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六味地黄丸含药血清对β-淀粉样蛋白损伤PC12
细胞中FoxO3a/p-FoxO3a蛋白表达的影响＊
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（河南中医药大学中医药科学院 郑州 450046）

摘 要：目的 观察不同浓度 β-淀粉样蛋白（amyloid β-protein25-35，Aβ25-35）和六味地黄丸含药血清

（medicated serum of Liuwei Dihuang Pill，MSLDP）对 PC12（pheochromocytoma cells）细胞及 FoxO3a（Forkhead
box protein O 3a）、p-FoxO3a蛋白表达的影响，研究六味地黄丸含药血清预处理对Aβ25-35损伤AD（Alzheimer’
s disease）细胞模型的保护作用。方法 配制Aβ25-35母液和制备六味地黄丸含药血清，用含有不同浓度的

Aβ25-35（10 μmol·L-1、20 μmol·L-1、40 μmol·L-1）和六味地黄丸含药血清（2.5%、5%、10%、20%、30%）的培养基

培养 PC12细胞，噻唑蓝（MTT）法检测细胞活力，同时观察细胞形态的变化，免疫印迹法检测细胞中 FoxO3a
及 p-FoxO3a蛋白表达量的变化。取合适浓度的六味地黄丸含药血清预处理Aβ25-35诱导的AD细胞模型，观

察细胞形态、活力及 FoxO3a、p-FoxO3a表达量的变化。结果 ①Aβ25-35显著降低 PC12细胞存活率（P<
0.01），并造成细胞形态的改变，细胞内 p-FoxO3a表达量降低，而FoxO3a的表达升高。②六味地黄丸含药血

清显著提高PC12细胞存活率（P<0.01），并促使细胞增加分化趋势，细胞内FoxO3a表达降低，而 p-FoxO3a的
表达随着血清浓度的增加而增加。③六味地黄丸含药血清预处理能够明显降低Aβ25-35对PC12细胞的损伤，

与模型组相比，六味地黄丸含药血清干预组FoxO3a的蛋白表达降低（P<0.01），p-FoxO3a的蛋白表达显著升

高（P<0.05）。结论 六味地黄丸含药血清能够提高AD细胞模型的细胞活性，对PC12细胞具有明显的保护

作用，磷酸化FoxO3a蛋白表达水平的提高可能是其相关的作用机制。
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阿尔茨海默病是一种发生于老年人中的中枢神

经系统退行性疾病，是老年痴呆最常见的类型。多年

来，该病发病率呈逐年上升趋势，严重危害老年人的

身心健康和生活质量[1,2]。“β-淀粉样蛋白级联假说”是

基于Aβ（amyloid β-protein，Aβ）异常沉积这一病理特

征所建立的AD病因假说，该假说认为，脑内Aβ的积

累具有神经毒性，过量的Aβ会造成神经细胞的氧化

应激、突触改变、Tau蛋白磷酸化、神经递质丢失等，以

及胶质细胞的增生和炎症反应 [3-4]。这些改变能够进

一步引起神经系统的病理损伤，如老年斑块形成、神

经纤维缠结等，造成神经元功能障碍甚至变性和死

亡，进而导致AD的发生。根据AD发生的过程，降低

细胞内氧化应激，抑制神经细胞变性、凋亡，促进神经

细胞修复等已成为研究热点[5]。

FoxO3a作为一种重要的叉头蛋白转录因子，能够

通过与其所识别DNA元件相结合，调控靶基因的转录

和翻译，在调控细胞周期、凋亡、活性氧清除、自噬、细

胞稳态和氧化应激反应等方面发挥重要作用[6-7]。有
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研究表明，血清中 FoxO3a水平的变化可用来区分AD
与轻度认知障碍（Mild Cognitive Impairment，MCI）以及

AD与正常衰老（geriatric control，GC），可能成为治疗

AD 的 潜 在 新 靶 点[8-9]。 FoxO3a 和 Bim（Bcl-2
interacting mediator of cell death）在神经细胞中过表

