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茶多酚对甲基汞致大鼠大脑皮质神经元氧化损伤的防护作用
刘巍， 徐兆发， 杨天瑶， 奉姝， 邓宇， 徐斌

（中国医科大学公共卫生学院环境卫生学教研室， 辽宁 沈阳　 １１０１２２）

　 　 摘要： 目的　 探讨茶多酚 （ ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｏｎｏｌｓ， ＴＰ） 对甲基汞 （ｍｅｔｈｙｌｍｅｒｃｕｒｙ， ＭｅＨｇ） 所致大鼠大脑皮质神经元

氧化损伤的防护作用及机制。 方法　 进行大鼠大脑皮质神经元原代培养， 细胞成熟后给予 ０ ０１、 ０ １、 １、 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｅＨｇ 分别处理 ０ ５、 １、 ３、 ６、 １２ ｈ， 通过测定培养液中乳酸脱氢酶 （ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ） 活力来进行 ＭｅＨｇ
细胞毒性分析； 根据测定结果选择最具代表性的 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 暴露 ６ ｈ 作为 ＭｅＨｇ 染毒组。 应用同样方法进行 ＴＰ 预

处理组选定， 向培养液中分别加入终浓度为 ５、 １０、 ２０ 及 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ， 分别预处理 ０ ５、 １、 ３ 及 ６ ｈ 后， 再加入终

浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ， 继续培养 ６ ｈ 后测定培养液 ＬＤＨ 漏出， 根据实验结果选定 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 预处理 ３ ｈ 作为

ＴＰ 预处理剂量及时间； 细胞经各剂量 ＴＰ 预处理后， 再暴露于 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ ６ ｈ， 测定神经元细胞凋亡率、 非蛋白

巯基 （ｎｏｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ， ＮＰＳＨ） 含量、 活性氧簇 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 水平及 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 活力。 结果　 与对照组比较， 随着染 ＭｅＨｇ 剂量的升高， 培养液中 ＬＤＨ 活力逐渐升高， 呈现剂量和时间依赖

性的效应关系。 ＴＰ 预处理后， ＬＤＨ 活力逐渐降低， 在 １０ 、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组显著降低 （Ｐ＜０ ０５ 或 Ｐ＜０ ０１）；
１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 导致神经元凋亡率显著升高， ＮＰＳＨ 含量显著降低， ＲＯＳ 水平显著升高， Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 活力显著降低， 差异均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０１）， ＴＰ 预处理对上述指标的拮抗作用呈现剂量⁃效应关系， 差异

均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５ 或 Ｐ＜０ ０１）。 结论　 ＴＰ 对 ＭｅＨｇ 所致大鼠大脑皮质神经元氧化损伤具有一定的防护作用。
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ⁃ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｉｎ ＭｅＨｇ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＴＰ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｏｓｅ⁃ａｎｄ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ １０ ａｎｄ ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ３ ｈ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０ ０５ ｏｒ Ｐ＜０ ０１）． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｌｅｖａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ，
ｏｆ ＲＯＳ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＮＰＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ａｎｄ Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ （Ｐ＜０ ０１） ｃａｕｓｅｄ
ｂｙ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｆ ＭｅＨｇ ｃｏｕｌｄ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ｂｙ ＴＰ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （Ｐ＜０ ０５ ｏｒ Ｐ＜０ ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ
ＴＰ ｈａｓ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＭｅＨｇ ｉｎ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｒａｔ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｅｔｈｙｌｍｅｒｃｕｒｙ （ＭｅＨｇ）； ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ （ＴＰ）； ｎｅｕｒｏｎｓ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ； ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ）

　 　 已 有 研 究 表 明［１］， 甲 基 汞 （ ｍｅｔｈｙｌｍｅｒｃｕｒｙ，
ＭｅＨｇ） 能够诱发产生自由基， 过量自由基会导致机

体氧化损伤， 是外源化学物对机体细胞产生毒性的主

要机制之一。 活性氧簇 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ） 通常被认为是细胞氧化应激的正常产物之一，
但过量的 ＲＯＳ 蓄积可以导致氧化损伤， 使胞内分子

如蛋白质、 ＤＮＡ 等发生病理损伤， 并激活某些基因

导致细胞凋亡。 茶多酚 （ ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ， ＴＰ） 是从

茶叶中提取的天然多酚类化合物， 具有抗衰老、 抗肿

瘤、 抗辐射、 抗炎等功能［２］。 本研究应用不同浓度

的 ＭｅＨｇ 暴露及 ＴＰ 预处理神经元， 通过测定乳酸脱

氢酶 （ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ） 活力、 细胞凋亡

率、 非蛋白巯基 （ ｎｏｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ， ＮＰＳＨ） 含

量、 ＲＯＳ 水平、 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力，
研究不同剂量 ＴＰ 预处理对 ＭｅＨｇ 所致神经元氧化损
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伤的保护作用， 为深入研究 ＭｅＨｇ 致神经毒性的机制

