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· 论著 ·

胞外信号调节激酶信号通路对亚砷酸钠诱导的小鼠

海马神经元细胞凋亡的调控作用

陈峣1，于漫1，李昕2，尉玉婷2，刘旭丹2，王欢欢2，王梅1

（1. 辽宁中医药大学中西医结合学院公共卫生与预防医学教研室，沈阳  110847；2. 中国医科大学公共卫生学院劳动卫生教研室，沈阳  110122）  

摘要  目的  探讨活性氧 （ROS） 及其介导的胞外信号调节激酶 （ERK） /cAMP反应元件结合蛋白 （CREB） 信号通路在亚砷酸钠 

（NaAsO2） 诱导的小鼠海马神经元HT-22细胞凋亡中的作用机制。方法  体外培养NaAsO2暴露HT-22细胞，建立体外NaAsO2暴露

模型。将细胞分为对照组，4、6、8、10 μmol/L NaAsO2暴露组，N-乙酰半胱氨酸 （NAC，5 mmol/L） 独立干预组，NAC （5 mmol/L） 与

NaAsO2 （10 μmol/L） 联合干预组。二氯荧光素检测ROS水平； Western blotting检测ERK/CREB信号通路相关蛋白和凋亡相关蛋白

水平； 流式细胞术检测细胞凋亡率。结果  与对照组相比，4、6、8、10 μmol/L NaAsO2暴露组细胞中ROS水平显著升高，细胞核中

p-ERK蛋白水平显著降低 （P < 0.05），细胞中p-CREB、Bcl-2蛋白水平显著降低 （P < 0.05）。与对照组相比，8、10 μmol/L NaAsO2暴

露组细胞凋亡率显著升高 （P < 0.05）。与10 μmol/L NaAsO2暴露组相比，NAC与NaAsO2联合干预组细胞中ROS水平显著降低，细

胞核中p-ERK蛋白水平显著升高 （P < 0.05），细胞中p-CREB、Bcl-2蛋白水平显著升高，细胞凋亡率显著降低 （P < 0.05）。

结论  NaAsO2暴露激活细胞氧化应激反应，通过阻碍p-ERK核易位过程抑制CREB信号通路，从而诱发细胞凋亡。
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Abstract  Objective  To investigate the role of reactive oxygen species （ROS） and the extracellular signal-regulated kinase （ERK）/

cAMP response element binding protein （CREB） signaling pathway in arsenic-induced apoptosis in HT-22 cells. Methods  HT-22 cells 
were cultured in vitro and exposed to NaAsO2. The cells were divided into  the following groups：control group，4，6，8，and 10 μmol/L 

NaAsO2 groups，NAC （5 mmol/L） group，and NAC （5 mmol/L） + NaAsO2 （10 μmol/L） group. ROS levels were measured using a DCFH-DA 

assay. The expression of ERK/CREB signaling pathway-related and apoptosis-related proteins were analyzed by Western blotting. Apop-
tosis rates were evaluated using  flow cytometry. Results  Compared with  the control group，ROS levels  in HT-22 cells significantly 
increased，while p-ERK protein  level  in  the nucleus and p-CREB and Bcl-2 protein  levels  in  the cells significantly decreased in  the 
NaAsO2 only exposed groups （P < 0.05）. Additionally，the apoptosis rate significantly increased in the 8 and 10 μmol/L NaAsO2 groups 

compared with the control group （P < 0.05）. In the NAC+NaAsO2 group，ROS levels and the apoptosis rate significantly decreased while 

p-ERK protein level in the nucleus and p-CREB and Bcl-2 protein levels in the cells significantly increased compared with the 10 μmol/L 

NaAsO2 group （P < 0.05）. Conclusion  Arsenic exposure induces oxidative stress，inhibits the nuclear translocation of p-ERK，and dis-
rupts the CREB signaling pathway，leading to apoptosis.
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砷是一种常见的环境有毒物质，人们主要通过

