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[摘要 ] 目的 从中药祖师麻中发现有效的神经保护成分, 阐明其治疗神经退行性疾病的药效物质基础。方法 使用

体外培养的大鼠皮层神经元细胞作为筛选系统,综合运用各种色谱技术进行活性跟踪指导下的分离,对发现的活性成分在体

外细胞水平研究其神经保护机制。结果 我们发现中药祖师麻的甲醇提取物可显著地减轻由谷氨酸 ( L g lutam a te)、海人藻酸

( ka in ic ac id, KA )和过氧化氢 (H 2O2 )诱导的大鼠皮层神经元细胞损伤。从祖师麻中分离纯化了一系列化合物,其中活性最强

的是荛花酚 ( w ikstrom o l)。荛花酚在 50 M的浓度下可显著地降低 H2O 2诱导的细胞损伤。荛花酚显著地减少了细胞内谷胱

甘肽、超氧化物歧化酶等抗氧化物质的下降, 并减轻由兴奋性神经递质 (谷氨酸、海人藻酸 )诱导的神经毒性损伤,但不能减轻

由 N甲基 D天冬氨酸 ( NMDA )诱导的神经毒性损伤。结论 本研究确证了荛花酚可作为一种天然神经细胞保护剂, 推测其

神经保护机制可能是通过抗氧化作用实现的。
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[ Abstract] Objective To iden tify the m ater ia l basis of the novel neuropro tective com pounds from trad itional ch inesem edic ine

Daphne girald ii in the treatm ent of neurodegenera tive d isorders. M ethonds Activ ity guided fractionation o f seve ra l chrom atog raph ic

techniques we re used for the iso lation of the neuroprotec tive compounds. The cu ltured cortica l neurons of ra ts w ere used as screen ing

system. Resu lts The m ethano lic ex tract from dried roo ts ofDaphne girald ii significantlym itigated the neurotox icity induced by L g luta

m ate, ka inic acid andH 2O2 in th is screen ing sy stem. The neuroprotec tive compound w as identified asw ikstrom o.l A t a concentra tion of

50 M, w ikstrom ol s ignificantly reduced neurotox ic ity induced byH2O 2. W ikstrom o l sign ificantly reduced the decrease o f g lutathione,

superox ide d ismu tase, and o ther enzym es that pa rtic ipate in the ce llu lar defense aga inst ox idative stress. Furtherm ore, w ikstromo l alle

v iated neu rotox icity induced by the exc ito tox ic neuro transm itter, L g lutam a te and ka in ic ac id, but no t thatm ediated by N m ethy l D as

partate. Conclusion W ikstrom o lw as dem onstrated to be e fficac ious in protec ting neurons from ox idative stress. The neuroprotectiv e

m echan ism o f w ikstrom o lm ay due to its antiox idant e ffect.
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在老年痴呆、帕金森病等很多中枢神经系统的

神经退行性疾病过程以及脑缺血和老化过程中多伴

有氧化损伤发生
[ 1~ 4 ]
。大脑易受氧化损害可能与它

耗氧率高、出现高水平的脂肪过氧化反应的底

物    多不饱和脂肪酸、以及高反应性自由基有关。
具有神经毒性的氧的形式包括过氧化氢 (H 2O2 )、超

氧阴离子 ( O2 )和羟基 ( OH )。最近有报告提

示,在老年痴呆中 H 2O2可能介导 淀粉样蛋白诱

导的神经毒性
[ 5]
。哺乳动物的大脑中存在细胞内

抗氧化成分, 包括还原型谷胱甘肽 ( GSH )、谷胱甘

肽过氧化物酶 ( GSH px )、过氧化氢酶和超氧化物歧

化酶 ( SOD ), 它们发挥抗氧化保护作用, 负责应对

H 2O2蓄积,减轻反应性氧造成的损伤
[ 6, 7 ]
。

很多中药在民间用于治疗多种神经退行性疾

病。但是,缺乏科学研究对这些中药进行系统的活

性成分筛选。为了找到这些药物的活性成分, 我们

建立了大鼠皮层神经元体外筛选模型,用于研究缺

血性损伤和由谷氨酸或氧自由基造成的直接损伤。

在这一模型中,神经元同下列物质共同孵育时会导
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致神经元损伤: ! L谷氨酸; ∀ NMDA; # KA; ∃

