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摘要# 目的!探讨 "#"*羟基藜芦酰棋盘花胺 ""#"*W @̂X<\̂2_1X5YX<̂2ĵR5@18681% a<R# 引起小鼠小脑和大脑皮层组织
?CE损伤的影响& 方法!取 "+# 只雄性昆明种小鼠% 随机分为空白组% a<R高 "#L)& #4<2M]R#’ 低剂量组
"&L#) #4<2M]R#% 给药 % @& 采用彗星实验检测小脑和大脑皮层?CE损伤及修复情况( 酶联免疫法检测 0*羟基脱氧鸟
苷 "0*AD@S#’ 醌氧化还原酶 "CkA"# 含有量( 比色法测定小脑和大脑皮层活性氧自由基 "KA>#’ 丙二醛
"‘?E#’ 一氧化氮 "CA# 含有量和总超氧化物歧化酶 ".*>A?#’ 谷胱甘肽过氧化物酶 "S>D*G\# 活力( K.*G-K检
测小脑和大脑皮层 0*羟基鸟嘌呤?CE糖苷酶 "G’’!# 和血红素加氧酶*" "C$@!# 4KCE表达& 结果!a<R明显提高
小鼠小脑和大脑皮层‘?E’ KA>’ CA以及尿液中 0*AD@S含有量% 降低S>D*G\和 .*>A?活力% 以及 CkA" 含有量%
上调G’’! 表达& 停药后第 + 天?CE修复接近正常水平% 0*AD@S含有量接近正常水平& 结论!a<R可能引起氧化应
激% 导致?CE损伤& a<R同时上调G’’! 表达% 为抗氧化防御状态和?CE修复系统的代偿性调节&
关键词! "#"*羟基藜芦酰棋盘花胺( ?CE损伤( 氧化应激( ?CE修复
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58@ ;1X1[X52;<XY1\$;<9=>?8!A81WU8@X1@ 58@ YW6XŶ*Y7<452146;171X1X58@<42̂@6_6@1@ 68Y<YW1;<8YX<2
RX<UQ% a<RW6RW*"#L)& #4<2M]R# 58@ a<R2<7*@<N1RX<UQN"&L#) #4<2M]R#$-<41Y5NN5̂ 75NUN1@ Y<@1Y1;Y
?CE@545R158@ X1Q56X<Z4<UN1;1X1[122U458@ ;1X1[X52;<XY1\$.W16X21_12N<Z0*W @̂X<\̂*@1<\̂RU58<N681"0*
AD@S# 58@ =U68<81<\6@<X1@U;Y5N1"CkA"# 71X1@1Y1X4681@ [ 1̂8ĵ41*268]1@ 644U8<N<X[18Y5NN5̂$.W1;<2*
<X641YX̂75N5QQ261@ Y<415NUX68RX15;Y6_1<\̂R18 NQ1;61N"KA>#% 41YW581@6;5X[<\̂26;52@1W @̂1"‘?E#% 86YX6;
<\6@1"CA#% Y<Y52NUQ1X<\6@1@6N4UY5N1".*>A?# 58@ R2UY5YW6<81Q1X<\6@5N1"S>D*G\#$K.*G-K75NQ1XZ<X41@
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C<DE>:?8! "#"*W @̂X<\̂2_1X5YX<̂2ĵR5@18681( ?CE@545R1( <\6@5Y6_1NYX1NN( ?CEX1Q56X

