通络救脑注射液对Aβ致脑微血管内皮细胞损伤的保护作用
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摘要：目的  探讨通络救脑注射液及其有效成分对脑微血管内皮细胞的保护作用及机制。方法  建立；β淀粉样蛋白（Aβ）致脑微血管内皮细胞 (BMECs)损伤模型，用通络救脑注射液及其有效单体成分干预，采用CCK-8染色法测定细胞活性，检测条件培养液中乳酸脱氢酶漏出量，免疫蛋白印迹法检测脑微血管内皮细胞高度糖基化终产物（RAGE）的表达。结果  通络救脑注射液可显著提高Aβ损伤的脑微血管内皮细胞活性（），减少细胞损伤后LDH的漏出和脑微血管内皮细胞RAGE的表达，与模型组相比， 差异具有统计学意义（P<0.01），通络救脑注射液作用明显优于两个单体成分（）。结论  通络救脑注射液可提高Aβ损伤的脑微血管内皮细胞的活性，对其具有保护作用，其机制可能与减少血管内皮细胞RAGE 的表达有关，通络救脑注射液的作用优于其有效单体成分。 
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［ Abstract ］ Objective  To evaluate the protective effects of Tong Luo Jiu Nao（ TLJN）Injection，and its active ingredients(including Geniposde and GinsenosideRg1), on human brain microvascular endothelial cells (BMECs) injured by β-amyloid，via observing their effects on the activies of  BMECs  and the expression of the receptor for  advanced glycation endproducts (RAGEs)  of  brain endothelial cells. Methods  Human brain microvascular endothelial cells were pre-incubated for 2h by TLJN and Geniposde and GinsenosideRg1， then injured by β-amyloid. At different intervals，Cell Counting Kit-8 was employed to ossay the activities of  BMECs, the damage elevel of BMECs  was evaluated using lactate dehydrogenase (LDH)  leaka  gerate, and the expression levels of Receptor for advanced
glycation endproducts( RAGE )by Western blot. Results  TLJN Injection could significantly improve the activities of  Human brain microvascular endothelial cells injured by Aβ, and decreased LDH leaka gerate，and down-regulate the expression levels of RAGE . Two active ingredients showed different effects at different intervals. The effects of compound TLJN injection were obviously superior to those of two active ingredients
Conclusion  TLJN injection has protective effects on the Human brain microvascular endothelial cells injured by Aβ, its mechanisms are related to decreased the expression of RAGE, showing the advantages of compound Chinese medicine in integrative regulation .
