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摘 要 目的：研究β-乳香酸对大鼠海马神经元细胞氧糖剥夺损伤的改善作用。方法：将大鼠海马神经元细胞分为正常对照组、

模型组和β-乳香酸低、中、高浓度组（1、10、100 μmol/L），除正常对照组外，其余各组细胞加入相应含药培养基，并进行氧糖剥夺培

养以复制氧糖剥夺损伤模型。采用MTT法检测细胞的存活率，采用化学比色法检测细胞上清液中乳糖脱氢酶（LDH）活性，采用

Hoechst-PI染色法观察细胞形态的变化，采用流式细胞仪检测细胞早期凋亡率，采用Western blot法检测细胞中凋亡相关蛋白[B细

胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）、激活型胱天蛋白酶3（cleaved caspase-3）]的表达。结果：与模型组比较，β-乳香酸中、

高浓度组细胞存活率、Bcl-2蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01），细胞上清液中LDH活性、细胞早期凋亡率和细胞中 cleaved cas-

pase-3、Bax蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；细胞核致密浓染、碎片状现象明显减少。结论：β-乳香酸可改善大鼠

海马神经元细胞氧糖剥夺损伤，其作用机制可能与下调cleaved caspase-3、Bax蛋白表达，上调Bcl-2蛋白表达有关。
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Improvement Effects of β-boswellic Acid on Hippocampal Neurons Cells Injury Induced by Oxygen-glucose

Deprivation

WANG Mingming，WANG Lei，DOU Fang，LI Weiwei，WEN Aidong，WANG Jingwen（Dept. of Pharmacy，the

First Affiliated Hospital of Air Force Military Medical University，Xi’an 710032，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects of β-boswellic acid on hippocampal neurons cells injury of rats

induced by oxygen-glucose deprivation. METHODS：The hippocampal neurons cell of rats were divided into normal control group，

model group and β-boswellic acid low-concentration，medium-concentration and high-concentration groups（1，10，100 μmol/L）.

Except for normal control group，other groups were cultured with relevant medium and given oxygen glucose deprivation to induce

oxygen-glucose deprivation induced injury model. MTT assay was adopted to detect cell viability. Chemical colorimetry was used to

detect LDH activity in cell culture supernatant. Hoechst-PI staining was used to detect the morphology change of cells. Flow

cytometry was used to detect early apoptosis rate of cells. The expression of apoptosis-related protein（Bcl-2，Bax and cleaved

caspase-3） were detected by Western blot. RESULTS：Compared with model group， the survival rate of cells and protein

expression of Bcl-2 were increased significantly in β-boswellic acid medium-concentration and high-concentration groups （P＜

0.01），while LDH activity，early apoptosis rate，protein expression of cleaved caspase-3 and Bax were all decreased significantly

（P＜0.05 or P＜0.01）. The densely stained nuclei and fragmentation decreased significantly. CONCLUSIONS：β-boswellic acid can

relieve oxygen-glucose deprivation induced injury of hippocampal neurons cells，the mechanism of which may be associated with

down-regulating the protein expression of cleaved caspase-3 and Bax and up-regulating the protein expression of Bcl-2.

KEYWORDS β-boswellic acid；Hippocampal neurons cells；Oxygen-glucose deprivation；Cell apoptosis

脑卒中是引起人类死亡和残疾的第二大病因，具有

高发病率、高病死率、高致残率、高复发率及经济负担重

的特点，严重影响国民健康；其中，80％的患者为缺血性

卒中[1]。缺血性脑卒中是因大脑动脉血流短暂或持久性

的闭塞导致脑供血不足或中断，进而诱发一系列级联反

应，造成缺血区脑组织不可逆的损伤，导致神经功能缺

陷[2]。海马组织是中枢神经系统的重要组成部分，是脑

组织中对缺血缺氧最敏感的部位之一[3－4]，因此，抑制海

马神经元细胞凋亡可有效减轻缺血性脑损伤的程度，进

而防治缺血性脑卒中[5]。

乳香为橄榄科植物乳香树 Boswellia carterii Birdw.

