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摘 要：【目的】探讨脑活素对原代培养大鼠大脑皮质神经元的作用及机制。【方法】采用原代培养的胎鼠

大脑皮质神经元，观察脑活素对大脑皮质细胞形态学及生存的影响。用’() * +,染色法测定细胞生存率，并用’-./
01 * )2与带有自动加样装置的荧光成像 34孔板测量仪测定细胞内钙浓度（ 5 67" 8 9 :）的变化【结果】脑活素为

%、%; !、!; %、"; $、$; %、!% <= * =时，其存活率分别为 !%%>、?1> @ 1>、1&> @ $>、1"> @ 1>、""> @ ">、!3>
@ !>。地佐环平（2A/&%!）预处理后B 其存活率分别为 3!> @ ?>、C4> @ $>、C$> @ 1>、$&> @ $>、$?> @
1>、$%> @ ?>，可保护脑活素的神经毒性。同时脑活素浓度依赖性地触发细胞内钙浓度升高，而 2A/&%! 可降
低脑活素导致的细胞内钙浓度的升高。【结论】脑活素对原代培养的大鼠大脑皮质神经元具有毒性作用，其机制

是通过升高细胞内钙介导的。
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脑活素是一种猪脑蛋白水解物，含 $!%游离
氨基酸和 &!%小分子多肽的水溶液，在我国广泛
应用于脑血管疾病、老年性痴呆、新生儿缺氧缺血

性脑病和脑瘫等’ 然而其疗效并未得到国际公认。
近年来其不良反应的报道日益增多 ( & )，已报道的副

作用有过敏性休克、针刺样疼痛、诱发癫痫和神经

精神症状等。同时亦有报道指出脑活素可诱导体外

培养大鼠小脑颗粒神经元死亡 ( " )。本实验首次通过

检测大脑皮质细胞存活率，细胞内钙浓度（ ( *+" , ) -）
的变化，探讨脑活素对原代培养大鼠大脑皮质神经

元的影响及其作用机制。

& 材料和方法

&. & 材 料
&. &. & 动 物 孕 &$ /母鼠，由中山大学实验动
物中心提供。

&. &. " 试 剂 脑活素（*010213456-7）为奥地利
898:8大药厂产品 ;批号 <=>??# @。A+BC6 6+4-70 D
液、神经细胞基础培养基 EF8F液和 9"<无血清
添加剂购于美国 GH9IGI 公司 ’ 二乙酸荧光素
（J4B3106*0-7 /-+*0K+K0 ，LED@、碘化丙啶（M13M-/-BN
-3/-/0， AH@ ’ FOP$=&’ >’ <P/-7-K13QB-73R+4-70P"’
?P/-370 ;ESTU@ 购于 V-WN+ 公司。L4B3X Y DF 购于
F340*B4+1 A13206 ;ZVD@公司。
&. " 方 法
&. ". & 大脑皮质神经元的培养 取孕 &$/ VE胎
鼠大脑皮质，经浓度为 =. ! W Y [ 胰酶消化后，加入
=. ! W Y [ 胰酶抑制剂和 != NW Y [ ESD酶以终止消
化，离心去上清，细胞在 A+BC6 V+4-70 D液中上下吹
打，再离心去上清，将细胞加入含体积分数 &=%胎
牛血清的神经元基础培养基内，以 =. > \ &=# Y [的
密度种植在包被好的培养皿中’ 细胞培养在体积分
数 !% ]I"、X< ^的培养箱中。为使神经元纯化，抑
制胶质细胞的生长，在种植 ?$ _ <" ‘后，更换含有
9"<（!= \，体积分数为 =. ="）的无血清培养基。培
养基中不加任何抗生素 ( X )。

&. ". " 双染色法检测神经元存活率 神经元体
外培养 $ /后’ 予脑活素处理 "? ‘，去掉培养液，加
入染活细胞的 LED &= NW Y [’荧光下呈绿色和染死
细胞的 AH ? NW Y [’ 荧光下呈红色。温育 ! N-7，用
A9V 液清洗细胞 " 次，然后用倒置荧光显微镜
;S-O37W /-+M‘3K @ 观察细胞的生存与死亡情况。每

