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窑基础研究窑

脊髓康通过 IRE1鄄XBP1 通路抑制内质
网应激诱导的 PC12 细胞凋亡
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摘要摇 目的摇 基于 IRE1鄄XBP1 通路探究脊髓康渊JSK冤抑制内质网应激渊ERS冤诱导的 PC12 细胞凋亡

的作用及机制遥 方法摇 利用神经生长因子渊NGF冤诱导 PC12 细胞为神经元样细胞并通过流式细胞技术鉴

定曰诱导后细胞分为空白组渊无干预措施冤尧模型组咱2 滋mol/L 毒胡萝卜素渊TG冤暂尧脊髓康组渊2 滋mol/L TG 及

0郾 0521 g/mL JSK 水提物冻干粉袁合生药 0郾 625 g/mL冤曰CCK8 法检测各组细胞 24尧48尧72 h 增殖活性袁流式细

胞技术检测各组细胞凋亡状态袁Western Blot 与 q鄄PCR 检测 1 型内质网转膜蛋白激酶渊 IRE1冤尧X 盒结合蛋白

1渊XBP1冤尧葡萄糖调节蛋白 78渊Grp78冤及 C/EBP 同源蛋白渊CHOP冤的蛋白及 mRNA 表达情况袁透射电镜扫描

各组细胞观察细胞及内质网形态学特征遥 结果摇 与空白组比较袁模型组 NGF 诱导的神经元样 PC12 细胞增殖

活性显著降低渊P<0郾 05冤袁晚期凋亡明显增高渊P<0郾 01冤袁电镜扫描显示其细胞粗面内质网结构肿胀袁囊泡化袁呈
典型的细胞凋亡形态曰Grp78尧CHOP 蛋白表达显著升高渊P<0郾 05冤袁XBP1 及 IRE1 蛋白表达也有微微上调袁但
差异无统计学意义渊P>0郾 05冤曰Grp78尧CHOP尧XBP1 及 IRE1 mRNA 表达明显升高渊P<0郾 05袁P<0郾 01冤遥 与模

型组比较袁JSK 组 24尧48尧72 h PC12 细胞增殖活性升高渊P<0郾 05冤袁晚期凋亡及早期凋亡均明显降低渊P<0郾 05袁
P<0郾 01冤曰Grp78尧CHOP 的蛋白及 mRNA 表达均降低渊P<0郾 05冤袁XBP1 及 IRE1 蛋白及 mRNA 表达明显上调

渊P<0郾 05冤遥 透射电镜观察 JSK 组内质网结构仍存在袁存在完整的外膜袁内质网膜破损较轻袁可见部分凋亡形态

学改变遥 结论摇 JSK 可能通过活化 IRE1鄄XBP1 途径改善 TG 诱导的内质网应激状态袁从而抑制ERS 导致的神

经元样 PC12 细胞凋亡袁这可能是其有效改善脊髓损伤后神经元功能修复的机制遥
关键词摇 脊髓损伤曰 脊髓康曰 内质网应激曰 IRE1鄄XBP1 信号通路曰 神经元凋亡

Jisuikang Inhibited the Apoptosis of PC12 Cells Induced by Endoplasmic Reticulum Stress Through

the IRE1鄄XBP1 Pathway 摇 TU Peng鄄cheng1袁2袁GUO Yang1袁2袁 MA Yong1袁2袁3袁 WANG Lei1袁2袁HUANG Gui鄄
cheng1袁2袁 WU Cheng鄄jie1袁2袁and PAN Ya鄄lan1袁4 摇 1 Institute of Traumatology & Orthopedics and Laboratory

of New Techniques of Restoration & Reconstruction of Orthopedics and Traumatology袁Nanjing University of

Chinese Medicine袁Nanjing渊210023冤曰 2 Department of Traumatology & Orthopedics袁Affiliated Hospital of Nan 鄄
jing University of Chinese Medicine袁Nanjing渊210029冤曰 3 School of Chinese Medicine袁School of Integrated
Chinese and Western Medicine袁 Nanjing University of Chinese Medicine袁Nanjing渊210023冤曰 4 Nursing Institu 鄄
te of Integrated Chinese and Western Medicine袁Nanjing University of Chinese Medicine袁Nanjing渊210029冤

