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[摘要] 目的：研究古方读书丸通过线粒体凋亡途径对A茁25~35诱导HT22细胞的保护作用及机制。方法：利用

10 滋mol/L的A茁25~35诱导HT22细胞构建体外阿尔茨海默病（AD）模型，CCK-8法检测细胞活力筛选最佳培养时间

及读书丸浓度，实验设置对照组、模型组、读书丸低剂量组（0.05 mg/mL）、读书丸中剂量组（0.10 mg/mL）、读书丸

高剂量组（0.50 mg/mL）和盐酸多奈哌齐组。各组细胞给药预处理1 h加入A茁25~35诱导48 h，利用试剂盒检测细胞内

A茁1~42、SOD、MDA含量，荧光探针检测线粒体总量、线粒体ROS、线粒体膜电位及通透性转换孔开放水平，透射电

镜观察线粒体结构，qRT-PCR检测线粒体DNA拷贝数，蛋白质印迹法（Western blotting）检测PI3K、p-PI3K、Akt、

p-Akt、Bax、Bcl-2、Caspase-3蛋白表达。结果：与对照组比较，模型组HT22细胞活力明显下降，细胞内A茁1~42、MDA

含量增加，SOD含量降低，线粒体总量减少，线粒体ROS增加，线粒体膜电位坍塌下降，线粒体通透性转换孔大量

开放，线粒体肿胀、线粒体嵴断裂，线粒体DNA拷贝数降低（ 约0.05），细胞内p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt及Bcl-2蛋白

表达减少（ 约0.05），Bax、Caspase-3蛋白表达增加（ 约0.05）。与模型组比较，经读书丸干预后，A茁25~35诱导的HT22

细胞活力明显增加，细胞内A茁1~42、MDA含量减少，SOD活性升高，线粒体总量增加，线粒体ROS累积减少，线粒体

膜电位上升，线粒体通透性转换孔关闭，被破坏的线粒体结构有所改善；读书丸高剂量组线粒体DNA拷贝数增

加（ 约0.05），细胞内p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt及Bcl-2蛋白表达增加（ 约0.05），Bax、Caspase-3蛋白表达减少（ 约

0.05）。结论：读书丸能够明显改善A茁25~35诱导的HT22细胞线粒体氧化应激损伤和细胞凋亡，其潜在作用机制

可能与调控PI3K/Akt信号通路有关。
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Mechanism of Dushu Pill (读书丸) in Ameliorating Aβ25-35-Induced

Mitochondrial Apoptosis in HT22 Cells by Regulating the PI3K/Akt

Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the protective effect and mechanism of the ancient formula Dushu pill

on A茁25-35-induced HT22 cells through the mitochondrial apoptosis pathway. Methods: An in vitro Alzheimer's

disease (AD) model was established by inducing HT22 cells with 10 滋mol/L A茁25-35. Cell viability was detected

by the CCK-8 method to screen for the optimal culture time and concentration of Dushu pill. The experiment
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阿 尔 茨 海 默 病 （ alzheimer's disease,AD） 是 一 种 以 记 忆 衰

退 和 认 知 障 碍 为 主 要 临 床 特 征 的 中 枢 神 经 系 统 疾 病 ， 多 发 于

老 年 人 [1]。 我 国 约 有 1 000 万 例 AD 患 者 ， 数 量 居 全 球 之 首 。 随 着

人 口 老 龄 化 进 程 的 加 快 ， 预 计 至 2050 年 ， 我 国 AD 患 者 数 量 将

突 破 4 000 万 [2]。 AD 发 病 机 制 目 前 尚 未 明 确 ， 主 要 有 茁- 淀 粉 样

蛋 白 （ beta-amyloid peptide ， A茁） 级 联 [3-4]、 氧 化 应 激 [5]、 线 粒 体

功 能 障 碍 [6]及 细 胞 凋 亡 [7]等 发 病 假 说 。 临 床 治 疗 AD以 盐 酸 多 奈

哌 齐 、 美 金 刚 等 药 物 为 主 [8]， 但 均 无 法 阻 断 AD 的 病 程 进 展 ， 亟

需 寻 找 新 的 AD防 治 策 略 。

读 书 丸 出 自 《 赤 水 玄 珠 · 健 忘 门 》 [9]， 全 方 由 菟 丝 子 、 远 志 、

五 味 子 、 石 菖 蒲 、 地 骨 皮 、 生 地 黄 和 川 芎 7 味 药 组 成 ， 具 有 滋 肾

宁 心 、 化 痰 开 窍 之 功 效 。 孙 宏 宇 等 [10]研 究 发 现 读 书 丸 能 够 减 轻

AD 小 鼠 海 马 组 织 线 粒 体 损 伤 ， 改 善 小 鼠 的 学 习 记 忆 能 力 。 线

粒 体 参 与 调 控 细 胞 氧 化 应 激 、 凋 亡 等 过 程 ， 其 功 能 紊 乱 在 AD

发 病 中 起 着 关 键 作 用 。 本 课 题 组 前 期 对 读 书 丸 冻 干 粉 成 分 进

行 质 谱 分 析 ， 并 结 合 网 络 药 理 学 方 法 ， 发 现 读 书 丸 可 能 通 过

调 节 PI3K/Akt 信 号 通 路 干 预 AD。 PI3K/Akt 信 号 通 路 是 经 典 的

抗 凋 亡 通 路 ， 也 是 重 要 的 内 源 性 抗 氧 化 通 路 之 一 。 调 控 该 通

路 在 神 经 保 护 方 面 具 有 良 好 作 用 。 基 于 此 ， 本 研 究 利 用 A茁25-35 诱

导 HT22 细 胞 构 建 体 外 AD 模 型 ， 研 究 读 书 丸 对 AD 线 粒 体 途 径

凋 亡 的 保 护 作 用 及 潜 在 机 制 。

1 材 料

1.1 细胞 小 鼠 海 马 神 经 元 细 胞 （ HT22 ， 上 海 璞 贝 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 批 号 ： iCell-m020） 。

