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　　摘　要：目的　观察隐丹参酮（ＣＴＳ）与多奈哌齐（ＤＯＮ）合用对β淀粉样蛋白（Ａβ）损伤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的保护作用，并探讨其

可能的机制。方法　体外培养ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，建立阿尔茨海默病（ＡＤ）细胞模型，采用 ＭＴＴ法检测细胞存活率，Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光

染色检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达。结果　ＣＴＳ、ＤＯＮ及联合用药均能明显减轻Ａβ对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的

损伤，提高细胞的存活率，显著上调Ｂｃ１２蛋白表达，减少Ｂａｘ蛋白表达，抑制细胞凋亡。ＣＴＳ与ＤＯＮ合用其抑制细胞凋亡的效

果显著强于ＣＴＳ与ＤＯＮ单用，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＣＴＳ与ＤＯＮ合用对 Ａβ损伤ＳＨＳＹ５Ｙ细胞有协同保护

作用，其机制可能与协同调节凋亡相关基因Ｂｃｌ２蛋白家族的表达有关。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种中枢神经系

统退行性疾病，其最显著的神经病理学特征是在海马和大脑皮

质神经细胞之间出现大量与神经元退行性有关的老年斑、神经

细胞内出现神经原纤维缠结和明显的胶质化。其发病机制尚

不清楚，但已有大量相关的实验资料表明，β淀粉样蛋白（ａｍｙ

ｌｏｉｄｂｅｔａｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）在 ＡＤ 发生、发展的过程中起关键作

用［１］。Ａβ是一类由３９～４３个氨基酸构成的小分子多肽，来源

于脑内的淀粉样前体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）的

裂解［２］。隐丹参酮（ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ，ＣＴＳ）是中药丹参的单

体，药动学研究发现ＣＴＳ作为脂溶性小分子化合物血脑屏障

透过滤很高，因此，对治疗神经系统疾病相当有利。它能够进

入脑组织并通过清除脑氨和氧自由基达到治疗肝性脑病和亚

临床肝性脑病，改善老年痴呆患者症状，是理想的天然药物。

同时，ＣＴＳ表现出多种药理活性，包括抗炎、抗氧化、抗菌、抗

凋亡及抗血小板聚集等［３］。动物实验显示，ＣＴＳ能够改善东

莨宕碱脑室注射形成的 ＡＤ样大鼠学习记忆功能障碍
［４］。多

奈哌齐（ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ，ＤＯＮ）是乙酰胆碱酯酶抑制剂，可通过减少

乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）的水解而增加大脑海马和皮质

Ａｃｈ的水平，从而改善认知功能，是目前治疗 ＡＤ的一线用

药［５６］。但大量临床实践证明，该药只能改善ＡＤ的症状，不能

延缓病情的发展。由于ＡＤ的病因复杂，多种药物联合使用是

合理而有效的选择。本实验旨在研究 ＣＴＳ与 ＤＯＮ联用抗

ＡＤ的作用，体外培养ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，用 Ａβ４２诱导细胞损伤

建立ＡＤ细胞模型，观察两药联用对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的保护作

用，并对其机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　细胞：ＳＨＳＹ５Ｙ细胞购自中国医学科学院基础医

学研究所北京协和医学院基础医学院。试剂：ＤＭＥＭ 培养基、

０．０５％ 胰蛋白酶ＥＤＴＡ购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；四甲基偶氮噻

唑蓝（ＭＴＴ）、Ａβ４２、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２均购

自Ｓｉｇｍａ公司；一抗Ｂｃｌ２、Ｂａｘ购自ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司；二抗购

自Ｓａｎｔａ公司。ＣＴＳ由中山大学药学院制备，纯度大于９８％。

盐酸ＤＯＮ片购自卫材中国药业有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及实验分组　细胞培养：用无菌 ＰＢＳ 将

