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重，Wnt1、Wnt3a、Cyclin D1 的表达水平也随之升

高，Wnt1、 Wnt3a、Cyclin D1 的过度表达可能与胃

黏膜癌变倾向呈正相关。维酶素组及胃炎 I 号组

Wnt1、Wnt3、Cyclin D1的表达水平均有不同程度下

降，并以胃炎 I号组疗效最佳。另外，我们发现治疗

组上皮细胞 wnt1、wnt3a蛋白阳性染色面积较染色强

度下降更显著，这可能也是光密度均值无统计学意

义的原因。综上所述，健脾化瘀解毒复方胃炎 I号能

下调 Wnt1、Wnt3a、Cyclin D1 的异常表达，阻断

Wnt信号通路的异常活化，进而抑制胃黏膜上皮细胞

的恶性转变，从而起到防治胃癌前病变的作用。
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茁-细辛醚与冰片对 A茁1-42损伤 PC12细胞自噬相关蛋白 LC3和线粒体功能的影响
薛中峰 1，2，何玉萍 1，方永奇 1（1. 广州中医药大学第一临床医学院，广东 广州 510405；2. 三亚市中医院，海

南 三亚 572000）

摘要：目的 观察 茁-细辛醚与冰片对 茁-淀粉样蛋白 1-42（A茁1-42）诱导 PC12细胞损伤自噬相关蛋白轻链 3（LC3）
的作用，以及对细胞内钙离子浓度和线粒体膜电位（MMP）的影响。方法 体外培养 PC12细胞，茁-细辛醚与冰
片预处理，用终浓度为 1.25 滋mol·L-1 A茁1-42诱导细胞产生自噬，光镜观察细胞形态，3-（4，5-二甲基噻唑-2）-
2，5-二苯基四氮唑溴盐比色法（MTT法）检测细胞活力，流式细胞仪检测 LC3蛋白的表达、细胞内钙离子浓度
及 MMP，电镜观察细胞超微结构。结果 与模型组比较，茁-细辛醚组、冰片组及其 茁-细辛醚+冰片组能提
高细胞活力（P < 0.05），升高 LC3蛋白的含量（P < 0.05），降低细胞内钙离子浓度及升高 MMP（P < 0.05），减
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD） 是一

