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桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导的兴奋性神经毒性的抑制作用研究 
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摘要：目的  研究桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导的兴奋性神经毒性的抑制作用。方法  采用 20 mmol·L–1 谷氨酸诱导 PC-12
细胞损伤建立神经毒性模型，加入 1，5，10，20，40 μmol·L–1 的桃叶珊瑚苷处理 24 h 后，通过 MTT 法检测细胞活力，

用流式细胞术检测细胞内 Ca2+和活性氧(reactive oxygen species，ROS)水平，采用 In Cell Western 检测谷氨酸受体 N-甲基-D-
天冬氨酸受体(N-methyl-D-aspartic acid receptor，NMDA)亚基 NMDAR1 的水平，采用 ELISA 试剂盒检测细胞上清中超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)、乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)水
平。结果  谷氨酸 20 mmol·L–1 作用 24 h 可使体外培养的 PC-12 细胞活力明显下降(P<0.01)，细胞内 Ca2+、NMDAR1 蛋

白水平和 ROS、MDA、LDH 水平明显增加(P<0.01)，SOD 水平明显降低。10 μmol·L–1 的桃叶珊瑚苷可以明显提高谷氨

酸诱导后 PC-12 细胞的细胞活力(P<0.01)，降低细胞内 Ca2+、NMDAR1 蛋白水平和 ROS、LDH 水平(P<0.01)，升高细胞

内 SOD 水平(P<0.01)。结论  桃叶珊瑚苷可能通过抑制 NMDAR1 的表达，从而降低细胞内 Ca2+的堆积，并抑制氧化应

激水平来改善谷氨酸诱导的 PC-12 细胞损伤，抑制谷氨酸诱导的兴奋性神经毒性。 
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Study on the Inhibitory Effect of Aucubin on Glutamate-Induced Excitatory Neurotoxicity 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the inhibitory effect of aucubin on glutamate-induced excitatory neurotoxicity. 
METHODS  A neurotoxicity model was established using 20 mmol·L–1 glutamate to induce damage in PC-12 cells. After 
treatment with 1, 5, 10, 20 and 40 μmol·L–1 aucubin for 24 h, cell viability was measured by MTT, intracellular Ca2+ and reactive 
oxygen species(ROS) levels were measured by flow cytometry, the level of glutamate receptor N-methyl-D-aspartic acid 
receptor(NMDAR1) were measured by In Cell Western. And superoxide dismutase(SOD), malondialdehyde(MDA), and lactate 
dehydrogenase(LDH) levels in cell supernatants were measured by using ELISA kits. RESULTS  After treated with 
20 mmol·L–1 glutamate for 24 h, the viability of PC-12 cells was significantly reduced(P<0.01), the levels of intracellular Ca2+, 
NMDAR1 ROS, MOA, LDH were significantly increased (P<0.01), the level of SOD was significantly reduced. 10 μmol·L–1 
aucubin could significantly increase the cell viability of PC-12 cells injured by glutamate(P<0.01), it could reduce the levels of 
intracellular Ca2+, NMDAR1, ROS and LDH(P<0.01), and elevate intracellular SOD level(P<0.01). CONCLUSION  Aucubin 
may ameliorate glutamate-induced damage in PC-12 cells by inhibiting NMDAR1 expression, thereby reducing the accumulation of 
intracellular Ca2+, and inhibiting oxidative stress levels to suppress glutamate-induced excitatory neurotoxicity.  
KEYWORDS: aucucbin; N-methyl-D-aspartic acid receptor subunit; intracellular Ca2+ level; glutamate; PC-12 
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抑郁症是以情绪低落、快感缺失、意志活动

减退且伴有认知障碍为特征的一种常见的精神障

碍疾病，具有高致残率、高复发率和高自杀率等

特点，造成了严重的健康和社会经济问题[1]。目前

临床应用的抗抑郁药物如选择性 5-HT 再摄取抑制

剂、三环类抗抑郁药等具有起效慢、缓解率低及
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复发率高的缺点[2]。因此寻找新的安全有效的抗抑