ABSTRACT摇 Objective摇 To investigate the role and mechanism of Jisuikang渊JSK冤 in inhibiting endo鄄
plasmic reticulum stress induced PC12 cell apoptosis based on IRE1鄄XBP1 pathway. Methods 摇 PC12 cells
were induced by nerve growth factor 渊NGF冤 and evaluated by flow cytometry to determine the purity of
cells. After induction袁 the cells were divided into control group渊no intervention measures冤袁model group
咱2 滋mol/L toxic thapsigargin 渊TG冤暂袁and JSK group 咱渊2 滋mol/L TG and 0郾 0521 g/mL freeze鄄dried powder
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of JSK water extract渊equal to 0郾 625 g/mL crude drugs冤暂 .The proliferation activity of cells in each group
for 24袁48 and 72 hours was detected by CCK8袁the apoptotic rate of cells was analyzed by flow cytometry袁
the protein and mRNA expressions of inositol requiring enzyme鄄1渊 IRE1冤袁 X鄄box binding protein 1渊XBP1冤袁
glucose regulated protein 78渊Grp78冤袁 C/EBP鄄homologous protein渊CHOP冤 were detected by Western Blot
and q 鄄PCR袁and the morphological characteristics of cells and endoplasmic reticulum were observed by
transmission electron microscopy. Results 摇 Compared with the control group袁the proliferation activity of
NGF鄄induced neuron鄄like PC12 cells in the model group was significantly reduced渊P<0郾 05冤袁and the late
apoptosis was significantly increased 渊P<0郾 01冤 . Rough endoplasmic reticulum was swollen袁 vesiculated
and showed typical apoptotic morphology. The expressions of Grp78 and CHOP were significantly in鄄
creased 渊P<0郾 05冤袁and the expressions of XBP1 and IRE1 were also slightly up鄄regulated袁 but no statisti鄄
cally significant 渊P>0郾 05冤 . Grp78袁CHOP袁XBP1 and IRE1 mRNA expressions were significantly increased
渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤 . Compared with the model group袁the proliferation activity of PC12 cells in JSK group
for 24袁48袁and 72 hours increased 渊P<0郾 05冤袁 and the late and early apoptosis were significantly reduced
渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤 . The expressions of Grp78 and CHOP proteins and mRNA were decreased渊P<0郾 05冤袁
and the expressions of XBP1 and IRE1 proteins and mRNA were significantly up鄄regulated渊P<0郾 05冤 . The
structure of endoplasmic reticulum in JSK group was observed by transmission electron microscopy袁 with
intact outer membrane袁 light damage of endoplasmic reticulum and morphological changes. Conclusion
JSK may activate the IRE1鄄XBP1 pathway to improve the TG鄄induced ERS state袁 thereby inhibiting the ap鄄
optosis of neuron鄄like PC12 cells induced by ERS袁which may be the mechanism of its effective improve鄄
ment of neuronal functional repair after spinal cord injury.

KEYWORDS摇 spinal cord injury曰 Jisuikang曰 endoplasmic reticulum stress曰 IRE1鄄XBP1 signaling path鄄
way曰 neuronal apoptosis

摇 摇 脊髓损伤渊spinal cord injury袁SCI冤是脊柱外科

和神经科学领域的一种严重的运动系统致残性疾病袁
目前尚缺乏有效的治疗方法咱1袁2暂遥 SCI 后原发部位的

脊髓坏死往往难以逆转袁但由局部内微循环障碍或炎

症级联反应等因素导致的继发性损伤却是可以改善

的咱3暂遥 大量实验研究证实袁急性 SCI 后脊髓损伤区域

存在广泛的神经元凋亡现象咱4袁5暂 袁而组织缺血尧低氧尧
氧化应激等刺激诱导的内质网应激是其中重要因素之

一咱6袁7暂 遥 内质网稳态失衡后袁未折叠蛋白蓄积袁细胞产

生应激反应袁激活相关凋亡信号通路袁引起程序性的神

经元死亡咱8袁9暂遥 同时袁细胞也会反馈性的启动自我保护

程序袁即野未折叠蛋白反应冶 渊unfolded protein re鄄
sponse袁UPR冤袁通过内质网感应蛋白咱1 型内质网转膜

蛋白激酶 渊 inositol requiring enzyme鄄1袁IRE1冤尧蛋白

激酶样内质网激酶渊protein kinase RNA鄄Like ER ki鄄
nase袁PERK冤尧活化转录因子 6渊an activating tran鄄
scription factor 6袁ATF6冤暂与内稳态感受器葡萄糖调