!!神经细胞 ?CE损伤是神经毒性研究领域的一
个重要方向& 神经细胞?CE损伤因素有自身因素’
物理因素和化学因素% 均导致体内?CE结构改变&
氧化应激是组织细胞?CE损伤的重要因素之一)"* &
当?CE损伤发生时% 细胞通过一系列应答反应%
如细胞周期停滞’ ?CE修复’ 细胞凋亡等% 以维
持基因组的稳定性& 然而脑组织?CE修复能力低%
所以?CE修复系统缺陷导致?CE损伤的积累% 最
终导致神经变性即神经毒性)#*)* & 藜芦为百合科藜
芦 "Q&,+7,J-13’,J-J$# 植物% 其根和根茎入药%
味苦% 辛% 性寒% 大毒% 具有催吐’ 袪风痰’ 杀虫
疗疮的功效% 治疗中风’ 癫痫’ 疥癣秃疮’ 喉痹
症’ 痰涎涌盛’ 高血压等疾病)(* & 前期研究证实
藜芦生物碱是藜芦引起神经 ?CE损伤的主要毒性
成分)%* & "#"*羟基藜芦酰棋盘花胺 ""#"*W @̂X<\̂2*
_1X5YX<̂2ĵR5@18681% a<R# 是从藜芦中提取分离的
一种甾体生物碱类成分)0* & 研究表明 a<R能显著
引起小鼠小脑和大脑皮层的 ?CE损伤% 并呈剂量
依赖性)/* & 但目前关于 a<R对小鼠小脑和大脑皮
层的?CE损伤与修复效应的文献报道较少& 本研
究以雄性昆明种小鼠为研究对象% 从氧化应激角
度% 观察 a<R对小鼠小脑和大脑皮层 ?CE损伤的
影响% 以G’’! 和 C$@! 的 4KCE表达水平来评价
?CE修复活性和氧化应激防御状态& 将有助于揭
示其神经毒性的作用机理% 对藜芦的减毒和毒效关
系研究具有重要意义&
FG材料与方法
"L"!实验动物!健康雄性昆明种小鼠及普通饲料
均购于郑州大学实验动物中心% 小鼠体质量 ## i

#) R% >GH级% 许可证号! >-B,"豫# #&"&*&&&#&
"L#!药物与试剂!a<R的纯度 $ /0!% 由本实验
室制备)0* % 分子式为-+(D)"CA""% 相对分子质量为
(%+L+’( #& 0*羟基脱氧鸟苷 "0*AD@S# 检测试剂
盒购于上海西唐生物科技有限公司& 丙二醛
"‘?E#’ 谷胱甘肽过氧化物酶 "S>D*G\#’ 总超
氧化物歧化酶 ".*>A?#’ 活性氧族 "KA>#’ 一氧
化氮 "CA# 及醌氧化还原酶 "CkA"# 检测试剂
盒均购于南京建成生物工程研究所& 0*羟基鸟嘌呤
?CE糖苷酶 "G’’!# 和血红素加氧酶*" "C$@!#
K.*G-K试剂盒购于北京全式金生物公司&
"L+!分组及给药!取雄性昆明种小鼠 "+# 只% 普
通饲料适应性喂养 " 周后% 随机分为空白组 ")#
只#’ a<R低剂量组 "&L#) #4<2M]R% #0 只#’ a<R
高剂量组 "#L)& #4<2M]R% )# 只#& 每大组根据测
试生化指标数% 空白组分为 "+ 组% 低剂量组分为
% 组% 高剂量组分为 "+ 组% 每组 ’ 只& a<R用
&L&)!二甲基亚砜 "?‘>A# 双蒸水溶解% 灌胃给
药% 连续给药 % @( 空白组灌胃给予等体积 &L&)!
?‘>A双蒸水& 所有小鼠实验期间自由进食’
饮水&
"L’!小鼠小脑和大脑皮层?CE损伤修复!分别在
末次给药后 " W’ 停药第 " 天’ 停药第 + 天’ 停药
第 % 天% 断头取小鼠小脑和大脑皮层& 采用彗星实
验% 检测?CE损伤修复情况% 具体实验方法参照
文献)%% "&*&
"L)!小鼠尿液中 0*AD@S含有量的检测!小鼠放
入代谢笼% 分别在末次给药后 " W’ 停药第 " 天’
停药第 + 天’ 停药第 % 天% 收集 "( W 尿液 "空腹
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状态#% + &&& XM468离心 #& 468& 取上清液% 按照
试剂盒说明进行处理% 以 ’)& 84波长测其吸光度%
计算其 0*AD@S的含有量&
"L(!小鼠小脑及大脑皮层标本采集!于末次给药
后 " W% 断头取小脑和大脑皮层组织% 按质
量 "R# d体积 "4J# m" d/ 的比例加入生理盐
水% 冰水浴条件下匀浆% + &&& XM468 离心 ") 468%
取上清液% 严格按照试剂盒说明% 测定小脑和大脑
皮层组织的‘?E’ CA’ KA>’ CkA"’ S>D*G\’ .*
>A?活性等生化指标&
"L%!小鼠小脑及大脑皮层 G’’! 和 C$@! 4KCE水
平检测!于末次给药后 " W% 取小鼠大脑皮层和小
脑组织 )& i"&& 4R剪碎% .X6j<2法提取总 KCE%
然后采用 35N̂>;X6QY.7<*>Y1Q K.*G-K>UQ1X‘6\法
进行逆转录和 G-K% 所得产物用含终质量浓度
" #RM4J溴乙啶的 "L&!琼脂糖凝胶做电泳检测%
用凝胶成像分析系统检测结果% 并用 S12E852̂j1X
#&"& 分析软件分析结果&
"L0!统计学处理!所有数据采用 >G>> "%L& 应用
软件进行统计学分析& 数据均以 2b6表示% 采用
单因素方差分析% 判断总体显著性差异% 组间比较
采用7检验方法% )g&L&) 具有统计学差异&
HG结果
#L"!a<R引起小鼠小脑和大脑皮层 ?CE损伤及自
身修复!如图 " 所示% a<R高剂量组显著引起小鼠
小脑和大脑皮层?CE损伤 ")g&L&"#( 高剂量组
!!

