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窑基础研究窑

淫羊藿苷抑制 A茁25原35诱导的 N2a 细胞自噬及
减少细胞内外 A茁 的实验研究

姜摇 霞1 摇 王摇 平2

摘要摇 目的摇 研究淫羊藿苷渊 ICA冤对 茁原淀粉样蛋白肽 25原35渊A茁25原35冤诱导的小鼠神经瘤母细胞

渊N2a冤A茁 含量和自噬溶酶体途径的影响遥 方法 摇 N2a 细胞培养基加入不同浓度的 ICA 渊0郾 05尧0郾 1尧
0郾 2 滋mol/L冤孵育 6 h袁再将 20 滋mol/L 老化的 A茁25原35 处理 24 h遥 实验分为 5 组院对照组渊DMSO冤尧AD 细

胞模型组渊A茁25原35 冤尧0郾 05 滋mol/L ICA 干预组渊A茁25原35 + ICA0郾 05冤尧0郾 1 滋mol/L ICA 干预组 渊A茁25原35 +
ICA0郾 1冤尧0郾 2 滋mol/L ICA 干预组渊A茁25原35 +ICA0郾 2冤遥 将 0郾 2 滋mol/L 的 ICA 预处理 N2a 细胞 2尧4尧6 h袁再
加入 A茁25原35 处理 24 h遥 收集细胞和培养基袁ELISA 法测定细胞内外 A茁40 及 A茁42 含量曰免疫印迹法检测

LC3尧P62尧p70S6K 及其苏氨酸 389 位点磷酸化渊p鄄p70S6K袁活性形式冤的表达曰采用细胞免疫荧光技术观

察 LC3 和 4G8渊识别 A茁17原24 片段冤的染色强度及 LAMP2 和 4G8 共定位情况遥 结果摇 与对照组比较袁AD
细胞模型组细胞存活率降低渊P<0郾 05冤袁细胞内外 A茁42 及 A茁40 的含量增加渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤袁LC3域/LC3玉
和 P62 蛋白表达均增加渊P<0郾 05冤袁p- p70S6K 表达增加渊P<0郾 01冤遥 与 AD 细胞模型组比较袁0郾 05尧0郾 1 和

0郾 2 滋mol/L ICA 干预组细胞活力下降渊P<0郾 05冤袁0郾 2 滋mol/L ICA 干预组细胞内外 A茁42 及 A茁40 含量降低

渊P<0郾 05冤袁0郾 1 和 0郾 2 滋mol/L 干预组 ICALC3域/LC3玉和 4G8 蛋白表达降低渊P<0郾 05冤遥 0郾 2 滋mol/L
ICA 预处理 4尧6 h 可明显降低 AD 细胞模型细胞内外 A茁42 和 A茁40 的含量袁降低 LC3域/ LC3玉和 P62 蛋白

表达及 p- p70S6K/p70S6K渊P<0郾 05冤遥 结论 ICA 可抑制 A茁25原35 诱导的 N2a 细胞自噬袁降低 p70S6K 活性

并减少细胞内外 A茁遥
关键词摇 淫羊藿苷曰 小鼠神经瘤母细胞曰 茁 样淀粉蛋白肽曰 自噬

Icariin Inhibited A25原35 鄄induced Autophagic Systems and Decreased A in N2a Cells摇 JIANG Xia 1

and WANG Ping2 摇 1 Department of Pathology袁Hubei University of Chinese Medicine袁Wuhan渊430065冤曰
2 Institute of Gerontology袁Hubei University of Chinese Medicine袁 Wuhan渊430065冤

ABSTRACT摇 Objective摇 To explore the effects of icariin渊 ICA冤on autophagy鄄lysosomal pathway in
茁鄄amyloid 25原35 渊 A茁25原35 冤鄄induced Neuro2a 渊 N2a冤 cells. Methods 摇 N2a cells were pretreated with ICA
渊0郾 05袁 0郾 1袁 0郾 2 滋mol/L冤袁 then the cells were incubated with A茁25原35 for 24 h to establish AD cell model.
The cultured cells were divided into 5 groups袁 i. e.袁 the control group 渊 DMSO冤袁 AD cell model group袁
0郾 05 滋mol/L ICA group袁 0郾 1 滋mol/L ICA group袁 and 0郾 2 滋mol/L ICA group. Furthermore袁 the AD cell mod鄄
el were pretreated with ICA 渊0郾 2 滋mol/L冤 for 2袁4 and 6 h. A茁40 and A茁42 in cells extract and culture medium
were determined by ELISA曰Western Blot was used to detect expression of LC3袁P62袁p70S6K and its threo鄄
nine 389 site phosphorylation 渊p鄄p70S6K袁active form冤曰 the expression and distribution of LC3 and 4G8
渊 recognition of A茁17原24 fragment冤was detected by Immunocytochemistry. Immunofluorescence double label

of LAMP2 and 4G8 were used to analyze fusion of autophagosome and lysosome. Results 摇 Compared
with the control group袁 the cell survival rate of the AD cell model group decreased渊P<0郾 05冤袁the intracellu鄄
lar and extracellular contents of A茁42 and A茁40 increased渊P<0郾 01袁P<0郾 05冤袁and the protein expression of

