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丹参酮对氯化钾及 2甲基2⁄2门冬氨酸诱导 °≤ 细胞钙超载损伤的保

护作用

何丽娜 何素冰 杨 军 合肥 安徽省医学科学研究所省生物医药重点实验室

摘要 目的 探讨丹参酮对 °≤ 细胞钙超载损伤模型的保护作用及其机制∀ 方法 采用组织培养法 以大鼠肾上腺嗜铬细胞

瘤克隆株 °≤ 细胞为材料 制备 ≤ 及 ⁄ 诱导的钙超载损伤模型∀ 结果 形态学检查发现丹参酮对两种不同类型的钙

超载损伤模型中的 °≤ 细胞具有明显保护作用 × × 法活细胞测定提示丹参酮可显著提高损伤模型中细胞存活数 降低细

胞释放的 ⁄ 活性 并显著减少胞内钙离子浓度∀ 结论 丹参酮对钙超载所致 °≤ 细胞损伤有显著的保护作用∀

关键词 丹参酮 °≤ 细胞 钙超载 ≤ ⁄

Εφφεχτ οφ τανσηινονε ανδ ιτσ µ εχηανισµ ον χαλχιυµ οϖερλοαδινγ ινϕυρψ ιν χυλτυρεδ ΠΧ χελλσ

2 ∞ ≥∏2 ≠ ∏ Βιολογ ιχαλ Μεδ ιχιναλΧεινραλΛαβορατορψ οφ Ανηυι Η εφει

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε × √ ∏ √ ∏

ΜΕΤΗΟ∆ × ∏ ∏ ≤ ⁄ ∏ ∏ ∏ °≤

Ρ ΕΣΥΛΤΣ ∏ √ ∏ √ °≤ ∏

¬ × × ⁄ ∏ ∏ ∏ √

∏ ¬ ∏ × ∏

ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ × °≤ ∏ √ ∏ √ √

¬ ∏ ∏

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ °≤ ∏ √ ≤ ⁄

  神经细胞缺血性损伤与胞内过高的游离钙离子水平密

切相关 胞内钙超载最终引起神经细胞死亡∀ 通过抑制钙离

子内流 钙通道阻滞剂在治疗缺血性脑血管病中发挥着重要

作用∀丹参酮具有抗缺血缺氧!改善微循环!抑制血小板聚集

和抗血栓形成作用≈ 其主要单体丹酚酸 可明显降低小鼠

脑组织脂质过氧化反应并减少羟自由基生成≈ ∀我们研究发

现 丹参酮对多种药物诱导的大鼠皮层神经细胞缺血样损伤

显著保护∀ 本实验中 我们通过建立药物诱导的两种不同类

型细胞钙超载损伤模型 观察丹参酮对 °≤ 细胞损伤的保

护作用 并对其作用机理进行初步研究∀

1  实验材料

1 1 药品与试剂  丹参酮 × 河北兴隆希力

药业有限公司产品 批号 氯酯醒 ¬

上海淮海制药厂 批号 双蒸水溶解 除菌过

滤 ε 冰 箱 保 存∀ 培 养 基! ⁄ 2 2⁄2

及 × × ≈ 2 2 ¬ 2 2 2 2

∏ ≥ 公司产品∀胎牛血清购

自杭州四季青生物有限公司∀ 十二烷基硫酸钠 ≥⁄≥ 购自上

海化学试剂采购供应站 钙离子及乳酸脱氢酶 ⁄ 测试盒

购自南京建成生物工程研究所∀

1 2 细胞 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤克隆株 °≤ 细胞 引自

武汉大学菌种保藏中心 本研究室传代保存∀

1 3  细胞培养液 培养液 内含 胎牛血清

# 青霉素 Λ # 2 链霉素 ∀

2  实验方法

2 1 药物对损伤模型的保护

2 1 1  ≤ 损伤模型的建立  加入含 # ≤

的 培养液于 °≤ 细胞上 造成 ≤ 损伤模型∀

2 1 2 ⁄ 神经毒性损伤模型的建立 用含 Λ #

⁄ 的 培养液于 °≤ 细胞上作用 造成

⁄ 损伤模型∀

2 1 3  药物保护实验  将 1≅ 106# 1
°≤ 12 细胞接种于

96 孔细胞培养板 37ε 5◊ ≤ 2 温箱孵育 24 后 进行药物

保护实验∀ 于损伤实验前 1 及损伤过程中均加入不同浓度

药液∀造型后 换成正常 1640 培养液 37ε 5◊ ≤ 2 温箱继续

培养 6 测定结果∀

2 2 观察指标

2 2 1 细胞形态学观察 采用倒置显微镜 ÷ ⁄≥2 型 观察

°≤ 细胞生长及病变情况∀

2 2 2  × × 检测  于培养结束前 加入 #
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× × Λ 孔 待形成蓝紫色甲月赞颗粒后 加入 ≥⁄≥

