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摘 要: 脂质过氧化中间产物丙二醛(Malondialdehyde, MDA)在生物体内表现了广泛的生物毒性, MDA也是机
体过度训练和运动性疲劳的重要生理指标. 采用光学显微镜和透射式电子显微镜观察不同浓度 MDA作用后
海马神经元形态和超微结构的变化, 并采用荧光分光光度法测定原代培养的海马神经元中 Ca2+鄄ATPase活性
的变化和胞质游离钙离子水平的变化, 探讨 MDA对海马神经元形态和结构上的破坏及神经元钙离子稳态的
影响. 在光镜下可观察到 MDA作用下神经元突触变短, 胞体肿胀, 出现细胞死亡或凋亡的形态特征; 在电镜下
可观察到线粒体结构的明显破坏, 内膜上的嵴颗粒减少或消失; 同时 MDA还通过抑制质膜 Ca2+鄄ATPase的活
性和其它的途径, 破坏神经元胞质游离 Ca2+稳态. 结果表明, MDA可通过破坏海马神经元的结构和影响胞质中
钙离子稳态, 破坏神经元的生理功能, 在机体运动性中枢疲劳形成中可能发挥重要作用.
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The Effects of Malondialdehyde on the Cellular Structures of
Hippocampal Neurons and Its Calcium Homeostasis in SD Rats

CAI Jian鄄guang1, TANG Hua2, TANG Hui1, YIN Da鄄zhong3
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Abstract: As a useful physiological index for over trained or exercise鄄induced fatigue, there were kinds of
biological toxicity of malondialdehyde (MDA) produced in the process of lipid peroxidation. In this investiga鄄
tion, in order to observe the effects of MDA on the damages of hippocampal neuronal shapes and ultra鄄struc鄄
ture, and examine the calcium homeostasis in primary culture neurons, the microscope and transmission
electronic microscope were applied for observing the changes of shapes and the transforms of ultra鄄struc鄄
tures, and also, the fluorospectrophotometer was used to determine the concentration of cytosolic free calci鄄
um in the system of primary culture hippocampal neurons of SD rats. The microphotographic study clearly
demonstrated that the hippocampal neurons became gradually damaged following exposure to different con鄄
centrations of MDA. And also, the ultra鄄structures were observed that the architectures of mitochondria were
deformed and their cristae were decreased or disappeared with the increasing of MDA concentration. Further
study indicated that the plasma membrance Ca2+鄄ATPase (PMCA) activity was inhibited by MDA in a con鄄
centration (1.0~1 000 滋mol/L) and time (30 min) dependent manner, hence, induced to damage the calcium
homeostasis in primary culture hippocampal neurons. It was hinted that MDA was one of the important ele鄄
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在剧烈运动或者大负荷长时间训练中, 机体
运动量的加大, 呼吸活动及物质代谢和能量代谢
加速, 自由基水平升高, 自由基介导的脂质过氧
化速率加快, 脂质过氧化过程中会产生以丙二醛
(Malondialdehyde, MDA) 为代表的许多含有 琢鄄、茁鄄
不饱和醛酮类物质 (也叫 TBARS), 这些物质在机
体的衰老和疲劳过程中有重要的毒副作用[1~3]. 在
科学研究和临床中也常以 MDA作为氧化应激和
脂质过氧化的重要生理指标. 由于 MDA是伴随
机体在物质和能量代谢过程中形成的副产物, 因
此机体 MDA容易累积在心、脑、肝、肾和剧烈运
动时的骨骼肌等器官. 已有的研究表明, MDA对
机体器官和体外培养的细胞都有广泛的生物毒

副作用: 陈菁菁等进行的大鼠水迷宫实验表明,
MDA能降低大鼠的学习记忆能力[4],彭密军等以离
体红细胞为研究模型, 结果表明 MDA能破坏红
细胞的形态结构并改变系统的粘度[5], 刘慧敏等的
研究显示MDA能缩短大鼠游泳力竭运动的时间[6].
目前关于运动性疲劳的生理生化机制有多种, 归
纳起来一是代谢产物对机体外周即运动器官的

