
·药理实验与临床观察·

黑海参多糖对 β-淀粉样蛋白诱导的皮质神经元凋亡的保护作用△
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摘　要　体外培养大鼠皮质神经元 ,用 β -淀粉样蛋白 (β -AP)诱导皮质神经元凋亡。 黑海参多糖使皮质神经元存活

率增加 ,使神经元的 DN A电泳图谱不出现“梯子状” ,使神经元的流式细胞仪分析图上不出现凋亡峰 ,表明黑海参

多糖对 β -AP诱导的皮质神经元凋亡具有保护作用。

关键词　黑海参多糖　β -淀粉样蛋白　皮质神经元　凋亡

Protective Effects of Polysaccharide fromHolothuria atra on Apoptosis of

Cortical Neurons Induced by Amyloidβ-Protein
　　 Depar tment of Pha rmaco lo gy , Sun Ya t-sen Univ er sity o f Medical Sciences ( Guang zhou 510089)　 Qiu Pengx in, Li

M ing tao , Tang Xiaoli, Su Xingw en, Lin Suizh en and Yan Guangmei

Abstract　　 Co rtical neurons w ere cultured in vitro and induced to apopto sis by amyloid β -pro tein (β-
AP) . Polysaccharides f rom several TCM were screened wi th the apopto tic model. It w as found tha t the

poly saccha ride obtained from Holothuria atra Jaegar increased the surv iv al rate of cortical neurons in a

dose dependent manner, and prevented the neuronal nuclei f rom sh rinkage, condensation and cleavage

induced by β -AP. It also prevented neuronal nuclear DN A fragmenta tion and blocked the neuronal

apopto tic peak induced by β-AP. These resul ts indicated tha t poly saccha ride f rom H . atra can block

cor tical neuronal apoptosis induced byβ -AP.
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　　阿尔茨海默病 ( Alzheimer 's disea se, AD)目前

已被列入危害人体健康的主要疾病之一。 β -淀粉样

蛋白 (β -AP)的神经元毒性是 AD的分子病理学基

础 ,最近用转基因动物模型过度表达 β -AP成功地

再现了 AD的中枢神经系统病理变化 ,进一步使 β -

AP在 AD的发病机制上的作用成为公论
[1, 2 ]
。神经

元表面的多聚糖蛋白 ( proteo glycans)可能介导 β -

AP与神经元的相互作用 ,这一相互作用是 β -AP神

经毒性效应所必需的 ,而这些多聚糖蛋白以肝素或

类肝素为结合 β -AP的分子基础
[ 3]。许多具有抗衰

老作用的中药 (如灵芝、银耳、黑海参、茯苓 )富含具

有生物活性的多糖类物质 ,其临床应用在国内已得

到证实 ,因此推测某些天然生物多糖可能具有防止

中枢神经元退行性病变的作用。我们利用 β -AP诱

导皮质神经元凋亡模型 ,对一些中药多糖的药理活

性进行了筛选 ,结果发现黑海参多糖对 β -AP诱导

的皮质神经元损伤有明显的保护作用。

1　实验材料

1. 1　样品与试剂:黑海参多糖由本课题组采用酶法

和碱法消化、醋酸钾和乙醇分级沉淀 ,从新鲜黑海参

Holothuria atra Jaeger的体壁中分离得到 ,分子量

为 10 253 Da,经琼脂糖电泳证实为单一成分 ,多糖

组成中氨基半乳糖、葡萄糖醛酸、岩藻糖、硫酸基含

量分别为 16. 12%、 17. 88%、 11. 66%和 23. 52% [4 ]。

β-AP购自美国 RBI, Hoechst 33258荧光染料、碘化

丙碇 ( propidium iodide, PI)和脱氧核糖核酸酶

( Dnase-I)购自美国 Sigma公司 ,阿糖胞苷 ( Ara-C)

购自 Upjoh n公司 ,琼脂糖购自 Promega公司 ,多聚

赖氨酸 (分子量 15 000)、 Neurobasal Medium和

BME培养基为 Gibco公司产品 ,其它试剂均为市售

分析纯。

1. 2　仪器:荧光显微镜、电泳仪、流式细胞仪、超净

工作台 (北京半导体设备一厂 ) ;二氧化碳培养箱 (德

国 Heraeus公司 ) ;培养皿 (美国 Costar公司 )。
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1. 3　动物: 清洁级 SD孕鼠 ,孕期 18 d,由中山医科