饮食［1］和职业暴露 （如矿工、农药生产和电子废物处

理等） ［2］接触砷化合物。研究［3］表明，长期暴露于高

砷环境中可能导致各种健康问题，如癌症、心血管

疾病和神经系统损伤等。大量流行病学研究［4］证实，

砷可通过血脑屏障进入大脑，干扰神经细胞的正常

功能，长期接触砷与认知功能下降、学习和记忆障

碍、神经发育异常以及神经退行性变性疾病 （如帕
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金森病和阿尔茨海默病等） 有关。然而，砷诱导神经

毒性的潜在机制复杂，目前尚不完全了解，且砷暴

露在日常生活和职业生活中无法完全避免。因此，

探讨砷导致神经毒性的机制、寻找潜在的治疗靶点

具有重要意义。

海马对哺乳动物学习和记忆的构建十分重

要［5］。海马损伤会损害人类记忆、注意力以及执行

功能的能力和速度［6］。因此，海马细胞凋亡是神经

系统损伤重要指标之一。研究［7］证实，砷暴露可通过

多种途径诱导细胞凋亡，如线粒体途径、内质网途

径、自噬途径等。这些途径可能都与活性氧 （reactive 

oxygen species，ROS） 有关。ROS在细胞信号传导和

组织稳态中起重要作用。胞外信号调节激酶 （extra-

cellular signal-regulated kinase，ERK） 是一种蛋白激

酶细胞内信号分子，参与各种细胞反应，如增殖、迁

移、分化和凋亡［8］。最近的研究［9］发现，ERK在神经

系统中起关键作用，包括神经发育、突触可塑性和

学习记忆等。研究［10］表明，ERK信号通路的调控异

常可能与神经系统疾病 （如阿尔茨海默病和帕金森

病等） 相关。活化的ERK易位至细胞核内以发挥多

种功能，包括细胞增殖和存活［11］。一旦发生核易位，

ERK会对cAMP反应元件结合蛋白 （cAMP response 

element binding protein，CREB） 进行磷酸化修饰［12］。

研究［13］证实，CREB在促进神经元存活、前体增殖、

神经突触生长和神经元分化中起关键作用。但砷暴

露与CREB信号通路的关系尚不清楚。本研究使用

亚砷酸钠 （NaAsO2） 作用于体外培养的神经细胞，模

拟环境砷暴露条件，探究其对中枢神经系统的潜在

损伤效应，从而探讨ROS在NaAsO2诱导神经元细胞

凋亡的调控机制中的作用，以深入理解砷的神经毒

性作用，并为砷相关神经疾病的治疗提供潜在的治

疗靶点和策略。

1 材料与方法

1.1  细胞培养和分组

小鼠海马神经元细胞系HT-22 （北京北纳创联

生物技术研究院），在MEM培养基 （以色列Biological 

Industries公司） 中培养，培养基中添加10%胎牛血清 

（以色列Biological Industries公司）、50 U/mL青霉素-链

霉素 （美国Invitrogen公司）、1%非必需氨基酸 （美

国Cyagen公司）。在37 ℃、5% CO2的培养箱中培养

HT-22细胞，用不同浓度的NaAsO2处理细胞24 h，收

集细胞进行下一步实验。

将细胞分为对照组，4、6、8、10 μmol/L NaAsO2

暴露组，N-乙酰半胱氨酸 （N-acetylcysteine，NAC，5 

mmol/L） 独立干预组、NAC （5 mmol/L） 与NaAsO2 （10 

μmol/L） 联合干预组。对照组细胞不进行任何处理；

4、6、8、10 μmol/L NaAsO2暴露组细胞分别使用4、6、

8、10 μmol/LNaAsO2进行处理，处理时间为24 h；NAC

独立干预组细胞使用终浓度为5 mmol/L NAC处理细

胞1 h，之后不再进行其他处理；NAC与NaAsO2联合

干预组细胞使用5 mmol/L NAC处理细胞1 h，之后使

用终浓度为10 μmol/L NaAsO2进行处理，处理时间为

24 h。

1.2  2，7-二氯荧光素二乙酸酯 （2，7-dichlorofuo-

rescin diacetate，DCFH-DA） 法检测ROS

将HT-22细胞以1×105/孔的密度接种于6孔板

