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摘要 　采用激光共聚焦成像技术 , 用氧化还原敏感的特异性荧光探针 (DCFH2DA 和 DHR123) 直接研究了一氧

化氮供体 S2亚硝基2N2乙酰基青霉胺 (SNAP) 诱导未成熟大鼠小脑颗粒神经元凋亡过程中的细胞胞浆、线粒体

中活性氧水平的变化 , 发现神经细胞经 015 mmol/ L SNAP处理 1 h 后 , 细胞胞浆及线粒体中活性氧水平大大增

加. 一氧化氮清除剂血红蛋白能够有效抑制细胞胞浆、线粒体中活性氧的产生 , 防止细胞凋亡. 外源性谷胱甘

肽对细胞也具有良好的保护作用 , 而当细胞中谷胱甘肽的合成被抑制后 , 一氧化氮的神经毒性大大增强. 实验

结果表明一氧化氮通过促进神经细胞产生内源性活性氧而启动细胞凋亡程序 , 而谷胱甘肽可能是重要的防止一

氧化氮引发神经损伤的内源性抗氧化剂.
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　　一氧化氮是一种重要的生物信使分子 , 在哺乳

动物中枢神经系统中参与神经传导、记忆等过

程[1 ] , 并对神经元的体外存活有促进作用[2 ] , 但

过量的一氧化氮具有神经毒性 , 能够诱导多种类型

的神经细胞凋亡[3 ,4 ] , 成为早老性痴呆 (AD) 、帕

金森氏症 ( PD) 等神经退行性疾病的病原因素之

一[5 ] , 因此深入探讨一氧化氮引发神经细胞凋亡

的机理具有重要的理论和实际意义. 我们研究发

现 , 一氧化氮能诱导原代培养的未成熟大鼠小脑颗

粒神经元凋亡[6 ] . 抗氧化剂 L2抗坏血酸 22 [ 3 , 42
二氢22 , 5 , 7 , 82四甲基222 ( 4 , 8 , 122三甲基十

三烷基) 22H212苯并吡喃262磷酸酯 ] 钾盐 ( EPC2
K1) 对一氧化氮引发的神经细胞损伤具有一定的

保护作用[7 ] , 提示活性氧可能参与了一氧化氮诱

导细胞凋亡的过程. 目前 , 从一氧化氮促进内源性

活性氧生成来研究一氧化氮诱导神经细胞凋亡的机

理还鲜有报道 , 还缺乏活性氧参与一氧化氮诱导神

经细胞凋亡的直接证据. 本工作应用激光共聚焦成

像等方法 , 用氧化还原敏感的特异性荧光探针直接

研究了在一氧化氮诱导未成熟大鼠小脑颗粒神经元

凋亡的过程中细胞胞浆、线粒体中活性氧水平的变

化 , 并探讨了内源性抗氧化剂谷胱甘肽对防止一氧

化氮诱导细胞凋亡的作用.

1 　材料与方法

111 　材料

　　Wistar 大鼠 ( 7 日龄) 购自北京医科大学 ;

DMEM 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶购自美国

L TI 公司 ; 双氢罗丹明 123 (DHR123) 、2′, 7′2二
氯双氢荧光素二乙酸酯 (DCFH2DA) 购自美国

Molecular Probes 公 司 ; L2buthionine2 [ S , R ] 2
sulfoximine (L2BSO) 、S2亚硝基2N2乙酰基青霉胺

(SNAP) 、还原型谷胱甘肽 ( GSH) 、聚 L2赖氨酸、

血红蛋白 ( Hb) 、噻唑蓝 ( M TT) 、吖啶橙 (AO)

购自美国 Sigma 公司 ; Monochlorobimane 购自瑞士

Fluka 公司 ; 牛血清白蛋白 (BSA) 、细胞凋亡试剂

盒购自德国 Boehringer Mannheim 公司 ; 蛋白质浓

度测定试剂盒购自美国 Bio2Rad 公司 ; 其余药品均

为国产分析纯级.

