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脑溢安对谷氨酸致神经元损伤的保护作用
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≈摘要  目的 探讨中医平肝熄风 o凉血泻火治法的抗神经损伤机理 ∀方法 建立谷氨酸致体外培养的大鼠海马神经元兴奋

毒性损伤模型 o并用脑溢安含药血清 !细胞外调节蛋白激酶k∞� �l阻滞剂 °⁄ |{sx|进行干预 o分别检测各组神经元活化的 ∞� �!¦2

­∏±氨基末端激酶k���l水平及上清液 �⁄� 活性 ∀结果 脑溢安含药血清能上调谷氨酸损伤后的大鼠海马神经元 ∞� �水平 o下调

���水平 o°⁄|{sx|能阻断脑溢安对受损经元的保护作用 ∀结论 以平肝熄风 !凉血泻火为主要治法的脑溢安含药血清对谷氨酸致

培养大鼠海马神经元损伤后的保护作用与 � �°�信号转导途径有关 o脑溢安上调 ∞� �表达 o下调 ���表达 o促进细胞生存 ∀
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丝裂原活化的蛋白激酶k �¬·²ª̈±2¤¦·¬√¤·̈§ ³µ²·̈¬±

®¬±¤¶̈ o � �°�l级联途径与脑缺血 !炎症等应激反应引

起细胞凋亡密切相关≈t  ∀ ��°�主要包括细胞外调节

蛋白激酶k ¬̈·µ¤¦̈¯̄∏̄¤µµ̈ª∏̄¤·̈§³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈¶o∞� �¶或

°wwΠwu��°�l !¦2­∏±氨基末端激酶k¦2­∏± �2·̈µ°¬±¤̄ ®¬2

±¤¶̈Π¶·µ̈¶¶ ¤¦·¬√¬·̈§ ³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈ o���Π≥�°�l !°v{ 及

∞� �x ∀大量研究表明 o过量激活谷氨酸受体诱导的兴

奋性损伤 o是如中风 !老年性痴呆 !�∏±·¬±ª·²±病神经元

死 亡 的 主 要 机 制≈u  ∀ 以 平 肝

熄风 !凉血泻火为主要治法的中药复方脑溢安颗
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院神经科k聂亚雄 !黄如训l ∀作者简介 }聂亚雄kt|yw2l o男 o博士后 o讲

师 o主要从事脑血管病研究 ∀

粒剂是治疗脑卒中的三类新药 o目前正进行 ¶期临床

试验 ∀为了进一步探讨脑溢安对脑卒中的治疗机理 o

我们采用谷氨酸致培养神经元损伤模型 o观察脑溢安

含药血清对谷氨酸致培养大鼠海马神经元损伤后

� �°�信号转导通路的影响 ∀

1 资料与方法

1 .1 药品和试剂  脑溢安浸膏粉由湘雅医院药剂科

监制 ∀神经细胞无血清培养基k�̈∏µ²¥¤¶¤̄ � §̈¬∏°×�l o

⁄�∞� 培基 o�uz o�2谷氨酰胺 !丙酮酸钠 !�∞°∞≥ !腐胺

等 o为美国 �¬¥¦²公司产品 ∀多聚赖氨酸 !胰岛素等为

≥¬ª°¤公司产品 ∀兔抗大鼠神经元特异性烯醇化酶

k�≥∞l抗体 o武汉博士德公司 ∀ °wwΠwu��°�k∞� �l和

���检测试剂盒购于 �∞�公司 ∀其他试剂均为市售分

析纯级 ∀

1 .2 仪器  �̄ ¼°³∏¶�÷×� 倒置显微镜 o日本 ~±∏̈ ∏̈

≥¼¶·̈° o�±¦q± • �vss ×∂��型 ≤�u培养箱 o美国 ~°¬±¬2ª̈¯

电泳装置 o���2� �⁄ ��� �µ²°°¤o美国 ~超声匀浆器 o美

国 �µ¤±¶²± ≥²±¬¦°²º̈ µ~高速低温离心机 !⁄�2yws紫外

分光光度计 o美国 �̈ ¦®°̈ ±公司 ∀
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1 .3 实验方法