达，会导致 Aβ的产生并过度积累，进而引起神经毒

性，该过程是AD的病理发展重要因素[10]。另有研究发

现，在H2O2诱导的人神经母瘤细胞(SH-SY5Y)模型中，

有多种药物可通过 SIRT/FoxO3a通路提升超氧化物歧

化 酶（superoxide dismutase，SOD）和 过 氧 化 氢 酶

（catalase，CAT）的酶活性 ,减少细胞内的 ROS,降低氧

化应激造成的细胞死亡，从而保护神经细胞不受氧化

应激损伤[11,12]。磷酸化是 Forkhead转录因子家族成员

重要的上游修饰途径，激活AKT（Protein Kinase B）可

使 FoxO3a磷酸化，磷酸化的 FoxO3a从细胞核转运至

细胞质，经过泛素化修饰而降解，失去其转录活性，从

而导致细胞增殖，反之亦然[13,14]。因此，通过FoxO3a与
磷酸化 FoxO3a(p-FoxO3a)的转化，间接调节下游凋亡

相关基因的表达，是干预神经细胞的凋亡的方式

之一。

中医认为老年痴呆的病因多以内因为主，或因肾

精亏耗，气血不足，痰瘀互阻，脑髓失养；或因七情内

伤，久病耗损，年迈体虚，致气、血、痰、郁、瘀等病邪为

患。在痴呆的辨证分型方面主要以肾虚和痰证为主，

治疗也多以补肾益髓、化瘀止痰、补肾活血等为主要

方法[15,16]。现代中西医结合研究证实，大脑皮质及海

马区的神经细胞大量减少是其主要病理特征之一，而

脑内Aβ不断积累所造成的的神经细胞氧化应激、凋

亡等是造成这一特征的重要原因。

六味地黄丸是宋代钱仲阳依据《金匮要略》所载

崔氏八味丸去桂枝、附子而成，是中医填精、滋阴、补

肾的经典方剂。在临床应用中发现，六味地黄丸可以

通过调节内分泌、降压降脂、降血糖等来防治痴呆、高

血压、糖尿病等老年疾病，在改善AD患者的记忆、智

力、精神和行为等方面具有较明显的效果，其机理可

能与改善脑内代谢，抗氧化，减少神经细胞凋亡有

关[17,18]。在减轻Aβ的神经细胞毒性方面，六味地黄丸

也具有显著效果[19]。有研究表明，六味地黄丸在改善

AD模型小鼠的记忆和认知功能方面有明显效果，可

以不同程度地改善或延缓AD病程的发展，甚至达到

预防早期老年性痴呆的功效，但是其对AD发挥作用

的分子机理还不明确[20]。

本课题组综合文献资料，在前期应用六味地黄丸

对AD的保护作用基础上，进一步研究其对神经细胞

内 FoxO3a/p-FoxO3a的影响，探讨应用六味地黄丸预

防和治疗阿尔茨海默病的分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

PC12细胞由昆明理工大学医学部白洁教授赠予。

SPF级雄性 SD大鼠购自北京维通利华实验动物技术

有限公司〔合格证编号：SCXK(京)2012-0001〕。六味

地黄丸浓缩丸为河南省宛西制药股份有限公司产品

(批号：110316)。
1.2 主要试剂

FoxO3a/p-FoxO3a抗体（美国Epitomics公司，货号

分别为 3280-1，7205-1），Aβ25-35（美国 SIGMA公司，货

号：A4559），兔抗鼠 β-actin抗体（Abways公司，货号：

P60709），山羊抗兔抗体（博士德生物工程有限公司，

货号：BA1055），MTT〔3-(4,5-二甲基-2-噻唑)-2,5-二
苯基溴化四氮唑噻唑蓝〕、RIPA裂解液 (RIPA Lysis
Buffer)、蛋白酶抑制剂（北京索莱宝科技有限公司，货

