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　　【摘要】　目的　在体外研究人参皂苷 Ｒｂ１（ＧＲｂ１）对谷氨酸漏出所导致海马神经元损伤的保护作用，
并探讨可能的作用机制。 方法　培养至 １０ ｄ的海马神经元分为谷氨酸损伤组和 ＧＲｂ１ 治疗组，以 ＭＴＴ法测
定细胞存活率，以 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色法检测细胞凋亡，丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）测定细胞氧化
损伤程度。 结果　与正常对照组比较，谷氨酸（１畅２５、２畅５、５、１０ μｍｏｌ／Ｌ）作用 ２ ｈ 后细胞活力下降，分别为
（９３畅９ ±２畅１）％、（８２畅３ ±１畅４）％、（５１畅２ ±１畅２）％、（３２畅７ ±１畅３）％。 其中谷氨酸 ５ μｍｏｌ／Ｌ 作用 ２ ｈ 后存活
（５１畅２ ±１畅２）％的细胞（与对照组比较，P＜０畅０１），接近对照组的 ５０％。 与对照组相比，给予 ５ μｍｏｌ／Ｌ谷氨
酸作用 ２ ｈ后，谷氨酸组脂质过氧化产物 ＭＤＡ水平上升［（７畅５２ ±０畅１１）ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏ vs．（３畅９３ ±０畅３６）ｎｍｏｌ／
ｍｇ ｐｒｏ］；抗氧化的 ＳＯＤ活性明显下降［（３７畅２８ ±１畅７２）ＮＵ／ｍｇ ｐｒｏ vs．（５５畅３９ ±１畅７３）ＮＵ／ｍｇ ｐｒｏ］。 同时观察
到大量的凋亡细胞出现［（３４畅５ ±１畅８）％，与对照组比较，P ＜０畅０１］。 而与谷氨酸组（５ μｍｏｌ／Ｌ，２ ｈ）相比，
ＧＲｂ１（１、１０、１００、２００ μｍｏｌ／Ｌ）能够明显提高细胞存活率，分别是（６４畅９ ±１畅７）％、（７２畅３ ±２畅２）％、（７０畅４ ±
３畅２）％、（７１畅６ ±２畅３）％，P＜０畅０１，ＧＲｂ１ １、１０、１００ μｍｏｌ／Ｌ组可以观察到 ＭＤＡ水平的轻度下降，但与谷氨酸
组比较没有统计学差异，ＧＲｂ１ １０、１００ μｍｏｌ／Ｌ可以提高 ＳＯＤ活性（P＜０畅０１），ＧＲｂ１ １ μｍｏｌ／Ｌ组未观察到该
效应。 给予 ＧＲｂ１ １、１０、１００ μｍｏｌ／Ｌ 干预后细胞凋亡率下降，分别为（２７畅３ ±１畅７ ）％、（１９畅４ ±１畅２ ）％、
（２３畅５ ±１畅９）％，P＜０畅０１。 结论　ＧＲｂ１具有良好的神经保护作用，其保护作用与抗氧化及抗凋亡有关。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ １（ＧＲｂ１） ｏｎ ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ．Methods　Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １０
ｄａｙｓ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＧＲｂ １ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ．ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ，ＭＤＡ，ＳＯＤ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ．Results　Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｇｌｕｔａｍａｔｅ（１畅２５，２畅５，５，１０ μｍｏｌ／Ｌ；２ ｈ） ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｌｉｎｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（９３畅９ ±２畅１）％；（８２畅３ ±１畅４）％；（５１畅２ ±１畅２）％；（３２畅７ ±１畅３）％．Ａｆｔｅｒ ５
μｍｏｌ／Ｌ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ２ ｈ，ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｃｌｉｎｅｄ ｔｏ（５１畅２ ±１畅２）％（P＜０畅０１ vs．ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ），ｎｅａｒｌｙ ５０％
ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．Ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ［（７畅５２ ±０畅１１） ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏ vs．
（３畅９３ ±０畅３６）ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏ］；ＳＯＤ ｌｅｖｅｌ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｌｉｎｅ ［（３７畅２８ ±１畅７２）ＮＵ／ｍｇ ｐｒｏ vs．（５５畅３９ ±１畅７３）
ＮＵ／ｍｇ ｐｒｏ］．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ［（３４畅５ ±１畅８）％，P ＜０畅０１ vs．ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ］．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｌｕｔａｍａｔｅ（５ μｍｏｌ／Ｌ，２ ｈ） ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ，ＧＲｂ１（１，１０，１００，２００ μｍｏｌ／Ｌ）ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
（６４畅９ ±１畅７）％，（７２畅３ ±２畅２）％，（７０畅４ ±３畅２）％，（７１畅６ ±２畅３）％，P ＜０畅０１ vs．ｇｌｕｔａｍａｔｅ唱ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ，ＧＲｂ１
１，１０，１００ μｍｏｌ／Ｌ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ，ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ．ＧＲｂ１ １０，１００ μｍｏｌ／Ｌ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ（P ＜０畅０１ vs．ｇｌｕｔａｍａｔｅ唱ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ），ＧＲｂ１
１ μｍｏｌ／Ｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｈａｖｅ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ．Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｃｌｉｎｅ ｗｈｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １，１０，１００ μｍｏｌ／Ｌ ＧＲｂ１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ ２７畅３ ±１畅７ ）％， （ １９畅４ ±１畅２ ）％， （ ２３畅５ ±１畅９ ）％， P ＜０畅０１ vs．ｇｌｕｔａｍａｔｅ唱ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ．
Conclusions　ＧＲｂ１ ｃｏｕｌｄ ｃｏｎｆｒｏｎｔ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎｊｕｒｙ ，ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎｔｉ唱
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　　脑梗死是发病率和死亡率都很高的疾病，脑梗死
后谷氨酸的漏出在脑梗死急性期的病理生理机制中起

