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褐藻多糖硫酸酯对 H2O2诱导皮层神经元氧化应激损伤保护作用 
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摘  要：目的  研究褐藻多糖硫酸酯对 H2O2 诱导小鼠皮层神经元氧化损伤的保护作用，并探讨其作用机制。方法  以含有

B-27 的 Neurobasal 培养基无血清体外原代培养新生小鼠大脑皮层神经元，H2O2（50 μmol/L）诱导氧化应激损伤模型，MTT
法检测不同质量浓度（0.01、0.1、1 g/L）褐藻多糖硫酸酯对细胞存活的影响，生化法测定乳酸脱氢酶（LDH）释放量和丙

二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）的活性。结果  与 H2O2处理组比较，0.1、1 g/L 褐藻多糖硫酸酯能显著提高 H2O2

诱导损伤皮层神经元的存活率（P＜0.05），并且降低培养液中 LDH 的漏出量，抑制细胞内 MDA 的生成，提高细胞内 SOD
的活性。结论  褐藻多糖硫酸酯对 H2O2损伤皮层神经元具有显著的保护作用，其机制与抗氧化作用有关。 
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褐藻多糖硫酸酯（fucoidan）是从海带、昆布等

藻类中提取的一类硫酸多糖，主要由岩藻糖和硫酸

基组成。大量研究已证实褐藻多糖硫酸酯具有抗肿

瘤、抗病毒、调节免疫等多种生物活性[1]。在体和

离体实验也表明，褐藻多糖硫酸酯还表现出明显的

抗氧化活性[2]，特别对超氧阴离子具有良好的清除

作用；其在多种模型所致的帕金森病细胞和动物模

型中也有明显的神经保护作用 [3]；对 H2O2 刺激

dPC12 细胞模拟的高氧化损伤导致神经元凋亡的

AD 模型[4]也具有良好的神经保护作用，提示褐藻多

糖硫酸酯可作用于神经系统，并发挥神经保护作用。

但目前关于褐藻多糖硫酸酯对中枢系统皮层神经元

保护作用的研究未见报道。本研究采用 H2O2的氧化

作用建立体外培养小鼠大脑皮层神经元氧化损伤模

型，观察褐藻多糖硫酸酯对 H2O2所致皮层神经元损

伤的保护作用，并探讨其可能的作用机制。 
1  材料 
1.1  动物 

昆明种仔鼠，由第四军医大学实验动物中心提

供，合格证号 XCSK（军）2002-005。 

1.2  药品与试剂 
褐藻多糖硫酸酯，购于西安慈缘生物技术有限

公司（批号 CY101118，质量分数为 98%）。

NeurobasalTM Medium、DMEM、B-27 supplement
均购于 Gibco 公司。新生牛血清（杭州四季青公司）；

L- 多聚赖氨酸（相对分子质量为 1.5×105 ～

3.0×105，Gibco 公司）；MTT、二甲基亚砜（DMSO）

Amresco 分装；乳酸脱氢酶（LDH）、超氧化物歧化

酶（SOD）、丙二醛（MDA）试剂盒，均为南京建

成生物工程研究所产品。 
1.3  仪器 

BIO—RAD（Model 680）型酶标仪，SW—CJ—
IF 型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司），

倒置相差显微镜（Olympus CKX41），CO2 培养箱

（Hera Cell），PHS—3C 精密 pH 计（上海精密科学

仪器有限公司），三蒸水（高压灭菌）。 
2 方法 
2.1  大脑皮层神经元培养 

出生 14～16 d 的昆明仔鼠，无菌条件下分离双

侧大脑，迅速置于预冷的 CMF-HBSS 液中除去大脑 
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髓质、脑膜和血管，将皮层部分剪碎为 1～2 mm3

的小组织块。转入含 0.125%胰蛋白酶的 5 mL 离心

管中，细口玻璃管轻轻吹打后置 37 ℃消化 15 min
（每 5 min 振荡 1 次）。将组织块转入等体积含 10%
新生牛血清的 DMEM 培养基中，终止消化 5 min。
再吸出组织块置于离心管中，用 3 mL DMEM 的培

