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蝙蝠葛苏林碱对缺血性损伤细胞的保护作用
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摘　要　采用培养 PC 12细胞为材料, 观察了蝙蝠葛苏林碱 (D au riso line, D au)对六种脑缺血样损伤模型中

的细胞保护作用及其作用机制进行了分析。 实验结果表明: D au 100μm o l /L对细胞损伤有明显的保护作用, 其

保护作用又以对一氧化氮毒性损伤较为敏感。
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　　对脑缺血的病理研究表明, 脑损伤涉及多种因

素, 如兴 奋性氨 基酸 ( ex cita to ry am ino acid,

EAA )的兴奋性毒性、自由基损伤、细胞死亡的最

后通路钙超载 (C a lcium ove rlo ad ing )以及最新发

现的一氧化氮 ( n itr ic ox ide, NO )毒性损伤等, 对

于这些因素的了解, 有助于研制用于治疗脑缺血 -

缺氧的新型药物。应用组织培养技术在体外测试药

物的活性有节省用药量且简便易行, 易于分析药物

的作用机制等优点。 蝙蝠葛苏林碱 (Daur iso line,

D au)是从防己科植物蝙蝠葛 (M en isp erm un dau -

r icum DG. )根茎中提纯的双苄基异喹啉类

(BB ISQ s)生物碱。我室以前的研究表明 D au能对

抗缺血性脑损伤, 其作用机制可能和钙拮抗有

关
[1 ]
。我们用六种培养细胞的神经元变性模型初步

分析了 D au的作用机制。

1　材料和方法

1. 1　材料

DM EM 培养基 ( Du lbeucco′s m odif ied eag le

m ed ium )购自 G IBCO公司, M T T [溴化-( 4, 5-二甲

基-2-塞唑基 ) -2, 5-二苯基四氮唑 ]购自 F luka公司,

硝普钠 ( sodium nit rop russide, SN P )、 NM DA (N -

m ethy l-D -aspar tate)、 H EPES (N -2-hyd rox ye thy l-

p ipe razine N -2-e thanesu lfo nic acid)和葡萄糖氧化

酶 ( g luco se o x idase)购自 S igm a公司;小牛血清、胰

蛋白酶 (D ifco进口分装 )等购自上海实生生物制品公

司, D au由本校新药研究中心华维一教授提供。

1. 2　方法

1. 2. 1　 PC 12细胞培养　 PC 12 ( Pheoch rom o-

cy tom a)细胞是来源于大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞

瘤克隆化的细胞株。 PC 12细胞冻存在液氮中,用

时进行复苏。 培养液为高糖 DM EM 培养液, 含

10%小牛血清,青霉素 100 U /m l, 链霉素 100μg /

m l,酚红 5 m g /L, pH用 N aH CO 3调至 7. 2左右。

在 37℃, 5% CO 2饱和湿度培养箱中培养, 待细胞

长满培养板,即可用于实验。

1. 2. 2　实验模型

1. 2. 2. 1　缺氧 /复氧损伤实验模型　参照 Sa l-

v a te rra和 G o ldm an [2 ]方法, 在 DM EM 培养液中加

入终浓度为 5 m m o l /L的连二亚硫酸钠 (N a2S2O 4 )

干粉充分搅拌, 用 N aH CO 3调 pH 为 7. 2, 即为缺

氧溶液,此溶液需要现用现配。 为了消除连二亚硫

酸钠在水中的分解产物的影响, 除设空白对照组

外,另设一非低氧溶液对照组, 非低氧溶液的制备

是由预先配制 100 m m o l /L的缺氧 N a2S2O 4贮备

液,用时将贮备液 ( 3 d以上 )稀释至 5 m m o l /L,即

为 5m m o l /L N a2S2O 4常氧溶液。缺氧损伤 1 h后,

换去缺氧培养液为正常的含血清的 DM EM 培养

液继续培养 1 h,形成缺氧 /复氧损伤模型。

1. 2. 2. 2　缺糖损伤实验模型　由于神经细胞的能

量来源主要来自糖代谢,缺血过程中,由于糖供应

不足, 能量代谢耗竭, 是促进细胞死亡的一个环节。

参照 Peda ta等 [ 3]方法将正常培养液换成无糖培养

液, 5 m in后, 再换成正常培养液,造成细胞缺糖性
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损伤。