到中心环节的作用，是脑组织损伤的启动者和执行者。
在我国，中药制剂已经广泛应用于脑梗死急性期的治
疗。 比如三七总皂苷制剂是临床常用的中药制剂，而
人参皂苷 Ｒｂ１（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１，ＧＲｂ１）的含量在三七总
皂苷中可占 ５０％，是其发挥抗缺血效应的主要成分［１］ 。
本实验拟采用谷氨酸漏出模拟急性缺血性脑损伤，探
讨 ＧＲｂ１发挥神经保护作用的可能具体机制。

材料与方法

一、动物
选用出生 ２４ ｈ以内的清洁级 ＳＤ 大鼠，雌雄不限，

由本院动物实验中心提供。
二、大鼠海马神经元的原代培养
取出生 ２４ ｈ 以内的新生 ＳＤ 大鼠，依次经碘伏、

７５％乙醇消毒；断头，解剖分离出双侧大脑海马，以虹
膜剪将海马组织剪成糜状，约 １ ｍｍ３ 的小块，滴以等体
积 ０畅１２５％的胰酶，放入 ３７ ℃培养箱内消化 ７ ～
１０ ｍｉｎ。 将组织块吸出，置于离心管中，加入种植培养
液洗 ５ ｍｉｎ×２ 次以终止胰酶消化。 向离心管中加入适
量种植培养液，轻轻吹打，静置，吸取上层细胞悬液，轻
轻吹打混匀，调整细胞浓度至（１ ～１畅５） ×１０６ ／ｍｌ。 取
合适的细胞量接种到经 ＰＬＬ处理的 ９６ 孔板或 ２４ 孔板
中。 每天观察细胞生长状态，注意培养液颜色变化，观
察有无混浊，有无细菌污染，每 ３ ｄ换液 １次，换液量为
总液体量的 １／２，培养 ８ ～１０ ｄ 后即可开展下一步
实验。
三、谷氨酸导致海马神经元损伤模型的建立及

评估

取培养至 １０ ｄ的海马神经元，加入稀释至不同终
浓度的谷氨酸（１畅２５、２畅５、５、１０ μｍｏｌ／Ｌ）作用 ２ ｈ，以噻
唑蓝（ＭＴＴ）比色法来评测细胞活力和损伤程度。 活细
胞线粒体内的琥珀酸脱氢酶可以使外源性 ＭＴＴ还原为
难溶性的蓝紫色结晶物甲臜（ ｆｏｒｍａｚａｎ）并且沉积在细
胞中，死细胞无此功能。 ＤＭＳＯ能溶解细胞中沉积的甲
臜，并呈现出紫红色，用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定
其吸光度值，可间接反映细胞存活率。
四、ＧＲｂ１对谷氨酸致神经元损伤的保护作用
１．人参皂苷 Ｒｂ１ 干预谷氨酸损伤实验：为评估

ＧＲｂ１的保护作用，细胞被分为以下几组：（１）正常对照
组，细胞正常培养；（２）谷氨酸损伤组，给予 ５ μｍｏｌ／Ｌ

的谷氨酸；（３）ＧＲｂ１ 治疗组，在谷氨酸（５ μｍｏｌ／Ｌ）损伤
的同时给予 ＧＲｂ１（０畅１、１、１０、１００、２００ μｍｏｌ／Ｌ）干预。

２．Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色：Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 是核酸染
料，能将所有细胞的 ＤＮＡ 染成蓝色。 在细胞凋亡时，
染色质浓集，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色的细胞核表现皱缩，在
荧光显微镜发出明亮的蓝色荧光。 实验结束时，将 Ｈｏ唱
ｅｃｈｓｔ ３３２５８ （５ μｍｏｌ／Ｌ） 加入培养基中， ３７ ℃孵育
１５ ｍｉｎ。 荧光显微镜下观察。 计数凋亡细胞和总细胞
数，计算细胞凋亡率。

