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加味五子衍宗方含药脑脊液对13淀粉样蛋白诱导
海马神经元损伤的保护作用

曾克武 王学美 富 宏 刘庚信

·85I·

摘要 目的 研究加味五子衍宗方及其总多糖、总黄酮含药脑脊液对13淀粉样蛋白诱导的原代大鼠海

马神经元损伤的保护作用。方法 体外原代培养大鼠胎鼠海马神经元，并将加味五子衍宗方的提取物(总

方、总多糖、总黄酮)对大鼠进行灌胃给药，然后抽取含药脑脊液，将含药脑脊液与20斗mol／L的AB：，埘共

同作用海马神经元24 h后，分别检测正常对照组、AB：，。损伤组、空白脑脊液保护组、加味五子衍宗方含药

脑脊液(总方、总多糖、总黄酮)保护组的海马神经元活力、凋亡率以及凋亡相关蛋白(caspase一3，PARP，Bcl-

2，Bcl—XL，JNKl／2，p38 MAPK)的变化情况。结果 加味五子衍宗方不同提取物(总方、总多糖、总黄酮)

的舍药脑脊液对A13：，。所诱导的海马神经元毒性均有保护作用，且总黄酮、总多糖含药脑脊液的保护作用

明显高于总方含药脑脊液(P<0．05或P<0．01)，但是加味五子衍宗方不同组分(总方、总多糖、总黄酮)

的含药脑脊液对凋亡相关蛋白的调控机制并不一致。结论 加味五子衍宗方中的部分黄酮类和多糖类成分

可以透过血脑屏障并进入脑脊液，同时这些成分对13淀粉样蛋白所致的神经损伤有一定的保护作用。
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Protective Effect of Cerebrospinal Fluid Containing dlawei Wuzl Yanzong Formula on p-amyloid Protein-

Induced InJury of Hlppocampal Neurons ZENG Ke—WM，WANG Xue·mei，Fu Hong，et al Laboratory of Integrated

Traditional Chinese and Western Medicine of First Hospital of Peking University，Beijing(100034)

ABSTRACT Objective To investigate the protective effects of cerebrospinal fluid(CSF)-containing Jiawei

Wuzi Yanzong formula(CSF-C)on 13-amyloid protein-induced injury of hippocampal neurons．Methods Primary

hippocampal neurons were isolated and cultured foT 7 days in vitro．CSF-C was prepared by cerebrospinal fluid

extracted frOm SD rats fed continuously with various components of Jiawei Wuzi Yanzong formula(total formula，

total flavonoids or total polysaccha r．des)respectively．The viability，morphological change，apoptotic rate and

apoptosis-related proteins(caspase-3，PARP，Bcl-2，Bcl-XL，JNKl／2 and p38 MAPK)Of neurons were detec-

ted in different groups：the untreated normal group，the Ap25一∞-treated group，and the CSF-C protected groups

(CO—acted by CSF—C and 20 pmol／L of A1325．35)，respectively．Results CSF—C showed significant neuro·protec-

tive effect，and the protection of CSF—C contained total flavonoids or total pOIysaccharides was significantly grea-

ter than that contained total formula(P<0．05 or P<0．01)．Moreover．the effects of CSF-C contained various

components on apoptosis-related proteins were different．Conclusion Some flavonoid and pOIysaccha r．de com-

ponents in Jiawei Wuzi Yanzong formula can pass through the blood brain barrier and protect neurons from p-am-

yloid protein-induced neuron injury to some extents．

KEYWORDS p-amyloid protein；Jiawei Wuzi Yangzong formula；cerebrospinal fluid；hippocampal neurons

阿尔茨海默病(Alzheimer
7

S disease，AD)是一种

临床E表现为渐进性智力障碍和记忆力减退的神经退

行性疾病⋯21。目前认为，13淀粉样蛋白(3-amyloid

protein，A13)在大脑内的沉积可导致神经元及其突触
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的丢失，进而诱发慢性记忆障碍，并最终导致痴

呆¨。。因此，国内外大量研究中均采用B淀粉样蛋白

诱导神经细胞损伤作为抗痴呆药物特别是抗阿尔茨海

默病药物的筛选平台¨j。。

加味五子衍宗方是根据传统中医学理论“肾主

智，肾虚则智不足，补肾以益智”，在补肾填精的占方

五子衍宗丸(枸杞子、菟丝子、五昧子、车前子、覆盆

子)的基础上加淫羊藿而成的中药复方。前期临床试

验表明，该方可以提高老年痴呆患者的瞬时记忆，减
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少手颤，患者服药后海马指数和颞角宽度较治疗前均

