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摘要：目的 研究三叶苷（Trilobatin）对N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸（N⁃methyL⁃D⁃aspartate，NMDA）诱导的人神经母细胞瘤细胞（SH⁃
SY5Y）损伤的保护作用。方法 采用体外细胞培养的方法，建立 SH⁃SY5Y细胞NMDA损伤模型。分设对照组（0 mmol/L
NMDA）、NMDA损伤模型（0 μmol/L三叶苷）组、三叶苷组（10，50，100 μmol/L）。对照组正常培养，NMDA损伤模型组以 2
mmol/L的NMDA为造模浓度，三叶苷组在NMDA损伤模型组的基础上分别以10，50，100 μmol/L的三叶苷为细胞活性测试浓

度。采用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）测定三叶苷对 SH⁃SY5Y细胞活性的影响；通过MTT法、乳酸脱氢酶

（LDH）释放量检测三叶苷对NMDA诱导SH⁃SY5Y细胞损伤的保护作用，用蛋白质印迹法（Western Blot）检测细胞内促凋亡蛋

白Bax，抗凋亡蛋白Bcl⁃2及NMDA受体调节亚单位NR2B蛋白表达水平，研究其作用机制。结果 三叶苷在1～100 mmoL/L
范围内不影响SH⁃SY5Y细胞的存活率。与对照组相比，NMDA损伤模型组细胞存活率为（53.13±3.31）%，细胞存活率明显降

低，细胞凋亡明显增高。与对照组相比，三叶苷组（10，50，100 μmol/L）细胞存活率分别为（56.28±2.05）%、（68.64±1.74）%及

（75.98±1.84）%，细胞存活率明显增高（F＝293.3，P＜0.001），LDH释放量减少，细胞凋亡明显降低（F＝314.1，P＜0.001）。三叶

苷参与调控NR2B亚单位及凋亡相关蛋白的表达，可降低NR2B蛋白与促凋亡蛋白Bax的表达，上调抗凋亡蛋白Bcl⁃2的表达。

结论 三叶苷对NMDA诱导的神经母细胞瘤SH⁃SY5Y细胞损伤有保护作用，其作用机制与NR2B亚单位相关。
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Abstract：Objective To study the protective effects of Trilobatin on SH⁃SY5Y cell injury induced by N⁃methyL ⁃D⁃aspartate
（NMDA）.Methods NMDA induced SH⁃SY5Y cells injury model was established by in vitro cell culture and was assigned in to
control group（0 mmol/L NMDA），NMDA injury model group（0 μmol/L Trilobatin），Trilobatin（10，50，100 μmol/L）group.The
control group was cultured normally，the NMDA injury model group used 2 mmol/L of NMDA as the model⁃making concentration，
and the Trilobedin group used 10，50，100 μmol/L of Trilobedin as the cell activity test concentration on the basis of NMDA injury
model group.MTT method was used to detect cell activity in order to determine the effective concentration.MTT assay and LDH as⁃
say were used to confirm the protective effects of Trilobatin.The protein expression levels of Bax，Bcl⁃2 and NR2B were detected by
Western blotting.Results Trilobatin could not reduce the survival rate of SH⁃SY5Y cells at the concentration from 1 to 100 mmol/
L.Compared with the control group，NMDA significantly reduced the cell viability，the cell viability decreased to（53.13±3.31）%，

the cell apoptosis was significantly increased.Compared with the control group，the cell viability rate of pretreatment with different
concentration of Trilobatin（10，50，100 μmol/L）groups were（56.28±2.05）%，（68.64±1.74）% and（75.98±1.84）%，respectively，
the cell viability significantly increased（F＝293.3，P＜0.001），the LDH release decreased and apoptosis decreased significantly
（F＝314.1，P＜0.001）.Trifloroside can regulate NR2B and apoptosis related protein expression，reduce the expression of NR2B pro⁃
tein and pro⁃apoptotic protein Bax，up⁃regulate the expression of anti⁃apoptotic protein Bcl⁃2.Conclusion Trilobatin has protective
effects on NMDA⁃induced neuroblastoma SH⁃SY5Y cells injury，and the mechanism of action is related to the NR2B subunit.
Key words：Fagaceae； Neuroblastoma； N⁃methylaspartate； Blotting，western； Trilobatin； SH⁃SY5Y cells