112 　细胞培养及一氧化氮处理

　　大鼠小脑颗粒神经元的原代培养参照文献 [6 ]

方法. 细胞接种于涂有聚 L2赖氨酸的 35 mm 培养

皿 (2 ×106 个/ ml , 2 ml/ 皿) 或 24 孔培养板 (215

×106 个/ ml , 014 ml/ 孔) 中. 培养基为添加有

1916 mmol/ L KCl、10 mmol/ L HEPES、2 mmol/ L

L2谷氨酰胺、10 %热灭活胎牛血清的 DMEM. 细

胞在 37 ℃、相对湿度 100 %、5 % CO2295 %空气环

境下培养. 细胞接种 48 h 后 , 在细胞中加入

015 mmol/ L一氧化氮供体 SNAP , 并继续培养一定

时间. 在部分实验中 , 细胞先与 011 mmol/ L
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L2BSO (γ2谷氨酰半胱氨酸合成酶抑制剂 , 可抑制

细胞中 GSH 的合成) 作用 12 h , 换液后再加入

SNAP , 继续培养一定时间. 在测定 Hb、GSH 对

细胞的保护作用时 , 细胞先与 5 μmol/ L Hb 或

1 mmol/ L GSH 温育 15 min , 然后再加入 SNAP.

113 　细胞存活率

　　通过 M TT 分析测定细胞存活率[6 ] .

114 　测定 D NA断裂

　　采用Boehringer Mannheim Cell Death Detection

EL ISAPLUS细胞凋亡 EL ISA 试剂盒定量测定 DNA

断裂 , 以反映细胞胞浆中单核小体、寡聚核小体相

对含量的加强系数 ( enrichment factor ) 为表征

DNA 断裂的参数[7 ] .

115 　形态学观察

　　采用激光共聚焦成像技术观察细胞形态. 将经

过 015 mmol/ L SNAP 处理 4 h 后的小脑颗粒神经

元用 PBS 洗 2 遍 , 加入 215 μmol/ L AO , 染色

5 min后在 Bio2Rad MRC1024MP 多光子激光扫描

显微镜下进行单光子共聚焦成像观察.

116 　测定细胞内活性氧水平

　　以 DCFH2DA 为指示细胞胞浆内过氧化物 (主

要为过氧化氢) 含量的荧光探针[8 ,9 ] , 以 DHR123

为指示线粒体内过氧化物 (主要为过氧化亚硝基)

含量的荧光探针[10 ] , 采用激光共聚焦成像技术定

性测定细胞胞浆内以及线粒体内活性氧的水平. 细

胞经 015 mmol/ L SNAP 处理 1 h 后用含有 012 %

BSA 的 PBS 洗 2 遍 , 加入 10μmol/ L DCFH2DA 或

2μmol/ L DHR123 , 37 ℃温育 60 min (DCFH2DA)

或 45 min (DHR123) 后 , 在Bio2Rad MRC1024MP

多光子激光扫描显微镜下进行单光子共聚焦成像

观察.

2 　结 　　果

211 　SNAP对细胞存活率的影响

　　M TT 分析表明小脑颗粒神经元经 015 mmol/ L

SNAP 作用 12 h 后 , M TT 还原率为正常细胞的

(6719 ±613) % , 提示 SNAP 引发了神经细胞死亡

(表 1) . 当神经细胞中 GSH 的合成被 L2BSO 抑制

后 , SNAP 的细胞毒性明显增强. 经 011 mmol/ L

L2BSO 作用 12 h 后再被 015 mmol/ L SNAP 作用

12 h的细胞 , 其 M TT 还原率仅为正常细胞的

(3417 ±615) %. 单独用 011 mmol/ L L2BSO 处理

细胞不能引发神经细胞死亡 , 而经一氧化氮清除剂

Hb 预处理的细胞其 M TT 还原率为正常细胞的

(9415 ±119) % , 表明在本实验条件下是一氧化氮

造成细胞死亡. 用 1 mmol/ L 抗氧化剂 GSH 预处

理能有效防止一氧化氮引发的细胞死亡 , 提示活性

氧可能参与了一氧化氮引发神经细胞死亡的过程.

