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芍药苷对胆红素诱导海马神经元凋亡及核因子 一K B 

活性的影响 
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2．重庆医科大学附属儿童医院重症医学科，重庆 400014) 

【摘 要 】目的：探讨芍药苷(Paeoniflorin，PF)对胆红素诱导原代培养大鼠海马神经元凋亡和核因子一xB(Nuclear factor—xB， 

NF—KB)活性的影响。方法：取胎龄 17 19 d胎鼠的海马神经元进行细胞培养，于原代培养第7天加入不同浓度(1、2．5、5 t~g／m1) 

PF预处理24 h后。加入胆红素(10 I~g／m1)。经MTY法测定海马神经元细胞活力，筛选出PF预处理的适当剂量；进而采用An— 

Bexin V—FITC／PI双染色法观察此剂量PF(2．5 Ixg／m1)对胆红素诱导神经元凋亡形态和凋亡率的影响，并采用免疫细胞化学法检 

测胆红素作用后不同时间(3、6、12、24 h)神经元内NF—KB蛋白表达的变化。结果：与胆红素组比较，PF(2．5 Ixg／m1)预处理可显 

著降低海马神经元凋亡率(P<0．05)；胆红素诱导海马神经元NF—KB活化(P<O．05)，3-6 h达高峰(P<0．05)；2．5 p．g／ml PF可抑制 

胆红素作用3-6 h引起的NF—KB活化(尸l<0．05)。结论：采用 2．5 Ixg／ml PF预干预24 h可抑制胆红素诱导的海马神经元凋亡，可 

能与抑制胆红素诱导的神经元NF—rB早期(3-6 h)活化有关。 
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Effects of paeoniflorin on bilirubin-induced apoptosis and NF-KB activity 

OT hippocampal neuroas 
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Ministry of Education Key Laboratory of Child Development and Disorder； 
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【Abstract】Objective：To observe the effects of paeoniflorin(PF)on bilirubin-induced apoptosis and NF-KB of hippocampal neu— 

rons．Methods：Primary cultures of hippocampal neurons from the 17-19 days old embryo rats were used for the study．On the 7th day 

of incubation，the neurons in the experimental group were treated with bilirubin (10 txg／m1) for 24 h after the pretreatment with PF 

(1，2．5，and 5~g／m1)．MTY assay was used to detect the effect of paeoniflorin on neuronal activity and then to select the proper dose 

0f PF．and Annexin V—FITC／PI double staining was used to inspect the impact of PF(2．5~g／m1)on the morphology of neuronal apop— 

tosis and apoptosis rate；and immunocytochemistry was used to detect the expression of NF—KB protein in hippocampal neurons at dif- 

ferent time points(3，6，12，and 24 h)after bilirubin treatment．Results：Compared with bilirubin group，pretreatment with PF(2．5 

Ixg,／m1)could decrease the neuronal apoptosis rate to(17．11+2．64)％ (P<0．05)．Moreover，bilirubin induced a significant activity of 

NF-xB in hippocampal neurons(P<O．05)，especially when acting for 3-6 h(P<0．05)；meanwhile，PF(2．5~g／m1)significantly sup— 

pressed NF-KB activity induced by bilirubin stimulating for 3-6 h(P<O．05)．Conclusion：PF(2．5~g／m1)preconditioning for 24 h 

can inhibit bilirubin—induced apoptosis of hippocampal neurons，which might be associated with its suppression on NF—KB activity at 

early phase(3-6 h)after bilirubin stimulation． 
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严重的新生儿高胆红素血症可引起胆红素脑损伤，而后 

者可引起各种神经系统后遗症，甚至死亡，受到人们的广泛 

关注。目前对胆红素神经毒性的机制认识仍有限，缺乏有效 

的神经保护药物。前期实验证实 ，胆红素可引起新生大鼠海 

马神经元凋亡 ，ERK／核因子一KB(Nuclear factor—xB，NF—xB) 