在停药第 " 天仍可以显著引起小鼠小脑和大脑皮层
?CE损伤 ")g&L&"#% 而在停药后的第 +’ % 天%
a<R引起的小脑和大脑皮层 ?CE损伤不显著% 即
修复接近正常水平% 与空白对照组比较无差异
")h&L&)#&

注! 与空白组比较%!!)g&L&"

图 FG["V对小鼠小脑和大脑皮层?B6损伤的影响 %! L
"’ #\X&

U#VMFG<&&)*.4"&["V "%1/+#%*)’’4?B6#%*)/)1)’’(N
+%!*)/)1/+’*"/.)- "&N#*)%!L"’ #\X&

#L#!a<R对小鼠尿液中 0*AD@S含有量的影响!如
图 #E所示% 与空白组比较% a<R低’ 高剂量组小鼠
尿液中 0*AD@S含有量显著升高 ")g&L&"#& 如图
#F所示% a<R高剂量组在停药第 " 天% 0*AD@S含
有量仍较高% 与空白组比较% 有显著性差异 ")g
&L&"#% 而在停药第 + 天% 0*AD@S含有量接近正常
水平% 与空白对照组比较无差异 ")!&L&)#&

注! 与空白组比较%!!)g&L&"

图 HG["V对小鼠尿液中 ]K>=!̂ 的影响 %!L"’ #\X&
U#VMHG<&&)*.4"&["V "%]K>=!̂ *"%*)%./+.#"%4#%(/#%)"&N#*)%!L"’ #\X&

#L+!a<R对小鼠小脑和大脑皮层 ‘?E! CA!
KA>! S>D*G\! .*>A?! CkA" 生化指标的影响!
与空白组比较% a<R低’ 高剂量组小鼠小脑和大脑
皮层的‘?E和CA含有量显著升高% S>D*G\活力
显著降低 ")g&L&)% )g&L&"#& a<R高剂量组小

鼠小脑和大脑皮层 KA> 含有量显著升高而 .*>A?
活力显著降低 ")g&L&)% )g&L&"#& a<R低’ 高
剂量组小鼠小脑和高剂量组大脑皮层的CkA" 含有
量显著降低 ")g&L&)% )g&L&"#& 见图 +&
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注! 与空白组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 IG["V对小鼠小脑和大脑皮层;?6$ B>$ :>8$ 8̂=KW-$ 9K8>?$ B_>F的影响 %!L"’ #\X&
U#VMIG<&&)*.4"&["V +!N#%#4./+.#"%"%;?6’ B>’ :>8’ 8̂=KW-’ 9K8>?’ B_>F #%*)/)1)’’(N +%!*)/)1/+’

*"/.)- "&N#*)%!L"’ #\X&

#L’!a<R对小鼠小脑和大脑皮层C$@! 和G’’! 4K*
CE表达的影响!K.*G-K结果显示% 与空白组比
较% a<R高剂量组小鼠小脑和大脑皮层中 G’’!
4KCE表达增加% 有显著性差异 ")g&L&)% )g
&L&"#% 而 a<R高剂量组小鼠小脑和大脑皮层中
C$@! 的4KCE表达有增加趋势% 但没有统计学差
异 ")!&L&)#% 见图 ’&
IG讨论

