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阿尔茨海默病(Alzheimer's disease，AD)影响大脑记忆、
认知功能区域，导致记忆力、学习能力下降、思维和沟通能力

障碍以及日常生活自理能力降低，是老年痴呆最常见类型。
AD 主要病理学改变为①蛋白聚合物如过度磷酸化的微管相关

复方丹参片对阿尔茨海默病转基因细胞模型 AChE 表达的影响
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［摘要］ 目的：研究复方丹参片对阿尔茨海默病（AD） 转基因细胞模型乙酰胆碱酯酶（AChE） 表达的影响。方法：将 SD大
鼠 60只随机分成复方丹参片 0.5、1、2、4倍剂量组，空白对照组及多奈哌齐对照组。各组大鼠分别灌服相应浓度药液，空白对
照组给予等容积生理盐水，每天 1次，连续 7天。末次给药后 1 h，取各组大鼠含药血清培养 AD转基因细胞，于 24、48、72 h
采用Western Blot方法分析 AD转基因细胞 AChE的表达。结果：与空白对照组比较，24、48 h时 2、4倍复方丹参片组 AChE表
达明显降低，差异有非常显著性意义（P < 0.01），72 h时差异无显著性意义（P > 0.05）；2、4倍复方丹参片组组内 48 h与 24 h比较，
AChE表达降低，差异有非常显著性意义（P < 0.01）。结论：复方丹参片能在一定程度上减少 AD转基因细胞模型 AChE的表达。
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Effect of Compound Danshen Tablets on Expression of AChE in Alzheimer’s Disease
Transgenic Cell Model

ZHOU Desheng，LIU Lijuan，HU Hua，et al
Abstract：Objective：To study the effect of compound Danshen tablets (CDT)on the expression of acetylcholinesterase

(AChE) in Alzheimer’s Disease (AD) transgenic cell model. Methods：Sixty SD rats were randomly divided into 6 groups，

namely 0.5- fold，1- fold，2- fold，4-fold CDT groups，blank control group and donepezil group. Rats in the medication

groups were respectively given relevant concentrations of drugs， and the blank group was given same volume of normal

saline，once a day，for 7 consecutive days. One hour after the last administration，serum containing medicine from each

group was prepared to cultivate the AD transgenic cells. The levels of AChE protein were detected by Western blotting

method after culturing for 24 h，48 h，and 72 h. Results：Compared with the blank control group，the expression level of

AChE was decreased in 2- fold and 4-fold CDT groups on culturing hour 24 and 48 (P < 0.01)， while difference was

insignificant on culturing hour 72(P > 0.05). The intra-group difference of AChE level in 2- fold and 4-fold CDT groups was

significant on culturing hour 24 and 48 respectively(P < 0.01). Conclusion：Compound Danshen tablets can down-regulate the

level of AChE in AD transgenic cell model to some degrees.

Keywords：Compound Danshen tablets；Acetylcholinesterase(AChE)；Alzheimer’s Disease(AD)；Transgenic cell
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蛋白组成神经纤维缠结[1]；②由嗜银神经轴索突起包绕β淀

粉样变性而形成的神经炎性斑；③大脑基底部胆碱能神经元的

慢性、进行性缺失并伴有乙酰胆碱神经递质缺失及敏感性降

低[2～3]。淀粉样前体蛋白(Amyloid precursor protein，APP)是

AD 发病的一种关键蛋白[4]，APP 可被β-、γ- 蛋白酶连续

作用分解产生 β- 淀粉样蛋白(amyloid β-proteina，Aβ)。Aβ
可导致脑内老年斑形成和神经细胞凋亡，是导致 AD 的重要因

素。乙酰胆碱酯酶(Acetylcholinesterase，AChE)可将 乙 酰 胆

碱 水 解 ， 降 低 突 触 后 膜 对 神 经 递 质 敏 感 性 [5]；同时 AChE

可促进 Aβ 纤维状沉积[6]，引发或加重 AD。前期关于复方丹

参片治疗 AD 的研究显示，复方丹参片可抑制 AD 转基因细

胞模型 APP-mRNA 表达，减少该模型 Aβ 生成[7～8]。为此可假

设复方丹参片可通过影响 AChE 的活性对 AD 产生影响。所以

本实验应用 APP 转基因细胞模型复制 AD 模型，采用复方丹

参片含药血清干预，观察 AChE 表达及与前期试验中 Aβ 的相

关性，为中医药防治 AD 进一步提供科学依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级 SD 大鼠 60 只，由湖南中医药大学实

验动物中心提供，动物许可证号：SCXK(湘)2009-0004，体

重 200～250 g，雌雄不拘。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞复苏 将前期实验参照 Feng L 等[9]构建方法构建

