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阿魏酸纳的神经保护和神经发生增强作用
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摘要 作用靶点新颖而又无副作用的抗抑郁药正处于巨大需求之中。阿魏酸(ferulic acid, 

FA)是一种广泛存在的低毒盼酸，阿魏酸纳(sodium ferulate, SF)则是其纳盐。 我们先前的研究已经

表明，阿魏酸具有显著的抗兴奋性中毒和抗抑郁样作用，而我们现在则研究其神经保护和神经发生

增强效果，并讨论其神经保护和神经发生增强效果与它的抗抑郁样作用的关系 . MTI 法检测阿魏

酸苦内对 PC12 细胞生长的影响和它的神经保护作用;形态学和免疫细胞化学方法检测其诱导分化作

用;免疫组织化学和 BrdU- 掺入方法检测抑郁症样模型大鼠海马神经生长因子(ne凹e growth factor, 

NGF)和脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)的表达水平及神经干细胞/神

经前体细胞的增殖状况。体外试验表明，阿魏酸苦内促进 PC12 细胞的增殖，部分保护 PC12 细胞免

受过氧化氢(HP2)和地塞米松(dexamethasone， DXM)诱导的损伤，诱导 PC12 细胞分化为形态特征

和分子标记与神经样细胞一致的细胞。体内试验表明，阿魏酸锅上调 NGF 和 BDNF 的表达，增强

抑郁症样模型大鼠海马神经千细胞/神经前体细胞的增殖。 上述研究提供的证据表明，阿魏酸苦内具

有神经保护和神经发生增强作用，而阿魏酸铀的抗抑郁样效果可能系其神经保护和神经发生增强

作用所致.
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阿魏酸 (ferulic acid)，化学名 3-(4- 是基 -3- 甲氧

基苯基)-2- 丙烯酸， 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-

2- propenoic acid，是植物界普遍存在的一种酌酸，是

阿魏、当归、) 11 穹、升麻、木贼等多种中药的有

效成分之一。 在植物体内主要与多糖、蛋白质和木

质素交联构成细胞壁的骨架[1 .2 ] 。 在中药研究中，阿

魏酸常作为一种指示性化合物(marker compound); 由

于其具有某些确切的药理活性，且毒性很低，又常作

为一些药的活性化合物(active compound)[刃，临床和

研究中通常用它的铀盐(阿魏酸铀， sodium ferula饨，

SF) 。 中国学者对阿魏酸的药学、药理学及其临床

应用进行了较广泛深入的研究。

大量研究己证实过量的兴奋性氨基酸能对神经

系统造成损伤[匀。 兴奋性中毒对急慢性神经疾病神

经元损伤和死亡负有关键责任。 兴奋性中毒可能是

不同机制引起的急慢性神经元损伤的一条最终的共

同的通路[4] 。 抗兴奋性毒性一直是近年来神经保护

和修复药物研究最有吸引力的入路之一。 此前我们

的工作已经证实阿魏酸铀对娃振晚期母小鼠谷氨酸

单铀诱导的仔鼠兴奋性毒性神经损伤有显著的保护

和修复作用IM1，对谷氨酸单铀诱导的成年小鼠兴奋性

毒性神经损伤也有保护和修复作用 (7.8] 。

抑郁症是一种严重危害人类健康的疾病，其发病

年龄提早和发病率增加的趋势是世界性的，紧随的自

杀行为也在持续上升。 现在用来治疗抑郁症的有三

种基本类型的药物: 三环类抗抑郁药，单胶氧化酶抑

制剂，选择性 5 起色胶再摄取抑制剂。 上述三类现

在临床应用的抗抑郁药都有一定疗效，但效果并不理

想，而且都有明显的副作用 。 因此，寻找具有不同

的作用机制和作用靶点且副作用低的抗抑郁药实乃
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廖铭能等:阿魏酸铀的神经保护和神经发生增强作用

