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丹皮酚拮抗过氧亚硝基阴离子致大鼠成骨细胞凋亡的作用

齐锦生1，王辉1，牛 涛2，张秉山2，张晓琳1

(1．河北医科大学生物化学与分子生物学教研室，河北石家庄050017；2．石家庄市第二医院外科，河北石家庄050051)

摘要：目的探讨丹皮酚拮抗过氧亚硝基阴离子(ONOO一)对体外培养大鼠成骨细胞凋亡的作用。方法用改

良的组织块法分离培养新生大鼠颅骨成骨细胞，采用淬灭流动反应方法体外制备ONOO～，以1 mmol／L终浓度加

入成骨细胞培养体系，作用30 rain后弃去，继续常规培养12 h，用Hoechst33258染色法及TUNEL法检测成骨细

胞的凋亡，并以0．1 mmol／L丹皮酚消除ON00(1 mmol／L)对大鼠成骨细胞凋亡的影响。结果 1 mmol／L的

ON00一可导致大鼠成骨细胞凋亡；0．1 mmol／L丹皮酚能拮抗ONOO一(1 mmol／L)所引起的大鼠成骨细胞凋亡。

结论 丹皮酚0．1 mmol／L在体外具有拮抗ONOO一(1 mmol／L)致大鼠成骨细胞凋亡的作用。
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Antagonizing effect of paeonol on peroxynitrite—induced rat osteoblast apoptosis
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Abstract：Objective To investigate the effect of paeonol antagonizing peroxynitrite(ONOO一)0n os—

teoblast apoptosis of rat in vitro．Methods Osteoblasts of newly born rat’S skull were separated and cul—

tured by tissue mass method．ONOO—was produced by chemical synthesis with a quenched flow reactor．

ONOO—at 1 mmol／L concentration was added to cultured osteoblast system in vitro．After incubated for

30 min，osteoblasts were continued to be cultured for 12 h with routine method．Hoechst33258 stain and

TUNEL method were used to detect the osteoblast apoptosis and 0．1 mmol／L concentration of paeonol

was used to eliminate the effect of ONOO一(1 mmol／L)on osteoblast apoptosis of rat．Results ONOO一

(1 mmol／L)could lead to rat osteohlast apoptosis．Paeonol of 0．1 mmol／L concentration could antagonize

rat osteoblast apoptosis induced by ON00一(1 mmol／L)．Conclusion Paeonol(0．1 mmol／L)has the sig—

nificant antagonizing effect on ONOO—of rat osteoblast apoptosis in vitro．
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牡丹皮为毛茛科植物牡丹Paeonia suffruticosa

Andr．的粗皮。具有清热凉血、活血行瘀之功效。丹

皮酚是牡丹皮及萝摩科植物徐长卿Cynanchum

paniculatum(Bunge)Kitag．的主要活性成分，具

有多方面的药理作用。有研究表明丹皮酚具有较强

的抗氧化能力[1]，而过氧亚硝基阴离子(ONOO一)

是已知的氧化作用最强的一类物质[2]，参与多种严

重疾病基本病理过程[3]。已有文献报道，ON00一能

导致成骨细胞凋亡[4]。目前已寻找到ebselen、guani—

dinoethyldisulfide(GED)、urate等几种ONOO一清

除剂，用于ON00一介导的多种疾病的防治研

究[5~7]。但丹皮酚是否能够作为ON00一清除剂，拮

抗ONOO一所致成骨细胞凋亡的作用未见报道。本

实验从细胞水平探讨丹皮酚拮抗0NOO一致大鼠成

骨细胞凋亡的作用，对深入研究丹皮酚的药理作用

具有重要意义。

1材料与方法

1．1 实验动物：出生24 h内新生SD乳鼠，由同济

医科大学实验动物学部提供(动物合格证书：动物

字第19—020号)。

1．2药物与试剂：丹皮酚(中国药品生物制品检定

所，批号0708—9704)，ONOO一(本室合成)，DMEM

培养基(Gibco)，胰蛋白酶(Gibco)，胶原酶Ⅱ

(Gibco)，Hoechst33258(Sigma)，TUNEL试剂盒
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(华美生物技术有限公司)，DAB(中山生物技术有

