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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease, AD）是一种以记忆减

退以及认知功能障碍为主要临床特征的神经退行性疾病[1]。脑

源性神经营养因子（Brain-derived neurotrophic factor，BDNF）能

调节突触可塑性，在神经元的生长、分化中发挥重要功能[2]，促

进 BDNF的表达是 AD药物开发的一个重要方向[3]。中药地黄

是玄参科草本植物地黄的块根部分，是传统中医学中常用的一
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种滋阴中药[4]，环烯醚萜苷类物质是地黄发挥疗效的主要成

分[5]，具有广泛的生物活性[6]。梓醇（Catalpol）是地黄中环烯醚萜

类化合物中含量最高的一种，中国药典规定梓醇为地黄质量标

准的指标成分[7]。药理研究显示梓醇具有抗炎、抗肿瘤及降血糖

等多种作用[8-10]，近年梓醇在抗衰老和神经保护方面的作用逐

渐被报道[11，12]。有研究显示，梓醇能保护脑缺血动物模型的学习

能力，减少海马 CA1区神经元的丢失[13]。课题组前期研究结果

显示梓醇可改善痴呆模型小鼠学习记忆功能，上调脑内 M胆

碱受体密度[14]。在脑缺血动物模型和 A茁及 H2O2损伤 PC12细

胞上，梓醇均能发挥抗凋亡作用[15]。在离体实验中，梓醇对原代

培养的皮层神经元具有神经保护作用，可抵抗 A茁损伤，增加
ChAT阳性神经元数目及其轴突长度，提高 M胆碱受体密度，

上调 BDNF表达[14]。有学者认为，在 A茁损伤的原代培养皮层
神经元上，梓醇通过保护线粒体功能，抑制细胞凋亡[16]。本文以

BDNF表达调控机制为切入点，深入探讨梓醇神经保护的可能

作用靶点及作用机制，为其抗 AD新药开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要实验试剂

梓醇由本课题组从鲜地黄中提取并鉴定，纯度 > 95%；

A茁、多聚赖氨酸、全反式维甲酸、四甲基偶氮唑蓝（Methyl thia-

zol tetrazolium，MTT）购自 Sigma公司；DMEM/F12培养基、胎

牛血清和 B27为 Gibco公司产品；AMV逆转录酶、oligo dT、随

机 引 物 、dNTP、rNTP、RNasin 和 BDNF ELISA 试 剂 盒 为

Promega公司产品；引物由上海生工生物工程公司合成；SYBR

Green PCR Master Mix 试剂盒购自 ABI 公司；Lipofactamine

2000 购自 Invitrogen 公司；SYBR green 试剂是 Roche 公司产

品；小干扰 RNA（Small interfering RNA，siRNA）由上海吉玛制

药技术有限公司合成；鼠磷酸化 CREB抗体（PhosphoCREB,

pCREB）（Ser133）购自 Chemicon 公司；兔 CREB和 茁-actin 抗
体是 Santa Cruz公司产品；羊抗兔辣根过氧化物酶标记的 IgG

二抗购自武汉博士德生物工程公司；羊抗小鼠辣根过氧化物酶

标记的 IgG二抗购自 KPL公司。

1.2 主要实验器材

恒温 CO2培养箱购自美国 REVCO公司；超净工作台购自

苏净集团安泰公司；SBD50 型水浴摇床购自美国 Heto 公司；

UV2000型分光光度计购自日本 HITACHI公司；DXM1200型

倒置显微镜购自日本 Nikon公司；5430R型台式冷冻离心机购

自德国 Eppendorf公司；AMPLITRON II型基因扩增仪购自美

国 Thermolyne公司；7000型实时定量 PCR仪购自美国 ABI公

司；Western blot电泳及转膜系统购自美国 Bio-Rad公司；凝胶

成像系统购自美国 Bio-Rad 公司；多功能酶标仪购自美国

BioTek公司。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养及处理 SH-SY5Y细胞用含 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和 100 滋g/mL链霉素的 DMEM/F12 培养液

