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补阳还五汤类方提取物对 PC12 细胞氧化应激损伤模型凋亡与自噬的调控 
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摘  要：目的  从凋亡与自噬的调控探讨补阳还五汤类方提取物对 PC12 细胞氧化应激模型的保护机制。方法  以不同浓度

H2O2 刺激 PC12 细胞制备不同损伤程度的氧化应激模型，采用 MTT 法确定补阳还五汤类方提取物对氧化应激损伤初期和加

剧期发挥保护作用的有效浓度，流式细胞术和 TUNNEL 法检测细胞凋亡情况，透射电镜和 mRFP-GFP-LC3 腺病毒双标法检

测细胞自噬情况，蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白（Bcl-2 和 Bax）与自噬相关蛋白（Beclin1、LC3A 和 LC3B）的表达。

结果  分别以 0.5、2.0 mmol/L H2O2 处理 PC12 细胞制备氧化应激损伤的初期模型和加剧期模型；与对照组比较，模型组细

胞凋亡率增加，自噬程度加剧，Bax/Bcl-2 比例增加，Beclin1 和 LC3B 表达上调，LC3A 表达下调（P＜0.05）；与氧化应激

损伤初期的模型 1 组比较，补阳还五汤类方提取物均能下调 Bax/Bcl-2，抑制凋亡率，并一定程度上调 Beclin1 和 LC3B/LC3A
的表达，激活自噬（P＜0.05）；当氧化应激损伤程度加剧时，模型细胞中出现较高水平的凋亡与自噬，此时，两方则通过抑

制凋亡和降低自噬，共同发挥保护作用。结论  补阳还五汤类方提取物可通过对凋亡与自噬的交互动态调控对不同程度损伤

的氧化应激模型细胞挥发保护作用。 
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Abstract: Objective  To explore the underlying mechanism of Buyang Huanwu Decoction extracts on apoptosis and autophagy in 
PC12 cells model with oxidative stress injury. Methods  Different level oxidative stress injury models with H2O2 at various 
concentrations were established. The effective concentrations of Buyang Huanwu Decoction extracts were determined by MTT 
method in the initial stage and the intensifying period after oxidative stress injury. The apoptosis of PC12 cells were evaluated by FCM 
and TUNNEL, the autophagy situations were observed by TEM and mRFP-GFP-LC3. Furthermore, the proteins of Bax, Bcl-2, 
Beclin1, LC3A, and LC3B related to apoptosis were determined by Western blotting. Results  The initial stage and the intensifying 
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period of oxidative stress injury cell models were established by H2O2 at the concentration of 1.5 and 2.0 mmol/L, respectively. 
Compared with the control group, model group appeared increasing apoptosis and autophagy levels, and model group had higher 
expressions of Bax/Bcl-2, Beclin1, LC3B and lower expression of LC3A (P < 0.05). Compared with the initial stage of oxidative stress 
injury cell models, Buyang Huanwu Decoction extracts could reduce the Bax/Bcl-2 and restrain apoptosis rates, while the autophagy 
was activated by up-regulation Beclin1 and LC3B/LC3A (P < 0.05). When the serious apoptosis and excessive autophagy were 
observed in the intensifying period of oxidative stress injury cells, the extracts could play the protective effect by apoptosis restraining 
and autophagy alleviating. Conclusion  Buyang Huanwu Decoction extracts can play the protective effects on oxidative stress injury 
cell models in different period by regulating apoptosis and autophagy.  
Key words: Buyang Huanwu Decoction extracts; oxidative stress injury; apoptosis; autophagy; Bcl-2; Bax; Beclin1; LC3A; LC3B 
 