Table 1 　Cell death induced by nitric oxide in cerebellar granule cells

　

t/ h

Relative cell viability/ %

0 3 6 9 12

Control 100 ±313 10115 ±019 9916 ±319 10116 ±215 10216 ±318

L2BSO 100 ±317 9814 ±216 9617 ±313 9418 ±119 9118 ±414

SNAP 100 ±218 9113 ±118 7619 ±2181) 7116 ±5141) 6719 ±6131)

L2BSO + SNAP 100 ±214 8415 ±217 6118 ±5141) 4017 ±5111) 3417 ±6151)

Hb + SNAP 100 ±212 9817 ±315 9716 ±2112) 9314 ±4182) 9415 ±4162)

GSH + SNAP 100 ±316 9511 ±014 9713 ±2162) 9314 ±3162) 9116 ±1172)

Cerebellar granule cells were treated with different drugs and then the viability of cells was measured by MTT assay. 1) P < 0101 in comparision

with control cells ; 2) P < 0101 in comparison with SNAP2t reated cells. Data were mean ±SD of 6 samples.

212 　SNAP引发神经细胞 D NA链断裂

　　小脑颗粒神经元经一氧化氮供体 015 mmol/ L

SNAP 处理 12 h 后 , DNA 链逐渐在核小体间发生

断裂 , 其胞浆中单核小体及寡聚核小体的相对含量

(以加强系数表征) 为 2103 ±0116 , 远高于对照细

胞 (1100 ±0112) . 用 L2BSO 预处理细胞大大增强

了 SNAP 引发的神经细胞 DNA 链断裂 , 而经

5μmol/ L Hb 或 1 mmol/ L GSH 预处理能有效拮抗

SNAP 引发的神经细胞 DNA 链断裂 (图 1) .
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Fig. 1 　DNA fragmentation induced by nitric oxide in

cerebellar granule cells

Cerebellar granule cells were treated with different drugs for 12 h and

then the DNA fragmentation was measured by EL ISA. 1 : control ; 2 :

cells treated with 015 mmol/ L SNAP ; 3 : cells treated with

011 mmol/ L L2BSO for 12 h and then treated with 015 mmol/ L SNAP ;

4 : cells treated with 5μmol/ L Hb + 015 mmol/ L SNAP ; 5 : cells

treated with 1 mmol/ L GSH + 015 mmol/ L SNAP. 3 P < 0101 in

comparison with control cells ; 33 P < 0105 in comparison with SNAP2
t reated cells. Data were mean ±SD of 3 samples.

213 　细胞凋亡的形态特征

　　激光共聚焦成像观察显示经 SNAP 处理 4 h

后 , 部分小脑颗粒神经元出现染色质浓缩等凋亡细

胞所特有的形态变化 , 并有部分细胞核破碎 , 形成

凋亡小体 (图 2b) , 提示 SNAP 导致的细胞死亡属

于细胞凋亡. 经 Hb 预处理的细胞基本保持了正常

细胞的形态 (图 2c) , GSH 对细胞也具有明显的保

护作用 (图 2d) .

214 　SNAP 对细胞胞浆中、线粒体中活性氧水平

的影响

　　DCFH2DA 具有亲脂性 , 能够自由扩散进入细

胞 , 进入细胞后被酯酶水解为亲水性的 DCFH , 从

而保留在胞浆中. DCFH 易被细胞胞浆中的过氧化

物 (主要是过氧化氢) 氧化为具有荧光的 DCF

(2′, 7′2二氯荧光素) , DCF 的量与细胞内过氧化

物的量直接相关. 激光共聚焦成像的结果表明小脑

颗粒细胞经 015 mmol/ L SNAP 处理 1 h 后 , 细胞

的荧光强度明显增强 , 提示 SNAP 导致细胞胞浆

内内源性过氧化物的产生 (图 3b) . Hb 能有效防

止细胞内产生过氧化物 (图 3c) .

Fig. 2 　Nuclear morphology of cerebellar granule cells
Cells were treated with 015 mmol/ L SNAP for 4 h , stained with AO , and observed under laser confocal scanning microscope. (a) normal cells ; (b)

cells treated with 015 mmol/ L SNAP for 4 h , which showed condensed and fragmented nuclea as indicated by the white arrow ; (c) cells treated with

5μmol/ L Hb + 015 mmol/ L SNAP for 4 h ; (d) cells treated with 1 mmol/ L GSH + 015 mmol/ L SNAP.