缺血性脑卒中（cerebral ischemic stoke）具有高

发病率、高致残率、高死亡率和高复发率等特点，是

一种严重威胁人类健康的临床常见疾病［1⁃2］。据世

界卫生组织统计，全世界每年有150万人发病，其中
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1/3的病人因此死亡，1/3的病人导致长期残疾，严重

影响病人生活质量［3］。因此，寻求有效的药物预防

和治疗缺血性脑卒中刻不容缓。

N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸（NMDA）受体是谷氨酸盐

受体家族中的一员，是一种兴奋性神经递质谷氨酸

的离子型受体。正常生理条件下，NMDA受体参与

并维持多种神经系统功能。但在生理病变条件下，

NMDA受体被过度激活，引起兴奋性神经毒性，从而

导致缺血性脑卒中疾病的发生。正因如此，NMDA
受体成为了治疗缺血性脑卒中的重要靶点。三叶

苷是是多穗柯嫩叶的甜味主要成分，具有显著降低

血脂，减轻体质量，改善氧化应激状态，清除自由基

的作用［4］。目前有研究报道提示，三叶苷具有抗脑

缺血作用，但其分子机制不够明确［5］，因此，本研究

于2015年11月至2016年7月通过建立体外兴奋性

毒性损伤模型，探究三叶苷的保护作用，并进行相

关分子机制的研究。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 三叶苷购自成都Biopurify公司（批

号 PRF15092821）；NMDA和乙二胺四乙酸（EDTA）
购自美国Amresco公司；DMEM细胞培养基、高糖培

养液和胎牛血清购自美国Hyclone公司；胰酶和四

甲基偶氮唑蓝（MTT）购自美国 Sigma公司；N⁃（2⁃羟
乙基）哌嗪⁃N⁃乙磺酸钠（HEPES）购自江苏碧云天生

物技术研究所；乳酸脱氢酶（LDH）定量检测试剂盒

由南京建成生物工程研究所提供；凋亡蛋白Bcl⁃2，
Bax 抗体，美国 Santa Cruz 公司；NR2B 亚基蛋白抗

体，美国CST公司；鼠β⁃肌动蛋白（β⁃actin）抗体购自

美国Santa Cruz Biotechnology；辣根过氧化酶标记的

羊抗兔，羊抗鼠二抗购自上海中杉金桥；RIPA蛋白

裂解液由江苏碧云天生物技术研究所提供。

1.2 主要仪器 日本 SANYO HF90二氧化碳培养

箱；日本Olympus IX53光学倒置显微镜；美国BIO⁃
TEK ELx800酶标测试仪。

1.3 细胞株 人神经母细胞瘤细胞（SH⁃SY5Y）株

由沈阳药科大学惠赠。

1.4 实验方法

1.4.1 细胞培养 SH⁃SY5Y 细胞系培养于 DMEM
完全培养液，含有10%胎牛血清，1%青霉素⁃链霉素

双抗。于5%二氧化碳，37 °C的培养箱中培养。

1.4.2 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT
法）检测三叶苷对SH⁃SY5Y细胞存活率的影响 取