养液轻轻吹打 15 次左右，静置 3 min 后取上清。重

复操作两次，收集上清液，500 r/min 离心 5 min。弃

去上清液，200 目金属网滤过，调整细胞数至 8×
105/mL，接种于 0.01% L-多聚赖氨酸包被过的培养板

中，置 37 ℃、5% CO2孵箱中培养，每 3 d 进行 1 次

半量换液。每天观察细胞生长情况。采用神经元特异

性标志物微管相关蛋白 2（microtubule-associated 
protein 2, MAP2）与细胞核双标记法对培养皮质神经

细胞进行了纯度鉴定，结果显示采用此法培养神经元

纯度较高，纯度在 90%以上；且杂质细胞极少。 
2.2  H2O2 诱导神经元损伤模型制备 

取培养 7 d 的皮层神经元，分为对照组、H2O2

处理组（0、10、25、50、100、200 μmol/L）、褐藻

多糖硫酸酯＋H2O2 (50 μmol/L) 处理组进行实验。

H2O2 处理组吸去原培养液，PBS 洗 2 遍，加入含各

种浓度 H2O2的 Neurobasal 培养基，继续培养 6 h 进

行实验。对照组不加 H2O2，其余同 H2O2 处理组。

给药组在 H2O2 处理前 24 h 加入不同浓度的褐藻多

糖硫酸酯，终质量浓度为 0.01、0.1、1 g/L。褐藻多

糖硫酸酯溶媒为高压灭菌的三蒸水。 
2.3  MTT 比色法测定细胞存活率 

H2O2作用 6 h 后，每孔内加入 20 μL MTT 液（终

质量浓度为 0.5 mg/mL），37 ℃继续培养 4 h，弃上

清液，加入 DMSO 150 μL，室温振荡 10 min。待孔

内颗粒完全溶解后，酶标仪上测定 570 nm 处的吸

光度（A570）值，计算细胞存活率。 
细胞存活率＝实验组 A570 / 对照组 A570 

2.4  培养液中 LDH 测定 
细胞处理后，收集细胞培养上清液，参照试剂

盒说明书测定培养液中 LDH 漏出量。 
2.5  细胞内 SOD 活性和 MDA 测定 

细胞经损伤处理后去除原培养液，细胞用 PBS
洗 2 遍，每孔加入 0.1 mol/L PBS 和 0.05 mmol/L 
EDTA（pH 8.0）1 mL，再加入 1% Triton-X100 50 μL，
将培养板置振荡器振荡 1 min 使之溶解，加入 25% 
H3PO4 100 μL 以沉淀蛋白，10 000×g 于 4 ℃离心

1 h，取上清液按说明书测定 SOD活性和MDA水平。 

2.6  统计学处理 
所有数据均以 sx ± 表示，应用 SPSS13.0 软件

进行统计分析，组间比较采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  褐藻多糖硫酸酯对 H2O2 损伤皮层神经元存活

率的影响 
25 μmol/L 以下浓度 H2O2对神经元存活率无影

响，从 50 μmol/L 开始细胞存活率明显下降。与对

照组相比，50、100、200 μmol/L H2O2 诱导神经元

不同程度的损伤（P＜0.01），细胞存活率呈浓度依

赖性的降低。其细胞存活率分别降至 68.96%、

35.02%、8.78%。预先 24 h 给予褐藻多糖硫酸酯

（0.01、0.1、1 g/L），可以预防 H2O2 对细胞的损伤，

明显提高细胞存活率，结果见表 1。 
为进一步考察褐藻多糖硫酸酯对 H2O2 损伤皮

层神经元的保护作用，以培养液中 LDH 漏出量作

为观察指标进行实验，神经元经 50 μmol/L H2O2损

伤后，细胞膜通透性增大，LDH 大量漏出。致使培

养液中 LDH 的量显著增加。预先 24 h 给予褐藻多

糖硫酸酯（0.01、0.1、1 g/L）与 H2O2处理组相比， 
0.1、1 g/L 褐藻多糖硫酸酯可明显降低细胞培养液

中 LDH 的漏出量。结果见表 1。 

表 1  褐藻多糖硫酸酯对 H2O2损伤原代培养皮层神经元的 
保护作用 ( ± = 6x s , n ) 

Table 1  Protection of fucoidan on primary cortical 
     neurons injured by H2O2 ( 6=± n , sx ) 

组 别 ρ / (g·L−1) 细胞存活率 / ％ LDH / (kU·L−1)
对 照 － 98.15±1.78 22.33±1.34 
H2O2 － 65.44±3.61** 60.95±2.14**

褐藻多糖硫酸酯 0.01 63.26±3.13 61.13±4.23 
 0.1 75.33±4.57Δ 55.26±3.37Δ

 1 80.76±3.65ΔΔ 48.35±5.12ΔΔ

与对照组比较：**P＜0.01；与 H2O2组比较：ΔP＜0.05  ΔΔP＜0.01 
**P < 0.01 vs control group; ΔP < 0.05  ΔΔP < 0.01 vs H2O2 group 

