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杞归八味口服液对鱼藤酮诱导ＰＣ１２细胞损伤的防护作用

傅若秋，李 斌，王显凤，张 琳，王林丽，陈剑鸿△

（中国人民解放军陆军军医大学大坪医院药剂科，重庆 ４０００４２）
摘要：目的 探讨杞归八味口服液对鱼藤酮诱导 ＰＣ１２细胞损伤的防护作用及作用机制。方法 通过 ４μｍｏｌ／Ｌ鱼藤酮作用 ＰＣ１２细胞

２４ｈ构建细胞损伤模型，将建模成功的细胞分为杞归 １组、２组、３组、４组、５组（相当于杞归八味口服液原液的０．１％，０．２％，０．４％，

０．６％，０．８％），鱼藤酮１组、２组、３组、４组、５组（相当于鱼藤酮０．５，１．０，２．０，４．０，８．０μｍｏｌ／Ｌ），另取正常细胞作为空白对照组（水），
各组细胞均予相应药物。采用 ＣＣＫ－８检测细胞活性，并计算细胞存活率；采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染及流式细胞术检测细胞凋亡
率；采用蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）法检测聚腺苷二磷酸 －核糖多聚酶（ＰＡＲＰ）、ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３（ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３）、蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）、
磷酸化ＡＫＴ（ｐ－ＡＫＴ）、哺乳动物雷帕素靶蛋白（ｍＴＯＲ）、磷酸化ｍＴＯＲ（ｐ－ｍＴＯＲ）、ｃ－Ｊｕｎ氨基端蛋白激酶（ＪＮＫ）、磷酸化ＪＮＫ（ｐ－ＪＮＫ）、
磷酸甘油醛脱氢酶牗ＧＡＰＤＨ牘细胞的蛋白表达水平。结果 与空白对照组比较，杞归３组、４组、５组的细胞存活率均显著升高，鱼藤酮１组、

２组、３组、４组、５组的细胞存活率均显著降低，且均呈量效依赖趋势（Ｐ＜０．０５）；与鱼藤酮４组比较，杞归３，４，５＋鱼藤酮 ４组的细胞
存活率均显著升高，且呈量效依赖趋势（Ｐ＜０．０１）；与空白对照组比较，鱼藤酮 ４组的细胞凋亡率、ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３和 ｐ－ＪＮＫ蛋白表
达水平均显著升高，ＰＡＲＰ，ｐ－ＡＫＴ，ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与鱼藤酮４组比较，杞归４＋鱼藤酮４组的细胞凋
亡率、ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３和 ｐ－ＪＮＫ蛋白表达水平均显著降低，ＰＡＲＰ，ｐ－ＡＫＴ，ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论 杞归八

味口服液能减轻鱼藤酮对ＰＣ１２细胞的损伤作用，可能与减弱了鱼藤酮对 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ及 ＪＮＫ信号通路的影响有关。
关键词：杞归八味口服液；鱼藤酮；ＰＣ１２细胞；凋亡；神经保护；蛋白激酶 Ｂ；哺乳动物雷帕素靶蛋白；ｃ－Ｊｕｎ氨基端蛋白激酶；作用机制
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ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

