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加味五子衍宗方及其活性部位对脂多糖诱
导神经炎症反应的抑制作用及机制研究

宋芳娇摇 曾克武摇 屠鹏飞摇 王学美

揖摘要铱 摇 目的摇 研究加味五子衍宗方及其活性部位对脂多糖诱导的 BV-2 小胶质细胞炎症反

应的抑制作用及潜在机制。 方法摇 通过大孔树脂柱,将加味五子衍宗方乙醇总提取物洗脱分离得

到水提组、20%醇提组、50%醇提组、70% 醇提组和 95% 醇提组 5 个部位。 针对无细胞毒性的部位

研究了其对炎症因子一氧化氮和炎症蛋白诱导型一氧化氮合酶,环氧合酶鄄2 表达的影响,明确了抗

炎活性部位,同时进一步研究了活性部位对核转录因子的激活以及活性氧表达的调控作用。 结果

摇 70%醇提组和 95%醇提组对细胞具有毒性,其余各部位(水提组,20% 醇提组,50% 醇提组)均无

细胞毒性且表现出一定的抗炎活性。 其中 50% 醇提组抗炎活性最优,甚至高于复方组。 结论摇 加

味五子衍宗方的抗炎活性部位可能主要富集于 50% 醇提部分,其抗炎活性可能是通过抑制 NF鄄资B
信号通路介导的炎症反应以及抗氧化应激实现的。
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揖Abstract铱摇 Objective 摇 To study the inhibitory effects of modified Wuzi鄄Yanzong prescription (
MWP ) and its active components on LPS鄄induced BV鄄2 microglial cells and the potential mechanism.
Methods摇 70% ethanol extracts of MWP was separated by macro porous resin column, collecting water
elution group, 20% alcohol elution group, 50% alcohol elution group, 70% alcohol elution group and
95% alcohol elution group. For the non鄄cytotoxic components, we detected the expression of nitric oxide,
inducible nitric oxide synthase and cyclooxygenase鄄2 to identify the anti鄄inflammatory active components.
The regulatory effects of active components on nuclear factor 资B ( NF鄄资B ) activation and expression of
reactive oxygen species(ROS) were also investigated. Results 摇 70% ethanol and 95% ethanol elution
components were toxic to cells while the remaining components ( water elution component,20% alcohol
elution component,50% alcohol elution component) didn蒺t show any cytotoxicity and exhibited some anti鄄
inflammatory activity. The 50% alcohol elution component is better than the other components or even
higher than MWP. Conclusions 摇 50% alcohol extracts are responsible for the major anti鄄inflammatory
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effective component of MWP and the anti鄄inflammatory activity may be achieved through inhibiting NF鄄资B
signaling pathway and oxidative stress.

揖Key words 铱 摇 Neuroinflammation; 摇 BV鄄2 microglia cell line; 摇 Modified Wuzi鄄Yanzong
prescription;摇 Anti鄄inflammatory;摇 Neural protection

摇 摇 “肾主智,肾虚则智不足冶是中医学的传统理

论,研究室根据多年临床经验和“补肾以益智冶的中

医理论在古方五子衍宗丸基础上加淫羊藿形成加

味五子衍宗方,其成分包括枸杞子、菟丝子、五味

子、车前子、覆盆子和淫羊藿。 据前期临床疗效和

实验观察,加味五子衍宗方可有效改善轻度认知障

碍患者的记忆功能,对海马体积的萎缩有一定的防

治作用[1]。 此外,加味五子衍宗方及其总黄酮、总
多糖能提高东莨菪碱所引起的记忆获得障碍模型

小鼠的胆碱能系统活性,提高学习记忆水平[2]。 轻

度认知障碍是阿尔茨海默病(alzheimer disease,AD)
的早期临床表现。 近年来,随着对 AD 研究的深入,
许多学者认为 AD 是一种中枢神经系统慢性炎症性

疾病,脑内炎症不仅能引起神经炎性损伤和神经元

的退行性病变,还可能是其他病理特征(老年斑和

神经元纤维缠结)形成和发展的诱因。 本研究从抗

炎角度出发,以脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)诱

导 BV鄄2 小胶质细胞系炎症模型为研究对象,探讨

加味五子衍宗方及其活性部位对神经系统的保护

作用和潜在机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

1郾 1郾 1摇 细胞摇 BV鄄2 小胶质细胞系购自中国医学科

学院细胞中心。
1郾 1郾 2摇 药物摇 枸杞子、菟丝子、覆盆子、五味子、车
前子和淫羊藿均购自北京同仁堂。
1郾 1郾 3摇 试剂与仪器摇 胎牛血清(美国 Gibco 公司)、
DMEM 培养基(美国 Hyclone 公司)、NO 化学法试剂

