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!摘要"0目的#探讨丹参酮 NN]"T?$

)

]#和
#

淀粉样蛋白 15P45 "]

#

15P45 #对 -#E$#>%核团 " $J-#

神经元电压依赖钙电流的影响% 方法#运用细胞急性分离和单细胞膜片钳技术!采用全细胞记录方式!

检测 &=大鼠 $J-神经元电压依赖钙电流$T?$

)

]对 $J-神经元钙电流的影响$加入亚毒性剂量 ]

#

15P

45 后钙电流的变化以及 T?$

)

]对其引起钙电流变化的作用% 结果#通过灌流分别给予含有不同浓度

T?$

)

]的细胞外液!记录到的峰值电流与正常峰值电流基本一致!在 2 Cd时对峰值电流密度进行比

较!差异没有统计学意义"6s2F25 # &给予亚毒性剂量 ]

#

15P45 的细胞外液灌流!峰值电流明显增大!

与对照组比较差异有统计学意义"6i2F25 # &不同浓度 T?$

)

]与 122 $C'D̀M]

#

15P45 同时加入细胞

外液灌流!其电压依赖钙电流与对照组比较!差异均无统计学意义 "6s2F25 # % 结论#在体外! T?$ NN]

能抑制 ]

#

引起的 $J-神经元细胞膜上钙电流放大!减少钙内流!以保护神经元%

!关键词"0 丹参酮 NN]&0]

#

15P45 &0-#E$#>%核团&0电压依赖钙电流

=9N#32F4WRW H̀F+@@$F3RZ1PZ4XZF1232F26F233
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6?1#'"(#$0@?A$(#*B$0T'#̂AD'>#%)##BB#/%'B%?$@)+$'$#NN] !T?$NN]" '$ /?D/+(C/(>>#$%

+$.(/#. JE

#

P?CED'+. A>'%#+$ 15P45 !]

#

15P45 " +$ $#(>'$@'B$(/D#(@J?@?D+@'B-#E$#>%! $J-"F
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#

15P45 引起的-#E$#>%核团神经元钙电流变化的影响0朱淑娟#等

N]'$ %)#/)?$<#'B/?D/+(C/(>>#$%+$.(/#. JE]

#

15P45 +$ $#(>'$@'B$J-K#>#?$?DEQ#.F7$13>#1

0Ô%>?/#DD(D?>BD(+. /'$%?+$+$<.+BB#>#$%/'$/#$%>?%+'$@'BT?$NN] K?@+>>+<?%#.# >#@A#/%+,#DEFT)#

A#?L /(>>#$%.+. $'%/)?$<#'J,+'(@DEFT)#>#K?@$'.+BB#>#$/#+$ /(>>#$%.#$@+%EJ#%K##$ %)#T?$NN]

<>'(A ?$. %)#/'$%>'D<>'(A ?%2 Cd ! 6s2F25 "FÔ%>?/#DD(D?>BD(+. /'$%?+$+$<122 $C'D̀M

]

#

15P45 K?@+>>+<?%#. ?B%#>%)#$'>C?D/?D/+(C/(>>#$%>#/'>.#. ($.#>K)'D#A?%/) /D?CA# ?$. %)#

A#?L /(>>#$%/)?$<#. 'J,+'(@DEFT)#>#K?@.+@%+$/%.+BB#>#$/#+$ %)#/(>>#$%.#$@+%EJ#%K##$ %)#]

#

<>'(A ?$. %)#/'$%>'D<>'(A ?%2 Cd!6i2F25 "FÔ%>?/#DD(D?>BD(+. /'$%?+$+$<]

#

15P45 ?$. .+BP

B#>#$%/'$/#$%>?%+'$@'BT?$NN]K#>#+>>+<?%#. ?B%#>%)#$'>C?D/?D/+(C /(>>#$%K?@>#/'>.#. ($.#>

K)'D#A?%/) /D?CA# >#@A#/%+,#DE# ?$. %)#A#?L /(>>#$%.+. $'%/)?$<#FT)#>#K?@$'.+BB#>#$/#+$

/(>>#$%.#$@+%EJ#%K##$ %)#T?$NN] j]

#

<>'(A ?$. %)#/'$%>'D<>'(A ?%2 Cd!6s2F25 "F0%+N

(>31*%+0 N$ ,+%>'# T?$NN]/'(D. +$)+J+%%)#/?D/+(C/(>>#$%?CAD+B+/?%+'$ +$.(/#. JE]

#

15P45 +$

$#(>'$@'B$J-FT?$NN]C?EA>'%#/%$#(>'$@?<?+$@%%)#%'̂+/+%E'B]

#

?$. .#/>#?@#%)#+$K?>. BD'K

'B"?

