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热量限制提高氧化损伤的SH-SY5Y细胞的超氧化物歧化酶活性
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【摘要】  目的  观察热量限制培养条件下，氧化损伤的SH-SY5Y细胞超氧化物歧化酶活性。方法 体外培养SH-SY5Y细胞，分为对照组(3.0 g/L L-glucose)、H2O2损伤组(250 µmol/L H2O2)、低糖组(2.0 g/L L-glucose)、低糖+损伤组、白藜芦醇(1.25、5 µmol/L)组、白藜芦醇(1.25 µmol/L) + 损伤组，测定各组细胞的超氧化物歧化酶活性。结果 用低糖和白藜芦醇1.25 µmol预处理细胞24 h，给予250 µmol/L H2O2损伤细胞1 h，超氧化物岐化酶活性测定结果显示，与对照组比较，损伤组SOD减少，低糖组明显增多，白藜芦醇1.25 µmol/L组无明显改变；与损伤组比较，低糖＋损伤组明显增加，白藜芦醇＋损伤组稍有增加。给予250 µmol/L H2O2损伤细胞7 h，与对照组比较，损伤组SOD减少，低糖组明显增多，白藜芦醇1.25 µmol/L组无明显改变；与损伤组比较，低糖＋损伤组明显增加，白藜芦醇＋损伤组稍有增加。低糖＋损伤组的SOD活性明显高于白藜芦醇＋损伤组。结论 低糖培养可提高细胞培养基中超氧化物歧化酶的活性，提示热量限制可能通过增加SH-SY5Y细胞的抗氧化系统酶的活性， 减少氧化产物的含量，降低氧化应激的水平，保护细胞免受氧化损伤的攻击，延缓相关疾病的发生发展。白藜芦醇不通过提高细胞培养基中超氧化物歧化酶活性发挥抗氧化损伤作用。
【关键词】   氧化应激；SH-SY5Y细胞；细胞培养；热量限制 ；超氧化物歧化酶

【项目基金】北京市自然科学基金(7132044)，首都卫生发展科研专项项目，首发2011-1001-02，北京市卫生系统高层次卫生技术人才计划资助项目（2009-3-64）。

【作者简介】 陈娟（1980-），女，硕士研究生，研究方向：神经元退行性变的发生机制和防治策略。

【通讯作者】 王蓉，女，研究员，博士研究生导师，研究方向：神经元退行性变的发生机制和防治策略。E-mail：rong_wang72@aliyun.com。
Caloric restriction increases activity of superoxide dismutase in oxidatively damaged SH-SY5Y cells 
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[Abstract]  Objective To detect and clarify the superoxide dismutase (SOD) activity in oxidatively damaged human neuroblastoma SH-SY5Y cells cultured under conditions of caloric restriction. Methods SH-SY5Y cells cultured in vitro, were divided into six groups: control group (3.0 g/L glucose), H2O2 damage (250 µmol/L) group, low glucose (2.0g/L glucose) group, low glucose + H2O2 damage group, resveratrol (1.25 and 5 µmol/L) group, and resveratrol (1.25 µmol/L) + H2O2 (250 µmol/L) damage group. The SOD activities of all groups were determined. Results After the pretreatment with low glucose and resveratrol (1.25 µmol/L) for 24 hours and treatment with 250 µmol/L H2O2 for 1 h, compared with that of the control group, the SOD activity was significantly decreased in the H2O2 damage group, significantly increased in the low glucose group, and not significantly changed in the resveratrol (1.25 µmol/L) group. Compared with the H2O2 damage group, the SOD activity was significantly increased in the low glucose + H2O2 group, and slightly increased in the resveratrol + H2O2 damage group. After treated with 250 µmol/L H2O2 for 7 hours, compared with the control group, the SOD activity was decreased in the H2O2 damage group, significantly increased in the low glucose group, and not significantly changed in the resveratrol (1.25 umol/L) group. Compared with the H2O2 damage group, the SOD activity was significantly increased in the low glucose + H2O2 damage group, and slightly increased in the resveratrol + H2O2 damage group. The SOD activity in the low glucose + H2O2 damage group was significantly higher than that in the resveratrol + H2O2 damage group. Conclusions Low sugar treatment can improve the SOD activity in cultured cells, suggesting that caloric restriction by increasing the antioxidant enzymes activity in SH-SY5Y cells, reducing oxidation products, decreasing the level of oxidative stress, protects the cells from oxidative damage attacks and slows the occurrence and development of related diseases. Resveratrol does not improve the anti-oxidative damage in the cells through increasing the SOD activity in the culture medium. 
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热量限制 (caloric restriction，CR)是指有计划的减少由食物提供的热量，一般是在保证足够的维生素和矿物质水平下，将正常自由进食所得的热量减去30%~50%[1]。随着社会老龄化的加剧，神经系统疾病已成为导致人类死亡和致残的主要原因之一，老年人的脑健康问题日益受到社会的关注。其中，老年痴呆成为威胁人类健康的主要疾病之一。不少研究表明，CR具有提高认知及记忆能力、延缓退行性疾病的发生及发展、延缓衰老等有利作用，其中，抗氧化应激损伤是作用机制之一[2]。目前，用于体内研究的CR方法有很多，如减少食物中脂类、糖类物质的比例，也有用药物干预如白藜芦醇等[3]。
SOD是生物体内氧自由基清除系统的重要酶系，它能催化超氧阴离子自由基发生岐化反应，阻断自由基的毒性作用，清除超氧阴离子自由基，保护细胞免受损伤[4]。本实验旨在通过降低培养液中细胞的主要能量消耗来源葡萄糖的方式和白藜芦醇模拟热量限制作用进行比较，观察过氧化氢损伤的SH-SY5Y细胞上清液中的SOD变化，为进一步探讨热量限制在氧化应激损伤中的保护机制打下基础。

