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药联合应用适用于偏头痛患者的治疗，且在治疗过

程中未发现不良反应，充分发挥了中药标本兼治的

功效，值得临床推广及应用研究，并为偏头痛的预防

和治疗提供了临床资料。
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阿尔茨海默病(Alzheimer
7

S disease，AD)是

一种老年人常见的神经退行性疾病，其发病机制尚

未完全阐明，目前治疗手段如胆碱酯酶抑制剂着眼

于临床症状的改善，而不能从根本上阻断AD的发

展[1]。因此，寻找新的抗AD药物迫在眉睫。

p一淀粉样肽q3一amyloid，AB)沉积在脑内引起

炎症反应，造成对神经元的损伤，促成了AD的发

生。因此干预炎症反应，可能成为有效干预AD发

病的方法之一。抗炎药是目前抗AD药物研发的热

点之一。雷公藤内酯醇(triptolide，TP)是从药用

植物雷公藤Tripterygium wilfordii Hook．f．中分

离得到的有效成分，具有抗炎和免疫抑制的作用。以

前的工作证明TP能抑制脂多糖诱导的PC一12细

胞的炎症反应，提示其具有抗AD作用[2]。本实验研

究TP对AB诱导的PC一12细胞凋亡的作用，试图

从AD的根本发病机制上证实TP的抗AD作用。

1材料与方法

1．1 药品与试剂：雷公藤内酯醇(TP)，Cal—

biochem公司产品，质量分数≥98％，批号645900。

A／?一43，美国ALEXIS公司产品；标准胎牛血清，美

国Hyclone公司；MTT，美国Sigma；DEME高糖

培养基，Hyclone；重组鼠神经生长因子(NGF)，美

国R&D公司；二甲基亚砜(DMS0)，上海生物工程

有限公司；Annexin V—FITC Apoptosis Detection

Kit，美国BD公司；RIPA Lysis Buffer Kit、ECL化

学发光显色试剂、caspase一3 P11(K—19)goat poly—

clonal IgG、caspase一9 P10(H一83)rabbit polyclonal

IgG和Rabbit anti—B—actin polyclonal IgG，美国

Santan Cruz；PVDF膜，美国Milipore公司。

1．2 PC一12细胞的培养和诱导：PC一12细胞(引种

自中国科学院上海细胞所，浙江大学卫生部传染病

重点实验室传代保存)置于15％胎牛血清(FCS)

的高糖DMEM培养液(含50 ng／mL的NGF、青

霉素钠100 U／mL、链霉素100 U／mL、2 mmol／L

￡一谷氨酰胺，pH 7．4)中，2 d更换1次培养液，在

37 cC、5％CO。培养箱中培养。待细胞长至80％生

长面积时，用0．125％胰酶消化细胞，加含血清培

养液终止反应，1：3分瓶传代，每周换液2次，传代

1次。取对数生长期细胞用于实验。

1．3 培养细胞分组及药物处理：为了检测caspase

的表达，将培养的PC一12细胞分为3组，单纯Ap处

理组、A口与不同质量浓度药物处理组(Ap+药物)、

对照组(正常对照)。对照组加等量无血清DMEM

培养基；单纯Aj3处理组换以新鲜无血清培养基后

加入终浓度为5 t-mol／L的Ap；Ap+药物处理组：

用不同质量浓度的药物预处理细胞24 h，弃原培养

基，用无血清DMEM培养基洗3次，再加入终浓度

为5 tzmol／L的Ap的DMEM培养基，继续培养24
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h后，细胞用预冷的0．01 mmol／L磷酸盐缓冲液