当务之急。此前我们的工作已经证实在急性动物行

为绝望模型(悬尾和强迫游泳试验)和慢性应激大鼠抑

郁模型中阿魏酸铀都显示有意义的抗抑郁样效果，且

未发现明显的副作用[9， 10) 。

神经科学家现在知道，在许多病例中，心理紊乱

是脑特殊化学介质失调的结果。 临床和临床前研究

指出，在抑郁症病人中多有高皮质激素血症及海马萎

缩[11)。氧化性应激在抑郁症的发病中起着重要作

用[121。海马萎缩和抑郁症病人的时间过程之间呈正

相关[13， 14]。不断增加的证据显示， 成年动物(包括人

类)的海马还产生新的神经元[1坷 。 应激减少海马的

神经发生，而抗抑郁治疗则剌激海马神经元增殖。

海马神经发生的增强或减弱是抑郁症病情好转或加

重的关键因素[16] 0 JI顶着这一思路，本研究采用体外

实验和慢性不可预见性轻度应激大鼠抑郁模型研究

阿魏酸铀的神经保护和神经发生增强作用，并讨论阿

魏酸铀的神经保护和神经发生增强效果与其抗抑郁

样作用的关系 。

1 材料与方法

1.1 药物

盐酸氟西汀胶囊(Fluoxetine Hydrochloride 

Capsules), Eli Lilly and Company Limited(USA)生产，礼

来苏州制药有限公司分装，规格: 20mg/ 粒(以氟西汀

计);阿魏酸纳注射液由海南利能康泰制药有限公司

生产; 地塞米松(dexamethasone， DXM)为天津药业集

团新郑股份有限公司公司产品。

1.2 试剂

超级新生牛血清为杭州四季青公司产品; 膜蛋白

酶和DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)为美

国Gibco公司产品;马血清购自美国HyClone公司;I事

瞠蓝[3-(4 ,5 -dimethylthiazol-2-yl)-2 ,5 -dipheny­

ltetrazolium bromide, MTT] 、 牛血清白蛋白、十二

;皖基硫酸纳(sodium dodecyl sulfate, SDS) 、 Triton

X-I00、日丫皖橙(acridine orange, AO)、澳化乙键

(ethidium bromide, EB)和过氧化氢(H202)均为美国
Sigma 公司产品;小鼠抗神经丝蛋白轻链单克隆抗体

... 
二- (mouse anti NF-L monoclona1 antibody)购自武汉博士

德公司;抗鼠 IgG(TRICH-Anti-Mouse IgG)购自北京

中杉公司; 兔抗鼠扩L神经生长因子多克隆抗体[Rabbit

anti-rat anti-nerve growth factor (NGF) polyclonal an­

tibody (bs-0067R, 0.1 ml)]和抗脑源性神经营养因子

多克隆抗体[anti-brain-derived neurotrophic factor 
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(BDNF) (bs-0248R, 0.1 m1)polyclona1 antibody]购自北

京博奥森生物技术有限公司 。 5- 澳 -2'- 脱氧尿昔(5-

Bromo-2'-deoxyuridine, BrdU)购自罗氏(RocheDia.伊08-

tics Indianapolis, IN，USA)公司; BrdU 一抗、鼠单克隆

抗BrdU抗体，购自艾碧康生物制品有限公司(Abcam

(Hong Kong) Ltd)。二抗(生物素酷化的马抗小鼠抗

体， biotinyllated horse anti-mouse antibody) 、 亲和素·

生物素复合物(avidin-biotin complex)均购自北京博奥

森生物技术有限公司。二氨基联苯肢(DAB)显色溶

液购自 Invitrogen 公司。其余试剂均为国产分析纯。

1.3 细胞和细胞培养

PC12细胞购自中国科学院上海生物化学与细胞

生物学研究所。细胞以含 10% 新生小牛血清、 5%

马血清、 1∞ U/ml青霉素和 l∞mg/ml链霉素的DM卧f

培养液，预先在内壁被覆胶原的培养瓶，在 3TC 、 5%

CO2 中培养[17]，取对数生长期细胞用于实验。

1.4 动物

SPF级 220-280g体质量的雄'性 SD大鼠，购自广

东医学院实验动物中心(湛江， 中国)，室温 23土1 oC , 12 h 

照明 、 12 h 黑暗。实验中严格遵守中华人民共和

国科学技术部 2006 年颁发的动物福利和使用原则。

1.5 岛1TT5.去

按 Hansen 等[1 8]报告的 MTT 法检测阿魏酸铀、

过氧化氢和糖皮质激素对PC12细胞生长的影响及阿

魏酸纳对 PC12 细胞的保护作用。简言之，取 PC12

细胞接种于 96 孔板，每孔 90 μl 细胞悬液(1.0x106 细

胞/孔)。待细胞长到约 80% 融合时，分别加入不同

浓度的药液 10μ，对照组加入相同体积DMEM培养

液。每一浓度设 4 个平行孔。充分混匀后，于 CO2
培养箱中分别培养指定的时间。每孔加入MTT20μl

(5 μg/m1) ，继续培养 5 h。每孔加入三联液(10%SDS ，
5% 异丁醇， 0.012mol/L HCl，蒸馆水溶解)100μ1 0

3TC放置过夜，用酶标仪在 570 nm波长处测量各孔

OD 值。 资料表达为对照组 OD 值的百分率。

1.6 阿魏酸纳对 PC12 细胞生长的影响及其对过

氧化氢和糖皮质激素诱导的 PC12 细胞损伤的保

护作用

PC1 2 细胞在不同浓度的阿魏酸纳作用下培养

24 h, MTT法检测阿魏酸纳对 PC12 细胞生长的影

响。 PC1 2 细胞在不同浓度的阿魏酸纳作用下培养

1 h， 之后加入H202(终浓度为 150μmol/L)或 DXM溶

液(终浓度为 200μmol/L)，继续培养 24h， MTT 法检

测阿魏酸铀对H202或DXM诱导的PC12细胞损伤的
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保护作用。

