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［Ｊ］ ． 中草药， ２０１８， ４９（６）： １４７６⁃１４８０．
［２７］ 　 Ｍａｏ Ｘ Ｑ， Ｙｕ Ｆ， Ｗａｎｇ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙ⁃
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黄连解毒汤含药血清对 Ａβ２５－３５ 诱导 ＨＴ２２ 细胞损伤的影响
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摘要： 目的　 探讨黄连解毒汤含药血清对 Ａβ２５－３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞损伤的影响。 方法 　 ＨＴ２２ 细胞随机分为空白组、
模型组、 多奈哌齐组 （０􀆰 ９ ｍｇ ／ ｋｇ） 及黄连解毒汤低、 高剂量组 （２􀆰 ７、 ８􀆰 １ ｇ ／ ｋｇ）， 空白组、 模型组加入空白血清，
给药组加入含药血清 １ ｈ 后， 加入 Ａβ２５－３５ （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 ２４ ｈ 后， ＭＴＴ 法检测 ＨＴ２２ 细胞活性， 比色法检测 ＳＯＤ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 黄连解

毒汤组 ＨＴ２２ 细胞活性、 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平及 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性， 其中高剂量组 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性也显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 黄连解毒汤

含药血清可减轻 Ａβ２５－３５诱导 ＨＴ２２ 细胞毒性作用， 降低细胞凋亡， 其作用机制可能与减少氧化应激和线粒体凋亡途径

有关。
关键词： 黄连解毒汤； 含药血清； Ａβ２５－３５； ＨＴ２２ 细胞
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａβ２５－３５

ＺＨＡＮＧ Ｒｕ⁃ｌａｎ１， 　 ＨＵＡＮＧ Ｑｉ⁃ｈｕｉ１∗， 　 ＨＵＡＮＧ Ｘｉｕ⁃ｆａｎｇ２， 　 ＬＩ Ｊｉａｎ⁃ｊｕｎ１， 　 ＴＡＯ Ｙａｎ⁃ｇｕ２

（１． Ｓｕｎ Ｙａｔ⁃ｓｅｎ Ｍｅｍｏｒｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｓｕｎ Ｙａｔ⁃ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０３００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００８０， Ｃｈｉｎａ）

ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ； Ａβ２５－３５； ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ

　 　 阿尔茨海默病是以记忆丧失、 认知障碍为临床

表现的神经退行性疾病， 主要病理特征之一是细胞

外 Ａβ 沉积形成老年斑， 导致广泛海马神经元缺

失［１］， β 淀粉样蛋白２５－３５ （Ａβ２５－３５） 是 Ａβ 毒性片

段之一， 对体外培养、 在体神经细胞均具有毒性作

用［２］， 在发病过程中神经元损伤与氧化应激和线

粒体凋亡途径密切相关［３］。 阿尔茨海默病属中医

“痴呆” 范畴， 王永炎院士 “毒损脑络” 理论认

为， 脑为 “清灵之府”， 受秽气浊毒侵袭， 体内痰

浊、 瘀血等化热成毒， 导致脑窍壅塞、 神机失用而

发为痴呆［４］。
黄连解毒汤由黄连、 黄芩、 黄柏、 栀子组成，

功效清热解毒。 为了探究该方含药血清的神经保护

作用， 阐明其治疗阿尔茨海默病的作用机制， 本实

验采用 Ａβ２５－３５建立细胞模型， 观察它对 ＨＴ２２ 细胞

（是小鼠海马神经元细胞系， 分化后的 ＨＴ２２ 细胞

是具有功能性的胆碱能神经元， 是能够很好地进行

认知功能障碍研究的体外模型［５］ ） 存活率， 氧化

应激关键指标超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 谷胱甘肽

过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、 丙二醛 （ＭＤＡ）， 线粒体

凋亡关键指标 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的影

响， 初步探讨其神经保护作用及机制， 为相关临床

应用提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ３ 月龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只， 体

质量 （２００±２０） ｇ， 购自中山大学实验动物中心，
清洁级饲养， 实验动物许可证号 ＳＣＸＫ （ 粤）
２００４⁃００１１， 本实验经中山大学实验动物伦理委员