H2O2。

笔者对原代培养的大鼠皮层细胞的初步研究表

明,祖师麻甲醇提取物可以减轻 H 2O 2导致的氧化

损伤, 然后利用色谱分析技术从祖师麻中分离并鉴

定出神经保护成分荛花酚。在培养的大鼠皮层细胞

中,荛花酚可以显著降低 H 2O2导致的神经毒性,且

荛花酚还可以通过显著降低谷胱甘肽、超氧化物歧

化酶、与谷胱甘肽通路有关的酶来保护皮层神经元。

更令笔者感兴趣的是, 荛花酚还通过对抗谷氨酸和

KA介导的神经毒性来保护神经元细胞, 但其具体

机制不明。

1 材料

DMEM,胎牛血清和 H ank s'平衡盐溶液购自上

海明睿生物技术有限公司。丙酮酸钠、青霉素 /链霉

素、胰蛋白酶、MTT、4乙烯基吡啶购自 Sigma

A ldrich公司。其它化学试剂购自上海国药集团化

学试剂有限公司。

2 方法

2. 1 神经保护成分的提取和分离 祖师麻药材用

80%甲醇提取,再用石油醚、氯仿、正丁醇依次萃取。

氯仿层反复上色谱柱 (用 CHC l3 MeOH 洗脱 )得到

单体化合物,化合物结构通过高分辨质谱和一维核

磁共振 (
1
HNMR,

13
CNMR )确定为荛花酚 ( w ikstro

mo l)
[ 8 ]

,结构式见图 1。HPLC分析显示化合物纯

度 > 98%。

图 1 荛花酚的结构

2. 2 皮层细胞的培养 依据 K im报道的方法
[ 9 ]

