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n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸对大鼠海马神经 
元细胞的抗凋亡作用研究 
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摘  要: 目的  研究 n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸对大鼠海马神经元细胞(rat hippocampal neurons cells, RHNC)

抗凋亡能力的影响。方法  以 RHNC 为对象, 以乙酸佛波酯(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)为诱导剂, 

建立凋亡模型。以二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)/二十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)型

磷脂酰丝氨酸(DHA/EPA-phosphatidylserine, DHA/EPA-PS)为保护剂, 用吖啶橙染色后在激光共聚焦显微镜

下观察细胞不同凋亡时期的形态。通过磷脂酰丝氨酸外翻实验(Annexin V-FITC/PI 双染实验), 在细胞水平研

究以 DHA/EPA-PS 为代表的 n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸对 RHNC 的抗凋亡能力。结果  在 PMA 质量浓度为

10.0 mg/L、作用时间 24 h 条件下, 建立 RHNC 凋亡模型。15.0 mg/L DHA/EPA-PS 对 RHNC 的预保护效果最

好, 此时早期、中期凋亡细胞较少且无晚期凋亡细胞, 凋亡率为 11.46%±4.11%, 细胞形态和核膜完整, 突起不

受 PMA 的影响。结论  以 DHA/EPA-PS 为代表的 n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸对 RHNC 具有一定的抗凋亡作

用。本研究可为磷脂酰丝氨酸的生物活性研究提供较好的数据支撑。 
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Study on the anti-apoptotic effect of n-3 polyunsaturated  
phosphatidylserine on rat hippocampal neuron cells 
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(1. Zhejiang Ocean Development Research Institute, Zhoushan 316021, China;  
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ABSTRACT: Objective  To study the effect of n-3 polyunsaturated phosphatidylserine on the anti-apoptotic ability 

of rat hippocampal neuron cells (RHNC). Methods  An apoptosis model using RHNC as the target and phorbol 

acetate (PMA) as the inducer was established. Using docosahexaenoic acid (DHA)/eicosapentaenoic acid (EPA) 

phosphatidylserine (DHA/EPA-PS) as a protective agent, the morphology of cells at different stages of apoptosis was 

observed under a laser confocal microscope after staining with acridine orange. The effect of n-3 polyunsaturated 
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phosphatidylserine, represented by DHA/EPA-PS, on the anti-apoptotic ability of RHNC was studied at the cellular 

level through the Annexin V-FITC/PI double staining experiment. Results  An RHNC apoptosis model with a PMA 

concentration of 10.0 mg/L and an action time of 24 hours was established. The 15.0 mg/L DHA/EPA-PS showed the 

best cell pre protection effect, with an apoptosis rate of 11.46%±4.11%. Early and mid-stage apoptotic cells were 

fewer and did not produce late stage apoptotic cells. Cells pre protected with 15 mg/L DHA/EPA-PS exhibited intact 

morphology and nuclear membrane, and their protrusions were not affected by PMA. Conclusion  n-3 

polyunsaturated phosphatidylserine, represented by DHA/EPA-PS, has certain anti-apoptotic ability against RHNC. 

The study provides good data support for future research on the biological activity of phosphatidylserine. 
KEY WORDS: n-3 polyunsaturated phosphatidylserine; hippocampal neurons cells; anti-apoptotic 
 
 

0  引  言 

n-3 多不饱和脂肪酸(n-3 polyunsaturated fatty acids, 
n-3 PUFAs)是一类人体正常生理活动所必需但不能自身合

成的脂肪酸, 需从大豆油、菜籽油、海藻、深海鱼类、坚

果等食物中摄取 , 其中具代表性为二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid, DHA) 和 二 十 碳 五 烯 酸

(eicosapentaenoic acid, EPA)。n-3 PUFAs 作为大脑营养物质, 
能通过保护神经达到改善大脑功能的效果[1–5], 对阿尔茨

海默病模型记忆损伤和神经病理性变化具有延缓作用[6], 
能调节小胶质细胞激活及改善小鼠学习记忆能力[7], 同时

对抑郁症患者的治疗有较好的辅助功能[8]。 
磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine, PS)是构成细胞膜

