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  摘 要:
 

为探究药食同源活性成分天麻素(Gastrodin,GAS)与灵芝三萜(Ganoderma
 

lucidum
 

triterpenoids,
GLT)的组合物在阿尔茨海默病(Alzheimer's

 

disease,AD)中的作用及机制,采用网络药理学方法分析GAS与GLT
在AD中的潜在作用靶点及其相关信号通路,通过CCK-8及氧化应激实验探究GAS与GLT对细胞活力及氧化应

激状态影响,并通过Western
 

blotting与RT-qPCR技术分析糖原合成酶激酶-3β(Glycogen
 

synthase
 

kinase-3β,
 

GSK-
3β)、p-Tau(Thr181)和p-Tau(Ser396)的蛋白含量及mRNA表达水平的变化情况。结果表明:40

 

μg/mL
 

GAS与20
 

μg/mL
 

GLT按照1∶1、1∶2、2∶1体积比制备的组合物可逆转β-淀粉样蛋白25-35(Aβ25-35)引起的AD细胞模型氧化应

激损伤并抑制细胞凋亡(P<0.05);组合物体积比为2∶1时能够抑制GSK-3β蛋白活化,缓解p-Tau(Thr181)和

p-Tau(Ser396)的异常磷酸化(P<0.05);GAS与GLT组合物可显著减轻Aβ引发的氧化应激反应、抑制细胞凋亡,
并抑制Tau蛋白的过度磷酸化。该研究为利用药食同源活性成分发挥协同效开展AD预防与治疗提供了新思路。
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Abstract:
  

To
 

explore
 

the
 

role
 

and
 

mechanism
 

of
 

the
 

composition
 

of
 

Gastrodin
 

(GAS)
 

and
 

Ganoderma
 

lucidum
 

triterpenoids
 

(GLT),
 

the
 

medicine-food
 

homologous
 

active
 

components,
 

in
 

Alzheimer's
 

disease
 

(AD),
 

a
 

network
 

pharmacology
 

approach
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

potential
 

action
 

targets
 

and
 

related
 

signaling
 

pathways
 

of
 

GAS
 

and
 

GLT
 

in
 

AD.
 

Subsequently,
 

CCK-8
 

assay
 

and
 

oxidative
 

stress
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

GAS
 

and
 

GLT
 

on
 

cell
 

viability
 

and
 

oxidative
 

stress
 

status.
 

Moreover,
 

Western
 

blotting
 

and
 

RT-qPCR
 

techniques
 

were
 

employed
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

in
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3β
 

(GSK-3β)
 

and
 

p-Tau
 

(Thr181
 

and
 

Ser396).
 

The
 

results
 

demonstrated
 

that
 

the
 

compositions
 

prepared
 

with
 

40
 

μg/mL
 

GAS
 

and
 

20
 

μg/mL
 

GLT
 

at
 

volume
 

ratios
 

of
 

1∶1,
 

1∶2
 

and
 

2∶1
 

could
 

reverse
 

the
 

oxidative
 

stress
 

damage
 

induced
 

by
 

β-amyloid
 

25-35
 

(Aβ25-35)
 

in
 



the
 

AD
 

cell
 

model
 

and
 

inhibit
 

cell
 

apoptosis
 

(P<0.05).
 

Meanwhile,
 

the
 

2∶1
 

volume
 

ratio
 

composition
 

inhibited
 

the
 

activation
 

of
 

GSK-3β
 

protein
 

and
 

effectively
 

alleviated
 

the
 

abnormal
 

phosphorylation
 

of
 

p-Tau
 

(Thr181
 

and
 

Ser396)
 

(P<0.05).
 

