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二氢杨梅素对铁过载导致的海马神经元细胞损伤的
保护作用及其机制
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[摘要] 目的 探讨二氢杨梅素(DMY)对枸橼酸铁铵(FAC)导致的原代海马神经元细胞损伤的保护作用及

其机制。方法 取出生24hSD乳鼠的原代海马神经元进行体外培养,使用CCK-8法检测不同浓度DMY处理后

的原代海马神经元细胞的活性,确定DMY给药浓度。将原代海马神经元细胞分为对照组(H组)、100mmol/L浓

度的DMY处理组(I组)、250mmol/L浓度的FAC处理组(J组)、100mmol/L浓度的DMY与250mmol/L浓度

的FAC共处理组(K组),使用流式细胞术检测各组细胞中活性氧(ROS)的含量,使用比色法检测各组细胞中丙二

醛(MDA)的含量,采用 Westernblot方法检测各组细胞中的NF-E2相关因子2(Nrf2)、血红素加氧酶-1(HO-1)和
谷胱甘肽过氧化酶4(GPX4)蛋白的表达水平。结果 CCK-8检测结果显示,在DMY浓度为100mmol/L时,原代

海马神经元细胞的存活率最高(F=9.95,P<0.05),故以该浓度用于后续实验。与 H组相比,J组细胞中ROS和

MDA含量明显升高(F=176.81、5523.35,P<0.05);与J组相比,K组细胞中ROS含量和 MDA含量明显降低

(F=18.21、412.96,P<0.05)。与H组相比,J组细胞中Nrf2、HO-1、GPX4蛋白相对表达量明显降低(F=27.35~
81.32,P<0.05);与J组相比,K组细胞中的 Nrf2、HO-1、GPX4蛋白相对表达量明显升高(F=8.74~21.46,P<
0.05)。结论 DMY可以缓解铁过载导致的原代海马神经元氧化应激损伤,其机制可能与其激活了原代海马神经

元中的Nrf2-HO-1/GPX4通路有关。
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Protectiveeffectofdihydromyricetinagainsthippocampalneuronalinjurycausedbyironoverload
anditsmechanism SUIYunjie,MAZegang  (DepartmentofPhysiologyandPathophysiology,SchoolofBasicMedicine,

QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheprotectiveeffectofdihydromyricetin(DMY)againstinjuryofprimaryhip-

pocampalneuronscausedbyferricammoniumcitrate(FAC)anditsmechanism. Methods Primaryhippocampalneuronswere

collectedfrom24-hourneonatalSprague-Dawleyratsforinvitroculture,andCCK-8assaywasusedtomeasuretheviabilityofpri-

maryhippocampalneuronstreatedwithdifferentconcentrationsofDMYanddeterminetheadministrationconcentrationofDMY.

Primaryhippocampalneuronsweredividedintocontrolgroup (Hgroup),100 mmol/LDMYtreatmentgroup (Igroup),

250mmol/LFACtreatmentgroup(Jgroup),and100mmol/LDMY+250mmol/LFACtreatmentgroup(Kgroup).Flowcy-

tometrywasusedtomeasurethecontentofreactiveoxygenspecies(ROS)ineachgroup;colorimetrywasusedtomeasurethe

contentofmalondialdehyde(MDA)ineachgroup;Westernblotwasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelsofnuclearfactor

erythroid2-relatedfactor2(Nrf2),hemeoxygenase-1(HO-1),andglutathioneperoxidase4(GPX4)ineachgroup. Results

CCK-8assayshowedthehighestviabilityofprimaryhippocampalneuronsattheconcentrationof100mmol/LforDMY(F=9.95,

P<0.05),andtherefore,thisconcentrationwasusedforsubsequentexperiments.ComparedwiththeHgroup,theJgrouphad

significantincreasesinthecontentofROSandMDA (F=176.81,5523.35,P<0.05),andcomparedwiththeJgroup,theK

grouphadsignificantreductionsinthecontentofROSandMDA(F=18.21,412.96,P<0.05).ComparedwiththeHgroup,theJ

grouphadsignificantreductionsintherelativeproteinexpressionlevelsofNrf2,HO-1,andGPX4(F=27.35-81.32,P<0.05),

andcomparedwiththeJgroup,theKgrouphadsignificantincreasesintherelativeproteinexpressionlevelsofNrf2,HO-1,and

