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[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]摘要：目的 探讨女贞苷对Aβ42诱导的神经细胞凋亡及相关蛋白NF-κB、Bcl-2变化的影响及其相关机制。方法 人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞用女贞苷（50、100 μmol·L-1）预保护12 h后，加入浓度为15 μmol·L-1的Aβ42诱导损伤12 h。MTT法测定终点细胞存活率， Western blot法检测NF-ΚB,Bcl-2的表达变化。结果 50，100 μmol·L-1的女贞苷可减少Aβ42引起的SH-SY5Y细胞凋亡。女贞苷组NF-ΚB的蛋白表达较模型组减少（P﹤0.01），抗凋亡因子Bcl-2的蛋白表达相对于模型组明显增加（P﹤0.01）。结论 表明女贞苷可提高Aβ42诱导损伤的SH-SY5Y细胞存活率，其机制可能与女贞苷抑制NF-ΚB的激活和增加抗凋亡因子Bcl-2的蛋白表达有关。
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[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17]Effect of Nuezhenoside Against Aβ42-induced SH-SY5Y cell Apoptosis
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[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19]ABSTRACT:Objective The purpose of this study is to abserve protective effect of nuezhenoside on Aβ42-induced SH-SY5Y cell apoptosis and the expression of NFκB and Bcl-2 . Methods Human neuroblastoma SH-SY5Y cell were treated with nuezhenoside of various concentrations (50μM、100μM) in serum-free medium for 12 hours at 37°C before the incubation with 15μM Aβ42. Cell viability was measured by MTT. The expression of NFκB and Bcl-2 was detected by Western blot.Results nuezhenoside groups (50μM、100μM) can significantly increase the survival rate of cells. Western blot shows that the expression of NFκB in model group is lower than both of Nuezhenoside groups（P﹤0.01）. Campared with model group, the expression of Bcl-2 in treatment group is up-regulation（P﹤0.01）.Conclusion The results showed that nuezhenoside can obviously protect Aβ42-induced cell apoptosis. The possible mechanism is that nuezhenoside may inhibit NFκB activation and increased expression of anti-apoptotic factor Bcl-2 protein, so as to achieve the protective effect on cells.
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阿尔茨海默病（AD）, 是一种慢性原发性中枢神经系统退行性疾病[1]。目前公认β- 淀粉样蛋白(Aβ)在阿尔茨海默症的发病机制发病过程中起着核心作用[2]。
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]淀粉样前体蛋白(APP)在酶切之后形成40个氨基酸或42个氨基酸Aβ肽[3]。所以本研究选用外源加入Aβ42构建神经毒性损伤的细胞模型。该模型经常用于Aβ42所引起神经毒性作用等方面研究，是临床前药效学评价的重要模型[4]。
