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丁苯酞调节PI3K/Akt/CREB信号通路对顺铂诱导的
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【摘要】目的  基于磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B/cAMP 反应元件结合蛋白（PI3K/

Akt/CREB）通路探究丁苯酞对顺铂诱导大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤（PC12）细胞损伤

的保护作用及机制。方法  将不同浓度的丁苯酞及顺铂细胞培养液作用于 PC12 细胞，采

用 CCK-8 法检测细胞活性，根据 CCK-8 考察结果将后续实验分为空白对照组、顺铂组

（50  μmol/ L）、丁苯酞低、中、高剂量组（25、50、100 μmol/L），采用 ELISA 试剂盒检测

细胞内白细胞介素 -6（IL-6）及白细胞介素 -1β（IL-1β）水平，TUNEL 染色检测细胞凋亡

情况，Western blotting 法检测 PI3K/Akt/CREB 通路相关蛋白 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、

CREB、p-CREB 的表达情况。结果  与顺铂组相比，丁苯酞可不同程度地提高 PC12 细胞活

力，但差异无统计学意义（P＞0.05）。ELISA 结果显示，与对照组相比，顺铂可显著升高

IL-6 及 IL-1β 水平（P＜0.05）；与顺铂组相比，丁苯酞可降低 IL-6 及 IL-1β 的水平，其中

高剂量组差异有统计学意义（P＜0.05）。TUNEL 结果显示，与对照组相比，顺铂组显著增

加 PC12 细胞凋亡率（P＜0.05）；丁苯酞给药后，细胞凋亡的程度明显降低（P＜0.05）。

Western blotting 结果显示，与对照组相比，顺铂组 PC12 细胞的 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt 和

p-CREB/CREB 蛋白水平降低，其中 p-Akt/Akt 和 p-CREB/CREB 蛋白水平差异有统计学意

义（P＜0.05）；与顺铂组相比，丁苯酞各剂量组 PC12 细胞的 p-PI3K/PI3K、中、低剂量组

的 p-Akt/Akt 和中剂量组的 p-CREB/CREB 蛋白水平显著提高（P＜0.05）。结论  丁苯酞可

通过 PI3K/Akt/CREB 信号通路提高 PC12 细胞存活率，减轻细胞炎症抑制细胞凋亡，对顺铂

诱导神经细胞毒性起保护作用。
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【Abstract】Objective  To investigate the protective effect and mechanism of butylphthalide 
on cisplatin-induced cell injury in rat adrenal medullary pheochromocytoma (PC12) based on 
phosphatidylinositol-3-kinase/Akt/cAMP response element binding protein (PI3K/Akt/CREB) 
pathway. Methods  Different concentrations of butylphthalide and cisplatin cell culture medium 
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were applied to PC12 cells, and the cell activity was detected by CCK-8 method. According to the results of CCK-8 
investigation, the subsequent experiments were divided into the blank control group, the cisplatin group (50  μmol/ L), 
and low, medium and high dose groups of butylphthalein (25, 50, 100 μmol/L). ELISA kit was used to detect the 
levels of intracellular interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1β (IL-1β), TUNEL staining was used to detect apoptosis, 
and the expressions of PI3K/Akt/CREB pathway-related proteins PI3K, p-PI3K, Akt, p-Akt, CREB and p-CREB 
were detected by Western blotting. Results  Compared with the cisplatin group, butylphthalein could increase the 
viability of PC12 cells to varying degrees, but the difference was not statistically significant (P>0.05). The ELISA 
results showed that compared with the control group, cisplatin could significantly increase the levels of IL-6 and 
IL-1β (P<0.05); compared with the cisplatin group, butylphthalein could reduce the levels of IL-6 and IL-1β, with 
a statistically significant difference in the high-dose group (P<0.05). The TUNEL results showed that compared 
with the control group, the cisplatin group significantly increased the apoptosis rate of PC12 cells (P<0.05); after 
administration of butylphthalein, the degree of cell apoptosis was significantly reduced (P<0.05). Western blotting 
results showed that compared with the control group, the p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, and p-CREB/CREB protein levels 
of PC12 cells in the cisplatin group were reduced, with statistically significant differences in p-Akt/Akt and p-CREB/
CREB protein levels (P<0.05); compared with the cisplatin group, the p-PI3K/PI3K in all dose groups, p-Akt/Akt in 
the medium and low dose groups, and p-CREB/CREB protein levels in the medium dose group of PC12 cells were 
significantly increased (P<0.05). Conclusion  Butrimlphthalein can improve the survival rate of PC12 cells, reduce 
cell inflammation, inhibit apoptosis, and play a protective role in cisplatin-induced neurocytotoxicity through PI3K/
Akt/CREB signaling pathway.