会批准。
１􀆰 ２　 药物　 黄连解毒汤由黄连 ９ ｇ、 黄芩 ６ ｇ、 黄

柏 ６ ｇ、 栀子 ９ ｇ 组成， 由中山大学孙逸仙纪念医

院中药制剂中心提供 （批号分别为 ２０１１０８０２、
２０１１０４１３、 ２０１１０６１６、 ２０１１０９１９）。 按处方量称取

药材， 蒸馏水煎煮， 水煎液浓缩至 １ ∶ ２ 时停止，

待药液放冷后， 边搅拌边缓慢加入乙醇使含醇量达

５０％ ， 静置 ４８ ｈ 后滤取上清液， 回收乙醇， 蒸馏

水配制成生药量为 ６􀆰 ４８ ｇ ／ ｍＬ， 临用前加蒸馏水分

别稀释成 ０􀆰 ２７、 ０􀆰 ８１ ｇ ／ ｍＬ 溶液。 盐酸多奈哌齐

（ ５ ｍｇ ／片， 卫 材 中 国 药 业 有 限 公 司， 批 号

１００８０１０５３）， 临用前加蒸馏水稀释成 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ
溶液 （它为乙酰胆碱酯酶抑制剂， 具有神经保护

作用［６］， 为临床治疗阿尔茨海默病常用药物， 故

选择其作为阳性对照）。
１􀆰 ３　 试剂　 Ａβ２５⁃３５、 ＤＭＳＯ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清、 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司）； ＰＢＳ 缓冲液 （北京索莱宝科技有限

公司）； ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ、 ＭＤＡ 试剂盒 （南京建成

生物工程研究所）； β⁃ａｃｔｉｏｎ， Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， Ｃｙｔ Ｃ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｇａｌａｘｙ １７０Ｓ ＣＯ２ 细胞培养箱 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｄｏｒｆ 公司）； Ｒｅａｄｅｒ Ｍ３ 多功能酶标仪 （美
国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＨＷＳ⁃１２ 电热恒温水浴

锅 （上海一恒科学仪器有限公司）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｆ 超

净工作台 （苏州安泰空气技术有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 Ａβ２５－３５ 溶液制备 　 Ａβ２５－３５ 溶于去离子水中，
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， ３７ ℃下于孵化器中孵育

７ ｄ后， － ２０ ℃ 下避光保存。 文献 ［ ７］ 报道，
４０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５－３５作用于分化及未分化的 ＨＴ２２ 细

胞 ２４ ｈ 时约为半抑制浓度， 故可建立较理想的阿

尔茨海默病细胞模型。
２􀆰 ２　 含药血清制备 　 ４０ 只大鼠随机分为空白组、
模型组、 多奈哌齐组及黄连解毒汤低、 高剂量组，
每组 ８ 只， 用药剂量按动物体表面积比率换算等剂

量法， 黄连解毒汤低、 高剂量组大鼠分别以成人等

效剂量的 １、 ３ 倍灌胃给药， 即 ２􀆰 ７、 ８􀆰 １ ｇ ／ ｋｇ， 多

奈哌齐组大鼠灌胃给予 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ 药物， 空白

组、 模型组大鼠灌胃给予蒸馏水， 各组大鼠每次灌
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胃 ２ ｍＬ， １ 次 ／ ｄ， 连续 ７ ｄ。 最后 １ 次给药 ３ ｈ 后，
大鼠腹主动脉穿刺取血， 离心， 取上清， 除菌， 灭

活， －２０ ℃下保存备用。
２􀆰 ３　 细胞培养　 ＨＴ２２ 细胞由中山大学孙逸仙纪念

医院神经内科刘军教授惠赠， 培养于中山大学孙逸

仙纪念医院实验室， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下于含

１０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中培养， 每 ２ ｄ 更换 １ 次

培养基。 将细胞随机分为空白组、 模型组， 多奈哌

齐组及黄连解毒汤低、 高剂量组， 其中空白组、 模

型组大鼠给予含 １０％ 空白血清的 ＤＭＥＭ 培养基，
多奈哌齐组给予含 １０％ 药物血清的 ＤＭＥＭ 培养液，
黄连解毒汤低、 高剂量组大鼠分别给予含 １０％ 药

物低、 高剂量血清培养基。 培养 １ ｈ 后， 空白组加

无血清 ＤＭＥＭ 培养液， 其他各组加 Ａβ２５－３５使其终

浓度为 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 孵育 ２４ ｈ。
２􀆰 ４　 细胞活性检测　 采用 ＭＴＴ 法。 取 ＨＴ２２ 细胞，
以 ２􀆰 ５×１０３ ／孔密度接种于 ９６ 孔板中（１００ μＬ ／孔），
分组同上， 接种 １２ ｈ 后给予含药血清、 Ａβ２５－３５处

