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复方丹参有效组分及其组合物对 MIF 诱导人神经

母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 细胞凋亡的作用 
梁承杰 1，曾水云 1，魏  婷 1，陈  晨 1，杨  洁 1，2* 
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2. 军事医学科学院放射与辐射医学研究所蛋白质组学国家重点实验室，北京  100850） 

摘要：为探究复方丹参（Fufang Danshen，FFDS）有效成分及其组合物对巨噬细胞移动抑制因子（macrophage 

migration inhibitory factor，MIF）诱导人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 细胞凋亡的作用机制，采用噻唑蓝（MTT）

法检测细胞生长情况；利用流式细胞仪技术检测细胞凋亡；通过 Western blotting 法检测目标蛋白的表达。研

究结果表明，MIF 表现出与 Aβ1-42 相似的神经毒性，能够促进 SH-SY5Y 细胞的凋亡。MIF 可通过诱导 SH-SY5Y

细胞中 Bad 的表达量增加来引起细胞凋亡。而复方丹参组合物、丹参酮 IIA（tanshinone IIA，Tan IIA）和三七

皂苷 R1（notoginsenoside R1，NG-R1）能够显著抑制 MIF 诱导的细胞凋亡，并能明显减少 Bad 的表达量。进

而推测，复方丹参组合物可能通过下调 Bad 的表达而发挥神经保护作用。 
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Abstract: The objective of this study are explored the mechanism of effective components of Fufang 
Danshen (FFDS or Danshen compound) and their composition (FFDS’s composition) on macrophage 
migration inhibitory factor (MIF)-induced apoptosis in human neuroblastoma cells SH-SY5Y. Here, cell 
growth, apoptosis and target protein expression are detected by MTT assay, flow cytometry and Western 
blotting, respectively. The results show as follows: MIF presents neurotoxicity similar to Aβ1-42 and can 
promote apoptosis of SH-SY5Y cells. MIF can induce the high expression of Bad in SH-SY5Y cells and 
then trigger apoptosis. FFDS’s composition, tanshinone IIA (Tan IIA) and notoginsenoside R1 (NG-R1) 
can obviously inhibit apoptosis and reduce the expression of Bad in MIF-induced SH-SY5Y cells. 
Therefore, we speculate that FFDS’s composition might play a role in the protection of nerve through 
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down-regulating the expression of Bad in neurodegenerative diseases. 
Key words: science of Chinese pharmacology; macrophage migration inhibitory factor (MIF); composition of 
effective components of Fufang Danshen; apoptosis; proapoptotic protein Bad; human neuroblastoma cell 

0  引言 
炎症过程可能有助于阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）的脑病理改变，并加速疾病进程[1]。

同时，β-淀粉样蛋白（beta-amyloid，Aβ）的积累能够活化免疫调节细胞，如神经胶质细胞，释放各种细

胞因子，包括干扰素（interferon，IFN）、白细胞介素（interleukin，IL）和巨噬细胞炎性蛋白（macrophage 

inflammatory protein，MIP）。细胞因子的过度分泌将导致神经元损伤[2]。MIF 是一种促炎性细胞因子，

能促进多种炎症介质[如肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、IL-6 和 IFN-γ]的产生，在炎

症和自身免疫性疾病的发病过程中起着重要的调节作用。MIF 是主要由非神经组织产生的一种多效性细

胞因子，参与神经细胞功能的调节。本课题组前期的研究结果表明，脊髓 MIF 通过 MAPK 信号转导通

路，上调脊髓 2-N-甲基-D-天冬氨酸（2-N-methyl-D-aspartic acid，NMDA）受体亚基 NR2B 的表达，在

福尔马林诱导的炎症性疼痛的发病过程中起关键作用[3]。此外，荧光共定位分析显示，甲醛给药后小鼠

脑部小胶质细胞是脊髓 MIF 的主要来源。本课题组之前的研究已经证实，脊髓 MIF 参与了坐骨神经慢

性压迫性神经损伤引起的神经性疼痛的发病机制[4]。MIF 与其受体 CD74 之间的相互作用可以激活细胞

外信号调节激酶（ERK）1/2 信号的转导，随后上调 IL-8 和 NMDA 受体的表达，增加前列腺素 E2 的产

生。另一方面，据报道，MIF 在 AD 患者脑组织中的浓度高于正常人，并且在老年斑附近显示出较高水

平，这意味着 MIF 在 AD 发病机制中具有一定的生理作用[5]。 

复方丹参作为心血管疾病的一个潜在有益的中草药，由三种中药组成：丹参（Danshen，Salviae 

miltiorrhizae radix et rhizome）、三七（Sanqi，Notoginseng radix et rhizome）和天然冰片（或右旋龙脑，