对数生长期细胞并计数，以 1.0×105/mL的密度接种

于96孔板内，每孔100 μL，于5%二氧化碳，37 °C的

培养箱中培养 24 h后，加入终浓度为 25，50，100和

200 μmol/L的三叶苷 100 μL培养 24 h，然后向每孔

加入 5 mg/mL的MTT 20 μL（终浓度约 0.5 mg/mL），

置于细胞培养箱中孵育 4 h，孵育结束后，弃去上清

液，向每孔中加入150 μL的二甲基亚砜（DMSO），震
摇5 min，于酶标仪490 nm处测定其吸光度，计算细

胞存活率。

1.4.3 NMDA 诱导 SH⁃SY5Y 细胞损伤模型的建立

采用NMDA（0 μmol/L，1 μmol/L，2 μmol/L，5 μmol/L）
共孵30 min，更换培养液继续培养12 h，显微镜下观

察细胞形态变化，采用MTT法检测细胞损伤模型的

建立。

1.4.4 MTT法检测三叶苷对NMDA诱导损伤的SH⁃
SY5Y细胞的保护作用 取细胞损伤模型对数生长

期细胞并计数，以1.0×105/mL的密度接种于96孔板

内，每孔100 μL，于5%二氧化碳，37 °C 的培养箱中

培养24 h后，分别加入终浓度为0，10，50，100 μmol/L
的三叶苷孵育 4 h，按 1.4.3建立三叶苷干预细胞损

伤模型，计算细胞存活率。

1.4.5 三叶苷对 NMDA 诱导损伤的 SH⁃SY5Y 细胞

LDH释放量的影响 细胞分组及培养同1.4.4，按照

LDH试剂盒操作要求进行反应，反应结束后用酶标

仪测定在490 nm的吸光度，计算细胞凋亡率。

1.4.6 三叶苷对 NMDA 诱导损伤的 SH⁃SY5Y 细胞

蛋白表达的影响 蛋白质印迹法（Western Blot）检

测促凋亡蛋白Bax、抗凋亡蛋白Bcl⁃2及NMDA受体

调节亚单位NR2B蛋白表达，采用BCA蛋白定量法

检测蛋白浓度。每组按20 μL蛋白上样进行十二烷

基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE），将蛋

白转移到聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜）后，用5%脱脂

奶粉封闭1 h，将一抗的抗体按照说明书用封闭液配

制至适当的浓度，4 ℃孵育过夜。各个抗体稀释的

倍数如下：Bcl⁃2（1∶600），Bax（1∶600），β⁃actin（1∶
1000），NR2B（1∶1000）。次日用等渗缓冲盐溶液

（TBST）漂洗膜 3次，每次 5 min。将二抗按 1∶8 000
比例用TBST稀释，室温下孵育1 h。用TBST漂洗膜

3次，每次 10 min，最后以增强化学发光法（ECL）显

影，β⁃actin作为内参，采用 Image J灰度分析软件，对

所得蛋白条带进行定量分析。

1.5 统计学方法 实验数据以 x̄ ± s表示，利用

SPSS 16.0软件统计处理，两组间比较应用成组 t检验，

多组间比较应用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），
以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三叶苷对 SH⁃SY5Y细胞生长的影响 通过

MTT法检测三叶苷对SH⁃SY5Y细胞活性的影响，结
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果显示，三叶苷组在 0~100 μmol/L 范围内对 SH⁃
SY5Y细胞的生长无明显影响，在 200 μmol/L浓度