种以进行性认知能力下降和智力减退为主要临床表

现的中枢神经系统（Central nervous system，CNS）退

行性病变。β-淀粉样蛋白（Amyloidβ-protein，A茁）
在 AD 发 病 过 程 中 起 了 主 要 作 用 [1]。 自 噬

（Autophagy）是一种自降解过程，参与了绝大多数长

半衰期蛋白质和受损细胞器的降解[2]，自噬相关蛋白

轻链 3（Light chain 3，LC3）参与了自噬过程[3]。自噬

与 AD之间关系密切，A茁1-42可以诱导自噬性细胞死

亡[4]。同时，A茁 还能引起大量 Ca2+内流入细胞，并

使线粒体内 Ca2+超载[5]，线粒体膜电位（Mitochondrial

membrane potential，MMP）降低 [6]。研究表明，细胞

内[Ca2+] i的升高和 MMP的降低可能会引起自噬[7]。石

菖蒲是治疗痴呆的核心药物之一[8]，有开窍豁痰、醒

神益智之功效，冰片芳香走窜，功能开窍醒神。许

多治疗脑病和 CNS疾病的中成药中均含有石菖蒲和

冰片。本研究石菖蒲有效成分β-细辛醚与冰片对

Aβ1-42诱导 PC12细胞损伤的细胞活力，自噬相关蛋

白 LC3的作用，及对细胞内钙离子浓度，MMP，自

噬体、线粒体形态的影响，为其配伍使用治疗 AD提

供依据。

1 材料与方法
1.1 药品及试剂 石菖蒲药材，购自广州中医药大学

第一附属医院中药房，经鉴定为天南星科植物石菖

蒲 Acorus tatarinowii Schott的干燥根茎；冰片，广州
市黄埔化工厂，批号：120116；PC12细胞，中国科

学院上海细胞生物学研究所；Aβ1-42，中国上海吉尔

生化有限公司；3-（4，5-二甲基噻唑 -2） -2，5-二

苯基四氮唑溴盐（MTT），美国 Sigma公司；二甲基亚

砜（DMSO），美国 Sigma 公司；Triton X-100，美国

Amresco公司；DMEM高糖培养基、马血清、胎牛血

清，美国 Gibco公司；小鼠抗大鼠 LC3单克隆抗体，

日本 MBL公司；PE标记羊抗小鼠二抗，美国 Santa

少自噬体，保护线粒体形态结构。结论 茁-细辛醚与冰片及其配伍对 A茁1-42诱导的细胞损伤有保护作用。

关键词：茁-细辛醚；冰片；LC3；自噬；阿尔茨海默病；茁-淀粉样蛋白；线粒体
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Effects of 茁-asarone and Borneol on Autophagy -related Protein LC3 and Mitochondrial Function in
PC12 Cells with Injury Induced by A茁1-42

XUE Zhongfeng1，2，HE Yuping1，FANG Yongqi1（1. The First Clinical Medical College，Guangzhou University of

Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China；2. Sanya Traditional Chinese Medicine Hospital，Sanya

572000 Hainan，China）

Abstract： Objective To observe effects of 茁-asarone and borneol on autophagy-related protein light chain 3

（LC3）， calcium concentration and mitochondrial membrane potential（MMP）in PC12 cells with injury induced by

amyloid 茁-protein（A茁1-42）. Methods PC12 cells were cultured in vitro and pretreated by 茁-asarone and borneol.

Autophagy was induced by A茁1-42 at the final concentration of 1.25 滋mol·L-1. Cell morphology was observed under an

inverted microscope. Cell viability was detected by methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）assay. LC3 expression，intracellular

calcium concentration and MMP were measured by flow cytometry. Ultrastructural morphology of PC12 cells was

observed by transmission electron microscope. Results 茁-asarone， borneol and their combination increased cell

viability and LC3 expression（P < 0.05），decreased intracellular calcium concentration（P < 0.05），increased MMP

（P < 0.05），reduced autophagosome，and protected mitochondrial morphology. Conclusion 茁-asarone，borneol and

their combination have protective effect on cell injury induced by A茁1-42.

Keywords：茁-asarone；Borneol；Autophagy-related protein light chain 3；Autophagy；Alzheimer's disease；Amyloid

茁-protein；Mitochondria
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Cruz 公司； Fluo-3/AM 钙离子荧光探针，美国