1.7 荧光显微镜观察细胞形态

取PC12 细胞接种于 24 孔板，每孔9∞ μ细胞悬

液(lxl()5细胞)。细胞在 40 阳nol/L阿魏酸铀作用下培

养 1 h，之后加入H202 溶液，使其终浓度为 150 fJffio血，

继续培养 24h。细胞经 PBS 涮洗后，加入 200 J.Ù PBS 

和1OJ.Ù混合荧光染色液(含 1∞Ilglm1 AO 和 1∞ μg/m1

EB)，混匀染色。荧光显微镜观察、拍照。

1.8 PC12 细胞的分化诱导

PC12 细胞在阿魏酸铀作用下培养指定的时间，

研究不同浓度(10， 20， 40， 80， 160 阳nol/L)的阿魏酸铀

在不同时间点(6 h 和 1 ， 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 days)对
PC12 细胞轴突长出和分子标志 NF-200 的影响。

每一不同时间点(6 h 和 1 ， 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 

days)培养碟任选 lcm2 视野观察细胞轴突长出情况，

以 Leica DM IRB 机拍照[川。

免疫细胞化学法检测神经细胞分化的分子标志

神经丝蛋白 -200(neurofilament-200， NF_200)[20-22) 。

简言之，不同浓度阿魏酸铀作用 7d 后，吸去培养液，

各孔用 0.01 mol/L PBS 洗涤两次，加入福尔马林于室

温下固定 30min。去除固定液后，用 0.01 mol/L PBS 

室温下洗涤 3 次， 5 minl 次。再用含有 0.5% Triton 

X-100 的 0.01 mol/L PBS 处理 20 min，加入牛血清白

蛋白，室温下封闭 30 mino 0.01 mollL PBS 洗涤 3

次， 5 minl 次。滴加一抗(mouse anti NF-L monoclona1 

antibody, 1 : 100)，对照组加入 PBS ， 4 0C放置过夜。

取出室温放置 1 h 后，用 O.OlmollL PBS 洗涤三次，

5 minl 次。滴加二抗(Trick 标记的 anti-mouse IgG, 

1 : 50)，室温、避光放置 lh， 0.01 mol/L PBS 洗涤

3 次， 5 minl 次。实验中设不加一抗的空白对照组，

除加入一抗时以 0.01 mol/L PBS代替mouse anti NF-L 

polyclonal antibody 外，其余步骤同上。在激光共聚

焦显微镜下(激发波长: 488 nm，观察波长: 518 nm), 

观察结果，并进行拍照。

1.9 大鼠慢性应激抑郁模型

购国大鼠适应环境 1 周每日人工触摸 2 min 。

1 周后行 1% 糖水摄入筛选实验，筛选合格的大鼠随

机分为:对照组、慢性应激(模型)组、慢性应激+

氟西汀(阳性对照)组和阿魏酸铀(慢性应激+不同剂

量阿魏酸铀)治疗组，每组 11 只动物。对照组分两笼

饲养，其余大鼠单笼孤养。除对照组外，其他动物

均遭受 28 d 的随机慢性应激。慢性应激参照、文献[10，23)

所述方法进行。动物遭受 28 d 的随机剌激，冰水游

泳(4
0

C ， 5 mi时，热应激(45
0

C ， 5 min)，禁水(48 h)，禁食

·研究论文·

(48 h)，夹尾(1四时，电击足底(Y迷宫实验系统，电流

强度30V，持续 3 min)，昼夜颠倒24h，摇晃(HQ45水

平摇床，速率为 60 次 lmin， 15 min) 。每日采用 1 种 J

剌激，平均每种刺激用 3-4 次。同种刺激不连续出

现，以期动物不能预料剌激的发生。在应激的当天，阳

性对照组即开始给予盐酸氟西汀灌胃 [2.0 mgl(kg.d)] , 

阿魏酸纳治疗组即开始腹腔注射阿魏酸铀[10 、 20 、

40 mg/(kg.d)]，每日一次，持续 28 天。对照组不予任

何剌激，正常照料。对照组和模型组每日灌胃等量

生理盐水一次。应激及氟西汀、阿魏酸铀处理第 28 d 

后牺牲动物，取脑，进行海马免疫组织化学检查。

1.10 免疫组织化学

1.10.1 神经生长因子和脑源性神经营养因子 在

接受 28 d 应激和阿魏酸纳或氟西汀治疗后，每组任

取 4 只大鼠腹腔注射戊巴比妥铀 50 mglkg(5 mg/ml) 