节蛋白 78渊glucose regulated protein 78袁Grp78冤解
离袁激活内质网中的一系列促生存机制咱9原11暂遥 其中

IRE1鄄XBP1渊X鄄box binding protein 1袁载 盒结合蛋白

员冤信号通路是 UPR 反应中最关键的一条信号之一袁
XBP1剪接活化能够促进 ERS 多种分子伴侣基因的转

录尧翻译袁促进蛋白质的正确折叠袁减轻内质网压力咱12暂遥
脊髓康 渊JSK冤 是中医治疗 SCI 的临床验方咱13暂袁

前期研究显示其能够抑制一氧化氮合酶的表达袁减少

一氧化氮和肿瘤坏死因子水平袁降低超氧化物歧化酶

活性袁改善损伤区域炎性微环境袁抑制脊髓损伤部位继

发性改变咱14暂 曰还能通过上调脑源性神经营养因子及神

经生长因子渊nerve growth factor袁NGF冤表达促进

SCI 后的神经修复咱15暂 遥 但目前尚无研究证实 JSK 能

够通过调节内质网应激改善 SCI 后继发性神经元损

伤袁基于此袁笔者设计实验利用 JSK 冻干粉处理毒胡

萝卜素渊 thapsigargin袁TG冤诱导的 PC12 细胞神经元

内质网应激模型袁观察 JSK 对 PC12 细胞的保护作用

及内质网应激相关分子的影响遥
材料与方法

1摇 细胞 摇 PC12 细胞系购买于江苏凯基生物技

术有限公司袁1伊106 /瓶渊批号院#KG111冤遥
2 摇 药 物 摇 脊 髓 康袁 国 家 发 明 专 利院

ZL200910026193遥 组成院生黄芪 30 g 摇 当归 12 g 摇 丹

参 20 g摇 川芎 10 g摇 赤芍 12 g摇 水蛭 10 g摇 制大黄

10 g摇 泽泻 10 g摇 茯苓 10 g摇 枳实 10 g摇 厚朴 10 g
肉苁蓉 10 g摇 车前子 15 g 摇 虫 10 g 摇 淫羊藿
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10 g摇 蜈蚣 1 条袁均购自南京中医药大学附属医院

渊江苏省中医院冤药剂科遥 JSK 冻干粉制作如下院JSK
单倍处方量生药渊200 g冤经煎煮滤过袁75%乙醇萃取

后袁浓缩至含生药 2 g/mL袁经活性碳脱色袁原80 益冻存

24 h 后经冷冻干燥机冻干成粉末渊得 16郾 68 g冤袁置于

原80 益冰箱中保存使用袁并按前期研究中咱14袁15暂 有效给

药量换算成冻干粉浓度渊0郾 0521 g/mL冤溶解并经滤过

后实验遥
3摇 试剂及仪器摇 F鄄12K 培养基渊BOSTER袁 美国袁

批号院# pyg0056冤袁胎牛血清渊Life Technology袁美国袁
批号院#10099141冤袁NGF渊博奥森袁中国北京袁批号院#bs鄄
0073p冤袁 Alexa Fluor 488 Anti鄄NSE渊神经元特异性烯

醇化酶袁 neuronspecific enolase袁批号院 #ab53025冤
antibody尧Alexa Fluor 647 微管结构蛋白 渊microtu鄄
bule associated protein 2袁MAP2袁批号院 #ab134124冤
antibody 购自美国 Abcam 公司袁TG渊Thermo Fish鄄
er袁美国袁 批号院#bp629鄄1冤袁 CCK8 试剂盒渊Biosharp袁
安徽袁批号院#bs350b冤袁Annexin V鄄FITC 凋亡试剂盒

渊碧云天袁中国上海袁批号院# c1062s冤袁 XBP1尧 IRE1尧
Grp78尧C/EBP 同源蛋白渊C/EBP鄄homologous pro鄄
tein袁CHOP冤 抗体购自美国 Abcam 公司 渊批号院 #
ab37152袁批号院 #ab37073袁批号院#sc鄄376768袁批号院#
ab179823冤袁 反转录试剂盒尧Rt鄄qPCR 试剂盒购于日本

