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苓桂术甘汤对阿尔茨海默病血脑屏障损伤的影响
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［摘要］ 目的：通过观察苓桂术甘汤（LG）对体外阿尔茨海默病（AD）病理状态下血脑屏障模型的影响，探讨其对 AD 血脑

屏障损伤后修复的具体机制。方法：将 50 只雄性 SPF 级大鼠，随机分为 5 组，分别灌胃 7 d，2 次/d，LG 高、中、低剂量组以 4.8，

2.4，1.2 g·kg-1，西药组以盐酸多奈哌齐 0.5 mg·kg-1，正常组以等体积生理盐水灌胃，末次灌胃 1 h 后经腹主动脉取含药血清；以
细胞共培养法构建 AD 体外血脑屏障损伤模型，实验分为正常组，模型组，LG 高、中、低剂量组和盐酸多奈哌齐组，模型组加入

β淀粉样蛋白 1-42（Aβ1-42）100 μL，终浓度为 5 μmol·L-1，LG 高、中、低剂量组以及盐酸多奈哌齐组在模型组基础上分别加入

10% 含药血清。通过噻唑蓝（MTT）比色法检测各组细胞存活率；采用蛋白免疫印迹法（Western blot）测定各组血脑屏障相关

骨架蛋白跨膜密蛋白-5（Claudin-5），外周支架蛋白-1（ZO-1），闭合蛋白（Occludin），基质金属蛋白酶-2（MMP-2），基质金属蛋白

酶-9（MMP-9）的表达；采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测炎症因子白细胞介素-1β（IL-1β），IL-6，肿瘤坏死因子-α（TNF-α）
的含量变化；采用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和 Western blot检测 LG 高、中、低剂量组血脑屏障不同时间点

Aβ转运蛋白低密度脂蛋白受体相关蛋白 1（LRP-1）和晚期糖基化终产物受体（RAGE）表达。结果：MTT 结果分析显示，与正

常组比较，模型组细胞存活率明显下降（P<0.05）；与模型组比较，盐酸多奈哌齐组和 LG 高剂量组细胞存活率明显增强（P<

0.05）；Western blot 结果分析显示，与正常组比较，模型组骨架蛋白显著下调，MMP-2，MMP-9 蛋白明显上调（P<0.05）；与模型

组比较，盐酸多奈哌齐组和 LG 高剂量骨架蛋白含量明显上调（P<0.05），MMP-2，9 水平明显下降（P<0.05）；与模型组比较，仅

LG 中剂量组 Claudin-5 蛋白水平明显上调（P<0.05），MMP-2 水平明显下调（P<0.05）；ELISA 结果分析显示，与正常组比较，模

型组 IL-1β，IL-6，TNF-α含量明显上调（P<0.05）；与模型组比较，盐酸多奈哌齐组和 LG 高、中剂量组 IL-1β，IL-6，TNF-α表达明

显下调（P<0.05）；PCR 结果分析显示，与 0 h 比较，3 h 时 LRP-1 表达明显上调，RAGE 表达明显下调（P<0.05），6，12，24，36 h 后

LRP-1，RAGE 表达逐渐和缓；Western blot 结果分析显示，3 h 时，与正常组比较，模型组 LRP-1 含量明显下调，RAGE 含量明显

上调（P<0.05）；与模型组比较，盐酸多奈哌齐组和 LG 高剂量组 LRP-1 含量显著上调，RAGE 含量明显下调（P<0.05）。结论：LG

对 AD 体外血脑屏障损伤具有修复作用，其机制可能与抑制炎症因子和 MMP-2，MMP-9 表达、促进骨架蛋白表达并调节转运

蛋白平衡相关。
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（BBB）model of Alzheimer's disease（AD）in vitro and to explore the mechanism of LG in repairing the BBB

injury in AD. Method：：A total of 50 male SPF rats were randomized into five groups：high-dose（4.8 g·kg-1），
medium-dose（2.4 g·kg-1），and low-dose（1.2 g·kg-1）LG groups，western medicine（0.5 g·kg-1 donepezil

hydrochloride） group， and normal group （normal saline of equivalent volume）. They received （ig）
corresponding drugs twice a day for 7 d. Drug-containing serum was respectively collected from the abdominal

aorta 1 h after the last administration. The BBB injury of AD in vitro was induced with the cell co-culture

method，and 6 groups were designed：normal group，model group，high-，medium-，and low-dose LG groups，

and western medicine group. The model group was added with 100 μL amyloid β1-42（Aβ1-42，final concentration：