麻醉， 10% 福尔马林溶液(0.1 mmol/L PBS , pH 7.4)心

脏灌流牺牲动物。取脑，在 4 0C 条件下，置 10% 福

尔马林溶液(0.1 mmol/L PBS , pH 7.4)中固定 2d。石

蜡包埋。通过海马区全脑冠状面切片，片厚4μm。

神经生长因子和脑源性神经营养因子的免疫组化检

查采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶连接法

(streptavidin peroxidase conjugated method, SP 法)按

说明书在切片上进行[即坷。第一抗体稀释到 1 : 100 。

第一抗体在室温下孵育过夜后，第二抗体在室温下孵

育与切片孵育 15 min，之后加 DAB 。

在光学显微镜下鉴定脑区。细胞体出现淡黄至

褐黄色细颗粒状着色为神经生长因子或脑源性神经

营养因子阳性细胞。两位观察者盲法阅片，每张切

片至少观察 5 个具有代表性的高倍视野，计数不少于

100 个细胞。

1.10.2 BrdU掺入测定[26，27) 在接受28 d应激和阿魏

酸纳或氟西汀治疗后 4 d，每组任取 4 只大鼠腹腔注

射 BrdU(75 mglkg，每 2 h 1 次，共 4 次; BrdU贮备液

的准备: 20mglm1的BrdUPBS溶液(pH7.2， 0.1 mol/L, 

0.1 mollL NaOH 调配)。末次 BrdU 注射后 24 h 牺

牲大鼠，并心脏灌注预冷 0.1 mollL PBS 5 min，预冷

4% 多聚甲醒 17 mino 灌注后摘除全脑，在 4% 多聚

甲醒中国定过夜(4
0

C，摇床)，之后贮存在 30% 庶糖液 d

中(4
0

C)。通过全海马用冰冻切片机系列切片(4μm

厚)。切片保存在 PBS/NaN3 中。
自由浮动的切片用于测定 BrdU 的标记。在 65

0

C

的 50% 甲酷肢(formamide)/2xSSC(标准拧攘酸榕液)

中孵育 2h 以使 DNA变性接着以 PBS 洗几次。之

后切片在 2 mol/L HCl 中孵育 30 min，再在棚酸中孵
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廖铭能等: 阿魏酸铀的神经保护和神经发生增强作用

育 10 min。在 PBS 洗涤后，切片在 30% HzOz 中孵育

30 min 以去除内源性过氧化物酶。在以 3% 正常马

" 血清(溶于0.01% Triton X-100)封闭后， 加抗小鼠BrdU

、 抗体(1 : 1 000 )，于 4.C孵化过夜。之后切片与第

二抗体(biotinyl1ated horse anti-mouse，生物素酷化的

马抗小鼠抗体)孵化 1 h，接着以亲和素-生物素复合

物(avidin-biotin complex)扩增，细胞以DAB处理使之

可见。

在光学显微镜下鉴定脑区。细胞体出现淡黄至

褐黄色细颗粒状着色为 BrdU 阳性细胞。两位观察者

盲法阅片，每张切片至少观察 5 个具有代表性的高倍

视野， 计数不少于 100 个细胞。

1.11 统计分析

实验所得结果数据用均数 ± 标准误(王土SE)来表

示。两样本问均数的比较用成组 t 检验。所有数据

均用 SPSS l 1.0 统计软件进行处理。 P<0.05 被视为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 阿魏酸纳促进 PC12 细胞增殖

图 1 显示阿魏酸铀具有促进 PC 12 细胞增殖的

作用，且其效果与剂量相关。 阿魏酸铀的浓度高于

• 5 μmol/L时PC12细胞的增殖速度缓慢爬升; 80-320 

μmol/L 浓度的阿魏酸铀显著促进 PC1 2 细胞增殖

(* P<0 .05 , **P<O.O I ) 。

2.1 阿魏酸纳对过氧化氢诱导的 PC12 细胞损伤

的保护作用

如图 2 所示， 150μmol/L 过氧化氢明显抑制

PC12 细胞增殖，而过氧化氢的这一作用浓度依赖性

地被阿魏酸铀所缓解。

形态上AO厄B 荧光染料使正常 PC12 细胞核着

绿色(图 3A)，而 HzOz 处理的细胞显红色或橙色， 核

小、皱缩(图 3B ) 。凋亡和坏死细胞的数量在 HzOz

和 SF+HzOz 处理组之间有着明显的差异(图 3B，图

3C);细胞核的形态在HzOz和 SF+HzOz处理组之间有着

明显的差异(图 3B， 图 3C) o 150 阳nol/L HzOz 处理 24h

后观察到的细胞核形态的变化反映染色质浓缩和核皱

， 缩。在 20 μmol/L SF 处理后再用 150μmol/L HzOz 处

理组，凋亡和坏死的 PC12 细胞的数量明显减少。结

果提示， SF 部分保护过氧化氢对 PC12 细胞的损伤。

2.3 阿魏酸纳对地塞米松诱导的 PC1 2 细胞损伤

的保护作用

如图4所示， 200阳o阻地塞米松明显抑制PC12

细胞增殖， 而地塞米松的这一作用浓度依赖性地被阿

843 
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Fig. 1 Effect of SF on the cell viability in PC12 cells 

PC12 cells were cu1tured with different concentrations of SF for 24 h. 

