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摘要：目的 建立慢性应激复合阿尔茨海默病（Alzheimer’s Disease，AD）体外损伤模型，并探究逍遥散含药脑

脊液（XYS）及空白脑脊液（Cerebro-Spinal Fluid，CSF）对该模型的干预作用。方法 以叠氮化钠（NaN3）和皮质

酮对原代海马神经元进行药物干预建立模型，通过 CCK8 实验筛选干预条件，利用线粒体膜电位和神经元存活

率评价模型特征。将神经元分为正常组，复合模型组，5%、10%、20%逍遥散含药脑脊液组，5%、10%、20%
空白脑脊液组，米非司酮组，并进行相应干预。以 MAP-2 荧光强度、APP 和 GR 蛋白表达为指标评价逍遥散

对该模型的干预作用。结果 确定模型建立方法为先以 30 mmol·L-1 的叠氮化钠干预 12 h，再更换为

100 μmol·L-1的皮质酮干预 24 h。该模型特征符合预期，建立的方法稳定可靠。与正常组比较，复合模型组神

经元存活率、光密度比值、GR 表达均明显降低（P < 0.01），APP 表达明显增加（P < 0.01）。与复合模型组比

较，5%空白脑脊液组和 5%逍遥散含药脑脊液组 APP 蛋白表达降低（P < 0.05，P < 0.01）；10%空白脑脊液组

神经元存活率增加且 APP 蛋白表达降低（P < 0.05）；20%空白脑脊液组光密度比值增加（P < 0.05），神经元存

活率增加且 APP 蛋白表达降低（P < 0.01）；10%、20%逍遥散含药脑脊液组和米非司酮组神经元存活率及光密

度比值均明显增加（P < 0.01），APP 蛋白表达明显降低（P < 0.01）；各用药组的 GR 蛋白表达均明显增加（P <
0.01）。与相应浓度的空白脑脊液组比较，5%逍遥散含药脑脊液组 APP 蛋白表达降低且 GR 蛋白表达增加（P <
0.05）；10%、20%逍遥散含药脑脊液组神经元存活率增加（P < 0.05，P < 0.01），光密度比值增加（P < 0.01），

APP 蛋白表达降低（P < 0.05）且 GR 蛋白表达明显增加（P < 0.01）。结论 逍遥散可有效缓解慢性应激复合阿尔

茨海默病体外模型的海马神经元细胞损伤，减少 APP 蛋白表达，增加 GR 蛋白表达，且其药理作用具有一定的

剂量依赖性，浓度为 20%的高剂量逍遥散含药脑脊液组药效较佳。
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Effects of Xiaoyao San on Chronic Stress Combined with AD Injury Model in Vitro
SU Kexin1，FAN Yaoyao2，OU Lijuan1，ZHAO Hui1（1. Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou
510006 Guangdong，China；2. Guangdong E-fong Pharmaceutical Co.LTD，Foshan 528244 Guangdong，China）
Abstract：Objective To establish an in vitro injury model of chronic stress combined with Alzheimer’s disease
（AD），and to explore the effects of celebrospinal fluid containing Xiaoyao san（XYS）and blank cerebrospinal fluid
（CSF）on this model. Methods Sodium azide（NaN3）and corticosterone were used to pharmacologically interfere
with primary hippocampal neurons to establish the model. The intervention conditions were screened through the
CCK8 experiment， and the mitochondrial membrane potential and neuron survival rate were used to evaluate the
characteristics of the model. The neurons were divided into control group，model group，5，10，and 20%-XYS
group， 5， 10， and 20%- CSF group and mifepristone group. Then both groups were given the corresponding
interventions. MAP-2 fluorescence intensity，APP and GR protein expression were used as indicators to evaluate the
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effect of Xiaoyao san on the model. Results The method of modeling established as follow：neurons were treated
with 30 mmol·L- 1 NaN3 for 12 hours，and then were interfered by 100 μmol·L- 1 corticosterone for 24 hours. The
characteristics of this model are consistent with the expectations，and the method is stable and reliable. Compared
with the control group，the neurons survival rate，optical density ratio and GR protein expression in the model group
were significantly reduced（P < 0.01），and APP protein expression was significantly increased（P < 0.01）. Compared
with the model group，APP protein expression in 5%-CSF and 5%-XYS group was reduced（P < 0.05，P < 0.01）.
In 10%-CSF group，the survival rate of neurons was increased and APP protein expression was reduced（P < 0.05）.
In 20%-CSF group，the optical density ratio was increased（P < 0.05），the survival rate of neurons was increased
and APP protein expression was reduced（P < 0.01）. In 10%，20%-XYS group and mifepristone group，the survival
rate of neurons and optical density ratio were significantly increased（P < 0.01），and the expression of APP protein
was significantly decreased（P < 0.01）. The expression of GR protein in all groups was significantly increased（P <
0.01）. Compared with the corresponding concentration of CSF group，APP protein expression decreased and GR
protein expression increased in 5%-XYS group（P < 0.05）. In 10%，20%-XYS group，the survival rate of neurons
was increased（P < 0.05，P < 0.01）， the optical density ratio was increased（P < 0.01），APP protein expression
was decreased（P < 0.05）and GR protein expression was significantly increased（P < 0.01）. Conclusion Xiaoyao san

