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【摘要】 目的 探讨神经生长因子对糖皮质激素诱导的大鼠海马神经元凋亡的保护作用。方法

体外分离原代培养 18 只新生 Wister 大鼠海马神经元，噻唑蓝法测定地塞米松诱导海马神经元凋亡的最

低敏感剂量，观察不同质量浓度神经生长因子对地塞米松（0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L）诱导海马神经元凋亡的保

护作用。结果 与阴性对照组相比，地塞米松Ⅰ组（10 × 10 ⁃ 6 mol/L）、Ⅱ组（1 × 10 ⁃ 6 mol/L）和Ⅲ组（0.10 ×
10 ⁃ 6 mol/L）大鼠海马神经元活性均降低（P = 0.000，0.000，0.000）。予不同质量浓度神经生长因子后，神

经生长因子 0.18 ng/ml 组大鼠海马神经元活性低于阴性对照组（P = 0.000）和阳性对照组（P = 0.010），神

经生长因子 18 ng/ml 组大鼠海马神经元活性高于阳性对照组（P = 0.000）和神经生长因子 0.18 ng/ml 组
（P = 0.000）。结论 糖皮质激素可以诱导体外培养的大鼠海马神经元凋亡，地塞米松 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L
是诱导海马神经元凋亡的最低敏感剂量，神经生长因子可以拮抗地塞米松诱导的大鼠海马神经元凋亡。

【关键词】 神经生长因子； 糖皮质激素类； 海马； 细胞凋亡； 细胞，培养的； 疾病模型，动
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【Abstract】 Objective To observe the protective effect of nerve growth factor (NGF) on apoptosis of
primary cultured rat hippocampal neurons which were induced by glucocorticoids. Methods The neurons
isolated from the hippocampus of 18 neonatal Wister rats were cultured in vitro. Methyl thiazolyl
tetrazolium (MTT) analysis was used to detect the lowest concentration of dexamethasone ⁃ induced
hippocampal neuronal apoptosis, so as to explore the protective effect of different concentrations of NGF on
0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L dexamethasone ⁃ induced hippocampal neuronal apoptosis. Results Compared with
negative control group, the activity of rat hippocampal neurons was reduced significantly in dexamethasone
Ⅰ (10 × 10 ⁃ 6 mol/L), Ⅱ (1 × 10 ⁃ 6 mol/L) and Ⅲ (0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L) groups (P = 0.000, 0.000, 0.000). After
different concentrations of NGF were given, the activity of hippocampal neurons in NGF 0.18 ng/ml group
was significantly lower than negative control group (P = 0.000) and positive control group (P = 0.010), while
the activity of hippocampal neurons in NGF 18 ng/ml group was significantly higher than positive control
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为适应外源性和内源性应激（如创伤、疾病、精

神因素等），机体调节生物活动以保持内环境稳态，

从而激活下丘脑⁃垂体⁃肾上腺（HPA）轴，导致血清

皮质醇水平异常，严重者甚至诱发危重症相关性糖

皮质激素不足（CIRCI）［1］或慢性血清皮质醇水平升

高，破坏免疫稳态，诱发内环境紊乱、内脏型肥胖和

胰岛素抵抗等代谢性疾病［2⁃3］。研究显示，高水平糖

皮质激素可以引起海马神经元突触缺失和海马萎

缩，加重海马齿状回神经元凋亡，从而影响认知功

能［4］。因此，如何选择适宜的糖皮质激素剂量和使

用时间，从而在有效发挥外源性糖皮质激素治疗作

用的同时，避免应用不合理导致的神经元不良反

应，是临床医师一直探索的课题。神经生长因子

（NGF）作为临床应用广泛的神经营养因子（NTF），

业已证实在神经元存活、生长、分化和再生等方面

发挥重要作用［5］。本研究旨在大鼠海马神经元体外

培养基础上，采用细胞酶学分析法观察糖皮质激素

对新生大鼠海马神经元活性的影响，以及神经生长

因子对糖皮质激素诱导的海马神经元凋亡的保护

作用。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 健康清洁级 24 h 内新生 Wistar 大
鼠共 18 只，性别不限，体重为 5 ~ 7 g，均由解放军军

