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摘要： 目的　 研究当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２诱导的人神经母细胞瘤细胞 （ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ） 细胞周期和细胞凋亡的调控

作用。 方法　 利用 Ａβ１－４２ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ２４ ｈ 构建 ＡＤ 细胞模型， 给予不同浓度当归芍药散含药血

清 （２􀆰 ５％ 、 ５％ 、 １０％ ） 干预 ２４ ｈ。 分别采用 ＭＴＴ、 流式细胞术和免疫荧光分别检测细胞存活率、 细胞周期和细胞凋

亡； 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 和细胞周期蛋白 Ｄ１ （Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１） 表达。 结果 　 与空白对照组比

较， Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞存活率下降， 凋亡率增高， 细胞周期 Ｓ 期细胞数增加， Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给予 ５％ 、 １０％ 当归芍药散含药血清干预后， 细胞存活率上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 凋亡率降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 且促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达下降， 抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ 期细胞数量减少， Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量

增加， Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 当归芍药散可以有效改善 Ａβ１－４２诱导的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞存活率， 抑制

Ａβ 诱导的细胞周期再进入和细胞凋亡。
关键词： 当归芍药散； 阿尔兹海默病； β⁃淀粉样蛋白； 细胞凋亡； 细胞周期
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ａｍｙｌｏｉｄ⁃β； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｃｅｌｌ⁃ｃｙｃｌｅ

　 　 阿尔兹海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是

一种与衰老相关的进行性发展的神经系统退行性疾

病， 临床上以认知功能障碍， 特别是记忆障碍和视

空间技能损害为主要特点。 随着人口老龄化日趋明

显， ＡＤ 在老年人群的患病率逐年上升， 我国 ６５ 岁

老人中患病率高达 ６􀆰 ６％ ［１］。 细胞外神经纤维斑块

和细胞内神经原纤维缠结是 ＡＤ 的主要病理特征，
诱导这些致病转化的分子机制尚不清楚［２］。 脑内

沉积的 β⁃淀粉样蛋白 （ａｍｙｌｏｉｄ⁃ｂｅｔａ， Ａβ） 被认为

是 ＡＤ 的关键病理过程［３］。 Ａβ 是由淀粉样前体蛋

白 （Ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＰＰ） 经 β⁃和 γ⁃分
泌酶的蛋白水解作用而产生的含有 ３９ ～ ４３ 个氨基

酸的多肽， 其在脑内的沉积形成不溶性斑块引发神

经毒性作用是神经元凋亡的重要原因［４］。 Ａβ１－４２处

理的原代神经元在细胞周期标记物、 ＤＮＡ 复制和

有丝分裂突变方面存在异常表达［５］。 研究表明，
Ａβ 刺 激 可 以 促 进 神 经 元 的 分 化 抑 制 蛋 白 １
（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ⁃１， Ｉｄ１ ）、 音 猬 因 子

（ｓｏｎｉｃ ｈｅｄｇｅｈｏｇ， ＳＨＨ） 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 等细胞周期

进程相关因子的异常表达， 参与诱导终末分化的神

经元细胞周期异常激活导致神经元脆裂、 变性和死

亡［６］。 Ａβ 也可引起神经元活性氧产生增多、 ＤＮＡ
损伤［７］， 使得防止神经元细胞周期再入的周期蛋

白依 赖 性 激 酶 ５ （ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｋｉｎａｓｅ ５，
Ｃｄｋ５） 表达下降， 在与 Ａβ 的共同刺激下， 促使神

经元细胞周期再入， 一方面， 作为细胞周期启动蛋

白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 过表达激活成视网膜细胞瘤蛋白

（Ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｒｂ） 使其磷酸化， 并向 Ｓ
期过渡； 另一方面， 过度损伤的 ＤＮＡ 导致 ＰＡＲＰ
（ｐｏｌｙ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ） 和 ｐ３８ （Ｔｈｒ １８０ ／ Ｔｙｒ
１８２） 的激活， 使得 ｃａｓｅｐｓｅ３ 激活增多， Ｂａｘ 表达

