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� � 摘 � 要: 目的 � 将小鼠大脑皮质神经元的缺糖 /缺氧模型用于耐缺氧保健食品的体外评价。方法 � 采用血清药
理学方法制备含牛磺酸复合制剂的小鼠血清,观察其对缺糖缺氧损伤神经元的乳酸脱氢酶 ( LDH )、超氧化物歧化酶

( SOD )活力及细胞生存率的影响, 并与小鼠急性脑缺血性缺氧实验结果比较。结果 � 中、高剂量含牛磺酸复合制剂小
鼠血清组 LDH活力分别为 ( 5�97 � 0� 85)、( 5�68 � 1�55) U /( g� prot),低于空白血清对照组的 ( 8� 27 � 1� 54) U / ( g� prot)
(P < 0� 05);低、中、高剂量含牛磺酸复合制剂小鼠血清组 SOD活力分别为 ( 6� 83 � 0� 65)、( 6� 95 � 0� 68)、( 7� 55 �
0� 82) U / ( mg� pro t), 高于空白血清对照组的 ( 5� 57 � 0�89 ) U / ( mg� pro t) , 细胞生存率分别为 90� 06%、89� 04%、
91�92% , 高于空白血清对照组的 75� 74% (P < 0�05) ;牛磺酸复合制剂低、中、高剂量组小鼠急性脑缺血性缺氧存活时
间分别为 17�3、19�5、18�2 s,比纯水对照组的 15�5 s长 (P < 0�05)。结论 � 含有某保健食品的小鼠血清对神经元缺
糖 /缺氧损伤具有保护作用; 小鼠大脑皮质神经元的缺糖 /缺氧模型可用于保健食品耐缺氧功能的体外评价。
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Deve lopm ent of neuron glucose oxygen deprivation model in evalua tion on anoxia endurance function of health food�
W ANG Feng�yan, HUANG Jun�m ing, TAN Jian�b in, e t a .l Depa rtm ent o f Toxico lo gy, C enter fo r D isea se P revention and
C ontro l o f Guangdong P rovince (Guang zhou 510300, Ch ina )

Abstract: Objective� To deve lop am ouse co rtica l neuron g luco se oxygen depr iv ation m odel to evalua te anox ia endur�
ance( acute hypox ic�ischem ic dam age) function o f hea lth food in v itro. M ethods� Serum pharm aco lo gy m e thod w as adopted

to preparem ouse serum conta ining taur ine. P r im ary co rtica l neuron s from neona te m ouse ( w ith in 24hr ) w ere cu ltured and

treated w ith d ifferen t concentration s o f the serum on the 8 th day under the depriva tion o f oxygen and g luco se. Then the con�
ten ts o f lacta te dehydrogenase ( LDH ) and superox ide dism utase ( SOD ) , and the v iabitity o f the neuron s w ere de term ined

and com pared w ith tho se o f them ice w ith acute brain hypox ic�ischem ic dam age. R esu lts� The LDH leve ls fo rm oderate and

h igh do se taur ine�conta ining se rum treatm ent g roups w ere 5� 97 � 0�85 and 5� 68 � 1�55 U / g� pro t and sign ificantly low er
than that o f b lank contro l( 8�27 � 1� 54 U / g� g ro ,t P < 0� 05). Fo r low, m oderate, and h igh do se taurine�con ta in ing se rum
treatm en t group s, the SOD leve ls w ere 6�83 � 0� 65, 6�95 � 0�6, and 7�55 � 0�82 U /m g� gro t and the v iability o f the neurons
w ere 90�66% , 89�04% , and 91�92% , wh ich bo th significantly higher than tho se o f blank serum contro l( 5�57 � 0�89 U /m g� pro ,t
75�74% ; P < 0� 05 for a ll). The surv iva l tim e o f the m ice in low, m ode ra te, and h igh do se taur ine com p lex treatm ent group s
w ere 173s, 19� 5s, and 18�2 s and w ere sign ificantly longer than tha t o f in purew a ter trea tm ent g roup(P < 0� 05). Conclusion

Taur ine�conta ining m ouse se rum has a pro tectiv e effec t on the cultured new born m ouse co rtica l neurons. The re sults suggest

tha t oxygen /g luco se depriva tion m odel o f m ouse co rtical neuron can be used to eva luate the func tion o f hea lth fo od aga inst

acute hypox ic�ischem ic dam age in vitro.
K ey words: neuron; o xygen / g luco se depr iv ation m ode;l se rum pha rm aco logy