中，加载DCFH-DA （北京索莱宝科技有限公司） 探针

于NaAsO2和 （或） NAC干预终点的HT-22细胞中，通

过Revolve正倒置一体显微镜 （美国Echo Labs公司） 检

测荧光强度，DCFH-DA的荧光强度越强，细胞的氧化

应激强度越高。使用Echo软件收集和分析数据。

1.3  流式细胞术检测细胞凋亡率

采用AnnexinⅤ-FICT/PI凋亡测定试剂盒 （美国

BD公司） 检测细胞凋亡率。将HT-22细胞以1×105/孔

的密度接种于6孔板中，用PBS洗涤细胞，并重新悬

浮在缓冲液中。在避光条件下，分别用FITC和PI探针

溶液孵育细胞30和10 min。最后用缓冲液冲洗细胞，

用流式细胞仪 （美国BD公司） 检测细胞凋亡率。使用

ModFit LT软件收集和分析数据。

1.4  Western blotting

采用Western blotting检测CREB、p-CREB、ERK、

p-ERK、lamin B （1 ∶ 1 000，美国Cell Signaling Tech-

nology公司）、GAPDH （1 ∶ 8 000，武汉三鹰生物技术

有限公司） 蛋白水平。

用含有1% PMSF （上海碧云天生物技术股份有

限公司） 和1%磷酸酶抑制剂 （上海碧云天生物技术

股份有限公司） 的RIPA裂解缓冲液 （上海碧云天生

物技术股份有限公司） 裂解体外培养细胞。等量蛋白 

（30 μg/孔） 经SDS-PAGE分离。使用电泳凝胶成像分析

系统 （美国Analytik Jena公司） 显示膜上的蛋白条带。

采用ImageJ软件对蛋白进行定量。
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1.5  统计学分析

采用SPSS 22.0软件对数据进行分析。所有实验

至少重复3次。计量资料用x-±s表示，多组间比较采用

单因素方差分析，进一步两两比较采用SNK-q检验，2

组间比较采用t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  NaAsO2暴露激活HT-22细胞氧化应激

与对照组比较，6、8、10 μmol/L NaAsO2暴露组

HT-22细胞内DCFH-DA的荧光强度呈显著上升趋

势，且10 μmol/L NaAsO2暴露组的荧光强度最高。结

果证实，NaAsO2暴露诱导细胞ROS水平上调，激活

HT-22细胞氧化应激，且该上调效应与NaAsO2暴露

浓度呈现明显的剂量-效应关系。见图1。

2.2  NaAsO2暴露阻滞HT-22细胞中ERK的细胞核易

位过程并激活细胞凋亡

Western blotting结果显示，与对照组相比，4、6、

8、10 μmol/L NaAsO2暴露组细胞核中p-ERK蛋白水

平显著降低 （P < 0.05，图2A）；与对照组相比，6、8、10 

μmol/L NaAsO2暴露组细胞质中p-ERK蛋白水平显著

升高 （P < 0.05，图2B）；与对照组相比，6、8、10 μmol/L

NaAsO2暴露组细胞中p-CREB蛋白水平显著降低 （P < 

0.05，图2C），且这一降低趋势随NaAsO2剂量的增加

呈现明显的剂量-效应关系 （P < 0.05）。另外，与对

照组相比，4、6、8、10 μmol/L NaAsO2暴露组细胞中

Bcl-2蛋白水平显著降低 （P < 0.05，图2C）。结果证

实，NaAsO2暴露能够显著抑制p-ERK的细胞核易位

过程，并对CREB/Bcl-2通路产生抑制作用。

图1  NaAsO2暴露后HT-22细胞中ROS水平  ×200

Fig.1  Levels of ROS in HT-22 cells exposed to NaAsO2 ×200

A，p-ERK protein level in the nucleus；B，p-ERK protein level in the cytoplasm；C，p-CREB and Bcl-2 protein levels in the cells. 1，control group；2，4 

