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刺五加皂苷对体外培养大鼠脊髓运动神经元缺氧损伤的保护作用
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［摘要］　目的：观察刺五加皂苷（ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓｓａｐｏｎｉｎｓ，ＡＳＳ）对脊髓运动神经元缺氧损伤有无保护作用，并探讨

其可能机制。方法：对胚鼠运动神经元进行原代分离培养，免疫组化鉴定后建立缺氧诱导的神经元凋亡模型。取运动神经元

培养在２４孔板中，每组１０孔，分为４组：对照组，无缺氧损伤；缺氧损伤组；ＡＳＳ保护组，缺氧前２４ｈ加入５０μｇ／ｍｌ的ＡＳＳ；神

经胶质细胞源性神经营养因子（ＧＤＮＦ）保护组，缺氧前２４ｈ加入０．１μｇ／ｍｌ的ＧＤＮＦ。倒置显微镜及电镜下观察细胞形态学

变化；ＭＴＴ法测定神经元细胞活性；检测细胞外液ＬＤＨ释放量来观察 ＡＳＳ对神经元细胞膜稳定性的影响。提取细胞匀浆

液，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测分析ＡＳＳ对缺氧的运动神经元 ＨＩＦ１α表达的影响。结果：形态学观察显示ＡＳＳ、ＧＤＮＦ保护组神经

元缺氧损伤较缺氧损伤组明显减轻。ＡＳＳ保护组神经元的细胞活性（０．２１±０．０２８）比缺氧损伤组（０．１５±０．０１２）高（Ｐ＜
０．０５），而ＬＤＨ的释放量（２８．６±１．３０９）比缺氧损伤组（４０．７±１．８８５）低（Ｐ＜０．０１）；缺氧损伤组的神经元 ＨＩＦ１α的相对表达

量（０．７２±０．０２７）比对照组（０．１６±０．００３）高（Ｐ＜０．０１），但 ＡＳＳ保护组 ＨＩＦ１α的表达（１．１５±０．０１６）最高（Ｐ＜０．０１）。ＡＳＳ

对大鼠脊髓运动神经元缺氧损伤的保护作用与ＧＤＮＦ相仿。结论：ＡＳＳ可以提高体外缺氧损伤的运动神经元的细胞活性，

对细胞的缺氧损伤有明显的保护作用，其保护作用的发挥，可能与增强细胞膜的稳定性及提高细胞 ＨＩＦ１α的表达有关。
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　　急性脊髓损伤（ＡＳＣＩ），一直是困扰医学界的一
大难题。现研究表明继发性脊髓损伤是脊髓损伤的
重要组成部分。随着细胞凋亡概念的提出，研究［１，２］
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发现脊髓损伤后广泛存在神经元的凋亡，延缓或阻
断神经细胞广泛的凋亡是神经保护的主要目标，所
以神经保护剂的筛选及相关药理机制的研究已成为

中枢神经系统损伤修复研究的一大热点。

　　刺五加皂苷（ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓｓａｐｏ
ｎｉｎｓ，ＡＳＳ）为中草药刺五加中提取的黄酮类制剂，
在脑缺血的研究中发现其能明显增加缺血脑组织的

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）含量，减少丙二醛（ＭＤＡ）含
量，对脑组织缺血有保护作用［３］。刺五加对缺血培
养的大鼠胎鼠大脑皮质神经元具有保护作用，其机
制与提高抗氧化物质含量、减少脂质氧化物生成、拮
抗兴奋性氨基酸毒性有关［３］。鉴于刺五加皂苷的前
述作用，推测刺五加皂苷可用于 ＡＳＣＩ的治疗。缺
氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）是
一种分布和作用十分广泛的真核细胞转录因子，可
被多种胞外刺激活化，影响细胞存活、生长、分化及
凋亡的基因表达，具有重要的生理作用。目前认为

