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摘要　目的：探讨复方益智颗粒对Ａβ２５３５导致ＰＣ１２细胞损伤的保护作用，为进一步研究该产品改善阿尔茨海默症记忆功

能障碍的作用机制奠定基础。方法：取经不同处理的 ＰＣ１２细胞分为正常对照组、Ａβ２５３５模型组、Ａβ２５３５＋正常血清组、
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ含药血清组（不同浓度）。正常对照组：ＤＭＥＭ培养基培养４８ｈ，Ａβ２５３５模型组：ＤＭＥＭ培养基培养２４ｈ后
换含２０μＭＡβ２５３５的 ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ，Ａβ２５３５＋正常血清组：正常血清预处理２４ｈ后加入２０μＭＡβ２５３５的
ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ，Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ含药血清组：不同浓度ＣＹＺＧ含药血清预处理２４ｈ后，加入２０μＭＡβ２５３５的
ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ。分别采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖情况、流式细胞仪检测 ＰＣ１２神经细胞凋亡情况。结果：
Ａβ２５３５时间依赖性地抑制ＰＣ１２细胞的生长，不同浓度ＣＹＺＧ含药血清对其造成的细胞损伤有保护作用，随着含药血清剂
量的增加，细胞的存活率增加，生长抑制率减少。Ａβ２５３５能显著引起ＰＣ１２细胞凋亡，不同浓度ＣＹＺＧ含药血清对其造成的
细胞凋亡有抑制作用。结论：复方益智颗粒对Ａβ２５３５引起的ＰＣ１２细胞损伤具有一定的保护作用，其神经保护作用可能与
抑制Ａβ２５３５引起的ＰＣ１２细胞凋亡有关。
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　　复方益智颗粒是中泰联合开发的具有改善记忆
功能的中药保健产品，处方由人参、绞股蓝、三七等

６味中药组成，２０１２年已获得生产批文和国家发明
专利。前期动物和人体试验表明，复方益智颗粒具
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有显著的改善人体记忆功能的作用［１］；在小鼠跳台、

避暗、水迷宫３项试验中均被证明具有确切的改善
记忆的作用［２］，可显著改善老龄小鼠的学习记忆能

力［３］；复方益智颗粒对 Ａβ２５３５致老年性痴呆模型大
鼠空间学习记忆损害也具有明显改善作用［４］。我们

采用Ａβ２５３５诱导建立老年痴呆细胞模型，观察益智
颗粒对Ａβ２５３５致ＰＣ１２细胞损伤和凋亡的保护作用，
以期揭示该产品改善阿尔茨海默病患者记忆功能障

碍的作用机制。

１　材料与方法
１１　实验动物　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠２０只，质量３００ｇ
左右，雄性，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提

供。许可证号：ＳＹＸＫ（湘）２０１４００１２。笼中鼠颗粒
饲料饲养，自由饮食，每天给予１２ｈ光照，适应性饲
养１周后才能进行实验操作。所有动物喂以标准颗
粒饲料均由广西中医药大学实验动物中心提供。

１２　细胞株　ＰＣ１２大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤分化细
胞株，购于上海中科院细胞库。

１３　试剂及仪器　马血清（Ｇｉｂｃｏ，美国）、青霉素
链霉素溶液（１００Ｘ）（碧云天）、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美
国）、胰蛋白酶（碧云天）、ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ，美
国）ＤＭＳＯ（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国）、Ａβ２５３５（Ｓｉｇｍａ，美国）、
ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国）、ＭＴＴ试剂盒（Ｓｉｇ
ｍａ，美国）、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ流式凋亡试剂盒（ＢＤ，美
国）。

倒置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，日本）、流式细胞检测
仪（ＢＤ，美国）、多功能酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）。
１４　ＰＣ１２细胞体外培养　ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ），
１０％ ＦＢＳ，１％抗生素（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ／ａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃｓ（Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ），２～３ｄ换液１次，细胞８０％融合度时传代。
可按照１∶４传代比例进行，３７℃，５％ ＣＯ２及饱和
湿度培养箱。

１５　含药血清的制备　雄性 ＳＤ大鼠２０只，体重
３００左右ｇ，随机分为正常对照组和 ＣＹＺＧ组，每组
１０只，ＣＹＺＧ组灌胃给予ＣＹＺＧ混悬液（１４ｍＬ／ｋｇ），
对照组给予相同体积的生理盐水，２次／ｄ，２次之间
间隔６ｈ，连续１０ｄ，末次给药２ｈ后腹主动脉采血，
收集血清，５６℃水浴灭活补体，经０２２μｍ微孔滤
膜抽滤除菌，－２０℃分装保存备用。
１６　ＡＤ细胞模型建立　采用 Ａβ的活性片段
Ａβ２５３５诱导 ＰＣ１２细胞凋亡建立 ＡＤ的细胞模型。
ＰＣ１２细胞用含１０％马血清、５％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基
中，于３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２的培养箱中培养，４

