淫羊藿苷对神经细胞缺血再灌注损害的保护作用及其作用机制分析
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摘要：目的：针对神经缺血再灌注损害中采用淫羊藿苷医治的保护作用展开探讨。方法：参与本次研究的对象为原代培养的神经细胞，对胎鼠脑皮质原代培养的神经元采取复糖复氧和缺糖缺氧处理，并将其分为正常对照组、OGD模型组和高、中、低剂量淫羊藿苷组，在经过24h后的复糖复氧后对比各组的细胞存活率和细胞外液中的LDH、ROS水平，P<0.05。结果：数据显示，淫羊藿苷组的细胞存活率和LDH、ROS水平均明显高于正常对照组。结论：在神经细胞的缺血再灌注损害中采用淫羊藿苷能够起到保护作用。
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脑缺血性疾病是严重危害人类健康的常见病和多发病。研究发现，在脑缺血后的几个小时内，缺血半暗带或梗死区周围的神经细胞死亡主要以凋亡为主【1-2】。淫羊藿苷是从小檗科淫羊藿属植物中提取的有效成分，是一种黄酮醇苷类化合物，具有增加脑血流量、改善冠脉循环、调节免疫、抗细胞凋亡等作用，但是该药物对缺血缺氧诱导的神经细胞凋亡的机制尚不清楚。因此，为了能够更好的掌握该药物的作用机制，本文主要针对神经缺血再灌注损害中采用淫羊藿苷医治的保护作用展开探讨。具体报道如下。
资料与方法
1.1一般资料
本研究需要3只清洁级昆明小鼠孕妇。其它所需的材料有纯度大于98%的淫羊藿苷、多聚赖氨酸、四甲基偶氮唑蓝以及用于LDH和ROS检测的试剂盒。淫羊藿苷在准备使用时运用少量的无水乙醇助溶，在沸水中进行水浴加热，并在使用时进行稀释，稀释采用生理盐水，最终使得淫羊藿苷的浓度表现为3.2mg/L、1.6mg/L、0.4mg/L。
1.2方法
将孕鼠采取断颈的方式处死后对其进行消毒，消毒时采用75%的乙醇浸泡的方式，消毒所用时间为5min，之后将鼠的两侧子宫取出，将其剪开并将胎鼠取出。取出后将颅骨剪开并取出脑组织。随后进行凋亡检测，主要有流式技术检测细胞凋亡、Western blot/ real-time PCR检测Bcl-2，Bax，caspase-3/8/9、免疫荧光细胞检测。在完成上述检测后进行PI3K/AKT及JNK通路检测Western blot:AKT蛋白检测，检测过程中运用PI3K/AKT抑制剂LY294002、JNK抑制剂SP600125。
1.3观察指标
本次研究的观察指标为对比各组细胞的存活率，以及对比各组细胞外液的LDH和细胞ROS水平。
1.4统计学方法
这次研究中各项与所选取患者相关的数据都导入到SPSS18.0中进行处理，使用平均值±标准差的形式来表示计量资料，t作为检测指标，计数资料则使用百分数的形式来表示，卡方作为检测指标，其中P<0.05时证明数据之间具有明显的差异存在。
结果
2.1对比各组细胞的存活率
对本次研究所得数据采用统计学方法进行分析，数据显示，正常对照组的所有细胞均存活，细胞存活率高达100.0%。中剂量淫羊藿组的细胞存活率为83.7%、高剂量淫羊藿苷组的细胞存活率为81.5%，低剂量淫羊藿苷组的细胞存活率为67.8%。OGD模型组的存活率为51.0%。正常对照组和高、中、低剂量淫羊藿组的细胞存活率均明显高于OGD模型组，组间数据差异具有统计学意义（P=0.001，x2=6.082,11.082）。
2.2对比各组的细胞外液LDH和细胞ROS水平
对本次研究所得数据采用统计学方法进行分析，数据显示，高、中、低剂量的淫羊藿组和OGD模型组的细胞外液LDH和ROS水平明显高于正常对照组，各组数据对比，差异存在统计学意义（p<0.05）。具体数据见表1。
表1 对比各组细胞外液LDH和细胞ROS水平
	组别
	LDH（U/L）
	ROS(ng/ml)

	OGD模型组
低剂量淫羊藿组
中剂量淫羊藿组
高剂量淫羊藿组
正常对照组
	734.2±30.0
678.6±27.5
510.8±18.9
534.9±16.5
413.1±22.1
	40.5±0.5
35.4±0.6
18.5±0.5
17.38±0.4
6.3±0.3