Icariin Inhibited Aβ25-35 -induced Autophagic Systems and Decreased Aβ in N2a Cells

ABSTRACT Objective

                                 1 Department of Pathology，Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan （430065）；

2 Institute of Gerontology，Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan（430065）
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LC3域 /LC3玉 as well as P62 increased渊P<0郾 05冤袁the expression of p鄄p70S6K increased 渊P<0郾 01冤 . Com鄄
pared with the AD cell model group袁the cell viability of 0郾 05袁0郾 1 and 0郾 2 滋mol/L ICA group decreased 渊P<
0郾 05冤袁and the intracellular and extracellular content of A茁42 and A茁40 of the 0郾 2 滋mol/L ICA group de鄄
creased 渊P<0郾 05冤袁0郾 1 and 0郾 2 滋mol/L ICA group IC LC3域 /LC3玉 and 4G8 protein expression decreased
渊P<0郾 05冤 .The intracellular and extracellular A茁42 and A茁40 contents were decreased after ICA渊0郾 2 滋mol/L冤
pretreatment for 4 and 6 hours袁and the expression of LC3域 /LC3玉 and P62 as well as p鄄p70S6K/p70S6K
decreased渊P<0郾 05冤 . Conclusion 摇 ICA could inhibit the autophagy袁 decrease the activity of p70S6Kand
reduce the intracellular and extracellular A茁 induced by A茁25原35 in vitro.