功能损伤作用, 即运动性疲劳的外周机制; 二是
神经中枢在运动过程中代谢的混乱所致的运动

能力下降, 即运动性疲劳的中枢机制. 体外大量
研究表明, MDA作为一种含有两个活性醛基的双
功能能量代谢副产物, 能与多种含有氨基的神经
递质作用, 如多巴胺[7]、组胺 [8]、5鄄羟色胺、美拉托
宁 [9](褪黑素, 俗称脑白金)等, 还能与抗运动性疲
劳的氨基酸或多肽作用 [10], 如精氨酸、赖氨酸、
牛磺酸 [11]、肌肽 [12]等. 由于 MDA 的高生物活性,
在剧烈运动中产生的大量 MDA必然会对机体神
经中枢和外周都产生不利影响, 导致机体运动功
能的下降. 钙离子是与机体运动和许多其它生理
功能正常发挥密切相关的离子, 神经元钙离子稳
态异常必然导致神经冲动传递障碍和机体运动

能力的下降. 本研究旨在观察不同度 MDA对原
代培养的海马神经元在光学显微结构水平和超

微结构水平下的形态变化及对神经元中钙离子

稳态的影响, 从而探讨 MDA在机体运动性中枢
疲劳发生中可能的作用及其机制.

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

TMP(1, 1, 3, 3鄄四甲基丙烷)、HEPES缓冲液、
Fur鄄2/AM、HBSS缓冲液、胎牛血清、胰蛋白酶均
购自 Sigma 公司, lowery 法蛋白测定试剂盒购自
Pierce公司, Ca2+鄄ATPase活性测定试剂盒购自南
京建成生物工程公司. Neurobasal medium、B鄄27
购自 Invitrogen公司, Krebs培养液和其它常用试
剂购自上海生工生物工程公司. MDA母液的配制
按照 Kikugawa 等 [13]的方法进行 , 即取 0.845 mL
TMP, 加入 2 mL 1.0 mol/L HCl, 40 益水浴振荡
2.5 min, 再用 6.0 mol/L 的 NaOH 调节至 pH 7.4,
用 0.1 mol/L pH 7.4的磷酸缓冲液定容至 50 mL,
得到 1 mol/L的 MDA. 配制的母液按照实验要求
用磷酸缓冲液稀释成相应浓度 . 每次实验所需
MDA都为新鲜配制, 过滤除菌后使用.
主要仪器有透射式扫描电子显微镜(Jem1200

型, 日本 JEOL公司), 荧光分光光度计 (LS50型,
美国 PE公司).
1.2 海马神经元原代培养

实验动物购自中南大学湘雅医学院实验动物

中心. 取新生 2~4 d SD大鼠, 用 CO2麻醉后迅速
解剖分离大脑, 将大脑放在预置有雪花冰的盘子
中分离脑双侧新月形海马组织. 海马神经元的原
代培养方法按照 Brewer等[14]的方法进行. 即新生
的 SD大鼠用 CO2麻醉后迅速解剖分离大脑, 将
大脑放置在预置有雪花冰的盘子中剔除脑膜和血

管, 分离出双侧新月形海马, 用冲洗缓冲液冲洗
干净血污, 捣碎海马组织后放入含有 0.03%的胰
酶的 HBSS缓冲液中置 37 益、5 % CO2培养箱中
消化 15 min后, 放入预包被有多聚 L鄄赖氨酸的培
养板中并加入预培养基(含 5%胎牛血清, 2% B27,
0.5 mmol/L 谷胺酰胺 , 25 滋mol/L 谷氨酸 , 50 U/
mL 青霉素, 50 mg/L 链霉素). 继续放入培养箱中
至少 4 h后, 更换无血清培养基含 0.5 mmol/L 谷
胺酰胺, 2% B27, 50 U/mL 青霉素, 50 mg/L 链霉
素. 用上述培养基每周 2 次 , 每次更换 1/3 培养
基. 海马神经元培养大约 10 d后开始使用.

