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摘要： 目的　 探讨补肾活血汤延缓耳蜗毛细胞株 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 衰老的潜在机制。 方法　 应用 Ｄ⁃半乳糖建立衰老 ＨＥＩ⁃ＯＣ１
细胞模型， 设立对照组、 模型组、 补肾活血汤组、 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组和补肾活血汤＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组。 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测

细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 水平， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测细胞 ＲＯＳ 水平， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染流式细胞术检测细胞

凋亡率， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， 模型组 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性、 ＲＯＳ 水平、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
和 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平、 细胞凋亡率、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白表

达、 Ｐ６２ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组均可改善以上指标 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其

中补肾活血汤＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组作用最为显著， 而补肾活血汤组与 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组之间比较无差异。 结论　 补肾活血汤

可通过促进自噬、 抑制凋亡和减轻氧化应激损伤延缓 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞的衰老， 其机制可能与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号

通路有关。
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　 　 老年性聋是老年人最常见的感觉障碍之一， 其发病机

制十分复杂， 迄今为止， 能减轻耳蜗神经细胞损伤、 延缓

听觉功能减退的治疗措施相对较少［１］ 。 中医学认为老年性

聋属于 “耳鸣” “耳聋” 范畴， 肾虚血瘀是其主要病机，
补肾活血、 化瘀开窍是其主要治法［２］ 。 近年来研究发现，
补肾活血汤治疗老年性聋在临床上应用广泛且疗效显著，
但是有关其作用机制和途径的研究却鲜见报道［３］ 。 既往

研究发现， 补肾活血汤可通过抑制凋亡来延缓耳蜗毛细胞

株 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 的衰老［４］ ， 而 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路可通

过调控自噬与凋亡在细胞增殖和生长方面发挥重要作

用［５］ 。 因此， 通过药物调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路，
从而对耳蜗神经细胞起到精准靶向保护， 有可能在老年性

聋的防治工作中发挥重要作用。 本实验以体外培养小鼠耳

蜗来源的耳蜗毛细胞株 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 为对象， 应用 Ｄ⁃半乳糖

（Ｄ⁃ｇａｌ） 诱导建立衰老细胞模型， 深入探讨 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 信号通路在补肾活血汤改善 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞衰老中的

发挥作用， 以期为临床上应用补肾活血汤治疗老年性聋提

供依据。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 小鼠耳蜗毛细胞株 ＨＥＩ⁃ＯＣ１， 由美国豪斯耳

研所 Ｆｅｄｒｉｃｏ Ｋａｌｉｎｅｃ 教授惠赠。
１􀆰 ２　 实验动物　 ４ 周龄 ＳＰＦ 级健康 ＳＤ 大鼠 ４０ 只， 雌雄各

半， 体质量 （１５０± ２０） ｇ， 购自河南华兴动物养殖中心，
动物合格证号 ４１０９８１２０１１０００１１４７７， 实验动物使用许可证

号 ＳＹＸＫ （豫） ２０２０⁃０００２， 饲养于河南中医药大学 ＳＰＦ 级

动物实验室， 室温 （２３±２）℃， 自由饮食和摄水， 适应性

饲养 ７ ｄ。 研究方案由河南中医药大学实验动物伦理委员会

批准 （编号 ＤＷＬＬ２０２１０６２０２）， 实验过程遵循实验室规则，
对实验动物遵循 ３Ｒ 原则给予人道关怀和保护。
１􀆰 ３　 药物　 补肾活血汤配方颗粒 （熟地黄 １８ ｇ、 菟丝子

１８ ｇ、 杜仲 ６ ｇ、 肉苁蓉 ６ ｇ、 枸杞子 ６ ｇ、 补骨脂 １８ ｇ、 山

萸肉 ６ ｇ、 独活 ６ ｇ、 当归 ６ ｇ、 红花 ３ ｇ、 没药 ６ ｇ）， 购自

四川新绿色药业科技发展有限公司。
１􀆰 ４　 试剂 　 Ｄ⁃ｇａｌ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 Ｇ５３８８）； 胎牛

血清 （ＦＢＳ）、 ＤＭＥＭ （高糖） 培养基、 胰蛋白酶 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １００９９１３３Ｃ、 １１９９５０４０、 ２５２０００５６）； ＲＯＳ
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活性氧检测试剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号