事医学科学院卫生环境医学研究所提供，每次实验

取同一窝别乳鼠 6 只。所有孕鼠均于万级屏障系统

喂以洁净饲料，于室温（22 ± 3）℃、相对湿度 40% ~
70%、12 h 昼-12 h 夜循环照明环境中饲养，自由摄

食、饮水。

2. 试剂与仪器 （1）药品与试剂：鼠神经生长因

子（恩经复，规格：18 μg/支）购自厦门未名生物医药

有限公司，地塞米松（规格：1 mg/ml）购自美国 Sigma
公司，SFFD 培养液［包含 DMEM 培养基/F⁃12 混合液

（1∶1）］和 N2 无血清添加剂为美国 Gibco 公司产品，

胎牛血清（FBS）由美国 Hyclon 公司提供，噻唑蓝

（MTT）和 二 甲 基 亚 砜（DMSO）购 自 美 国 Sigma 公

司。（2）仪器与设备：96 孔培养板购自丹麦 Nunc 公

司，倒置相差显微镜为日本 Olympus 公司产品，二氧

化碳培养箱由德国 Binder 公司提供，Zoom 2000 型

解剖显微镜购自德国 Leica 公司，Allegra X⁃15R 型离

心机为美国 Beckman 公司产品。

二、实验方法

1. 海马神经元原代培养 参照文献［6⁃7］方法，

于无菌条件下以体积分数 75%乙醇溶液消毒处死

新生 Wistar 大鼠，尖镊子剥离脑组织置于培养皿中，

解剖显微镜下分离海马组织，完整去除血管和脑

膜，以不含血清的 SFFD 培养液冲洗，充分剪碎。将

含 15%胎牛血清的 SFFD 培养液与剪碎的海马组织

混合加入离心管中，移液管轻轻吹吸，细胞悬液在

200 目滤网上过滤，剩余组织在 200 目滤网上研磨后

过滤，收集分散的单细胞悬液，调整细胞密度至 1 ×
10 6 个/ml，接种至预先涂有鼠尾胶原的 96 孔培养板

中，置 37℃、含 5%二氧化碳的饱和湿度培养箱中培

养。培养第 2 天全量更换含 N2 无血清添加剂的

SFFD 培养液，以后每 3 天半量更换含 N2无血清添加

剂的 SFFD 培养液，培养至第 9 天，可见海马神经元

贴壁生长。共制备 3 张 96 孔培养板，其中 2 张用于

糖皮质激素诱导海马神经元凋亡实验，1 张用于神

经生长因子干预糖皮质激素诱导海马神经元凋亡

实验。

2. 糖皮质激素诱导海马神经元凋亡 （1）分组：

将原代培养至第 9 天的 2 张 96 孔培养板中的海马神

经元随机分为 8 组，每组各 24 孔细胞。①阴性对照

组，弃原培养液，更换为新鲜含 N2 无血清添加剂的

SFFD 培养液，共培养 48 h。②地塞米松Ⅰ ~ Ⅶ组，

弃原培养液，更换为含有不同浓度地塞米松（10 ×
10 ⁃ 6、1 × 10 ⁃ 6、0.10 × 10 ⁃ 6、0.01 × 10 ⁃ 6、1 × 10 ⁃ 9、0.10 ×

group (P = 0.000) and NGF 0.18 ng/ml group (P = 0.000). Conclusions Glucocorticoids can induce the
apoptosis of in vitro cultured rat hippocampal neurons, and 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L dexamethasone is the lowest
sensitive dose. NGF plays a role of blocking dexamethasone⁃induced apoptosis.