郁药物是目前临床抑郁症研究的热点。 
本实验室在前期对地黄进行抗抑郁活性成分

筛选时，发现桃叶珊瑚苷对慢性不可预知刺激的小

鼠的抑郁样行为有明显的改善作用。桃叶珊瑚苷是

一种天然的环烯萜苷化合物，于 1905 年首次在东

瀛珊瑚(Aucuba japonica)的叶中发现[3]，后来发现其

在天然植物中分布十分广泛，在杜仲、玄参、地

黄和车前草等植物中尤其丰富。查阅文献发现，

桃叶珊瑚苷具有较好的药理活性，Wang 等[4]发现

桃叶珊瑚苷能通过诱导自噬和抑制坏死性凋亡而

改善癫痫状态；陈东等[5]研究发现桃叶珊瑚苷能通

过上调 miR-374 表达改善高糖诱导的肾小管上皮

细胞炎症损伤；Li 等[6]实验研究得到桃叶珊瑚苷能

通过 Nrf2/HO-1 通路对人神经母细胞瘤 SH-SY5Y
细胞中过氧化氢诱导的毒性的神经保护作用；马

智慧等[7]发现桃叶珊瑚苷可以抑制 Aβ25-35 诱导的

神经突起萎缩和神经元凋亡，具有治疗阿尔兹海

默病的潜在药理活性。除此之外，桃叶珊瑚苷还

参与抑制神经炎症和调节神经传递[8]，能通过抗

氧化来改善骨质疏松症[9]，且具有抑制海马神经

元细胞凋亡[10]的作用。但是目前为止尚未有桃叶

珊瑚苷抗抑郁或者抑制谷氨酸诱导的兴奋性神经

毒性的相关文献报道，因此本实验主要研究桃叶

珊瑚苷对谷氨酸诱导的 PC-12 细胞损伤的修复作

用，并初步探讨其对抑郁的作用以及可能的作用

机制。 
1  仪器与试剂 
1.1  细胞株 

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC-12，购买于中

科院上海细胞库。在 RPMI-1640(含 10%FBS)培养

液中培养，放置于含有 5%CO2 的 37 ℃恒温培养

箱中培养。当细胞量达到 70%~80%时即进行传代，

取对数生长期的细胞进行实验。 
1.2  仪器 

Centrifuge-5810 离 心 机 (德 国 Eppendorf)；

AB204-N 万 分 之 一 精 密 分 析 天 平 ( 瑞 典

MettlerToledo)；微量加样器 (德国 Eppendorf)；

OdysseyCLx 双 色 红 外 激 光 成 像 系 统 ( 美 国

LI-COR)；Forma3111 细胞培养箱(美国 Thermo 
Fisher Scientific)；iMark 酶标仪(美国 Bio-Rad)；
Arium611VF 型超纯水仪(德国 Sartorius)；HVA-85
全 自 动 高 压 灭 菌 锅 ( 上 海 申 安 医 疗 器 械 厂 ) ；

ECLIPSETS100 倒 置 显 微 镜 ( 日 本 Nikon) ；

BDFACSAriaⅢ流式细胞仪(美国 BD)；SW-CJ-2FD
超净工作台(苏州安泰空气技术有限公司)。 
1.3  药物与试剂 

桃叶珊瑚苷(成都普思生物科技股份有限公

司，批号：PS020259；纯度：99.87%)；超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase，SOD)检测试剂盒、

丙二醛(malondialdehyde，MDA)检测试剂盒、乳酸

脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)检测试剂盒(批
号分别为 20200514，A00312，20200516)均购自南

京建成生物工程研究所；活性氧(reactive oxygen 
species，ROS)检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公