� � 急性暴露于缺氧环境会给机体带来严重危害, 耐缺氧保

健食品能提高机体对缺氧的适应能力而减少损伤。目前对耐

缺氧保健功能的评价采用动物实验,但周期长, 实验动物非常

痛苦, 且需要动物的量也较大。近年来, 国际上提倡 � 3R�原

则, 即在实验中尽可能减少动物的使用量,而用组织细胞、各

种体外试验等方法替代动物实验 �1- 2�。本研究采用体外细胞

培养技术, 以某保健食品为例,将体外培养的小鼠大脑皮质神

经元缺糖 /缺氧模型用于耐缺氧保健食品的体外评价。

1� 材料与方法

1� 1� 主要仪器与试剂 � N eurobasa lTM培养基、B27培养基、胎牛

血清培养液 ( DMEM )、胰酶 (美国 G ibco公司 ); 胎牛血清 (杭

州四季青生物工程有限公司 );四甲基偶氮噻唑蓝 (MTT,美国

S igm a公司 );连二亚硫酸钠 ( Na2 S2O4 )与其他试剂均为国产

分析纯; 乳酸脱氢酶 ( LDH )试剂盒 (北京中山生物科技有限

公司 ); 超氧化物歧化酶 ( SOD )试剂盒 (南京建成生物制品有

限公司 ); 市售保健食品 (主要活性成份为牛磺酸, 浓度为

93% )。 2424- 2型二氧化碳培养箱 (美国 She ldon公司 );

ZE ISS XDP�12倒置显微镜 (德国 ZE ISS公司 ); VL5BS超净工

作台、V ersaM ax酶标仪 (美国 M olecular Dev ice公司 )。

1�2� 实验动物 � KM种雄性小白鼠 68只, SPF级 [广东省实

验动物中心, 动物生产许可证号: SCXK (粤 ) 2003- 0002号,

质量合格证编号: 0032172], 6~ 8周龄, 体重 18~ 22 g。使用

常规颗粒饲料 (广东省实验动物中心 )饲养于 SPF级动物实

验室,室温为 ( 22 � 2) � , 湿度为 60% ~ 80%。

1�3� 方法 �

1�3�1� 牛磺酸复合制剂对小鼠急性脑缺血性缺氧体外模型

建立 � 随机选取 48只小鼠随机分成 4组: 纯水对照组、牛磺

酸复合制剂高、中、低剂量组 [剂量分别为 0� 50、0�17、

0�08 g /( kg� bw) ],每组 12只。高、中、低剂量组按设计剂量

每日经口灌胃给予牛磺酸复合制剂 1次, 纯水对照组按同等

容量灌胃给予纯净水, 连续 30 d。末次灌胃 1 h后, 各组动物

自颈部逐只断头, 立即按秒表记录小鼠断头后至张口喘气停
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止时间。

