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摘要： 目的　 探讨龙牡清心合剂对 ６⁃羟基多巴胺 （６⁃ＯＨＤＡ） 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的神经保护作用。 方法 　 以 ６⁃
ＯＨＤＡ 诱导 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞多巴胺 （ＤＡ） 能神经元损伤， 将细胞分为空白血清组、 模型组、 ＰＫＡ 抑制剂 （Ｈ⁃８９） 组、
龙牡清心合剂中、 高剂量组和龙牡清心合剂中、 高剂量＋Ｈ⁃８９ 组， 含药血清干预 ２４ ｈ 后， 收集上清液及细胞， ＥＬＩＳＡ
法检测上清液 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞中多巴胺 Ｄ１ 受体 （ＤＲＤ１）、 Ｇ 蛋白 α 亚基

（Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ）、 ＰＫＡ、 ＣＲＥＢ、 脑源性神经营养因子 （ＢＤＮＦ） 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达。 结果　 与模型组比较， 龙牡清

心合剂各剂量组和龙牡清心合剂各剂量＋Ｈ⁃８９ 组细胞 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 龙牡清心合剂各剂量组和高剂

量＋Ｈ⁃８９ 组细胞 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 及中剂量＋Ｈ⁃８９ 组 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 龙牡清心合剂各剂量组细胞 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 和各剂量＋Ｈ⁃８９ 组

细胞 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 龙牡清心合剂可能通过激活 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 信

号通路上调 ＤＡ 水平， 发挥对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的神经保护作用。
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ｐａｔｈｗａｙ； ６⁃ＯＨＤＡ

　 　 注 意 缺 陷 多 动 障 碍 （ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔ
ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒ， ＡＤＨＤ） 是儿童期最常见的

慢性神经发育障碍， 以多巴胺 （ｄｏｐａｍｉｎｅ， ＤＡ）、
去甲肾上腺素 （ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ， ＮＥ） 等儿茶酚胺

类神经递质缺陷为核心病理机制， 是造成学龄期儿

童学习困难、 执行功能障碍的主要原因［１⁃２］。 盐酸

哌甲酯 （ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｉｄａｔｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＭＰＨ） 是

ＡＤＨＤ 的一线用药， 但患儿使用后可能会出现生长

发育受限、 食欲不振、 睡眠障碍等不良反应［３⁃４］，
故寻找新的治疗药物是研究热点。 环磷酸腺苷

（ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ｃＡＭＰ） ／蛋白激

酶 Ａ （ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ， ＰＫＡ） ⁃ｃＡＭＰ 反应原件结

合蛋 白 （ ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＥＢ） 信号通路是介导 ＤＡ 合成、 释放的经典途

径［５］。 ＤＡ 与 多 巴 胺 Ｄ１ 受 体 （ ｄｏｐａｍｉｎｅ Ｄ１
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＤＲＤ１） 偶联， 通过 Ｇ 蛋白 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ
亚型可激活腺苷酸环化酶 （ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ， ＡＣ）
催化 ＡＴＰ 水解为 ｃＡＭＰ， 进而刺激 ＰＫＡ 诱导 ＣＲＥＢ
磷酸 化 和 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ） 转录， 从而参与神经元

再生、 神经递质传递及执行功能的调节， 是反馈性

调节 ＤＡ 合成， 改善 ＡＤＨＤ 的潜在靶点［６⁃７］。 龙牡

清心合剂传承于上海市非遗徐氏儿科流派， 具有运

脾柔肝之功， 可升高前额叶和纹状体 ＤＡ 水平而降

低 ＡＤＨＤ 模型大鼠的多动、 冲动水平， 并提高学

习记忆能力［８］， 但具体机制尚未完全阐明。 本研

究旨在探讨龙牡清心合剂是否通过调控 ｃＡＭＰ ／
ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 途径调节 ＤＡ 合成从而实现神经保护、
改善 ＡＤＨＤ 的目的， 以期为 ＡＤＨＤ 的治疗提供实

验药理学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ５０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， ６ 周

龄， 体质量 （１８０±２０） ｇ， 购自北京维通利华实验

动物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（京） ２０２１⁃０００６］， 并饲养于上海中医药大学动物

实验中心屏障环境内 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （沪） ２０２０⁃０００９］， 温度 （２３ ± ２）℃， 相对

湿度 ５０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环， 自由获取

水和食物。 所有实验程序均按照中国国家实验动物

卫生研究所指南和国际公认的实验动物使用和护理

原则进行， 并经上海中医药大学动物伦理委员会批

准 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０３２１０００１）。
１􀆰 ２　 细胞　 人神经母细胞瘤细胞 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞系