,

包含神经胶质和神经元的混合皮层细胞取自 17~

19 d龄的胎鼠 (大鼠 )。将皮层细胞以 1 % 10
6
个细

胞 /m l的密度置于覆盖有胶原蛋白的培养皿内, 培

养液为 DMEM、10%的热灭活的胎牛血清、1 mM丙

酮酸盐、双抗 ( 100 IU /m l的青霉素和 100 mg /m l的

链霉素 )。培养温度 37 & , 95%空气, 5% CO2。预

实验显示,皮层细胞培养少于 10 d,谷胱甘肽、超氧

化物歧化酶和其他参与抗氧化损伤的酶还不够成

熟; 培养超过 14 d, 谷氨酸受体不能完全表达。因

此, 实验中皮层细胞培养时间确定在 10~ 14 d。

2. 3 神经毒性的评估 将荛花酚溶解在 DMSO中

( DM SO在培养液中的最终浓度为 0. 1% )。评估荛

花酚对抗 H2O2导致的氧化损伤的神经保护活性,

采用培养 10 d的胎鼠皮层细胞,将荛花酚加入皮层

细胞培养基, 预处理 1 h, 然后暴露在 50 M H 2O 2

之下,再维持 3 h。评估荛花酚对抗兴奋性毒素 ( L

谷氨酸、海人藻酸、NMDA )导致的损伤,采用的是培

养 14 d的皮层细胞, 将荛花酚加入皮层细胞培养

基, 预处理 1 h, 再暴露于 50 M L谷氨酸 3 h,或 50

M ka inate 3 h,或 100 M NMDA 15m in,然后洗去

兴奋性毒素。再将皮层细胞置于含有化合物的

DMEM中 24 h。神经元的存活能力用 MTT法测量,

该方法可反映线粒体酶的功能。化合物活性强度用

实验组细胞与对照组细胞存活能力的比值表示。细

胞存活能力的计算方法是 OD (H 2O 2 +荛花酚处理

组 ) - OD ( H2O 2处理组 ) / [ OD (空白对照组 ) -

OD(H 2O2处理组 ) ] % 100。

2. 4 抗氧化酶的测定 处理结束的皮层细胞用超

声裂解, 4 & 3 000 g离心 30 m in。上清液由细胞质

和线粒体组成,可用于测定抗氧化酶活性。超氧化

物歧化酶的活性用黄嘌呤 /黄嘌呤氧化酶反应测定。

在 200m l底物溶液 ( 0. 2mM羟胺次黄嘌呤 )和蒸馏

水中加入 200m l上清液,在 37 & 条件下, 同黄嘌呤

氧化酶共同孵育 30m in。加入含有 300mg /m l对氨

基苯磺酸、5 mg /m l N  萘二胺和 16. 7%乙酸的试

剂终止反应。在 550 nm下测量吸光率。活性单位

依照以人红细胞酶为标准的 SOD标准曲线测定。

谷胱甘肽过氧化物酶在细胞上清液中的活性测

定方法是:通过氢过氧化异丙基苯计算被氧化的还

原型谷光甘肽 ( GSH )和氧化型谷光甘肽 ( GSHG )的

比例,这一反应是由谷光甘肽过氧化酶 ( GSH px)催

化的。这一测定方法以测量 340 nm 吸光度的减少

量确定 NADPH转化为 NADP。过氧化氢酶活性的

测定根据 Beers和 S izer建立的基于 H2O2分解的方

法, 在装有磷酸盐缓冲液和 H 2O2的试管中加入 200

m l的上清液。在 240 nm条件下记录分解率。 1个

单位等于消耗 1 mo l H2O2 / ( m in mg ) 蛋白质。

GSSG R的活性测定在 340 nm 的条件下进行, 以

GSSG R和 NADPH导致的 GSSG下降为基础。

2. 5 GSH 和 MDA的测定 GSH的水平通过酶循

环的方法用分光光度计测定。测定 GSSG时, 首先

通过与 4乙烯吡啶反应从上清液中去除 GSH。
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MDA的测定通过改良的硫代巴比土酸法。光谱化

学光度吸收的测定条件是 535 nm, MDA的浓度根据

1, 1, 3, 3氯化四乙铵标准曲线测定。

2. 6 蛋白质测定 蛋白质含量通过 Low ry报道的

方法测定
[ 10]

, 以小牛血清白蛋白为标准。

2. 7 统计学分析 数据评价采用 SPSS计算机统计

包进行,方法为方差分析。统计学阳性结果的可信

水平为 ∋ 0. 05。

3 结果

在浓度为 1~ 100 M 时, 荛花酚可以保护神经

元抵抗 H2O 2导致的毒性损伤, 且其神经保护作用

呈现较好的量效关系 (图 2)。在浓度为 50M时,荛

花酚最为有效。

图 2 不同浓度的荛花酚对 H2O2损伤的原代

培养的大鼠皮层神经元细胞存活率的影响

1) P < 0. 05; 2)P < 0. 01。

荛花酚可显著提高 SOD、过氧化氢酶和 GSH px

的活性。SOD的结果为 (单位 mU /m l): 对照组 50 2

( 4. 1; H 2O2处理组: 20. 5 ( 3. 1; H 2O2 +荛花酚组

32. 8 ( 3. 2; P < 0. 01; n= 3。过氧化氢酶的结果为

(单位为 mo lH2O2 consumed / ( m in mg) pro te in) :

对照组 39. 2 ( 4. 2; H2O2处理组 19 1 ( 5. 1; H2O2

+荛花酚组 28. 5 ( 2. 1; P < 0 01; n = 3。GSH px

的结果为 [单位为 mo l NADPH consum ed / ( m in

mg) prote in] :对照组 17 0 ( 2. 7; H 2O2处理组 7. 2

( 0 9; H 2O2 +荛花酚组 10. 3 ( 0. 5; P < 0. 05; n =

3。但是, 荛花酚对 GSSG R的活性没有保护作用

(数据略 )。

另外, 在 50 M的浓度下, 荛花酚可以显著提

升 GSH的水平,并降低 H 2O 2损伤的皮层细胞中生

成 MDA的水平。 GSH 测定结果为 (单位 mo l/mg

pro tein) :对照组 6. 7 ( 0. 9; H 2O2处理组 1. 9 ( 0. 5;

H2O2 +荛花酚组 3. 4 ( 0. 4; P < 0. 05; n = 3。MDA

测定结果为 (单位 nmo l/mg protein) :对照组 70. 4 (

5. 4; H2O 2处理组 180. 4 ( 4. 3; H 2O2 +荛花酚组:

114. 2 ( 11. 2; P < 0. 01; n = 3。

我们还通过实验测定了荛花酚化合物本身的抗

氧化强度。结果发现荛花酚在体外可以显著清除过

氧化氢。在没有细胞的培养物中,将 H2O 2 ( 50 M )