5 μmol·L-1），and high-dose，medium-dose，and low-dose LG groups and the western medicine group were

added with corresponding 10% drug-containing serum in addition to the 100 μL Aβ1-42（final concentration：

5 μmol·L-1）. Cell survival rate was detected by methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）assay，expression of BBB-

related skeleton proteins（claudin-5，ZO-1，occludin），matrix metalloproteinase-2（MMP-2），and matrix

metalloproteinase-9（MMP-9）by Western blot，and content of inflammatory factors interleukin-1β（IL-1β），
interleukin-6（IL-6），and tumor necrosis factor-α（TNF-α）by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）.

BBB Aβ transporter low-density lipoprotein receptor-related protein 1（LRP-1）and advanced glycation end

product receptor（RAGE）at different time points in high-dose，medium-dose，and low-dose LG groups were

determined by Real-time PCR and Western blot. Result：： Cell survival rate of the model group was lower than

that of the normal group（P<0.05）and the survival rates of the western medicine group and high-dose LG group

was higher than that in the model group（P<0.05）. The skeleton proteins were down-regulated and MMP-2 and

MMP-9 were up-regulated in the model group compared with those in the normal group（P<0.05）. The

expression of skeleton proteins was higher（P<0.05）and that of MMP-2 and MMP-9 was lower（P<0.05）in the

western medicine group and high-dose LG group than in the model group. Compared with the model group，only

the medium-dose LG group showed the up-regulation（P<0.05）of claudin-5（P<0.05）and the decrease（P<

0.05）of MMP-2. IL-1β，IL-6，and TNF-α in the model group were up-regulated（P<0.05）compared with those

in the normal group，and those inflammatory factors in the western medicine group and high-dose and medium-

dose LG groups were lower（P<0.05）than those in the model group. LRP-1 expression was up-regulated and

RAGE expression was down-regulated at 3 h compared with those at 0 h（P<0.05），while the expression of the

two became stable at 6，12，24，36 h. At 3 h，LRP-1 expression was down-regulated and RAGE expression was

up-regulated in model group compared with those in the normal group at 3 h（P<0.05）. Moreover，the LRP-1

content was higher and RAGE content was lower in the western medicine group and high-dose LG group than in

the model group. Conclusion：： LG can repair the BBB injury in vitro by inhibiting the expression of

inflammatory factors and MMP-2，MMP-9，promoting the expression of skeletal proteins，and regulating the

balance of transporters.

［［Keywords］］ blood-brain barrier；Linggui Zhugantang（LG）；amyloid β1-42（Aβ1-42），Alzheimer's disease

（AD）

β淀粉样蛋白（Aβ）级联学说是阿尔茨海默病

（AD）发病机制中最主要的学说之一［1］。Aβ持续沉

积、清除不力及诱发炎症反应是造成神经元细胞损

伤的重要因素［2］。在常见的散发性或迟发性 AD 形

式中，以及在某些 AD 病例中，脑内 Aβ水平升高是

由于清除受损而不是生产过剩［3］，因此，对于 Aβ的

清除显得至关重要。

血脑屏障（BBB），作为确保中枢神经系统稳态

的重要结构，是由不同类型的细胞组成的神经血管

单位，在大脑受到内源性、血液来源的危险时起保

护作用［4］。苓桂术甘汤（LG）是“病痰饮者，当以温

药和之”的代表方剂，具有温阳健脾，清化痰饮之

功。除温肾益髓［5］、温阳化瘀［6］等方法可改善 AD 病

理进程外，课题组通过临床研究发现，健脾化痰亦

可显著改善 AD 患者智能障碍，提高认知能力及日

常生活能力［7］。实验研究亦表明 LG 可抑制小胶质
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细胞炎症因子的分泌，提高神经元细胞存活率。LG