KEYWORDS摇 icariin曰 N2a cells曰 茁鄄amyloid25原35曰 autophage

摇 摇 阿尔茨海默病渊Alzheimer忆s disease袁AD冤是常

见的老年痴呆袁其两大病理学特征为脑内 茁原淀粉样蛋

白 渊 茁鄄amyloid袁 A茁 冤 沉 积 形 成 的 老 年 斑 渊 senile
plaque袁SP冤和过度磷酸化的 tau 蛋白聚集所形成的

神经元纤维缠结 渊 neurofibrillary tangle袁NFT冤 咱1暂 遥
AD 患者脑内错误折叠的蛋白大量聚集造成神经元和

突触的损害遥 细胞自噬可清除这些具有毒性的长寿命

蛋白袁是降解变性蛋白聚集体最重要的方式咱2暂 遥 特异

敲除神经元内自噬相关基因 5渊 autophagy鄄related
gene 5袁Atg5冤或 Atg7 抑制自噬袁小鼠脑部出现包涵

体和泛素化蛋白聚集袁伴有广泛的神经退行性病

变咱3袁4暂 遥 然而袁自噬在 AD 病变进展中是一把野双刃

剑冶 咱5暂 遥 在 AD 后期袁神经元内异常蛋白逐渐增加袁诱
发病理性自噬导致大量自噬体的聚集遥 自噬体内富含

A茁尧APP 及 酌原分泌酶袁增强自噬可使 酌原分泌酶从内

质网转移至自噬体并使其活性增强袁增加胞内 A茁 的

生成咱6暂 遥 中性内肽酶渊neprilysin袁NEP冤和胰岛素降

解酶渊 insulin鄄degrading enzyme袁 IDE冤等内肽酶无

法降解自噬体中的 A茁袁因此这些新生的 A茁 主要依赖

于溶酶体内水解酶进行清除袁部分则被释放至细胞外

形成 SP咱7暂 遥
研究表明袁在 AD 发病过程中自噬激活与自噬障

碍并存遥 在 AD 早期阶段袁应用自噬激活剂雷帕霉素

可减少 A茁 和 NFTs 形成袁改善 AD 转基因动物认知功

能咱8暂 曰而在 SP 形成后袁则无治疗效果咱9暂 遥 AD 晚期抑

制自噬可能会起到神经保护作用袁丁内酯延伸物

3BDO 可抑制自噬袁减少 A茁 的含量袁阻止认知功能损

害咱10暂 遥 由此可见袁在 AD 病变发展的不同阶段自噬扮

演了不同的角色遥 如何调控自噬袁改善自噬溶酶体功

能紊乱实现自噬稳态袁是目前亟待解决的问题袁将为防

治 AD 提供新的方法遥
淫羊藿苷渊 icariin袁 ICA袁MW院676郾 67冤是补益中

药淫羊藿 渊Epimedium brevicornu Maxim.冤主要活

性成分之一袁结构上属 8原异戊烯基黄酮醇苷类化合

物遥 药理学研究显示袁ICA 具有抗炎尧抗氧化等神经保

护作用遥 ICA 预防给药可提高快速老化小鼠 渊senes鄄
cence鄄accelerated mouse prone 8袁SAMP8冤 学习

记忆能力并改善脑组织线粒体氧化应激咱11暂 遥 近年来袁
ICA 在防治 AD 中的作用也受到广泛关注院 ICA 减少

皮下注射氢化可的松联合侧脑室注射 A茁25原35 大鼠脑

内 A茁 的含量咱12暂 曰ICA 抑制侧脑室注射 A茁1原42 诱导的

自噬溶酶体过度激活袁改善学习记忆和病理损伤咱13暂 遥
大量 A茁 沉积是 AD 进展的关键因素之一袁A茁25原35 是

其中具有活性的片段袁可促进细胞凋亡尧激发氧化应

激袁近期发现其可破坏血脑屏障导致神经毒性咱14暂 遥 本

实验采用 20 滋mol/L 老化的 A茁25原35 体外诱导 N2a 细

胞自噬激活袁研究 ICA 对该 AD 模型细胞内外 A茁 含

量和自噬的影响袁并初步探讨其作用机制遥
材料与方法

1摇 细胞摇 小鼠神经瘤母细胞渊Neuro2A袁N2a 细

胞冤由华中科技大学同济医学院王建枝教授惠赠袁来
自教育部神经系统重大疾病重点实验室细胞库遥

2摇 药物及试剂摇 ICA 购于中国药品生物制品检

定所 渊 货 号院 YZ鄄110737 原 20Mg袁 批 号院 110737 原
200312冤袁HPLC 检测纯度 98%以上袁先溶于 DMSO袁
再溶于蒸馏水袁配成浓度为 1 mol/L 储备液袁DMSO 终

浓度不超过 0郾 1 %袁正压过滤除菌袁4 益备用遥 A茁25原35

渊货号院A4559原1MG袁批号院112M4775V冤尧苯甲磺酰

氟 渊 phenylmethylsulfonyl fluorid袁 PMSF袁 货 号院
P7626 原 1G冤尧 丙烯酰胺 渊 Acrylamide袁 Arc袁 货号院
A9099原100G冤尧N袁N鄄亚甲基双丙烯酰渊Bis鄄Acrylam鄄
ide袁Bis袁货号院146072 原100G冤尧三羟甲基氨基甲烷

渊 trishydroxymethylaminomethane袁 Tris袁 货 号院
1083820500冤及四甲基乙二胺渊 tetramethylethylene鄄
diamine袁TEMED 货号院 T7024 原 100ML 冤 购于美国

Sigma 公司遥 DMEM渊货号院119650840冤尧OPTI鄄MEM
渊货号院31985070冤及胎牛血清渊 fetal bovine serum袁

Conclusion

KEYWORDS
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FBS袁货号院10091130冤购自美国 Gibco 公司遥 荧光

渊Cy3冤标记羊抗大鼠 IgG 购自北京博奥森生物技术有

限公司渊货号院bs鄄0293G鄄Cy3冤及荧光渊FITC冤标记羊

抗小鼠 IgG 购自武汉博士德生物工程有限公司渊货
号院BA1101冤曰 DAPI 渊 货 号院 C1002 冤尧 二喹 啉甲 酸

渊bicinchoninic acid袁BCA冤蛋白测定试剂盒渊货号院
P0010冤购自上海碧云天生物技术有限公司遥 A茁40渊货
号院E鄄EL鄄M0067c冤和 A茁42渊货号院E鄄EL鄄M0068c冤 试

剂盒购于武汉伊莱瑞特生物科技有限公司遥 4G8 抗

体渊货号院800701袁美国 Biolegend 公司冤袁微管相关蛋

白轻 链 3 渊 microtubule鄄associated protein light
chain 3袁LC3冤抗体渊货号院NB100原2220袁美国 Novus
Biologicals 公司冤袁P62 抗体渊货号院ab56416袁美国

Abcam 公司冤袁溶酶体关联膜蛋白 2渊Lysosomal鄄As鄄
sociated Membrane Protein 2袁LAMP2冤抗体渊货号院
ab13524袁美国 Abcam 公司冤遥 雷帕霉素靶蛋白

渊mammalian target of rapamycin袁mTOR冤通路中

p70 核糖体 S6 激酶渊p70 ribosomal protein S6 ki鄄
nase袁p70S6K袁货号院 #9202冤及其苏氨酸 389 位点磷

酸化渊p鄄p70S6K袁活性形式袁货号院 #9234冤购自美国

Cell Signaling 公司遥 CCK鄄8 试剂盒渊日本 Dojindo
Laboratories 公司冤

3摇 仪器摇 AlphaClean 1300 型 Heal Force CO2

恒温培养箱渊上海力新仪器有限公司冤曰spectra MAX
M5 型多功能酶标仪渊上海美谷分子仪器有限公司冤曰
电泳槽和凝胶成像系统渊美国 Bio鄄Rad 公司冤曰转膜仪

