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摘要  目的 探讨褪黑素 × 抗衰老作用与神经细胞 释放之间的联系 ∀方法 连续给予老年小鼠 × 检

测大脑皮层神经细胞 含量的变化 并用原代培养的大鼠皮层神经元 去血清培养后 观察 × 对高钾 !谷氨酸

∏诱发 释放及硝普钠 ≥ ° 致神经毒性作用的影响 ∀结果 × 能明显抑制老年小鼠脑内 含量的增高

并拮抗 ≤ 与 ∏诱发的 释放及 ≥ °引起的神经毒性 对大脑神经元有保护作用 ∀结论 × 抑制大脑皮层

含量增高 可能是其抗衰老作用的机制之一 ∀

关键词  褪黑素 一氧化氮 神经毒性 神经元 衰老

  褪黑素 × 是松果体分泌的一种

神经内分泌激素 ∀许多研究表明 体内连续给药可

以延长寿命 推迟衰老及减低老年性疾病的发

生≈ ∀一氧化氮 ¬ 是一种神经递

质 在神经发育及衰老过程中有重要作用 ∀正常情

况下 参与多种神经功能 但若合成和释放过多 则

会诱发细胞毒作用 导致细胞损伤 加速神经元凋亡

或死亡≈ ∀正常培养的皮层神经细胞培养液中

含量低 去血清后 培养液中 含量可增加数

倍 一氧化氮合酶 ¬ ≥ 活性

增加约为正常细胞的 倍 ∀与去血清组相比较 观

察 × 能否使 含量降低 以研究细胞损伤与

的关系及 × 对其影响 ∀本文检测连续用 ×

引起老年小鼠大脑皮层神经元 含量的变化 并

观察 × 对原代培养大鼠皮层神经元高钾 !谷氨酸

∏ ∏诱发 释放 以及硝普钠 ∏

∏ ≥ ° 神经毒性作用的影响 旨在探讨

与神经衰老的关系及 × 抗衰老作用的机制 ∀

材 料 与 方 法

  药品与试剂  × 本所合成室合成 × × 溴

化2 2二甲基2 2噻唑基2 2二苯基四氮唑 硝

普钠 ≥ ° 谷氨酸 ∏ 多聚赖氨酸 分子量

∗ 万 二甲基亚砜 ⁄ ≥ 十二烷基磺酸钠

收稿日期 2 2
3联系人  × ƒ ¬ ∞2

∏

≥⁄≥ ∞°∞≥ Ν2 2羟乙基哌嗪2 Νχ2 χ2乙烷磺酸

≥ 乳酸脱氢酶测定试剂盒 北京化工厂临床

试剂分厂 ⁄ ∞ 合成培养基 马血清

其它为国产分析纯试剂 ∀

磷酸缓冲液 ° ≥ #  ≤ 1 ≤

1 ° # 1 ° 1

1 ∀

试剂  1 萘乙二胺溶液与 磺胺

磷酸溶液 于用前 内等体积混合备用 ∀

仪器  2 ∂ ≥ 紫外可见光栅分光光度计

北京光学仪器厂 二氧化碳培养箱 德国 ∏

公司 相差显微镜 日本 ∏ 公司 孔培养

板 美国 ≤ 公司 ∀

动物  清洁级昆明种老年小鼠 个月 α

• 大鼠 孕期 ∗ 由中国医学科学院实验

动物繁育场提供 ∀

ΝΟ标准曲线  以 # 亚硝酸钠溶

液 配制终浓度分别为 1 1 1 1 1

1 1 1 1 Λ # 的亚硝酸钠 ° ≥液

1 加至 试剂中 总反应体积 1 混匀

后静置 于 波长时测定溶液吸光度

值 ∀以亚硝酸钠浓度 Λ # 为横坐标 所

测 值为 纵坐标 作出≈ 2 标准曲线 并求出

其直线回归方程及相关系数 Χ∀

实验分组  昆明种小鼠分为 组 每组 只 α

⎯各半 于每晚 ∗ 点 用药 连续 ∀ 成

年对照组 ∗ 个月 体重 ∗ 生理盐水

1 # 体重 内含溶媒 乙醇 1

老年对照组 ∗ 个月 体重 ∗ 生理盐
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水 同上 低剂量治疗组 1 # 体重

