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摘要： 目的　 探讨温肺降浊方对 Ａβ２５⁃３５诱导 ＢＶ⁃２ 细胞线粒体功能的影响。 方法　 通过 Ａβ２５⁃３５诱导 ＢＶ⁃２ 细胞建立阿尔

茨海默病 （ＡＤ） 细胞模型， 确定 Ａβ２５⁃３５干预的最佳浓度和时间点， 设置 ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组 （抑制剂） 和温肺降浊方含药血

清组。 ＣＣＫ⁃８ 法检测最佳干预浓度和时间点， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验观察细胞迁移情况， Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色观察细胞凋亡情
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ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果 　 以终浓度 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａβ２５⁃３５干预 ４８ ｈ 为制备 ＡＤ 细胞模型的最佳条件，
２０％ 温肺降浊方含药血清干预 ４８ ｈ 细胞活性最佳。 与对照组比较， 模型组细胞迁移数量减少， 存在较多亮蓝色阳性凋

亡细胞， ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性细胞数、 ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低 （Ｐ＜
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Ｄｒｐ１ 轴减轻 ＡＤ 模型细胞损伤， 改善线粒体稳态平衡， 从而提高认知水平， 发挥脑保护效应。
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ＰＧＡＭ５ ａｎｄ Ｄｒｐ１ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ； ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＰＧＡＭ５， Ｄｒｐ１， ＯＰＡ１， ａｎｄ Ｍｆｎ１ ／ ２
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ＡＤ ｃｅｌｌ
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ４８ ｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｆ Ａβ２５－３５， ａｎｄ ｍｏｓｔ ａｃｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
４８ ｈ ｕｓｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２０％ Ｗｅｎｆｅｉ Ｊｉａｎｇｚｈｕｏ Ｆｏｒｍｕｌａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｍｏｒｅ ｂｒｉｇｈｔ ｂｌｕｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ＰＧＡＭ５ ａｎｄ Ｄｒｐ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＰＡ１ ａｎｄ Ｍｆｎ１ ／ ２ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｓｈａｒｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｌｅｓｓ ｂｒｉｇｈｔ ｂｌｕｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＧＡＭ５ ａｎｄ Ｄｒｐ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ＯＰＡ１ ａｎｄ Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｗｅｎｆｅｉ Ｊｉａｎｇｚｈｕｏ Ｆｏｒｍｕｌａ ｅｘｅｒｔｓ
ｃｅｒｅｂｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１ ａｘｉｓ ｉｎ ＡＤ ｍｏｄｅｌ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｗｅｎｆｅｉ Ｊｉａｎｇｚｈｕｏ Ｆｏｒｍｕｌａ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ａβ２５－３５； ＰＧＡＭ⁃Ｄｒｐ１ ａｘｉｓ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｈｏｍｅｏｓｔａｔｉｃ ｂａｌａｎｃｅ； ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ

　 　 阿尔茨海默病 （ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ），
又被称为老年痴呆症， 以记忆力减退、 认知功能障