渊美国 Hofer 公司冤曰BX53 型荧光显微镜渊日本 Olym鄄
pus 公司冤曰TG 16W 型台式高速离心机渊长沙湘智离

心机仪器有限公司冤曰CR21G域型低温高速离心机渊日
本日立公司冤遥

4摇 细胞实验

4郾 1摇 细胞培养和造模摇 N2a 细胞置于 5% CO2袁
37 益培养箱内进行培养袁培养基渊50% DMEM袁50%
OPTI鄄MEM袁5% FBS冤用一次性针头滤器渊Millipore
公司袁货号院SLHV033RB袁过滤除菌冤袁每 2 ~ 3 d 更换

1 次遥 细胞生长至 70 % 耀80 %丰度时袁传代或用于实

验遥
A茁25原35 多肽溶于 DMSO袁充分震荡 5 min袁待其

充分溶解袁加入蒸馏水袁配成浓度为 20 滋mol/L 储备

液袁置 于 37 益 避 光 孵 育 1 周袁 备 用咱18暂 遥 再 将

20 滋mol/L 老化的 A茁25原35 诱导 N2a 细胞 24 h 建立

AD 细胞模型遥
4郾 2摇 ICA 浓度的筛选 摇 细胞悬液接种于 96 孔

板袁每孔 100 mL袁每组均设定 6 个复孔袁孵育 24 h 后

更换为无血清培养基袁加入 0郾 01尧 0郾 05尧0郾 1尧 0郾 2尧
0郾 5尧1 和 10 滋mol/L 的 ICA 孵育 6 h袁再将 A茁25原35 处

理 24 h 后袁应用 CCK鄄8 试剂盒检测细胞存活率遥 与

AD 细胞模型组比较袁0郾 05尧0郾 1 和 0郾 2 滋mol/L 的 ICA
可增加细胞存活率袁故选用进行药物干预遥 实验分为

5 组院对照组 渊 DMSO冤尧AD 细胞模型组 渊A茁25原35 冤尧
0郾 05 滋mol/L ICA 干 预 组 渊 A茁25原35 + ICA0郾 05 冤尧
0郾 1 滋mol/L ICA 干 预 组 渊 A茁25原35 + ICA0郾 1 冤尧
0郾 2 滋mol/L ICA 干预组渊A茁25原35 +ICA0郾 2冤遥

4郾 3摇 Western Blot 检测蛋白表达 摇 ICA 干预

AD 细胞后进行蛋白提取袁简要步骤如下院将 4伊上样缓

冲液渊终浓度为 100 滋mol/L Tris袁PH 6郾 8袁4% SDS袁
20 %甘油冤80 mL 加入 6 孔板后用细胞刮匙刮起细

胞袁转移至 EP 管渊规格为 1郾 5 mL冤中袁沸水浴中煮

10 min袁60 Hz 超声 10 耀 15 次袁BCA 法测定蛋白浓

度遥 向已测定浓度的蛋白样品中加入 茁原巯基乙醇及

溴酚蓝渊终浓度分别为 7郾 5 % 及 0郾 2 %冤袁充分振荡

20 s 后袁上样前煮 10 min遥 取等量蛋白进行 SDS鄄
PAGE 电泳并转位到 PVDF 膜渊美国 Millipore 公司袁
货号院IPVH00010/ISEQ15150冤上袁封闭渊5 % 脱脂奶

粉稀释于 TBS 溶液中冤1 h 后袁4 益 一抗 LC3袁P62袁
p70S6K 和 p鄄p70S6K渊稀释均为 1 颐1 000冤封膜孵育

过夜袁次日 TBST 漂洗 3伊10 min袁加入二抗室温孵育

1 h袁TBST 漂洗后采用 ECL 化学发光法显影袁用 Gel鄄
pro 4郾 0 软件进行条带量化分析灰度值遥

4郾 4摇 ELISA 检测细胞内外 A茁40 和 A茁42 摇 0郾 05尧
0郾 1 和 0郾 2 滋mol/L 的 ICA 预先 6 h 加入 AD 模型细

胞袁24 h 后收集细胞和培养基遥 0郾 2 滋mol/L 的 ICA
预处理 N2a 细胞 2尧4尧6 h袁再加入 A茁25原35 处理 24 h袁
提取细胞匀浆液或吸取培养基袁3 000 r/min 离心

10 min 取上清袁按照 A茁40 和 A茁42 ELISA 试剂盒说明

书进行操作遥 分别设空白孔尧标准孔和待测样品孔遥
空白孔加样品稀释液 100 mL袁余孔分别加标准品或待

测样品 100 mL遥 酶标板覆膜 37 益孵育 90 min遥 弃

去液体袁甩干袁每个孔中加入 Detection Ab 工作液

100 mL袁酶标板加上覆膜 37 益温育 1 h遥 弃去孔内

液体袁甩干袁洗板 3 次遥 每孔加 HRP Conjugate 工作

液 100 mL袁加上覆膜 37 益温育 30 min遥 弃去孔内液

体袁甩干袁洗板 5 次遥 每孔加底物溶液 90 mL袁酶标板

加上覆膜 37 益 避光孵育 15 min遥 每孔加终止液

50 mL袁此时蓝色立转黄色遥 用酶标仪在 450 nm 波

长测量各孔的光密度渊OD 值冤遥
4郾 5摇 细胞免疫荧光检测 4G8 和 LC3 的表达和

分布摇 处理结束后袁预先放有盖玻片的 24 孔板的细
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中国中西医结合杂志 CJITWM摇 窑 源摇摇摇摇 窑

