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小檗碱联合松果菊苷抗人脑胶质细胞衰老的实验研究 *
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摘要 目的：探究小檗碱联合松果菊苷抗人脑胶质细胞衰老的作用及其分子机制。方法：采用依托泊苷诱导人脑胶质细胞衰老，使

用小檗碱与松果菊苷联合干预，采用 茁-半乳糖苷酶染色法色观察衰老阳性细胞比例，采用 CCK-8法检测细胞活力，采用流式细

胞术检测细胞周期，采用Western blot法检测细胞中衰老相关蛋白 FoxO1、CAT、SOD2、Bcl-2的表达水平。结果：小檗碱联合松果

菊苷可显著减少依托泊苷诱导的衰老阳性细胞比例，显著增强细胞活力，显著降低 G2/M期细胞比例，显著提高 FoxO1、CAT、

SOD2、Bcl-2的蛋白水平。结论：小檗碱联合松果菊苷可显著抑制依托泊苷诱导的人脑胶质细胞衰老，可能与增强细胞活力、推进

细胞周期进程、降低胞内氧化应激水平、抗凋亡等途径有关。
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Experimental Study of Berberine Combined with Echinacoside on the
Senescence of Human Brain Glial Cells*

To investigate the anti-aging effect and molecular mechanismof Berberine combined with Echinacoside on

human glial cells. Etoposide was used to induce senescence of human glial cells. Berberine and Echinacoside were combined to

treat. The proportion of positive cells was tested by beta-galactosidase staining. Cell viability was detected by CCK-8 method. Cell cycle

was detected by flow cytometry. The expression levels of senescence-related proteins FoxO1, CAT, SOD2 and Bcl-2 were detected by

Western blot. Berberine combined with Echinacoside could significantly reduce the proportion of etoposide-induced positive

cells, sensibly enhance cell viability, markedly reduce the proportion of cells in G2/M phase, and significantly increase the expression

levels of FoxO1, CAT, SOD2 and Bcl-2. Berberine combined with Echinacoside can significantly inhibit etoposide-induced

senescence of human glial cells, which may be related to enhancing cell viability, promoting cell cycle progression, reducing intracellular

oxidative stress level, and anti-apoptosis.
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前言

脑老化是由于增龄性改变导致人脑出现的一系列形态结

构和功能的退行性变化。脑老化进一步发展将导致脑血管疾病

及痴呆、帕金森病等神经退行性疾病的发生发展[1]。因此，如何

延缓脑老化是减少和缓解老年性脑病的重要策略。在人脑中，

神经细胞仅占约 10%，而脑胶质细胞作为脑组织的绝大部分，

对神经细胞起到了营养、保护、调节等重要作用[2]。普遍的脑胶

质细胞衰老会加速脑老化进程，出现稳态和神经传递调节相关

基因的改变，进一步导致神经细胞损伤，大脑认知能力下降[3]，

抗脑胶质细胞衰老对抗脑老化的发生具有重要意义。

黄连肉苁蓉作为传统中药已有千年历史，常用于各类方剂

中配伍使用。黄连属毛茛科多年生草本植物，有清热燥湿，泻火

解毒之功效，小檗碱（Berberine, Ber）是中药黄连中的主要有效

成分之一[4]，具有抗菌、神经保护、降血脂与血糖等药理作用[5-7]。

肉苁蓉属列当科植物，有补肾阳，益精血之功效，在中药处方中

作为抗衰老方剂使用仅次于人参，松果菊苷(Echinacoside, Ech)

是肉苁蓉的肉质茎中主要活性成分，具有良好的抗氧化、抗衰

老和神经保护等药理作用[8-10]。本实验借鉴传统中药方剂，结合

使用黄连与肉苁蓉中活性明显的有效成分单体 Ber与 Ech，观

察其对抗脑老化的分子作用机制。

本研究采用拓扑异构酶 II抑制剂依托泊苷(Etoposide, Eto)
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诱导构建人脑胶质细胞系 HEB衰老模型，探讨 Ber联合 Ech