个样本随机拍照 &>个低倍视野后，由未知情者分
别计活细胞数目，并按下列公式计算神经元的存活

率 ; 1+K0 3J 70B137+4 6B1a-a+4 @。存活率 b ;各组细胞数
c对照组活细胞数 @ \ &==% (? )。

&. ". X (]+" , ) -的测定 采用 #>孔板培养了 $ /
的大脑皮质细胞，加入 ! !N34 Y [ L4B3X Y DF荧光探
针’ 在细胞培养箱内负载 ?! N-7后，用缓冲液 ; &?=
NN34 Y [ S+]4d ! NN34 Y [ O]4d &= NN34 Y [ G4B*360d
&. $ NN34 Y [d ]+]4"d =. ? NN34 Y [ S+e"AI?d e0M06
&= NN34 Y [d G456-70 &= !N34 Y [ @ ’ 洗涤 X次’ 放在
带有自动加样装置的荧光成像 #> 孔板测量仪上
; L4B313N0K1-* [-W‘K HN+W-7W A4+K0 f0+/01 ;L[HAf’
F340*B4+1 E0a-*06 @ @，自动运行，记录细胞基础内钙
离子的浓度后’ 自动加样并立即测量，每秒记录一
次荧光值，>= 6后每 > 6记录 &次荧光值’ 实时测
量细胞内钙离子浓度。激发波长为 ?$! 7N 的
L[HAf激光’ 采用荧光强度值 ; J4B3106*07*0 -7K076-K5
B7-K’ LHZ@代表细胞内钙离子的浓度 ( ! )。

&. ". ? 实验分组 神经元存活率检测分 X组：脑
活素组、脑活素加 FOP$=&组、脑活素加 ESTU组，
每组 &>孔。( ]+" , ) -的测定分 "组：脑活素组、脑活
素加 FOP$=&组，每组 &>孔。每个实验重复 X次以
上。实验时间为 "===年 ?月至 "==&年 "月。
&. X 统计学分析处理
测量数据为 ! " #$ 显著性检验用 DSIgD$ 随

后 VSO %&检验，或配对 ’检验（VAVV<. =统计软件
包）。

" 结 果

". & 脑活素剂量依赖性地诱导大鼠大脑皮质神
经元死亡

在培养了 $ /的大脑皮质神经元培养液中，分
别加入不同浓度的脑活素（= _ &= N[ Y [），"? ‘后
在倒置显微镜下观察，结果发现脑活素处理过的神

经元剂量依赖性地出现细胞肿胀，胞体膨大，胞体

内可见黑色小颗粒’ 神经突触网络逐渐断裂和消
失，细胞数目减少，存活率降低。双染色法检测神经

元存活率，脑活素浓度为 =为对照组，在脑活素为
=. &、&. =、". !、!. =和 &= N[ Y [时，其存活率分别为
?X% h X%、X$% h !%、X"% h X%、""% h "%和
&#% h &% ;图 & @。
". " "#$%&’和 ()*+对脑活素毒性的影响
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图 ! 脑活素的神经毒性及 "#$%&! 和 ’()*的影响
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用上述神经元加入 ():*#+ M! !2-< C D N预处理
+# 269后，加入不同剂量的脑活素（# O +# 2D C D）P
其存活率分别为 G+Q H IQ、JEQ H !Q、J!Q H
"Q、!*Q H !Q、!IQ H "Q、!#Q H IQ，细胞存活
率明显高于脑活素作用组（ ! > #? ##+），而 A@RS
M+# !2-< C D N则无明显保护作用（图 +、F）。

F? " ("’?对脑皮质神经元 @A6B C D,的影响
在体外培养 * 4 的大脑皮质细胞培养液中加

入不同浓度 @(AB（!、+#、!# !2-< C D）P F# 0内即

可检测到 T $3F ’ U 6达高峰，随时间延长，呈逐渐下降
趋势。加入 @(AB非竞争性受体拮抗剂 ():*#+ M!
!2-< C D N预处理 +# 269可以明显阻滞 T $3F ’ U 6升高
（表 +）。

F? I 脑活素迅速升高大脑皮质神经元 @A6B C D ,及
"#$%&!的影响
用上述神经元，加入不同浓度脑活素（#? +、+、

!、+# 2D C D）P动态观察 T $3F ’ U 6浓度，F# 0内即可观
察到 T $3F ’ U 6迅速升高，达到高峰，随时间延长逐渐
降低，但 E 269时仍明显高于正常。加入 @(AB非
竞争性受体拮抗剂 ():*#+ M! !2-< C D N 预处理 +#
269可以部分阻滞 T $3F ’ U 6升高（表 F）。

表 F 脑活素诱发大脑皮质神经元 T 13F ’ U 6升高及 ():*#+的部分阻滞作用

V3W<% F $%&%W&-<=069 %<%;37%4 T$3F ’ U 6 394 ():*#+ /3&763<<= 377%9.37%4 78% &60% -X T $3F ’ U 6
694.1%4 W= 1%&%W&-<=069 M YZ[P $ % & N

" 讨 论

脑活素（又称脑蛋白水解物）内含约 *!Q游
离氨基酸和 +!Q小分子多肽，相对分子质量小于
+# ###，含量为 F+!? F , C DP 溶剂为 @3F\]^I C
@3\F]^I 缓冲液。有学者认为其具有改善脑代

