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摘 要
: 【目的 ]研究烟碱对皮质神经元的保护作用

。

【方法】在培养至第 6 天的皮质神经元中以不同浓度 (l

林m o UL
,

10 林m o刀L
,

100 网。比 )烟碱预孵 Z h
,

再加人 0
.

1 林m 。

比秋水仙碱作用 24 h
。

通过相差显微镜形态学观

察
,

H oe hc st 332 5 8 核荧光染色进行凋亡率计数和测定乳酸脱氢酶相对释放量 (DL H )的实验
,

再测试 10 卜m心 L

预孵不同时间 .(0 5
,

2
,

8) h 的烟碱对秋水仙碱诱导大鼠大脑皮质神经元凋亡的作用
。

【结果】秋水仙碱可诱导皮质

神经元调亡
,

烟碱可拮抗秋水仙碱的此种作用
。

其中 10 林m o

讥 烟碱预孵 Z h 保护作用最强
。

【结论】烟碱可拮抗

秋水仙碱诱导大鼠大脑皮质神经元凋亡的作用
。
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动物整体研究和离体实验均发现烟碱对多种

因素介导的神经元损伤具有保护作用 ”
·

2]
。

其作用

机制尚未完全清楚
,

可能与烟碱对神经细胞凋亡

的拮抗作用有关
。

我室前期工作已用秋水仙碱诱

导大鼠大脑皮质神经元凋亡模型
,

该模型可部分

模拟老年痴呆中神经纤维缠结的病理改变
。

故本

研究在此模型中探讨烟碱拮抗秋水仙碱诱导皮质

神经元凋亡的作用
,

从而为研究开发防治老年性

痴呆的药物提供新的线索
。

1 材料和方法

1
.

1 动物
、

试剂及仪器
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:
新生 S p r a g u e 一 D a w ley 大鼠
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由中山大学

北校区实验动物中心提供
。
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1
.

2 皮质神经元的分离和培养

取新生 24 h 内 s p r a g u e 一 D a w l e y 大鼠
,

小心分

离出大脑皮质部分
。

用含 12
.

5 岁L 胰蛋白酶 37 oC

水浴消化 17 m in
。

消化后
,

加人等体积胰酶抑制剂

终止消化
。

静置 10 m i n
。

取上清
,

离心 5 m i n ( 1 0 0 0

x 助
。

去上清
,

用含有 DM E M 的培养基洗涤沉淀
,

再离心 5 m in ( 1 000
x
动

,

去上清
,

将沉淀加人含有

D M EM 的培 养 基 ( D
u lb e e e o ’ 5 m o d iif e d E a g l e

’ s

m e d i u m ) (含体积分数 10%灭活胎牛血清
,

1 0 0 9 /L

青霉素
,

0
.

1 g lL 链霉素 )混匀并稀释至细胞计数值

为 106/ m L
,

接种于预铺 了 p o ly
一

L
一

l y s in e
( 10 林g /m L )

的 3 5 m m 一次性塑料培养皿
。

置于体积分数 5%

C 0 2 ,

37 OC 环境培养箱培养 24 h 后
,

全部换成含

20 9几 B 二 的无血清培养基
,

以后每隔两天半量换

液 1 次
,

培养至第 6 天加药
。

无血清浓度足 以抑制

大部分胶质细胞的增殖
。

以免疫荧光法进行神经

元鉴定
,

用特异性结合于神经元带荧光标记的破

伤风毒素染色 l3]
,

以每个视野下神经元数 目占每个

视野下总细胞数的比例为神经元纯度
。

经鉴定神

经元纯度达 90 % 以上
。

培养至第 6 天全部换成无

血清培养基
,

并施加处理
。

1
.

3 核荧光染色

取待测的培养神经元
,

除去培养基
,

用冷磷酸

盐缓冲液 P B S 洗两次
。

体积分数 4% 甲醛溶液 4 0

。

C 固定 10 m i n
。

PB S 洗两次
,

室温吹干
。

加人 l

m L H o e e h s t 3 3 2 5 s ( 8 林g /m L
,

溶于 p B S )
,

室温下染

色 5 m in
。

蒸馏水洗两次
,

室温吹干
。

在倒置荧光

显微镜下进行凋亡核计数和拍照记录
。

1
.