～５ｄ传代１次。取对数生长期的细胞传代，传代时
用０２５胰酶消化，显微镜下观察待细胞突起开始收
缩时加入含血清的培养基中和，移液枪吹散细胞。

收集细胞于１５ｍＬ离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
去上清，新鲜培养基重悬细胞后接种于 ９６孔培养
板，细胞接种２４ｈ后吸去旧培养基，加入含 Ａβ２５３５
（２０μＭ）不含血清的培养基，继续培养２４ｈ后用于
后续指标检测。

１７　ＭＴＴ法检测细胞增殖情况　１）取经不同处理
的细胞分为８个组：对照组、Ａβ２５３５组、Ａβ２５３５＋正常
血清组、Ａβ２５３５ ＋ＣＹＺＧ血清 ４０μＬ组、Ａβ２５３５ ＋
ＣＹＺＧ血清６０μＬ组、Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清８０μＬ组、
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清１００μＬ组、Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清
１２０μＬ组，计数调整细胞浓度至１×１０５／ｍＬ。２）分
别接种于９６孔板中，每孔２００μＬ，每组细胞设３个
复孔。３）将９６孔板移入培养箱中培养（３７℃，５％
ＣＯ２），培养细胞到适当时间。４）对照组：ＤＭＥＭ培
养基培养４８ｈ；Ａβ２５３５组：ＤＭＥＭ培养基培养２４ｈ后
换含２０μＭＡβ２５３５的ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ；
Ａβ２５３５＋正常血清组：正常血清预处理２４ｈ后加入
２０μＭＡβ２５３５的ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ；Ａβ２５３５
＋ＣＹＺＧ血清组（４０μＬ，６０μＬ，８０μＬ，１００μＬ，１２０
μＬ）：ＣＹＺＧ含药血清预处理 ２４ｈ后加入 ２０μＭ
Ａβ２５３５的ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ。５）向每孔加
入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液溶液（注意不要在孔中
生成气泡，它们会影响ＯＤ值的读数）。６）将培养板
在培养箱内孵育４～６ｈ。７）终止培养，小心吸去孔
内培养液。８）每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，置摇床上低
速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检
测仪ＯＤ４９０ｎｍ处测量各孔的吸光值。９）同时设置
调零孔（培养基、ＭＴＴ、二甲基亚砜），对照孔（细胞、
相同浓度的药物溶解递质、培养液、ＭＴＴ、二甲基亚
砜）。

１８　流式细胞仪检测 ＰＣ１２神经细胞凋亡　１）取
经不同处理的细胞分为８个组：对照组、Ａβ２５３５组、
Ａβ２５３５＋正常血清组、Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清４０μＬ组、
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清８０μＬ组、Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清
１２０μＬ组，计数调整细胞浓度至１×１０５／ｍＬ。用６
孔板培养细胞，待细胞生长达到 ６０％ ～７０％，吸出
旧培养基，根据实验需求处理，继续培养。２）根据实
验处理时间，把细胞培养液吸出至一合适离心管内，

ＰＢＳ洗涤贴壁细胞１次，加入适量胰酶细胞消化液
消化细胞。转移到离心管内，１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃
上清，收集细胞，用 ＰＢＳ轻轻重悬细胞并计数。３）
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取５万～１０万重悬的细胞，１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上
清，加入１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细
胞。４）加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻轻混匀。５）室
温（２０～２５℃）避光孵育１０ｍｉｎ。可以使用铝箔进
行避光。６）１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１９０μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细胞。７）加入
１０μＬ碘化丙啶染色液，轻轻混匀，冰浴避光放置。
随即进行流式细胞仪检测，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ为绿色
荧光，ＰＩ为红色荧光。
２　实验结果
２１　复方益智颗粒对 ＰＣ１２细胞增殖的影响　见
表１。

表１　不同浓度ＣＹＺＧ含药血清对ＰＣ１２细胞增殖的影响

实验分组
抑制率（％）

６ｈ １２ｈ ２４ｈ

空白组 — — —

对照组 — — —

Ａβ２５３５组 ６２９ ２０８６ ３８４９
Ａβ２５３５＋正常血清组 ５４３ ２２９０ ４０２４
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清４０μＬ组 ４６４ １７０５ ３２４５

Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清６０μＬ组 ４３４ １２５９ ２１４０

Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清８０μＬ组 ５０３ １１４４ １５４９

Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清１００μＬ组 ４０２ ７１９ １０８５

Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清１２０μＬ组 ５２４ ６９２ ７３１

　　注：与Ａβ２５３５组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

图１　不同浓度ＣＹＺＧ含药血清对ＰＣ１２细胞增殖的影响
　　注：１：Ａβ２５３５组；２：Ａβ２５３５ ＋正常血清组；３：Ａβ２５３５ ＋
ＣＹＺＧ血清 ４０μＬ组；４：Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清 ６０μＬ组；５：
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清８０μＬ组；６：Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清１００μＬ
组；７：Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清１２０μＬ组；抑制率（％）＝１－实验
组去除空白后ＯＤ值／对照组去除空白后ＯＤ值。