时，细胞存活率为（86.46±2.01）%，开始对细胞生长

产生抑制作用，与对照组（0 μmol/L三叶苷）相比，差

异有统计学意义（P＜0.01）。因此本研究选择 10，
50，100 μmol/L作为后续活性测试浓度。

2.2 NMDA诱导 SH⁃SY5Y细胞损伤模型的建立

采用MTT法检测NMDA对 SH⁃SY5Y细胞存活率的

影响，结果显示，1，2，5 mmol/L NMDA诱导下的细胞

存活率分别为（82.99 ± 3.13）%，（53.13 ± 3.31）%，

（26.34±1.97）%，差异有统计学意义（F＝262.1，P＜
0.001）。随着NMDA浓度的增加，对细胞的抑制作

用也逐步开始增加。2 mmol /L 的 NMDA 造模 30
min，对细胞抑制率达到 50.00% 左右，因此选用 2
mmol/L的NMDA为造模浓度。

2.3 MTT法检测三叶苷对NMDA诱导损伤的SH⁃
SY5Y细胞存活率的影响 采用MTT法初步检测确

定三叶苷对NMDA诱导损伤的 SH⁃SY5Y细胞具有

保护作用。实验结果表明，NMDA（2 mmol /L，30
min）诱导损伤的模型中，NMDA损伤模型（0 μmol/L
三叶苷）组细胞存活率为（53.51±2.07）%；在三叶苷

浓度为 10，50，100 μmol/L的条件下，细胞存活率分

别 为（56.28 ± 2.05）% 、（68.64 ± 1.74）% 、（75.98 ±
1.84）%，差异有统计学意义（F＝293.3，P＜0.001），

说明三叶苷对NMDA诱导损伤的 SH⁃SY5Y细胞的

保护作用具有浓度依赖性。

2.4 三叶苷对NMDA诱导损伤的 SH⁃SY5Y细胞

LDH释放量的影响 LDH释放量法可间接反映细

胞凋亡状态，采用 LDH 法再次证明了三叶苷对

NMDA 诱导损伤的 SH⁃SY5Y 细胞具有保护作用。

实验结果显示，NMDA增加了细胞凋亡，NMDA损伤

模型（0 μmol / L 三叶苷）组细胞凋亡率达到了

（52.50±1.97）%，与对照组（0 mmol/L NMDA）细胞凋

亡率（10.29±2.11）%比较差异有统计学意义（t＝

58.93，P＜0.001）；不同浓度的三叶苷（10，50，100
μmol / L）能减少细胞凋亡，细胞凋亡率分别为

（39.80±1.76）%、（31.13±2.21）%、（22.18±2.52）%，差

异有统计学意义（F＝314.1，P＜0.001），表明三叶苷

对 NMDA 诱导损伤细胞的保护作用呈现浓度依

赖性。

2.5 三叶苷对NMDA诱导损伤的 SH⁃SY5Y细胞

蛋白表达的影响 Bax和Bcl⁃2是细胞内与凋亡关

系密切的蛋白，细胞发生凋亡时，凋亡蛋白Bax表达

量上升，抗凋亡蛋白 Bcl⁃2表达量下降。从图 1可

知，与对照组（0 mmol/L NMDA）细胞蛋白Bax表达

量（0.044±0.003）、蛋白Bcl⁃2表达量（1.290±0.051）、

NR2B蛋白表达（0.068±0.003）相比，NMDA 损伤模

型（0 μmol/L三叶苷）组细胞蛋白Bax表达量（0.270±
0.016）明显升高（t＝24.64，P＜0.001），蛋白Bcl⁃2表

达量（0.790±0.028）下降（t＝15.65，P＜0.001），NR2B
蛋白表达（0.340±0.019）明显增加（t＝24.89，P＜
0.001）。与NMDA损伤模型（0 μmol/L三叶苷）组相

比，三叶苷（10，50，100 μmol/L）组细胞蛋白Bax表达

量（0.300±0.020）、（0.200±0.015）、（0.110±0.002）随

药物浓度的增加逐渐减少（均P＜0.01），蛋白Bcl⁃2
表达量（1.100 ± 0.028）、（1.240 ± 0.062）、（1.400 ±
0.047）明显升高（均 P＜0.001），NR2B 蛋白表达