明显缩小¨“’，因此对轻度认知障碍以及记忆力减退

有较好的治疗效果，且无明显的不良反应。为了进一

步研究加味五子衍宗方抗痴呆的作用机制，并同时考

虑中药复方成分复杂的特点，本实验采用了脑脊液药

理学方法一’，研究了加味五子衍宗方及其总多糖和总

黄酮的含药脑脊液对A13：，埘蛋白所诱导的原代海马

神经元损伤的保护作用，旨在阐明该方在神经保护方

面的作用机制，同时也为今后深入探索该方的活性物

质基础提供思路。

材料与方法

1 材料

1．1 动物 清洁级SD大鼠(雌雄各半)，体重

400—500 g，北京大学医学部实验动物中心提供。

1．2药物枸杞子、菟丝子、覆盆子、五味子、

车前子、淫羊藿均购自北京同仁堂药店。其中，HPLC

测得加味五子衍宗方的含药脑脊液成分峰主要含有淫

羊藿次苷Ⅱ、淫羊藿素和槲皮素。

1．3试剂及仪器 Ap：，州蛋白毒性片段、多聚

赖氨酸、阿糖胞苷(Sigma公司)，Neurobasal培养基、

B-27营养添加剂(GIBCO公司)，CCK一8细胞活性分

析试剂盒(Kumamoto公司)，抗体(Cell Signaling Tech-

nology公司)。荧光显微镜(Leica公司)，酶标仪

(BioTek公司)，Western blot成像系统(Fuji公司)。

2方法

2．1 原代海马神经元的培养 原代海马神经元

的培养方法参考文献[10]。在无菌条件下取孕17—

18天SD大鼠胎鼠大脑海马组织，在冷的D-Hank’s液

中小心地去除血管膜，用眼科剪刀将海马组织剪碎至

1 mm2的碎块，用0．2％胰酶37℃消化20 min，弃

消化液，再用含有10％胎牛血清的DMEM培养基终

止消化，滴管轻轻吹打至细胞分散，静置10 rain，取

上清细胞悬液，镜下计数并调整细胞密度，接种到预

先铺被多聚赖氨酸的翅料培养皿中。细胞在37℃、

5％CO：培养箱中培养4 h后，弃去培养液，换Neu—

robasal神经元专用培养基(含2％B．27营养添加剂，

1％青链双抗)，以后每3天半量换液1次，并在第4

天加入终浓度为5 mmoL／L的阿糖胞苷，抑制胶质细

胞的增殖。7天后神经元发育成熟，并可用于实验。

2．2 加味五子衍宗方及其总黄酮、总多糖的提

取分离 加味五子衍宗方及其总黄酮、总多糖的提取

分离方法参考文献[1 1]。

2．3 动物给药与脑脊液的抽取 实验动物采用

SD大鼠，饲养条件为：每日光照12 h、黑暗12 h循环

进行，饮食、饮水不受限制，采用随机数字表法将大

鼠随机均分为对照组、模型组、加味五子衍宗总方

组、加味五子衍宗总黄酮组、加味五子衍宗总多糖组，

每组8只。将加味五子衍宗方的用药量设定为成人临

床的10倍给药剂量，每日灌胃给药2次，每次给药约

1 000 mg／kg(约2 mL)，连续给药5天，其中总黄酮

和总多糖用量与总方组相同，对照组仅给予生理盐水。

然后按照文献[12]中描述的方法抽取脑脊液，并将得

到的脑脊液在13 000 r／min，4℃条件下离心10 min，

然后分离出上清液，并保存在一80℃条件下，待用。

2．4细胞的药物处理将AB：，埘蛋白毒性片段

以1 mmol／L的浓度溶解在无菌蒸馏水中，作为储备

液，4℃保存待用。实验前，将A13：，埘蛋白毒性片段

的储备液用Neurobasal神经元专用培养基(含2％B一

27营养添加剂，l％青链双抗)稀释到20 I咀mol／L，然

后单独或与脑脊液共同作用海马神经元24 h，并进行

相关指标的测定。

2．5 CCK．8细胞活性分析 将海马神经元接种

到96孔板中(3×104／孔)并培养7天，加药处理细胞

到指定的时间后，吸出所有培养基，并将90斗L的新

培养基与10斗L的CCK一8试剂(试剂盒提供)混合，

得到100肛L的CCK．8工作液，补加到该孔中，培养

箱中37℃避光培养l h。在酶标仪上选择450 nm测

定吸光度(A)值。

2．6细胞形态观察将海马神经元接种到96孔

板中(3×104／：fL)并培养7天，加药处理细胞到指定

