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摘要 }目的  在体外实验条件下 o观察糖皮质激素是否促进 Β2淀粉样蛋白的神经元毒性作用 ∀方法  通过 �⁄�释放率法检

测细胞活力 !×��∞�法测细胞凋亡以及 �≥≤� 测胞内 ≤¤
u n浓度的变化 ∀结果  单独的地塞米松 kts
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l组分别作用海马神经元后 o细胞活力变化不明显 kΠ � sqsx l~但与同剂量的 ⁄∞÷ !�Βux2vx组相比 o

⁄∞÷ n �Βux2vx组的细胞活力明显降低 kΠ � sqsxlo同时胞内 ≤¤
u n显著上升 kΠ � sqsxlo神经元的凋亡率增加明显 o细胞内出现

凋亡的典型形态学特征 ∀结论  糖皮质激素可能通过促进 �Β引起海马神经元胞内 ≤¤
u n升高增加神经元毒性作用 ∀
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  随着人口的老龄化 o衰老及早老性痴呆 k� ½̄«̈ ¬° µ̈. ¶

§¬¶̈¤¶̈o �⁄l等中枢神经系统退行性疾病成为威胁人类健康

的主要疾病之一 o临床上表现为缓慢进行性记忆力和认知能

力的下降等 ∀在 �⁄患者脑内有老年斑沉积 o而 Β2淀粉样蛋

白 k¤°¼̄ ²¬§Β2³̈ ³·¬§̈ ³µ²·̈¬±o �Βl是构成老年斑或淀粉样斑

块的主要成分 o在 �⁄的发病和进展中起关键作用 ≈t  ∀但另

有一些研究发现 o脑内出现大量 �Β聚集 o并没有引起明显的

痴呆症状 o可能是其他因素单独或参与了 �Β的神经元毒性

作用 ≈u  ∀糖皮质激素 kª̄∏¦²¦²·¬¦²¬§¶o �≤¶l是机体生理性应

激激素 o参与体内多种代谢过程和中枢神经系统功能的调

节 o�¤±§©¬̈ §̄在 us世纪 zs年代末首先提出 ≤�¶r脑老化学

说 o认为脑老化是血浆中 ≤�¶含量增高所致 o但近年来相应

的抗炎治疗研究也进展迅速 o�≤¶在 �⁄中是保护因子还是

致病因子尚存有争议 ∀本研究通过海马神经元原代培养 o旨

在观察体外 �≤¶是否促进 �Β对海马神经元毒性作用 ∀

1  材料和方法

1q1  材料

1q1q1  实验动物  ≥³µ¤ª∏̈ 2⁄¤º¯̈ k≥⁄l大鼠 oα ⎯ o体重 uxs

∗ vss ªo由安徽医科大学实验动物中心提供 k皖医实动准第

st号 l∀

1q1q2  主要试剂及其配制  低糖 ⁄� ∞� o�̈ ∏µ²¥¤¶¤̄ ° §̈¬2

∏°o�uz ¶∏³³̄ °̈ ±̈·均购自 �¬¥¦²公司 ~地塞米松 k⁄∞÷ l!�2

谷氨酰胺 !多聚 �2赖氨酸 !�Βux2vx均为 ≥¬ª°¤公司产品 ~ƒ ∏̄²2

vr�� 和 ƒtuz为 �¬²·¬∏°公司产品 ~×��∞�检测试剂盒由

� �≤�∞公司生产 ~其余试剂均为国产市售分析纯 ∀ ⁄∞÷用

无水乙醇溶解 o�̈ ∏µ²¥¤¶¤̄培养液稀释至 ts
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后置 p usε 保存备用 ~�Βux2vx用无菌双蒸水配制成 u °°²̄ #
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o分装后置 p {sε 保存 o使用前放入 vzε 温箱孵育 t «o