1.2 药物 读 书 丸 组 成 ： 石 菖 蒲 、 菟 丝 子 、 远 志 、 生 地 黄 、 北

五 味 子 、 川 芎 各 10 g ， 地 骨 皮 20 g 。 石 菖 蒲 （ 批 号 ： 22060901） 、

菟 丝 子 （ 批 号 ： 221201） 、 远 志 （ 批 号 ： 230502002） 、 生 地 黄 （ 批

号 ： 2212D0012022） 、 北 五 味 子 （ 批 号 ： 210801） 、 川 芎 （ 批 号 ：

2302C0022016） 和 地 骨 皮 （ 批 号 ： 20230727） 均 购 于 北 京 同 仁

堂 惠 州 药 店 有 限 责 任 公 司 ， 中 药 由 广 州 中 医 药 大 学 惠 州 医 院

主 任 医 师 刘 海 全 鉴 定 为 正 品 。 上 述 中 药 饮 片 加 水 浸 泡 30 min ，

武 火 煮 沸 后 改 文 火 煎 煮 1 h ， 滤 出 药 液 加 水 二 次 煎 煮 ， 合 并 两

次 药 液 浓 缩 至 生 药 质 量 浓 度 为 1 g/mL， 将 浓 缩 后 的 药 液 分 装

至 无 菌 器 皿 中 用 保 鲜 膜 覆 盖 ， -80 益 冰 箱 预 冻 16 h ， 待 冻 干

机 预 冷 至 -40 益 后 放 入 冻 干 仓 ， 启 动 真 空 泵 ， 采 用 阶 梯 降 温

法 ， -60 益 低 温 冷 冻 48 h 。 读 书 丸 冻 干 粉 外 观 色 泽 均 匀 、 结 构

疏 松 多 孔 、 成 型 良 好 ， 水 分 臆3%， 主 要 有 效 成 分 含 量 符 合 标 准

（ UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 法 ） ， 每 克 冻 干 粉 含 生 药 量 6.67 g 。

用 培 养 基 将 冻 干 粉 复 溶 为 20 mg/mL 的 母 液 ， 复 溶 后 溶 液 澄

清 ， 无 明 显 异 物 或 沉 淀 ， 0.22 滋m 滤 膜 除 菌 ， -20 益 密 封 保 存 ，

实 验 时 稀 释 至 所 需 浓 度 。

1.3 试剂 茁-淀 粉 样 蛋 白 25~35（ beta-amyloid peptide 25~35 ，

was set up with control group, model group, Dushu pill low-dose group (0.05 mg/mL), Dushu pill medium-dose

group (0.10 mg/mL), Dushu pill high-dose group (0.50 mg/mL), and donepezil hydrochloride group. After the cells

in each group were pretreated with the corresponding drugs for 1 h, A茁25-35 was added for 48 h of induction.

Commercial kits were used to detect intracellular contents of A茁1-42, superoxide dismutase (SOD), and malondi原

aldehyde (MDA). Fluorescent probes were used to detect mitochondrial mass, mitochondrial ROS, mitochondrial

membrane potential, and the opening level of the mitochondrial permeability transition pore. Mitochondrial

structure was observed by transmission electron microscopy. Mitochondrial DNA copy number was detected by

qRT-PCR. Protein expression of PI3K, p-PI3K, Akt, p-Akt, Bax, Bcl-2, and Caspase-3 was detected by

Western blotting. Results: Compared with the control group, the model group showed significantly decreased

HT22 cell viability, increased intracellular contents of A茁1 -42 and MDA, decreased SOD content, reduced

mitochondrial mass, increased mitochondrial ROS, collapse (decrease) of mitochondrial membrane potential, massive

opening of the mitochondrial permeability transition pore, mitochondrial swelling and cristae breakage, and decreased

mitochondrial DNA copy number (P<0.05). The expression levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, and Bcl-2 protein

in the cells decreased (P<0.05), while the expression of Bax and Caspase-3 protein increased in model group

(P<0.05). Compared with the model group, after intervention with Dushu pill, the viability of A茁25-35-induced

HT22 cells significantly increased, intracellular contents of A茁1-42 and MDA decreased, SOD activity increased,

mitochondrial mass increased, mitochondrial ROS accumulation decreased, mitochondrial membrane potential

rose, the mitochondrial permeability transition pore closed, and the damaged mitochondrial structure was

improved. In the Dushu pill high-dose group, the mitochondrial DNA copy number increased (P<0.05), the

expression levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, and Bcl-2 protein in the cells increased (P<0.05), and the

expression of Bax and Caspase-3 protein decreased (P<0.05). Conclusion: Dushu pill can significantly ameliorate

A茁25-35-induced mitochondrial oxidative stress damage and apoptosis in HT22 cells, and its potential mechanism

may be related to the regulation of the PI3K/Akt signaling pathway.

[Keywords] Alzheimer's disease; Dushu pill; mitochondria; oxidative stress; apoptosis; PI3K/Akt signaling

pathway
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A茁25~35） （ 北 京 博 奥 森 生 物 公 司 ， 批 号 ： Y-0044） ； 盐 酸 多 奈 哌 齐

片 （ 植 恩 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： 02230230） ； DMEM-F/12 培

养 基 （ 美 国 Gibco 公 司 ， 批 号 ： C11330500BT） ； 细 胞 增 殖 与 毒 性

检 测 试 剂 盒 （ cell counting kit-8,CCK-8） （ 大 连 美 仑 生 物 公 司 ，

批 号 ： MA0218-3） ； 茁- 淀 粉 样 蛋 白 1~42（ beta-amyloid peptide

1~42 ， A茁1~42） 酶 联 免 疫 吸 附 试 剂 盒 （ 上 海 江 莱 生 物 科 技 有 限 公

司 ， 批 号 ： JL11386） ； 线 粒 体 活 性 氧 （ mitochondria reactive oxy原

gen species， mtROS） 检 测 试 剂 盒 （ 美 国 ThermoFisher 公 司 ， 批

号 ： M36008-1） ； 丙 二 醛 （ malondialdehyde ， MDA） 检 测 试 剂 盒

（ 批 号 ： S0131S） 、 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ superoxide dismutase， SOD）

检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： S0101S） 、 线 粒 体 通 透 性 转 换 孔 （ mitochon原

drial permeability transition pore， mPTP） 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ：

