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调心方对!淀粉样蛋白所致原代培养

海马神经元细胞毒模型的影响!

姚明忠 赵伟康

内容提要 目的：建立!淀粉样蛋白（.!）所致的神经细胞毒模型，探讨调心方的药效及作用机理。方

法：原代培养大鼠海马神经元，用-)"/"0／1聚集状态的.!,2(-建立神经细胞毒模型。采用乳酸脱氢酶

（134）释放量来检测神经元存活率，通过透射电镜、流式细胞仪检测判断神经元凋亡，应用免疫细胞化学法

研究凋亡相关基因的表达蛋白（5602-、578、62+9:）。结果：神经元经.!,2(-处理后，134释放增加；电镜显

示细胞体积缩小、染色质固缩、或浓聚成块状位于核周边、滑面内质网扩张；流式细胞仪检测可见亚二倍体

峰；5602-减少，而578与62+9:增加。调心方使134释放减少，电镜下具有凋亡形态特征的细胞减少，流式

细胞仪检测显示凋亡率下降，5602-增加，578减少，而62+9:变化不明显。四氢氨基吖啶（;4.）组神经元存

活率增加，但其他指标的变化不明显。结论：调心方对.!,2(-神经细胞毒有保护作用，可提高细胞存活率，

抑制凋亡，其抑制凋亡作用的机制可能是通过提高<602-、降低<78基因的蛋白表达而实现。;4.对神经元

存活率有提高作用，但抑制神经元凋亡的作用似不明显。调心方对抑制.!所致神经元凋亡明显优于;4.。
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调心方能显著改善!淀粉样蛋白（.!）诱导的大

鼠痴呆模型学习记忆障碍，提高.!大鼠下降的胆碱

乙酰转移酶（*C.;）活性和?受体MI值（,），但其作用
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机制还有待深入研究。由于目前早老性痴呆（!"）动

物模型的建立仍存在一定的问题，难以对中药进行深

入的药效和作用机理研究，本实验拟针对!"的病理

特征，根据“!!毒性说”，建立!!所致的神经细胞毒模

型，从神经细胞凋亡角度，探讨调心方的药效及作用机

理。

材料与方法

# 材 料 $%&’()孕 鼠 及 雄 性 成 年 大 鼠（体 重

*++"*,+-，上海中医药大学实验动物中心提供）。调

心方（由党参、桂枝、茯苓、远志、石菖蒲组成，每贴含生

药#./-，水煎后浓缩成每毫升相当于01.,-生药，由

上海市中医药研究院老年医学研究所提供）。"232
培养基、马血清、神经元基础培养基、450添加剂（6%78
9:／4;<），胎牛血清（杭州四季青公司），!!#8.5（*0=
孵育*天，使其变成聚集状态）、四氢氨基吖啶（>?!，