限公司)，其余试剂均为国产分析纯。

1．3 ONOO一的合成：ONOO一采用淬灭流动反应

方法合成[8]。合成的ON00一用日本岛津公司产

UV一2201型紫外分光光度计检测，可见在302 nm

处有典型的吸收峰，煮沸10 min后302 nm处吸收

峰消失，符合文献报道的ONOo一吸收光谱特征凹]。

1．4成骨细胞的培养：无菌条件下，取24 h内新生

SD乳、鼠颅盖骨，用平衡盐溶液冲洗数次后，在

0．25％胰蛋白酶溶液中消化15 min，剔除骨表面被

膜及软组织。用D—Hank’S液冲洗数次，剪成1～3

mm3大小的骨片。将骨片移到0。1％胶原酶Ⅱ中，室

温振荡消化45 min后，弃去消化液，用D—Hank’S

液冲洗数次。将消化后骨片移入100 mL培养瓶中，

按组织块法进行培养口0|。

1．5 Hoechst33258染色法检测丹皮酚拮抗

ON00一致成骨细胞凋亡的作用：细胞传至5～7代

时，用胰蛋白酶消化后，用含10％FBS的DMEM

培养基调细胞浓度为3×104／mL，在6孑L板(每孑L

内加一盖玻片，以备细胞攀爬)中分别加入3 mL

培养，待成骨细胞70％融合后，弃去原培养液，然

后在6孔板中，从左至右每竖排两孔为一组，分别

加入1 mmol／L ONOO一液、丹皮酚(0．1 mmol／

L)+0N00一(1 mmol／L)混合液、10％FBS—

DMEM液(丹皮酚和ONOO一的溶液浓度根据前

期工作[1h123和预试验结果确定，可较好观察

ONOo一致成骨细胞凋亡及丹皮酚的拮抗效果，且

单加丹皮酚对成骨细胞无明显影响)，每孔3 mL，作

用30 min后弃去，再于每孔中分别加入含10％

FBS的DMEM液3 mL，作用12 h后，按

Hoechst33258染色法常规操作，进行Hoechst荧光

染色，观察ON00一致成骨细胞凋亡作用及丹皮酚

的保护作用，并与正常组比较。每个培养成骨细胞的

盖玻片上，任选10个视野计数固缩核和细胞核总数

来计算细胞凋亡率。实验采用双复孑L，共3批次。

细胞凋亡率一固缩核数／细胞核总数×100％

1．6 TUNEL法检测丹皮酚拮抗ON00一致成骨

细胞凋亡的作用：细胞培养及影响因素同1．5项。取

出培养成骨细胞的盖玻片，PBS洗两次，4％多聚甲

醛固定30 min，其余步骤按照TUNEL试剂盒说明

书进行操作，每一样品均设立阴性对照，即不加关键

的TdT酶，DAB显色，细胞核内出现棕黄色颗粒为

染色阳性细胞即凋亡阳性细胞。每张片随机选取10

个高倍视野(×400)，计数凋亡细胞数，最后取10

个视野的平均数。记录凋亡细胞数和末凋亡细胞数，

并计算细胞凋亡率，观察ONOO一对成骨细胞凋亡

的影响及丹皮酚的保护作用，并与正常组比较。实验

采用双复孑L，共3批次。

1．7统计学处理：计量资料均以至±s比较，组间比

较均采用两样本均数t检验。所有数据均通过

SAS6．12统计分析软件进行分析。

2 结果

2．1 Hoechst33258染色法检测结果：在荧光显微

镜下(激发光波长340 nm)，活细胞核呈弥散均匀

荧光，细胞凋亡时，细胞核或细胞质内可见浓染致密

的颗粒块状荧光，呈现出细胞凋亡的典型变化，见到

3个或3个以上的DNA荧光碎片。ONOO一(1

mmol／L)组和丹皮酚(0．1 mmol／L)+ONOO一(1

mmol／L)组均可见3个或3个以上的DNA荧光碎

片，表明成骨细胞发生凋亡，但丹皮酚(o．1 mmol／

L)+ON00一(1 mmol／L)组发生的凋亡细胞数显

著少于ONOO一(1 mmol／L)组，正常组偶见DNA

荧光碎片。提示ON00一(1 mmol／L)可致细胞凋

亡，丹皮酚(o．1 mmol／L)对其致细胞凋亡有较强

的抑制作用，见表1。

2．2 TUNEL法分析结果表明，ONOo一(1 mmol／

I。)组细胞着染率明显高于正常对照组，丹皮酚

(0．1 mmol／L)+ONOO一(1 mmol／L)组介于两组

之间，提示ONOO一(1 mmol／L)可致细胞凋亡，丹

皮酚(O．1 mmol／L)对其有较强的抑制作用，见表

1和图1。

表1各组大鼠成骨细胞凋亡率比较(；士s，n一30)

Table 1 Comparison of osteoblast apoptotic rate

of rats in every groups(；士s，n=30)

组别
剂量／ 细胞凋亡率／％

(mmo[·L1)H0echst33258法TUNEL法

与正常组比较：⋯P<O．001
与ONOO一组比较：AAAp<o．001

⋯P<O．001 w5 normal group

△△△P<0．001 u5 ONOO—group

3讨论

糖尿病骨质疏松是继发性骨质疏松发病率最高

的一型。也是糖尿病严重慢性并发症在骨骼上的特

征性病变，其组织学机制主要是由于骨重建负平衡

所致。成骨细胞的过度凋亡导致骨形成减少，可引发

骨质疏松[1引。

  