在 37℃和 5% CO2条件下培养，将细胞以 5伊105 cells/mL的密
度接种于多孔板，24 h后换为含 0.5% B27、100 U/mL青霉素、

100 滋g/mL链霉素和 10 滋M全反式维甲酸的分化 DMEM/F12

培养基，隔天半量换液。细胞分化培养 7天后加入 10 滋M梓

醇，预保护 24 h后，加入 10 滋M A茁继续作用 48 h后进行各项

实验。在 CREB 阻断实验中，在梓醇预保护前 5 h 加入含

CREB siRNA的转染复合物。

1.3.2 A茁制备 将 A茁溶解在无菌超纯水中，配制成终浓度
为 1 mM的 A茁母液，分装后 -20℃保存。使用前将母液置于

37℃培养箱中孵育 3-5天，可得老化状态的 A茁溶液，立即使
用或 4℃保存备用。

1.3.3 细胞存活率测定（MTT） 在 96 孔细胞培养板内加入

5 mg/mL的MTT溶液 10滋L（MTT终浓度为 0.5mg/mL）。 37℃

继续孵育 4 h后取出培养板，小心去除孔内培养基，每孔加入

150 滋L DMSO以溶解生成的甲瓒结晶，室温振荡 10 min，待蓝

紫色甲瓒结晶充分溶解后，在酶标仪上测定各孔光吸收值。光

吸收值与细胞的存活率成正比。

1.3.4 BDNF ELISA 在 96孔高亲和力酶标板中加入抗 BD-

NF单克隆抗体，4℃包被过夜。TBST洗涤后加入封闭缓冲液，

室温孵育 1 h后用 TBST洗涤 1次。将梯度稀释的 BDNF标准

品或待测样品加入酶标板内，室温振荡 2 h。用 TBST洗涤 5次

后加入抗 BDNF多克隆抗体，室温孵育 2 h，TBST洗涤 5次。

再加入连接过氧化物酶的二抗，室温振荡 1 h，TBST洗涤 5次。

加入过氧化物酶底物四甲基联苯胺（TMB），室温孵育 10 min

显色，最后加入 1 N HCl 终止反应，30 min 后用酶标仪在

450 nm波长测定光吸收值。再根据标准曲线计算样品每 mL

培养上清中 BDNF的量，以 pg/mL表示。

1.3.5 实时荧光定量 RT-PCR 使用 Trizol 法抽提细胞总

RNA，将 3 滋g RNA逆转录成 cDNA，实时定量 PCR 仪进行

BDNF mRNA含量的测定。每个反应含 1 滋L的 cDNA、10 滋L
的 SYBR Green PCR Master mix试剂和 250 nM的引物，BDNF

及其外显子 I、II、IV和 VI引物序列见下表 1：

反应总体积为 20 滋L。用反应的 CT值进行 BDNF表达的

数据分析，采用相对定量△ △ CT法，以 GAPDH为内参，校正

后的数据以正常对照为 100%进行统计。

1.3.6 Western blot 取 6孔板内培养的细胞，使用 SDS裂解液

提取总蛋白，定量采用 Bradford法，向胶板中每孔加入 40 滋g
蛋白质样品，100 V电压电泳 2-3 h后，冰浴条件下恒压 100 V

转膜 45 min。将转膜完成后的 PVDF膜放入含 5%脱脂奶粉的

TBST 封闭液中室温封闭 2 h 或 4℃过夜，加入一抗稀释液

（CREB为 1: 200稀释，pCREB和 茁-actin均为 1: 1000稀释），

4℃摇床孵育过夜，TBST漂洗 3次；加入相应的辣根过氧化物

酶标记二抗稀释液（均为 1: 5000稀释），室温孵育 2 h，TBST漂

洗 3次。显影后用 Quantity One软件对蛋白条带进行灰度分

析，以 茁-actin为内参，各目的条带与对应 茁-actin的灰度比值
进行定量分析。

1.3.7 RNAi实验 将 SH-SY5Y细胞接种于 24孔板，转染时

将非特异 siRNA或 CREB特异性 siRNA（终浓度均为 80 nM）

加入不含血清和青链霉素双抗的 50 滋L 培养液中，CREB
RNAi片段的设计序列为：CREB siRNA：5'-UACAGCUGGCU

AACAAUGG-3'，Control siRNA：5'-UUCUCCGAACGUGUCAC

GU-3'。

将转染复合物加入培养板中，置于培养箱中转染 5 h后，
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图 1梓醇对 A茁损伤的 SH-SY5Y细胞存活率的影响

Fig.1 Effect of catalpol on the cell viability of A茁 treated SH-SY5Y cells

Note: The cell survival rate was determined by MTT assay. Compared

with the control group, **P<0.01. Compared between the two groups
shown in the figure, ##P<0.01.