Biotium公司；Rhodamine 123，美国 Alexis公司。

1.2 仪器 CO2培养箱，美国 Thermo Scientific公司；

移液枪，德国 Eppendorf公司；TDL-5-A型低速离心

机，上海安亭科学仪器厂；电热恒温水浴箱，上海

跃进医疗器械厂；立式灭菌器，山东新华医疗器械

股份有限公司； IX70 型倒置相差显微镜，日本

OLYMPUS 公司；AE-200 型电子分析天平，瑞士

METTLER 公司； ALTRA 型流式细胞仪，美国

Beckman Coulter 公司；H-7650 型透射电镜，日本

HITACHI公司。

1.3 茁-细辛醚制备及冰片纯度检测 提取石菖蒲挥发

油，精制得到 β- 细辛醚，经广州分析测试中心三

大光谱（GC/MS、NMR、IR）检测，证实其成分为β-

细辛醚，纯度为 99.55 %。冰片经 GC检测，证实其

龙脑含量为 97.12 %。药物在使用前用无血清 DMEM

高糖培养基配成所需浓度。

1.4 A茁1-42配制 将 Aβ1-42溶于无菌双去离子水中，

以 100 μmol·L-1 浓度 -20 ℃贮存于无菌 Ep 管中，

使用时取出 1支置于 37 ℃恒温箱内孵育 7 d，进行

老化处理，再用无血清 DMEM高糖培养基稀释至所

需浓度。

1.5 实验分组 随机分为 6组：正常对照组，模型组，

β- 细辛醚组（36 滋mol·L-1），冰片组（36 滋mol·L-1），

β- 细辛醚 + 冰片组（各 36 滋mol·L-1）组，尼莫地平

组（10 滋mol·L-1）。

1.6 A茁1-42 诱导 PC12 细胞自噬 PC12 细胞接种于

25 cm2培养瓶中，培养液为含 5 %马血清、5 %胎牛

血清的 DMEM高糖培养基，37 ℃、5 %CO2培养箱

中培养。待细胞长满单层，0.25%胰酶消化，用含血

清的 DMEM培养基终止消化并调细胞密度为 1×105·

mL-1，接种在 96孔培养板或 24孔板，待细胞贴壁生

长交叉成网后（48 h）用于实验。除正常对照组外，

其余组加入 50 滋L或 0.5 mL药物预处理 1 h，模型组

用等量基质代替，再加入含药物并且终浓度为 1.25

滋mol·L-1 A茁1-42处理 24 h，维持药物浓度。

1.7 细胞形态观察 细胞直接置于光学显微镜下观察

其形态。

1.8 MTT 法测细胞活力 调整细胞密度为 1×105·

mL-1，接种于 96孔培养板，每孔 100 滋L，细胞经相

应的处理后，每孔加入 MTT（10 mg·L-1） 10 滋L，

37 ℃、5 % CO2 下继续培养 4 h。吸弃培养液加入

100 滋L DMSO，置振荡器上振荡 10 min 使结晶充分

溶解，自动免疫酶标仪波长为 570 nm测吸光度，每

组 10孔，重复实验 3次，计算 PC12细胞的成活率 =

（实验组 OD值 -空白组 OD值）/（正常组 OD值 -空

白组 OD值）×100 %。

1.9 流式细胞术定量检测 LC3蛋白表达 取 PC12细

胞，用 PBS洗涤 2次，调整细胞密度为 1×106·mL-1，

制成单细胞悬液，加入 2 % BSA/PBS 室温封闭30

min，离心去上清，2 %多聚甲醛固定 15 min，离心

去上清，加入破膜剂 Triton X-100 100 μL，室温固

定 15 min，2 %BSA/PBS 洗 1 次，加一抗 100 μL

（2∶100）室温避光孵育 30 min，2 % BSA/PBS 洗 1

次，再加入二抗 100 滋L（1∶100）避光孵育 30 min，

2 % BSA/PBS洗 1次，剩余样本加入 PBS，用流式细

胞仪检测 LC3蛋白表达率。

1.10 流式细胞术定量测定 Ca2 +浓度和 MMP 取

PC12细胞，用胰酶将细胞消化成单细胞悬液，离心

弃上清，用磷酸盐缓冲液（PBS）液洗涤 1次，离心弃

上清，用 PBS液 0.5 mL重悬细胞，加入钙离子荧光探

针 -3（Fluo-3/AM），使其终浓度为 5 滋mol·L-1；或加入

罗丹明 123（Rhodamine 123），使其终浓度为 10 滋g·mL-1；

混匀，置入 37 ℃水浴箱中避光孵育 45 min，离心弃

上清，PBS 液洗涤 1 次，离心弃上清，PBS 缓冲液

0.5 mL重悬细胞，将细胞数调整为 1×106·mL-1，然

后在流式细胞仪上进行检测。

1.11 透射电镜观察 PC12细胞超微结构 取 PC12细

胞，离心收集细胞，置于 2.5 %的戊二醛，4 ℃固定

12 h，PBS 冲洗 3 次，1 %锇酸固定，丙酮逐级脱

水，环氧树脂 618#浸透过夜，包埋，聚合24 h，行

醋酸双氧铀和枸橼酸铅双重染色后，透射电镜观察

并照相。

1.12 统计学处理方法 采用 SPSS13.0统计软件，多

组间比较采用单因素方差分析，用 Student-

Newman-Keuls进行两两比较，数据用均数±标准差

（x依 s）表示。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 各组细胞形态变化 见图 1。正常对照组细胞呈