盒(中国南京建成生物公司)、二甲基亚砜(dimethyl
sulfoxide, DMSO )、 氯 化 硝 基 四 氮 唑 蓝

(nitrotetrazolium blue chloride,NBT)、溴化噻唑蓝四

氮唑( thiazolyl blue tetrazolium bromide,MTT)、二氢

乙锭(dihydroethidium,DHE)荧光染料、4蒺,6鄄联脒鄄2鄄
苯基吲哚二盐酸盐(4蒺,6鄄Diamidino鄄2鄄phenylindole,
DAPI)(美国 Sigma 公司)、兔抗大鼠 iNOS,COX鄄2
和 茁鄄actin 多克隆抗体(美国 CST 公司)、辣根过氧

化物酶(horseradish peroxidase,HRP)标记的羊抗兔

IgG(美国 Vector 公司)、电化学发光(electrochemical
luminescence ECL)试剂盒(美国 Pierce 公司)、牛血

清白蛋白( bovine serum albumin,BSA) (中国北京

鼎国昌盛生物技术有限公司)、荧光显微镜(日本

奥林巴斯公司)、2200 PRO 凝胶成像分体系统(美
国伊斯曼柯达公司)、Sunrise鄄Basic 酶标仪(瑞士帝

肯公司),UV鄄2401PC 紫外分光光度仪(日本岛津

公司)。
1郾 2摇 加味五子衍宗方及其活性部位的提取和测定

(1)枸杞子、菟丝子、覆盆子、五味子、车前子、
淫羊藿按质量比 8 颐8 颐4 颐1 颐2 颐8混合,为提高药物提

取率,溶剂采用 70%乙醇,用 10 倍和 5 倍量微沸提

取 2 遍,每遍 1 小时。 (2)大孔树脂柱分离:将复方

提取液过大孔树脂柱,分别用 4 倍柱体积纯净水、
20%乙醇、50% 乙醇、70% 乙醇和 2 倍柱体积 95%
乙醇洗脱,收集各洗脱液。 (3) 将各部分洗脱液

60益低温减压浓缩,冷冻干燥成粉末,4益避光保存,
使用时用培养液或 DMSO 溶解(终浓度为 5译),用
0郾 2 滋m 滤膜除菌后作用于细胞。 (4)分离组分成

分鉴定:总多糖含量检测用酚硫法,葡萄糖为标准

品,紫外分光光度仪 490 nm 处测定;总黄酮含量检

测用氢氧化钾显色法,芦丁为标准品,紫外分光光

度仪 216 nm 处测定。
1郾 3摇 细胞培养和处理

BV鄄2 小胶质细胞系 37益、5% CO2 的培养箱中

培养,加入高糖 DMEM 培养基(含 10% 胎牛血清,
100 U / L 青霉素和 100 滋g / L 链霉素),每 1 天传代

1 次。
将细胞分为空白对照组,炎症模型组和药物治

疗组。 其中 MTT 细胞存活率检测时药物治疗组分

为复方组,水提组,20%醇提组,50%醇提组,70%醇

提组和 95%醇提组 6 组,其余抗炎机制研究实验药

物治疗组分为复方组,水提组,20% 醇提组,50% 醇

提组 4 组。 LPS 诱导炎症模型的浓度为 1 滋g / mL,
药物浓度设置为 200 滋g / mL。 药物治疗和 LPS 同时

处理细胞,方法参照本课题组前期实验[3]。
1郾 4摇 MTT 细胞活性分析

BV鄄2 小胶质细胞系以 5伊104 /孔密度接种于 48
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孔板,培养过夜,空白组采用上述高糖 DMEM 培养

基换液,模型组用 LPS 诱导炎症,药物组 LPS 与药物

同时处理细胞,刺激维持 24 小时,弃上清,加 MTT 染

色,温箱孵育 4 小时,弃上清,加入 500 滋L DMSO,酶
标仪 570 nm 处检测光密度(optical density,OD)值。
1郾 5摇 细胞上清液 NO 含量测定

BV鄄2 小胶质细胞系接种于 48 孔板,密度为

5伊104 /孔,空白组换液,模型组用 LPS 诱导炎症,药
物组加药和 LPS 处理,刺激维持 24 小时,用 NO 化

学法试剂盒检测 NO 浓度,按照说明书操作:吸取

300 滋L 培养液上清,加试剂 1 和 2(NO 化学法试剂

盒提供),6000 rmp 离心 10 分钟,取 160 滋L 上清,加
入显色剂,酶标仪 570 nm 波长检测 OD 值。
1郾 6摇 Western blot 蛋白分析