Fig. 3 　Fluorescent imaging of reactive oxygen species inside cytoplasm
Cells were treated with 015 mmol/ L SNAP for 1 h , stained with DCFH2DA for 1 h , and observed under laser confocal scanning microscope. (a)

control cells ; ( b ) cells treated with 0 1 5 mmol / L SNAP for 4 h , which showed much more higher fluorescent intensity ; ( c ) cells treated with

5μmol/ L Hb + 015 mmol/ L SNAP , which showed normal fluorescent intensity.

　　DHR123 进入细胞后富集在线粒体中 , 并被线

粒体内的过氧化物 (主要是过氧化亚硝基) 氧化为

具有强荧光的罗丹明 123 ( Rh123) . Rh123 的量与

线粒体内活性氧的量直接相关. 激光共聚焦成像的

结果表明小脑颗粒细胞经 015 mmol/ L SNAP 处理

1 h 后 , 细胞的荧光强度明显增强 , 提示 SNAP 导

致神经细胞线粒体产生内源性过氧化物 (图 4b) .

经 Hb 预处理的细胞其荧光强度基本与正常细胞相
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当 (图 4c) .

Fig. 4 　Fluorescent imaging of reactive oxygen species inside mitochondria

Cells were treated with 015 mmol/ L SNAP for 1 h , stained with DHR123 for 45 min , and observed under laser confocal scanning microscope. (a)

control cells ; ( b ) cells treated with 0 1 5 mmol / L SNAP for 4 h , which showed much more higher fluorescent intensity ; ( c ) cells treated with

5μmol/ L Hb + 015 mmol/ L SNAP , which showed normal fluorescent intensity.

3 　讨 　　论

　　在生理浓度下 , 一氧化氮是一种信使分子 ; 在

较高浓度下 , 一氧化氮表现出细胞毒性 , 可以诱导

多种类型的神经细胞凋亡. 一氧化氮诱导的神经细

胞凋亡是一个十分复杂的过程 , 除了 NMDA2R 等

兴奋性氨基酸受体以及 c GMP、cAMP 等信号分子

在这一过程中起重要作用外 , 活性氧可能也参与了

一氧化氮诱导神经细胞凋亡的过程 , 但这一推测还

缺乏直接的实验证据. 本研究采用了体外培养 2 d

的未成熟大鼠小脑颗粒神经元作为实验模型 , 采用

激光共聚焦成像技术观察了在一氧化氮诱导神经细

胞凋亡的过程中细胞胞浆及线粒体内活性氧水平的

变化 , 首次找出了活性氧参与一氧化氮诱导神经细

胞凋亡的直接证据.

　　M TT 分析、EL ISA 分析表明神经细胞中 GSH

的合成被抑制后 , 一氧化氮供体 SNAP 的神经毒

性大大增加 , 同时外源性 GSH 对 SNAP 引发的神

经细胞凋亡具有保护作用 , 提示 GSH 对于拮抗一

氧化氮的神经毒性具有重要的作用. GSH 是一种

含有巯基的三肽 , 是一种重要的内源性抗氧化剂 ,

能够直接清除羟自由基等活性氧 , 同时它还是重要

的抗氧化酶 ———谷胱甘肽过氧化物酶 ( GPx) 的底

物 , 作为电子供体酶促还原过氧化氢等过氧化物.

已有实验结果表明 , SNAP 能导致神经细胞内

GSH含量下降[11 ] , EPC2K1、U283836E 等抗氧化

剂能有效拮抗一氧化氮的神经毒性[6 ,12 ] , 这些结

果提示一氧化氮可能通过与活性氧相关的途径诱导

神经细胞凋亡.