神经退行性疾病是中老年人的常见疾病，如阿尔茨海

默病、帕金森病、肌萎缩侧索硬化、多发性硬化等 犤１犦，

发病原因较复杂，大多机制不明，其共同点为大脑和脊

髓的神经元细胞发生病变，出现损伤，常用的治疗策略

为对神经元细胞进行保护犤２犦。中药及中药单体在调节神

经系统、保护神经细胞方面有独特作用，如半夏泻心汤、

天麻钩藤饮、槲皮素、花青素等多种中药复方制剂或中

药单体均可防护神经细胞免受损伤犤３－６犦。杞归八味口服

液（曾用名益精灵口服液）为我院特色自制制剂，由何首

乌、枸杞子、菟丝子、牛膝、当归、补骨脂、茯苓、陈皮８味
中药组方，具有健脑安神、滋补肝肾功效，用于治疗失眠

多梦、健忘、腰膝酸软、神疲乏力等症，疗效显著，已在临

床使用近 ３０年。其组方中所含甜菜碱、β蜕皮甾酮、异
鼠李素等活性成分具有神经保护作用犤７－９犦。前期研究证

实，其具有神经系统调节作用，可抗抑郁和增强小鼠的学

习能力犤１０犦。本研究中探讨了杞归八味口服液对鱼藤酮诱导

ＰＣ１２细胞损伤的防护作用及其作用机制。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞

仪器：３１１１型 ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；ＧＳ－１５ＫＧＳ型高速冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公
司）；ＣＫＸ４１型光学倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
１６５－８００１型蛋白电泳仪、转膜槽、ＣｈｅｍＩＤｏｃ型超高
灵敏度化学发光成像系统（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；
ＨＲ３０－１１Ａ２型生物安全柜（青岛海尔股份有限公司）；
Ｃ６型流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；ＳＴＮＥＲＧＹＨ１型酶标
仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。

试药：杞归八味口服液（医院制剂，批号为

２００４１３）；鱼藤酮（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，批号为 Ｓ２３４８）；
ＰＲＩＭ培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号为 ＳＨ３０８０９．
０１）；胎牛血清（天津康源生物技术有限公司，批号为
２０２００４０８）；Ｗｅｓｔｅｒｎ细胞裂解液（批号为 Ｐ００１３），ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（批号为 Ｐ０００９），胰酶消化液（批
号为 Ｃ０２０１０），均购自上海碧云天生物技术有限公司；
细胞凋亡检测试剂盒（美国 ＢＤ公司，批号为 ５５６５４７）；
ＣＣＫ－８试剂盒（美国ＭＣＥ公司，批号为ＨＹ－Ｋ０３０１）；
辣根酶标记山羊抗兔免疫球蛋白（Ｉｇ）Ｇ（北京中杉金桥
生物技术有限公司，批号为 ＺＢ２３０５）；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，批号为 ２６６１９型）；蛋白激酶 Ｂ
（ＡＫＴ）抗体（批号为 ａｂ２００１９５），磷酸化 ＡＫＴ（ｐ－ＡＫＴ）
抗体（批号为 ａｂ１９２６２３），哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
（ｍＴＯＲ）抗体（批号为 ａｂ２７２３），磷酸化 ｍＴＯＲ（ｐ－
ｍＴＯＲ）抗体（批号为 ａｂ１３７１３３），ｃ－Ｊｕｎ氨基端蛋白激
酶（ＪＮＫ）抗体（批号为ａｂ１７９４６１），磷酸化ＪＮＫ（ｐ－ＪＮＫ）
抗体（批号为ａｂ１２４７５６），均购自美国Ａｂｃａｍ公司；磷酸

甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗体（美国 ＣＳＴ公司，批号为
２１１８５）；聚腺苷二磷酸 －核糖多聚酶（ＰＡＲＰ）抗体（批
号为 １３３７１－１－ＡＰ），ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３（ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３）
抗体（批号为 １９６７７），均购自武汉三鹰生物技术有限
公司）。

细胞：鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤 ＰＣ１２细胞株（美
国ＡＴＣＣ细胞库，批号为ＣＲＬ－１７２１）。
１．２ 方法

