
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

(-./ !"#$

!

01.2 &$

!

31

!

%

"!""##"

基金项目#上海市教委重点学科资助项目$

312 (4"&"#

%&上海中医药大学预算内资助项目$

31

!

!"#&(+"!

%

作者单位#上海中医药大学生理教研室$上海
!"#!"&

%

通讯作者#张志雄!

*5.

#

"!#

"

4#&!!466

!

7

#

89:.

#

;:<:1=&>/9?112@182@=

AB)

#

#"

!

%CC#D'(),

!

!"#$

!

"%

!

"6&&

银杏酮酯对
!

"淀粉样蛋白诱导大鼠海马神经元

氧化应激致细胞损伤影响的实验研究

夏趁意$董献文$赵$妍$徐$颖$郝$莉$张志雄

摘要$目的$研究银杏酮酯!

EF74"

"对由
!

"淀粉样蛋白!

G!

"诱导的海马神经元氧化应激反应的影

响及可能机制# 方法$通过体外原代培养获得海马神经细胞$将细胞分成
$

组%正常对照组!

'HI.

组"&

G!

组&溶剂对照组!

JAB

组"和
EF74"

组!分
C

个浓度梯度
4

&

#"

&

!4

&

4"

&

#""

&

!"" "KD8L

"# 除
'HI.

组外$其

他组中的细胞均经
!" "81.DL G!

!4

"

&4

诱导后出现氧化应激状态$采用
,**

和荧光探针标记法$观察不同浓

度的
EF74"

对海马神经元细胞活力和细胞内活性氧!

MBN

"的影响# 运用
+5OH5I= P.1HH:=K

法检测观察

EF74"

!

!4

&

4"

&

#"" "KD8L

"

&

个浓度梯度对氧化应激通路中的胞质内细胞色素
'

!

'/H1 '

"与胞内总

'/H1 '

蛋白表达量之间的比值$以及活化的
'9OQ9O5

#

&

蛋白表达量的影响# 结果$与
'HI.

组比较$

!" "81.DL

的
G!

!4

"

&4

诱导细胞后使细胞活力明显降低$细胞内
MBN

量明显增多!均
J R"

!

"4

"# 与
G!

组比

较$

EF74"

能够改善细胞活力$除
#" "KD8L

浓度外$

EF74"

其他浓度组的细胞活力随着浓度的增高而明

显升高!

J R"

!

"4

"'同时
EF74"

各浓度组的胞内
MBN

量均明显减少!均
J R"

!

"4

"#

G!

诱导后细胞内的

'/H1 '

比值及活化
'9OQ9O5

#

&

表达量均较
'HI.

组明显升高!

J R"

!

"4

"# 与
G!

组比较$在
EF74"

的
&

个浓度组中$

#"" "KD8L

的
EF74"

组中
'/H1 '

比值明显降低!

J R"

!

"4

"$

4"

&

#"" "KD8L

的
EF74"

组中

活化
'9OQ9O5

#

&

表达量均显著降低!

J R"

!

"4

"# 结论$

!" "81.DL

的
G!

!4

"

&4

能够诱导海马神经元胞内活

性氧的产生$而
EF74"

通过减小胞质内与胞内总
'/H1 '

量的比值$抑制凋亡蛋白
'9OQ9O5

#

&

活化$从而

抑制
G!

诱导的细胞内氧化应激反应#

关键词$银杏酮酯'

!

"淀粉样蛋白'海马神经元'氧化应激

E:=SK1 P:.1P9 7<HI9@H 4" )=?:P:H5T F5H9

#

98/.1:T

#

:=T-@5T B<:T9H:U5 NHI5OO := M9HO

%

V:QQ1@98Q9.

35-I1=O

#

9= 7<Q5I:85=H9. NH-T/

$

W)G '?5=

#

/:

!

AB3E W:9=

#

X5=

!

YVGB Z9=

!

W[ Z:=K

!

VGB L:

!

9=T YVG3E Y?:

#

<:1=K

$

A5Q9IH85=H 1\ J?/O:1.1K/

!

N?9=K?9: [=:U5IO:H/ 1\ *I9T:H:1=9. '?:=5O5 ,5T:

#

@:=5

!

