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大黄酸对体外大鼠皮质神经元突起长度

及微管相关蛋白２ｍＲＮＡ表达的影响

鄢　黎１，周晓雯１，周　星１，赖永长１，罗焕敏１，２，３

（暨南大学 １．医学院药理学系，２．脑科学研究所，广东 广州 ５１０６３２；３．暨南大学香港大学脑功能
与健康联合实验室，广东 广州 ５１０６３２）

　　摘要：目的　研究大黄酸（ＲＨ）对大鼠皮质神经元的营养作用，并初步探讨其相关机制。方法
体外ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋０．４％Ｂ２７培养新生大鼠皮质神经元，应用神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）和微管相关蛋白
２（ＭＡＰ２）免疫细胞化学染色法鉴定神经元。神经元细胞加入ＲＨ２，４和８μｍｏｌ·Ｌ－１作用７２ｈ，计算神经元
平均突起长度；或分别同时加入Ｔｒｋ受体拮抗剂Ｋ２５２ａ５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１和 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ·Ｌ－１

测量神经元平均突起长度。ＭＴＴ法检测细胞存活，并测定培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的含量。逆转录聚
合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）半定量检测ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表达。结果　ＮＳＥ及ＭＡＰ２免疫荧光染色结果显示，绝大多
数细胞呈阳性反应，所培养的细胞９０％以上为神经元。ＭＴＴ和ＬＤＨ检测结果表明，与溶媒对照组相比，ＲＨ
２，４和８μｍｏｌ·Ｌ－１能明显提高神经元存活率（Ｐ＜０．０１）；平均突起长度明显增加（Ｐ＜０．０１）。与 ＲＨ
８μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，同时加入 Ｋ２５２ａ５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１或 ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ·Ｌ－１，平均突起长度明显缩短（Ｐ＜
０．０１）。与溶媒对照组相比，ＲＨ２，４和８μｍｏｌ·Ｌ－１组ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表达量明显增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ＲＨ
对新生大鼠皮质神经元具有神经营养作用，能促进神经元突起的生长和提高神经元的存活率。ＲＨ神经营
养作用可能部分通过激活Ｔｒｋ受体，继而激活Ｒａｓ／ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路而发挥的。
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　　神经元的丢失、死亡以及神经网络破坏近年来
被认为是神经退行性疾病的重要病理学特征，例如

帕金森病、阿尔茨海默病和亨廷顿病等［１］。在神经

退行性疾病中，神经元及其突触的丢失与神经营养

因子（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒｓ，ＮＴＦ）的减少和缺失密切
相关［２］。ＮＴＦ是一类对中枢和周围神经系统均具
有营养活性的蛋白质或多肽，能促进神经细胞生长、

发育、分化，维持其形态功能的完整性并提高其存活

率［２－４］。但是由于其分子量过大难以通过血脑屏

障，且易被降解和生物利用率低等弊端限制了这类

物质的临床应用［５］。

大黄酸属单蒽醌类１，８二羟基蒽醌衍生物，是
从大黄、何首乌和虎杖等多种传统中药分离提纯出
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的有效成分，具有抗菌、免疫抑制、利尿及抗炎等作

用，并可用于治疗糖尿病性肾病［６］；大黄酚具有改

善Ａβ２５～３５致小鼠学习记忆障碍的作用
［７］；大黄素能

保护去卵巢大鼠并拮抗 Ａβ对神经元的毒性作
用［８］，提示大黄素有雌激素样作用；大黄素甲醚的

预处理对大鼠的局灶性脑缺血再灌注损伤具有神经

保护作用［９］。大黄酸与大黄酚、大黄素和大黄素甲

醚等的化学结构相近，研究 ＲＨ的促进神经突起再
生方面作用有利于进一步肯定蒽醌类结构在神经保

护方面的作用，也有利于发现新的神经营养与保护

类先导化合物，为结构改造提供母核。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
ＲＨ（纯度＞９８％ 中国药品生物制品检定所）；