【Key words】 Nerve growth factor; Glucocorticoids; Hippocampus; Apoptosis; Cells, cultured;
Disease models, animal
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10 ⁃ 9 和 0.01 × 10 ⁃ 9 mol/L）的含 N2 无血清添加剂的

SFFD 培养液，培养 48 h。（2）MTT 法检测海马神经元

活性：每孔细胞加入 5 g/L MTT 溶液 15 μl，培养 4 h，
于离心半径 7 cm、转速 1000 r/min 离心 3 min，弃上

清液，加入 DMSO 溶液 150 μl 振荡溶解，采用酶联免

疫吸附试验（ELISA）于 590 nm 波长处测定吸光度值

（OD 值），代表海马神经元活性。

3. 神经生长因子干预糖皮质激素诱导海马神经

元凋亡 （1）分组：将原代培养至第 9 天的 96 孔培

养板中的海马神经元随机分为 4 组，每组各 24 孔细

胞。①阴性对照组，弃原培养液，更换为新鲜含 N2

无血清添加剂的 SFFD 培养液，培养 48 h。②阳性对

照组，弃原培养液，更换为含有 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L 地

塞米松的含 N2 无血清添加剂的 SFFD 培养液，培养

48 h。③神经生长因子 0.18 ng/ml 组，弃原培养液，

更换为含有 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L 地塞米松的含 N2 无血

清添加剂的 SFFD 培养液，同时加入 0.10 ml 神经生

长因子 0.18 ng/ml，共培养 48 h。④神经生长因子

18 ng/ml 组，弃原培养液，更换为含 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L
地塞米松的含 N2 无血清添加剂的 SFFD 培养液，同

时加入 0.10 ml 神经生长因子 18 ng/ml，培养 48 h。
（2）MTT 法检测海马神经元活性：每孔培养细胞加

入 5 g/L MTT 溶液 15 μl，培养 4 h，于离心半径 7 cm、

转速 1000 r/min 离心 3 min，弃上清液，加入 DMSO 溶

液 150 μl 振荡溶解，采用 ELISA 法于 590 nm 波长处

测定 OD 值，代表海马神经元活性。

三、统计分析方法

采用 SPSS 17.0 统计软件进行数据处理与分

析。采用 Levene 方差齐性检验，计量资料以均数 ±
标准差（x ± s）表示，采用单因素方差分析，方差齐性

者组间两两比较行 LSD⁃t 检验，方差不齐者组间两

两比较采用 Tamhane's T2 法。以 P ≤ 0.05 为差异具

有统计学意义。

结 果

一、糖皮质激素对大鼠海马神经元活性的影响

不同浓度地塞米松对大鼠海马神经元活性的

影响差异有统计学意义（P = 0.000），其中，地塞米松

Ⅰ组（10 × 10 ⁃ 6 mol/L）、Ⅱ组（1 × 10 ⁃ 6 mol/L）和Ⅲ组

（0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L）海马神经元活性均低于阴性对照

组（P = 0.000，0.000，0.000）；而地塞米松Ⅳ～Ⅶ组海

马神经元活性与阴性对照组差异无统计学意义（均

P > 0.05；表 1，2），提示地塞米松 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L 是

诱导大鼠海马神经元凋亡的最低敏感剂量。

二、神经生长因子对糖皮质激素诱导海马神经

元凋亡的保护作用

不同质量浓度神经生长因子对地塞米松 0.10 ×
10 ⁃ 6 mol/L 诱导的大鼠海马神经元凋亡差异有统计

学意义（P = 0.000），其中，神经生长因子 0.18 ng/ml
组大鼠海马神经元活性低于阴性对照组（P = 0.000）
和阳性对照组（P = 0.010）；神经生长因子 18 ng/ml
组大鼠海马神经元活性仅高于阳性对照组（P =
0.000），而与阴性对照组差异无统计学意义（P >
0.05）；神经生长因子 18 ng/ml 组大鼠海马神经元活

性高于神经生长因子 0.18 ng/ml 组（P = 0.000；表 3，
4），表明神经生长因子可以拮抗糖皮质激素诱导的

海马神经元凋亡，具有神经保护作用。

讨 论

糖皮质激素在应激反应、水电解质平衡和机体

生长发育等诸多方面扮演重要角色，但其临床应用

一直饱受争议。近年相继有研究显示，机体处于应

激状态时或予非生理水平糖皮质激素后，可持续刺

激下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴，使靶组织对激素的敏感

Group
Negative control (1)
DexamethasoneⅠ (2)
DexamethasoneⅡ (3)
DexamethasoneⅢ (4)
DexamethasoneⅣ (5)
DexamethasoneⅤ (6)
DexamethasoneⅥ (7)
DexamethasoneⅦ (8)