将细胞接种于芰100 mm 培养皿中,培养过夜,
空白组换液,模型组用 LPS 处理细胞,药物组 LPS
协同药物处理细胞,刺激维持 24 小时后收集细胞,
用 RIPA 裂解液(内有 Cocktail 蛋白酶抑制剂)裂解

细胞,获取总蛋白。 将总蛋白用聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离,用半干转膜仪将蛋白转移到聚偏氟乙烯膜

上,5%脱脂奶粉封闭 5 分钟。 兔抗鼠 iNOS,COX鄄2
和 茁鄄actin 一抗 (1 颐1000)室温孵育 2 小时,充分洗

涤,加入 HRP 标记的羊抗兔二抗(1 颐1000)室温孵

育 1 小时,充分洗涤后加入 ECL 液,室温反应 5 分

钟,在凝胶成像系统上拍照。
1郾 7摇 免疫荧光检测核转录因子鄄资B 核转位情况

在 24 孔板中铺入显微镜盖玻片,多聚赖氨酸包

被后,接种密度为 10伊104 细胞于玻片上,药物预处

理 30 分钟后加 LPS 诱导,温箱孵育 1 小时,4%多聚

甲醛包被,封闭液(0郾 2% tritonX-100+5% BSA)室温

孵育 30 分钟,加一抗(1 颐200 稀释),4益 过夜,PBS
充分洗涤,加二抗(1 颐200 稀释),室温摇床 1 小时,
PBS 充分洗涤,DAPI(50 滋g / mL)37益 避光处理 30

分钟,PBS 充分洗涤,甘油鄄PBS 封片剂封片,用荧光

显微镜拍照。
1郾 8摇 免疫荧光检测 ROS 的产生

将细胞接种于铺有盖玻片的 24 孔内,10伊104 /孔,
多聚赖氨酸包被后,药物处理 24 小时后,PBS 冲洗

1 遍,1 滋mol / L ROS 荧光探针(DHE)温箱处理 30
分钟,PBS 充分洗涤,DAPI 处理,充分洗涤,封片,荧
光显微镜拍照。
1郾 9摇 统计学处理

统计学方法数据用均数依标准差( x依 s)表示。
采用 SPSS 16郾 0 统计学软件进行单因素方差(One鄄
way ANOVA)分析。 组间两两比较采用 LSD 检验,
P<0郾 05认为差异有统计学意义。

2摇 结果

2郾 1摇 各分离部位总多糖和总黄酮含量

本实验中总多糖以葡萄糖为对照品,苯酚 -
浓硫酸方法检测,总黄酮以芦丁为对照品,紫外

分光光度法检测。 本次实验中的总方提取物含

(62郾 35依0郾 05 )% 总多糖成分,( 0郾 08% 依0郾 03 )
总黄酮成分,抗炎效果最好的 50% 醇提组中含

(46郾 66依0郾 04 )% 总多糖成分,(4郾 66 依0郾 12)% 总

黄酮成分,其中各洗脱成分组中,含总黄酮量最多

的为 70%醇提组,含总多糖量最多的为水提组,具
体见表 1。
2郾 2摇 各分离组分对 BV鄄2 小胶质细胞系存活率的

影响

加味子五子衍宗方水提组、20% 醇提组和 50%
醇提组对细胞存活率没有明显影响,70% 醇提组和

95%醇提组对细胞毒性较大,经 LSD 检验,与空白

组相比 P<0. 01。 因此在后续实验中主要针对总提

取物、水提组、20% 醇提组和 50% 醇提组的抗炎机

制进行了研究,具体见表 2。

表 1摇 加味子五子衍宗方各分离部位总多糖、总黄酮含量(x依s,% , n=3)

复方组 水提组 20%醇提组 50%醇提组 70%醇提组 95%醇提组

总多糖含量 62郾 35 依0郾 05 99郾 24 依0郾 05 47郾 68 依0郾 01 46郾 66 依0郾 04 28郾 91 依0郾 09 9郾 97 依 0郾 03

总黄酮含量 0郾 08 依 0郾 03 - 3郾 53 依0郾 05 4郾 66 依0郾 12 5郾 22 依0郾 08 3郾 13 依0郾 04

表 2摇 加味子五子衍宗方各活性部位对 BV鄄2 小胶质细胞系存活率的影响(x依s, % ,n=3)

