The expression of mitophagy
related protein LC3 ⁃Ⅱ increasesed and the expression of p62 and Tom20 proteins decreased after OGD treatment. Under OGD
conditions，Mxi1⁃0 silence reduced mitophagy in SH⁃SY5Y induced by OGD，and increase the apoptosis of SH⁃SY5Y induced by OGD.
Conclusion：Mxi1⁃0 antagonizes OGD induced apoptosis of SH⁃SY5Y cells by enhancing mitochondrial autophagy.
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既往研究发现 Max 作用蛋白 1⁃0（max action
protein 1⁃0，Mxi1⁃0）主要位于细胞质［5］，本课题组前

期研究发现，Mxi1⁃0主要位于细胞质线粒体中［6］，是

缺氧条件下调节细胞凋亡的关键因子［6-7］，但其在缺

血缺氧诱导的神经细胞凋亡中的作用及机制尚不清

楚。本研究通过对体外培养的SH⁃SY5Y细胞行OGD
处理，进而在体外模拟神经元缺血缺氧，观察Mxi1⁃0
表达变化及对线粒体自噬和细胞凋亡的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

SH⁃SY5Y细胞（中国科学院上海细胞生物学研

究所）、DMEM培养基、胎牛血清（Gibco公司，美国）、

PI/Annexin V 凋亡检测试剂盒（南京凯基生物公

司）、Lipofectamine 2000（Invitrogen公司，美国）、小

鼠抗β⁃肌动蛋白单克隆抗体（Sigma公司，美国），

小鼠抗 p62、TOM20、LC3⁃Ⅱ抗体（Cell Signaling
Techonolgy公司，美国）、CCK⁃8试剂（Roche公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

SH⁃SY5Y细胞株在含 10 %胎牛血清、青霉素

（100 U/mL）和链霉素（100 μg/mL）的DMEM培养基

中，于 37 ℃、5% CO2浓度下培养，每 3 d更换 1次培

养基。

1.2.2 OGD实验模型建立

将对数生长期的 SH⁃SY5Y细胞接种于 60 mm
培养皿或96孔板中，于第2天将已贴壁细胞更换为

无糖无血清培养基并置于缺氧装置中（37 ℃、5%
CO2、1% O2、94% N2），按照实验需求作用不同时间

后用于随后的实验。

1.2.3 CCK⁃8检测细胞活性

将对数期生长的SH⁃SY5Y细胞按1×104个/孔接

种于96孔板中，实验分3组：空白对照组、阴性对照

组（NC组）和Mxi1⁃0⁃siRNA 组（siMxi1⁃0组），每组设

5个复孔。转染相应 siRNA 24 h后于OGD条件下

培养 4 h，每孔加入 10 μL CCK⁃8 试剂，继续孵育

1.5 h。酶标仪在450 nm处测定吸光度值。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡

胰酶消化、收集各组细胞，预冷PBS洗涤后调整

细胞密度1×107个/mL，取100 μL 细胞悬液于流式管

中，加入 200 μL结合缓冲液、5 μL Annexin V⁃FITC
和5 μL PI，混匀后室温避光放置15 min，上机检测。

1.2.5 Western blot检测蛋白表达

收集各组细胞，蛋白提取及Western blot检测参

照既往文献的方法进行［8］，一抗4 ℃孵育过夜，TBST
洗膜3次后加入二抗室温孵育1.5 h，TBST洗膜3次
后ECL曝光。

1.2.6 小干扰RNA转染SH⁃SY5Y细胞

将对数生长期的SH⁃SY5Y细胞接种到6孔板中

培养 24 h，使转染当天细胞汇合率处于 50%~60%。

转染步骤按 Lipofectamine 2000操作说明进行。转

染 48 h后将细胞置于OGD条件下培养 4 h，Western
blot 检测干扰效率。

1.3 统计学方法

所有实验重复 3次，用 SPSS13.0统计软件分析

数据，符合正态分布的数据以均数±标准差（x ± s）表

示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD⁃t检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 OGD条件下SH⁃SY5Y细胞中Mxi1⁃0的表达