2.3对比各组单胺类递质和氨基酸类神经递质的含量
    数据显示，正常对照组和高、中、低剂量淫羊藿组的谷氨酸、谷氨酸胺、Y-氨基丁酸的含量明显低于OGD模型组；多巴胺和天冬氨酸的含量明显高于OGD模型组，差异存有统计学学意义，具体数据如表2所示：
表2对比各组单胺类递质和氨基酸类神经递质的含量
	组别
	谷氨酸
	谷氨酸胺
	Y-氨基丁酸
	多巴胺
	天冬氨酸

	OGD模型组
低剂量淫羊藿组
中剂量淫羊藿组
高剂量淫羊藿组
正常对照组
	40.3±1.5
32.5±1.6
28.4±1.2
21.2±1.0
20.8±1.3
	55.2±2.5
44.3±2.1
40.1±1.2
35.2±0.8
34.8±0.6
	50.2±2.6
48.3±1.8
44.3±0.9
40.3±1.2
   35.6±0.9
	36.8±2.9
40.1±0.9
41.3±1.1
42.6±2.1
41.8±1.6
	26.7±2.8
32.4±1.7
35.4±2.3
36.7±2.5
38.6±2.1


讨论
近些年对脑缺血再灌注损伤的研究中可发现，其病理过程受到较多因素的影响，比如说有因为氧化应激而导致的离子平衡呢紊乱、氧自由基损伤、凋亡和炎症损伤等等【3】。脑组织当中的不饱和脂肪酸的浓度比较高，需要消耗掉比较多的氧气含量，具有较为敏感的氧化应激损伤，在脑组织缺血和再灌注的过程中均产生有较多的氧自由基。如果机体自身的清除能力不能承受起生成的氧自由基，就会导致发生脂质过氧化反应，多余的脂质过氧化物和自由基会破坏神经细胞膜的结构，从而使得脑组织损伤加重。神经细胞在临床上的凋亡进展主要有以下几点：第一是缺血缺氧本身激活了凋亡蛋白因子及有关的细胞因子的产生；第二是大量氧自由基对神经元造成严重损伤的同时，也诱导了凋亡的发生；第三是线粒体损伤导致细胞能量代谢障碍，从而在凋亡发生过程中起重要作用；第四是钙超载激活一系列钙依赖性酶促反应，促进了凋亡的发生。
在本次研究中运用胚鼠神经细胞进行原代培养，神经细胞氧化损伤模型的制作采用缺氧缺糖和复糖复氧模拟缺血再灌注，采用淫羊藿来干预细胞缺糖缺氧缺血与复糖复氧再灌注，从神经细胞的凋亡机制入手，应用分子生物学技术，研究中药活性成分淫羊藿苷能否调节神经细胞凋亡，同时探讨神经细胞凋亡的发病机制，并探讨中医药防治神经细胞凋亡的防治效果和作用机制，为临床防神经缺血性脑病提供理论依据。
研究发现，淫羊藿苷可以激活PI3K/Akt信号通路抑制高浓度的糖皮质激素诱导的神经元调亡；抑制tau蛋白的过度磷酸化抑制AP的神经毒性；减少TNF-a、IL-6、COX表达以及减少过氧化物的含量；促进一氧化氮合成酶的表达进而保护血管内皮细胞。淫羊藿苷通过JNK/ p38MAPK信号通路抑制小胶质细胞激活而减少 NO、前列腺素 E2、活性氧自由基(ROS)的释放，还可以减少 TNF-a、IL-lp、IL-6等的生成，发挥抗炎症及抗氧化应激作用。
研究结果表明，淫羊藿苷能够使得神经细胞的存活率得到明显的升高，并使得神经细胞凋亡减少，进而使得细胞外液中LDH和神经细胞ROS的水平得到显著的降低。在细胞的凋亡中ROS具有十分关键的作用，ROS在受到信号的刺激下会升高其水平，明显降低线粒体跨膜电位，从而引发线粒体将细胞色素C释放出来【5】，进而诱导细胞发生凋亡。本次研究中淫羊藿苷能够使得缺塘缺氧后的细胞存活率得到提高，使得ROS的生成得到有效的减少，由此可说明ROS在淫羊藿苷的神经保护中能够发挥重要作用。在ROS的生成中人体内会有多种酶的参与，最为主要是是黄嘌呤氧化酶、环氧合酶和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶这三种，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶能够使得细胞内ROS的水平得到快速的提高，与此同时还可以使得信号向核内转移得到加快【6】，从而参与到细胞的整个分化凋亡过程中。淫羊藿苷可以使得ROS的生成得到明显的减少，这也从侧面说明淫羊藿苷很有可能是一种新型的抗氧化剂【7】。
综上所述，在神经细胞的缺血再灌注损伤中，采用淫羊藿苷能够起到保护作用，减少神经细胞中ROS的生成与保护作用有着较大的关联。
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