【Keywords】Butylphthalide; Neuroprotection; Apoptosis; Chemotherapy-related cognitive impairment; 
PC12 cells

化 疗 相 关 认 知 障 碍（chemotherapy-related 

cognitive impairment，CRCI）也称为化疗脑，是

一种发生在化疗期间或者化疗结束后认知功能减

退的副作用症状 [1]，其认知缺陷主要表现在记忆、

注意力和执行功能等方面 [2]，CRCI 是许多肿瘤

患者化疗后必须面对的重要问题 [3]。恶性肿瘤

化疗可引起脑部变化和认知障碍，导致 CRCI 发

生 [4]。CRCI 是接受化疗的患者面临的一个重大问

题，在缺乏标准治疗的情况下，CRCI 的发病率

正在逐年增加，其严重降低了患者的生活质量。

尽管 CRCI 已引起临床足够重视，但其发生机制

尚未完全明确，仅能予以抗抑郁药、抗痴呆药、

抗氧化剂等药物对症处理且作用局限、单一，故

而积极探索安全且有效的药物干预方法成为当前

研究的方向。

顺铂是一种广泛用于治疗癌症患者的化疗

药物，其可通过破坏 DNA[5]、抑制 DNA 合成和

有丝分裂、诱导细胞凋亡等途径 [6] 诱导中枢神

经系统神经毒性 [7]，继而产生认知障碍 [8]。许多

研究报道，顺铂可加速促炎细胞因子的释放 [9]，

如白细胞介素（interleukins，ILs），这些细胞

因子参与氧化应激、线粒体损伤、神经元凋亡、

神经递质失调和海马神经发生的抑制，导致学

习记忆认知障碍 [10]。因此本研究使用顺铂诱导

认知障碍。

丁苯酞是一种有机物，化学式为 C12H1402，

又称芹菜甲素，为油状液体，有芹菜香味 [11]，

是中国自主研发用于治疗缺血性脑卒中的药物，

可抗脑缺血和抗老年痴呆。丁苯酞作为一种具有

神经保护作用的化合物，已被证明在缺血性脑卒

中和阿尔茨海默病中具有显著的抗炎和抗氧化

作用 [12]。然而，其在 CRCI 中的作用机制尚未得

到充分研究。丁苯酞常被用于治疗脑梗，具有改

善微循环、抗血小板、抗炎抗氧化和神经保护作

用。既往研究显示，丁苯酞可改善卒中后认知障

碍，并通过减少炎症和氧化应激来促进卒中后的

认知恢复 [13]。最近的研究发现，丁苯酞可以减

轻早期脑损伤和迟发性神经功能障碍。这些研究

提示丁苯酞具有一定的神经保护作用。本研究利

用顺铂建立大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤（PC12）

细胞凋亡模型，探究丁苯酞的神经保护机制，为

其临床应用提供实验依据。
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1  材料与方法

1.1  主要仪器
HERAcell 160i CO2 培 养 箱 和 400R 台 式 水 平

低温离心机购自美国 Thermo 公司；EnSight 酶标仪

（美国 Perkin Elmer 公司）；DYY-7C 蛋白电泳仪

（北京六一生物科技有限公司）；ChemiDoc Touch

化 学 发 光 仪（ 美 国 Bio-RadD 公 司 ）；DM40008/

DFC450C 荧光显微镜（美国 Leica 公司）。

1.2  主要药品与试剂
丁苯酞（石药集团恩必普药业有限公司，

批 号：5182208002，纯度 99.80%）；顺铂（美国

MCE 公司，货号：HY-17394，纯度 99.70%）；

二 甲 基 亚 砜（dimethyl sulfoxide，DMSO， 北 京

索莱宝科技有限公司，货号：D8371-50 mL）；

PBS 缓 冲 液（ 货 号：G4202）、RIPA 裂 解 液

（ 批 号：G2002）、50×Cocktail 蛋 白 酶 抑 制 剂