量升高以及 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比率的下降， 从而导致神经

元凋亡［８］。 这种在进入细胞周期的合成阶段之前，
在 Ｇ１ 至 Ｓ 点出现神经元细胞死亡， 被经典地称为

“ａｂｏｒｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｅｎｔｒｙ”， 其特征是细胞周期和

凋亡蛋白的上调［９⁃１０］。 因此， 研究干扰 Ａβ 依赖信

号途径的药物对于预防 ＡＤ 脑内神经元细胞周期失

调和凋亡引起的神经退行性病变具有一定的临床意

义。 当归芍药散出自东汉张仲景的 《金匮要略》，
临床观察证明当归芍药散是治疗 ＡＤ 的有效方

剂［１１⁃１２］， 实验研究发现当归芍药散改善 ＡＤ 的认知

功能主要与抗炎、 抗氧化损伤、 增强脑组织的能量

代谢、 促进突触形成等相关［１３⁃１５］。 本研究利用

Ａβ１－４２诱导人神经母细胞瘤细胞 （ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ） 构建

ＡＤ 细胞模型来研究当归芍药散对 Ａβ１－４２ 诱导的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞周期和凋亡的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞株购自武汉普诺赛生物

有限公司 （货号 ＣＬ⁃０２０８）， 用含 １０％ 胎牛血清，
１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素 （美国 Ｇｉｂｃｏ
公司， 货 号 分 别 为 １０２７０⁃１０６， １５０７００６３ ） 的

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培 养 基 （ 美 国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司， 货 号

ＳＨ３００２３􀆰 ０１） 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的条件下培养。
１􀆰 ２　 动物 　 ＳＤ 大鼠， １０ 只， ＳＰＦ 级， 雄性， 体
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质量 ２５０～３００ ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１３⁃
０００４， 饲养于湖南中医药大学第一附属医院实验动

物中心。 动物实验方案通过湖南中医药大学第一附

属医院伦理委员会的批准 （ＺＹＦＹ２０１９０９０５）。
１􀆰 ３　 药物与试剂 　 当归芍药散由当归 ７ ｇ、 白芍

３７􀆰 ２ ｇ、 茯苓 ９􀆰 ３ ｇ、 白术 ９􀆰 ３ ｇ、 泽泻 １８􀆰 ６ ｇ、 川

芎 １８􀆰 ６ ｇ 组成， 所有药材均购自湖南中医药大学

第一附属医院药剂科， 由药剂科主任戴冰教授鉴定

为正品。 Ａβ１－４２ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司， 货号 ０３１１２）； 噻唑蓝 （ＭＴＴ） 和乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ） 活性检测试剂盒 （北京索莱宝科技有限公

司， 货号 Ｍ８１８０、 ＢＣ０６８５）； 一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞

凋亡检测试剂盒 （绿色荧光） （上海碧云天生物技

术有限公司， 货号 Ｃ１０８６）； 细胞周期染色试剂盒

（杭 州 联 科 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司， 货 号

ＣＣＳ０１２）； Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 β⁃ａｃｔｉｎ （北京

博奥森公司， 货号分别为 ｂｓ⁃０１２７Ｍ、 ｂｓ⁃００３２Ｒ、
ｂｓ⁃０６２３Ｒ、 ｂｓ⁃００６１Ｒ）； 山羊抗兔二抗、 山羊抗小

鼠二抗 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 货号分别为

ＡＰ１３２Ｐ、 ＡＰ１２４）。
１􀆰 ４　 仪器　 Ｚ３６ＨＫ 超速冷冻离心机 （德国 Ｈｅｒｍｌｅ
公司）； Ｓｅｒｉｅｓ ８０００ ＷＪ ＣＯ２ 培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； Ａｘｉｏ Ｖｅｒｔ． Ａ１ 倒置显微镜 （德国