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阿尔茨海默病(AD)临床表现为进行性记忆力下降和认知功能障碍，其特征性的病理学变化为细胞内神经元纤维缠结、细胞外β淀粉样蛋白(Aβ)的沉积、慢性炎症[1-4]。大量研究表明，在AD和家族性脑淀粉样血管病中， 脑微血管周围的Aβ沉积可促使神经性炎症的发生和认知功能障碍的进程[3]，脑微血管壁上淀粉样蛋白的沉积可能是AD早期发病的关键环节。中医认为AD 属于“络病”范畴， “毒损脑络”是其病机，早期保护BMECs，有利于脑微环境的稳定和神经元的存活。本研究以Aβ为介质损伤脑微血管内皮细胞，探讨具有解毒通络功效的通络救脑注射液对内皮细胞的保护作用及其机制，为AD的早期防治提供实验依据。
1材料与方法
1.1 主要试剂与仪器
通络救脑注射液由内蒙古康源药业有限公司提供，（药品批号04061011）， 由栀子和三七提取配伍制成。其主要有效成分京尼平苷、人参皂苷Ｒg1、购自美国Sigma 公司，hBMEC，购自美国ATCC公司， Aβ和RAGE 抗体购自英国Abcam公司 ，二抗购自中杉金桥公司，LDH试剂盒（美国Promega公司）， CCk8试剂盒（美国Alpha Innotech公司）， 340S 酶标仪（美国 Beckman 公司）。 
1.2 Aβ的老化处理： 将1mgAβ溶于1ml的DMEM培养基中，放置37℃条件下5% CO2培养箱进行孵育7天，变为凝胶状态后，分装放置冻存管-20℃保存。
1.3分组及药物处理：复苏冻存的人脑微血管内皮细胞，用含10%胎牛血清的DMEM培养基， 37℃条件下5% CO2培养箱进行培养，当细胞长到融合状态时，用5%的胰蛋白酶消化后制成单细胞悬液，将细胞密度调整为1x105 mL-1  后接种于96孔板，每孔100ml细胞悬液，置培养箱中继续培养。观察孔板内的细胞汇合时，再同步化12小时，将培养的脑微血管内皮细胞分成 5 组，分别为正常对照组：10%胎牛血清的DMEM培养基培养；模型组：10%胎牛血清的DMEM培养基培养，同时加入终浓度0.5uMAβ40造模(参考文献[5])； 通络救脑注射液组（简称通络救脑组）、京尼平苷组、人参皂苷Rg1组均按上述方法造模的同时，各给药组分别按通络救脑注射液60μg/mL、京尼平苷40μg/mL、人参皂苷Rg18μg/mL的药物浓度在造模前2 h给药(参考文献[6])，6h、12h、24h后进行各指标检测。
1.4细胞活性和LDH的检测：吸取上清条件培养液用于LDH 释放活性检测，参照试剂盒说明书进行，用酶标仪在490nm 波长测OD值。余下的细胞用于细胞活性的检测，按CCK8测定细胞活性试剂盒使用说明操作，每孔加入含10% 的CCK8无血清培养液，37℃培养箱中培养2小时，酶标仪450nm 波长测量其光密度（OD值）。
1.5 Western blot 检测各组内皮细胞中 RAGE 表达 

将各实验组内皮细胞裂解后进行蛋白定量，各组取20ug细胞上样后，进行12% SDS--PAGE 电泳， 将蛋白转移到PVDF膜上，用封闭液（TBS） 37℃ 封闭 2 h。然后加入 RAGE一抗工作液（1：500 稀释）， 4℃冰箱中孵育过夜。用 （TBST） 洗膜 3 次， 每次 10 min。以辣根过氧化物酶标记的二抗工作液（1：5000 稀释） 37℃孵育 1.5 h。Super ECL 化学发光液避光孵育 PVDF 膜 5 min，显影后出现特异性蛋白条带。
1.6 统计学处理 采用 SPSS 18.0 统计软件进行数据统计， 计量资料以均数依标准差表示， P<0.05为差异具有统计学意义。
2结果：
2.1通络救脑注射液及其单体成分对正常BMECs活性的影响
通络救脑注射液及其单体成分对正常BMECs活性在培养6h后作用不明显；通络救脑注射液组和京尼平苷组在干预12h和24 h后可提高细胞活性，与正常组相比有显著差异(P<0.05), 人参皂苷Rg1组药效在12 h时作用不明显，说明各个单体药物发挥作用的时间可能不一样，见表1
表1 各组对正常BMECs活性的影响([image: image1.wmf]s
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0.887±0.084*
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*与正常对照组比较P<0.05。
2.2通络救脑注射液及其单体成分对Aβ作用BMECs活性的影响
Aβ作用BMECs6h，12h，24h后，细胞活性均下降，且与正常组相比有显著的降低（P<0.001），说明造模成功，各用药组在用药6小时后，对Aβ所致BMEC的损伤有一定的保护作用，细胞活性与模型组相比均有显著差异(P<0.001)，但在培养12，24小时后，只有通络救脑组和京尼平苷组的细胞活性与模型组相比有显著差异(P<0.01，P<0.05)，而人参皂苷Rg1组细胞活性与模型组相比没有显著意义。可能对于Aβ所致BMEC的损伤人参皂苷Rg1在损伤早期起作用，因此我们选用6小时作为检测RAGE的实验条件。见表2