ments induced to exercise鄄induced fatigue by damaging the structures of hippocampal neuron and distur鄄
bance of Ca2+ homeostasis.
Key words: malondialdehyde; exercise鄄induced fatigue; hippocampal neurons; calcium homeostasis

（Life Science Research，2011，15（4）：283耀289）
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1.3 海马组织电镜样品制备

1.0、10、100、1 000 滋mol/L MDA 经腹腔注射
SD大鼠 10 d后(每天 1次), 采取上述方法分离获
取海马组织, 固定于 3豫多聚甲醛的固定液中. 样
品经丙酮梯度脱水, 环氧树脂包埋, 60 益(36 h)烤
箱内烘烤后, 组织块聚合硬化, 形成包埋块. 行常
规铅铀双染色, 每份标本制作 5张铜网, 每张铜
网沿左上向右下方向移动并随机拍摄 80 000倍
显微照片.
1.4 神经元质膜的制备

按照 Michaelis等[15]提供的方法进行. 断头处
死新生的 SD大鼠后, 快速分离出大鼠大脑部分,
将分离获得的海马组织置于预先准备好的装有碎

冰的解剖盘中快速分离出新月形海马组织. 用预
先准备好的冰冷的海马组织冲洗缓冲液冲洗干净

附着在海马组织上的血污. 把冲洗干净的海马组
织加入冰冷的 10倍体积的匀浆缓冲液置于冰浴
中, 电动匀浆(10 000 r/min)持续 20 s, 间隔 1 min,
重复 3 次. 匀浆物在高速冷冻离心机中以 4 益,
1 000 g离心 10 min, 重复离心一次后合并收集 2
次离心的上清液. 再次以 30 000 g 离心 30 min,
去上清; 在沉淀中加入预冷 20倍体积的低渗缓冲
液振荡混匀于冰箱中静置 3耀5 h后, 以 30 000 g
离心 30 min后, 收集沉淀加入适量的突触膜悬浮
缓冲液中. 溶液中突触蛋白的含量用 Lowry法测
定, 将溶液蛋白含量调整到 2 g/L, 小份分装于 70
益保存备用.
1.5 神经元质膜Ca2+鄄ATPase (PCMA)活性的测定

按上面的方法获取海马神经元质膜后, 测定
各不同处理组质膜 Ca2+鄄ATPase活性, 测定方法按
照试剂盒说明书进行.
1.6 神经元胞内游离 Ca2+浓度的测定

海马神经元胞内游离 Ca2+([Ca2+]i )浓度的测定
以 Fura鄄2/AM 为荧光指示剂, 采用 LS鄄50 荧光分
光光度计进行测定. 收集培养的海马神经元(约为
(3耀6）伊105/mL) 悬浮在 Krebs 培养液中 , 加入 5
滋mol/L Fura鄄2/AM置于 37 益中水浴 30 min, 再用
Krebs培养液洗涤培养的细胞以去除 Fura鄄2/AM.
将细胞转入比色皿中分别在激发波长 340 nm和
380 nm, 发射波长 510 nm进行荧光测定. 细胞内
[Ca2+]i按照下面的公式进行计算[16, 17]:

[Ca2+]i = Kd伊((R-Rmin)/(Rmax-R))伊茁 其中:
R: 波长为 340 nm和 380 nm时的比荧光;
Rmax和 Rmin: 荧光染料饱和 Ca2+(采用 10-5 g/mL

digitonin处理增加细胞膜通透性使荧光染料易于
饱和 Ca2+)和细胞外无 Ca2+(用钙离子螯合剂 EGTA
处理)时的比荧光;