号分别为 298-93-1，P0100，P1250），其余均为国产分

析纯试剂。

1.3 主要仪器设备

多功能全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher公司，

型 号 ：MultiskanGO）；高 速 冷 冻 离 心 机（美 国

BeckmanCoulter公司，型号：Microfuge®20R）；电泳仪

(美国Bio-Rad公司，型号：JY200C)；蛋白转印系统（美

国BioRad公司，型号：Mini-Protean）；倒置荧光显微镜

（德国Leica公司，型号：DFC450C）。

1.4 实验方法

1.4.1 六味地黄丸含药血清（MSLDP）制备

用纯水将粉碎后的六味地黄丸浓缩丸溶解，制备

混悬液，将 SD大鼠适应性饲养 1周后，分为给药组和

对照组，给药组以 1.08 g·kg-1剂量进行灌胃，对照组以

等体积的生理盐水灌胃，2次/天，连续灌胃 6次。第 7
次灌胃 1 h后，以 10%水合氯醛麻醉动物，打开大鼠腹

腔，腹主动脉采血。所采全血在室温下静置 2 h后，

3000 r·min-1离心 10 min，取血清，56℃水浴灭活 30
min，再用 0.22 μm无菌滤器过滤除菌，分装后-80℃保

存备用。
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1.4.2 Aβ25-35配制

将Aβ25-35用超纯水配制成 1 mmoL·L-1的母液，吹

打混匀后 37℃静置“老化”5天，分装成 100 μL/管，-
80℃保存备用。

1.4.3 MTT法检测PC12细胞存活率

（1） 细胞培养 将RPMI 1640基础培养基中加入 5%
胎牛血清、10%马血清及 100 U·mL-1青/链霉素双抗配

制成完全培养基，在 37℃、5% CO2、饱和湿度的培养箱

中培养 PC12细胞，每隔 24 h换液，3-4天传代 1次，实

验中各组均取处于对数生长期的细胞。

（2） MTT法检测细胞存活率 以 2×104个/孔的量将

处于对数生长期的PC12细胞加入到 96孔细胞培养板

中，置于 37℃、5% CO2培养箱中培养；将 3个 96孔板按

以下方法处理：第 1个先用RPMI 1640完全培养基培

养 24 h，再用含有 0、10、20、40 μmol·L-1 Aβ25-35的培养

基培养 24 h；第 2个分别用含有 0、2.5%、5.0%、10.0%、

20.0%、30.0% MSLDP的培养基培养 48 h；第 3个分为

正常对照组（不加Aβ25-35和MSLDP培养 48 h）、模型组

（先常规培养 24 h，再用含 20 μmol·L-1 Aβ25-35的培养基

处理 24h）、MSLDP预处理组（先用含 20% MSLDP的培

养基培养 24 h，再用含 20 μmol·L-1 Aβ25-35的培养基处

理 24 h）；每个浓度设 3个复孔。培养结束后先在倒置

显微镜下观察各组PC12细胞的形态，再向各孔加入 5
mg·mL-1的MTT 20 μL，37℃静置 4 h。结束后 1500 r·
min-1离心 5 min，吸出培养基，向各孔加入 150 μL二甲

基亚砜(DMSO)，用移液器轻轻吹打各孔使结晶紫完全

溶解后，检测各孔 590 nm波长处的吸光值。细胞存活

率=实验组吸光值/对照组吸光值×100%。

1.5 Western blot法检测FoxO3a/p-FoxO3a表达水平

以 5×104个/mL的密度将处于对数生长期的 PC12
细胞接种于 6孔细胞板中，培养 24 h后，分别加入含有

0、10、20、40 μmol·L-1 Aβ25-35的RPMI 1640培养基培养

24 h，同 时 ，用 含 有 0、2.5%、5.0%、10.0%、20.0%、

30.0% MSLDP的培养基培养另一组细胞 48 h；另取一

个六孔板分为正常对照组、模型组、MSLDP预处理组

按（2）方法处理细胞。收集细胞至 1.5 mL离心管内，

3000 r·min-1离心 5 min，PBS洗 2次，加入含有蛋白酶

抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液重悬细胞，置

冰上裂解 30 min后，13000 r·min-1离心 10 min，取上清

即为总蛋白，采用标准曲线法测定总蛋白浓度。各组

分别取 10 μg蛋白样品进行 SDS-PAGE电泳，300 mA

转膜 70 min。用 5%的脱脂奶 4℃封膜过夜；PBST洗膜

3次，加入一抗（1：1000稀释）室温摇床上孵育 2 h；
PBST洗膜 3次，再加入二抗（1：3000稀释）孵育 1 h；
PBST洗膜 5次，加入 ECL化学发光试剂显影，上机