C2009S） 、 JC-1 荧 光 探 针 检 测 线 粒 体 膜 电 位 （ 批 号 ： C2006） 、

茁- 肌 动 蛋 白 （ beta-actin,茁-actin） 一 抗 （ 批 号 ： AF6003） 和 SDS-

PAGE 凝 胶 试 剂 盒 （ 批 号 ： A231250225） 均 购 自 上 海 碧 云 天 生

物 公 司 ； 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 （ quantitative real-

time polymerase chain reaction， qRT-PCR） 试 剂 盒 （ 广 州 诺 莱

希 生 物 公 司 ， 批 号 ： AG11701） ； 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶 （ phospho原

inositide 3-kinase,PI3K） 一 抗 （ 批 号 ： N09JL2P） 、 蛋 白 激 酶 B

（ protein kinase B,Akt） 一 抗 （ 批 号 ： N24JU5P） 、 磷 酸 化 -磷 脂 酰

肌 醇 3- 激 酶 （ phosphorylation-phosphatidylinositol 3-kinase ，

p-PI3K） 一 抗 （ 批 号 ： N25JL04） 、 磷 酸 化 - 蛋 白 激 酶 B（ phospho原

rylation-protein Kinase B， p-Akt） 一 抗 （ 批 号 ： N21MY04） 、 BCL-2 相

关 X 蛋 白 （ BCL-2 associated X protein ， Bax） 一 抗 （ 批 号 ：

R380709） 、 B 细 胞 淋 巴 瘤 因 子 2（ B-cell lymphoma factor 2 ，

Bcl-2） 一 抗 （ 批 号 ： R23309） 和 胱 天 蛋 白 酶 -3（ cysteinyl aspartate-

specific proteinase 3， Caspase-3） 一 抗 （ 批 号 ： R23315） 均 购 自 成

都 正 能 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 山 羊 抗 兔 IgG（ HRP） 二 抗 （ 武 汉 赛

维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： GB23303） 。

1.4 主要仪器 CO2细 胞 培 养 箱 （ 型 号 ： Heracell 150i） 、 生 物

安 全 柜 （ 型 号 ： 1300 SERIE8 A2） 、 荧 光 倒 置 显 微 镜 （ 型 号 ：

EVOS FL） 和 实 时 荧 光 PCR 仪 （ 型 号 ： QuabtStudio 7 Flex） 均

购 于 美 国 Thermo Fisher 公 司 ； 冷 冻 干 燥 机 （ 东 京 理 化 器 械 株

式 会 社 ， 型 号 ： FDU-2110） ； 酶 标 仪 （ 美 国 Bio Tek 公 司 ， 型 号 ：

Synergy H1） ； 电 泳 仪 （ 北 京 六 一 公 司 ， 型 号 ： DYCZ-24DN） ； 化

学 发 光 成 像 系 统 （ 英 国 Syngene 公 司 ， 型 号 ： Gene Gnome） 。

2 方 法

2.1 细胞培养 将 HT22 细 胞 从 液 氮 中 取 出 后 复 苏 ， 使 用 含

10%FBS 和 1豫 青 链 霉 素 双 抗 的 DMEM 完 全 培 养 基 于 37 益 、 5%

CO2恒 温 培 养 箱 中 培 养 ， 观 察 细 胞 生 长 状 态 ， 当 细 胞 密 度 达 到

70%耀80%时 进 行 传 代 。

2.2 细胞分组与给药

2.2.1 读 书 丸 干 预 HT22 细 胞 将 细 胞 接 种 于 96 孔 板 中 培 养 ，

分 为 对 照 组 、 读 书 丸 1组 （ 0.05mg/mL） 、 读 书 丸 2组 （ 0.10mg/mL） 、

读 书 丸 3 组 （ 0.50 mg/mL） 、 读 书 丸 4 组 （ 1.00 mg/mL） 和 读 书

丸 5 组 （ 5.00 mg/mL） ， 分 别 干 预 12 h、 24 h 、 48 h ， 筛 选 最 佳 培

养 时 间 。

2.2.2 读 书 丸 干 预 A茁25~35诱 导 的 HT22 细 胞 将 细 胞 接 种 于 96

孔 板 中 ， 分 为 对 照 组 、 模 型 组 、 读 书 丸 1 组 （ 0.05 mg/mL） 、 读 书

丸 2 组 （ 0.10 mg/mL） 和 读 书 丸 3 组 （ 0.50 mg/mL） ， 不 同 剂 量

读 书 丸 组 用 药 物 预 处 理 0.5 h 、 1.0 h 和 2.0 h 后 ， 除 对 照 组 外 均

加 入 10 滋mol/L 的 A茁25~35 诱 导 [11]， 继 续 干 预 48 h ， 筛 选 读 书 丸 最

佳 预 处 理 时 间 及 低 、 中 、 高 剂 量 。

2.2.3 盐 酸 多 奈 哌 齐 干 预 A茁25~35诱 导 的 HT22 细 胞 将 细 胞 接

种 于 96 孔 板 中 ， 分 为 对 照 组 、 模 型 组 、 盐 酸 多 奈 哌 齐 1 组

（ 1.00 滋mol/L） 、 盐 酸 多 奈 哌 齐 2 组 （ 5.00 滋mol/L） 、 盐 酸 多 奈 哌

齐 3组 （ 10.00 滋mol/L） 、 盐 酸 多 奈 哌 齐 4 组 （ 15.00 滋mol/L） 、 盐 酸

多 奈 哌 齐 5 组 （ 20.00 滋mol/L） ， 各 浓 度 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 药 物 预

处 理 0.5 h 、 1.0 h 和 2.0 h 后 ， 除 对 照 组 外 均 加 入 10 滋mol/L 的

A茁25~35继 续 干 预 48h， 筛 选 盐 酸 多 奈 哌 齐 最 佳 预 处 理 时 间 及 浓 度 。

2.2.4 后 续 实 验 分 组 将 细 胞 分 为 对 照 组 、 模 型 组 、 读 书 丸

低 剂 量 组 （ 0.05 mg/mL） 、 读 书 丸 中 剂 量 组 （ 0.10 mg/mL） 、 读 书

丸 高 剂 量 组 （ 0.50 mg/mL） 、 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 （ 10.00 滋mol/L） 。