Borneolum，D-borneol/(+)-borneol）[6]。近年来，大量研究已经揭示，复方丹参在改善神经系统功能和脑

代谢方面起着重要作用，这表明复方丹参可能具有新的药用价值[7]。细胞凋亡与人类许多疾病的发生密

切相关，如癌症、自身免疫病、艾滋病和神经退行性疾病（neurodegenerative diseases，NDD），尤其是

AD[8]. Tan IIA（如图 1 所示），作为丹参的主要活性成分，通过抑制 JAK2/STAT3 信号通路和调节 p53、

Ba、Caspase-3、Bcl-2 蛋白的表达，可减轻缺氧/复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）诱导的大鼠心肌微

血管内皮细胞（myocardial microvascular endothelial cells，MMECs）的凋亡。这可能提供了 Tan IIA 对

MMECs 的一种保护机制[9]。通过抑制一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）、基质金属

蛋白酶-2（matrix metalloproteinase-2，MMP-2）和核因子 κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）的 p65 转

录和翻译，Tan IIA 能够降低 AD 的风险[10]。NG-R1 是一种新发现的植物雌激素，其通过增加细胞活力、

减少氧化损伤（包括细胞凋亡）、恢复线粒体膜电位以及抑制氧化应激激活的 MAPK 信号转导通路，可

以大大抵消 Aβ 的影响[11]。右旋龙脑属于单萜类化合物，能显著增加 Bcl-2 的表达与降低 Bax 的表达，

对 Aβ致 SH-SY5Y 细胞毒性具有保护作用，发挥抗氧化作用和抑制细胞凋亡的作用[12]。右旋龙脑能够改

进山奈酚（kaempferol）透过血脑屏障（blood-brain barrier，BBB）[13]，而丹参素冰片酯（salvianic borneol 

ester，SBE）能够减少 Aβ低聚物的形成和防止 H2O2 诱导的细胞毒性[14]。右旋龙脑有望成为 AD 和其他

Aβ 相关的 NDD 防治药物的候选化合物[12]。 

本文将着重探讨 Tan IIA、NG-R1、右旋龙脑以及它们的组合物在人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 的

潜在作用机制。 
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图 1  复方丹参有效组分（Tan IIA、NG-R1 和右旋龙脑）的结构 

Fig. 1  Structures of effective components of FFDS (Tan IIA, NG-R1 and D-borneol) 
 

1  材料与方法 
1.1  化学品与试剂 

实验中涉及的试剂如下：Wisent 公司的 DMEM/F12 培养液、0.25%胰酶、不含 EDTA 的 0.25%胰酶

和 PBS，碧云天生物技术有限公司的青霉素、链霉素和细胞裂解液，Sigma 公司的 Aβ1-42 和蛋白酶抑制

剂（protease inhibitor cocktails），Thermo 公司的胎牛血清（fetal bovine serum，FBS），Amresco 公司的二

甲基亚砜（DMSO），R&D Systems 公司的 MIF，成都瑞芬思生物技术有限公司的石杉碱甲、Tan IIA、

NG-R1 和右旋龙脑。 
Biosharp 公司的 MTT 试剂盒，Vazyme 公司的 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡试剂盒，TaKaRa 公司的

BCA 蛋白定量试剂盒，Tanon 公司的电化学发光（electrochemiluminescence，ECL）显影液，Bio-Rad 公

司的聚偏氟乙烯（PVDF）膜，Abcam 有限公司的 Bad 抗体，Cell Signaling Technology（CST）公司的

p-Bad 抗体，Bioworld 公司的 β-actin 和辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）结合兔抗兔 IgG
抗体（HRP-conjugated anti-rabbit IgG antibody），HRP-linked GAPDH 购自康成生物工程有限公司。 