N?9=K?9:

$

!"#!"&

%!

'?:=9

GFN*MG'*

#

BP]5@H:U5

#

*1 OH-T/ H?5 := U:HI1 5\\5@H 9=T 85@?9=:O8 1\ E:=SK1 P:.1P9 7<HI9@H 4"

$

EF74"

%

\1I :=?:P:H:=K P5H9

#

98/.1:T

$

G!

%#

:=T-@5T 1<:T9H:U5 OHI5OO := I9HO

%

?:QQ1@98Q9. =5-I1=O2 ,5H?

#

1TO

#

*?5 QI:89I/ ?:QQ1@98Q9. =5-I1=O X5I5 @-.H-I5T := U:HI1 9=T T:U:T5T :=H1 $ KI1-QO

!

:2 52 H?5 =1I89.

@1=HI1. KI1-Q

$

'HI.

%!

H?5 G!KI1-Q

!

H?5 QI1Q9=5T:1. @1=HI1. KI1-Q

$

JAB

%!

9=T H?5 O:< EF74" @1=@5=HI9

#

H:1=O KI1-QO

$

4

!

#"

!

!4

!

4"

!

#""

!

9=T !"" "KD8L

%

2 7<@5QH5T H?5 'HI. KI1-Q

!

=5-I1=O X5I5 :=T-@5T H1 1<

#

:T9H:U5 OHI5OO P/ !" "81.DL G!

!4

$

&4

2 *?5 ,** 9=T \.-1I5O@5=H QI1P5O .9P5.:=K X5I5 -O5T H1 1PO5IU5 H?5

5\\5@H 1\ EF74" X:H? T:\\5I5=H @1=@5=HI9H:1=O 1= H?5 @5.. U:9P:.:H/ 9=T H?5 K5=5I9H:1= 1\ :=HI9@5..-.9I I59@

#

H:U5 1</K5= OQ5@:5O

$

MBN

%

:= =5-I1=O2 ^-IH?5I81I5

!

+5OH5I= P.1H X9O -O5T H1 T5H5@H H?5 @/H1Q.9O8:@ DH1

#

H9. @/H1@?I185 '

$

'/H1 '

%

I9H:1 9=T H1H9. :=HI9@/H1Q.9O89. '/H1 '

!

9=T H?5 5\\5@H 1\ H?5 5<QI5OO:1= 1\ 1<

#

:T9H:U5 OHI5OO

#

I5.9H5T QI1H5:= '/H1 ' 9=T 9@H:U9H5T '9OQ9O5

#

& := H?I55 EF74" @1=@5=HI9H:1=O KI1-QO

$

!4

!

4"

!

9=T #"" "KD8L

%

2 M5O-.HO

#

'18Q9I5T X:H? H?5 'HI. KI1-Q

!

H?5 @5.. U:H9.:H/ X9O 1PU:1-O./ .1X5I5T
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9=T :=HI9@5..-.9I MBN K5=5I9H:1= O:K=:\:@9=H./ :=@I59O5T 9\H5I :=T-@H:1= 1\ !" "81.DL G!

!4

$

&4

$

P1H? J R

"

&

"4

%

2 '18Q9I5T X:H? H?5 G!KI1-Q

!

H?5 @5.. U:H9.:H/ X9O 5U:T5=H./ :8QI1U5T 9\H5I HI59H5T X:H? T:\\5I5=H

EF74" T1O5O2 7<@5QH \1I #" "KD8L

!

H?5 @5.. U:H9.:H/ @1-.T P5 1PU:1-O./ 5.5U9H5T 9.1=K X:H? :=@I59O5T TI-K

@1=@5=HI9H:1=O

$

J R "

&

"4

%

2 ,59=X?:.5

!

H?5 :=HI9@5..-.9I MBN K5=5I9H:1= T5@I59O5T O:K=:\:@9=H./ := 59@?

EF74" T1O5 KI1-QO

$

J R"

&

"4

%

2 G!@1-.T :=@I59O5 H?5 @/H1Q.9O8:@ DH1H9. '/H1 ' I9H:1 9=T 5=?9=@5 H?5 9@

#

H:U9H5T '9OQ9O5

#

& 5<QI5OO:1= O:K=:\:@9=H./

$

J R "

&

"4

%

2 '18Q9I5T X:H? H?5 G!KI1-Q

!