１．２．１ 细胞培养

ＰＣ１２细胞用 ＰＲＩＭ培养基（含 １０％胎牛血清）于
３７℃、５％ＣＯ２条件下恒温培养箱中培养，隔天传代，取
对数生长期细胞进行试验。

１．２．２ ＣＣＫ－８试验检测
取对数生长期的 ＰＣ１２细胞，经胰酶消化后得细胞

悬液，按（５０００个细胞，９０μＬ）／孔接种于 ９６孔板中，
于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ，加入受试药物
１０μＬ。药物分组：１牘杞归 １组、２组、３组、４组、５组（以
杞归八味口服液原液浓度为 １００％计，作用浓度分别
为０．１％，０．２％，０．４％，０．６％，０．８％），药物作用 ２４ｈ；
２牘鱼藤酮 １组、２组、３组、４组、５组（相当于鱼藤酮
０．５，１．０，２．０，４．０，８．０μｍｏｌ／Ｌ），药物作用２４ｈ；３牘杞归
八味口服液联用鱼藤酮：空白对照组（水）、鱼藤酮４组，
以及杞归１，２，３，４，５（０．２％，０．４％，０．６％，０．８％）＋鱼
藤酮４组，先给予杞归八味口服液预处理 ２ｈ，再给予
鱼藤酮作用 ２４ｈ。药物处理结束后，每孔加入 ＣＣＫ－８
试剂 １０μＬ，置培养箱中孵育 １ｈ，用酶标仪于 ４５０ｎｍ
波长处检测吸光度，并计算细胞存活率。

１．２．３ 流式细胞仪检测

取对数生长期的ＰＣ１２细胞悬液，按２．０×１０５个／孔
接种于６孔板中，每孔培养基体积２ｍＬ，于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中培养２４ｈ，给予杞归八味口服液及鱼藤酮药液作
用２４ｈ。胰酶消化后收集于１５ｍＬ离心管中，８００ｒ／ｍｉｎ离
心 ５ｍｉｎ，弃上清液，用 ２ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）混悬
细胞，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入凋亡检测染
色液（含 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ染液 ２μＬ，ＰＩ染液 ５μＬ，
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ１００μＬ），混匀，室温避光染色 １５ｍｉｎ。用
流式细胞仪检测细胞凋亡情况，并计算凋亡率。

１．２．４ 蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）法检测
取对数生长期的ＰＣ１２细胞悬液，按２．０×１０６个／孔

接种于１００ｍｍ培养皿中，每孔培养基１０ｍＬ，于３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，给予杞归八味口服液预处
理 ２ｈ，然后给予鱼藤酮作用２４ｈ。提取全细胞蛋白，用
ＢＣＡ法测定蛋白含量。蛋白液中加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
混匀，于９８℃加热使蛋白变性。变性后的蛋白样品用聚
丙烯凝胶电泳进行分离，分离后的蛋白转至 ＰＶＤＦ膜
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组别

空白对照组

鱼藤酮４组

杞归１＋鱼藤酮４组

杞归２＋鱼藤酮４组

杞归３＋鱼藤酮４组

杞归４＋鱼藤酮４组

杞归５＋鱼藤酮４组

浓度

４μｍｏｌ／Ｌ

０．１％＋４μｍｏｌ／Ｌ

０．２％＋４μｍｏｌ／Ｌ

０．４％＋４μｍｏｌ／Ｌ

０．６％＋４μｍｏｌ／Ｌ

０．８％＋４μｍｏｌ／Ｌ

细胞存活率（Ｘ±ｓ，％）

１００．００±２．４０

６０．３９±２．９２

６１．１８±３．８４

６７．９８±６．２９

７７．７３±３．３３

８１．８７±３．２５

８１．２８±４．９７

组别

空白对照组

杞归１组
杞归２组
杞归３组
杞归４组
杞归５组

浓度

（％）

０
０．１
０．２
０．４
０．６
０．８

细胞存活率

（Ｘ±ｓ，％）

１００．００±１．２５
１０１．３４±３．４４
１０３．８１±１．６３
１０６．３９±２．６３

１０８．３４±２．３４

１０８．０３±３．８１

组别

空白对照组

鱼藤酮１组
鱼藤酮２组
鱼藤酮３组
鱼藤酮４组
鱼藤酮５组

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

０
０．５
１．０
２．０
４．０
８．０

细胞存活率

（Ｘ±ｓ，％）

１００．００±１．０２
８３．７２±３．０９

７０．５２±２．３７

６３．７２±１．７９

６２．６８±１．４９

５７．２４±３．７７

表２ 杞归八味口服液对鱼藤酮降低 ＰＣ１２细胞存活率的影响
Ｔａｂ．２ ＥｆｆｅｃｔｏｆＱｉｇｕｉＢａｗｅｉＯｒａｌＬｉｑｕｉｄｏｎｒｏｔｅｎｏｎｅｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅ

ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

注：与鱼藤酮４组比较，Ｐ＜０．０１。
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｒｏｔｅｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４，Ｐ＜０．０１．

注：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。
Ｎｏｔｅ牶Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ牞Ｐ＜０．０５牞Ｐ＜０．０１．

表１ 杞归八味口服液及鱼藤酮对ＰＣ１２细胞存活率的影响
Ｔａｂ．１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＱｉｇｕｉＢａｗｅｉＯｒａｌＬｉｑｕｉｄ ａｎｄ ｒｏｔｅｎｏｎｅｏｎ ｔｈｅ

ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

１０３ １０４ １０５ １０６ １０７

１０７

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１
１０３ １０４ １０５ １０６ １０７

１０７

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１

１０７

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１
１０３ １０４ １０５ １０６ １０７

１０７

１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０１
１０３ １０４ １０５ １０６ １０７

ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ

ＰＩ

Ａ．空白对照组 Ｂ．鱼藤酮４组 Ｃ．杞归４组 Ｄ．杞归４＋鱼藤酮４组

图１ 流式细胞仪检测 ＰＣ１２细胞凋亡情况

Ａ．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｂ．Ｒｏｔｅｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４ Ｃ．Ｑｉｇｕｉｇｒｏｕｐ４ Ｄ．Ｑｉｇｕｉｇｒｏｕｐ４＋ｒｏｔｅｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４

Ｆｉｇ．１ ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

上，５％脱脂牛奶封闭１ｈ，加一抗孵育过夜。次日回收一
抗，ＴＢＳＴ漂洗后于室温下孵育二抗１ｈ。ＴＢＳＴ漂洗后加
入发光底物，用凝胶成像系统进行曝光。ＷＢ条带用
ＩｍａｇｅＪ１．３７Ｃ软件测量其灰度值，以目的蛋白与内参
蛋白的灰度比值作为蛋白表达水平。

１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ表
示，组间比较行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对ＰＣ１２细胞存活率的影响
与空白对照组比较，杞归 ３组、４组、５组的细胞存

活率均显著升高，且呈量效依赖趋势（Ｐ＜０．０５）；鱼藤
酮１组、２组、３组、４组、５组的细胞存活率均显著降低，
且呈量效依赖趋势（Ｐ＜０．０１）。详见表１。

２．２ 对鱼藤酮降低ＰＣ１２细胞存活率的影响
与鱼藤酮４组比较，杞归３，４，５＋鱼藤酮４组的细胞

存活率均显著升高，且呈量效依赖趋势（Ｐ＜０．０１）。可
见，联用杞归八味口服液可明显减弱鱼藤酮导致的细胞

存活率下降。详见表２。

２．３ 对鱼藤酮诱导细胞凋亡的影响

与空白对照组比较，鱼藤酮组细胞凋亡率显著升高

（Ｐ＜０．０１）；与鱼藤酮组比较，杞归４＋鱼藤酮４组细胞
凋亡率显著降低（Ｐ＜０．０１）。可见，鱼藤酮能明显诱导
ＰＣ１２细胞凋亡，但杞归八味口服液能阻止鱼藤酮诱导
的ＰＣ１２细胞凋亡。详见图１和表３。
２．４ 对鱼藤酮激活凋亡相关蛋白和 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ及
ＪＮＫ信号通路的影响

与空白对照组比较，鱼藤酮４组ＰＡＲＰ蛋白表达水平
显著降低，ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；
与鱼藤酮组比较，杞归４＋鱼藤酮４组 ＰＡＲＰ蛋白表达
水平显著升高，ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平显著降低
（Ｐ＜０．０１）。可见，鱼藤酮能明显激活凋亡相关蛋白，但
联用杞归八味口服液可明显减弱鱼藤酮对凋亡蛋白

