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摘 要:原小柴碱是一类异哇琳生物碱，具有相同的药效基团。本研究检测了以小柴碱和四氢黄藤素为代表的

原小柴碱多靶点抗 AD 效应及分子作用机制。以人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 为研究对象，利用 Western blot 检测药

物对细胞全长 APP 和 BACE1 蛋白水平的影响; ELlSA 技术检测细胞外可溶性淀粉样前体蛋白 α(sAPPα) 的分

泌;酶活性检测试剂盒检测乙酷胆碱醋酶 (AChE) 的活性。结果显示，药物处理细胞 24 h 后，二者均能显著地

抑制 BACE1 蛋白的表达，并可使 sAPPα 的分泌显著增加，但未见细胞 APP 蛋白含量明显变化，同时对该细胞的

AchE 的活性具有显著的抑制作用。以上结果证明:原小集碱生物碱药理活性涉及预防和减少 Aß 沉积和增强乙

酷胆碱对脑胆碱受体的作用，并通过细胞自身的代谢增加具有神经营养作用的 sAPPα 的分泌。提示此类化合物

具有多靶点抗老年痴呆的潜能，通过结构优化改造，将有望获得副作用小的新一代抗 AD 有效药物。

:阿尔茨海默病;原小果碱;淀粉样前体蛋白;在-分泌酶 1 ;可溶性淀粉样前体蛋白 α; 乙酷胆碱醋酶
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Abstract: Proberberine is an isoquinoline alkaloid with the same pharmacophore. In this studies we ex­

plored the Multi-targeted effect of Berberine and tetrahydropalmatine ( which are representative of 

probererine , and their molecular mechanisms of anti-Alzheimer1s disease. SH-SY5Y cells were treated 

with Berberine or THP , the BACE1 protein level , the secretion of sAPPαand the AChE activity were re回

spectively measured by western blot analysis , ELISA assay and AChE activity detection kit. The results 

showed that , after dmg treatments for 24 hours , both Berberine and THP can significantly inhibit the ex阳

pression of BACE1 , increase the secretion of sAPPα ， and decrease the AChE activity , but not change 

full length APP protein lever. These results demonstrated that the pharmacological effects of Proberbeline 

were involved in preventiqn and reduction of Aß level , enhancement of the effect of acetylcholine on ace­

tylcholine receptor in the brain , and increase of the secretion of neurotrophic sAPPα. Our results suggest 

that Proberberine has multi-target-directed therapeutical potential on Alzheimer's disease 1 and through stmc­

tural optimization? it is promising for the development of new anti -AD dmgs with less side effects. 
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阿尔茨海默症 (Alzheimer's Disease? AD) 是

一种慢性原发、进行性脑变性疾病，表现为大脑皮

层获得性高级功能的全面障碍和认知功能明显受

损 9 脑功能退化衰亡?并伴有行为或人格方面的改

变[1 一 2J 0 AD 患者 3 个神经病理学特征为:以严淀

粉蛋白 (A户)为沉积核心的老年斑，细胞内高度

磷酸化的微管蛋白组成的神经元纤维缠结和前脑基

底部胆碱能神经元的退化和丢失[3 J 。

由于 AD 的病因及发病机制未知，其治疗亦元

特效药物。到目前为止，用于临床治疗 AD 的药物

主要是基于胆碱能假说，乙眈胆碱酣酶抑制剂通过

抑制 AChE 的活性使突触间隙乙眈胆碱的作用延

长，增强脑内胆碱能神经的功能，从而有效改善患

者的认知能力 [3 J 。但其副作用如对肝功能及转氨

酶指数有较大影响，从而制约了它们的广泛应用。

同时，人们也在寻找干扰 Aß 形成和沉积的有效药

物。由于 AD 发病原因复杂罗诱导的病理症状多

样?因而开发研制多靶点、副作用小、效果好的抗

AD 药物具有重要的社会和经济意义

原小集碱类生物碱是一类异哇ptjc类生物碱?广

泛存在于多种属植物体内罗其药理作用广泛?其中

抗菌、镇痛和降糖作用是临床常用的药理作用?在

化学结构上 9 它们具有相同的药效基因?只

R1 、挝、 R3 和 R4 处不同(图 1: A)? 其中小柴

碱和四氢黄藤素( tetrahydropalmatine ?主要

来自岩黄连的提取物(图 1: B , C) 。小柴碱和

THP 有降压、抗心率失常、抗血检、钙拮抗、抑

制胃酸分泌 9 抗肿瘤?抗糖尿病等药理作用[4-7]'

