
损伤作用， 这将会是本课题组的下一个研究重点。
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摘要： 目的　 探讨川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞增殖分化的影响。 方法　 体外建立神经干细胞培养体系， 川续
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ＮＳＣｓ 分化； ＤＡＰＩ 染色检测 ＮＳＣｓ 的凋亡； ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 川续断皂苷Ⅵ
含药血清 （高、 中、 低浓度） 对 ＮＳＣｓ 增殖无影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 川续断皂苷Ⅵ含药血清 （高、 中浓度） 促进神经干细

胞分化 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 促进 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｔｕｂｌｉｎ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制 Ｊａｇｇｅｄ１、 Ｈｅｓ１、 Ｓｏｘ２， Ｐａｘ６ ｍＲＮＡ
表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 高浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清促进神经干细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 促进 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 中浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清促进 Ｔｕｂｌｉｎ 蛋白及 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ 表达， 抑

制 ＧＦＡＰ、 Ｊａｇｇｅｄ１ 蛋白及 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而对 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达无影响。 结论　 中浓度川续

断皂苷Ⅵ含药血清通过抑制 Ｊａｇｇｅｄ１ 的表达， 阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号通路， 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元方向分化。
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ｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｓ ｗｅｌｌ， ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｊａｇｇｅｄ１， Ｈｅｓ１， Ｓｏｘ２， Ｐａｘ６ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｔｈｅ
ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｎｄ ＧＦＡＰ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓ⁃
ｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｕｂｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ， ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＧＦＡＰ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ， Ｊａｇｇｅｄ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｐｒｏｔｅｉｎ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｊａｇｇｅｄ１， ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｓｅｓ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｉｎｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ； ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ； ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ＮＳＣｓ）； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　 　 随着预期寿命的延长和生活方式的改变， 老年

性疾病患病率不断增加， 尤其是以认知功能减退为

主的脑部退行性疾病成为影响老年人健康的主要疾

病， 是威胁老年人健康的 “四大杀手” 之一， 并

已成为威胁人类健康的最严重疾病之一［１］。 寻找

一种有效减缓其发展的治疗方法， 延缓脑衰老、 减

轻记忆减退和认知障碍等是全球亟待解决的问题，
也是老年医学研究的热点之一。 神经干细胞

（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＣｓ） 为中枢神经系统中的原

始细胞， 具有自我更新、 多向分化、 迁移的潜能，
可分化为神经元、 星形胶质细胞、 少突胶质细

胞［２］。 神经干细胞移植治疗为神经再生的治疗策

略开辟了崭新的研究方向， 被誉为目前神经系统损

伤最有潜力的治疗方式， 并在临床应用中取得了一

定疗效［３］。
川续断皂苷Ⅵ （Ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ） 又名木通

皂苷 Ｄ， 是从传统中草药川续断植物的根中提取分

离出的三萜皂苷类化合物， 为川续断的主要活性成

分。 川续断皂苷Ⅵ在神经保护、 抗细胞凋亡、 心肌

保护、 镇痛等方面的发挥作用， 引起广大学者的关

注［４］。 川续断皂苷Ⅵ神经保护效应的研究皆与阿

尔兹海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 有关。 研

究表明， 川续断皂苷Ⅵ可以显著抑制 Ａβ 诱导的星

形胶质细胞和小胶质细胞的激活， 减少胶质细胞释

放细胞因子和炎症因子， 有效降低 ＡＤ 发病［５］。 川

续断皂苷Ⅵ神经保护机制与其抑制神经细胞凋亡、
炎症反应的发生以及氧化应激有关［６］。 川续断皂

苷 ＶＩ 与人参总皂苷具有类似的药理活性， 研究显

示人参皂苷对 ＮＳＣｓ 增殖和分化具有促进作用［７］。
同时鉴于川续断皂苷 ＶＩ 具有神经保护作用， 本研

究探讨川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞的增殖

和分化的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级昆明种小鼠， 体质量 （２０±２） ｇ，
由广东省医学实验动物中心提供， 动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （粤） ２０１３⁃０００２。 动物饲料购自广东省医学实