氧化应激是组织细胞 ?CE损伤的重要因素之
一% 中枢神经细胞是极为活跃的细胞% 神经细胞膜
过多的多不饱和脂肪酸和低氧防御系统使得脑组织
易于受到氧化损伤& 毒性药物主要通过引起氧化应
激反应损伤神经细胞 ?CE% 导致 ?CE碱基烷基
化’ 碱基脱落’ 断裂’ 交联& 细胞具有一整套抗氧
化防御机制和 ?CE修复系统以抵制自由基的损伤
作用和处理未被清除的自由基& KA> 和CA是脑组
织氧化应激的重要源头% 并容易发生细胞膜脂质过
氧化% 产生小分子 ‘?E% 这些均可对 ?CE造成损
伤% 而机体的抗氧化酶体系包括 S>D*G\’ .*>A?’
CkA" 等可以清除这些自由基和过氧化物&

前期研究发现a<R高’ 低剂量均引起小鼠大脑
皮层和小脑?CE的显著性损伤)/* & 所以本实验从
氧化应激角度研究a<R引起小鼠大脑皮层和小脑组
织?CE损伤效应& 研究结果显示% a<R引起小鼠
大脑皮层和小脑 KA>’ CA’ ‘?E水平显著升高%

注! 与空白组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 XG["V对小鼠小脑和大脑皮层 $%%& 和 ’()& N:B6
表达的影响 %!L"’ #\X&

U#VMXG$%%& +%!’()& )-3/)44#"%4#%N#*)*)/)1/+’*"/.)-
+%!*)/)1)’’(N +&.)/["V +!N#%#4./+.#"%%! L"’
#\X&

CkA" 水平’ S>D*G\’ .*>A?活力显著降低( 此
外% 小鼠尿液中 ?CE氧化损伤的分子标志物 0*
AD@S含有量也显著升高& 由此推测% a<R可通过
引起小鼠脑组织氧化应激而导致?CE损伤&

此外% 研究发现a<R引起小鼠大脑皮层和小脑
"%("
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的?CE损伤在停药后第 + 天可以修复至接近正常
水平& 0*AD@S是公认的内源性及外源因素对 ?CE
氧化损伤的生物标志物% 0*AD@S导致 ?CE链碱
基配对颠换% 该突变与肿瘤发生发展及某些疾病有
密切关系)""*"#* % 在停药后第 + 天开始% 0*AD@S含
有量接近正常水平& 这些结果表明脑细胞具有
?CE损伤的自动修复能力& 我们同时检测了 a<R
对具有碱基切除修复能力ASS" 及具有抗氧化防御
作用DA*" 的影响& 一般认为 ASS" 的表达主要受
氧化应激的调节% ASS" 的碱基切除修复能力是化
学致癌物质或环境中有害物质引起细胞内氧化应激
的又一生物分子标志物)"+* % 其在体内特异识别 0*
AD@S并将其切除修复& DA*" 可通过减少促氧化
物质水平及增加抗氧化物质含有量来发挥抗氧化作
用% 从而提高机体的抗氧化防御状态& DA*" 的诱
导被认为能在各种氧化应激状态下参与组织细胞的
抗氧化应激损伤% 对机体起到保护作用)"’* & 研究
结果显示% a<R可增加小鼠大脑和小脑皮层组织的
G’’! 和C$@! 的 4KCE水平& C$@! 上调表明脑组
织增加了对抗a<R引起氧化应激的抗氧化能力% 同
时G’’! 上调提示脑组织增强了 ?CE修复能力%
以上这些是脑细胞抗氧化防御状态和 ?CE修复系
统的代偿性调节&

综上% a<R可通过引起小鼠脑组织的氧化应激
而导致?CE损伤% 这种?CE损伤可通过自身防御
系统得到部分修复% 但是 a<R对小鼠脑组织 ?CE
损伤作用仍不可忽视% 因为化学物质引起的 ?CE
损伤及修复频率的增加% 也会增加致突变和致癌的
可能性)")* &
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