Ｌ多聚赖氨酸，噻唑蓝 （ＭＴＴ），二甲基 亚 砜
（ＤＭＳＯ），ＬＹ２９４００２，Ｋ２５２ａ，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８，焦碳酸
二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ），单克隆兔抗
大鼠神经元微管相关蛋白 ２（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＡＰ２）（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；Ｂ２７添加剂，

·２５· 中国药理学与毒理学杂志２０１２年２月第２６卷第１期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ１，Ｆｅｂ２０１２



ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清
（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰蛋白酶（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司）；单克隆兔抗大鼠神经元特异性烯醇化酶（ｎｅｕ
ｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）ＩｇＧ，即用型 ＳＡＢＣ免疫组
化试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ
（Ｉｎｔｒｏｖｅｎｇｅｎ公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（大连宝生物工
程有限公司）；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ荧光定量试剂
盒和１５０ｂｐＤＮＡ标志物（日本ＴａＫａＲａ公司）；溴化
乙锭（ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ）替代染料（北京普利莱
基因技术有限公司）。

１．２　主要仪器
３Ｋ１８冷冻高速离心机（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；

Ａｒｉｕｍ６３１纯水仪（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＡＧ梯度
ＲＴＰＣＲ仪（美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；４５０型酶标仪，
Ｍｉｎｉｐｒｏｔｅａｎ３ｃｅｌｌ电泳系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
Ｏｍｅｇａ１０凝胶成像分析系统（美国 ＵｌｔｒａＬｕｍ公
司）。

１．３　细胞培养
２４ｈ内的新生大鼠置于７５％乙醇中消毒２０ｓ，

在超净台内将大脑皮质与嗅球和海马分离开，并置

于含有ＤＨａｎｋ液的青霉素瓶中。用眼科剪将其剪
成１ｍｍ３组织块。用０．０８％（Ｗ／Ｖ）的胰酶在 ３７℃
的培养箱中消化１０ｍｉｎ。用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％ＦＢＳ
终止消化，再过滤离心收集细胞。用ＤＭＥＭ／Ｆ１２将
细胞混匀，并将细胞均匀地接种于用多聚赖氨酸

０．１ｇ·Ｌ－１处理过的培养板上。采用无血清培养。
１．４　神经元的鉴定
１．４．１　ＮＳＥ免疫细胞化学染色

将细胞接种于２４孔板，培养７２ｈ后用４％多聚
甲醛固定２０ｍｉｎ。用ＰＢＳ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１漂洗３次后
加入纯甲醇和３０％Ｈ２Ｏ２（５０∶１）室温下浸泡２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１漂洗３次后加一抗（抗ＮＳＥ１∶８０），
室温２ｈ；除去一抗用 ＰＢＳ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１漂洗３次后
加入辣根过氧化物酶标记单克隆兔抗大鼠 ＮＳＥ，室
温避光放置于湿盒内２０ｍｉｎ，除去二抗用 ＰＢＳ漂洗
２次滴加ＳＡＢＣ，置于湿盒２０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ漂洗加
入ＤＡＢ显色，镜下观察并记录结果。
１．４．２　ＭＡＰ２免疫荧光染色

将细胞接种于２４孔板，培养７２ｈ后用４％多聚
甲醛固定２０ｍｉｎ。用ＰＢＳ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１漂洗３次后加
入０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００作用１０ｍｉｎ。ＰＢＳ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

漂洗３次后加一抗（抗 ＭＡＰ２１∶２００），４℃过夜；除
去一抗用ＰＢＳ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１漂洗３次后加入 Ｃｙ３标
记单克隆兔抗大鼠 ＭＡＰ２，室温避光放置于湿盒内
孵育１ｈ，除去二抗用ＰＢＳ漂洗２次，荧光显微镜下