大学实验动物中心提供。

2　方法与结果

2. 1　大鼠皮质神经元原代培养:无菌条件下取出胎

鼠 ,分离脑皮质 ,放入无 Ca
2+ 、 Ma

2+
Hank 's平衡液

中洗净 ,在含 0. 05%胰酶和 0. 53 mmol /L EDT A

的溶液中剪碎 , 37℃孵育 15 min,加等体积含

0. 05%胰酶抑制剂和 50μg /mL Dnase-I的 Hank 's

平衡液 , 200 g离心 5 min,沉淀 用含 Ca
2+ 、 Mg

2+

Hank 's平衡液洗 1次 ,用含 10%小牛血清的培养基

稀释至细胞密度为 8× 10
5
cells /mL,接种于预先铺

有多聚赖氨酸的 35 mm培养皿中 ,每皿 2 m L,在含

5% CO2、 95%空气的二氧化碳培养箱中培养 48 h,

换含 20% B27和 0. 5 mmol /L谷氨酰胺的培养基。第

7天加黑海参多糖或 β -AP处理。

2. 2　细胞存活率检测:皮质神经元培养至第 7天 ,

各皿加不同浓度的黑海参多糖和 50μmol /L β-AP,

继续培养 48 h,去培养基 ,用含 Ca
2+
、 Ma

2+
PBS洗 1

次 ,加 5μg /mL FDA ( fluo rescein diacetate)染色 5

min,用含 Ca
2+ 、 Mg

2+
PBS洗 1次 ,在荧光显微镜下

观察并拍照 ,每皿拍 3个不同视野 ,在照片上对神经

元的存活率进行统计学分析
[5 ]
。结果显示 ,随着黑海

参多糖浓度的增加 ,β -AP处理后的神经元的存活率

升高 ,当黑海参多糖的浓度达到 100μg /mL时 ,神

经元的存活率可达 100% ,说明黑海参多糖对 β-AP

诱导的皮质神经元凋亡的保护作用是剂量依赖性的

(图 1)。

　图 1　不同浓度的黑海参多糖对 β-AP( 50μmol /L)

处理的皮质神经元存活率的影响

2. 3　神经元凋亡的细胞核形态学检测: 实验分 4

组: 空白对照组 ,β -AP组 ( 50μmol /L) ,黑海参多糖

组 ( 50μg /mL黑海参多糖 ) ,黑海参多糖+ β-AP组

( 50μg /mL黑海参多糖+ 50μmo l /Lβ -AP)。 加药

后继续培养 48 h,去培养基 ,用含 Ca2+ 、 Mg2+ PBS

洗 1次 ,用 4%的多聚甲醛固定 10 min,用 PBS洗 1

次 ,自然晾干后加 5μg /mL Hoechst 33258染色 10

min,双蒸水冲洗 2次 ,晾干 ,荧光显微镜下观察并

拍照
[6 ]
。 结果显示 ,用 β -AP处理的皮质神经元 ,其

细胞核明显固缩、凝聚和断裂 (图 2-B) ,而 50μg /

mL黑海参多糖+ 50μmo l /Lβ -AP组神经元的细胞

核 (图 2-D)和黑海参多糖组神经元的细胞核 (图 2-

C)与空白对照组神经元的细胞核 (图 2-A)形态接

近 ,说明黑海参多糖对皮质神经元没有毒性 ,对 β-

AP诱导的皮质神经元凋亡有明显的保护作用。

A-空白对照 ; B-经 50μmol /Lβ-AP处理的神经元 ; C-加 50μg /m L黑海参多糖的神经元 ;