的重要磷脂组份之一, 存在于所有的动物、高等植物及微

生物的生物膜中。它能通过刺激多巴胺的释放, 增加神经

递质乙酰胆碱的产生, 增强脑葡萄糖代谢, 降低氢化可的

松的水平, 增强神经生长因子的活性等实现对神经细胞维

持、修复作用[9], 同时能改善记忆力和认知力[10]。因此 PS
作为一种高效营养补充剂添加于婴幼儿奶粉中。 

n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸是 n-3 PUFAs 形式的磷脂

在磷脂酶 D 作用下与 L-丝氨酸发生转酯反应制得的一种富

含 n-3 PUFAs 的磷脂酰丝氨酸, 其主要代表是: 以南极磷虾

油中 DHA、EPA 型磷脂为原料通过酶法合成 [11–12]的

DHA/EPA-PS。 
有研究表明, 单纯地服用 DHA 会造成胃肠的负担, 

而且不容易通过血脑屏障[13], 当 DHA 连接到溶血磷脂甘

油骨架的 2 位时, 其吸收效率是非酯化 DHA 的 10 倍[14]; 
在活性功能方面, DHA 与 PS 结合后才能对 2A 细胞发挥保

护功能, DHA 与磷脂酰丝氨酸相互协调作用对神经保护效

果更为理想; DHA、EPA 作为 n-3 PUFAs, 与 PS 在辅助改

善记忆力、促进脑损伤修复和增强免疫能力功能的作用存

在相互配伍[15]。因此, 在化学结构上具有 n-3 PUFAs 结构

的 n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸则成为在脑神经营养、生物

活性及机理等相关研究的热点。 
海马是学习记忆的关键部位, 与许多变性疾病如老

年性痴呆、癫痫、脑缺血缺氧损伤和兴奋性氨基酸损伤等

的病理相关联[16–18], 而这些急慢性脑损伤过程中脑组织产

生的自由基(如·O–
2、·OH 等)最易侵袭神经元细胞导致神经

系统的损伤。因此本研究开展以 DHA/EPA-PS 为代表的 n-3
多不饱和磷脂酰丝氨酸对大鼠海马神经元细胞的抗凋亡能

力的研究, 从而评价对脑神经保护方面的活性, 为其后续

进行营养保健食品的开发提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大鼠海马神经元细胞(rat hippocampal neurons cells, 
RHNC)[青旗(上海)生物技术发展有限公司]。 

无水乙醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 乙
腈(色谱纯)、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO, 纯度

≥99.7%)、乙酸佛波酯 (phorbol 12-myristate 13-acetate, 
PMA, 优级纯 )、谷胱甘肽 (γ-L-glutamyl-L-cysteinglycine, 
GSH, 纯度≥98%)、吖啶橙(美国 Sigma 公司); DHA/EPA
型磷脂酰丝氨酸 DHA/EPA-PS(本单位实验室自制); 膜联

蛋 白 -V 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 (Annexin V-fluorescein 
isothiocyanate/propidium iodide, Annexin V-FITC/PI, 上海

晶美生物公司); 萘荧光探针(naphthalene fluorescent probe, 
NFDS-1, 本单位实验室合成); 磷酸盐缓冲溶液(phosphate 
buffer solution, PBS)(美国 Therimo Fisher Scientific 公司)。 

1.2  仪器与设备 

Leica TCS-SP2激光共聚焦显微镜(德国徕卡显微系统

有限公司); BSC-1004ⅡA2 生物安全柜、SW-CJ-1FD 超净工

作台(苏州安泰空气技术有限公司); G154DW 自动压力蒸

汽灭菌器[致微(厦门)仪器有限公司]; Thermo IGS180 微生

物培养箱(美国 Therimo Fisher Scientific 公司); BSA224S 分

析天平(精度 0.0001 g, 德国赛多利斯公司)。 

1.3  实验方法 

本研究以 RHNC 为对象, 以 PMA 为诱导剂, 建立凋

亡模型, 设计空白组、PMA 损伤组、实验组(DHA/EPA-PS
保护+PMA 损伤组), 选用吖啶橙染色并检测细胞凋亡率, 
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用激光共聚焦显微镜检测细胞不同凋亡时期的形态; 通过