981=K H?5 H?I55

@1=@5=HI9H:1=O 1\ EF74"

!

H?5 '/H1 ' I9H:1 X9O 1PU:1-O./ .1X5I5T := H?5 #"" "KD8L EF74" KI1-Q

$

J R

"

&

"4

%!

9=T H?5 5<QI5OO:1= 1\ 9@H:U9H5T '9OQ9O5

#

& O:K=:\:@9=H./ T5@I59O5T := 4" "KD8L 9=T #"" "KD8L

EF74" KI1-QO

$

J R "

&

"4

%

2 '1=@.-O:1=O

#

!" "81.DL G!

!4

$

&4

@1-.T :=T-@5 H?5 K5=5I9H:1= 1\ :=HI9@5..-.9I

MBN := ?:QQ1@98Q9. =5-I1=O2 EF74" @1-.T :=?:P:H G! :=T-@5T :=HI9@5..-.9I 1<:T9H:U5 OHI5OO 1\ =5-I1=O

H?I1-K? .1X5I:=K H?5 @/H1Q.9O8:@ DH1H9. '/H1 ' I9H:1 9=T :=?:P:H:=K H?5 9@H:U9H:1= 1\ 9Q1QH1O:O QI1H5:=

'9OQ9O5

#

& 5<QI5OO:1=2

_7Z+BMAN

#

E:=SK1 P:.1P9 5<HI9@H 4"

&

P5H9

#

98/.1:T

&

?:QQ1@98Q9. =5-I1=

&

1<:T9H:U5 OHI5OO

$$阿尔茨海默病$

G.;?5:85I

%

O T:O59O5

!

GA

%是一

种常见的老年性神经系统退行性疾病! 临床表现为进

行性认知功能减退'

GA

典型的病理改变为在记忆和

认知的关键脑区出现
!

淀粉样肽$

G!

%的胞外沉积老

年斑$

O5=:.5 Q.9`-5

!

NJ

%(胞内神经纤维缠结$

=5-

#

I1=9. \:PI:..9I/ H9=K.5O

!

3^*

%(胆碱能缺失和神经元

丢失)

#

*

'

GA

病情呈进行性加重! 病因迄今未明' 其

可能的机制包括氧化应激(炎症(毒性和神经细胞凋亡

等)

#

*

' 迄今为止的研究认为!

GA

不是由单一因素引

起! 而是多种因素综合作用的结果' 国外对于天然化

合物防治
GA

的作用研究较多!其中!银杏叶提取物对

于
GA

的作用被认为是多靶点的!可作为防治
GA

的

天然药物之一)

!

*

' 因此本实验从神经元氧化应激致

病机制出发!利用原代培养的大鼠海马神经元细胞来

研究银杏酮酯$

E:=SK1 P:.1P9 7<HI9@H 4"

!

EF74"

%

对由
G!

诱导的神经元内氧化应激反应的影响!探讨

EF74"

对神经元保护作用的机制'

材料与方法

#

$药物$

EF74"

由上海杏灵科技药业有限公

司自主研发并提供 $批号#

"6##"6

%! 原浓度为

4 8KD8L

!溶剂为
!a

丙二醇$

JAB

%' 取适量原浓度

为
4 8KD8L

的
EF74"

!用含
!a F!%

的
35-I1P9O9.

培养液依次稀释成
4

(

#"

(

!4

(

4"

(

#""

和
!"" "KD8L

C

个浓度的溶液!备用'

!

$试剂与仪器$

A,7,

和
35-I1P9O9.

培养

液(胎牛血清$

\5H9. P1U:=5 O5I-8

!

^FN

%(马血清

$

?1IO5 O5I-8

!

VN

%及
F!%

$

31

!

#%4"$

"

"$$

%和

F!% 8:=-O GB

$

31

!

#"66b

"

"&6

%为美国
E:P@1

公

司产品&一抗
E^GJ

和
3^

!荧光二抗
'/!

和
'/&

均

为
'N*

产品&

G!