1 材料和方法

1.1材料
1.1.1细胞株：人神经母细胞瘤株SH-SY5Y细胞来自瑞典卡罗林斯卡医学院。

1.1.2试剂：DMEM×F12培养基（3.0 g/L, L-glucose）、低糖培养基（1.0 g/L, L-glucose）0.25%胰酶、胎牛血清（FBS）、葡萄糖粉末，均购自北京健茂晨星公司；超氧化物歧化酶（SOD）检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所。                                  
1.2方法

1.2.1  低糖培养基（2.0 g/L, L-glucose）的配制：每500 mL低糖培养基（1.0g/L, L-glucose）中加入500 mg葡萄糖粉末充分混匀，抽滤，备用。
1.2.2  细胞培养与处理：细胞用DMEM*F12 (Gibco)培养基培养，加入10%胎牛血清、青霉素100 IU/mL、链霉素100 IU/mL于37ºC，5% CO2培养箱中培养。 贴壁细胞生长密度达到70%~80%时，分组处理：对照组及损伤组，换用DMEM×F12加入1%血清，培养24 h；低糖组及低糖 + 损伤组，换用低糖组培养基为DMEM (2.0 g/L-glucose)加1%胎牛血清，培养24 h；予以250 µmol/L的H2O2分别损伤1 h和7 h。用于后续实验。

1.2.3  SOD活性测定：用DMEM (3.0g/L L-glucose)加10%胎牛血清，将SH-SY5Y细胞以2×103/mL接种于96孔板，分为以上六组，每组12孔，培养3d后，按以上分组换成正常糖和低糖的培养基加1%的胎牛血清，白藜芦醇组和白藜芦醇+ 损伤组换成正常糖的培养基加入不同浓度的白藜芦醇，继续培养24h后，加入H2O2分别损伤1 h和7 h后，收集各孔细胞培养液，4ºC冰箱保存，送北京天料科技有限公司检测，检测方法按照SOD测定试剂盒所示。

1.3  统计学分析
用SPSS 11.5软件统计分析，资料数据以均数±标准差( x±s )表示，组间差异显著性检验用单因素方差分析(One Way ANOV)及重复资料的方差分析，P<0.05认为差异有显著性意义，P<0.01认为差异有非常显著性意义。

2 SOD活性测定结果

图1为用低糖预处理细胞24 h，用250 µmol/L H2O2分别处理1 h和7 h，收集各组细胞的上清液测定其超氧化物歧化酶（SOD）活性结果。结果显示，给与250 µmol/L H2O2损伤1 h，与对照组比较, 损伤组SOD活性明显下降 (P<0.05)，低糖组活性上升(P<0.01);与损伤组比较，低糖 + 损伤组活力明显上升 (P<0.01)；继续培养至7 h发现，与对照组比较，低糖组活力上升 (P<0.01)；与损伤组比较，低糖+损伤组活力明显上升 (P<0.01)。
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注：损伤1 h，与空白组比较，*P<0.01；与损伤组比较，*P<0.01；损伤7 h，与空白组比较，** P<0.01；与损伤组比较，** P<0.01。