理， ２４ ｈ 后各组均加入 ２０ μＬＭＴＴ （５ ｍｇ ／ ｍＬ， 溶

于 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液中）， 继续培养４ ｈ后测

定各孔光密度 （ＯＤ 值）， 检测波长为 ５７０ ｎｍ。
２􀆰 ５　 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 水平检测 　 采用

比色法。 取 ＨＴ２２ 细胞， 以 ５×１０３ ／孔密度接种于

９６ 孔板中培育 １２ ｈ， 每孔体积 １００ μＬ， 分组同上，
１２ 孔 ／组， 含药血清、 Ａβ２５－３５处理 ２４ ｈ 后， 取各组

细胞上清液， ４ ℃、 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ， 严

格按照试剂盒说明书检测。
２􀆰 ６ 　 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达检

测　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法。 ＨＴ２２ 细胞于 ６ 孔板中培

养 １２ ｈ， 密度为 １×１０５ ／孔， 含药血清、 Ａβ２５－３５ 处

理后， 按照文献［８］方法提取蛋白， 进行 １２％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 浓缩胶 ９０ Ｖ， 分离胶 １２０ Ｖ； 电

转至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂奶粉室温下封闭 １ ｈ，
ＴＢＳＴ （含 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、
０􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０， ｐＨ ７􀆰 ５） 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ，
加抗体 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （１ ∶ ２ ０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ２ ０００）， ４ ℃冰箱中过夜； ＴＢＳＴ 洗膜

３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 加兔二抗 （１ ∶ ２ ０００）， 室温下

反应 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 滴加 ＥＣＬ
发光液， ＧＥ 凝胶成像系统测量各目的条带灰度

值， 计算其与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白灰度值之比。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 各组比较采用单因素方差分

析， 组间差异多重比较采用 ＳＮＫ 法， 检验水平 α＝

０􀆰 ０５。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 黄连解毒汤对 ＨＴ２２ 细胞活性的影响　 表 １、
图 １ 显示， 与空白组比较， 模型组 ＨＴ２２ 细胞活性

显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄连解毒汤

组其活性显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以高剂

量组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 １　 黄连解毒汤对 ＨＴ２２ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ＨＴ２２ ｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 存活率 ／ ％

空白组 — １００􀆰 ００±０􀆰 １５

模型组 — ４５􀆰 ５１±３􀆰 ８７∗∗

多奈哌齐组 ０􀆰 ０００ ９ ６５􀆰 ５６±２􀆰 ５１△△

黄连解毒汤低剂量组 ２􀆰 ７ ４９􀆰 ３６±３􀆰 ９５△

黄连解毒汤高剂量组 ８􀆰 １ ６７􀆰 ５３±４􀆰 ６２△△▲▲

　 　 注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜

０􀆰 ０１；与黄连解毒汤低剂量组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 黄连解毒汤对 ＨＴ２２ 细胞活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ
ＨＴ２２ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

３􀆰 ２　 黄连解毒汤对 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 水

平的影响 　 表 ２ 显示， 与空白组相较， 模型组

ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水

平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄连解毒

汤组 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＭＤＡ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以高剂量组更明

显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 黄连解毒汤对 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达的影响　 图 ２～３ 显示， 与空白组比较， 模型组

Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃
２／ Ｂａｘ 显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄连解

毒汤组 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达显著降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２／ Ｂａｘ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 以高剂量组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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表 ２　 黄连解毒汤对 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ＳＯＤ， ＧＳＨ⁃Ｐｘ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
组别 剂量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）

空白组 — １６３􀆰 ５６±６５􀆰 ３４ ５６３􀆰 ６４±６４􀆰 ３４ １４􀆰 ４３±２􀆰 ５４
模型组 — ８８􀆰 ３２±５５􀆰 ６４∗∗ ３３２􀆰 ６４±９７􀆰 ２４∗∗ ３５􀆰 ３２±３􀆰 ４３∗∗