补阳还五汤类方提取物包含补阳还五汤精简方

和原方[1]，前期研究中，本课题组分别从体外和体

内两个角度，采用体外氧化应激细胞模型和体内局

灶性脑缺血模型（MCAO）证实了补阳还五汤类方

提取物对脑缺血损伤的疗效显著[2]，并从细胞周期

素依赖蛋白激酶 5（cyclin-dependent kinase 5，
CDK5）介导的凋亡途径对其作用机制进行了初步

研究 [3-4]。近年研究表明，在神经退行性疾病中

CDK5 与自噬之间亦存在关联性[5-6]。而凋亡与自噬

作为细胞死亡的 2 种主要途径，二者的相互作用机

制亦受到脑缺血科研工作者的广泛关注[7]。缺血性

脑损伤的原发性和继发性分子机制十分复杂，脑缺

血一旦发生，脑内能量将很快被耗竭，神经细胞程

序性死亡迅速发生，凋亡和自噬途径被激活，并参

与神经元的损伤过程，由于凋亡与自噬之间存在多

种信号交互方式，如合作、对抗、协作等[8]，在脑

缺血后神经元发生死亡的过程中，二者的具体调控

机制关系具体如何？研究者们通过实验得到的结论

不尽相同，一种观点认为激活自噬加速神经元的凋

亡[9-10]，而另一种相反的观点则认为激活自噬可抑

制神经元凋亡[11-12]，这很大一部分原因归结于实验

材料的不同。针对凋亡与自噬的交互作用方式在脑

缺血调控中存在的不同观点，本课题组提出动态研

究凋亡与自噬交互作用方式对脑缺血后神经元损伤

的影响。本实验以不同损伤程度的氧化应激细胞模

型为研究对象，通过观察细胞内凋亡和自噬情况的

变化，着重检测凋亡蛋白（Bcl-2、Bax）与自噬蛋

白（Beclin1、LC3A、LC3B）的表达，从细胞分子

水平动态探明补阳还五汤类方提取物对凋亡与自噬

的调控机制，为后续深入研究提供重要参考。 
1  材料 
1.1  药物 

补阳还五汤精简方提取物（BYJF）处方由黄芪

30 g、川芎 9 g、地龙 6 g 组成，参照前期研究[3]将其

提取制备成干浸膏，相当于原生药 4.7 g/g；补阳还五

汤原方提取物（BYYF）处方由黄芪 120 g，当归 6 g，
赤芍 4.5 g，川芎 3 g，红花 3 g，桃仁 3 g，地龙 3 g
组成，参照前期研究[3]将其提取制备成干浸膏，相

当于原生药 4.5 g/g。使用前采用无菌水配制成 10 
mg/mL 的母液，经 0.25 μm 滤膜滤过除菌，使用时用

无菌磷酸缓冲溶液（PBS）稀释至适当浓度。 
1.2  试剂 

DEME 高糖培养基（HyClone 公司），含 10%
胎牛血清、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素；

D-Hanks（Solarbio 公司）；青霉素 -链霉素溶液

（Beyotime 公司）；胎牛血清（Gibco 公司）；胰蛋白

酶（北京索莱宝科技有限公司）；四甲基偶氮唑盐比

色法（MTT，Sigma 公司）；二甲基亚砜（DMSO，

Biosharp 公司）；AnnexinV-PI 试剂盒（联科生物公

司，批号 70-AP101-100）；TUNNEL 试剂盒（碧云

天公司，批号 C1088）；mRFP-GFP-LC3 腺病毒[汉
恒生物科技(上海)有限公司，批号 HBAD-1007]；
Bax（批号 ab182733）、Bcl-2（批号 ab196495）均

为兔源，均购自 Abcam 公司；Beclin（鼠源，

Proteintech 公司，批号 6666-5-1-1g）；LC3A（批号

NB100-2331）、LC3B（批号 NB100-2220）均为鼠

源，均购自 Novus 公司；羊抗鼠 IgG-Dylight549（批

号 GAR002）、羊抗兔 IgG-FITC（批号 GAR001）
均购自联科生物公司；其他试剂均为分析纯。 
1.3  仪器 

CO2 培养箱、多功能酶标仪均购自 Thermo 
fisher 公司；荧光显微镜（Primo Vert ZEISS 公司）； 
Cellometer Image Cytometer（K2）流式细胞仪

（Nexcelom 公司）；CytationTM 5 细胞成像多功能检测

系统（BioTek 公司）；凝胶成像系统（General Electric
公司）；HT7700 日立透射电子显微镜。 
1.4  细胞 

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞系（PC12 细胞），
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高分化，购自长沙科文生物科技有限公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养及分组 