PS 外翻分析实验观察细胞的早、中及晚期凋亡情况, 从而

在细胞水平研究 DHA/EPA-PS 对海马神经元细胞抗凋亡的

影响。 
1.3.1  大鼠海马神经元细胞凋亡模型的建立 

通过研究 PMA 不同浓度、作用时间对大鼠神经元细

胞凋亡的影响, 取得最佳诱导条件, 建立大鼠神经元细胞

凋亡模型。 
(1)不同 PMA 浓度对凋亡率的影响 
将培养 12 d 的 RHNC 随机分为 3 组, 将细胞原培养

基换成无血清培养基进, 按照 104 Cell/孔将细胞铺种在 6
孔板中, 37 ℃、5% CO2 条件下贴壁培养 36 h 后吸出培养

基, 并用 PBS 清洗两遍后滴加吖啶橙染液作用 5 min 后, 
迅速进行共聚焦显微镜检测, 激发光 488 nm, 接收波长

590 nm。 
实验组(PMA 损伤组): 无血清培养基中加入质量浓

度分别为 0.1、1.0、10.0 mg/L 的 PMA; 空白对照组: 无血

清培养基中不加任何其他试剂; 阳性对照组: 无血清培养

基中加入浓度为 10 mmol/L 的 GSH。 
(2) PMA 作用时间对凋亡率的影响 
细胞培养方法同 1.3.1(1), 分别于 6、12、24、48 h 取

样检测。设置实验组、空白对照组, 以探究 10 mg/L PMA
对细胞凋亡的影响。实验组(PMA 损伤组): 无血清培养基

中加入质量浓度 10 mg/L 的 PMA; 空白对照组: 无血清培

养基中不加任何其他试剂。 
1.3.2  DHA/EPA-PS 抑制 RHNC 细胞凋亡实验 

将培养 12 d 的大鼠海马神经元细胞随机分为 3 组, 按
照 104 Cell/孔将细胞铺种在 24 孔板中, 贴壁培养 36 h 后吸

出旧培养基, 并用 PBS 清洗孔板以除去血清, 换成无血清

培养基培养 24 h, 设计实验组、空白损伤组、空白对照组, 
研究 DHA/EPA-PS 对 RHNC 损伤细胞抗凋亡的保护能力。 

实验组: 无血清培养基中分别加入质量浓度为 1.5、
15.0、150.0 mg/L 的 DHA/EPA-PS 预保护细胞 24 h 后, 加
入质量浓度 10 mg/L PMA 刺激细胞 24 h 后取样检测。空

白损伤组: 无血清培养基中不加 DHA/EPA-PS 预保护, 其
他条件与实验组相同。空白对照组: 换成无血清培养基直

接进行培养, 不加 DHA/EPA-PS 预保护, 不用 PMA刺激细

胞, 与实验组在相同时间取样测。 
1.3.3  RHNC 磷脂酰丝氨酸外翻分析实验 

本研究用 AnnexinV-FITC/PI 试剂盒对 1.3.2 中的实验

组、空白损伤组、空白对照组分别进行磷脂酰丝氨酸外翻

分析, 以研究 DHA/EPA-PS 预保护细胞后 PMA 损伤所致

凋亡细胞的凋亡情况。将各组细胞实验处理后弃培养基, 
4 ℃下 PBS 洗 2 次, 每孔加入 400 µL 的结合缓冲液, 按试

剂盒给定浓度加 7.5 µL 的 Annexin V-FITC 和 15 µL 的 PI, 
轻轻混匀, 避光, 室温下反应 15 min。加入 300 µL 的结合