1.2  实验仪器设备 

流式细胞仪（Accuri C6，BD）；全自动化学发光成像分析系统（5200，Tanon）；二氧化碳细胞培养

箱（MCO-15AC，SANYO）；冷冻离心机（5810R，Eppendorf）等。 
软件：Image J v4.7 灰度分析软件。 

1.3  Aβ1-42 聚合物的制备 

将 0.1 mg Aβ1-42 干粉溶于 DMSO 中配制浓度为 4 mmol/L 的母液，-20℃储存。取 5 μL 母液加入 35 μL 
1×PBS 中稀释成浓度为 500 μmol/L 的溶液，37℃静置 3 d，使其寡聚化。使用时取 8 μL 浓度为 500 μmol/L
的 Aβ1-42 与 1 mL 细胞培养液混匀，制成 4 μmol/L 寡聚化的 Aβ1-42 溶液。 

1.4  MIF、复方丹参有效组分及其组合物的制备 

将 2 μg MIF 溶于 0.2 mL 含有 0.1%（质量/体积）牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）的无

菌 1×PBS 中，混匀制成浓度为 10 μg/mL 的母液，-20℃储存。使用时取 5 μL 浓度为 10 μg/mL 的 MIF 溶
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液与 1 mL 培养液混匀制成 50 ng/mL 的 MIF 溶液。 
精密称取 2 mg Tan IIA、10 mg NG-R1 和 10 mg 右旋龙脑，分别加入 2 mL 95%乙醇溶解，超声波（250 W，

33 kHz）处理 30 min，配制成浓度分别为 1 mg/mL Tan IIA、5 mg/mL NG-R1 和 5 mg/mL 右旋龙脑的储存

液。使用时，取 4 μL 上述溶液分别与 1 mL 培养液混匀，制备 4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL
右旋龙脑的工作液。 

分别精密称取 2 mg Tan IIA、10 mg NG-R1 和 10 mg 右旋龙脑，混匀，加入 2 mL 95%乙醇溶解，超

声波处理（250 W，33 kHz）30 min，制备复方丹参组合物储存液（1 mg/mL Tan IIA、5 mg/mL NG-R1、
5 mg/mL 右旋龙脑）。取 4 μL 该储存液与 1 mL 培养液混匀，制成复方丹参组合物工作液（4 μg/mL Tan IIA、

20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑）。 

1.5  细胞培养 

人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 获赠于张辰宇实验室（南京大学生命科学学院），DMEM/F12 细胞培

养基、胎牛血清和双抗生素（青霉素、链霉素）按 89:10:1 的体积比配制细胞培养液。 
细胞在 37℃、5%CO2 的培养箱中培养至汇合度为 80%时，用胰酶消化细胞 1 min，加入培养液终止

消化。在 1 000 r/min 条件下离心 5 min，弃上清液，加入培养液重悬细胞并混匀。 
分至 6 孔或 96 孔细胞板中，待细胞贴壁后，弃掉细胞培养液，分别加入 1 mL（6 孔板）或 100 μL

（96 孔板）预先配制的、工作浓度为 4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑以及复方

丹参组合物（4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑）的培养液处理 1 h（MTT 和流式

细胞术）或 30 min（Western blotting 法），然后每孔加入 5 μL（6 孔板）或 0.5 μL（96 孔板）10 μg/mL MIF
至工作浓度为 50 ng/mL，诱导 6 h（Western blotting 法）、24 h（流式细胞术）及 36 h（MTT），接下来做

进一步检测。 

1.6  MTT 法检测细胞活力 

收集对数期的细胞接种于 96 孔板，每孔细胞量约 5 000 个。培养至细胞贴壁后，弃掉细胞培养液，

然后分别加入 100 μL 预先配制的、工作浓度为 4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑

以及复方丹参组合物（4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑）的培养液，在 37℃、5%CO2