茁: 波长为 380 nm胞外无 Ca2+和饱和 Ca2+时
的基础比荧光;

Kd: Fura鄄2/Ca2+复合物的解离常数, 在本实验
条件下, 取值为 224 nmol/L.
2 结 果

2.1 MDA对培养的海马神经元形态结构的影响
海马神经元经过 10 d原代培养后, 在培养板

中分别加入 MDA, 使体系中 MDA浓度分别达到
1.0、10、100、1 000 滋mol/L, 3 h后观察其在光学显
微镜下形态上的变化如图 1所示.

与对照组比较随着 MDA 浓度的升高, 神经
元突触和轴突逐渐变短, 神经元胞体变得肿胀,
细胞核固缩最后解体消失, 细胞膜的边缘也变得
越来越不清晰, 形成“油煎蛋状”细胞形态, 表现
出了比较典型的细胞凋亡或者死亡的形态特征.
2.2 MDA对海马神经元超微结构的影响

在电子显微镜下, 空白对照组神经元电子密
度高, 其细胞核大而圆, 核内异染色质较少, 核仁
大呈网状, 双层核膜有清晰的核周隙其宽度均匀
而明显; 胞质内有核糖体、内质网、高尔基氏体和
线粒体; 线粒体呈圆或卵圆形, 嵴较多而明显. 除
1.0 滋mol/L MDA处理组超微结构变化不明显外,
其余各组经 MDA处理后大鼠神经元细胞核变形,
表面呈锯齿状, 核内异染色质增多、核膜及核周
隙模糊不清, 核仁网状结构消失; 细胞器减少或
变形, 结构不清; 线粒体呈气球样肿胀、嵴减少或
消失; 质膜结构不清或消失断裂.
2.3 MDA对突触质膜 Ca2+鄄ATPase (PMCA)活
性的影响

在测定 PMCA活性前,首先加入了 1.0 滋mol/L
毒胡萝卜素(为内质网膜上 Ca2+鄄ATPase活性专一
抑制剂), 经测定对本体系质膜 Ca2+鄄ATPase 活性
测定没有影响 (相关的测定数据本在论文中没有
提供), 表明所分离得到的海马神经元质膜分离物
基本没有被内质网 Ca2+鄄ATPase所污染.

在所制备的海马神经元突触膜中分别加入

1.0、100、1 000 滋mol/L 浓度的 MDA, 再在 0、5、
10、15、20、25、30 min 时间点分别各自测定其体
系中 PMCA的活性. 测定结果如图 3所示.

随着 MDA 浓度的升高和作用时间的延长 ,
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图 1 不同浓度MDA对原代培养海马神经元形态的影响
Fig.1 The morphological alterations of hippocampal neuronal cultures affected by different concentration of MDA

Control 1 滋mol/L MDA

10 滋mol/L MDA 100 滋mol/L MDA 1000 滋mol/L MDA

图 2 不同浓度MDA作用 SD大鼠海马区神经元超微结构图
箭头所指为线粒体. (A) 空白对照组, 细胞内线粒体内外膜结构清晰可见, 形状规则为圆形或椭圆形或杆状, 突触间的联
系紧密且结构完整; (B) 1.0 滋mol/L MDA处理组, 其超微结构与空白对照组比较, 没有明显变化; (C) 10 滋mol/L MDA处理
组, 线粒体轻微肿胀, 形状上类似野洋葱冶, 其内部结构 野嵴冶等不清晰; (D) 100 滋mol/L MDA处理组, 线粒体内外膜结构不
完整, 线粒体的内部结构也不清晰, 可以明显看出超微结构上的损伤, 突触间的连接结构不清晰完整; (E) 1 000 滋mol/L
MDA处理组, 与上组相似, 可以看到更明显的线粒体的损伤, 细胞突触前膜和厚膜之间的连接也不清晰.
Fig.2 The ultra structural alterations of hippocampal neuron affected by different concentration of MDA
Arrows for mitochondria. (A) Control, the outside membrane of mitochondria was clear, the shapes were round or oval, the links
between the synapses were close and structural integrity; (B) Treatment with 1.0 滋mol/L MDA, there was no significant
difference in ultra structure; (C) Treatment with 10 滋mol/L MDA, the mitochondria were a little swollen, the cristae of
mitochondria in inside membrane were unclear and disappeared partly; (D) Treatment with 100 滋mol/L MDA, the structures of
mitochondria inside membrane were imperfect, the links between synapse were not so close, there were significant impairment of
the mitochondria; (E) Treatment with 1 000 滋mol/L MDA, it was seem that there were more distinct impairment of mitochondria
compared with the group D.