及同属B. bhaur dajiana Birdw.树皮渗出的树脂，目前已

被欧洲药品管理局列为治疗脑癌水肿的潜在治疗药

物[6]，其中β-乳香酸是其重要的药效物质[7]。相关研究发

现，β-乳香酸可促进海马神经元的生长和分支；另外，其

在大鼠脑组织中的浓度明显高于乳香的其他药效成分，

具有较高的血脑屏障渗透率[8－9]。但β-乳香酸是否对缺

血性脑卒中具有治疗作用，尚不明确。

基于此，本研究以大鼠海马神经元细胞为研究对
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象，建立氧糖剥夺损伤模型，通过检测细胞凋亡情况和

凋亡相关蛋白[B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白

（Bax）、激活型胱天蛋白酶3（cleaved caspase-3）]的表达，

探讨β-乳香酸对海马神经元细胞氧糖剥夺损伤的改善

作用，以期为β-乳香酸防治缺血性脑血管疾病提供实验

依据。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有：HF-90型CO2培养箱（上海

力申科学仪器有限公司），IX53型倒置相差显微镜（日本

Olympus公司），ELX-800型酶标仪（美国Bio-Tek公司），

H-2050R型超速冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司），SW-CJ-2FD型超净工作台（苏州净化设备有

限公司），NW10LVF型超纯水系统（力康生物医疗科技

控股有限公司），DYY-7C 型电泳仪、WD-9413B 型凝胶

成像系统（北京六一生物科技有限公司），NovoCyte型流

式细胞仪（艾森生物有限公司），DH36001B型电热恒温

培养箱（天津泰斯特仪器有限公司）。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用主要药品与试剂有：β-乳香酸（上海纯