干预后，AD 大鼠模型学习记忆能力和脑组织病理

有明显改善，具体机制可能与 BBB 上 Aβ相关转运

蛋白调节有关［8-9］。因此，该研究在此基础上，采用

LG 含药血清干预体外 AD 病理状态下的 BBB 损伤

模型，观察 LG 对 BBB 损伤后的保护作用，旨在进一

步探讨 LG 干预 AD 的潜在机制，以此揭示“健脾化

饮”治疗 AD 的新内涵。

1 材料

1.1 动物 3 月龄雄性 SD 大鼠 50 只，体质量（220±

20）g，购于南京市江宁区青龙山动物繁殖场，合格

证 号 SCXK（ 苏 ）2017-0001，动 物 合 格 证 编 号

201909302，实验动物饲养环境为 SPF 级屏障系统，

光照 12 h，自由摄食饮水，大鼠适应性喂养 3 d 后，开

始实验，本实验获得南京中医药大学实验动物伦理

委员会批准（备案编号 201904A002）。
1.2 药物 苓桂术甘汤由茯苓、桂枝、生白术、炙甘

草组成，按照《伤寒论》原书比例-茯苓-桂枝-白术-甘

草 4∶3∶2∶2，称取茯苓 40 g，桂枝 30 g，白术 20 g，甘

草 20 g，所有中药材均购自南京中医药大学国医堂

中药房，经南京中医药大学中医学院唐德才教授鉴

定，符合 2020 年版《中华人民共和国药典》项下规

定。将以上 4 味中药以纯水约 800 mL 浸泡 30 min，

头煎以武火煮沸后转至文火煎煮 20 min，倒出药液，

次煎不浸泡，加入纯水约 400 mL，武火煮沸后转至

文火煎煮 20 min，混合药液并经八层纱布过滤，后经

旋转蒸发器浓缩至相当于含生药质量浓度 1 g·mL-1

的浓缩液。盐酸多奈哌齐片（江苏豪森药业集团有

限公司，国药准字 H20030472）。
1.3 试 剂 Aβ1-42（ 美 国 Sigma 公 司 ，批 号

SCP0038）；大鼠白细胞介素 -1β（IL-1β），IL-6，肿瘤

坏死因子 -α（TNF-α）酶联免疫吸附测定法（ELISA）
试 剂 盒（碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所 ，批 号 分 别 为

P1350，P1328，PT516）；原代星型胶质细胞与脑微血

管内皮细胞（赛百慷生物技术股份有限公司，批号

分别为 RAT-iCELL-n009，RAT-iCELL-n001）；TRIzol

试剂（上海拜力生物科技有限公司，批号 15596-

026）；PCR 检测试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限

公司，批号 Q511-02）；噻唑蓝（MTT）试剂盒（武汉博

士德生物工程有限公司，批号 AR1156）；外周支架

蛋白 -1（ZO-1）抗体，基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）抗
体，MMP-9 抗体，β-肌动蛋白（β-actin）抗体，辣根过

氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G

（武汉三鹰生物技术有限公司，批号分别为 21773-1-

AP， 10373-2-AP， 10375-2-AP， 20536-1-AP，

SA00001-2）；跨膜密蛋白 -5（Claudin-5，北京博奥森

生物工程有限公司，批号 bs-10296R）；闭合蛋白

（Occludin），晚期糖基化终产物受体（RAGE），低密

度脂蛋白受体相关蛋白 1（LRP-1）抗体（英国 Abcam

公司，批号分别为 ab216327，ab216329，ab92544）。
1.4 仪器 RE52-99 型旋转蒸发器（上海亚荣生化

仪器厂）；MCO-20AIC 型二氧化碳培养箱（日本

Sanyo 公 司 ）；Sorvall ST 16R 型 低 温 离 心 机 ，

Quantstudio 3 型 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

（Real-time PCR）仪（美国赛默飞世尔科技公司）；
Ts100-F 型倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；SW-CJ-1F

型单人双面超净工作台（苏州净化设备有限公司）；
ELX800 型全自动酶标仪（美国伯腾仪器有限公

司）；ZBRTD-211 型高精度数显恒温水浴锅（上海邦

西仪器科技有限公司）；YXQ-LS-18S Ⅰ型手提式压

力 蒸 汽 灭 菌 器（ 上 海 博 讯 实 业 有 限 公 司 ）；
PowerPac™ Basic 型垂直电泳系统，1708265 型化学

发光成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 分组与含药血清制备 取 3 月龄雄性 SD 大鼠