1 .3 .1 脑溢安含药血清的制备  uxsª雄性 ≥⁄大鼠 o

脑溢安浸膏粉水溶液灌胃 u次Π§o每次 u°̄ k脑溢安浸

膏粉用量按体表面积计算为临床 zs®ª成人用量的 v

倍 o相当于浸膏粉 w q|uªΠ®ªow°̄ 药液含浸膏粉t quvªo

相当于生药 tt qvzªl o连续灌胃 v qx§o于最后一次给药

t«后 o股动脉取血 o分离血清 os quΛ°滤膜过滤除菌 o

xy ε vs°¬±灭活 ouw小时内使用 ∀正常血清对照组大

鼠 o每次灌服等量生理盐水 o获取血清同含药血清的制

备 ∀

1 .3 .2 大鼠海马神经元原代培养  参照文献≈v 方法 o

用无血清培基 �̈∏µ²¥¤̄ °̈ §¬∏°×�k其中补加 s qx °� 谷

氨酰胺 !u h �uz !双抗l分孔培养 | ) tt§o神经元经鉴定

后供试验用 ∀

1 .3 . 3 造模及分组  培养后的海马神经元 o用 �≥≥

液≈w 
k�¤≤̄ tvx o�≤̄ x o≤¤≤̄ ut q{ o�¤�≤�v v qy oª̄∏¦²¶̈

z qx o �∞°∞≥ tss°°²̄Π�o³� z qwl洗 u遍 o分为 v组 }≠

正常血清组 }加入含 x h正常大鼠血清的 �≥≥液 ~� 脑

溢安含药血清 }加入 x h脑溢安含药血清的 �≥≥液 ~≈

°⁄|{sx|组 }海马神经细胞培养液加终浓度 xsΛ�

°⁄|{sx|孵育预处理 t«∀ �≥≥液洗 u遍 o然后加入 x h

脑溢安血清及终浓度 xsΛ� °⁄|{sx| �≥≥液 ∀以上 v组

vz ε !x h ≤�u 孵育预处理 ws分钟 o加入终浓度 xssΛ�

谷氨酸液 ts分钟 o吸去含谷氨酸液 ∀

1 .3 .4 培养液乳酸脱氢酶检测  每组取 {孔 o�≥≥液

洗 u遍 o然后加入无血清 ⁄�∞� 液 o置孵箱继续培养

uw«o分别收集其培养液 s qv°̄ otsssµΠ°¬±离心 x°¬±o取

上清 o立即置全自动生化分析仪检测各培养孔乳酸脱

氢酶活性 ∀ �⁄� 含量按每孔中蛋白量进行计算 o按

�µ¤§©²µ§法测定细胞蛋白量≈x  ∀

1 .3 .5 培养细胞活化的 °wwΠwu��°�k∞� �¶l或 ���激

酶蛋白表达  每组各另取 v孔 o用冰浴的 °�≥液漂洗 u

次 o加裂解 ¥∏©©̈µo冰上孵育 x分钟 o用细胞刮刮起未脱

壁裂解细胞 o与裂解液一并移入 t qx°̄ 离心管中 o超声

匀浆细胞 w次 o每次 x¶∀w ε 离心 txsss转 ≅ us°¬±o取

上清用分光光度计测定蛋白质浓度 o约取 ussΛª~按试

剂盒说明操作 o• ¶̈·̈µ± ¥̄²·分析检测激酶活性 o÷ 光片

上的显色条带进行光密度扫描半定量分析 ∀

1 .4 统计方法  实验数据用kcξ ? σ l表示 o组间比较用

·检验 ∀

2 结果

2 .1 一般情况  种植后约 w«o分散良好的细胞已贴

壁 otu«左右细胞逐渐开始长出突起 o后突起逐渐增加 o

并相互联成网状 ∀神经元经兔抗大鼠神经元特异性烯

醇化酶k�≥∞l染色 o所占比例一般均达 |x h以上 ∀原

代培养的海马神经元细胞体饱满 o表面光滑呈立体隆

起 o神经突起形成致密网络 ∀加谷氨酸产生兴奋毒性

损伤后 o神经细胞逐渐退化 o胞体肿胀 !神经突起断裂 o

神经元崩解 ∀

2 .2 �⁄�漏出情况及 ��°�信号转导通路的影响和

°⁄|{sx|的干预作用  x h 脑溢安含药血清组能明显

减少谷氨酸兴奋毒性损伤后神经元 �⁄� 的漏出 o与

x h正常血清对照组比较有非常显著性差异k ° �

s qstl ∀x h脑溢安含药血清组神经元经 xsΛ� °⁄|{sx|

预处理后 o其神经元保护作用下降 o谷氨酸中毒后细胞

�⁄�漏出增加 o与 x h脑溢安含药血清组比较有显著

性差异k ° � s qsxl o说明 ∞� �阻滞剂部分阻断脑溢安

含药血清对谷氨酸致神经元损伤的保护作用 ∀与 x h

正常血清组比较 o脑溢安组 ∞� �活性上升 !���活性下

降k ° � s qsxl ∀经 ∞� �阻滞剂 °⁄|{sx|处理过的细

胞 o脑溢安组无活化的 ∞� �表达 oxsΛ� °⁄|{sx|可完

全阻断脑溢安组谷氨酸激活后的 ∞� �信号转导通路 o

对活化的 ���表达起部分阻断作用 ∀见附表 ∀
附表  3 组海马神经元 Λ∆Η漏出情况及活化的

ΜΑΠΚ激酶蛋白表达(hξ ? σ )