1� 3�2� 含牛磺酸复合制剂小鼠血清制备 � 剩余 20只小鼠随

机分成 4组, 每组 5只。分组与给予剂量同 1�3� 1,连续 5 d,

空白对照组按同等容量灌胃给予纯净水,制备空白血清对照。

末次灌胃后 1 h, 采眼血 , 室温静置 1 h, 3 000 r /m in离心

15 m in, 分离血清, 将每组小鼠的血清混匀, 各组血清经

0� 22 �m滤膜过滤灭菌, - 20 � 保存备用。

1� 3�3� 小鼠大脑皮质神经元原代培养与细胞活性鉴定 � 在

文献�3�方法基础上 ,本研究使用新生 1~ 2 d的小鼠,以自制

鼠尾胶原包被培养板, 胎盘蓝染色进行细胞活性鉴定, 细胞活

性 > 90%即用于实验。

1� 3�4� 神经元分组及缺糖 /缺氧性损伤模型建立 � 将神经

元分为 6组, 分别为正常对照组 (不进行缺氧 /缺糖处理 )、缺

糖 /缺氧模型组、含牛磺酸复合制剂小鼠的血清高、中、低 3个

剂量组和空白血清对照组。将培养至第 8 d的神经元弃去原

培养液, 换以无血清培养基, 3个剂量组及空白血清对照组分

别加入制备好的小鼠血清,体积分数为 20% , 孵育 24 h后, 正

常对照组用 Eag le� s液 (含 10 mmmo l/L葡萄糖 )洗 2次后每

孔再加 1 mL继续培养,其他各组用无糖 Eag le� s液洗 2次后,

每孔加入含 0�5 mmmo l/L连二亚硫酸钠的无糖 E ag le� s液

1 mL建立缺糖 /缺氧性损伤,作用 24 h。

1� 3�5� 上清液乳酸脱氢酶 ( LDH )活力测定 � 参照 LDH 试剂

盒说明收集培养上清液进行测定。

1� 3�6� 细胞超氧化物歧化酶 ( SOD )活性检测 � 弃去培养液,

用磷酸盐缓冲液 ( PBS)洗 2遍,每孔加入 0� 1 m o l/L PBS�0�05

mm o l/L乙二胺四乙酸二钠盐 ( EDTA ) ( pH 8�0 ), 再加 1%

T riton�X100 50�L, 将培养板置振荡器震荡 1 m in使之溶解,

加 25% H3PO4 100 �L以沉淀蛋白, 3 000 r /m in离心 15 m in, 取

上清液按 SOD试剂盒说明测定。

1� 3�7� 细胞存活率检测 � 去除原培养液, 用 D�H ank� s洗一

次, 换无血清 DMEM, 每孔加 20�L MTT (终浓度为 5 g /L ), 37

� 继续培养 4 h, 弃上清液, 每孔加二甲基亚砜 100 �L, 震荡

10 m in, 在酶标仪 570、630 nm测吸光度 ( A )值,结果以二者差

值表示。

1� 4� 统计分析 � 应用 SPSS 11�0软件进行方差分析和 t检验。

2� 结 � 果

2� 1� 牛磺酸复合制剂对小鼠急性脑缺血性缺氧存活时间影

响 (表 1) � 小鼠给予牛磺酸复合制剂后,与纯水对照组比较,

各剂量组急性脑缺血性缺氧的存活时间均明显延长

(P < 0� 05)。

表 1� 牛磺酸复合制剂对小鼠急性脑缺血性缺氧

存活时间影响 (�x � s)

组 � 别 剂量 [ g /( kg� bw) ] 始重 ( g ) 终重 ( g) 存活时间 ( s)

纯水对照组 0�00 20�1 � 0� 9 41�3 � 2�3 15�5 � 1�2

低剂量组 0. 08 20�1 � 0� 9 42�1 � 1�6 17�3 � 1�1a

中剂量组 0. 17 20�2 � 0� 9 43�2 � 1�8 19�5 � 1�2a

高剂量组 0. 50 20�2 � 1� 0 42�8 � 2�2 18�2 � 0�9a

� � 注:与纯水对照组比较, aP < 0�05。

2�2� 含牛磺酸复合制剂对小鼠血清皮质神经元缺糖 /缺氧损

伤影响 (表 2) � 神经元经连二亚硫酸钠的无糖 Eag le� s液培

养后,与正常对照组比较,培养上清液中 LDH 活力明显升高,

SOD活力与细胞生存率均明显降低 (P < 0�05), 表明神经元

缺糖 /缺氧模型成功建立。与空白血清对照组比较,含牛磺酸

复合制剂的小鼠血清中、高剂量组神经元 LDH活力明显降低

(P < 0�05) ,含牛磺酸复合制剂小鼠血清各剂量组 SOD活力

与生存率均明显升高 (P < 0�05)。

表 2� 含牛磺酸复合制剂对小鼠血清皮质神经元

缺糖 /缺氧性损伤影响 (n= 6, �x � s)

组 � 别
LDH活力

[ U /( g� p rot) ]

SOD活力

[ U /( mg�p rot) ]

生存率

(% )

正常对照组 4�15 � 1�09 4� 98 � 0�56 100� 00 � 7�35

缺糖 /缺氧模型组 14�71 � 1�71a 3� 58 � 0�44 a 68� 36 � 7�73 a

空白血清对照组 8�27 � 1�54 5� 57 � 0�89 75� 74 � 7�00

低剂量血清组 6�96 � 1�08 6� 83 � 0�65b 90� 06 � 9�73 b

中剂量血清组 5�97 � 0�85b 6� 95 � 0�68b 89� 04 � 6�98 b

高剂量血清组 5�68 � 1�55b 7� 55 � 0�82b 91� 92 � 12�89b

� � 注:与正常对照组比较, a P < 0�05;与空白血清对照组比较, b P <

0�05。

3� 讨 � 论

本研究结果表明, 小鼠大脑皮质神经元经连二亚硫酸钠

合并缺糖培养后, 上清液中 LDH 活力明显升高, 表明缺氧造

成神经元细胞膜通透性增加; 细胞的生存率与 SOD活力降

低,表明本实验缺氧 /缺糖模型建立成功。给予含牛磺酸复合

制剂的小鼠血清后, 中、高剂量组 LDH 活力明显降低, 含牛磺

酸复合制剂小鼠血清各剂量组 SOD活力与细胞生存率均明

显升高,表明该保健食品对神经元缺糖 /缺氧损伤具有一定的

保护作用。随着 � 3R�原则逐渐被科学界接受,体外实验替代

整体实验是国际上安全性评价的趋势。本研究通过对皮质神

经元的缺糖 /缺氧培养模拟体内缺血性缺氧损伤,建立缺血性

缺氧的体外评价方法, 结果表明本方法是可行的。在此基础

上,可探讨神经元单纯缺氧培养、化学性缺氧 (如在培养基中

加入耗氧剂 )用以模拟实验动物的常压缺氧与化学性缺氧等

情况 �4�,探索建立保健食品耐缺氧功能的体外评价方法。
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