除 对 照 组 外 ， 各 组 细 胞 药 物 预 处 理 1h后 加 入 A茁25~35诱 导 ， 所 有 处

理 组 的 细 胞 均 在 培 养 箱 中 继 续 培 养 48 h， 进 行 后 续 相 关 实 验 。

2.3 观察指标

2.3.1 CCK-8 法 检 测 细 胞 活 力 取 对 数 生 长 期 的 细 胞 制 成

单 细 胞 悬 液 ， 以 每 孔 100 滋L含 5伊104个 细 胞 密 度 接 种 于 96 孔 细

胞 板 中 ， 37 益 、 5%CO2 培 养 箱 中 培 养 ， 待 细 胞 贴 壁 后 ， 弃 原 培

养 基 ， 按 “ 2.2 ” 项 下 方 法 进 行 分 组 给 药 干 预 ， 每 组 设 置 5 个 复

孔 ， 实 验 重 复 3 次 。 培 养 结 束 后 ， 弃 原 培 养 基 ， 每 孔 加 入 100 滋L

含 10% CCK-8 溶 液 的 培 养 基 ， 于 37 益 培 养 箱 中 避 光 孵 育 1 h，

酶 标 仪 450 nm波 长 处 测 定 吸 光 光 密 度 （ optical density， OD） 值 ，

计 算 细 胞 存 活 率 。

2.3.2 HT22 细 胞 形 态 学 变 化 将 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 培 养 ，

待 细 胞 贴 壁 后 ， 按 “ 2.2.4 ” 项 进 行 分 组 ， 除 对 照 组 外 ， 各 组 细 胞

药 物 预 处 理 1 h 后 加 入 A茁25~35诱 导 ， 继 续 培 养 48 h， 在 显 微 镜 下

观 察 细 胞 形 态 。

2.3.3 细 胞 内 A茁1~42、 MDA、 SOD 水 平 检 测 将 细 胞 接 种 于 培

养 皿 中 培 养 ， 按 “ 2.2.4” 项 分 组 给 药 处 理 细 胞 ， 收 集 细 胞 及 细

胞 上 清 液 ， 按 照 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作 ， 利 用 酶 标 仪 检 测 吸

光 度 ， 绘 制 标 准 曲 线 ， 计 算 细 胞 内 A茁1~42、 MDA、 SOD含 量 。

2.3.4 线 粒 体 总 量 、 mtROS 、 线 粒 体 膜 电 位 、 mPTP检 测 将 细

胞 接 种 于 24 孔 板 中 ， 按 “ 2.2.4” 项 下 方 法 分 组 给 药 处 理 后 ， 弃

原 培 养 基 ， PBS 清 洗 2 次 ， 配 置 好 所 需 工 作 液 及 缓 冲 液 ， 随 后 严

格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 进 行 染 色 、 孵 育 等 操 作 ， 检 测 线 粒 体

总 量 、 mtROS 、 线 粒 体 膜 电 位 、 mPTP， 利 用 倒 置 荧 光 显 微 镜 观

察 并 拍 照 ， ImageJ软 件 进 行 荧 光 半 定 量 分 析 。

2.3.5 透 射 电 镜 观 察 线 粒 体 超 微 结 构 将 细 胞 接 种 于 6 孔 板

中 ， 待 细 胞 贴 壁 后 ， 分 组 给 药 干 预 后 ， 弃 原 培 养 基 ， 用 胰 酶 消

化 后 收 集 细 胞 至 离 心 管 中 ， 1 000 r/min ， 离 心 半 径 10.8 cm ， 离

心 5 min 后 弃 上 清 ， 加 入 电 镜 固 定 液 室 温 固 定 30 min ， 随 后 进

行 包 埋 、 制 片 、 拍 照 观 察 。

2.3.6 qRT-PCR检 测 线 粒 体 DNA（ mitochondrial DNA， mtDNA）

拷 贝 数 将 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 ， 分 组 给 药 干 预 后 收 集 细 胞 ，

用 预 冷 PBS 吹 打 成 细 胞 悬 液 ， 1 200 r/min ， 离 心 半 径 10.8 cm， 离

心 10 min ， 利 用 DNA 提 取 试 剂 盒 提 取 细 胞 DNA， 分 光 光 度 计 检

测 DNA 浓 度 ， 制 备 质 粒 标 准 品 ， 按 10 倍 稀 释 ， 加 入 扩 增 反 应 体

系 ， 运 用 RT-qPCR 法 进 行 扩 增 ， 实 验 结 果 用 2-吟吟CT计 算 质 粒 的

拷 贝 数 。 所 用 引 物 由 武 汉 金 开 瑞 生 物 工 程 有 限 公 司 设 计 。

（ 见 表 1）
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表 1 qRT-PCR引物序列

目 的 基 因 引 物 （ 5 ’ - 3 ’ ） 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

G A P D H 上 游 引 物 ： T G G C C T T C C G T G T T C C T A C 2 3

下 游 引 物 ： G A G T T G C T G T T G A A G T C G C A

N D 1 上 游 引 物 ： C T C T G A A G G G T G G A A T A A G C A G 2 1

下 游 引 物 ： A T G G T T G A T T A G C A G T T C C T G G

2.3.7 蛋 白 质 印 迹 法 （ Western blotting， WB） 检 测 相 关 蛋 白 收

集 药 物 处 理 后 的 细 胞 ， 加 入 细 胞 裂 解 液 于 冰 上 裂 解 10 min ， 离

心 半 径 10.8 cm， 12 000 rpm/min， 离 心 5 min 后 收 集 上 清 夜 ， BCA

法 进 行 蛋 白 浓 度 定 量 。 随 后 进 行 制 胶 、 电 泳 、 转 膜 、 封 闭 ， 4 益

孵 育 一 抗 茁 -actin 、 PI3K 、 Akt 、 p -PI3K 、 p -Akt 、 Bax 、 Bcl -2 、

Caspase-3（ 1:1000） 过 夜 ， TBST 洗 涤 3 次 ， 加 入 二 抗 室 温 孵 育

1 h， TBST洗 涤 3次 ， 均 匀 滴 加 ECL发 光 液 进 行 曝 光 ， 利 用 Image J

对 蛋 白 条 带 进 行 灰 度 值 分 析 。

2.4 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 计

量 资 料 符 合 正 态 分 布 且 方 差 齐 ， 以 “ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ，