观察并记录结果。

１．５　神经元平均突起长度测量
２４孔板培养神经元，６ｈ细胞贴壁后加药换培

养基，实验分为９组：溶媒对照组（０．１％ＤＭＳＯ）组，
ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１组，ＲＨ２，４和 ８μｍｏｌ·Ｌ－１组，
Ｋ２５２ａ５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１组，ＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１＋Ｋ２５２ａ５０
ｎｍｏｌ·Ｌ－１组，ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ·Ｌ－１组，ＲＨ
８μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ·Ｌ－１组。作用
７２ｈ，每孔随机选取 ２４个视野，每组 ４个复孔，拍
照。以突起长度大于２倍胞体的神经元为阳性神经
元，统计视野中的 １０个阳性神经元。采用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ软件计算照片中神经元的平均突起长度。
１．６　神经元存活率检测
１．６．１　ＭＴＴ比色法

将大鼠皮质神经元接种于 ９６孔板中，每孔
３．３×１０４个细胞，６ｈ神经元贴壁后，换培养基加药，
实验分为 ５组：０．１％ＤＭＳＯ溶媒对照组；ｂＦＧＦ
１０μｇ·Ｌ－１组，ＲＨ２，４和８μｍｏｌ·Ｌ－１组。培养７２ｈ
后，每孔加入２０μｌＭＴＴ５ｇ·Ｌ－１，４ｈ后移去上清，
加入 １５０μｌＤＭＳＯ，震荡 １０ｍｉｎ，用酶标仪上在
５７０ｎｍ波长下测各孔吸光度值（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ），每
组６个复孔，计算其平均值。细胞存活率（％）＝
（Ａ实验组 －Ａ对照组）／Ａ对照组 ×１００％。
１．６．２　ＬＤＨ测定

将大鼠皮质神经元接种于 ２４孔板中，每孔
２．５×１０５个细胞，６ｈ神经元贴壁后，换培养基加药，
按１．６．１项分组处理。取上清液，４℃，９２×ｇ离心
１ｍｉｎ。按照ＬＤＨ测定试剂盒说明书操作，用７６００
全自动生化仪测定ＬＤＨ含量（Ｕ·Ｌ－１）。
１．７　ＲＴＰＣＲ测定神经元ＭＡＰ２ｍＲＮＡ含量

将大鼠皮质神经元接种于６孔板中，每孔１．０×１０６

个细胞，贴壁后，换培养基加药，实验分为５组：溶媒
对照组（０．１％ＤＭＳＯ）组，ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１组，ＲＨ２，
４和８μｍｏｌ·Ｌ－１组。培养７２ｈ后用Ｔｒｉｚｏｌ提取大鼠
皮质神经元总ＲＮＡ，管家基因 ＧＡＰＤＨ作为内参基
因。根据ＧｅｎＢａｎｋ的序列（表１），用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件
设计小鼠 ＭＡＰ２引物。ＰＣＲ反应参数为：预变性
９４℃，３０ｓ；变性９４℃，１５ｓ；退火５８℃，１５ｓ；延伸
７２℃，３０ｓ；总循环数为 ３５。用 ２％琼脂糖凝胶在
６０Ｖ，７０ｍＡ，１ｈ条件下对扩增好的 ＰＣＲ反应产物
进行电泳，并用 ＭｕｌｔｉＧｅｎｉｕｓ型凝胶成像分析系统
进行图像分析，对扩增 ＤＮＡ片段进行吸光度扫描，
求出积分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ），计算
ＭＡＰ２基因与内参照基因 ＧＡＰＤＨ的 ＩＡ比值表示
ｍＲＮＡ的相对含量并拍摄照片。
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Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２（ＭＡＰ２）ａｎｄＧＡＰＤＨ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧｅｎＢａｎｋｅｎｔｒｙ