∗ 个月 体重 ∗ 含 1 ×

乙醇溶解 之生理盐水液 1 # 体重

1 # 高剂量治疗组 # 体

重 ∗ 个月 体重 ∗ 含 1 ×

之生理盐水溶液 1 # 体重 # ∀各

组实验小鼠均在同样自然光照条件下饲养 ∀

标本制备及测定  将小鼠拉颈脱臼处死 剪下

头部 分离出两侧大脑皮层 剪碎 置于 ° ≥ 中

匀浆 ≅ 离心 取上清液保存待测 ∀

蛋白定量采用考马氏亮蓝法≈ ∀取上清液 1

加入 试剂 中 混匀 静置 后 于

处测吸光度 值 根据 标准曲线计算

含量 单位为 Λ # ∀

完全培养基  ⁄ ∞ 净重 1 # 小牛

血清 马血清 ≤ 1 #

∞°∞≥ 1 # 青霉素 ∏链霉素 1

# 1 ∀

无血清培养基  除不含小牛血清及马血清外

余相同 ∀

大鼠皮层神经细胞的原代培养[ 4]  孕期 ∗

的清洁级大鼠 水合氯醛 #

麻醉 常规消毒后 剖腹取出胎鼠 取出双侧大脑皮

层 置于冰冷的完全培养基中 吸管轻轻地吹打分散

细胞 悬液经 目铜网过滤 用完全培养基调整细

胞浓度约为 ≅ 个# 接种 1 至预先用

1 # 多聚赖氨酸覆盖过的 孔培养板

上 置 ≤ 孵箱中 ∀培养 后换液 以去除悬

浮之死亡细胞 ∗ 用阿糖胞苷 终浓度

Λ # 处理 以抑制非神经细胞的生长 然

后每 ∗ 换一次新鲜的完全培养基 细胞

培养至 ∗ 观察照像并开始以下实验 ∀

神经元损伤模型[ 5]及用药  将培养细胞分成

组 换以无血清培养基并分别加入实验药物及致损

伤物质 ∀ 无血清对照组 换以无血清培养基继续

培养 毒性对照组 加入终浓度分别为

# 和 Λ # 的 ≤ 谷氨酸及

硝普钠 孵育 后 再换以无血清培养基

药物处理组 在损伤细胞前先加入终浓度分别为

# 的 × ∀以上 组细胞

均继续培养 ∀

形态学观察  相差显微镜观察以上各组的细胞

形态学改变并照相 ∀

ΜΤΤ 比色[ 6]  处理后 每孔加入

# × × 1 终浓度 1 # 继续

培养 加入含有 ⁄ ≥ 和 ≥⁄≥ 的

° ≥混合液体 ε 放置 ∗ 待培养孔内

颗粒完全溶解 吹打吸出后 分光光度计于

处测定吸光度 ∀计算 × 对毒性物质引起神

经细胞损伤的抑制率 ∀

Λ∆Η测定  按 ⁄ 试剂盒说明进行标准曲线

绘制及标本测定 ∀ 后 取细胞外液 培养液 测

⁄ 释放 然后 ε 冻融细胞 测总 ⁄

以细胞外液 ⁄ 占总 ⁄ 的百分比表示 ∀

ΝΟ释放  法≈ 测定培养液中 含量 ∀

结 果

1  ΜΤ对老年小鼠脑皮层细胞 ΝΟ释放的抑制作

用

直线回归方程 ≠ 1 1 ÷ Χ

1 ∀

老年小鼠脑组织 含量 1 ? 1

Λ # 较成年组 1 ? 1

Λ # 有增加趋势 但差别不显著 ξ

? σ ν 1 1 比成年组 ∀而在老年组中

两用药组老年大鼠脑皮层 含量 低剂量 1

# 组 1 ? 1 Λ # 高

剂量 # 组 1 ? 1 Λ #

明显降低 ξ ? σ ν 1 1 比老年对

照组 ∀

2  ΜΤ对 ΚΧΙ , Γλυ及 ΣΝΠ诱发的神经细胞形态学

改变的保护作用

正常神经细胞培养至 时 胞体呈锥形 梭

形或三角形 突起多 !长 !粗大 相互交织成网状 折

光性好 ∀去血清后 细胞折光性下降 突起变短 !数

量减少 胞体增大 但无溶解和脱落等改变 ∀经