1. 2. 2. 3　氧自由基损伤实验模型　参照 P an和

Perez-Po lo
[4 ]
方法, 用葡萄糖 ( 25 mm o l /L ) -葡萄糖

氧化酶 ( 12. 5 m U /m L)系统用来产生 OH
·
。将正

常培养液换成含葡萄糖 /葡萄糖氧化酶的无血清的

DM EM 培养液 3 h后, 再将培养液换成含正常血

清的正常培养液 1 h, 造成氧自由基损伤。

1. 2. 2. 4　咖啡因 (C af feine, C a f)损伤实验模型　

C a f可引起细胞内贮存钙的释放,并且 C af敏感的

贮存钙释放可能在细胞内钙 ( [C a
2+

] i)变化过程中

起重要的作用 ( F rie l和 T sien, 1992)。 Zacchet t i

等 ( 1991)和 F aso la to等 ( 1991)证明 PC 12细胞内

至少有三种钙贮存池, 其中一种是 C af和 IP3敏感

的, C a f可在无外钙条件下引起 PC 12细胞内钙释

放。高浓度的 C af可引起细胞内钙的过度释放,破

坏细胞内的钙稳态, 造成细胞损伤 [5 ]。 在 DM EM

培养液中换成含有终浓度为 10 mm o l /L C a f的培

养液,作用 45 m in后,换成正常培养液继续培养 1

h,造成 C af损伤实验模型。

1. 2. 2. 5　NO 神经毒性实验模型　参照 M a iese

等 [6 ]方法, 将 SN P溶解在培养液中产生 NO,进行

NO毒性实验, 使 SN P在 DM EM 培养液的终浓度

为 100μm o l/L,作用 5 m in后,再换成正常培养液

继续培养,形成 NO毒性模型。

1. 2. 2. 6　NM DA神经毒性损伤实验模型　NM -

DA刺激细胞膜 NM DA受体依赖性钙通道, 引起

外钙内流从而导致 [C a
2+ ]i上升。 K u ro zum i等

( 1990)报道 100μm o l/L NM DA 可刺激 PC 12细

胞内 [C a
2+

]i, 从基础值上升接近 1倍,表明 PC 12

细胞膜存在 NM DA受体依赖的钙通道。 NM DA

又是脑缺血损伤过程中 EAA 损伤的重要环节
[7 ]。

将正常的 DM EM 培养液换成含有 100μm o l/L

NM DA的培养液继续培养 100 m in后, 换成正常

的 DM EM 培养液继续培养 8 h,形成 NM DA毒性

损伤模型。

所有的模型均有 1～ 24 h的损伤后细胞恢复

过程,并且根据具体实验设立对照组。

1. 2. 3　细胞形态学观察和 M T T法测定活细胞数

　倒置相差显微镜下观察细胞生长情况和细胞形

态,并用照相机拍照。

M T T (黄色 )为线粒体脱氢酶的作用底物,活细

胞内线粒体脱氢酶能将其还原为不溶于水的深紫色

甲瓒结晶 (F o rm azane), 此结晶被溶剂溶解后呈紫

色, 在 570 nm处有最大吸收峰。参照 S cud iero等

( 1988)方法, 将 M T T 贮存液 ( 5 m g /m l )加入

DM EM 培养液中使终浓度为 0. 5 m g /m l, 置细胞于

37℃中继续培养 4 h后,吸去上清液 (要注意避免吸

走甲瓒结晶 ),加二甲亚砜轻轻振荡, 溶解甲瓒结晶,

用酶联免疫检测仪在 570 nm处测光密度值 (OD )。

1. 2. 4　药物的保护作用　先将 D au贮备液加入

正常的 DM EM 培养液中,使成含不同浓度 D au的

DM EM 培养液, 用此培养液培养细胞 1 h使达到

平衡后, 再进行损伤实验,观察给药组和对照组以

及模型组之间的区别。细胞毒性测定采用 M T T法

测得的 OD值为指标,待测化合物对细胞毒性的抑

制率用下式计算:

细胞毒性抑制率=
O D加药组 - O D模型组
O D对照组 - O D模型组

× 100%

1. 2. 5　数据处理　所有实验数据均经统计学处

理,数据以均数±标准误表示, 数据进行 t检验。

2　结　果

2. 1　培养细胞的形态学观察

采用倒置相差显微镜观察: PC 12细胞贴壁快,

生长速率快,镜检形态边缘清晰, 贴壁后大多为梭

形,少数为三角形。缺血性损伤模型对原代皮层神

经细胞有明显的损伤作用。 倒置显微镜下观察细

胞,先是胞体肿胀,突起逐渐消失、细胞变圆,最后

漂浮起来, 并出现细胞碎片, 最后细胞死亡 (见图

1)。

2. 2　M TT 法测定

倒置相差显微镜下可见 M TT 被还原后生成

的蓝色甲赞结晶: 开始胞体内可见蓝色小点,后颜

色逐渐加深, 最后形成结晶, M TT 法测定 OD值

和活细胞数成正比关系, 采用成比例稀释的活

PC 12细胞进行 M T T法测定。M TT 的 OD值与细

胞密度之间有较好的线性关系。缺氧 /复氧损伤、缺糖

损伤、氧自由基损伤、C af毒性损伤、NM DA兴奋性

毒性损伤和 NO毒性损伤模型都能引起细胞广泛性

损伤, M TT 方法可明显区分模型组和对照组。

100μm o l/L Dau能对抗缺血性脑损伤模型造

成的细胞损伤, 对于缺氧 /复氧损伤、氧自由基损

伤、C af毒性损伤、NM DA兴奋性损伤和 N O毒性

损伤, Dau对抗这些损伤的抑制率见表 1。
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F ig 1. Ph ase-cont rast pho tom icrog raph s of th e isch em ia-lik e in ju ry

on th em orpho logy of cu ltu red PC 12 cel ls

A: cont rol g roup (× 100 m agn if icat ion), B: in t ia l chan ge o f cell in-

ju ry(× 100 m agn if icat ion), C: ce ll death w ith detachm en t and d is-

to rted p lasm a m em b ran s(× 40 m agn if ica tion )

3　讨　论

目前认为脑缺血损伤中至少包括以下几个过

T ab 1. P rotect ion o f D au on is ch em ia in ju ry on p rim ary cu ltu red

co rtex n eu ron s(n= 6～ 12, x-± s)

M od el P rotect ion o f 100μm o l /L D au (% )

C on t ro l 3. 1± 0. 8

H ypox ia 35. 6± 7. 6* *

H ypog lu cos e 41. 2± 8. 7* *

O x idan t in ju ry 35. 1± 12. 8* *

NO tox icity 65. 4± 16. 4* *

C affeine tox icity 29. 7± 9. 5* *

NM DA tox icity 18. 7± 6. 9* *

* * P < 0. 01, com p araed w ith con tro l group

程:酸中毒、能量耗竭、钙稳态紊乱、自由基损伤 (包

括 NO损伤 )、EA A毒性、蛋白质合成错误和生物

膜破坏, 及缺血后恢复期的迟发性神经元死亡

(De layed N eu rona l Dea th, DND )。缺血损伤过程

中,细胞缺氧,导致胞外钙内流,同时还使得受损伤

的细胞器将其贮存的内 C a
2+
释放出来。使 [C a

2+
]i

上升, 出现 [C a
2+ ]i超载导致细胞死亡,还产生氧自

由基损伤和神经元释放 EAA的损伤。在缺氧的情

况下, NM DA 又能刺激一氧化氮合成酶 (NOS )产

生 NO加强细胞毒性作用。缺氧和缺糖实验模型可

以模拟缺血损伤的最初过程,可以用此来初步检测

化合物的抗缺血损伤的活性。自由基、NO、NM DA

损伤模型模拟缺血损伤中的具体过程, 高浓度 C af

能引起细胞内钙释放,进而引起细胞内钙稳态紊乱

导致细胞死亡。这六个模型反映了整体缺血损伤的

不同方面, 提供了药物作用机制的方法。同时 PC 12

细胞是瘤细胞便于培养,其本身又具有神经细胞的

特点。依此模型,我们对 D au的抗脑缺血的作用机

制进行了分析。

缺糖导致细胞能量供应停止,使细胞出现能量

耗竭, 从而最终使 [C a
2+

]i超载导致细胞死亡。 D au

对这一过程有抑制作用, 由于 Dau能抑制经电压

和受体依赖的钙通道的 C a
2+
进入细胞的 C af敏感

的内钙释放, 对内钙释放有抑制作用 [ 8],表明 D au

可能是在维持细胞稳态过程中起作用。

我们采用氧自由基损伤模型发现 D au能抑制

这一损伤过程。由于缺血过程中产生的 NO也是通

过自由基这一途径损伤神经细胞, 进一步我们用

SN P产生 NO毒性模型, 发现 D au也能抑制 SN P

产生的毒性作用, 结果表明 Dau能抑制自由基的

损伤。曾维忠 ( 1993)报道 T et能抑制由自由基引起

的 [C a
2+ ]i上升。 由于 Dau有较好的钙拮抗作用,

因此 D au对自由基损伤的保护作用可能和其维持
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细胞内钙稳态功能有关。 且 D au的衍生物二乙酰