及其防治提供实验依据。
１　 材料与方法

１ １　 实验仪器及试剂

１ １ １　 仪器 　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｆ 型超净工作台 （苏州苏洁

净化设备有限公司）， ＨＥＲＡ ＣＥＬＬ １５０ 细胞培养箱

（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公司）， ２⁃１６Ｋ 低温超速离心机 （美国

Ｓｉｇｍａ 公司）， 电热恒温水浴箱 （北京光明仪器厂），
Ｔ５１００ 倒置显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）， ＳＭＪ⁃１６８ 解剖

显微镜 （厦门 Ｍｏｔｉｃ 公司）， ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪

（美国 ＢＤ 公司）， ７２２ 型分光光度计 （上海精密仪器

有限公司）。
１ １ ２　 试剂　 甲基汞 （纯度≥９７ ０％， 德国 Ｄｒ Ｅｈ⁃
ｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ⁃Ｓｃｈａｆｅｒｓ 公司）， ＴＰ （纯度≥９５ ０％， 长沙

蓝威生物科技有限公司）， ＤＭＥＭ、 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ⁃Ａ、
ＨＢＳＳ、 Ｂ２７、 胎牛血清、 胰蛋白酶 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司）， 阿糖胞苷、 多聚赖氨酸、 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ （ 美国

Ｓｉｇｍａ 公司）， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒

（碧云天生物技术研究所）， 其他试剂均为国产分

析纯。
１ ２　 神经元培养

由中国医科大学实验动物中心提供的清洁级

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠若干只， 经中国医科大学伦理委员会批

准， 动物使用许可证号： ＳＣＸＫ （辽） ２００８—０００５。
雌雄合笼饲养， 直至受孕分娩， 产下新生鼠。 按文献

［３］ 的方法， 取出生 ２４ ｈ 之内的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 去脑

膜后切碎， 加入 １ ｍｌ 含 ０ １２５％胰蛋白酶的 ＤＭＥＭ，
于 ３７ ℃ 孵育 ２０ ｍｉｎ， 消化后用含 ２０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基终止反应。 用移液管轻轻吹打， 将细

胞悬液转移到 ２００ 目筛网中过滤， 滤液经 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清， 用含 １０％马血清的 ＤＭＥＭ 培养

基稀释细胞悬液至 １×１０６个 ／ ｍｌ， 接种于经多聚赖氨

酸过夜处理的直径为 ６０ ｍｍ 的培养皿中， 置于 ３７
℃、 ５％ ＣＯ２孵箱中培养 ２４ ｈ， 弃掉 ＤＭＥＭ 培养基，
更换为含 ２％ Ｂ２７、 １％ 抗生素、 ０ ２５％ 谷氨酰胺的

Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ⁃Ａ 无血清培养基继续培养 ２４ ｈ， 之后向培

养皿中加入终浓度为 ３ ３３ μｍｏｌ ／ Ｌ 的阿糖胞苷， 以抑

制非神经元的过度增长， 使之纯化。 ２４ ｈ 后半量换

液。 之后每 ３ ｄ 换液一次， 待细胞长满单层后， 采用

ＮＳＥ 免疫细胞化学法进行鉴定， 免疫染色阳性细胞

达 ９０％后进行实验。
１ ３　 实验分组及处理

１ ３ １　 神经元染毒及预处理模型的建立　 待神经元

生长状态最佳时进行实验。 向培养液中分别加入

０ ０１、 ０ １、 １ 及 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ， 分别培养 ０ ５、 １、
３、 ６ 及 １２ ｈ， 测定培养液 ＬＤＨ 漏出进行 ＭｅＨｇ 细胞

毒性分析。 根据实验结果选定 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 暴露 ６ ｈ 作

为 ＭｅＨｇ 处理剂量及时间进行后续指标测定。 应用同

样方法选定 ＴＰ 预处理组， 向培养液中分别加入终浓

度为 ５、 １０、 ２０ 及 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ， 分别预处理 ０ ５、
１、 ３ 及 ６ ｈ 后， 再加入终浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ， 继