胞袁弃去培养液袁PBS 冲洗袁4% 多聚甲醛固定 20
min 后袁PBS 清洗 3 遍袁0郾 1 % Triton鄄100 破膜 15
min遥 加入封闭用山羊血清孵育 30 min遥 4G8 及

LC3 抗体 渊均为 1 颐 200冤 4 益 孵育 24 h袁 0郾 1 %
Triton鄄100鄄PBS 液清洗 3伊10 min袁加入荧光素标记

的二抗袁避光 37 益 孵育 1 h 后袁DAPI 染色 5 min袁
0郾 1 % Triton鄄100鄄PBS 液清洗 3伊5 min袁最后抗荧

光淬灭剂封片袁4 益避光保存遥 在激光共聚焦显微镜

下进行观察袁每张切片随机观察 5 个视野并拍照取

图袁检测各组自噬诱导和 A茁 的分布和表达情况袁各
组实验各重复 3 次遥

4郾 6摇 细胞免疫荧光双标观察 LAMP2 和 4G8 共

定位 摇 玻片经山羊血清袁室温封闭后袁加 4G8 渊1 颐
200冤袁4 益 孵育 24 h曰回收一抗袁0郾 1% Triton鄄100鄄
PBS 液漂洗 3伊10 min遥 加入 LAMP2渊1 颐100冤4 益孵

育 48 h遥 回收第二种一抗袁0郾 1% Triton鄄100鄄PBS 液

漂洗 3伊10 min遥 荧光渊FITC冤标记羊抗小鼠 IgG渊1 颐
100冤袁37 益避光孵育 1 h袁0郾 1% Triton鄄100鄄PBS 液

漂洗 5伊 10 min遥 再加入荧光渊Cy3冤标记羊抗大鼠

IgG渊1 颐100冤袁37 益避光孵育 1 h袁0郾 1% Triton鄄X100鄄
PBS 液漂洗 5伊10 min遥 最后 DAPI 染核袁封片遥

5摇 统计学方法摇 采用 SPSS 13郾 0 软件统计分析

数据袁各组计量资料采用 x依s 表示袁组间比较采用单

因素方差分析袁P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 各组细胞存活率和胞内外 A茁 含量比较渊图
1冤摇 与对照组比较袁AD 细胞模型组细胞存活率降低

渊P<0郾 05冤袁细胞内外 A茁42 及 A茁40 的含量增加渊P<
0郾 01袁P<0郾 05冤遥 与 AD 细胞模型组比较袁0郾 05尧0郾 1 和

摇 摇 注院A 为 CCK鄄8 检测曰B
为 A茁40 的含量曰C 为 A茁42 的
含量曰cell protein 为细胞袁me鄄
dium 为培养基曰与对照组比
较袁 鄢P<0郾 05袁 鄢鄢P<0郾 01曰与
AD 细 胞 模 型 组 比 较袁吟P <
0郾 05曰 n =6

图 1摇 各组细胞存活率和胞内外 A茁 含量比较

0郾 2 滋mol/L ICA 干预组细胞活力下降 渊P <0郾 05冤袁
0郾 2 滋mol/L ICA 干预组细胞内外 A茁42 及 A茁40 含量

降低渊P<0郾 05冤遥
2摇 各组 LC3尧P62 和 4G8 蛋白表达比较渊图 2冤

摇 与对照组比较袁AD 细胞模型组 LC3域/LC3 玉和

P62 蛋白表达均增加渊P<0郾 05冤遥 与 AD 细胞模型组

比较袁0郾 1 和 0郾 2 滋mol/L ICA 干预组 LC3尧P62 及

4G8 蛋白表达渊P<0郾 05冤遥 LC3 和 4G8 阳性染色主要

分布在细胞浆内袁AD 细胞模型组胞浆中 LC3 和 4G8
荧光染色强度较对照组增强袁ICA 可降低 LC3 和 4G8
阳性显色遥

3摇 各组 A茁 含量尧LC3 和 P62 蛋白表达比较渊图
3冤 摇 0郾 2 滋mol/L ICA 预处理 4尧6 h 可明显降低 AD
细胞模型组胞内外 A茁42 和 A茁40 的含量袁降低 LC3域/
LC3玉和 P62 蛋白表达渊P<0郾 01袁 P<0郾 05冤袁而 ICA
预处理 2 h 无明显改善作用渊P>0郾 05冤遥