验动物中心， 小鼠饲养环境为温度 ２５～２８ ℃， 相对湿

度 ７０％ ～８５％ ， 自然通风， 光照 ／黑暗各 １２ ｈ。
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１􀆰 ２　 药物与试剂 　 川续断皂苷Ⅵ （批号 １１１６８５⁃
２０１６０５） 购自广州永凯生物科技有限公司； ＣＣＫ⁃８
试剂 （批号 １６０８１６） 购自广州速研生物科技有限

公 司； Ｂ２７ （ 批 号 １６７８１６８ ）、 ＥＧＦ （ 批 号

１６８０４３０）、 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ （批号 １６７２５８０） 购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公 司； ＦＩＴＣ⁃羊 抗 兔 ＩｇＧ （ 批 号 Ｌ１４７Ａ ）、
ＴＲＩＴＣ⁃羊抗小鼠 ＩｇＧ （批号 Ｌ１４６Ａ） 购自美国 Ｇｅｎｅ
Ｃｏｐｏｅｉａ 公司； Ｎｅｓｔｉｎ 单克隆抗体 （批号 ２３７０１４５）、
Ｔｕｂｕｌｉｎ 单克隆抗体 （批号 ２４６８１３２） 购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司； ＧＦＡＰ 多 克 隆 抗 体 （ 批 号

Ａ０２３７）、 ＢｒｄＵ 单克隆抗体 （批号 Ａ１４８２）、 Ａｃｔｉｎ
多克隆抗体 （批号 Ａ２３１９）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 多克隆抗体

（批 号 Ａ１９６５４ ）、 Ｊａｇｇｅｄ １ 多 克 隆 抗 体 （ 批 号

Ａ１２７５４） 购自美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司； ＴＲＩｚｏｌ （批号

１７１２０３６）、 逆转录试剂盒 （批号 １７１１２８２） 购自宝

日医生物技术 （北京） 有限公司； ＳＹＢＲ ｍａｓｔｅｒ
ｍｉｘ （批号 １８０１２７５） 购自诺唯赞生物有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备 　 称取 １００ ｍｇ 川续断皂苷Ⅵ
溶于 ５０ ｍＬ 超纯水， 使终质量浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ。 给

药组小鼠腹腔注射川续断皂苷Ⅵ （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 空

白对照组小鼠则腹腔注射超纯水， 连续给药 ７ ｄ，
末次给药 １ ｈ 后摘眼球取血， ４ ℃ 静置 １ ～ ２ ｈ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 取上清用 ０􀆰 ２２ μｍ 无菌滤

膜过滤除菌， －２０ ℃保存备用。 给药组所得的血清

为高浓度含药血清， 分别稀释 １、 ２ 倍为中、 低浓

度含药血清， 空白对照组取得的血清为空白血清。
２􀆰 ２　 神经干细胞分离与培养　 选取 １３ ～ １５ ｄ 孕龄

小鼠 （ＳＰＦ 级昆明种小鼠）， 颈椎脱臼法处死小

鼠， 酒精消毒剖开腹腔取出胚胎。 在 Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ ｓ 溶

液中剥离胎盘、 胎膜， 并用 Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ ｓ 漂洗 ４ 次。
用手术刀切取前脑侧脑室周围组织 （包含脑室下

区） 于培养皿内， 加入 ２ ｍＬ 培养基 （１％ 双抗、
１％ Ｂ２７、 ０􀆰 ０２％ ＥＧＦ、 ＤＭＥＭ 培养基） 吹打制成细

胞悬液， ４００ 目筛网过滤， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃上清加入培养基重悬细胞。 接种于培养板内， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 观察细胞生长

情况。
２􀆰 ３　 神经干细胞的鉴定、 分化、 凋亡　 取无菌盖

玻片， 置于多聚赖氨酸中避光包被 ２４ ｈ。 使用前用

灭菌 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次， 晾干， 平铺于 ６ 孔

板内。 取神经干细胞悬液滴加在盖玻片上静置 ２ ｈ，
分别加入含有 １０％ 含药血清 （高、 中、 低浓度）、
空白血清培养基 １ ｍＬ， 置于培养箱中继续培养

７２ ｈ。 弃除培养基， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 滴加预冷的

４％ 多聚甲醛溶液固定 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗。 ０􀆰 ５％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温通透 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗。 ５％ 脱脂