优生物科技有限公司，批号P1513，纯度不低于95％），胰

蛋白酶（上海中乔新舟生物科技有限公司，批号 0103），

DMEM培养基（美国Hyclone公司，批号SH30027），胎牛

血清（以色列BI公司，批号04-011-1A），Neurobasal培养

基、L-谷氨酰胺、细胞培养添加剂B27（美国Gibco公司，

批号分别为 12348-017、25030-149、17504-044），阿糖胞

苷（日本TCI公司，批号C2035），磷酸盐缓冲液（PBS）、

二甲基亚砜（DMSO）、蛋白上样缓冲液、碘化丙啶（PI）、

细胞裂解液、ECL发光液（上海碧云天生物技术研究所，

批 号 分 别 为 ST476、ST038、P0015、ST511、P0013、

P0018），MTT 试剂、乳酸脱氢酶（LDH）测定试剂盒、

BCA蛋白浓度测定试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒、辣根

过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）

二抗、兔抗大鼠 cleaved caspase-3单克隆抗体、兔抗大鼠

Bcl-2 单克隆抗体、兔抗大鼠Bax单克隆抗体、兔抗大鼠

β-actin单克隆抗体（沈阳万类生物科技有限公司，批号分

别为 WLA021、WLA072、WLA004、WLA001、WLA023、

WL02117、WL01556、WL01637、WL01372）。

1.3 动物

本研究所用动物为SPF级SD新生大鼠（出生2天），

雄性，购自第四军医大学实验动物中心，实验动物生产

许可证号为SCXK（陕）2019-001。大鼠的饲养环境温度

为（22±1）℃、湿度为 45％～55％，饲养过程中大鼠自

由进食饮水。

2 方法
2.1 原代海马神经元细胞的分离与培养

参考文献[10]并对方法改良后进行细胞分离培养。

取新生大鼠，置于 75％乙醇中浸泡5 min，于无菌条件下

取出其脑组织，分离海马组织，以PBS洗净残血后剪碎，

放入无菌离心管中，加入0.125％胰蛋白酶，于37 ℃条件

下水浴 5 min进行消化；将消化后的混悬液反复吹打溶

液，静置，待自然沉淀后弃去上清液；沉淀中加入

0.125％胰蛋白酶继续消化，待自然沉淀后收集上清液；

然后向上清液中加入含 10％胎牛血清和青/链霉素的

DMEM培养基以中和消化酶，然后以70 μm孔径的一次

性细胞滤网过滤，取上清液，以 1 000 r/min离心 7 min，

弃上清液；将沉淀接种至多聚赖氨酸包被的6孔板中，于

37 ℃、5％CO2恒温箱中培养 8 h 后，换成含 2％B27和

0.5 mmol/L L-谷氨酰胺及 100 U/mL青/链霉素的Neuro-

basal培养基中培养 48 h，然后加入 10 μmol/L阿糖胞苷

抑制胶质细胞生长，每隔3 天换液1次，培养7～10天后

进行后续试验。

2.2 海马神经元细胞分组、造模与给药

取海马神经元细胞分为正常对照组、模型组和β-乳香

酸不同浓度组（1、10、100 μmol/L，浓度根据文献[11－12]

设置）。正常对照组和模型组加入含 2％B27 和 0.5

mmol/L谷氨酰胺的Neurobasal培养基1 mL；β-乳香酸各

浓度组加入含相应药物以及含 2％B27和 0.5 mmol/L

L-谷氨酰胺的 Neurobasal 培养基 1 mL。各组细胞于

37 ℃、5％CO2恒温箱中培养24 h后，将β-乳香酸各浓度

组和模型组的培养基更换为无糖DMEM培养基，并将

细胞置于缺氧造模盒内，通入混合气体（含有 95％N2、

5％CO2），于 37 ℃培养箱中培养 2 h以诱导建立氧糖剥

夺模型[13－14]；正常对照组继续用含2％B27和0.5 mmol/L

谷氨酰胺的 Neurobasal 培养基培养，不作缺氧缺糖处

理。造模结束将各组培养基更换为含 2％B27和 0.5

mmol/L L-谷氨酰胺的Neurobasal培养基（β-乳香酸各浓

度组继续加入相应药物）。

2.3 海马神经元细胞存活率的测定

采用MTT法进行检测。取“2.1”项下海马神经元细

胞，以 5×103个/孔接种于 96孔板中，然后按“2.2”项下方

法分组、造模与给药，每组设 3个复孔。细胞于 37 ℃、

5％CO2恒温箱中培养 24 h后，加入MTT染色液 20 μL，

继续培养4 h；弃去上清液，加入DMSO 150 μL以溶解细

胞，避光静置10 min后，采用酶标仪于570 nm波长下测

定各孔吸光度值（OD），并计算细胞存活率[细胞存活率

（％）＝（OD 实验组/OD 正常对照组）×100％]。实验重复3次。

2.4 海马神经元细胞上清液中LDH活性的测定

采用化学比色法进行检测。取“2.1”项下海马神经

元细胞，以 5×103个/孔接种于 96孔板中，然后按“2.2”项

下方法分组、造模与给药，每组设 3个复孔。细胞于

37 ℃、5％CO2恒温箱中培养 24 h后，取培养液上清液，

根据 LDH 测定试剂盒说明书方法操作，采用酶标仪于

440 nm波长处测定各孔OD，并计算LDH 活性。
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2.5 海马神经元细胞形态的观察