补肾益智方（Bushen Yizhi Formula，BSYZF）是本科室赖世隆教授创立的，由蛇床子、枸杞、女贞子、人参、制首乌、丹皮、冰片等中药组成，实验研究表明该方能改善痴呆动物模型的学习能力[5-7]。预 前期实验对补肾益智方中6种药物所含单体的筛选发现，女贞苷作为该复方成分中女贞子提取物之一，有一定的神经细胞保护作用。
本研究以前期实验为基础（相关实验内容近期发表），使用Aβ42在人神经母细胞瘤细胞SH-SY5Y细胞上建立稳定AD模型的浓度，对女贞苷有效减少Aβ42诱导SH-SY5Y细胞凋亡的可能机制进行初步探讨，为研究治疗阿尔茨海默病提供新的实验依据。
1材料与方法
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]1.1  药物及主要试剂 女贞苷（ZL20140208NZG），购于南京泽朗医药科技有限公司（纯度≥98%）；Aβ42(批号180231), 广州市齐云生物技术有限公司；高糖DMEM培养基,美国GIBCO公司；特级胎牛血清, 美国GIBCO公司；0.25%胰蛋白酶, 美国GIBCO公司；青霉素和链霉素, 美国GIBCO公司；PBS缓冲液, 浙江天杭生物科技有限公司；二甲基亚砜（DMSO），北京化工厂；BCA蛋白定量试剂盒,美国Bio-rad公司；SDS裂解液，上海碧云天生物技术有限公司；多克隆兔抗人Bcl-2抗体，美国cell signaling公司，(批号2876),单克隆兔抗人NF-κB P65 抗体，美国cell signaling公司，(批号8242),山羊抗兔二抗，美国cell signaling公司，(批号7074),马抗小鼠二抗(批号7076)，美国cell signaling公司；单克隆小鼠抗人β- Actin，美国sigma公司, 批号A5441；ECL显色，美国BIOWORLD公司, 批号AC34141。
[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK23]1.2主要仪器 高速冷冻离心机(TD5Z)，湖南凯达科学仪器有限公司；CO2培养箱(B5060EK)，德国Binder公司；倒置显微镜(DM4000B)，德国Leica公司；多功能酶标仪(15043)，美国Bio-rad公司；电子天平(AEG-120型)，日本岛津公司；超声清洗机(KQ-400KDE)，昆山市超声仪器有限公司；电泳、转膜系统(042BR11787)，美国Bio-rad公司。
1.3细胞株及细胞培养 人神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y细胞)，中国科学院上海生命科学研究院。将SH-SY5Y细胞接种于含10%胎牛血清的高糖DMEM培养基的25 cm2培养瓶中，并放置于37 ℃，5%CO2培养箱中培养，待细胞融合度达90%，按1︰3传代。
1.4  Aβ42溶液及女贞苷浓度配置 电子分析天平准确称取7.25 mg女贞苷、5 mg Aβ42，各加入0.1 mL DMSO超声助溶，再加入高糖DMEM配制成1000 μmol·L-1的储备液。女贞苷储备液用0.22 m一次性针头过滤器过滤除菌；Aβ42储备液需置37 ℃培养箱孵育7d（老化）。分装上述储备液，-80℃储存备用，实验时用无血清高糖DMEM稀释至所需浓度（女贞苷工作液为4,20,50,100,500 μmol·L-1；Aβ42为15 μmol·L-1的工作液）。
1.5 MTT法检测细胞存活率的影响 取对数生长期细胞，调整细胞浓度为每毫升1.8× 105个/mL接种细胞，每孔100μL/孔接种于96孔板中，置37℃ 5％C02饱和湿度培养箱孵育12h。
实验分为正常对照组、女贞苷组（药物浓度分别为4,20,50,100,500 μmol·L-1），正常对照组更换无血清培养基，药物处理组加入上述终浓度含药培养基每孔100μL/孔作用12h，MTT法检测细胞活力，多功能酶标仪测定570nm处的吸光值。
1.6  倒置显微镜观察细胞损伤的形态学变化 取对数生长期细胞，调整细胞浓度为每毫升1.8× 105 个/mL接种细胞，每孔1.5mL/孔接种于6孔板中，置37℃ 5％C02饱和湿度培养箱孵育12h。
实验设正常对照组、Aβ42模型组、女贞苷处理组。正常对照组、模型组更换无血清培养基。根据前期预实验结果，女贞苷组分别加入浓度为50，100 μmol·L-1含药培养基，作用12h后正常对照组更换无血清培养基，其他各组加入终浓度为15 μmol·L-1的Aβ42溶液37℃孵育12h，在显微镜下观察女贞苷各组与正常对照组的差异。 
1.7 Western blot法检测NF-κB p65，Bcl-2蛋白水平表达 细胞处理及给药方式同1.6。PBS清洗2遍，每孔加80 μL SDS裂解液充分裂解，收集蛋白。BCA法进行蛋白定量，每孔上样50 μg的蛋白总量进行12 % SDS- PAGE湿转1h，分别加入NF-κB p65，Bcl-2和β- Actin一抗摇床4℃ 过夜，室温孵育二抗1h，ECL化学发光，显影仪曝光显影.