检测。

1.6 统计学分析

各组实验结果分别使用 Image J1.8.0、GraghPad
Prism 8.0进行图像分析及数据处理。多组实验比较

使用单因素方差分析（one-way ANOVA），组内较以最

小显著性差异法进行比较。以 P<0.05为差异具有统

计学意义。

2 实验结果

2.1 Aβ25-35对PC12细胞存活率的影响

用MTT法将采用不同浓度Aβ25-35处理的 PC12细
胞的存活率进行比较，结果表明，不添加Aβ25-35组的细

胞存活率明显高于 10、20、40 μmol·L-1 Aβ25-35处理组，

且随着Aβ25-35浓度的增高，细胞存活率逐渐降低，差异

具有统计学意义（P<0.01）（图1）。

在倒置显微镜下观察Aβ25-35处理后 PC12细胞的

形态，各组处理后的细胞与不经Aβ25-35处理细胞相比，

随着Aβ25-35浓度的增高，各孔内的细胞数目逐渐减少，

细胞的形态也变得不规则，并伴随有细胞碎片，凋亡/
死亡细胞逐渐增多（图 2）。结果表明Aβ25-35对PC12细
胞毒性损伤与剂量在一定范围内呈正相关。

2.2 Aβ25-35对 PC12细胞 FoxO3a/p-FoxO3a蛋白表达

的影响

将不同浓度Aβ25-35处理的PC12细胞中FoxO3a、p-
FoxO3a表达水平进行比较，低浓度（0、10 μmol·L-1）处
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图1 Aβ25-35对PC12细胞存活率的影响
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理组的 p-FoxO3a蛋白表达量明显高于高浓度（20、40
μmol·L-1）处理组，FoxO3a蛋白表达量则低于高浓度

组，差异具有统计学意义（P<0.01)。实验结果显示，

p-FoxO3a蛋白表达明显呈剂量依赖降低，而 FoxO3a

的蛋白表达随Aβ25-35浓度的增加而增加（图3）。

2.3 不同浓度MSLDP对PC12细胞存活率的影响

将不同浓度MSLDP处理后的PC12细胞存活率进

行比较，未使用MSLDP处理组的 PC12细胞存活率明

显低于各 MSLDP处理组，差异有统计学意义（P<
0.01）（图4）。

倒置显微镜下观察各组细胞显示：未使用MSLDP
处理组的 PC12细胞形态不规则，有细胞碎片出现；采

用 2.5%、5% MSLDP培养 PC12细胞后，各孔内细胞量

增多，细胞大小均一，形态规则；10% MSLDP组培养的

细胞量进一步增加，聚集成片状生长，细胞形态有拉

伸趋势；20%、30% MSLDP组的 PC12细胞形态拉伸更

加明显，并且细胞长出了小的棘突，明显形成分化趋

势（图 5）。实验结果表明，MSLDP具有明显的促进

PC12细胞增殖的作用

2.4 不同浓度MSLDP处理对 PC12 细胞 FoxO3a、p-
FoxO3a蛋白表达影响

将采用不同浓度 MSLDP处理的 PC12 细胞中

FoxO3a、p-FoxO3a蛋白表达量进行比较，结果显示，低

浓度MSLDP处理组细胞内的 p-FoxO3a表达水平低于

高浓度组，而 FoxO3a表达量则高于各高浓度MSLDP
处理组，差异有统计学意义（P<0.01）（图 6）。实验结

果表明，FoxO3a、p-FoxO3a蛋白表达量均对MSLDP浓
度呈剂量依赖性。

图2 Aβ25-35对PC12细胞形态的影响

注：A-D：含 0、10、20、40 μmol·L-1 Aβ25-35培养细胞。

图3 Aβ25-35对PC12细胞FoxO3a/p-FoxO3a蛋白表达的影响
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图4 MSLDP对PC12细胞活性的影响
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2.5 MSLDP对AD模型细胞存活率的影响