Target gene Primer sequence

BDNF forward: 5'- AGCTGAGCGTGTGTGACAGTATTAG -3'

reverse: 5'- ATTGCTTCAGTTGGCCTTTTGATAC -3'

Transcript I forward:5'- CATTGGTAACCTCGCTCATTCA -3'

reverse: 5'- TAGATTTACGCAAACGCCCTCA -3'

Transcript II forward:5'- GTGTGTAATCCGGGCGATAGGA -3'

reverse: 5'- GCCACCTCGGACAAATCCGT -3'

Transcript IV forward:5'- GAGTACATACCGGGCACCAA -3'

reverse: 5'- TTTCACGTTCCCTTCGCTTA -3'

Transcript VI forward:5'- TACAAGTCCGAAGCCAATGTAGC -3'

reverse: 5'- AGTGTCGCAGACCCTTTCAGTT -3'

GAPDH forward:5'- GACCCCTTCATTGACCTCAACTACA -3'

reverse: 5'- TCTCGCTCCTGGAAG ATGGTGATG -3'

表 1 Real-time PCR中所用引物序列

Table 1 Primer sequence used in Real-time PCR

去除转染培养液，同时加入药物培养 24 h后加入 A茁损伤，继
续培养 48 h后收集细胞，用Western blot的方法进行转染效果

鉴定，以及用定量 PCR的方法测定 BDNF mRNA的表达。

1.4 统计学分析

实验数据以均数 依标准误表示，采用 SAS 6.12软件进行

统计学处理。各组数据间比较用单因素方差分析，组间两两比

较采用 SNK法。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 梓醇对 A茁损伤的 SH-SY5Y细胞存活率的影响

如图 1所示，10 滋M的 A茁作用 48 h显著降低 SH-SY5Y

细胞存活率至正常对照组的（63.0依3.6）%，与正常对照组相比
差异显著（P<0.01），梓醇能显著升高 A茁损伤细胞的存活率至
（93.5依2.4）%（P<0.01相对于 A茁损伤组），但梓醇仅对 A茁损伤
细胞发挥作用，与不给药组相比，梓醇对正常细胞的存活率无

显著影响（P>0.05）。
2.2 梓醇对 A茁损伤 SH-SY5Y细胞 BDNF蛋白和 mRNA表达

的影响

为研究梓醇对 A茁 损伤 SH-SY5Y 细胞 BDNF 表达的影

响，我们分别测定了培养上清中的 BDNF蛋白含量和细胞中

mRNA 表达情况。ELISA 的结果如图 2A 所示，A茁 作用后
BDNF蛋白含量由对照组的（2.5依 0.1）pg/mL降至（2.0依0.1）
pg/mL，差异有统计学意义（P<0.01），梓醇预保护能显著升高
A茁 损伤细胞培养上清中 BDNF的量至（2.4依0.1）pg/mL（P<
0.01相对于 A茁损伤组）。定量 RT-PCR的结果如图 2B所示，

A茁作用 SH-SY5Y细胞 48 h后 BDNF mRNA量显著下降，降

低至正常对照组的（56.9依3.6）%，与正常对照组的差异有统计
学意义（P<0.01）。如果加入梓醇预处理，则 BDNF mRNA含量

能上升至正常对照组的（113.2依 2.1）%（P<0.01相对于 A茁损伤
组）。

2.3 梓醇对 A茁 损伤 SH-SY5Y 细胞 BDNF转录子 I、II、IV 和

VI的影响

我们进一步观察梓醇对 BDNF各个转录子表达的影响，结

果如图 3所示，A茁作用后转录子 I、II、IV和 VI的变化不尽相

同。相对于各自的正常对照组，转录子 I显著升高（P<0.01），转
录子 IV和 VI显著降低（P<0.01），而转录子 II的表达与其正常

对照相比无统计学差异（P>0.05）。转录子 I，II和 VI的 A茁+梓
醇预保护组与 A茁 组之间表达的差异均无统计学意义（P>
0.05）。而梓醇预保护后，转录子 IV的表达显著上升，其中 A茁
组下降至正常对照组的（60.2依0.6）%，A茁+梓醇组上升至正常
对照组的（98.2依11.4）%，两组差异有显著统计学意义（P<
0.01）。

