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［摘要］ 目的:信号通路糖原合成酶激酶-3β(GSK-3β) 在 β 淀粉样蛋白(Aβ) 损伤脑微血管内皮细胞分泌 Tau 蛋白中的作

用及通心络干预作用研究。方法:采用人脑微血管内皮细胞，随机分为正常组、模型组、通心络 3 个剂量组，通心络组细胞经通

心络预处理 6 h 后，除正常组，各组加入终浓度为 20 μmol·L － 1
的 Aβ1-42 干预 24 h 诱导细胞损伤，检测经处理后内皮细胞上清

液中 Tau 蛋白表达及内皮细胞中 Tau 蛋白及其信号通路 GSK-3β 的表 达 情 况。结 果:模 型 组 内 皮 细 胞 中 Tau 蛋 白 及 其 信 号 通

路 GSK-3β 的表达均增强，通心络组 Tau 蛋白表 达 及 其 信 号 通 路 GSK-3β 的 表 达 均 减 弱。结 论:Aβ1-42 可 通 过 信 号 通 路 GSK-3β

增强 Tau 蛋白的表达，而通心络降低 Aβ1-42 损伤的人脑微血管内皮细胞 Tau 蛋白表达可能通过抑制信号通路 GSK-3β 表达而

实现的。
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阿尔 茨 海 默 病 (Alzheimer disease，AD) 为 一 种

退行性中枢神经系统疾病，其中 β 淀粉样蛋白(Aβ)

是各种原因诱发 AD 共同通路
［1］。其可促使 Tau 蛋

白大量分泌，体外研究也证实凝聚态的 Aβ1-40 ，Aβ1-42

或其活性片段 Aβ25-35 能导致 Tau 蛋白在特定位点的

磷酸化增多
［2］。过度磷酸化的 Tau 蛋白在细胞内的

聚集是许多神经变性的特征，并被 共 认 为 是 老 年 人

群中大部分痴呆疾病的病因
［3］。

通心 络 在 临 床 治 疗 AD 40 例，总 有 效 率 达

98. 3% ［4］。并可对抗 Aβ23-35 的神经毒性作用
［5］。实

验中，我们用 Aβ1-42 诱导脑微血管内 皮 细 胞 损 伤，观

察信号通路 GSK-3β 在 Tau 被诱导表达中的作用，运

用通心络作为 干 预 研 究，以 探 索 AD 发 病 机 制 及 其

药物治疗途径和靶点。
1 材料

1. 1 药物 通心络药粉，石家庄以岭药业股份有限

公司，批号 070901。

1. 2 主要试 剂 Aβ1-42 ( 国 家 疾 病 预 防 与 控 制 中 心

病毒学研究所馈赠) ，人脑微血管内皮细胞株 ( 美国

ATCC 公司) ，Tau 蛋白检测 ELISA 试剂盒( 美国 blue
gene 公 司 ) ，Tau，GSK-3β 抗 体 ( Santa cruz
Biotechnology 公司)。
2 方法

