
表 1  各组 2 °2 °2 × 2 ° × °2 和 × °2 蛋白的表达 ν , ξ ? σ

Ταβ 1  ∞¬ 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2 ν , ξ ? σ

° 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2

? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

注 Π 相比于聚丙乙烯组 ! 型胶原单体组和 组

Π

表 2  各组 2 °2 °2 × 2 ° × °2 和 × °2 的表达 ν , ξ ? σ

Ταβ 2  ∞¬ 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2 ∏ ν , ξ ? σ

° 2 °2 °2 × 2 ° × °2 × °2

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

注 Π 相比于聚丙乙烯组 ! 型胶原单体组和 组

Π
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摘要 目的  研究香菇多糖 对 损伤体外原代培养大鼠皮层神经细胞的保护作用 并初步探讨其作用机制 ∀方

法  体外培养胚胎大鼠大脑皮层神经细胞 建立 氧化应激损伤模型 观察香菇多糖的保护作用 ∀结果  香菇多糖能显著

提高氧化损伤神经细胞的生存率 降低培养液中乳酸脱氢酶 ⁄ 的漏出量和一氧化氮 含量 抑制细胞内丙二醛

⁄ 的生成 提高细胞内超氧歧化酶 ≥ ⁄ 的活性 ∀结论  香菇多糖对 损伤神经细胞具有显著的保护作用 其机制

可能与其抗氧化作用有关 ∀
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Προτεχτιϖε Εφφεχτσ οφ Λεντιναν ον Η2 Ο2 2ινδυχεδ Οξιδατιϖε ∆αµ αγε ιν Πριµ αρψ Χυλτυρεδ Ρ ατ Χορτιχαλ

Νευρονσ

2 ≠ × 2 ∏
3

( . ϑιναν Ινφεχτιουσ ∆ισεασε Ηοσπιταλ, ϑιναν , Χηινα; . Σηανδονγ Μεδιχαλ Χολλεδγε, ϑιναν