Ａβ４２配制成１００μｍｏｌ，过滤，分装，－２０℃保存。ＳＨＳＹ５Ｙ

细胞采用含有１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，置于恒温

３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养，隔天换液，选取对数生长期

细胞进行实验。实验分组：对照组，于培养的ＳＨＳＹ５Ｙ 细胞

中加入与Ａβ４２等体积的ＰＢＳ；Ａβ４２组，于ＳＨＳＹ５Ｙ 细胞中

加入终浓度为１０μｍｏｌ的 Ａβ４２继续培养２４ｈ，诱导建立 ＡＤ

细胞模型；药物组：分别应用５μｍｏｌＣＴＳ（ＣＴＳ组）、５μｍｏｌ
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ＤＯＮ（ＤＯＮ组）、５μｍｏｌＣＴＳ联合５μｍｏｌＤＯＮ（联合组）预处

理细胞１ｈ后，然后加入１０μｍｏｌ的Ａβ４２共同作用于细胞２４

ｈ。实验至少重复３次。

１．２．２　ＭＴＴ比色法检测细胞活性　用９６孔板培养细胞，于

细胞培养第２天，按照实验分组加入药物处理，处理结束后加

入终浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ，孵育４ｈ后，吸弃上清液，每

孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，室温振荡１０ｍｉｎ，待紫色结晶物充分溶

解，用全自动酶标仪读取５７０ｎｍ处光密度值（ＯＤ值），每组重

复３孔。细胞存活率＝（检测孔的ＯＤ值／对照孔的ＯＤ值）×

１００％。

１．２．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色　细胞经药物处理结束后，吸弃培

养液，ＰＢＳ洗２次，４％的多聚甲醛固定，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液

（５μｇ／ｍＬ）室温孵育１５ｍｉｎ，倒置荧光显微镜下观察计数各组

细胞凋亡情况。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达　将细胞接种于６

孔板中，同上分组进行药物处理，２４ｈ后，收集细胞，加入细胞

裂解液，离心取上清液。Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白浓度后，调整蛋白

裂解液到相同浓度，与等体积的２×上样缓冲液混匀，煮沸

５ｍｉｎ。用１２％的分离胶和５％的浓缩胶进行聚丙烯酰胺凝胶

电泳；电泳完毕后，用１００Ｖ电压转移２ｈ将蛋白转至测 ＮＣ

膜上，用封闭液室温封闭１ｈ。将膜与溶于封闭液中的一抗

（１∶１０００）室温孵育２ｈ，ＴＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；后用加辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗（１∶２０００）孵育，１ｈ后

取出膜洗３次，每次５ｍｉｎ；最后加入化学发光剂，在暗室内显

影定影。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计分析，

计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＴＳ与ＤＯＮ合用对Ａβ４２诱导ＳＨＳＹ５Ｙ细胞存活率的

影响　ＣＴＳ与ＤＯＮ均能抑制 Ａβ４２诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞损

伤，联合组尤其明显（犘＜０．０５），见图１。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 Ａβ４２组比较；
ｃ：犘＜

０．０５，与联合组比较。

图１　　各组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞存活率比较

２．２　ＣＴＳ与ＤＯＮ合用对Ａβ４２诱导ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡的影

响　对细胞进行Ｈｏｅｃｈｓｔ染色，荧光显微镜下可见正常皮层细

胞核呈圆形或椭圆形，染色均匀（图２Ａ），Ａβ４２损伤后部分细

胞可见凋亡特征性改变，如细胞核固缩，边缘不整齐，呈碎块状

致密浓染（图２Ｂ）。ＣＴＳ与ＤＯＮ合用能降低凋亡的细胞数，减

轻凋亡的程度，见图２Ｃ、Ｄ、Ｅ。

　　Ａ：对照组；Ｂ：Ａβ４２组；Ｃ：ＣＴＳ组；Ｄ：ＤＯＮ组；Ｅ：联合组。

图２　　各组ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡比较（箭头所指为凋亡，×２００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：Ａβ４２组；Ｃ：ＣＴＳ组；Ｄ：ＤＯＮ组；Ｅ：联合组。

图３　　各组细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达。

２．３　ＣＴＳ与ＤＯＮ合用对Ｂｃｌ２及Ｂａｘ表达的影响　Ｂｃｌ２家

族是重要的凋亡调节因子，Ａβ４２可抑制Ｂｃｌ２的表达，增加

Ｂａｘ表达，导致Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值下降，ＣＴＳ与ＤＯＮ合用后增加

Ｂｃｌ２的表达，减少Ｂａｘ表达，使Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值上升，其比值高

于ＣＴＳ及ＤＯＮ组，见图３。

３　讨　　论

ＡＤ主要的病理特征包括神经细胞外以Ａβ沉积为核心形
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成的老年斑、细胞内以磷酸化的Ｔａｕ蛋白为核心形成的神经