can effectively alleviate the damage of hippocampal neurons in the in vitro model of chronic stress combined with
AD，reduce APP protein expression and increase GR protein expression，and its pharmacological effects are dose-
dependent. The high-dose of Xiaoyao san drug-containing cerebrospinal fluid at a concentration of 20% has the best
efficacy.
Keywords：Xiaoyao san；Alzheimer’s disease；chronic stress；in vitro injury model；hippocampal neurons

阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是目前

老年患病率较高的一种慢性神经退行性疾病。该病

会对患者大脑的结构与功能造成影响，从而使其在

认知、记忆和行为上始终处于不断恶化的过程。阿

尔茨海默病在微观层面上的主要病理特征包括 β 淀

粉样肽在大脑细胞间沉积形成老年斑、tau 蛋白异常

磷酸化形成神经纤维缠结以及大量神经元的丢

失 [1-2]。目前阿尔茨海默病的相关发病机制以及具体

发病原因尚未明确，研究 [3]显示其发病可能是由遗

传、环境、代谢等多种复杂因素相互作用所致。

慢性应激损伤是由于应激反应长期存在，或机体

对应激的调整无效而引起的各种病理性改变。阿尔

茨海默病与慢性应激之间存在着千丝万缕的联系，

临床上约 20%的阿尔茨海默病患者同时伴有慢性应

激损伤，二者共同的临床表现有注意力与记忆损

害、睡眠模式改变、社交工作能力减退等，且有数

据显示慢性应激可加重阿尔茨海默病患者的认知障

碍[4-9]。

本研究在前期[10-11]已充分证实疏肝解郁方药逍遥

散可有效缓解慢性应激损伤的基础上，从海马神经

元损伤入手，建立慢性应激复合阿尔茨海默病体外

模型，以逍遥散含药脑脊液进行干预，观察神经元

存活率、MAP-2 荧光强度、APP 和 GR 的蛋白表达

情况，探究逍遥散对该模型的干预作用。

1 材料与方法
1.1 动物 新生 1 日龄乳鼠和体质量 180~220 g 的健

康成年 SD 大鼠，雄性，SPF 级，均购自广州中医药大

学实验动物中心，许可证号：SCXK（粤）-20180034。
实验动物质量合格证号：44005800008278。
1.2 药物及试剂 逍遥散，组方为柴胡、当归、白

术、白芍、茯苓、甘草、薄荷、生姜，药材均购自

广州至信中药饮片有限公司，自行煎煮制备水提

液，浓度 2.106 g·mL-1，4 ℃冰箱保存。按柴胡∶当

归∶白术∶白芍∶茯苓∶甘草∶生姜∶薄荷为 2∶2∶
2∶2∶2∶1∶1∶1 的比例称取饮片，6 倍量水浸泡

30 min，加热回流，微沸 2 h 后纱布滤取药液；药渣

再加 4 倍量水同上提取；合并两次提取液，水浴锅

浓缩即得。

叠氮化钠（NaN3），北京普博欣生物科技有限责任

公司，批号：C190385000；皮质酮，日本 TCI 公

司，批号：C0388；水合氯醛，天津市大茂化学试剂
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厂，批号：2820；CCK8 试剂盒，广州赛国生物科技

有限公司，批号：CK04-500T；四季青胎牛血清，浙

江天杭生物科技股份有限公司，批号：A3160801；
脱脂奶粉，美国 BD 公司，批号：232100；DMSO，

美国 MP 公司，批号：196055； PBS 缓冲液，美国

Thermo 公 司 ， 批 号 ： G0002； APP 抗 体 ， 英 国

Abcam 公司，批号：ab32136；线粒体膜电位检测试

剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、细胞核蛋白与细

胞浆蛋白抽提试剂盒、化学发光法 EMSA 试剂盒、

ECL 化学发光试剂盒、抗荧光猝灭封片液、免疫荧

光染色一抗稀释液、免疫荧光染色二抗稀释液、

TBS，上海碧云天生物技术有限公司，批号分别为：

C2006、P0011、P0027、GS002、P0018AS、P0126、
P0175、P0108、P0228；米非司酮、多聚赖氨酸、多

聚甲醛固定液，美国 Sigma 公司，批号分别为：

M8046、P1274、G1101；青霉素-链霉素、DMEM/
F12 培 养 基 、 B27、 谷 氨 酰 胺 、 胎 牛 血 清 、

Neurobasal-A 培养液、胰酶消化液，美国 Gibco 公

司，批号分别为：15140-122、41061-037、17504-
044、25030-081、16000-044、10888-022、25200-
056；MAP-2 抗体、抗兔 IgG（H+L）抗体、GR 抗体、