, Χηιαν)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ √ × 2 ∏ ¬ √

∏ ∏ ∏ ¬ ΜΕΤΗΟ∆ Σ ≤ ∏ ∏ ∏ ιν

ϖιτρο × √ × 2 ∏ ¬ √ √ Ρ ΕΣΥΛΤΣ ∞¬ ∏ ∏

∏¬ ⁄ ∏ ⁄ ∏

√ ≥ ⁄ × √ × ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×

∏ ∏ × √ 2 ∏ ¬ √ ∏ ¬

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: × ¬ ¬ √ ¬

  香菇多糖 × 是从香菇的子实体中提取的一

组多糖成分 已证实具有清除自由基和调节一氧化氮

的作用 其临床应用在不断拓宽 ≈ ∀ ×可用于免疫抑制的

中枢神经系统疾病 这提示它可对神经细胞发挥作用 ≈ 体

内实验结果显示 ×可增强大鼠齿状回的长时程增强

2 ×° 易化突触效能 ≈ ∀但目前国内

外尚缺乏有关 ×对神经细胞保护作用的实验研究 ∀本实

验利用 的氧化作用建立体外培养大鼠大脑皮层神经细

胞氧化损伤模型 观察 ×对 氧化损伤的保护作用 并

探讨其作用机制 ∀

1  材料与方法

1 1  动物

• 大鼠 孕 ∗ 由山东大学实验动物中心提

供 合格证号为 ∀

1 2  药品与试剂

香菇多糖 × 购自福州梅峰制药厂 批号 纯度

为 用前以 ⁄ ∞ 培养基配成所需浓度 2多聚赖氨

酸 分子量为 万 ∗ 万 !四甲基偶氮噻唑蓝 ×× !二

甲基亚砜 ⁄ ≥ 均购自 ≥ 公司 ⁄ ∞ 高糖培养基 !胎

牛血清均系 公司产品 盐酸阿糖胞苷 上海华联制药有

限公司 批号 乳酸脱氢酶

⁄ !一氧化氮 ¬ !超氧歧化酶 ∏ ¬

∏ ≥ ⁄ !丙二醛 ⁄ 试剂盒 均为

南京建成生物工程研究所产品 总蛋白试剂盒 北京中生生物

工程高技术公司 其余试剂均为市售分析纯 ∀

1 3  仪器

≥2 ≤型酶标仪 上海分析仪器有限公司 ≤ 培养箱

ƒ ≥ ≥ 净化工作台 济南空气净化消

毒设备厂 倒置显微镜 日本 公司 × 电子天平

≥ ∏公司 ∂ 2 型紫外分光光度计 北京瑞利分析仪

器公司 ∀

1 4  大脑皮层神经细胞培养

参照 等 ≈ 报道的方法进行 ∀无菌条件下分离孕期

∗ 大鼠胎鼠大脑皮层 迅速放入 ⁄ ∞ 培养基中 剔

除软脑膜和血管 将脑组织移入另一含 ⁄ ∞ 培养基 含

小牛血清 ! ∏# 青霉素 ! # 链霉素和

神经生长因子 # 的培养皿中 细口吸管反复吹

打分散成细胞悬液 目金属网过滤 调整细胞数至 ≅

# 接种于 2多聚赖氨酸过夜处理的 孔

培养板或培养瓶中 置 ε ! ≤ 孵箱中培养 第 天待

细胞贴壁后换液 次去除死细胞 以后每 ∗ 换液 次

细胞培养至 ∗ 后 加入阿糖胞苷 终浓度为 ∗

Λ # 培养 以抑制非神经细胞过度增殖 ∀继续

培养至 ∗ 后开始实验 ∀

1 5  损伤神经模型的建立

取培养 ∗ 的神经细胞 分为对照组 ! 处理组 !

× 处理组进行实验 ∀ 处理组 吸去原培养液

⁄2 # ≤ ≤ ° #

° ≤ 洗 遍 加入含各种

浓度 的 ⁄ ∞ 培养基 继续培养 进行实验 ∀正常

组不加 其余同 处理组 ∀给药组在 处理前

加入不同浓度的 ×∀

1 6  ××比色法测定细胞存活率

每孔内加入 ××液 # 继续培

养 ∗ 换 ⁄ ≥ Λ 室温振荡 ∀待孔内颗粒完

全溶解后 酶标仪上测定 处的吸光度 Α 由公式

计算存活率 ∀细胞存活率 用药组或模型组 Α

对照组 Α ≅ ∀

1 7  培养液中 ⁄ 和 的测定  细胞处理后 收集细胞

培养上清液 按文献报道的方法 ≈ 参照试剂盒说明书测

定培养液中 ⁄ 漏出量和 的含量 ∀

1 8  细胞内 ≥ ⁄活性和 ⁄ 测定  细胞经损伤处理后 去

除原培养液 细胞用 ° ≥ # ≤ ≤

° ° 2 洗 遍 每孔加入

# ° ≥ # ∞⁄× 再加

入 × 2÷ Λ 将培养板置振荡器振荡 使之

溶解 加入 ° Λ 以沉淀蛋白 ≅ γ于

ε 离心 取上清液按说明书测定 ≥ ⁄活性和 ⁄ 含量 ∀

蛋白质定量用 ƒ 法 ∀

1 9  统计学处理  所有数据均采用 ξ ? σ表示 应用 τ检验
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毒性极强的 和 ∀这些自由基可使神经细胞发生

脂质过氧化反应 生成大量的髓过氧化物酶 ° ∀ °

的代谢产物 ⁄ 可使磷脂 !蛋白质发生交链 !变性 同时其

含量的变化间接反映了组织中氧自由基含量的变化 ≈ ∀因

此 ⁄ 常用来反映组织脂质过氧化损伤的程度 ∀ ≥ ⁄是

主要存在于细胞浆和线粒体中的一种金属蛋白酶 可催化歧

化反应 清除引发自由基连锁反应的起始基 2超氧阴离子 是

体内抗氧化系统的重要组成部分 ∀因此 测定 ⁄ !≥ ⁄活

性不仅可反映神经细胞损伤的原因而且还可以判断细胞损

伤的程度 ≈ ∀

本研究结果显示 Λ # 诱导皮层神经

细胞 时 与 未处理组相比 处理组皮层神经细

胞培养液中 和胞内 ⁄ 含量明显升高 而胞内 ≥ ⁄活

性显著降低 提示 Λ # 所致皮层神经细

胞损伤与脂质过氧化损伤有关 ∀ ×可提高皮层神经细胞

内 ≥ ⁄活性并显著降低培养液中 和胞内 ⁄ 含量 提

示 ×可能是通过抗过氧化作用保护 诱导的皮层神经

细胞损伤 ∀上述实验结果与在其他实验模型所得到的结果

是相似的 用富含硒香菇干粉喂老龄大鼠 能显著提高谷胱

甘肽过氧化物歧化酶 体内过氧化脂质明显降低 ≈ ∀

本实验结果表明 ×能显著抑制 对神经细胞的

氧化损伤 提高细胞存活率和细胞活力 降低细胞培养液中

⁄ 的漏出量 减少 和 ⁄ 的生成 提高 ≥ ⁄活性 表

现出较强的抗氧化作用和氧化修复能力 ∀因此 ×对

诱导神经细胞损伤的保护作用可能与提高神经细胞抗氧化

作用有关 ∀
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