N
24
24
24
24
24
24
24
24

OD value
0.18 ± 0.02
0.14 ± 0.02
0.15 ± 0.01
0.16 ± 0.01
0.18 ± 0.02
0.18 ± 0.02
0.19 ± 0.02
0.19 ± 0.01

F value

32.142

P value

0.000

表 1 不同浓度地塞米松组大鼠海马神经元活性的比较
（x ± s，OD590 nm）
Table 1. Comparison of different concentrations ofdexamethasone on the activity of rat hippocampal neurons
（x ± s, OD590 nm）

表 2 不同浓度地塞米松组大鼠海马神经元活性的两两
比较

Table 2. Paired comparison of different concentrations ofdexamethasone on the activity of rat hippocampal neurons
Pairedcomparison
(1)∶(2)
(1)∶(3)
(1)∶(4)
(1)∶(5)

t value
0.045
0.034
0.027
0.002

P value
0.000
0.000
0.000
1.000

Pairedcomparison
(1)∶(6)
(1)∶(7)
(1)∶(8)

t value
0.003

⁃ 0.005
⁃ 0.003

P value
1.000
1.000
1.000
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性改变，同时增强海马神经元对凋亡的敏感性［4，6］。

本研究结果显示，海马神经元暴露于浓度 > 0.10 ×
10 ⁃ 6 mol/L 糖皮质激素后，可发生凋亡，与文献报道

相一致［4，6］。机体处于慢性应激状态，可以刺激下丘

脑⁃垂体⁃肾上腺轴，促进激素分泌增多、神经生长因

子分泌减少，导致前额叶和海马萎缩，从而出现抑

郁症状［4，8⁃10］，最终导致向心性肥胖和代谢综合征以

及空间学习能力和记忆障碍［1⁃2］。当今社会随着经

济的快速发展和生活节奏的迅速增快，精神疾病发

病率升高，国民普遍处于慢性应激状态，血清皮质

醇水平升高，因此，积极探寻一种神经保护剂以拮

抗糖皮质激素的负性作用、提高其有效性即显得十

分必要。

本研究结果显示，海马神经元活性降低与地塞

米松呈剂量依赖性，一定浓度（10 × 10 ⁃ 6、1 × 10 ⁃ 6 和

0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L）糖皮质激素可以诱导体外培养的

海马神经元凋亡，与文献报道相一致［11⁃12］。本研究

采用 MTT 法检测海马神经元活性，其原理是：细胞

线粒体内的琥珀酸脱氢酶（SDH）脱氢原子后，氢原

子接收剂 MTT 可由黄色可溶性还原为蓝色不可溶

性沉淀物，与神经元数目呈正相关，定量反映神经

元活性和凋亡情况［13］。有文献报道，抑郁症模型动

物予神经营养因子（如神经生长因子）后，可有效改

善海马萎缩［8⁃9］，为进一步寻找可以拮抗糖皮质激素

诱导神经元凋亡的保护性措施提供理论依据。目

前，临床应用较为广泛的是神经生长因子。神经生

长因子是一种神经营养因子，可在脑卒中、神经损

伤和阿尔茨海默病（AD）等神经变性病的治疗中发

挥促神经细胞成熟分化、血管新生以及抗炎症反

应、抗细胞凋亡和神经保护作用［14⁃15］。本研究采用

的神经生长因子是临床常用的粉末状鼠神经生长

因子，我们的预实验显示，神经生长因子 1.80 ng/ml
可以使神经元数目减少、脱落死亡，出现细胞毒性

作用。研究显示，神经生长因子 50 ng/ml 可以拮抗

地塞米松 1 × 10 ⁃ 6 mol/L 诱导的嗜铬细胞瘤 PC12 细

胞凋亡，究其原因是糖皮质激素受体激活［5］。本研

究地塞米松 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L 是诱导大鼠海马神经元

凋亡的最低敏感剂量，因此推测发挥有效拮抗作用