ＺＥＩＳＳ 公 司 ）； Ｃｙｔａｔｉｏｎ３ 多 功 能 酶 标 仪 （ 美 国

ＢｉｏＴｅｋ 公司）； Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像系统 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ａ１ ＋共聚焦激光显微镜 （日本

Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＭｏＦｌｏ ＸＤＰ 超速流式分选系统 （美国

贝克曼库尔特有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 当归芍药散冻干粉制备　 当归芍药散采用水

提法制备冻干粉［１３］。 按处方比例称取药材 １００ ｇ
（当归 ７ ｇ、 白芍 ３７􀆰 ２ ｇ、 茯苓 ９􀆰 ３ ｇ、 白术 ９􀆰 ３ ｇ、
泽泻 １８􀆰 ６ ｇ、 川芎 １８􀆰 ６ ｇ）， 用 ５ 倍体积蒸馏水浸

泡药物 ２ ｈ， １００ ℃煮沸０􀆰 ５ ｈ， 小火煨 １ ｈ， 收集

滤液。 使用 ３ 倍体积蒸馏水按照上述步骤再次提

取。 ２ 次提取物混合后， 用旋转蒸发器浓缩成浸

膏。 最后， 将浸膏装入冻干机真空冷冻干燥得到当

归芍药散冻干粉。
２􀆰 ２　 含药血清制备　 取雄性 ＳＤ 大鼠 １０ 只随机分

为 ２ 组， 给药组大鼠灌胃给予当归芍药散浓缩液

（生药 ２４ ｇ ／ ｋｇ）， 正常对照组给予同体积蒸馏水。
灌胃 ７ ｄ 后， 于末次灌胃后 ２ ｈ 后以 ３％ 水合氯醛

（１０ ｍＬ ／ ｋｇ） 麻醉大鼠， 暴露腹主动脉， 用负压采

血管采集全血 ５ ｍＬ 至无抗凝剂的普通采血管中，
静置过夜， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清，
经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤， －８０ ℃冻存备用。
２􀆰 ３　 Ａβ１－４２处理构建 ＡＤ 细胞模型　 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

生长处于对数期时， 接种到培养板中培养 ２４ ｈ 贴

壁， 根据课题组前期研究［１６］， 给予 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ａβ１－４２处理 ２４ ｈ 构建 ＡＤ 细胞模型。。
２􀆰 ４　 分组及当归芍药散含药血清干预　 细胞分组

为空白对照组 （空白血清）， 模型组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ａβ１－４２＋空白血清）， 当归芍药散含药血清低、 中、
高干预组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ１－４２ 造模后分别给予２５、
５０、 １００ ｍＬ ／ Ｌ 含药血清干预２４ ｈ， 即每升完全培

养基中分别含有 ２５、 ５０、 １００ ｍＬ当归芍药散含药

血清， 体积分数分别为 ２􀆰 ５％ 、 ５％ 、 １０％ ）， 采用

“体积分数＋受试药物含药血清” 的方式表达［１３］。
２􀆰 ５　 细胞活率和 ＬＤＨ 活性检测　 ９６ 孔板中按 ８×
１０３ ／孔密度接种细胞培养贴壁， 按方法 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ａβ１－４２处理 ２４ ｈ 后， 根据 ＭＴＴ 试剂盒和 ＬＤＨ 活性

检测试剂盒说明书方法检测每个孔的细胞存活情况

和 ＬＤＨ 活性。
２􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡　 ６ 孔板中放入盖

玻片接种 ４×１０５ ／孔细胞使细胞爬片， 经试验处理

２４ ｈ 后， 用 ４％ 多聚甲醛室温固定 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清

洗细胞， ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃ Ｘ 透膜 ５ ｍｉｎ， 将 ＴＵＮＥＬ 反

应混合物加入细胞， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ， ＤＡＰＩ 染核

５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗后使用尼康 Ａ１＋共聚焦显微镜 １０
倍物镜下扫描成像。 随机选取 ５ 个视野， 采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析每组平均荧光强度， 统计细胞凋亡率。
２􀆰 ７　 流式细胞 术 检 测 细 胞 周 期 　 ６ 孔板接种