4摇 各组细胞内 4G8 和 LAMP2 蛋白共定位比较

渊图 4冤摇 AD 细胞模型组胞浆内 4G8 与 LAMP2 共定

位较对照组增强袁袁与 AD 细胞模型组比较袁 ICA 组

渊0郾 2 滋mol/L 的 ICA 预处理 AD 模型细胞 6 h 冤4G8
和 LAMP2 表达较弱且两者共定位减少遥

5摇 各组 p70S6K 和 p鄄p70S6K 蛋白表达比较

渊图 5冤摇 AD 细胞模型组 p鄄p70S6K 表达较对照组增

加渊P<0郾 01冤袁ICA 预处理 4尧6 h 能降低 p鄄p70S6K/
p70S6K 比值渊P<0郾 05冤袁p70S6K 的表达在各组间差

异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥
讨摇 摇 论

中医学认为野肾虚髓空冶是 AD 的根本病机袁并把

野从肾论治冶作为主要治疗法则遥 中医药特别是补肾

方药在抗衰老和改善学习记忆功能等方面有悠久的历

史袁积累了丰富的经验遥 淫羊藿始载于叶神农本草

经曳袁是小檗科淫羊藿属植物袁为传统补肾中药袁主要

用于治疗阳萎遗精尧筋骨痿软尧风湿痹痛及麻木拘

挛遥 ICA 是淫羊藿的主要活性成分袁近年来其在促进

学习记忆尧改善 AD 的基本病变已被广泛报道咱11原13暂 遥
AD 重要特征为毒性蛋白异常聚集袁自噬溶酶体途径

是清除这些长寿命蛋白最重要的方式遥 针对单一靶

点的基因或药物治疗改善 AD 脑内自噬溶酶体功能

失调可清除 AD 脑内蛋白聚集袁但存在较大副作用袁
寻找调控自噬的小分子天然产物具有广阔的前景遥
本实验以自噬溶酶体途径为靶点袁探讨 ICA 改善 AD
病变的分子机制袁为其临床治疗及抗痴呆新药的研

发提供实验依据遥中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
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合
杂
志
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窑 缘摇摇摇摇 窑 摇 悦允陨栽宰酝 中国中西医结合杂志

A茁 是 AD 发病的核心致病因子袁其定位于 APP 跨

膜区外的 597原640 位点袁经 茁鄄分泌酶及 酌鄄分泌酶切割

APP 形成 37~42 kD 的多肽遥 正常生理条件下袁A茁 的

产生和清除处于动态平衡遥 由于基因突变或外界环境

因素可破坏 A茁 的动态平衡而使其聚集增加从而引起

氧化应激尧细胞凋亡尧突触可塑性损伤及学习记忆障碍

等病理及行为学改变遥 不同于罕见的家族型 AD渊 fa鄄
milial cases of AD袁FAD冤袁在更常见的晚发性散发型

摇 摇 注院A 为 Western Blot 检测 LC3 和 P62 的表达袁GAPDH 为内参袁n =3曰B 为灰度值分析相对表达量曰C 为

细胞免疫荧光检测 LC3 和 4G8 的表达袁n =3袁放大倍数伊200曰箭头所指为 AD 细胞模型组胞浆中 LC3 和 4G8 阳

性荧光染色曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05 曰与模型组比较袁 吟P<0郾 05

图 2摇 各组 LC3尧P62 和 4G8 蛋白表达比较

摇 摇 注院A 为 A茁40 含量曰B 为 A茁42 的含量曰C 为 Western Blot 检测 LC3 和 P62 表达袁
GAPDH 为内参袁n = 3曰D 为灰度值分析相对表达量曰与对照组比较袁 鄢P<0郾 05 袁 鄢鄢P<

0郾 01曰与模型组比较袁吟P<0郾 05袁 吟吟P<0郾 01

图 3摇 各组 A茁 含量尧LC3 和 P62 蛋白表达比较

中国中西医结合杂志 CJITWM摇 窑 远摇摇摇摇 窑

摇 摇 注院箭头所指为 AD 细胞模型组胞浆中 4G8 与 LAMP2 共

定位曰n =3

图 4摇 LAMP2 和 4G8 细胞免疫荧光双标渊400伊冤

摇 摇 注院与对照组比较袁 鄢鄢P<0郾 05 曰与模型组比较袁 吟P<0郾 05

图 5摇 各组 p70S6K 和 p鄄p70S6K 蛋白表达比较

AD渊sporadic AD冤脑内 A茁 产生速率并没有明显改

变袁然而其清除速率较对照下降近 30% 咱15暂 遥 NEP尧
IDE 和内皮素转换酶 渊 endothelin鄄converting en鄄
zyme袁ECE冤可降解细胞外的 A茁遥 近年研究发现袁细
胞内 A茁 才是导致神经毒性的根本原因咱16暂 遥 自噬不

