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摘要!磷酸二酯酶%

U[=7

'是催化水解细胞内第二信使
<M Û

和
<S Û

的唯一途径#而磷酸二酯酶抑制剂可通

过改变
<M Û

和
<S Û

的浓度从而调节学习与认知功能障碍等多种生理过程(异去甲蟛蜞菊内酯%
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'是墨旱莲的主要成分之一(实验采用
M-

A

0,

试剂盒确认
[N=P

对
U[=$M

有一定

的抑制作用#其
O/

#%

为
&@"̀

(

](-

$

P

e"

&而对
U[=F[

和
U[="%M

无明显抑制作用#说明
[N=P

对磷酸二酯

酶的抑制具有一定选择性(可的松诱导
WJE$$

细胞模型发现#不同浓度的
[N=P

给药后细胞活力不断提

高#浓度到达
$%

(

](-

$

P

e"时#细胞活力为
C̀@&LI

%

X

%

%@%#

'#结果表明
[N=P

对神经细胞有一定保护

作用(
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6*<M Û,+><S Û4+<6--7BU0(7

A

0(>46786*,76

%

U[=

'

4+04T48(*7<,+*6

1

)-,86-6,*+4+

1

,+><(

1

+4E

8456>

9

7.)+<84(+

%

M[

'

T

9

,-86*4+

1

806<(+<6+8*,84(+7(.<M Û,+><S ÛB[6]680
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阿尔茨海默病%

M-2064]6*n7>476,76

#

M[

'即老年痴呆症#是一种慢性中枢神经系统退行性疾病(其

临床表现为进行性认知障碍和记忆损害#并且伴有多种神经精神症状和行为障碍#发病机制复杂#病因

尚未明确*

"

+

(目前常用的治疗药物主要有胆碱酯酶抑制剂%

M/0=O7

',非竞争性
/

E

甲基
E[E

天冬氨酸

%

:^[M

'受体黏抗剂,作用于
MO!

和
J,)

蛋白的药物*

$

+

#均以改善阿尔茨海默病临床症状#延缓疾病发

展为主#无法逆转或阻止病情的进展*
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+

(

现代研究人员已将眼光聚集于第二信使#用于应对
M[

(磷酸二酯酶%

U[=7

'是一类可水解细胞内

第二信使环磷酸腺苷%
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'的酶类#可调节细胞内的多种信号传递和生理活动*

C

+

(

U[=7

由
""

种不同的家族

组成#且各家族包含不同的亚型(

U[=7

可以催化
!oE

磷酸酯键的水解进而灭活
<M Û

和
<S Û

#发挥生

物活性和药理作用(

U[=7

与神经认知功能密切相关#多数
U[=7

亚型与情绪或认知障碍有关#研究人

员发现在脑内各区域有不同类型
U[=7

分布#且海马,皮层和纹状体占优势*

ÈL

+

(

U[=7

亚型如
U[=$M

#

U[=F

#

U[=#

和
U[="%M

等已成为抗
M[

药物的潜在靶点(目前#一些
U[=

抑制剂在临床得到了广泛

的应用(

有研究表明*

&

+墨旱莲提取物%

===U

'可改善东莨菪碱诱导的记忆障碍#部分
===U

的改善功能可

能与海马
PJU

的增强有关*

"%E""
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(课题组前期研究发现#异去甲蟛蜞菊内脂%

[N=P

'作为墨旱莲中代表

成分之一#对磷酸二酯酶的活性有一定抑制作用#但其对神经细胞及
M[

的调节作用尚未见报道(因而

实验采用可的松诱导
WJE$$

细胞模型探究
[N=P

对神经细胞的保护作用#为深入开发
M[

治疗药物

提供参考(
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实验部分
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材料与试剂

多标记微孔板检测仪%
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=W:M
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&
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#胎牛血清

%
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'#磷酸盐缓冲液%
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#

U[=F[

#
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均购于
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公司(
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实验方法
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!
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酶活检测实验样品溶液的配制
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'为阳性对照药#加
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溶解并配成
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$
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的溶液#备用&将
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溶液先用
Y6,<84(+_)..6*

%反应缓冲液'稀释成
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$

P
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#然后依次稀释
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个浓度梯度#编号
M"eM"%

#备用&吸取
"]P"%dY6,<84(+_)..6*

于
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的离心管中#加入
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1

_;M

#加入约
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超纯水缓慢震荡至
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溶解#定容至
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#缓慢摇匀#置于冰中#备用&
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%生物素标记的
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'用
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倍#备用&
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%链霉亲和素供体微

珠'和
M+84E<M ÛM<<6

A
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%抗体标记受体微珠'用
_)..6*

分别稀释
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倍和
"%%

倍#备用&
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标

准品用
[ ;̂G

溶解并配成
"%]](-

$

P

e"的溶液#备用(
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!