的培养箱中培养 1 h. 然后，加入 0.5 μL 10 μg/mL 的 MIF（工作浓度为 50 ng/mL），在 37℃、5%CO2 的

培养箱中孵育 36 h. 每个样品有 5 个复制样本。以无血清培养基作为阴性对照。 
接下来，加入 10 μL 5 mg/mL 的 MTT 溶液（用无菌 PBS 配制，最终浓度为 0.5 mg/mL），37℃孵育

4 h. 弃细胞培养液后，每孔加入 150 μL DMSO，低速震荡混匀 10 min，使沉淀充分溶解。在酶标仪上使

用波长 570 nm、参考波长 630 nm 测量光密度（optical density，OD）值。 

1.7  流式细胞术检测细胞凋亡 

分至 6 孔细胞板中，待细胞贴壁后，弃掉细胞培养液，分别加入 1 mL 预先配制的、工作浓度为 4 μg/mL 
Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑以及复方丹参组合物（4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、
20 μg/mL 右旋龙脑）的培养液处理 1 h，然后每孔加入 5 μL 10 μg/mL MIF 至工作浓度为 50 ng/mL，诱导 24 h. 

用无 EDTA 0.25%胰酶消化贴壁细胞 1 min，加入培养液终止消化，轻轻吹打至细胞脱落，在 300g、
4℃条件下离心 5 min，弃上清液，收集细胞。然后用预冷的 PBS 洗涤细胞 2 次，每次在 300g、4℃条件

下离心，收集细胞。按照 Annexin V-FITC/PI 试剂盒的操作步骤，加入 100 μL Binding buffer 重悬细胞后，

接着定量加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 轻摇混匀，室温避光反应 10 min，补加 400 μL Binding buffer
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混匀，在流式细胞仪上检测（激发波长为 488 nm，FITC 和 PI 在 FL1 和 FL3 通道检测）。 

1.8  Western blotting 法检测 Bad 的表达 

分至 6 孔细胞板中，待细胞贴壁后，弃掉细胞培养液，分别加入 1 mL 预先配制的、工作浓度为 4 μg/mL 
Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑以及复方丹参组合物（4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、
20 μg/mL 右旋龙脑）的培养液处理 30 min，然后每孔加入 5 μL 10 μg/mL MIF 至工作浓度为 50 ng/mL，
诱导 6 h.  

细胞经过药物和刺激孵育结束后，将培养液吸出，用预冷的 PBS 洗一遍，每孔加入 500 μL 胰酶消

化 1 min，加入培养液终止消化，将细胞收集于 1.5 mL EP 管中，1 000 r/min 离心 5 min. 弃上清液，再

加入 1 mL 预冷的 PBS 重悬，同条件下离心 5 min. 弃上清液，加入 80～100 μL 含蛋白酶抑制剂的细胞

裂解液混匀，置于冰上裂解 30 min，离心取蛋白上清液。 
从 BCA 试剂盒中取 A、B 液根据 50:1（体积比）的比例，配制 3 mL BCA 工作液，并混匀待用，200 μL

分装，加入标准品和样品。取 8 μL 浓度为 5 mg/mL 的蛋白质标准品（BSA Standard）与 72 μL PBS 配制

成浓度为 0.5 mg/mL 的溶液待用。在 96 孔板上，按照 BCA 蛋白质定量加样方案加入样品，置于摇床上，

37℃摇 30 min，充分反应。然后在 562 nm 波长下，放入酶标仪测 OD 值，将所得数据制作成标准曲线，

计算出每个样品的总蛋白量。 
按照配方制作 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）凝胶，

待胶凝结后，将蛋白样加至上样孔上，加入电泳液，在浓缩胶 90 V、分离胶 120 V 的条件下，分离目的

蛋白。待电泳结束后，使用 PVDF 膜湿转，加入含 15%甲醇的预冷转膜液，置于冰盒中，在 300 mA 恒

流条件下转膜 90 min. 转膜结束后，将 PVDF 膜置于 1×TBS 中洗 5 min，而后加入含 5%脱脂奶粉的 1×TBS
室温封闭 1 h，根据目标蛋白和内参蛋白的大小，裁剪 PVDF 膜，然后用 1×TBST 漂洗 3 次，每次 5 min. 
将目标蛋白的一抗（1:1 000 for Bad）或内参抗体（1:3 000 for β-actin）按产品说明书中的比例用含 5%BSA
的 1×TBST 稀释，4℃过夜，回收一抗，用 1×TBST 洗涤蛋白膜 3 次，每次 5 min. 按 1:5 000 的比例用含