GPX4(F=8.74-21.46,P<0.05). Conclusion DMYcanalleviateoxidativestressdamageinprimaryhippocampalneuronsdue

toironoverload,possiblybyactivatingtheNrf2-HO-1/GPX4pathwayinprimaryhippocampalneurons.
[KEYWORDS] Dihydromyricetin;Ironoverload;Hippocampus;Neurons;Oxidativestress;NF-E2-relatedfactor2;Heme

oxygenase-1;Glutathioneperoxidase

  铁是人体必需的微量元素,但过量的铁会引起

铁过载,从而导致不良反应[1]。随着年龄的增长或

不良饮食习惯等多种原因,铁过载会发生在人体多
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个器官中,大脑中的海马体是铁过载的高发区域之

一,铁过载会引起海马神经元发生氧化应激,进而引

发癫痫、记忆衰退等,严重时甚至会引起阿尔兹海默

症(Alzheimer’sdisease,AD)等一系列神经退行性

疾病[1-2]。目前临床治疗铁过载的方法主要有铁螯

合剂药物治疗或放血治疗。铁螯合剂药物治疗会使

人体产生多种不良反应,如呕吐、腹泻、关节疼痛等,
放血治疗适用对象有限,仅适用于非贫血患者[3],因
此寻找安全且有效的治疗手段是临床治疗铁过载的

迫切需要。大量研究表明,姜黄素、大黄素等天然物

质可以有效抑制铁过载造成的细胞损伤,维持机体

铁稳态[4-5],其他植物来源的天然黄酮类化合物是否

有类似的作用还有待验证。
江西盛产的藤茶在我国药用历史悠久,其提取

物二氢杨梅素(DMY)可以缓解包括帕金森综合征

(PD)和AD在内的多种神经退行性疾病的症状[6]。
然而关于DMY对铁过载导致的海马神经元损伤是

否具有保护作用尚不明确。本研究通过枸橼酸铁铵

(FAC)构建SD 大鼠原代海马神经元铁过载模型,
观察DMY对铁过载致乳鼠海马神经元氧化应激损

伤的影响。

1 材料与方法

1.1 动物与试剂

出生24h的健康SD乳鼠,体质量为3~6g,总
共60只,全部购买于青岛大任富城畜牧有限公司。

DMEM/F-12培养基购自美国 Hyclone公司,青链

霉素混合液购买于苏州新赛美生物科技有限公司,

CCK-8、B27无血清添加剂购自美国 Gibco公司,

DMY购买于上海阿拉丁生化科技股份有限公司,

FAC、二甲基亚砜(DMSO)、多聚赖氨酸购买于美国

Sigma公司,兔抗NF-E2相关因子2(Nrf2)、兔抗血

红素加氧酶-1(HO-1)、兔抗谷胱甘肽过氧化酶4
(GPX4)、兔抗β-actin及HRP标记山羊抗兔IgG购

自杭州华安生物有限公司,三色预染蛋白 Marker
购自上海雅酶生物医药科技有限公司,2',7'-二氯二

氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)购买于安徽白鲨生

物科技有限公司,SDS聚丙烯酰胺凝胶、ECL发光

液购买于武汉塞维尔生物技术有限公司,丙二醛

(MDA)检测试剂盒购自北京索莱宝生物技术有限

公司。

1.2 实验方法

1.2.1 原代海马神经元细胞的培养 取出生24h
SD 乳鼠共10只,置于液氮中急冻5s使其休克。

随后使用体积分数0.75乙醇溶液浸泡消毒后,浸入

预冷的DMEM/F-12培养基中,完整地取出乳鼠全

脑,分离出左右脑的海马体并除去脉络丛。剪碎10
只小鼠的海马体,置于胰蛋白酶中消化5min,加入

含体积分数0.1的FBS的DMEM/F-12培养基中

终止消化。吹散组织,用70μm网筛过滤后收集于

离心管中,以1000r/min离心5min,弃上清液。
使用细胞计数板调整原代海马神经元细胞密度为

7×108个/L,置于混合培养液(DMEM/F-12培养基

中加入含体积分数0.02的B27无血清添加剂和体

积分数0.01的青霉素-链霉素)中,于37℃、含体积

分数0.05的CO2的培养箱中培养,每3d进行一次

半换液。7d之后通过显微镜进行观察,当海马神

经元细胞胞体丰满,光晕明显,突起增粗、变长,并连

接成错综复杂的神经网络时,提示细胞成熟,可用于

后续实验。实验重复6次,每次取10小鼠。

1.2.2 药物配置 将DMY溶于DMSO中,配置浓

度为10mol/L的储存液。FAC置于DMEM/F-12
培养基中,配置浓度为10mol/L的培养液。后续使

用时再分别将DMY与FAC稀释成所需浓度。

1.2.3 CCK-8实验筛选DMY的适宜浓度 将浓