（批号：G2006）、磷酸化蛋白酶抑制剂（批 号：

G2007）、 苯 甲 基 磺 酰 氟（ 批 号：G2008）、

CCK-8 试 剂 盒（ 批 号：G4103）、 电 化 学 发

光（electrochemiluminescence，ECL） 试 剂 盒

（批 号：G2014）和辣根过氧化物酶（horseradish 

peroxidase，HRP）标记山羊抗兔免疫球蛋白 G

（immunoglobulin G，IgG， 批 号：GB23303）

均 购 自 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ；RPMI 

Medium 1640 培养基（美国 Gibco 公司，货号：

11875093）；胎牛血清（浙江天杭生物科技有

限 公 司， 货 号：11011-8611）；0.25% 胰 蛋 白

酶（ 美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司， 货 号：

25200056）；青霉素 - 链霉素溶液（武汉普诺赛

生命科技有限公司，货号：180121）；IL-6（批号 ：

ELK1158）和 IL-1β（批号：ELK1272）检测试剂

盒购自武汉科鹿生物；TUNEL 试剂盒（武汉伊莱

瑞特生物科技有限公司，批号：AK19611）；磷

脂酰肌醇 3 激 酶（phosphatidylinositol-3-kinase，

PI3K，批号：YP-Ab-14915）和 p-PI3K（批号：

YP-Ab-14485）购自杭州臻优品生物科技有限

公司；cAMP 反应元件结合蛋白（cAMP response 

element binding protein，CREB， 武 汉 三 鹰 生 物

技术有限公司，批 号：22081-1-AP）；蛋白激

酶 B（Akt， 批 号：A18120）、p-Akt（ 批 号：

AP1208） 和 p-CREB（ 批 号：AP1421） 均 购 自

艾比玛特生物医药（上海）有限公司；无水乙

醇（国药集团化学试剂有限公司）；多色预染

蛋白 Marker（上海雅酶生物医药科技有限公司，

批号 ：WJ102L）。

1.3  细胞株
PC12细胞由上海复旦大学细胞典藏中心提供。 

1.4  方法  
1.4.1  样品制备

① 完 全 培 养 基 配 制： 按 照 RPMI-1640 培

养 基  ∶ 胎 牛 血 清 ∶ 双 抗（100 U/mL 青 霉 素、

100  U/ mL 链霉素）=9 ∶ 1 ∶ 0.1 的比例配制完全培

养基，配置好的培养基于 4℃冰箱保存使用。

②顺铂溶液配制：称取一定量顺铂固体粉末，

使用适量 DMSO 配制为 500 mmol/L 的母液，用

0.45  μm 微孔滤膜过滤，后分装为若干管避光保

存于 4℃冰箱中，使用时用配置好的完全培养基

稀释至特定浓度使用。

③丁苯酞溶液配制：吸取一定量的丁苯酞油

状液体与适量 DMSO 溶液配制成 100 mmol/L 的母

液，使用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，后分装为若干

管保存于 4℃冰箱中，使用时用配置好的完全培

养基稀释至特定浓度使用。

1.4.2  PC12细胞培养及损伤模型建立
①收集处于对数生长期、生长状态良好的

PC12 细胞，PBS 清洗后采用全自动细胞计数仪

进行计数，计数完成后将 PC12 细胞按照 1×105

个/mL 的 密 度 接 种 于 96 孔 板 中， 每 孔 各 加 入

100  μL。为防止培养基挥发对实验结果造成影响，

在实验组周围一圈无溶液的孔中每孔加入 200 μL 

PBS 溶液，于 37℃、5% CO2 培养箱中继续培养，