抗 HEB衰老的作用及其可能的作用机制，为阐明中药复方抗

脑老化的分子基础及作用机制提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 细胞与试剂

HEB细胞购自苏州北纳创联生物技术有限公司；Eto购自

北京议达成科技有限公司；Ber购自北京银河天虹化工有限公

司；Ech购自成都瑞芬思科技生物有限公司；胎牛血清、DMEM

培养基购自 Gibco公司；半乳糖苷酶染色试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司；CCK-8试剂盒购自美仑生物科技有限公

司；流式试剂碘化吡啶（Propidium Iodide，PI）购自上海翊圣生

物科技有限公司；抗体 FoxO1 Rabbit Polyclonal antibody、Cata-

lase Mouse Monoclonal antibody、SOD2 Mouse Monoclonal anti-

body、Bcl-2 Rabbit Polyclonal antibody、Beta Actin Mouse Mono-

clonal antibody购自 Proteintech 公司；BCA 蛋白定量试剂盒，

RNaseA购自索莱宝公司。

1.2 仪器

凝胶成像仪(BIO-RAD)，流式细胞仪（CytoFLEX），二氧化

碳培养箱（Panasonic），无菌操作台（上海智城仪器制造有限公

司），酶标仪（奥地利 /Molecular Devices）。

1.3 方法

1.3.1 茁-半乳糖苷酶染色法检测衰老阳性细胞比例 HEB接

种于 24孔板培养 12 h后，加入终浓度为 10-4 滋M的 Eto处理，

同时设置等体积的 DMSO处理的 Control组为对照，24 h后，

Ber联合 Ech组加入终浓度 5× 10-5 滋MBer与 5× 10-5 滋MEch

处理，Ber组加入终浓度 10-4 滋MBer处理，Ech 组加入终浓度

10-4 滋MEch处理，Contorl组和 Eto组加入等体积的 DMSO对

照，每组 4个复孔，24 h后吸弃培养液，PBS洗涤 1次，加入染

色固定液室温反应 15 min，PBS洗涤 3次，每孔加入 500 滋L 茁-
半乳糖苷酶染色工作液，封口膜封闭 37℃过夜，按（阳性细胞数

/总细胞数）× 100%计算的HEB染色阳性细胞比例。

1.3.2 CCK-8法检测细胞活力水平 HEB接种于 96孔板培

养 12 h后，分组处理同上，每组 6个复孔。24 h后吸弃培养液，

每孔加入 100 滋L CCK-8溶液，1-2 h后用酶标仪测 OD450，按

（处理组 OD450/对照组 OD450）× 100%计算细胞活力水平。

1.3.3 流式细胞术检测细胞周期 HEB接种于 6孔板培养 12 h

后，分组处理同上，每组 3个复孔。24 h后吸弃培养液，加入

0.05%胰酶消化收集细胞，1000 rpm离心 5 min，预冷的 PBS清

洗 2次，用 70%的冷乙醇吹打混匀后放入 4℃固定过夜。1000

rpm离心 5 min收集固定的细胞，PBS清洗 1次，加入 100 滋L
RNaseA于 37℃水浴 30 min，加入 400 滋L PI避光反应 30 min

后进行流式分析。

1.3.4 Western blot法检测衰老相关蛋白的表达水平 HEB接

种于 6孔板培养 12 h后，分组处理同上。24 h后吸弃培养液，

PBS清洗 1次，加入含 1%PSMF的 RIPA裂解液，于冰上裂解

15 min，收集裂解液，12000 rpm 4℃离心 10 min，取上清，BCA

法测定蛋白含量。进行 12%分离胶 SDS-PAGE电泳，转 PVDF

膜，5%的脱脂奶粉（TBST溶解）常温封闭 1 h，分别加入一抗

anti- FoxO1、anti-CAT、anti-SOD2、anti-Bcl-2，常温反应 1 h后放

入 4℃过夜。TBST清洗 3次，每次 10 min，不同来源一抗加入

相对应的二抗，常温反应 1 h后 TBST清洗 3次，每次 10 min，

用超敏发光液发光显影，采用 image J软件分析灰度值。

1.3.5 统计学处理 应用 SAS8.2统计学软件分析数据，实验

重复三次，数据符合正态分布采用 t检验两两比较，不符合正

态分布采用非参检验。P＜0.05时差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Ber联合 Ech显著降低细胞衰老阳性比例