司，批号：20291220)；细胞膜可渗透钙离子检测

试 剂 盒 (上 海 翊 圣 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

F0930021) ； 盐 酸 氟 西 汀 分 散 片 ( 法 国

PATHEONFRANCE，批号：7298A)；谷氨酸(美国 
Sigma-Aldrich，批号：090M0237V)；RPMI-1640
培养基(美国 Gibco，批号：2110284)；胎牛血清

(FBS)( 杭 州 四 季 青 生 物 工 程 研 究 所 ， 批 号 ：

20010502)；二甲基亚砜(DMSO)、胰酶(批号分别

为 1213C0215 ， T1350) 均 购 自 北 京 Solarbio ；

MTT(美国 Genview，批号：9523010150)；NMDA
一抗、β-actin(货号分别为 A11699，AC004)，均购

自 ABclonal；羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗(货号分别

为 C80911-11，C80816-10)，均购自德国 Licor；
其他试剂均为进口或国产分析纯。 
2  方法 
2.1  MTT 法检测细胞活力 

将处于对数生长期的 PC-12 细胞接种于 96 孔

板中，以 4×104 cell·mL–1 为种板密度，每孔 200 μL，

放入培养箱培养 1 d(24 h)后，分为正常对照组、模

型组、阳性组和桃叶珊瑚苷不同剂量组。正常对

照组在 RPMI-1640 培养基中培养，模型组给予

20 mmol·L–1 的谷氨酸(glutamic acid，Glu)，阳性

组是在模型组的基础上给予 0.3 μmol·L–1 的氟西汀

(fluoxetine，FLX)，桃叶珊瑚苷(aucubin，AUC)不
同剂量组是在模型组的基础上分别给予 1，5，10，

20，40 μmol·L–1 的桃叶珊瑚苷，处理 24 h 后，每

孔加入 20 μL 5mg·mL–1 的 MTT，放入培养箱中继

续培养，4 h 后用酶标仪检测 490 nm 处吸光度

(OD)，计算细胞活力(细胞活力=测量组 OD 值/正
常对照组平均 OD 值×100%)。 
2.2  细胞膜可渗透 Ca2+检测 

将处于对数生长期的 PC-12 细胞以每毫升

8×104 个细胞的种板密度接种于 6 孔板中，在给药
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处理 24 h 后，弃去上清，使用 HBSS 溶液洗涤细

胞 3 次，加入 Fluo-4，AM 工作液(Fluo-4，AM∶

HBSS=1∶250)覆盖细胞，在 37 ℃培养箱中孵育

0.5 h，再用 HBSS 溶液洗涤细胞 3 次，充分去除

残留的 Fluo-4，AM 工作液，然后加入 HBSS 覆盖

细胞，在 37 ℃培养箱中孵育 20~30 min，确保 AM
基团在细胞内的完全去酯化作用，在流式细胞仪

上使用 494 nm 激发波长，516 nm 发射波长对细胞

内 Ca2+含量进行检测。 
2.3  NMDAR1 蛋白检测 

将处于对数生长期的 PC-12 细胞以每毫升

4×104 个细胞的密度接种于 96 孔板中，给药处理

24 h 后，吸取上清，用 3.7%的甲醛(每孔 150 μL)
固定 20 min 后，吸净孔内液体，加入 0.1%的 Triton 
(每孔 200 μL)透化 5 次，再用 5%的 BSA(脱脂奶