待细胞长满孔底约 80% 即可给药。

② 按 照 0、5、10、25、50、100、250、

500  μmol/L 的浓度分组给与丁苯酞，每组设置 6 个

复孔，给药完成后于 37℃、5% CO2 培养箱中继续

培 养 24 h。 按 照 0、5、10、25、50、100、250、

500、1 000 μmol/L 的浓度分组给与顺铂，每组设置

6 个复孔，给药完成后于 37℃、5% CO2 培养箱中

继续培养 24 h。按照 0、10、25、50、100、250、

500 μmol/L 的浓度分组给与丁苯酞，每组设置 6 个

复孔，给药完成后于 37℃、5% CO2 培养箱中培养

1 h，培养完成后吸出培养基，PBS 洗去残余丁苯

酞药液；各孔均加入浓度为 50  μmol/L 的顺铂完全

培养基 100 μL，于同样条件下继续培养 24 h；另设

不加丁苯酞和顺铂的对照组。
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③再培养 24 h 后，弃去各孔中原有培养基，

每孔加入 100 μL PBS 清洗残余顺铂药液，清洗

结束后，吸出 PBS 溶液，于每孔加入含有 10 μL 

CCK-8 工作液的空白培养基，于 37℃、5% CO2

培养箱中避光孵育 1~2 h。

④ 使 用 酶 标 仪 测 定 450 nm 处 各 孔 吸 光 度

（OD）值，并按下式计算细胞存活率：

细胞存活率（%）=（给药组 OD 值-空白组

OD 值）/（对照组 OD 值-空白组 OD 值）×100%

1.4.3  检测PC12细胞IL-6及IL-1β水平
按照“1.4.2”项下培养分组进行筛选的浓度

确定后，将后续实验分为空白对照组、顺铂组

（50  µmol/L）、丁苯酞低、中、高剂量组（25、

50、100 µmol/L）， 收 集 各 组 PC12 细 胞 后

200×g 离心 5 min，取其上清，按照试剂盒说明

书操作步骤，采用多功能酶标仪检测 450  nm 波

长处各组 OD 值，计算 IL-6 及 IL-1β 的含量。

1.4.4  TUNEL染色检测PC12细胞凋亡水平
由 于 顺 铂 可 以 直 接 引 起 DNA 双 链 断 裂，

TUNEL 染色能够通过标记 DNA 断裂点，直观显示

凋亡细胞；此外，由于 PC12 细胞属于贴壁细胞，

为避免因消化步骤导致假阳性，本文选择 TUNEL

染 色 进 行 检 测 凋 亡。 按 照“1.4.3” 项 分 组， 将

PC12 细胞接种于 24 孔板中制备细胞爬片，置于培

养箱中培养 24 h 至细胞贴壁；随后进行顺铂 + 丁

苯酞联合干预处理，其中丁苯酞提前 1  h 预处理，

顺铂＋丁苯酞给药结束后继续培养 24  h；取出爬片

后，室温下用 4% 多聚甲醛固定 20 min，PBS 漂洗

3 次。每孔加入 50 μL TUNEL 反应液，37℃孵育

30~60 min，再用 PBS 洗涤 1~2 次；最后以 50% 甘

油封片，荧光显微镜下观察并拍照，统计阳性细胞

比例，相对荧光强度比值 = 绿色荧光 / 蓝色荧光。

1.4.5  Western blotting法检测PC12细胞内
凋亡相关蛋白水平

PI3K/Akt 通路与细胞存活、增殖有关，Akt

激活后可以磷酸化下游靶点 CREB，进而调控抗

凋亡基因的表达，本文旨在研究细胞存活机制

及丁苯酞抑制顺铂诱导细胞凋亡和炎症是否通

过 激 活 PI3K/Akt/CREB 通 路， 故 本 文 未 做 B 淋

巴细胞瘤-2 基因相关 X 蛋白（B-cell lymphoma-

2-associated X protein，Bax）相关蛋白检测，而

是选择 PI3K/Akt/CREB 信号通路。按照“1.4.3”