４×１０５ ／孔细胞培养至贴壁， 经试验处理 ２４ ｈ 后， 按

照细胞周期染色试剂盒所述方法操作。 收集细胞离

心弃上清， 轻弹管壁， 使沉淀重悬在残余的液体

中， 加入 １ ｍＬ 室温下的 ＰＢＳ。 将细胞缓慢加入至

３ ｍＬ 无水乙醇 （ －２０ ℃预冷） 中， 边加边高速搅

拌。 －２０ ℃固定过夜。 检测当天， 将固定细胞离

心， 弃去乙醇， 轻弹管壁使沉淀松散， 加入 ５ ｍＬ
室温下的 ＰＢＳ， 放置 １５ ｍｉｎ 使细胞再次水化。 离

心， 弃上清。 加入 １ ｍＬ ＰＩ 染色液， 室温避光孵育

３０ ｍｉｎ。 选择最低上样速度， 在贝克曼 ＭｏＦｌｏ ＸＤＰ
流式细胞仪上进行检测， ４８８ ｎｍ 激发光源， 使用

ＦＬ２⁃ＲＰＥ （ ５７８ ｎｍ） 通道检测。 流式结果使用

Ｍｏｄｆｉｔ 软件进行分析。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞周期和凋亡相关蛋白表

达　 细胞经实验处理后使用 ＲＩＰＡ 法裂解细胞，
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３０ Ｈｚ 超声 １０ ｓ 断裂 ＤＮＡ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 取上清， ＢＣＡ 法检测定量蛋白浓度， 每孔

上样 ３０ μｇ ／孔， １００ Ｖ 电泳 １００ ｍｉｎ， ０􀆰 ４５ μｍ
ＰＶＤＦ 膜 ２００ Ａ 湿转 ９０ ｍｉｎ， ５％ 脱脂牛奶室温封闭

１ ｈ， 封闭后一抗用 ＴＢＳＴ １ ∶ １０００ 稀释， β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参， ４ ℃孵育过夜， 二抗 （１ ∶ １０ ０００） ３７ ℃避

光孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 化学发光法显影， Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝
胶成像系统成像计算灰度值统计分析。
２􀆰 ９　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 进行数据的统

计与分析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较

采用单因素方差分析， 先进行正态性分析和方差齐

性检验， 两两比较方差齐者用 ＬＳＤ 检验， 方差不

齐者用 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 法检验， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２ 处理的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞形态的影响　 明场下观察 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

生长情况 （图 １）， 空白对照组细胞生长良好， 细

胞细长呈梭形或者椭圆形， 有树枝状轴突， 细胞饱

满透亮。 Ａβ１－４２处理 ２４ ｈ 后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞出现损

伤， 细胞密度有所下降， 树枝状轴突消失， 细胞部

分皱缩， 部分包膜出现破裂， 细胞光泽变暗， 细胞

间隙增大。 当归芍药散含药血清干预后， 细胞形态

有所恢复， 部分细胞恢复呈梭形或者椭圆形， 细胞

间隙变小。

图 １　 不同浓度当归芍药散含药血清干预 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的形态学变化

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ａβ１－４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｄｕｅ ｔｏ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ

ｓｅｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

３􀆰 ２　 当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２ 处理的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞存活率和 ＬＤＨ 活性的影响 　 ＭＴＴ 检测

结果 （图 ２） 显示， 与空白对照组比较， 模型组的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞存活率下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组

比较， 给予当归芍药散含药血清干预 ２４ ｈ 后， ５％ 、
１０％ 当归芍药散含药血清组的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的细

胞存活率均提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＬＤＨ 漏出率检测结

果 （图 ３） 显示， 与空白对照组比较， 模型组的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ＬＤＨ 漏出率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 当归芍药散含药血清能一定程度降低模

型组细胞 ＬＤＨ 漏出率， ５％ 、 １０％ 当归芍药散含药

血清组均具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２ 处理的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡的影响　 细胞凋亡结果显示 （图 ４）
当归芍药散含药血清呈浓度依赖性抑制 Ａβ１－４２介导