多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ One-Way ANOVA） ， 两 两

比 较 采 用 LSD-t检 验 。 约0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 细胞活力

3.1.1 读 书 丸 对 HT22细 胞 活 力 的 影 响 与 对 照 组 比 较 ， 读 书

丸 5 组 分 别 处 理 HT22 细 胞 12 h 、 24 h 、 48 h ， 均 对 细 胞 存 活 率 有

明 显 抑 制 作 用 （ 约0.05） ； 读 书 丸 1耀3 组 处 理 HT22 细 胞 48 h， 能

明 显 提 升 细 胞 存 活 率 （ 约0.01） ， 故 后 续 实 验 选 择 48 h 作 为 培

养 时 间 。 （ 见 表 2）

表 2 不同浓度读书丸对 HT22细胞存活率比较（x依s）

组 别 n 12 h 24 h 48 h

对 照 组 3 100.00依0.00 100.00依0.00 100.00依0.00

读 书 丸 1 组 3 89.31依7.53 94.48依7.88 112.99依6.92b

读 书 丸 2 组 3 85.95依3.47 96.89依1.85 120.89依3.80b

读 书 丸 3 组 3 84.84依4.65a 97.37依9.76 126.87依5.11b

读 书 丸 4 组 3 85.11依9.92a 85.77依6.97 93.44依4.27

读 书 丸 5 组 3 44.62依8.88a 39.36依5.04a 26.29依4.12b

16.891 25.323 196.075

0.000 0.000 0.000

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01。

3.1.2 读 书 丸 对 A茁25~35诱 导 HT22 细 胞 活 力 的 影 响 与 对 照 组

比 较 ， 模 型 组 HT22 细 胞 存 活 率 均 明 显 下 降 ， 差 异 有 统 计 学 意

义 （ 约0.01） ； 读 书 丸 1耀3 组 预 处 理 0.5 h 、 1.0 h 均 明 显 提 高

HT22 细 胞 存 活 率 （ 约0.05 或 约0.01） ； 读 书 丸 2耀3 组 预 处 理 2.0 h

提 高 细 胞 存 活 率 （ 约0.05） 。 故 选 择 0.05 mg/mL 、 0.10 mg/mL 、

0.50 mg/mL 作 为 读 书 丸 低 、 中 、 高 剂 量 预 处 理 细 胞 1 h 用 于 后

续 实 验 。 （ 见 表 3）

表 3 不同浓度读书丸对A茁25~35诱导HT22细胞存活率比较

（x依s）

组 别 n 0.5 h 1.0 h 2.0 h

对 照 组 3 100.00依0.00 100.00依0.00 100.00依0.00

模 型 组 3 71.52依2.63a 70.21依3.18a 71.10依4.33a

读 书 丸 1 组 3 80.38依6.29b 81.12依2.65c 79.95依9.67

读 书 丸 2 组 3 86.96依6.28c 85.55依2.98c 86.55依10.18b

读 书 丸 3 组 3 86.23依3.55c 89.92依3.47c 86.67依8.58b

13.532 44.401 3.996

0.000 0.000 0.023

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01。

3.1.3 盐 酸 多 奈 哌 齐 对 A茁25~35 诱 导 HT22 细 胞 活 力 的 影 响

与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 存 活 率 均 下 降 （ 约0.01） ； 与 模 型 组

比 较 ， 不 同 浓 度 盐 酸 多 奈 哌 齐 预 处 理 HT22 细 胞 0.5 h 、 1.0 h 、

2.0 h 后 ， 仅 10 滋mol/L 的 盐 酸 多 奈 哌 齐 预 处 理 细 胞 1.0 h 、 2.0 h

细 胞 存 活 率 明 显 提 高 （ 约0.05 或 约0.01） 。 结 合 上 述 实 验 结 果 ，

后 续 实 验 选 取 10 滋mol/L的 盐 酸 多 奈 哌 齐 预 处 理 HT22细 胞 1.0 h

作 为 西 药 对 照 组 。 （ 见 表 4）

表 4 不同浓度盐酸多奈哌齐对 A茁25~35诱导 HT22细胞

存活率比较 （x依s）

组 别 n 0 . 5 h 1 . 0 h 2 .0 h

对 照 组 3 1 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 1 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 1 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0

模 型 组 3 6 7 . 2 1 ± 3 . 4 8 a 7 0 . 1 7 ± 4 . 4 6 a 7 3 . 5 7 ± 6 . 0 5 a

盐 酸 多 奈 哌 齐 1 组 3 7 1 . 6 3 ± 6 . 4 5 7 4 . 7 5 ± 5 . 3 7 7 5 . 2 7 ± 5 . 6 2

盐 酸 多 奈 哌 齐 2 组 3 6 6 . 4 5 ± 6 . 9 2 7 5 . 6 4 ± 5 . 6 8 7 4 . 5 4 ± 4 . 5 6

盐 酸 多 奈 哌 齐 3 组 3 6 9 . 8 1 ± 6 . 8 5 8 4 . 8 4 ± 4 . 4 0 b 8 4 . 3 4 ± 3 . 6 9 b

盐 酸 多 奈 哌 齐 4 组 3 5 4 . 9 5 ± 4 . 2 3 b 7 3 . 2 9 ± 4 . 0 6 7 0 . 6 7 ± 6 . 9 2

盐 酸 多 奈 哌 齐 5 组 3 4 9 . 5 9 ± 5 . 1 5 c 6 6 . 7 5 ± 2 . 1 5 6 3 . 7 5 ± 5 . 2 8 b

2 8 . 1 3 9 6 . 4 6 6 1 0 . 9 6 5

0 . 0 0 0 0 . 0 0 2 0 . 0 0 0

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01。

3.2 HT22细胞形态学变化 对 照 组 HT22 细 胞 均 匀 地 贴 壁 于

细 胞 板 上 ， 结 构 完 整 ， 密 度 较 高 ， 细 胞 核 无 明 显 固 缩 ， 有 正 常

伸 出 的 细 胞 突 起 ； 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 贴 壁 较 松 散 ， 密

度 明 显 减 小 ， 分 布 不 匀 ， 细 胞 形 态 明 显 改 变 ， 细 胞 突 起 减 少 ；

与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 组 和 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 细 胞 受 损 形 态 有

明 显 改 善 ， 细 胞 数 量 增 多 ， 结 构 较 完 整 ， 以 读 书 丸 高 剂 量 组 和

盐 酸 多 奈 哌 齐 组 最 为 明 显 。 （ 见 图 1）

3.3 细胞内A茁1~42、MDA、SOD水平 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细

胞 内 A茁1~42、 MDA 含 量 明 显 增 加 （ 约0.01） ， SOD 含 量 明 显 降 低

（ 约0.01） 。 与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 低 剂 量 组 A茁1~42 含 量 降 低 （ 约

0.05） ； 读 书 丸 中 、 高 剂 量 组 A茁1~42、 MDA 含 量 明 显 降 低 （ 约0.05

对 照 组 模 型 组 读 书 丸 低 剂 量 组 读 书 丸 中 剂 量 组 读 书 丸 高 剂 量 组 盐 酸 多 奈 哌 齐 组

图 1 HT22细胞形态学变化 （伊400）
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或 约0.01） ， SOD 含 量 明 显 增 加 （ 约0.05） ； 盐 酸 多 奈 哌 齐 组