　　小脑颗粒神经元经一氧化氮供体 SNAP 作用

1 h , 再经 DCFH2DA、DHR123 染色后 , 其荧光强

度明显高于对照细胞 , 表明一氧化氮处理导致细胞

胞浆及线粒体中活性氧的含量明显增加 , 线粒体中

活性氧水平的增加尤为明显. 经一氧化氮清除剂

Hb 预处理的细胞其胞浆及线粒体中活性氧的含量

基本与正常细胞相当 , 确证了在本实验条件下是一

氧化氮促进内源性活性氧的产生. 一氧化氮可以透

过细胞膜、线粒体膜等生物膜 , 修饰某些蛋白质的

巯基、血红素辅基及铁硫中心 , 从而显著性地抑制

线粒体呼吸链多种成分的活性[13 ] . 线粒体呼吸链

酶的活性受抑制后 , 线粒体电子泄漏增加 , 致使线

粒体内内源性超氧阴离子自由基的生成大大增

加[14 ] . 超氧阴离子自由基能够与一氧化氮发生快

速反应 ( k ≥617 ×109 L·mol - 1·s - 1) , 生成具有强

氧化性的过氧化亚硝基 ; 同时超氧阴离子自由基质

子化后能够扩散出线粒体 , 进入胞浆甚至邻近细

胞. 激光共聚焦成像的结果正是一氧化氮促进线粒

体产生活性氧的直接证据. 内源性的活性氧对线粒

体等细胞器造成氧化损伤 , 并且消耗细胞内内源性

抗氧化剂 (如 GSH 等) . 当细胞的抗氧化防御体系

不足以清除这些内源性活性氧时 , 活性氧就会对细

胞造成不可逆的氧化损伤 , 并最终导致细胞凋亡.

细胞中谷胱甘肽的合成被抑制后 , SNAP 的神经毒

性明显增强 , 同样说明活性氧可能是一氧化氮诱导

神经细胞凋亡的重要介导者之一. 由神经细胞线粒

体产生的内源性活性氧所引发的氧化损伤可能是许

多神经退行性疾病的重要病原因素[15 ] .

　　本实验首次采用激光共聚焦成像技术直接观察

到了一氧化氮诱导神经细胞产生的内源性活性氧 ,

确证了活性氧参与一氧化氮诱导神经细胞凋亡的过
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程. 与之相应 ,一些能够有效防止一氧化氮产生内源

性活性氧的药物可能对一氧化氮引发的神经损伤具

有保护作用. 实验结果有助于深入了解一氧化氮损

伤神经系统的机理 ,并可以为预防、治疗与一氧化氮

产生过多有关的神经系统疾病提供基础理论指导.
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Reactive Oxygen Species are Involved in Nitric Oxide2Induced
Apoptosis of Neurons 3

ZHAN G Chun2Yang1) , WEI Tao2Tao2) , MA Hui1) 33 , DIN G Yao1) , CHEN Die2Yan1) ,
HOU Jing2Wu2) , CHEN Chang2) , XIN Wen2J uan2)

( 1) Molecular and N ano Sciences L aboratory of Education Mi nist ry , Depart ment of Physics , Tsi nghua U niversity , Beiji ng 100084 , China ;
2) Institute of Biophysics , The Chinese Academy of Sciences , Beijing 100101 , China)

Abstract 　With redox2sensitive fluorescene probes DCFH2DA and DHR123 , the formation of cytosolic and

intramitochondrial reactive oxygen species ( ROS) inside immature rat cerebellar granule cells during the

apoptosis induced by nit ric oxide donor S2nit roso2N2acetyl2pennicillamine ( SNAP) was monitored by laser

confocal scanning microscopy. The cytosolic and intramitochondrial ROS increase significantly after 015 mmol/ L

SNAP treatment for 1 h. Pre2t reatment with the nit ric oxide scavenger hemoglobin can effectively inhibit the

formation of cytosolic and intramitochondrial ROS and protect neurons from apoptosis. Adding glutathione can

also protect neurons from apoptosis , and the cytotoxity of nit ric oxide increases significantly while the synthesis

of glutathione is inhibited. The results indicated that ROS might be involved in NO2induced apoptosis in neural

cells and glutathione might be the endogenesis antioxidant to protect neurons from oxidative injury.

Key words 　primary rat cerebellar granule cells , apoptosis , nit ric oxide , reactive oxygen species , laser confocal

scanning microscopy , glutathione
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