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阿尔兹海默病（

Alzheimer

’

s disease

，

AD

）是以进

行性全面认知功能损害为特征的老年变性性疾病，

细胞外老年斑及神经元纤维缠结是其病理学特征

[1]

。

在该病发病学说中，

β-

淀粉样蛋白（

Aβ

）破坏血脑

屏障功能是该病发病的重要机制

[2-3]

。 针对该病中医

发病机理，王永炎院士提出了“毒损脑络”理论

[4]

。 基

于

AD

中西医发病机制， 我们建立了

Aβ

干预的血

脑屏障体外模型，探讨我们临床治疗阿尔兹海默病

常用的补肾益精方含药血清对该模型的影响

[5-6]

。

1

实验材料

1.1

实验动物

Wistar

乳鼠购自上海西普尔必凯

实验动物有限公司， 合格证号：

2008001652684

，许

可证号：

SCXK

（沪）

2013-0016

。

1.2

主要试剂与耗材

Aβ

1-42

（美国

sigma

公司），细

胞培养瓶（美国

FALCON 353014

），青霉素

/

链霉素溶

液 （

Penicillin/streptomycin solution

）、

0.25%

胰蛋白酶

（

Tripsin-EDTA

）、磷酸盐缓冲液（

PBS

）均购自中国南

京凯基生物科技发展有限公司，

DMEM

高糖培养基

（美国

GIBCO12800-082

），

F12

培养液 （美国

GIBCO

883684

）， 胎 牛 血 清 （

FBS

， 美 国

ExCell Biology

FBS500

），

24

孔细胞培养板（

24 wellcell culture plate

，

美国

Corning Incorporated 3413

），

96

孔细胞培养板

（

96 wellcell culture plate

， 美国

Corning Incorporated

3599

），因子

Ⅷ

（

Abcam ab11713

），胶质纤维酸性蛋白

（

GFAP

，博士德

PB0046

），内皮细胞生长因子（

ECGS

，

Sciencell 1052

），荧光素钠（

Sigma F6377

）。

1.3

主要仪器与设备 超净工作台（中国苏州净化

SW-CJ-1FD

），

CO

2

培养箱（日本

SANYO XD-101

），

生物倒置显微镜（日本

OLYMPUS IX51

），台式低速

离心机（中国上海医疗器械股份有限公司医疗设备

厂 ，

80-2

），多功能酶标仪 （美国

MD M3

），电阻仪

（美国

Millipore

公司）。

2

实验方法

2.1

细胞培养 脑微血管内皮细胞（

brain capillary

endothelial cells

，

BCECs

）培养：无菌条件下取

Wistar

乳鼠大脑，留皮质，将皮质剪碎后匀浆，匀浆液依次

经

100

目、

200

目筛网过滤， 收集

200

目滤网上物

质， 向其加入

0.1%Ⅱ

型胶原酶，

37℃

作用

30min

后

离心（

2000r/min

，

10min

），用完全培养液

[DMEM/F12

基础培养液

+15%FBS+1%

（

v/v

）

ECGS+120U/mL

肝

素

]