近年报道小柴碱具有改变淀粉样前体蛋白加工途径

的作用 [8J 。本文系统分析了以小集碱和 THP 为代

表的原小聚碱类生物碱对淀粉样前体蛋白( Amy­

loid precursor protein ?水解途径的影响和对白

一分泌酶和 AChE 的押制作用?提示原小果碱类是

具有多靶点的预防或治疗 AD 的前体化合物。

1 材料与方法

1. 1 材料

小果碱( Berberine )和四氢黄藤素( tetrahydr­

opalmatine ?纯度为99.9% ，用 DMSO 溶解

配置成 100μmol/轧置一 20 0C 冰箱备用。

人神经母细胞瘤( Ne盯obla山ma cell ) SH­

SY5Y 由美国麻省州立大学医学院周建华实验室惠赠。

DMEM (高糖)培养基、青链霉素、膜酶均购

自 Gibco 公司;胎牛血清、新生牛血清为 PAA 公司产

品;四甲基偶氮瞠盐(、二甲亚fVXl (、
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图 l 化学结构

Fig. 1 Chemical stmcture 

N , N 一 (2 一短乙基) -2 一氨基乙磺酸(

白酶抑制剂为 Sigma 公司生产; BCA 蛋白

剂盒和 ECL 化学发光试剂盒购白 Pierce 公司;

PVDF 膜 (0.2 I儿m) 购于美国 Millipore 公司;其他

常规试剂为国产分析纯。

小鼠抗人单克隆抗体 (MAB93 )和小鼠

抗人单克隆抗体 (221 )购自民&D SYS­

TEMS 公司?小鼠抗人单克降抗体为

Chemicon 公司生产。 Human APP ELISA Kits (用

检测胞外 sAPPα) 为 Bioso盯ce 公司产品。乙酷胆

碱醋酶( AChE) 测定试剂盒:购自南京建成生物

工程研究所第一分所。

1. 2 方法

1. 2. 1 细胞培养 人神经母细胞瘤细胞 SH白白5Y

培养于含有 ω= 109毛 FBS 和切= 1% 青链霉素的

DMEM 培养液中?在 37 oc 、伊 =5% CO2 、 100% 饱

和相对湿度的恒温细胞培养箱内培养。当细胞贴壁

生长密度超过 809毛时?切工 0.25%膜酶消化传代。

1. 2立.2 MT甘T 法坝测1] 定细月胞包毒活性 药物对细胞生存

能力的影晌可用 MTπT (Me呻t吐出h呐y

razolium 

SY5Y 细胞罗以 1 X 104 个/孔的密度接种于 96 孔

板?每孔含 200μL 培养基? 12 h 后?加入终浓度

为 10 ~ 80μmol/L 的 THP 和小集碱?另设只加

DMSO 的对照组每一浓度组设 6 个复孔。 24 h 

后 9 按照说明书操作步骤?用酶标仪 (Bio-Teck)

检测各组细胞的吸光值( )。各加药组与对照组

相比得到的数值即代表相对活力。

1. 2.3 细胞总蛋白抽才是 细胞接种于 6 孔板?每

孔 3 ><个细胞 7 在对数生长期分别加入不同浓
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度的小柴碱和 THP 处理细胞 9 继续培养 24 h ，收

集细胞?按我们以前的方法提取细胞总蛋白 [9]'

以 BCA 法测定蛋白质浓度。

1. 2. 4 Western blot 检测小棠碱和 THP 对 BACE1

和 APP 蛋白表达的影响 取 50 问蛋白质在 w 二

10% SDS 一聚丙烯酷胶凝胶上进行电泳分离， 90 

V 、 90 min 湿法电转移至 PVDF 膜上。 Western blot 

按前述方法[9] 检测 APP 、 BACE1 和 ß-actin ， ECL 

化学发光试剂显色， X 一光片放射自显影。以目的

片段与 ß-actin 的光密度比值进行灰度分析。

1.2.5 ELISA 检测 sAPPa 取指数生长期的细胞?

消化后以 1 X 105个/mL 的浓度接种于 12 孔板。 24

h 后分别加入终浓度为 10 、 80 ~儿moVL 的 THP 和

10μmoνL 的小柴碱，另设只加 DMSO 的对照组?