茁-半乳糖苷酶染色结果显示，Eto处理 24 h后，与 Control

组相比，Eto组衰老阳性细胞比例显著上升（P＜0.01）；Ber组与

Ech均能降低 Eto所诱导的衰老阳性细胞比例（P＜0.01），且

Ber联合 Ech处理后相比于单独加药组减少阳性细胞比例更

为显著（P＜0.01），见图 1。

2.2 Ber联合 Ech显著促进细胞活力

CCK-8结果显示，与 Control组相比，Eto组 HEB细胞活

力显著下降（P＜0.01）；与 Eto 组相比，Ech 组与 Ber联合 Ech

处理组显著促进衰老 HEB的细胞活力恢复 (P＜0.01)，而 Ber

组与 Eto组细胞活力没有统计学差异（P＞0.05），见表 1。

2.3 Ber联合 Ech显著降低 G2/M期细胞比例

流式细胞术结果分析显示，Eto处理 24 h后多数 HEB细

胞周期阻滞在 G2/M期，Ech组与 Ber联合 Ech处理组可显著

降低 G2/M期细胞比例（P＜0.05），而 Ber组 G2/M期细胞比例

与 Eto组差异没有统计学意义（P＞0.05），见表 2。

2.4 Ber联合 Ech显著提高 FoxO1、CAT、SOD2、Bcl-2的蛋白

水平

Western blot后的条带灰度值分析显示，Eto处理 24 h后，

HEB 细胞 FoxO1（P＜0.05）、CAT（P＜0.05）、SOD2（P＜0.05）

和 Bcl-2（P＜0.05）的蛋白表达显著下降；与 Eto组相比，Ber联

合 Ech 处理可显著提高 FoxO1（P＜0.05）、CAT（P＜0.05）、

SOD2（P＜0.05）和 Bcl-2（P＜0.05）的蛋白表达，见图 2。

3 讨论

大量研究表明，衰老生物体的主要特点是衰老细胞的积

累。细胞衰老的特征是一种持续性的细胞周期停滞状态和独特

的衰老相关分泌表型的产生[11]。在脑老化和神经退行性疾病中

已检测到具有衰老特征的脑胶质细胞，发现其促进了脑功能障

碍[12]。本研究借鉴中医临床补肾抗衰老相关经验探讨抗脑胶质

细胞衰老的作用及其分子机制。

Eto作为特异性的拓扑异构酶抑制剂，通过稳定 DNA拓

扑异构酶 II与 DNA之间的共价复合物导致高水平的 DNA损

伤[13]，现常用于细胞衰老造模[14]。本实验中用 10-4 滋MEto处理

HEB细胞，光镜下可见衰老细胞核体积变大，细胞突起变短，

衰老阳性细胞比例可达 48.9%，Ber联合 Ech处理显著降低了

Eto所诱导的衰老阳性 HEB细胞比例，表明 Ber联合 Ech处理

能有效抗 Eto诱导 HEB细胞衰老。Eto处理后细胞活力被显著

抑制，HEB细胞分裂能力下降，Ber联合 Ech 增强了 HEB细

胞活力，这一方面可能与促进细胞增殖有关，另一方面可能与

调控细胞周期进程有关。Eto诱导 HEB细胞阻滞于 G2/M期的

细胞数量上升，细胞周期停滞是衰老细胞的主要特点之一，而
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图 1半乳糖苷酶细胞衰老染色

Fig.1 Galactosidase staining for cell senescence

Note:1. Control 2.Eto 3.Ber 4.Ech 5.Ber+Ech（200× ）

Compared with the control group △ △ :P＜0.01; Compared with the Eto group **:P＜0.01.