μmol/L NaAsO2 group；3，6 μmol/L NaAsO2 group；4，8 μmol/L NaAsO2 group；5，10 μmol/L NaAsO2 group. * P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. 4 

μmol/L NaAsO2 group；& P < 0.05 vs. 6 μmol/L NaAsO2 group；$ P < 0.05 vs. 8 μmol/L NaAsO2 group.

图2  NaAsO2暴露HT-22细胞中p-ERK的细胞核易位及CREB/Bcl-2通路相关蛋白水平

Fig.2  Nuclear translocation of p-ERK and expression of proteins related to the CREB/Bcl-2 signaling pathway in HT-22 cells exposed to 

NaAsO2
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流式细胞术结果显示，与对照组相比，8、10 

μmol/L NaAsO2暴露组细胞凋亡率呈现显著上升趋

势 （P < 0.05），表明NaAsO2显著激活HT-22细胞凋亡。

见图3。

2.3  NAC干预降低NaAsO2暴露HT-22细胞中ROS水平

为了研究ROS在NaAsO2暴露诱导的细胞凋亡

中的作用，使用抗氧化剂NAC对细胞进行干预，并对

细胞进行DCFH-DA荧光标记。结果显示，与10 μmol/L

NaAsO2暴露组相比，NAC与NaAsO2联合干预组细胞

荧光强度显著下降，HT-22细胞中ROS水平显著降

低。结果提示，NAC有效抑制了NaAsO2暴露诱导的

氧化应激。见图4。

2.4  NAC干预提高NaAsO2暴露HT-22细胞中ERK的

细胞核易位水平并降低细胞凋亡

Western blotting结果显示，与10 μmol/L NaAsO2

暴露组相比，NAC与NaAsO2联合干预组细胞核中

p-ERK蛋白水平显著升高 （P < 0.05，图5A），细胞质

中p-ERK蛋白水平也显著升高 （P < 0.05，图5B）。结

果提示，NAC干预显著逆转了NaAsO2诱导的p-ERK

细胞核易位减少。与10 μmol/L NaAsO2暴露组相比，

NAC与NaAsO2联合干预组细胞中p-CREB 和Bcl-2蛋

白水平均显著升高 （P < 0.05，图5C）。结果提示，抑

制ROS可显著逆转NaAsO2暴露导致的CREB/Bcl-2通

路抑制。

图4  NAC干预后HT-22细胞中ROS水平   ×200

Fig.4  Levels of ROS in HT-22 cells following administration of NAC ×200

流式细胞术检测结果显示，与10 μmol/L NaAsO2

暴露组相比，NAC与NaAsO2联合干预组细胞凋亡

率显著降低 （P < 0.05）。结果表明，NAC明显降低了

NaAsO2对HT-22细胞凋亡的诱导作用，见图6。结果

提示，抑制细胞ROS水平能有效减轻NaAsO2暴露诱

导的细胞凋亡。

3 讨论

砷对人体的每个器官或组织几乎都有影响，

其神经毒性尤其引人关注。砷可以导致神经细胞凋

亡，已有大量研究证实其致毒机制。细胞凋亡被认

为是砷引发神经毒性的潜在机制之一［14］，但其具体

调控机制尚不清楚。本研究深入探讨了NaAsO2暴露

诱导小鼠神经元HT-22细胞凋亡的调控机制。本研

究结果显示，NaAsO2暴露增加了HT-22细胞的氧化

应激水平。正常情况下，细胞处于氧化与抗氧化的

动态平衡状态，机体内ROS含量维持在较低水平。大

量ROS的产生可诱导细胞凋亡。本研究结果表明，在

NaAsO2作用下，HT-22细胞中ROS水平显著升高，细

胞凋亡水平也明显升高。

ERK通路是丝裂原活化蛋白激酶家族成员之

一，它在细胞的生长、分化和存活等重要生理过程

中起关键作用。ERK通路在多种生物学过程中都发

挥重要作用，包括细胞增殖、分化、迁移、存活和凋

亡等。ERK通路活化出现异常时，可能引发多种疾

病的发生和发展，如癌症［8］、神经退行性变性疾病［15］

等。因此，ERK通路成为药物研发和疾病治疗的重要

靶点之一。

* P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. 4 μmol/L NaAsO2 group；& 