Ｓ００３３）； ＡｎｎｅｘｉｎＶ ／ ＰＩ 双染试剂盒、 ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司， 批号 Ｖ１３２４１、 １５５９６０２６）； ＬＹ２９４００２ （美国 ＭＣＥ 公

司， 批号 ＨＹ⁃１０１０８）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （武汉赛维尔生物科技

有限公司， 批号 ＧＢ１２００２）； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ｐ８５ （ Ｔｙｒ４５８） ／ ｐ５５
（ Ｔｙｒ１９９ ）、 ＰＩ３Ｋ ｐ８５、 ｐ⁃Ａｋｔ （ Ｓｅｒ４７３ ）、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ
（Ｓｅｒ２４４８）、 ｍＴＯＲ 抗体 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司， 批号 １７３６６、 ４２５７、 ４０６０、 ９２７２、 ５５３６、 ２９８３）； Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ３２５０３、 ａｂ１８２８５８）；
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （南京诺唯赞生物科技

股份有限公司， 批号 Ｒ３２３）； 反转录反应试剂盒 （美国

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司， 批号 Ｋ１６２２）。
１􀆰 ５　 仪 器 　 Ｆｏｒｍａ ３１１１ 型水套式 ＣＯ２ 培养箱 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 流式细胞分析仪 （美国 ＢＤ 公司）； 凝胶成

像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （瑞
士 Ｒｏｃｈｅ 公司）； Ｔａｎｏｎ ６６００ 发光成像工作站 （上海天能科

技有限公司）； 倒置显微镜 （日本奥林巴斯公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 补肾活血汤含药血清制备　 大鼠随机分为补肾活血汤

含药血清组和空白血清组， 每组 ２０ 只， 按人与大鼠体表面

积换算， 含药血清组大鼠灌胃给予补肾活血汤 ７􀆰 ４１ ｇ ／ ｋｇ
（临床等效剂量）， 每天 ２ 次， 连续 ７ ｄ； 空白血清组大鼠灌

胃给予等体积蒸馏水， 于末次给药后 １ ｈ， 无菌条件下腹主

动脉取血， 室温静置 ２ ｈ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上

清， ５６ ℃灭活 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌， 分装

后于－２０ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法筛选补肾活血汤含药血清最佳浓度和作用时

间　 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 于

３３ ℃、 １０％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养， 观察细胞融合度

达 ８０％ ～９０％ 后， 胰酶消化传代并继续培养。 取对数生长

期 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞， 按照 ５×１０４ ／ ｍＬ 密度接种于 ９６ 孔板中，
实验设 ６ 个复孔， 分为对照组和药物组， 设置观察时间为

１２、 ２４、 ３６ ｈ。 对照组先加入 ４ μＬ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ Ｄ⁃ｇａｌ； 药物

组先以不同浓度补肾活血汤含药血清 （１０％ 、 ２０％ 、 ３０％ ）
处理 ０􀆰 ５ ｈ， 再加入 ４ μＬ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ Ｄ⁃ｇａｌ， 再加完全培养

基， 每孔体系为 ２００ μＬ， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中继

续孵育 ３６ ｈ。 作用结束后， 每孔加 ２０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ，
继续置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ４ ｈ， 弃上清液， 每

孔加 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 脱色摇床上振荡 １０ ｍｉｎ， 完全混匀。
全波长酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值， 计算

细胞活力。
２􀆰 ３　 分组及给药 　 选用第 ２ ～ ４ 代 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞， 分为 ５
组， 对照组用 ＤＭＥＭ 培养基培养 ２４ ｈ； 模型组用 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ
Ｄ⁃ｇａｌ＋ＤＭＥＭ 培养基孵育 ２４ ｈ； 补肾活血汤组用 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ
Ｄ⁃ｇａｌ＋２０％ 补肾活血汤含药血清＋ＤＭＥＭ 培养基孵育 ２４ ｈ；
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组用 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ Ｄ⁃ｇａｌ ＋ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＹ２９４００２
（ＰＩ３Ｋ 抑制剂） ＋ＤＭＥＭ 培养基孵育 ２４ ｈ； 补肾活血汤＋
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组用 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ Ｄ⁃ｇａｌ＋２０％ 补肾活血汤含药血