奶粉室温封闭 ２ ｈ， ＰＢＳ 漂洗。 滴加一抗 （Ｎｅｓｔｉｎ、
ＢｒｄＵ、 Ｔｕｂｌｉｎ 按 １ ∶ ５００ 稀释， ＧＦＡＰ 按 １ ∶ ２００ 稀

释）， ４ ℃ 过夜， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次。 滴加 ＦＩＴＣ 或

ＴＲＩＴＣ 标记的二抗 （１ ∶ ２００） 室温孵育 ３０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗 ３ 次。 滴加 ＤＡＰＩ 染核 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗，
荧光显微镜下观察［８］。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测神经干细胞增殖 　 取神经干细

胞悬液加入 ９６ 孔细胞培养板中， 分别加入含有

１０％含药血清 （高、 中、 低浓度）、 空白血清培养

基 ２００ μＬ， 培养 ７２ ｈ。 培养结束后每孔加入 １０ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 试剂培养 ４ ｈ， 取出轻微振荡混匀后， 酶标

仪检测 ４５０ ｎｍ 处 ＯＤ。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测基因表达 　 加入含有 １０％ 含药

血清 （高、 中、 低浓度）、 空白血清培养基处理神

经干细胞 ７２ ｈ， 收集细胞。 参照 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 试剂

盒说明书提取总 ＲＮＡ， 逆转录合成 ｃＤＮＡ。 使用

ＡＢＩ ７５００ 荧光实时定量 ＰＣＲ 仪检测基因的相对表

达量。 扩增程序为 ９５ °Ｃ 预变性 ３０ ｓ； ９５ °Ｃ 变性

５ ｓ， ６０ °Ｃ 退火延伸 ３４ ｓ， ４０ 个循环。 以 Ａｃｔｉｎ 作

为内参， 利用 ２－ΔΔｃｔ 方法分析基因的相对表达量。
引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌ．１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称 正向（５′—３′） 反向（５′—３′）

Ｊａｇｇｅｄ１ ＣＡＧＧＴＣＴＴＡＣＣＡＣＣＧＡＡＣＡ ＣＡＧＧＴＣＴＴＡＣＣＡＣＣＧＡＡＣＡ
Ｎｏｔｃｈ１ ＧＡＧＡＴＧＣＴＣＣＣＡＧＣＣＡＡＧＴ ＣＧＴＴＣＣＡＧＣＡＴＴＣＴＴＡＣＡ
Ｈｅｓ１ ＡＧＡＧＧＣＴＧＣＣＡＡＧＧＴＴＴＴ ＡＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＧＡＡＧＴＧＡ
ＧＦＡＰ ＡＡＡＣＴＧＧＣＴＧＡＴＧＴＣＴＡＣ ＧＧＴＴＧＧＴＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧＡ
Ａｃｔｉｎ ＣＡＴＣＧＴＧＴＴＧＧＡＴＴＣＴＧＧ ＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＧＡＧＧＴＣＧＣ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＧＡＣＴＧＧＡＡＡＧＣＣＧＡＡＡＣＴ ＧＣＡＡＧＣＣＡＴＣＴＣＣＴＣＡＴＣ
Ｔｕｂｌｉｎ ＴＴＣＡＴＣＧＧＣＡＡＣＡＧＣＡＣＴ ＧＧＡＣＡＣＣＡＧＧＴＣＧＴＴＣＡＴ
Ｎｇｎ１ ＧＡＧＧＡＧＴＣＧＴＣＧＣＧＴＣＡＡＡ ＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧＴＴＧＴＡＧＧＣ
Ｓｏｘ２ ＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧＴＴＧＴＡＧＧＣ ＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧＴＴＧＴＡＧＧＣ
Ｐａｘ６ ＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧＴＴＧＴＡＧＧＣ ＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧＴＴＧＴＡＧＧＣ
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２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 加入含有 １０％ 含

药血清 （高、 中、 低浓度）、 空白血清培养基处理

神经干细胞 ７２ ｈ， 收集细胞。 提取总蛋白， 用

ＢＣＡ 法测定样品蛋白浓度， 按 ５０ μｇ 总蛋白量计算

上样体积。 １００ ℃变性 １０ ｍｉｎ， １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳 １􀆰 ５ ｈ， ２５０ ｍＡ 转膜 １ ｈ， ５％ 脱脂奶粉室温封闭