信号通路可能参与其中 21。 

芍药苷(Paeoniflofin，PF)是中药芍药中提取的一种单萜 

类糖苷化合物，具有调节免疫、保肝、保护心血管、抗肿瘤及 

镇痛等作用。近年来在缺血性脑损伤及老年痴呆模型的研究 

中发现，PF有显著的神经保护作用，可能与防止钙离子超 

载、线粒体损伤、氧化应激损伤有关 ，但确切机制不明。 

本实验观察 PF预干预对胆红素诱导原代培养的大鼠海 

马神经元凋亡和NF—xB活性的影响，探讨PF是否抗胆红素 

神经毒性及可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物 

清洁级sD大鼠共40只，体质量(280+30)g，按雌雄 3：1 

合笼，以见到脱落的阴栓为交配成功(孕0 d)，清洁级sD大 

鼠由重庆医科大学实验动物中心提供。 

1．2 试 剂与仪器 

胆红素、二甲基亚砜(DMSO)(sigma公司)，PF(天津马克 

生物技术有限公司 ，纯度i>98．0％，批号 20090120)，NF—xB 

p65蛋白抗体(Cell signal公司)，DMEM／F12培养基和 B27 

(Gibco公司)，胎牛血清(PAA公司)，Annexin V—FITC／PI细 

胞凋亡检测试剂盒(上海炎彬化工科技有限公司)．免疫组织 

化学试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司)，5％CO：细胞 

培养箱(Forma公司)，全自动酶标仪(Humareader公司)，荧 

光显微镜(Olympus公司)。 

1．3 方法 

1．3．1大鼠海马神经元培养 无菌操作下取孕 17～19 d SD大 

鼠的胚胎鼠，分离得到海马。分散海马神经元，调整神经元密 

度为 5x10 个／ml后种植日。 

1．3．2 药物配置及试验分组处理 胆红素用 DMSO溶解，PF 

用 DMEM／F1 2培养基溶解，均一20℃储存。神经元培养至第7 

天，完全随机分为正常组、胆红素组和经PF预处理的胆红素 

组，后者再按所用 PF的剂量分为 PF 1组、PF 2组、PF 3组， 

分别用 1、2．5、5 p,g／ml的PF预处理 24 h后弃去，再加入胆 

红素(10 p,g／m1)处理3、6、12、24 h。正常组加入同体积 DM— 

SO。 

1．3．3 海马神经元细胞活力的测定 采用改良MTI"法l 5】检测 

胆红素作用24 h各组神经元存活情况。每组设置5个平行 

复孔，分组处理后，每孔加MrITI'液20 l，培养4 h，加 150 txl 

酸化异丙醇，选择波长570 nm处酶联免疫仪检测各孔的吸 

光度值(Optical density，OD)，实验重复3次，求其均值翻。 

1．3．4 Annexin V—FITC／PI双染色法检测神经元凋亡 胆红 

素作用 24 h后，4％多聚甲醛固定 15 min，PBS洗 2次，按 

Annexin V—FITC／PI细胞凋亡检测试剂盒说明书操作处理海 

马神经元。凋亡早期的细胞膜完整，Annexin V高染，细胞膜 

呈绿色荧光，PI低染，细胞核呈弱红色荧光；凋亡中期及晚期 

Annexin V及 PI均高染 ，细胞膜呈绿色荧光 ．细胞核呈强红 

色荧光。每张盖玻片在 10x40倍荧光显微镜下观察海马神经 

元，随机选5个视野计数，计算凋亡率：凋亡早、中、晚期神经 

元数／神经元总数，实验重复3次，求其均值。 

1．3．5 免疫细胞化学法检测NF—xB蛋白表达 胆红素作用 

不同时间点后，预冷丙酮固定 10 min，按免疫组织化学试剂 

盒说明书操作，以PBS代替一抗作阴性对照。以海马神经元 

内(细胞核及细胞浆)见棕黄色或深棕黄色颗粒为表达的NF— 

KB蛋白；以细胞核内见此颗粒为阳性细胞；阴性对照应无棕 

黄色反应产物。每张盖玻片在10x40倍显微镜下随机选5个 

视野；计算神经元内NF—xB蛋白的OD值，了解NF—xB蛋白 

在细胞浆内(未活化)及细胞核内(活化入核)表达的总和：计 

算阳性细胞率，明确 NF—KB活化入核的情况，实验重复 3次 ． 

求其均值。 

1．4 统计学处理 

实验数据均以x+s表示，应用SAS 9．2统计软件进行数据 

处理，各组问比较采用秩和检验，经 SAS中 PROC RANKS程 

序转化为正态后，不同组间两两比较采用 Tukey—Kramer校 

正，免疫组化实验资料采用重复测量的方差分析．以P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 PF对胆红素作用的海马神经元细胞活力的影v向 