β-actin 抗体、HRP 标记 IgG 抗体，美国 CST 公司，

批号分别为：8707、4412、12041、4970、7074；山

羊血清、DAPI 染液、Triton X-100，福州飞净生物科

技有限公司，批号分别为：BMS0050、C0065、T8200。
1.3 试剂配制及保存 神经元取材液为添加 10%胎牛

血清与 1%青链霉素的 DEME/F12 培养基，种植液为

添加 10%胎牛血清的 DEME/F12 培养基，维持液为

添加 2% B27 和 1%谷氨酰胺的 Neurobasal-A 培养

基，以上 3 者均于 4 ℃冰箱保存。多聚赖氨酸溶液：

以 PBS 溶解至 1 mg·mL- 1，0.22 μm 微孔滤膜过滤除

菌，-20 ℃冰箱保存，使用前以PBS稀释至 0.1 mg·mL-1。

叠氮化钠溶液：以 PBS 稀释至 0.5 mol·L-1，4 ℃
冰箱保存，使用前以维持液稀释至所需浓度。皮质

酮溶液：以 DMSO 稀释至 0.25 mol·L-1，-20 ℃冰箱

避光保存，使用前以维持液稀释至所需浓度。TBST
（1×）：在 100 mL TBS（10×）中加入 900 mL 纯水稀

释，再加 1 mL 吐温-20，4 ℃冰箱保存。

1.4 仪器 HF90 CO2 培养箱，上海力申科学仪器有

限公司；68001 标准型单臂脑立体定位仪，深州市瑞

沃德生命科技有限公司；EnVision 多功能酶标仪，美

国 Perkin Elmer 公司；Tannon-5200 全自动化学发光

成像分析系统，上海天能科技有限公司；742BR1669
荧光显微镜、PowerPac HC垂直电泳仪，美国 Bio-Rad

公司。

1.5 慢性应激复合阿尔茨海默病体外模型的建立

1.5.1 海马神经元原代培养 [12-13] 取新生乳鼠以酒精

浸泡消毒，开颅取脑，剥离海马。将组织置于 3 mL
取材液中剪碎，加 3 mL 0.25%胰酶消化液，37 ℃培

养箱消化，每 5 min 摇匀 1 次，30 min 后加 1 mL 胎

牛血清终止消化。转入离心管吹打后取 2 mL 上清液，

重复 3 次，所得 6 mL 细胞悬液于 4 ℃下以 1 100 ×g
离心 5 min；弃上清，加 2 mL 种植液，并吹打至细

胞悬液。细胞计数板计数，以种植液稀释至所需细

胞密度（96 孔板每孔 4~5×104个，24 孔板每孔 3~4.5×
104个，12 孔板每孔 7~9×104个，6 孔板每孔 1~1.5×
104个），接种至包被好的培养板中（0.1 mg·mL-1多聚

赖氨酸覆盖底部，CO2培养箱过夜，使用前 PBS 清洗

两次，超净台晾干）。培养箱培养 4 h 后，将种植液

更换为维持液。此后每 60 h 换液 1 次，直到用于相

应实验。每次换液前观察神经元生长情况。

1.5.2 叠氮化钠干预条件筛选 神经元培养至状态较

佳时，分为正常组（仅神经元）、空白组（仅培养

基）、不同浓度叠氮化钠给药组（以 20、30、40、
50、60、70、80 mmol·L-1的叠氮化钠进行干预），每

组 5 个复孔，于 37 ℃培养箱中培养。于给药后 12、
24、36、48 h 进行 CCK8 实验检测神经元活性，以

筛选合适的干预浓度与时间。CCK8 实验方法：弃去

干预药液，每孔加 100 μL PBS 溶液清洗，弃去后加

CCK8 工作液（按试剂盒说明配制），培养箱中孵育

1~2 h 后，酶标仪检测 450 nm 处吸光度值。细胞存

活率=（给药组 OD-空白组 OD）/（正常组 OD-空白组

OD）×100%。

1.5.3 皮质酮干预条件筛选 不同浓度皮质酮给药组

分别以 12.5、25、50、100、200、400、600 μmol·L-1

的皮质酮对神经元进行干预，通过 CCK8 实验检测神

经元活性，以筛选合适的干预浓度及时间。对照组

设置和其他实验设计均同“1.5.2”所述。

1.5.4 复合模型建立条件筛选 依据叠氮化钠和皮质

酮的筛选结果，神经元先以不同浓度（30、 40、
50 mmol·L-1）的叠氮化钠干预 12 h，再以不同浓度的

（100、200 μmol·L-1）皮质酮干预 24 h，通过 CCK8
实验检测神经元活性，筛选最适于建立模型的干

预浓度。对照组设置和其他实验设计均同“1.5.2”
所述。

1.5.5 复合模型线粒体膜电位的检测 按“1.5.4”中

筛选结果建立复合模型，其中叠氮化钠组仅以叠氮

化钠干预，皮质酮组仅以皮质酮干预，复合模型组
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完成全部干预，正常组无干预。将细胞培养板中培