基蝙蝠葛苏林碱有较强的 SOD活性增强功能。 由

此推测, Dau的抗氧自由基损伤可能和其增加

SOD活性有关。

NM DA受体激活刺激 C a
2+经 NM DA 受体依

赖性钙通道内流,加重胞内钙负荷,同时也激活诱

导型一氧化氮合成酶 ( inducib le NO S, iNO S )产生

NO,从而进一步损伤细胞。 由于 D au能抑制 NM -

DA引起的 [C a
2+ ]i上升 [9 ],提示 D au对 NM DA引

起的毒性损伤的保护作用, 作用机理之一是抑制了

NM DA受体依赖性的钙通道。 文献报道内皮细胞

完整的大鼠动脉标本上, D au能抑制乙酰胆碱

(A ch )引起的大鼠主动脉环的舒张, 并能抑制

cGM P的形成 ( Lu和 L iu 1990),提示 D au可能作

用于 N O途径,并且其作用位点可能不是在腺苷酸

环化酶。用 SN P产生 NO直接作用于平滑肌从而

舒张血管, D au对 SNP引起的舒张作用无影响,表

明 D au的作用位点是在 NO的合成上, 提示 Dau

可能是通过抑制 NOS从而减少产生的 NO。联系

D au能抑制缺氧 /复氧和 NM DA引起的培养神经

元损伤的现象,提示: Dau还通过抑制缺氧 /复氧损

伤过程中, NM DA刺激引起的 NO S活性上升产生

NO这一过程, 来保护细胞。

由于存在于脑和血管内皮细胞中的 NO S的

活性都依赖钙调素 (C a lm odu lin, C aM )的活性存

在,所以抑制 C aM 可能也就会影响 NO S的活性。

胡卓逸等人报道 ( 1990) BB ISQ s普遍具有抗钙调

素的作用, 其中 Dau衍生物的抗 C aM 的活性较

高。K o ndo等 ( 1993)
[ 3]
进一步证实直接刺激巨噬细

胞产生 NO,包括 T et在内的 5个 BB ISQ s化合物

均可抑制 NO产生,提示这些 BB ISQ s可能是抑制

了 iNO S的活性。 我们也同时观察了其他几种

BB ISQ s的作用, 发现所研究的 BB ISQ s都能抑制

胸主动脉环内皮依赖性舒张, 只是抑制强度有差

异 [10 ],而对 SN P引起的去内皮动脉环的舒张无影

响,说明 BB ISQ s抑制内皮衣依赖性舒张的作用可

能是这类化合物的共性。对诱导型 NO S ( iNO S)同

源性的研究表明, 不同动物及细胞内的 iNO S都是

只有一种 iNO S (She rm an等 1993)。联系 D au能抑

制缺氧 /复氧和 NM DA引起的培养神经元损伤的

现象, 提示 D au还通过抑制缺氧 /复氧损伤过程

中, NM DA刺激引起的 iN OS活性上升产生 NO

这一过程, 来保护细胞。
致　谢　王仁刚,孙继红同志在实验过程给予帮助。
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Protect ive Effect of Daur iso l ine aga inst Ischem ic Injury in

Culture
W ang T ing, Zhu X ing zu

1, L iu G uoqing, F eng X iny ing

D ep artm ent of P harmaco logy, Ch ina P harm aceutica l U niv ersity, N anj ing 210009;
1
S hanghai Institute of M ater ia M ed ica, Ch inese A cad emy of S c ience s, S hangha i 200032

Abstract　S ix careb ra l ischem ia m ode ls includ ing hy po x ia, hypog luco se, ox idan t in jury, ca lcium ove r-

lo ad, nit ric ox ide(NO ) neu ro to x icity and ex citato ry am ino ac id(EA A ) in jury w e re used to assay the an-

t i-ischem ic ro les o f the drug by using cu ltu red PC 12 ce lls. N eu ro tox icity w a s de te rm ined by the M T T

assay. Daur iso line(D au), a b isbenzy lisoqu ino line a lka lo id ( BB ISQA ) w h ich had an t i-ischem ic ef fec t in

v ivo, w a s tested in the m ode ls. T he resu lts show ed tha t abou t 50% ～ 70% o f the ce lls w e re dam aged in

these m o de ls. 100μm o l/L D au p ro tected ce lls from a ll the in ju ry m o de ls and w as m o re sensit iv e to NO

induced neu ro tox icity.