TaKaRa 公司渊批号院#RR036A袁批号院#RR820A冤袁锇酸

固定液尧电镜包埋液尧醋酸铀及枸橼酸铅购自于美国

SPI 公司遥 主要仪器院冷冻干燥机渊Labconco袁美国冤袁
流式细胞仪渊Beckman袁美国冤袁多功能酶标仪渊Perkin
Elmer袁美国冤袁化学发光成像仪渊GE Healthcar袁美国冤袁
PCR 自动化分析仪渊ABI袁美国冤由公司生产袁透射电镜

渊JEOL袁日本冤袁WB 设备渊Bio鄄Rad袁美国冤遥
4摇 PC12 细胞培养尧诱导分化尧鉴定与实验分组

摇 PC12 细胞培养于 37 益尧5% CO2 条件下袁10%
FBS尧 1% 双 抗 的 F鄄12K 培 养 基 中袁 利 用 NGF
渊50 滋g/L冤进行诱导分化咱16袁 17暂遥 流式细胞术鉴定院经
NGF诱导分化 5 天袁PC12 细胞长出长突起袁胰酶消化

收集细胞袁预冷 PBS漂洗后袁调节浓度 2~10伊106 /mL袁
分为 2组尧每组 3 管尧每管 100 滋L袁一组加入 Alexa
Fluor 488 Anti鄄NSE antibody 5 滋L尧一组加入 Alexa
Fluor 647 MAP2 antibody 5 滋L袁混匀袁4 益孵育 1 h
后袁冷 PBS洗涤 2次袁重悬后流式细胞仪进样检测遥

将 PC12诱导分化的神经元细胞分为 3 组院空白对

照组院 普通 培养 基培 养曰 模 型组院 培养 基 中 添 加

2 滋mol/L TG曰JSK 组院培养基中同时添加了 2 滋mol/L
TG及 0郾 0521 g/mL JSK 冻干粉渊合生药 0郾 625 g/mL冤遥

5摇 CCK8 检测各组神经元样 PC12 细胞增殖状

态摇 PC12 细胞诱导分化后袁以 4伊104 /well 接种 96 孔

培养板袁按实验分组袁每组 5 孔袁分别培养 24尧48尧72 h
后袁采用 CCK8 法检测神经元样细胞增殖活性遥
CCK8 法院吸弃原培养基袁加入普通培养基 100 滋L 及

10 滋L 的 CCK鄄8溶液袁37 益尧5% CO2 孵育 3 h袁酶标

仪测定 450 nm 处的吸光度遥
6摇 流式细胞术检测各组神经元样 PC12 细胞凋

亡情况摇 PC12 细胞诱导分化后袁以 1伊106 /well 接种

至六孔板袁按上述实验分组给药干预 48 h 后消化收集

细胞袁预冷的 PBS 离心漂洗 2 次袁100 滋L 结合缓冲液

悬浮细胞袁加入 MAP 2 5 滋L 混匀袁避光暗室孵育 1 h曰
加入 Annexin V鄄FITC 5 滋L袁室温避光孵育 10 min
后袁结合缓冲液离心洗涤 3 次袁190 滋L 结合缓冲液重

悬细胞袁加入 10 滋L渊20 滋g/mL冤PI渊终浓度 1 滋g/mL冤
混匀袁5 min 后上流式细胞仪进样检测袁重复 3 次遥

7摇 Western Blot 法检测 XBP1尧 IRE1尧Grp78尧
CHOP 的蛋白表达 摇 PC12 细胞诱导分化后袁按上述

实验分组给药干预 48 h 后袁 RIPA 裂解液 渊含 1%
PMSF冤裂解细胞袁离心收集上清液袁BCA 法测各组总

蛋白的含量曰取相等量总蛋白加入 loading buffer 后

经沸水浴变性袁聚丙烯酰胺凝胶恒压电泳袁转印至

PVDF 膜遥 膜经过 5% 脱脂奶粉封闭后分别加入

XBP1尧IRE1尧Grp78尧CHOP 一抗稀释液渊1 颐 1 000冤
4 益过夜孵育袁再经二抗渊1 颐10 000冤孵育后袁加 ECL
发光液于凝胶成像系统下曝光成像遥