P < 0.05 vs. 6 μmol/L NaAsO2 group；$ P < 0.05 vs. 8 μmol/L NaAsO2 

group.

图3  NaAsO2暴露HT-22细胞的凋亡率

Fig.3  Apoptosis rate of HT-22 cells exposed to NaAsO2
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A，p-ERK protein level in the nucleus；B，p-ERK protein level in the cytoplasm；C，p-CREB and Bcl-2 protein levels in the cells. 1，control group；2，10 

μmol/L NaAsO2 group；3，NAC group；4，NAC+NaAsO2 group.  * P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. 10 μmol/L NaAsO2 group；& P < 0.05 vs. NAC 

group. 

图5  NAC干预后HT-22细胞中p-ERK的细胞核易位及CREB/Bcl-2通路相关蛋白水平

Fig.5  Nuclear translocation of p-ERK and expression of proteins related to the CREB/Bcl-2 signaling pathway in HT-22 cells following 

administration of NAC

研究［8］显示，ERK通路的活化可以受到ROS的

调节。当ERK通路被激活后，活化的p-ERK会易位至

细胞核内，通过磷酸化细胞核内的靶蛋白 （包括转

录因子、细胞核内激酶和其他调控因子） 来调控特

定基因的转录和表达。本研究发现，当HT-22细胞暴

露于NaAsO2时，易位至细胞核的p-ERK显著减少，而

滞留在细胞质中的p-ERK显著增加。同时，其下游通

路CREB/Bcl-2被阻滞，表现为CREB蛋白Ser133位点

磷酸化水平显著降低，Bcl-2蛋白水平呈剂量依赖性

下降。这些结果表明，NaAsO2阻滞了p-ERK向细胞核

易位过程，通过抑制下游CREB/Bcl-2通路，激活了细

胞凋亡。

NAC作为一种广泛应用的抗氧化剂，能够有效

保护机体遭受过氧化应激带来的损伤。本研究中，

NAC干预显著降低了HT-22细胞中NaAsO2暴露诱导
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* P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. 10 μmol/L NaAsO2 group.

图6  NAC干预后HT-22细胞的凋亡率

Fig.6  Apoptosis rate of HT-22 cells  following administration of 

NAC
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的ROS水平升高。同时，细胞核中p-ERK蛋白水平呈

升高趋势，其下游分子p-CREB （Ser133） 蛋白水平亦

升高。此外，Bcl-2蛋白表达也呈上调趋势。结果表

明，NAC能够抑制HT-22细胞的氧化应激过程，通过

促进p-ERK向细胞核内易位，激活其下游的CREB/

Bcl-2信号通路，进而在一定程度上降低NaAsO2暴露

诱导的细胞凋亡加剧现象，增强HT-22细胞的抗凋

亡能力。本研究结果进一步证实了ERK信号通路在

NaAsO2诱导的HT-22细胞凋亡过程中起到至关重要

的作用。

综上所述，本研究发现，NaAsO2能够激活细胞

氧化应激，通过抑制p-ERK细胞核易位，抑制下游

CREB/Bcl-2通路的活性，从而促使细胞凋亡发生。

NaAsO2作为一种潜在的抗癌药物，其促进细胞凋亡

的作用为癌症治疗提供了新的思路和目标。本研究

不仅提供了NaAsO2神经毒性机制的实验证据，还为

NaAsO2作为抗癌药物提供了重要的理论依据和实

验基础。
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