（货号 ＦＨ０１５６） 购自上海富衡生物科技有限公司，
已传至第 ４ 代。
１􀆰 ３　 药物 　 龙牡清心合剂 （批号 ２２０６００１， 沪药

制字 Ｚ０５１７０２１８） 购自上海中医药大学附属龙华医

院， 所有药材先用蒸馏水浸泡 １ ｈ， 然后将煅龙骨、
煅牡蛎、 珍珠母、 磁石以蒸馏水煎煮 ２ 次， 每次

２ ｈ， 再加入黄芪、 当归、 钩藤、 炙甘草、 大枣、
浮小麦、 白芍、 五味子、 夜交藤、 黄芩、 黄柏， 煎

煮 ２ 次后合并滤液， 最后采用旋转蒸发仪将药液浓

缩为 ４􀆰 １７ ｇ ／ ｍＬ， 于 ４ ℃冰箱保存， 备用。 盐酸哌

甲酯缓释片 （批号 １ＫＥ７４４） 购自西安杨森制药有

限公司。
１􀆰 ４　 试剂　 ６⁃羟基多巴胺 （６⁃ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ， ６⁃
ＯＨＤＡ， 北京普西唐生物科技有限公司， 货号

Ｈ７００３）； ＰＫＡ 抑制剂 （ Ｈ⁃８９ ）、 ＲＩＰＡ 裂解液、
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （上海碧云天生物技术股份

有限公司， 货号 Ｓ１６４３、 Ｐ００１３Ｃ、 Ｐ００１２）； ＤＭＥＭ
高糖培养基、 特级胎牛血清、 细胞冻存液 （上海

富衡生物科技有限公司， 货号 ＦＨ⁃Ｄ０１、 ＦＨ１００⁃
９００、 ＦＨ７００１）； ＣＣＫ⁃８ 试剂 （上海瑟欧生物科技

有限公司， 货号 ＭＡ０２１８）； 人 ＤＡ、 ｃＡＭＰ ＥＬＩＳＡ
１９７
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试剂盒 （上海博研生物科技有限公司， 货号 ＢＹ⁃
ＪＺＦ００３０、 ＢＹ⁃ＪＺＦ０１６７ ）； ＤＲＤ１、 ＢＤＮＦ、 ＰＫＡ 抗

体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ８１２９６、 ａｂ１０８３１９、
ａｂ７５９９１）； ｐ⁃ＣＲＥＢ 抗体、 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔

ＩｇＧ （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号

９１９８Ｓ、 ７０７４Ｐ２ ）； Ｇαｏｌｆ、 ＧＡＰＤＨ 抗 体 （ 美 国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 货号 ＤＦ４１０８、 ＡＦ７０２１）； Ｇαｓ 抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司， 货号 １０１５０⁃２⁃ＡＰ）；
１２􀆰 ５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒 （上海雅酶

生物医药科技有限公司， 货号 ＰＧ１１３）； ＥＺＢ 法

ＲＮＡ 提取试剂盒 （美国 ＥＺＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司， 货号

Ｂ０００４ＤＰ）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ 反转录试剂

盒、 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭＰＣＲ 试剂盒 ［宝
生物 工 程 （ 大 连 ） 有 限 公 司， 货 号 ＲＲ０３７Ａ、
ＲＲ４２０Ａ］。
１􀆰 ５　 仪器　 ＣＯ２ 细胞培养箱、 ＮａｎｏＤｒｏｐ 超微分光

光度计、 ＡＢＩ⁃７５００ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 编号 １４９７３８⁃２０７６０、
ＡＺＹ２１２４２３６、 ２７５０５０４３２ ）； ＥＣＬＩＰＳＥ ＴＳ１００⁃Ｆ 型

倒置显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司， 编号 ６０６３０６）； 酶标

仪 （美国伯腾仪器有限公司， 编号 ＬＨ１２７⁃１５⁃０７⁃
ＭＢＹ１）； ９６ 孔板离心机、 低速离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公 司， 编 号 ５８１１ＦＭ３７８８８９、 ５８１１ＤＨ４７２１２２ ）；
Ｃｈｅｍｉｓｃｏｐｅ ６３００ 型凝胶成像系统 （上海勤翔科学

仪器有限公司， 编号 ８５００４）。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备　 大鼠适应喂养 １ 周后， 随机

分为空白血清组、 ＭＰＨ 含药血清组 （４􀆰 ２２ ｍｇ ／ ｋｇ）
和龙 牡 清 心 合 剂 低、 中、 高 剂 量 含 药 血 清 组

（５􀆰 ２８、 １０􀆰 ５６、 ２１􀆰 １２ ｍＬ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 灌胃