!4

"

&4

$

312G$44b

%为美国
N:K89

公

司产品&细胞线粒体分离试剂盒$

'&C"#

%(活性氧检

测试剂盒$

N""&&

%和
AGJ)

$

'#""!

%为上海碧云天生

物技术有限公司产品&

F'G

蛋白定量试剂盒

$

+F"#!$

%为上海威奥生物科技有限公司产品&细胞

色素
'

抗体 $

$!%!

%(半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
&

$

@/OH5:=5 9OQ9IH:@ 9@:T QI1H59O5 &

!

'9OQ9O5

#

&

%

抗体$

bCC!

%和
!

#

9@H:=

抗体$

$b%"

%均为美国
'N*

公

司产品&氯化钠(氯化钾(磷酸二氢钾和磷酸氢二钠均

购自国药集团化学试剂有限公司!以配制
"

!

"# 81.DL

磷酸缓冲液$

J?1OQ?9H5 P-\\5I O1.-H:1=

!

JFN

%&多

聚甲醛和曲拉通
W

#

#""

$

*I:H1= W

#

#""

%均购自国药集

团化学试剂有限公司'

'B

!

培养箱$

*?5I81 N@:5=

#

H:\:@ N5I:5O 6"""

型&

*?5I81 N@:5=H:\:@

公司!美

国%&酶标仪$

F:1*5S N/=5IK/ !

型&

F:1

#

*5S

公司!

美国%&低温离心机 $

7QQ5=T1\\ '5=HI:\-K5 4$#%M

型&

7QQ5=T1I\

公司!德国%&电泳槽$

,:=:

#

JMB*7G3

#C4

"

6""#

型&

F:1 M9T

公司!美国%&电泳仪$

J1X5I

Q9@ F9O:@ #C$

"

4"4"

型&

F:1 M9T

公司!美国%&

*9=1=

数码凝胶图像分析系统$

$4""N^

型!上海天能

科技有限公司%'

&

$海马神经元的分离培养与鉴定

&

!

#

$海马神经元的分离培养$参考文献)

&

!

$

*!

取出生
#

天的
NA

大鼠)由上海中医药大学实验动物中

心提供!动物生产许可证号#

N'W_

$沪%

!""6

"

"""&

*!

断头并剥离出大脑!分离出海马组织!去除表面的血管

膜&剪碎海马组织! 用
"

!

#!4a

胰酶
&%

& 消化

#4 8:=

&终止消化(离心!再用含
4a ^FN

和
4a VN

的
A,7,

$高糖%细胞培养液重悬细胞后制备细胞悬

液&用
!""

目尼龙网过滤成单细胞悬液接种于培养瓶
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"!"'##"

或培养板内!并放置于含
4a 'B

!

的
&%

&培养箱内'

!$ ?

后细胞培养液全部更换为含
!a F!%

的
35-I1

#

P9O9.

培养液!置于含
4a 'B

!

的
&%

&培养箱内继

续培养
&

天!备用'

&

!

!

$海马神经元细胞的鉴定$运用免疫荧光化

学的方法鉴定海马神经元' 将上述培养
&

天后的细

胞!滴加
$ a

的多聚甲醛固定
&" 8:=

!

"

!

"# 81.DL

JFN

漂洗后!再加入
"

!

&a *I:H1=W

#

#""

室温下作用

#4 8:=

' 随后滴加
#"a

山羊血清封闭剂!于
&%

&湿

盒中孵育
!" 8:=

'倾去多余封闭剂!加入一抗$小鼠抗

E^GJ

和兔
3^

!稀释度均为
#

'

#""

%!

$

&孵育过夜'

次日!

"

!

"# 81.DL JFN

漂洗后!滴加抗鼠
'/!

和抗兔

'/&

二抗!湿盒中
&%

&温育
# ?

' 随后滴加
AGJ)

!室

温孵育
#4 8:=

'

"

!

"# 81.DL JFN

漂洗后!在荧光显

微镜下进行观察' 在显微镜下随机在
&

张玻片上各取

4

个视野!分别统计带有
E^GJ

标记的神经胶质细胞

和
3^

标记的神经元的数量!以此来鉴定培养得到的

神经元的纯度'

$

$观察指标与检测方法

$

!

#

$大鼠海马神经元活力的测定$通过
,**

测

定细胞活力的方法来观察
G!