项分组，给药后进行蛋白提取。每个培养皿加入

150 μL 裂 解 液 充 分 裂 解，200×g 离 心 5 min 后

取上清，采用双辛可宁酸法（bicinchoninic acid 

assay，BCA）测定蛋白浓度并定量，取 20  μg 蛋

白 样 品 进 行 上 样； 通 过 12% 十 二 烷 基 硫 酸 钠

聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）

电泳分离蛋白后，采用湿转法将蛋白转移至活化

聚 偏 二 氟 乙 烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）

膜， 随 后用快速封闭液封闭 20 min；之后加入

一 抗 PI3K（ 稀 释 比 例 1 ∶ 1 000）、p-PI3K（ 稀

释比例 1 ∶  1  000）、Akt（稀释比例 1 ∶ 2 000）、

p-Akt（稀释比例 1 ∶ 1 000）、CREB（稀释比例

1 ∶ 5  000）、p-CREB（稀释比例 1 ∶ 1 000）；4℃

条件下孵育过夜后，使用 1×TBST 漂洗，随后

加入兔二抗（稀释比例 1 ∶ 3 000）室温孵育 2 h；

TBST 再次漂洗后，采用化学发光法显影，并通

过 Image J 软件分析条带灰度值，计算目标蛋白

的相对表达水平。

1.5  统计学分析
通过 Graph Pad Prism 软件对结果进行统计学

分析并作图。符合正态分布数据以 sx ± 表示，数

据进行方差齐性检验，组间比较采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），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  丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12细胞存
活率的影响

如图 1 所示，丁苯酞对 PC12 细胞存活率影

响不大，当丁苯酞给药浓度到达 100 μmol/L 时，

与对照组（0 μmol/L）相比 PC12 细胞存活率显著

升高（P＜0.05）。

图1  不同浓度丁苯酞对PC12细胞活力的影响（n=6）
Figure 1. Effect of different concentrations of 

butylphthalide on the viability of PC12 cells (n=6)
注：与对照组（0 μmol/L）相比，aP＜0.05。
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图2  不同浓度顺铂对PC12细胞活力的影响（n=6）
Figure 2. Effect of different concentrations of cisplatin on 

the viability of PC12 cells (n=6)
注：与对照组（0 μmol/L）相比，aP＜0.01。
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图3  不同浓度丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12

细胞存活率的影响（n=6）
Figure 3. Effect of different concentrations of 

butylphthalide on the viability of cisplatin-induced 

PC12 cells (n=6)
注：与对照组（0 μmol/L）相比，aP＜0.01。
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如图 2 所示，顺铂造模后细胞活力明显下降，