悬浮管底沉淀，吹打均匀后接种于预先涂有多聚

赖氨酸的塑料培养瓶中，置培养箱中培养。 星形胶

质细胞 （

astrocytes

，

As

）培养 ：无菌条件下取

Wistar

乳鼠大脑，分离大脑皮质，将皮质剪碎后在

0.125%

胰蛋白酶中

37℃

消化

10min

（期间每隔

3min

轻摇

晃数次），

200

目筛网过滤，滤过液以

1000r/min

，离

心

2min

， 管底沉淀用星形胶质细胞完全培养液

（

DMEM/F12

基础培养液

+10%FBS

） 悬浮后， 接种

于多聚赖氨酸包被的塑料培养瓶中， 置培养箱中

培养。

摘 要 目的：以

Aβ

1-42

干预血脑屏障大鼠脑微血管内皮细胞和星形胶质细胞共培养模型，评价补肾益精方含药血

清对该模型的渗透性的影响。 方法：体外分别培养胚胎鼠脑微血管内皮细胞和星形胶质细胞，鉴定并测定跨内皮细胞电

阻，利用

Transwell

细胞培养池，建立内皮细胞和星形胶质细胞共培养的血脑屏障体外模型，将

5μmol/L Aβ

1-42

加入大鼠

脑微血管内皮细胞和星形胶质细胞非接触式共培养血脑屏障模型。分为

Aβ

1-42

模型组和

Aβ

1-42

加补肾益精方低、中、高剂

量组，另设血脑屏障空白组，分别检测并比较各培养组荧光素钠的渗透性。 结果：补肾益精方低、中剂量组荧光素钠的通

透性明显低于

Aβ

1-42

模型组（

P＜0.05

）。 结论：补肾益精方含药血清对

Aβ

1-42

诱导的血脑屏障渗透性增加有抑制作用。
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2.2

细胞鉴定 细胞培养板中取出长满脑微血管

内皮细胞（或星形胶质细胞）的盖玻片，浸入

4%

的

多聚甲醛固定液中

30min

或过夜，

PBS

浸洗

3min×3

次。 将放有切片的耐高温塑料染色架放入盛有抗原

修复缓冲液的烧杯中，高火档至煮沸，将烧杯取出

置于电热器上保持微沸状态

20min

， 而后将烧杯浸

入流水中，自然冷却后用

PBS

浸洗

3

次。 每张切片

滴加

2

滴

3%H

2

O

2

-

甲醇溶液，室温（

15～25℃

）封闭

10min

，

PBS

浸洗

3

次。 滴加即用型山羊血清

50～

100μL

，室温孵育

20min

；滴加一抗

Ⅷ

及

GFAP

（

1∶100

稀释）

50μL

，

37℃

，湿盒孵育

2h

，

PBS

浸洗

3

次；滴加

异硫氰酸荧光素 （

FITC

，

1∶200

稀释） 二抗

50μL

，

37℃

，避光孵育

1h

，

PBS

浸洗

3

次。 每张片子滴加配

制二脒基苯基吲哚（

DAPI

）染液

50～100μL

复染，室

温避光放置

5min

，用防萃灭封片胶封片。

2.3

体外血脑屏障模型的建立 采用

Corning

公司

的

Transwell 3413

细胞培养池 （

PET

膜材 ， 孔径

0.22μm

）作为共培养的支持物，建立大鼠脑微血管

内皮细胞与星形胶质细胞非接触式共培养模型。 首

先将分离的脑微血管内皮细胞接种于细胞培养池

的上室，将细胞培养池置于底部含有星形胶质细胞

的

24

孔板内，培养

7d

后

BCEC

即可形成致密单层，

测定其电阻。

2.4

跨内皮细胞（

BCEC

）电阻的测定 通过测定模

型中跨

BCEC

的电阻值评价体外血脑屏障模型中细

胞旁转运程度。用

Millicell-ERS

测定共培养模型的跨

内皮细胞电阻值（

transendothelial electricresistance

，

TEER

），以无细胞的培养池作为对照，测得其电阻值

为滤过层的

TEER

[7]

。 通过测定

BCEC

两侧的电阻可

以评价紧密连接形成的程度。 大多数结果表明，跨

细胞单层电阻值应该在

300Ω

·

cm

2

以上， 本实验共

培养模型的电阻值为（

320.056±32.833

）

Ω

·

cm

2

，符合

体外血脑屏障模型的要求

[7]

。

2.5

实验分组与荧光素钠通透性的测定 补肾益

精方含药血清（简称含药血清 ）包含菟丝子 、蛇床

子、覆盆子、楮实子、熟地黄、人参、茯苓、白术、海风

藤、石菖蒲，制备方法参见文献

[6]

。 实验分组：空白

组 （体外血脑屏障模型 ）、模型组 （

Aβ

1-42

5μmol/L

）、

Aβ

1-42

+

补肾益精方低剂量组 （

Aβ

1-42

5μmol/L+10%

含

药血清

+20%

正常血清

+70%

培养液）、

Aβ

1-42

+

补肾益

精方中剂量组（

Aβ

1-42

5μmol/L+20%

含药血清

+10%

正

常血清

+70%

培养液）、

Aβ

1-42

+

补肾益精方高剂量组

（

Aβ

1-42

5μmol/L+30%

含药血清

+70%

培养液）。 首先

在供给池中加入

200μL

含有荧光素钠

10mg/L

、不同

浓度中药组分和

5μmol/L Aβ

的

Hanks

液， 在接受

池中加入

Hanks

液， 使插板内外液面平行， 于

10

、

20

、

30

、

40

、

60min

分别从接受池中取

200μL

溶液，测

定荧光强度，再通过荧光素钠标准曲线，计算荧光

素钠透过血脑屏障模型及无细胞对照组的量。 根据

文献报道方法计算各组血脑屏障通透性

[7]

。

3

实验结果

与空白组比较，

Aβ

1-42

模型组荧光素钠通透性明

显增加（

P＜0.01

）；与模型组比较，补肾益精方低、中

剂量组荧光素钠通透性明显降低（

P＜0.05

）。 见表

1

。

表

1

各组荧光素钠通透性比较

空白组

组别

0.41±0.01

荧光素钠通透性（

Pe

）

模型组

0.66±0.03

△△

Aβ

1-42

+

补肾益精方低剂量组

0.47±0.03

*

Aβ

1-42

+

补肾益精方中剂量组

0.53±0.03

*

Aβ

1-42

+

补肾益精方高剂量组

0.58±0.05

注：

△△

与空白组比较，

P＜0.01

；

*

与模型组比较，

P＜0.05

。

4

讨论

AD

是临床发病率最高的痴呆类型， 针对其致病

毒素

Aβ

和

Tau

蛋白开发的药物，临床研究均证明无

效，目前该病现代医学尚无针对病因治疗的药物

[8]