/老化 0为具有神经毒性的聚集状态 ∀

1q1q3  仪器  ÷⁄≥ p t�型倒置相差显微镜 k重庆光学仪器

厂 l~xts� ∞×�激光共聚焦显微镜 k�≥≤� l k德国 �∞�≥≥公

司 l~超净工作台 k蚌埠净化仪器厂 l~� ≤� p tx�≤型 ≤�u
细

胞培养箱 k日本 ≥��≠ �公司 l~�×≥ p vts半自动生化分析仪

k∞� ≥q�ql~⁄�xsvs酶联免疫检测仪 k华东电子集团医疗装

备责任有限公司 l∀

1q2  方法

1q2q1  海马神经元的分离与培养 ≈v   用乙醚麻醉孕期 t{ §

的 ≥⁄大鼠 o无菌条件下取出胎鼠 o分离出海马 ~将其剪成碎

片 o加入终浓度为 sqtuxh 胰蛋白酶消化 k³� zqu ∗ zqwlo

vz ε o ts ∗ us °¬±o加胎牛血清终止消化 o离心弃上清 o再加入

含 tsh胎牛血清的 �̈ ∏µ²¥¤¶¤̄洗涤 u次后 ouss目不锈钢筛网

过滤 o收集滤液离心弃上清 ~用 �̈ ∏µ²¥¤¶¤̄培养液配制成 x ≅

ts
x
r°�的细胞悬液 o拟细胞活力测定的标本 o需 tss Λ�r孔接

种于 |y孔培养板 o拟 ×��∞�和胞内 ≤¤
u n检测的标本 o需在 uw

孔培养板中预先置入包被 �2多聚赖氨酸的盖玻片 o细胞悬液

sqw °�r孔接种于 uw孔培养板 o置 vzε oxh ≤�u
环境下培养 o

每周半量换液 u次 o第 tu ∗ tw天神经元生长成熟 ∀

1q2q2  给药及分组  待海马神经元培养第 tu天换液 k低糖

⁄� ∞� l后 o随机分为 tu组实验 o即空白对照组 !⁄∞÷ ktsp{
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检测细胞活性 ∀

1q2q3  �⁄�释放率测定 ≈w   吸取全部细胞培养上清液 o用

于上清液 �⁄�测定 k具体操作按照试剂盒说明书进行 l∀向

无上清液的培养孔中加入 tss Λ�sq|h ×µ¬·²± ÷ 2tss破坏细

胞膜 owx °¬±后收集液体 o用于胞内 �⁄�测定 ∀结果以 �⁄�

释放率表示 o�⁄�释放率 �上清中 �⁄� rk上清 �⁄� n胞内

�⁄� l ≅ tssh ∀

1q2q4  ×��∞�染色检测神经元的凋亡  待海马神经元培养

至 tu §时 o随机分组实验 o即空白对照组 !tspy
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�Βux2vx组 o⁄∞÷ n �Βux2vx组是先加入 ⁄∞÷孵育 uw

«o再加入 �Βux2vx置 vzε oxh ≤�u
环境下作用 uw «o检测细胞

凋亡 ∀凋亡细胞的检测按照 ×��∞�检测试剂盒说明书进

行 o用不含 ×§×的标记液代替 ×��∞�混合反应液作阴性对

照 o用 ⁄�¤¶̈�使之产生 ⁄��链缺口作阳性对照 o光学显微镜

下观察 ×��∞�染色涂片并拍照 ∀每一涂片计数细胞总数不

少于 t sss个 o计算出细胞凋亡率 o细胞凋亡率 � k凋亡细胞

数 r计数的细胞总数 l ≅ tssh ∀

1q2q5  胞内 ≤¤
u n的测定 ≈x   待海马神经元培养至 tu §时 o

随机分组实验 o即空白对照组 !tspy
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�Βux2vx组 o加入 ⁄∞÷孵育 uw «后 o分别加入 �Βux2vx作用 tso

vs和 ys °¬±后 o于 vzε 避光条件下用 ⁄2�¤±®. ¶液稀释的

ƒ ∏̄²2vr�� k终浓度为 u Λ°²̄ # �
pt
o内含 sqssuh 的 ƒ2tuzl

荷载 ows °¬±后在激发波长 w{{ ±°o发射波长 xvv ±°下 o用

�≥≤� 测得神经元的荧光强度 o采用 �∞⁄�{st⁄形态学图像

分析系统分析胞内 ≤¤
u n荧光强度 kΦl∀

1q2q6  数据处理与统计学检验  各组实验数据用 cξ ? σ表

示 o计量资料组间比较采用 ≥·∏§̈ ±·. ·̈¶·检验 o统计分析用

≥°≥≥ tsqs软件完成 ∀

2  结果

2q1  ⁄∞÷ o�Βux2vx及 ⁄∞÷ n �Βux2vx海马神经元的影响

与对照组相比 ots
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ots
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�Βux2vx组的细胞形态无明显异常 o�⁄�释放率差