4 神经元相对乳酸脱氢酶 (L O )H 释放 t 测定

神经元死亡时胞膜破裂
,

胞内 L D H 释放到细

胞外
,

释放的 L D H 量与细胞的死亡程度呈正相

关
。

因此测定 L D H 的相对释放量作为神经元死亡

的定量指标 ( K
o r z n i e w s k i

一

C )
。

每孔样本加人 100

林L 培养基
,

转移至 % 孔细胞培养板
,

每孔样本加

人 10 0 卜L L D H 底物混合液 ( 0
.

2 m o l /L pH 8
.

2

T ir s
缓 冲液内含 0

.

5 m m o l / L 乳酸钠
,

0
.

6 m m o l / L

碘硝基氯化四氮哩 (NI T )
,

.0 3 m m ol 几 吩嗓二甲醋

硫酸盐 ( p M s )
,

10 林 m o l / L 氧化形辅酶 I (N A D ) )
,

于 3 7
O

C 反应 30 m i n
。

用酶标仪在 4 9 0 n m 处测定

其吸光度
。

1
.

5 统计学分析

核荧光染色试验中
,

每 100 个细胞中凋亡细

胞的数量定为凋亡率
。

每个样本数 or 个不同的视

野
,

进行 3 次独立试验
。

神经元相对乳酸脱氢酶释

放量测定试验中
,

测定对照组释放 LD H 的吸光度

(A )值作为 or o%
,

算出其它组的 L D H 释放量
。

每

` . 曰. . . . . . . . . .
~ 一 日口 . 宁 , . `

一
J

. . . . . . . . . . . . . . .

~
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 、 “ . . . . . . . . . . 曰 . . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ` . . . . . . . . . . . . . . . . . ,

图 1 烟碱预孵 Z h 对秋水仙碱诱导皮质神经元凋亡形态学影响的相差显微镜观察

圈 2 烟碱预孵不同时间对秋水仙碱诱导皮质神经元凋亡形态学影响的相差显微镜观察
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1 卜m o l / L e o le h i e in e s : ZC : 10 协m o l / L n i e o t in e 0
.

5 h + 0
.

1 卜m o l/ L e o le h i e in e s ; ZD : 10 协m o ll L n i e o t i n e Z h + 0
.

1 林m o ll L

e o le h i e i n e s : ZE : 10 协m o l/ L n i e o t i n e s h + 0
.

1 协m o l / L e o le h i e i n e
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种处理取 3个样本
,

进行 3 次独立试验
,

结果均表

示为屁
: 。

采用 SPS S 软件进行单因素方差分析

(
。 ne

一

w ay A N o v A )
,

有统计学意义继续作多重 因

素的两两比较 ( m
u l t ip l e C o m p a r is o n S

)
,

检验水准
,

a =

0
.

0 5
。

中
,

Z h 烟碱组与对照组
、

秋水仙碱组及其它烟碱组

间比较差异有统计学意义 (尸 < .0 05 ) (表 l
,

表 2 )
。

2 结 果

2
.

1 烟碱拮抗秋水 仙碱诱发大 鼠皮质神经元凋

亡的形态学观察

每个样本随机取 3 个不同的视野观察神经元

的形态并拍照分析
。

以不同浓度 (l
、

10
、

100 )林m d /

L 烟碱预孵 Z h
,

再加人 0
.

1 林m ol 几 秋水仙碱作用

2 4 h 相差显微镜观察 (图 l)
,

10 林m ol 几 组部分神

经元胞体清晰完整
。

进一步对 or 林m ol 几 烟碱预

孵不同的时间 ( 0
.

5
、

2
、

8 ) h 再加入 0
.

1 林m o l / L 秋水

仙碱作用 24 h 相差显微镜观察 (图 2)
。

结果显示

10 林m o l z L 烟碱预孵 Z h 保护效果最好
。

2
.