1.8 统计学处理方法 采用SPSS17.0软件分析处理数据，各组数据以表示，方差检验齐性，采用单因素方差分析，方差齐性采用LSD检验，方差不齐采用Tamhane’s T2检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。
2结果
2.1女贞苷对SH-SY5Y细胞增殖活力的影响 见表1，采用MTT法检测药物对SH-SY5Y细胞增殖的影响。随药物浓度的增加，女贞苷各剂量组与正常对照组相比差异无统计学意义（P＞0.05）。 说明女贞苷各剂量组对正常的SH-SY5Y细胞无明显毒性，后续女贞苷药物浓度的筛选均在此安全剂量范围内。

表1  女贞苷对SH-SY5Y细胞增殖活力的影响（，n=4 ）
Table 1 Effects of Nuezhenoside on cell proliferation rate of SH-SY5Y cells	
	组别                                     剂量/μmol·L-1                              细胞存活率/ %

	正常对照组                                                                               100.00± 7.10
女贞苷组                                        4                                        106.15±9.90
                                      20                                       96.73 ±8.27
                                      50                                       105.77 ±12.70
                                      100                                       101.32 ±17.65
                                     500                                       103.61 ±14.85


注: 与正常对照组比较，女贞苷各个剂量组均无统计学差异，P＞0.05, F(5，18)=0.347.

2.2女贞苷对Aβ42损伤的SH-SY5Y细胞形态的影响 图1可见，根据前期实验基础，选择女贞苷浓度为50，100 μmol·L-1 作为处理组。Aβ42模型组与正常对照组细胞比较，正常对照组细胞生长良好，树枝状轴突明显，细胞透亮；模型组细胞形态边缘模糊，细胞皱缩，轴突消失；与模型组比较，女贞苷两个用药组细胞凋亡明显减少。
[image: zc.tif]  [image: m2.tif]
a、正常对照组                                         b、Aβ42模型组

[image: 1.tif]   [image: 50.tif]
     c、女贞苷50μmol•L-1组                           d、女贞苷100μmol•L-1组

图1  女贞苷对Aβ42诱导的SH-SY5Y细胞损伤的形态学变化（200×）
Figure 1 Effects of Nuezhenoside on cellular morphology （200×）
2.3 女贞苷对SH-SY5Y细胞NF-ΚB、 Bcl-2蛋白表达的影响 见图2、表2，图3、表3。Western blot法检测NF-ΚB、 Bcl-2蛋白表达。与正常对照组比较，模型组NF-ΚB增加（P﹤0.05），Bcl-2蛋白减少（P﹤0.05）；与模型组比较，女贞苷两个剂量（50,100 μmol·L-1）组NF-ΚB蛋白表达相对于模型组则明显减少（P﹤0.01）,Bcl-2的蛋白表达相对明显增加（P﹤0.01）。

 Aβ42                   -        +        +        +
女贞苷50μmol·L-1             -        -        +        -
女贞苷100μmol·L-1       -        -        -        +
[image: WB136女贞苷nfkb]   NF-ΚB
[image: actin1副本]   β-actin
图2  女贞苷对SH-SY5Y细胞NF-κB蛋白表达的影响
Figure 2 Effects of Nuezhenoside on protein expression of LC3 in SH-SY5Y cells


表2  女贞苷对SH-SY5Y细胞NF-κB蛋白表达的影响（，n=3 ）

Table 2 Effects of Nuezhenoside on protein expression of NF-ΚB in SH-SY5Y cells（，n=3 ）
	
	组组别                                剂量/μmol·L-1                               NF-κB/β-actin
相对灰度值

	正常对照组                                                                           0.57±0.09
Aβ42模型组                              15                                         0.83±0.022#
女贞苷1组+Aβ42                          50                                        0.64±0.02**
女贞苷2组+Aβ42                          100                                       0.72±0.05**


注: 与正常对照组比较，#P＜0.05;与模型组比较**P＜0.01, F(3，8)=6.996.
 