度为10mol/L的FAC稀释至250mmol/L,并将

浓度为10mol/L的DMY稀释为0.1、1、10、100及

200mmol/L。将成熟的原代海马神经元细胞接种

于96孔板中,每孔约5000个,分为 A~G组。A
组细胞在混合培养液中培养24h,B组细胞在混合

培养液中加入250mmol/L浓度FAC培养24h,

C~G组细胞混合培养液中分别加入250mmol/L
浓度的FAC和0.1、1、10、100、200mmol/L浓度的

DMY,培养24h。弃去原培养液以后,每孔加入

200μL的CCK-8混合工作液(混合培养液与CCK-
8工作液的比例为9︰1),在培养箱中孵育2h。将

酶标仪的发射波长设为450nm,使用双蒸水调零,
检测每孔中CCK-8工作液的吸光度值,计算各组细

胞的细胞存活率。细胞存活率=(各组细胞的吸光

度值/A组细胞的吸光度值)×100%。根据各组的

细胞存活率,选择最适宜的浓度用于后续实验。

1.2.4 细胞分组和处理 将成熟原代海马神经元

细胞接种于6孔板中,每孔约80000个,分为H~K
组。H组细胞在混合培养液之中培养24h,I~K组

细胞分别于混合培养液之中加入100mmol/L浓度

DMY、250mmol/L浓度 FAC、100mmol/L浓度

DMY+250mmol/L浓度FAC,培养24h。

1.2.5 细胞中ROS水平的检测 将6孔板中培养
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24h的H~K组细胞弃去原培养液,使用PBS清洗

3次,每孔加入1mL含10mmol/LDCFH-DA的

PBS,移至培养箱中避光孵育30min,吸去原培养

液,再以PBS清洗3次后,每孔中加入1mLPBS制

成细胞悬液,以200目网筛过滤后,置于流式试管中

涡旋振荡,充分混合均匀。将流式细胞仪的激发波

长设为495nm,发射波长设为529nm,设置检测细

胞数量为10000个,使用流式细胞术检测各组细胞

的ROS水平。先将H组细胞相对荧光强度设置为

25%,随后使用流式细胞仪检测I~K组细胞的相

对荧光强度,以此计算各组细胞的ROS水平。

1.2.6 细胞中 MDA水平的检测 将6孔板中培养

24h的H~K组细胞弃去原培养液,使用PBS清洗

3次,每孔中加入300μL提取液制成细胞悬液,移
至EP管中,使用超声破碎仪(功率200W)进行破

碎,重复30次,每次时长3s,两次破碎间隔10s。
然后4℃下8000r/min离心10min,取上清液

100μL置于另一EP管中,加入100μL检测液。以

100μL蒸馏水+100μL检测液为空白组。将空白

组和各样本组均100℃加热60min,冰上冷却后,
常温10000r/min离心10min,取上清液,使用酶

标仪测定波长532nm和600nm处的吸光度(A)
值,并采用相关的公式计算各组细胞当中 MDA的

含量。MDA含量(nmol/107cell)=107.5×△A,其
中△A=(A532测定-A532空白)-(A600测定-A600空白)。

1.2.7 Westernblot实验检测细胞中Nrf2、HO-1、

GPX4蛋白的含量 取 H~K组培养24h的原代

海马神经元细胞,使用RIPA裂解液将细胞充分裂

解后,收集裂解液,然后4℃下12000r/min离心

30min。将上清液转移至新的离心管中,加入1/4
体积 的5×loadingbuffer,充 分 振 荡 混 匀,煮 沸

10min,收集蛋白样本。通过SDS-PAGE电泳分离

蛋白,并转移到PVDF膜上。用体积分数0.05的脱

脂牛奶在室温下封闭膜2h,一抗4℃下孵育过夜,

TBST洗膜3次,每次10min。再用辣根过氧化物

酶标记的二抗在室温下与膜孵育1h,洗膜,随后在

暗室中曝光显影。利用ImageJ软件分析蛋白灰度

值,并以β-actin作为内参,计算各目的蛋白的相对

表达量。

1.3 统计学处理

使用SPSS27.0软件对数据进行统计分析。计

量资料以􀭺x±s表示。细胞存活率的比较采用单因

素方差分析,进一步两两比较使用 Turkey法。不

同分组间比较采用2×2析因设计的方差分析。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同浓度DMY对FAC处理的原代海马神经

元细胞活力的影响

A~G组原代细胞的存活率分别为(90.59±
31.56)%、(37.06±9.99)%、(40.02±12.47)%、
(59.62±25.20)%、(63.43±20.91)%、(67.78±
22.89)%、(46.68±17.74)%。单因素方差分析的结

