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摘要 目的：探讨 Homer1b/c在缺氧复氧损伤神经元中的作用。方法：构建 pcDNA3.1-Homer1b/c质粒和 Homer1b/c siRNA，过表达

及 siRNA干扰 Neuro-2a细胞中 Homer1b/c的水平，western blot分析观察上调及下调 Homer1b/c后 Homer1b/c的蛋白表达变化，

再予细胞缺氧复氧损伤处理，观察细胞生存率、乳酸脱氢酶（Lactic dehydrogenase, LDH）释放量及 caspase-3活性的变化。结果：过
表达及 siRNA干扰 Homer1b/c后，Homer1b/c的蛋白水平分别较正常组明显增高及降低 (P值分别 <0.01)，提示过表达及干扰
Homer1b/c的效果均明显，分别能明显提高及降低 Homer1b/c的水平。在缺氧复氧损伤条件下，Homer1b/c过表达组较空质粒转

染组，其细胞生存率明显增加，LDH释放量、caspase-3活性明显降低 (P值分别 <0.05)；相反，下调 Homer1b/c的水平后，与 control

siRNA转染组相比，细胞生存率明显降低，而 LDH释放量和 caspase-3活性明显增加 (P值分别 <0.05)。结论：Homer1b/c在缺氧复

氧损伤神经元中具有神经保护作用。
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Homer1b/c Neuroprotection under Hypoxia/reoxygenation-induced
Neuronal Injury*

To explore the role of Homer1b/c in hypoxia/reoxygenation-induced neuronal injury. The

plasmids with pcDNA3.1-Homer1b/c and Homer1b/c small interfering RNA (siRNA) were constructed for over-expression and

down-expression of Homer1b/c in Neuro-2a cells. Western blot analysis was determined to detect Homer1b/c protein levels after

over-expression and down-expression of Homer1b/c. Cells were treated with hypoxia and reoxygenation (hypoxia/reoxygenation). The

changes in cell viability, lactic dehydrogenase (LDH) release and caspase-3 activity were observed. Compared with normal

control group, Homer1b/c protein levels were markedly promoted and reduced in pcDNA3.1-Homer1b/c- and Homer1b/c
siRNA-transfected cells, respectively, suggesting that Homer1b/c over-expression and down-expression were able to up-regulate and

down-regulate Homer1b/c expression (P value<0.01). Under hypoxia/reoxygenation condition, compared with pcDNA3.1-transfetcted

cells, there was a significant increase in cell viability, decreases in LDH release and caspase-3 activity in Homer1b/c over-expression

cells (P value<0.05, respectively). In contrast, compared with control siRNA-transfetcted cells, Homer1b/c down-expression group

produced opposite results, characterized by a significant decrease in cell viability, increases in LDH release and caspase-3 activity (P
value<0.05, respectively). Homer1b/c plays a neuroprotective role in hypoxia/reoxygenation-induced neuronal injury.

Homer1b/c; Hypoxia/reoxygenation; Neuroprotection; Over-expression; Small interfering RNA

前言

Homer 蛋白属于新近发现的突触后密度 (Post-synaptic
density, PSD)蛋白家族成员。目前认为，Homer家族包括 3种基

因，分别为 Homer1，Homer2 和 Homer3，其中 Homer1 包含三

种剪切异构体，分别为短链形式的 Homer1a，以及长链形式的
Homer1b和 1c [1,2]。而 Homer1b和 1c在结构及功能方面较类

似，其 C末端均包含一段螺旋 (CC) 结构域，该结构域介导
Homer同型二聚体及四聚体的形成，因此，人们习惯于将它们

统称为 Homer1b/c[2]。研究表明，Homer1b/c调控代谢型谷氨酸

受体(Metabotropic glutamate receptors, mGluRs)功能及胞内钙

离子的释放[3,4]，而其在缺氧复氧损伤神经元中的作用目前仍不

清楚。

为明确 Homer1b/c在缺氧复氧损伤神经元中的作用，本研
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究采用转染效率高且分化良好的小鼠脑神经元细胞株 Neu-

ro-2a[5]，并在缺氧复氧条件下模拟神经元体内缺氧过程，通过构

建 pcDNA3.1-Homer1b/c和 Homer1b/c siRNA，过表达及干扰
Neuro-2a 细胞中 Homer1b/c 的水平，研究在该条件下
Homer1b/c的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠脑神经元细胞株(Neuro-2a)购自中国科学院细胞库。
RT-PCR反应试剂盒、 I和 I内切酶均购自 TaKaRa