2 烟碱对神经元核凋亡率的影响

H o e e h s t 3 3 2 5 5 核荧光染色显示
,

本实验发现

对照 组和秋水仙碱模型组 的凋亡率分别是
: ( 8士

l )%
,

( 62 土 1 )%
,

两者差异有统计学意义 沪 <

0
.

0 1 )
。

l 林m o l / L
,

10 卜m o l /L
,

10 0 林, n o l /L 烟碱预孵

Z h
,

再经秋水仙碱处理 24 h 后神经元的凋亡率分

别为
:
( 4 6土4 )%

,

( 38士 2 )%
,

( 6 0士4 )%
,

不同剂量组

间差异有统计学意义 (尸 0<
.

05 )
。

经 10 协m ol/ L 烟

碱预处理 ( 0
.

5
、

2
、

s ) h
,

0
.

1 林m o l / L 秋水仙碱引起

的细胞凋亡率由 ( 5 8土 2 )%分别下降至 ( 48
土2 )%

、

( 3 8土 l )%
,

( 5 7土2 )%
。

其中 10 林: n o l /L 烟碱预处理

Z h 的凋亡率与秋水仙碱组 间差异有统计学意义

( P < 0
.

0 5 ) (表 l
,

表 2 )
。

.2 3 烟碱抑制 秋水仙碱导致 皮质神经 元 释放

L D H 作用

0
.

1 卜m o l /L 秋水仙碱作用 2 4 h 后 L D H 相对

释放量为 (2 0 2土8 )%
,

加人不同浓度烟碱 ( l
、

10
、

100 )林m o l / L 预孵 Z h 后
,

神经元的 L D H 相对释放

量分别为
:
( 15 4 土s )%

、

( 14 5士6 )%
、

( 1 9 3
士9 )%

。

其

中 一林m o l /L 和 10 林m o l /L 烟碱预孵 Z h 后秋水仙

碱引起的神经元相对 L D H 释放量与对照组及秋

水仙碱组间差异均有统计学意义 (尸< 0
.

05 )
,

以 10

协m ol L/ 烟碱预孵不同的时间 (0
.

爪 2
、

8 ) h 后
,

秋水

仙碱组为 ( 209 士 7 )%
,

3 个不同孵育时间烟碱组的

结果分别是 ( 1 5 5
士7 )%

,

( 15 9士7 )%
,

( 2以
土 l )%

。

其

表 1 烟碱预孵 Z h 对秋水仙碱诱发皮层神经元凋亡率和

L D H 的影响

aT b l e 1 hT
e e

ffe
e t o

f
n ie o ri n e p肥 L肥 a t e d 2 h

o u l` o n

a p o P t o s i s 扭 t e a n d DL H
o
f th

e e o rt ie a l n e u or n s i n d u e e
d b y

e o
l
e
h ie i n e

(x 七 )

G
r o u p n e n式

回
几 ) e 。 ,洲儿 ) A卯 pt o s is r at e /% LDH er l

e a s e /%

C o n t or l 3 0 0 8士 1 100

C o
l
e h i e in e

3 0 0
.

1 6 2士 l
’ ) 2 02士 8

铸 )

Nico {in e
(阿

。
FL) 1 3 1 0

.

1 4 6土4 ” 1 84士 8
” ,

10 3 1 0 0
.

1 3 8上 2
1)

,

3 ) 1 4 5士6
4 )

·

5 )

100 3 1 00 0
.

I 6() 科
l ) 193 士9 4 〕

F 20 7
.

2 134
.

9

P < 0
.

0 5 < 0
.

05

e
。

e o n e e n t ar t i o n Of e o le h i e i n e s : c
。

: e o n e e n t ar t i o n o f n i e o t i n e ;

LD H : Ia e t a t e d e h y d ro ge n
o

e
.

1 ) P
< 0刀 l

, 。 5 e o n tor l ; 2 ) P
< 0

.

0 5
,
。 s

e o n
tro l ; 3 ) P < 0

.

0 1
,
砂5 e o l e h i e i n e s ; 4 )P < 0刀 l

,
v s e o n t ro l ; 5 )P <

0
.

0 1
.