参考文献资料，并综合考虑 Aβ25-35和 MSLDP对

PC12细胞存活率以及二者对 FoxO3a、p-FoxO3a蛋白

表达量影响，本课题组选用 20 μmol·L-1 Aβ25-35 和
20%MSLDP来建立试验用细胞模型。将各组采用不

同方法处理的PC12细胞进行MTT法检测，结果表明，

正常组、MSLDP干预组的PC12细胞存活率高于AD模

型组，差异有统计学意义（P<0.05）（图7）。

倒置显微镜下观察各组细胞形态，Aβ25-35处理的

模型组细胞与正常对照组相比，细胞数量减少，形态

不规则，细胞膜相对不完整，细胞碎片增多。MSLDP
处理组细胞与模型对照组相比，凋亡、死亡的细胞数

减少，活细胞增多（图 8），MSLDP对AD细胞模型的有

明显的保护作。

2.6 MSLDP对 AD细胞模型中 FoxO3a、p-FoxO3a蛋

白表达影响

将 三 组 采 用 不 同 方 法 处 理 的 PC12 细 胞 中

FoxO3a、p-FoxO3a蛋白表达量进行免疫印迹检测，正

常对照组细胞中 p-FoxO3a蛋白表达量高于模型组，

FoxO3a蛋白表达量则低于模型组；MSLDP干预组细胞

中的 p-FoxO3a 蛋白表达量高于模型组细胞，而

FoxO3a蛋白表达水平低于模型组（图 9）。结果表明，

MSLDP对 Aβ25-35所造成的神经细胞损伤具有较好的

保护作用。

3 讨论与结论

本课题组以Aβ25-35诱导神经细胞损伤着手，通过

图5 MSLDP对PC12细胞形态的影响

注：A-F：含 0、2.5%、5.0%、10.0%、20.0%、30.0%MSLDP培养细胞。

图6 不同浓度MSLDP对PC12细胞FoxO3a、p-FoxO3a

蛋白表达的影响
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观察MSLDP对细胞活力和形态及关键蛋白表达的影