元纤维缠结（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴｓ）及神经细胞丢失

等。由于ＡＤ的病因复杂，单一药物只能改善其症状，不能延

缓病情进展，因此，多种药物联合使用应当是合理而有效的选

择。联合用药可以对疾病的多种致病途径实现同时干预，并可

在较低剂量达到治疗作用。对一些病因复杂的疾病如癌症、艾

滋病，现在临床上多使用几种药物联合治疗，目的在于提高疗

效，降低不良反应［７］。目前，在临床实践中已经有使用不同的

药物对ＡＤ进行联合治疗
［８］，但是，还缺乏大量临床试验来验

证其疗效。现有的临床证据表明，对中、重度 ＡＤ患者的随机

双盲实验发现，美金刚与乙酰胆碱酯酶抑制剂合用比单一药物

治疗疗效更佳［９］，它们联合应用具有协同作用，患者耐受性良

好，无严重的药物不良反应。但有学者在成年大鼠上发现

ＤＯＮ与美金刚联用时，ＤＯＮ 增加了美金刚的神经毒性
［１０］。

ＡＤ的发病率高，病程长，患者需长期服药，美金刚与乙酰胆碱

酯酶抑制剂合用比单一药物治疗疗效好，但还缺乏大量的临床

试验，并且已经有研究发现该联合用药对患者的生存期无影

响。因此，寻找新的药物联合应用，增加药物的疗效，彻底地治

愈ＡＤ成为当前ＡＤ治疗研究的热点
［１１］。ＣＴＳ作为中药单体

在临床前实验研究发现其已经表现出良好的抗ＡＤ的作用，在

本课题的前期研究中利用 ＡＰＰ／ＰＳ１双转基因模型小鼠，发现

ＣＴＳ通过上调α分泌酶来减少 Ａβ的生成从而发挥抗 ＡＤ的

作用［１２］，并且ＣＴＳ作为多靶点的药物还具有中和氧自由基、

抗凋亡的作用。

细胞凋亡的发生受到细胞内凋亡调节蛋白的调控，这些凋

亡调节蛋白分为促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白两大类，细胞凋亡的

发生是这两类相互拮抗的蛋白之间平衡丧失的结果［１３］。在目

前已知的凋亡蛋白中，Ｂｃｌ２蛋白家族起着重要的作用，属于凋

亡过程的调控者。Ｂｃｌ２存在于细胞中的线粒体、核膜、内质网

膜上，并对抗各种凋亡的刺激而对细胞起保护作用，它在神经

系统发育过程中广泛存在［１４］。Ｂｃｌ２蛋白的生理功能主要是

抑制细胞凋亡，延长细胞寿命，而不影响细胞周期和分化，这对

于维持体内某些需长期生存的细胞神经元具有重要意义。有

研究表明，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比率决定细胞凋亡是否发生，Ｂａｘ增

高，促进细胞凋亡；Ｂｃｌ２增高，抑制细胞凋亡
［１５１６］。本研究结

果显示，ＣＴＳ与ＤＯＮ合用后，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比率较单独用药组

高，表明这两种药物合用后可协同调节Ｂｃｌ２蛋白。

本实验通过荧光显微镜观察到，Ａβ造模后在 Ｈｏｅｃｈｓｔ染

色时出现部分染色质浓缩和高度凝聚等典型细胞凋亡特征，证

实ＣＴＳ与ＤＯＮ 合用能发挥协同抗凋亡作用。进一步通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法对细胞凋亡相关蛋白进行了检测，发现ＣＴＳ

与ＤＯＮ合用后，Ｂｃｌ２蛋白表达较单一药物升高，而Ｂａｘ蛋白

表达较单一药物降低，提示ＣＴＳ与ＤＯＮ联合应用协同抗凋亡

作用可能与影响Ｂｃｌ２和Ｂａｘ对细胞凋亡过程的调控有关。
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