其中 50 μmol/L 浓度与对照组（0 μmol/L）相比差

异有统计学意义（P＜0.05），故选择该浓度进行

造模。

如图 3 所示，与对照组（0 μmol/L）相比，

顺铂组 PC12 细胞活力显著降低（P＜0.05）；与

顺铂组相比，丁苯酞各浓度组均可不同程度地提

高 PC12 细胞存活率，但差异无统计学意义（P ＞
0.05），其中，丁苯酞低剂量组（25  μmol/ L）

的细胞存活率提高了约 27%，这提示丁苯酞对

PC12 细胞有保护作用，故后续实验选用浓度为

25、50、100 μmol/L 的丁苯酞进行考察。

2.2  丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12细胞内
IL-6及IL-1β水平的影响

如 图 4 所 示， 顺 铂 使 PC12 细 胞 内 IL-6 和

IL-1β 水平显著升高（P＜0.05），丁苯酞治疗后

IL-6 和 IL-1β 水平降低，其中丁苯酞高剂量组与

顺铂组比较差异有统计学意义治（P＜0.05）。

2.3  丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12细胞凋
亡的影响

如图 5 所示，与对照组相比，顺铂组的相对

荧光强度比值显著上升（P＜0.05），提示细胞凋

亡，而丁苯酞给药后，低、中、高剂量组的相对

荧光强度显著下降（P＜0.05），细胞凋亡的程度

降低。

2.4  丁苯酞可通过PI3K/Akt/CREB通路改
善PC12细胞损伤

如 图 6 所 示， 顺 铂 组 PC12 细 胞 的 p-PI3K/

PI3K、p-Akt/Akt 和 p-CREB/CREB 蛋白水平低于

对 照 组， 其 中 p-Akt/Akt 和 p-CREB/CREB 蛋 白

图4  丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12细胞炎症因子IL-6和IL-1β的影响（n=3）
Figure 4. Effect of butylphthalide on cisplatin-induced damage to PC12 cell inflammatory cytokines IL-6 and IL-1β (n=3)
注：A. IL-6；B. IL-Iβ；与对照组相比，aP＜0.01；与顺铂组相比，bP＜0.05。
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水平差异有统计学意义（P＜0.05）；相比于顺铂

组，丁苯酞各剂量组 PC12 细胞的 p-PI3K/PI3K、

中、低剂量组的 p-Akt/Akt 和中剂量组的 p-CREB/

CREB 蛋白水平显著提高（P＜0.05）。

a
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图5  丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12细胞细胞凋亡的影响（n=3）
Figure 5. Effect of butylphthalide on apoptosis of cisplatin-induced injured PC12 cells (n=3)

注：与对照组相比，aP＜0.01；与顺铂组相比，bP＜0.05，cP＜0.01。

图6  丁苯酞对顺铂诱导损伤PC12细胞PI3K/Akt/CREB信号通路的影响（n=3）
Figure 6. Effect of butylphthalide on PI3K/Akt/CREB signaling pathway in cisplatin-induced damage to PC12 cells (n=3)
注：与对照组相比，aP＜0.05；与顺铂组相比，bP＜0.05，cP＜0.01。
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3  讨论

PC12 细胞被广泛用于体外神经系统疾病的

研究，本研究通过构建顺铂诱导的 PC12 细胞损

伤模型，探讨了丁苯酞通过调节 PI3K/Akt/CREB

信号通路对炎症反应和细胞凋亡的影响，研究

结果从细胞活力、炎症因子释放及凋亡水平等

多个维度证实了丁苯酞的神经保护作用，研究

发现其机制可能与激活 PI3K/Akt/CREB 通路密

切相关。

CCK-8 结果显示，丁苯酞在高浓度时细胞存

活率更高，这可能与丁苯酞独特的药理特性有关，

如其抗氧化作用在低浓度保护细胞，而高浓度时

可能因为更强的抗氧化效果或激活特定通路促进

细胞存活。顺铂显著降低 PC12 细胞存活率，而

丁苯酞预处理可剂量依赖性逆转这一效应，提示

其具有保护 PC12 细胞免受顺铂毒性的潜力，这

一结果为后续探讨机制提供了基础。

顺铂可通过诱导 DNA 损伤和神经炎症导致

神经元凋亡，神经炎症是顺铂神经毒性的关键

特征。研究表明，炎症与 CRCI 密切相关 [14]，

并且可能是引起 CRCI 的重要原因 [15]，可能被

用作预测 CRCI 的标志物。炎症与药物细胞毒

性相结合，会改变血脑屏障的结构和完整性，

使细胞因子更易穿过并影响皮质完整性，从而

导致 CRCI[16]。在小鼠 [17] 和阿尔茨海默病患者 [18]