A B

C D E0.2 滋m 0.2 滋m 0.2 滋m

0.2 滋m0.2 滋m

286



第 4期

PMCA的活性不断下降. 在 30 min的作用时间里,
当 MDA的浓度为 1.0 滋mol/L和 10 滋mol/L时, 对
PMCA 的活性影响比较小; 当 MDA 的浓度达到
100 滋mol/L时, 作用时间从 5 min开始就能显著
抑制 PMCA活性. 但 MDA浓度为 100 滋mol/L和
1 000 滋mol/L时, 此二者对 PMCA活性的抑制作
用没有明显的差别. 从图 3还可以看出, 在 MDA
浓度由 10 滋mol/L增加到 100 滋mol/L时, 对 PM原
CA活性的抑制作用发生了极大的变化.
2.4 MDA对培养海马神经元胞质[Ca2+]i稳态的

影响

在本研究中以 Fura鄄2/AM为荧光指示剂研究
MDA对培养的海马神经元胞质中游离 Ca2+浓度
的影响 . 在培养的海马神经元中分别加入 1.0、
10、100、1 000 滋mol/L 浓度的 MDA, 作用 30 min
后的实验结果如图 4所示.

在 30 min 作用时间内, 当 MDA 浓度为 100
滋mol/L和 1 000 滋mol/L时, 随着 MDA浓度的升
高和作用时间的延长, 海马神经元胞质中 [Ca2+]i

显著升高 ; 当 MDA 的浓度为 1.0、10 滋mol/L 时 ,
其胞质中[Ca2+]i浓度变化则不显著. 但在 MDA浓
度为 100 滋mol/L时, 胞质中 [Ca2+]i升高可以分为

3个不同的阶段: 在 0耀10 min时出现逐渐升高的
过程, 在 10耀15 min时出现一个平台期, 在 15耀30
min时再出现一个显著升高的过程. 平台期左边
胞质中[Ca2+]i逐渐升高过程称为早期 Ca2+升高, 平
台右边胞质中 [Ca2+]i显著升高过程称为晚期 Ca2+

升高.

3 讨 论

有研究表明, 运动性疲劳时神经鄄内分泌系统
机能紊乱是运动能力下降的主要原因之一 [18, 19].
海马是边缘系统的重要组成部分, 不仅与学习记
忆密切相关, 而且与运动性中枢疲劳的发生也密
切相关. 曹电康[20]采用 4周大强度训练制成的大
鼠运动性疲劳模型研究表明 , 疲劳组大鼠海马
NOS总活性大于对照组, 说明运动性疲劳过程中,
使海马神经元中 NOS 的表达上调, 海马 NOS 神
经元参与了中枢运动性疲劳的形成. 满军[21]等的
研究表明, SD大鼠过度运动后, 可导致海马神经
元形态结构的改变, 采用 HE染色可观察到海马
神经元排列松散、紊乱, 与周围神经元的联络减
少, 部分细胞固缩并呈不规则变化. 在电子显微
镜下可以看到细胞核内陷, 线粒体肿胀并且出现
空泡. 这些形态结构上的变化与在 MDA的作用
下导致的原代培养的海马神经元的变化和腹腔注