续培养 ６ ｈ 后测定培养液 ＬＤＨ 漏出。 根据实验结果

选定 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 预处理 ３ ｈ 作为 ＴＰ 预处理剂

量及时间进行其余指标测定。
１ ３ ２　 以培养液 ＬＤＨ 漏出， 确定其余指标测定分

组　 共分为 ５ 组， 分别为对照组、 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ
组、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ ＋ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＴＰ＋ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ ＋ １ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｅＨｇ 组。 ＴＰ 预处理 ３ ｈ， 染 ＭｅＨｇ ６ ｈ 后进行实验

分析。
１ ４　 测定指标

培养液中 ＬＤＨ 活力参照文献 ［４］ 的方法测定，
神经元细胞凋亡率应用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡

检测试剂盒测定， ＮＰＳＨ 含量应用 ＤＴＮＢ 比色法［５］ 测

定， 单细胞悬液制备及 ＲＯＳ 水平参照文献［６］的方法

测定， Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力参照 Ｃａｒｆ⁃
ａｇｎａ 等［７］报道的硫酸亚铁钼磷蓝定磷法测定。 蛋白

含量应用 Ｌｏｗｒｙ 方法测定。
１ ５　 统计学分析

实验数据以ｘ±ｓ 表示。 采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件单因

素方差分析 （ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 进行组间差异的显著

性检验， 两组间比较用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ＜０ ０５ 为差

异有统计学意义。
２　 结果

２ １　 不同剂量 ＭｅＨｇ 对神经元培养液 ＬＤＨ 活力的

影响

随着 ＭｅＨｇ 处理剂量 （ ０ ～ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及时间

（０ ５～１２ ｈ） 的增加， 细胞培养液 ＬＤＨ 活力不断升

高， 并呈现剂量和时间依赖性的效应关系。 与对照组

相比， ＭｅＨｇ 处理 ０ ５ ｈ， ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组神经元培

养液 ＬＤＨ 活力明显升高 （Ｐ＜０ ０５）； ＭｅＨｇ 处理 １ ｈ，
１、 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组细胞培养液 ＬＤＨ 活力显著升高

（Ｐ＜０ ０１）； ＭｅＨｇ 处理 ３ ｈ， ０ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组细

胞培养液 ＬＤＨ 活力明显升高 （ Ｐ ＜ ０ ０５）， １、 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ＬＤＨ 活力显著升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１）；
ＭｅＨｇ 处理 ６ ｈ 和 １２ ｈ， 除 ０ ０１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组外，
各 ＭｅＨｇ 处理组细胞培养液 ＬＤＨ 活力均显著升高 （Ｐ
＜０ ０１）。 见表 １。
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表 １　 各时间点不同剂量 ＭｅＨｇ 处理对神经元培养液 ＬＤＨ 活力的影响 （ｘ±ｓ） ％对照

组别 ｎ ０ ５ ｈ １ ｈ ３ ｈ ６ ｈ １２ ｈ

对照组 １０ １００ ００±１４ ３７ １００ ００±１４ ７５ １００ ００±１３ ６７ １００ ００±１３ ２０∗∗ １００ ００±２０ ６５∗∗

０ ０１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ １０６ ８２±１５ ５３ １１０ ９５±２２ ６２ １２３ ０１±３４ ７４ １２５ ９２±２６ ５３ １２７ ５７±４２ ９３∗∗

０ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ １１８ ５０±１９ １７ １２１ ９０±１９ １３ １４３ ５５±２９ ２９∗ １９９ ４３±３６ ８１∗∗ ２３９ ４１±３６ ９２∗∗

１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ １２３ ３７±２１ １３ １６９ ０８±２１ ０１∗∗ ２４７ ０８±３６ ７５∗∗ ４０１ ５１±７０ ５２∗∗ ４６８ ４９±５８ １９∗∗

２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ １４３ ８１±２１ ５５∗ １９２ ６７±２９ ６６∗∗ ２７２ ５５±４０ ３４∗∗ ４７８ ０９±４３ ７７∗∗ ５１６ ３５±６９ ８８∗∗

注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

２ ２　 不同剂量 ＴＰ 预处理对神经元培养液 ＬＤＨ 活力

的影响

与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组相比， 给予 ＴＰ 预处理 １ ｈ
后， ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组神经元培养液 ＬＤＨ 活力

有显著降低 （Ｐ＜０ ０１）； 给予 ＴＰ 预处理 ３ ｈ 后， １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组细胞培养液 ＬＤＨ 活力明显下降

（Ｐ＜０ ０５）， ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组培养液 ＬＤＨ
活力均显著降低 （Ｐ＜０ ０１）； 给予 ＴＰ 预处理 ６ ｈ 后，
１０、 ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组细胞培养液 ＬＤＨ 活