Note: Compared with the control group△ △ : P＜0.01; Compared with the Eto group**:P＜0.01.

Note: Compared with the control group △ △ : P＜0.01; Compared with the Eto group *:P＜0.05.

Ber联合 Ech作用降低了 G2/M细胞比例，说明 Ber联合 Ech

改善了即将衰老的 HEB细胞周期阻滞状况，恢复其细胞活力。

FoxO1是 FoxO家族的代表成员，与寿命密切相关。FoxO1与

DNA相互作用后可调节凋亡、自噬、抗氧化酶、细胞周期阻滞

基因等多种靶标，是具有复杂活性的超转录因子[15,16]，对衰老、

氧化应激抗性、胰岛素抵抗和代谢有重要调节作用[17,18]，本研究

中 Ber联合 Ech显著增加 FoxO1的表达水平，表明 Ber联合

Ech可能是通过调节凋亡、抗氧化酶的表达等而发挥抗 HEB

细胞衰老作用。大脑衰老的过程中发现随着年龄的增长细胞内

氧化应激水平逐渐增加 [19]，CAT与 SOD2是 FoxO1介导的抗

氧化通路下游中的相关蛋白[20]，Hesameddin等研究发现[21]，Ber

可通过增加肾脏组织中 CAT、SOD的表达降低了肾脏组织中

的氧化应激参数；Lin Li等[9]使用 Ech促进 CAT、SOD的升高

保护视网膜神经节细胞免受缺血 /再灌注所致大鼠视网膜的

损伤。实验发现 Ber联合 Ech相比单独加药的促表达效果更为

显著，说明 Ber联合 Ech相互促进抗氧化应激作用，介导 Fox-

O1通路显著上调了抗氧化蛋白 CAT、SOD2的表达。衰老细胞

的积累会使细胞凋亡上升 [22]，FoxO通过线粒体依赖或非依赖

表 1 细胞活力（n=6, x± s）
Table 1 Cell viability（n=6, x± s）

Groups Dose Proportion of G2 / M phase（%）

Control 0 10.41± 1.07

Eto 10-4 滋M 78.59± 1.92△ △

Ber 10-4 滋M 82.02± 1.20

Ech 10-4 滋M 68.2± 8.23*

Ber+Ech 5× 10-5滋M +5× 10-5 滋M 70.52± 5.00*

Groups Dose Cell viability level (%)

Control 0 100± 5.98

Eto 10-4 滋M 79.734± 8.56△ △

Ber 10-4 滋M 76.962± 5.04

Ech 10-4 滋M 95.696± 3.46**

Ber+Ech 5× 10-5 滋M +5× 10-5 滋M 98.672± 4.28**

表 2 细胞周期（n=3, x± s）
Table 2 Cell cycle (n=3, x± s)
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图 2 蛋白表达

Fig.2 Protein expression

Note: 1. Control 2.Eto 3.Ber 4.Ech 5.Ber+Ech;

Compared with the control group △ △ :P＜0.01; Compared with the Eto group *: P＜0.05.

方式调控 Bcl-2抗凋亡蛋白的表达[23]。本实验中 Ber联合 Ech

显著增加 Bcl-2的表达水平，推测其抑制正常 HEB细胞凋亡，

从另一个角度说明减少了衰老细胞的积累，Ber联合 Ech处理

发挥了抗 Eto诱导的 HEB细胞衰老作用。实验中发现 Ber单

独加药组对细胞周期调控、CAT、SOD的促表达效果对比 Ech

组不明显，可能与在 10-4uM药物处理浓度下 Ech较于 Ber介

导 FoxO1通路作用效果更显著有关。

综上，Ber联合 Ech可通过增强细胞活力、调节细胞周期

进程、抑制细胞凋亡等途径，有效抵抗 Eto体外诱导的 HEB衰

老，可作为中药复方抗脑老化机制研究的重要依据。后续还将

采用多种细胞衰老模型及评价方法进一步深入探讨中药单体

及复方抗衰老的作用机制。
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