清＋２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＹ２９４００２＋ＤＭＥＭ 培养基孵育 ２４ ｈ。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 水平　
取各组对数生长期的 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞接种于 ６ 孔板， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ２４ ｈ。 弃去原培养液， ＰＢＳ
洗涤 ２ 次， 消化离心后收集细胞， 加入细胞裂解液 （１５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、 １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， ｐＨ ８􀆰 ０）， ４ ℃离心， 取上清液， 参照试剂盒

说明书检测细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ５　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测细胞 ＲＯＳ 水平 　 各组细胞用不含

ＥＤＴＡ 的胰酶消化后， ４ ℃、 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集

细胞， 每个样本中加入 １􀆰 ５ ｍＬ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 工作液，
于 ３７ ℃避光孵育 ２０ ｍｉｎ， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 小心弃

染色反应液， 每孔加入 ２００ μＬ ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 再用 ２００ μＬ
ＰＢＳ 重悬细胞。 半个小时内用 ＢＤ 小型流式细胞仪检测

１０ ０００个细胞中的荧光信号值， 得出峰移曲线。
２􀆰 ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染流式细胞术检测细胞凋亡

率　 收集各组细胞， 用 ４ ℃预冷的 ＰＢＳ 清洗， ４ ℃、 １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， 加入 １×的 Ａｎｎｅｘｉｎ 结合液重悬

细胞， 调整密度至 １×１０６ ／ ｍＬ， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 １ μＬ
１００ μｇ ／ ｍＬ ＰＩ 工作液至每 １００ μＬ 的细胞悬液中， 室温孵育

１５ ｍｉｎ， 补充 Ａｎｎｅｘｉｎ 结合液至 ４００ μＬ， 采用流式细胞仪检

测 １×１０４ 个细胞， 利用 Ｃｅｌｌ Ｑｕｅｓｔ 软件进行分析， 计算细胞

凋亡率。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白表达　 将各组细胞以每孔 ８×１０４ 个的密

度接种于 ９６ 孔板中， 按 “２􀆰 ３” 项下分组给药， ２４ ｈ 后收

集细胞， ＰＢＳ 洗涤 １ 次， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， 使

用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， 加 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 煮沸 １０ ｍｉｎ
致蛋白变性。 使用 ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品蛋白

后， 湿转至 ＰＶＤＦ 膜， 用 ５％ 脱脂奶封闭 ２ ｈ， 加入 １ ∶
１ ０００稀释的 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ｍＴＯＲ
和 ＧＡＰＤＨ 一抗， 于 ４ ℃孵育过夜， 次日将膜与 ＨＲＰ 偶联

的二抗 （１ ∶ １ ０００） 孵育 ５０ ｍｉｎ， 通过增强化学发光法检

测印迹中的阳性条带， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参分析各蛋白相对

表达。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ
表达　 各组细胞用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次后， 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总

ＲＮＡ， 然后将得到的 ｍＲＮＡ 进行反转录反应， 反应条件为

５０ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ２ ｍｉｎ。 反转录后的 ｃＤＮＡ 采用实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪检测各组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ 表达量， 扩增反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃ １０ ｓ，
６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环， 得到扩增曲线与 ＣＴ 值。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算各基因 ｍＲＮＡ 相对表达，
引物序列见表 １。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ ｘ±ｓ） 表示， 所有实验数据均进行正态性检

验， 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。
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表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ
Ｂｅｃｌｉｎ１ 正向 ＴＧＴＴＴＧＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧＡＧＣＡ １４９

反向 ＡＴＧＧＡＡＧＧＴＣＧＣＡＴＴＧＡＡＧＡ
Ｐ６２ 正向 ＡＡＧＣＣＧＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧＴＴＧ １３７

反向 ＧＣＴＴＧＧＣＣＣＴＴＣＧＧＡＴＴＣＴ
Ｂｃｌ⁃２ 正向 ＴＴＴＣＴＣＴＣＴＴＴＣＧＧＣＣＧＴＧＧ １６１

反向 ＧＡＣＡＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＧＡＣＧＣＴ
Ｂａｘ 正向 ＧＣＴＴＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧ １５６

反向 ＧＧＣＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＣＴＣＴＧ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ １２４