8摇 实时定量 PCR 检测 XBP1尧 IRE1尧Grp78尧
CHOP 的 mRNA 表达 摇 PC12 细胞诱导分化的神经

元细胞袁按上述实验分组给药干预 48 h 后收集细胞袁
柱提法提取总 RNA袁采用 TaKaRa PrimeScriptTMRT
Master Mix 反转录试剂盒对各组提取的总 RNA 进行

反转录袁以大鼠 GAPDH 为内参袁利用 TaKaRa TB
Green Premix Ex Taq 域PCR 试剂盒袁使用 Applied
Biosystems 7500 Fast Real鄄Time PCR System 进

行 PCR 反应袁收集各组 RNA 反应 CT 值袁通过计算

2原吟吟Ct 对 XBP1尧Grp78尧 IRE1尧CHOP 数据进行相对

定量分析遥 具体引物序列见表 1遥
9摇 透射电镜观察内质网显微结构摇 PC12 细胞

诱导分化的神经元细胞袁按实验分组给药干预 48 h 后

收集细胞袁洗涤后经锇酸固定液渊1%冤固定袁梯度浓度

乙醇脱水袁丙酮与包埋液浸润包埋袁固化袁再经过 3%
的醋酸铀原枸橼酸铅双重染色遥 在透射电子显微镜下

观察细胞显微结构袁拍片袁对细胞内质网结构进行观察

评估遥
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表 1摇 引物序列

蛋白 引物序列 引物大小 渊 bp冤
GAPDH 上游院5忆鄄GACATGCCGCCTGGAGAAAC鄄3忆 92

下游院5忆鄄AGCCCAGGATGCCCTTTAGT鄄3忆
XBP1 上游院5忆鄄GAGTGCAAGTCCGTTTCCTC鄄3忆 196

下游院5忆鄄AAGGGAGGCTGGTAAGGAAC鄄3忆
IRE1 上游院5忆鄄TCGAGCATTAGCAACGC鄄3忆 166

下游院5忆鄄TTACGCAGTTCAGTAGG鄄3忆
Grp78 上游院5忆鄄CCCCAACTGGTGAAGAGGAT鄄3忆 95

下游院5忆鄄CCCCAAGACATGTGAGCAAC鄄3忆
CHOP 上游院5忆鄄ACCACCACACCTGAAAGCAG鄄3忆 83

下游院5忆鄄AGCTGGACACTGTCTCAAAG鄄3忆
10摇 统计学方法摇 采用 SPSS 20郾 0 软件袁实验数

据计量资料以x依s 表示袁组间差别比较采用单因素方

差分析和 SNK鄄q 检验袁 P <0郾 05 为差异有统计学

意义遥
结摇 摇 果

1摇 经 NGF 诱导的神经元样 PC12 细胞鉴定渊图
1尧2冤摇 使用倒置显微镜观察经 NGF 培养 7 天后的

PC12 细胞袁可见 PC12 细胞胞体呈三角形尧梭形袁突
起较前明显变长袁贴壁样生长袁已具有神经元样形态遥
使用流式细胞测定 MAP2 和 NSE 表达阳性率袁结果

显示 MAP2 平均阳性率为渊62郾 54依1郾 00冤%袁NSE 平

均阳性率为渊93郾 32依2郾 87冤%袁表明经 NGF 诱导后的

PC12 细胞已具有神经元样表型改变袁可供后续实验

使用遥

注院A 为 PC12 细胞曰B 为 NGF诱导后的神经元样细胞曰
1放大倍数为 40曰 2放大倍数为 100

图 1摇 PC12 细胞及 NGF 诱导分化后的神经元样细胞

2摇 各组 PC12 细胞增殖比较渊图 3冤 摇 与空白组

比较袁模型组 24尧48尧72 h OD 值均降低渊P<0郾 01冤曰与
模型组比较袁JSK 干预 24尧48尧72 h 后 OD 值均显著

增高渊P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院A 为 NES 流式细胞检测结果曰B 为 MAP2 流式细