A茁1~42 、 MDA 含 量 明 显 降 低 （ 约0.01） ， SOD 含 量 明 显 增 加 （ 约

0.05） 。 （ 见 表 5）

表 5 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞内 A茁1~42、MDA、SOD

的影响 （x依s）

组 别 n A β 1 ~ 4 2 M D A S O D

对 照 组 3 1 9 9 . 4 1 ± 7 . 5 7 1 . 3 8 ± 0 . 8 6 1 1 . 7 4 ± 0 . 9 9

模 型 组 3 2 3 7 . 5 2 ± 4 . 4 6 a 8 . 7 9 ± 1 . 8 5 a 7 . 5 4 ± 1 . 0 9 a

读 书 丸 低 剂 量 组 3 2 2 5 . 5 1 ± 5 . 3 2 b 7 . 3 7 ± 1 . 4 9 9 . 3 2 ± 0 . 9 1

读 书 丸 中 剂 量 组 3 2 1 3 . 4 8 ± 6 . 9 4 c 6 . 1 8 ± 0 . 8 8 b 9 . 9 4 ± 1 . 1 7 b

读 书 丸 高 剂 量 组 3 2 1 4 . 0 1 ± 7 . 6 6 c 5 . 8 2 ± 0 . 7 8 b 1 0 . 4 2 ± 1 . 2 5 b

盐 酸 多 奈 哌 齐 组 3 2 0 2 . 2 2 ± 5 . 7 0 c 5 . 3 2 ± 1 . 1 6 c 1 0 . 4 0 ± 1 . 5 5 b

1 5 . 0 6 7 1 2 . 3 4 5 4 . 2 2 4

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 1 9

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约0.01。

3.4 线粒体总量、线粒体ROS水平 通 过 绿 色 TOMM20来 标 记

线 粒 体 ， 红 色 琢-tubulin 标 记 细 胞 骨 架 ， 以 TOMM20/琢-tubulin

的 比 例 来 体 现 线 粒 体 总 量 。 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组

绿 /红 荧 光 比 值 降 低 ， 线 粒 体 数 量 明 显 减 少 （ 约0.01） 。 与 模 型

组 比 较 ， 读 书 丸 低 、 中 、 高 剂 量 组 与 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 绿 /红 荧 光

比 值 增 加 ， 线 粒 体 数 量 明 显 增 加 （ 约0.05 或 约0.01） ， 以 读 书 丸

高 剂 量 组 最 为 明 显 。

与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 ROS 荧 光 强 度 明 显 升 高 （ 约0.01） ，

提 示 线 粒 体 内 ROS 累 积 增 加 ； 与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 中 、 高 剂

量 组 和 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 荧 光 强 度 均 明 显 降 低 （ 约0.05 或 约

0.01） ， 以 读 书 丸 高 剂 量 组 最 为 明 显 ， 提 示 读 书 丸 可 以 减 少

A茁25~35诱 导 的 HT22 细 胞 线 粒 体 ROS 累 积 。 （ 见 图 2耀3 、 表 6）

3.5 线粒体膜电位（JC-1探针） 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞

红 /绿 荧 光 比 值 降 低 ， 线 粒 体 膜 电 位 明 显 下 降 （ 约0.01） ； 与 模

型 组 比 较 ， 读 书 丸 低 、 中 、 高 剂 量 组 及 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 红 /绿 荧

光 比 值 增 加 ， 线 粒 体 膜 电 位 明 显 上 升 （ 约0.05 或 约0.01） 。 （ 见

图 4、 表 6）

对 照 组 模 型 组 读 书 丸 低 剂 量 组 读 书 丸 中 剂 量 组 读 书 丸 高 剂 量 组 盐 酸 多 奈 哌 齐 组

图 2 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞线粒体总量的影响 （免疫荧光，伊100）

对 照 组 模 型 组 读 书 丸 低 剂 量 组 读 书 丸 中 剂 量 组 读 书 丸 高 剂 量 组 盐 酸 多 奈 哌 齐 组

图 3 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞线粒体 ROS的影响 （免疫荧光，伊100）

对 照 组 模 型 组 读 书 丸 低 剂 量 组 读 书 丸 中 剂 量 组 读 书 丸 高 剂 量 组 盐 酸 多 奈 哌 齐 组

图 4 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞线粒体膜电位的影响 （免疫荧光，伊100）
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3.6 线粒体通透性转换孔（mPTP） 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组

荧 光 强 度 明 显 降 低 （ 约0.01） ， 提 示 经 A茁25~35诱 导 后 细 胞 线 粒 体

膜 通 透 性 转 换 孔 大 量 开 放 ； 与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 低 、 中 、 高 剂

量 组 及 盐 酸 多 奈 哌 齐 组 荧 光 强 度 明 显 增 加 （ 约0.01） ， 提 示 读

书 丸 可 以 改 善 A茁25~35诱 导 的 HT22 细 胞 线 粒 体 膜 通 透 性 转 换 孔

开 放 情 况 。 （ 见 图 5 、 表 6）

表 6 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞线粒体损伤相关

指标的影响 （x依s）

组 别 n 线 粒 体 总 量 （ 绿 / 红 ） m t R O S J C - 1 （ 红 / 绿 ） m P T P

对 照 组 3 0 . 4 9 ± 0 . 0 1 1 3 . 3 6 ± 3 . 3 3 4 . 1 6 ± 0 . 8 3 2 5 . 6 5 ± 2 . 1 2

模 型 组 3 0 . 2 7 ± 0 . 0 2 a 2 2 . 8 2 ± 2 . 9 8 a 2 . 3 7 ± 0 . 5 9 a 1 6 . 4 1 ± 2 . 8 4 a

读 书 丸 低 剂 量 组 3 0 . 4 1 ± 0 . 0 4 b 1 9 . 9 5 ± 4 . 8 8 3 . 7 2 ± 0 . 2 6 b 2 3 . 7 4 ± 2 . 1 5 c

读 书 丸 中 剂 量 组 3 0 . 4 2 ± 0 . 0 6 b 1 4 . 9 0 ± 3 . 0 1 b 3 . 7 6 ± 0 . 8 5 b 2 3 . 1 8 ± 2 . 0 9 c

读 书 丸 高 剂 量 组 3 0 . 4 5 ± 0 . 0 4 c 1 3 . 7 2 ± 2 . 6 1 c 4 . 1 2 ± 0 . 7 6 c 2 4 . 8 4 ± 4 . 8 2 c

盐 酸 多 奈 哌 齐 组 3 0 . 4 2 ± 0 . 1 2 b 1 6 . 5 7 ± 2 . 3 4 b 4 . 0 7 ± 0 . 6 1 b 2 2 . 3 6 ± 1 . 4 3 c