注： 与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 不同浓度当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃

ＳＹ５Ｙ 细胞存活率的影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅ⁃

ｒｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ Ａβ１－４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝６）
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注： 与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 不同浓度当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃

ＳＹ５Ｙ 细胞 ＬＤＨ 活性的影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅ⁃

ｒｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ＬＤＨ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ａβ１－４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝６）

的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡。 荧光强度统计分析结果显

　 　 　 　

示 （表 １）， 与空白对照比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ１－４２处

理 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ２４ ｈ 后， 细胞凋亡率增高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 细胞凋亡率为 （４８􀆰 １２±５􀆰 ２８）％ 。 与模型

组比较， ５％ 、 １０％ 当归芍药散含药血清干预 ２４ ｈ
后细 胞 凋 亡 率 为 （ １７􀆰 ６９ ± ４􀆰 ２６ ）％ 、 （ １５􀆰 ６４ ±
４􀆰 １５）％ ， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异有统计学意义。
表 １　 不同浓度当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃

ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ

ｓｅｒｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ ｏｆ Ａβ １－４２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （ｍＬ·Ｌ－１） 细胞凋亡率 ／ ％

空白对照组 － １０􀆰 ２１±３􀆰 ５６
模型组 － ４８􀆰 １２±５􀆰 ２８＃＃

当归芍药散含药血清低剂量组 ２５ ４１􀆰 ５４±６􀆰 ８３
当归芍药散含药血清中剂量组 ５０ １７􀆰 ６９±４􀆰 ２６∗∗

当归芍药散含药血清高剂量组 １００ １５􀆰 ６４±４􀆰 １５∗∗

　 　 注：与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ＴＵＮＥＬ 染色检测不同浓度当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐ⁃
ｔｏｓｉｓ ｏｆ Ａβ１－４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ＴＵＮＥＬ

３􀆰 ４　 当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２ 处理的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞周期的影响　 流式细胞术检测细胞周期

结果显示 （表 ２、 图 ５）， 与空白对照组比较， 模

型组 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞在 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ１－４２ 处理 ２４ ｈ
后， Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞数量无变化， Ｓ 期细胞数量增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与

模型组比较， ２􀆰 ５％ 当归芍药散含药血清组细胞周

期 Ｇ０ ／ Ｇ１、 Ｓ、 Ｇ２ ／ Ｍ 期均差异无统计学意义； ５％ 、

１０％ 当归芍药散含药血清干预后 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞数

量无变化， Ｓ 期细胞数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｇ２ ／ Ｍ
期细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞大量进入细胞周期， 停滞于 Ｓ 期， 细胞

周期阻滞； ５％ 、 １０％ 当归芍药散含药血清干预后

能改善 Ａβ１－４２对 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞周期的影响。
３􀆰 ５　 当归芍药散含药血清干预后周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 和凋亡相关蛋白的表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示

９７８２

２０２０ 年 １１ 月

第 ４２ 卷　 第 １１ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １１



　 　 　 　 　 表 ２　 不同浓度当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ａβ１－４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 剂量 ／ （ｍＬ·Ｌ－１）
细胞周期 ／ ％

Ｇ０ ／ Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ／ Ｍ
空白对照组 － ４５􀆰 １５±１􀆰 ０３ ２８􀆰 ４８±０􀆰 ８５ ２６􀆰 ３７±０􀆰 ８９
模型组 － ４７􀆰 ２５±１􀆰 １７ ３３􀆰 ３５±０􀆰 ８３＃＃ １９􀆰 ４０±０􀆰 ８１＃＃

当归芍药散含药血清低剂量组 ２５ ４７􀆰 ３９±０􀆰 ５４ ３２􀆰 ６１±０􀆰 ６９ ２０􀆰 ００±１􀆰 ０６
当归芍药散含药血清中剂量组 ５０ ４６􀆰 ８３±０􀆰 ８５ ２９􀆰 ６６±０􀆰 ４９∗∗ ２３􀆰 ５１±０􀆰 ７８∗∗