In
 

conclusion,
 

the
 

composition
 

of
 

GAS
 

and
 

GLT
 

could
 

significantly
 

alleviate
 

Aβ-induced
 

oxidative
 

stress,
 

inhibit
 

cell
 

apoptosis,
 

and
 

suppress
 

the
 

hyperphosphorylation
 

of
 

Tau
 

protein
 

via.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

novel
 

strategy
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

AD
 

by
 

leveraging
 

the
 

synergistic
 

effects
 

of
 

active
 

components
 

derived
 

from
 

medicine-food
 

homology.
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0 引
 

言

  阿尔茨海默病(Alzheimer's
 

disease,AD)作为

一种神经退行性疾病,患病初期出现轻度认知障碍,
无其他明显临床症状,发病进程可持续15~25年;
疾病晚期,患者会出现记忆、语言、认知和解决问题

能力的丧失等症状,并伴有行为改变[1-2]。随着人类

寿命的延长,老龄化社会进程加剧,阿尔茨海默病的

患病率亦持续上升。截至2020年,全球AD患病人

数超过5800万人,预计2050年将增至1.52亿

人[3]。AD的发病机制极为复杂,目前已形成几大

主流假说,包括胆碱能假说、Tau蛋白异常磷酸化假

说、淀粉样蛋白假说、谷氨酸兴奋毒性假说、线粒体

级联假说等[4-5]。AD的主要病理特征为神经炎斑

和神 经 原 纤 维 缠 结 (Neurofibrillary
 

tangles,
NFTs),其中神经炎斑的核心原因为β-淀粉样蛋白

(Amyloid
 

β-protein,Aβ)异常沉积;神经炎斑周围

常伴有营养不良的神经突起、星型胶质细胞和激活

的小胶质细胞,这是AD最具特征性的病理性改变,
也是确诊AD的重要依据。近年来,Aβ沉积和Tau
蛋白磷酸化相关研究已逐渐成为解析AD机制的重

点方向。研究表明,Aβ的大量沉积会干扰突触信号

传导,影响认知功能[6];Tau的蛋白过度磷酸化导致

NFTs增多,加重痴呆症状;Aβ蛋白异常沉积与过

度磷酸化的Tau蛋白存在相互作用,共同推动疾病

的进展[7-8]。此外,氧化应激不仅是AD的早期症

状,也是导致Tau蛋白过度磷酸化的重要因素[9-10]。
天麻 (Gastrodia

 

elata)为 兰 科 植 物 天 麻

Gastrodia
 

elata的块茎,富含天麻素、天麻多糖和生

物碱等多种活性成分,其中天麻素(Gastrodin,
 

GAS)是其主要成分之一[11-12]。现代药理学研究表

明,天麻具有改善记忆、缓解认知障碍、发挥神经保

护作用以及具有治疗失眠和头晕等功效[13];此外,
GAS对AD、帕金森病与血管性痴呆具有明显改善

效果[14-16]。近年来,越来越多的证据表明GAS在

AD的防治中发挥重要作用。Zhao等[17]发现,在

Aβ1-42诱导的 AD小鼠模型中,GAS可通过提高

SOD的活性增强细胞活力;Wang等[18]证实,GAS
能有效降低AD模型小鼠的神经炎症,并改善AD
小鼠的学习和空间记忆能力。

灵芝(Ganoderma
 

lucidum)通常指赤芝和紫芝

的干燥子实体,具有镇静催眠、神经保护、抗氧化、抗
癫痫、抗抑郁和改善记忆力等药理作用[19-20]。灵芝

的主要活性成分为三萜类化合物,并含有多糖、蛋白

质、类固醇和生物碱等多种成分[21]。灵芝提取物在

AD防治中可抑制Tau蛋白过度磷酸化和Aβ形

成,调节NF-κB/MAPK信号通路,抑制神经细胞凋

亡和乙酰胆碱酯酶活性,并影响活化的小胶质细胞,
调节免疫系统[22-24]。此外,灵芝通过下调BCL-2相

关X蛋白(BCL2-associated
 

X
 

protein
 

Gene,Bax)
表达和抑制糖原合酶激酶-3(Glycogen

 