4 . 2 7 9 3 . 9 2 6 2 . 9 8 6 5 . 2 7 6

0 . 0 1 8 0 . 0 2 4 0 . 0 4 6 0 . 0 0 9

注：与对照组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05，c 约

0.01。

3.7 线粒体结构 读 书 丸 高 剂 量 组 效 果 最 佳 ， 故 选 择 该 剂 量

观 察 线 粒 体 结 构 变 化 。 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 线 粒 体 发

生 明 显 肿 胀 、 线 粒 体 嵴 断 裂 、 消 失 ， 提 示 A茁25~35 对 HT22 细 胞 线

粒 体 结 构 造 成 了 一 定 损 伤 。 与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 高 剂 量 组

细 胞 线 粒 体 肿 胀 明 显 缓 解 、 线 粒 体 嵴 排 布 完 整 ， 提 示 读 书 丸

能 改 善 A茁25~35诱 导 HT22 细 胞 线 粒 体 受 损 结 构 。 （ 见 图 6）

图 6 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞线粒体结构的影响

（伊6 000）

3.8 qRT-PCR及WB结果 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 细 胞 线 粒 体

DNA拷 贝 数 下 降 （ 约0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 高 剂 量 组 及

盐 酸 多 奈 哌 齐 组 线 粒 体 DNA拷 贝 数 均 升 高 （ 约0.05） 。

与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 p-PI3K/PI3K、 p-Akt/Akt 及 Bcl-2 蛋

白 表 达 降 低 （ 约0.05 或 约0.01） ， Bax、 Caspase-3 蛋 白 表 达 增 加

（ 约0.05 或 约0.01） 。 与 模 型 组 比 较 ， 读 书 丸 高 剂 量 组 p-PI3K/

PI3K 、 p-Akt/Akt 及 Bcl-2 蛋 白 表 达 增 加 （ 约0.05 或 约0.01） ，

Bax 、 Caspase-3 蛋 白 表 达 降 低 （ 约0.05 或 约0.01） ； 盐 酸 多 奈 哌

齐 组 p-PI3K/PI3K 蛋 白 表 达 增 加 （ 约0.05） ， Bax 、 Caspase-3 蛋

白 表 达 降 低 （ 约0.05 或 P约0.01） 。 （ 见 图 7 、 表 7）

注：A.对照组；B.模型组；C.读书丸高剂量组；D盐酸多奈

哌齐组。

图 7 PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、Bax、Bcl-2、Caspase-3

蛋白表达

表 7 mtDNA及凋亡相关蛋白表达 （x依s）

组 别 n mtDNA p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt Bcl-2/茁-actin Bax/茁-actin Caspase-3/茁-actin

对 照 组 3 1.00依0.07 0.99依0.15 0.99依0.11 0.96依0.09 0.85依0.18 0.40依0.09

模 型 组 3 0.74依0.04a 0.65依0.10b 0.75依0.09a 0.61依0.08b 1.10依0.09a 0.97依0.09b

读 书 丸 高 剂 量 组 3 1.06依0.16c 0.95依0.08d 0.94依0.17c 0.83依0.04d 0.87依0.07c 0.75依0.05c

盐 酸 多 奈 哌 齐 组 3 1.10依0.19c 0.93依0.10c 0.90依0.14 0.66依0.05 0.78依0.10d 0.69依0.17c

4.294 6.430 4.930 15.502 4.216 13.107

0.043 0.017 0.032 0.001 0.040 0.002

注：与对照组比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，c 约

0.05，d 约0.01。

4 讨 论

AD 是 常 见 的 神 经 退 行 性 疾 病 ， 目 前 治 疗 手 段 有 限 ， 探 索

新 的 AD治 疗 靶 点 和 策 略 迫 在 眉 睫 。 AD属 于 中 医 “ 痴 呆 ”“ 健 忘 ”

等 范 畴 ， 其 病 位 在 脑 ， 病 机 本 虚 标 实 。 《 黄 帝 内 经 》 云 “ 脑 为 髓

海 ” ,“ 肾 主 骨 生 髓 ” 。 肾 精 不 足 则 气 化 乏 源 ， 髓 海 失 充 ， 气 虚 日

久 累 及 其 他 脏 腑 导 致 气 机 壅 滞 、 津 血 运 行 受 阻 ， 衍 生 痰 浊 瘀

血 等 病 理 产 物 壅 塞 清 窍 ， 引 发 认 知 障 碍 [12]。 心 与 肾 关 系 密 切 。

心 肾 不 交 、 神 明 失 司 ， 亦 可 导 致 健 忘 或 痴 呆 。 因 此 ， 滋 肾 宁 心 、

活 血 化 痰 法 是 临 床 治 疗 AD的 关 键 治 法 。 读 书 丸 以 滋 肾 宁 心 为

核 心 ， 兼 化 痰 与 活 血 并 重 。 方 中 菟 丝 子 、 五 味 子 补 肾 宁 心 以 固

本 ； 地 骨 皮 、 生 地 黄 滋 阴 清 热 ； 辅 以 远 志 安 神 益 智 、 交 通 心 肾 ；

石 菖 蒲 、 川 芎 活 血 化 痰 开 窍 以 治 标 。 诸 药 合 用 ， 相 伍 相 成 ， 标

本 兼 治 ， 恰 合 AD“ 心 肾 亏 虚 、 痰 瘀 阻 窍 ” 的 病 机 ， 为 其 治 疗 提 供

了 理 论 依 据 。

研 究 表 明 ， 在 AD患 者 大 脑 中 可 以 观 察 到 明 显 的 线 粒 体 损

伤 和 神 经 元 凋 亡 特 征 [13]。 凋 亡 主 要 分 为 外 源 性 和 内 源 性 两 种

85 kDa

85 kDa

60 kDa

56 kDa

42 kDa

21 kDa

26 kDa

42 kDa

32 kDa

42 kDa

对 照 组 模 型 组 读 书 丸 高 剂 量 组

图 5 读书丸对 A茁25~35诱导 HT22细胞线粒体膜通透性转换孔开放的影响 （免疫荧光，伊100）

对 照 组 模 型 组 读 书 丸 低 剂 量 组 读 书 丸 中 剂 量 组 读 书 丸 高 剂 量 组 盐 酸 多 奈 哌 齐 组
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途 径 。 内 源 性 又 称 线 粒 体 途 径 ， 通 常 在 细 胞 应 激 条 件 下 发