碍为主要临床表现［１⁃２］。 据统计， ２０３０ 年全球痴呆

患病人数将增至 ８ ２００ 万， 其中 ＡＤ 患者的人数大

约占 ６６％ ［３］。 ＡＤ 不仅严重损害患者的身心健康，
也给社会和病患家庭带来了不容忽视的经济

负担［４⁃５］。
ＡＤ 是一种病因和病理机制极其复杂的神经退

行性疾病［６］。 目前认为 ＡＤ 的发生主要与 Ａβ 毒

性、 ｔａｕ 蛋白异常修饰、 胆碱能损伤等因素相

关［７］。 研究证明， 线粒体质量异常与衰老相关疾

病的发生密切相关［８］。 因此， 研究线粒体稳态平

衡对减轻 ＡＤ 带来的认知损伤具有重要意义。 课题

组前期研究结果提示， 温肺降浊方可以通过降低

ＡＤ 大鼠线粒体相关蛋白细胞色素、 凋亡蛋白的表

达， 减少神经元凋亡［９⁃１１］。 Ｂａｘ 的高表达促进线粒

体动力相关蛋白 （Ｄｒｐ１） 定位于线粒体外膜， 加

强线粒体分裂活性［１２⁃１３］。 然而， 磷酸甘油酸变位

酶 ５ （ＰＧＡＭ５） 能够介导 Ｄｒｐ１ 易位到受损的线粒

体， 从而构成 ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１ 轴调控线粒体动力学系

统， 但是该信号轴的上游机制仍不清楚。 故本研究

拟从 ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１ 轴与线粒体稳态的关系着手， 构

建 Ａβ２５⁃３５诱导 ＢＶ⁃２ 细胞体外模型， 通过温肺降浊

方含药血清干预探讨其可能的作用机制， 以期为

ＡＤ 的中医治疗提供新方法。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞和动物　 ＢＶ⁃２ 细胞株由广西中医药大学

基础医学院阮子芸副教授课题组捐赠。 ＳＰＦ 级健康
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成年雄性 ＳＤ 大鼠 １０ 只， 体质量 （１８０±２０） ｇ， 由

湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供， 饲养于广

西中医药大学科学实验中心动物房， 实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９⁃０００４。 本研究经广西

中医药大学科学实验中心伦理委员会批准 （伦理

号 ＤＷ２０２３０４２５⁃１０５）。
１􀆰 ２　 药物 　 温肺降浊方由制附子 ２０ ｇ （先煎）、
党参 １５ ｇ、 干姜 １０ ｇ、 三七 １０ ｇ、 酒大黄 １０ ｇ、 炙

甘草 ６ ｇ 组成， 饮片均购于广西中医药大学第一附

属医院门诊中药房， 经广西中医药大学第一附属医

院陈炜教授鉴定为正品。 取各味药材， 煎煮 ２ 次，
取汁 ２００ ｍＬ， 加热浓缩至生药量 １􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ， 于

４ ℃保存备用。
１􀆰 ３　 试剂 　 高糖培养基、 Ｇｉｂｃｏ 优级胎牛血清

（批号 １１９６５１１８、 １０１００１４７Ｃ， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；
青链霉素混合液 （批号 Ｐ１４００， 北京索莱宝科技有

限公司）； Ａβ２５⁃３５ （批号 ＧＰ１００８２， 美国 ＧｌｐＢｉｏ 公

司）； ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ２ 抗 体 （ 批 号

ａｂ３０８４４７、 ａｂ１８４２４７、 ａｂ４２３６４、 ａｂ１２４７７３， 英 国

Ａｂｃａｍ 公司）； 三色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ １０ ～ ２５０ ｋＤａ
（批号 ＷＪ１０３， 上海雅酶生物医药科技有限公司）；
Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ４８８ （批号 ＺＦ⁃０５１１， 北京中杉金桥生

物技术有限公司）； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号 ＢＳ３５０Ｂ，
北京兰杰柯科技有限公司）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞

凋亡检测试剂盒、 Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释液、 Ｗｅｓｔｅｒｎ 二

抗稀释液、 ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ 封闭液 （批号 Ｃ１０６２Ｌ、
Ｐ００２３Ａ、 Ｐ００２３Ｄ、 Ｐ０２２０， 上海碧云天生物技术

有限 公 司 ）； Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ 􀅺⁃Ｅ ＰＶＤＦ 膜 （ 批 号

ＩＳＥＱ００１０， 德国默克公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 ＭＣＯ⁃５ＡＣ ＣＯ２ 细胞培养箱 （日本

Ｐａｎａｓｏｎｉｃ 公司）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ 全波长酶标仪 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＣＸ３１ 倒置显微

镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 垂直电泳转印系统、 Ｇｅｌ
Ｄｏｃ ＸＲ ／ ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 全自动化学发光凝胶成像

系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＢＶ⁃２ 细胞培养和传代　 细胞使用含 １０％ 胎牛

血清和 １％ 青链霉素混合液的 ９０％ 高糖培养基， 置

于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱内培养。 当细胞汇聚

率达到 ７０％ ～ ９０％ 时， ＰＢＳ 振荡洗涤 ２ 次， 弃上

清， 加胰蛋白酶 ５００ ｍＬ 进行消化。 当细胞完全悬

浮后加入完全培养基， 终止胰蛋白酶消化， 充分吹

打， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， 按 １ ∶ ３ ～
１ ∶ ２ 比例传代细胞， 每 ３ ｄ 传代 １ 次。