2.4 梓醇对 A茁损伤 SH-SY5Y细胞 CREB和 pCREB的影响

CREB是调节 BDNF外显子 IV表达的重要转录因子。我

们采用Western blot的方法检测梓醇作用后转录因子 CREB以

及 pCREB表达含量的变化。Western blot的结果如图 4所示，

A茁作用 48 h后，pCREB水平显著降低，而梓醇预保护能升高

pCREB的表达。A茁和梓醇作用后，CREB的表达均无显著变
化。对Western blot条带灰度进行分析，以 茁-actin为内参照，以
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图 3梓醇对 A茁损伤 SH-SY5Y细胞 BDNF转录子 I、II、IV和 VI的影响

Fig.3 Effect of catalpol on BDNF transcripts I, II, IV and VI in A茁 treated SH-SY5Y cells

Note: (A-D) The mRNA expression levels of series of BDNF transcripts were determined by RT-PCR. Compared with the control group, *P<0.05,
**P<0.01. Compared between the two groups shown in the figure, ##P<0.01.

图 2梓醇对 A茁损伤 SH-SY5Y细胞 BDNF蛋白和 mRNA表达的影响

Fig.2 Effect of catalpol on the expression of BDNF protein content and mRNA level in A茁 treated SH-SY5Y cells

Note:（A）Content of BDNF was determined by ELISA.（B）The mRNA expression levels of BDNF were determined by RT-PCR. Compared with the

control group, *P<0.05, **P<0.01. Compared between the two groups shown in the figure, ##P<0.01.

正常对照组为 100%，统计后的数据如图 4B所示，A茁损伤后，
pCREB的水平降低至对照组的（62.8依4.0）%，与正常对照组相
比有显著统计学差异（P<0.01）。而梓醇预保护则能显著提高
pCREB的水平至（84.3依3.3）%，和 A茁损伤组相比差异有显著
统计学意义（P<0.05）。A茁及梓醇处理后，CREB的表达和正常
对照相比差异均无统计学意义（P>0.05）。
2.5 CREB在梓醇促进 BDNF mRNA表达中作用

为研究 CREB在梓醇促进 BDNF转录中的作用，我们用

RNAi的方法阻断 CREB的作用，观察阻断后梓醇是否还能促

进 A茁损伤 SH-SY5Y细胞 BDNF mRNA表达的升高。结果如

图 5所示，在加入非特异 siRNA为阴性对照的组中，A茁显著
降低 BDNF的表达，而梓醇预保护 24 h能显著升高其表达。特

异性 CREB siRNA作用后，正常对照和 A茁损伤细胞的 BDNF

mRNA表达与各自的非特异 siRNA对照组相比差异无统计学

意义（P>0.05）。但能显著抑制梓醇对 A茁损伤细胞 BDNF水平

的升高作用，A茁+梓醇组 BDNF mRNA水平是正常对照组的

（89.7依5.8）%，A茁+ 梓醇 +CREB siRNA 组 BDNF mRNA 水平

是正常对照组的（60.1依2.8）%，两组差异有显著统计学意义
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图 4梓醇对 A茁损伤 SH-SY5Y细胞 CREB和 pCREB的影响

Fig.4 Effect of catalpol on the expression of CREB and pCREB in A茁
treated SH-SY5Y cells

Note: (A) Representative immunoblot of phospho and total CREB. (B)

Quantification of phospho and total CREB immunoblots. Compared with

the control group, **P<0.01. Compared between the two groups shown in
the figure, #P<0.05.

图 5 CREB在梓醇促进 BDNF mRNA表达中作用

Fig.5 The action of CREB in the promotion effect of catalpol on BDNF

mRNA expression

Note: CREB expression was blocked by RNA interference and the

expression of BDNF mRNA was determined by RT-PCR. Compared with

the control group, **P<0.01. Compared between the two groups shown in
the figure, #P<0.05, ##P<0.01. NS was indicated no significant difference.