缓冲液, 轻轻混匀后弃去 200 µL 的溶液, 换液时轻轻贴壁

加入或吸出细胞外液, 以防细胞被冲起, 立即进行 Confocal
检测。扫描方式为 xyz, 第一通道激发波长为 488 nm, 检测

的发射波长为 530 nm, 伪色彩为绿色; 第二通道激发波长

为 530 nm, 发射波长大于 590 nm, 伪色彩为红色; 第三通

道为第一、第二通道的组合图像。 

1.4  数据处理 

实验数据以平均值±标准偏差表示。单因素方差分析

(one-way analysis of variance, one-way ANOVA)采用 SPSS 
27.0 软件进行, 应用 Origin 2022 软件进行数据绘图。 

2  结果与分析 

2.1  PMA 质量浓度对 RHNC 凋亡的影响 

通过对各组凋亡细胞计数并进行单因素 ANOVA, 如
图 1 所示, 阳性对照组胞凋亡率为 8.94%±0.35%, 与空白

对照组细胞凋亡率 8.68%±1.63%无显著差异性(P>0.05); 
实验组细胞凋亡率随 PMA 质量浓度升高呈显著正相关(皮
尔逊相关系数为 0.782、显著性水平 0.003), PMA 质量浓度

为 0.1 、 1.0 、 10.0 mg/L 所 致 细 胞 凋 亡 率 分 别 为

19.00%±0.67%、31.97%±1.41%、40.19%±1.60%。正常细

胞的细胞核为浅绿色均匀荧光, 形状椭圆或圆形, 无边缘

化和局部高亮荧光; 当细胞发生凋亡时, 核染色质密度升

高聚集, 在周边呈月牙形(边缘化), 为高亮绿色荧光。 
 

 
 

注: 不同字母表示组间具有显著性差异(P<0.05), 图 5 同。 
图 1  PMA 质量浓度对 RHNC 凋亡率的影响 

Fig.1  Effects of mass concentration of PMA on the  
apoptosis rate of RHCN 

 
如图 2 所示, 对空白对照组与阳性对照组细胞形态图

观察可知, 细胞核染色均匀且大多呈椭圆形, 很少见凋亡

细胞, 细胞间突起无明显断裂; 实验组的多数细胞核发生

边缘化且皱缩, 细胞突起大量断裂且网络结构被严重破坏, 
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且细胞凋亡率与 PMA 质量浓度增加而增加, 其中以 PMA 质

量浓度为 10 mg/L 损伤 24 h 凋亡最为严重, 凋亡率达

40.19%±1.60%。因此, 后续研究将以PMA质量浓度为10 mg/L
进行刺激 , 研究作用时间对 RHNC 凋亡率影响以及

DHA/EPA-PS 对 RHNC 的预保护作用。 
 

 
 

图 2  PMA 质量浓度对细胞凋亡形态影响 
Fig.2  Effects of mass concentration of PMA on the apoptotic 

morphology of RHCN 

2.2  PMA 作用时间对 RHNC 凋亡效应研究 

对凋亡细胞进行统计分析如图3所示, 10 mg/L PMA持

续刺激 RHNC 细胞 6、12、24、48 h 所致凋亡率分别为

16.85%±3.63%、23.52%±4.31%、40.19%±1.60%、47.15%±6.50%, 
由此可见, 随着损伤时间延长, RHNC 细胞的损伤加剧。对

各组进行单因素 ANOVA 可知, 48 h 损伤与 24 h 损伤无显著

性差异, 24 h 损伤与 12 h 损伤差异性极显著(P<0.01)。 
 

 
 

图 3  PMA 刺激时长对 RHNC 凋亡率的影响 
Fig.3  Effects of stimulus duration of PMA on the apoptosis  