图1 热量限制对氧化损伤的SH-SY5Y细胞的SOD活性的影响

Note：Damaged for 1 hour: *P<0.01, vs. control group；*P<0.01,vs. H2O2 group.
Damaged for 7 h: ** P<0.01, vs. control group, ** P<0.01, vs. H2O2 group.
Fig. 1 Effects of caloric restriction on the SOD activity in the oxidatively damaged SH-SY5Y cells 
图2为用低糖和白藜芦醇预处理细胞24 h, 用250 µmol/L H2O2分别处理1 h和7 h，收集各组细胞的上清液测定其超氧化物歧化酶（SOD）活性结果。结果显示，H2O2损伤1 h，与对照组比较，低糖组SOD活性明显升高，有显著统计学差异，损伤组的酶活性稍有降低，白藜芦醇组的酶活性无明显改变，无统计学差异；与损伤组比较，低糖+损伤组酶活性明显升高，有显著统计学差异，而白藜芦醇+损伤组酶活性稍有升高，但无统计学差异。H2O2损伤7 h，与对照组比较，低糖组酶活性明显升高，损伤组酶活性明显降低，有显著统计学差异，而白藜芦醇组酶活性稍有降低，无统计学差异；与损伤组比较，低糖+损伤组酶活性明显升高，白藜芦醇+损伤组酶活性升高，有统计学差异，低糖+损伤组酶活性明显高于白藜芦醇+损伤组，有显著统计学差异。
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注：损伤1 h：与对照组比较，* P<0.01；与损伤组比较，# P<0.01； 
损伤7 h：与对照组比较，** P<0.01；与损伤组比较，## P<0.01。
图2 CR的两种方法对SOD活性的影响
Note: Damaged for 1 hour: *P<0.01, vs. control group; #P<0.01, vs. H2O2 group. Damaged for 7 hour: **P<0.01, vs. control group; ## P<0.01, vs. H2O2 group.
Fig. 2 Effects of the two procedures of caloric restriction on SOD activity 
3讨论
   随着社会老龄化的日益严重，心脑血管疾病、糖尿病等与衰老相关的疾病已经严重威胁着人们的健康和正常生活。而与这些疾病有关的危险因子，如高热量饮食、维生素缺乏(如叶酸和抗氧化剂)等，也与阿尔茨海默病、帕金森综合症等神经退行性疾病密切相关。随着年龄的增加，氧化应激水平和损伤蛋白的积聚等应激反应也日益增强。近年来，不少研究发现，CR抗氧化应激损伤延缓衰老的可能机制之一是通过SIRT1介导的[5]。而白藜芦醇作为SIRT1的激动剂，用于模拟CR模型的体外研究也很多。SH-SY5Y细胞来源于神经母细胞瘤,其细胞形态及生理，生化功能与正常神经元相似，已经广泛用于神经生物学研究[6] 。
很多研究都表明[7]，CR对生物体内的很多代谢酶类的活性都有明显的影响，从而影响其生物效应，如减缓老化，降低氧化损伤等作用。Achim Lass[8]等研究发现CR组小鼠骨骼肌中的超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶的活性比自由进食组小鼠骨骼肌中的活性高。Sohal等认为热量限制通过提高抗氧化酶的表达而具有延缓衰老的作用[9]。

本实验室前期通过观察细胞形态，测定MTT活性及LDH释放量发现，热量限制可以提高细胞抗氧化损伤的能力，为了进一步了解其发挥抗氧化损伤能力的机制，本研究观察了SOD的变化。研究发现，通过热量限制，增加了SH-SY5Y细胞的抗氧化系统酶的活性， 减少了氧化产物的含量，降低了氧化应激的水平，延缓相关疾病的发生发展。提示SOD活力的高低可反映机体清除氧自由基的能力。SOD是生物体内氧自由基清除系统的重要酶系，它能催化超氧阴离子自由基发生岐化反应，阻断自由基的毒性作用，清除超氧阴离子自由基，保护细胞免受损伤。氧自由基损伤细胞膜结构，生存大量脂质过氧化物，最终产物是MDA,MDA会引起蛋白质、核酸等生命大分子的交联聚合，且具有细胞毒性。氧自由基性质活泼，极不稳定，能与构成机体的细胞膜和细胞器膜的多价不饱和脂肪酸发生过氧化反应，从而导致细胞损伤。生理情况下，氧自由基水平保持在产生与清除的动态平衡中，但当氧自由基负荷过重时，氧自由基将作用于体内蛋白质、核酸、脂类等生物分子，造成细胞结构和功能受损，进而导致机体代谢紊乱[10]。氧化的细胞核和线粒体DNA以及受损的细胞器的堆积，可能启动一个恶性循环，使氧化应激的年龄相关的增加

持续发生[11]。活性氧代谢增加，组织对氧化损害的易感性增加，抗氧化保护作用降低，氧化应激和损害增加，引起正常细胞功能退化，促进年龄相关疾病的发生。

最严重的氧化损害和CR导致的氧化损害的减弱发生于脑、心脏中，而这些器官组织也是多种年龄相关的退行性功能障碍的靶点。CR能使细胞有更强的抵抗应激和损害的能力，直接或间接对抗年龄相关的氧化应激的增加，提高活性氧自由基清除剂的功能和在分子、亚细胞及细胞水平的细胞修复功能[12]。我们的实验结果与上述观点是一致的。

国内有很多关于白藜芦醇通过提高实验动物体内SOD活性发挥抗氧化应激损伤的报道[13]，而在本研究中，白藜芦醇没有明显提高SH-SY5Y细胞上清液中SOD的活性，提示白藜芦醇可能不通过此途径发挥抗氧化应激损伤的作用。
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