采用 DEME 高糖培养基（pH 7.2），37 ℃、5% 
CO2 细胞培养箱中温育，待细胞贴壁融合至 90%时，

用 0.25%的胰蛋白酶消化，加入培养基充分吹打至

单细胞悬液，传代或接种至合适的培养板中，继续

培育至对数生长期用于实验。凋亡和自噬实验中将

细胞分成 7 组，分别为（1）对照组；（2）氧化应激

损伤模型 1（M1）组：采用 0.5 mmol/L H2O2 作用

细胞 2 h；（3）氧化应激损伤模型 2（M2）组：采

用 2.0 mmol/L H2O2作用细胞 2 h；（4）BYJF＋M1
组：先用 5.0 mg/mL BYJF 处理细胞 2 h，再加入 0.5 
mmol/L H2O2作用 2 h；（5）BYYF＋M1 组：先用

2.0 mg/mL BYYF 处理 2 h，再加入 0.5 mmol/L H2O2

作用 2 h；（6）BYJF＋M2 组：先用 5.0 mg/mL BYJF
处理细胞 2 h，再加入 2.0 mmol/L H2O2共同作用 2 h；

（7）BYYF＋M2 组：先用 2.0 mg/mL BYYF 处理 2 h，
再加入 2.0 mmol/L H2O2作用 2 h。 
2.2  MTT 法检测细胞存活率 

将 PC12 细胞以 1×106 的密度接种于 96 孔板

中，待细胞融合至约 80%时，替换为无血清培基同

步化处理后，加入 H2O2（终浓度为 0～5 mmol/L）
继续培养 2 h，每组设置 5 个复孔，采用 MTT 法检

测细胞存活率，每孔加入 10 μL MTT 溶液，4 h 后，

加入 100 μL 二甲基亚砜，振摇均匀后采用酶联免疫

检测仪测量 490 nm 处各孔的吸光度（A）值，并计

算细胞存活率。 
细胞存活率＝（A 处理－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

将 PC12 细胞以 1×106 的密度接种于 96 孔板

中，待细胞生长至对数生长期后，完成同步化处理，

再将细胞分成 7 个组，每组设置 5 个复孔。MTT 法

测定各组细胞 A 值，计算细胞存活率，考察 BYJF
和BYYF提取物对不同程度氧化应激损伤模型细胞

发挥保护作用的有效浓度。 
2.3  流式细胞术检测 PC12 细胞的早期凋亡 

将 PC12 细胞以 1×107的密度接种于 6 孔板中

用于实验，每组设置 3 个复孔，细胞分组处理后，

胰酶消化收集细胞，PBS 离心洗涤后按 AnnexinV-PI
试剂盒步骤处理细胞，上机检测。 
2.4  Tunnel 法检测 PC12 细胞凋亡情况 

将 PC12 细胞以 1×105 的密度接种于 24 孔板

中，每组设置 3 个复孔，细胞分组处理后，弃去培

基，PBS 轻轻漂洗 3 次，按 TUNNEL 试剂盒步骤

处理细胞，置于荧光显微镜下观察拍片，采用 Image 
J 软件分析相对荧光强度。 
2.5  透射电镜观察 PC12 细胞内自噬体 

将PC12细胞以1×107的密度接种于 6孔板中，

细胞分组处理后，弃去培基，PBS 轻轻漂洗 3 次，

胰酶消化后收集细胞悬于 PBS 中，1 000 r/min 离心

5～8 min，小心弃去上清，加入 2.5%戊二醛 PBS
溶液固定细胞，透射电子显微镜拍片。 
2.6  mRFP-GFP-LC3 腺病毒双标法检测 PC12 细