养液弃去，PBS 清洗后加入维持液，按试剂盒说明进

行操作。完成后于荧光显微镜下观察，并用酶标仪

对 JC-1 单体（激发光 490 nm，发射光 520 nm）和

JC-1 聚合体（激发光 525 nm，发射光 590 nm）进行

检测。

1.6 逍遥散对慢性应激复合阿尔茨海默病体外模型的

影响

1.6.1 动物分组给药及脑脊液制备方法 成年 SD 大

鼠在适应性饲养 7 d 后随机分为空白组与逍遥散组，

每组 20 只。逍遥散组连续 7 d 灌胃给予逍遥散水煎

液 21.06 g·kg-1，空白组灌胃等体积生理盐水。末次

给药 2h 后，以 10%水合氯醛 3.5 mL·kg-1腹腔注射麻

醉，于两耳连线中点做纵向切口，在枕骨凸起部位

下方凹陷处进针，用 1 mL 注射器吸取 100~150 μL
清亮透明脑脊液，同组合并后于 4 ℃下以 10 000 × g

离心 10 min，收集上清液，0.22 μm 微孔滤膜过滤除

菌，-80 ℃冻存备用。

1.6.2 脑脊液干预及分组 神经元接种于培养板后分

为 9 组：正常组（无干预）；复合模型组（按“1.5”方

法建立模型）；5%、10%、20%逍遥散含药脑脊液组

（分别以 5%、10%、20%逍遥散含药脑脊液干预复合

模型）；5%、10%、20%空白脑脊液组（分别以 5%、

10%、20%空白脑脊液干预复合模型）；米非司酮组

（以 5 μmol·L-1含药培养液干预复合模型）。

1.6.3 CCK8 实验检测神经元存活率 以“1.6.2”中

方法分组干预后，按“1.5.2”中所述 CCK8 实验方法

进行实验，以检测各组神经元存活率。

1.6.4 免疫荧光法检测神经元 MAP-2 蛋白表达 以

“1.6.2”中方法分组干预后，弃去培养基，加 4%多

聚甲醛溶液固定 15min 后弃去；室温下以 0.2%
Triton X-100 溶液破膜打孔 10 min 后弃去，加 5%山

羊血清（PBS 稀释）37 ℃封闭 30 min 后弃去；加 1∶
200 的兔抗 MAP-2 单克隆抗体（一抗稀释液稀释）

4 ℃孵育过夜。弃去一抗，加 1∶500 抗兔 IgG（H+L）
Alexa Fluo 抗体（二抗稀释液稀释），室温避光孵育

1 h。弃去二抗，加 DAPI 染液，室温避光孵育 5 min
后弃去。以上步骤中每次换液均以 PBS 清洗 5 min×
3 次。取出爬片置于加 20 μL 抗荧光淬灭封片液的载

玻片上，用荧光显微镜观察拍摄，检测 MAP-2 阳性

细胞数占总细胞数比例。

1.6.5 免疫印迹法检测神经元中 GR 及 APP 蛋白表达

以“1.6.2”中方法分组干预后， 6 孔板每孔加细胞

裂解液 50~80 μL，冰上摇床裂解 30 min，刮下细胞转

移至 1.5 mL EP管同上裂解 30 min，4 ℃下 13 500×g 离

心 25 min，取上清液即为所得总蛋白样品。按 BCA
蛋白浓度测定试剂盒说明操作，酶标仪测定 562 nm
处吸光度值，计算样品蛋白浓度，加入相应比例

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（5×），沸水浴 5~10 min
使蛋白变性。进行 SDS-PAGE 电泳（分离胶 80 V、

积层胶 100 V），电泳结束后 120 V 湿法转膜，以含

5%脱脂奶粉的 TBST 室温封闭 2 h。弃去封闭液，加

GR、APP、β-actin 一抗抗体（1∶1 500），4 ℃孵育过

夜。弃去一抗，加 HRP 标记的 IgG 二抗，室温孵育

1 h。以上步骤中每次换液均以 TBS清洗 10 min×3 次。

暗室内膜上滴加显影液（按 ECL 试剂盒说明配制）后

曝光，获取所需蛋白条带并分析灰度值。

1.7 统计学处理方法 采用 SPSS 21.0 软件进行数据

分析。若在 Shapiro-Wilk 检验中符合正态分布，则

进行方差同质性检验，方差齐即进行单因素方差分

析并采用 LSD 法两两比较，方差不齐则进行

Dunnett’s T3 法分析，实验数据以均数 ± 标准差（x ± s）
表示。若不符合正态分布则采用 Kruskal-Wallis 法进

行非参数秩和检验，实验数据以 M（P25~P75）表示。以

P < 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 模型建立条件的筛选结果

2.1.1 叠氮化钠对神经元存活率的影响 结果见表 1，
该浓度梯度的叠氮化钠干预后，神经元存活率随时

间延长而降低。考虑到叠氮化钠与皮质酮同时作用

会造成神经元损伤加剧，因此叠氮化钠干预后的存

活率应以 70%~80%为佳。由于 24 h 后存活率普遍低

于 60%且下降速率较快，不宜进行后续实验，因此

综合考虑后选择 30、40、50 mmol·L-1 3 个浓度干预

12 h 来进一步筛选模型建立条件。

表 1 叠氮化钠对海马神经元存活率的影响（x ± s，n=5）
Table 1 The effect of NaN3 on the survival rate of hippocampal
neurons（x ± s，n=5）
叠氮化钠/
（mmol·L-1）