ＨＩＦ１活化是细胞低氧应答的关键环节［４］。本实验
旨在观察刺五加皂苷能否对体外缺氧条件下大鼠

脊髓运动神经元发挥保护作用，并探讨其可能机
制。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　ＡＳＳ由吉林大学有机化学研究
室提供，多聚赖氨酸、胰蛋白酶、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ、硝酸
纤维膜等购自Ｓｉｇｍａ公司，兔抗鼠神经元特异性烯
醇化酶抗体（ｎｅｕｒｏｎａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）、生物
素化的羊抗兔ｌｇＧ购自北京中山公司，ＤＭＥＭ 培养
基、胎牛血清、神经胶质细胞源性神经营养因子（ｇｌｉａ
ｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＧＤＮＦ）购 自

Ｇｉｂｃｏ公司。ＳＤ大鼠由南通大学动物研究中心提
供。

１．２　大鼠脊髓运动神经元（ｓｐｉｎａｌｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓ，

ＳＭＮｓ）体外培养［５，６］及染色鉴定　乙醚麻醉孕１５ｄ
ＳＤ大鼠，无菌条件下取出并分离脊髓。切取脊髓的
腹侧组织，置于０．２５％胰蛋白酶和１％胶原酶中，

３７℃消化；消化后的脊髓前角细胞悬液（培养液为含

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基 ）在培养前进行差速贴
壁，离心后换入ＮＢ１培养液吹打均匀，以１×１０６／ｍｌ
的细胞密度接种，置于５％ＣＯ２培养箱中培养。每周
换液２次。取培养１０ｄ的细胞进行ＮＳＥ免疫组织
化学染色，４％多聚甲醛室温固定；加入０．３％Ｈ２Ｏ２
甲醇，以去除内源性过氧化氢酶；１０％绵羊血清封闭

２０ｍｉｎ；加入一抗（１∶２００兔抗鼠 ＮＳＥ抗体）４℃冰
箱过夜；二抗（１∶２００生物素化的山羊抗兔）孵育６０

ｍｉｎ；ＡＢＣ液６０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，乙醇脱水，二甲苯
透明，塑胶封片。

１．３　缺氧损伤模型（神经元凋亡模型）［７］的建立及
动物分组　取培养７ｄ的运动神经元，吸去培养液，
换上无血清Ｌ１５培养基，同时用石蜡油封闭各孔造
成缺氧条件，继续培养３ｄ。分组如下：对照组，正常
培养１０ｄ，不进行缺氧损伤；缺氧损伤组，在缺氧损
伤前２４ｈ给予０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２磷酸缓冲溶液
（ＰＢＳ）约８００μｌ；ＡＳＳ保护组，在运动神经元种植后

２４ｈ及损伤前２４ｈ均加入５０μｇ／ｍｌ的ＡＳＳ约８００

μｌ；ＧＤＮＦ 保护组，在运动神经元种植后 ２４ｈ
及 损 伤 前２４ｈ均 加 入０．１μｇ／ｍｌ的 ＧＤＮＦ约

８００μｌ。

１．４　形态学观察　倒置显微镜观察：观察神经元的
生长状态及形态变化。扫描电镜观察：切片在４％
戊二醛中固定，漂洗；再用１％锇酸固定，漂洗；然后
使用１００％乙腈逐级脱水，真空干燥，镀膜。在ＪＳＭ
Ｔ３００ 扫 描 电 镜 （ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

ＳＥＭ）下观察细胞形态。透射电镜观察：经４％戊二
醛前固定，１％锇酸后固定，乙醇梯度脱水，Ｅｐｏｎ８１２
树脂包埋，ＬＫＢＶ超薄切片机切片，铀铅复染，在

ＪＥＭ１００Ｓ型透射电镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）下观察细胞内结构变化。

１．５　ＭＴＴ法测定神经元存活率［８］　向９６孔板加
入２５μｌＭＴＴ溶液（终浓度１ｍｇ／ｍｌ），３７℃下继续
培养４ｈ，每孔再加入１００μｌ溶于５０％ＤＭＦ的２０％
ＳＤＳ，３７℃放置２０～２４ｈ，用微孔酶标仪在５７０ｎｍ
处测定其光密度值（Ｄ５７０值），各组存活率用百分比
的形式表示。