1 j

F

D$/ E%'21$0%?$@)+$'$#NN]%0

#

P?CED'+. A>'%#+$ 15P45 %0$(/D#(@J?@?D+@'B-#E$#>%%0

,'D%?<#P.#A#$.#$%/?D/+(C/(>>#$%

00随着人口的老龄化 #阿尔茨海默病 ! ]DQ)#+P

C#>(@.+@#?@## ]="发病率呈逐年上升的趋势#因

此#目前 ]=的预防和治疗已成为神经科学领域

研究的焦点问题 - 现代中医学家认为痴呆的病

因病机不外乎虚实两端 - 因此#治疗大多选用补

肾 .活血 .化痰开窍等中药#或补#或通#或通补兼

施#有一定临床疗效&3P1'

-

丹参为活血化瘀类中药#具有 )活血祛淤 .凉

血消痈 .养血安神 * 的功效 - 丹参酮
)

]! T?$

)

]"是丹参主要脂溶性有效成分之一&4'

#有如抗

癌 .抗菌 .抗炎 .抗氧化 .对脑缺血的保护等广泛

药理作用&XPR'

- 近年李龙宣等&Z' 将丹参酮用于类

]=病动物模型的防治#取得初步成效 -

本课题组在培养的 &=大鼠基底前脑神经元

上通过 -TT实验#提示 T?$

)

]的有效剂量为

4F315 t31F5 C<̀M!待发表 " #在此基础上#本研

究运用膜片钳技术探讨其对类 ]=病细胞模型作

用的离子通道机制#以便为临床寻找有效防治

]=药物提供实验数据 -

FG材料与方法

3F30材料

3F3F30实验动物

正常 &=大鼠 322 只 ! 32 t35 . " #体质量

15 t42 <#雄雌不拘 #由西安交通大学医学院实验

动物中心提供 -

3F3F10主要试剂

XP羟乙基哌嗪乙磺酸 ! [OUO& " . 河 豚 毒 素

!TTG" .四乙基氯化胺 ! TO]P"D" .三磷酸腺苷二

钠 盐 ! :?

1

]TU" . 乙 二 醇 二 乙 醚 二 胺 四 乙 酸

!O8T]" .多聚赖氨酸等均购自美国 &+<C?公司 %

T?$

)

]购自西安鸿生生物技术有限公司 #]

#

15P

45 购自北京肽合成中心 -

3F3F40主要设备

膜片钳放大器 ! ]̂'$A?%/) 122a"为 美国 ]̂'$

+$@%>(C#$%@公司产品#显示器与摄像头为日本 !d"

公司产品#倒置相差显微镜为德国 M#+/?公司产

品#数模转换器 !=+<+%?%?3411] "为美国 ]̂'$ +$P

@%>(C#$%@公司产品#玻璃微电极拉制仪 ! -'.#DUP

WZ "为美国 &(%%#>+$@%>(C#$%@公司产品 -

3F10方法

3F1F30主要溶液及配制

标 准 细 胞 外 液 $ :?"D352 CC'D̀M# c"D

5 CC'D̀M# "?"D

1

1 CC'D̀M# -<"D

1

3 CC'D̀M#

[OUO& 32 CC'D̀M#葡萄糖 32 CC'D̀M#将以上成

分按浓度溶解于三蒸水中#A[调至 ZFX -

T?$

)

]溶解于二甲基亚砜 ! =-&9" # =-&9

终浓 度 小 于 2F3e # 储 存 于 712 f 冰 箱 避 光

备用 -

3X6



中南大学学报!医学版"#1232#45!6"00)%%A$`̀ ĴÊF̂E@CF$#%

]

#

15P45 储备液配制$用无菌蒸馏水配成

3 CC'D̀M的储备液#置于 712 f备用#用前再用

标准细胞外液配成 122 $C'D̀M]