胞内自噬流 
将 PC12 细胞以 1×105 的密度接种于 24 孔板

中，每组设置 3 个复孔，待细胞融合至 80%左右时，

将腺病毒液稀释至感染复数（MOI）为 100，加入

细胞共培育 4 h，替换为新鲜的完全培养基继续培养

36 h。细胞分组处理后，弃去培基，PBS 轻轻漂洗

3 次，采用细胞成像多功能检测系统观察。 
2.7  蛋白质印迹法检测氧化应激 PC12 细胞中凋亡

与自噬相关蛋白的表达 
将 PC12 细胞以 1×107的密度接种于 10 cm 的

培养皿中，细胞分组处理后，加入 PIPA 裂解液冰

上裂解 30 min，刮板收集裂解物并离心，收集上清

液，取少量上清，BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白液

定量分析，剩余部分加入 SDS 上样缓冲液，其中上

样缓冲液-蛋白样品（1∶4），−20 ℃保存备用。取

蛋白样品 25 μg 进行 SDS-PAGE 电泳分离，先恒压

60 V 转 30 min 后 120 V 转 90 min，湿转至 PVDF
膜上恒压 100 V 转膜，封闭后分别与一抗（Bcl-2、
Bax、Beclin1、PI3K 的稀释比例均为 1∶1 000，
β-actin 的稀释比例为 1∶1 500）4 ℃孵育过夜，

TBST洗涤 3次，随后与HRP标记的二抗（1∶1 000）
37 ℃孵育 1 h。将 ECL 显影液均匀滴加于 PVDF
膜上，暗反应 3 min 后用凝胶成像仪显影。采用

Image J 测定蛋白条带的灰密度值，以 β-actin 为内

参照，以目的条带的灰密度值与 β-actin 条带的灰密

度值的比值作为该蛋白的相对表达量。 
2.8  统计学分析 

采用 SPSS 17.0 进行统计学分析。数据均经过方

差齐性检验和正态性检验，计量资料用 ±x s 表示。 
3  结果 
3.1  BYJF 和 BYYF 提取物对 PC12 细胞氧化应激

损伤模型的保护作用 
以不同浓度 H2O2处理 PC12 细胞，结果见图 1， 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group, same as below figures 

图 1  不同浓度 H2O2处理 PC12 细胞的存活率 ( x s± , n = 5) 
Fig. 1  PC12 cells survival rates treated with H2O2 at 
different concentrations ( x s± , n = 5) 

从图中可以看出，当 H2O2作用浓度小于 0.5 mmol/L
时，H2O2 对 PC12 细胞的影响较小，组间无显著性

差异；随着 H2O2作用浓度的增大，PC12 细胞的存

活率逐渐降低，当 H2O2 浓度为 1.0 mmol/L 时，细

胞存活率 80%左右，显微镜下观察到细胞边界稍显

模糊，有少量细胞出现脱落，损伤程度相对较轻；

当 H2O2 浓度增至 2.0 mmol/L 时，细胞存活率为

60%～70%，镜检发现细胞形态有较明显的变圆趋

势，损伤程度加剧；当 H2O2浓度增至 3.0 mmol/L 时，

死细胞增多导致培养基出现浑浊现象，表明损伤程

度严重，提示不同浓度的 H2O2处理对 PC12 细胞造

成不同程度的氧化应激损伤，考虑到细胞损伤严重

时存活率太低，无法进行相关指标的检测，故后续

实验分别采用 0.5、2.0 mmol/L H2O2作用细胞，制备

氧化应激损伤初期模型（M1）和加剧期模型（M2）。 
以不同浓度的 BYYF 和 BYJF 处理 PC12 细胞，

结果见图 2。从中可以看出，对于 0.5、2.0 mmol/L 
H2O2 处理的 PC12 细胞，2.0 mg/mL BYYF 和 5.0 
mg/mL BYJF 处理后，均能对氧化应激模型细胞发

挥一定程度的保护作用，与对应的模型组比，具有

统计学意义（P＜0.05）；对于相同浓度的 BYYF 和

BYJF，二者对 M1 期模型细胞的保护作用相当，对

M2 期细胞则表现出一定程度的差异性（P＜0.05）。
故后续实验选择补阳还五汤类方提取物的给药浓度

分别为 BYYF 2.0 mg/mL、BYJF 5.0 mg/mL。 
3.2  BYJF 和 BYYF 提取物对 PC12 细胞氧化应激

不同程度损伤模型凋亡的影响 
3.2.1  流式细胞术检测 PC12 细胞的早期凋亡  结 

 

 
图 2  不同浓度 H2O2、BYYF 和 BYJF 处理 PC12 细胞的存

活率 ( x s± , n = 5) 
Fig. 2  PC12 cells survival rates treated with H2O2, BYYF, 
and BYJF at different concentrations ( x s± , n = 5) 