空白对照组 模型组 复方组 水提组 20%醇提组 50%醇提组 70%醇提组 95%醇提组

100郾 01依0郾 51 90郾 40依13郾 92 82郾 22依6郾 01 92郾 09依0郾 37 95郾 75依0郾 29 95郾 24依1郾 95 25郾 24依3郾 75a 7郾 38依1郾 35a
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表 3摇 MWP 各活性部位对细胞上清液中 NO 含量的影响(x依s, n=3)

空白对照组 模型组 复方组 水提组 20%醇提组 50%醇提组

9郾 14依1郾 03 16郾 51依1郾 10a 11郾 88依1郾 73b 12郾 89依0郾 50c 13郾 95依0郾 85b 9郾 62依1郾 27c

注:模型组与空白组相比,aP<0郾 01;各药物治疗组与模型组相比,bP<0郾 05,cP<0郾 01。

2郾 3摇 加味五子衍宗方及其各活性部位对细胞上清

液中 NO 的影响

NO 与炎症反应关系密切,炎症反应中大量产

生的 NO 具有细胞毒性,是炎症反应造成正常组织

损伤的原因之一。 加味五子衍宗方及其各活性部

位均能降低 NO 产生,经 LSD 检验复方组和 50%醇

提组与空白对照组相比有统计学差异(P<0. 01),且
50%醇提组要优于其他组分和复方组,可能是神经

炎性保护的主要物质基础,见表 3。
2郾 4摇 加味五子衍宗方复方及其各活性部位对炎症

相关蛋白表达的影响

一 氧 化 氮 合 成 酶 ( inducible nitric oxide
synthase, iNOS) 和 环 氧 合 酶鄄2 ( cyclooxygenase鄄2,
COX鄄2) 是核转录因子鄄资B ( nuclear factor鄄资B, NF鄄
资B)调控的 2 个重要的炎症相关蛋白,在炎症反应

中具有非常重要的作用。 NO 和 PGE2 等炎性因子

分别是 iNOS 和 COX鄄2 合成的产物,用 Western blot
检测此两种蛋白表达,可以帮助阐明细胞炎症激活

和药物的抗炎机制。 MWP 复方及其各活性部位可

降低 iNOS 和 COX鄄2 的表达,其中 50% 醇提组的抑

制作用最明显且优于复方组,见图 1。

图 1摇 MWP 及其活性部位对 LPS 激活的 BV鄄2
小胶质细胞系中 iNOS 和 COX鄄2 蛋白表达的影响

2郾 5摇 加味五子衍宗方及其活性部位对激活 BV鄄2
小胶质细胞系 NF鄄资B 核转移的影响

NF鄄资B 一种多效性的转录因子,当细胞处于非

激活状态,NF鄄资B 存在于细胞浆,外界信号(氧化应

激、LPS 或细胞因子)刺激细胞后,NF鄄资B 从细胞浆

转移到细胞核,促进相应基因转录表达,参与炎症

因子的生成。 如图 2 所示:NF鄄资B 被绿色荧光标记,
DAPI 染色细胞核为蓝色,空白组细胞核内几乎没有

绿色荧光标记,荧光标记在核外周的细胞浆,模型

组细胞内 NF鄄资B 绿色荧光与蓝色荧光有重叠现象,
说明 NF鄄资B 从细胞浆转移至细胞核,加味五子衍宗

方及其活性部位组细胞核内绿色荧光减少,说明核

转位现象被抑制,具体见图 2。
2郾 6摇 加味五子衍宗方及其活性部位对激活 BV鄄2
小胶质细胞系 ROS 含量的影响

活性氧(reactive oxygen species,ROS)参与细胞

多种生理和病理形成机制,高浓度的 ROS 能通过氧

化应激反应诱导细胞凋亡甚至坏死。 DHE 是 ROS
的荧光探针,可透过细胞膜被 ROS 氧化产生红色荧

光,根据细胞中红色荧光的产生可判断 ROS 的含

量。 DAPI 染色细胞核为蓝色,如图 3 所示:模型组

DHE 红色荧光产生明显,说明 LPS 可激发 BV鄄2 产

生大量 ROS,空白组和药物组细胞红色荧光产生均

不明显,其中 50% 醇提组红色荧光略高于其他组,
说明 MWP 及其活性部位能有效抑制激活细胞 ROS
的产生,50%醇提组抗氧化能力较其他组弱,具体见

图 3。

3摇 讨论

随着全世界人口老龄化速度的加快,老年期

痴呆已成为全球性公共健康问题。 AD 在老年期

痴呆中发病率最高,对 AD 的研究已成为热点。 加

味五子衍宗方经过多年的临床观察和实验研究发

现其有良好的临床抗痴呆和神经保护作用。 AD
的病因复杂,涉及诸多病理生理过程[4] ,单一靶点

药物往往不能有效抑制病程发展,并且存在毒副

作用[5] ,中药毒副作用小且在防治痴呆方面有悠

久的历史[6鄄7] ,特别是针对像 AD 这种的多因素相

关的复杂性疾病,更能显示出其多靶点,多途径的

治疗优势。
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摇 摇 注:空白组细胞核没有 NF鄄资B 绿色荧光,模型组细胞核有 NF鄄资B 聚集现象,总方提取物组及其活性部位组细胞核