ＭＡＰ２ ＧＧＡＡＧＡＡＡＧＧＡＧＡＣＣＡＴＡＣＣＣ ＡＧＧＣＴＧＴＣＧＧＣＡＴＣＣＡＴＡＡＴ ＮＭ０１３０６６．１

ＧＡＰＤＨ ＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡ ＣＣＡＣＡＧＣＴＴＴＣＣＡＧＡＧＧＧ ＮＭ０１７００８．３

２　结果

２．１　培养的神经元形态学观察与鉴定
从图１Ａ中可以看出细胞有明显的突起，胞体

呈圆形或梭形，在其周围伴有明显的光晕，胞核及核

仁清晰可见。ＮＳＥ免疫细胞化学鉴定（图 １Ｂ）和
ＭＡＰ２免疫荧光鉴定（图１Ｃ）结果表明，９５％以上的
细胞呈阳性反应，故所培养的细胞大多数为神经元。

Ｆｉｇ．１　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｃｅｌｌｓｉｎ
ｃｕｌｔｕｒｅ．Ａ：ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｎｅｕｒｏｎｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｎｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：ｔｈｅｓａｍｅｎｅｕｒｏｎｓｓｔａｉｎｅｄｂｙＮＳＥ；Ｃ：ｔｈｅｓｅｎｅｕｒｏｎｓ
ｓｔａｉｎｅｄｆｕｒｔｈｅｒｂｙＭＡＰ２ｉｍｍｕｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．

２．２　大黄酸对神经元突起生长的影响
表２结果显示，与溶媒对照组相比较，ＲＨ２，４

和８μｍｏｌ·Ｌ－１组能明显促进神经元突起生长，从
（１２７±３３）μｍ增加到（１６０±３６）μｍ，具有统计学差

异（Ｐ＜０．０１）。

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨｏｎｎｅｕｒｉｔｅｌｅｎｇｔｈ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｕｒｉｔｅｌｅｎｇｔｈ／μｍ

０．１％ＤＭＳＯ １２７±３２

ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１ １６５±５５

ＲＨ２μｍｏｌ·Ｌ－１ １５７±３４

　 ４μｍｏｌ·Ｌ－１ １５８±３８

　 ８μｍｏｌ·Ｌ－１ １６０±３６

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

　　与 ＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１组相比较，Ｔｒｋ受体拮抗剂
Ｋ２５２ａ５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１和 ＰＩ３Ｋ拮抗剂 ＬＹ２９４００２
１０μｍｏｌ·Ｌ－１组神经元的平均突起长度均显著性缩
短，具有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。ＲＨ与Ｋ２５２ａ或与
ＬＹ２９４００２同时加入，ＲＨ延长神经元长度的作用被
拮抗剂阻断（Ｐ＜０．０１），基本恢复至溶媒对照组水
平（表３，表４）。

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨｗｉｔｈＫ２５２ａｏｎｎｅｕｒｉｔｅｌｅｎｇｔｈ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｕｒｉｔｅｌｅｎｇｔｈ／μｍ

０．１％ＤＭＳＯ １０９±１４

ＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１ １５０±２４

Ｋ２５２ａ５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ １２７±２０＃＃

ＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１＋Ｋ２５２ａ５０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ １０８±２３＃＃

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨｗｉｔｈＬＹ２９４００２ｏｎｎｅｕｒｉｔｅｌｅｎｇｔｈ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｕｒｉｔｅｌｅｎｇｔｈ／μｍ　

０．１％ＤＭＳＯ １３６±３３

ＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１ １５９±３７

ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ·Ｌ－１ １２９±３２＃＃

ＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ·Ｌ－１ １３６±３０＃＃

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＲＨ８μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．
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２．３　大黄酸对神经元存活率的影响
ＭＴＴ结果（表５）表明，与溶媒对照组相比，ＲＨ

２，４和８μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞的存活率均明显增加。Ａ
值从０．０８９±０．００２增加到０．１００±０．００５，存活率增
加到（１１５．７±２．５）％具有显著意义（Ｐ＜０．０５）。
ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１组细胞存活率明显增高，达
（１７８．７±８．０）％。