1,P-

酶活检测模型的建立及验证

培养得到了
U[=$M

#

U[=F[

#

U[="%M!

种活性较好的酶#为了检测化合物的酶活抑制率#建立了

以下模型*

"$

+

!首先加
$

(

P

不同浓度抑制剂和
U[=$MF

(

P

#离心#孵育
%@#0

&然后加入
_4(8,+

9

-,86>E

<M Û

溶液
F

(

P

#离心#反应
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&最后加
#

(

P[(+(*_6,>7

和
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(

PM+84E<M ÛM<<6

A

8(*

离心#避光

反应
"0

#检测
M-

A

0,

信号(使用
=W:M

验证该模型是否可以检测化合物的生物活性(根据平均信号

值计算每个浓度的抑制率#用
S*,

A

0U,>U*47]#

作图拟合得到
=W:M

的
O/

#%

值(

?B@BA

!
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对
1,P@;

)

1,PC,

)

1,P?̂;

抑制活性检测

取配好的
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稀释成终浓度为
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(
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P

e"和
#

(

](-

$

P

e"

$

个浓度进行初筛(对
U[=$M

#

U[=F[

#

U[="%M

进行活性检测#具体步骤参见
"B$B$

的模型(根据平均信号值计算化合物在
$

个浓度

下的抑制率(

?B@BC

!

可的松损伤
NOK@@

细胞实验模型

小鼠海马神经元
WJE$$

细胞加含
"%I

胎牛血清#
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$

]P

e"青霉素和
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(

1

$

]P

e"的
[^=^

完全培养基#置于
!̀ a

#

#I

二氧化碳细胞培养箱中常规培养(实验前进行传代以备用(

将生长较好的
WJE$$

细胞种于
&C

孔板#培养
$F0

后#吸除
&C

孔板中原有培养液#给药组加入进口

可的松%

<(*847(+6

'和国产可的松#使得进口可的松和国产可的松终浓度达到
"%%

(

](-

$

P

e"和
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(

](-

$

P

e" 两个浓度&空白组加入无血清培养基&放入
!̀ a

培养箱培养
$F0

后对细胞进行观察#

进行
^JJ

检测(

?B@BE

!

,aPT

对
NOK@@

细胞活性检测

取生长较好的
WJE$$

细胞种于新的
&C

孔板#培养
$F0

后#给药组加入
[N=P

#使
[N=P

的终浓

度分别为
%@C$#

#
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#

$@#

#
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#
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#然后加入
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P

e"的进口可的

松#继续培养
$F0

&模型组直接加入
$%%

(
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$

P

e"的进口可的松继续培养
$F0

&空白组加入无血清培

养基#继续培养
$F0

(弃去原培养基#每孔加入
"%%

(

PU_;

清洗后加入无血清培养基
&%

(

P

及
"%

(

P

#I ^JJ

#共同孵育
F0

(弃去培养基#每孔加入
"%%

(

P

的溶解液#置摇床上低速震荡
"%]4+

#使结晶

物充分溶解(最后于酶标仪波长
F&%+]

处测量各孔的吸光值#根据每组吸光度计算细胞活力(
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统计学分析

数据用6

AmY

表示#采用
;U;;"CB%

统计软件经行方差分析#组间比较采用
<

检验#

)
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为有

显著性差异#
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为有极显著性差异(
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实验结果

@B?

!

化合物酶活检测模型验证

=W:M

验证酶活检测模型实验中#每个浓度的平均信号值和抑制率见表
"

(用
S*,

A

0U,>U*47]#

作

图拟合出
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对
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的
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为
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#文献报道
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的
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为
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#两者

基本一致#证明了该模型有效#可以用来检测化合物的酶活性(
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对
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)

1,PC,

和
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的活性检测结果

不同浓度
[N=P

对
U[=$M

#

U[=F[

和
U[="%M

的活性抑制结果见表
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中可以看出#
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对
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有抑制作用#在高浓度时%
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'抑制作用较好#抑制率为
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#低浓度

%

#
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'时相对较弱#抑制率为
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#用
S*,

A

0U,>U*47]#

作图拟合得到其
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值为
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(而
[N=P

对
U[=F[

和
U[="%M

均无抑制作用#说明
[N=P

对磷酸二酯酶的抑制

具有一定选择性(
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对
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的抑制率
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' 平均信号值 抑制率"
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的抑制率
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' 平均信号值 抑制率"
I

编号 种类 浓度"%
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' 平均信号值 抑制率"
I
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可的松损伤
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后
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细胞活力
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!