的时间后，在100倍的倒置相差显微镜下观察细胞并

对典型的细胞形态进行拍照。

2．7 Hoechst 33258染色凋亡分析将海马神经

元接种到12孔板内(1×105／孔，孔内预先放置玻璃

爬片)并培养7天。加药处理细胞到指定的时间后，

吸出培养基，PBS洗l遍，加入4％的多聚甲醛室温

固定20 rain，适当洗涤去除固定剂。加入0．2％的

Triton X 100(PBS溶解)室温打孔20 min，适当洗涤，

然后加入终浓度为5斗g／mL的Hoechst 33258染色

液，室温放置10 rain。吸出Hoechst 33258染色液，用

PBS洗涤3次，每次5 min。封片后直接在荧光显微

镜下观察，最大激发波长为346 am，最大发射波长为

460 am。每组数据分别来自4张代表性照片的平均细

胞计数值(约400个细胞)。

2．8 Western blot蛋白分析将海马神经元接种

到6孔板内(1×106／孔)并培养7天。加药处理细胞

到指定的时间后，收集细胞并裂解获得总蛋白(裂解
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液为商业化的RIPA裂解液加蛋白酶抑制剂cocktail)。

然后，采用10％浓度的SDS．PAGE分离总蛋白，并

采用半干法将蛋白转至聚偏氟乙烯膜(PVDF膜)上，

5％的脱脂奶粉室温封闭l h，然后加入一抗(1：500

封闭液稀释)，室温结合2 h，充分洗涤，加入二抗

(anti—rabbit IgG，l：1 000封闭液稀释)室温结合l h。

充分洗涤后，用ECL显色剂(Animal Genetics，Inc)

显色，并在FUJIFILM LAS-4000成像系统上拍照分

析，用Image Ready LAS-4000软件进行条带的光密度

积分分析。

2．9统计学方法 数据均用元±s表示，采用方

差分析。P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1 加味五子衍宗方含药脑脊液对海马神经元细

胞活性的影响(表1) 浓度为2．5％、5．0％和10．0％

(体积比：v／v)的加味五子衍宗方含药脑脊液(总方、

总多糖、总黄酮)对A13。，，引起的海马神经元活性降

低均有抑制作用，且呈剂量效应关系。值得指出的

是，总多糖、总黄酮含药脑脊液对神经元的保护作用

均强于总方含药脑脊液，这说明黄酮和多糖类成分可

能是加味五子衍宗方神经保护作用的物质基础。

2加味五子衍宗方含药脑脊液对海马神经元形

态学的影响(图1) 不同含药脑脊液(5．0％，体积

比：v／v)和A13：，州共同处理细胞24h后，在倒置相差

表1 加味五子衍宗方含药脑脊液对AB：，埘

诱导海马神经元细胞活性的影响 (i±s)

注：保护率(％)=(1一含药脑脊液保护组细胞死亡率／空白脑脊液

。 保护组细胞死亡率)×100％；与2．5％空白脑脊液组比较，‘P<

0．05，”P<0．Ol；与5．0％空白脑脊液组比较。△P<0．05，△△P<0．Ol；

与10．o％空白脑脊液组比较，▲|p<O．01；与对照组比较，口P<0．Ol

显微镜下观察神经元的形态学变化。对照组的海马神

经元胞体呈圆形，且饱满，突触发育较长，分支多；在

模型(Ap：，删损伤)组，海马神经元胞体萎缩，变形，

突触变短有的甚至消失，损伤严重的细胞发生分解，

出现凋亡小体；受空白药脑脊液保护的神经元形态与

模型组相比变化不大；在含药脑脊液(总方、总多糖、

总黄酮)组的神经元仅见少量细胞出现轻度突触变短，

注：A为对照组；B为模型组；C为空白脑脊液组；D为总办含约脑脊液组：E为

总多糖含药脑脊液组：F为总黄酮含药脑脊液组

图1 加味五子衍宗方含药脑脊液(5．0％，v／v)对AB捌s

诱导的海马神经元形态学的影响
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与对照组比较，无明显改变。