射 MDA后导致的超微结构的变化基本一致.
MDA是伴随机体的物质代谢和能量代谢过

程中形成的副产物. 特别是在长时间的剧烈运动
过程中, 由于脂肪酸 茁鄄氧化供能以满足机体运动
的需要, 这时会产生大量的活性氧(reactive oxygen
species, ROS), 这些活性氧攻击细胞质中的脂肪
酸及存在细胞膜上的作为细胞骨架的不饱和脂肪

酸, 在这个过程中会产生大量的 MDA[22]和其它各
种与 MDA类似的活性羰基化合物. 所形成的这
些活性羰基类物质在机体有非常广泛的生物学效

应[23~25]. 体外研究表明, MDA能与多种氨基酸或多
肽作用[26~28], 这些作用可能影响蛋白质的结构、功
能或者破坏其空间构象[29, 30].在中枢神经系统, MDA

图 3 MDA对突触质膜 Ca2+鄄ATPase活性的影响
Fig.3 The effects of MDA on plasma membrane Ca2 +鄄
ATPase activity
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图 4 MDA对海马神经元胞质[Ca2+]i稳态的影响
Fig.4 The effects of MDA on homeostasis changes of
plasma membrane [Ca2+]i
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的这些作用不仅会影响神经递质的分泌, 还可能
对神经递质的活性产生影响.

神经元细胞质中 [Ca2+]i稳态的调节受到多种

因素的共同作用, 主要有存在于细胞膜和内质网
膜上的各种类型的 Ca2+通道, 如电压门控的 Ca2+

通道、Na+/Ca2+交换通道, 细胞膜和内质网膜上的
Ca2+鄄ATPase, 细胞中各种能与钙离子结合的蛋白
如钙调蛋白等钙缓冲系统[31]等, 它们的共同作用
使神经元在静息状态下处于低 [Ca2+]i稳态水平.
本实验表明, 在 MDA的作用下, 会使神经元胞质
[Ca2+]i水平升高而破坏原来的稳态水平 (图 4). 其
中的可能原因之一是 MDA 抑制了胞质膜 Ca2+鄄
ATPase(PMCA)的活性. 通常 PMCA的功能是在静
息状态下将胞质中游离 Ca2+泵到细胞外以维持胞
质中低[Ca2+]i. 而且胞质中[Ca2+]i升高与 MDA的浓
度和作用时间存在正相关性, 表明 MDA对 PMCA
活性的抑制 (图 3), 引起了胞质中游离钙水平升
高.

该实验结果还表明 : 在 MDA 浓度为 100
滋mol/L, 作用时间为 30 min的时间内, 存在一个
前 10 min的早期胞质 [Ca2+]i升高过程和 15 min
到 30 min的晚期升高过程, 提示 MDA致培养的
海马神经元胞质中[Ca2+]i升高可能存在两个不同

的机理, 或者导致这两个阶段胞质 [Ca2+]i升高的

Ca2+存在两个不同的来源. 推测其中一个阶段是
来源于神经元细胞内部的 Ca2+库(内质网)释放; 另
一个阶段则是神经元细胞外的培养液中钙离子内

流(实验数据还没有发表). Carini等[32]以原代培养
的肝细胞为实验模型, 在体系中加入 4-HNE(4鄄羟
基壬烯醛, 亦为脂质过氧化的产物, 分子结构与
MDA类似)后, 也得到了基本相似的实验结果.
4 小 结

本研究结果表明, MDA在光学显微镜下可导
致神经元的异常变化, 在电子显微镜下可导致超
微结构的异常如线粒体等细胞器的损伤性变化,
可抑制质膜 PMCA 活性和导致细胞中游离钙水
平稳态的破坏. 所有这些变化都将导致机体在剧
烈运动中机体运动能力的下降和疲劳的发生.
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