SH⁃SY5Y细胞经OGD处理不同时间后，利用

Western blot 方法检测细胞中Mxi1⁃0蛋白表达的变

化，结果（图 1）显示，Mxi1⁃0表达在OGD 1 h后呈时

间依赖性增加（P < 0.01），4 h后呈时间依赖性下降

（P < 0.01）。
2.2 OGD条件下 SH⁃SY5Y细胞中线粒体自噬水平

升高

Western blot检测结果（图 2）显示，与对照组正

常细胞相比，OGD组细胞中线粒体自噬相关蛋白
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A：Werstern blot检测OGD处理不同时间后，细胞中Mxi1⁃0蛋

白的表达；B：OGD处理不同时间后，定量分析细胞中Mxi1⁃0蛋白的

相对表达量。与0 h组相比，*P < 0.01（n=3）。
图1 OGD条件下SH⁃SY5Y细胞中Mxi1⁃0表达

Figure 1 The expression of Mxi1⁃0 in SH⁃SY5Y cells un⁃
der OGD condition
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率；E：各组凋亡率定量分析。与空白对照组比较，*P < 0.01；与NC组比较，#P < 0.01（n=3）。
图3 Mxi1⁃0沉默对OGD诱导的SH⁃SY5Y细胞活力及凋亡的影响

Figure 3 Effects of Mxi1⁃0 silence on OGD⁃induced SH⁃SY5Y cell activity and apoptosis
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A：Werstern blot检测细胞中LC3⁃Ⅱ、p63、Tom20蛋白的表达；B：两组LC3⁃Ⅱ蛋白相对表达水平的比较；C：两组p62蛋白相对表达水平的

比较；D：两组Tom20蛋白相对表达水平的比较。与对照组相比，*P < 0.01（n=3）。
图2 OGD条件下SH⁃SY5Y细胞中线粒体自噬相关蛋白的表达

Figure 2 The expression of mitophagy related proteins in SH⁃SY5Y cells under OGD conditions

LC3⁃Ⅱ表达水平显著升高（P < 0.01），p62（P < 0.01）
及Tom20（P < 0.01）表达水平显著降低。

2.3 Mxi1⁃0影响OGD诱导的SH⁃SY5Y细胞凋亡

Western blot检测结果（图 3A、B）显示，在OGD
条件下，与 NC 组和空白对照组相比，siMxi1⁃0组

Mxi1⁃0蛋白表达水平显著降低（P < 0.01）。CCK⁃8
检测结果（图 3C）显示，在OGD条件下，siMxi1⁃0组

细胞增殖率显著低于 NC 组和空白对照组（P <
0.01）。流式细胞术检测结果（图 3D、E）显示，在

OGD条件下，siMxi1⁃0组细胞凋亡率显著高于NC组

和空白对照组（P < 0.01）。
2.4 Mxi1⁃0影响OGD诱导的线粒体自噬

Western blot检测结果（图 4）显示，在OGD条件

下，与NC组相比，siMxi1⁃0组细胞中LC3⁃Ⅱ蛋白表

达水平显著降低（P < 0.01），p62和Tom20蛋白表达

水平都显著升高（P < 0.01）。
3 讨 论

缺氧缺血性脑病涉及复杂的病理生理过程，如

氧化应激、能量衰竭、活性氧的过量产生及线粒体

损害等，常导致严重的组织损伤，甚至细胞死亡［9］。

大量研究表明线粒体自噬可以通过拮抗缺氧缺血

条件下诱导的神经细胞凋亡，减轻缺血缺氧性脑损

伤［10-11］，且线粒体自噬功能障碍时，神经细胞凋亡常

增多，缺血缺氧性脑损害加重［12-13］。均提示线粒体

自噬在缺血缺氧性损害中发挥保护作用。

Löfstedt等［14］在乳腺癌细胞中发现，急性缺氧诱

导Mxi1⁃0的快速表达，而慢性缺氧诱导Mxi1⁃0的持
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A：Werstern blot检测各组LC3⁃Ⅱ、p63、Tom20蛋白的表达；B：各组LC3⁃Ⅱ蛋白表达水平的比较；C：各组p62蛋白表达水平的比较；D：各组