的激活。与空白对照组比较，鱼藤酮 ４组 ｐ－ＡＫＴ和
ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达水平均显著降低，ｐ－ＪＮＫ蛋白表达
水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与鱼藤酮４组比较，杞归４＋
鱼藤酮４组ｐ－ＡＫＴ和ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达水平均显著
升高，ｐ－ＪＮＫ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。可
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组别

空白对照组

鱼藤酮４组
杞归４组
杞归４＋鱼藤酮４组

浓度

４μｍｏｌ／Ｌ
０．６％
０．６％ ＋４μｍｏｌ／Ｌ

细胞凋亡率（％）

９．７８±２．４７
３３．６３±２．０４

８．５１±２．４８
１７．４０±３．３４△△

ＰＡＲＰ／ＧＡＰＤＨ
０．３４７±０．０２９
０．０６９±０．０２４

０．３１３±０．０２３
０．２５６±０．０３８△△

ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＡＰＤＨ
０．１５１±０．０３１
０．３６２±０．０３１

０．１５４±０．０３５
０．１６５±０．０３１△△

ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ
１．４２２±０．０９４
０．８８７±０．０３１

１．４００±０．０３７
１．４２６±０．０５７△△

ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ
０．４３１±０．０３８
０．３２９±０．０２８

０．４８０±０．０４２
０．６３９±０．０７６△

ｐ－ＪＮＫ／ＪＮＫ
０．３７６±０．０７１
２．１２６±０．０８４

０．３７９±０．０３９
１．２９１±０．０６２△△

表３ 细胞凋亡率及蛋白表达水平比较牗Ｘ±ｓ牘
Ｔａｂ．３ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ牗Ｘ±ｓ牘

注：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１；与鱼藤酮４组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１。
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｒｏｔｅｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１．

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

ＰＡＲＰ

ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３

ｐ－ＡＫＴ

ＡＫＴ

ｐ－ｍＴＯＲ

ｍＴＯＲ

ｐ－ＪＮＫ

ＪＮＫ

ＧＡＰＤＨ

Ａ．空白对照组 Ｂ．鱼藤酮４组 Ｃ．杞归４组

Ｄ．杞归４＋鱼藤酮４组

图２ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＰＣ１２细胞的蛋白表达水平
Ａ．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｂ．Ｒｏｔｅｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４ Ｃ．Ｑｉｇｕｉｇｒｏｕｐ４

Ｄ．Ｑｉｇｕｉｇｒｏｕｐ４＋ｒｏｔｅｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ

见，鱼藤酮抑制了ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，并激活了ＪＮＫ
信号，但联用杞归八味口服液可明显减弱鱼藤酮对

ＡＫＴ／ｍＴＯＲ及ＪＮＫ信号通路的影响。详见表３和图２。
３ 讨论

ＰＣ１２细胞是一种大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤细胞
株，具有神经内分泌细胞的普遍特征，且可传代，广泛用

于神经生理及药理学研究犤１１犦。鱼藤酮是一种从豆科鱼

藤属植物中提取的异黄酮化合物，在农业上作为杀虫剂

被广泛使用，因具有较强的神经毒性，也被作为神经细

胞损伤的造模药物广泛应用犤１２犦。在构建鱼藤酮损伤的

ＰＣ１２细胞模型中，不同研究者所用的鱼藤酮剂量及作
用时间不一致，作用浓度为０．５～１０μｍｏｌ／Ｌ，作用时间
为 ４～２４ｈ犤１３－１５犦，这可能与各实验室所用培养条件、细