NF鄄资B 聚集现象减弱。 标尺为 50 滋M

图 2摇 加味五子衍宗方及其活性部位对 LPS 激活的 BV鄄2 细胞 NF鄄资B 核转移的影响

注:空白组 DHE 红色荧光不明显,模型组 DHE 红色荧光明显,总方提取物物组 DHE 无红色荧光,其余各组分红色荧光不明

显。 标尺为 50 滋M

图 3摇 加味五子衍宗方及其活性部位对 LPS 激活的 BV鄄2 细胞中 ROS 含量的影响

摇 摇 近年来,炎症反应和氧化应激在 AD 的发生发

展中的作用 越 来 越 受 到 关 注[8]。 小 胶 质 细 胞

(microglia,MG)是神经系统中的专职巨噬细胞,在
AD 神经病理变化中起“双刃剑冶作用。 一方面,激
活的 MG 可吞噬 茁 淀粉样蛋白,减轻 茁 淀粉样蛋白

聚集对神经元的损伤,另一方面,激活的 MG 可释放

大量的炎症因子(如 NO 和 TNF鄄琢),这些炎症因子,
既可诱发脑内炎症,造成神经元的炎性损伤,又能

继续诱发炎症,产生炎症瀑布效应,形成恶性循

环[9]。 MG 在炎症反应中活化并释放炎症因子的这

一过程,可为新药的研发提供靶点和实验依据。 本

实验用 LPS 诱导 BV鄄2 小胶质细胞系形成炎症模

型,通过对 NF鄄资B 信号通路中的蛋白表达和炎症因

子的释放探讨加味五子衍宗方及其活性部位对神

经系统保护作用的机制。 加味五子衍宗方及其活

性部位可降低 NO 的释放,抑制 COX鄄2 和 iNOS 蛋白

的表达,抑制 NF鄄资B 核转移和 ROS 的释放,从抗炎

和抗氧化方面对神经细胞产生保护作用,且 50%醇
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提组的抗炎效果优于其他活性部位和复方,为加味

五子衍宗方神经保护研究奠定了基础。
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益气补肾活血方对佐剂关节炎大鼠滑膜
ERK1 / 2 的影响

刘家昌摇 刘淑清摇 陈湘君摇 秦熠摇 汪蔚清

揖摘要铱 摇 目的摇 以益气补肾活血方治疗佐剂关节炎(adjuvant arthritis, AA)大鼠,通过观测该

中药复方对 AA 大鼠滑膜(extracellular signal鄄regulated kinase 1 / 2,ERK1 / 2)表达水平的影响,探讨该

中药复方对类风湿关节炎的治疗机制。 方法摇 以雷公藤多苷作为对照,采用 AA 大鼠模型,用益气

补肾活血方对 AA 大鼠进行灌胃治疗。 通过动态观测 SD 大鼠关节肿胀度及滑膜 ERK1 / 2 的磷酸化

表达结果,并以灰度扫描软件分析结果,以观测该中药复方对 AA 大鼠滑膜 ERK1 / 2 表达的影响。
结果摇 益气补肾活血方既能明显降低 AA 大鼠的关节肿胀度,又能明显降低 AA 大鼠滑膜 ERK1 / 2
的磷酸化表达水平。 结论摇 滑膜 ERK1 / 2 的磷酸化表达水平在类风湿关节炎发病机制中具有重要

作用,而益气补肾活血方能显著降低滑膜 ERK1 / 2 的磷酸化表达水平,可能是该方治疗类风湿关节

炎的作用机制之一。
揖关键词铱 摇 类风湿关节;摇 细胞外信号调节激酶 1 / 2;摇 佐剂关节炎大鼠;摇 益气补肾活血方;

摇 雷公藤多苷
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Effects of Yiqi Bushen Huoxue ( YQBSHX) decoction on extracellular signal鄄regulated kinase
(ERK) 1 / 2 expression in the synovial tissue in adjuvant arthritis (AA) rats摇 LIU Jia鄄chang, LIU
Shu鄄qing, CHEN Xiang鄄jun, et al. Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai
200062,China