!4

"

&4

诱导后海马神经元

活力的变化以及
EF74"

对其的影响' 实验分
$

组#

正常对照组$

'HI.

组%(

G!

组(溶剂对照组$

JAB

组%

和
EF74"

组$分
C

个浓度梯度
4

(

#"

(

!4

(

4"

(

#""

(

!"" "KD8L

%' 以每孔
#4" "L

含
4

(

#"

$ 个海马神经

元的细胞悬液接种于
bC

孔板' 其中!

'HI.

组(

G!

组

和
JAB

组每组各
C

个复孔!

EF74"

组中的
C

个浓度

梯度也各
C

个复孔' 将
bC

孔板放置于
&%

&!

4a

'B

!

培养箱中培养
!$ ?

'

EF74"

组同时加入不同浓

度的
EF74"

后放入培养箱孵育
# ?

&

JAB

组则加入

终浓度为
"

!

6

)丙二醇 $

JAB

%&

G!

组(

JAB

组和

EF74"

组再加入老化后的
G!

!4

"

&4

$终浓度为

!" "81.DL

%!处理
!$ ?

'

'HI.

组则加入等体积的无菌

水' 按照
,**

常规方法操作!通过酶联检测仪测波长

4%" =8

下的吸光度值'

$

!

!

$大鼠海马神经元细胞内活性氧$

MBN

%的

检测$通过活性氧检测试剂盒来测定
EF74"

对
G!

诱导大鼠海马神经元内
MBN

的影响' 以每孔
#4"

"L

含
4

(

#"

$ 个细胞的细胞悬液接种于
bC

孔板!

&%

&!

4a'B

!

培养箱中培养
!$ ?

!再将每孔中的培养

基全部更换
!a F!%

$

8:=-O GB

%的
35-I1P9O9.

培养液!每孔
#"" "L

' 实验分组及药物处理方法同

$

!

#

' 最后按照活性氧检测试剂盒的操作进行处理!

并用酶联检测仪测波长
$66D 4!4 =8

下的吸光度

$

BA

%值'

$

!

&

$大鼠海马神经元细胞质中
'/H1 '

比值及

活化
'9OQ9O5

#

&

表达量的测定$本观察指标中!

EF74"

组只含有
&

个浓度梯度$

!4

(

4"

和
#"" "KD

8L

%' 操作方法具体如下#以每孔
#

!

4 8L

含
#

(

#"

C

个海马神经元的细胞悬液接种于
C

孔板!其中!

'HI.

组(

G!

组和
JAB

组每组各
C

个复孔!

EF74"

组中的

&

个浓度梯度也各
C

个复孔' 将这些
C

孔板放置于

&%

&!

4a 'B

!

培养箱中培养
!$ ?

' 各组细胞的药

物处理方法同
$

!

#

' 然后!用
"

!

#!4a

胰酶消化液消

化细胞!离心收集细胞!冰浴匀浆(离心并去除沉淀!从

而获得全细胞蛋白液!用于细胞内
'/H1 '

总量和活

化的
'9OQ9O5

#

&

蛋白表达量的检测&同样!使用细胞

线粒体分离试剂盒可获得海马神经元去除线粒体的细

胞质蛋白液!可用于神经元细胞质中
'/H1 '

表达量

的检测' 将上述所得到的蛋白液首先采用
F'G

蛋白

定量试剂盒来测定其蛋白含量!然后通过
+5OH5I=

P.1HH:=K

法来分别检测神经元细胞内
'/H1 '

总量和

细胞质中
'/H1 '

的量!及活化的
'9OQ9O5

#

&

表达

量)

4

*

' 并且计算得出胞质中
'/H1 '

蛋白量与胞内

'/H1 '

总量的比值$简称
'/H1 '

比值%'

4

$统计学方法$采用统计软件
NJNN #C

!

"

分

析数据!数据均以
<

*

O

表示!采用单因素方差分析!组

间差异采用
LNA

检验!

J R "

!

"4

为差异有统计学

意义'

结$$果

#

$大鼠海马神经元鉴定结果$图
#

%$约
b"a

细胞为
3^

阳性细胞!即神经元&约
#"a

细胞为

E^GJ

阳性细胞!即神经胶质细胞 $星形胶质细

胞% '

!