3 加味五子衍宗方含药脑脊液对海马神经元凋

亡率的影响(表2) 实验中采用荧光染料Hoechst

33258对不同处理组的海马神经元进行荧光染色，通

过观察细胞核染色质是否发生浓缩(严重时出现碎

块)来判断细胞是否发生凋亡。加味五子衍宗方含药

脑脊液(5．0％，体积比：v／v)对AI$：，埘引起的细胞凋

亡均有明显抑制作用(P<0．01)，不同组分的含药脑

脊液对细胞凋亡的抑制作用差别不明显。

表2 加味五子衍宗方含药脑脊液(5．0％，v／v)

对AB：，。诱导细胞凋亡率的影响 (i±s)

注：与对照组比较．’P<0．Ol；与5．0％空白脑脊液组比较，8P<

0．0l

4加味五子衍宗方含药脑脊液对海马神经元凋

亡相关蛋白的影响(图2) Caspase家族蛋白在调节

细胞凋亡的过程中具有非常重要的作用，其中

caspase-3及其底物多聚(ADP一核糖)聚合酶(PARP)

属于凋亡级联反应的下游关键分子，激活后可诱导细

胞最终发生凋亡uL“’。A13孙，，单独处理的海马神经

元中caspase．3和PARP的剪切片段(活性形式)比例

显著增高(P<O．01)，而在给予加味五子衍宗方含药

脑脊液(5．0％，体积比：v／v)的海马神经元中，

caspase．3和PARP的剪切片段比例出现显著降低，即

caspase．3和PARP的活性受到了抑制。另外还可以看

出，空白脑脊液对caspase．3和PARP的活性变化影响

不大。Bcl一2和Bcl—XL均属细胞内重要的抗凋亡蛋

白，其水平增高可抑制细胞发生凋亡¨L”1。从图3可

以看出，A13：，州处理后的细胞中出现了显著的Bcl-2

和Bcl—XL水平降低，而同时给予加味五子衍宗方含

药脑脊液(总方)时，其细胞中的Bcl．2和Bcl-XL水平

出现了显著性的升高。但是，对于总多糖和总黄酮的

含药脯脊液来说，仅总黄酮含药脑脊液给予组的Bcl．

XL出现了升高，其他指标均未发生明显变化。

5加味五子衍宗方含药脑脊液对海马神经元

JNKl／2以及p38 MAPK蛋白激酶活性的影响(图4)

JNKl／2和p38是两条重要的MAPK信号通路，研究

证实，在AD的发病过程中，JNKl／2和p38的激活

(磷酸化)与tau蛋白的高度磷酸化及多种系统的促凋

亡作用有关。经A13：，埘处理后的海马神经元出现了

图2加味五子衍宗方含药脑脊液(5．0％，v／v)对海马神经

元细胞caspase-3以及PARP凋亡蛋白表达的影响

图3加味五子衍宗方含药脑脊液(5．0％，v／v)对海马神

经元细胞Bcl．2以及Bcl．XL蛋白表达的影响

JNKl／2和p38磷酸化水平的显著升高，加入空白脑

脊液后略有降低，但并不明显。而给予了总方的含药

脑脊液(5．0％，体积比：v／v)后，JNK!和p38磷酸化

水平出现了明显的降低，并且总多糖的含药脑脊液

(5．0％，体积比：v／v)与总方作用效果基本一致。另

外，总黄酮的含药脑脊液(5．0％，体积比：v／v)未能

像总多糖表现出对p38磷酸化的抑制作用，由此可以

认为，加味五子衍宗方总多糖和总黄酮含药脑脊液对

JNKI／2和p38磷酸化的调节机制是不同的。

图4加味五子衍宗方含药脑脊液(5．0％，v／v)对海马神经

元细胞JNKI／2以及p38 MAPK蛋白激酶活性的影响

讨 论

AD是目前严重威胁老年人生命健康的重要疾

病，其发病机制复杂，主要病理特征为B一淀粉样蛋白
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(A13)聚集形成的老年斑和tau蛋白异常形成的神经