每组设 3 个复孔。 24 h 后分别收集培养液， 4 oC 、

12 000 r/min 离心 5 min 后取上清，按照 Human

APP ELISA 区it (Biosource) 说明书上的步骤检测

80μmoνL 的小聚碱和 THP 分别处理 SH-SY5Y 细

胞 24 h 后 9 发现对 SH目SY5Y 细胞的活力没有显著

的变化( > 0.05) ，结果见(罔 2) 。表明在此

浓度范围内药物对细胞的生长没有影响。

80 

不同浓度的小柴碱和四氢黄藤素处理 24 h 

的 SH-SY5Y 细胞活力 (P >0.05) 

Fig.2 Cell viability of SH-SY5Y treated 

with Berbe1'ine and THP for 24 h (P > O. 05 ) 
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我们利用 Western blot 观察了小柴碱和对

细胞内全长蛋白表达的影响?结果发现:

物处理扭扭后?各样品对细胞内的蛋白

明显影响( >的) (图)。

3 J嘉黯目前等阳电帮她拥击11 BACEl 

APP 2.2 
sAPPα0 

1.2.5 乙眈胆碱醋酶 (AC姐)活性的测定 取 10

问茧白质按照乙酷胆碱酣酶 (AChE) 测定试剂盒

说明书上的步骤检测 AChE 的活性?使用分光光度

计 (Beckman DU 530) 检测样品在波

nm ( )处的吸光值。

BACE1 即严分泌酶 i 是产生的限速酶，抑

制户分泌酶即可阻止或减少的产生?因而成为

预防或治疗 AD 的靶点[ω] 。我们通过 Western blot 

检测了小果碱和 THP 对 BACE1 的影响。药物作用

SH时SY5Y

2 
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图 3 Western blot 检测小果碱和 THP 作用 24 h 后 SH-SY5Y 细胞 APP 蛋白质水平 (P > 0.05) 

3 APP p1'otein level of SH -SY5Y cells t1'eated with Berberine and THP fo1' 24 h by Western blot ( P > O. 05 ) 
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Ctr! 

质的水平，加强神经信号的精留?从而扭转 AD 的

症状[3]9 我们检测了二者对 Ac陋的抑制件用。药

物处理 24 h 后?检测 AChE 的活性发现: 10μmoν 

L 的小柴碱可显著抑制 AChE 的活性?达到了 50%

(P < O. 01) 0 10 、 80μmoνL THP 对 AChE 的活性

影响呈现了逐渐下降的趋势，并在 80μmoVL 时达

到了最低?接近 50% ( P < O. 05) (图的。

青等:原小聚碱类多靶点抗老年性痴呆症药理作用陈

细胞 24 h 后，结果显示 10μmoVL 的小柴碱(怪!

4: 明显地降低了 BACEl 蛋白的表达水平?约

达到 809毛( * : P < 0.01) ;而 10 和 80μmoνL 的

THP (图 4: B) 亦均能明显地抑制 BACE1 蛋白的

表达 9 分别降低了约 409毛和 809毛(* : P <0. 05) 。

B 
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图 4 Western blot 检测小策rv~和 THP 作用

24 h 后 SH-SY5Y 细胞 BACEl 蛋白质水平

Fig.4 BACEl proLein level of SH-SY5Y cells treated 

with Berberine and T日P for 24 h by Western blot 

( A: 小柴碱， *: p < O. 01 B: THP , '1门 P <0.05) 

目前抗药物主要从抑制胆碱醋酶、改善症

状、改善脑内微循环及脑代谢等角度治疗 9 但临床

使用的胆碱醋酶抑制剂大多有严重的副作用。因而

国际上这一领域的研究热点开始集中在减少引

AD 的致病物质(忡Fβ白吐训a盯rr叫I

A户产生、聚集 9 甚至制造针对 A户的抗体等手段

来对抗其对大脑的损伤。本研究旨在从天然产物中

研发一种副作用小 9 通过细胞本身的代谢作用?缓

解大脑损伤，押制产生并具有胆碱酣酶抑制作

用的先导药物一一原小柴碱类?正是这样一个具有

多靶点、副作用小的先导化合物?经改造可望成为

新一代抗 AD 药物。

( 1 )它们对细胞的生长活力没有影响 9 表明

它们的毒性作用低?副作用小。其次?小柴碱和

可抑制 BACEl 的表达。 BACE1 即在分泌酶是

的限速酶?故以 BACEl 作为靶点进行药物的筛

选从而开发治疗 AD 的药物?已成为当今治疗 AD

的一条重要途径[叫。本研究发现:小柴碱和 THP

作用 SH-SY5Y 细胞 24 h 后?均显著的掬制

小果碱和 作用 24 h 后皿SY5Y 细

胞中 AChE 酶洁性

AChE aclivities in cells lrealed with 

Berbe1'ine and THP fo1' 24 h. 