２􀆰 ２　 温肺降浊方含药血清制备　 １０ 只 ＳＤ 大鼠适应

性饲养 ７ ｄ 后， 灌胃给予温肺降浊方 １１􀆰 ８ ｍｇ ／ ｋｇ，
每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 末次灌胃给药后 １ ｈ， 腹腔注

射 １％ 戊巴比妥钠 （４０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 无菌环境下

腹主动脉采血， 全血室温静置 ３０ ｍｉｎ， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 取上层血清， ５０ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ，
于－８０ ℃冰箱保存备用。 含药血清使用时经 ０􀆰 ２２
μｍ 微孔滤膜过滤， 并用 ＤＭＥＭ 培养基分别稀释至

５％ 、 １０％ 、 ２０％ 。
２􀆰 ３　 造模 　 参照文献 ［１４］ 报道， ＢＶ⁃２ 细胞以

１×１０５ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ，
于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱培养 ２４ ｈ， 分别加入终浓

度为 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａβ２５⁃３５， 以等量 ＰＢＳ 缓

冲液代替 Ａβ２５⁃３５作为正常组， 每组设置 ３ 个复孔，
继续培养 ２４、 ４８ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每孔加入 １０
μＬ ＣＣＫ⁃８， 培养箱继续孵育 ２ ｈ， 用酶标仪在 ４５０
ｎｍ 波长处检测吸光度， 计算细胞存活率。 以细胞

存活率为 ７０％ ～８０％ 的 Ａβ２３⁃３５的浓度和时间点作为

ＡＤ 细胞模型最佳浓度和时间点。
２􀆰 ４　 分组和给药 　 实验分为对照组、 模型组、
ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组 （抑制剂）、 温肺降浊方含药血清组。
细胞计数后， 用 ＤＭＥＭ 基础培养基调整至所需细

胞密度， 于 ６ 孔板、 ９６ 孔板、 Ｔ２５ 培养瓶中分别加

入 ２􀆰 ５×１０５ ／ ｍＬ、 １×１０５ ／ ｍＬ、 ４×１０５ ／ ｍＬ ＢＶ⁃２ 细胞

株， 再加入 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５⁃３５， 培养 ４８ ｈ， 对照组

和模型组给予 １０％ 高糖培养基培养； 温肺降浊方

含药血清组加入 ２０％ 温肺降浊方含药血清， 培养

４８ ｈ； ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组加入 １０ μＬ 终浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ
的 ＬＦＨＰ⁃１ｃ 高糖培养基稀释液。 ＬＦＨＰ⁃１ｃ 作为一

种特异性小分子 ＰＧＡＭ５ 的抑制剂， 可以有效抑制

ＰＧＡＭ５ 的过度升高， 从而减少 Ｄｒｐ１ 的去磷酸化

状态。
２􀆰 ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测温肺降浊方含药血清干预的最

佳浓度和时间点　 将 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＢＶ⁃２ 细胞以 １×
１０５ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ，
于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ， 加入 ５％ 、
１０％ 、 ２０％ 温肺降浊方含药血清， 以等量 ＰＢＳ 缓冲

液作为正常组， 每组设置 ３ 个复孔； 继续培养

２４ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每孔加 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８， 避光

培养箱孵育 ２ ｈ。 用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸

光度， 以确定温肺降浊方含药血清不同浓度及时间

点对 Ａβ２５⁃３５诱导的 ＢＶ⁃２ 细胞的影响。 采用 ＣＣＫ⁃８
法检测 ５％ 、 １０％ 、 ２０％ 温肺降浊方含药血清对

ＢＶ⁃２ 细胞活力的影响， 细胞分为 １０％ 胎牛血清组
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（１０％ 胎牛血清）、 １０％ 空白血清组 （１０％ 空白血