生 [14-15]。 脑 内 A茁 过 度 沉 积 可 致 使 线 粒 体 结 构 功 能 改 变 [16]， 抗 氧

化 酶 活 性 降 低 ， 从 而 产 生 大 量 过 氧 化 物 和 ROS 攻 击 细 胞 膜 与

线 粒 体 内 膜 ， 导 致 细 胞 氧 化 应 激 ， 推 动 神 经 元 的 退 化 和 死 亡 [17]。

细 胞 内 ROS过 量 累 积 高 于 内 环 境 代 谢 ， 则 破 坏 线 粒 体 膜 电 位 ，

诱 导 线 粒 体 通 透 性 转 换 孔 开 放 ， 引 起 线 粒 体 功 能 异 常 ， 加 剧

氧 化 损 伤 [18]， 促 使 突 触 功 能 障 碍 、 神 经 元 胞 膜 及 细 胞 器 结 构 受

损 ， 促 进 A茁 聚 集 和 老 年 斑 的 形 成 ， 导 致 神 经 元 细 胞 凋 亡 [19]。 这

种 程 序 性 细 胞 死 亡 过 程 造 成 海 马 、 皮 层 等 关 键 脑 区 神 经 网 络

结 构 破 坏 ， 直 接 导 致 AD 认 知 衰 退 与 记 忆 缺 损 等 核 心 症 状 。 本

研 究 利 用 A茁25~35 诱 导 HT22 细 胞 构 建 体 外 AD 模 型 ， 结 果 显 示 ，

模 型 组 细 胞 内 抗 氧 化 酶 SOD 活 性 下 降 、 A茁1~42和 过 氧 化 物 MDA

水 平 增 加 ， 导 致 线 粒 体 内 ROS累 积 、 线 粒 体 总 量 及 DNA 拷 贝 数

减 少 ， 膜 电 位 异 常 坍 塌 下 降 ， 线 粒 体 通 透 性 转 换 孔 大 量 开 放 。

电 镜 观 察 到 线 粒 体 嵴 断 裂 、 消 失 ， 提 示 A茁25~35诱 导 的 HT22 细 胞

线 粒 体 功 能 障 碍 ， 细 胞 应 激 损 伤 。 而 经 读 书 丸 干 预 后 ， 细 胞 抗

氧 化 防 御 增 加 ， SOD水 平 上 升 ， 细 胞 内 A茁1~42和 MDA 水 平 下 降 ，

线 粒 体 ROS累 积 减 少 ， 线 粒 体 总 量 和 DNA拷 贝 数 增 加 ， 线 粒 体

膜 电 位 明 显 恢 复 ， 通 透 性 转 换 孔 开 放 减 少 。

线 粒 体 凋 亡 通 路 受 B 淋 巴 细 胞 瘤 2（ Bcl-2） 家 族 蛋 白 调

控 ， 主 要 表 现 为 抗 凋 亡 因 子 Bcl-2 表 达 抑 制 ， 促 凋 亡 因 子 Bax 活

化 [20]， 进 而 引 起 线 粒 体 外 膜 通 透 化 ， 促 使 细 胞 色 素 C 和 其 他 促

凋 亡 因 子 通 过 线 粒 体 空 隙 释 放 至 胞 质 ， 激 活 下 游 胱 天 蛋 白 酶

如 Caspase-3 ， 从 而 启 动 细 胞 凋 亡 程 序 [21-22]。 PI3K/Akt 信 号 通 路

在 细 胞 生 长 及 凋 亡 中 起 着 重 要 作 用 。 PI3K 是 一 种 细 胞 内 磷 脂

酰 肌 醇 激 酶 ， 是 由 催 化 亚 基 p110 和 调 节 亚 基 p85 组 成 的 异 源

二 聚 体 。 Akt是 一 种 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 激 酶 ， 是 PI3K 下 游 重 要 的 效

应 激 酶 之 一 [23]。 Akt 被 PI3K 激 活 后 ， 通 过 磷 酸 化 多 种 下 游 靶 标

来 参 与 调 控 细 胞 增 殖 、 分 化 及 凋 亡 过 程 [24]。 PI3K/Akt 通 路 可 以

通 过 调 节 线 粒 体 膜 通 透 性 相 关 蛋 白 Bcl-2 家 族 介 导 细 胞 凋 亡

信 号 [25-26]。 有 研 究 发 现 ， 激 活 PI3K/Akt 信 号 通 路 可 减 少 A茁 沉

积 ， 同 时 修 复 线 粒 体 结 构 及 功 能 ， 降 低 ROS 含 量 [27]， 减 少 神 经

元 细 胞 凋 亡 ， 发 挥 对 AD 的 保 护 作 用 [28-29]。 本 研 究 中 ， 模 型 组 细

胞 内 Bcl-2 表 达 下 降 ， Bax 及 Caspase-3 表 达 增 加 ， p-PI3K/

PI3K、 p-Akt/Akt下 调 ； 相 较 于 模 型 组 ， 读 书 丸 高 剂 量 组 细 胞 内

Bcl-2 表 达 增 加 ， Bax 及 Caspase-3 表 达 减 少 ， p-PI3K/PI3K、 p-

Akt/Akt增 加 ， 表 明 读 书 丸 能 激 活 PI3K/Akt信 号 通 路 ， 并 抑 制 促

凋 亡 基 因 表 达 ， 有 效 减 少 细 胞 凋 亡 的 发 生 。

综 上 所 述 ， 读 书 丸 能 够 有 效 改 善 A茁25-35 诱 导 的 HT22 细

胞 线 粒 体 结 构 及 功 能 氧 化 损 伤 ， 减 少 细 胞 凋 亡 ， 从 而 发 挥

神 经 保 护 作 用 ， 其 潜 在 作 用 机 制 可 能 与 调 控 PI3K/Akt信 号 通 路

相 关 。 这 一 发 现 为 读 书 丸 治 疗 AD提 供 了 新 的 实 验 依 据 。 然 而 ，

本 研 究 亦 存 在 一 定 局 限 性 ， 一 是 缺 乏 动 物 水 平 的 体 内 实 验 验

证 ； 二 是 由 于 本 研 究 时 间 较 短 ， 未 能 采 用 PI3K/Akt 通 路 抑 制 剂

进 行 联 合 验 证 。 因 此 ， 下 一 步 研 究 拟 用 APP/PS1 转 基 因 AD 小

鼠 进 行 体 内 实 验 ， 整 合 转 录 组 学 与 网 络 药 理 学 进 一 步 分 析 读

书 丸 抗 AD 的 作 用 机 制 ， 并 对 关 键 靶 点 进 行 验 证 ， 以 期 为 后 续

临 床 研 究 读 书 丸 防 治 AD提 供 更 坚 实 的 理 论 依 据 。
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