（0.190±0.013）、（0.160±0.160）、（0.120±0.006）随药

物浓度的增加逐渐减少（均P＜0.001）。

NR2B

Bax

Bcl-2

β-actin

a b c d e

注：a为对照组，b为N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸（NMDA）损伤模型组，

c、d、e 分别为三叶苷浓度为 10、50、100 mmol/L 同时 NMDA 浓度

为 2 mmol/L 条件下的人神经母细胞瘤细胞（SH⁃SY5Y）蛋白表

达；b⁃actin为内参

图1 三叶苷对NMDA诱导损伤的SH⁃SY5Y细胞蛋白（NR2B、Bax
和Bcl⁃2）表达的影响（蛋白质印迹法）

3 讨论

据流行病学统计，我国年龄标化的卒中患病率

为1 115/10万，每年的年龄标化发病率为247/10万，

死亡率为 115/10万［6］。目前，脑卒中已经成为我国

第 1位的致死原因。缺血性脑卒中的发病机制复

杂，由神经兴奋性毒性、钙离子超载、再灌注损伤、

酶系统激活、细胞凋亡等共同参与，最终引起细胞

死亡［7］。发病过程是由于脑供血不足使脑细胞失去

能量及氧气的供应，从而导致兴奋性氨基酸（EAA）
谷氨酸大量释放，使NMDA受体被过度激活，引起

细胞内钙离子超载，最终导致细胞死亡［8］。由此可

见，NMDA受体介导的兴奋性毒性和钙离子超载是

缺血性脑卒中发病机制的触发者。而脑缺血发生

后，在致死区和正常区之间存在半暗带，这个区域

可保持一定量的血流以维持新陈代谢［9］。缺血中心

区和缺血半暗带的细胞损伤和死亡方式具有明显

的差异，在缺血中心区，细胞是以急性坏死为主要
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方式，具有不可逆性；而半暗带细胞的凋亡需要钙

离子、细胞信号传导机制、基因转录等参与，具有潜

在可挽救性［10］。目前，研究发现，选择性NMDA受

体拮抗剂可起到神经保护的作用，挽救缺血半暗带

部分残留的尚具活力的可逆性损伤神经元和脑组

织，且具有临床应用的可能［11］。NMDA受体为兴奋

性氨基酸谷氨酸的离子型受体，具有异四聚体结

构，由NR1，NR2，NR3及NR4等亚单位组成，NR1是
基本的功能亚单位，NR2是重要的调节亚单位，有

NR2A，NR2B，NR2C，NR2D等 4个不同的亚型［12⁃14］。

近期研究表示，不同类型的 NR2 亚单位构成的

NMDA 受体对神经损伤表现出不同的作用，含有

NR2B的NMDAR及其介导的信号分子在兴奋毒性

和缺血引起的神经元死亡中起主要作用 15］。当

NMDA⁃NR2B亚基被激活时，大量钙离子内流，从而

激活一系列的酶系统，最终引起细胞死亡。研究结

果显示，随着三叶苷药物浓度的增加，NMDA⁃NR2B
蛋白的表达逐渐减少，说明三叶苷对NMDA诱导的

SH⁃SY5Y细胞损伤的保护作用机制与NMDA⁃NR2B
亚单位相关。

NMDA受体介导的兴奋性毒性和钙离子超载是

缺血性脑卒中发病机制的触发者，本研究结果表

明，三叶苷对NMDA诱导的SH⁃SY5Y细胞损伤有保

护作用。NMDA刺激 SH⁃SY5Y细胞可导致细胞发

生凋亡，NMDA受体介导的兴奋性神经毒性将导致

神经元的凋亡［16⁃17］。实验结果显示，三叶苷能减少

细胞凋亡的发生，可以降低NMDA诱导的LDH释放

量的增加。三叶苷通过上调Bcl⁃2，抑制Bax表达达

到神经保护作用，以上研究结果表明三叶苷可以抑

制NMDA诱导的神经兴奋性毒性的发生，可挽救缺

血半暗带部分残留的尚具活力的可逆性损伤神经

元和脑组织，为三叶苷在缺血性脑卒中的防治方面

提供了实验依据。本研究仅仅表明三叶苷的作用

机制与NMDA⁃NR2B亚单位相关，但具体的作用机

制有待进一步的研究。
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