@%-A(公司），兔抗大鼠神经元特异性烯醇化酶（B@3）

多克隆抗体（CDAEF公司），兔抗大鼠49G85多克隆抗

体、兔抗大鼠4(H多克隆抗体、小鼠抗大鼠98IJK单克

隆抗体（@(K’(L)JM公司），@!4L免疫组化染色试剂

盒、"!4显色试剂盒（武汉博士德公司）。

5 方法

51# 大鼠海马神经元原代培养与鉴定 孕#N"
#/天$%&’()大鼠，取出胎鼠分离出双侧海马，+1#5,O
胰蛋白酶消化后在含#+O胎牛血清和#+O马血清的

"232培养液中吹打分散，调节细胞浓度至,P#+,／

AG，种植于涂有多聚赖氨酸的5.孔培养板中，置于

*0=、,OLQ5的培养箱内培养，5.R后更换为含5O
450添加剂的神经元基础培养基。培养#5天的神经

细胞经B@3免疫细胞化学（@!4L法）鉴定后，可见培

养细胞中染色阳性的神经元占/,O以上。

515 调心方含药血清的制备及剂量S效应的关

系 雄性$%&’()成年大鼠5+只，分为.组：生理盐水

组、调心方低、中、高剂量组。低、中、高剂量组分别以

成人等效剂量的5倍、*1,倍、,倍喂服大鼠。每天给

药5次，连续*天，末次给药后#R采血，分离血清。用

神经元存活率测定（T"!与UV双染法）研究剂量S效

应关系，观察到调心方低剂量组为最佳作用剂量。

51* 细胞分组及药物干预 神经元培养至#5
天，分 为.组：正 常 组、模 型 组（!!#8.5）、>?! 组

（+1#,AA:G／<>?!加!!#8.5）、调心方组（调心方药

物血清加!!#8.5）。!!#8.5的终浓度为5,#A:G／<，处

理5.R。

51. 调心方对!!所致神经元存活率的影响

采用乳酸脱氢酶（<"?）释放量测定（5）。

51, 调心方对!!所致神经元凋亡的影响

51,1# 透射电镜观察。

51,15 流式细胞仪检测 神经元分为*组：正常

组、模型组、调心方组。检测6+／6#期之前的亚二倍

体峰，根据亚二倍体峰含有的细胞量计算凋亡百分率。

51W 调心方对!!所致神经元凋亡相关基因表

达蛋白（49G85、4(H、98IJK）的影响 采用@!4L法（*）。

510 图 像 处 理 与 结 果 分 析 采 用 <3VL!
X,++V$图像分析系统分析积分光密度（VQ"），所得

数据用@U@@/1+统 计 软 件 进 行 方 差 分 析（:KE8Y(D
!BQZ!）。

结 果

# 调心方对!!所致神经元存活率的影响 正

常组、模型组、>?!组、调心方组的!*.+变化值（!![
"，#\W）分别为+1+,00[+1++//、+155.+[+1+5,0、

+1#0#5[+1+*.,、+1#+.N[+1+#,N。模型组神经元存

活率较正常组显著降低（!*.+变化值增加，$"+1+#）；

>?!组、调心方组较模型组存活率显著升高（!*.+变

化值减小，$"+1+#）；调心方组与>?!组之间比较差

异有显著性（$"+1+#）。

5 调心方对!!所致神经元凋亡的影响

51# 透射电镜观察结果 神经元经!!处理后

出现凋亡细胞特征：细胞体积缩小，染色质固缩，或浓

聚成块状位于核周边，滑面内质网扩张，其他细胞器结

构基本完好。与模型组比较，电镜下调心方组具有凋

亡特征的细胞有所减少，而>?!组的变化不明显。

515 流式细胞仪检测结果 神经元经!!处理

后在6#峰左侧出现亚二倍体峰。正常组、模型组、调

心方 组 的 神 经 元 凋 亡 率（O）分 别 为#1,+、*,1//、

#N15*。调心方组的凋亡率较模型组降低了#010WO。

* 调心方对!!所致神经元凋亡相关基因表达

蛋白49G85、4(H、98IJK的影响 见表#。（#）49G85：模

型组较正常组显著降低（$"+1+#）；调心方组较模型

组显著升高（$"+1+#），>?!组有升高趋势，但差异

无显著性（$#+1+,）。（5）4(H：与正常组比较，模型组

显著升高（$"+1+#）；与模型组比较，调心方组显著降

低（$"+1+#），>?!组有降低趋势，但差异无显著性

（$#+1+,）。（*）98IJK：与正常组比较，模型组显著升

高（$"+1+#）；与模型组比较，调心方组、>?!组均有

降低趋势，但差异无显著性（$#+1+,）。
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表! 调心方对!!所致神经元凋亡相关基因表达蛋白"#$%&、"’(、#%)*+影响的积分光密度（,-.）分析 （!!/"）

组别
,-.

"#$%& "’( #%)*+
正常 0123456/789458 5&28488/0&142& 5211483/29&476
模型 5232493/0814&0" 1919450/739451" &987437/293468"

:;! 5361430/607468 1190430/031419 &67&410/023492
调心方 1018490/00&49&# &03&411/27341&# &139408/0&6407

注：与正常组比较，"#$8485；与模型组比较，##$8485；每组样本数为6

讨 论

调心方由党参、桂枝、茯苓、远志、石菖蒲组成，具

有益心气、振心阳、化痰浊、通心窍之功效（2）。

鉴定!!神经毒作用，首先要检测!!是否损伤了

培养的神经元，可用细胞存活率来判断。研究经<.;
释放量测定可看到!!具有神经毒作用，损伤了培养

神经元，使细胞存活率降低。

!!的神经毒性机制非常复杂，通过上述方法还不

能区分神经元损伤的类型，即无法区分坏死与凋亡。

本研究应用了透射电镜观察、流式细胞仪检测，显示

!!处理神经元后，出现了凋亡的特征，因此可判断

&0"=>$／<聚集状态的!!引起的神经元损伤类型主要

是凋亡，即凋亡是神经元存活率降低的重要原因。

细胞凋亡作为许多生理、病理现象的最终结局，其

调节也比较复杂。?#$%&是一个公认的凋亡抑制基因，

?’(是?#$%&家族中与?#$%&功能相反的一个基因，可

促进细胞凋亡。"#$%&／"’(组成一个平衡体系，"’(过

剩则细胞凋亡加重，而"#$%&过多 则 细 胞 凋 亡 被 抑

制（0）。#%@*+是即刻早期反应基因（,AB），它们对细胞

内外的各种刺激和.C!损伤做出反应，表达增加。#%
)*+和#%D>E编码蛋白组成异源二聚体，称为!F%5，

!F%5是一个重要的转录因子，结合于.C!上可诱导

细胞凋亡（6）。本研究观察到!!可以使"#$%&减少，而

"’(、#%)*+增加，表明!!诱导的神经元凋亡是通过一

些凋亡相关基因表达的改变来实现。

研究发现调心方使神经元<.;释放量减少，表明

调心方对!!神经毒具有保护作用。通过凋亡指标的

观察，发现调心方减轻了!!所致的神经元凋亡。提

示调心方提高神经元存活率，可通过减轻!!引起的

神经元凋亡来实现。

在凋亡相关基因的蛋白表达研究中发现，调心方

可提高"#$%&，降低"’(，通过对这些凋亡相关基因表

达的调控，来抑制!!诱导的神经元凋亡。实验中调

心方对#%)*+调控作用不明显，可能是对#%)*+无调控

作用，也可能是由于#%@*+属于即刻早期反应基因，处

理&2G后其表达变化的高峰已过。

:;!对部分!.患者有改善症状作用（3）。本研

究观察到:;!对!!5%2&引起神经毒作用有保护作

用，可提高神经元存活率。但对!!5%2&诱导的海马神

经元凋亡，:;!的抑制作用似不明显。
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