清）、 ２０％ 空白血清组 （２０％ 空白血清）、 ５％ 温肺

降浊方含药血清 （５％ 温肺降浊含药血清＋５％ 空白

血清）、 １０％ 温肺降浊方含药血清 （１０％ 温肺降浊

含药血清） 和 ２０％ 温肺降浊方含药血清 （２０％ 温

肺降浊含药血清）。
２􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移数量　 用 ２０％ 温

肺降浊方含药血清处理 ＢＶ⁃２ 细胞， 用 ＲＰＭＩ 无血

清培 养 基 调 整 细 胞 密 度 为 １ × １０５ ／ ｍＬ， 加 入

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中， 将 ５００ μＬ ＤＭＥＭ 高糖培养基添

加到 ２４ 孔板中培养 ４８ ｈ。 取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室， ４％
多聚甲醛固定， ０􀆰 １％ 结晶紫染色 ５ ｍｉｎ。 观察染色

细胞， 并用倒置显微镜进行拍照， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ８􀆰 ０
软件进行数据分析。
２􀆰 ７　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色检测细胞凋亡数量 　 将 ６
孔板中细胞胰酶消化后放置于 １５ ｍＬ 无菌离心管

中， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ， 去除上清液， 加入

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色剂， 恒温培养箱孵育 ２０ ｍｉｎ，
加入培养基进行吹打洗涤， 离心， 去除上清液， 重

悬细胞， 以 １×１０４ ／ ｍＬ 的密度接种于 ３􀆰 ５ ｃｍ２ 培养

皿中， 于荧光倒置显微镜下观察细胞核形态、 数量

和荧光强度。 凋亡细胞核固缩、 核膜裂解， 细胞形

态损坏， 凋亡细胞呈现浓集的亮蓝色形态。
２􀆰 ８　 免疫荧光染色检测细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性

细胞表达量　 将每组细胞分别洗涤 ３ 次， ４％ 多聚

甲醛固定 ２０ ｍｉｎ， 洗涤 ３ 次， 内源性过氧化物酶封

闭液阻断 １５ ｍｉｎ， 洗涤 ３ 次， ０􀆰 ０１％ Ｔｒｉｔｏｎ １００ 通

透 １０ ｍｉｎ， 洗涤 ３ 次， ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ， 加入

ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 一抗 （１ ∶ １００）， ４ ℃孵育过夜， 洗

涤 ３ 次， 次日加入 Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ４８８ （Ｈ＋Ｌ） 孵育

１􀆰 ５ ｈ， 洗涤 ３ 次， 染核 ８ ｍｉｎ， 洗涤 ３ 次， 于荧光

倒置显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ９ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、
Ｍｆｎ１ ／ ２ ｍＲＮＡ 表达 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各组细胞

总 ＲＮＡ； 使用微量分光光度计测定总 ＲＮＡ 浓度；
按照 ＴＯＬＯＢＩＯ 反转录试剂盒进行逆转录反应； 使

用 ＳＹＢＲ 􀅺 Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒

进行扩增反应， 引物序列见表 １， 反应条件为

９５ ℃ １０ ｍｉｎ， ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循

环， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ２－ΔΔＣＴ 法进行相对定量

处理。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′）

ＰＧＡＭ５ ＧＴＣＧＧＧＡＡＣＡＧＧＣＴＧＡＡＣＴＣ ＴＧＧＣＡＧＧＴＧＣＴＴＡＣＴＧＡＴＧＡ

Ｄｒｐ１ ＧＴＴＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＧ ＣＧＡＧＡＡＡＡＣＣＴＴＧＡＧＡＴＧＧＡ

ＯＰＡ１ ＴＴＣＴＴＣＡＣＴＧＣＧＧＧＴＡＣＡＣＣＴ ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＴＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡ

Ｍｆｎ１ ＧＡＡＴＡＡＴＣＧＴＴＧＧＧＡＴＧＣＴ ＡＡＣＴＣＣＴＧＴＡＡＴＣＴＴＧＣＣＴＧＡ

Ｍｆｎ２ ＴＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＣＧＧＧＡＡ ＣＴＴＧＡＧＧＡＣＡＡＣＴＧＧＧＧＡ

ＧＡＰＤＨ ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ

２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、
Ｍｆｎ１ ／ ２ 蛋白表达 　 用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 缓冲液裂解各组细胞， 提取蛋白， ＢＣＡ 法检