多奈哌齐组 ０􀆰 ０００ ９ １２８􀆰 ６５±３２􀆰 ３４△△ ５０２􀆰 ７６±７５􀆰 ２８△△ １８􀆰 ５４±４􀆰 ７５△△

黄连解毒汤低剂量组 ２􀆰 ７ １０３􀆰 ６４±６５􀆰 ６５ ３５５􀆰 ９６±５４􀆰 ４３ ２７􀆰 ５４±３􀆰 ６４△△

黄连解毒汤高剂量组 ８􀆰 １ １３５􀆰 ６５±５４􀆰 ４９△△▲ ５１２􀆰 ６４±３３􀆰 ９６△△▲▲ １９􀆰 ６４±２􀆰 ７５△△▲▲

　 　 注：与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１；与黄连解毒汤低剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１

注： １～５ 分别为空白组、 模型组、 多奈哌齐组、 黄连解毒汤低剂

量组、 黄连解毒汤高剂量组

图 ２　 各组 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｙｔ Ｃ， Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

４　 讨论

在阿尔茨海默病的发生与进展中， 神经元细胞

凋亡参与其中［９⁃１０］。 Ａβ 可通过改变凋亡相关基因

Ｂｃｌ⁃２ 家族的表达来诱导细胞凋亡［１１］， 激活存活信

号通路是保护 Ａβ 诱导的的神经元凋亡途径［１２］。
Ｂｃｌ⁃２ 家族成员中的 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 是线粒体膜渗透性

的主要调节因子， 前者是一种抗凋亡蛋白， 可维持

线粒体膜通透性， 从而稳定线粒体完整性， 减少细

胞色素 Ｃ 释放， 抑制细胞凋亡［１３］； 后者是一种促

凋亡蛋白， 可影响线粒体膜渗透性， 诱导细胞色素

Ｃ 从线粒体膜间隙进入胞浆释放， 从而引起细胞凋

亡［１４⁃１５］。 另外， 细胞色素 Ｃ 可通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９
进而激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 最终导致细胞凋亡［１６⁃１７］。

氧化应激是由于机体活性氧产生、 抗氧化失衡

所致， 自由基生成过多或机体清除能力受限时， 可

引起脂质过氧化， 使得神经元细胞受损。 ＳＯＤ 是

一种抗氧化酶， 可通过清除超氧阴离子来保护组织

免受损伤， 间接反映了组织抗氧化能力； ＧＳＨ⁃Ｐｘ
是一种催化过氧化氢分解的酶， 可通过催化还原型

谷胱甘肽对过氧化氢的还原反应， 起到保护细胞膜

结构、 功能完整的作用； ＭＤＡ 是一种脂质过氧化

产物， 可反映组织氧化程度， 故三者可间接反应机

体受自由基攻击的严重程度及清除自由基的能

力［１８］。 同时， 氧化应激可作为各种形式的细胞死

亡中一种常见的最终途径， Ａβ 引起阿尔茨海默病

也与其有关， 氧化应激产物对患者具有毒性作用，

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，△△ Ｐ ＜

０􀆰 ０１； 与黄连解毒汤低剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３ 　 黄连解毒汤对 Ｃｙｔ Ｃ （ Ａ ）、 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ （ Ｂ ）、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （Ｃ） 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ Ｃｙｔ Ｃ
（Ａ ）， Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ （ Ｂ ） ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ Ｃ ）
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

可通过激发氧自由基的产生， 脂质过氧化， 损伤神

经元细胞， 诱导凋亡相关基因的表达， 最终激活

Ｃａｓｐａｓｅ， 使神经元细胞大量凋亡流失［１９］， 并诱发

该疾病。
黄连解毒汤为清热解毒的代表方剂， 源于唐代
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王焘 《外台秘要》， 基于 “痰、 瘀、 火” 为阿尔茨

海默病的病机基础， 由清热解毒药材黄连、 黄芩、
黄柏、 栀子组成。 方青等［２０］ 报道， 黄连解毒汤可

能通过干预 Ａβ 沉积对神经细胞的作用来显著改善

阿尔茨海默病动物模型的记忆障碍和学习能力； 陈

国华等［２１］发现， 黄连解毒汤可减少 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转

基因 ＡＤ 模型小鼠海马 ＣＡ１ 区 ＳＰ 数量和胞外诱捕

网 （ＮＥＴｓ） 形成， 并降低 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平， 表明

该方能保护神经细胞， 减少老年斑生成， 从而起到

防治作用； 柴山周乃等［２２］ 临床研究显示， 黄连解

毒汤可增加阿尔茨海默病患者脑部血流量， 对其认

知功能有明显的改善作用； 付晓春等［２３］ 指出， 黄

连解毒汤可抑制大鼠局灶性脑缺血再灌注后神经细

胞凋亡， 其作用机制是通过下调 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达来

实现； 龙建飞等［２４］ 研究表明黄连解毒汤水提物可

通过抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性， 降低 ＰＡＲＰ 过度表达，
从而降低大鼠缺血半暗带皮层 ＮｅｕＮ 阳性细胞凋