2. 1 人脑微血管内皮细 胞 复 苏 人 脑 微 血 管 内 皮

细胞株，将其用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基转

移至细胞培养瓶中，置 37 ℃ ，5% CO2 培养箱中继续

传代培养，待 细 胞 生 长 至 融 合 状 态 后 用 0. 5% 胰 蛋

白酶消化传代备用。
2. 2 通心络药粉的配置 先用无血清 DMEM 配制

成 50 mg·mL － 1
母液，分装，－ 20 ℃ 冻存，用前无血

清 DMEM 稀释。
2. 3 淀粉样蛋白的 老 化 处 理 将 Aβ1-42 1 mg 溶 解

在 1 mL 的 DMEM 培养基中，置于 37 ℃ 孵箱中孵育

7 d，使其成为凝聚状态，然后 － 20 ℃ 贮存备用。
2. 4 Aβ1-42 损伤人脑微血管内皮细胞的量效关系

待人脑微血管内皮细胞生长状 态 良 好 时，取 对 数 生

长期的人脑微 血 管 内 皮 细 胞 以 1 × 105
个 /mL 密 度

接种于 96 孔 板，实 验 分 为①空 白 对 照 组: 用 10%
FBS 的 DMEM 培养基培养 24 h 后进行检测;②模型

组:细胞培养后，加入终浓度 为 20 μmol·L － 1 Aβ1-42

作用 24 h 诱导细胞损伤;③通心络组:细胞培养后，

分别加入终浓度为 100，200，400 mg·L － 1
的通心络
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预处理 6 h，换 培 养 液，并 加 入 终 浓 度 为 20 μmol·
L － 1Aβ1-42 作用 24 h 诱导细胞损伤

［6］。
2. 5 Aβ1-42 损伤人脑微血 管 内 皮 细 胞 上 清 液 中 Tau
蛋白表达 实验结束后，收集各组细胞培养液，离心

取上清液，ELISA 法检测 Tau 蛋白的分泌情况，步骤

按试剂盒说明书进行。
2. 6 Aβ1-42 损伤人脑微血 管 内 皮 细 胞 上 清 液 中 Tau
蛋白、GSK-3β 表达 实验结束提取各组内皮细胞蛋

白，各组取 3 0 μg 样品蛋白行 10% SDS-聚丙烯酰氨

凝胶电泳(100 V，3 h) 后，转入硝酸纤维素膜。应用

5% 的 脱 脂 奶 粉 ( TBST 稀 释，pH7. 4) 室 温 封 闭 硝 酸

纤维素膜 1 h，加入 1∶ 500 稀释的 Tau 特异性兔抗多

克隆抗 体、GSK-3β 多 克 隆 抗 体，4 ℃ 密 封 过 夜。次

日，TBST 振 荡 洗 膜 后，应 用 荧 光 兔 源 二 抗 孵 育 1. 5
h，应用 TBST 振 荡 洗 膜 后，再 经 TBS 洗 膜 一 次，上

odyssey 扫膜仪上成像分析，判断 Tau 的诱导情况。
3 结果

3. 1 人脑微血管 内 皮 细 胞 培 养 液 中 Tau 表 达 结

果表明，与正 常 组 比 较，模 型 组 Tau 蛋 白 表 达 增 多

(P < 0. 01) ，通 心 络 大 剂 量 可 降 低 Tau 蛋 白 的 分 泌

(P < 0. 05) ，见表 1。
表 1 通心络对 Aβ 损伤内皮细胞上清液中 Tau 分泌的影响(珋x ± s)

组别 Aβ /μmol. L － 1 通心络 /mg·L － 1 Tau / ng·L － 1

正常 － － 5. 98 ± 0. 292)

模型 20 － 8. 88 ± 0. 39

通心络 20 400 6. 25 ± 0. 531)

20 200 7. 74 ± 1. 26

20 100 7. 41 ± 1. 95

注:与模型组相比1) P < 0. 05，2) P < 0. 01。

3. 2 对 Aβ 损伤人脑微血管内皮细胞 Tau 蛋白表达

的影响 结 果 见 图 1。与 正 常 组 细 胞 比 较，模 型 组

Tau 蛋白表达增强(P < 0. 01) ，通心络 3 个剂量组均

可减弱人脑 微 血 管 Tau 蛋 白 的 表 达 (P < 0. 05) ，见

图 1。
3. 3 对 Aβ 损伤人脑微血管内皮细胞中 GSK-3β 蛋

白表达的影响 结果见图 2。
与正常组 比 较，模 型 组 GSK-3β 蛋 白 表 达 增 强

(P < 0. 01) ，通心络 3 个剂量组均可减弱 GSK-3β 蛋

白的表达(P < 0. 01)。
4 讨论

祖国医学中没有 AD 这个病名，但综其以善忘、
呆、傻、愚、笨为主要临床特征临床症状，应属于中医

图 1 通心络对 Aβ 损伤人脑微血管内皮细胞中 Tau 蛋白表达情况

1. 正常组;2 . 模型组;3. 通心络 400 mg·L － 1 组;