体积 １ ｍＬ ／ １００ ｇ。 空白血清组给予生理盐水， 根据

大鼠 （４ 周龄） 与儿童 （９ 岁） 的体表面积进行换

算， 以龙牡清心合剂等效剂量作为中剂量， ０􀆰 ５、 ２
倍等效剂量为低、 高剂量， 每日 ２ 次， 连续给药

７ ｄ。 大鼠处死前 １２ ｈ 禁食不禁水， 第 ７ 天灌胃 １ ｈ
后采用舒泰􀅺 ５０ （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 腹主动脉取

血， 室温静置 １ ｈ 后， ４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取上清液置于无菌 ５０ ｍＬ 离心管中， ５６ ℃水

浴灭活 ３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌，
封口， 分装后于－８０ ℃冰箱保存， 备用。
２􀆰 ２　 细胞培养　 将人神经母细胞瘤细胞 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
置于完全培养基 （ＤＭＥＭ 高糖培养基＋１０％ 特级胎

牛血清＋１％ 青霉素链霉素混合液） 中， 在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 及饱和湿度培养箱中静置培养。 细胞贴壁

生长， 当细胞处于对数生长期时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰酶

进行消化， 制成单细胞悬液。
２􀆰 ３　 ＤＡ 能神经元损伤模型建立　 使用 ６⁃ＯＨＤＡ 诱

导 ＤＡ 神经元损伤［９］。 取对数生长期的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
细胞， 以 ２×１０４ 个 ／孔的密度接种于 ９６ 孔板中， 培

养 ４８ ｈ 后饥饿处理 ８ ～ １２ ｈ。 用 ０􀆰 ２％ 维生素 Ｃ 稀

释液将 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ６⁃ＯＨＤＡ 母液稀释成 ６ 个浓度梯

度 （４０、 ３０、 ２０、 １０、 ５、 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。 将细胞

分为对照组 （加维生素 Ｃ 稀释液， 终浓度为

０􀆰 ００２％ ） 和不同浓度 ６⁃ＯＨＤＡ 组 （终浓度分别为

４００、 ３００、 ２００、 １００、 ５０、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 每组 ６ 个

复孔， 分别诱导 ２４、 ４８ ｈ 后， 于倒置显微镜下观

察细胞形态。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性， 以评价造模

是否成功， 并筛选最佳 ６⁃ＯＨＤＡ 浓度， 即半数抑制

浓度 （ＩＣ５０）。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ４　 细胞分组及给药

２􀆰 ４􀆰 １　 不同剂量龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞活力的影响 　 取处于对数生长期的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞， 以 ２ × １０４ 个 ／孔的密度接种于 ９６
孔板中， 分为对照组 （ＤＭＥＭ＋１％ 双抗＋１０％ 胎牛

血清＋０􀆰 ２％ 维生素 Ｃ）、 空白血清组 （ＤＭＥＭ＋１％
双抗＋ １０％ 空白血清 ＋ ０􀆰 ２％ 维生素 Ｃ）、 模型组

（ＤＭＥＭ＋１％ 双抗＋１０％ 空白血清＋６⁃ＯＨＤＡ）、 ＭＰＨ
组 （ ＤＭＥＭ ＋ １％ 双抗 ＋ １０％ ＭＰＨ 含药血清 ＋ ６⁃
ＯＨＤＡ） 和 龙 牡 清 心 合 剂 低、 中、 高 剂 量 组

（ＤＭＥＭ＋１％ 双抗＋１０％ 低、 中、 高剂量组含药血

清＋６⁃ＯＨＤＡ）， 干预 ２４ ｈ 后检测细胞活力。
２􀆰 ４􀆰 ２　 龙牡清心合剂调控 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 信号

通路对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的神经保护

作用　 将细胞分为空白血清组 （ＤＭＥＭ＋１％ 双抗＋
１０％空白血清＋０􀆰 ２％ 维生素 Ｃ）、 模型组 （ＤＭＥＭ＋
１％ 双 抗 ＋ １０％ 空 白 血 清 ＋ ６⁃ＯＨＤＡ）、 Ｈ⁃８９ 组

（ＤＭＥＭ＋１％ 双抗＋１０％ 空白血清＋６⁃ＯＨＤＡ＋Ｈ⁃８９）、
龙牡清心合剂中、 高剂量组 （ＤＭＥＭ＋ １％ 双抗 ＋
１０％ 中、 高剂量组含药血清＋６⁃ＯＨＤＡ）、 龙牡清心