rate of RHCN 
 

PMA 刺激时长对 RHNC 的凋亡形态的影响如图 4 所

示, 10 mg/L PMA 对 RHNC 刺激 6 h 时, 细胞形态完整突起

丰富, 细胞核无明显月牙形与皱缩; 当刺激时长达 12 h 时, 
RHNC 细胞轴突断裂开始增加, 有部分细胞的核膜开始皱

缩且出现高亮现象, 开始出现凋亡小体; 当刺激时间持续至

24 h 时, 细胞间突起大幅度减少, 凋亡小体变多, 且核膜皱

缩严重, 细胞形态开始变得不完整; 当刺激时间达 48 h 时, 
细胞间突起基本完全断裂, 大量细胞核出现高亮现象, 细胞

形态开始变圆且产生大量凋亡小体, 此时部分细胞完全凋

亡不产生荧光现象。 

2.3  DHA/EPA-PS 对 RHNC 细胞凋亡的保护效益研究 

PMA 10 mg/L 持续刺激 RHNC 细胞 24 h, 用以研究

DHA/EPA-PS 对 RHNC 的保护作用。细胞凋亡率通过吖啶

橙染色鉴定得出, 组间通过单因素 ANOVA 差异性分析

(P<0.05), 结果如图 5 所示。空白对照组(blank)与空白损伤

组 (control) 的 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 8.40%±1.23% 与

40.88%±1.23%; 对实验组(SR) 1.5、15.0、150.0 mg/L 的

DHA/EPA-PS 预 保 护 后 细 胞 损 伤 凋 亡 率 分 别 是

25.74%±058%、11.46%±4.11%、34.76%±1.58%。从凋亡率

变化趋势来看, 过低浓度与过高浓度的 DHA/EPA-PS 对

RHNC 细胞的保护效果不佳, 当质量浓度在 15.0 mg/L 时

对细胞产生较好的保护效果, 且保护效果与未加 PMA 损

伤所致凋亡率无显著差异性。 
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注: a. 荧光模式和明场模式图片叠加; b. 荧光模式图片; c. 明场模式图片, 图 6、7 同。 
图 4  PMA 刺激时长对 RHNC 的凋亡形态的影响 

Fig.4  Effects of stimulus duration of PMA on the apoptotic morphology of RHCN 
 

 
 

图 5  不同质量浓度 DHA/EPA-PS 预保护对 RHNC 凋亡率的影响 
Fig.5  Effects of different concentration of DHA/EPA-PS on the 

apoptosis rate of RHCN 
 

进一步对细胞形态作分析, 如图 6 所示。从空白对照

组细胞形态图组可知, 未加 PMA刺激的细胞形态良好, 且

突起伸展均匀, 细胞核呈圆形且染色均匀, 未见明显的凋

亡小体。未加 DHA/EPA-PS 预保护的空白损伤组细胞形态

图 a可知, 大量的细胞未被 AO染色, 这有可能是细胞已凋

亡多时, 其胞内 DNA 片段已被降解, 细胞周围有凋亡小体

的出现, 细胞间突起连接几乎不可见, 大量细胞此时已凋

亡且细胞膜等发生不同程度皱缩。 

 

 
 

图 6  空白对照组与空白损伤组的 RHNC 细胞凋亡形态图 
Fig.6  Morphology of RHNC cells in blank group and control group 

 
从图 7 可看出, 低质量浓度(1.5 mg/L)与中等质量浓度

(15.0 mg/L)的 DHA/EPA-PS 均能对细胞产生一定的保护
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作用, 中等质量浓度(15.0 mg/L)能最大限度保证细胞不

受 PMA 的刺激产生凋亡, 且能较好地保持细胞的形态以

及核膜的完整, 能使细胞的突起不受 PMA 的影响而断裂, 
这说明 RHNC 细胞对 DHA/EPA-PS 的浓度存在一定的敏

感性, 其最适使用质量浓度在 15.0 mg/L 左右, 能使凋亡

率达到未加 PMA 损伤的水平。 

 

 
 

图 7  不同质量浓度 DHA/EPA-PS 预保护下的 RHNC 细胞 
凋亡形态图 

Fig.7  Morphology of RHNC cells of the pre-protection under the 
different mass concentrations of DHA/EPA-PS 