#

15P45 溶液 -

记录 用 细 胞 外 液$ :?"D312 CC'D̀M# c"D

5 CC'D̀M# "?"D

1

4 CC'D̀M# -<"D

1

3 CC'D̀M#

[OUO& 32 CC'D̀M# 葡 萄 糖 32 CC'D̀M# TO]P"D

42 CC'D̀M#TTG2F223 CC'D̀M# A[ZF4 -

记录用电极内液$"@"D3X2 CC'D̀M# TO]P"D

32 CC'D̀M#O8T]32 CC'D̀M#[OUO& 32 CC'D̀M#

:?

1

]TU1 CC'D̀M#A[ZF1 -

3F1F10神经元急性分离'6(

出生 32 t35 . 正常 &=大鼠#在 32e水合氯

醛腹腔深度麻醉下#快速断头#取脑#修剪后用

521 胶粘到干净的标本台上#切活脑片#厚度为

X22

"

C#入标准细胞外液中孵育平衡 52 C+$ %

43 f下#用 2F23Re链霉菌蛋白酶 O! A>'$?@#O"

消化12 t14 C+$ %再入标准细胞外液中孵育3F5 ) #

用特制的针扎取 $J-核团#用不同内径的玻璃管

吹散组织块#制成单细胞悬液 - 分离后的神经元

在 12 C+$ 内即可黏附于培养皿中预先涂有多聚

赖氨酸的盖玻片上 - 用标准细胞外液轻轻冲洗

培养皿 1 t4 次#随机选取胞体较大 .形态特征保

持良好#表面光滑的梭形 .锥体形或椭圆形神经

元进行膜片钳全细胞记录 -

3F1F40全细胞记录

使用单细胞膜片钳全细胞模式记录电流 - 玻

璃微电极用外径 3F5 CC的毛细玻璃管#电极拉

制仪两步拉制 - 记录电极阻抗为 4 tR -

,

- 记

录到的膜电流经放大器#再通过 ] =̀和 = ]̀数

模转换器#输入到计算机上存储 - 用 "D?CA#̂6F1

软件进行数据采集 - 通过灌流使药物作用于细

胞表面#记录神经元电流和相应膜电容 - 所有药

物在使用前均用充氧饱和的标准细胞外液配制

成终浓度 - 灌流速度为 3 t1 CM̀ C+$ -

3F1FX0实验分组与处理

对照 组$ 直 接 记 录 钙 电 流 % ]

#

组$ 用 含 有

122 $C'D̀M ]

#

15P45 灌 流 液 时 记 录 钙 电 流 %

T?$

)

]组$又分为 4 个亚组#分别用含有不同浓

度! 5 #ZF5 #32 C<̀M" T?$

)

]灌流液时记录钙电

流 %]

#

jT?$

)

]组$也包括 4 个亚组#分别用含

有 4 种不同浓度 ! 5 # ZF5 # 32 C<̀M" T?$

)

]与

122 $C'D̀M]

#

同时灌流并记录钙电流 -

3F40统计学处理

将 "D?CA#̂6F1 软件记录下来的原始数据文

件经 "D?CAB+%6F1 软件进行测量后#再将这些数据

转换到 &U&&33F2 中进行统计学处理#并绘制峰

值电流密度 7电压曲线图 !峰值电流密度 o峰值

电流 膜̀电容" %所有资料以均数 h标准差 !%h)"

表示#各组数据采用方差分析及 M&=P"法进行统

计分析#6i2F25 为差异具有统计学意义 -

KG结GG果

1F30$J-神经元形态学观察

倒置相差显微镜下可以看到 $J-神经元胞体

较大#呈梭形 .锥体形及椭圆形#立体感强 %胞膜

光滑 %胞质均一 %多极神经元多见#可观察到有

1 t4 条长而明显的突起!图 3 " -

图 FG急性分离的大鼠+?C神经元$ dKUU%+ ]$椭圆形双极神经元% a$锥体形多极神经元-

4*-JFG6(3#$2*1"11%(*"#$2+$3'%+1%&+?C *+'"#1$ dKUU%J]$a+A'D?>$#(>'$ %)?%/#DDJ'.E+@',?D% a$-(D%+A'D?>$#(>'$ %)?%

/#DDJ'.E+@/'$(@F
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丹参酮NN]对]