梭形，密度较大，胞体饱满，突起较长，互相交织

呈簇状生长；模型组细胞形态不规则，部分细胞损

伤呈圆形，数量显著减少，胞体略小，突起缩回；

β-细辛醚组细胞呈梭形，部分胞体略小；冰片组细

胞呈梭形，胞体略小，部分突起缩回、聚缩；β-细

辛醚与冰片配伍组细胞呈梭形，部分胞体略小，部

分突起缩回。

2.2 各组细胞活力变化 见表 1。β-细辛醚组、冰
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表 1 茁-细辛醚与冰片对细胞存活率的影响（x依 s，n=10）
Table 1 The effects of β-asarone and borneol on cell viability

组别

正常对照组

模型组

β-细辛醚组

冰片组

β-细辛醚 +冰片组

细胞存活率 /%

100

67.7±5.3*

86.2±2.4△

80.3±3.8△

83.9±4.3△

注：与正常对照组比较，*P < 0. 05；与模型组比较，△P < 0. 05。

片组及β-细辛醚 +冰片组均可明显提高细胞活力，

与模型组相比差异具有统计学意义（P < 0.05）；与单

用β-细辛醚或冰片组比较，β-细辛醚 +冰片组细

胞活力高于冰片组，低于β-细辛醚组。

2.3 各组 LC3蛋白表达 见表 2。β-细辛醚组、冰

片组及β-细辛醚 +冰片组均明显提高 LC3蛋白表

达，与模型组比较差异有统计学意义（P < 0.05）；

与单用β-细辛醚组或冰片组比较，β-细辛醚 +冰

片组 LC3蛋白表达高于冰片组，低于β-细辛醚组。

2.4 各组 Ca2+浓度和MMP变化 见表 3。β-细辛

醚组、冰片组及β-细辛醚 +冰片组均明显降低 Ca2+

浓度，与模型组比较差异有统计学意义（P < 0.05），

与单用β-细辛醚组或冰片组比较，β-细辛醚 +冰

片组 Ca2+浓度低于冰片组，高于β-细辛醚组；β-

细辛醚组、冰片组及β- 细辛醚 +冰片组均明显提

高了 MMP，与模型组比较差异有统计学意义（P <
0.05），与单用 β-细辛醚组或冰片组比较，β- 细

辛醚 +冰片组 MMP高于冰片组，低于β-细辛醚组。

2.5 各组 PC12细胞超微结构变化 见图 2。在正常

对照组中几乎观察不到自噬体，线粒体形态正常；

而在模型组中可以观察到较多自噬体，线粒体变为

空泡，嵴变短、减少；β- 细辛醚组自噬体减少，

线粒体形态良好；冰片组自噬体减少，线粒体嵴变

短、减少；β- 细辛醚 + 冰片组自噬体减少，线粒

体形态较好。

3 讨论
β-细辛醚在体内吸收快、分布快[9]，分子量小，

表 2 各组对 LC3表达的影响（x依 s，n=10）
Table 2 The effects of β-asarone and borneol on LC3 expression

组别

正常对照组

模型组

β-细辛醚组

冰片组

β-细辛醚 +冰片组

LC3表达 /%

13.6±2.9

6.9±1.9*

22.6±4.4△

18.8±3.9△

19.9±3.8△

注：与正常对照组比较， *P < 0.05；与模型组比较，△P < 0.05。

表 3 各组对 Ca2+和 MMP的影响（x依 s，n=10）
Table 3 The effects of β-asarone and borneol on Ca2+ and MMP