粉)封闭 1.5 h，加入一抗(每孔 50 μL)NMDAR1，

4 ℃过夜孵育后室温平衡 30 min，用含吐温–20 的

磷酸盐缓冲液 PBST 洗 5 次，每次 5 min，二抗(每
孔 50 μL)孵育 1 h，用 PBST 洗 4 遍，磷酸缓冲盐

溶液(phosphate buffered solution，PBS)洗 1 遍后显

影。最后用 Odyssey CLx 双色红外激光成像系统扫

描结果。 
2.4  ROS 检测 

将 处 于 对 数 生 长 期 的 PC-12 细 胞 以 8× 
104 cell·mL–1 的种板密度接种于 6 孔板中，在给药

处理 24 h 后，弃去孔内培养基，每孔用 2 mL RPMI- 
1640 培养液清洗 1 次后，加入 1 mL 新鲜配制好的

DCFH-DA 荧光探针，37 ℃培养箱内孵育 20 min，

培 养 液 再 洗 涤 2 次 ， 以 清 除 未 进 入 细 胞 内 的

DCFH-DA，之后每孔加入 600 μL 的胰酶消化

1 min，弃去胰酶，加入 500 μL PBS 小心吹打收集

细胞，以 211×g，离心 5 min，弃去上清，加 500 μL
的 PBS 进行重悬后转移到流式管内，在流式细胞

仪上使用 488 nm 激发波长，525 nm 发射波长对荧

光强弱进行检测。 
2.5  SOD、MDA、LDH 检测 

按“2.2”项下方法进行细胞处理及分组，给

药 24 h 后，按照试剂盒操作说明书进行处理，孵

育后测各样品吸光度值，计算各组 SOD、MDA、

LDH 的水平。 
2.6  统计方法 

采用 SPSS 26.0 统计软件，计量资料用 x s± 表

示，多组间数据采用单因素方差分析。P<0.05 认

为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞活

力的影响 
与正常对照组比较，模型组细胞活力极显著

降低(P<0.01)；与模型组相比，5，10 μmol·L–1 的

桃叶珊瑚苷组细胞的活力有显著提升(P<0.05 或

P<0.01)，其中，10 μmol·L–1 桃叶珊瑚苷能极显著

提升谷氨酸诱导后损伤的 PC-12 细胞活力 (P< 
0.01)，因此，后续实验中选择 10 μmol·L–1 桃叶珊

瑚苷进行实验研究。结果见图 1。 
 

 
 

图1  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的PC-12细胞活力的影响 

与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 1  Effect of aucubin on the viability of PC-12 cells after 
glutamate induction 
Compared with normal control group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 
3.2  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞膜

Ca2+含量的影响 
与正常对照组比较，模型组细胞膜上的 Ca2+

水平极显著升高(P<0.01)；与模型组相比，桃叶珊

瑚苷组细胞膜上 Ca2+水平极显著降低(P<0.01)，
表明桃叶珊瑚苷能明显抑制谷氨酸诱导后 PC-12
细胞膜上的 Ca2+含量升高，抑制 Ca2+内流。结果

见图 2。 
3.3  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞中

NMDAR1 含量的影响 
与 正 常 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 中 的

NMDAR1 水平极显著升高(P<0.01)；与模型组相

比，桃叶珊瑚苷组细胞中的 NMDAR1 水平极显著

降低，表明桃叶珊瑚苷能明显抑制谷氨酸诱导后

PC-12 细胞中的 NMDAR1 水平升高。结果见图 3。 
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图 2  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞膜 Ca2+含量的影响 
与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 

Fig. 2  Effect of aucubin on the Ca2+ content of PC-12 cell membrane after glutamate induction 
Compared with normal control group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.01. 
 

 
 

图 3  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞中

NMDAR1 含量的影响 
与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Fig. 3  Effect of aucubin on NMDAR1 content in PC-12 
cells after glutamate induction 
Compared with normal control group,1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.01. 
 