原纤维缠结¨7．18】。近年来研究发现，AB是由淀粉样

蛋白前体物质(APP)经过一系列的水解反应而生成

的，但是在AD患者脑内的A13前体蛋白裂解位点上

发生了基因突变，并导致脑神经细胞中A13的生成异

常增多、聚集，最后形成神经毒性的老年斑¨钆2⋯。因

此，A13诱导的神经细胞损伤模型被很多体外药物筛

选实验广泛采用。

加味五子衍宗方是在传统补肾中药复方五子衍宗

方的基础上加味淫羊藿而成的，临床上对治疗轻度认

知障碍(MCI)引起的痴呆有较好的疗效嵋“。此外，该

方还能够减少老年人白细胞线粒体DNA缺失率，提

高线粒体呼吸链酶复合体活力、ATP合成量，降低血

清中AchE水平和脂质过氧化物丙二醛(MDA)的含

量旧“。最近研究还表明，加味五子衍宗方能降低

MCI患者血清中AB的水平¨“，提示该方可能参与了

调节AB在体内的代谢过程。

由于中药特别是中药复方的成分复杂，作用机制

难于阐明，因此在本实验中采用了脑脊液药理学的方

法研究了加味五子衍宗方拮抗AB蛋白神经毒性的作

用机制。采用该方法的优势在于，作用于中枢神经系

统的药物若发挥作用则必须首先通过血脑屏障，而药

物通过血脑屏障的“过滤”作用后，只有部分成分可以

进入脑内，因此采用加味五子衍宗方的含药脑脊液进

行研究可以大大缩小所要研究的药物成分的范围，避

免其他非药效成分的干扰。实验结果表明，加味五子

衍宗方含药脑脊液(总方、总多糖、总黄酮)有对抗

AB：，埘神经毒性的作用，且总多糖和总黄酮含药脑脊

液的保护作用明显高于总方含药脑脊液。因此可以看

出，加味五子衍宗方中确实有部分成分通过了血脑屏

障进入到中枢神经系统内并发挥了抗A13：，锄神经毒

性的作用，且这些成分可能来自于黄酮或多糖类成

分。Hoechst 33258的染色结果还证明了加味五子衍

宗方的含药脑脊液可以有效地保护A13：，埘诱导的神

经细胞凋亡的发生。另外，在A13：，埘诱导神经细胞

发生凋亡的过程中，还会伴随凋亡相关蛋白caspase．3

和PARP的激活，以及Bcl一2和Bcl-XL的抑制。而实

验结果表明，与A13：，卸单独处理的海马神经元相比，

A13：，埘和含药脑脊液共处理海马神经元细胞中的

caspase．3和PARP的激活被显著性抑制，但不同组分

的含药脑脊液对Bcl-2和Bcl—XL蛋白表达的调控却存

在差别，特别是对Bcl—XL的调节上总黄酮含药脑脊

液的效果优于总多糖含药脑脊液。以上结果说明，加

味五子衍宗方含药脑脊液的神经保护作用可能是通过

黄酮类和多糖类成分共同调节caspase-3和PARP的

激活以及黄酮类成分单独调节Bcl—XL的表达而实现

的。此外，加味五子衍宗方含药脑脊液对AB：，埘诱

导的JNKl／2和p38 MAPK的磷酸化也有较强的抑制

作用，且总多糖和总黄酮的含药脑脊液对该通路的调

节作用亦不相同，即黄酮和多糖类成分共同参与了对

JNKl／2的调节，而仅有多糖类成分参与了对p38的

调节。

综上可知，加味五子衍宗方的部分有效成分，特

别是黄酮和多糖类成分可以通过血脑屏障进入中枢脑

脊液，对B淀粉样蛋白诱导的神经毒性具有保护作

用。这与本课题组的前期实验结果，即加味五子衍宗

颗粒及其总黄酮、总多糖能改善由B淀粉样肽所致

AD模型大鼠的空间学习记忆能力是相一致的H“。此

外机制研究还表明，加味五子衍宗方的神经保护作用

可能是通过其黄酮和多糖类成分共同抑制caspase-3

和PARP的激活，以及黄酮类成分促进Bcl—XL表达而

实现的。同时也可能有部分黄酮和多糖类成分参与了

对JNKl／2和p38 MAPK磷酸化的调节，但是在不同

成分之间的调节机制并不相同。
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