合剂中、 高剂量＋Ｈ⁃８９ 组 （ＤＭＥＭ＋１％ 双抗＋１０％
中、 高剂量组含药血清＋６⁃ＯＨＤＡ＋Ｈ⁃８９）。 取处于

对数生长期的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞， 以 ２×１０５ 个 ／ ｍＬ 的

密度接种于 ６ 孔板中， 待细胞贴壁生长至 ６０％ 左右

时， 采用无血清 ＤＭＥＭ 饥饿 ８ ～ １２ ｈ， 各组加入相

应含药血清预处理 ２ ｈ， 随后加入相应药物及含药

血清干预 ２４ ｈ， 收集上清液及细胞， 备用。
２􀆰 ５ 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞相对活 力 　 细胞按照

“２􀆰 ４” 项下方法分组、 造模及给药， 每组 ６ 个复
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孔。 孵育 ２４ ｈ 后每孔加入 ＣＣＫ⁃８ 检测液， ３７ ℃避

光孵育２ ｈ， 使用酶标仪在激发波长 ４５０ ｎｍ 处检测

各孔的吸光度 （Ａ） 值， 计算细胞相对活力。 公式

为细胞相对活力＝［ （实验孔 Ａ 值－背景孔 Ａ 值） ／
（对照孔 Ａ 值－背景孔 Ａ 值） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水

平　 细胞按照 “２􀆰 ４” 项下方法分组、 造模及给

药， 每组 ５ 个复孔。 孵育 ２４ ｈ 后收集细胞上清液，
根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测细胞上清液中 ＤＡ、
ｃＡＭＰ 水平， 通过酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处各孔 Ａ
值， 采用四参数 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 曲线拟合 （４⁃ｐ１）， 创建

标准曲线方程， 通过 Ａ 值计算各孔浓度。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＥＲＢ 信

号通路相关蛋白表达　 细胞按照 “２􀆰 ４” 项下方法

分组、 造模及给药， 孵育 ２４ ｈ 后收集各组细胞，
充分裂解后收集裂解液和细胞碎片， 离心， 取上

清， ＢＣＡ 法测定总蛋白浓度。 蛋白变性后进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳， 转膜后用无蛋白快速封闭液封

闭 ３０ ｍｉｎ， 加入相应一抗 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗

膜后加入二抗， 室温孵育 １ ｈ， 洗膜后滴加发光液，
以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 利用凝胶成像系统扫描并分析

ＤＲＤ１、 ＢＤＮＦ、 ＰＫＡ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 Ｇαｏｌｆ、 Ｇαｓ 相对

表达。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＥＲＢ 信号

通路相关 ｍＲＮＡ 表达　 细胞按照 “２􀆰 ４” 项下方法

分组、 造模及给药， 孵育 ２４ ｈ 后， 根据 ＥＺＢ 法说

明书提取总 ＲＮＡ， Ｎａｎｏｄｒｏｐ 超微分光光度计测定

ＲＮＡ 浓度， 并利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ 反转

录试剂盒将得到的 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。 根据

Ｐｒｉｍｅｒ Ｂａｎｋ 公布的基因序列设计 ｑＰＣＲ 所需引物，
引物序列见表 １。 采用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

ＰＣＲ 试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析， 输出实

验结果 ＣＴ 值， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计

算 ＤＲＤ１、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ＰＫＡ、 ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ
相对表达。 实验重复 ５ 次。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 正向序列（５′→３′） 反向（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＤＲＤ１ ＧＧＴＧＡＣＣＡＡＣＴＴＣＴＴＴＧＴＣＡＴＣ ＧＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＴＣＴＣＴＣＡＴＡＣＣ １０３
Ｇαｓ ＧＡＴＣＣＡＧＴＧＣＴＴＣＡＡＣＧＡＴＧＴＧ ＣＡＡＧＧＡＣＴＴＴＣＴＣＡＧＣＧＡＧＣ ２０６
Ｇαｏｌｆ ＡＣＣＡＧＧＡＣＣＴＣＣＴＣＡＧＡＴＧＣ ＡＡＴＧＧＴＣＣＧＴＡＡＣＣＡＣＣＴＧＴＴ ２７５
ＰＫＡ ＴＣＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＡＡＣＴＣＡＡＡＣＴ ＡＴＡＣＴＣＡＡＡＧＧＴＣＡＧＧＡＣＧＡＴＣ １４４
ＣＲＥＢ ＣＴＧＡＴＧＧＡＣＡＧＣＡＧＡＴＣＴＴＡＧＴ ＣＴＴＣＡＴＴＡＧＡＣＧＧＡＣＣＴＣＴＣＴＣ １９４
ＢＤＮＦ ＧＡＣＡＣＴＴＴＣＧＡＡＣＡＣＧＴＧＡＴＡＧ ＴＡＣＡＡＧＴＣＴＧＣＧＴＣＣＴＴＡＴＴＧＴ ８９
ＧＡＰＤＨ ＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ １１０