反向 ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度补肾活血汤含药血清的细胞活力 　 与对

照组比较， １０％ 补肾活血汤含药血清组在 ３ 个时间点的

细胞活力无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５） ； ２０％ 补肾活血汤含药

血清在作用 ２４ ｈ 后细胞活力下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） ；
３０％ 补肾活血汤在 ３ 个时间点的细胞活力均下降 （ Ｐ＜

０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） ， 表明细胞活力随着补肾活血汤含药血

清浓度和作用时间的增加而逐渐下降， 因此本实验选用

细胞活力相对稳定的 ２０％ 补肾活血汤作用 ２４ ｈ 进行后

续实验， 见表 ２。
表 ２　 不同浓度补肾活血汤含药血清的细胞活力（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 １２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０３

１０％ 补肾活血汤组 ０􀆰 ９７±０􀆰 ０４ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０２ １􀆰 ０２±０􀆰 ０３
２０％ 补肾活血汤组 ０􀆰 ９２±０􀆰 １１ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０６△ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０９△

３０％ 补肾活血汤组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０５△ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０４△△ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０７△△

　 　 注： 与对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 补肾活血汤对细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 水平的

影响　 与对照组比较， 模型组细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各

给药组细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以补肾活血汤＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组

作用最为显著， 见表 ３。
表 ３　 各组细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ－１） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）
对照组 １１５􀆰 ６７±０􀆰 ８１ ５７􀆰 ９０±１３􀆰 ０８ ３６􀆰 ７９±９􀆰 ５０
模型组 ６６􀆰 ０２±０􀆰 ５０∗∗ ２０􀆰 ０９±７􀆰 ２７∗∗ ８９􀆰 １３±１５􀆰 ２６∗∗

补肾活血汤组 ９１􀆰 ９２±０􀆰 ７２＃ ４６􀆰 ３７±１０􀆰 ２８＃＃ ４７􀆰 ５８±１１􀆰 ４８＃＃

ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ９３􀆰 １３±０􀆰 ６５＃ ４７􀆰 ２６±１１􀆰 ３１＃＃ ４５􀆰 ２０±１１􀆰 ５９＃＃

补肾活血汤＋ ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 １１０􀆰 ４８±０􀆰 ８８＃＃ ５２􀆰 ４７±１２􀆰 ４７＃＃ ３９􀆰 ２３±１０􀆰 ３６＃＃

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

３􀆰 ３　 补肾活血汤对细胞 ＲＯＳ 水平的影响　 与对照组比较，
模型组细胞 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各

给药组细胞 ＲＯＳ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 Ｄ⁃ｇａｌ 能诱导

ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞的氧化应激损伤， 而补肾活血汤可以减轻氧

化应激损伤， 见图 １。

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

图 １　 补肾活血汤对细胞 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ４　 补 肾 活 血 汤 对 细 胞 凋 亡 率 的 影 响 　 与 对 照 组

（５􀆰 ７７％ ） 比较， 模型组细胞凋亡率升高， 为 ２８􀆰 ７６％ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 补肾活血汤组、 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组和

补肾活血汤＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
分别为 １４􀆰 ９５％ 、 １４􀆰 ４４％ 、 ７􀆰 ９２％ ， 提示补肾活血汤可以通

过降低细胞凋亡而减轻 Ｄ⁃ｇａｌ 引起的 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞衰老，
见图 ２。
３􀆰 ５　 补肾活血汤对细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路蛋白表达的

影响　 与对照组比较， 模型组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白表达比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 各给药组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋

白表达比值均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且补肾活血汤＋
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组作用最显著， 见图 ３。
３􀆰 ６　 补肾活血汤对细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ
表达的影响 　 与对照组比较， 模型组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达升高
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 补肾活血汤对细胞凋亡率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为补肾活血汤组， Ｄ 为 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组， Ｅ 为补肾活血汤＋ＰＩ３Ｋ

抑制剂组。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 补肾活血汤对细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
４　 讨论