D-加 50μg /m L黑海参多糖后用 50μmol /Lβ-AP处理的神经元

图 2　用 Hoechst 33258染色分析神经元凋亡的形态变化

2. 4　 DNA提取与电泳分析:实验分组同 2. 3。加药

后继续培养 48 h,去培养基 ,用含 Ca2+ 、 Mg2+ PBS

洗 1次 , 0. 125%胰酶消化 10 min,收集 5× 10
6
细

胞 ,用裂解液 (含 0. 2% Tri ton、 50 mmol /L Tris、 10

mmol /L EDTA)裂解后 ,酚、氯仿抽提 ,样品在 1%

琼脂糖凝胶上电泳 ,溴化乙锭染色 ,紫外灯下观察拍

照
[7 ]
。 以 Yan等

8, 11 ]
建立的小脑颗粒神经元低钾凋

亡模型提取的 DNA电泳作标准对照 (图 3-B)。结果

显示 , 50μg /mL黑海参多糖+ 50μmol /L β-AP组

(图 3-E)细胞 DNA与空白对照组 (图 3-C)细胞

DNA一样 ,在琼脂糖凝胶上电泳显示分子量很大的

一条带 ,说明前两组细胞没有发生凋亡 ; 而 50

μmol /L β -AP组细胞 DNA电泳显示清晰的“ DNA

梯” (图 3-D) ,说明 β -AP诱导皮质神经元发生凋亡。
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A-DN A标准分子量参照物 ;　 B-标准凋亡模型对照 ( 5

mm ol / L K+ 中培养的小脑颗粒神经元 ) ;　 C-空白对

照 ;　 D-用 50μmol /L β-AP处理的神经元 ;　 E-加 50

μg /m L黑海参多糖后用 50μm ol /Lβ-AP处理的神经元

图 3　神经元凋亡的 DNA凝胶电泳分析

2. 5　流式细胞仪定量分析细胞凋亡峰:实验分组同

2. 3。 加药后继续培养 48 h,去培养基 ,用 PBS洗 2

次 , 0. 125%胰酶消化 5 min,收集 1× 106细胞 ,将细

胞悬浮于 pH7. 4 PBS中 ,用 4
#
注射针头抽吸使成

单个细胞悬液 ,用预先冷却至 - 20℃的 70%乙醇固

定细胞 , 4℃过夜 , 200 g× 5 min离心收集细胞 ,弃

乙醇 ,将细胞悬浮于含有 50 mg /L碘化丙碇、 50

mg /L Rnase-I的染液中 ,避光于 37℃温育 1 h后

进行流式细胞仪测定 ,采集荧光强度值并以仪器所

配软件进行数据处理 [9 ]。 结果显示 , 50μg /mL黑海

参多糖组 (图 4-D)和正常对照组 (图 4-A)一样均无

亚 G1峰出现 , 50μmol /L β -AP组 (图 4-B)出现明

显的亚 G1峰 , 50μg /mL黑海参多糖+ 50μmo l /L

β-AP组 (图 4-C)的亚 G1峰几乎消失 ,说明黑海参

多糖不会诱导皮质神经元凋亡。 而对 β-AP诱导的

皮质神经元凋亡有明显的保护作用。

A-空白对照 ;　 B-经 50μmol /Lβ-AP处理的神经元 ;　 C-加 50μg /m L黑海参多糖的神经元 ;

D-加 50μg /m L黑海参多糖后用 50μmol /Lβ-AP处理的神经元

图 4　流式细胞仪对细胞凋亡峰的定量分析

3　讨论

程序性细胞死亡 ( prog rammed cell dea th,

PCD)是机体在发育过程中清除多余细胞的生理性

自杀过程 ,也称凋亡 ( apoptosis)。估计在胚胎发育或

出生后的早期阶段 ,中枢神经系统有多达 50%以上

的神经元发生程序性死亡。越来越多的证据表明 ,某

些神经退行性疾病如阿尔茨海默病 ( Alzheimer 's

disease, AD)、帕金森氏症 ( Parkinson 's disease)等

是由于中枢神经发生了病理性的程序性死亡
[ 10]
。国

内外对于中枢神经系统细胞凋亡的研究 ,多采用原

代培养的中枢神经元 ,用某些因素诱导神经元发生

凋亡 ,以研究神经元凋亡的机制或抗凋亡药物的作

用机制 [11 ]。细胞发生凋亡时 ,出现明显的核固缩、凝

聚、断裂 ,形成凋亡小体 ,细胞 DNA电泳时出现明

显的“梯子状” ,在流式细胞仪 DNA定量分析图谱

上出现显著的凋亡峰 ,通过这些凋亡特征的检测 ,可

以定性定量分析细胞凋亡的情况。 本文采用原代培

养的大鼠皮质神经元 ,以 β -AP诱导神经元凋亡 ,然

后从细胞存活率、细胞核形态观察、 DNA断裂的凝

胶电泳分析及流式细胞仪凋亡峰的定量分析等方面
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均确证 β -AP诱导的皮质神经元死亡是典型的细胞