２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理，
符合正态分布的数据以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
组间比较采用单因素方差分析， 事后多重比较采用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 ＤＡ 能神经元损伤模型建立　 如图 １ ～ ２ 所示，
正常情况下， ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞呈上皮样贴壁生长，

并有短触角延伸； ６⁃ＯＨＤＡ 诱导后， 细胞短触角消

失， 缩短变圆， 且浓度越高， 细胞损伤越严重。 如

表 ２ 所示， ６⁃ＯＨＤＡ 诱导 ２４、 ４８ ｈ 后， 随着 ６⁃
ＯＨＤＡ 浓度的增加， 细胞活力呈下降趋势， 其 ＩＣ５０

值分别为 １２７􀆰 ５、 １９０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ。 结合文献 ［１０］
报道， 以 １２７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ６⁃ＯＨＤＡ 诱导 ２４ ｈ 作为此

次造模条件。

图 １　 不同浓度 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导 ２４ ｈ 对 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞形态的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ６⁃ＯＨＤＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ２　 不同含药血清对 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞活力的影响　
ＭＰＨ、 龙牡清心合剂含药血清对正常 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞均无明显损伤作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３、 表 ３。
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图 ２　 不同浓度 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导 ４８ ｈ 对 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞形态的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ６⁃ＯＨＤＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ４８ ｈ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ

表 ２　 不同浓度 ６⁃ＯＨＤＡ 对 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ６⁃ＯＨＤＡ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 浓度 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 诱导 ２４ ｈ 细胞相对活力 ／ ％ 诱导 ４８ ｈ 细胞相对活力 ／ ％
对照组 — １００􀆰 ００±０􀆰 ００ １００􀆰 ００±０􀆰 ００

６⁃ＯＨＤＡ 组 ４００ １５􀆰 ８５±３􀆰 ３５ ６􀆰 １１±２􀆰 １４
６⁃ＯＨＤＡ 组 ３００ １９􀆰 ０９±４􀆰 ６０ １４􀆰 ６８±３􀆰 ６１
６⁃ＯＨＤＡ 组 ２００ ２０􀆰 ２３±３􀆰 ２８ ４２􀆰 ６９±７􀆰 ２０
６⁃ＯＨＤＡ 组 １００ ５５􀆰 ８１±１１􀆰 ３７ ９５􀆰 ６８±１２􀆰 ４２
６⁃ＯＨＤＡ 组 ５０ １０７􀆰 ４５±１９􀆰 ７０ １１７􀆰 ７２±１５􀆰 １６
６⁃ＯＨＤＡ 组 ２５ １２６􀆰 ５５±１９􀆰 ９３ １４５􀆰 ７６±１４􀆰 ９７

图 ３　 不同含药血清对正常 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞形态的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒａ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ

表 ３　 不同含药血清对正常 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞活力的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒａ ｏｎ ｔｈｅ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 细胞相对活力 ／ ％

对照组 １００􀆰 ００±０􀆰 ００

空白血清组 １２３􀆰 ３６±１６􀆰 ０６

ＭＰＨ 组 １３１􀆰 ６５±１０􀆰 ０８

龙牡清心合剂低剂量组 １３２􀆰 ２３±１１􀆰 ３８

龙牡清心合剂中剂量组 １３２􀆰 ８８±７􀆰 ３０

龙牡清心合剂高剂量组 １３０􀆰 ００±１１􀆰 ４６

３􀆰 ３　 不同含药血清对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞活力的影响　 与空白血清组比较， 模型组细胞活

力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导了 ＤＡ 能神

经元损伤； 与模型组比较， 龙牡清心合剂各剂量含

药血清均能升高细胞活力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且高剂量组

优于低剂量组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＭＰＨ 组细胞活力高于

模型组， 但无显著变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ４。
结果提示， 龙牡清心合剂能够逆转 ６⁃ＯＨＤＡ 对 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞所造成的损伤， 以高剂量组效果最为显

著。 根据以上结果， 后续选择龙牡清心合剂中、 高

剂量含药血清进行通路验证实验。

图 ４　 不同浓度含药血清对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞形态的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒａ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ６⁃ＯＨＤＡ

３􀆰 ４　 龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞培养上清液 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平的影响 　 与空白血

清组比较， 模型组 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组、 Ｈ⁃８９ 组比较， 龙牡清心合剂各
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剂量组和各剂量＋Ｈ⁃８９ 组 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５。 Ｈ⁃８９ 组效应与模型组相当，
提示 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ 通路被 Ｈ⁃８９ 所抑制。 以上结果提