MTY结果表明，与正常组 比较，胆红素组海马神经元细 

胞活力显著降低，2组比较差异有统计学意义(e=-o．009)。与胆 

红素组比，PF 1组、PF 2组和PF 3组海马神经元细胞活力 

有升高趋势，但分别与胆红素组两两比较并无统计学意义 

(P>0．05)。见表 1。 

表 1 MTT法检测各组海马神经元细胞活力 ±s，n=3) 

组别 OD值 

正常组 

胆红素组 

PF 1组 

PF 2组 

PF 3组 

0．353±0．056 

0．167土0．027 

0．223±0．058 

0．293±0．045 

0．236 4-0．067 

注：与正常组比较，A，P<0．01 

2．2 PF对胆红素诱导海马神经元凋亡的影响 

Annexin V—FITC／PI双染色法结果表明，与正常组 比较， 

胆红素组海马神经元凋亡率显著升高(P=0．002 4)；而 PF 

(2．5 g／m1)能显著降低胆红素诱导的海马神经元凋亡率(e-- 

0．046 1)。见图 1、表 2。 
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本实验显示．PF(2．5 Ixg／m1)预干预24 h可部分抑制胆 

红素诱导的海马神经元凋亡。Kim ID等_1l1也发现PF预干预 

24 h可抑制 LPS对 RAW246．7(巨噬细胞)的毒性 。亦有报 

道，PF预干预2 h 5 d均有神经保护作用 ，故 PF预干预 

的最佳时间点有待研究。 

Mao QQ等旧发现 PF抑制谷氨酸盐对 PC12细胞的毒性 

的有效浓度范围为O．5—24 Ixg／ml；吴玉梅等_1引用PF抑制海人 

藻酸对小鼠皮层神经元的毒性，最大浓度为41．6 Ixg／ml；刘洋 

等㈣用PF抑制皮质醇对大鼠皮层神经元的损伤。发现最佳 

浓度范围为0．96-4．8 txg／ml。本研究显示，PF(1、2．5、5~g／m1) 

有提高胆红素作用下的海马神经元细胞活力的趋势，其中以 

PV(2．5~g／m1)保护趋势明显，而 Annexin V—FITC／PI双染结 

果显示，PF(2．5 Ixg／m1)可显著降低胆红素作用下的海马神经 

元凋亡率。故推测，细胞种类及损伤因素不同，PF发挥保护 

作用的有效浓度也不同。因此，我们采用 PF(2．5 Ixg／m1)进一 

步实验。 

NF—KB是目前研究较深入的核因子。在调控细胞凋亡与 

存活方面有重要作用。近年来，在新生大鼠缺氧缺血模型中 

发现，NF—KB的活化分早期(0．5—6 h)和晚期(24 h)两个高 

峰，抑制早期活化高峰可发挥神经保护作用，而抑制晚期活 

化则介导神经损伤旧。故不同时期的NF—KB活化可能发挥不 

同的作用。研究表明，PF可抑制缺血诱导的星形胶质细胞 

NF—xB活化，减少炎症因子的释放f 61；抑制肿瘤细胞中NF— 

xB的活化，协同5一Fu发挥抗肿瘤作用旧。但在胆红素诱导 

的海马神经元凋亡中，NF—xB的活化机制及PF对NF—xB的 

影响鲜有报道。 

本研究显示，胆红素诱导的NF—KB活化有时间依赖性， 

在 3~6 h达高峰：但未发现Nijboer C H等_151报道的两个 NF— 

KB活化高峰，可能与本研究的时间范围仅限于 3～24 h以及 

刺激因素不同等有关。 

PF可明显抑制胆红素作用 3-6 h NF—KB的活化水平。 

故推测．PF的神经保护作用可能与抑制胆红素作用下NF— 

KB的早期(3-6 h)活化有关。 

综上所述，胆红素诱导海马神经元凋亡可能与其作用3～ 

6 h时 NF—KB的活化相关；采用 2．5~g／ml PF预干预 24 h， 

可能通过抑制此时期的 NF—KB活化拮抗胆红素神经毒性， 

但 PF神经保护作用的最佳浓度、最适药理预适应时间点及 

对 NF—KB活化的调控机制有待进一步研究。 
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