别无显著性意义 kΠ � sqsxl~ts
px
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⁄∞÷组 !�Βux2vx

ktsoxot Λ°²̄# �
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l组的细胞活力降低 o�⁄�释放率差别有

显著性意义 kΠ � sqsxl∀且与同剂量的 ⁄∞÷组 !�Βux2vx组相

比 ots
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�Βux2vx组 !tspz
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�Βux2vx组 !tspy
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pt
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�Βux2vx组的 �⁄�释放率差别有显著性意义 kΠ

� sqsxl∀见表 t∀

表 1  ⁄∞÷和 �Βux2vx对海马神经元活力的影响 kν � x, cξ ? σl

Ταβ 1  ×«̈ ¬±©̄∏̈ ±¦̈ ²©⁄∞÷ ¤±§�Βux2vx ²± √¬¤¥¬̄¬·¬̈¶²©«¬³³2

²¦¤°³¤̄ ± ∏̈µ²±¶kν � x, cξ ? σl

   组  别 �⁄�释放率 rh

正常对照 xu|qvw ? tq{z

sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx u|qx{ ? uqsx

t Λ°²̄# �pt �Βux2vx vxqvw ? tq{ztl

x Λ°²̄# �pt �Βux2vx wuqtu ? tqyutl

ts Λ°²̄# �pt �Βux2vx xxqvt ? tqxwtl

ts p{ °²̄# �pt ⁄∞÷ vsqww ? vqzy

tspz °²̄# �pt ⁄∞÷ vtqtz ? vqyx

tspy °²̄# �pt ⁄∞÷ vtqzy ? vqtw

tspx °²̄# �pt ⁄∞÷ wuqtu ? wqsvtl

ts p{ °²̄# �pt ⁄∞÷ n sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx wsqzz ? vqzytlul

ts pz °²̄# �pt ⁄∞÷ n sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx wzqv{ ? vqwttlul

ts py °²̄# �pt ⁄∞÷ n sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx xtqtu ? wqxvtlul

注 }与对照组相比较 otl Π � sqsx~与同剂量的 ⁄∞÷ o�Β相比较 oul Π �

sqsx

�²·̈}¦²°³¤µ̈§ º¬·« ·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³otl Π � sqsx~¦²°³¤µ̈§ º¬·« ·«̈

¶¤°¨§²¶¤ª̈ ⁄∞÷ o �Β ¤̄²±¨·µ̈¤·̈§ªµ²∏³oul Π � sqsx

2q2  ⁄∞÷ o�Βux2vx及 ⁄∞÷ n �Βux2vx对海马神经元凋亡的影响

与对照组相比 ots
py

°²̄ # �
pt

⁄∞÷组或 sqx Λ°²̄ # �
pt

�Βux2vx组的海马神经元 ×��∞�染色偶见阳性 o⁄∞÷ n �Βux2vx

组可见部分海马神经元胞核着棕黄色 o不均匀呈环指样结

构 o核外周亦见棕黄色毛刷状结构 o凋亡程度增加 ∀细胞凋

亡率分析显示 }与对照组相比 o⁄∞÷和 �Βux2vx组凋亡率变化

不明显 kΠ � sqsxl~但与同剂量的 ⁄∞÷ 和 �Βux2vx组相比 o

⁄∞÷ n �Βux2vx组的凋亡率显著增加 kΠ � sqsxl∀见图 t∀
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图 1  ⁄∞÷促进 �Β引起海马神经元的凋亡增加 k×��∞�法 l

