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to be ineffective per se on H2~ prcduction as a stir叫1岛， but there were bipbasic effects on 岛征.P-stim吐ated neutrophils. 

ATP and neutrophils were incubated for 2 m山，同~ prcduction was inαeased markedly. Wìth the prolong of time at 5 min, 

H2~ prc对uction was changed into inhibit:ion. This change is ∞incided 明白 metabolism of ATP in time ∞urse. p\.τPstarting 

from 2 min was changed into ADP and M役， which was br也kd仰T时 ωadenosine. Tbe inhibition of ATP on neutrophils 

was antagorllzed byα:;S15943 ,an antagonist of adenosine. It was indica时 that 也e biphasic eff，臼ts of ATP , from stimulation 

ωinhibition ， was rel且能d to metabolism of ATPωadenosine. In other words , the stimulation was performed by P2ureceptor, 
while the inhibition was performed by adenosine 乌 receptor.

Key wor由: A1P Neutrophil H2~ Aden<览ine

氯化锦或谷氨酸对人神经母细胞瘤

SH-SY5Y 细胞钙离子通透性的影晌 婪

陈文东李雅莉李林

(首都医科大学宣武医院药理研究室北京脑老化重点实验室北京 1∞053) 

人神经母细胞瘤细胞是一种分化程度较低

的肿瘤细胞。该细胞繁殖快，细胞形态、生理和

生化功能与正常神经细胞相似，胞体也呈锥体

状，同时具有明显的轴突[ 1 )。 高浓度的氯化伺

或谷氨酸对正常的神经细胞均具有损伤作用，

甚至造成细胞死亡。其损伤机制的主要原因之

一是由于氯化饵或谷氨酸引起细胞膜上的

ea2 +通道开放，使得细胞内 ea2 + 超载，造成细

胞损伤[2) 。我们的研究目的是考察氯化伺或

谷氨酸对人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞系是

否具有同样的损伤作用，希望能用该细胞作为

神经药理研究中的实验细胞模型。

材料 与方法

1.试剂和主要仪器

氯化伺(分析纯)为北京德茂生物化工厂产品;谷

氨酸购自缸rva 公司; 3-( 4 , 5-dirnethy!thiawl-2-yl)-2 , 5-

dipheny!tetrazolium bromide( MIT) , 2-thiobarbituric acid 

(τ13A)为 Si伊m公司产品 ;DMEM培养基，胎牛血清为

Giboo 公司产品。

四4000 型全自动酶标仪，法国巴斯德公司生产;

RF50∞型荧光分光光度计，日本岛津公司生产 ;Th盯-2

型相差倒置显微镜，日本奥林巴斯公司生产。

2 . SH-SY5Y 细胞培养

SH-SY5Y细胞白瑞典卡罗琳斯卡研究所 B. Win­

blad 教授赠送。 将传代的 SH-SY5Y细胞用 DMEM培

养液(内含 10%胎牛血清)从培养瓶壁上吹散下来，用

台盼蓝拒染法在显微镜下计算，算出活细胞密度，然后

用含胎牛血清 DMEM培养液稀释至 5 X104 /1时，将其

接种于培养板中 (96 孔和 24 孔板) ，在 37'C二氧化碳

孵箱培养 4 天后待用。

3. 细胞活性的测定(MIT 法)

接种在 96 孔板的 SH-SY5Y细胞在 αh孵箱培养

4 天后，分组分别加入不同浓度的细胞损伤诱导剂(氯

化饵或谷氨酸) ，将细胞在 α马孵箱内培养 4h;然后每

孔加入 20μl 浓度为 5吨Iml 的 MIT溶液，再置入 α马

孵箱培养，他后弃培养孔中的上清液，每孔加入 2∞μ

的 DM白，轻轻振荡后，于全自动酶标仪在 550run处测

定吸光度，其值代表细胞活性大小。

4. 细胞脂质过氧化产物丙二酸(MDA)的测定

接种在 24 孔板的细胞在 α马孵箱培养 4 天后，分

组分别加入细胞损伤的诱导剂(氯化仰或谷氨酸) ，然

后将细胞在 α马孵箱内培养帖，每孔取 150μl 上清液

与等体积的 12 . 5% 冰醋酸混合， 20∞rpm 离心 10rnin ，

本文 1999 年 4 月 19 日收到， 2∞0 年 5 月 8 日接

受。
铃 北京市科委资助北京市重点科技实验室项目

(编号 951890600) ，北京市科委资助北京市科技项目

(编号 9526018∞) ，国家人事部资助优秀留学回国人员
科研项目 (1998) 。
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取上清液与等体积的 0. 67 % τ'BA溶液(内含 0 . 034%

EDTA)混合， 95'C水浴 20min，然后用冷水冷却，再加

入 3m!的正丁酶，振荡 308 ， 20∞rpm 离心lOmin，将 2m!