synthase
 

kinase-3,GSK-3)活性,进一步抑制细胞凋亡和Tau
蛋白过度磷酸化[25-26]。灵芝还具有抗氧化和抗凋亡

作用,对 肝 脏 具 有 保 护 效 果[27-28]。灵 芝 三 萜

(Ganoderma
 

lucidum
 

triterpenoids,GLT)是灵芝

中的三萜类化合物,包含灵芝酸A、C2、F等多种成

分。据报道,GLT具有广泛的生物活性,如抗肿瘤、
抗氧化与免疫调节等[29];GLT能够通过促进细胞

增殖、抑制氧化应激损伤及ROCK信号通路改善小

鼠认知障碍[30]。
GSK-3是一种生物体内普遍表达的丝氨酸-苏

氨酸激酶,参与调控多种细胞关键通路。其中,
GSK-3β是中枢神经系统中的主要亚型,与AD密切

相关。GSK-3β的表达异常会加剧Aβ和Tau的神

经毒性,并影响突触可塑性和神经炎症[31]。Aβ由

APP经BACE-1和γ-分泌酶切割产生,其中APP
与PS1(γ-分泌酶的催化亚基之一)均为GSK-3β的

底物。GSK-3β活性升高会促进APP异常裂解,增
加Aβ生成与沉积[32];GSK-3β也是介导Tau蛋白

磷酸化的重要激酶。同时,GSK-3β活性的降低可

以减少Tau蛋白过度磷酸化,Jackson等[33]通过研

究证明,GSK-3β的异常上调Tau聚集体的积累呈
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正相关。GSK-3β与早老素-1(PS-1)结合时产生突

变体PS-1,突变体PS-1的表达可增加细胞中GSK-
3β活性和Tau蛋白过度磷酸化[34]。在AD小鼠模

型中,使用GSK-3β抑制剂可减少Aβ沉积及Tau
蛋白过度磷酸化,并改善小鼠认知功能障碍[35-37]。

为深入探讨天麻素与灵芝三萜的组合物对以人

神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y)构建的AD细胞模

型的作用及机制,本文通过网络药理学分析该组合

物在AD中的潜在靶点和相关信号通路,通过开展

细胞实验,探究组合物对AD细胞模型中氧化应激

指标丙二醛(Malonaldehyde,MDA)、超氧化物歧化

酶(Superoxide
 

Dismutase,SOD)活性、总抗氧化能

力(Total
 

Antioxidant
 

Capacity,T-AOC)、细胞凋

亡、AD关键蛋白GSK-3β、Tau和p-Tau(Thr181、
Ser396)的影响,揭示该组合物对AD病理过程的作

用机制,以阐明天麻素与灵芝三萜组合物在AD中

的作用及分子机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 细 胞

  人神经母细胞瘤细胞(SH-SY5Y)购自美国菌

种保 藏 中 心(American
 

type
 

culture
 

collection,
ATCC)。

1.1.2 主要试剂

  β-淀粉样蛋白25-35(Aβ25-35)(HY-P0128),购

自MCE公司;六氟异丙醇(HFIP)(H811027),购自

上海麦克林生化科技有限公司;GAS(纯度98%),
购自 阿 拉 丁 生 物 有 限 公 司;灵 芝 三 萜 (含 量

25.06%),购自西安世泽源生物有限公司;DMEM-
F12培养基,购自维森特生物有限公司;p-Tau
(Ser396)抗 体 (ab32057),购 自 Abcam 公 司;
GAPDH 抗 体、Tau 抗 体 (66499-1-Ig)、p-Tau
(Thr181)抗 体 (28866-1-AP)和 GSK-3β 抗 体

(67329-1-Ig),均购自武汉三鹰生物技术有限公司;
丙二醛(MDA)试剂盒(BC0025)、总抗氧化能力(T-
AOC)试剂盒(BC1310),均购自北京索莱宝科技有

限公司;超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒(S0101M)、
DMSO(二甲亚砜,ST038-100ml)、BSA(牛血清白

蛋白,ST023-200g)均购自上海碧云天生物技术有

限公司;CCK-8试剂盒(A311-01),购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司;Annexin
 