胞检测结果

图 2摇 MAP2 和 NSE 表达的阳性率

摇 摇 注院与空白组比较袁鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁
吟P<0郾 05

图 3摇 各组 CCK8 检测神经元样 PC12 细胞的 OD 值比较

3摇 各组 PC12 细胞凋亡情况比较渊图 4冤 摇 与空

白组比较袁模型组细胞的晚期凋亡率明显增高渊P<
0郾 01冤袁与模型组比较袁JSK 干预 PC12 细胞后晚期凋

亡率及早期凋亡率均明显降低渊P<0郾 05袁P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院与空白组比较袁鄢 P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<
0郾 05袁 吟吟P<0郾 01

图 4摇 各组神经元样 PC12 凋亡率比较
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摇 摇 4 摇 各组神经元样 PC12 细胞 XBP1尧 IRE1尧
Grp78尧CHOP 蛋白表达比较渊图 5冤摇 与空白组比较袁
模型组 Grp78尧CHOP 蛋白表达显著升高渊P<0郾 05冤袁
XBP1 及 IRE1 蛋白表达也有微微上调袁但差异无统计

学意义渊P>0郾 05冤遥 与模型组比较袁JSK 组 Grp78尧
CHOP 的蛋白表达均降低渊P<0郾 05冤袁XBP1 及 IRE1
蛋白表达明显上调渊P<0郾 05冤遥

摇 摇 注院与空白组比较袁鄢 P<0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 05
图 5摇 各组神经元样 PC12 细胞 Grp78尧CHOP尧