果见图 3 和图 4，与模型组比较，对照组细胞 90%
以上具有良好的活力，仅少量细胞发生早期凋亡和

坏死（P＜0.05），属于细胞正常的生命活动，证实

2 种不同浓度 H2O2处理均能导致 PC12 细胞发生一

定程度的损伤；当 PC12 细胞经 H2O2 处理后，随着

氧化应激程度的增加，其活细胞比例随之降低，早

期凋亡细胞比例变化不大，处于 12%～18%，而坏

死细胞的比例则呈现增长趋势，表明 H2O2 所导致

的氧化应激对 PC12 细胞经由早期凋亡走向死亡具

有加速作用。采用 BYJF 和 BYYF 处理后，相较于

同一程度的氧化应激损伤模型细胞，两方均能一定

程度发挥保护作用，主要表现为活细胞比例增加和

坏死细胞比例降低（P＜0.05），但早期凋亡细胞的

比例变化不明显，猜测可能在氧化应激初期 PC12
细胞已完成早期凋亡程序，使细胞进入到坏死阶段，

而 BYJF 和 BYYF 提取物对氧化应激损伤发挥保护

作用可能通过阻止细胞坏死来实现。此外，补阳还

五汤类方提取物对 M1 期模型细胞的影响无统计学

差异，对 M2 期模型细胞的早期凋亡率和坏死率则

存在一定程度差异（P＜0.05）。 
3.2.2  Tunnel 法检测 PC12 细胞凋亡情况  本研究

进而采用 Tunnel 法观察细胞凋亡情况，结果见图 5，
由于正常的或正在增殖的细胞几乎没有 DNA 的断 
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图 3  AnnexinV-PI 法检测 PC12 细胞的早期凋亡 ( x s± , n = 3) 
Fig. 3  Early apoptosis of PC12 cells detected by AnnexinV-PI method ( x s± , n = 3) 

 
与 M1 组比较：*P＜0.05；与 M2 组比较：#P＜0.05，下图同 
*P < 0.05 vs M1; #P < 0.05 vs M2, same as below figures 

图4  流式细胞术检测PC12细胞的早期凋亡 ( x s± , n = 3) 
Fig. 4  Early apoptosis of PC12 cells detected by FCM 
( x s± , n = 3) 

裂，故没有 3’末端形成，无法将荧光衍生物标记到

断 DNA 的 3’末端，故对照组中几乎没有绿色荧光

亮点，而经不同浓度 H2O2处理的 M1 和 M2 组 PC12
模型细胞中则出现不同程度和不同数量的荧光亮

点，表明在氧化应激状态下 PC12 细胞发生了不同

程度的凋亡，与对照组比有显著性差异；且随着

H2O2 浓度的增加，细胞凋亡程度加剧，其中 M2 组

PC12 细胞呈现大范围的荧光亮点，经 BYYF 和

BYJJF 提取物处理后，荧光数量和荧光亮度均有一

定程度下降（P＜0.05），表明补阳还五汤类方提取

物能抑制 H2O2 处理后的细胞凋亡程度，对发生氧

化应激的 PC12 细胞发挥保护作用；两方之间比较，

BYYF 则较 BYJF 表现出一定程度的优势。 
 

         

图 5  Tunnel 法检测 PC12 细胞凋亡 ( x s± , n = 5) 
Fig. 5  Apoptosis of PC12 cells detected by Tunnel method ( x s± , n = 5) 
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3.3  BYJF 和 BYYF 提取物对 PC12 细胞氧化应激

不同程度损伤模型自噬的影响 
正常 PC12 细胞存在一定水平的基础自噬，经

H2O2 处理后，细胞内自噬体数量明显增加，且 M2
组比 M1 组存在更高水平的自噬，在 M2 组细胞内，

可见大量的双层膜囊泡结构，具有典型的自噬体特

征，放大后自噬体中的包裹物清晰可见，提示 H2O2

处理能诱导细胞自噬体的形成。相较于 M1，BYJF 和

BYYF处理组具有更高水平的自噬；相较于M2，BYJF
和 BYYF 处理组则表现为自噬程度降低。见图 6。 

 