≤ ∏和 ≥ ° 作用后 细胞出现肿胀 界限不

清 突触体萎缩 !断裂 甚至脱落和崩解 ∀如同时与

× 合用 则细胞损伤程度明显减轻 细胞形态基本

保持完整 与去血清对照组细胞相比较 形态相似

图 ∀

3  ΜΤ对 ΚΧΙ , Γλυ诱发的神经细胞损伤致 ΝΟ释

放增多的防护作用

≤ ∏为细胞毒性物质 可致神经细胞损伤

而使 释放增多 ∀在原代培养的大鼠皮层神经

元 × 可减少 ≤ 诱发的 的释放 ξ ? σ ν

去血清对照组 1 ? 1 Λ # ≤

##药学学报 ° ∏ ≥ Β ∗



毒性对照组 1 ? 1 Λ # 3 ×

≤ 组 1 ? 1 Λ # 3 3 ×

≤ 组 1 ? 1 Λ # 3 3 ×

≤ 组 1 ? 1 Λ # 3 3 3 Π 1

比去血清对照组 3 3 Π 1 比 ≤ 毒性对照

组 以及抑制谷氨酸诱发的 释放 ξ ? σ ν

1 去血清对照组 1 ? 1 Λ # ∏毒

性对照组 1 ? 1 Λ # 3 ×

∏组 1 ? 1 Λ # 3 3 ×

∏组 1 ? 1 Λ # 3 3 × ∏

组 1 ? 1 Λ # 3 3 3 Π 1 对比去

血清对照组 3 3 Π 1 对比 ∏毒性对照组

对神经元具有明显的保护作用 ∀

ƒ  ∏ √ ∏ 2 ≅ ≤ ∏ ≥ ∏ 2

∏ ≤ ∏ ⁄ × ∏ ∞ ≤ ƒ × ≤ ≥ ° × ≥ °

4  ΜΤ对硝普钠引起神经元损伤的保护作用

大量的 也可引起细胞毒作用 ∀用硝普钠

释放 造成对细胞的损伤 观察 × 对 所

致原代培养皮层神经元损伤的作用≈ ∀结果可见

硝普钠造成 × × 活性显著降低 ⁄ 释放明显增

加 × 各剂量组则使 × × 活性增强 ⁄ 释放减

少 表明 × 能明显地抑制硝普钠的神经毒作用

对神经细胞有保护作用 表 表 ∀

Ταβ 1  Προτεχτιϖε εφφεχτ οφ ΜΤ ( µ ολ# Λ− 1 ) ον

σοδιυµ νιτροπρυσσιδε(ΣΝΠ, 100 Λµ ολ#Λ
− 1)2ινδυχεδ

νευροτοξιχιτψ ιν χυλτυρεδ ρατ χορτιχαλ χελλσ. Χελλ

ϖιαβιλιτψ ωασ µεασυρεδ υσινγ χολοριµετριχ ΜΤΤ ασσαψ

 × √ ∏ ×

≥ ∏ 2  ?

≥ ° ¬ ? 3

≥ ° ×  ? 3 3

     ? 3 3

     ? 3 3

ξ ? σ ν 3 Π 1 √ ∏ 2 3 3 Π 1

√ ≥ ° ¬ × ≥ ° ≥ ∏ ∏

Ταβ 2  Ινηιβιτορψ εφφεχτ οφ ΜΤ( µολ#Λ− 1 ) ον ΣΝΠ (100 Λµ ολ#Λ− 1 )2
ινδυχεδ Λ∆Η ρελεασειν χυλτυρεδ πριµ αρψχορτιχαλ νευρονσιν ρατσ.

 ∏ ⁄ × ⁄ ∏# ⁄

≥ ∏ 2 ? ?  ?
≥ ° ¬ ? ? ? 3

≥ ° × ? ? ? 3 3

     ? ? ? 3 3

     ? ? ? 3 3

ξ ? σ ν 3 Π 1 √ ∏ 2 3 3 Π 1 √ ≥ ° ¬
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讨 论