#

15P45 引起的-#E$#>%核团神经元钙电流变化的影响0朱淑娟#等

1F10T?$

)

]对正常大鼠 $J-神经元电压依赖性钙电

流的影响

通过灌流给予含有 5 #ZF5 #32 C<̀MT?$

)

]

的细胞外液#记录钙电流#发现峰值电流 .激活电

压及翻转电位与对照组相比没有明显变化#在

2 Cd时 峰 值 电 流 密 度 分 别 为 ! 74RF353 h

ZF4R1 " A] ÀY# ! 74RF5W1 hWF321 " A] ÀY#

! 74RF446 h RF RZ5 " A] ÀY# 与 对 照 组

& ! 745FR6R h32F31Z " A] ÀY'比较#差异无统计

学意义 ! 6s2F25 " - 电流曲线以及峰值电流密

度 7电压曲线分别见图 1 和图 4 -

图 KG8"+

$

6对 +?C神经元电压依赖性钙电流作用+ ]$对照组% a$T?$

)

]3!5 C<̀M"% "$T?$

)

]1!ZF5 C<̀M"% =$T?$

)

]4!32 C<̀M"-

4*-JKG;&&$(#%&8"+

$

6%+B%>#"-$N2$)$+2$+#(">(*35(3''$+#%&+$3'%+1%&+?CJ]$"'$%>'D<>'(A% a$T?$

)

]3!5 C<̀M"%

"$T?$

)

]1!ZF5C<̀M"% =$T?$

)

]4!32 C<̀M"F

!"#$%&'()!

*
+
,
,
'
-
$
.
/
0
-
1
2
$
3
4
5
6
7
(
6
8
9

*"-$,":

;<-=>:

;<-?>@

;<-A>B

图 LG8"+

$

6处理+?C神经元后峰值电流密度 电̀压曲

线图+

4*-JLG03'B$2*"-'"5 %&)$"X(3''$+#2$+1*#/NB%>#"-$"&N

#$'#'$"#5$+#%&8"+

$

6J

1F40]

#

15P45 对大鼠 $J-神经元电压依赖性钙电流

的影响

在全细胞记录方式下记录正常钙离子电流 #

然后用含有 122 $C'D̀M]

#

15P45 的细胞外液进

行灌流#观察到在 2 Cd时其峰值电流密度为

! 75WFXZ2 h 3RF465 " A] ÀY# 与 对 照 组

& ! 745FR22 hWFX6X " A] ÀY' 比较明显增大#差

异有统计学意义 !6i2F25 " #激活电压没有明显

变化#峰值电流增加 6F1e - 电流曲线以及峰值

电流密度 7电压曲线分别见图 X 和图 5 -

图 MG6

&

KPNLP 对+?C神经元电压依赖性钙电流作用+ ]$对照组% a$122 $C'D̀M]

#

15P45-

4*-JMG;&&$(#%&6

&

KPNLP %+B%>#"-$N2$)$+2$+#(">(*35(3''$+#%&+$3'%+1%&+?CJ]$"'$%>'D<>'(A% a$122 $C'D̀M]

#

15P45F
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图 PG6

&

KPNLP 处理+?C神经元后峰值电流密度 电̀压曲

线图+

4*-JPG03'B$2*"-'"5 %&)$"X(3''$+#2$+1*#/NB%>#"-$"&N

#$'#'$"#5$+#E*#.6
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#

15P45 引起的"?

1 j电流变化的影响

在形成全细胞记录方式后#保持参数相同#记

录钙电流#然后将 5 #ZF5#32 C<̀MT?$

)

]分别与

122 $C'D̀M]

#

15P45 同时加入细胞外液灌流#记

录钙电流变化情况#发现钙电流峰值.激活电压#

翻转电位与对照组比较没有明显差异#在 2 Cd时

峰值电流密度分别为 ! 745F6ZX h6FXWX " A] ÀY#

! 745F223 hWF462 " A] ÀY# ! 74XFW66 h6FWWW "