V-FITC细胞凋

亡检测试剂盒(K2003),购自APExBIO公司。

1.2 网络药理学分析

  通过TCMSP、TCMID等数据库确定灵芝三萜

主要成分,并利用Pubchem数据库获得GAS、GLT
主要成分对应的Canonical

 

SMILES;通过Swiss
 

target
 

prediction数据库,分别获得GAS和GLT可

能发挥作用的靶蛋白,并利用OMIM、Genecard数

据库筛选AD相关的靶标基因;通过Venny2.1在

线平台分析,获取药物与疾病的交集靶点;利用

STRING数据库绘制PPI网络,使用Cytoscape对

PPI网络中的关键蛋白进行筛选;结合GO、KEGG
富集分析,预测GAS和GLT可能作用于AD的相

关通路。
1.3 细胞活力检测

  采用CCK-8实验检测细胞活力,将SH-SY5Y
细胞按照2

 

×104 个/孔的数量接种于96孔板中,
孵育24

 

h;在避光条件下更换为含有体积分数为

10%
 

CCK-8试剂的DMEM-F12培养基,37
 

℃孵育

1~4
 

h,随后使用酶标仪(FLUOstar
 

Omega,BMG
 

Labtech
 

GmbH,德国)在450
 

nm 波长下测定吸

光值。
1.4 AD细胞模型构建

  将1
 

mg
 

Aβ25-35 冻干粉末用
 

220
 

μL六氟异丙

醇(HFIP)静置溶解1
 

h,在超净台中蒸发去除

HFIP,使Aβ25-35 成为均匀肽膜附着于管壁。加入

含有体积分数为10%的
 

DMSO的PBS溶液,冰浴

超声溶解肽膜,随后置于4
 

℃
 

存放7~14
 

d令其寡

聚化。将SH-SY5Y细胞接种于孔板中,24
 

h后加

入20
 

μmol/L寡聚Aβ25-35 溶液作用24
 

h,建立AD
细胞模型。
1.5 细胞氧化应激检测

  将SH-SY5Y细胞按照6×105 个/孔的数量接

种于6孔板中,按照1.4方法构建AD细胞模型,随
后分别加入质量浓度为20、40

 

μg/mL和80
 

μg/mL
的GAS与GLT继续培养24

 

h。弃上清,PBS洗涤

细胞3次,后续按照丙二醛(MDA)、超氧化物歧化

酶(SOD)活性、总抗氧化能力(T-AOC)检测试剂盒

说明书进行检测。
1.6 细胞凋亡检测

  收集(0.5~1.0)×106 个细胞,用500
 

μL的1×
Binding

 

Buffer重悬细胞,并加入5
 

μL
 

Propidium
 

Iodide和5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC,混合均匀,室温避

光孵育10~20
 

min。使用流式细胞仪(NovoCyte
 

Advanteon,安捷伦科技有限公司,美国)分析细胞,
并采用Flowjo软件处理数据。
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1.7 实时荧光定量PCR分析

  根据反转录试剂盒说明书步骤,将RNA逆转

录为cDNA;按照Hieff􀆿qPCR
 

SYBR
 

green
 

master
 

mix(No
 

Rox)试剂盒说明书进行反应体系配制,使
用荧光定量PCR仪(qTower3G,耶拿分析仪器有限

公司,德国)进行分析,所用引物序列如表1所示。
表1 RT-qPCR引物

基因 序列(5'-3')
GSK-3β

 

Forward GCCCAGAACCACCTCCTTTGC
GSK-3β

 

Reverse CACCTTGCTGCCGTCCTTGTC
GAPDH

 

Forward GTGGACCTGACCTGCCGTCTAG
GAPDH

 

Reverse GAGTGGGTGTCGCTGTTGAAGTC

1.8 蛋白表达量检测

  将细胞样品使用预冷PBS洗涤3次,将细胞裂

解液、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂混合液按照体积

比100∶1∶1混合进行样品裂解,提取蛋白,并使用

BCA试剂盒检测样品蛋白浓度。采用SDS-PAGE
(十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳)技术分离蛋