是中枢神经系统 ≤ ≥ 中一个重要的信使

物质 ∀在 ≤ ≥中 主要通过 ∏递质的 ⁄

受体被激活而生成 引起靶细胞上 °升高而产

生生理效应≈ ∀ 除介导 ∏神经传导外 还介

入了 ∏神经毒性 ∀一般认为 过量的 对神经

元具有毒性作用 ∀早在 年 ⁄ 等就发现

培养的脑皮层神经元对 毒性很敏感 ∀ ∏受体

的过度刺激和 ≤ 大量内流可引起 ∏神经毒性

内源性 参与了这一过程≈ ∀ 与衰老之间也

有密切关系 即 的增加导致衰老 ∀脑老化的一

个特征是细胞内 ≤ 超载 ≤ 浓度增高 激活

≥ 构成型一氧化氮合酶 ∏ √ ≥ 合

成并释放大量的 ≈ ∀

× 是松果体分泌的一种体内激素 随年龄增

长而逐渐减少 反之 × 分泌减少可导致机体衰

老 以及促使一些老年性疾病的发生≈ ∀近年来许

多研究显示 × 是一种天然抗衰老激素 如果切除

大鼠松果腺使 × 生成减少会促进衰老过程的加

快 而外源性使用 × 则可显著延长寿命≈ ∀在海

马神经元 × 能够阻止兴奋性神经传递以及

能神经通路功能增强所致的慢性死亡≈ ∀本研究

表明 × 降低老年小鼠大脑皮层 的含量 减少

原代培养大鼠脑皮层细胞 ≤ ∏诱发的 释

放 以及对抗 引起的神经毒性作用 提示 × 抑

制神经细胞内 ≤ 超载 减少突触体 ∏释放以及

拮抗 ∏兴奋毒作用 进而阻止大脑皮层 含量

增高 可能是其抗衰老作用的系列机制之一 ∀
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∏ ∏ ΡΕΣΥΛΤΣ : × ∏ √ ∏
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ΕΒ探针研究吩噻嗪类药物与 ∆ΝΑ的作用

曹  瑛 李一峻 高  志 何锡文 3

南开大学化学系 天津

摘要  目的 用光谱探针溴乙锭 ∞ 研究 种吩噻嗪药物与 ⁄ 的作用 ∀方法与结果 在 1 的溶液中电

子吸收光谱与荧光光谱表明 同为精神分裂症治疗药的盐酸氯丙嗪 ≤° 和盐酸三氟拉嗪 × ƒ° 与 ⁄ 间存在嵌

插作用 有相同功能团的抗组胺药物盐酸异丙嗪 ° 与 ⁄ 之间为弱的混合作用 ∀结论 一定的离子强度下该

嵌插作用会被阻断 ∀

关键词  吩噻嗪类药物 ⁄ 溴乙锭探针 嵌插作用

  脱氧核糖核酸 ⁄ 是生物体内重要的遗传

物质 ∀研究小分子物质与 ⁄ 的相互作用对以

⁄ 为靶标的药物分子设计有一定意义 ∀目前普

遍认为≈ 小分子物质与 ⁄ 的非共价键力作用包

括静电结合 !沟渠结合和嵌插作用 种方式 ∀前两

者也可统称非嵌插结合方式 ∀

吩噻嗪类药物是一种治疗精神分裂症或其它心

理疾病的药物≈ ∀已知吩噻嗪染料亚甲蓝 是

一种 ⁄ 分子嵌插剂≈ 本文利用溴乙锭 ∞ 作

探针研究了与其有相同功能团的几种吩噻嗪药物与

⁄ 作用的情况 ∀其中盐酸氯丙嗪 ≤° 和盐酸三

氟拉嗪 ×ƒ° 用于治疗精神分裂症 盐酸异丙嗪

° 为抗组胺药物 ∀研究表明 虽然 者都有平

面吩噻嗪环 但它们与 ⁄ 的作用方式不尽相同 ∀

此项研究可为该类药物的药理解释及新用途的开发

提供信息 ∀
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  日本岛津 ƒ2 型荧光分光光度计 日本岛

津 ∂2 型紫外2可见分光光度计 德国 ≠2

型 计 日本岛津 × 2 型恒温循环水浴 ∀

≤° ×ƒ°和 ° 均为临床用药 依据药典方

法配置成溶液并定量 ∀小牛胸腺 ⁄ ⁄ 购自

华美生物工程公司 纯度以 1 衡

量 浓度由 处的吸光度来确定 Ε

# # ε 保存备用≈ ∀ ∞ ≥

公司 配制成 1 ≅ # 的储备溶液 避光

保存 使用时稀释成所需浓度 ∀ 为生物染色剂 ∀

实验用缓冲溶液为 × 2 ≤ 1 ∀所用水均为

次重蒸水 ∀

2  实验方法

取所需浓度的药物 于石英比色皿中 滴

加 ⁄ 溶液 混合均匀 ∗ 后 测定其吸收

光谱或荧光光谱 ∀或将所需浓度的 ⁄ 溶液置于

比色皿中 测定滴加药物时的光谱变化 ∀由于每次

加入的溶液量远远小于原溶液的量 1 故

可忽略体积效应 认为原溶液的浓度保持不变 ∀

结 果 与 讨 论

1  药物与 ∆ΝΑ相互作用的紫外2可见吸收光谱

1 .1  ∆ΝΑ对药物吸收光谱的影响
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