采用 Hoechst-PI 染色法进行观察。取“2.1”项下海

马神经元细胞，以5×103个/孔接种于置有盖玻片的12孔

培养板中，按“2.2”项下方法分组、造模与给药。细胞于

37 ℃、5％CO2恒温箱中培养 24 h后，滴加Hoechst荧光

染料（10 μg/mL），于 37 ℃条件下孵育 10 min；以PBS清

洗3次，加入1 μg/mL PI，于4 ℃条件下孵育20 min；滴加

预冷的4％多聚甲醛固定15 min；以 PBS清洗3次，然后

采用荧光倒置显微镜观察（正常细胞的细胞核经

Hoechst染色后呈淡蓝色圆形状，凋亡细胞的细胞核经

Hoechst染色后呈亮蓝色分叶、碎片状；死细胞或晚期凋

亡细胞因细胞膜被破坏，可被PI染成亮红色[15]）。

2.6 海马神经元细胞早期凋亡率的检测

取“2.1”项下海马神经元细胞，以5×103个/孔接种于

具有盖玻片的 6孔培养板中，按“2.2”项下方法分组、造

模与给药，每组设3个复孔。细胞于37 ℃、5％CO2恒温

箱中培养 24 h 后，以 1 000 r/min离心 5 min，收集细胞，

以 PBS 清洗 2次，弃上清液；加入 Binding buffer 500 μL

轻轻重悬细胞；加入Annexin V-FITC 5 μL混匀后，再加

入PI 10 μL，室温避光孵育15 min，然后采用流式细胞仪

检测各组细胞早期凋亡率。

2.7 海马神经元细胞中 cleaved caspase-3、Bcl-2、Bax

蛋白表达水平的检测

采用Western blot法进行检测。取“2.1”项下海马神

经元细胞，以5×103个/孔接种于6孔培养板中，按“2.2”项

下方法分组、造模与给药，每组设 3个复孔。细胞于

37 ℃、5％CO2恒温箱中培养 24 h后，弃上清液，以 PBS

冲洗3次，加入适量裂解液，于冰上裂解30 min；以10 000

r/min离心 5 min，取上清液，采用BCA蛋白浓度测定试

剂盒测定蛋白浓度。蛋白经变性后，进行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），转膜；以TBST清

洗5 min，以5％脱脂奶粉溶液封闭1 h；加入 cleaved cas-

pase-3、Bcl-2、Bax、β-actin 一抗、（稀释度分别为 1 ∶ 400、
1 ∶ 500、1 ∶ 500、1 ∶ 500），于4 ℃条件下孵育过夜；以TBST

清洗 5 min×4次，加入二抗（稀释度为 1 ∶ 5 000），室温振

荡孵育1 h；以TBST 清洗5 min×6次，加入 ECL发光液，

经凝胶成像系统扫描。采用 Image J v1.44软件分析，以

目的蛋白与内参β-actin的灰度值的比值来表示目的蛋

白的表达水平。

2.8 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。数据以

x±s表示，组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05表

示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 β-乳香酸对海马神经元细胞存活率的影响

与正常对照组比较，模型组海马神经元细胞存活率

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，β-乳香酸中、高浓度

组海马神经元细胞存活率均显著升高（P＜0.01），详见

图1。

3.2 β-乳香酸对海马神经元细胞上清液中LDH活性的

影响

与正常对照组比较，模型组海马神经元细胞上清液

中LDH活性显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，β-乳香

酸中、高浓度组海马神经元细胞上清液中LDH活性均显

著降低（P＜0.01），详见图2。

3.3 β-乳香酸对海马神经元细胞形态的影响

正常对照组海马神经元细胞染色均匀，细胞核形态

完整；模型组海马神经元细胞的细胞核呈致密浓染，可

见核固缩和核碎片现象；β-乳香酸中、高浓度组海马神

经元细胞染色均匀，细胞核致密浓染、核碎片状现象明

显减少；β-乳香酸低剂量组海马神经元细胞的细胞核仍

存在致密浓染，核固缩和碎片仍显著，详见图3。

3.4 β-乳香酸对海马神经元细胞早期凋亡率的影响

与正常对照组比较，模型组海马神经元细胞早期凋

亡率显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，β-乳香酸中、高

浓度组海马神经元细胞早期凋亡率均显著降低（P＜

0.05 或 P＜0.01），详见图4、图5。

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜

0.01

图1 各组海马神经元细胞存活率检测结果（n＝3）

Fig 1 Cell viability of hippocampal neurons cells in

each group（n＝3）
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图 2 各组海马神经元细胞上清液中LDH活性检测结

果（n＝3）

Fig 2 LDH activity of hippocampal neurons cells in

each group（n＝3）
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3.5 β-乳香酸对海马神经元细胞中凋亡相关蛋白表达

的影响

与正常对照组比较，模型组海马神经元细胞中Bax、

cleaved caspase-3 蛋白的表达水平均显著升高（ P＜

0.01），Bcl-2蛋白的表达水平显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，β-乳香酸中、高浓度组海马神经元细胞中

Bax、cleaved caspase-3蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05或 P＜0.01），Bcl-2蛋白的表达水平均显著升高（