白,再将蛋白转移至PVDF(聚偏二氟乙烯)膜上;使
用质量分数为5%的牛血清白蛋白(BSA)室温封闭

2
 

h,随后加入一抗4
 

℃过夜孵育;TBST(Tris-
Buffered

 

saline
 

with
 

Tween-20,三羟甲基氨基甲烷

缓冲液)清洗3次,每次5
 

min;二抗于室温孵育1
 

h;TBST清洗3次,每次5
 

min;采用ECL发光试剂

盒显色检测条带。
1.9 统计分析

  所有数据采用
 

GraphPad
 

Prism
 

10.1.2
 

软件进

行单因素方差分析;实验数据以平均值±标准差

(mean±SD)表示,所有实验均独立重复至少
 

3
 

次,
当P<0.05时差异具有统计学意义。

2 结果与讨论

2.1 GAS、GLT作用于AD的靶点分析

  运用网络药理学分析,对GAS、GLT治疗AD
的相关靶点进行预测,结果如图1所示。由图1
(a)—(b)可知:Swiss

 

target
 

prediction数据库预测

GAS作用靶点共100个,GLT作用靶点共227个;
通过GeneCards(Relevance

 

score>10)数据库查询

AD相关靶点共2449个;利用
 

Venny2.1在线平台

得到GAS对AD的潜在作用靶点共计54个,GLT
对AD的潜在作用靶点共计123个。图1(c)显示:
GAS与GLT共同作用于AD的靶点共计27个。

GAS可能作用于 AD 的关键靶点结果如

图2(a)所示。由图2(a)可知:经筛选后,GAS可能

作用 于 AD 的 核 心 靶 点 共 有 8 个,主 要 包 括

GAPDH、半胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶3(Caspase
 

3,
CASP3)、丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

 

1(Mitogen-
activated

 

protein
 

kinase
 

1,MAPK1)、表皮生长因子

受体(Epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)、
GSK-3β等。由图2(b)可知:经筛选后GLT可能作

用于AD的核心靶点共11个,主要包括肿瘤坏死因

子(tumor
 

necrosis
 

factor,TNF)、CASP3、蛋白激酶

B1(Akt1)、丝裂原活化蛋白激酶3(MAPK3)等。
由图2(c)可知:经筛选后

 

GAS与GLT共同可能作

用于AD的核心靶点共有9个,主要包括EGFR、
GSK-3β、CASP3等。综合分析表明,GSK-3β可能

是组合物作用于AD的核心靶点。

图1 韦恩分析图

2.2 GAS、GLT与AD的KEGG、GO富集分析

  针对 GAS、GLT 与 AD 的交集靶点开展

KEGG和GO富集分析,结果如图3所示。KEGG
分析以P 值由小到大取排名前二十的KEGG通

路,并以气泡图的形式进行数据可视化展示,气泡值

越大表明富集程度越高,气泡颜色越深且P 值越

小,其显著性就越高。
由图3(a)可知:在GAS与AD的核心靶点富

集分析结果中,生物过程(Biological
 

process,BP)主
要涉及蛋白水解、凋亡过程等;细胞成分(Cellular

 

component,CC)主要富集了细胞外基质,细胞质膜、
细胞液泡等组分;分子功能(Molecular

 