　　根据以上实验结果分析，Ａβ２５３５时间依赖性地
抑制ＰＣ１２细胞的生长，含药血清对其修复作用有剂
量依赖性，随着含药血清剂量的增加，细胞的存活率

增加，生长抑制率减少。ＰＣ１２对后续实验低血清处
理组为Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清４０μＬ组；中血清处理组
为Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清８０μＬ组；高血清处理组为
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清１２０μＬ组。

２２　复方益智颗粒对Ａβ２５３５诱导ＰＣ１２细胞凋亡的
影响　流式细胞仪检测各组细胞 ａｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色
情况显示，Ａβ２５３５处理 ＰＣ１２细胞能够显著增加细胞
凋亡率（与正常对照组比较，Ｐ＜００１），Ａβ２５３５＋正
常血清处理组对Ａβ２５３５引起的细胞凋亡没有明显的
影响，不同剂量 ＣＹＺＧ含药血清对 Ａβ２５３５引起的细
胞凋亡均可以起到明显的抑制作用，Ａβ２５３５ ＋
ＣＹＺＧ４０μＬ组、Ａβ２５３５ ＋ＣＹＺＧ血清 ８０μＬ组、
Ａβ２５３５＋ＣＹＺＧ血清 １２０μＬ组的凋亡率明显下降
（与Ａβ２５３５模型组比较，Ｐ＜００１）。

图２　ＣＹＺＧ含药血清对Ａβ２５３５致ＰＣ１２细胞凋亡的影响
　　注：１：正常对照组，２：Ａβ２５－３５组，３：Ａβ２５－３５＋正常
血清组，４：Ａβ２５－３５＋ＣＹＺＧ血清组（低），５：Ａβ２５－３５＋
ＣＹＺＧ血清组（中），６：Ａβ２５－３５＋ＣＹＺＧ血清组（高）。

图３　各组细胞流式细胞仪检测信号图
　　注：Ｐ２Ｑ２：晚期凋亡细胞；Ｐ２Ｑ３：早期凋亡。

３　讨论
阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ），是一

种严重危害老年人身心健康的中枢神经系统退行性

疾病，临床表现为进行性记忆力减退、认知功能障

碍、分析判断力下降、意识模糊和智力逐渐丧失，最

终导致生活不能自理［５］。其特征性病理变化为大脑

皮质萎缩，并伴有β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，
Ａβ）沉积，神经元纤维缠结（ＮｅｕｒｏＦｉｂｒｉｌｌａｒｙＴａｎｇｌｅｓ，
ＮＦＴ），大量记忆性神经元数目减少，以及老年斑
（ＳｅｎｉｌｅＰｌａｑｕｅ，ＳＰ）的形成［６８］。目前，对于 ＡＤ的发
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病机制有多种假说，其中“Ａβ级联反应学说”已为
大多学者所接受，即各种原因所致的 Ａβ（βａｍｙ
ｌｏｉｄ）代谢异常，引起Ａβ在脑组织的异常增多，在此
过程触发了与 ＡＤ病理生理、生物化学相关的级联
反应，如胆碱能神经损害、突触可塑性功能障碍等，

最终导致神经元损害并引起痴呆［９］。因此，Ａβ作为
一个重要的分子靶点，已经成为治疗阿尔茨海默病

药物研究与开发的重点［１０］。

本实验采用 Ａβ２５３５处理 ＰＣ１２细胞建立 ＡＤ细
胞模型。结果表明，Ａβ２５３５预处理 ＰＣ１２细胞 ２４ｈ
后，造成细胞损伤，抑制细胞的增殖；ＣＹＺＧ含药血
清预处理２４ｈ后，细胞抑制率降低，不同浓度ＣＹＺＧ
含药血清均能显著降低细胞抑制率，且呈剂量依赖

性；提示ＣＹＺＧ可以有效的抑制Ａβ对神经细胞造成
的毒性，从而起到保护神经细胞的作用。

Ａβ聚集是ＡＤ的早期变化之一，可能导致中枢
神经系统细胞死亡［１１１２］。神经细胞凋亡是 ＡＤ患者
脑内出现大量神经元丢失现象的重要原因之

一［１３１５］。本研究结果表明，Ａβ２５３５处理 ＰＣ１２细胞能
够显著增加细胞凋亡率不同剂量ＣＹＺＧ含药血清对
Ａβ２５３５引起的细胞凋亡均可以起到明显的抑制作
用。本研究结果揭示复方益智颗粒可对抗 Ａβ２５３５聚
集导致的神经细胞损伤和凋亡，具体分子机制还有

待进一步研究。
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