XBP1尧IRE1 蛋白表达比较

5 摇 各组神 经元 样 PC12 细 胞 XBP1尧 IRE1尧
Grp78尧CHOP 的 mRNA 表达比较渊图 6冤 摇 与空白组

比较袁模型组细胞 Grp78尧CHOP尧XBP1 及 IRE1 mR鄄
NA 表达均明显升高渊P<0郾 05袁P<0郾 01冤遥 与模型组

比较袁JSK 组 Grp78尧CHOP mRNA 表达降低 渊P <
0郾 05冤袁XBP1 及 IRE1 mRNA 表达均升高渊P<0郾 05冤遥

6摇 各组神经元样 PC12 细胞内质网显微结构比

较渊图 7冤摇 使用透射电子显微镜对各组诱导后 PC12
细胞进行观察袁结果显示院空白组神经元样 PC12 细胞

内可见较为丰富的粗面内质网结构袁细胞核体积较大

并清晰可见袁核仁明显渊图 A尧B冤曰模型组神经元样

PC12 细胞经 TG 诱导刺激后出现粗面内质网结构明

显肿胀袁发生囊泡化袁伴有核糖体脱落和核固缩袁甚至

部分可见核破碎袁出现典型的细胞凋亡形态渊图 C尧
D冤曰经 JSK 干预后渊图 E尧F冤袁神经元样 PC12 细胞的

内质网肿胀尧内质网膜破损较轻袁未见核糖体脱落和核

固缩袁可见部分凋亡形态学改变袁且凋亡形态学也得到

改善遥
讨摇 摇 论

SCI 分为原发性损伤与继发性损伤咱18暂遥 前者是指

机械力尧中毒引起的如神经元坏死尧轴突断裂等直接损

伤曰后者是在原发损伤基础上由于长期的组织缺血尧炎
症浸润和神经递质失衡等内环境紊乱造成的脊髓连续

性丧失袁持续时间长袁对神经功能的破坏程度大咱19袁 20暂遥
研究发现袁SCI 后损伤区域微环境的长期紊乱会激活

摇 摇 注院与空白组比较袁鄢P<0郾 05袁 鄢鄢P<0郾 01曰与模

型组比较袁吟P<0郾 05 比较

图 6摇 各组神经元样 PC12 细胞 XBP1尧IRE1尧
Grp78尧CHOP mRNA 表达

摇 摇 注院A尧B 为空白组曰C尧D 为模型组曰E尧F为脊髓康组曰图中

箭头所指为粗面内质网曰A尧C尧E 放大倍数为 2 000袁B尧D尧F 放

大倍数为 10 000

图 7摇 各组神经元样 PC12 细胞内质网显微结构比较

残存神经元内质网应激反应袁是造成 SCI 后继发性神

经元凋亡的重要原因之一咱21袁 22暂遥 通常情况下内质网

应激会引起大量未折叠蛋白蓄积咱23暂 袁这些异常蛋白会

诱导细胞反馈性的启动保护机制 原未折叠蛋白反

应咱24暂袁通过感应蛋白与 Grp78渊内质网重要的驻留蛋

白袁内质网应激的标志分子冤解离袁激活一系列促生存

机制曰IRE1鄄XBP1 信号通路是其中最关键的信号通路

之一咱25袁26暂袁它与 Grp78 解离后活化后袁能够对 XBP1
mRNA 进行非常规地剪接袁成熟的 XBP1 mRNA 转

录尧翻译为转录因子袁能够激活 ER 分子伴侣编码的基

因进行转录尧翻译袁对未折叠蛋白进行正确折叠有明显

的促进作用袁对恢复内质网功能及细胞内环境稳态起

着非常重要的作用咱27暂 遥 但 SCI 后脊髓局部缺血缺氧尧
毒物尧细胞碎片及炎症级联等病理因素多样袁长期严重

的应激反应会导致内质网 UPR 生存机制崩溃袁造成细

胞一系列凋亡途径咱28袁29暂渊如 Caspase鄄12 激酶途径 尧
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CHOP 途径冤的上调遥 因此袁笔者设想通过刺激内质

网相关因子 IRE1尧XBP1 的表达袁提高 UPR 效率袁增
强细胞对内质网应激的适应能力遥

中医学将 SCI 归属为 野痿证冶和野体惰冶袁目前认为

其病机为野督脉受损尧邪气内阻冶遥 JSK 是以野健脾温

肾尧化瘀通督尧疏肝理气冶为治则构建的治疗脊髓损伤的

临床验方袁能够改善 SCI 患者神经功能的恢复情况咱13暂遥
方中黄芪尧茯苓尧车前子尧泽泻补气健脾利水袁肉苁蓉尧益
智仁尧淫羊藿温补肾阳袁枳实尧厚朴疏肝理气袁大黄尧
虫尧蜈蚣尧水蛭尧丹参尧赤芍尧川芎尧当归活血化瘀袁共奏健

脾温肾尧化瘀通督之功遥 实验研究显示其能够改善大鼠

SCI 损伤局部炎性微环境袁促进小胶质细胞对神经元碎

片的吞噬作用且能够上调 NGF 等神经生长因子分泌袁
促进神经元损伤修复咱30原33暂遥 但其是否能够通过促进神

经元 UPR袁从而改善神经元内质网应激还未研究清楚袁
因此本实验研究进一步探究了 JSK 对 TG 诱导的

PC12细胞的内质网应激的调节作用及机制遥
与 Ye T等咱34暂的研究一致袁本次研究表明 TG 能够

刺激细胞发生 ERS袁表现为 PC12 细胞 ERS 相关标志

分子 Grp78尧CHOP表达显著上调遥 此次研究还进一步

显示了 TG诱导的 ERS 能够显著抑制 PC12 细胞的增

殖活性袁诱导 PC12 细胞的凋亡袁同时笔者还观察到

UPR 相关信号 IRE1尧XBP1也有上调趋势袁笔者推测这

与细胞 ERS 状态下的反馈性保护作用相关遥 而 JSK
冻干粉能够显著抑制 TG 诱导的 ERS袁表现为 Grp78尧
Chop 的蛋白及 mRNA 表达水平的下调袁继而降低

PC12细胞的凋亡率袁改善其增殖活性曰同时 JSK 冻干

粉能够显著上调 UPR 相关信号分子 IRE1尧XBP1 的蛋

白及 mRNA 表达遥 由此笔者推测袁JSK 能够改善 TG
诱导的神经元样 PC12细胞的内质网应激及凋亡状态袁
而这种作用很可能与其促进 IRE1鄄XBP1 通路活化

相关遥
综上所述袁JSK 能够通过促进 IRE1鄄XBP1 通路

活化袁改善 PC12 细胞内质网应激袁抑制 ERS 诱导的

凋亡状态袁对神经元样 PC12 细胞有显著的保护作用遥
由于 JSK 化合物成分复杂袁未来将进一步研究 JSK
复方所含各种成分化合物对脊髓损伤的保护作用袁以
对其改善 SCI 后脊髓神经功能恢复的机制有更科学尧
客观的认识遥
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