果显示,各组比较差异具有显著意义(F=9.95,P<
0.05),其中F组的细胞存活率显著高于B组(P<
0.05)。各实验组中F组原代海马神经元细胞的细

胞存活率最高,以该浓度用于后续实验。

2.2 DMY对FAC处理的原代海马神经元ROS水

平的影响

H~K组的ROS阳性细胞数量占细胞总数的

比例分别为(24.78±2.16)%、(23.17±4.23)%、
(65.03±4.32)%、(43.86±9.03)%。2×2析因设计

的方差分析结果显示,FAC、DMY及DMY与FAC
的交互作用均对细胞内ROS的含量差异有显著影

响(FFAC=176.81,FDMY=24.73,F交互=18.21,P<
0.05)。单独效应结果显示,用FAC处理时,DMY
处理与不处理差别有统计学意义(F=42.68,P<
0.05),不用FAC处理时,DMY处理与不处理差异

无统计学意义(P>0.05);用DMY处理时,FAC处

理与不处理差异具有统计学意义(F=40.77,P<
0.05),不用DMY处理时,FAC处理与不处理差异

有统计学意义(F=154.25,P<0.05),DMY可明显

降低FAC导致的ROS积累。

2.3 DMY对FAC处理的原代海马神经元 MDA
水平的影响

H~K组神经元细胞当中 MDA 含量分别为

(2.08±0.14)、(2.00±0.04)、(6.48±0.07)、(4.51±
0.16)nmol/107cell。2×2析因设计方差分析结果

显示,FAC、DMY及DMY与FAC交互作用均对细

胞内 MDA的含量均有显著影响(FFAC=5523.35,

FDMY=484.87,F交互=412.96,P<0.05)。单独效应

结果显示,用FAC处理时,DMY处理与不处理差

别有统计学意义(F=896.39,P<0.05),不用FAC
处理时,DMY 处理与不处理差别无统计学意义

(P>0.05);用DMY处理时,FAC处理与不处理差

别有统计学意义(F=1457.88,P<0.05),不用

DMY处理时,FAC处理与不处理差别有统计学意

义(F=4478.44,P<0.05),DMY可明显降低FAC
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导致的 MDA积累。

2.4 DMY对FAC处理的原代海马神经元细胞中

Nrf2、HO-1、GPX4蛋白相对表达量的影响

2×2析因设计的方差分析结果显示,FAC对

细胞内Nrf2、HO-1、GPX4相对表达量有显著影响

(FFAC=27.36~81.32,P<0.05),DMY对细胞内

Nrf2、HO-1、GPX4相对表达量有显著影响(FDMY=
9.71~15.69,P<0.05),DMY 与FAC对细胞内

Nrf2、HO-1、GPX4的相对表达量的影响存在交互

效应(F交互=8.74~21.46,P<0.05)。单独效应结

果显示,用FAC处理时,DMY处理与不处理差异

有统计学意义(F=23.92~30.02,P<0.05),不用

FAC处理时,DMY处理与不处理差异无统计学意

义(P>0.05);用DMY处理时,FAC处理与不处理

Nrf2、HO-1相对表达量差异具有统计学意义(F=
12.87,9.62,P<0.05),不用DMY处理时,FAC处

理与不处理差异有统计学意义(F=33.51~93.16,

P<0.05),DMY显著缓解了FAC导致的原代海马

神经元细胞中 Nrf2、HO-1、GPX4表达量的降低。
见图1、表1。

H~K分别表示 H~K组

图1 H~K组细胞中Nrf2、HO-1、GPX4蛋白的相对表达量

表1 H~K组细胞中Nrf2、HO-1、GPX4蛋白的相对表

达量比较(n=6,􀭵x±s)