组别 �⁄�k��Πª³µ²·̈¬±l ∞� � ���

正常血清组 vy ? z xw ? | ttx ? uu

脑溢安含药血清组 tz ? y¤!¥ {t ? tv¦ zx ? tv¦

脑溢安含药血清 n °⁄组 uw ? { x ? t {{ ? tz

  与正常血清组比较 o¤}° � s qst o¦}° � s qsx ∀与 x h脑溢安含药血

清 n °⁄组比较 o¥}° � s qsx ∀

3 讨论

在真核细胞中 o已确定出 w条 � �°�信号转导通

路 o即 ∞� �k°wwΠ°wu��°�l通路 !≥�°�Π���通路 !

°v{��°�通路及 ∞� �x通路 ∀通常而言 ���和 °v{主

要被应激刺激和病理性损伤信号所激活 o介导细胞死

亡 o而 ∞� �通常介导细胞的分化 !增殖 o促细胞生存 ∀

血清药理实验方法最大优点是体外和体内实验结

果的一致性 ∀本研究应用血清药理学方法研究脑溢安

对大鼠海马神经元 ��°�信号转导通路的影响 o含药

血清的制备 o采用动物通用的给药方案 o经摸索以 x h

含药血清进行实验效果最佳 o同文献报导一致≈y  ∀

脑溢安根据传统中医理论 o针对中风病风 !火 !痰 !

瘀病机组方 o以羚羊角 !钩藤 !白芍平肝熄风 o以生地 !

丹皮 !大黄凉血泻火 o以田七 o天竹黄 !地龙行血化痰 ∀

研究证明 o脑溢安抗细胞损伤的机理与其对 � �°�信

号转导途径的双向调节有关 ∀脑溢安含药血清提高受

损细胞 ∞� �生存通路 o抑制 ���死亡 k下转第 wvt页l
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≈�  q国外医学脑血管疾病分册 ousst o|kwl }t|y ) usu q

≈tv 孟红梅 o张淑琴 o陈嘉峰 o等 q甘露醇和复方甘油对 �≤��模

型梗死体积及病理变化的对比研究≈�  q中风与神经疾病杂

志 ot||| otykwl }ut| ) uus q

≈tw 汪凤仪 o吴惠平 q当归不同炮制品与抗坏血酸及甘露醇合用

清除氧自由基作用≈�  q南京中医药大学学报k自然科学报l o

usss otykyl }vxv ) vxw q

≈tx 李振东 o黄如训 q急性重症卒中的微透析神经化学监测≈�  q

国外医学脑血管疾病分册 ousst o|kul }{s ) {u q

≈ty ≥«¬°¤ � q� ¤̈̄2·¬°¨ °²±¬·²µ¬±ª²©ª̄∏·¤°¤·̈©²̄ ²̄º¬±ª©̄∏¬§³̈µ¦∏¶2

¶¬²± ¥µ¤¬±¬±­∏µ¼ º¬·««¼³²¬¬¤¬±·«̈ µ¤·≈�  q� �̈∏µ²·µ¤∏°¤ousss o

tz }twv ) txv q

≈tz ⁄¬µ±¤ª̄ � o�¤§̈¦²̄¤ ≤ o �²¶®²º¬·½ � � q °¤·«²¥¬²̄²ª¼ ²©¬¶¦«̈ °¬¦

¶·µ²®̈ }¤±¬±·̈ªµ¤·̈§√¬̈º≈�  q ×µ̈±§¶ �̈∏µ²¶¦¬ot||| ouu }v|t )

v|z q

≈t{ �̄²¦® ƒ o≥¦«º¤µ½ � q �̈∏µ²³µ²·̈¦·¬²±¬± ¶·µ²®̈ q � ¦µ¬·¬¦¤̄ ²√ µ̈2

√¬̈º≈�  q �̈µ√ ±̈¤µ½·ot||| ozs }tst ) tts q

≈t|  �¬̄̄ µ̈̈§�o °̈ µ¶¶²± �q �̈∏µ²¦«̈ °¬¦¤̄ °²±¬·²µ¬±ª ²©·«̈ ¤¦∏·̈̄¼

¬±­∏µ̈§«∏°¤± ¥µ¤¬±≈�  q≥¦¤±§� ≤̄¬± �¤¥�±√ ¶̈·ot||| ouu|k≥∏³2

³̄l }| ) t{ q
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