可的松对
NOK@@

细胞活力的影响

不同来源#不同浓度可的松对
WJE$$

细胞活力

的影响见图
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#

#L@!CI

&而国产可的松浓度为
"%%

(

](-

$

P

e"

%

/

'和
$%%

(

](-

$

P

e"

%

[

'时#细胞活力分别为

C̀@C̀ I

#

CC@"LI

(可 见#进 口 可 的 松 浓 度 为

$%%

(

](-

$

P

e" 时#其细胞活力与空白组相比有显

著差异#故选
$%%

(

](-

$

P

e"进口可的松造模(

@BC

!

,aPT

对可的松损伤
NOK@@

细胞的活力影响

可的松损伤
WJE$$

细胞后#给药%

[N=P

'

$F0

#细胞活力见图
$

%

00

X

%

%@%"

#与空白组比&

)

X

%

%@%#

#

))

X

%

%@%"

#与模型组相比'(与空白组相比#进口可的松%浓度为
$%%

(

](-

$

P

e"

'对细胞损伤

后#细胞活力为
C&@$FI

#说明可的松对细胞有杀伤作用(不同浓度的
[N=P

给药后细胞活力在不断

提高#当浓度到达
$%

(

](-

$

P

e"时#细胞活力达到最高#为
C̀@&LI

#说明在此浓度下
[N=P

对细胞具

有一定保护作用(继续增大给药浓度至
L%

(

](-

$

P

e"时#细胞活力反而下降#说明高浓度
[N=P

又有

一定的细胞毒作用(

A

!

讨
!

论

在大脑的神经元细胞中#如果
U[=$M

的活性受到抑制#则能选择性地增加神经元和海马区的

<S Û

浓度水平#从而增强神经元的塑性#能够改善记忆功能*

"!E"#

+

#以此来探究应对
M[

的猜想(文章

通过两部分实验来评价墨旱莲主要成分之一的
[N=P

对
U[=7

的抑制作用及其对神经细胞的保护

$

(*

$



第
#

期 毛明强#等$一种磷酸二酯酶抑制剂异去甲蟛蜞菊内酯对
WJE$$

细胞的保护作用

作用(

图
@

!

,aPT

浓度对
@̂^

"

3"7

&

T

可的松损伤细胞活力的影响

M-

A

0,

试剂盒法评价
[N=P

对磷酸二酯酶的抑制作用及其选择性#发现
[N=P

对
U[=$M

有抑制

作用#在高浓度时%

$%

(

](-

$

P

e"

'抑制作用较好#抑制率为
C!@"CI

&而
[N=P

对
U[=F[

和
U[="%M

均无抑制作用#说明
[N=P

对磷酸二酯酶的抑制具有一定选择性#可用于抑制
U[=$M

(

海马神经元细胞是海马区的主要细胞组成#主要功能是参与近期记忆,情绪及内脏功能调节,是老

年性痴呆,癫痫等疾病的主要病灶之一*

"CE$%

+

(实验采用可的松诱导小鼠海马神经元
WJE$$

细胞造模来

评价
[N=P

对神经细胞的保护作用#发现进口可的松%浓度为
$%%

(

](-

$

P

e"

'对细胞损伤后#细胞活

力为
C&@$FI

#给药
[N=P

%浓度为
$%

(

](-

$

P

e"

'后#细胞活力到达
C̀@&LI

#细胞活力有所提高#表明

[N=P

对神经细胞有一定的保护作用(本文的研究结果为今后抗老年痴呆药物的研发提供新思路和

候选化合物(然而本结果仅限于体外实验#其在抗
M[

方面的作用及机制还需进一步的动物实验深入

研究(

C

!

结
!

论

[N=P

对
U[=$M

有一定的抑制作用#其
O/

#%

为
&B"̀

(

](-

$

P

e"

#并具有一定选择性(可的松诱导

WJE$$

细胞模型发现#

[N=P

给药后细胞活力不断提高#表明
[N=P

对神经细胞有一定保护作用(
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