0
20
30
40
50
60
70
80

12 h 存活
率/%

100.0 ± 2.1
81.4 ± 3.6
76.0 ± 5.5
72.1 ± 6.2
69.0 ± 5.5
60.8 ± 4.5
50.0 ± 4.7
38.7 ± 5.0

24 h 存活
率/%

100.0 ± 8.7
61.9 ± 7.4
57.0 ± 10.3
58.3 ± 10.2
55.5 ± 9.2
38.0 ± 5.1
27.0 ± 6.9
19.7 ± 8.7

36 h 存活
率/%

100.0 ± 6.5
56.5 ± 6.5
45.6 ± 5.5
38.5 ± 4.8
31.8 ± 3.5
16.6 ± 2.1
13.3 ± 2.3
9.0 ± 1.6

48 h 存活
率/%

100.0 ± 11.4
54.5 ± 4.4
45.8 ± 4.1
34.4 ± 5.7
18.7 ± 3.8
11.4 ± 0.4
7.6 ± 0.7
5.6 ± 0.6
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2.1.2 皮质酮对神经元存活率的影响 结果见表 2，
该浓度梯度皮质酮干预后，神经元存活率先随时间

延长而降低，但超过一定时限后，即维持在一个相

对稳定的水平。同样考虑到复合给药加剧细胞损伤

的问题，皮质酮干预后存活率应以 50%~75%为佳。

鉴于干预 36 h 后存活率普遍低于 70%，而干预 12 h
的影响又相对较小，因此综合考虑后选择 100、
200 μmol·L-1两个浓度干预 24 h 来进一步筛选模型建

立条件。

表 2 皮质酮对海马神经元存活率的影响（x ± s，n=5）
Table 2 The effect of corticosterone on the survival rate of
hippocampal neurons（x ± s，n=5）
皮质酮/
（μmol·L-1）

0
12.5
25
50
100
200
400
600

12 h 存活
率/%

100.0 ± 3.8
84.3 ± 4.5
80.0 ± 3.9
78.3 ± 1.3
74.6 ± 0.6
61.4 ± 1.6
42.5 ± 3.0
39.8 ± 2.2

24 h 存活
率/%

100.0 ± 4.0
81.8 ± 6.9
78.5 ± 2.5
77.3 ± 2.4
72.6 ± 3.2
56.2 ± 3.8
43.5 ± 5.8
37.0 ± 4.2

36 h 存活
率/%

100 ± 6.5
70.3 ± 6.8
66.9 ± 5.9
64.0 ± 5.9
61.7 ± 2.9
55.2 ± 7.7
39.4 ± 4.2
26.9 ± 3.3

48 h 存活
率/%

100.0 ± 3.8
69.8 ± 4.1
66.7 ± 4.6
64.6 ± 3.0
63.9 ± 4.4
49.9 ± 1.4
38.9 ± 1.6
29.8 ± 3.8

2.1.3 复合干预对神经元存活率的影响 结果见

表 3，当叠氮化钠浓度为 30 mmol·L-1，皮质酮浓度

为 100 μmol·L-1 时，神经元存活率接近 50%，为模

型最佳建立条件。因此，复合模型最终建立方法是

先以 30 mmol·L-1 的叠氮化钠干预 12 h，再更换为

100 μmol·L-1的皮质酮干预 24 h。

表 3 复合干预对海马神经元存活率的影响（x ± s，%；n=4）
Table 3 The effect of multiplex intervention on the survival rate
of hippocampal neurons（x ± s，%；n=4）
皮质酮/（μmol·L-1）