因 6
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胞外含量的变化预示着胞内 APP 水解二

途径的改变?因此可作为抗 AD 的指标评价[8 ， 11 J 。

为了考察它们对 APP 水解的影响，我们利用

ELISA 试剂盒检测了胞外 sAPPa 的含量变化。结

果发现(图 5) 10μmoνL 的小柴ry~可增加胞外

sAPPa 的分泌< 0.05) ，这一结果与已报到的结

果一致[8 J ; 80 川01lL 的咀IP 则显著增高了 sAPPa 的

分泌，与空白对照相比增加了 2.5倍< 0.01) 。

中: P<0.05 ， 习，*: P<0.01 
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ELISA 检测小柴碱和 THP 作用 24 h 后 SH-SY5Y

细胞 sAPPα 分泌

ELISA assay detected sAAPαsecretion in SH向SY5Y

cells treatment with bererine and THP for 24 h 

图 5

AChE 

乙眈胆碱酣酶 (AC国)抑制剂可提升神经递

Fig.5 

2. 5 



90 中山大学学报(自然科学版) 第 48 卷

BACEl 的蛋白表达。

(2) 小柴碱和 THP 可显著增加细胞外的PPα

的分泌。 sAPPα 的神经保护作用已得到证实[ 12] 。

增加 sAPPa 可促进 AD 患者脑内残余神经元的存

活，增加乙酷胆碱的释放，从而改善患者的记忆功

能。通过调节 APP 的代谢，增加 sAPPa 的分泌，

从而加强了对神经元的保护作用，改善 AD 患者的

记忆。因而如何调节 APP 的代谢或者增加 sAPPα

的分泌已成为 AD 治疗的研究焦点川。本实验研

究表明，小集碱和 THP 均可促进细胞 sAPPa 的分

泌，但对 APP 蛋白元显著影响。这表明?该药物

促进 sAPPa 分泌的机制并不是增加胞内 APP 水平

造成的，而是在不影响胞内 APP 蛋白水平的情况

下 9 调节 APP 代谢，促进 APP 更多地经 α 、 γ …分

泌酶所介导的途径进行水解?从而使 sAPPa 分泌

增多。此外，在胞内 APP 蛋白不增多的情况下，

有更多地 APP 经 α 分泌酶水解也就使经台分泌酶

水解的 APP 的比例相对降低， Aß 的产生也势必会

降低。这对 AD 的预防或治疗是有重要意义的。

(3) 小柴碱和 THP 可抑制 AChE 的活性。 AD

患者胆碱能系统受损?导致突触部位乙眈胆碱

(含量下降。因此阻止乙酷胆碱的降解?增

强乙眈胆碱对脑胆碱受体的作用 有望提高 AD 患

者的胆碱神经功能[3] 。本研究结果显示:小柴碱

和 THP 都明显地抑制了 AChE 的活性。已有研究

发现，黄藤索和小聚碱都能够显著的抑制 AChE 的

活性[M]? 而四氢黄藤素同时又是小柴碱的前体化

合物?说明这一类结构相似的生物碱具有抑制

AChE 活性的作用。

综上所述?我们通过对小柴碱和四氢黄藤素为

代表的原小柴碱类生物碱抗老年痴呆症若干药理作

用的检测 9 表明其药理活性涉及两个方面:第一罗

干扰和减少 Aß 沉积，通过控制 BACEl 的蛋白质

水平，阻止 Aß 的产生途径。同时?通过细胞自身

的代谢增加具有神经营养作用的 sAPPα 的分泌，

并可进一步降低 Aß 的毒性作用;第二，通过降低

AChE 的活性?增强乙眈胆碱对脑胆碱受体的作

用罗从而减缓前脑基底部胆碱能神经元的退化和丢

失?使突触间隙乙眈胆碱的作用延长罗增强脑内胆

碱能神经的功能?从而有效改善 AD 患者的认知能

力。这些结果显示此类化合物具有多靶点抗老年痴

呆的潜能?通过结构优化改造?将有望获得副作用

小的新一代抗 AD 有效药物。
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