, 5 e o l e h i e i n e s

表 2 烟碱预孵不同时间对秋水仙碱诱发皮层神经元凋亡

率和 L D H 的影响

T
a b l

e 2 Th
e e

ffe
e t o

f
n ie o t in e w i th d lffe er n t P le t一℃ a t e d

h
o u sr o n a P o P t o s i s ar t e a n

d L D H
o
f th

e e o rt ie a l n e u 一n n s

i
n d u e e d by e o l e h ie i n e

(x七 )

G or
一 P t n ; o

/ h t̀ 一/ h
A p o P t o s

i
s
ar t e / % LD H er le a s e

/ %

(
n = 3 ) (

n二 6 )

C o n tor l 0 0 7土 1 10 0

C o
l
e h i e i n e 0 24 5 8士 2

’ ) 20 9土7
书)

N ie o t i n e
0

.

5 2 4 4 8士 2
1 )

,

2) 1 88士7 4 )

2 2 4 38士 1 1 )
·

3) 15 9士7
4 )

,

5 )

8 2 4 57土2 1 ) 2 04 土 l 魂)

F 3 83
.

2 82
.

9

P < 0
.

05 < 0
.

0 5

t 。一。 : 1 0 卜m o l / L n i e o 一i n e p r e t re a t e d 一i m e ; t o
.

一: 0
.

1 卜m o l / L

e o le hi e in e t r e a t e d t i m e ; LD H : lac t a t e d e h y d ro ge n as e
.

l ) P < 0
.

0 1
,

v s e o n 一r o l : 2 ) P < 0
.

0 5
, v s e o l e h i e in e : 3 ) P < 0

,

0 1
, v 、

e o le h ie in e s
.

; 4 ) P < 0
.

01
, 。 : e o n t r o l ; 5 )P < 0

.

0 5
, 。 5 e o le h i e i n e s

3 讨 论

本实验采用秋水仙碱诱导大鼠大脑皮质神经

元凋亡为实验模型
,

通过体外细胞学实验探讨烟

碱对神经元损伤的保护作用
。

在皮质神经元培养

过程中
,

不可避免会有一些非神经元
,

如血细胞
、
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胶质细胞等共同生长
。

机械分离
、

过滤等方法并不

能有效清除这些细胞
。

本实验室用由已知成分人

工合成的 D M EM 十1F 2 培养基和培养基添加剂组

成的 B 27 无血清培养液
,

可以选择性使神经元生

长
,

并抑制非神经元的繁殖 131
,

经用神经元特异性

破伤风毒素抗体检测神经元占培养细胞 90 % 以

上
。

本实验室前期工作和本研究结果均表明秋水

仙碱能引起原代培养的大鼠大脑皮质神经元凋亡

(陈远宾未发表资料 )
。

本实验结果显示
,

随着秋水

仙碱的浓度分别为 (0
.

0 一
,

o 一
,

l ) 卜m o l l L 和孵育时

间分别为 ( 12
,

1 8
,

24 ) h 增加
,

神经元凋亡现象越

明显
。

通过细胞形态学观察
、

神经元凋亡率和 L D H

释放量测定
,

结果表明
,

0
.

1 卜m ol/ L 秋水仙碱作用

24 h 诱导的大鼠大脑皮质神经元的各种凋亡指标

已很明确
,

0
.

1 林m ol L/ 秋水仙碱作用 24 h 诱导皮

质神经元凋亡作用最强
,

所观察到的秋水仙碱诱

导凋亡的量效和时效关系与在小脑颗粒细胞观察

到的非常相近 4I]
。

秋水仙碱诱导的大鼠大脑皮质神

经元凋亡模型具有 良好的可重复性
,

可作为一种

可靠的实验模型用于凋亡研究
。

因 0
.

1 林m ol/ L 秋

水仙碱诱导皮质神经元凋亡率接近 50 %左右
,

故

本研究选用 0
.