３．测量丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）：
检测不同浓度的 ＧＲｂ１ 对谷氨酸漏出所致细胞氧化损
伤指标 ＭＤＡ和抗氧化指标 ＳＯＤ 的影响。 采用分光光
度测定法，步骤按照南京建成试剂盒说明进行。
五、统计学分析
数据均以均数±标准差（珋x ±s）表示。 资料分析采

用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计软件。 组间均数比较采用单因素方
差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用 ＳＮＫ 检验或 Ｔｕｋｅｙ唱
Ｋｒａｍｅｒ检验。 P ＜０畅０５ 认为差异具有统计学意义。

结　　果

１．谷氨酸暴露对神经元的影响：在神经元体外培
养至 ８ ～１０ ｄ时，进行实验。 首先我们比较了不同浓度
的谷氨酸（１畅２５、２畅５、５、１０ μｍｏｌ／Ｌ）作用 ２ ｈ 对海马神
经元造成的损伤，以ＭＴＴ法测定，将正常对照组的存活
细胞比例标定为 １００％。 与正常对照组比较，谷氨酸
（１畅２５、２畅５、５、１０ μｍｏｌ／Ｌ）作用 ２ ｈ 后活细胞量分别为
（９３畅９ ±２畅１ ）％、 （８２畅３ ±１畅４ ）％、 （５１畅２ ±１畅２ ）％、
（３２畅７ ±１畅３）％。 谷氨酸 ５ μｍｏｌ／Ｌ 作用 ２ ｈ 后存活
（５１畅２ ±１畅２）％的细胞（与对照组比较，P ＜０畅０１），接
近对照组的 ５０％（图 １），以后的实验均使用这一浓度
和时间。

２．ＧＲｂ１对谷氨酸致神经元损伤的保护作用：我们
首先比较了谷氨酸 ５ μｍｏｌ／Ｌ 与不同浓度的 ＧＲｂ１
（０畅１、１、１０、１００、２００ μｍｏｌ／Ｌ）共同作用 ２ ｈ对神经元的
影响。 谷氨酸干预后，细胞活力降至（５１畅３ ±２畅４）％
（P ＜０畅０１），与谷氨酸损伤组相比，ＧＲｂ１（１、１０、１００、
２００ μｍｏｌ／Ｌ）能够明显提高细胞存活率（P ＜０畅０１），细
胞活力分别为：（６４畅９ ±１畅７）％、（７２畅３ ±２畅２）％、（７０畅４ ±
３畅２）％、（７１畅６ ±２畅３）％；可以看出 ０畅１ μｍｏｌ／Ｌ剂量则
未能显示出保护作用［（５２畅７ ±２畅６）％，P ＞０畅０５］；在
１０ μｍｏｌ／Ｌ 时，ＧＲｂ１ 的保护作用最大，继续增加剂量
（１００ μｍｏｌ／Ｌ、２００ μｍｏｌ／Ｌ）没有增加其保护作用（P ＞
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０畅０５）（图２）。 我们采用 １ ～１００ μｍｏｌ／Ｌ的剂量开展接
下来的研究。
从 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色来看，正常培养至 ８ ｄ 的神

经元，有少量细胞发生凋亡［（５畅８ ±１畅０）％］，而给予谷
氨酸 ５ μｍｏｌ／Ｌ作用 ２ ｈ后，有大量的凋亡细胞出现，表
现为细胞核皱缩，发出明亮的蓝色荧光 ［（３４畅５ ±
１畅８）％，与对照组比较，P ＜０畅０１］，而同时给予 ＧＲｂ１
１、１０、１００ μｍｏｌ／Ｌ可以有效发挥抗凋亡作用［各组凋亡
细胞数分别为 （ ２７畅３ ±１畅７ ）％、 （ １９畅４ ±１畅２ ）％、
（２３畅５ ±１畅９）％，P ＜０畅０１，图 ３］。

３．ＧＲｂ１对 ＭＤＡ和 ＳＯＤ的影响：给予谷氨酸干预
后，脂质过氧化产物 ＭＤＡ水平上升，抗氧化的 ＳＯＤ 活
性明显下降。 ＧＲｂ１ １ ～１００ μｍｏｌ／Ｌ 干预可以观察到
ＭＤＡ水平的轻度下降，但与谷氨酸损伤组比较无统计
学差异，ＧＲｂ１ １０ ～１００ μｍｏｌ／Ｌ 可以提高 ＳＯＤ 活性（P

＜０畅０１），ＧＲｂ１ １ μｍｏｌ／Ｌ 组未观察到该效应。 以上结
果提示 ＧＲｂ１ 能够减弱谷氨酸带来的氧化损伤，但其神
经保护作用并非只依赖于抗氧化损伤的效应（表 １）。