5%BSA 的 1×TBST 稀释二抗，室温孵育 1 h，回收二抗，用 1×TBST 洗涤蛋白膜 3 次，每次 5 min. 使用

ECL 显影液，在化学发光仪下检测蛋白的丰度。使用 Image J v4.7 软件处理数据。 

1.9  统计分析 

数据使用均值±标准差（Means±SD）显示，使用 Graph 
Pad Prism 5.0 软件进行统计学分析。多组间差异使用 one 
way ANOVA 分析，两两间差异使用 t 检验。P<0.05 表示差

异显著，具有统计学意义。 

2  结果 
2.1  复方丹参有效组分及其组合物对 MIF 诱导 SH-SY5Y
细胞损伤的影响 

使用不同浓度的 MIF 处理 SH-SY5Y 细胞，孵育 36 h
后，采用 MTT 法检测细胞生长情况。图 2 显示，MIF 显著

地呈剂量依赖性抑制 SH-SY5Y 细胞的生长。这为后期实验

选择 MIF 浓度为 50 ng/mL 奠定了基础。 

 
注：***为与对照组相比，P<0.001 

图 2  基于 MTT 法检测 MIF 对 SH-SY5Y 细胞 
生长的影响 

Fig. 2  Effect of MIF on SH-SY5Y cells growth by 
MTT assay 
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使用不同浓度的复方丹参有效组分及其组合物处理 SH-SY5Y 细胞，孵育 36 h 后，采用 MTT 法检测

细胞生长情况。图 3 显示，在一定浓度范围内，复方丹参有效组分及其组合物对细胞没有毒性。 

 
图 3  基于 MTT 法检测复方丹参有效组分及其组合物对 SH-SY5Y 细胞生长的影响 

Fig. 3  Effect of effective components of FFDS and their composition on SH-SY5Y cells growth by MTT assay 
a—Tan IIA；b—NG-R1；c—右旋龙脑；d—复方丹参组合物 

a-Tan IIA; b-NG-R1; c-D-borneol; d-FFDS’ composition 
 

分别使用 4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、
20 μg/mL 右旋龙脑以及复方丹参组合物孵育

SH-SY5Y 细胞 1 h，再加入 50 ng/mL MIF 诱导细胞

36 h. 图 4 显示，Tan IIA 与组合物对 MIF 诱导

SH-SY5Y 细胞损伤具有显著的保护作用。 

2.2  复方丹参有效组分及其组合物对 MIF 诱导

SH-SY5Y 细胞凋亡的影响 

AD 患者的脑部 MIF 含量比正常人高，使用流式

细胞术检测 MIF 对 SH-SY5Y 细胞凋亡的作用。寡聚

化的 Aβ1-42 对神经细胞有显著的毒性作用，可作为神

经细胞凋亡实验的阳性指标。分别用 4 μmol/L 寡聚化

的 Aβ1-42 和 50 ng/mL MIF 孵育以及共孵育细胞 24 h，
用 Annexin V-FITC/PI 双染检测，发现 Aβ1-42 和 MIF
分别促进 SH-SY5Y 细胞发生早期凋亡，共孵育可诱导细胞发生大部分早期凋亡及少部分晚期凋亡（如

图 5 所示）。而且 50 ng/mL MIF 诱导 SH-SY5Y 细胞 24 h，细胞向右偏移，细胞膜通透性增加，Annexin V
进入胞质，意味着细胞处于前期凋亡期，呈现出与 4 μmol/L Aβ1-42 相似的促细胞凋亡作用；MIF 与 Aβ1-42

 
注：***为 P<0.001，**为 P<0.01，*为 P<0.05 

图 4  基于 MTT方法检测复方丹参有效组分及其组合物对

MIF 诱导 SH-SY5Y 细胞生长抑制的影响 
Fig. 4  Effect of effective components of FFDS and their 

composition on MIF-induced SH-SY5Y cells growth 
inhibition by MTT assay 
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共孵育，向右偏移更加严重，表现出更强的促细胞凋亡作用。 