Cell viability was examined by MTT assay. The data of one repre­

sentative experiment from three independent experiments were 
expressed as mean:tSE (n=4). *P<0.05 , **P<0.01 as compared with 

contro1 (without SF). 
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HPz (150 J.lIllo llL) 

Fig.2 Protective effect of SF on H20 2-induced cytotoxicity in 

PC 12 cells 

The indicated concentrations of SF was added 1 h prior to HzOz (1 50 

μm011L) stimu1ation. Following 24 h incubation, the viability of cells 
treated with or without HzOz or SF+Hz0 2 was examined by MTT 
assay. The data of one representative experiment from three inde­

pendent experiments were expressed as mean:tSEM (n=4). ""P<0.01 

as compared with contr01 group; *P<0.05 , **P<0.01 as compared 

with H20 Z group. 

魏酸铀所缓解。

2.4 阿魏酸纳诱导 PC12 细胞分化

PC12细胞在不同浓度的阿魏酸铀(10-1ω 阳nol止)

作用下培养，密切观察细胞的形态变化。培养的第 4 d，

在 80 阳nolι、 160 阳nolι 阿魏酸铀处理组观察到细胞

轴突长度有意义地增加;培养的第 7 d， 在 80μmol/L、

1ω 阳nol/L 阿魏酸铀处理组， 获得成熟的神经元表型的

细胞以其连接细胞的长轴索结构形成复杂的神经网络

(图 衍 。

为了确定与阿魏酸纳一起培养的PC12细胞的突
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Fig. 3 Protective effect of SF on H 20 2-induced apoptosis in PC12 cells by double staining with AOÆB(200时

A: control; B: H2û2 (1 50 μmol/L); C: SF (20μmollL) + H，o，( 150 μmollL) . PC12 cells were incubated in the presence of SF (40μmollL) for 

1 h, and 150μmollL H20 2 for additional incubation of 24 h. H20 ,-induced cell apoptosis was analyzed by AOÆB double fluorescent staining 

as described in "Materials and Methods". Cells in which nuclei were red or orange (yellow-red) indicate apoptotic cells. 
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SF (μmoνL) 

DXM(200μmollL) 

F ig. 4 Protective effect of S F against DXM-induced 

cytotoxicity in PC12 cells 

The indicated concentrations of SF was added 1 h prior to DXM (200 

μmollL). Following 24 h incubation, the viability of cells treated with 

or without DXM or SF+DXM was evaluated by assessing the reduc­

tion of MTT. The data of one representative experiment from 

three independent experiments were expressed as mean土SE (n=4) . 

.... P<O.OI as compared with control group; *P<0.05 , **P<O.OI as 

compared with DXM group. 

Fig. 6 Neuronal-Iike differentiated and maturated cells 

(200x) 
A: con位。1; B: control, using PBS instead of primary antibody (NF-200 
monoclonaJ body); C: PC12 cells treated wi由 160 阳nollL SF for 7 days. 
The cells acquired advanced neuronal-like phenotypes with long axons 
structures connecting cells to each other forrning potential complex 
neural networks; D: PC12 cells treated with 160μmollL SF for 7 days 
were subrnitted to the immunocytochernistry of 由e NF-200. The cells 
with neuronal-like morphology after differentiation and maturation 
highly expressed NF-200 (red). PCl2-cells were grown in the absence 
(control) or presence of SF (80, 160μmollL) for 9 days. For molecular 
marker NF-200, the cells were subrnitted to the immunocytochernistry 

of the NF-2∞ on 出e7出 day as described in "MateriaJs and Methods". 

,_, 

Fig.S Neurite outgrowth in the presence of SF(200时

PCl2-cells were grown in the absence (control) or presence of SF (80、 160μmollL). A: 4th day: Aa: control; Ab: 80μmollL; Ac: 160μmoν 

L; B: 7th day: Ba: control; Bb: 80μmollL; Bc: 160μmol/L. Neurite outgrowth was monitored for 9 days, starting 6 h post-supplementation 

of SF. Representative micrographs of PCl2-cell culture are shown. 
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廖铭能等: 阿魏酸铀的神经保护和神经发生增强作用