1 林m ol L/ 秋水仙碱作用 24 h 诱导

的大鼠大脑皮质神经元凋亡为模型
。

烟碱对神经元的保护作用则在不同的模型 中

均有报道
,

通过 M rP P 复制帕金森病的动物模型

中
,

已证实左旋烟碱能诱导产生 F G F
一

2 和 B D G F

发挥神经元的保护作用 ls] 。
N ew hou

s e
等哟店床试验

发现
,

左旋烟碱能增强 A D 病人的认知能力
。

细胞

学实验则显示
,

烟碱 可保护暴露 于谷氨酸或

N M D A 的纹状体神经元及小脑神经元 .ll78
。

本实验

室前期研究结果也表明
:
烟碱能在一定范围内 ( 1

-

or 卜m ol/ L 预处理 1一 4 h) 对秋水仙碱诱导的大鼠

大脑皮质神经元凋亡产生一定的保护作用
,

并有

量效关系和时效关系
。

本实验以不同浓度 ( l
,

or
,

100 )林m o l /L 烟碱预孵 Z h 和 以 10 林m o lzL 的烟碱

预孵不同时间 ( 0
.

5
,

2
,

s ) h 后再加人秋水仙碱
,

试

验结果均显示烟碱对皮质神经元的保护作用存在

时效和倒
“
U

”
型的量效关系

,

其中 10 林m o l / L烟碱

预处理 Z h
,

烟碱拮抗秋水仙碱诱导皮质神经元凋

亡的作用最强
。

100 卜m ol 几 烟碱预孵 Z h 或预处

理时间超过 s h
,

不仅不能拮抗秋水仙碱诱导的皮

质神经元凋亡
,

反而对神经元有明显的毒性作用
。

A ka ik e
等 191 在实验中也发现类似现象

,

烟碱预孵时

间超过 4 h 或浓度超过 100 林m ol 几
,

则可造成细

胞毒性作用
。

造成此种现象的可能原因是
:

① 高

浓度烟碱或作用时间过长
,

可能其本身可产生毒

性作用
。

②保护作用消失也可能与
n A C h R 脱敏有

关
。

oJ nn al a

等【10] 曾报道烟碱受体在激动剂持续激

活下可快速失敏
,

随后作为对受体失敏的反应可

出现受体数量增多
。

③烟碱的保护作用与给药方

式有关
,

hS im ho
a m a

等 11 ’

哟结果提示同时给予烟碱

和谷氨酸不能降低谷氨酸引起的细胞毒性作用
,

只有预先给予烟碱处理一段时间才可发挥烟碱的

保护作用
。

因此
,

本研究中烟碱究竟是如何发挥其

保护神经元作用将是我们进一步探讨的问题
。

目

前在本实验室其它工作中有发现 [ ’刀
,

烟碱可刺激

肾上腺素能受体表达的增加
。

因此烟碱对神经元

保护作用的机制有可能是触发神经元内一系列信

号通路从而释放某些神经营养因子
。

哺乳类动物

应用烟碱受体激动剂后可增加碱性成纤维细胞生

长因子和脑源性神经营养因子的合成
,

进而促进

多巴胺能神经元的存活
,

且这种效应可 以被烟碱

受体阻断剂消除
’̀ 3] 。

故烟碱受体也将成为进一步

的研究重点
。

烟碱的保护机制正在逐步被认识到
,

对烟碱

保护神经元机制的研究将有利于我们临床上治疗

老年性痴呆找到新的靶点或线索
。
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限制了其在 口腔中的应用
。

纤维增强复合树脂桩

是由聚合体基质和纤维增强物组成的高分子复合

材料
,

具有较多优点
:

①强度高 ;②颜色和弹性模

量与牙体组织接近
,

美观性好
,

有利于保护牙根 ;

③粘接性好
,

可直接作核 ;④耐腐蚀
、

耐疲劳等
,

它

的组成符合梯度桩的特点
,

但其应用受到材料机

械性能
、

强度
,

结合界面
,

尺寸稳定性以及生物相

容性等的影响 〔l0]
。

对于复合材料中纤维含量及其

与强度的关系
,

纤维含量对结合界面
、

技术工艺
、

体积稳定性
、

生物相容性等的影响
,

目前还需更深

人的研究
,

因而纤维复合桩的广泛应用受到限制
,

但由于它的优 良胜能和材料特点
,

随着纳米技术

的发展
,

进一步研究的深人
,

纤维桩必将有广阔的

应用前景
。
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