示， 龙牡清心合剂能够激活 ｃＡＭＰ 而增加 ＤＡ 水

平， 并解除 Ｈ⁃８９ 对 ｃＡＭＰ 通路的抑制作用。
３􀆰 ５　 龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＥＲＢ 信号通路相关蛋白表达的影

响　 与空白血清组比较， 模型组 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、
Ｇαｏｌｆ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋 白 表 达 均 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｈ⁃８９ 组 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｏｌｆ、
ＢＤＮＦ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 龙牡清心合剂各剂量组和高剂量＋Ｈ⁃８９
组 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋

　 　 　

表 ４　 不同浓度含药血清对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒａ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ６⁃ＯＨＤＡ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 细胞相对活力 ／ ％
对照组 １００􀆰 ００±０􀆰 ００

空白血清组 １０６􀆰 ４１±８􀆰 ４３
模型组 ６５􀆰 ９１±６􀆰 ３５∗∗

ＭＰＨ 组 ８０􀆰 １２±１３􀆰 ４３
龙牡清心合剂低剂量组 １０７􀆰 ５０±１４􀆰 １１＃＃

龙牡清心合剂中剂量组 １２０􀆰 ６８±１３􀆰 ９０＃＃

龙牡清心合剂高剂量组 １３０􀆰 ４４±１６􀆰 ８５＃＃ΔΔ

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

龙牡清心合剂低剂量组比较，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞上清液 ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平的影响 （ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎＤＡ ＝６， ｎｃＡＭＰ ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｏｎｇｍｕ Ｑｉｎｇｘｉｎ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ＤＡ ａｎｄ ｃＡＭＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ

６⁃ＯＨＤＡ （ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎＤＡ ＝６， ｎｃＡＭＰ ＝３）

组别 ＤＡ ｃＡＭＰ
空白血清组 １２􀆰 ２５±０􀆰 ５２ ７􀆰 ７１±０􀆰 １４

模型组 １１􀆰 ２８±０􀆰 ２６∗∗ ７􀆰 １８±０􀆰 ９０∗

Ｈ⁃８９ 组 １１􀆰 ５９±０􀆰 ２０ ７􀆰 ２０±０􀆰 ９２∗

龙牡清心合剂中剂量组 １３􀆰 ２０±０􀆰 ３３＃＃ ＄ ＄ ８􀆰 ００±０􀆰 ２６＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量组 １３􀆰 ３３±０􀆰 ８０＃＃ ＄ ＄ ８􀆰 １４±０􀆰 ４５＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂中剂量＋Ｈ⁃８９ 组 １３􀆰 ０７±０􀆰 ６５＃＃ ＄ ＄ ８􀆰 ２１±０􀆰 ２２＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量＋Ｈ⁃８９ 组 １２􀆰 ８２±０􀆰 ５７＃＃ ＄ ＄ ８􀆰 ２６±０􀆰 ３２＃＃ ＄ ＄

　 　 注： 与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｈ⁃８９ 组比较， ＄ ＄ Ｐ＜０􀆰 ０１。

白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 中剂量＋Ｈ⁃８９
组 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋白表达均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６、 图 ５。

表 ６　 龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ 蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｏｎｇｍｕ Ｑｉｎｇｘｉｎ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＤＲＤ１， ＰＫＡ， Ｇαｓ， Ｇαｏｌｆ， ｐ⁃ＣＲＥＢ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｉｎ

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ６⁃ＯＨＤＡ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＤＲＤ１ ／ ＧＡＰＤＨ ＰＫＡ ／ ＧＡＰＤＨ Ｇαｓ ／ ＧＡＰＤＨ

空白血清组 １􀆰 ００±０􀆰 ３２ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７２±０􀆰 １６
模型组 ０􀆰 ３９±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ７４±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０９
Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ２１∗∗ ０􀆰 ８８±０􀆰 １１∗ ０􀆰 ６２±０􀆰 １１

龙牡清心合剂中剂量组 ０􀆰 ９４±０􀆰 ２３＃＃ ＄ ＄ １􀆰 ２６±０􀆰 ０９＃＃ ＄ １􀆰 １２±０􀆰 ２２＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量组 ０􀆰 ７３±０􀆰 １２＃ ＄ ＄ １􀆰 ２８±０􀆰 １７＃＃ ＄ １􀆰 １３±０􀆰 １４＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂中剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ５５±０􀆰 １２ ＄ ▲▲ １􀆰 １９±０􀆰 ２４＃＃ ＄ １􀆰 １３±０􀆰 １６＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ６４±０􀆰 ２９＃ ＄ ＄ ▲ １􀆰 １９±０􀆰 ３０＃＃ ＄ １􀆰 １２±０􀆰 ２１＃＃ ＄ ＄