上清液移至石英比色杯中，用荧光分光fr.度计以

520nm为激发光波长，在 553nm 波长处测定荧光强度

值，该值代表细胞脂质过氧化程度，间接反映细胞受损

情况。

5 . 细胞形态观察

接种在 48 孔板的 SH-SY5Y 细胞在 α马孵箱培养

4 天后，分组分别加入细胞损伤的诱导剂(氯化饵或谷

氨酸) ，然后将细胞在 α马孵箱内培养帖，利用相差显

微镜在 20 倍物镜下观察细胞形态的改变。

6. 统计分析

实验结果用 SPSS软件处理，结果用均数 ±标准差

(X :t 8)表示，组间比较采用 t检验。

结 果

培养的 SH-SY5Y 细胞与不同浓度的氯化

饵(10 - 80mmollL) 或谷氨酸(25 - 100mmol/ 

L)共同温育 4h 后， 观察反映细胞存活率的

MTI值的变化。 以含Ca2+ 的 Hank' s 缓冲液

为温育液时，高浓度的氯化饵(40 - 80mmollL) 

或谷氨酸(50 - 100mmollL)使 SH-SY5Y 细胞

存活率明显降低。 而以不含Ca2+ 的 Hank's 缓

冲液为温育液时，细胞与不同浓度的氯化伺或

谷氨酸温育 4h 后的细胞存活率元明显变化(图

1 ，图 2) 。
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当温育液中含Ca2+ 时，与不同浓度氯化何
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图 1 氯化锦对 SH-SY5Y 细胞存活率的影晌

铸 p<O.05 ， 骨 骨 p<O . Ol ，与不含钙离子温育液对照组比较。
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圈 2 谷氨酸对 SH-SY5Y 细胞存活翠的影晌

善 p<O . 05 ， 祷祷 p< O . Ol ，与不含钙离子温育液对照组比较。

氯化但11 ( mmo I /L) 

图 3 氯化钢对回.-SY5Y 细胞黯质

过氧化产物丙二隘的影晌

养祷 p<O . Ol ， 与不含钙离子温育液对照组比较。

图 4 谷氨酸对 SH-SY5Y 细胞脑质

过氧化产物丙二酸的影晌

铃 p<O.05 ， 骨 祷 p<O.Ol ，与不含钙离子温育液对照组比较。
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(10 - 80mmol/L)或谷氨酸 (50 - 100mmol/L) 

温育 4h 的细胞组中反映岛IDA 的荧光强度值

明显升高，表明细胞脂质过氧化程度增强;但当

温育液中元 ea2 + 时 ，细胞与不同浓度的氯化伺

或谷氨酸共同温育 4h 后的 MDA荧光强度值

元明显变化(图 3，图的。

相差显微镜的观察结果也表明，以含 ea2 +

的 Hank's 缓冲液为温育液时，高浓度的氯化 ，

何( 40mmol/L) :或谷氨酸( 100mmol/L)使得

SH-SY5Y细胞形态发生变化，同正常细胞比

较，细胞胞体变圆，轴突断裂、消失，不再具有神

经细胞形态，并且死亡细胞较多(图版图 B， E);