当归芍药散含药血清高剂量组 １００ ４６􀆰 ９３±０􀆰 ８９ ２９􀆰 ２６±０􀆰 ５８∗∗ ２３􀆰 ８１±０􀆰 ７６∗∗

　 　 注：与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 不同浓度当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞周期的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ａβ１－４２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ

（图 ６、 表 ３）， 与空白对照组比较， Ａβ１－４２处理后

周期相关蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑

制凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达下降， 促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ５％ 、 １０％ 当归

芍药散含药血清干预后 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ
蛋白表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

中医学认为痴呆病位在脑， 与肝、 肾、 脾三脏

密切相关， 肝失疏泄， 脾失健运， 肾乏气化， 分清

泌浊失司， 酿生痰浊血瘀， 痰瘀互结， 蒙蔽神

明［１７］。 中医认为治疗老年痴呆当以养肝补肾为主，
当归芍药散方中重用白芍养血调肝， 当归充补肝血

以补肾精； 川芎活血通络， 引血上行； 白术、 茯

　 　 　 　 　

注： Ａ～ Ｅ 分别为空白对照组、 模型组、 ２􀆰 ５％ 当归芍药散含

药血清组、 ５％ 当归芍药散含药血清组、 １０％ 当归芍药散含药

血清组。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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表 ３　 当归芍药散含药血清对 Ａβ１－４２处理后 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和凋亡相关蛋白的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｓｈａｏｙａｏ Ｐｏｗｄｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｏｆ Ａβ １－４２ ⁃ｉｎ⁃

ｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 剂量 ／ （ｍＬ·Ｌ－１）
蛋白相对表达量

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２
空白对照组 － １􀆰 ０３±０􀆰 １２ ０􀆰 ９８±０􀆰 １６ １􀆰 ０１±０􀆰 ２０
模型组 － ２􀆰 １２±０􀆰 ４６＃＃ １􀆰 ８６±０􀆰 ２３＃＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 １２＃＃

当归芍药散含药血清低剂量组 ２５ １􀆰 ８４±０􀆰 ３３ １􀆰 ５５±０􀆰 １８∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 １６
当归芍药散含药血清中剂量组 ５０ １􀆰 ２５±０􀆰 ２７∗∗ １􀆰 １２±０􀆰 ３３∗∗ ０􀆰 ７４±０􀆰 １２∗∗

当归芍药散含药血清高剂量组 １００ １􀆰 １４±０􀆰 ２５∗∗ ０􀆰 ８８±０􀆰 ２６∗∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０９∗∗

　 　 注：与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

苓、 泽泻健脾利湿， 有化痰排浊功效， 利于肾浊排

出， 诸药合用具有滋补肝肾， 活血化瘀， 化痰通

络。 上世纪 ８０ 年代， 日本学者首先发现当归芍药

散能改善 ＡＤ 患者的运动障碍和认知功能下降［１８］，
随后国内外许多当归芍药散抗衰老的临床报道和实

验室研究资料表明［１９⁃２０］， 当归芍药散具有抗衰老

作用， 主要表现为提高学习记忆能力， 清除自由

基、 抗氧化， 增强海马神经突触可塑性等［１５］， 本

研究结果表明， 当归芍药散能抑制 Ａβ 引起细胞周

期失调和细胞凋亡， 具有神经保护作用。
本研究重点考察当归芍药散通过对 Ａβ 所导致

的神经元细胞周期再入和细胞凋亡的调控作用， 探

索中药复方当归芍药散防治神经退行性疾病的作用

机制， 故采用 Ａβ１－４２处理 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞构建 ＡＤ 细

胞模型。 Ｇ１ ／ Ｓ－特异性周期蛋白⁃Ｄ１ （Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１），
与细胞周期激活和 Ｇ１ ／ Ｓ 期进展相关。 当细胞进入