图 6  透射电镜观察 PC12 细胞内自噬体 
Fig. 6  Autophagosomes in PC12 cells by transmission 
electron microscope 

本研究进而采用 mRFP-GFP-LC3 腺病毒感染

细胞，实时监测自噬流。mRFP 和 GFP 可用于标记

及追踪 LC3，GFP 是酸敏感型蛋白，自噬小体与溶

酶体融合形成自噬溶酶体，由于内部的酸性环境改

变，GFP 荧光淬灭。因此，GFP 的减弱可指示自噬

溶酶体形成的顺利程度，即红（mRFP）绿（GFP）
荧光合成后出现的黄色斑点越亮则自噬流越顺畅，

反之，自噬流进程受阻。由图 7 可知，PC12 细胞经

不同浓度 H2O2 处理后，随着氧化应激程度的加剧，

模型组中有明显的自噬体斑点形成，出现荧光点状

聚集，且 M2 组中的自噬程度高于 M1 组；对照组

中，GFP-LC3 呈现弥散分布，荧光均匀，与两个模

型组相比，均具有显著性差异（P＜0.05）。给药 BYJF
和 BYYF 提取物后，相较于 M1 组，BYJF 和 BYYF
处理组中具有更强的自噬流荧光聚集（P＜0.05），
表明自噬程度增加；相较于 M2 组细胞内大量的自

噬流，药物处理组细胞中荧光聚集斑点显著减弱

（P＜0.05），表明自噬流程度降低。 
上述结果提示，在 H2O2 诱导的 PC12 细胞氧化

应激损伤初期，BYJF 和 BYYF 提取物可能通过激

活自噬清除受损细胞，对 PC12 细胞发挥保护作用，

而在氧化应激损伤加剧期，两方则通过抑制过渡自

噬有效防止细胞发生大规模死亡，且两方之间无统

计学差异。 
3.4  BYJF 和 BYYF 提取物对氧化应激 PC12 细胞

中凋亡与自噬相关蛋白的影响 
与对照组比较，M1 和 M2 组中细胞内的 Bax/ 

Bcl-2 比例增加，Beclin1 和 LC3B/LC3A 表达上调

（P＜0.05），表明不同浓度 H2O2 处理 PC12 细胞后，

均将导致细胞发生凋亡和自噬，引发氧化应激损伤；

采用补阳还五汤类方提取物处理后，相较于氧化应

激损伤初期的 M1 组细胞，BYJF 和 BYYF 均能降

低凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2 的比例，一定程度上调

自噬正性因子 Beclin1 蛋白的表达，LC3B/LC3A 蛋

白比值明显升高（P＜0.05），提示两方均能通过一

定程度抑制凋亡、激活自噬清除受损细胞，从而发

挥保护作用；相较于氧化应激损伤加剧期的 M2 组

细胞，BYJF 和 BYYF 均能较大程度的下调 Bax/ 
Bcl-2，降低 Beclin1 和 LC3B/LC3A 的表达（P＜
0.05），提示两方均能通过抑制凋亡和减轻过渡的自

噬对损伤严重的 PC12 细胞发挥保护作用，其中

BYYF 对 PC12 细胞凋亡蛋白的调控程度略优于

BYJF（P＜0.05）。见图 8。 
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图 7  PC12 细胞的自噬流图  (400×) 以及统计学分析 
( x s± , n = 5) 
Fig. 7  Autophagic flux photos of PC12 cells (400×) and 
statistical analysis ( x s± , n = 5) 

 

 

 

 

图 8  PC12 细胞中 Bax/Bcl-2、Beclin1 和 LC3B/LC3A 蛋白

的表达 ( x s± , n = 3) 
Fig. 8  Expressions of Bax/Bcl-2, Beclin1, and LC3B/LC3A 
proteins in PC12 cells ( x s± , n = 3) 