3.2  褐藻多糖硫酸酯对细胞 MDA 水平和 SOD 活

性的影响 
与对照组相比，皮层神经元经 50 μmol/L H2O2

损伤后培养液中 MDA 水平显著增加，SOD 活性显

著降低；预先 24 h 给予褐藻多糖硫酸酯（0.01、0.1、
1 g/L）与 H2O2 处理组相比，0.1、1 g/L 褐藻多糖硫

酸酯可明显降低培养液中 MDA 水平并且升高 SOD
活性，结果见表 2。 
4  讨论 

传统的细胞培养方法以各种血清提供神经营养 
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表 2  褐藻多糖硫酸酯对 H2O2损伤皮层神经元培养液中 
  MDA 水平和 SOD 活性的影响 ( 6=± n , sx ) 

Table 2  Effect of fucoidan on MDA level and SOD activity in 
medium of neurons injured by H2O2 ( 6=± n , sx ) 

组 别 ρ / (g·L−1) MDA / (μmol·L−1) SOD / (U·mL−1)
对 照 － 0.42±0.04 17.49±1.21 
H2O2  － 1.12±0.11** 7.95±1.14**

褐藻多糖硫酸酯 0.01 1.03±0.08 8.52±1.23 
 0.1 0.73±0.09ΔΔ 10.26±2.37ΔΔ

 1 0.62±0.05ΔΔ 13.41±2.17▲ΔΔ

与对照组比较：**P＜0.01；与 H2O2 处理组比较：ΔΔP＜0.01；与

褐藻多糖硫酸酯 0.1 g·L−1 组比较：▲P＜0.05 
**P < 0.01 vs control group; ΔΔP < 0.01 vs H2O2 group; ▲P < 0.05 vs 
fucoidan 0.1 g·L−1 group 

因子，神经元生长良好，但血清中含有的丰富营养

成分也同时促进了神经胶质细胞生长。这类细胞通

常占神经元的比例很大，并且还具有增殖能力。因

此需要加入阿糖胞苷等有丝分裂抑制剂抑制胶质细

胞的生长[5]。另外，血清培养不宜进行长期研究，

而且血清的成分相对比较复杂，含有一些未知因素

可能影响实验结果。采用无血清培养则可以免除血

清带来的弊端，并且能明显改善神经元的生长状态

和存活时间[6]。本研究则以无血清培养基培养新生

小鼠的大脑皮层神经元，细胞生长良好，皮层神经

元典型清楚，且神经胶质细胞的干扰很少，培养至

第 5 天神经元的纯度即可达 95%以上。 
H2O2 是一种较强的氧化剂，极易进入细胞内，

通过 Haber-Weiss 或 Fenton 反应，形成高活性的氧

自由基或羟基自由基。这些自由基几乎可与细胞内

的任何成分发生反应造成细胞损伤[7]。使神经元发

生脂质过氧化反应生成 MDA，SOD 是主要存在于

细胞浆和线粒体里的一种金属蛋白酶，能够清除代

谢产生的超氧阴离子，是体内抗氧化系统的重要组

成部分。因此，测定 MDA、SOD 活性既可以反映

细胞损伤程度又可以判断细胞损伤原因[8-9]。研究表

明大脑皮层是中枢神经系统的重要组成部分，参与

多种功能作用。本实验研究结果显示 H2O2（50 
μmol/L）诱导皮层神经元 6 h，与对照组相比细胞内

MDA 水平明显升高而胞内 SOD 活性显著降低，提

示 H2O2（50 μmol/L）所致皮层神经元损伤与脂质

过氧化损伤有关，褐藻多糖硫酸酯可提高皮层神经

元内 SOD 活性并显著降低胞内 MDA 的量，提高皮

层神经元存活率，表明褐藻多糖硫酸酯可明显地减

弱 H2O2 所造成的皮质神经元氧化应激损伤。研究

显示褐藻多糖硫酸酯对 MPP+诱导 MN9D 细胞的损

伤模拟的 PD 模型[10]、H2O2 刺激 dPC12 细胞模拟高

氧化损伤导致神经元凋亡的 AD 模型[11-12]产生良好

保护作用。提示褐藻多糖硫酸酯有可能对帕金森病、

阿尔茨海默病[13]等神经性退行疾病产生治疗作用。

本实验结果初步显示褐藻多糖硫酸酯具有体外神经

保护作用。 
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