100
200

叠氮化钠/（mmol·L-1）

30
50.2 ± 2.4
40.5 ± 0.6

40
39.3 ± 3.5
41.5 ± 8.1

50
41.0 ± 3.0
32.7 ± 10.7

2.1.4 线粒体膜电位检测结果 结果见图 1 和表 4，
与正常组比较，叠氮化钠组和复合模型组 JC-1 单体

绿色荧光明显增强，而 JC-1 聚合物红色荧光明显减

弱，荧光比值明显降低（P < 0.01）；皮质酮组的 JC-1
单体绿色荧光有增强趋势，JC-1 聚合物红色荧光和

荧光比值无明显变化（P > 0.05）。可见，叠氮化钠组

与复合模型组的干预均对细胞线粒体造成损伤。

2.2 不同浓度逍遥散含药脑脊液干预对复合模型的

影响

2.2.1 神经元存活率检测结果 结果见表 5，与正常

组比较，复合模型组存活率明显降低（P < 0.01）。与

复合模型组比较，5%空白脑脊液组和 5%逍遥散含药

脑脊液组无明显变化（P > 0.05）；10%空白脑脊液组

存活率增加（P < 0.05）；米非司酮组、20%空白脑脊

液组和 10%、20%逍遥散含药脑脊液组存活率明显增

加（P < 0.01）。与同浓度的空白脑脊液组比较，5%逍

遥散含药脑脊液组无明显变化（P > 0.05）；10%、20%
逍遥散含药脑脊液组存活率增加（P < 0.05，P <
0.01）。可见，逍遥散含药脑脊液可以在一定程度上

恢复神经元活力，增加神经元存活率。

JC-1 单体

JC-1 聚合物

a. 正常组 b. 叠氮化钠组 c. 皮质酮组 d. 复合模型组

图 1 各组线粒体膜电位荧光图（×100，标尺为 100 μm）
Figure 1 Fluorescence of mitochondrial membrane potential（×100，100 μm）
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a. 正常组 b. 复合模型组 c. 5%空白脑脊液组 d. 5%逍遥散含药脑脊液组 e. 10%空白脑脊液组

MAP-2

DAPI

Merge

f. 米非司酮组 g. 10%逍遥散含药脑脊液组 h. 20%空白脑脊液组 i. 20%逍遥散含药脑脊液组

MAP-2

DAPI

Merge

表 4 各组线粒体膜电位检测结果[M（P25~P75），n=6]
Table 4 Detection results of mitochondrial membrane potential
[M（P25~P75），n=6]
组别

正常组

叠氮化钠组

皮质酮组

复合模型组

荧光比值（JC-1 聚合物/JC-1 单体）

0.988（0.957~1.058）
0.631（0.605~0.683）**

0.942（0.885~0.981）
0.631（0.603~0.645）**

注：与正常组比较，
**
P < 0.01

表 5 逍遥散含药脑脊液对神经元存活率的影响（x ± s，n=6）
Table 5 The effect of Xiaoyao san drug-containing CSF on the
survival rate of neurons（x ± s，n=6）
组别

正常组

复合模型组

米非司酮组

5%空白脑脊液组

5%逍遥散含药脑脊液组

10%空白脑脊液组

10%逍遥散含药脑脊液组

20%空白脑脊液组

20%逍遥散含药脑脊液组

存活率/%
100.00 ± 6.36
56.88 ± 1.31**

77.66 ± 5.11##

60.32 ± 3.97
65.94 ± 4.51
66.07 ± 3.32#

76.76 ± 3.19##▼

67.92 ± 2.57##

79.49 ± 3.19##△△

注：与正常组比较，
**
P < 0.01；与复合模型组比较，#P < 0.05，##P <

0.01；与 10%空白脑脊液组比较，▼P < 0.05；与 20%空白脑脊液组

比较，△△P < 0.01

图 2 逍遥散含药脑脊液对 MAP-2免疫荧光的影响效果图（×100，标尺为 100 μm）
Figure 2 The effect pictures of Xiaoyao san drug-containing CSF on MAP-2 fluorescence（×100，100 μm）

2.2.2 MAP-2 免疫荧光检测结果 结果见图 2 和

表 6。与正常组比较，复合模型组荧光强度明显减

弱，光密度比值明显降低（P < 0.01），神经元突触减

少。与复合模型组比较，5%、10%空白脑脊液组和

5%逍遥散含药脑脊液组荧光强度和光密度比值均无

明显变化（P > 0.05），且无神经元网络；20%空白脑
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脊液组光密度比值升高（P < 0.05）；10%、20%逍遥