综上所述，本实验结果表明采用不同浓度 H2O2

处理将对PC12细胞造成不同程度的氧化应激损伤，

且损伤程度具有浓度相关性；当细胞发生氧化应激

损伤时，细胞凋亡和自噬程度均增加；在氧化应激

损伤初期，补阳还五汤类方提取物均能一定程度抑

制凋亡、激活自噬对 PC12 细胞发挥保护作用；当

氧化应激损伤程度加剧时，模型细胞中出现高水平

的凋亡与自噬，此时，两方则通过抑制凋亡和降低

自噬，共同发挥保护作用。结果提示，补阳还五汤

类方提取物可通过对凋亡与自噬的交互调控作用对

不同程度损伤的氧化应激模型细胞挥发保护作用。 
4  讨论 

普遍认为，凋亡对细胞死亡的调节是单向性的，

而自噬对细胞死亡的调节具有双重性：温和适度的

自噬能维持轴突的动态平衡并且有效清除死亡细
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胞，是细胞的存活途径；严重或快速的自噬使细胞

内容物过度降解，或加剧凋亡，导致细胞死亡。根

据本实验的研究结果推测，补阳还五汤类方提取物

可能通过抑制细胞凋亡和动态影响自噬水平对氧化

应激损伤不同程度的 PC12 细胞发挥保护作用。在

氧化应激损伤初期，凋亡与自噬均被一定程度激活，

二者共同合作清除受损细胞，但由于自噬处于相对

较低水平，机体清除受损细胞的速度较慢，不利于

细胞存活，故此时补阳还五汤类方提取物通过一定

程度激活自噬、对受损细胞进行及时清除以保护正

常细胞，此时凋亡减轻、自噬增加；当细胞处于较

严重的氧化应激损伤状态时，凋亡与自噬水平进一

步增加，由于过高水平的自噬将导致正常细胞受损，

药物可通过抑制过渡自噬、降低凋亡发挥保护作用。

结果提示补阳还五汤类方提取物对氧化应激损伤模

型细胞凋亡与自噬的调控并非一成不变的，而是根

据细胞的受损程度进行动态调节的。 
中医治疗脑缺血以辨证论治为治疗原则，采用

中药复方，在辨证论治的整体思想指导下配伍组方，

往往可以通过多层次、多途径、多靶点综合作用于

多个病理环节，从整体上有效防止神经元凋亡，保

护脑缺血损伤，这是中医药优势所在。秉承对传统

中医药的继承和创新精神，结合方剂学“整体取性

原理”和“君药不可缺少”的理论，选取补阳还五

汤原方中的黄芪入药，不仅大补元气，且能行气，

利营卫之气，通营卫之阻滞以活血；秉承“瘀血不

去，新血不生”和“血行风自灭”的观念，辅以川

芎行气活血，气行则血行，血行则瘀去脉通也，使

气血和顺；地龙长于行散走窜，通经活络，为佐药。

三药合用即为补阳还五汤精简方，意即通过“祛瘀”

“化旧”或“去腐”等方法来祛除体内沉积的痰血及

其他陈旧性的病理产物，这与现代医学所描述的自

噬过程不谋而合，自噬的发生与中医的气虚血瘀关

系密切，中医补气、宣畅气化可以增强细胞对胞体

内积聚过多的蛋白、亚细胞器等“自我消化”的“精

化气”功能。然而过度的补气宣畅将导致“方不对

症”，使机体内正常细胞器被清除，从而导致阴阳失

调，如张锡纯[13]在《医学衷中参西录》记载“若其

脉象实而有力，其人脑中多伴充血，而复用黄芪之

温而升补者，以助其血愈上行，必至凶危立见。”因

此，补阳还五汤精方对于黄芪的用量极为考究，且

采用现代中药制备工艺保证中药有效成分最大限度

溶出，力求更好发挥中药复方的整体功效。从实验

结果来看，补阳还五汤原方与精方提取物对体外氧

化应激细胞模型的保护作用均呈现一定程度的浓度

相关性，但两方的有效浓度范围不同，且两方对凋

亡相关蛋白的影响程度亦存在一定差异，如原方提

取物对凋亡的抑制程度略大，推测两方提取物在化

学成分上可能存在较大的相似性及一定的差异性，

而这些差异性成分可能与凋亡蛋白的调控具有一定

的相关性，提示后续可通过网络药理学对二者的化

学成分及对应的调控位点进行相关研究。 
此外，由于离体细胞实验和体内动物实验存在

一定的差异，本课题组拟在脑缺血动物模型中对补

阳还五汤类方的作用机制展开进一步研究。 
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