3.4  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞中

ROS 含量的影响 
与正常对照组比较，模型组细胞中的 ROS 水

平极显著升高(P<0.01)；与模型组相比，桃叶珊瑚

苷组细胞中的 ROS 水平极显著降低(P<0.01)，表

明桃叶珊瑚苷能有效改善谷氨酸诱导后 PC-12 细

胞中出现的高 ROS 状态，降低细胞 ROS 水平，缓

解细胞损伤。结果见图 4。 
3.5  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞中

SOD、MDA、LDH 含量的影响 
与正常对照组比较，模型组细胞中的 SOD 水

平极显著降低(P<0.01)，MDA 和 LDH 水平极显著

升高(P<0.01)；与模型组相比，桃叶珊瑚苷组细胞

中的 SOD 水平极显著升高(P<0.01)，MDA 水平

降低，LDH 水平极显著降低(P<0.01)。表明桃叶

珊瑚苷能有效提升谷氨酸诱导后 PC-12 细胞中的

SOD 水平，并有效抑制谷氨酸诱导后 PC-12 细胞

中的 MDA 和 LDH 水平，缓解细胞损伤。结果见

图 5。 
4  讨论 

谷氨酸是一种广泛分布于中枢神经系统中的

兴奋性神经递质，谷氨酸受体在神经传递、神经

元兴奋性，递质释放和长期突触可塑性中起重要

作用[11]。当抑郁发生时，机体内会产生大量的谷

氨酸堆积，高浓度的谷氨酸会过度激活 NMDA 或

α - 氨 基 - 3 - 羟 基 - 5 - 甲 基 - 4 - 异 恶 唑 丙 酸 受 体
(α -amino-3-hydroxy-5-methyl -4 - i soxazole - 
propionicacid receptor，AMPA)，导致神经元损伤，

产生神经毒性[12]。研究发现，抑郁症患者血浆、

脑脊液中谷氨酸水平明显增高，与抑郁症状的严

重程度密切相关[13]。且动物实验显示，抑郁模型 
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图 4  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞中 ROS 含量的影响 
与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Fig. 4  Effect of aucubin on ROS content in PC-12 cells after glutamate induction  
Compared with normal control group, 1)P <0.01; compared with model group, 2)P <0.01. 

 

 
 

图 5  桃叶珊瑚苷对谷氨酸诱导后的 PC-12 细胞中 SOD、MDA、LDH 含量的影响 
与正常对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Fig. 5  Effect of aucubin on the levels of SOD, MDA, LDH in PC-12 cells after glutamate induction 
Compared with normal control group, 1)P <0.01; compared with model group, 2)P<0.01. 
 

大鼠体内谷氨酸代谢异常[14]。同时，谷氨酸受体

拮抗剂也具有成为一线抗抑郁药的潜力，研究发

现静脉注射亚麻醉剂量非选择性 NMDAR 拮抗剂

氯胺酮具有快速且持久的抗抑郁作用[1]。综合说

明，谷氨酸过度堆积引起的兴奋性神经毒性在抑

郁症的发生与发展中具有重要意义。PC-12 是大鼠

肾上腺髓质嗜铬瘤细胞，具有神经内分泌细胞的

一般特征，在抑郁症研究中应用广泛[15]。因此，

本实验采用谷氨酸诱导 PC-12 细胞建立体外抑郁

模型来进行桃叶珊瑚苷抗抑郁的药理作用研究，

判断对抗谷氨酸诱导的兴奋性神经损伤是否是

它作用机制之一。本实验中选择 24 h 作为后续

指标的检测时间，在细胞接受谷氨酸刺激后，细

胞内 ROS 水平增高、钙离子含量增加，导致细

胞兴奋性毒性，进而诱导细胞死亡。因此在细胞

凋亡阶段，即 MTT 明显观察到细胞活力受损结

合流式检测到凋亡率升高时，细胞内氧化应激以

及钙离子水平已经出现紊乱，导致凋亡，因此凋

亡发生的阶段可以同时观察到细胞内氧化应激水

平的升高以及钙离子水平的升高。结果显示，

20 mmol·L–1 谷氨酸作用 24 h 可使体外培养的

PC-12 细胞活力明显下降(P<0.01)，细胞内 Ca2+，

NMDAR1 蛋 白 水 平 和 氧 化 应 激 水 平 明 显 增 加

(P<0.01)，可成功建立兴奋性神经损伤模型。 
NMDA 受体是 Glu 受体的主要亚型，谷氨酸

受体的长期激活会引发一系列神经毒性。研究指
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出，NMDA 受体是 Ca2+流入细胞的主要途径，谷