Keywords　PC 12 ce ll; Ischem ia; D au riso line

【文摘 006】葛根总黄酮对血液粘度、血栓形成及血小板功

能的影响　禹志领, 张广钦,赵红旗 . 中药材, 1997, 20( 9):

468～ 469

葛根总黄酮 500或 1000m g /kg, 连续 po 7 d,能显著降

低大鼠全血粘度、血小板粘附率, 抑制血栓形成及 A D P诱

导的血小板聚集;还能明显抑制 A D P诱导的小鼠体内血

小板血栓形成。

【文摘 007】关附甲素对豚鼠乳头肌动作电位最大除极速度

的频率依赖性抑制作用 (英文 )　季慧芳,张陆勇,王秋娟,刘

静涵 . 中国药理学与毒理学杂志, 1997, 11( 4): 241～ 245

应用标准微电极技术, 研究了关附甲素对豚鼠右心室

乳头肌动作电位最大除极速率 (V ma x )的频率依赖性抑制作

用 ( RDB ), 并与美西律,奎尼丁, 劳卡尼进行了比较。在相同

刺激间隔 ( 300 m s), 产生 50%左右 RDB的药物浓度下,美

西律的 RDB开始最快, 其第 2个 V m ax所产生的抑制已占

RD B的 64% ,奎尼丁, 劳卡尼和关附甲素的 RD B开始速率

常数分别为每个动作电位 0. 165, 0. 076和 0. 136,美西律,

奎尼丁, 劳卡尼和关附甲素产生 RD B的恢复时间常数分别

为 1. 4, 9. 0, 18. 2和 44. 0 s, 而且它们的恢复时间常数是不

依赖于药物浓度而变化的, 结果提示,关附甲素是一个慢动

力学钠通道阻滞剂。

【文摘 008】地黄煎剂消退 L-甲状腺素诱发的大鼠心肌肥厚

并抑制其升高的心、脑线粒体 Ca2+ , M g2+ -ATP酶活力　

陈丁丁,戴德哉,章　涛 . 中药药理与临床, 1997, 13( 4): 27

L -甲状腺素 4 m g /kg· d连续 po 7 d诱发大鼠心肌肥

厚和心、脑线粒体 C a2+ , M g2+ -A T P酶活力显著升高。 经

地黄 4 g /kg· d po治疗 3 d后, 心肌肥厚及其心、脑升高的

C a2+ , M g2+ -A T P酶活力显著降低, 但未恢复至正常。 结

论: 地黄消退 L -甲状腺素诱发的大鼠缺血性心肌肥厚并抑

制升高的心脑线粒体 Ca2+ , M g2+ -A T P酶活力, 保护心脑

组织避免 A T P耗竭和缺血损伤。

【文摘 009】噻氯匹定对鹌鹑实验性动脉粥样硬化的抑制作

用及其机理　朱东亚,邓德峰,易宏伟, 华维一 . 中国药理学与

毒理学杂志, 1997, 11( 4): 263～ 266

用食饵性动脉粥样硬化 (A S )模型, 研究噻氯匹定的抗

A S作用。 噻氯匹定 20和 60 m g· kg- 1· d- 1连续 8 w k,

po, 能显著抑制鹌鹑动脉内膜 A S斑块形成。每 2 w k测定

血清血脂, 该药对甘油三酯, 总胆固醇和低密度脂蛋白胆固

醇水平无明显影响, 但使高密度脂蛋白胆固醇略有升高。

于 A S 造型 2和 4 w k, 血清 N O 水平下降; 在 A S 造型 6

w k, N O水平升高, 噻氯匹定可逆转 A S造型引起的 NO 水

平变化。 用放免法分析该药对前列环素合成的影响,结果

噻氯匹定 3. 3, 10和 30 m g· kg- 1, 24 h内 ig 3次,均显著

提高大鼠动脉壁 6-酮 -前列腺素 F1α含量。 结果表明噻氯匹

定可抑制鹌鹑实验性 A S斑块形成,除抑制血小板功能外,

保护内皮功能可能也是该药抑制 A S病变形成的重要机

理。
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