(PBS，pH 7．2)冲洗2次后，用0．125％胰酶消化1

min，加入适量含血清的培养基终止消化，用吸管轻

轻吹打制成细胞悬液，用于各项实验，各实验组设3

个平行对照。

1．4 药物剂量确定(MTT法)：细胞以1×104／100

弘L接种于96孔板，设正常细胞生长对照组及不同

质量浓度药物实验组。每孔加入含药培养基100

pL，每个药物质量浓度设6个平行孑L。正常对照孔

加入培养液100 ttL。培养72 h后，每孔加入MTT

(2 mg／mL)50 luL，继续在37。C、5％C02条件下孵

育4 h，吸去培养液，每孔加入DMSO 150弘L振摇

15 rain，静置0．5 h，待蓝紫色结晶完全溶解后，用酶

标仪检测各组细胞的570 nm处吸光度(A。，。)值，

以A。，。间接反映细胞活性。

1．5不同质量浓度药物对AB诱导的PC一12细胞

存活的影响(MTT法)：细胞以每孔1×104个接种

于96孑L板，每孔50弘L，药物组每孑L加入50弘L含

不同质量浓度药物的培养基，每种药物浓度重复3

孔，与PC一12细胞预孵育24 h后，除正常对照组

外，其他组每孔加入100 pL含Ap的培养基(Ap的

终浓度为5 t-mol／L)，继续培养72 h后，作MTT

比色分析。

1．6流式细胞仪检测细胞凋亡率：PC一12细胞以密

度l×105／mL接种于24孔板，每孔1 mL，按1．3

项分组培养处理后，收集细胞于离心管中。细胞用

PBS洗2次；将细胞重悬于195肛L的1×加样缓冲

液中，加入5弘L Annexin V—FITC，混匀，室温下避

光孵育15 rain；用1×加样缓冲液洗细胞1次，并重

悬细胞；加5弘L的质量浓度为20 tLg／mL的碘化丙

啶(PI)，避光孵育5 min。1 h内流式细胞仪上机检

测细胞凋亡率。

1．7 以Western Blotting分析药物对细胞cas—

pase一3，caspase一9蛋白表达的影响：收集各组药物

处理的细胞及对照组细胞，用细胞裂解液(RIPA

Lysis Buffer)100 pL裂解细胞，冰浴30 rain，

12 000 r／min离心5 min，收集上清液，蛋白定量后

加入等体积的加样缓冲液，混匀，煮沸5 min。按蛋

白定量测定结果每孑L上样40肛g蛋白，以10％

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电泳结束后将蛋白

转移至PVDF膜上，用封闭液(含5％脱脂奶粉的

TBS—T液)室温封闭2 h后，与相应的一抗(分别

为easpase一3、caspase一9多克隆抗体1：200)4。C

孵育过夜，TBS—T液洗15 min×4次，与辣根过氧

化物酶偶联的二抗(1：2 000)室温孵育2 h，TBS—

T洗15 rain×5次，加入ECL显色试剂，暗室曝光，

显影，定影。实验以B-actin作为内参照。

1．8统计学方法：计量资料数据均用j士s表示，计

量资料组间比较采用单因素方差分析(one—way

ANOVA)，所有数据均采用SPSS 10．0统计软件包

统计。

2 结果

2．1 TP对PC一12细胞的毒性作用(MTT法)：

TP仅在高质量浓度时对正常PC一12细胞增殖产生

影响。如表1所示，正常培养的PC一12细胞经TP

处理4 h后，质量浓度为200和100 ng／mL的TP

使PC一12细胞的A。，。值明显降低(P<0．01、

0．05)；50 ng／mL的TP尽管使A；，。值有所降低，但

无统计学意义(P>0．05)；质量浓度25 ng／mL以

下的TP处理过的PC一12细胞A。，。值与未经处理的

PC一12细胞A。，。值相似甚至增高，但无统计学意义。

因此选定5、10、20 ng／mL作为后续实验TP使用

的质量浓度。

表1 TP对正常PCI2细胞增殖的影响(；±s，n一6)

Table 1 Effects of TP on proliferation of normal

PCI2 cells(；士s，席一6)