氨酸的兴奋毒性主要通过过度刺激 NMDAR 受体

导致的钙超载而引起 [16]。在静息电位状态下，

NMDAR 通道被 Mg2+阻滞，功能受到抑制，当突

触后膜去极化，谷氨酸和甘氨酸激动剂与 NMDAR
相应位点结合后，NMDAR 通道开放，膜两侧 Na+

和 K+通透性升高，膜两侧产生兴奋性突触后电位，

同时也使 Ca2+通透性增加，Ca2+大量进入细胞内，

作为第二信使激活 Ca2+依赖酶，引起细胞内生理

效应的变化，最终导致神经细胞死亡并产生强兴

奋毒性[17]。因此，本实验对 NMDAR1 含量以及细

胞内 Ca2+水平进行检测，发现谷氨酸造模后，细

胞中 NMDAR1 受体的含量明显上升，Ca2+水平也

明显上升，而桃叶珊瑚苷能明显抑制受损细胞中

的 NMDAR1 受体水平，并进一步降低 Ca2+的内流，

缓解 PC-12 细胞损伤。 
谷氨酸通过过度刺激 NMDAR 受体导致钙超

载，而过量的 Ca2+沉积在线粒体，干扰线粒体呼

吸链功能，会导致氧自由基生成增多 [18]。已有

研究报道，抑郁症的发生与氧化应激损伤关系

密切 [19]。抑郁模型小鼠海马的 ROS 水平显著升

高，给予药物治疗后，小鼠抑郁行为改善，ROS
水平显著下降[20]。SOD 是体内重要的抗氧化酶，

能有效清除机体自由基；MDA 是脂质过氧化的代

谢产物，在脑内大量堆积时可通过蛋白质一级氨

基基团反应与蛋白质交联，破坏胞膜脂质双分子

层，导致细胞通透性改变，最终引起神经元的变

性、凋亡[21]。临床研究发现，抑郁症患者体内 SOD
活性降低，而 MDA 含量升高，给予治疗后能有效

改善这一变化[22]。张聪等[23]实验发现大鼠在经过

6 周的应激之后，海马内 ROS 水平升高，SOD 酶

活性下降，表明海马出现了明显的氧化应激损伤。

此外，ROS 水平异常反过来又进一步引起线粒体

功能障碍，过量的 ROS 可激活线粒体的透化作用，

释放线粒体能关键酶，进而影响线粒体的整体功

能，使线粒体的产能作用降低，导致中枢神经系

统供能不足，造成中枢神经损伤，最终加重抑郁

症的发生发展[24]。因此，本实验对细胞的 ROS、

SOD 和 MDA 水平进行了检测，结果显示，谷氨

酸造模后，细胞的 ROS 和 MDA 水平明显上升，

SOD 水平明显下降，细胞出现氧化应激损伤，而

桃叶珊瑚苷处理后能明显降低受损细胞中的 ROS
水平，升高 SOD 水平，改善氧化损伤，但对 MDA

水平没有明显的改善作用，还需进行进一步的研

究。除此之外，LDH 是一种细胞质酶，可迅速释

放到细胞培养基中，培养基中的 LDH 泄漏是检测

细胞毒性的证据之一[25]。本实验的 LDH 实验结果

和 MTT 实验结果相互印证，可以辅助验证桃叶珊

瑚苷能明显提升谷氨酸诱导损伤的细胞的存活

率，并降低细胞毒性，改善细胞状态。 
综上所述，桃叶珊瑚苷能够通过抑制谷氨酸

受体 NMDAR1 的水平和抑制氧化应激来改善谷

氨酸兴奋毒性，进而改善谷氨酸诱导的 PC-12 细

胞损伤，具有治疗抑郁症的潜在活性。除此之外，

谷氨酸受体的过度激活还与多种神经性疾病的病

理过程密切相关[3]，因此推测桃叶珊瑚苷用于其他

神经损伤或神经退行性疾病的治疗，例如缺血脑

卒中、癫痫、阿尔兹海默病、精神病等，值得进

一步研究与开发。 
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