function,
MF)主要涉及参与凋亡过程的半胱氨酸型内肽酶

活性,半胱氨酸型内肽酶活性参与细胞凋亡信号通

725第4期 杨雪玢等:天麻素与灵芝三萜组合物对阿尔茨海默病细胞模型GSK-3β通路的作用及机制



路等。由图3(b)可知:GAS与AD交集靶点所涉及

的信号通路主要包括TNF信号通路和细胞凋亡。
从图3(c)可知:在GLT与AD的核心靶点富集分

析结果中,BP主要涉及蛋白水解、信号转导对细胞

凋亡过程的正调控与负调控、细胞凋亡过程等;CC
主要富集到细胞质、细胞核、细胞质膜等;MF主要

涉及内肽酶活性、多肽酶活性、丝氨酸型内肽酶活性

等。从图3(d)可知:GLT与AD交集靶点所涉及的

信号通路包括TNF信号通路、细胞凋亡、炎症。从

图3(e)可知:对GAS、GLT与AD共同作用的核心

靶点进行分析,BP主要涉及胶原蛋白分解代谢过

程、细胞凋亡的执行、蛋白质加工;CC主要富集到

细胞外基质、细胞质等;MF主要包括肽链内切酶活

性、半胱氨酸型和丝氨酸型内肽酶活性等。从图3
(f)可知:三者交集靶点所涉及的信号通路包括细胞

凋亡和胰岛素信号通路等。

图2 PPI网络分析图

  综上,GO
 

和
 

KEGG
 

富集分析结果显示,GAS
 

干预

AD的潜在机制可能与蛋白激酶活性调控、细胞凋亡信

号通路等密切相关;而GLT作用于AD的关键通路则主

要涉及细胞凋亡信号通路、炎症反应等生物学过程。
网络药理学认为,药物可通过作用于多个靶点

发挥治疗作用[38]。使用多种药物可通过不同机制

作用于同一信号通路,从而以协同的作用方式靶向

该通路中的关键蛋白。本文通过利用网络药理学分

析,快速筛选组合物可能作用于AD的关键靶点,为
后续研究奠定基础。
2.3 GAS、GLT对细胞活力的影响

  采用CCK-8法测定20、40、80、160
 

μg/mL和

320
 

μg/mL的GAS与GLT对SH-SY5Y细胞活力

影响,结果如图4所示。从图4可知:GAS质量浓

度在20~80
 

μg/mL时,细胞活力未受影响;当
GAS质量浓度达到160

 

μg/mL时,细胞活力略有
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下降,但不具有显著性差异;当GLT质量浓度达到

160
 

μg/mL时,细胞活力有所下降(P<0.05);因此

后续实验选择质量浓度为20、40
 

μg/mL和80
 

μg/
mL的GAS和GLT进行研究。

图3 KEGG与GO富集分析图

2.4 GAS、GLT逆转AD细胞模型氧化应激损伤

  选择质量浓度分别为20、40、80
 

μg/mL的

GAS与 GLT,分别作用于 AD 细胞模型,检测

MDA、T-AOC、SOD指标变化,探究GAS与GLT
在AD细胞模型中的最适作用浓度,结果如图5所

示。由图5(a)—(c)可知:经一定质量浓度的GAS
处理后,MDA、T-AOC、SOD均呈现不同程度的恢

复,其中40
 

μg/mL
 

GAS可逆转由Aβ25-35 诱导的

MDA含量升高及T-AOC水平降低(P<0.05);40
 

μg/mL与80
 

μg/mL
 

GAS处理组细胞的SOD水平
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均显著高于AD细胞模型组(P<0.05);以上结果

表明,GAS在一定程度上能减轻AD细胞模型的氧

化应激损伤,且40
 

μg/mL为最适作用质量浓度。由

图5(d)—(f)可知:经一定质量浓度的GLT处理后,
20

 

μg/mL
 

GLT可显著抑制AD细胞模型中的MDA

产生(P<0.05),并显著提高T-AOC和SOD水平
 

(P<0.05);当GLT质量浓度增加到40
 

μg/mL和80
 

μg/mL时,MDA和T-AOC水平变化无统计学差异,
因此选择40

 