２ ｈ。 加 入 一 抗 （ Ａｃｔｉｎ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｔｕｂｌｉｎ 按

１ ∶ １ ０００稀释， Ｊａｇｇｅｄ１、 ＧＦＡＰ 按 １ ∶ ５００ 稀释）
４ ℃过夜， ＴＢＳＴ 漂洗后室温孵育二抗（１ ∶ １０ ０００）
１ ｈ。 ＴＢＳＴ 再次漂洗后， 滴加 ＥＣＬ 超敏发光液至

ＰＶＤＦ 膜上， 采用天根成像仪曝光。 以 Ａｃｔｉｎ 为内

参， 计算目的蛋白灰度值， 并将空白对照组目的蛋

白灰度值比定为 １， 计算实验组中各蛋白的相对表

达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行

处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因

素方差分析， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 神经干细胞鉴定　 初期原代神经干细胞呈单

个悬浮状， 表面圆润光滑， 透光性强； 培养 ２４ ｈ
后细胞开始聚集成团； ７２ ｈ 可见神经球形成， 立

体感和折光性强， 表面光滑、 透亮， 表明干细胞活

力良好。 经免疫荧光法鉴定， Ｎｅｓｔｉｎ 染色阳性细胞

呈绿色荧光， ＤＡＰＩ 染色后细胞核呈蓝色荧光。 见

图 １。 经统计神经干细胞比例达 ９５％ 以上， 表明该

培养体系可用于后续实验研究。

图 １　 ＮＳＣｓ 鉴定 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＮＳＣｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （×２００）

３􀆰 ２　 川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞增殖影

响　 不同浓度含药血清 ＯＤ４５０ ｎｍ与空白对照组相比

差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２。 ＤＡＰＩ 核

染细胞呈椭圆形， 均匀分布。 Ｂｒｄｕ 阳性细胞数量

较少， 占总细胞数比例低。 与空白对照组相比， 不

同浓度含药血清 Ｂｒｄｕ 阳性细胞数量百分比差异无

统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３， 与 ＣＣＫ⁃８ 检测结

果一致。 说明川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞

增殖无作用。

图 ２　 ＭＴＴ 检测各组神经干细胞增殖

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＮＳＣｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ＭＴＴ

图 ３　 Ｂｒｄｕ 检测各组神经干细胞增殖

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＮＳＣｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ Ｂｒｄｕ

３􀆰 ３　 川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞分化的

影响　 免疫荧光染色结果显示， 神经元胞体呈椭圆

形或梭形， 细胞体积缩小向核靠拢， 突起呈双极或

多级状， 细长的突起交织成网。 空白对照组神经元

数量较少， 趋向于分化为星形胶质细胞。 不同浓度

川续断皂苷Ⅵ含药血清均能促进 ＮＳＣｓ 分化， 且主

要向神经元方向分化。 与空白对照组相比， 川续断

皂苷Ⅵ含药血清高、 中浓度组的神经元分化率更高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４。
３􀆰 ４　 川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞凋亡的

影响　 经 ＤＡＰＩ 染色后， 凋亡的神经干细胞体积缩

小， 与周围的细胞脱离， 细胞质密度增加， 通透性

改变， 核质浓缩， 胞质明亮。 与空白对照组相比，
川续断皂苷Ⅵ含药血清高浓度组细胞凋亡率更高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而低、 中浓度组细胞凋亡率差异无统

计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ５。 说明川续断皂苷Ⅵ
含药血清高浓度可诱导细胞凋亡， 低、 中浓度含药

血清不引起细胞凋亡。
３􀆰 ５　 川续断皂苷Ⅵ含药血清高、 中浓度对神经干

细胞相关 ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白对照组相比，
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注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 不同浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清对 ＮＳＣｓ 分化的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ
ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ＮＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 不同浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清对 ＮＳＣｓ 凋亡率的

影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ
ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ＮＳＣｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

高、 中浓度组中 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｔｕｂｌｉｎ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｊａｇｇｅｄ１、 Ｈｅｓ１、 Ｓｏｘ２、 Ｐａｘ６
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 高浓度组

ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 中浓度组

ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 高浓度组 Ｎｇｎ１
ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 中 浓 度 组 Ｎｇｎ１
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ６。
３􀆰 ６　 中浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清对 ＧＦＡＰ、 Ｔｕｂｌｉｎ，
Ｊａｇｇｅｄ１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示， 与空白对照组比较， 中浓度组 Ｔｕｂｌｉｎ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＦＡＰ、 Ｊａｇｇｅｄ１ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７， 与基因表达的

结果一致。 说明川续断皂苷Ⅵ含药血清中浓度

ＮＳＣｓ 向神经元方向分化较多， 而向胶质细胞分化

较少， 与 Ｊａｇｇｅｄ１ 的 表 达 水 平 降 低 密 切 相 关。

注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 川续断皂苷Ⅵ含药血清高、 中浓度对神经干细胞相

关 ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＮＳＣｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达与空白对照组相比差异无统计

学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 说明川续断皂苷Ⅵ含药血清中

浓度对细胞凋亡无作用。

注： 与空白对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 中浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清对 ＧＦＡＰ、 Ｔｕｂｌｉｎ、
Ｊａｇｇｅｄ１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ Ⅵ
ｍｅｄｉｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＧＦＡＰ， Ｔｕｂｌｉｎ， Ｊａｇｇｅｄ１ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３

４　 讨论

许多研究表明， 中药复方或单体对神经干细胞

的增殖和分化有重要作用。 如黄芪甲苷可通过上调

与细胞增殖相关基因 Ｈｅｓ１、 Ｈｅｓ５、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达

促进神经干细胞增殖［９］。 姜黄素在体内外均能促

进 ＮＳＣｓ 的增殖， 并呈剂量效应关系［１０］。 人参皂苷

Ｒｇ１ 可在体外诱导脂肪干细胞增殖并向神经元分
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化［１１］。 人参 Ｒｄ 能在体内外诱导 ＮＳＣｓ 增殖， 但对

其分化无明显促进作用［１２］。 人参皂苷 Ｒｇ１、 Ｒｄ１
通过介导 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路促进体外培养的 ＮＳＣｓ
增殖， 对脑缺血再灌注损伤模型的神经干细胞有保

护作用［１３⁃１４］。 还有研究表明， 淫羊藿苷、 黄芪多

糖、 三七总皂苷、 银杏内酯 Ｂ、 银杏提取物、 红

花、 丹参、 刺梨和龟板等中药单体成分或中药可明

显促进 ＮＳＣｓ 增殖， 或还可诱导其向神经元样细胞

分化［１５⁃１７］。
鉴于中药在临床应用中大多以复方形式进行配

药， 其化学成分十分复杂， 药理作用具有多个靶

点、 多层次的特点， 且体内干扰因素较多。 本文采

用川续断皂苷 ＶＩ 含药血清可尽可能的模拟体内药

物活性成分与细胞间相互作用的微环境， 更真实地

反映中药药效， 实现中药体外实验和体内反应相结

合， 使实验结果更具有客观性和可靠性［１８］。
众多研究表明， 激活 Ｎｏｔｃｈ 信号通路会抑制

ＮＳＣｓ 向神经元分化， 促进 ＮＳＣｓ 向星型胶质细胞分

化， 抑制 ＮＳＣｓ 向少突胶质细胞分化。 阻断 Ｎｏｔｃｈ
信号通路， 则促进 ＮＳＣｓ 向神经元分化［１９⁃２０］。 Ｎｏｔｃｈ
信号通路的 Ｎｇｎ１ 可阻断干细胞 Ｊａｋ ／ ＳＴＡＴ 信号途

径， 抑制 ＮＳＣｓ 增殖， 并诱导神经元的生成。 而

Ｈｅｓ１ 可诱导细胞周期蛋白表达， 促进干细胞增殖，
抑制 ＮＳＣｓ 分化。 活化的 Ｎｏｔｃｈ 信号通路可以增加

Ｈｅｓ１ 和 Ｈｅｓ５ 的表达， 进而使细胞周期蛋白表达上

调， 促进干细胞增殖［２１⁃２２］。 本文结果显示， 高、
中浓度含药血清中 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ 表达降低， 可能是