凋亡 ,黑海参多糖对 β -AP诱导的皮质神经元凋亡

有明显的保护作用。

黑海参多糖与肝素一样 ,都是酸性粘多糖 ,因

此 ,我们从研究结果推测 ,神经元细胞上可能存在酸

性粘多糖的特异性受体 ,酸性粘多糖对神经元的保

护作用是通过受体介导的。目前 ,受体的分离纯化及

黑海参多糖的分子作用机制研究正在进行之中。
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阿魏酸钠和当归醇沉物对免疫性肝损伤的干预作用
△

湖北医科大学药理教研室 (武汉 430071)　　李　颖 　彭仁

摘　要　阿魏酸钠 ( SF)及当归醇沉物 ( ESA)对卡介苗加脂多糖致小鼠免疫性肝损伤有保护作用 ,二者均降低肝损

伤小鼠血清 ALT和谷胱甘肽 S-转移酶活性 ,并增加肝细胞浆中谷胱甘肽还原酶活性 ,同时 ESA降低肝细胞浆中

丙二醛含量 ,提示当归的护肝作用与抗脂质过氧化有关。 ESA在护肝的同时尚能明显抑制小鼠脾脏指数的增加 ,提

示 ESA更广泛的护肝机制。

关键词　阿魏酸钠　当归醇沉物　免疫性肝损伤　谷胱甘肽还原酶

Protective Effects of Sodium Ferulate and Ethanol Sediments from Danggui

(Angelica sinensis ) on Immunological Liver Injury
　　Depar tment of Pha rmaco log y , Hubei Univ ersity of M edical Sciences (Wuhan 430071)　 Li Ying and Peng Renxiu

Abstract　　 Sodium ferula te ( SF) and ethanol sediments f rom Angelica sinensis ( Oliv. ) Diels ( ESA)

show ed thei r pro tectiv e ef fects on the immunological liv er injury induced by lipopolysaccharide ( LPS) in

bacillus calmet te-guerin ( BCG) primed mice. They both suppressed serum ALT and g lutathione S-

transferase activity, and increased g lutathione-reductase activi ty in hepatic cy tosol in liv er damaged mice.

ESA also reduced the lev el o f malondialdehyde ( MDA) , a product of lipid peroxidation, in hepatic cy tosol.

Al l these ef fects reminded that antio xida tion w as an important mechanism for A. sinensis to antag onize

immunolo gical liv er injury. That ESA decreased the spleen index in liver damaged mice also reminded that

there may be some other protectiv e mechanisms of A. sinensis .

Key words　　 sodium ferulate ( SF)　 ethanol sediments f rom Angelia sinensis ( Oliv. ) Diels ( ESA)　
immunolo gical liv er injury　 g lutathione-reductase

　　当归单体成分阿魏酸钠 ( SF)对多种化学性肝

损伤有保护作用 [ 1] ,但未见当归作用于免疫性肝损

伤报道 ,已知当归醇沉物 ( ESA)有免疫活性
[2 ]

,但未

见对肝损伤作用报道 ,本文用卡介苗加脂多糖的方

法制造小鼠免疫性肝损伤模型 ,观察 SF及 ESA的

影响 ,以期更全面认识当归对肝损伤的干预作用。

1　材料与方法

1. 1　药品与试剂:卡介苗 ( BCG)由卫生部兰州生物

制品所提供 ,细菌脂多糖 ( LPS)购自 Sigma公司 ,血

清型 Salmonella Typhimurium. 2、 4-二硝基氯苯

( CDNB)、氧化型谷胱甘肽 ( GSSG)、还原型谷胱甘肽

( GSH)和还原型辅酶Ⅱ ( N ADPH)为 Sigma公司产

品。硫代巴比妥钠 ( TBA)、 5, 5′-二巯-2, 2′-二硝基苯

甲酸 ( DTN B)、阿魏酸钠 ( Sodium Ferula te, SF)片、
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