注 }与同剂量的 ⁄∞÷ o�Β相比较 otl Π � sqsx~�}对照组 ~�}tspy °²̄ # �pt ⁄∞÷组 ~ ≤}sqx Λ°²̄ # �pt �Βux2vx组 ~ ⁄}tspy °²̄ # �pt ⁄∞÷ n sqx

Λ°²̄# �pt �Βux2vx组 ~°}阳性 ~ �}阴性

Φιγ 1  �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©⁄∞÷ ²± ·«̈ ±∏°¥̈ µ²©«¬³³²¦¤°³¤̄ ± ∏̈µ²±¶¶·¤¬± §̈³²¶¬·¬√¨̄¼ ©²µ×��∞�¬±§∏¦̈§¥¼ ·«̈ �Β

�²·̈}¦²°³¤µ̈§º¬·«·«̈ ¶¤°¨§²¶¤ª̈ ⁄∞÷ o �Βux p vx ¤̄²±¨·µ̈¤·̈§ªµ²∏³otl Π � sqsx~�}≤²±·µ²̄~ �}tspy °²̄# �pt ⁄∞÷ ~ ≤}sqx Λ°²̄ # �pt �Βux2vx ~

⁄}tspy °²̄# �pt ⁄∞÷ n sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx ~°}°²¶¬·¬√ ~̈ �} �̈ ª¤·¬√¨

2q3  ⁄∞÷促进的 �Βux2vx引起海马神经元胞内 ≤¤
u n的增加

细胞内 ≤¤
u n与 ƒ ∏̄²2vr�� 结合后 o采用 �≥≤� 检测出荧

光强度 kΦl∀与对照组相比 ots
py

°²̄ # �
pt

⁄∞÷ 或 sqx

Λ°²̄# �
pt

�Βux2vx处理的神经元 o胞内 ≤¤
u n有轻微的升高 kΠ

� sqsxl~但与同剂量的 ⁄∞÷ 组和 �Βux2vx组相比 o⁄∞÷ n

�Βux2vx组的胞内 ≤¤
u n有显著性差异 kΠ � sqsxl∀见图 u∀

图 2  ⁄∞÷促进的 �Βux2vx引起海马神经元胞内 ≤¤
u n的增加

注 }与对照组相比较 otl Π � sqsx~与同剂量的 ⁄∞÷ o �Β相比较 oul Π � sqsx

Φιγ 2  °µ̈·µ̈¤·° ±̈·²©«¬³³²¦¤°³¤̄ ± ∏̈µ²±¶º¬·«⁄∞÷ ∞±«¤±¦̈¶¬±·µ¤¦̈¯̄∏̄¤µ≤¤
u n

k≈≤¤
u n

 ¬l ¬±§∏¦̈§¥¼ �Βux2vx

�²·̈}¦²°³¤µ̈§º¬·«·«̈ ¦²±·µ²̄ ªµ²∏³otl Π � sqsx~ ¦²°³¤µ̈§º¬·«·«̈ ¶¤°¨§²¶¤ª̈ �Βux p vx o ⁄∞÷ ¤̄²±¨·µ̈¤·̈§ªµ²∏³oul Π � sqsx

�}≤²±·µ²̄~ �}tspy °²̄# �pt ⁄∞÷ ~ ≤} sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx ~ ⁄}tspy °²̄# �pt ⁄∞÷ n sqx Λ°²̄# �pt �Βux2vx

3  讨论

�⁄是一种多原因引起的涉及多种病理表现的 /多因异

质性疾病 0 o可能与中枢神经系统 �Β的聚集 !钙自体平衡失

调等多种因素有密切关系 ∀ �Β是淀粉样前体蛋白 k¤°¼̄ ²¬§

³µ̈¦∏µ¶²µ³̈ ³·¬§̈ o �°°l的裂解产物 o含有 v| ∗ wv个氨基酸

残基的疏水肽 o主要有 �Βt ∗ ws
及 �Βt ∗ wu

两种形式 o其毒性的

必需结构是 ux ∗ vx位的氨基酸序列 ≈y  ∀ �Β的毒性作用可

能包括两个方面 }一是通过介质其他物质 o增强或放大各种
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伤害性刺激的产生 o二是直接的细胞毒性 ≈z  ∀在实验中 o使