亡， 保护缺血半暗带神经元。
课题组前期发现， 黄连解毒汤含药血清可改善

氧化应激对神经的毒性作用， 从而改善 ＳＡＭ⁃Ｐ ／ ８
小鼠学习记忆能力［２５］， 为了进一步探究其神经保

护作用， 本实验采用 Ａβ２５－３５ 建立阿尔茨海默病细

胞模型， 观察其对 Ａβ２５－３５诱导 ＨＴ２２ 细胞活性的影

响。 结果， Ａβ２５－３５ （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ， ２４ ｈ） 诱导 ＨＴ２２
细胞阿尔茨海默病模型时， 细胞活性明显下降， 提

示造模成功； 细胞上清液中 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性明

显降低， ＭＤＡ 活性明显升高， 提示出现氧化应激；
Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值明显降低， Ｃｙｔ Ｃ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达明显升高， 提示线粒体凋亡途径被激活， 而黄连

解毒汤含药血清可减轻 Ａβ２５－３５诱导的 ＨＴ２２ 细胞氧

化应激反应， 逆转 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ， 抑制细胞色素 Ｃ 释

放， 同时下调 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 从而抑制细胞

凋亡， 对细胞神经毒性起到保护作用。 因此， 黄连

解毒汤可能成为预防或治疗阿尔茨海默病的潜在药

物， 但由于该方所含药材成分复杂， 作用环节多，
故对其作用机制的研究还需进一步深入。
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摘要： 目的　 分析左金丸活性成分⁃靶点⁃多维作用机制。 方法　 通过中药系统药理学分析平台 （ＴＣＭＳＰ） 数据库获取左

金丸活性成分及对应靶点， ＴＴＤ 数据库预测分析左金丸潜在治疗疾病， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件分别构建活性成分⁃靶点、 靶点⁃疾
病网络， ＳＴＲＩＮＧ 平台构建靶蛋白互作网络， ＢＩＮＧＯ 和ＭＣＯＤＥ 插件对靶基因进行 ＧＯ 生物过程富集和聚类分析， 生物学

信息注释数据库 （ＤＡＶＩＤ） 对靶点进行 ＫＥＧＧ 信号通路分析。 结果　 左金丸中 １３ 种活性成分作用于 ４９ 个潜在靶点， 涉

及炎症反应调节、 突触传递、 细胞分化、 凋亡等 １９ 个生物子簇； ＫＥＧＧ 富集得到消化液分泌、 癌症、 内分泌、 神经递

质、 炎症、 信号转导、 心血管 ７ 大类 ２２ 条信号通路， 在消化、 神经、 心血管系统疾病以及炎症、 癌症等方面具有治疗

价值。 结论　 本研究揭示了左金丸活性成分、 靶点、 多维作用机制， 可为其临床治疗价值拓展提供新的线索。
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　 　 左金丸始载于元代著名医家朱震亨所撰 《丹
溪心法》， 由黄连、 吴茱萸用量按 ６ ∶ １ 比例组成，
以水丸或汤剂入药， 具有清肝泻火、 降逆和胃、 开

郁散结等功效， 临床大多用于胃炎、 食道炎、 胃溃

疡等属肝火犯胃者。 现代药理研究［１⁃４］ 发现， 左金

丸中黄连、 小檗碱可显著诱导肿瘤细胞凋亡， 抑制

肿瘤细胞的信号转导； 小檗碱起到质子泵抑制剂，
即 Ｈ＋ ／ Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶抑制剂的作用， 从而抑制胃酸分

泌； 小檗碱、 吴茱萸次碱直接拮抗胆碱受体或抑制

胆碱酯酶的活性， 具有抑制小鼠胃肠道蠕动的作

用， 还可抑制炎症细胞因子的产生和分泌， 从而发

挥抗炎作用， 故该制剂临床应用也扩展到肿瘤、 炎
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