公司。DME 培养基 (Dulbeco’s modified Eagle’s medium，
DMEM) 和质粒纯化试剂盒购于 Sigma。转染试剂 Lipofec-
tamineTM2000 和 FuGENE 6 分别购自 Invitrogen 和 Roche 公

司。兔抗 Homer抗体和小鼠抗 GAPDH抗体分别购自 Protein-

tech Group 和 Santa Cruz 公司。CCK-8细胞计数试剂盒购自
Dojindo Molecular Technologies。乳酸脱氢酶 (Lactic dehydro-

genase, LDH)试剂盒购自南京建成生物工程研究所。Caspase-3

活性试剂盒购自 Chemicon公司。
1.2 方法
1.2.1 Neuro-2a细胞培养 Neuro-2a 细胞生长于含 10%已灭
活胎牛血清的 DMEM 培养基中 (含 100 U/mL 青霉素和 50

滋g/mL链霉素)，37 ℃、5%CO2饱和湿度的温箱中培养，每两天

换液一次。

1.2.2 缺氧再复氧细胞模型建立 取分化良好的 Neuro-2a细

胞(胰酶消化细胞后 72 h以上)，吸出培养皿中的培液置另一无
菌培养皿中备用。将培液预先用无氧混合气体(含 5% CO2、10%

H2和 85% N2，氧浓度 <1%)饱和，加入该培养皿中并置厌氧培

养箱内培养，90 min后取出细胞，加入吸出备用的培液，置常氧

培养箱内继续培养。

1.2.3 Homer1b/c过表达及 siRNA干扰 pcDNA3.1-Homer1b/c

质粒构建：使用 Trizol试剂提取小鼠脑组织 Homer1b/c RNA，
后经 RT-PCR反应，将所得的 cDNA作为模板行 PCR反应，并

将扩增片段克隆入载体 pcDNA3.1-Myc 中。小鼠 pcDNA3.

1-Homer1b/c 引物为 F：5’-AAGAATTCATGGGGGAACAAC-

CTATC-3’，R 5’-AAGGATCCTTAGCTGCATTCTAGTAG-3’，

其中 I和 I为酶切位点。
Homer1b/c siRNA 设计：设计小鼠 Homer1b/c siRNA 序

列 ：Sense：5’-UCAGUUUAGAUGGCUCAAA-3’，antisense：5’
-UUUGAGCCAUCUAAACUGA-3’，于 Invitrogen公司合成上
述碱基序列，合成后于每管中加入 600 滋L DEPC水，配成 20

滋M溶液，-80 ℃保存备用。

转染：分别将 pcDNA3.1-Homer1b/c 质粒和 Homer1b/c

siRNA 转染至 Neuro-2a 细胞，转染试剂分别为 Lipofec-

tamineTM2000和 FuGENE 6。
1.2.4 Western blot 细胞经 SDS裂解液裂解，行 SDS-PAGE

电泳，湿式转膜，封闭后经一抗、二抗孵育，最后取等量 ECL

A＋B液，混匀后滴于 Parafilm膜上，沥干后 kodark医用 X 光

片压片，显影。

1.2.5 细胞生存率分析 细胞生存率采用 CCK-8细胞计数试

剂盒检测。DMEM培液与 CCK-8溶液按 10：1的比例混合均

匀，弃去原始培液，每孔加入 CCK-8溶液混合液，37 ℃、5%

CO2条件下避光孵育 4 h，在 450 nm波长下测定各孔的吸光度
OD值，制作生存曲线。
1.2.6 LDH释放量检测 LDH释放量采用 LDH试剂盒检测。

弃去细胞培养液，用正常细胞液洗涤 3 次，每孔各加入 60 滋L

LDH检测工作液混匀，室温避光孵育 30 min，然后各孔中再加

入 50 滋L终止液，在 490 nm处测定吸光度 OD值。
1.2.7 Caspase-3 活性测定 Caspase-3 活性采用 caspase-3 活

性试剂盒检测，将细胞裂解液离心，提取上清液中的蛋白，按照

每个样品中提取 100 滋g蛋白加入 96孔板内，然后每孔各加入
10 滋L caspase-3活性底物，37 ℃避光孵育 2 h。最后荧光酶标仪
激发波长 405 nm，发射波长 505 nm 测定各孔的吸光度 OD