μg/mL
 

GAS及20
 

μg/mL
 

GLT进行后

续GAS与GLT组合物作用机制的探究。

图4 GAS、GLT处理后SH-SY5Y细胞活力变化直方图

注:#P<0.05,相较于正常组。

图5 GAS、GLT对AD细胞模型氧化应激指标变化直方图

注:#P<0.05,##P<0.01,相较于正常组;*P<0.05,ns:no
 

significant,相较于AD模型组。

2.5 GAS、GLT组合物对细胞活力的影响

  选择40
 

μg/mL
 

GAS与20
 

μg/mL
 

GLT按体

积比1∶1、1∶2、2∶1进行组合,探究组合物对细胞活

力影响。细胞经 GAS与 GLT组合物作用24
 

h
后,细胞活力变化如图6所示。由图6可知:与正

常组及单独使用GAS、GLT组相比,各比例组合

物处理组的细胞活力均未呈现显著差异,表明二

者联用不会对细胞活力造成损害。
2.6 GAS、GLT组合物逆转AD细胞模型氧化应激

损伤

  检测经GAS、GLT组合物处理后的细胞中

MDA、T-AOC、SOD表达水平变化,结果如图7所
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示。由图7(a)—(c)可知:与 AD细胞模型组相

比,不同体积比制备的组合物对细胞氧化应激损

伤仍具有一定的保护作用,当组合物体积比为1∶2、
2∶1时,MDA水平明显降低(P<0.05);组合物体积

比为1∶1、1∶2时可显著提高细胞T-AOC水平及

SOD活性(P<0.05)。活性氧(ROS)过量积累会

损伤细胞生物大分子,导致线粒体功能障碍和中枢

神经元凋亡[39-40]。小檗碱可抑制 AD小鼠模型

ROS和MDA过度生成,缓解氧化应激,并改善神

经元损伤[41]。本文研究证实,GAS、GLT组合物同

样通过逆转AD细胞模型的氧化应激损伤发挥神经

保护作用。 图6 组合物对SH-SY5Y细胞活力影响

图7 组合物对AD细胞模型氧化应激指标变化直方图

注:#P<0.05,##P<0.01,相较于正常组;*P<0.05,**P<0.01,ns:no
 

significant,相较于AD模型组。

2.7 GAS、GLT组合物抑制AD细胞模型凋亡

  相关研究表明,Aβ25-35 会诱导细胞产生凋亡,

促使AD的发生[42]。通过流式细胞仪检测组合

物对AD细胞的抗凋亡影响,结果如图8—9所

示。由图8可知:与正常组相比,AD细胞模型的

凋亡率增加7.45%;经药物处理后,GAS、GLT
与组合物组的细胞凋亡率皆有下降,其中组合物

体积比为2∶1时,细胞的凋亡率降低4.71%,说

明组合物处理后对细胞凋亡具有一定的保护作

用。Aβ诱导所产生的神经毒性可以引发氧化应

激,导致神经元丢失及组织损伤。氧化应激发生

时,SOD活性降低
 

MDA积累,进而促进细胞凋

亡[43-44]。中药成分可抑制细胞凋亡,减轻神经元

损伤和
 

AD病理现象[45-46]。上述结果表明,GAS
与GLT组合物能有效抑制 Aβ25-35 诱导的细胞

凋亡。
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图8 GAS、GLT及其组合物对AD细胞模型凋亡流式图

图9 GAS、GLT及其组合物对AD细胞模型凋亡直方图

2.8 GAS、GLT组合物对AD细胞模型中Tau蛋白

磷酸化水平的影响

  研究证实,Tau
 

蛋白过度磷酸化与
 

AD
 

的发生发

展密切相关。因此,本文探讨了该组合物干预对AD
细胞模型中

 

Tau
 

蛋白(Ser396、Thr181
 

位点)磷酸化

水平的影响。结果如图10所示。从图10可知:在
Aβ25-35诱导24

 

h后,AD细胞模型中Tau蛋白Ser396
和Thr181位点磷酸化水平显著升高(P<0.05),40

 