力显著降低 （Ｐ＜０ ０１）。 在 ＴＰ 预处理 ３ ｈ 或 ６ ｈ 后，
２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组之间的神经元培养液

ＬＤＨ 活力未见明显差异。 见表 ２。
表 ２　 不同时间点各剂量 ＴＰ 预处理对神经元培养液 ＬＤＨ 活力的影响 （ｘ±ｓ） ％对照

组别 ｎ ０ ５ ｈ １ ｈ ３ ｈ ６ ｈ

对照组 １０ １００ ００±２２ ６７ １００ ００±１１ ９１ １００ ００±２２ ３３ １００ ００±１５ ６８
１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ ４１５ ９６±６２ ５２∗∗ ４１０ ０２±４９ ２６∗∗ ４０６ ５５±６３ ２０∗∗ ４１３ １９±４４ ００∗∗

５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ ４０３ ２１±５３ ０３ ３８７ ４２±３５ ２９ ３８１ ６６±３１ ８１ ３８０ １９±４９ ６５
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ ３９０ ８３±３２ ９５ ３６９ ９５±５７ ８５ ３４０ ３８±３０ ０４＃ ３１８ ５７±６０ ０９＃＃

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ ３８４ ９０±５２ １２ ３５６ ２０±５３ ０９ ２９０ ２１±３８ ３８＃＃ ２８２ ３８±５０ ２５＃＃

４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 １０ ３６９ ３８±４７ ０６ ３２０ ８９±４１ ３２＃＃ ２７９ ６０±５４ ８２＃＃ ２６１ ７９±３２ ５８＃＃

注： 与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组比较， ＃Ｐ＜０ ０５， ＃＃Ｐ＜０ ０１。

２ ３　 各组神经元细胞凋亡率、 ＮＰＳＨ 含量及 ＲＯＳ 水平

与对照组相比， １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组神经元凋亡率

显著升高 （Ｐ ＜ ０ ０１）， ＮＰＳＨ 含量显著降低 （ Ｐ ＜
０ ０１）， ＲＯＳ 水平显著升高 （Ｐ＜０ ０１）。 随着 ＴＰ 预

处理剂量的增加， 神经元凋亡率逐渐降低， ＮＰＳＨ 含

量逐渐升高， ＲＯＳ 水平逐渐降低， 并呈现出剂量⁃效
应关系， 与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ
预处理组神经元凋亡率明显降低 （Ｐ＜０ ０５）， ＮＰＳＨ
含量明显升高 （Ｐ＜０ ０５）， ＲＯＳ 水平明显降低 （Ｐ＜
０ ０５）； ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组神经元凋亡率显著降

低 （Ｐ ＜ ０ ０１）， ＮＰＳＨ 含量显著升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１），
ＲＯＳ 水平显著降低 （Ｐ＜０ ０１）。 见表 ３。
表 ３　 各组神经元细胞凋亡率、 ＮＰＳＨ 含量及 ＲＯＳ 水平 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 ｎ
凋亡率

（％）
ＮＰＳＨ 含量

［μｍｏｌ ／ （Ｌ·１００ ｍｇ ｐｒｏ）］
ＲＯＳ 水平

（平均荧光强度）
对照组 ６ ７ ２５±２ ４３ ２ ７２±０ ３３ １０３ ７８±１８ ７３
１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ３９ ４１±５ ３７∗∗ １ ５２±０ ２８∗∗ ３４１ ７０±３７ ６６∗∗

５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ３５ ０８±４ ７６ １ ７７±０ ３５ ３２４ ６２±４８ ２５
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ３１ ６５±４ ２１＃ １ ８９±０ ２５＃ ２８２ ７５±２９ ２７＃

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ２９ ４２±５ １５＃＃ ２ １６±０ ３７＃＃ ２１２ ８８±４４ ６０＃＃

注： 与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组比较， ＃Ｐ＜０ ０５， ＃＃Ｐ＜０ ０１。

２ ４　 各组神经元 Ｎａ＋⁃Ｋ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋⁃ＡＴＰａｓｅ 活力

与对照组相比， １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组神经元 Ｎａ＋ ⁃
Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力均显著降低 （ Ｐ ＜

０ ０１）。 随着 ＴＰ 预处理剂量的增加， 神经元 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力逐渐升高， 并呈现出一定

的剂量⁃效应关系， 与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组比较， １０、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组神经元 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和

Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力明显升高 （Ｐ ＜ ０ ０５ 或 Ｐ ＜ ０ ０１）。
见表 ４。
表 ４　 各组神经元 Ｎａ＋⁃Ｋ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋⁃ＡＴＰａｓｅ 的活力 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 　 　 　 ｎ
Ｎａ＋⁃Ｋ＋⁃ＡＴＰａｓｅ

［μｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ ｐｒｏ）］
Ｃａ２＋⁃ＡＴＰａｓｅ

［μｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ ｐｒｏ）］
对照组 ６ ７ ４５±０ ９２ ２ ９６±０ ６２
１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ４ ０３±０ ８８∗∗ １ ７１±０ ３８∗∗

５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ４ ２２±０ ５９ １ ７９±０ ４４
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ５ ３９±０ ６６＃ ２ ３６±０ ５９＃

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组 ６ ５ ９２±１ ２５＃＃ ２ ６２±０ ４１＃＃

注： 与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０ ０１； 与 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组比较， ＃Ｐ＜０ ０５， ＃＃Ｐ
＜０ ０１。

３　 讨论

本研究结果表明， ＭｅＨｇ 具有抑制神经细胞生长

和存活的毒性作用。 随着 ＭｅＨｇ 处理剂量和时间的增

加， 培养液 ＬＤＨ 漏出逐渐增加， 并呈剂量和时间依

赖性的效应关系。 当 ＭｅＨｇ 处理 １２ ｈ 后， ０ １、 １、 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组神经元 ＬＤＨ 活力均显著升高， 在 １、
２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组呈现过度损伤表现。 提示 ＭｅＨｇ 可

能损伤神经元的线粒体， 从而引发毒性作用， 而

１ μｍｏｌ ／ Ｌ可能是 ＭｅＨｇ 导致神经元毒性的敏感剂量，
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因此， 我们选择 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 暴露 ６ ｈ 作为 ＭｅＨｇ 处理的

剂量和时间， 进行后续指标的测定分析， 观察不同剂

量 ＴＰ 预处理对此剂量下 ＭｅＨｇ 毒性作用的保护作用。
细胞凋亡是一系列基因调控、 自发性的细胞程序

性死亡， 是机体的一种自我调节过程［８］。 本实验中，
ＭｅＨｇ 浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 作用 ６ ｈ 后， 能够抑制体外培

养的神经元的存活， 可能是 ＭｅＨｇ 诱导神经细胞凋亡

和诱发神经细胞坏死共同作用的结果。 而随着 ＴＰ 预

处理浓度的升高， 神经元的凋亡程度减轻。 ＭｅＨｇ 染

毒后， 神经元中 ＮＰＳＨ 的含量显著降低， ＲＯＳ 的含量

显著升高， 说明 ＭｅＨｇ 能够产生大量的自由基， 并且

抑制富含巯基的抗氧化物质， 导致神经元氧化损伤。
以 ＴＰ 预处理后， ＮＰＳＨ 含量显著升高， ＲＯＳ 含量显

著下降， 并呈现剂量⁃效应关系。 这可能与 ＴＰ 强大的

抗氧化功能相关。 一方面 ＴＰ 直接清除 ＲＯＳ， 降低了

ＭｅＨｇ 所致的神经元氧化损伤； 另一方面， ＲＯＳ 的含

量下降， 能够引起一系列的变化， 导致各种清除

ＲＯＳ 的酶的活性抑制被解除， 释放 ＮＰＳＨ 合成的前体

物质， 增加 ＮＰＳＨ 的含量， 从而减弱神经元的氧化

损伤［９］。
本实验发现， １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 组神经元 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃

ＡＴＰａｓｅ和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力均显著降低。 这可能由于

ＭｅＨｇ 产生自由基， 抑制了线粒体呼吸链供能， 从而

导致 ＡＴＰ 合成受阻； 同时， ＭｅＨｇ 的亲巯基性与神经

元细胞膜上的巯基蛋白结合使膜的流动性降低， 通透

性增强， 造成生物膜 ＡＴＰ 酶系普遍受到抑制［ １ ０ ］。 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＴＰ 预处理组神经元 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 活力均显著升高， 可能是因 ＴＰ 清除自由基的

作用降低了 ＭｅＨｇ 暴露所导致的神经元高水平的

ＲＯＳ， 拮抗神经元氧化损伤， 而 ＲＯＳ 水平的降低减

弱了对细胞膜的损伤， 同时减轻了对线粒体呼吸链合

成 ＡＴＰ 的抑制， 使得 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ

的功能得到缓解。 关于 ＴＰ 对 ＭｅＨｇ 所致神经毒性防

护作用的具体机制还有待进一步研究。
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