50 只，随机分为 5 组，分别为正常组，LG 4.8 g·kg-1

组，LG 2.4 g·kg-1 组和 LG 1.2 g·kg-1 组，盐酸多奈哌

齐 0.5 mg·kg-1组，每组 10 只。给药剂量和方法参照

《药理实验方法学》中的人和动物按体表面积的等

效 剂 量 折 算 比 值 表 计 算 ，大 鼠 等 效 剂 量 为

1.2 g·kg-1，LG 高、中、低含药血清组分别以大鼠等

效剂量 4，2，1 倍进行灌胃，西药组以盐酸多奈哌齐

0.5 mg·kg-1灌胃。适应性喂药 3 d 后灌胃给药，每天

2 次，连续用药 7 d。于末次灌胃后 1 h 麻醉大鼠，取

血清后离心，3 000 r·min-1 离心 15 min（离心半径

9 cm，下同），重复 3 次，收集上清灭活，-80 ℃备用。

2.2 Aβ1-42制备 将 Aβ1-42干粉溶解于无菌生理盐水

中，置于 37 ℃温箱中孵育 7 d，成为纤维凝聚状

态，-20 ℃储存备用。

2.3 建立细胞共培养模型 实验共分为 6 组（正常

组，模型组，盐酸多奈哌齐组，LG 4.8 g·kg-1 组，LG

2.4 g·kg-1 组和 LG 1.2 g·kg-1 组）。取原代星形胶质

细胞（AC）用含 10% 胎牛血清的完全培养基重悬，

调整细胞密度为 5×105个/mL 种植于预先包被 2% 明

胶的细胞培养池多聚酯膜下侧 200 μL，培养 4 h，将

培养池放入 12 孔培养板继续培养，12 孔板内加完全

培养基 1.5 mL，培养池内加入完全培养基 0.5 mL，

放入 5% CO2，37 ℃培养箱继续培养，3 d 换液 1 次，
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待 AC 融合至 80%，在各组培养池多聚酯膜上侧种