与对照组比较：’P<O．05 ～尸<O．01

+P<O．05。+P<0．01口s control group

2．2 TP对Ap诱导的PC一12细胞存活的影响

(MTT法)：如表2所示，AB(5弘mol／L)处理72 h

使PC一12细胞的A。，。值明显降低(P<0．01)。用

TP预处理2 h，PC一12细胞的A。，。值增加，在质量

浓度为10和20 ng／mL时具有统计学意义(P<

0．05、0．01)。TP的作用呈质量浓度依赖关系。

2．3 TP对AB诱导的PC一12细胞凋亡的影响：对

照组PC一12细胞只有极微量的细胞凋亡。A8(5

btmol／L)处理72 h后凋亡细胞明显增多，但用TP

预处理2 h后，凋亡细胞减少，质量浓度为10和20

ng／mL时作用尤其明显。各组细胞凋亡率见表3。

TP预处理组细胞凋亡率均高于对照组(P<o．01、

o．05)。
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裹2 TP对At3诱导的PCI2细胞存活的影响(i士s，弹一3)

Table 2 Effects of TP on survival of PCI2 cells

induced by AB(j±s，厅一3)

与对照组比较：AAp<0．01

与A口组比较：’P<0．05一P<0．01

▲▲P<0．01口5 control group

’P<0．05。。P<0．01口5 A口group

表3 TP对Ap诱导PCI2细胞凋亡的影响o±s，弹一3)

Table 3 Effects of TP on apoptosis of PCI2 cells

induced by AB(；士s，雄一3)

与对照组比较：‘P<0．05‘‘P<0．01；

与AB组比较：～P<0．01

▲P<0．05▲▲P<0．01 VS control group：

。’P<0．01口5A8 group

2．4 TP对A口诱导的PC一12细胞caspase蛋白表

达的影响：如图1所示，AB(5／．tmol／L)处理24 h

使PC一12细胞caspase一3和caspase一9表达明显升

高(P<o．01)，用TP预处理2 h，caspase一3和cas—

pase一9表达降低，作用呈浓度依赖性，在10和20

ng／mL时作用显著(P<O．01)。

1一A口(5 tlmol／L)2-对照3～5一A13+TP(5、10、20 ng／mL)

1-Ap(5 vmol／L) 2-control 3～5一Ap+TP(5、10、20 ng／mL)

图1 TP对A13诱导的PC一12细胞caspase蛋白表达的影响

Fig．1 Effect of TP on protein expression of caspase

of PC一12 cells indued by A13

3讨论

AD特征性病理改变包括老年斑、神经原纤维

缠结和基底前脑胆碱能神经元丢失。其中老年斑的

主要成分为AB。AD的发病机制至今尚未完全明

了，有学者认为Ap的沉积是AD的始发因素，Ap通

过多种途径造成神经原纤维缠结和神经元缺失，其

中神经元缺失主要表现为凋亡[3“]。

本研究建立Ap对PC一12细胞的损伤作为AD

的细胞模型，研究TP对细胞的保护作用及其机制。

发现，TP对Ap造成PC一12细胞的损伤具有保护作

用，表现为MTT法的A。，。值升高及细胞凋亡率的

下降。TP的保护作用是在单独应用时不影响PC一

12细胞增殖的质量浓度范围内实现的，呈质量浓度

依赖性。这表明，TP可能是一种安全、有效的抗AD

药物。

研究表明，AB可以激活胶质细胞释放IL一1B、

TNF—a等炎症因子，造成炎症损伤。TP在20 ng／

mL时具有抗炎作用口]。因此，推测TP的保护作用

可能与其抗炎作用有关。进一步研究发现，TP在其

有效浓度时还明显抑制了凋亡相关蛋白酶caspase一

9和caspase一3的激活。这些结果说明TP的保护作

用与其抗凋亡作用有关。在实验中还发现了一个现

象，即MTT法检测时，TP的保护作用较完全，其

A。，。值在TP为20 ng／mL时与对照组水平相当；但

20 ng／mL TP组的细胞凋亡率仍明显高于对照组。

这提示抗凋亡可能不是TP保护Ap诱导PC一12细

胞的唯一机制，其详细机制尚待进一步研究。
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