神经细胞衰老或受损时会导致生物膜功能异

常，ＬＤＨ的渗漏量增加，因此，培养液中 ＬＤＨ的活
性可反映神经细胞的生长和存活状态。ＬＤＨ检测
结果（表６）显示，与溶媒对照组相比，ＲＨ２，４和８
μｍｏｌ·Ｌ－１组神经元中 ＬＤＨ含量均显著降低（Ｐ＜
０．０５），最 低 达 （７．５０±０．５８）Ｕ·Ｌ－１； ｂＦＧＦ
１０μｇ·Ｌ－１组神经元中 ＬＤＨ含量也明显降低（Ｐ＜
０．０１），达到（７．２５±１．２６）Ｕ·Ｌ－１。

Ｔａｂ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨｏｎｎｅｕｒｏｎｓｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｂｙＭＴＴａｓｓａｙ

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ａ） Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ／％

０．１％ＤＭＳＯ ０．０８９±０．００２ １００．０±５．０

ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１ ０．１６０±０．０１６ １７８．７±８．０

ＲＨ２μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．１００±０．００３ １１３．５±１．５

　 ４μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．１００±０．００１ １１２．４±０．５

　 ８μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．１００±０．００５ １１５．７±２．５

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈ０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨ ｏｎｎｅｕｒｏｎｓｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｂｙＬＤＨ
ｒｅｌｅａｓｅａｓｓａｙ

Ｇｒｏｕｐ ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１

０．１％ＤＭＳＯ ９．７５±０．９６

ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１ ７．２５±１．２６

ＲＨ２μｍｏｌ·Ｌ－１ ８．２５±０．５０

　 ４μｍｏｌ·Ｌ－１ ８．００±０．８２

　 ８μｍｏｌ·Ｌ－１ ７．５０±０．５８

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈ０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

２．４　大黄酸对大鼠皮质神经元ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表达
的影响

ＲＴＰＣＲ结果（图２和表７）表明，与溶媒对照组
比较，ＲＨ２μｍｏｌ·Ｌ－１组 ＭＡＰ２ｍＲＮＡ无明显改变，
ＲＨ４和８μｍｏｌ·Ｌ－１显著增加皮质神经元中 ＭＡＰ２
ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５），作用效果与阳性对照药
ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１相当。说明ＲＨ可以增强大脑皮质
神经元ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表达能力。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨｏｎｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２
ｍＲＮＡ（ＭＡＰ２ｍＲＮＡ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓｏｆ
ｒａｔｓ．Ｌａｎｅ１：０．１％ＤＭＳＯ；ｌａｎｅ２：ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１；ｌａｎｅｓ３－５：
ＲＨ２，４ａｎｄ８ｍｍｏｌ·Ｌ－１．

Ｔａｂ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＨｏｎＭＡＰ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ
ＭＡＰ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（ＩＡＭＡＰ２∶ＩＡＧＡＰＤＨ）

０．１％ＤＭＳＯ ０．２４±０．０３

ｂＦＧＦ１０μｇ·Ｌ－１ ０．５７±０．１７

ＲＨ２μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．３８±０．１１

　 ４μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．５１±０．１８

　 ８μｍｏｌ·Ｌ－１ ０．５１±０．２３

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈ０．１％ ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