ε 过夜 使细胞彻底裂解 酶联检测仪波长 下测定

⁄值∀

2 2 3  ⁄ 测定  细胞死亡释放大量 ⁄ 测定上清液

⁄ 可观察培养细胞损伤程度∀取培养上清 酶联检测仪波

长 处测 ⁄值 计算 ⁄ 含量∀

2 2 4  钙浓度测定  收集实验细胞 2 ε 反复冻融 次

测定胞内钙离子浓度 酶联检测仪波长 处测定 ⁄

值 计算胞内钙含量∀

2 3 统计学处理 数据以 ξθ ? σ表示 组间数据进行 检验∀

3  结果

3 1 培养细胞形态学观察

°≤ 细胞为圆形 类似于淋巴细胞∀ 贴壁快 生长速度

快 培养 细胞分布均匀 后细胞呈簇状生长∀细胞损伤

后 首先肿胀 折光度减弱 随后圆缩脱落∀ 受药物保护的细

胞 形态无明显改变 结果见图 ∀

正常对照组 细胞损伤初期 ≤ °≤ 细胞严重损伤及死亡 ⁄ 丹参酮对 °≤ 细胞损伤的保护

图 1 °≤ 细胞钙超载损伤不同阶段形态学变化 ≅

3 2  丹参酮对 ≤ 诱导 °≤ 细胞损伤的保护作用

# 2
≤ 诱导 °≤ 细胞损伤后 细胞存活数

显著降低 培养液中 ⁄ 增多 胞内钙离子含量增加∀ 丹参

酮在 ∗ Λ # 浓度范围内 均能保护细胞 抵抗

≤ 引起的细胞钙超载损伤 提高细胞存活数 减低 ⁄ 渗

漏 降低胞内钙浓度∀ 结果见表 ∀

表 1 丹参酮对 ≤ 诱导 °≤ 细胞钙超载损伤的保护作用 ¬
θ?

≤ ∏ ≤ Λ × × ⁄ ⁄ # ≤ #

≤ ? ? ?

? ω ω ? ω ω ? ω ω

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

∞≤ ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

∞≤ ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

≤ ∏ ω ω ° ≤ ∏ 3 3 °

3 3  丹参酮对 ⁄ 诱导 °≤ 细胞损伤的保护作用

Λ # ⁄ 作用于 °≤ 细胞后 细胞死亡明

显增加∀ 各剂量丹量酮组对 ⁄ 诱导的细胞病变表现出

不同程度的抑制作用 提示其对 ⁄ 诱导的神经细胞损

害具有显著保护作用 结果详见表 ∀
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表 2 丹参酮对 ⁄ 诱导 °≤ 细胞钙超载损伤的保护作用 ξθ ? σ

≤ ∏ ≤ Λ × × ⁄ ⁄ # ≤ #

≤ ? ? ?

? ω ω ? ω ω ? ω ω

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

× ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

∞≤ ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

∞≤ ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

≤ ∏ ω ω ° ≤ ∏ 3 3 °

4  讨论

实验所用细胞模型均属药物诱导的钙超载损伤模型∀过

量 ≤ 可使细胞去极化 开放电压依赖性钙通道 ∂ ⁄≤ 引起

细胞内钙超载∀ ⁄ 通过作用于突触后神经原的相应受

体 激活受体门控性钙通道 ≤ 引起胞内钙超载∀ 胞内钙

超载继发性引起线粒体中毒 细胞能量代谢障碍 胞膜磷脂

酶 激活 大量脂氧化物产生增加 核酸酶!蛋白酶激活蛋

白质及核酸等大分子物质降解 内源性兴奋性氨基酸 ∞

释放 加重神经毒性 导致细胞死亡∀

°≤ 细胞具备神经细胞的功能 如在神经生长因子的

作用下可分化出神经轴突 同时也具有肿瘤细胞无限传代的

特点 适宜于进行分析药物作用和探寻神经细胞功能等研

究∀ 实验发现丹参酮对上述两种胞内钙超载所致 °≤ 细胞

损伤均有显著保护作用 × × 法检测存活细胞数量增加 胞

浆内 ⁄ 渗漏减少∀从钙离子浓度来看 模型组较正常组显

著增加 加药保护后 胞浆内钙离子浓度明显降低∀丹参酮

∗ Λ # 对 ≤ 和 ⁄ 型钙超载损伤的保护作

用一致 且药物保护作用与给药剂量间无显著相关性∀

我们过去的研究发现丹参酮对缺氧!氧自由基及 所

致神经细胞损伤有很好的保护作用≈ ∀文献也报道丹参注射

液可清除 ƒ 系统产生的 羟自由基和黄嘌呤2

黄嘌呤氧化酶系统产生的 氧自由基≈ ∀ 在离体兔心灌

流液中加入丹参注射液 可有效清除心肌缺血再灌注产生的

氧自由基≈ ∀丹参酮中主要有效成分丹参酮 2磺酸钠可抑

制钙超载过程中大量 ≤ 内流≈ ∀ 所以 丹参酮除通过自身

化学结构还原性发挥抗缺血!抗氧自由基损伤及抑制 产

生外 通过对不同类型的钙通道的调控作用 丹参酮阻断了

缺血损伤过程中钙超载的继发环节 从而维持细胞内外生物

膜的完整稳态∀
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摘要 目的 通过研究香菇多糖 × 对小鼠肝组织中干扰素 ƒ 和超氧化物岐化酶 ≥ ⁄ 的影响 从分子

水平探讨 × 的药理作用机制∀方法 ≤ 小鼠随机分成四组 其中三组左腋皮下接种 ≥ 肉瘤细胞∀ 后 两组荷瘤小

鼠分别腹腔注射 和 × 一天一次 另一组荷瘤小鼠及正常鼠等量注射生理盐水∀ 天后杀鼠取肝 以斑点

杂交的方法检测肝组织中 ƒ 和 ≥ ⁄ 的表达量∀结果 × 对 ≥ 肉瘤的生长有较明显的抑制作用

和 的 × 均能提高 ƒ 和 ≥ ⁄ 的表达量 且以 剂量组的作用稍强∀结论 × 抗
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