中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第5期2006年5月 ·733·

ONOO(1 nnnoltLl组 母皮酚t'o．1 nmaoFL)+ONOO(1 tlllTlO忱)组 正需组

图1 TUNEL法对凋亡成骨细胞的分析

Fig．1 TUNEL Analysis of apoptotic osteoblast

过氧亚硝基阴离子(ON00一)及其高能态衍

生物是目前已知的氧化作用最强的一类物质，构成

了氧化应激损伤新机制的物质基础。已有相当多的

证据表明：氧化应激在糖尿病慢性并发症发病中起

关键作用[1“。大量的ON00一造成成骨细胞结构破

坏、细胞死亡或功能障碍，可能是导致糖尿病骨质疏

松的重要原因之一。迄今为止，在机体内尚未发现有

清除0NOO一的特异性酶。应用0N00一的清除剂

GED可使糖尿病大鼠的发病率从80％降至17％；

发病时间推迟10周[1⋯。为此从中药中筛选具有强

抗氧化能力的中药，尤其是有拮抗0N00一作用的

中药，对防治糖尿病严重慢性并发症有广阔的应用

前景。

药物对氧化应激的保护作用通常主要通过直接

捕获氧自由基来减轻细胞损伤，或者通过提高应激

情况下细胞内抗氧化酶的活性，对抗氧自由基损

伤[1“。已有资料证明，丹皮酚对Fenton反应生成的

·OH有明显清除作用，其清除活性高于·0H特

异性清除剂甘露醇[1 71；研究表明丹皮酚对0：7有直

接清除作用[1 8|。以丹皮酚的化学结构分析，因其含

有酚性羟基，易与氧原子不对称的单电子相互作用

氧化形成醌类物质，使自由基能量下降，因而有效地

保护细胞膜和线粒体膜中不饱和脂肪酸的过氧化，

维持膜完整性和功能。本课题组已对丹皮酚在成骨

细胞增殖与分化方面做过初步探讨Etl,lz]。本实验在

细胞凋亡水平上加以研究，并应用丹皮酚为干预因

素，旨在为中药防治糖尿病严重慢性并发症提供实

验依据。

Hoechst33258是目前最常用的、无毒、水溶性、

特异的DNA荧光染料，与A—T键结合，这种染液

对凋亡细胞核呈强亮的蓝色荧光，坏死细胞不被染

色，正常细胞仅呈微弱荧光。TUNEL是分子生物学

与形态学相结合的研究方法，也是一种对凋亡晚期

检测效果较好方法，能准确地反映细胞凋亡最典型

的生物化学和形态学特征及凋亡在组织中的分布情

况，并可检测出极少量的凋亡细胞，灵敏度较高。本

实验采用两种方法检测，结果更可靠。

本实验结果显示：oNoo一(1 mmol／I．)能导致

成骨细胞凋亡，丹皮酚(0．1 mmol／L)能拮抗

ON00一(1 mmol／L)所引起的大鼠成骨细胞凋亡。

丹皮酚作为植物药的一种单体成分，具有很强的抗

氧化效果及消除ONOO一作用，在防治糖尿病严重

慢性并发症方面，极具应用价值，其作用机制需进一

步研究。
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萌动激活灵芝孢子促进大鼠受损伤的脊髓运动神经元轴突再生的作用

张 伟1，曾园山r，陈小君2，陈穗君1，钟志强1

(1．中山大学中山医学院组织胚胎学教研室神经科学研究室，广东广州 510080；

2．中山大学肿瘤防治中心肿瘤研究所，广东广州 510089)

摘 要：目的探讨萌动激活灵芝孢子对大鼠坐骨神经切断再吻合后受损伤运动神经元轴突再生的影响。方法

对单侧坐骨神经切断再吻合后的大鼠ig给予萌动激活灵芝孢子，通过电生理、荧光金(FG)逆行标记和组织学等

方法观察受损伤运动神经元轴突再生情况。结果 坐骨神经切断再吻合6周后，灵芝孢子组坐骨神经再生轴突的

动作电位潜伏期及峰峰值的恢复率以及运动神经元胞体的荧光金逆行标记率均明显高于对照组，灵芝孢子组大鼠

腓肠肌萎缩程度也轻于对照组。结论萌动激活灵芝孢子能够促进大鼠坐骨神经切断再吻合后的脊髓受损伤运动

神经元轴突再生。
’