胞状态及细胞对药物的敏感度不一致有关。通过前期试

验，选择鱼藤酮浓度为 ４μｍｏｌ／Ｌ，作用时间为 ２４ｈ，成
功构建了 ＰＣ１２细胞损伤模型，细胞凋亡率可达 ３３％，
细胞活性下降约４０％。

通过预试验发现，０．５％及 １．０％浓度的杞归八味
口服液可增强 ＰＣ１２细胞的活性，但 ２．０％浓度的杞归
八味口服液反而使 ＰＣ１２细胞活性降低。进一步考察杞
归八味口服液在 ０．１％～０．８％浓度范围内对 ＰＣ１２细
胞活性的影响，结果发现 ０．４％～０．８％浓度的杞归八
味口服液可增强 ＰＣ１２细胞的活性，可明显减弱鱼藤
酮导致的 ＰＣ１２细胞活性下降，且 ０．６％浓度时作用
即达到最大，故选择０．６％浓度作为后续药理机制研究
的作用浓度。

细胞凋亡是细胞死亡的一种常见方式，也是鱼藤酮

损伤 ＰＣ１２细胞的主要原因犤１６犦。ＰＡＲＰ蛋白可特异性地
识别 ＤＮＡ断裂末端并结合，是一种重要的 ＤＮＡ修复
酶，当凋亡发生时，可被上游的 Ｃａｓｐａｓｅ－３剪切降解而
丧失 ＤＮＡ修复功能犤１７犦。Ｃａｓｐａｓｅ－３是细胞凋亡过程中
最主要的终末剪切酶，通过自身剪切激活后，再催化

ＰＡＲＰ发生降解犤１８犦。因此，Ｃａｓｐａｓｅ－３剪切激活及 ＰＡＲＰ
发生降解被认为是凋亡发生的标志犤１９犦。本试验结果证实，

鱼藤酮诱导ＰＣ１２细胞发生凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔｔｉｎｇ试验结
果证实，鱼藤酮可导致ＰＡＲＰ降解（ＰＡＲＰ蛋白表达水平
降低）和Ｃａｓｐａｓｅ－３剪切激活（ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水
平升高）。同时，杞归八味口服液能减弱鱼藤酮诱导的细

胞凋亡，并减弱鱼藤酮导致的ＰＡＲＰ蛋白表达水平的降
低及 ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平的升高，表明杞归八味
口服液减轻了鱼藤酮对ＰＣ１２细胞的损伤作用。

常见的有 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ，ＭＡＰＫ（ＪＮＫ／ＥＲＫ／
Ｐ３８），ＳＴＡＴ３，Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ，ＮＦ－κＢ等 犤２０犦信号通路

蛋白参与细胞凋亡的调控。而 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的抑制
及 ＪＮＫ信号激活是鱼藤酮导致神经细胞损伤的常见机
制犤２１－２２犦。ＡＫＴ是一种丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，作用广
泛，与细胞内许多信号通路有关；ｍＴＲＯ是 ＡＫＴ的下游
分子，属于一种不典型的丝氨酸 ／酪氨酸蛋白激酶。
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路对维持细胞存活、促进细胞增殖

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ
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·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

和生长非常重要。在中枢神经诱导损伤的研究中发现，

抑制 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路可加重神经细胞的损伤作用，而
激活该通路则可对神经细胞起保护作用犤２３犦。ＪＮＫ是一
种丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，属于 ＭＡＰＫ家族的一员，
在细胞凋亡的调控中发挥重要作用，ＪＮＫ磷酸化激活后能
介导多种细胞（如神经、心肌、肝、肿瘤等）的凋亡反应犤２４犦。

本试验结果显示，鱼藤酮可抑制 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通
路，并激活 ＪＮＫ信号；同时发现杞归八味口服液可减弱
鱼藤酮对 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的抑制及对 ＪＮＫ的激活作
用，表明杞归八味口服液通过 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ及ＪＮＫ途径
保护了ＰＣ１２细胞。

综上所述，杞归八味口服液可减轻鱼藤酮对 ＰＣ１２
细胞的损伤作用，可能与其减弱了鱼藤酮对 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ及ＪＮＫ信号通路的影响有关。由于杞归八味口服
液成分复杂，其发挥神经保护作用的具体物质基础（有