组别

正常对照组

模型组

β-细辛醚组

冰片组

β-细辛醚 +冰片组

尼莫地平组

Ca2+浓度（萤光强度）

312.6±31.1

457.7±26.7*

324.4±16.6△

380.2±34.2△

357.8±24.8△

322.8±18.4△

MMP（萤光强度）

700.7±34.3

565.2±30.7*

689.9±13.8△

650.7±34.7△

669.2±50.3△

669.1±30.1△

注：与正常对照组比较， *P < 0.05；与模型组比较，△P < 0.05。

A. 正常对照组； B. 模型组；C. β-细辛醚组；D. 冰片组；E. β-细

辛醚 +冰片组。箭头指示为自噬体，三角指示为线粒体；Bar = 500 nm

图 2 各组细胞超微结构变化（伊 30000）
Figure 2 Changes of cell ultrastructure in different groups（×

30000）

A B

C D E

A. 正常对照组； B. 模型组；C. β-细辛醚组；D. 冰片组；E. β-细

辛醚 +冰片组

图 1 各组细胞形态变化（伊150）
Figure 1 Changes of cell morphology in different groups（×150）

A BA B

C D E
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高度亲脂性，能快速透过血脑屏障（BBB），在脑干、

海马、皮质、小脑广泛分布[10-11]。其对神经系统疾病

疗效确切 [12]，能抑制大鼠脑皮质和海马神经细胞凋

亡 [13]，对谷氨酸所致的 PC12 细胞损伤具有保护作

用 [14]。冰片及其配伍能有效保护缺糖缺氧损伤的

PC12 细胞 [15]，可升高大鼠下丘脑、脑干 5- 羟色胺

（5-HT）含量[16]。石菖蒲或β-细辛醚与冰片配伍后对

缺氧诱导的神经细胞损伤具有保护作用[17-18]，能够降

低脑缺血再灌注大鼠脑组织中内皮素含量，并显示

量效关系[19]，同时有升高降钙素基因相关肽含量，舒

张脑血管、改善脑供血的作用[20]。

中药在防治 AD方面具有优势，通过调节自噬干

预 AD可能成为治疗 AD的一种策略和方法。本实验

发现 β-细辛醚、冰片及其配伍均可提高细胞活力

及 LC3 蛋白的表达，降低钙离子浓度，提高 MMP，

减少自噬体，保护线粒体形态结构。同时证实 β-

细辛醚与冰片配伍作用强于单用冰片，但弱于单用

β- 细辛醚，三者的药效关系是：β- 细辛醚 >β-

细辛醚 +冰片 >冰片。可见，β-细辛醚的药效强于

冰片，但与冰片配伍后反而会降低其作用。β-细辛

醚与龙脑同为小分子脂溶性成分，同浓度的β-细

辛醚与冰片在配伍之后药物浓度比各自单用时扩大

了一倍，同时作用于细胞时存在高浓度饱和现象，

β-细辛醚与冰片可能是通过主动转运的方式通过细

胞膜进入细胞发挥作用，我们推测两者配伍后存在

竞争性抑制现象。在前期的β- 细辛醚配伍冰片体

外透皮实验中，我们也观察到冰片对β-细辛醚无

促透皮效果[21]。

石菖蒲、冰片均是芳香开窍药。但冰片芳香走

窜，开窍回苏作用较强；石菖蒲则更适用于痰浊阻

窍、神识不清、言语不利等症，其开窍回苏作用较

弱。两药配伍具有开窍醒脑功效，可减轻脑损害。

二者功效相近但又有不同，配伍治疗 AD时应减少相

应剂量才能发挥各自药效作用。有关其具体的作用

机理及总 LC3 蛋白含量变化与 AD 的关系还有待进

一步研究。
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