用 /老化 0t «的 �Β刺激培养的神经元 o结果显示 o低浓度

ksqx Λ°²̄# �
pt
l没有改变神经元活性 ∀随剂量的增加 o神

经元损伤加重 k�⁄�释放率增加 lo且呈剂量依赖性 ∀

�≤¶作为一种公认的应激激素 o其受体 k ª̄∏¦²¦²·¬¦²¬§¶

� ¦̈̈³·²µo �� l广泛分布于中枢神经系统 o尤其是脑组织的海

马 ∀正常浓度下的 �≤¶不仅能够维持机体正常的生长发育 o

而且参与中枢神经系统功能的调节 o但长期大剂量应用 �≤¶

会引起海马神经元萎缩 !丢失甚至死亡 ≈{  ∀本研究显示 o

⁄∞÷ kts
p{
ots

pz
ots

py
°²̄ # �

pt
l对体外培养的的海马神经

元没有损伤 k�⁄�释放率法 lo也不引起明显的海马神经元

凋亡 k×��∞�法 l∀进一步实验显示 o⁄∞÷在低糖环境下 o可

明显促进 �Βux2vx引起海马神经元活力下降 ~应用 ×��∞�法

对海马神经元进行细胞凋亡原位标记时发现 o⁄∞÷ n �Βux2vx

组比同剂量的 ⁄∞÷ 和 �Βux2vx组的凋亡率明显增加 o表明

⁄∞÷ n �Βux2vx组细胞中较多 ⁄��单链及双链断裂 o产生大量

v. 2��末端被荧光着色 o造成大量细胞凋亡 ∀提示 �≤¶增强

了 �Βux2vx诱导的神经毒性可能是引起或加重早老性痴呆的

原因之一 ∀

生理性的 ≤¤
u n浓度是脑细胞维持其正常功能所必需的 o

但 ≤¤
u n升高可激活钙依赖性酶 k如核酸内切酶 l进而使 ⁄��

断裂降解 o并使胞浆内蛋白质发生交联 o甚至细胞骨架破坏 o

从而使染色体凝集 o细胞皱缩而发生凋亡 ∀本实验中 o⁄∞÷

n �Βux2vx组胞内 ≤¤
u n明显高于同剂量的另外二组 ∀可能原

因是 ⁄∞÷和 �Β同时影响电压依赖性钙通道 k∂ ⁄≤≤ lo使胞

内 ≤¤
u n浓度升高 o或者是 ⁄∞÷抑制海马神经元胞内 ≤¤

u n外

排 ≈| 
o从而促进 �Β引起神经元胞内 ≤¤

u n升高 o提示 �≤¶促

进 �Β引起海马神经元凋亡可能与其提高胞内 ≤¤
u n有关 ∀

由于引起海马神经元损伤的原因很多 o可能涉及到一系列细

胞因子的复杂机制 o�≤¶促进 �Β神经毒性作用机制还有待

于进一步研究 ∀
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荧光光谱法分析盐酸哌唑嗪与牛血清白蛋白的结合作用
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摘要 }目的  研究不同温度下盐酸哌唑嗪与牛血清白蛋白 k�≥�l间的相互作用及其作用机制 ∀方法  荧光光谱法 ∀结果  荧光

光谱法测定盐酸哌唑嗪与 �≥�在 ux ε 和 vz ε 反应的结合常数 �均是 uqs ≅ ts
w
�# °²̄

pt
o结合位点数 ±分别为 tqt|otqtwo热力

学参数为 kvz ε l∃� � so∃� � p uxqxu ®�# °²̄
pt
o∃≥ � sqs{u ®�# °²̄

pt # �
pt
o盐酸哌唑嗪的加入影响了 �≥�的构象 ~依据

ƒ µ¶·̈µ非辐射能量转移机制 o得到盐酸哌唑嗪与 �≥�之间的结合距离和能量转移效率分别为 µ� wqy| ±°o∞ � sqsz{∀结论  盐

酸哌唑嗪与 �≥�在实验浓度范围内形成了具有一定结构的复合物 o且它们之间的作用力以静电作用力为主 ∀
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