而温育液中无 ea2 + 时，细胞与氯化饵或谷氨酸

温育后的形态改变则不明显(图版图 C， F) 。

讨论

近年的研究发现许多中枢神经系统疾病与

神经细胞内 ea2+超载有关，神经细胞内 ea2 +

超载可以造成细胞损伤，甚至细胞死亡[3] 。 神

经细胞膜上的 ea2 + 通道主要有两种，一种为电

压依赖性钙通道，另外一种为 N-甲 基-D-天冬

氨酸(N乱在DA)受体搞合的钙通道。氯化何可以

改变细胞膜电位，使得电压依赖性钙通道开放，

谷氨酸则可以和 N孔IDA 受体结合，造成与

N孔1DA受体搞合的钙通道开放 ，二者均可造成

细胞外 ea2 + 内流[4] 。 如果这些通道持续开放 ，

则造成细胞内 ea2 + 超载，引起细胞损伤[5] ，因

而我们分别采用氯化伺或谷氨酸作为细胞损伤

工具药。 根据上述特点，我们用细胞存活率和

脂质过氧化程度来反映细胞损伤程度。 反映细

胞存活我们采用 MTT 法。 MTT 法反映的是

细胞线粒体脱氢酶活性高低，可以间接反映细

胞存活情况[6 ] 。 细胞内 ea2 + 超载的一个重要

后果是引起细胞内自由基的增加，脂质过氧化

程度也随之增高，进而造成细胞损伤。

从实验结果可以看出，在含 ea2 + 温育液

中，高浓度的氯化饵或谷氨酸均可以造成细胞

损伤;但是如果温育液中没有 ea2 + 时，氧化伺

或谷氨酸的细胞损伤作用则诱导不出或不明

显。由此看来这种损伤作用与臼2+关系密切，

细胞外 ea2 + 过度进入细胞内是造成细胞损伤

的主要原因之一。 由于人神经细胞瘤 SH­

SY5Y细胞系繁殖较快，对外界环境要求较低，

比较适用于大规模的实验，因此我们认为在某

些神经药理学研究中该细胞系可以作为实验细

胞模型。

摘 要

用人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞系作为

研究对象，通过测定细胞存活率(M订法)和脂

质过氧化代谢产物丙二醒(MDA) ，探讨了氯化

怦(KCl)或谷氨酸分别对人神经母细胞瘤 SH­

SY5Y 细胞的损伤作用。 结果发现在含 ea扣

的温育液中 ， SH-SY5Y 细 胞与 KCl ( 40 -

80mmol/L)或谷氨酸(50 - 100mmol/L)一起温

育 4h 后，细胞存活率显著降低，脂质过氧化程

度明显增高。当温育液中元 ea2 + 时，KCl或谷

氨酸均未引起细胞存活率和脂质过氧化程度的

显著变化。相差显微镜观察细胞形态的变化与

上述结果吻合，提示氯化伺或谷氨酸分别对

SH喃SY5Y 细胞均有损伤作用，并且这种作用与

细胞外 ea2 + 内流和脂质过氧化有关。 该传代

细胞模型为筛选神经保护药提供了一种快速而

简便的手段。

关键词:神经母细胞瘤细胞系 SH-SY5Y

氯化饵谷氨酸细胞损伤脂质过氧化钙

离子
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INFLUENCE OF POTASSIUM CIaORIDE OR GLUTAMATE ON 
CALCIUM ION PERMEABILITY OF HUMAN NEUROBLASTOMA 

SH-SY5Y CELL LINE 

CHEN Wen llir咆 LI Ya Li LI Lin 

(应归rtrrumt of Pharmacology , Xuan-Wu Hospiωl of Capital Un时时ty of丸创ical

&证'ences ， .&咒ijing Key La切ratory for Brain Aging ,Beijing 1∞053) 

ABS1RACf 

The pre妃nt study investigated the injury of cultured human neuroblastαna SH-SY5Y cell line induα对 by potassi田B

chloride(KCl)αglutarnate ， usi咱 th巳 metl时s of M1T and τBA 岱says which measured the cell viability and malondialde­

hyde (MDA) , re5p!划内ly. ηle results showed that , when the cultur时 SH-SY5Y 民lls were incubated with KCl (40 -

8OmmollL)or glutarnate (50 - 10伽nmollL)for 4 hours in 抽血's buffer ∞ntaining 0;+ ,the cell viability was 吨nificantly

d田eased and the MDA∞ntent standi鸣 for the d鸣ree of lipid peroxidation increa剧; but the incubation of KCl or glutarnate 

with SH-SY5Y cells in 陆此's buffer without ea2 + did ∞t induce the obvio凶 char唱es in cell viability and lipid peroxidation. 

The morphol，句ical ch吨.es oOOerv刨 出m鸣h the pha世∞ntrast rnicros∞pe were in a=rd with above results. The 出peri­

rnentsindicate 也at the cult町ed human neuroblast∞18 SH-SY5Y cellline can be injured by KQ or glutarnate ,and their injur 

d町ts 缸e relatedωthe inflow of extracellular ea2 + and lipid peroidation.ηliscellmc对el may pro\赳e a quick and simple 

means for screening the n四ro-protecti ve 企1耶

Key WonJs: Neuroblast创na cell lir阳 SH.SY5Y PotassilDD chloride G1utamate Cellular iIÜ町y Lipid 

阴~xidation Calcimnion 

还原型谷脱甘肤对亚硝酸纳诱导的内皮细胞凋亡的保护作用

肖南刘韧田昆仑刁有芳汪志文

(第三军医大学大坪医院野战外科研究所重庆 40∞42)

内皮细胞( endothelial cells , ECs)由于其分

布的特殊性，在结构和功能上均很重要。 ECs

的凋亡可能导致血管内皮屏障功能的丧失，使

血管易于渗漏及组织器官水肿。 研究表明 ECs

的凋亡与细胞内氧化应激反应有关[1] ，而还原

型谷脏甘肤(glutathione ， GSH)及其相关氧化一

还原循环在维持细胞还原状态，抗氧化损伤中

具有重要意义[2) 。本研究采用亚碑酸纳(时i­

um arsenite，Ars)诱导 ECs 发生凋亡，观察 GSH

对 ECS 的保护作用，并初步探讨其保护作用的

机理。

材料和 方法

1.主要试剂和仪器

臼H(匈na) ， DMEM 培养基(Giboo ) , Ars (Me础，
Gennany) ， 腕蛋白酶( Sigma ) , Dihy巾。rhodamine 123 

(Sigma) , mo四皿ti human CD54: Fr配( Serotec ) , 7-

ami胁actinomycin D ( 7 -AAD ) ，流式细胞仪(Coulter ) , 

α元培养箱 (Shel-Lab) ，恒温水浴(Co1e-Par古段r) ，其他

有关试剂均为国产分析纯。

2. 人内皮细胞的培养

本文 1朔年 9月 7 日收到1削年 2月 14 日接受。
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