（P<0.01）。但阻断后的梓醇预保护组与 A茁损伤组之间仍有显
著差异（P<0.05），A茁+CREB siRNA组 BDNF mRNA水平是正

常对照组的（44.5依3.8）%，A茁+梓醇 +CREB siRNA组 BDNF

mRNA水平是正常对照组的（60.1依2.8）%，说明 CREB部分阻

断了梓醇对 BDNF mRNA表达的促进作用。

3 讨论

梓醇是从滋阴药物中分离得到的单体成分，来自传统的滋

阴中药地黄，是地黄中环烯醚萜类化合物中的重要活性成分，

也是非常有潜力的抗神经退行性病变候选药物[17，18]。为研究梓

醇对 BDNF表达的调控机制，本文选用全反式维甲酸诱导分化

的人神经母细胞瘤 SH-SY5Y为研究对象，分化的 SH-SY5Y细

胞表现出人神经元的特性，经 A茁作用后 BDNF的改变也与人

皮层神经元类似[19]，相对于大鼠的原代培养皮层神经元，分化

的 SH-SY5Y细胞中各 BDNF转录子的表达也与人皮层神经

元更为类似[20]。本文结果显示梓醇显著上调 A茁损伤 SH-SY5Y

细胞存活率，这与梓醇在大鼠皮层神经元和胆碱能神经元中发

挥的神经保护作用基本一致[14]。在 SH-SY5Y细胞上，A茁作用
后 BDNF的蛋白量和 mRNA表达水平显著下降，梓醇能升高

因 A茁损伤而降低的 BDNF蛋白和 mRNA表达水平，这与相

关文献报道的结果一致，即在 A茁损伤的胆碱能神经元上，梓
醇可能通过促进 BDNF的生成而发挥神经保护作用[14, 21-23]。

为深入研究梓醇增加 BDNF mRNA表达的机制，本文从

BDNF转录子着手，选择表达量较高、研究相对清楚的四个

BDNF转录子 I、II、IV和 VI作为研究对象，深入挖掘梓醇的调

控位点。结果显示，A茁作用后转录子 I、II、IV和 VI的变化不尽

相同。转录子 I显著升高，转录子 IV和 VI显著降低，而转录子

II的表达与其正常对照相比无统计学差异，Aliaga等的研究显

示，在原代皮层神经元细胞中，给予 A茁刺激后转录子 I、II、IV

和 VI mRNA表达水平均显著性下降[24]，其原因可能是基础细

胞系、A茁浓度及作用时间不同导致。本文结果表明，梓醇主要
促进 BDNF转录子 IV的表达，但对转录子 I，II和 VI的表达均

无显著影响。BDNF总 mRNA水平的变化与 BDNF转录子 IV

的变化一致，提示 BNNF总 mRNA的变化可能主要是由转录

子 IV的变化引起的。转录子 IV是表达量最高的 BDNF转录

子，占总 BDNF mRNA含量的一半以上[21]。因此，转录子 IV的

增加在梓醇减弱 A茁引起的神经退行性病变中可能起着重要
的作用。

据文献报道，梓醇促进慢性脑低灌注大鼠模型 pCREB的

表达[25]，梓醇可能通过 CREB信号通路上调 Bcl-2的表达进而

改善该大鼠模型因脑低灌注引起的白质病变和认知障碍[26]。考

虑到 CREB是调节转录子 IV表达的重要转录因子，故本文对

CREB和 pCREB的表达及其在梓醇促 BDNF表达中的作用展

开研究。Yunna 等的研究表明，A茁 引起皮层神经元 pCREB

表达水平降低[27]，本文中在分化的 SH-SY5Y细胞上，A茁作用
48 h后 pCREB量下降，这与文献报道的基本一致。相对于 A茁
损伤组，梓醇预处理能显著上调 pCREB的量，提示 pCREB可

能在梓醇促进 BDNF mRNA 转录增强过程中发挥一定的作

用。阻断 CREB后，梓醇促进 BDNF基因表达的作用部分消

失，提示梓醇通过 CREB磷酸化促进 BDNF的表达是其神经

保护作用的潜在机制。但结果也显示阻断 CREB后，梓醇仍有

部分促 BDNF转录的作用。梓醇主要影响的 BDNF外显子 IV

605窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.4 FEB.2023

（下转第 629页）

启动子中，除 CREB外还有多个转录因子如增强子 CaRF，USF

和沉默子MeCP2等参与了外显子 IV的转录调控[28-31]。梓醇促

进 BDNF的表达是否有其他转录因子参与调控，有待我们进一

步的实验深入探究。

综上所述，梓醇能显著提高 A茁损伤的 SH-SY5Y细胞的

存活率，促进 BDNF的蛋白和 mRNA表达，促进 BDNF转录子

IV的表达，对转录子 I、II和 VI的表达没有显著影响。进一步

机制研究发现，梓醇可能通过上调 CREB磷酸化促进 BDNF

的表达，从而发挥神经保护作用，这为梓醇改善 AD神经退行

性病变提供了理论依据，也可为开发 AD治疗药物提供新的作

用靶点。
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