Ｓ 期后， 可 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 过表达可使细胞缩小， 缩短

Ｇ１ 期， 加速进入 Ｓ 期。 Ａβ 使 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 水平的增加

并使细胞脱离有丝分裂后期， 重新进入细胞周

期［２１］。 而正常的成年神经元细胞不再进入细胞周

期 （而是停留在 Ｇ０ 期）， 属于永久性的有丝分裂

后细胞， 神经元细胞周期的异常激活会导致细胞的

死亡［２２］。 在 ＡＤ 患者大脑中， ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的积累与

细胞周期激活相关， 并最终导致细胞的死亡［２３］。
同样有研究发现用 Ａβ 作用于 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 后， 细胞

周期进展不会超过 Ｓ 期， 并伴随着细胞的凋亡［２４］。
此外， ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的核定位功能使神经元能保持为终

末分化状态， 同时它的核入口调节功能在神经元细

胞周期退出中起到重要作用［２５］。 通过流式细胞术

检测细胞周期结果显示， Ａβ１－４２处理后， ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
细胞 Ｓ 期细胞数量显著增加， Ｇ２ ／ Ｍ 期显著减少，
表明 Ａβ 能促进 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞进入细胞周期， 但

大量停留在 Ｓ 期而没有进入 Ｇ２ ／ Ｍ 期， 表现为细胞

周期阻滞， 并可能进一步诱发细胞凋亡［２６］。 当归

芍药散含药血清干预后与模型组比较， Ｓ 期细胞数

量显著减少， Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量显著增加， 提示当

归芍药散含药血清干预后能改善 Ａβ１－４２诱导的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞周期再进入。 课题组推测， 可能的机制

是由神经元中 Ａβ 的刺激， 迫使神经元进入细胞周

期， 然而， 细胞周期功能失调阻碍了神经元的成功

分裂， 或者使它们变得脆弱， 导致神经元变性， 最

终死亡， 而当归芍药散能有效的减轻 Ａβ 引起的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞周期再进入和神经元凋亡。
抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 是线粒体凋亡的中心调控

因子并阻止 Ｂａｘ 和 Ｂａｋ 的同质寡聚化， 在 ＡＤ 患

者大脑中会出现下调［２７］ 。 Ｂａｘ 是 Ｂｃｌ⁃２ 家族的促

凋亡蛋白， Ｂａｘ 的过度表达可拮抗 Ｂｃｌ⁃２ 的保护效

应而使细胞趋于死亡。 研究表明 Ｂａｘ 易位 （激

活） 参与 Ａβ 诱导的细胞凋亡过程［２８⁃２９］ 。 Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２ ２ 种蛋白之间的比率是决定对细胞凋亡抑制

作用强弱的关键因素。 研究发现， Ａβ 会通过改

变线粒体核裂变和核聚变蛋白质促进氧化应激介

导的线粒体动力学损伤最终导致 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞凋

亡， 并伴随着 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比率的升高［３０］ 。 同时体

内实验发现 Ａβ 诱导的神经毒性的大鼠海马区的

Ｂａｘ ｍＲＮＡ 水平出现上升［３１］ 。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
对蛋白 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 进行检测， 结果显示 Ａβ１－４２处

理后促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达显著升高， Ｂａｘ 激活增

多， 抑制抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达， 使其表达显著

下降， 与模型组比较， 当归芍药散含药血清干预

后 Ｂａｘ 蛋白表达出现不同程度下降， 对 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白的抑制作用降低， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达出现不同程

度升高。 说明 Ａβ 通过对 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 的调节诱导

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡的发生， 当归芍药散对 Ａβ 诱

导的细胞凋亡具有保护作用。
本研究采用 Ａβ１－４２处理 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞构建 ＡＤ

细胞模型， 给予不同浓度当归芍药散含药血清干

预。 结果提示当归芍药散能明显减轻 Ａβ１－４２引起的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞损伤， 抑制细胞周期再进入和细胞

凋亡， 发挥神经保护作用。
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