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调心方药物血清对动物阿尔茨海默病相关的

012蛋白磷酸化的调节作用!

朱粹青 曹小定

内容提要 目的：研究调心方对动物阿尔茨海默病相关的012蛋白磷酸化的调节及其可能的作用机制。

方法：采用冈田酸（34151671765）处理!-.’&细胞模型，899比色法、蛋白印迹法、免疫共沉淀等方法进行

测定。结果：899方法观察到磷酸脂酶抑制剂冈田酸（*’:;"<／=）处理!-.’&细胞.*>能导致细胞活性明

显下降，调心方药物血清能改善细胞的活性；多种012蛋白抗体免疫印迹法见调心方药物血清能逆转冈田酸

导致的!-.’&细胞012蛋白过度磷酸化。免疫共沉淀研究观察到调心方提取液抑制012蛋白与可调节012
蛋白磷酸化的早老蛋白?.（@ABCB:6<6:?.）的结合。结论：调心方能抑制012蛋白的过度磷酸化，其部分机制可

能与调心方调节早老蛋白?.与012蛋白结合有关。
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阿尔茨海默病（J<R>B6;BA56CB1CB，JV）是一种以

脑内老年斑的大量沉积、大量神经原纤维缠结形成、神

经元缺失为主要脑病理特征的进行性的神经系统退化

性疾病（.），其中神经原纤维缠结的数量明显与痴呆程

度相关联（*）。神经原纤维缠结主要由超磷酸化的012
蛋白组成。为了解调心方（$）治疗阿尔茨海默病的机

理，本研究就调心方对012蛋白磷酸化的影响进行了

研究。

材料和方法

. 材料

.W. 动物 雄性TV大鼠，体重*(’!*,’I，昆明

种雄性小鼠，体重*’!*)I，原上海医科大学动物中心

提供。

.W* 药物及药物血清制备 调心方由党参、茯

苓、甘草、石菖蒲、远志中药组成（(）。调心方提取液生

药含量为/W(I／;<（上海中医药大学 老 年 研 究 所 提

供）。用调心方提取液分别以小剂量（*,I生药／4I体

重），中剂量（(,W(I生药／4I体重），大剂量（,,I生药／

4I体重）大鼠灌胃$天，每天*次，最后.次给药.>
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后取血，分离药物血清。