组别 Ｇαｏｌｆ ／ ＧＡＰＤＨ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＧＡＰＤＨ ＢＤＮＦ ／ ＧＡＰＤＨ
空白血清组 １􀆰 ０３±０􀆰 １０ ０􀆰 ９２±０􀆰 １３ ０􀆰 ８７±０􀆰 １４

模型组 ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ５１±０􀆰 １８∗ ０􀆰 １４±０􀆰 ３９∗∗

Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ６４±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０４ ０􀆰 ３１±０􀆰 ２３∗

龙牡清心合剂中剂量组 １􀆰 ０７±０􀆰 ３１＃＃ ＄ １􀆰 １１±０􀆰 ３３＃＃ ＄ １􀆰 １１±０􀆰 ３７＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量组 ０􀆰 ９８±０􀆰 ２７＃ １􀆰 １０±０􀆰 ２４＃＃ ＄ １􀆰 ２１±０􀆰 ４０＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂中剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ８９±０􀆰 ２０ ０􀆰 ９１±０􀆰 １７＃ ０􀆰 ８７±０􀆰 １１＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 １􀆰 １２±０􀆰 ２０＃＃ ＄ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ７９±０􀆰 １２＃＃ ＄ ＄ ▲

　 　 注： 与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｈ⁃８９ 组比较， ＄ Ｐ＜０􀆰 ０５， ＄ ＄ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与龙牡清心

合剂高剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ５ 　 各组细胞 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ｐ⁃ＣＲＥＢ、
ＢＤＮＦ 蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＤＲＤ１， ＰＫＡ， Ｇαｓ， Ｇαｏｌｆ， ｐ⁃
ＣＲＥＢ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ６　 龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 信号通路相关 ｍＲＮＡ 表达的

影响 　 与空白血清组比较， 模型组、 Ｈ⁃８９ 组

ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组、 Ｈ⁃８９ 组比较，
龙牡清心合剂各剂量组和各剂量＋Ｈ⁃８９ 组 ＤＲＤ１、
ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 龙牡清心合剂各剂量组 ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 龙牡清心合剂各剂量组和中剂

量＋Ｈ⁃８９ 组 Ｇαｏｌｆ ｍＲＮＡ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ７。
４　 讨论

ＡＤＨＤ 可共患智力残疾、 情绪障碍、 睡眠障

碍、 抽动障碍等， 甚至增加自杀和犯罪风险［１１⁃１３］，
属中医学 “躁动” “脏躁” 等范畴， 多由脏腑失

调， 阴阳失衡所致。 徐氏儿科将 ＡＤＨＤ 的病机核

　 　 　表 ７　 龙牡清心合剂对 ６⁃ＯＨＤＡ 损伤的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ＤＲＤ１、 ＰＫＡ、 Ｇαｓ、 Ｇαｏｌｆ、 ＣＲＥＢ、 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｏｎｇｍｕ Ｑｉｎｇｘｉｎ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＤＲＤ１， ＰＫＡ， Ｇαｓ， Ｇαｏｌｆ， ＣＲＥＢ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｉｎ ＳＨ⁃

ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ６⁃ＯＨＤＡ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 ＤＲＤ１ ｍＲＮＡ ＰＫＡ ｍＲＮＡ Ｇαｓ ｍＲＮＡ

空白血清组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ０􀆰 ４４±０􀆰 １２∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０３∗∗

Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ４７±０􀆰 １０∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５∗∗

龙牡清心合剂中剂量组 １􀆰 ０９±０􀆰 ４８＃＃ ＄ ＄ ０􀆰 ７０±０􀆰 １０＃＃ ＄ ＄ １􀆰 １８±０􀆰 ０５＃＃ ＄ ＄ ▲

龙牡清心合剂高剂量组 ０􀆰 ９３±０􀆰 ３０＃ ＄ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０９＃＃ ＄ ＄ １􀆰 ２６±０􀆰 ０９＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂中剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 １􀆰 ０７±０􀆰 ５３＃＃ ＄ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０５＃＃ ＄ ＄ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０５＃＃ ＄ ＄ ＠ ▲▲

龙牡清心合剂高剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 ０􀆰 ９６±０􀆰 ４７＃ ＄ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０８＃＃ ＄ ＄ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０５＃＃ ＄ ＄ ＠ ▲▲

组别 Ｇαｏｌｆ ｍＲＮＡ ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ
空白血清组 １􀆰 ００±０􀆰 ０１ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组 １􀆰 ２１±０􀆰 ２６ ０􀆰 ６２±０􀆰 １９∗∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０８∗∗