表2各组对Aβ作用BMECs活性的影响([image: image2.wmf]s
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#与正常对照组比较P<0.001；**与模型组比较P<0.01。*与模型组比较P<0.05。
2.3通络救脑注射液及其单体成分对Aβ作用BMECs 后LDH释放的影响
Aβ作用BMECs 6h，12h，24后，细胞活性均下降，LDH的释放量随着时间的延长逐渐增加，且与正常组相比释放量显著增加（P<0.001），各用药组在用药6或24小时后，LDH的释放量均减少与模型组相比均有显著差异(P<0.01)，而人参皂苷Rg1组LDH的释放量在用药12小时与模型组相比没有显著意义。见表3

表3各组对Aβ作用BMECs LDH活性的影响([image: image3.wmf]s
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#与正常对照组比较P<0.001；**与模型组比较P<0.01。
2.4通络救脑注射液及其单体成分对 Aβ损伤BMECs后RAGE 表达的影响
RAGE是位于内皮细胞膜上的免疫球蛋白家族，是Aβ的配体，内皮细胞在不同条件培养液的干预下，通过免疫蛋白印迹法均检测到深浅不同的特异性条带。正常情况下内皮细胞中 RAGE 有微量的表达， 模型组 RAGE的表达有增高的趋势，与模型组相比， 用药各组 RAGE的表达均明显降低。见图1
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图1：各组 western blottin定量分析结果#与正常对照组比较P<0.001；**与模型组比较P<0.01。
C：正常组；M：模型组；F：通络救脑组；G：京尼平苷组；P：人参总皂苷组

3.讨论
阿尔茨海默病属于脑退行性疾病，目前该病呈现高发病率、高致残率的特点,而且治疗效果不佳，根据临床表现该病属于中医“络病”范畴，“毒损脑络”是其发病关键, 络病生物学基础的研究认为，血管内皮细胞在络病的多个病理环节中发挥着重要作用[7]。络脉病变导致气血渗灌失常,营养失调营卫失和，卫气奎滞，损伤络脉，临床从调节经脉气血入手进行论治取得了显著的疗效。通络救脑注射液就选用栀子为君药，通泻三焦火毒， 三七为臣药，和营止血、 通脉行瘀，保护脑血管性疾病，而且目前已通过三期临床试验，大量的体外实验研究表明通络救脑注射液对脑微血管内皮细胞的缺氧损伤有一定的保护作用[10]。但是对Aβ致内皮细胞损伤后的影响还没见报道，本次实验研究采用体外培养的脑微血管内皮细胞Aβ损伤模型，研究了该注射液内皮保护的作用机制。
研究表明Aβ淀粉样蛋白的沉积，尤其是微血管周围的淀粉样蛋白的沉积，可能是阿尔茨海默病的早期病变[8]。Aβ致脑微血管内皮细胞受损后，通过旁分泌作用，释放大量的炎症因子，参与神经性炎症反应，导致神经元或神经胶质细胞的进一步损伤[9]。从 CCK8的检测结果可以看出， 通络救脑注射液及其两个有效成分京尼平苷组 和人参皂苷Rg1均显示了提高受损内皮细胞活性，只是各个单体药物发挥作用的时间可能不一样，通过CCK8和LDH释放量的检测，Aβ损伤内皮细胞后，细胞活性均下降，LDH的释放量随着时间的延长逐渐增加，通络救脑注射液及其两个有效成分对Aβ所致BMEC的损伤有一定的保护作用，可降低LDH的释放，人参皂苷Rg1在不同的时间点细胞的活性和LDH的释放相关性不是很大。可能它在不同的的时间作用机制不同的缘故。
研究发现可以和Aβ结合的细胞表面结合位点有许多,其中高度糖基化终产物（RAGE）受体倍受瞩目[11]，RAGE是一种多功能受体,属于细胞表面免疫球蛋白家族成员，在神经元、小胶质细胞以及血管内皮细胞和平滑肌上都有表达。同样在AD病人发现Aβ沉积的脑血管区域也存在RAGE的表达明显升高,在大脑淀粉样血管病的病人发现脑血管中RAGE蛋白表达升高[12]，在微血管周围细胞有RAGEmRNA的表达,可诱导一系列炎症因子的表达，比如IL-6、IL-8、MCP-1、VEGF，说明微血管周围细胞的RAGE参与炎症反应，研究发现RAGE与单体或者纤维状Aβ都可以结合，而引发病理损害成为当今的前沿认识[12，13]，参与细胞内的信号传导，产生致炎因子。从本实验结果可以看出， 在正常脑微血管内皮细胞RAGE有微量表达， 但模型组条带明显增粗， 提示Aβ损伤可诱导RAGE蛋白的表达，通络救脑注射液及其两个单体成分干预后，RAGE的表达均明显降低。通络救脑注射液可有效提高Aβ损伤脑微血管内皮细胞活性， 减轻细胞损伤，减少乳酸脱氢酶的释放，可能和减少脑微血管内皮细胞RAGE的表达降低有关。
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