4. 通心络 200 mg·L － 1 组;5. 通心络 100 mg·L － 1 组( 图 2 同)

图 2 通心络对 Aβ 损伤人脑微血管内皮细胞中 GSK-3β

蛋白表达情况

老年“呆傻病”范畴，而中医素有“老人多瘀”、“久病

必瘀”、瘀 久 伤 络”“久 病 入 络”之 说，综 合 AD 年 老

体虚，病久 入 络，最 终 应 归 属“络 病”范 畴。通 心 络

( 人参、全 蝎、蜈 蚣、水 蛭、土 鳖 虫、蝉 蜕、酸 枣 仁、降

香、冰片等) 是依据络病理论建立的复方制剂，具有

益气活血，通络活络的 功 效，方 中 用 人 参 补 益 元 气，

元气充足，络气 畅 通，气 旺 血 行，虫 类 药 活 血、化 瘀、
通络，酸枣仁养血安神，降香、冰片引药入络，诸药合

用，达到气旺血行，脑络通畅。
该研究中用凝聚的 Aβ1-42 片 断 诱 导 体 外 培 养 的

人脑微血管 内 皮 细 胞 损 伤，ELISA 检 测 内 皮 细 胞 上

清液中 Tau 蛋白分泌 增 多，蛋 白 免 疫 印 迹 中 发 现 内

皮细胞中 Tau 蛋白 表 达 增 强，而 通 心 络 3 个 剂 量 组

Tau 蛋 白 的 含 量 和 表 达 均 呈 现 不 同 程 度 降 低，表 明

通心络可以在一定意义上抑制 Aβ 对于脑微血管内

的人脑微血管内皮细胞中 Tau 蛋白的诱导。
以往的实验证明 Aβ 可促使 Tau 蛋白大量分泌，

Gotz 小组直接将凝聚态 Aβ1-40 注射 到 高 表 达 人 突 变

型 Tau 蛋白的转 基 因 鼠 海 马，观 察 到 Tau 蛋 白 增 加

了 5 倍，从而 证 明 了 Aβ 和 Tau 蛋 白 之 间 的 因 果 关
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系
［7］。研究表明，Tau 蛋 白 异 常 磷 酸 化 很 可 能 是 凋

亡过程的 始 动 因 素
［8］。信 号 通 路 糖 原 合 酶 激 酶-3

(GSK-3β) 是 Aβ 诱导 Tau 蛋白过度磷酸化中的主要

中介
［9］。D. Muyllaert 等研究表明 GSK-3β 在 Tau 磷

酸化病变和淀粉样沉积过程中可能起重要作用
［10］，

因此针对 GSK-3β 作为老年性痴呆的治疗的靶点治

疗日益备受人们关注。
在实验中我们发现，模型组信号通路分子 GSK-

3β 表达增强，而 通 心 络 3 个 剂 量 组 GSK-3β 表 达 均

降低。GSK-3β 与 Tau 在 实 验 同 一 个 时 间 表 达 的 方

向的一致 性，与 其 在 神 经 元 内 存 在 的 关 系 不 矛 盾，

Tau 作为 GSK-3β 调控的下 游 因 子，其 在 Aβ 诱 导 脑

微血管内皮细胞中蛋白的高度表达很可能同样是通

过这一信号通路实现的，而在蛋白 免 疫 印 迹 中 通 心

络组 GSK-3β 与 Tau 都 出 现 了 表 达 减 弱 的 趋 势，由

此，我们推测通心络可通过下调信号 GSK-3β 进而起

到抑制 Aβ 损伤人脑微血管内皮细胞 Tau 表达，这在

一定程度上会减少过 度 磷 酸 化 的 Tau 蛋 白 产 生，从

而起到防治过度磷酸化的 Tau 蛋白在神经元细胞内

的聚集，而通心络对脑 微 血 管 内 皮 细 胞 内 Tau 表 达

及其表达途径趋势的逆转，可能是 通 心 络 治 疗 老 年

性痴呆的其中一个机制。
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