响，来探讨六味地黄丸对AD影响的分子机制。

3.1 六味地黄丸和Aβ25-35对神经细胞的影响

实验结果显示，不同浓度Aβ25-35处理后细胞的存

活率呈剂量依赖的形式降低。这表明Aβ25-35对 PC12
细胞毒性损伤在一定浓度范围内与剂量呈正相关。

同时观察处理后的细胞形态发现，随着Aβ25-35浓度增

高，各孔内的细胞形态改变也随着Aβ25-35浓度增加而

逐渐增多。这一结果与AD患者脑内Aβ的不断积累，

毒性不断增加一致，同时，也与之前的研究结果相互

验证：使用Aβ25-35诱导 PC12细胞后，会造成细胞活力

下降，细胞内游离Ca2+浓度升高，形态上出现典型的凋

亡特征，在一定范围内具有时间和剂量依赖性[21]。

3.2 FoxO3a与Aβ的相互关系

FoxO3a是细胞稳态、应激反应和增殖/凋亡的核

心调控因子，控制着复杂的基因表达网络。因此，它

可以调节多种细胞过程，整合来自能量、生长因子和

应激信号级联的输入，成为在神经系统疾病和抗衰老

机制以及肿瘤等研究中较为新颖的研究热点。六味

地黄丸的抗衰老作用主要与抗氧化和抗凋亡有关，Aβ
积累所表现出来的毒性会造成神经细胞的氧化应激

和凋亡，而体内FoxO3a的改变能够起下游基因产生抗

氧化和抗凋亡的作用，本课题组结合三者的相关性，

研究其发挥相互作用的具体方式。细胞内的 FoxO3a
蛋白经Aβ25-35的诱导后表达量升高，而 p-FoxO3a的蛋

白表达量降低，这提示Aβ25-35可能通过对 FoxO3a的调

节来激活细胞凋亡的级联反应。

3.3 MSLDP对细胞内FoxO3a的影响

因为磷酸化是 Forkhead转录因子家族成员重要

的上游修饰途径，FoxO3a是 PI3K/AKT信号通路下游

重要的转录因子[22,23]，激活AKT能够导致 FoxO3a磷酸

化，磷酸化的 FoxO3a被降解而失去其转录活性。

MSLDP能够进细胞增殖，同时还能影响细胞内FoxO3a
与 p-FoxO3a的表达量，因此，其发挥作用的方式可能

与AKT激活所导致 FoxO3a磷酸化密切相关。实验结

果显示，MSLDP有明显的促进PC12细胞增殖的作用，

高浓度的MSLDP还能使细胞长出小突触，形成分化趋

势。同时，MSLDP预处理还能够明显降低Aβ25-35对细

胞的毒性，减少细胞损伤。有研究发现过氧化物酶体

增殖物激活受体 γ辅激活子 1α（PGC-1α）能够通过下

调 FoxO3a降低 APP代谢，减少 Aβ的积累，FoxO3a对
神经细胞自身APP代谢为Aβ有直接干预作用[24]，这与

本课题组的实验结果一致：MSLDP干预后的 PC12细
胞内 p-FoxO3a蛋白表达量升高，而 FoxO3a的蛋白表

达量则降低。

综上所述，六味地黄丸对Aβ25-35所造成的神经细

胞损伤具有保护作用，其作用机制可能是通过调节细

胞内 FoxO3a与 p-FoxO3a的表达量，影响其下游基因

的表达，进而调控细胞内的抗氧化、抗凋亡因子，促进

细胞增值，从而实现其对AD的预防及治疗。本实验

为AD的预防和治疗找出一个新思路，同时也为在临

床上应用六味地黄丸改善AD患者的病情和减缓AD
病程发展提供了依据。

图9 MSLDP对AD细胞模型的FoxO3a、p-FoxO3a蛋白

表达的影响

图8 MSLDP预处理对PC12细胞形态的影响

注：A：空白对照；B：Aβ25-35损伤细胞；C：MSLDP+Aβ25-35处理细胞。
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Effects of Medicated Serum of Liuwei Dihuang Pills on FoxO3a/p-FoxO3a Expression in PC12 Cells

Injured by β-amyloid Protein
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Abstract: Objective To observe the effects of different concentrations of Aβ25-35 and medicated serum of Liuwei
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Dihuang Pills (MSLDP) on rat adrenal pheochromocytoma cells (PC12) and the expression of FoxO3a and p-FoxO3a
proteins, and to study the protective effect of MSLDP pretreatment on Aβ25-35 injury AD cell model. Methods We
prepared Aβ25-35 mother liquor and prepare medicated serum of Liuwei Dihuang Pills, cultured PC12 cells with different
concentrations of Aβ25-35 (10μmol·L-1, 20μmol·L-1, 40μmol·L-1) and MSLDP (2.5%, 5%, 10%, 20%, 30%) medium,
MTT method was used to detect cell viability and observe changes in cell morphology. Western Blot was used to detect
changes in the expression of FoxO3a and p-FoxO3a proteins in the cells. We took the appropriate concentration of
MSLDP to pretreat the AD cell model induced by Aβ25-35, and observed the changes in cell morphology, viability and
FoxO3a and p-FoxO3a expression. Results ①Aβ25-35 reduced the survival rate of PC12 significantly (P<0.01), and
caused changes in cell morphology. The expression of p-FoxO3a in PC12 cells decreased, but the expression of FoxO3a
increased. ②MSLDP improved the survival rate of PC12 cells significantly (P<0.01), and promoted the cells to increase
their differentiation tendency, the expression of FoxO3a in the cells decreased, and the expression of p-FoxO3a
increased with the increase of concentration. ③MSLDP pretreatment can significantly reduce the damage of Aβ25-35 to
PC12 cells. Compared with the model group, the protein expression of FoxO3a in the MSLDP intervention group
decreased (P<0.01), and the protein expression of p-FoxO3a increased significantly (P<0.05).Conclusion MSLDP can
increase the activity of Aβ25-35-induced AD cell models and have a protective effect on PC12 cells. The mechanism may
be related to the increase of phosphorylated FoxO3a protein expression.
Keywords: Liuwei Dihuang Pills, Alzheimer's Disease, Aβ25-35, Foxo3a/p-FoxO3a, Protective effect
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