成功的 AD 转基因细胞模型(美国 Pittsburgh 大学 Perez 博士

惠赠，湘雅医学院冯莉博士转赠的 pcDNA3.1/APP595/596 并

列突变质粒，稳定转染入人胚肾 HEK293 细胞)冷冻管迅速由

液氮转入 37℃水浴箱中，完全解冻后进行细胞培养。
1.2.2 细胞培养 AD 细 胞 培 养 于 含 10％ 胎 牛 血 清 高 糖

DMEM 培养基中，在 37 ℃、5％CO2、饱和湿度下培养，

0.25％胰酶消化传代。细胞呈上皮样贴壁生长，取对数生长期

细胞用于实验。
1.2.3 含药血清制备 以体重为指标按随机法分为空白对照

组和 0.5 倍复方丹参片组、1 倍复方丹参片组、2 倍复方丹参

片组、4 倍复方丹参片组、多奈哌齐对照组，共 6 组，每组

10 只大鼠，分别制备对照和含药血清。含药组灌服相应含药

溶液 1 mL/100 g，空白对照组灌服等容积生理盐水。剂量根

据成人每天临床用量按人与动物之间药物剂量换算而成，即大

鼠每天复方丹参片药量为 315.0 mg/kg，多奈哌齐作为阳性对

照用药，药量为 5.8 mg/kg。复方丹参片按 0.5 倍、1 倍、2

倍、4 倍剂量喂养，多奈哌齐按 1 倍剂量喂养。每天 1 次，连

续 7 天。末次给药后 1 h，在无菌条件下腹主动脉取血，分离

血清，过滤除菌，分装，-20℃保存备用。
1.2.4 含药血清培养 AD 细胞模型 将 AD 转基因细胞模型

铺板，以 1×105/mL 密度，每孔 2 mL 铺六孔板。待细胞

的融 合率为 85%～90%时，分别添加空白血清及含药 血

清，添加前，先以无血清的 DMEM 洗细胞 2 次。每次 5 个

复孔，重复 3 次。
1.2.5 Western Blot 法检测 AChE 的表达 各剂量组在培养

24、48、72 h 时分别收集细胞，提取细胞总蛋白后 -80℃保

存；严格按说明书进行 AChE 蛋白表达的检测。
1.3 药物 复方丹参片，0.32 g/ 片(相当于饮片 0.6 g)，广州白云

山和记黄埔中药有限公司，生产批号：COA002。盐酸多奈哌

齐 片 ， 每 片 5 mg， 陕 西 方 舟 制 药 有 限 公 司 ， 生 产 批 号 ：

100801053。
1.4 主要实验试剂及仪器 AChE(1∶200，Proteintech 公

司)，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L)(1∶5000，碧云

天公司)，Western Blot 检测发光试剂盒(Millipore 公司)聚偏

二氟乙烯膜(PVDF 膜，Pall Gelman Laboratory 公司)，蛋白

Marker(Fermentas 公司)，ImageQuant350 化学发光成像仪

(美国 GE 公司)。
1.5 统计学方法 采用相对量(即目标带灰密度值 /β-actin

灰密度值×100％)作为统计数据。所有数据使用 SPSS16.0 软

件进行处理，计量资料以(x±s)表示，所有资料进行正态性、
方差齐性检验，检验符合正态分布、方差齐时采用单因素方差

分 析 (One-way ANOVA)， 用 LSD 法 ， 方 差 不 齐 时 用

Dunnett’s T3 法 ； 不 符 合 正 态 分 布 ， 多 组 比 较 时 采 用

Kruskal-Wallis 检验。
2 实验结果

2.1 各组 AD转基因细胞药物作用后 AChE灰度扫描比值变
化比较 见表 1。与空白对照组比较：0.5、1 倍复方丹参片组

在 24、48、72 h 时间点无差异(P > 0.05)；2、4 倍复方丹参

片组 24、48 h AChE 表达量明显降低(P < 0.01)，72 h 无差异

(P > 0.05)；多奈哌齐对照组在 24、48 h、72 h 时间点均有差

异 (P < 0.01)。多奈哌齐对照组与各给药组比较：24、72 h 时

与各复方丹参片组比较，差异有非常显著性意义(P < 0.01)；

48 h 与 0.5、1 倍复方丹参片组比较，差异有非常显著性意义

(P < 0.01)，与 2、4 倍复方丹参片组比较无差异(P > 0.05)。多

奈哌齐组组内比较：48 h 与 24 h 比较无差异(P > 0.05)，24、
48 h 与 72 h 相比，差异均有非常显著性意义(P < 0.01)。复方

丹参片各组组内及组间比较：0.5、1 倍复方丹参片组各时间

点组内及组间比较均无显著性意义(P > 0.05)；2、4 倍复方丹

参片组组内比较，48 h 与 24 h 相比 AChE 表达量降低(P <

0.01)，24、48 h 与 72 h 比较，差异有显著性意义(P < 0.05)；

2、4 倍复方丹参片组组间比较，在 24 h 时 4 倍复方丹参片组

AChE 表达量较 2 倍复方丹参片组降低(P < 0.05)，48、72 h

时无差异(P > 0.05)。2、4 倍剂量组与 0.5、1 倍复方丹参片组

组间比较：在 24、48 h 时间点有显著性意义(P < 0.05)。
2.2 各组不同时间 AChE 表达量 Western Blot 条带电泳图
见图 1。
3 讨论