触是否整合和成熟，我们检测了神经细胞分化的分子

标志 NF-200 的表达。 经过 3 .... 4 d 孵化的细胞丧失
了完整的圆形，小突起开始从这些细胞长出。分化

过程伴随着一些细胞的凋亡。经过一周的分化，细

胞呈极性形态，可以清楚地看到轴突和树突结构，发

现相当复杂的神经网络(图 5Bb， 图 5Bc ， 图 6C，图

6D) 。 分化的细胞高表达 NF-200(红色)，而 NF-200

则沿神经细胞的轴突结构高度集中(图 6D) 。 结果

提示，在阿魏酸铀作用下， PC12细胞可以被诱导分化

为形态特征和分子标记与神经样细胞一致的更加成

熟的细胞。

2.5 阿魏酸纳上调慢性应激抑郁模型大鼠海马 DG

区神经生长因子和脑源性神经营养因子的表达

慢性应激抑郁模型大鼠海马 DG 区神经生长因

子和脑源性神经营养因子的水平明显下降(图7Aa，图

7Ab，图 7Ba，图 7Bb)。与此相反，阿魏酸铀以剂量

依赖的方式逆转慢性应激对大鼠海马 DG 区神经生

长因子和脑源性神经营养因子的影响(图 7Ab，图

. 7Ad- 图 7M， 图 7Bb，图 7Bd- 图 7Bf)，而且阿魏酸铀

的效果堪与氟西汀相比(图 7 Ab，图 7 Ac，图 7 Af，图

7Bb，图 7Bc，图 7Bf)，提示阿魏酸铀可缓解慢性应激

对大鼠海马 DG 区神经生长因子和脑源性神经营养

因子表达的不良影响。

2.6 阿魏酸纳增强慢性应激抑郁模型大鼠海马

CA3 区神经发生

BrdU 标记细胞的数量分析表明，与慢性应激组

相比，阿魏酸铀(10， 20， 40 mglkg)分别增加 BrdU 标

记的细胞8.6%， 27.8%， 47.7%(氟西汀对照组为23.2%)

(图 8)。可见，阿魏酸纳明显增加海马 CA3 区 BrdU

阳性细胞数，提示阿魏酸铀有增强慢性应激抑郁模型

大鼠海马 CA3 区神经发生的作用 。

3 讨论

大小鼠强迫游泳和小鼠悬尾试验中出现的不动

状态反映动物的绝望行为。我们以前和现在的研究

结果表明， 阿魏酸纳显著缩短大小鼠强迫游泳和小鼠

悬尾试验的不动时间， 提示阿魏酸铀有明显的急性抗

' 抑郁样作用。但是，阿魏酸纳不对抗利血平引起的

体温降低、眼险下垂及运动不能，不抑制 5- 起色肢

的重摄取，不增强去甲肾上腺素的毒性。这些结果

提示，阿魏酸铀的抗抑郁作用机制与三环类抗抑郁

剂、 5- 1-:圣色肢重摄取抑制剂及单肢氧化酶A抑制剂
不同[9] 。

845 

Katz等[28]报道，若使大鼠连续3周处于应激状态

(包括电击、剥夺食水、冷水浸泡和反转昼夜节律

等)，大鼠会出现探究行为明显减弱，血浆中皮质激素

升高，而给予三环类、单肢氧化酶抑制剂等抗抑郁

药， 则可阻止这些异常改变的发生[29] 0 Richardson[30] 

报道，幼年动物隔离喂养，数月后动物表现为绝望状

态，平卧、探究活动减少，以及孤独状。这是目前广

泛应用的大鼠慢性应激抑郁模型。我们最近的研究

结果表明，慢性给药的阿魏酸铀部分逆转应激引起的

大鼠体重和摄食量的下降，以及行为学和海马组织病

理学的变化。这些结果提示阿魏酸纳有显著的慢

性抗抑郁样作用[川]。

本文报告的结果表明， 在体外阿魏酸铀对过氧化

氢和地塞米松诱导的PC12细胞损伤有明显的保护作

用，能促进 PC1 2 细胞增殖、诱导其分化为与神经样

细胞形态特征与分子标记一致的更加成熟的细胞;在

体内阿魏酸纳上调慢性应激抑郁模型大鼠海马 DG

区神经生长因子和脑源性神经营养因子的表达，增强

慢性应激抑郁模型大鼠海马 CA3 区神经发生。

兴奋性氨基酸(主要是谷氨酸)外源性引入或内

源性释放而产生的兴奋性中毒是谷氨酸或其他兴奋

性氨基酸引起中枢神经系统神经细胞死亡的过程[匀。

多种神经性疾病，如局部或全脑缺血缺氧， 急、慢

性神经返行性疾病，可能也包括抑郁症等，其产生的

原因可能有多种，但可能享有谷氨酸受体过度受剌激

导致神经元损伤这一共同通路[4J。一系列实验证实

阿魏酸铀对兴奋性神经中毒有显著的保护作用 [5-8] 。

氧化应激参与抑郁症的发病机制。正常细胞在

代谢过程中，自由基的产生和清除处于动态平衡; 当

细胞出现病理情况时，自由基产生过多或产生的自由

基得不到及时清除，促氧化 - 抗氧化系统平衡向促氧

化方向变化，称为氧化应激。过氧化氢是与氧化应

激反应密切相关的活性氧之一 其产物具有很强的氧

化性并可自由进入细胞，进而导致细胞内酶、 蛋白

质、 DNA等生物大分子的结构和功能的改变，造成

细胞酶活力变化、代谢紊乱和细胞凋亡。本文报告

的体外实验结果表明，阿魏酸纳对氧化应激反应及其

产生的活性氧造成的细胞损伤有明显的保护作用 。

抑郁症的发病机制涉及下丘脑-垂体.肾上腺轴

失调 。 糖皮质激素的过量释放与海马萎缩密切相

关。 抑郁症病人常观察到高糖皮质激素血症及与之

联系的海马萎缩，抗抑郁药物具有改善高可的索血症

及相关的海马萎缩的效果就是重要的佐证[11]。本文

 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
    
    
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
    
中
国
细
胞
生
物
学
学
报
   中
国
细
胞
生
物
学
学
报
 

 
 
 
 



846 · 研究论文 .