Tom20蛋白表达水平的比较。两组比较，*P < 0.01（n=3）。
图4 沉默Mxi1⁃0对线粒体自噬相关蛋白的影响

Figure 4 Effects of Mxi1⁃0 silence on mitophagy related proteins

续表达，提示Mxi1⁃0对于适应缺氧条件至关重要。

为了解Mxi1⁃0在缺氧缺血环境下对线粒体自噬和

细胞凋亡的影响，本研究采用来源于人神经母细胞

瘤的细胞株 SH⁃SY5Y建立体外OGD模型模拟体内

神经元缺氧缺血环境。SH⁃SY5Y细胞具有分化程

度低、培养体系稳定、连续稳定传代等优势，其细胞

形态、生理生化功能与神经细胞极为相似，是研究

神经元凋亡机制最常用的细胞模型［15-16］。

本课题组前期研究表明在缺氧诱导人脐静脉

内皮细胞凋亡过程中，Mxi1⁃0蛋白的表达在缺氧处

理后呈先上升后下降趋势，抑制Mxi1⁃0蛋白的表达

后，缺氧诱导的细胞凋亡下降［6］。本研究亦发现在

OGD诱导SH⁃SY5Y细胞凋亡的过程中，Mxi1⁃0蛋白

的表达在OGD处理后呈先上升后下降趋势，提示

Mxi1⁃0亦可能参与了OGD诱导的 SH⁃SY5Y细胞凋

亡。为了确定Mxi1⁃0在OGD诱导 SH⁃SY5Y细胞凋

亡中的作用，本研究采用 siRNA方法抑制OGD条件

下Mxi1⁃0的表达。结果表明，在OGD条件下抑制

Mxi1⁃0的表达后，SH⁃SY5Y细胞活力下降，凋亡升

高，这表明在OGD条件下Mxi1⁃0发挥抗凋亡功能。

本课题组前期研究发现在缺氧诱导的内皮细胞凋

亡中，Mxi1⁃0发挥促凋亡功能。Mxi1⁃0在细胞凋亡

中发挥不同功能可能是由细胞背景或细胞外界应

激条件所决定的。

Zuo等［17］在成年大鼠大脑缺血模型中发现在早

期缺氧缺血应激条件下，线粒体自噬清除受损的线

粒体，促进缺氧缺血条件下神经细胞的存活。Wu
等［18］发现，氢通过调节PINK1/Parkin信号通路介导

的线粒体自噬，减少细胞凋亡，对缺血再灌注的海

马神经元细胞起保护作用。Li 等［19］发现促进OGD
诱导的线粒体自噬，可减少OGD再灌注后线粒体功

能障碍及神经细胞凋亡。以上研究均证实了线粒

体自噬在缺血缺氧的过程中起保护作用。本研究

还发现，OGD条件下SH⁃SY5Y细胞中线粒体自噬相

关蛋白LC3⁃Ⅱ表达水平显著升高，p62及Tom20表

达水平显著降低。提示OGD处理可诱导 SH⁃SY5Y
细胞发生线粒体自噬。进一步实验发现，当Mxi1⁃0
表达被抑制后，线粒体自噬相关蛋白 LC3⁃Ⅱ表达

水平显著降低，p62及 Tom20表达水平显著升高，

提示线粒体自噬水平也随之下降，从而推测Mxi1⁃
0可能通过调节线粒体自噬水平抵抗OGD诱导的

SH⁃SY5Y细胞凋亡。

综上所述，本研究发现Mxi1⁃0对OGD诱导的

SH⁃SY5Y细胞凋亡有一定抑制作用，且与线粒体自

噬有关。在本研究基础上，通过动物实验验证Mxi1⁃0
在缺氧缺血脑损伤中的抗凋亡作用并进一步研究

其调控线粒体自噬的机制，对临床治疗缺氧缺血性

脑损伤具有指导意义。
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