Ｈ⁃８９ 组 １􀆰 ３２±０􀆰 ４０ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０７∗∗

龙牡清心合剂中剂量组 ３􀆰 ００±０􀆰 ６４＃＃ ＄ ＄ ０􀆰 ９１±０􀆰 １３＃＃ ＄ ０􀆰 ８２±０􀆰 ２３＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂高剂量组 ２􀆰 ６３±０􀆰 ２５＃＃ ＄ ＄ ０􀆰 ９２±０􀆰 ２３＃＃ ＄ ０􀆰 ８３±０􀆰 １８＃＃ ＄ ＄

龙牡清心合剂中剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 ２􀆰 ２６±０􀆰 ５１＃＃ ＄ ＄ ＠ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０６＠ ▲ ０􀆰 ７３±０􀆰 ３６＃ ＄

龙牡清心合剂高剂量组＋Ｈ⁃８９ 组 １􀆰 ７２±０􀆰 ４４＠ ▲▲ ０􀆰 ７３±０􀆰 １０＠ ▲ ０􀆰 ７１±０􀆰 １９＃

　 　 注： 与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｈ⁃８９ 组比较， ＄ Ｐ＜０􀆰 ０５， ＄ ＄ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与龙牡清心

合剂中剂量组比较，＠ Ｐ＜０􀆰 ０５； 与龙牡清心合剂高剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。
心总结为脾失健运， 肝阳偏亢， “脾意不藏” “肝
魂妄动” 而见多动诸症， 强调运脾柔肝论治大法，
龙牡清心合剂疗效显著［１４］。 前期发现， 该方可显

著改善 ＡＤＨＤ 患儿临床核心症状以及脾虚肝旺主

症［１５⁃１６］。 药理实验发现该方可升高模型大鼠前额

叶和纹状体 ＤＡ 含量而减缓多动、 冲动水平并提高

长期学习和记忆水平［８］。
本研究发现， ６⁃ＯＨＤＡ 可诱导 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

ＤＡ 能神经元损伤， 龙牡清心合剂能够改善 ６⁃
ＯＨＤＡ 所导致的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞损伤和 ＤＡ 低水平

状态。 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞具有合成 ＤＡ 和 ＮＥ 的能力，
是研究 ＤＡ 能神经元特性的代表性细胞［１７］。 Ｘｕ
等［１８］ 研究发现， 经 ６⁃ＯＨＤＡ 处理的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞， 其活力下降， 线粒体功能障碍， 是神经代谢疾

病发生发展的重要因素。
ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路参与了 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞

损伤及 ＤＡ 能神经元凋亡［１９⁃２０］， 恢复该通路对神经

元的保护作用已成为治疗 ＡＤＨＤ 的重要途径。
ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 失调所致的神经递质缺陷、 氧化

应激、 能量代谢障碍、 神经炎症等病理变化与

ＡＤＨＤ 脾失健运， 无以充养先天， 脑髓失养， 肝阳

相对偏亢等病机存在密切联系［２１］。 本研究表明，
６⁃ＯＨＤＡ 与 Ｈ⁃８９ 下调了 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路相

关蛋白和 ｍＲＮＡ 表达， Ｈ⁃８９ 作 为 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃
ＣＲＥＢ 通路的抑制剂， 可抑制下游级联反应而无法

产生相应的药理活性， 龙牡清心合剂则能够逆转
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６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 信号通路的失活

状态， 并解除了 Ｈ⁃８９ 对该通路的抑制作用， 进一

步证明了龙牡清心合剂改善 ＡＤＨＤ 与促进 ＤＡ 的合

成有关， 而 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路的激活是促进

ＤＡ 合成的关键途径。 龙牡清心合剂与龙牡清心合

剂＋抑制剂组效应比较， 整体差异不显著， 尤其

ＤＡ、 ｃＡＭＰ 水平无明显变化， 可能是因为龙牡清

心合联合 Ｈ⁃８９ 后， 其药理效应被部分抵消； 而中、
高剂量组间疗效差异不显著， 提示中剂量接近最大

效应阈值或存在其他补偿性调节机制。 以上结果表

明， 龙牡清心合剂的核心作用机制依赖 ｃＡＭＰ ／
ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路的激活， 且其疗效存在剂量饱和效

应， 对该方的量⁃时⁃效的研究尚需进一步探讨。
综上所述， 龙牡清心合剂可促进 ＤＡ 合成而改

善 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ＤＡ 能神经元损

伤， ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ⁃ＣＲＥＢ 通路的激活可能是介导该效

应的关键分子机制， 可能为 ＡＤＨＤ 的治疗提供新

思路、 新方向。
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ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｃｏｍｏｒｂｉｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ．
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［１８］ 　 Ｘｕ Ｚ， Ｙａｎｇ Ｄ， Ｈｕａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ６⁃

ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ
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