中枢胆碱能神经系统与学习、记忆等密切相关，乙酰胆碱
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(Acetylcholine，ACH)是该系统中重要的神经递质。AD 患者

脑组织中 AChE 含量及活性显著升高[10]，使 ACH 水解量增加，

含量下降，导致大脑功能受损、学习和认知能力下降甚至智力

丧失。目前临床上常用于治疗 AD 的西药如多奈哌齐[11]即为

AChE 抑制剂，其效果已受到医师和患者认可，故选为本实验

对照药。研究表明脑基底部胆碱能神经递质的传递、APP 代

谢及 Aβ炎性斑介导神经胶质细胞激活的炎症因子之间存在

密切关系，AChE 可以促进 Aβ 纤维状沉积[6]；但 AChE 与 Aβ
相互影响[12~13]，即 Aβ 可以调控 AChE 的表达、聚集、糖基化，

而 AChE 又可促进 Aβ 形成沉积，形成恶性循环，使 AD 加

重。故能使 Aβ 减少的药物，在一定程度上亦可使 AChE 表达

下降；而 AChE 抑制剂在某种程度上亦可使 Aβ 减少。
复方丹参片前期试验研究表明，其可使 AD 模型大鼠脑内

APP 表达减少[14]，并使 AD 转基因细胞模型中 Aβ 生成降低[8]。
覃仁安等[15]亦证实复方丹参片可提高 AD 大鼠模型学习记忆功

能；并可改善全脑缺血再灌注小鼠的学习记忆能力，对血管性

痴呆有保护作用[16]。谢明等[17]研究显示，丹参酮对 Aβ1-42 诱

导大鼠的学习记忆功能障碍有明显改善作用，其机制可能与保

护 AD 样大鼠脑内胆碱能神经系统有关。那么复方丹参片是否

能通过降低 AChE 的表达，使 AD 症状减轻，本实验即以此为

着眼点进行研究。
本实验发现，在复方丹参片培养 AD 转基因细胞模型 24 h

时，除 0.5、1 倍复方丹参片组外，其余各组均能降低 AChE

表达，与空白对照组有差异(P < 0.01)；在 48h 时，2、4 倍复

方丹参片组继续降低 AChE 水平，与空白对照组比较有差异(P
< 0.01)，同时横向与 24h 比较亦有明显差异(P < 0.01)，2、4

倍复方丹参片组间比较则无明显差异(P > 0.05)；72 h 时各复

方丹参片组中 AChE 水平与空白对照组比较均无差异(P >

0.05)。在 48 h，2、4 倍复方丹参片组与多奈哌齐对照组

AChE 表达量的降低程度相近(P > 0.05)。通过上述研究结果显

示，2、4 倍复方丹参片组可有效抑制 AChE 表达，并在一定

时间范围内随时间延长，疗效逐渐增加，在 48 h 时与多奈哌

齐效果相似。但到 72 h 时，复方丹参片对 AChE 的抑制作用

几乎消失，考虑与药物有效浓度及细胞对药物代谢有关。即当

药物达到有效浓度时，能够抑制 AChE 的生成，并随时间的推

移达到最佳的抑制程度，但随着细胞对药物的代谢，其作用逐

渐降低。
复方丹参片由丹参、三七、冰片 3 味中药组成，相关药

理表明，丹参有效成分丹参酮可抑制 AChE 活性，减少 AChE

生成，对 AD 大鼠脑内胆碱能系统有明显保护作用[18]。H.Q.

Lin 等[19]研究显示丹参的乙醇及水提取物均具有较强的 AChE

抑制作用，并且呈现出剂量依赖性。三七活性成分(PNF)能下

调 AChE 水平，升高海马内 ACH 含量[20]；冰片透过血脑屏障

同时有促透作用[21]，提高丹参、三七有效成分脑部浓度，提高

药物疗效。
本实验研究结果证实复方丹参片可在一定程度上抑制 AD

转基因细胞模型 AChE 蛋白表达，前期实验表明复方丹参片可

降低 AD 转基因细胞模型 Aβ 表达，实验结果与二者相互影响

理论相符，但复方丹参片在 AChE 和 Aβ 之间的作用机制及在

基因水平对 AD 的影响有待进一步研究。
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诚招疼痛门诊加盟 （免费索取样品 试后满意订货）

北京郎郎康打造品质贴剂市场，铸造诚信膏药品牌，巨大的利润空间，让您销售无忧！郎郎康全国独家乡镇加盟火热招募中！

率先加盟，抢占先机！部分县镇已有独家加盟，详情请来电咨询！如果您是基层大夫，请将您的详细地址、姓名和邮编及联系方

式发送到 13720052966，注明“索取样品”或拨打电话：010-51289113、51289114，欢迎您的来信来电！北京郎郎康生物技术有

限公司，地址：北京市昌平区北郊农场办公楼 729 室，电话：010-51289113、51289114；手机：13720052966、13520031196。

邮局账号：6221881000060968005，户名：黄艳红。网址：http://www.langlangkang.com。
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