Aβ42                    -        +        +        +
女贞苷50μmol·L-1             -        -        +        -
女贞苷100μmol·L-1       -        -        -        +
[image: bcl2 ps]   Bcl-2
[image: 女贞苷 bcl2 内参]   β-actin
图3   女贞苷对SH-SY5Y细胞Bcl-2蛋白表达的影响
Fig 3 Effects of Nuezhenoside on protein expression of Bcl-2 in SH-SY5Y cells


表3  女贞苷对Aβ42诱导SH-SY5Y细胞Bcl-2蛋白表达的影响（，n=3 ）

Table 3 Effects of Nuezhenoside on protein expression of Bcl-2 in SH-SY5Y cells（，n=3 ）
	
	组别                 剂量/μmol·L-1                Bcl-2/β-actin                                                              相对灰度值

	正常对照组                                                                                   1.58±0.16
Aβ42模型组                                     15                                           1.34±0.18#
女贞苷1组                                       50                                           1.64±0.05*
女贞苷2组                                      100                                           1.64±0.04*     


注: 与正常对照组比较，#P＜0.05;与模型组比较 *P＜0.05，女贞苷两个剂量组比较 无统计学差异, F(3，8)=4.082.

3讨论  
目前公认Aβ在脑内沉积是AD发病的重要机制 [8-9]，其寡聚体被认为是最直接的神经毒性因子[10]。它可以激活细胞NF-κB凋亡信号通路，使大量的神经元死亡，直接介导并加速AD的发病[11-13]。
核因子 κB(NF-κB)未激活前以 p50/p65 异源二聚体为形式广泛存在于细胞质中,当 NF-κB被各种细胞因子激活时，与多种病理反应直接相关，例如感染、炎症、免疫反应 、细胞凋亡和肿瘤等[14-15]。
研究发现NF-κB与细胞凋亡密切相关, 靶基因上存在多种凋亡相关基因的结合位点,参与机体细胞凋亡有关的基因表达和调控，在AD发病过程中起着至关重要的作用[16], 是重要的促凋亡因子[17]。Mariagrazia [18]等研究发现阿司匹林可能通过阻碍NF-κB的激活，起到神经保护的作用。Paris等研究表明, Aβ42诱发NF-κB的激活可导致细胞凋亡,故此抑制NF-κB活性药物有益于AD的治疗[19]。本实验研究的 女贞苷两个剂量的用药组与模型组相比，可以明显抑制Aβ42诱发的NF-κB激活，从而能够保护SH-SY5Y细胞。
Bcl-2又名B细胞瘤/白血病-2原癌基因，属于Bcl-2 基因家族中的抗凋亡基因的一种[20]，对细胞凋亡具有重要的调控作用，研究表明Bcl-2蛋白表达的增加可以延长细胞寿命[21]，而其具体的抗凋亡机制非常复杂尚未明确。
近年来，研究发现女贞子中含有一些重要生理活性成分如女贞苷、红景天苷等［22-23］。本实验结果显示50 ，100 μmol·L-1浓度的女贞苷可有效保护Aβ42诱导的SH-SY5Y细胞损伤，增加细胞存活率；与模型组比较，检测两个浓度的女贞苷组的NF-κB蛋白表达明显降低于模型组，Bcl-2蛋白的表达则明显较模型组增加。说明女贞苷药物可能通过抑制SH-SY5Y细胞模型中Aβ42诱导的NF-κB 的活化，增加抗凋亡因子Bcl-2的表达，从而增强细胞活力，起到抗凋亡的作用。
Aβ42在AD发病过程中的机制是不明确的，其诱导细胞模型的损伤机制也是复杂的，可能会同时引起细胞自噬[24]，氧化应激[25]，炎症[26]，凋亡[27]等机制。本实验主要针对女贞苷对Aβ42诱导的神经元SH-SY5Y细胞凋亡的作用及其机制进行探究，其对Aβ42建立的AD细胞模型其他方面的保护作用有待进一步研究。
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