 
2.4  RHNC 的磷脂酰丝氨酸外翻分析结果 

进一步用 AnnexinV-FITC/PI 试剂盒对 DHA/EPA-PS
预保护细胞后 PMA 损伤细胞, 进行抗凋亡研究。磷脂酰丝

氨酸正常情况下位于细胞内侧, 但在细胞凋亡的早期, 磷
脂酰丝氨酸会从细胞膜的内测转移到细胞膜外侧, 暴露在

细胞外环境中。AnnexinV 是一种分子量为 35.8 kD 的 Ca2+

依赖性磷脂结合蛋白, 能与细胞凋亡过程中翻转到膜外的

磷脂酰丝氨酸高亲和力特异结合。因此可利用 AnnexinV
与 PI来对 RHNC细胞的凋亡阶段进行评估, 凋亡早期细胞

膜上的磷脂酰丝氨酸外翻从而被 AnnexinV 染成绿色, 但
是 PI 不能进入活细胞, 因此只有凋亡后期的细胞中的细胞

核才能被染成红色, 而 AnnexinV 与 PI 均未染上的为正常

细胞[19–24]。 
如图 8 所示, 空白对照组为未加 PMA 刺激的 RHNC 细, 

在无血清培养基中培养 48 h 产生较少的早期、中期凋亡细胞, 
且基本不产生晚期凋亡细胞 ; 空白损伤组为未加 DHA/ 
EPA-PS 预保护的细胞, 在无血清培养 24 h 后添加 10.0 mg/L
的 PMA 刺激 24 h 后的细胞, 在早、中期和晚期的凋亡细

胞均有大量产生, 这说明用 PMA 刺激细胞产生凋亡是

可取的。 
 

 
 

图 8  空白对照组与空白损伤组 RHNC 细胞双染分析 
Fig.8  Double staining analysis of RHNC cells in blank group and 

control group 
 

如图 9 所示, DHA/EPA-PS 以 15.0 mg/L 质量浓度预保

护细胞产生较少的早期、中期凋亡细胞且不产生晚期凋亡

细胞; 1.5 mg/L 与 150.0 mg/L PS 预保护细胞同样产生大量

早期凋亡细胞, 但是相较于图 8 空白损伤组所产生晚期凋

亡细胞较少; 1.5 mg/L 组与 150.0 mg/L 组对比, 150.0 mg/L
组产生的早期、中期凋亡细胞以及晚期凋亡细胞高于 1.5 mg/L
组, 这说明过高浓度的 DHA/EPA-PS 并不能更好保护

RHNC 细胞。 
 

 
 

图 9  不同质量浓度 DHA/EPA-PS 预保护下 RHNC 细胞双染分析 
Fig.9  Double staining analysis of RHNC cells under different mass 

concentrations of DHA/EPA-PS pre-protection 
 

3  讨论与结论 

PMA 是蛋白激酶 C (protein kinase C, PKC)的有效激
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活剂, PKC 是一类 Ca2+、磷脂依赖性的蛋白激酶, 在细胞

跨膜信号传递过程中有重要作用, PKC 能催化多种蛋白上

的 Ser/Thr 磷酸化, 从而调节细胞的代谢生长、增殖及分

化。低浓度的 PMA 可有效使 PKC 活化使其亲和力增加, 但
是高剂量的 PMA 能使细胞中的 PKC 迅速耗竭从而使细胞

信号传递失衡导致细胞凋亡[25–30]。本研究证明一定浓度的

PMA 可以刺激 RHNC 细胞产生凋亡且产生凋亡模型稳定

可靠。 
DHA/EPA-PS 抑制 RHNC 细胞凋亡实验结果显示, 当

DHA/EPA-PS 的质量浓度为 15 mg/L 时对 RHNC 预保护效

果 最 好 , 早 期 、 中 期 凋 亡 细 胞 较 少 , 凋 亡 率 仅 为

11.46%±4.11%, 且无晚期凋亡细胞; 经 Confocal 观察此时

细胞形态完整, 细胞突起未断裂。因此, 一定质量浓度的

DHA/EPA-PS 对 PMA 刺激下海马神经元细胞具有显著的

保护作用。本研究为 n-3 多不饱和磷脂酰丝氨酸在促进学

习、增强记忆、改善老年性疾病方面的研究提供了较好的

数据支撑。 
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