效单体化合物）还有待进一步研究。
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ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｎｉｔｒｉｔｅｌｅｖｅｌｓａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ犤Ｊ犦．Ｎｅｕ

ｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２０１８，６５：９－２１．
犤１７犦ＨＥＮＮＩＮＧＲＪ，ＢＯＵＲＧＥＯＩＳＭ，ＨＡＲＢＩＳＯＮＲＤ．Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－

ｒｉｂｏｓｅ）Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＰＡＲＰ）ａｎｄＰＡＲＰＩｎｈｉｂｉｔｏｒｓ：Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ｏｆＡｃｔｉｏｎａｎｄＲｏｌｅｉｎＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＤｉｓｏｒｄｅｒｓ犤Ｊ犦．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ

Ｔｏｘｉｃｏｌ，２０１８，１８（６）：４９３－５０６．
犤１８犦ＳＨＡＬＩＮＩＳ，ＤＯＲＳＴＹＮＬ，ＤＡＷＡＲＳ，ｅｔａｌ．Ｏｌｄ，ｎｅｗａｎｄ

ｅｍｅｒｇｉｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｃａｓｐａｓｅｓ犤Ｊ犦．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２０１５，

２２（４）：５２６－５３９．
犤１９犦ＳＡＩＲＡＮＥＮＴ，ＳＩＥＰＥＳＩＲ，ＫＡＲＪＡＬＡＩＮＥＮ－ＬＩＮＤＳＢＥＲＧＭＬ，

ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｃａｓｐａｓｅ－３ａｎｄＰＡＲＰ－１ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｗｉｔｈａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｉｓｃｈｅｍｉｃｈｕｍａｎｓｔｒｏｋｅ犤Ｊ犦．Ａｃｔａ

Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ，２００９，１１８（４）：５４１－５５２．
犤２０犦梁小娜，单 淇，周福军，等 ．双氢青蒿素诱导肿瘤细胞凋

亡的信号通路研究进展犤Ｊ犦．药物评价研究，２０１９，４２（４）：

７７５－７８０．
犤２１犦ＺＨＡＮＧＹ，ＧＵＯＨ，ＧＵＯＸＹ，ｅｔａｌ．ＩｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＡｋｔ／ｍＴＯＲ

ｉｎｔｈｅＮｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＲｏｔｅｎｏｎｅ－ＩｎｄｕｃｅｄＰａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓＤｉｓｅａｓｅ

Ｍｏｄｅｌｓ犤Ｊ犦．ＩｎｔＪＥｎｖｉｒｏｎＲｅｓＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，２０１９，１６（２０）：３８１１．
犤２２犦ＫＡＭＡＬＤＥＮＴＡ，ＪＩＤ，ＯＳＢＯＲＮＥＮＮ．Ｒｏｔｅｎｏｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ

ｄｅａｔｈｏｆＲＧＣ－５ｃｅｌｌｓｉｓｃａｓｐａｓｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ｉｎｖｏｌｖｅｓｔｈｅＪＮＫ

ａｎｄｐ３８ｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｉｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｂｙｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｅｅｎｔｅａ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ犤Ｊ犦．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＲｅｓ，２０１２，３７（５）：１０９１－１１０１．
犤２３犦匡 巍，余昌胤．磷脂酰肌醇 －３磷酸激酶／ＡＫＴ／雷帕霉素

靶蛋白信号通路参与中枢神经损伤保护与修复的研究进展犤Ｊ犦．
安徽医药，２０１８，２２（２）：２１５－２１９．

犤２４犦魏 娜，贺海波，张长城，等．ＪＮＫ信号通路与细胞凋亡关系

的研究进展犤Ｊ犦．中国临床药理学与治疗学，２０１３，１８（７）：

８０７－８１２．
牗收稿日期：２０２０－０４－０２牘