老年性聋是由于衰老而引发的听觉功能障碍， 属中医

“耳聋” 范畴， 肾气亏虚和气滞血瘀是老年性聋的主要病

机［６］ 。 补肾活血汤组方严谨， 配伍得当， 山茱萸、 熟地黄

为君， 意在补肾益精； 枸杞子、 菟丝子、 杜仲、 补骨脂等

为臣， 温肾而养耳窍； 配合当归、 没药、 红花通利血脉，
上述诸药合用发挥补肾填精、 活血通络之功效， 切合肾虚

血瘀致听觉衰老的病机， 因此在临床上对老年性聋有较好

的疗效。
研究表明， 细胞自噬、 凋亡和氧化应激三者的交互作

用是老年性聋的主要发病机制［７⁃８］ 。 当自噬减弱与凋亡增强
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　 　 　 　 　 表 ４　 各组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ｍＲＮＡ Ｐ６２ ｍＲＮＡ Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ Ｂａｘ ｍＲＮＡ

对照组 １􀆰 ０１±０􀆰 ０４ １􀆰 ０１±０􀆰 ０３ １􀆰 ０１±０􀆰 ０６ １􀆰 ０１±０􀆰 ０４
模型组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２∗∗ ２􀆰 ７７±０􀆰 ２５∗∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３∗∗ ２􀆰 ７３±０􀆰 ３２∗∗

补肾活血汤组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ４３±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６＃ １􀆰 ５１±０􀆰 １７＃＃

ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ０􀆰 ８４±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ３５±０􀆰 １４＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ４４±０􀆰 ０９＃＃

补肾活血汤＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ０􀆰 ９３±０􀆰 １１＃＃ １􀆰 １２±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０７＃＃ １􀆰 １８±０􀆰 １０＃＃

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

时， 机体不能及时消化受损的线粒体和过氧化物酶体， 造

成活性氧产生增多， 从而攻击线粒体 ＤＮＡ， 加速染色体的

破坏， 加重了有害物质对细胞的损伤， 导致机体不能正常

运转， 是诱发听觉细胞衰老死亡的重要原因［９⁃１０］ 。 实验研

究发现， 补肾活血汤可通过调节细胞自噬与凋亡的平衡来

实现对衰老耳蜗细胞的保护作用［１１］ ， 但这种调节机制是通

过何种信号通途实现的尚不清楚。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 可招募其他蛋白

形成自噬体， 是启动自噬的关键蛋白［１２］ ， 而 Ｐ６２ 是自噬配

体蛋白， 可锚定在待降解蛋白上， 自噬发生时会被溶酶体

降解， 因此， 其表达降低表明自噬流下游通畅［１３］ 。 Ｂｃｌ⁃２ 与

Ｂａｘ 分别是重要的抑凋亡基因和促凋亡基因［１４⁃１５］ 。 随着年

龄的增长， 耳蜗毛细胞线粒体的抗氧化能力下降， ＳＯＤ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低， ＭＤＡ 水平升高， 从而导致 ＲＯＳ 聚集，
引起耳蜗毛细胞的丢失与变性［１６］ 。 本实验结果显示， 与模

型组比较， 各给药组均能上调 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达，
下调 Ｐ６２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达， 降低细胞凋亡率、 ＲＯＳ 和

ＭＤＡ 水平， 提高 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， 其中补肾活血汤组＋
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组作用最为显著。 以上结果表明， 补肾活血汤

含药血清能减轻 Ｄ⁃ｇａｌ 对 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞的氧化应激损伤，
其机制可能是通过增强自噬和抑制细胞凋亡实现的。

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 是参与自噬和凋亡调控的重要信号通

路之一［１７］ 。 ＰＩ３Ｋ 是该信号通路上的关键蛋白， 可作为第二

信使来调节细胞的生长、 增殖和代谢［１８］ 。 Ａｋｔ 是 ＰＩ３Ｋ 下游

的关键蛋白， ＰＩ３Ｋ 激活后生成 ＰＩＰ３ 与 Ａｋｔ 的结构域相互识

别， 激活的 Ａｋｔ 由细胞膜转移到细胞质或细胞核内， 进而

继续靶向调控下游信号分子 （如 ｍＴＯＲ）， 调控细胞的生命

活动［１９⁃２０］ 。 本实验选择 ＰＩ３Ｋ 抑制剂阻断 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
信号通路， 以此验证补肾活血汤对自噬和凋亡的调控机制

与该信号通路的相关性。 研究结果显示， 与模型组比较，
ＰＩ３Ｋ 抑制剂组 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ
蛋白表达比值降低， 补肾活血汤组能达到和 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组