A] ÀY#与对照组 & ! 74XFR63 h32F1X2 " A] ÀY'比

较差异无统计学意义 !6s2F25 " #T?$

)

]各剂量

组间差异也无统计学意义- 电流曲线以及峰值电

流密度 7电压曲线分别见图 R 和图 Z -
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KPNLP 引起+?C神经元电压依赖性钙电流变化的作用+ ]$对照组% a$]
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6对+?C神经元作用的峰值电流密度 `

电压曲线图+
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已有较多的证据表明 ]

#

的沉积是 ]=发病

的始发事件#而且 ]=的其他病理特征如 %?( 蛋

白的高度磷酸化以及随后的神经原纤维缠结形

成等均与 ]

#

在脑内的沉积密不可分 -

]

#

在脑内的沉积引起的神经毒性机制包括$

通过诱发产生自由基发挥对细胞的损伤作用&W'

%

通过增加神经元对谷氨酸易感性#产生神经毒性

作用#如过度激活 :-=]受体#产生对细胞的损

伤&32'

%通过刺激产生炎症#由活化的小胶质细胞 .

星形胶质细胞和过度表达的细胞因子产生损伤

作用&33'

%通过影响细胞内 "?

1 j稳态引起细胞内钙

超载从而出现神经元的损伤&31P34' 等一系列机制 -

8>?E等&3XP3R'研究显示$当 ]

#

达 3

"

C'D̀M时可以

对神经细胞产生明显神经毒性作用 - 本研究观

察到 亚 毒 性 剂 量 ! 122 $C'D̀M" ]

#

15P45 引 起

$J-神经元细胞膜上钙电流增大#提示 ]

#

作用

于神经元钙离子通道#诱发钙离子通道异常开

放#出现钙离子内流增加#引起神经元内钙稳态

失衡#导致神经元损伤 -

T?$ NN]是丹参脂溶性有效成分之一#具有多

XX6



丹参酮NN]对]

#

15P45 引起的-#E$#>%核团神经元钙电流变化的影响0朱淑娟#等

种功效#但有关 T?$ NN]对神经系统作用的报道

较少 - -#$<等&3Z'研究表明 T?$ NN]能对抗由乙醇

诱导的 U"31 细胞的凋亡 %G+?等&5' 研究显示 T?$

NN]通过增加脑质量和神经元密度#对新生大鼠

缺氧缺血性脑病起神经保护作用 -

本实验观察到一定剂量范围 T?$ NN]对急性

分离 $J-神经元细胞膜上钙通道电流影响没有

统计学意义#T?$ NN]对亚毒性剂量 ]

#

15P45 引

起的 $J-神经细胞膜上钙内流具有抑制作用#但

无剂量依赖关系 - 虽然本实验不能完全阐明 T?$

NN]对神经元保护作用机制#但笔者初步分析可

能通过以下途径 $ ! 3 " T?$ NN]和与 ]

#

竞争性与

膜上钙离子通道相关受体结合 !如 :-=]" #阻止

了由 ]

#

引起的钙离子通道异常开放 .钙离子内

流 .钙电流放大#从而起到神经保护作用 % :-=]

受体被激活后#通道构像发生改变#促使更多钙

离子流入细胞&36P12'

- 已有文献报道&13'

$:-=]受

体介导的谷氨酸兴奋毒性在 ]

#

诱导的神经变性

中发挥重要作用#美金刚 ! C#C?$%+$#"作为 :-=]

受体拮抗剂#可有效改善 ]=的症状 - ! 1 "与 ]

#

结合#中和 ]

#

#减少 ]

#

的毒性作用 - 笔者观察

到当 T?$ NN]存在时#]

#

对神经元毒性作用明显

降低#目前尚未见文献报道 - ! 4 " 抗氧化作用 -

研究&W'表明 $]

#

导致钙失衡是由 ]

#

对细胞膜的

氧化作用使胞外钙流入胞内所致 - 陈连剑等&R'

研究报道 $T?$ NN]具有抗氧化作用#T?$ NN]可以

通过消除脂类自由基而阻断脂质过氧化的链式

反应#降低神经元细胞膜受损程度#避免钙离子

内流#从而起到神经保护作用 - 当然#究竟是通

过一条或几条途径发挥作用还是有其他途径#均

需进一步研究验证 -
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