测蛋白含量， 取等质量蛋白进行变性， 加入蛋白上

样缓冲液后冻存备用。 制备聚丙烯酰胺凝胶， 上

样， 电泳， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ ＢＳＡ 室温

封闭 １ ｈ， 分别加入 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、
Ｍｆｎ２ （１ ∶ ３ ０００） 一抗， ４ ℃孵育过夜， 次日加入

二抗 （１ ∶ ８ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 使用全自动化学

发光图像分析系统显影， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白相对表达。
２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 Ａβ２５⁃３ ５ 诱导 ＢＶ⁃２ 细胞最佳终浓度及时间

点　 与对照组比较， ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５⁃３５干预

ＢＶ⁃２ 细胞 ２４、 ４８ ｈ 后， 细胞存活率随着 Ａβ２５⁃３５浓

度增加而降低， 以 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 最佳， 见图 １。 同时，
结合文献 ［９］ 报道， 本实验以细胞存活率在 ８０％
左右 认 定 最 佳。 因 此， 后 续 实 验 选 择 终 浓 度

５ μｍｏｌ ／ Ｌ的 Ａβ２５⁃３５干预 ４８ ｈ。
３􀆰 ２　 温肺降浊方含药血清对 ＢＶ⁃２ 细胞存活率的

影响　 干预 ２４ ｈ 后各组间细胞存活率并无显著差

异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 干预 ４８ ｈ 后， 与 １０％ 、 ２０％ 空白

血清组比较， １０％ 、 ２０％ 温肺降浊方含药血清组

ＢＶ⁃２ 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 干预 ７２ ｈ 后，
与 １０％ 、 ２０％ 空白血清组比较， ２０％ 温肺降浊方含
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 Ａβ２５⁃３５诱导 ＢＶ⁃２细胞最佳终浓度及时间点 （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ

Ａβ２５⁃３５ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　

药血清组 ＢＶ⁃２ 细胞存活率升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 且

４８ ｈ温肺降浊方含药血清提升细胞活力效果最佳，
见图 ２。 故后续选用 ２０％ 温肺降浊方含药血清， 并

以 ４８ ｈ 作为药物干预最佳时间点。
３􀆰 ３　 温肺降浊方含药血清对 ＢＶ⁃２ 细胞迁移数量

的影响　 与对照组比较， 模型组 ＢＶ⁃２ 细胞迁移数

量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组和

温肺降浊方含药血清组 ＢＶ⁃２ 细胞迁移数量增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３。
３􀆰 ４　 温肺降浊方含药血清对 ＢＶ⁃２ 细胞凋亡的影

响　 对照组中有少许亮蓝色阳性细胞， 与对照组比

较， 模型组 ＢＶ⁃２ 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

　 　 　 　

注： 与 １０％ 、 ２０％ 空白血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 温肺降浊方含药血清干预 ＢＶ⁃２模型细胞活性最佳终浓度及时间点 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｗｅｎｆｅｉ

Ｊｉａｎｇｚｈｕｏ Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组 ＢＶ⁃２细胞迁移数量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｎｇ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

模型组比较， ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组和温肺降浊方含药血清组

ＢＶ⁃２ 细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４。
３􀆰 ５　 温肺降浊方含药血清对 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、
Ｄｒｐ１ 阳性细胞表达的影响 　 与对照组比较， 模型

组 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性细胞表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组和温肺降

浊方含药血清组 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性细

胞表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组 ＢＶ⁃２细胞凋亡数量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组 ＢＶ⁃２细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性细胞表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＧＡＭ５ ａｎｄ Ｄｒｐ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 温肺降浊方含药血清对 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、
Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与

对照组比较， 模型组 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２

ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
ＬＦＨＰ⁃１ｃ 组和温肺降浊方含药血清组 ＢＶ⁃２ 细胞

ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、
Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６。

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组 ＢＶ⁃２细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＧＡＭ５， Ｄｒｐ１， ＯＰＡ１ ａｎｄ Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 ７　 温肺降浊方含药血清对 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、
Ｄｒｐ１、 ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ 蛋白表达的影响　 与对

照组比较， 模型组 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 温肺降浊方含

药血清组 ＢＶ⁃２ 细胞 ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 蛋白表达降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１、 Ｍｆｎ２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７。