植脑微血管内皮细胞（BMEC），然后将培养板置于

5% CO2，37 ℃培养箱继续培养 24 h［10］。

2.4 建立 Aβ1-42诱导 AD 的 BBB 损伤模型 镜下观

察细胞融合情况后，除正常组之外的各组加入 Aβ1-42

（终浓度为 5 μmol·L-1），给药浓度参照文献［11］，建

立 Aβ 诱导的 AD 体外 BBB 损伤模型，继续培养

24 h。按照上述分组顺序，依次加入 10% 空白血清，

10% 盐酸多奈哌齐血清，10% LG 4.8 g·kg-1 血清，

10% LG 2.4 g·kg-1 血清和 10% LG 1.2 g·kg-1 血清，

继续孵育 24 h 后分别进入测试。

2.5 MTT 比色法测定 BBB 损伤后相关细胞活性

应用倒置显微镜观察各组细胞形态学变化，并用

MTT 比色法测各组细胞的活性。于终止培养前，每

孔加入 MTT 10 μL，在培养 4~6 h，弃上清，每孔加二

甲基亚砜（DMSO）100 μL，于酶标仪测定 560 nm 的

吸光度 A。

2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 BBB 损伤

后相关骨架蛋白和 MMP-2，MMP-9 蛋白表达 细

胞培养后，经 RIPA 裂解液裂解后离心，取上层液。

蛋白样品，经过 SDS-PAGE 电泳后，将蛋白电转至

PVDF 膜上，以 5% 脱脂奶粉液封闭后，加入一抗，稀

释倍数分别为 Claudin-5（1∶500），ZO-1（1∶1 000），
Occludin（1∶1 000），MMP-2（1∶500），MMP-9（1∶

500），β-actin 内参（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，洗涤后

加入 HRP 标记的二抗（1∶2 000）室温孵育 1 h 后，

ECL 底物化学发光显色后曝光显影，通过 Bio-Rad

Chemi DocXRS 化 学 发 光 成 像 系 统 ，结 果 使 用

Image J 软件测定目的条带与内参 β-actin 灰度值的

比值表示。

2.7 ELISA 检测 BBB 损伤后相关炎症因子含量

细 胞 培 养 后 ，吸 取 上 清 液 ，2 500 r·min-1 离 心

5 min，取上层液。按照 ELISA 试剂盒说明书操作，

检测 AD 体外 BBB 损伤模型中 TNF-α，IL-1β，IL-6

的表达情况。

2.8 Real-time PCR 检测 BBB 损伤后各时间点 Aβ

转运蛋白 mRNA 相对表达量 选择 0，3，6，12，24，

36 h 6 个时间节点，引物由生工生物工程（上海）股
份有限公司计合成。用 TRIzol法提取样本总 RNA，

进行 PCR 扩增（95 ℃，2 min；95 ℃，15 s，60 ℃，

34 s，40 个循环，72 ℃，30 s，获取荧光值；95 ℃，15

s，60 ℃，1 min，95 ℃，15 s），引物序列见表 1，以

β-actin 为内参，用 2-ΔΔCt法分析计算晚期糖基化终产

物受体（RAGE）和低密度脂蛋白受体相关蛋白 -1

（LRP-1）相对 mRNA 表达量。

2.9 Western blot 检测 BBB 损伤后 Aβ转运蛋白表

达 步骤以及结果计算方法同 2.6 项，检测转运蛋

白 LRP-1，RAGE 的表达。一抗稀释倍数分别为

RAGE（1∶1 000）和 LRP-1（1∶2 万）。二抗稀释倍数

同 2.6 项。

2.10 统计学方法 采用 GraphPad Prism 8.3.0 软件

进行数据分析，计量资料均以 x̄± s 表示，采用 t检验，

P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 对 BBB 损伤后相关细胞活性的影响 与正

常组比较，模型组细胞存活率明显降低，为 69.52%

（P<0.05），提示 BBB 损伤模型建立成功；与模型组

比较，盐酸多奈哌齐组细胞存活率明显升高，为

83.55%（P<0.05），表明盐酸多奈哌齐可提高细胞存

活率，提示实验方法学无误；与模型组比较，LG 高、

中 、低 含 药 血 清 组 ，细 胞 存 活 率 分 别 为 79.82%，

78.30%，78.00%，其中高、中含药血清组差异具有统

计学意义（P<0.05）。见表 2。

3.2 对 BBB 损 伤 后 相 关 骨 架 蛋 白 及 MMP-2，

MMP-9 表 达 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组

Claudin-5，ZO-1，Ocdudin 蛋 白 水 平 明 显 降 低（P<

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

RAGE

LRP-1

β-actin

序列（5ʹ-3ʹ）
上游 GACAGTGATCCCCACCCAAG

下游 CAACCAACAGCTGAATGCCC

上游 CCGCATCTTCTTCAGTGACA

下游 ACAGAGCCCACATTTTCCAC

上游 AATCGTGCGTGACATCAAA

下游 AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC

长度/bp

138

117

123

表 2 苓桂术甘汤对 BBB损伤后相关细胞活性的影响（n=4）

Table 2 Effect of LG on related cell activity after BBB injury

（n=4）

组别

正常

模型

苓桂术甘汤

盐酸多奈哌齐

剂量/g·kg-1

1.2

2.4

4.8

0.000 5

A（ x̄± s）
0.25±0.01

0.17±0.011）

0.19±0.01

0.19±0.01

0.20±0.01

0.20±0.02

细胞存活率/%

100.00

69.531）

78.00

78.30

79.822）

83.552）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3~4，8

同）。
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0.05），MMP-2，MMP-9 蛋白水平均明显升高（P<

0.05），提示 BBB 损伤模型建立成功；与模型组比

较，LG 高剂量组和盐酸多奈哌齐处理后，ZO-1，

Claudin-5，Ocdudin 蛋白水平均明显升高（P<0.05），
MMP-2，MMP-9 蛋白水平均明显降低（P<0.05）；与
模型组比较，LG 中剂量组 Claudin-5 蛋白水平明显