值。

2 结果

2.1 过表达及 siRNA干扰 Homer1b/c后其蛋白水平检测
Neuro-2a 细胞中 siRNA 干扰及过表达 Homer1b/c 后，

Homer1b/c的蛋白水平分别较正常组明显降低及增高 (P值分

别 <0.01)（图 1），提示干扰及过表达 Homer1b/c的效果均明显，

分别能明显降低及提高 Homer1b/c的表达。

2.2 Homer1b/c提高了缺氧细胞生存率和降低了 LDH的释放

在空质粒转染组，缺氧处理较无缺氧处理的细胞，细胞生

存率明显降低(P<0.05)，LDH释放明显增加 (P<0.05)，提示缺氧

处理使细胞受到损伤 (图 2A-D)。在缺氧条件下，Homer1b/c过

表达组较空质粒转染组，其细胞生存率明显增加，细胞 LDH释

放明显降低 (P值分别 <0.05)，提示过表达 Homer1b/c 有抗细

胞凋亡作用 (图 2A,C)；相反，Homer1b/c siRNA后较 control

siRNA转染组，其细胞生存率明显降低，LDH释放明显增加 (P

值均 <0.05)，提示 Homer1b/c干扰后加重了细胞的缺氧性损伤
(图 2B,D)。
2.3 Homer1b/c降低了缺氧细胞中 caspase-3活性

在缺氧条件下，Homer1b/c上调组较空质粒转染组，其细

胞 caspase-3活性明显降低，差异具有显著意义，P<0.05 (图
3A); 而 Homer1b/c 下调组较 control siRNA 转染组 , 其细胞
caspase-3 活性明显增高 , P<0.05 (图 3B)，进一步提示
Homer1b/c在缺氧诱导的 Neuro-2a细胞损伤中有抗凋亡作用。

图 1 下调及上调 Homer1b/c后 Homer1b/c的蛋白表达

Fig. 1 The protein expression of Homer1b/c after down-expression and

up-expression of Homer1b/c

**P<0.01 vs Normal; ##P<0.01 vs Normal.
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3 讨论

Homer1b/c是新近发现的构架蛋白，位于突触后致密区
(PSDs)。它可与 I组代谢型谷氨酸受体(mGluR1a/5)的胞浆 C端

结合，并偶联于内质网跨膜蛋白 IP3Rs和 Shank[6-8]。Homer1b/c

通过其 N端的 EVH1区域与其它蛋白结合，而作为 Homer1b/c

结合配体的序列是 PxxF基序。研究表明，Homer1b/c可调控
mGluR1s蛋白的膜定位和突触后组装，还可调控 mGluR1s偶
联于 G蛋白的能力，及胞内钙池对 IP3和 ryanodine受体的敏

感性[9,10]。又有证据表明，Homer1b/c与 Shank的相互作用可调
节轴突生长及突触的形成[11]。基于上述 Homer1b/c在生理状态

下的调控作用，人们逐渐对其在各种病理损伤条件下的作用产

生兴趣。众所周知，谷氨酸系统与神经心理性疾病的发生发展

密切相关，且谷氨酸受体与 Homer1b/c之间存在相互作用，提

示人们开始探索 Homer1b/c在心理应激损伤中的作用，人们发

现，Homer1b/c可介导调控小鼠急性、慢性应激认知功能障碍，

且认为 Homer1b/c可能成为新一代抗抑郁药的治疗靶点[3,10]。又

有研究表明，在脂多糖诱导的神经炎症反应中，Homer1b/c明

显提高了炎症因子的表达，提示 Homer1b/c加剧了脂多糖诱导

的神经炎症反应[11]。因此，我们推测 Homer1b/c不同的作用可
能因不同的损伤条件而存在差异。目前，有关 Homer1b/c在缺

氧复氧损伤神经元中的作用研究仍未见报道。本课题组前期通

过上调及下调神经元中 Homer1b/c的表达，再予细胞缺氧复氧

损伤处理和组织型激肽释放酶（Tissue kallikrein，TK）干预，我

们发现 Homer1b/c参与了 TK的神经元保护作用[5]，因此，这些

结果提示我们，Homer1b/c在缺氧复氧神经元损伤中是否也发

挥了一定的保护作用? 本研究通过过表达及 siRNA干扰 Neu-
ro-2a细胞中的 Homer1b/c基因，再予细胞缺氧复氧处理，发现

过表达 Homer1b/c后较空质粒转染组，细胞生存率明显增加，
LDH释放、caspase-3活性明显降低，而下调 Homer1b/c表达
后，其细胞生存率明显降低，LDH释放、caspase-3活性明显增