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ７　 各组 ＢＶ⁃２细胞内 ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１ 轴相关蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１ ａｘｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＢＶ⁃２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

在中医学古籍中并无明确信息提及老年痴呆的

病名， 但是对于痴呆的病因病机认识却十分广

泛［１５］。 多数医家流派认为， 年迈体弱， 病邪内耗，
正气不存是发生老年痴呆的主要病因［１６］。 此外，
气血失调、 痰浊瘀浊阻滞经脉亦是呆证加重的众多

病理学因素［１７］。 根据 “阳化气， 阴成形” 理论，
“痰、 瘀” 为阴成形太过的表现， 责之为元阳虚

衰， 需扶正祛邪［１８］。 基于此， 课题组推衍出 “温
肾益肺， 祛瘀化痰” 的中医治则治法 （简称温肺

降浊法）， 创立了温肺降浊方。 方中制附子温肾化

气， 使水气上行； 党参主补五脏安精神， 亦可监制

附子温燥之气， 更能助髓通脑； 干姜温养肺气， 可

助附子温阳； 三七活血化瘀， 运化周身血脉； 酒大

黄泻下之力缓弱， 化瘀之功尤增， 荡涤肠胃， 通利

水谷， 安和五脏； 炙甘草调和诸药， 缓急补中。 诸

药合用， 标本同治， 助阴阳和， 达到拮抗脑损伤的

目的。
线粒体作为细胞 “动力室”， 不仅为细胞提供

９５％的能量， 而且还在各种细胞生物学过程中发挥

重要作用［１９⁃２１］。 线粒体通过融合和分裂的过程，

控制着线粒体质量， 当线粒体这种调节过程失衡，
就会引起线粒体形态、 数量及相关酶功能异常， 从

而引发多种神经退行性疾病的发生［２２⁃２３］。 ＰＧＡＭ５
是磷酸甘油酸变位酶超家族成员之一， 是一种位于

线粒体外膜的蛋白质。 最新调查显示， ＰＧＡＭ５ 在

线粒体稳态平衡中占据重要地位， 它可通过 Ｓｅｒ
６３７ 位点的 Ｄｒｐ１ 去磷酸化促进线粒体自噬性， 引

起线粒体的分裂， 最终发生细胞死亡［２４］。 此外，
在线粒体外膜分裂之前， 线粒体的内膜融合过程就

已经启动。 其外膜上线粒体融合蛋白 １ ／ ２ （Ｍｆｎ１ ／
２） 环状拉近其距离， 在 ＡＴＰ 被水解产生能量后完

成外 膜 融 合。 随 后， 早 老 素 相 关 菱 形 样 蛋 白

（ＰＡＲＬ）、 动力相关的 ＧＴＰ 酶 （Ｍｇｍ１ｐ） 等融合

相关的因子使神经萎缩相关蛋白 １ （ＯＰＡ１） 降解

为长短 ２ 种异构体， 完成线粒体内膜的融合［２５］。
最新证据指出， 老年性痴呆大鼠组织内 ＯＰＡ１ 表达

降低， 引起 Ｄｒｐ１ 表达升高； 而抑制 Ｄｒｐ１ 表达， 使

得 ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ 蛋白表达升高， 线粒体融合作用

增强［２６］。 因此， ＡＤ 的发生发展必定和线粒体动力

学失衡相关， 而调控 ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１ 轴对减轻线粒体

分裂， 增强线粒体融合至关重要。
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本研究发现， 经过抑制剂 （ＬＦＨＰ⁃１ｃ） 和 ２０％
温肺降浊方含药血清干预后， 细胞迁移数量增加，
凋亡细胞减少， ＰＧＡＭ５、 Ｄｒｐ１ 阳性表达、 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达降低， ＯＰＡ１、 Ｍｆｎ１ ／ ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达升高， 且温肺降浊方含药血清的药效作用更为显

著。 结果提示， 温肺降浊方可以调控 ＰＧＡＭ５⁃Ｄｒｐ１
信号轴减轻 ＢＶ⁃２ 细胞损伤， 改善线粒体稳态平

衡， 从而提高认知水平， 发挥脑保护效应。
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