仅与胞内 A茁 清除障碍密切相关袁并且自噬体是产生

A茁 的场所遥 在 AD 典型病变尚未出现时袁自噬已广泛

存在遥 目前袁是 A茁 诱发自噬激活袁还是自噬功能异常

导致其清除障碍袁尚未明确遥 较多的研究关注了 A茁

对自噬溶酶体途径的影响院A茁 上调炎症介质袁导致星

形胶质细胞功能障碍袁激活自噬咱17暂 曰 A茁 孵育 SH鄄
SY5Y/pEGFP鄄LC3 细胞 4 h 后袁自噬诱导增强袁自噬

体形成增加咱18暂 遥 细胞发生自噬时袁 LC3 的含量及

LC3玉向 LC3 域的转化均明显增加袁一旦自噬体与溶

酶体融合袁自噬体内的 LC3域即被水解酶降解遥 我们

的研究显示袁A茁25原35 孵育 N2a 细胞 24 h 后袁胞浆型

LC3渊即 LC3玉冤转变为自噬体膜型渊即 LC3域冤增加袁
表现为 LC3域/ LC3玉比值袁提示自噬激活遥 并且采用

4G8 与 LAMP2 抗体进行免疫荧光双标袁 结果发现

AD 细胞模型组胞浆内 4G8 与 LAMP2 共定位较对照

组增强袁提示 A茁 可导致自噬诱导及自噬体与溶酶体

融合增强遥 目前认为袁自噬是高度动态变化的过程袁自
噬体及 AVs 是其动态通路的中间结构袁真正影响和决

定自噬水平的是自噬流渊autophagic flux冤袁它反映了

自噬体的诱导尧产生尧自噬底物到溶酶体的运输渊次级

自噬流冤尧自噬底物在溶酶体的降解渊初级自噬流冤等
动态过程遥 P62 是一种 LC3 连接蛋白袁是自噬途径通

畅与否的标志物遥 P62 在自噬过程中绝大多数被清

除袁如果自噬流通畅袁则 LC3域转换的增加会伴随着

P62 蛋白的减少遥 A茁25原35 孵育 N2a 细胞 24 h 后袁
P62 蛋白表达增加袁提示该 AD 细胞模型自噬流被严

重阻断遥
有研究提示上调自噬有望成为 AD 早期的治疗靶

点院转基因人突变体 P301S tau 小鼠脑内激活自噬减少

了大脑皮质和脑干中 tau 包涵体的数量咱19暂 曰应用自噬

增强剂雷帕霉素可以减轻 AD 动物模型中的认知障碍

和减少 A茁 聚集咱9暂 遥 但是袁如用于 AD 的后期阶段袁自
噬上调会导致毒性 A茁 的释放遥 笔者认为袁单独激活或

抑制自噬可能对 AD 治疗适得其反袁应考虑到 AD 病变

进展的不同阶段袁保持自噬流稳态才是防治 AD 的重要

策略遥 本实验发现 ICA 可显著抑制 A茁25原35 诱导的 N2a
细胞自噬诱导过度激活袁改善神经元自噬流受阻袁实现

AD 自噬重平衡袁进而减少细胞内尧外 A茁 的含量遥 ICA
预处理 4尧6 h 可抑制自噬激活袁延长时间是否仍有改善

作用袁需进一步实验研究遥
自噬的调节是一个非常复杂的过程袁 mTOR尧

Class 芋 型磷脂酰肌 3 激酶渊 phosphatidylinositol
3 kinase袁PI3K冤及 Ca2+ 等许多信号通路参与其中遥
自噬激活可通过三种途径院Ca2+尧活性氧自由基渊 reac鄄
tive oxygen species袁ROS冤以及 mTOR遥 mTOR 是

自噬的一种负调控因子袁通过调节下游 Atg 的活性袁
抑制自噬遥 另外袁mTOR 通过磷酸化其下游靶蛋白

p70S6K 来调节蛋白质翻译遥 p70S6K 的磷酸化状态
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摇 摇 注院箭头所指为 AD 细胞模型组胞浆中 4G8 与 LAMP2 共

定位曰n =3

图 4摇 LAMP2 和 4G8 细胞免疫荧光双标渊400伊冤

摇 摇 注院与对照组比较袁 鄢鄢P<0郾 05 曰与模型组比较袁 吟P<0郾 05

图 5摇 各组 p70S6K 和 p鄄p70S6K 蛋白表达比较

AD渊sporadic AD冤脑内 A茁 产生速率并没有明显改

变袁然而其清除速率较对照下降近 30% 咱15暂 遥 NEP尧
IDE 和内皮素转换酶 渊 endothelin鄄converting en鄄
zyme袁ECE冤可降解细胞外的 A茁遥 近年研究发现袁细
胞内 A茁 才是导致神经毒性的根本原因咱16暂 遥 自噬不