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Effect of germination-activated Ganoderma spores on axonal regeneration

of injured motor neurons in rat spinal cord

ZHANG Weil，ZENG Yuan—shanl，CHEN Xiao—jun2，CHEN Sui—junl，ZHONG Zhi—qian91

(1．Division of Neurosciences，Department of Histology and Embryology，Zhongshan Medical College，Sun Yat—sen

University，Guangzhou 510080，China；2．Cancer Research Institute,Center of Cancer Prevention，

Sun Yat—sen University，Guangzhou 510089，China)

Abstract：Objective To explore the effects of germination．-activated Ganoderma spore(GASP)on

axonal regeneration of injured motor neuron in rat spinal cord following sciatic nerve cut and anastomosis．

Methods Rat was ig administered by GASP after the sciatic nerve was cut and anastomosed unilaterally

and the axonal regeneration of injured motor neuron was observed by electrophysiology，Fluorogold(FG)

retrograde labeling，and histologic techniques．Results After six weeks of sciatic nerve cut and anastomo—

sis，the recovery ratio of latency and amplitude of action potential of regenerated axon at sciatic nerve and

the ratio of FG—retrograde labeled motor neuronal soma in GASP group were all higher than those in con—

trol group．The gastrocnemius atrophy degree in GASP group was also lower than that in control group．

Conclusion GASP can promote the axonal regeneration of injured motor neuron in rat spinal cord follow—

ing sciatic nerve cut and anastomosis．

Key words：germination--activated Ganoderma spore；motor neuron；axonal regeneration；sciatic nerve

CUt and anastomosis
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收稿日期：2005—09—12
*通讯作者曾园山E-·mail{yzeng@‘gzsums．edu．ca Tel：(020)87331452

  