空‘u8晴 1∞ 90 

"E o s qE b ' 

80 

~HI 
•• 

•• 
卢 l 拿拿

40 
马。~ 30 

20 
10 
。
con缸。，) c如岱 CMS+FLU 10 20 40 

CMS+SF (mg/kg) 

! 一-画吾λ

，￠令-

~ 1∞ 
•• 宅 ;t I •• 

·主E43O0 

.;:: 20 
。 10

墅。 Control

Fig. 7 SF enhances the expressions of nerve growth factor (NGF) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the 

hippocampal DG of chronic mild stress-induced depression-like model rats(200x) 

A: control; B: CMS; C: CMS+Flu; D: CMS+SF (10 mglkgld); E: CMS+SF (20 mglkgld); F: CMS+SF (40 mglkgld). The whole brains of 

unselected rat (n=4) were inmediately fixed in 10% formalin, and processed by paraffin embedding methods. Sections 4μmollL由ick .-­

were cut and processed for inmunohistochemis往y . The immunohistochemis位Y of NGF and BDNF on sections was performed using a 

streptavidin-peroxidase conjugate (SP) method according to the manufacturer's ins位uctions. Rabbit anti-rat polyclonal antibodies (anti­

NGF and anti-BDNF) labels were identified by the characteristic yellowish brown stain seen in NGF and BDNF positive cell bodies. 

Changes in the number of immunopositive cells of the hipp∞缸npal DG sector in stained sections were counted under a light microscope 

at a magnification ofax200, and the average of five different areas was dete口nined. All values were expressed as the means:tSE, and 

statistical significance was evaluated by Dunnet' s multiple comparison test for nonparametric analysis. 
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Fig. 8 SF induces the proliferation of neural stem ceWneural progenitor cells in the hippocampal CA3 of chronic mild 

stress-induced depression-like model rats(200对

A: control; B: CMS; C; CMS+Flu; D: CMS+SF (10 mg/kgld); E: CMS+SF (20 mglkgld); F: CMS+SF (40 mg/kg/d). For in vivo BrdU-incorporation 

assay, rats were administered BrdU (4 x75 mg/kg every 2 h) 4d after the last antidepressant treatment. Twenty-four hours after the last BrdU 

injection, rats were killed and transcardially perfused. After perfusion, all brains were post-fixed overnight in paraformaldehyde(with shaking) 

at 40 C and stored at 40 C in 30% sucrose. Immunohistochemistry assay was performed as "Materials and Methods". Anti-BrdU labels were 

identified by the characteristic yellowish brown stain seen in BrdU-positive cell bodies. Changes in the number of irnmunopositive ceUs of the 

hippocampal CA3 sector in stained sections were counted under a light microscope at a magnification ofax2oo without the examiner knowing 

the experimental protocols, and the average of five different 缸eas was determined. AlI values were expressed as the means土SE and statistical 

significance was evaluated by Dunn剖's multiple comparison test for nonparametric analysis 