仅与胞内 A茁 清除障碍密切相关袁并且自噬体是产生

A茁 的场所遥 在 AD 典型病变尚未出现时袁自噬已广泛

存在遥 目前袁是 A茁 诱发自噬激活袁还是自噬功能异常

导致其清除障碍袁尚未明确遥 较多的研究关注了 A茁

对自噬溶酶体途径的影响院A茁 上调炎症介质袁导致星

形胶质细胞功能障碍袁激活自噬咱17暂 曰 A茁 孵育 SH鄄
SY5Y/pEGFP鄄LC3 细胞 4 h 后袁自噬诱导增强袁自噬

体形成增加咱18暂 遥 细胞发生自噬时袁 LC3 的含量及

LC3玉向 LC3 域的转化均明显增加袁一旦自噬体与溶

酶体融合袁自噬体内的 LC3域即被水解酶降解遥 我们

的研究显示袁A茁25原35 孵育 N2a 细胞 24 h 后袁胞浆型

LC3渊即 LC3玉冤转变为自噬体膜型渊即 LC3域冤增加袁
表现为 LC3域/ LC3玉比值袁提示自噬激活遥 并且采用

4G8 与 LAMP2 抗体进行免疫荧光双标袁 结果发现

AD 细胞模型组胞浆内 4G8 与 LAMP2 共定位较对照

组增强袁提示 A茁 可导致自噬诱导及自噬体与溶酶体

融合增强遥 目前认为袁自噬是高度动态变化的过程袁自
噬体及 AVs 是其动态通路的中间结构袁真正影响和决

定自噬水平的是自噬流渊autophagic flux冤袁它反映了

自噬体的诱导尧产生尧自噬底物到溶酶体的运输渊次级

自噬流冤尧自噬底物在溶酶体的降解渊初级自噬流冤等
动态过程遥 P62 是一种 LC3 连接蛋白袁是自噬途径通

畅与否的标志物遥 P62 在自噬过程中绝大多数被清

除袁如果自噬流通畅袁则 LC3域转换的增加会伴随着

P62 蛋白的减少遥 A茁25原35 孵育 N2a 细胞 24 h 后袁
P62 蛋白表达增加袁提示该 AD 细胞模型自噬流被严

重阻断遥
有研究提示上调自噬有望成为 AD 早期的治疗靶

点院转基因人突变体 P301S tau 小鼠脑内激活自噬减少

了大脑皮质和脑干中 tau 包涵体的数量咱19暂 曰应用自噬

增强剂雷帕霉素可以减轻 AD 动物模型中的认知障碍

和减少 A茁 聚集咱9暂 遥 但是袁如用于 AD 的后期阶段袁自
噬上调会导致毒性 A茁 的释放遥 笔者认为袁单独激活或

抑制自噬可能对 AD 治疗适得其反袁应考虑到 AD 病变

进展的不同阶段袁保持自噬流稳态才是防治 AD 的重要

策略遥 本实验发现 ICA 可显著抑制 A茁25原35 诱导的 N2a
细胞自噬诱导过度激活袁改善神经元自噬流受阻袁实现

AD 自噬重平衡袁进而减少细胞内尧外 A茁 的含量遥 ICA
预处理 4尧6 h 可抑制自噬激活袁延长时间是否仍有改善

作用袁需进一步实验研究遥
自噬的调节是一个非常复杂的过程袁 mTOR尧

Class 芋 型磷脂酰肌 3 激酶渊 phosphatidylinositol
3 kinase袁PI3K冤及 Ca2+ 等许多信号通路参与其中遥
自噬激活可通过三种途径院Ca2+尧活性氧自由基渊 reac鄄
tive oxygen species袁ROS冤以及 mTOR遥 mTOR 是

自噬的一种负调控因子袁通过调节下游 Atg 的活性袁
抑制自噬遥 另外袁mTOR 通过磷酸化其下游靶蛋白

p70S6K 来调节蛋白质翻译遥 p70S6K 的磷酸化状态
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可以用来指示 mTOR 的活性遥 磷酸化 p70S6K 的量

越多袁提示 mTOR 的活性越弱袁自噬过程可被激活遥
本研 究 发 现袁 A茁25原35 孵 育 N2a 细 胞 24 h 后袁
p鄄p70S6K 表达较对照组增加袁提示 A茁 可能通过抑

制 mTOR 活性激活细胞自噬遥 有文献报道袁活性氧簇

渊 reactive oxygen species袁ROS冤在 A茁 上调自噬中

有重要作用咱20暂 遥 本实验结果显示袁A茁 诱导自噬与

mTOR 相关袁但不排除其他途径也参与其中遥 ICA 预

处理 4 h 和 6 h 能降低 p鄄p70S6K/p70S6K 比值袁可
能激活了 mTOR 进而抑制自噬遥 但本研究存在一定

不足袁ICA 是否影响 N2a 细胞内源性 A茁 含量和自噬

途径袁并且 ICA 作用于哪种细胞信号转导分子抑制自

噬袁将在今后的工作中进一步探索遥
利益冲突院 无遥
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