的 研 究 中 发 现，IL-6 和 IL-1β 水 平 异 常 会 造

成认知障碍，其与情景记忆功能密切相关，在

CRCI 的发展中具有重要作用，IL-6 和 IL-1β 作

为促炎细胞因子，其过度释放可激活胶质细胞

并加剧 PC12 细胞损伤，因此，抑制炎症 [19] 可

能是预防和减轻顺铂引起的认知障碍的潜在策

略。本研究发现丁苯酞可显著抑制顺铂诱导的

IL-6 和 IL-1β 上调，表明其可能通过抗炎作用

减轻 PC12 细胞损伤。

细胞凋亡在学习记忆障碍中起着重要的作

用 [20]，凋亡程度与认知障碍程度呈正相关。顺铂

能够通过激活凋亡途径诱导细胞死亡，本研究通

过 TUNEL 染色验证了顺铂模型中 PC12 细胞凋亡

指数较正常组较高，而丁苯酞组治疗后凋亡情况

得到抑制，进一步证明丁苯酞对顺铂诱导 PC12

细胞凋亡的保护作用。

PI3K/Akt/CREB 信号通路和炎症、细胞凋亡

密切相关 [21]。研究表明，PI3K 信号通路可以促

进细胞存活 [22]，介导炎症 [23]，并且参与中枢神

经系统的细胞凋亡，PI3K 被激活后，可以使细

胞膜上的磷脂酰基醇磷酸化，继而生成磷脂酰基

醇三磷酸，实现 Akt 的完全活化 [24]。而 Akt 是

PI3K 下游的主要蛋白效应因子，是最重要的凋

亡抑制蛋白之一，Akt 磷酸化后可激活神经保护

作用。PI3K/Akt 是调控神经元生长、存活的关键

信号通路 [25]，一方面可以调控促凋亡、抗凋亡

基因的表达来抑制细胞凋亡，另一方面还可以促

进 CREB 的磷酸化，p-CREB 的形成使 CREB 与

其相对应的启动子区域相连，进而诱导 cAMP 反

应元件基因的表达，同时还能促进脑源性神经营

养因子的表达，在神经元再生及学习记忆等方面

有着重要的调节作用。顺铂可通过 DNA 损伤、

炎症生成等诱导细胞凋亡，通常伴随 PI3K/Akt 信

号抑制（促凋亡）和 CREB 活性降低（抗凋亡减

弱）。为了更进一步探索丁苯酞对顺铂诱导 PC12

细胞的保护作用机制，本文采用 Western blotting

法检测 PC12 细胞中 PI3K/Akt/CREB 信号通路的

蛋白表达情况。结果表明，顺铂组 PC12 细胞的

p-PI3K、p-Akt 和 p-CREB 蛋白水平均低于对照

组。经丁苯酞预处理给药后，p-PI3K、p-Akt 和

p-CREB 蛋白水平均有所提高，其中 p-PI3K/PI3K

和 p-Akt/Akt 蛋白水平随丁苯酞浓度升高而降低，

与 CCK-8 结 果 一 致， 而 p-CREB/CREB 蛋 白 水

平随丁苯酞浓度增加而升高，与 CCK-8 结果相

反，正常情况下，Akt 可间接激活 CREB，但在此

实验中，丁苯酞可能解耦 Akt 与 CREB 的联系，

使 CREB 可能通过非 PI3K/Akt 依赖途径被丁苯酞

激活，这可能需要通过后续通路进行验证。以上

结果表明，丁苯酞可以上调 PC12 细胞 PI3K/Akt/

CREB 通路蛋白表达，对顺铂诱导的 PC12 细胞损

伤起保护作用。Western blotting 结果表明，丁苯

酞可以上调 PC12 细胞 PI3K/Akt/CREB 通路蛋白

表达，对顺铂诱导的 PC12 细胞损伤起保护作用。

综上所述，丁苯酞可显著增加因顺铂诱导致

死细胞的存活率、抑制炎症和细胞凋亡，并可通

过 Akt/CREB/ 脑源性神经营养因子细胞起到减轻

细胞损伤的作用，从而保护神经系统。与以往

研究相比，本研究揭示了丁苯酞通过 PI3K/Akt/

CREB 信号通路减轻顺铂诱导的神经细胞损伤，

为丁苯酞的神经保护作用提供了新的理论支持，
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发现其在神经系统疾病治疗中具有潜在应用价

值，这些发现为进一步探究丁苯酞的作用机制及

其活性成分奠定了实验基础。
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