上调（P<0.05），MMP-2 水平明显下调（P<0.05），盐
酸多奈哌齐组结果表明实验方法学无误；中药组结

果表明，LG 在一定程度上对 BBB 损伤后具有修复

作用。见图 1，表 3。

3.3 对 BBB 损伤后相关炎症因子表达的影响 与

正常组比较，模型组 TNF-α，IL-1β，IL-6 含量明显升

高（P<0.05），提示 BBB 损伤模型建立成功；与模型

组比较，盐酸多奈哌齐组 TNF-α，IL-1β，IL-6 含量显

著降低（P<0.05），表明实验方法学无误；与模型组比

较 ，LG 高 、中 剂 量 组 炎 症 因 子 的 含 量 明 显 降 低

（P<0.05），提示 LG 在一定程度上可降低 BBB 相关

炎症因子的含量，从而对 BBB 损伤后具有修复作

用。见表 4。

3.4 对 BBB 损伤后各时间点 Aβ转运蛋白 mRNA

相对表达量的影响 与 0 h 组比较，3，6，12，24，36 h

处 RAGE mRNA 水平均明显下调（P<0.05），LRP-1

mRNA 水平均明显上调（P<0.05），表明 3 h 时，LG 含

药血清已经具有抑制 RAGE，促进 LRP-1 分泌的作

用。见表 5~7。

3.5 对 BBB 损伤后各时间点 Aβ转运蛋白相对表

达量的影响 Real-time PCR 检测结果显示，3 h 时

LG 对转运蛋白的干预效应最佳，因此仅测定 3 h 时

转运蛋白表达情况，见图 2。与正常组比较，模型组

RAGE 水平明显升高（P<0.05），LRP-1 水平明显降

低（P<0.05）；与模型组比较，盐酸多奈哌齐和 LG 高

A. 正常组；B. 苓桂术甘汤低剂量组；C. 苓桂术甘汤中剂量组；D. 苓

桂术甘汤高剂量组；E. 盐酸多奈哌齐组；F. 模型组（图 2 同）
图 1 苓桂术甘汤对 BBB 损伤后 Aβ骨架蛋白和 MMP-2，MMP-9

电泳分析

Fig. 1 Electrophoresis of LG on expression of skeletal protein

and MMP-2，MMP-9 after BBB injury

表 4 苓桂术甘汤对 BBB损伤后相关炎症因子含量的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of LG on related inflammatory factors after BBB injury（x̄± s，n=3） μg·L-1

组别

正常

模型

苓桂术甘汤

盐酸多奈哌齐

剂量/g·kg-1

1.2

2.4

4.8

0.000 5

TNF-α

1 065.58±28.55

2 375.46±179.851）

2 068.97±56.992）

1 828.34±38.442）

1 634.44±28.762）

1 534.02±183.422）

IL-1β

1 075.29±41.70

1 639.38±56.481）

1 578.56±58.29

1 430.33±67.032）

1 273.63±51.962）

1 263.05±50.912）

IL-6

377.52±30.24

661.90±24.101）

603.14±29.642）

524.37±49.462）

487.52±7.792）

445.94±53.582）

表 3 苓桂术甘汤对 BBB损伤后骨架蛋白及 MMP-2，MMP-9表达影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of LG on expression of skeletal protein and MMP-2，MMP-9 after BBB injury（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

苓桂术甘汤

盐酸多奈哌齐

剂量/g·kg-1

1.2

2.4

4.8

0.000 5

Claudin-5/β-actin

0.82±0.08

0.40±0.021）

0.40±0.01

0.57±0.022）

0.80±0.092）

0.77±0.052）

ZO-1/β-actin

0.77±0.13

0.35±0.021）

0.43±0.05

0.50±0.05

0.68±0.102）

0.59±0.072）

Ocdudin/β-actin

0.76±0.14

0.36±0.051）

0.45±0.04

0.44±0.06

0.75±0.122）

0.66±0.092）

MMP-2/β-actin

0.62±0.05

1.22±0.091）

1.04±0.12

0.80±0.112）

0.72±0.022）

0.87±0.062）

MMP-9/β-actin

0.35±0.08

0.78±0.191）

0.63±0.11

0.49±0.09

0.43±0.092）

0.41±0.062）
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剂量组 RAGE 水平明显降低（P<0.05），LRP-1 水平