加。提示 Homer1b/c对缺氧复氧损伤神经元可能起到一定的保

护作用。

目前认为，mGluR1s在生理状况下具有抗神经细胞凋亡的

作用，但其确切分子机制并不清楚[12-14]。近年，Rong等[15]又报道

了一种新的磷酸肌醇 3激酶增强子 (Phosphoinositide 3 kinase

enhancer, PIKE)，并将其命名为 PIKE-L，该分子主要定位于神

图 2 过表达及 siRNA干扰 Homer1b/c后细胞生存率、

LDH释放的变化

Fig. 2 The changes in cell viability and LDH release after over-expression and small interfering RNA of Homer1b/c

*P<0.05 vs pcDNA3.1- or control siRNA-transfected cells under normal conditions; #P<0.05 vs pcDNA3.1- or control siRNA-transfected cells

under hypoxia.

图 3 过表达及 siRNA干扰 Homer1b/c后细胞 caspase-3活性的变化

Fig. 3 The changes in caspase-3 activity after over-expression and small

interfering RNA of Homer1b/c

*P<0.05 vs pcDNA3.1- or control siRNA-transfected cells under normal

conditions; #P<0.05 vs pcDNA3.1- or control

siRNA-transfected cells under hypoxia.
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经元胞浆和胞核，它可与 Homer1b/c形成蛋白复合体，并将
mGluRI和磷酸肌醇激酶 3 (Phosphoinositide 3-kinase, PI3K)两
者功能联系起来。研究表明，mGluRI的激动剂 Quisqualate刺激

可促进 mGluRI-Homer-PIKE-L复合体的形成，该复合体可激

活下游 PI3K，PI3K转位至核内激活 Akt，从而抑制神经元凋

亡。并且发现，mGluRI接受激动剂刺激及下游 PI3K激活后的

抗 凋 亡 作 用 均 依 赖 于 该 复 合 体 的 形 成 。 因 此 ，

mGluRI-Homer-PIKE-L复合体在 mGluRI 与下游生存信号分

子 PI3K之间起桥梁的作用，推测它的形成可能是 mGluRI受
体激动后抑制细胞凋亡的机制之一[15-18]。本研究我们在缺氧诱

导的 Neuro-2a细胞损伤中，通过上调及下调 Homer1b/c的表

达，发现 Homer1b/c具有抗细胞凋亡作用。因此，我们推测
Homer1b/c 上 调 后 的 抗 凋 亡 机 制 可 能 是 通 过 促 进
mGluRI-Homer-PIKE-L复合体的形成而实现。另有研究表明，

下调 Homer1b/c的表达明显降低了 mGluRI的水平，据此我们

推测，如果上调 Homer1b/c的水平可能出现 mGluRI水平的增

高 [19-21]，这些均提示我们，Homer1b/c 的保护作用可能通过
mGluRI的保护作用实现。

总之，我们的研究显示在缺氧复氧损伤神经元中，上调

Homer1b/c的表达能明显提高细胞生存率，降低 LDH释放及
caspase-3活性，而下调其表达后作用恰相反，细胞生存率明显

降低，LDH释放及 caspase-3活性明显增加，提示在缺氧复氧损

伤条件下，Homer1b/c 可能发挥一定的抗神经元细胞凋亡作

用，结合 Rong等[15]文献报道，分析 Homer1b/c的保护作用可能

通过促进 mGluRI-Homer-PIKE-L复合体的形成而实现。但本
文仅在细胞水平层面研究 Homer1b/c的作用，今后可在动物脑

缺血再灌注损伤模型中对其功能进一步验证，通过制作

Homer1b/c基因敲除小鼠，后行大脑中动脉缺血再灌注损伤处

理，观察小鼠行为学、组织学变化，研究 Homer1b/c在小鼠脑缺

血再灌注损伤中的作用及探讨其机制。本研究通过对缺氧复氧

损伤神经元中 Homer1b/c作用的深入研究，有望寻找缺血性脑

损伤新的治疗靶点，为缺血性卒中的防治提供新的治疗策略。
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