$各组大鼠海马神经元细胞活力比较$表
#

%

与
'HI.

组比较!

G!

组和
JAB

组的细胞活力明显降低

$

J R"

!

"4

%'

JAB

组与
G!

组之间无明显变化$

J c

"

!

"4

%' 与
G!

组比较!除
#" "KD8L

浓度外!

EF74"

其他浓度组的细胞活力随着浓度的增高而明显升高!

差异有统计学意义$均
J R"

!

"4

%'

!"" "KD8L

浓度

EF74"

还可以使细胞活力提高
!&

!

ba

'

&

$各组大鼠海马神经元
MBN

量比较$表
#

%$

G!

组和
JAB

组的胞内
MBN

量较
'HI.

组均明显增多

$

J R"

!

"4

%'

EF74"

各浓度组的胞内
MBN

量较
'HI.

组均未出现明显增加$

J c"

!

"4

%&而与
G!

组比较!各

浓度组的胞内
MBN

量均减少!差异有统计学意义$均

J R"

!

"4

%'
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%

$$注#

G

(

A

为
E^GJ

&

F

(

7

为
3^

&

'

(

^

为
E^GJD3^DAGJ)

嵌合图&

G

(

F

和
'

的放大倍数为
!""

倍!

A

(

7

和
^

的放大倍数为
#""

倍&图中标尺为
4" "8

& 箭头所指为
E^GJ

及
3^

阳性细胞

图
#

#海马神经细胞的鉴定$荧光免疫化学标记法%

表
#

#各组大鼠海马神经元细胞活力及

MBN

的结果比较$$

<

*

O

%

组别
=

细胞活力

BA

4%" =8

细胞内
MBN

BA

$66D4!4 =8

'HI. C #

+

&46

*

"

+

"C$ !%%4

+

"

*

!b!

+

&

G! C

"

+

6$"

*

"

+

"$6

!

&!b#

+

!

*

$4#

+

!

!

JAB C

"

+

64%

*

"

+

"4b

!

&#%"

+

6

*

!%6

+

C

!

EF74" 4 "KD8L C

"

+

b!6

*

"

+

"4$

"

!CC%

+

$

*

#!%

+

#

"

#" "KD8L C "

+

6b4

*

"

+

"$!

!C!#

+

$

*

#C4

+

C

"

!4 "KD8L C

"

+

b6$

*

"

+

"$b

"

!C64

+

!

*

!C4

+

b

"

4" "KD8L C

#

+

"!!

*

"

+

"&b

"

!%%6

+

!

*

!C!

+

!

"

#"" "KD8L C

#

+

#%4

*

"

+

"C#

"

!64b

+

!

*

!#C

+

4

"

!"" "KD8L C

#

+

C6&

*

"

+

"$6

"

!b"%

+

4

*

!%"

+

b

"

$$注#与
'HI.

组比较!

!

J R"

+

"4

&与
G!

组比较!

"

J R"

+

"4

&表
!

同

$

$各组大鼠海马神经元
'/H1 '

比值比较$图
!

!

表
!

%$与
'HI.

组比较!

G!

组和
JAB

组
'/H1 '

比值明

显升高$

J R"

!

"4

%'

G!

组与
JAB

组之间
'/H1 '

比值

差异无统计学意义$

J c"

!

"4

%' 在
EF74"

的
&

个浓度

组中!

'/H1 '

比值则出现随着浓度的增高而降低的趋

势!但与
G!

组比较!

#"" "KD8L

浓度
EF74"

组
'/H1 '

比值明显降低!差异有统计学意义$

J R"

!

"4

%'

$$注#

#

为
'HI.

组&

!

为
G!

组&

&

为
JAB

组&

$

为

EF74"

组
!4 "KD8L

&

4

为
EF74"

组
4" "KD8L

&

C

为

EF74"

组
#"" "KD8L

图
!

#各组细胞内及细胞质内
'/H1 '

的表达

4

$各组大鼠海马神经元活化
'9OQ9O5

#

&

表达

结果比较$表
!

!图
&

%$与
'HI.

组比较!

G!