散含药脑脊液组和米非司酮组荧光强度明显增强，

光密度比值明显升高（P < 0.01），神经元突触增多。

分别与同浓度的空白脑脊液组比较，5%逍遥散含药

脑脊液组光密度比值无明显变化（P > 0.05）；10%、

20%逍遥散含药脑脊液组光密度比值均明显升高

（P < 0.01）。可见，该模型可造成海马神经元损伤，

而 10%和 20%的逍遥散含药脑脊液对此损伤具有一

定的修复作用。

2.2.3 APP 和 GR 蛋白表达检测结果 见图 3 和

表 7。与正常组比较，复合模型组 APP 蛋白表达量

明显增加而 GR 蛋白表达量明显减少（P < 0.01）。与

复合模型组比较，5%、10%空白脑脊液组 APP 蛋白

表达量减少（P < 0.05）；20%空白脑脊液组、米非司

酮组和 5%、10%、20%逍遥散含药脑脊液组 APP 蛋

白表达量均明显减少（P < 0.01）；各用药组 GR 蛋白

表达量均明显增加（P < 0.01）。分别与同浓度空白脑

脊液组比较，5%、10%、20%逍遥散含药脑脊液组

APP 蛋白表达量均明显减少（P < 0.05）；5%逍遥散含

药脑脊液组 GR 蛋白表达量增加（P < 0.05）；10%、

20%逍遥散含药脑脊液组 GR 蛋白表达量明显增加

（P < 0.01）。可见，逍遥散脑脊液可减少该模型的

APP 蛋白表达量，增加 GR 蛋白表达量，且具有一定

的剂量依赖性，以 20%逍遥散含药脑脊液的药理效

果较好。

3 讨论
海马是中枢神经系统的重要组织，主要参与学

习、记忆、情感等高级生理功能，适用于进行神经

元相关研究[14]。海马神经元损伤可影响海马功能，最

终演变为学习障碍、记忆功能障碍、抑郁和颞叶癫

痫等，是阿尔茨海默病表现出的病理特征之一。通

过抑制海马损伤，改善海马神经可塑性，一定程度

上可达到缓解阿尔茨海默病症状的效果[15]，因此本实

验选择海马作为模型供体组织。

叠氮化钠为线粒体呼吸链复合体Ⅳ的抑制剂，会

对细胞内线粒体造成损伤，从而影响神经元功能的

正常发挥，甚至造成其死亡[16]。已有研究[17]表明，叠

氮化钠可对大鼠造成记忆损伤，从而使其出现阿尔

茨海默病病理变化。本课题组前期[18]采用海马区注射

叠氮化钠的方法建立阿尔茨海默病动物模型，模型

大鼠记忆功能下降且海马组织中出现 Aβ 蛋白沉积，

因此本实验选择叠氮化钠作为干预药物之一，模拟

细胞的阿尔茨海默病病理变化。相关研究[19]表明，高

浓度皮质酮会造成 HPA 轴反馈失调，这与机体的慢

表 6 逍遥散含药脑脊液对 MAP-2 免疫荧光的影响（x ± s，

n=3）
Table 6 The effect of Xiaoyao san drug- containing CSF on
MAP-2 fluorescence（x ± s，n=3）
组别

正常组

复合模型组

米非司酮组

5%空白脑脊液组

5%逍遥散含药脑脊液组

10%空白脑脊液组

10%逍遥散含药脑脊液组

20%空白脑脊液组

20%逍遥散含药脑脊液组

荧光比值

1.00 ± 0.07
0.20 ± 0.02**

0.49 ± 0.05##

0.24 ± 0.03
0.21 ± 0.02
0.26 ± 0.02
0.42 ± 0.01##▼▼

0.30 ± 0.03#

0.48 ± 0.05##△△

注：与正常组比较，
**
P < 0.01；与复合模型组比较，#P < 0.05，##P <

0.01；与 10%空白脑脊液组比较，▼▼P < 0.01；与 20%空白脑脊液组

比较，△△P < 0.01

1 2 3 4 5 6 7 8 9
APP
GR

β-actic

95 kDa
91 kDa
45 kDa

注：1. 正常组；2. 复合模型组；3. 5%逍遥散含药脑脊液组；4. 10%
逍遥散含药脑脊液组；5. 20%逍遥散含药脑脊液组；6. 5%空白脑脊

液组；7. 10%空白脑脊液组；8. 20%空白脑脊液组；9. 米非司酮组

图 3 各组 APP蛋白和 GR蛋白条带图

Figure 3 The band diagram of APP and GR protein

表 7 逍遥散含药脑脊液对 APP和 GR蛋白表达的影响（x ± s，
n=3）
Table 7 The effect of Xiaoyao san drug-containing CSF on APP
and GR protein expression（x ± s，n=3）
组别

正常组

复合模型组

米非司酮组

5%空白脑脊液组

5%逍遥散含药脑脊液组

10%空白脑脊液组

10%逍遥散含药脑脊液组

20%空白脑脊液组

20%逍遥散含药脑脊液组

APP
1.40 ± 0.11
2.57 ± 0.26**

1.67 ± 0.14##

2.28 ± 0.07#

1.99 ± 0.14##▲

2.20 ± 0.15#

1.83 ± 0.12##▼

2.06 ± 0.06##

1.77 ± 0.03##△

GR
1.22 ± 0.05
0.54 ± 0.04**

1.02 ± 0.03##

0.69 ± 0.02##

0.82 ± 0.02##▲

0.69 ± 0.04##

0.94 ± 0.08##▼▼

0.79 ± 0.04##

1.04 ± 0.07##△△

注：与正常组比较，
**
P < 0.01；与复合模型组比较，#P < 0.05，##P <

0.01；与 5%空白脑脊液组比较，▲P < 0.05；与 10%空白脑脊液组

比较，▼P < 0.05，▼▼P < 0.01；与 20%空白脑脊液组比较，△P < 0.05，
△△P < 0.01
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性应激状态类似，且皮质酮致海马神经元损伤的相