１．６　ＬＤＨ 释放量测定［９］　分别取０．１９４ｍｇ／ｍｌ
丙酮酸钠及０．１５４ｍｇ／ｍｌＮＡＤＨ 各１．３ｍｌ，溶于

ｐＨ７．５的 Ｋ２ＨＰＯ４／ＫＨ２ＰＯ４缓冲液，加入０．４ｍｌ
待测培养液，３７℃下迅速混匀，３０ｓ后每隔１０ｓ用微
孔酶标仪在３４０ｎｍ处测定其光密度值（Ｄ３４０值），连
续５ｍｉｎ，以每毫升培养液每分钟Ｄ３４０值下降０．００１
为一个ＬＤＨ活性单位（Ｕ·ｍｌ－１·ｍｉｎ－１）。

１．７　ＳＤＳＰＡＧＥ［１０］和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析法检测运
动神经元 ＨＩＦ１α表达　采用ＳＤＳＰＡＧＥ系统，对
各组细胞的提取液（根据文献［１１］方法）按常规制胶，
加样进行垂直板电泳然后予以转膜，加入一抗、二抗
进行抗原抗体反应，显影、定影，扫描后采用四星图
像分析仪进行图像分析。

１．８　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，采用

Ｓｔａｔａ７．０统计软件进行数据处理。两组数据间比
较用两样本均数比较的ｔ检验。
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２　结　果

２．１　ＳＭＮｓ的生长状况及染色鉴定 培养１０ｄ神
经元相互之间、神经元和非神经元细胞（主要是星形
胶质细胞）之间相互形成联系，连接成密集的网络。
成纤维细胞和胶质细胞生长铺展于底层，神经元在它
们的上层生长。培养１０ｄ的脊髓细胞进行ＮＳＥ免疫
组织化学染色，阳性染色为棕黄色细胞，能较好
的显示细胞形态，培养出生长良好的运动神经元
（图１）。

２．２　ＳＭＮｓ的形态学观察

２．２．１　倒置镜下形态学观察　对照组神经元胞体
饱满，周围有光晕，突起细长，相互联系连成网络状
（图２Ａ）；缺氧损伤组的细胞透光率下降，胞体皱缩
成球形，突起断裂，网络消失，不少细胞破裂死亡，并

出现悬浮死细胞（图２Ｂ）；ＡＳＳ保护组的神经元形态
有所改善，较多细胞保留突起，可见细胞的肿胀、坏
死（图２Ｃ），与ＧＤＮＦ保护组类似。

图１　大鼠脊髓运动神经元ＮＳＥ染色鉴定

Ｆｉｇ１　ＮＳＥｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
ｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｉｎｒａｔｓ（×４００）

图２　各组大鼠脊髓运动神经元倒置相差显微镜形态观察

Ｆｉｇ２　Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｕｎｄｅｒｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（×４００）

Ａ：ＳＭＮｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１０ｄｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＳＭＮｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄｉｎａｎｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＭＮｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄｉｎＡＳＳｐｒｅ

ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．２．２　电镜形态变化　扫描电镜：培养１０ｄ的对
照组神经元，胞体饱满，细胞膜光滑，突起粗大（图

３Ａ）；缺氧损伤组神经元，胞体皱缩、穿孔，突起断

裂、消失（图３Ｂ）；ＡＳＳ保护组神经元胞体缩小，
突起变细，有断裂现象（图３Ｃ），与ＧＤＮＦ保护组类
似。

图３　各组大鼠脊髓运动神经元扫描电镜形态观察

Ｆｉｇ３　Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×３５００）

Ａ：Ｎｅｕｒｏｎｓｓｈｏｗｅｄｓｍｏｏｔｈａｎｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ，ｒｏｕｎｄｃｅｌｌｂｏｄｙ，ｐｈａｓｅｂｒｉｇｈｔａｐｐｅａｒａｎｃｅｗｉｔｈｌｏｎｇｎｅｕｒｉｔｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

Ｂ：Ｓｏｍｅｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ，ｗｉｔｈｓｈｒｕｎｋｅｎｓｏｍａｓａｎｄｂｒｏｋｅｎｎｅｕｒｉｔｉｓｉｎａｎｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌｅｓｓｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎＡＳＳｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎａｎｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｒｏｕｐａｎｄＧＤＮＦｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｂｕｔｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｓｍａｌｌｅｒａｎｄ

ｔｈｅｉｒｎｅｕｒｉｔｉｓ（ｗｉｔｈｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｓ）ｗｅｒｅｓｌｉｇｈｔｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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２．２．３　透射电镜　对照组形态保持正常，核膜光
滑，核大呈圆形或椭圆形，染色质细小均匀，核周池
均匀，可见明显的核仁，胞质内线粒体、粗面内质网
结构清晰，核糖体丰富（图４Ａ）。缺氧损伤组神经元
胞体呈现体积缩小，细胞变圆、部分核膜有小凹陷、
突触断裂、消失，胞质浓缩、线粒体肿胀空泡化、内质

网扩张明显，染色质浓缩及边聚等凋亡现象（图

４Ｂ）。ＡＳＳ保护组细胞形态趋于正常，与缺氧损伤
组相比，细胞损伤有明显减轻，大部分核染色质分布
均匀，超微结构与对照组相似，线粒体板层状
嵴清楚，核糖体较丰富（图４Ｃ），与ＧＤＮＦ保护组类
似。

图４　各组大鼠脊髓运动神经元透射电镜形态观察

Ｆｉｇ４　Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×６０００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｎｅｕｒｏｎｓｈａｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｍｅｍｂｒａｎｅ，ｗｅｌｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎａｎｄｄｉｓｔｉｎｃｔｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ；Ｂ：Ｎｅｕｒｏｎｓｉｎａｎ

ｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｒｏｕｐｈａｄｉｎｔａｃｔｎｕｃｌｅａｒｍｅｍｂｒａｎｅ，ｃｏｎｄｅｎｓｅｄｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎａｎｄｓｅｖｅｒｅｌｙｏｖｅｒｓｐｒｅａｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ；

Ｃ：ＮｅｕｒｏｎｓｉｎＡＳＳｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｈａｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｍｅｍｂｒａｎｅ，ｓｌｉｇｈｔｌｙｃｏｎｄｅｎｓｅｄｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎａｎｄｓｌｉｇｈｔｌｙｏｖｅｒｓｐｒｅａｄｅｎｄｏｐｌａｓ

ｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

２．３　神经元存活率测定结果　ＭＴＴ法测定结果可

见，神经元经缺氧损伤处理后，Ｄ５７０值（０．１５±

０．０１２）显著下降，与对照组（０．２６±０．０３５）相比有非

常显著性差异（Ｐ＜０．０１），表明细胞活性非常显著

地下降；ＡＳＳ预保护组的Ｄ５７０值（０．２１±０．０２８）显著

高于缺氧损伤组（Ｐ＜０．０５），表明 ＡＳＳ均可显著改

善细胞活性。ＡＳＳ保护组与ＧＤＮＦ保护组（０．２０±

０．０２６）间无显著差异。

２．４　ＡＳＳ对ＬＤＨ释放量（Ｄ３４０值）的影响　缺氧损

伤组ＬＤＨ释放量（４０．７±１．８８５）明显高于对照组

（１４．１５±０．４１６，Ｐ＜０．０１）；ＡＳＳ保护组的ＬＤＨ释

放量（２８．６± １．３０９）明显低于缺氧损伤组（Ｐ＜
０．０１）。ＡＳＳ保护组与ＧＤＮＦ保护组（２６．５±０．８８５）

间无显著差异。

２．５　ＡＳＳ对 ＨＩＦ１α表达的影响　运动神经元经

缺氧处理后提取蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测分析。

对照组几乎未见 ＨＩＦ１α表达，缺氧损伤组有 ＨＩＦ

１α表达，ＡＳＳ保护组、ＧＤＮＦ保护组 ＨＩＦ１α表达

量均进一步增强。

　　统计学分析表明缺氧损伤组 ＨＩＦ１α相对表达

量（０．７２±０．０２７）较对照组（０．１６±０．００３）显著增高

（Ｐ＜０．０１），ＡＳＳ保护组（１．１５±０．０１６）、ＧＤＮＦ保

护组（１．１２±０．０１６）较缺氧损伤组明显增高（Ｐ＜
０．０１），ＡＳＳ与ＧＤＮＦ保护组间无显著差异。

３　讨　论

　　随着脊髓缺氧性损伤分子机制研究的深入，神

经保护剂的研究已成为新的着眼点。ＡＳＳ具有抗低

氧、抗水肿、清除自由基提高细胞内ＳＯＤ活性、阻止

钙离子通道、抑制内皮素分泌和ＮＯ释放、减少血小

板聚集等药理活性［３］。已有研究显示，ＡＳＳ对实验

性脑损伤和临床脑功能不全有较明显的治疗效果。

有关ＡＳＳ对体外培养的皮质神经元缺氧具有保护

作用的报道很多，并推测该作用的多种机制。本实

验结果表明 ＡＳＳ对体外培养脊髓运动神经元在缺

氧条件下具有保护作用。

　　本实验选用对缺氧较为敏感的运动神经元进行

体外培养，建立的缺氧损伤模型引起的神经元细胞

损害的病理过程，与临床脊髓损伤后继发性病理损

害常引起的脊髓组织缺氧病理过程类似，为研究早

期缺氧对脊髓组织继发损伤的发病机制和早期药物

干预提供了较为理想的实验平台。ＧＤＮＦ是目前已

知的特异性最强的胆碱能运动神经元营养因子，对

运动神经元有明显的助存活、促分化、增强代谢的功

能［１２］。正因为如此本实验选ＧＤＮＦ作阳性对照物。

脊髓损伤后继发性病理损害常引起脊髓组织缺氧，

进而诱导 ＨＩＦ１在创伤后缺血脊髓组织中表达。

ＨＩＦ１是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和人体内
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的一种转录因子，能激活多种低氧反应基因（ｈｙｐｏｘ

ｉａｒｅｓｐｏｎｓｅｇｅｎｅ，ＨＲＧ）的表达，是哺乳动物和人在

缺氧条件下维持氧稳态的关键性物质［１３］。

　　本研究发现经缺氧处理的神经元，其凋亡的百

分率升高；而未经处理及给予ＡＳＳ预保护的神经元

凋亡率明显低于损伤组。经缺氧处理的神经元电镜

下呈现典型的凋亡超微结构特征：受损的细胞体积

缩小、突触断裂或消失，细胞变圆、失去微绒毛，胞质

浓缩、内质网扩张，胞膜起泡、穿孔，核皱缩、核膜断

裂、染色质浓缩及边聚等凋亡现象；而给予 ＡＳＳ、

ＧＤＮＦ保护的神经元与正常对照组相似。由此可

见，缺氧能诱导神经元凋亡，ＡＳＳ、ＧＤＮＦ可有效地

拮抗缺氧引起的神经元凋亡，并且 ＡＳＳ、ＧＤＮＦ对

神经元的保护作用效力相仿。通过对ＬＤＨ释放量

的测定，结合 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析，发现神经元经缺氧

处理后可诱导 ＨＩＦ１α表达；ＡＳＳ、ＧＤＮＦ预处理２４

ｈ后再进行缺氧处理，则 ＨＩＦ１α表达量进一步增

加。提示ＡＳＳ抗缺氧损伤作用的机制，可能与其增

强缺氧神经元细胞膜稳定性及提高神经元 ＨＩＦ１α
表达有关。以往研究［１４］表明 ＨＩＦ１α反义寡核苷酸

可与ｍＲＮＡ上游起始密码子相结合，阻断蛋白的翻

译，从而封闭 ＨＩＦ１α表达。ＡＳＳ可能在细胞缺氧

初期促进ＨＩＦ１α蛋白表达上调，启动其下游基因表

达，促进氧自由基的清除，增强细胞膜的稳定性，从

而有利于细胞维持内环境的稳定，使机体可以对抗

缺氧的损伤。但ＡＳＳ如何调控 ＨＩＦ１α蛋白表达上

调，ＡＳＳ是否通过相同的信号转导途径发挥作用，

有待进一步研究。
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