相同的效果， 且补肾活血汤和 ＰＩ３Ｋ 抑制剂具有协同促进作

用， 说明当 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路被阻断后， Ｄ⁃ｇａｌ 对 ＨＥＩ⁃
ＯＣ１ 细胞的自噬抑制作用和凋亡激活作用被削弱， 而补肾

活血汤可能与 ＰＩ３Ｋ 抑制剂相似， 发挥抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 通路磷酸化水平的作用。

综上所述， 本研究发现补肾活血汤可能通过调控

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路的相关基因和蛋白表达， 增强衰

老 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞的自噬， 减轻细胞凋亡和氧化应激损伤，
从而达到延缓 Ｄ⁃ｇａｌ 对 ＨＥＩ⁃ＯＣ１ 细胞衰老的作用。
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摘要： 目的　 研究复方丹皮酚纳米乳对人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤生长的影响。 方法　 建立 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤

模型， 将小鼠随机分为模型组， 康莱特注射液组 （１ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 复方丹皮酚纳米乳低、 中、 高剂量组 （４８、 ９６、
１９２ ｍｇ ／ ｋｇ）。 从给药当天开始， 每 ５ ｄ 测量移植瘤最长径和最短径， 计算肿瘤体积， 绘制生长曲线。 给药结束后取肿

瘤组织， ＨＥ 染色观察其细胞形态变化， 免疫组化法检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 复方

丹皮酚纳米乳高剂量组能抑制肿瘤体积的增长； 中、 高剂量组肿瘤细胞核分裂相减少， 细胞坏死和凋亡增多， Ｂａｘ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 复方丹皮酚纳米乳能促

进 Ａ５４９ 裸鼠移植瘤细胞坏死和凋亡， 抑制细胞生长， 其作用机制可能是促进 Ｂａｘ 蛋白表达， 抑制 ＣＯＸ⁃２、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达。
关键词： 复方丹皮酚纳米乳； 人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞； 移植瘤； Ｂａｘ； Ｂｃｌ⁃２； ＣＯＸ⁃２
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　 　 据报道， ２０１８ 年全球新增癌症患者 １ ８１０ 万， 有 ９６０
万人因癌症死亡， 其中肺癌发病人数和死亡人数均居恶性

肿瘤首位［１］ 。 因肺癌早期症状体征不典型， 大部分肺癌患

者首诊时已处于中晚期［２］ 。 目前， 放、 化疗仍为肺癌的主

要治疗手段， 但通常会产生严重的副作用， 近年来出现的

新型靶向药物因价格昂贵而大大限制了其在临床的推广应

用。 现代研究表明中医药在治疗肺癌方面具有多环节、 多

靶点的作用特点， 可有效改善患者的临床症状， 提高患者

的生活质量， 延长生存期［３⁃５］ 。
丹皮酚是毛莨科植物牡丹根皮和萝摩科植物徐长卿干

燥根或全草的主要活性成分， 可有效对抗各种消化道恶性

肿瘤［６］ ， 并在体外抑制肺癌细胞增殖， 诱导肺癌细胞凋

亡［７］ 。 灵芝多糖是多孔菌科灵芝属真菌菌丝体的次生代谢

产物， 具有抗肿瘤和免疫调节作用［８⁃１０］ ， 可有效抑制非小

细胞肺癌 Ａ５４９ 和 ＮＣＩ⁃Ｈ１２９９ 细胞的增殖、 迁移和侵袭能

力。 目前丹皮酚在临床应用的制剂主要为丹皮酚片、 丹皮

酚乳膏和丹皮酚注射剂， 但是丹皮酚为脂溶性药物， 口服

给药生物利用度低， 而注射剂稳定性差且用药剂量大。 课

题组前期将脂溶性丹皮酚和水溶性灵芝多糖作为有效成分，
制成复方丹皮酚纳米乳， 发现此乳剂药物含量高、 稳定性

好、 分散均匀、 生物利用度高。 药效学实验显示， 复方丹

皮酚纳米乳对人源肺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤具有一定的

抑制作用［１１］ ， 体外可抑制 Ａ５４９ 细胞的增殖， 诱导细胞周

期阻滞和细胞凋亡［１２］ 。 但是， 复方丹皮酚纳米乳对肿瘤相
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