的神经生长因子 > 5 ng/ml，考虑到神经元较肿瘤细

胞脆弱敏感，本研究采用含 N2 无血清添加剂的

SFFD 培养液稀释 1000 倍后以终质量浓度 18 ng/ml
模拟高水平神经生长因子组，稀释 100 000 倍后以终

质量浓度 0.18 ng/ml 模拟低水平神经生长因子组，

结果显示，神经生长因子可以拮抗糖皮质激素诱导

的海马神经元凋亡，然而体内研究的神经生长因子

起效剂量和作用方式尚待进一步的基础与临床研

究。我们推测，在不同疾病模型和机体应激状态

下，神经生长因子起效剂量不同［6，8］，足剂量神经生

长因子才会启动神经保护机制。

神经生长因子拮抗糖皮质激素诱导的神经元

凋亡作用机制，可能与糖皮质激素受体有关。糖皮

质激素诱导神经元凋亡可以分为 3 个阶段［16］：首

先，是糖皮质激素受体介导的基因调节；其次，是促

进与拮抗细胞凋亡因子平衡，对细胞凋亡的发生起

决定性作用；最后，是内切核酸酶活性和 Caspase 蛋

白是细胞凋亡的执行阶段［17］。基于上述理论基础，

如果在神经元凋亡程序启动前，予以足够剂量的神

经保护剂（如神经生长因子），即可发挥拮抗糖皮质

激素、阻断神经元凋亡的作用。糖皮质激素与其受

体结合，可以抑制蛋白激酶 B（PKB）和细胞外信号

调节激酶 1/2（ERK1/2）激活和磷酸化，阻止神经生

长因子与其受体——酪氨酸激酶受体 1 型的结合，

从而抑制神经元轴突生长［5，15，18⁃19］。因此推测，补充

足够剂量的神经生长因子后，神经生长因子与酪氨

酸激酶受体 1 型充分结合，可能通过多种信号转导

通路抑制凋亡相关基因表达，阻断凋亡级联反应，

抑制神经元凋亡，发挥促血管新生、恢复下丘脑⁃垂
体⁃肾上腺轴功能的作用。

Group
Negative control (1)
Positive control (2)
NGF 0.18 ng/ml (3)
NGF 18 ng/ml (4)

N
24
24
24
24

OD value
0.18 ± 0.02
0.16 ± 0.01
0.15 ± 0.13
0.18 ± 0.01

F value

36.325

P value

0.000

表 3 不同质量浓度神经生长因子组大鼠海马神经元活
性的比较（x ± s，OD590 nm）
Table 3. Comparison of the activity of rat hippocampalneurons among different groups (x ± s, OD590 nm)

表 4 不同质量浓度神经生长因子组大鼠海马神经元活
性的两两比较

Table 4. Paired comparison of the activity of rathippocampal neurons among different groups
Pairedcomparison
(1)∶(2)
(1)∶(3)
(1)∶(4)

t value
0.025
0.036
0.036

P value
0.000
0.000
0.491

Pairedcomparison
(2)∶(3)
(2)∶(4)
(3)∶(4)

t value
0.011

⁃ 0.022
⁃ 0.033

P value
0.010
0.000
0.000

NGF，nerve growth factor，神经生长因子
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综上所述，糖皮质激素可以诱导体外培养的大

鼠海马神经元凋亡，其中地塞米松 0.10 × 10 ⁃ 6 mol/L
是诱导大鼠海马神经元凋亡的最低敏感剂量；神经

生长因子可以拮抗地塞米松诱导的大鼠海马神经

元凋亡。因此，糖皮质激素联合神经生长因子既可

以达到较好的神经保护作用，又可以降低药物剂量

相关不良反应，为临床合理用药提供理论依据。鉴

于体外研究的局限性，临床实践中糖皮质激素的用

药时间和安全剂量、神经生长因子的用药时间和方

式，以及如何达到理想的神经保护作用，尚待进一

步深入研究。
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