组和
JAB

组活化
'9OQ9O5

#

&

表达明显升高$

J R"

!

"4

%' 与
G!

表
!

#各组大鼠海马神经元
'/H1 '

比值及

活化
'9OQ9O5

#

&

蛋白表达量比较$$

<

*

O

%

组别
= '/H1 '

比值
活化

'9OQ9O5

#

&

表达量

'HI. C "

+

!!$

*

"

+

"#6 "

+

"b&

*

"

+

"##

G! C

"

+

&$!

*

"

+

"!&

!

"

+

&$#

*

"

+

"!b

!

JAB C

"

+

&6b

*

"

+

"&&

!

"

+

&#6

*

"

+

"&&

!

EF74" !4 "KD8L C "

+

&C6

*

"

+

"&# "

+

&!C

*

"

+

"&#

4" "KD8L C "

+

&"4

*

"

+

"!4

"

+

!&C

*

"

+

"!4

"

#"" "KD8L C

"

+

!"$

*

"

+

"!$

"

"

+

#4!

*

"

+

"!#

"

组比较!

JAB

组无明显差异$

J c"

!

"4

%'

EF74"

的

&

个浓度组中活化
'9OQ9O5

#

&

表达随着
EF74"

浓

度的增高而呈降低趋势!其中!与
G!

组比较!

4"

和

#"" "KD8L

的
EF74"

组均显著降低!差异有统计学

意义$

J R"

!

"4

%'

$$注#

#

为
'HI.

组&

!

为
G!

组&

&

为
JAB

组&

$

为

EF74"

组
!4 "KD8L

&

4

为
EF74"

组
4" "KD8L

&

C

为
EF74"

组
#"" "KD8L

图
&

#各组大鼠海马神经元活化
'9OQ9O5

#

&

表达

讨$$论

GA

可能的机制包括氧化应激(炎症(毒性和神经

细胞凋亡等' 由
G!

胞外沉积形成的
NJ

!是
GA

典型

的病理改变之一!其可引起细胞内氧化应激和细胞凋

亡等!从而造成神经组织损伤)

#

*

' 本实验中在原代培

养的海马神经元上也发现!

G!

!4

"

&4

能够使细胞活力降
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低!诱导
MBN

的增加!促使细胞产生氧化应激状态'

在
GA

各种致病因素中!氧化应激被认为是非常

重要的因素!其是
MBN

与抗氧化之间的失衡所造成

的)

C

*

' 在
GA

患者脑内!构成老年斑的
G!

聚集物被

认为在氧化应激介导发病中起核心作用)

%

*

' 已有研

究发现!在海马神经细胞)

6

!

b

*

(大鼠皮层神经元)

#"

*

(大

鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞$

J'#!

%

)

##

*和在体大鼠海

马组织)

#!

*中!

G!

!4

"

&4

和
G!

#

"

$"

能够诱导产生
MBN

'

而本实验也发现
G!

!4

"

&4

可以使海马神经元内
MBN

含量增加!促使细胞内出现超氧化而产生损伤' 不同

浓度的
EF74"

都可以明显地逆转
G!

诱导的细胞内

MBN

的作用!并改善细胞活力!进而对神经元产生保

护作用'

G!

诱导细胞毒性的分子机制还未完全阐

明!一般认为其毒性牵涉到氧自由基和一氧化氮的形

成以及钙失调)

#&

*

' 如
G!

!4

"

&4

和
G!

#

"

$"

能诱导海马

神经元胞内自由基增加
!

倍!游离钙增加
&

!

4 d $

倍)

6

*

'

G!

#

"

$!

也能诱导细胞出现钙失调!且
V

!

B

!

和

JG^

能介导此现象)

#$

*

' 而线粒体是
G!

的重要作用

部位)

#4

*

'

G!

#

"

$!

和
G!

!4

"

&4

可以使大鼠大脑和肌肉组

织的线粒体中
MBN

增加)

#C

*

'

G!

#

"

$"

能使大鼠大脑线

粒体内
V

!

B

!

增多)

#%

*

'

研究证实!线粒体既是细胞内
MBN

主要的产生

部位!也是其主要的作用部位' 因此!线粒体功能障碍

对
MBN

的产生起到关键作用!后者可以造成细胞内

氧化损伤)

C

!