表 1　ＧＲｂ１对谷氨酸损伤模型中 ＭＤＡ和 ＳＯＤ的影响（珋x ±s）
组别 鼠数 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏ） ＳＯＤ（ＮＵ／ｍｇ ｐｒｏ）

正常对照组 ６ �３   畅９３ ±０畅３６ ５５ ""畅３９ ±１  畅７３

谷氨酸损伤组 ６ �７   畅５２ ±０畅１１ ３７ ""畅２８ ±１  畅７２

ＧＲｂ１ １ μｍｏｌ／Ｌ ６ �７   畅４２ ±０畅１６ ３９ ""畅３２ ±０  畅８２

ＧＲｂ１ １０ μｍｏｌ／Ｌ ６ �７   畅４０ ±０畅２５ ４２   畅６３ ±２  畅４３ ａ

ＧＲｂ１ １００ μｍｏｌ／Ｌ ６ �７   畅３０ ±０畅１８ ４５   畅１７ ±２  畅４９ ａ

　　注：与谷氨酸损伤组比较，ａP ＜０畅０１

讨　　论

神经元体外培养模型是研究神经系统疾病发生机

制及治疗等众多研究领域的重要模型
［２］ 。 谷氨酸是哺

·９６４３·中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ４ 月第 ７ 卷第 ８ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ａｐｒｉｌ １５，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．８



乳动物中枢神经系统中主要的兴奋性神经递质之一，
同时也是一种潜在的导致神经元损伤的介质

［３唱４］ 。 比
如脑缺血、阿尔茨海默病等情况下，谷氨酸在细胞外积
聚，当细胞外谷氨酸浓度达到 ２ ～５ μｍｏｌ／Ｌ 时即可引
起神经元的损伤

［５］ 。 本实验观察发现， 当给予
１畅２５ μｍｏｌ／Ｌ的谷氨酸作用 ２ ｈ即可观察到神经元的损
伤，给予 ５ μｍｏｌ／Ｌ谷氨酸作用 ２ ｈ后，神经元的细胞活
力降至 ５０％左右。
目前认为缺血性脑损伤中谷氨酸毒性发生的机制

主要是因为脑缺血时 ＡＴＰ合成不足导致谷氨酸的再摄
取发生障碍，缺血区周围谷氨酸大量积聚，刺激谷氨酸
相关受体，导致 Ｎａ ＋、Ｃｌ ＋内流，引起细胞急性渗透性肿
胀，并造成细胞内钙超载，导致一系列病理反应，最终
引起神经元损伤

［６］ 。 细胞也可以通过胱氨酸／谷氨酸
转运体调节谷氨酸释放。 胱氨酸是胞内重要的抗氧化
损伤物质谷胱甘肽的合成原料

［７］ 。 高浓度谷氨酸暴露
情况下，胱氨酸摄取被抑制，致使胞内抗氧化物质合成
减少，自由基增加并攻击脂质，使脂质发生过氧化，其
过氧化终产物ＭＤＡ积聚，抗氧化产物 ＳＯＤ 减少，氧化
产物可以介导后续反应，导致细胞死亡［８］ 。 这与我们
此次实验观察到的谷氨酸导致氧化终产物 ＭＤＡ增高，
抗氧化屏障 ＳＯＤ减少相符合。

动物实验表明，ＧＲｂ１具有很好的神经营养和神经
保护作用，可以对抗缺血性脑损伤、治疗神经系统变性
疾病

［９］ ；本实验中，我们发现 ＧＲｂ１ 对于谷氨酸致神经
元损伤具有保护作用，能够减少氧化损伤，减少海马神
经元的凋亡率，这些可能是 ＧＲｂ１发挥神经保护作用的
机制。 谷氨酸损伤状态下，ＧＲｂ１ １ μｍｏｌ／Ｌ即可显示出
神经保护作用，１０ μｍｏｌ／Ｌ 剂量的神经保护作用最明
显，表现为细胞活力较谷氨酸损伤组明显增加，凋亡细
胞数减少，抗氧化产物 ＳＯＤ 增加，继续增加剂量（１００、

２００ μｍｏｌ／Ｌ）未增加其保护作用，提示 ＧＲｂ１ 的保护作
用有一定的有效浓度范围。

ＧＲｂ１ 的抗氧化损伤活性可能能够帮助我们部分
解释其保护作用。 有研究认为，在三萜达玛烷的 Ｃ２０
位置处连接有糖基的人参皂苷单体通常具有抗氧化损

伤的活性，ＧＲｂ１ 即属于此类［１０］ 。 总之，ＧＲｂ１ 具有较
好的对抗缺血性脑损伤的作用，有良好的临床应用前
景，但其发挥保护作用的具体机制尚需要进一步阐明。
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