报告的体外实验结果表明阿魏酸铀对肾上腺皮质激

素造成的细胞损伤有明显的保护作用 。

PC12细胞是一株来源于大鼠肾上腺皮质的嗜锚

细胞瘤的细胞株。在糖皮质激素的作用下， PC12 细

胞分化成典型的肾上腺嗜铭细胞;在神经生长因子的

作用下，分化成典型的交感神经元样细胞。该细胞

株性状稳定、均一，具有高度的分化潜能，与正常神

经母细胞、神经元的特性高度相符，被广泛用于体

外神经元的分化、存活以及相应的分子机制研究。

PC12 细胞停止增殖，胞体变大，长出轴突样结

构，是其向神经元分化的形态特征。 神经丝蛋白 NF-200

是神经元细胞骨架的主要成分，对维持神经元独特的

形态特征以及维持神经系统正常活动必需的轴浆运

输现象有着至关重要的作用， 是神经元所特有的标

记[20]。本文报告的结果提示，在阿魏酸铀作用下，

PC12细胞可以被诱导分化为形态特征和分子标志与

神经样细胞一致的细胞。

NGF和 BDNF 是神经系统重要的营养因子， 是

多功能性生长因子， 其表达主要在神经系统， 不仅可

促进神经细胞的生长、分化而且对免疫、炎症细

胞有确切的趋化、增殖活性。 目前已经明确 NGF

和 BDNF能够促进神经元存活、分化并在神经损伤

后再修复过程中发挥作用[31.32]。本文报告的结果表

明，阿魏酸纳可缓解慢性应激对大鼠海马 DG区NGF

和 BDNF表达的不良影响 。

5- 澳♂-脱氧尿昔(BrdU)是一种胸腺暗院脱氧

核昔类似物，它在细胞增殖周期的 S 期即 DNA合成

期被整合入细胞核 DNA 中，故 BrdU 是反映细胞增

殖状态的理想标志物[叫。免疫荧光双染法显示， 大

多数 BrdU 免疫阳性细胞可同时拥有神经元核抗原

(neuronal nuclei, NeuN)和维生素D依赖性钙结合蛋

白(calbindin-D28k，CaB酌， 该共存现象提示BrdU免疫
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阳性细胞大多数分化为成熟神经元。因此， BrdU 免

疫阳性细胞的数目基本上可代表脑内神经前体细胞

的发生水平[叫。本文报告的结果表明，阿魏酸铀明

显增强慢性应激所造成的抑郁模型大鼠海马 CA3 区

神经前体细胞的发生。

阿魏酸纳是我国自行研发的一类新的非肤类内

皮素受体拮抗剂。基础和临床研究表明，其盼起基结

构清除自由基，苯烯结构拮抗内皮素，具有双重细胞

保护作用[呵。 阿魏酸对 ß- 淀粉样蛋白引起的神经系

统损伤也有显著的保护作用[36]。阿魏酸增强脑血循

环，在逃避抑制实验(inhibit。可 avoidance petformance) 

中的效果比毗拉西坦(piracetam)强，但作用机制与毗

拉西坦和他克林(tacrine)稍奋不同[3飞阿魏酸纳不仅

是一种有显著效果的神经系统保护剂，而且有增强神

经发生的作用。因此，我们推测阿魏酸铀的抗抑郁效

果可能是通过神经保护和神经修复途径发挥作用的。

最后，令我们感兴趣的是，在我们证实阿魏酸具

有神经保护[川、脑修复[6.8]和抗抑郁作用[9.10]之后，

Yabe 等[38]也报告阿魏酸具有缓解压力引起的抑郁样

行为，在体内外促进神经干/祖细胞增疆的效果 。 这

些结果与我们先前及现在的研究结果一致。
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Neuroprotective and Neurogenesis-enhancing Effects of Sodium Ferulate 

Ming-Neng Liao1, Yan-Ping Wangl , Yong-Ping Zhangl , Run-Di Ma忡，

Xiao-Yu Zhangl气 Li-Jian Yu1* , Ting-Xi YU1,2* 

(IKey Laboratory 01 Marine Materia Medica, Guangdong Ocean Universiη， Zhanjiang 524025, China; 2Cell Biology Group, 

Department 01 Surgery, Department 01 Patholog只， Univers即 01Maryland School 01 Medicine and Baltimore Veterans 

Affairs Medical Center, Baltimore, MD 21201, USA; 3Department 01 Otorhinolaryngology-Head and Neck Surgery, 

Universiη101 Maryland School 01 Medicine, Baltimore, MD 21228, USA) 

Abstract Antidepressants with novel targets and without side effects are in great demand. Ferulic acid 
(FA) is a ubiquitous phenolic acid of low toxicity, and sodium ferulate (SF) is its sodium salt. Our previous studies 

have revealed 由at FA (or SF) show significant protective effect on excitotoxicity and antidepressant-like effect, and 

we now test the neuroprotective and neurogenesis-enhancing actions of SF and discuss their relationship with its 

antidepressant-like effect of SF. MTT assay was performed to measure the effect of SF on the growth of PC12 
cells and its neuroprotective effects; morphological and immunocytochemical methods were used for assessing its 
differentiation-inducing action. The expressions of nerve growth factor (NGF) and brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF) and the proliferation of neural stem cellJneural progenitor cells were assessed in the hippocampi of 

chronic mild stress (CMS)-induced depression-like model rats by immunohistochemistry and BrdU-inco叩oration

assays. ln vitro tests showed that SF promoted the proliferation of PC12 cells in the concentration range of 5-320 

mmolJL, and p缸tially protected PC12 cells against H20 2-induced oxidative and dexamethasone (DXM)-induced 
neurotoxicity damage, and induced PC12 cells to differentiate to more mature cells with the morphological charac­

teristics and molecular marker of neuronal-like cells. ln vivo tests showed that SF up-regulated the expressions of 

NGF and BDNF, and induced the proliferation of neural stem cellJneural progenitor cells in the hippocampi of CMS­

induced depression-like model rats.τ1ùs study provides evidences that SF shows the neuroprotective and 阴阳ogenesis­

enhancing actions, and the antidepressant-like effects of SF may result from its neuroprotective and neurogenesis­
enhancing actions. 

Key words sodium ferulate; neuroprotective effect; neurogenesis-enhancing action; rat pheochromocy-

toma (PC12) cells; rat models of depression 
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