#6

*

' 细胞内不断增加的
MBN

又可以反向

地加强
G!

对线粒体的毒性作用!最终导致细胞凋

亡)

#6

*

' 例如!

Z9=K F

等)

#b

*将
G!

#

"

$!

显微注射入

GJJDJN#

小鼠神经元内!发现
MBN

可以加强
G!

的

毒性作用' 已有研究发现!

G!

能够诱导细胞线粒体

功能障碍!产生的
MBN

可以刺激
'/H1 '

由线粒体释

放到胞质中' 在细胞色素
'

和
G*J

$或
TG*J

%存在

的情况下!前半胱氨酸蛋白酶$

'9OQ9O5

#

b

%结合凋亡

蛋白酶激活因子
#

$

GQ9\

#

#

%被激活!即具有剪切和激

活
'9OQ9O5

#

&

的能力'

'9OQ9O5

#

&

能够直接参与

A3G

片段化!导致
A3G

损伤)

C

*

' 本实验中!

G!

诱导

海马神经元胞内产生
MBN

!并且出现了胞质内
'/H1

'

含量增加和凋亡蛋白
'9OQ9O5

#

&

表达的增强现

象!也印证了上述发现' 而
EF74"

的孵育能够明显

抑制胞内
MBN

的产生!降低胞质内
'/H1 '

的含量!

并抑制凋亡蛋白
'9OQ9O5

#

&

的表达' 这些结果提

示!

EF74"

能够通过减少胞内
MBN

的生成!降低胞

内氧化应激状态!并通过抑制线粒体释放
'/H1 '

和

'9OQ9O5

#

&

的活化!从而避免细胞由于氧化应激而出

现的
A3G

损伤和细胞凋亡!并由此改善细胞活力'

银杏叶提取物的作用可能是通过协同多个细胞内

信号通路而实现的)

!"

*

!本实验中发现的这些作用环节

可能只是
EF74"

抗细胞氧化应激的一个方面' 所以

需要进一步研究更多的作用机制'
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第十一届全国中西医结合血液学学术会议暨第二届中西医结合

血液学高峰论坛会议征文通知!第一轮通知"

为促进全国中西医结合血液学学术发展$增进血液学工作者的学术交流和提高$由中国中西医结

合学会血液学专业委员会主办&中国中医科学院西苑医院承办的第十一届全国中西医结合血液学学

术会议暨第二届中西医结合血液学高峰论坛定于
!"#$

年
b

月
#b

(

!#

日在福建省厦门市举行# 会

议将邀请国内知名专家就中西医结合血液病最为关注的问题作专题报告$并进行学术交流# 热忱欢

迎各省市中西医结合血液学委员&青年委员通知本专业医师投稿与参会# 现将会议征文有关事宜通

知如下#

征文内容$血液系统肿瘤!白血病&淋巴瘤&多发性骨髓瘤&骨髓增生异常综合征等"中西医结合

的临床和基础研究'造血干细胞生物学特性的中西医结合临床应用'造血干细胞移植的中西医结合研

究'红细胞疾病!再生障碍性贫血&溶血性贫血&巨幼红细胞性贫血&单纯红细胞再生障碍性贫血等"中

西医结合临床和基础研究'血栓与止血疾病!特发性血小板减少性紫癜&血栓性血小板减少性紫癜等"

中西医结合临床和基础研究'血液学相关生物技术!形态学&免疫学&分子生物学&单克隆抗体&基因工

程等"的中西医结合应用'血液学护理技术的临床和基础研究#

征文要求$来稿应为未公开发表的论文$内容应为结构式摘要!依次包括%文题&作者&作者单位&

目的&方法&结果&结论"$字数
4"" d# """

字# 并请注明联系方式!工作单位&地址&邮编&联系电话&

7

#

89:.

等"# 征文请
7

#

89:.

发送至
</<;/X/?>#C&2@18

$邮件标题请注明)血液学会议稿件*字样#

论文截止日期%

!"#$

年
%

月
&#

日#

联系人
D

地址$中国中医科学院西苑医院血液科 唐旭东 收 邮编%

#"""b#

$ 电话%

"#"

"

C!6&4&C!