P＜0.05或 P＜0.01），详见图6、图7。

4 讨论
缺血性脑卒中是危害人类健康的主要疾病之一。

发生缺血性脑卒中后，由于缺氧缺糖导致脑细胞，尤其

是神经元细胞损伤，是造成神经功能缺陷的主要原因，

因此减少神经元细胞损伤是减轻缺血性脑卒中病情的

图3 β-乳香酸对海马神经元细胞形态影响的显微图（×400）

Fig 3 Micrograph of the effects of β-boswellic acid on the morphology of hippocampal neurons cells（×400）

H
oe

ch
st
染

色

正常对照组 模型组 β-乳香酸低浓度组 β-乳香酸中浓度组 β-乳香酸高浓度组

P
I染

色
组

合
图

图4 各组海马神经元细胞凋亡的流式图

Fig 4 Flow cytometry of apoptosis of hippocampal

neurons cells in each group
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图5 各组海马神经元细胞早期凋亡率检测结果（n＝3）

Fig 5 Early apoptosis rate of hippocampal neurons

cells in each group（n＝3）
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策略之一[16]。海马组织是中枢神经系统的重要组成部

分，与多种中枢神经系统功能活动有关，是中枢神经系

统中对缺氧耐受相对较差的部位[15]。因此，本研究选择

海马神经元细胞来建立氧糖剥夺损伤模型。

乳香由树脂、树胶和挥发油等组成，其中含量较高

的是树脂（约60％～70％），其主要成分有游离的α-乳香

酸、β-乳香酸、11-酮基-β-乳香酸等[17]。相关研究发现，β-

乳香酸在神经可塑性中发挥着核心作用，具有促进海马

神经元生长和分支的作用[18]。本研究结果显示，10、100

μmol/L的β-乳香酸可显著升高氧糖剥夺损伤模型海马

神经元细胞的存活率，表明β-乳香酸可通过提高海马神

经元细胞的存活率，减轻其氧糖剥夺损伤。

LDH 广泛存在于人体各组织内，正常细胞中 LDH

漏出量很少，而当其受损时，细胞膜的完整性和通透性

被破坏，使得LDH漏出[19]。因此，检测海马神经元细胞

上清液中 LDH 的活性，即可间接反映细胞的受损程

度。本研究结果显示，10、100 μmol/L的β-乳香酸可降低

氧糖剥夺损伤海马神经元细胞上清液中 LDH的活性；

进一步研究发现，海马神经元细胞的细胞核致密浓染、

碎片状现象较模型组明显减少，细胞早期凋亡率也显著

降低，说明β-乳香酸可通过减少细胞凋亡，减轻海马神

经元的氧糖剥夺损伤。

相关研究发现，caspase家族、Bcl-2家族等相关蛋白

可参与细胞凋亡的过程；其中，caspase家族相关蛋白可

参与细胞凋亡的各个时期[20－21]。该家族由 14个成员组

成，在正常细胞中均以无活性的酶原形式存在；其中cas-

pase-3在细胞凋亡的级联反应途径中位于核心位置，是

凋亡信号转导下游的执行者，主要分布于细胞质中，初

始无活性，当收到凋亡信号刺激被激活后，活化为

cleaved caspase-3[20]。Bcl-2分布于线粒体外膜、核膜和

内质网膜上，位于线粒体上游，可通过调节线粒体膜间

隙蛋白的释放来调控细胞凋亡；Bax 定位于细胞质，是

Bcl-2家族重要的促凋亡因子[21]。本研究结果显示，10、

100 μmol/L的β-乳香酸可显著降低氧糖剥夺损伤模型海

马神经元细胞中Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平，

升高 Bcl-2蛋白表达水平，表明β-乳香酸可通过下调

cleaved caspase-3、Bax 蛋白表达以及上调 Bcl-2蛋白表

达来抑制细胞凋亡，从而改善海马神经元细胞氧糖剥夺

损伤。

综上所述，β-乳香酸可改善大鼠海马神经元细胞氧

糖剥夺损伤，其作用机制可能与下调 cleaved caspase-3、

Bax蛋白表达，上调Bcl-2蛋白表达有关。
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