分组 Nrf2 HO-1 GPX4

H组 0.26±0.02 1.19±0.07 3.02±0.61

I 组 0.26±0.03 1.13±0.11 3.20±0.45

J 组 0.13±0.03 0.65±0.10 1.54±0.29

K组 0.21±0.01 0.95±0.13 2.80±0.35

3 讨  论

铁参与了细胞中许多正常的生理过程,但当细

胞中的铁过多时,多余的铁会通过芬顿反应导致细

胞产生氧化应激反应[2]。海马体是神经系统中最重

要的结构之一,具有形成记忆和定位方向的功能[7]。
铁是海马体发挥功能所必需的微量元素,但过量铁

会对海马体中的海马神经元产生神经毒性。研究证

实,铁过载所致海马神经元氧化应激与包括AD在

内的多种神经系统疾病的产生与恶化有关[8]。
目前治疗铁过载的方法均存在不同程度的局限

性,因此寻找新的治疗铁过载的方法是临床的迫切

需要[3]。随着近年来对中药资源的不断开发与利

用,相关研究发现许多植物来源的天然化合物治疗

铁过载效果良好[4-5]。DMY是一种具有天然活性

的黄酮类化合物,具有抗氧化特性,可通过调节细胞

和机体的氧化应激反应预防和治疗中枢神经系统相

关的多种疾病[9-10]。如研究发现,DMY可以通过调

节氧化应激和抑制乙酰胆碱酯酶的活性缓解D-半
乳糖诱导的衰老小鼠的认知障碍;DMY还可以通

过调节Akt/GSK-3β通路降低多巴胺能神经元的氧

化应激,缓解PD的症状[11-12]。但DMY能否对铁

过载致海马神经元氧化应激产生影响以及相关机制

尚不明确。
本研究首先使用CCK-8实验检测了不同浓度

DMY对FAC处理后的海马神经元细胞活力的影

响,结果表明DMY能以浓度依赖的方式缓解铁过

载致海马神经元细胞活性的降低,在DMY的浓度

为100mmol/L时,对于铁过载致海马神经元细胞

活性降低的缓解作用最强,因此选用100mmol/L
DMY进行后续研究。

当细胞发生氧化应激时,线粒体会在短时间内

生成大量ROS,过多的ROS会损伤细胞中的膜结

构,产生大量的 MDA[13-14]。本研究结果显示,铁过

载导致了海马神经元细胞中ROS水平和 MDA含

量升高,DMY的处理抑制了铁过载导致的海马神

经元中ROS水平和 MDA含量的升高,提示DMY
可能是缓解了铁过载致海马神经元细胞氧化应激,
从而减轻了铁过载对海马神经元细胞损伤。

Nrf2是细胞抵御氧化应激的重要因子,可调节

细胞内的氧化-抗氧化系统,Nrf2可直接影响细胞

内的超氧化物歧化酶和体内一系列与抗氧化有关的

因子,维持机体氧化平衡[15-17]。HO-1在血红素代

谢中至关重要,可将血红素分解成胆绿素,并且参与

细胞中的铁代谢和氧化应激反应[18-19]。GPX4具有

清除膜脂过氧化氢产物、调节脂质代谢和预防氧化

应激的能力,是细胞中参与氧化应激反应的重要调

节因子[20-22]。细胞中的 Nrf2-HO-1/GPX4通路与

氧化应激密切相关,Nrf2是细胞抗氧化系统的主要

调控因子,在介导铁代谢、脂质代谢和谷胱甘肽合成

方面也发挥着关键的作用,HO-1和GPX4均受到

Nrf2的调控[23-25]。有证据表明,Nrf2-HO-1/GPX4
通路广泛存在于神经系统中,对神经系统正常运行
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具有重要意义,如激活Nrf2-HO-1/GPX4通路可促

进脑源性神经营养因子的表达,维持神经元形态,抑
制氧化应激反应及铁死亡致神经系统疾病[26-29]。为

进一步明确DMY对铁过载致海马神经元氧化应激

的影响,本研究通过 Westernblot实验检测了 H~
K组细胞中Nrf2、HO-1和GPX4蛋白的相对表达

量,结果显示,FAC的处理显著降低了海马神经元

细胞中的 Nrf2、HO-1和 GPX4蛋白的表达量,而

DMY抑制了铁过载导致的海马神经元中 Nrf2以

及HO-1、GPX4表达量的降低。本研究结果提示

DMY可缓解铁过载致原代海马神经元氧化应激,
其机制可能是 DMY激活了海马神经元细胞中的

Nrf2-HO-1/GPX4通路。
本研究结果显示,J组细胞中的 Nrf2和 HO-1

的相对表达量与H组相比显著降低,这表明在海马

神经元细胞中,铁过载会抑制 Nrf2和 HO-1的表

达。有研究显示,小鼠体内发生铁过载会激活肝细

胞中Nrf2和HO-1的表达[30]。分析两项研究不一

致的原因,可能与海马神经元细胞与肝细胞的结构

和功能不同有关,但具体原因还需要进一步验证。
综上所述,天然活性物质DMY可通过抑制铁

过载致海马神经元细胞的氧化应激反应,减轻铁过

载对原代海马神经元的损伤,其机制可能与激活了

海马神经元细胞中的Nrf2-HO-1/GPX4通路有关。
本研究为DMY治疗海马体铁过载的研究提供了细

胞实验支持,但是否在动物或人体内也具有同样的

作用,还有待进一步深入探讨。
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