３　讨论

神经元体外培养模型是神经元发育分化、神经

再生、神经疾病的发生机制药物筛选等众多研究领

域的重要模型。体外培养神经元的方法总体可分为

有血清培养和无血清培养。血清可以提供细胞生长

所需要的各种营养物质，当培养基中去除血清后，神

经元存活率会大大降低［１０］。但由于血清成分复杂，

对实验结果影响干扰较大。而无血清培养步骤简

便，培养的细胞活性及生理特性保持良好。故本实

验选用无血清培养模型，探讨 ＲＨ对神经元突起生
长及神经元存活率的影响。

提高神经元的存活率和促进突起生长是考察被

筛选的药物在体外实验中是否具有神经营养作用的

主要指标。本实验形态学结果表明，ＲＨ与溶媒对
照组比较能显著增长神经元突起长度，ＭＡＰ２属于
结构性相关蛋白家族，主要存在于中枢神经元的树

突和胞体［１１］，在维持神经元形态方面起着重要的作

用，并能调控突起的生长和可塑性［１２］。ＲＴＰＣＲ结
果表明，ＲＨ促进 ＭＡＰ２ｍＲＮＡ表达，说明 ＲＨ能促
进神经元突起的生长，维持其形态的稳定。ＭＴＴ比
色法和ＬＤＨ检测结果显示，与溶媒对照组相比，ＲＨ
各浓度组均可以提高细胞活力，使神经元的存活率
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提高。以上结果提示，ＲＨ兼有促进神经元突起生
长和促进细胞存活的双重作用，与神经营养因子的

作用类似。具有潜在的治疗神经退行性疾病及其相

关疾病的作用。

目前一般认为，小分子神经营养拟似物可通过

直接激活Ｔｒｋ受体、间接激活Ｔｒｋ受体（有些物质可
能通过腺苷Ａ２ａ受体活化间接激活Ｔｒｋ受体）、促进
ＮＴＦ与Ｔｒｋ受体结合以及诱导神经营养素的表达或
分泌等途径发挥作用。本实验中，工具药 Ｋ２５２ａ
（Ｔｒｋ受体抑制剂）能部分阻断 ＲＨ的作用，表明 ＲＨ
可能是部分通过Ｔｒｋ受体产生作用。

ＮＴＦ主要通过激活 Ｒａｓ／ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ途径，促进
神经元存活，抑制其凋亡，从而起到神经保护作用

的［１４］。本实验中，加入 ＬＹ２９４００２后，ＲＨ的作用被
完全阻断，暗示ＲＨ可能主要通过ＰＩ３Ｋ这一信号通
路产生神经营养作用。后续实验将运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印
迹技术检测 ＰＩ３Ｋ等下游相关蛋白的磷酸化水平，
从而进一步确证 ＲＨ的作用机制是否是通过激活
Ｒａｓ／ＰＩ３ｋ／ＰＫＢ通路而发挥作用的。
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第十五届中国神经精神药理学学术会议通知（第一轮）

　　第十五届（２０１２年）中国神经精神药理学专业委员会学术年会将于２０１２年７月２０－２３日在河北省张家口市召开。会议
由中国药理学会神经药理专业委员会主办、河北北方学院承办。会议将邀请国内外著名药理学家和相关学科的专家作大会

学术报告，还将举行药理学研究专题和青年英文报告。欢迎神经精神药理学、神经内科、神经外科、精神病科、麻醉科等科研

工作者以及医药企业代表积极投稿，征文将择优以摘要形式在《中国药理学与毒理学杂志》刊出。征文内容以摘要形式投稿；

摘要采用中文撰写，每篇不超过６００字，Ｗｏｒｄ格式，小四号宋体，１．５倍行距，不附图表。具体实例请见《中国药理学与毒理学
杂志》２０１０年第２４卷第 ５期中的“第十四届中国神经精神药理学学术会议论文摘要”。论文摘要请以 Ｅｍａｉｌ发至：ｙａ
ｏｌｉｈｕｉ２０１２＠１２６．ｃｏｍ，注明“张家口会议征文”。征文截止日期：２０１２年５月３０日。会务费和资料费：正式代表９００元，学生代
表７００元，港台代表１８００元，国际代表４００美元。

通讯地址：河北省张家口市钻石南路１１号河北北方学院研究生部；邮编：０７５０００
联系人：李　炜：（０３１３）４０２９３０６，１８９３２６３５６１３
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