μg/mL
 

GAS可显著抑制该过度磷酸化
 

(P<0.05),
而GLT单独作用无显著作用;在GAS与GLT联用

时,仅特定比例(尤其是2∶1)能显著减少Ser396位点

磷酸化(P<0.05),Thr181位点磷酸化仅在2∶1比例

下呈显著下调
 

(P<0.05)。结果表明,当组合物体积

比为2∶1时可通过抑制Tau蛋白Ser396/Thr181过度

磷酸化改善AD细胞模型的病理状态。该效应可能

与GSK-3β通路相关:Aβ通过激活GSK-3β,进而促进

Tau蛋白磷酸化、APP异常代谢及Aβ的生成,加剧

神经元死亡[47]。本文证明GAS与GLT组合物通过

抑制GSK-3β活性,减轻Aβ诱导的Tau蛋白过度磷

酸化,发挥神经保护作用。
2.9 GAS、GLT组合物对AD细胞模型GSK-3β通

路的影响

  上述实验结果证明,该组合物在一定程度上能

够下调AD
 

细胞模型的氧化应激、细胞凋亡水平;并
结合已确定的最适单药浓度(40

 

μg/mL
 

GAS、20
 

μg/mL
 

GLT),选取体积比为2∶1的GAS、GLT组

合物,探究其对AD细胞模型中GSK-3β的mRNA
转录水平及蛋白水平调控作用,并通过 WB及RT-
qPCR实验对通路相关信号分子进行检测,结果如

图11所示。从图11可知:在Aβ25-35 作用24
 

h后,
GSK-3β蛋白表达水平显著上升(P<0.05),单独药

物处理组的GSK-3β蛋白表达水平无显著差异,而
组合物处理组的GSK-3β在mRNA转录水平和蛋

白水平均有显著下调(P<0.05),这表明组合物处

理对AD细胞模型中的GSK-3β具有下调作用,且
效果明显优于单独药物组。
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图10 组合物对AD细胞模型中p-Tau相对蛋白表达示意图

注:#P<0.05,##P<0.01,相较于正常组;*P<0.05,**P<0.01,ns:no
 

significant,相较于AD模型组。

图11 组合物对AD细胞模型中GSK-3β蛋白及mRNA表达水平示意图

注:#P<0.05,##P<0.01,相较于正常组;*p<0.05,ns:no
 

significant,相较于AD模型组。
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3 结 论

  本文运用网络药理学分析并结合细胞实验,利
用Aβ25-35诱导SH-SY5Y构建AD细胞模型,探究

GAS与GLT组合物对AD模型细胞的神经保护作

用及其通过调控GSK-3β信号通路改善AD病理变

化的分子机制,主要结论如下:
a)GSK-3β信号通路是天麻素与灵芝三萜组合

物调控AD的潜在关键靶点;
b)天麻素与灵芝三萜组合物能够有效逆转

Aβ25-35诱导的细胞氧化应激损伤,抑制细胞凋亡;
c)天麻素与灵芝三萜组合物通过调控GSK-3β

信号通路,抑制Tau蛋白过度磷酸化,从而发挥对

AD细胞模型的保护作用。
本文初步阐明了GAS与GLT组合物在调控

AD病理进程中GSK-3β信号通路的作用机制,为其

通过协同效应发挥药食同源活性以及预防和治疗

AD提供了理论依据。
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团队介绍
盛清教授学术团队专注于中药在阿尔茨海默病等的防治研究,主要研究方向包括药食同源中药活性成分分析与功能研

究、健脑功能食品研发等。盛清,中国生物化学与分子生物学会理事,浙江省生物化学与分子生物学学会常务理事,浙江省营

养学会副理事长;2009年12月获浙江大学生物化工博士学位,2010年4月—2012年4月完成清华大学博士后研究,加州大

学旧金山分校访问学者。团队承担各类科技项目10余项,发表SCI论文50余篇,申请或授权发明专利8项。团队近年来在

中药特异miRNA跨界调控作用机制研究领域取得突破性进展,鉴定了38个天麻特有的全新miRNAs,发现并证实多个全新

天麻特异miRNA在天麻中稳定且高表达,并筛选出靶向阿尔茨海默病相关信号通路的miRNA;此外,深入开展灵芝、天麻中

活性成分对衰老和神经退行性疾病的作用及机制研究,初步阐明了灵芝三萜、天麻素对阿尔茨海默病中Tau蛋白过度磷酸化

的抑制作用及机制。
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