谢，活化神经细胞，促进记忆，改善思维障碍的

作用 T E U。体外实验报道脑活素具有类似神经营养因

子作用，在鸡胚皮质神经元的培养液中加入 # O E? I

, C D的脑活素培养 * 4，可剂量依赖性地保护碘乙
酸诱导的皮质神经元迟发性死亡 T J U；而在研究以脑

活素保护胆红素的神经毒性时，结果发现脑活素除

加重胆红素毒性外，并呈剂量时间依赖性地诱导大

鼠小脑颗粒细胞死亡 T * U。王春艳等 T G U为了探讨脑活

素的神经营养作用，在脑胶质瘤体外培养细胞系中

加入不同浓度的脑活素，结果发现随着脑活素剂量

的增大，细胞存活率降低。本实验中发现脑活素对

大脑皮质神经元存在剂量依赖性的毒性作用，与上

述实验结果相符。上述两种不同的实验结果，可能

_&-./
$%&%W&-<=069
$%&%W&-<=069 ’ ()*#+

"
+E
+E

# 2D C D
F"G H FE
FE# H "F + N

#? + 2D C D
! J"+ H +EF
I E+# H !" F N

+ 2D C D
+# !J# H IJ
E #*G H E+ F N

! 2D C D
++ J+F H IJ
J FEJ H +J" F N

+# 2D C D
++ EG+ H IF
* FIJ H F#+ F N

表 + @(AB剂量依赖性升高大脑皮质神经元
T $3F ’ U 6及 ():*#+ 的阻滞作用

V3W<% + @(AB %<%;37%4 T$3F ’ U 6 69 3 1-91%97&376-9:4%/%94%97
/377%&9 394 ():*#+ 06,96X61397<= 377%9.37%4 78% &60% -X T $3F ’ U 6
694.1%4 W= @(AB? $-2/3&60-9 32-9, @(AB ,&-./0 5678 46X:
X%&%97 1-91%97&376-9 M YZ[P $ % & N

+）$-2/3&%4 5678 1%&%W&-<=069 ,&-./，! K #? #!；F N 1-2/3&%4 5678 1%&%W&-<=069 ,&-./ 37 78% 032% 1-91%97&376-9P ! > #? ##+
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为鸡胚神经元与大鼠皮质细胞存在种属上的差异

所致，但大鼠与人在种系发生上更为接近。

合理浓度的谷氨酸在神经系统的发育中起着

重要作用，对神经元的迁移及突触的可塑性进行复

杂的调控，能提高体外培养的小脑颗粒细胞的存活

率，此种作用与神经元所处的成熟阶段有关 % #& ’。但

细胞外液高浓度的谷氨酸将使神经元过度兴奋并

导致损伤。在哺乳动物脑内至少存在 !种兴奋性氨
基酸受体类型：!(甲基 ("(天冬氨酸型（)*+,）-
#(氨基羟甲基恶唑丙酸型（,*.,）- 海人藻酸型
（/,）、$(0(氨基磷酸基丁酸型（ $(,.1）及亲代谢
型。本实验中在加入兴奋性氨基酸 )*+,型非竞
争性受体拮抗剂 */(2&#预处理后，再加入不同浓
度的脑活素（&3 # 4 #& 56 7 6），可以很好地消除脑
活素的毒性作用，说明脑活素的神经毒性部分是通

过兴奋性氨基酸所介导的。非 )*+,型受体拮抗
剂 +)89保护性作用不明显，考虑脑活素主要通过
激活 )*+,型受体而起作用。
细胞内钙超载被认为是细胞死亡的最后共同

通路 % ## ’。对脊椎动物的多数细胞来说，% :;0 < ’的升
高主要依赖于胞外钙经钙通道内流和 7或胞内储
存钙的释放。神经细胞上的钙通道主要分为：!配
体门控性或化学门控性离子通道；"电压门控性离
子通道。配体门控性通道主要有 )*+,受体通道，
对谷氨酸起反应而开放。本研究发现脑活素可诱导

大鼠大脑皮质神经元死亡，部分是通过激动 )*+,
受体起作用，而 )*+,受体为配体门控性钙通道
受体，因此推测脑活素可触发 % =;0 < ’ >升高，而实验
结果亦证实这一点。本实验中 */(2&#可以完全阻
滞不同浓度的 )*+,所介导的 % =;0 < ’ >升高，而只
能部份阻滞脑活素诱发的 % =;0 < ’ >升高，也说明脑
活素除了通过激动 )*+,受体钙通道外，还激动
其他钙通道而升高 % =;0 < ’ >引起神经元死亡。
脑活素在儿科主要应用于新生儿缺氧缺血性

脑病，而新生儿血脑屏障尚未完善，缺氧缺血性脑

病急性期，血脑屏障受到损伤，通透性升高，应注意

其毒副作用。
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