明显升高（P<0.05），提示 LG 含药血清可干预 BBB

相关转运蛋白的表达，从而减少 Aβ的脑内沉积，对

BBB 损伤后具有一定的修复作用。见表 8。

4 讨论

健康大脑中的低 Aβ水平依靠其自身降解、中

枢淋巴系统清除以及 BBB 转运来维持的［12］。研究

表明，在 AD 的病变过程中，BBB 的损伤先于神经退

行性变的产生［13］；通过动态对比增强磁共振成像量

化发现，BBB 完整性随着年龄增加而逐渐丧失，同

年龄段的轻度认知障碍患者（MCI）中 BBB 通透性

明显增加［14］；AD 患者的认知能力与 BBB 完整性成

正比关系，同时发现，脑内高 Aβ水平区域，其 BBB

的完整性越低，可能与其转运清除 Aβ能力下降有

关［15-16］，而 Aβ清除受损将导致其在脑内过度沉积，

破坏脑中低水平 Aβ的状态，从而加重 AD 的病理进

程，进一步影响 BBB 的完整性。由此可见，BBB 的

完整性受损贯穿 AD 发病的始终，且呈正相关，因此

对 BBB 损伤后修复将显得至关重要。

BBB 是内皮细胞之间形成的细胞间紧密连接

（TJ）复合物的代表，TJ 处的蛋白质表达特征非常独

特［17］，该结构由 Claudin，ZO，Occludin 等骨架蛋白

构成。BBB的完整性与血管内皮细胞上的 Claudin-5，

ZO-1，Occludin 等骨架蛋白密切相关［18-19］。与此同

时，MMP-2，MMP-9 的过表达可破坏 TJ 相关骨架蛋

白，从而增加 BBB 的损伤［20］，因此 BBB 的损伤与

MMP 的上调和骨架蛋白的下调密切相关。

BBB 对 Aβ的转运功能主要由内皮细胞的转运

蛋白，LRP-1 和 RAGE 实现［21］，小鼠脑内皮特异性

表 6 苓桂术甘汤中剂量组对 BBB损伤后 Aβ转运蛋白 mRNA表达

的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of LG medium dose group on Aβ transporter

mRNA levels after BBB injury（x̄± s，n=3）

时间/h

0

3

6

12

18

24

36

RAGE

1.00±0.08

0.24±0.011）

0.33±0.131）

0.43±0.011）

0.50±0.021）

0.56±0.021）

0.63±0.021）

LRP-1

1.00±0.10

3.89±0.071）

3.27±0.131）

2.67±0.071）

2.36±0.041）

2.14±0.061）

1.89±0.031）

注：剂量均为 2.4 g·kg-1。

表 5 苓桂术甘汤高剂量组对 BBB损伤后 Aβ转运蛋白 mRNA表达

的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of LG high dose group on Aβ transporter mRNA

levels after BBB injury（x̄± s，n=3）

时间/h

0

3

6

12

18

24

36

RAGE

1.00±0.06

0.16±0.031）

0.27±0.031）

0.39±0.041）

0.46±0.021）

0.53±0.021）

0.59±0.021）

LRP-1

1.00±0.04

4.60±0.101）

3.72±0.091）

3.14±0.081）

2.87±0.051）

2.54±0.051）

2.11±0.121）

注：与 0 h 组比较 1）P<0.05（表 6~7 同）；剂量均为 4.8 g·kg-1。

表 8 苓桂术甘汤对 BBB 损伤后 Aβ转运蛋白表达的影响（x̄± s，

n=3）

Table 8 Effect of LG on Aβ transporter after BBB injury（x̄± s，

n=3）

组别

正常

模型

苓桂术甘汤

盐酸多奈哌齐

剂量/g·kg-1

1.2

2.4

4.8

0.000 5

RAGE/β-actin

0.84±0.07

1.41±0.171）

1.30±0.14

1.03±0.19

0.86±0.102）

0.90±0.202）

LRP-1/β-actin

1.31±0.16

0.66±0.081）

0.80±0.02

0.84±0.14

1.04±0.082）

1.04±0.162）

表 7 苓桂术甘汤低剂量组对 BBB损伤后 Aβ转运蛋白 mRNA表达

的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of LG low dose group on Aβ transporter mRNA

levels after BBB injury（x̄± s，n=3）

时间/h

0

3

6

12

18

24

36

RAGE

1.00±0.09

0.29±0.061）

0.38±0.031）

0.48±0.011）

0.53±0.111）

0.62±0.031）

0.68±0.021）

LRP-1

1.00±0.28

3.38±0.171）

2.99±0.151）

2.40±0.081）

2.03±0.151）

1.77±0.031）

1.61±0.051）

注：剂量均为 1.2 g·kg-1。

图 2 苓桂术甘汤对 BBB损伤后 Aβ转运蛋白电泳

Fig. 2 Electrophoresis of LG on Aβ transporter after BBB injury
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LRP-1 失活显著减少了注射 Aβ的脑外排，使学习和