关细胞模型现已广泛应用于抑郁、应激等相关研究

领域。因此本实验选择皮质酮作为另一种干预药

物，模拟细胞的应激状态。HPA 轴的持续亢进可使

糖皮质激素浓度不断升高，从而降低其受体 GR 活

性 [20]。GR 作为海马神经中发生应激反应的主要介

质，在海马区表达水平较高，且对皮质酮水平波动

较为敏感，长期应激时 GR 活性降低，其对 HPA 轴

的负反馈功能减弱或丧失，从而引发海马神经可塑

性受损[21]，加剧阿尔茨海默病症状。研究[22]显示，低

剂量米非司酮具明显抗孕激素效果，但大鼠给药剂

量高达 54 mg·kg-1时具有明显的拮抗 GR 受体、恢复

应激大鼠行为和神经可塑性的作用。因此，本实验

以 GR 受体拮抗剂米非司酮作为对照药物。

鉴于血脑屏障的存在，神经元存在的微环境实际

上与其它细胞组织有较大差别，目前常见的血清药

理学并不完全适用于中枢神经系统疾病的研究。中

药含药脑脊液可明显诱导出星形胶质细胞的神经营

养作用，尽可能地避免体外实验和血清中各种干扰

因素的影响，同时其中含有真正可以通透血脑屏障

的成分，更能反应中药作用的实际情况[23]。因此，本

研究以逍遥散水煎液连续灌胃 SD 大鼠，收集其含药

脑脊液来干预细胞。

线粒体损伤会导致其膜电位下降，膜电位较高

时，JC-1 聚集在线粒体基质中形成聚合物，产生红

色荧光，膜电位较低时则无法聚集，产生绿色荧

光[24]，二者荧光比值的变化可用于体现线粒体膜电位

的改变，由此可对模型进行评价。微管蛋白 MAP-2
对维持神经元的正常功能有着重要作用，且仅存在

于中枢神经系统神经元的胞体和树突中，在胶质细

胞中并不存在[25]，因此可作为神经元的特异性标志，

利用荧光强度评价神经元的损伤程度。Aβ 蛋白是由

APP 蛋白经过水解而产生的，其在细胞间沉积形成

的老年斑是阿尔茨海默病的两大病理表现之一[26]，因

此 APP 蛋白表达的增加在一定程度上可以反映阿尔

茨海默病的病理表现。

综上，本实验以原代海马神经元为研究对象，选

择叠氮化钠和皮质酮进行药物干预以建立体外损伤

复合模型，选择 GR 受体拮抗剂米非司酮作为对照药

物，检测其线粒体膜电位、细胞存活率、MAP-2 免

疫荧光强度和 APP、GR 蛋白表达，评价模型特征并

探究逍遥散含药脑脊液对该模型的干预作用。

本实验结果显示，模型建立的最佳方法为先以

30 mmol·L-1的叠氮化钠对海马神经元干预 12 h，再

更换为 100 μmol·L-1 的皮质酮干预 24 h。该模型的

线粒体膜电位下降，MAP-2 荧光强度明显减弱，神

经元突触减少，APP 蛋白表达增加而 GR 蛋白表达减

少，同时表现出阿尔茨海默病和慢性应激的叠加损

伤状态。实验中也发现皮质酮干预后，JC-1 单体绿

色荧光有增强趋势，APP 蛋白表达增加，可见皮质

酮可能具有加重叠氮化钠损伤的作用。由此可推测

慢性应激可能会诱导或加重阿尔茨海默病症状，该

模型的特征符合预期，建立的方法稳定性与可靠性

较强。在进行空白脑脊液干预后，结果显示 10%和

20%的空白脑脊液对神经元活性、APP 蛋白和 GR 蛋

白表达均有影响，可见空白脑脊液对细胞具有一定

的保护作用，这可能与其本身所含有的物质相关。

与复合模型组及相应浓度的空白脑脊液组比较，逍

遥散含药脑脊液可以增加该模型神经元活性，缓解

神经元损伤，改变 APP 和 GR 蛋白表达水平。其作

用效果随浓度增加而升高，20%浓度组的药理作用最

为明显。综上，逍遥散含药脑脊液在一定程度上可

以缓解该模型损伤，作用效果具有一定的剂量依赖

性。逍遥散作为疏肝解郁代表方药，可能对伴有慢

性应激的阿尔茨海默病患者具有较好的药理作用，

这可为阿尔茨海默病的临床用药提供新思路，也为

阿尔茨海默病的防治提供了一个新途径。

此外，实验中在 GR 受体拮抗剂米非司酮干预

后，GR 蛋白表达量增加的同时 APP 的蛋白表达量明

显下降，逍遥散干预后 GR 蛋白表达量也明显增加。

由此推测，逍遥散含药脑脊液对该模型损伤的修复

作用机制可能与米非司酮作用机制相似，可能通过

拮抗 GR 受体而导致 APP 蛋白表达的降低，在后续

实验中可针对此猜想进一步进行机制探究。
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