直接与荛花酚 ( 50 M )反应 1 h,利用过氧化氢酶测

试, 结果 H2O2的浓度下降 40%。

荛花酚显著保护皮层细胞不受谷氨酸的神经毒

性损伤,实验结果显示荛花酚可以对抗由海人藻酸

诱导的神经元损伤,但不能应对由 NMDA导致的神

经元损伤 (图 3)。

4 讨论

笔者以前曾利用原代培养大鼠皮层细胞, 进行

体外测定的方法从天然产物中分离具有对抗氧化损

伤、发挥神经保护作用的化合物。神经保护活性最

初是通过评估经过 H2O 2处理后培养的皮层细胞神

经元的存活率来确定的。初步研究中通过相差显微

镜检查,笔者观察到在没有神经保护性化合物的情

况下,暴露在 50 M H2O2 3 h后, 95%的皮层神经

元都已死亡,而非神经元细胞的存活率则不受影响。

预实验表明, 祖师麻的甲醇提取物可以减轻 H 2O 2

导致的氧化损伤。利用色谱分析技术,进一步对祖

师麻的甲醇提取物进行活性指导下的分离, 发现了

具有神经保护作用的化合物荛花酚。本研究显示,

从祖师麻中分离出的荛花酚可以保护培养的神经

元, 降低 H 2O 2和谷氨酸对其造成的损伤,提高神经

元存活率。

H 2O2是著名的细胞毒素, 具有很强的透膜能

力。因为大脑的氧利用度很高, 而且神经系统的细

胞内含有大量的多不饱和脂肪酸, 所以中枢神经系

统神经元特别容易受到氧化损伤。但是,大脑在细

胞内也有对氧化损伤的防御系统。该系统包括几种

高活性的抗氧化物质 (例如 GSH )和抗氧化酶 (例

如过氧化氢酶, SOD, GSH px, 和 GSSG R)。GSH

和 GSH px在清除大脑内过多 H 2O2中发挥重要作

用
[ 6~ 11]

。有研究表明星型胶质细胞含有高浓度的

GSH 和抗氧化酶,提示星型胶质细胞可能保护神经

元不受氧化损伤
[ 12, 13]

。我们的研究显示, 荛花酚可
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以保护皮层神经元, 使受 H 2O 2损伤的皮层神经元

的还原型谷光甘肽水平和抗氧化酶的活性不会明显

下降。因为笔者使用的皮层培养物中既含有神经

元,也含有胶质细胞, 所以无法确定荛花酚是否直接

提高了神经元的抗氧化损伤活性, 推测荛花酚的抗

氧化损伤作用可能部分是由星形胶质细胞介导的。

脑缺血、癫痫、创伤、痉挛和一些神经退行性疾

病中发生神经元凋亡, 都有谷氨酸的神经毒性的作

用。谷氨酸神经毒性的急性表现形式是由 Na
+
和

K
+
进入神经元引起细胞肿胀以至死亡。由 NMDA /

AMPA /海人藻酸等激动剂导致的迟发性神经元退

行性病变是 Ca
2+
依赖性的, 要求短时暴露在高浓度

的 Ca
2+
或长时间暴露在低浓度的 Ca

2 +
。还有几种

信号通路也参与了谷氨酸诱导的神经元凋亡, 例如

花生四烯酸以及超氧化物阴离子 ( O2 ) 、羟基

( OH ) 和 H2O2等氧自由基的释放。这为进一步

荛花酚抗谷氨酸诱导的神经元损伤作用的机制提供

了思路。

现在, 荛花酚细胞内和分子水平的作用机制还

不完全清楚。但是, 结果显示该化合物对培养的皮

层神经元具有显著地神经保护作用, 该作用至少部

分是通过抗氧化作用实现的。天然产物可以减轻

H2O2或谷氨酸导致的神经毒性,这可能会为治疗氧

化损伤导致的神经退行性疾病提供一个有用的治疗

方向。
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+药学实践杂志 ,2010年第 3期继续教育试题答题卡

姓 名 科 别 职 称

邮 编 电 话

工作单位

试题 1 A − B − C − D − E − 试题 2 A − B − C − D − E −
试题 3 A − B − C − D − E − 试题 4 A − B − C − D − E −
试题 5 A − B − C − D − E − 试题 6 A − B − C − D − E −
试题 7 A − B − C − D − E − 试题 8 A − B − C − D − E −
试题 9 A − B − C − D − E − 试题 10 A − B − C − D − E −
试题 11 A − B − C − D − E − 试题 12 A − B − C − D − E −
试题 13 A − B − C − D − E − 试题 14 A − B − C − D − E −
试题 15 A − B − C − D − E − 试题 16 A − B − C − D − E −
试题 17 A − B − C − D − E − 试题 18 A − B − C − D − E −

注: ! 请将正确的答案用 2B铅笔涂黑 ∀ 答题卡复印有效
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