记忆障碍加重，表明 LRP-1 能从脑内排出 Aβ，调控

脑内 Aβ的稳态［22］；RAGE 与 Aβ的结合会使血液中

的 Aβ跨过 BBB 转移到脑内，加重脑内 Aβ沉积，从

而 促 进 促 炎 细 胞 因 子（TNF- α，IL-1β，IL-6）的 释

放［23］，与此同时，促炎细胞因子的释放可激活脑内

皮细胞，从而下调 BBB 相关骨架蛋白的水平，改变

BBB 的通透性，破坏 BBB 的完整性［24-25］。基于上述

过程，BBB 相关转运蛋白与 Aβ结合失衡引起脑部

炎症反应，BBB 破坏和通透性增加，造成脑内 Aβ的

过度沉积，进而加重 AD 的病理损伤。

由于年老脾衰，以致机体生化乏源，精血亏虚，

上无以奉心化赤，下无以充精益髓，脑髓空虚，神机

失用，以致谈前忘后，神情呆滞，神思不敏，AD 才易

于发生。因脾运不及，升降失常，清阳不升，浊阴不

降，津不输布，水湿内停，则为痰为饮；痰饮上蒙清

窍，见头晕，神情呆钝，词不达意，或喃喃自语，或呆

若木鸡；痰饮中阻气机，则口涎外溢，痞满不适；痰
饮下滞经络，则四肢困重，动作迟缓，懈惰思卧，更

致 AD 不断进展。可见，在 AD 发生、发展进程中，脾

气不足是其重要病理基础，并因此导致的痰饮内生

是其重要的病理核心。《金匮要略·痰饮病篇》指出

痰饮病的治则为“病痰饮者，当以温药和之”，代表

方苓桂术甘汤，方中仅 4 味药，然选药精良，配伍有

度。茯苓化痰饮，益脾气；桂枝温中阳，行水气；白
术健脾胃，祛痰湿；甘草补脾气，和诸药。四药合

用，脾胃健，痰饮去，驱邪扶正，标本兼顾。现代药

理学研究亦表明，该方中多种主要成分具有抗炎抗

氧化及神经保护作用［26-30］。

本实验采用双层共培养法构建体外 BBB 模型，

经 Aβ诱导后，可认为是 AD 病理状态下的体外 BBB

损伤模型。与模型组比较，24 h 时，LG 已显著提高

细胞存活率，因此后续实验仅检测给予 LG 24 h 后

骨架蛋白、炎症因子以及 MMP-2，MMP-9 的表达情

况。与正常组比较，模型组主要骨架蛋白水平显著

下降，致 BBB 损伤的相关炎症因子水平显著升高，

表明 Aβ诱导的体外 BBB 损伤模型建立成功。与模

型组相比，LG 组可显著提高细胞存活率，且呈浓度

依赖，初步提示 LG 在一定程度上对 BBB 损伤后具

有修复作用。进一步研究发现，与模型组比较，LG

组 BBB 骨架蛋白升高，相关炎症因子以及 MMP-2，

MMP-9 水平降低，表明 LG 可减少 BBB 的渗漏和功

能障碍，在一定程度上维护 BBB 的完整性。骨架蛋

白构成的 BBB 紧密连接具有一定稳定性［31］，而

RAGE 和 LRP-1 作为转运 Aβ的载体，存在不断转入

和转出 Aβ的动态平衡状态。课题组前期研究发

现，在 AD 大鼠模型中，LG 可调节 BBB 上相关转运

蛋白 LRP-1，RAGE 水平，进而减少 Aβ沉积引起的

脑内炎症损伤［9］，基于上述认识，检测了给予 LG 后

间隔较短的不同时间点的 Aβ相关转运蛋白的变

化。通过对不同时间点 Aβ相关转运蛋白 mRNA 相

对表达量的研究发现，3 h 时，RAGE 含量最低，LRP-

1 含量最高，随着时间的延长，RAGE 含量逐渐上

升，LRP-1 含量逐渐下降，表明在给予 LG 3 h 后，对

LRP-1，RAGE 的调控作用达到顶峰，随后逐步趋于

和缓，表明了 LG 在 3 h 已具有调节 BBB 上相关转运

蛋白含量的作用，从而减少 Aβ的脑内沉积，对 BBB

损伤后具有一定的修复作用。

综上所述，LG 对 Aβ1-42引起的 BBB 损伤具有明

显的保护作用，一方面可能与改善 Aβ1-42 引起的

BBB 相关骨架蛋白（ZO-1，Claudin-5，Ocdudin）降
低、基质金属蛋白酶（MMP-2，MMP-9）以及炎症因

子的升高，从而引起 BBB 完整性修复有关；另一方

面可能与改变 Aβ的转运失衡状态，提高 LRP-1 水平

促进 Aβ转出，降低 RAGE 水平减低 Aβ转入，从而改

变 BBB 通透性相关，通过上述两条途径减缓“Aβ沉

积-BBB 破坏-Aβ沉积”的恶性循环。
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