由于配体 Ｊａｇｇｅｄ１ 表达下调， 导致 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

被抑制引起的。 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ 表达降低使 ＮＳＣｓ 的增

殖受到抑制， 因此在高、 中浓度组中神经干细胞均

未见显著增殖。 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ 表达在中浓度组表达

显著上调， 说明中浓度含药血清诱导 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ
表达。 免疫荧光和免疫印迹检测结果均表明， 中浓

度组神经元比例较高， 且 Ｔｕｂｌｉｎ 蛋白表达升高。
表明中浓度含药血清可能通过抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路， 增强 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ 表达， 进而诱导 ＮＳＣｓ 向神

经元分化。
Ｓｏｘ２ 在发育早期对于维持 ＮＳＣｓ 的自我更新及

多向分化潜能具有关键性的调节作用， 可直接作用

于 ＧＦＡＰ 基因而抑制其表达， 对神经元前体细胞的

分化起到至关重要的调节作用。 Ｓｏｘ２ 可以通过上

调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达而抑制 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的活性， 从而

调控 ＮＳＣｓ 的存活， 而 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路可调控 Ｓｏｘ２
的表达［２３］。 加入高、 中浓度含药血清后， Ｓｏｘ２

ｍＲＮＡ 表达显著降低， 可能是由于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路

发生改变引起的。 在中浓度组中， ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达均显著降低， 可能是由于 Ｓｏｘ２ ｍＲＮＡ 表

达下调引起的， 与中浓度含药血清不能促进 ＮＳＣｓ
向胶质细胞分化的结果一致。 Ｐａｘ６ 参与调控神经

干细胞向多巴胺能神经元的分化， 可能也参与海马

的发育过程中。 本文结果显示， 高、 中浓度组其表

达水平显著降低， 说明这 ２ 种浓度的含药血清抑制

Ｐａｘ６ ｍＲＮＡ 表达。
综上， 高、 中浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清对

Ｎｏｔｃｈ 通路有显著作用， 可抑制配体 Ｊａｇｇｅｄ１ｍＲＮＡ
表达而阻碍该通路， 从而促使 ＮＳＣｓ 向神经元方向

分化。 但高浓度含药血清细胞毒性作用较大， 导致

细胞凋亡率升高。 而中浓度含药血清既可诱导

ＮＳＣｓ 向神经元分化， 又不导致细胞凋亡， 可望成

为治疗神经退行性疾病备选药物。
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摘要： 目的　 观察醒脑益智汤对 ＡＤ 模型小鼠 ｔａｕ 蛋白及 Ａβ 表达的影响。 方法　 小鼠右侧海马注射 ３ μＬ 老化的 Ａβ２５－３５

（３ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 构建 ＡＤ 模型， 将 １１４ 只 ＩＣＲ 小鼠随机分成假手术组、 模型组、 醒脑益智汤组 （１８ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 醒脑益智汤

组 （９ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 醒脑益智汤组 （４􀆰 ５ ｇ 生药 ／ ｋｇ）、 多奈哌齐组 （１􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ）。 造模后第 ２ 天， 小鼠分别灌胃给予不同

剂量的醒脑益智汤及盐酸多奈哌齐， 灌胃 ２８ ｄ。 第 ２３ 天进行 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫训练； 第 ２８ 天， ＥＬＩＳＡ 及硫黄素 Ｓ 染色测定

Ａβ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ｔａｕ 蛋白磷酸化位点 （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１）、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 及ＮＥＰ、 ＩＤＥ 蛋白表达。 结果　 醒脑益智

汤可降低 ＡＤ 模型小鼠的游泳潜伏期， 降低 Ａβ 表达， 抑制 ｔａｕ 蛋白化点 （Ｓｅｒ ２０２， Ｔｈｒ ２３１） 发生磷酸化， 增加ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃Ａｋｔ、 ＮＥＰ 及 ＩＤＥ 的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 醒脑益智汤可能是通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 抑制 ｔａｕ 蛋白位点的异常磷

酸化， 通过增加 ＮＥＰ、 ＩＤＥ 的表达， 抑制 ＡＤ 模型小鼠脑内的 Ａβ 表达， 进而改善其学习记忆能力。
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