!"# 细胞株 大鼠神经母细胞和小鼠胶质细胞

瘤细胞的杂交细胞系$%!&’（中国科学院细胞研究所

提供）。

( 观察项目及方法

("! 细胞代谢分析 采用)**法。接种于+,
孔板（!-,）的$%!&’细胞经以下处理：（!）分别加入

含(&./01／2冈田酸（345/6公司产品）及&!(&7的

调心方提取液的!,8&培养液!&&"1，培养!(9；（(）加

入含(&7正常大鼠血清或不同药物血清的(&./01／2
冈田酸:!,8&培养液，培养!(9。)**显色，在;<&处

测=>值。数据用"检验。

("( ?6@蛋白磷酸化分析 采用免疫印迹方法。

细胞用含不同浓度的冈田酸，或含(&./01／2冈田酸

与含(&7正常大鼠血清或药物血清的细胞培养液培

养!(9。细胞裂解液裂解细胞（;），离心取上清液，AB6C:
D0BC法蛋白定量，用抗?6@蛋白单克隆抗体（?6@1识别

?6@的 非 磷 酸 化 的 3EB!++／(&(位 点，FGH!识 别

3EB#+,／8&8磷酸化位点，I;识别3EB#+,位磷酸化）进

行免疫印迹分析。

("# ?6@蛋白与早老蛋白:!结合分析 采用免

疫共沉淀法。小鼠大脑皮层组织加入预冷的细胞裂解

液匀浆，离心取上清液，上清液中分别加入终浓度为

&、&"!7、!7、;7、!&7的调心方提取液，8J孵育(9。

用早老蛋白:!抗体（36.?6KB@L）和3EM96B0NEFB0?E4.:%
（F96B/6K46）进行免疫沉淀（;）。取沉淀用免疫印迹法

分析其中的?6@蛋白。

结 果

! 调心方对细胞活性的调节作用 )**法检测

显示冈田酸能明显抑制细胞活性，=>值由正常对照

的&"(+&O&"&(;降为&"(&(O&"&(;（#!&"&;）。而

调心方提取液可改善冈田酸导致的细胞活性的下降，

在&"!7!!7浓度范围作用有加强〔=>值为（&"(&<
O&"&(!）!（&"(!8O&"&(<）〕；而!&7浓度的调心方

提取液作用反而减小（=>值为&"(!&O&"&((）。但各

数据与单纯冈田酸组比较差异无显著性。

用冈田酸和不同剂量调心方血清共同处理细胞，结

果显示与单纯冈田酸对照组（=>值为&"(&;O&"&!+）相

比调心方血清低剂量组细胞活性增加（=>值为&"(8#
O&"&(,，#!&"&;），中剂量组进一步增强（=>值为

&"(;+O&"&!+，#!&"&!），而高剂量组（=>值为&"(8(
O&"&#&）的效应却比中剂量组有所下降。

( 调 心 方 抑 制 冈 田 酸 诱 导?6@蛋 白 磷 酸 化

$%!&’细胞经冈田酸处理后，用FGH!抗体免疫印迹

检测。结果观察到(&./01／2冈田酸处理样品可使

$%!&’细胞的8(!;&P>的?6@蛋白磷酸化程度明显

加强。用调心方药物血清和冈田酸共同处理细胞后，

用I;抗体免疫印迹显示药物血清能逆转冈田酸诱导

8(!;&P>的?6@蛋白3EB#+,位点的磷酸化（见图

!Q）。FGH!抗体同样表明（见图!A）药物血清可减少

?6@蛋白3EB#+,／8&8位点的磷酸化。?6@1抗体显示

药物血清可增加$%!&’细胞3EB!++／(&(位点非磷酸

化的?6@蛋白组份（见图!I）。

图! 调心方对?6@蛋白磷酸化的影响

Q：$%!&’细胞用冈田酸（(&./01／2）R(&7正常大鼠血清培养!(9；A：冈田酸R(&7低剂量调心方药物血清；I：冈田酸R(&7
中剂量调心方药物血清；I;和FGH!都是识别?6@蛋白磷酸化位点的单克隆抗体，显示调心方药物血清可减少?6@蛋白磷酸化；而

识别?6@蛋白去磷酸化位点的?6@1抗体显示药物血清使去磷酸化?6@增加
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图! 调心方对早老蛋白"#与$%&蛋白结合的影响

小鼠脑匀浆液中分别不加（’）中药提取液，或分别加入终

浓度为()#*（+）、#*（,）、-*（.）、#(*（/）的调心方提取液

0 调心方对$%&蛋白和早老蛋白"#结合的影响

用123425672"8356$29:结合早老蛋白"#抗体，俘获小

鼠脑匀浆液中的早老蛋白"#及其结合蛋白。用$%&;
抗体免疫印迹观察免疫沉淀物中的$%&蛋白。早老蛋

白"#抗体沉淀的免疫复合物用免疫印迹检测，见其中

结合有$%&蛋白（见图!’）。用()#*、#*的调心方提

取液时并不能明显影响早老蛋白"#与$%&蛋白的结合

（见图!+、,）；当调心方提取液含量达-*、#(*时可

明显抑制早老蛋白$%&蛋白的结合（图!.、/）。提示

低浓度调心方提取液+、,与对照’没有明显区别，而

高浓度.、/调心方提取液明显减少了结合的$%&蛋

白。

讨 论

’.的标志性病理结构神经原纤维缠结由过度磷

酸化的$%&蛋白形成。’.脑内的神经元的蛋白激酶

系统和磷酸脂酶系统之间的失衡被认为是$%&蛋白过

度磷酸化的原因（<）。郝天玲等（=）报道磷酸脂酶抑制剂

冈田酸可导致细胞损伤和死亡。我们用>8#(?细胞

经冈田酸处理，也观察到细胞活性降低，而调心方药物

血清可有效地抑制冈田酸导致的细胞损伤，但直接加

入调心方药物提取液的效果不那么明显。这可能提示

调心方的一些有效成分可能需通过机体的处理促进其

作用；或者是调心方中的部分有效成分是间接地通过

使机体产生某些因子，由这些因子作用于中枢神经系

统；也有可能通过机体的代谢减少了药方中的不利物

质。

有文献报道冈田酸可促进培养神经细胞$%&蛋白

的磷酸化（?），本实验在>8#(?细胞上也显示有类似的

现象。应用此细胞模型，观察到调心方药物血清可抑

制$%&蛋白某些位点的磷酸化，但对不同的位点的作

用有所差异。这提示调心方的治疗或减轻阿尔茨海默

病病情发展（0）的部分机制可能是通过抑制$%&蛋白的

过度磷酸化；但同时根据结果显示这种作用比较温和。

早老蛋白"#是一种’.相关的蛋白（@）。已知早老

蛋白"#能与$%&蛋白及$%&蛋白激酶81A"0结合，因

此早老蛋白"#被认为具有介导$%&蛋白磷酸化的作

用（?）。我们实验观察到调心方提取液可抑制$%&蛋白

与早老蛋白"#的结合，这或许是调心方调节$%&蛋白

磷酸化的方式之一。当然对于这一结果应谨慎审视，

因为要到达抑制早老蛋白"#和$%&蛋白的结合需要较

高浓度的调心方提取液，在体内较难达到这一浓度，其

次调心方内有该作用的成分是否能够跨越血脑屏障，

是否能够进入细胞等方面尚需进一步研究。
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