。

Aβ

破坏血脑屏障功能是该病发病的重要机制

[2-3]

。

补肾益精方是我们依据元代宫廷医家许国祯

的《御药院方》神仙六子丸，并根据《难经》“损其肾

者益其精”理论结合临床实践化裁而成，有补肾益

精、健脾化痰、活血化瘀之功效，临床治疗

AD

取得

较好的疗效

[5]

。

本研究通过测定

TEER

值评价血脑屏障体外模

型的完整性。

TEER

值是反映小离子通透物理屏障

的电阻抗，是公认的测定血脑屏障完整性的最精确

和最敏感的指标。 本研究结果显示，补肾益精方各

剂量组对

Aβ

1-42

引起的血脑屏障破坏有保护作用，

其中中剂量和低剂量的保护作用更明显。 血脑屏障

的通透性是由脑微血管内皮细胞的生物学特征控

制的

[9]

，这些特征与内皮细胞、星形胶质细胞、神经

元等的相互作用有关， 它们统称为神经血管单元，

形成了一个调节分子进出大脑的功能性屏障

[10-12]

。

我们既往研究发现补肾益精方含药血清对

D-

半乳

糖诱导原代神经元氧化应激损伤有抑制作用

[6]

，本

实验显示其对

Aβ

1-42

诱导的血脑屏障破坏有保护作

用，我们推测补肾益精方含药血清可能通过保护内

皮细胞及星形胶质细胞等的完整性而起作用。 该方

保护血脑屏障的分子生物学机制将是我们下一步

研究的重点。

综上， 补肾活血化痰对血脑屏障损伤有保护作

用，该方法可延缓或减轻

Aβ

引起的继发损害。 另

外，该模型可用于阿尔兹海默病有效中药筛查，为

开发符合中医理论的有效方药提供方便高效的研

究平台。 下一步研究可应用该体外模型筛查补肾

益精方中有效中药单体， 进一步研究中药对

Aβ

诱导血脑屏障组成成分内皮细胞、 星形胶质细胞
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凋亡的影响， 同时可研究中药对内皮细胞膜

Aβ

转运体的影响，以明确中药保护血脑屏障的靶点。
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肺炎支原体（

mycoplasma pneumoniae

，

MP

）是儿

童呼吸道感染较常见的病原体，其发病率在婴幼儿

中有逐年升高的趋势。 麻杏石甘汤是辨证治疗痰热

闭肺型肺炎支原体肺炎 （

mycoplasmal pneumoniae

pneumonia

，

MPP

）的常用方剂，经临床验证疗效确切

[1]

。

课题组前期的研究也发现， 麻杏石甘汤可降低

MP

感染后巨噬细胞内

TNF-α

蛋白水平的表达

[2]

。 本研

究通过体外培养巨噬细胞

RAW246.7

细胞株， 给予

麻杏石甘汤预孵育后感染灭活

MP

， 观察细胞活力

及细胞凋亡水平的变化，现将结果报道如下。

1

实验材料

1.1

药品、 菌株与试剂

MP

菌株

29342

（

ATCC

，

摘 要 目的：观察麻杏石甘汤对肺炎支原体（

MP

）诱导巨噬细胞凋亡的保护作用。方法：培养巨噬细胞

RAW246.7

，

分别将麻杏石甘汤

1

、

5

、

10

、

20μL

与巨噬细胞共孵育，模型组与空白对照组分别加入磷酸盐缓冲液（

PBS

）

20μL

与细胞共

孵育。 除空白对照组，

72h

后利用灭活

MP

感染其余各组细胞

24h

。 通过

MTT

检测各组细胞活力，

LDH

检测细胞损伤率，

流式细胞仪检测细胞凋亡率。 结果：与空白对照组比较，模型组细胞活力显著降低（

P＜0.05

），

LDH

释放、细胞凋亡百分比

显著增加（

P＜0.05

）；与模型组比较，麻杏石甘汤

10μL

与

20μL

组细胞活力显著提高（

P＜0.05

），

LDH

释放、细胞凋亡百分

比显著降低（

P＜0.05

）。 结论：麻杏石甘汤能对抗

MP

引起的

RAW246.7

细胞活力下降，抑制

MP

诱导的

RAW246.7

细胞凋

亡，对细胞具有明显的保护作用。
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