 
图 5  使用流式细胞仪检测 MIF 对 SH-SY5Y 细胞凋亡的影响 

Fig. 5  Effect of MIF on SH-SY5Y cells apoptosis using flow cytometry 
 

分别加入 4 μg/mL Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑以及复方丹参组合物（4 μg/mL Tan IIA、

20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑）孵育 SH-SY5Y 细胞 1 h，然后加入 50 ng/mL MIF 诱导刺激细胞

24 h. 结果发现，Tan IIA、NG-R1 及复方丹参组合物均可改善 MIF 对细胞的损伤作用，能够有效地保护

细胞（如图 6 所示）。 

2.3  复方丹参有效组分及其组合物对 MIF 致 SH-SY5Y 细胞损伤的影响 

Bad 作为促凋亡蛋白的一员，其含量增加会引起 SH-SY5Y 的细胞毒作用。图 7 显示，Bad 的表达与

MIF 之间呈现出显著的浓度依赖性，MIF 呈浓度依赖性并促进细胞中 Bad 表达量上调。特别是 MIF 浓度

在 50 ng/mL 时可诱导 Bad 的显著增加。这是选择 MIF 浓度为 50 ng/mL 的原因之一。 
分别加入 Tan IIA（4 μg/mL）、NG-R1（20 μg/mL）、右旋龙脑（20 μg/mL）、复方丹参组合物（4 μg/mL 

Tan IIA、20 μg/mL NG-R1、20 μg/mL 右旋龙脑）预培养 SH-SY5Y 细胞 30 min，然后加入 MIF（50 ng/mL）
诱导 6 h. Western blotting 分析显示，Tan IIA、NG-R1 和复方丹参组合物能够显著抑制 MIF 诱导引起的

细胞中 Bad 的表达（如图 8 所示）。 

3  讨论 
3.1  钙调神经磷酸酶对 Aβ-诱导的细胞凋亡的影响 

据报道，p38α MAPK 在 BACE1 的降解和 Aβ的生成中发挥重要作用，涉及 AD 的发病机制[15]；Aβ肽 
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图 6  复方丹参有效组分及其组合物对 MIF 诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡的作用 

Fig. 6  Effect of effective components of FFDS and their composition on MIF-induced apoptosis in SH-SY5Y cells 
 

 
注：***为 P<0.001，**为 P<0.01 

图 7  MIF 诱导 SH-SY5Y 细胞中 Bad 表达量的上调 
Fig. 7  Up-regulation of Bad level in MIF-induced SH-SY5Y cells 

a—免疫印迹；b—统计分析 
a-Western blotting; b-Statistic analysis 

 

能够上调钙调神经磷酸酶（calcineurin，CaN）的活性并增加钙蛋白酶 I（calpain I，CaP I）和 CaN 催化

亚基（CaN A）的裂解[16]。CaN 是一种钙/钙调素（calmodulin，CaM）-依赖性蛋白磷酸酶，由 60 ku 的

CaN A 和 18 ku 的 Ca2+-结合调节亚单位（CaN B）组成。CaP I 能够裂解 CaN A 的自抑制结构域，CaN A
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进而被激活。通过促凋亡蛋白 Bad 的去磷酸化作用，CaN 能够介导 Aβ诱导的细胞凋亡；CaN 可能是 Ca2+

稳态异常和神经细胞凋亡之间的联系物[17]。Aβ 和 PrP 能够诱导 CaN 过度活化，导致 Bad 去磷酸化和易

位到线粒体，进而释放细胞色素 C，并可能进一步触发细胞凋亡级联反应，例如 Caspase-3 的激活。事实

上，Bad通过结合和抑制抗凋亡蛋白Bcl-2和Bcl-xL来促进细胞凋亡，导致促凋亡基因Bax和Bak的激活[18~20]。

并且 Bax 和 Bak 可进一步聚集并破坏线粒体的膜电位，进而直接导致细胞死亡[21]。 

 
注：***为 P<0.001，*为 P<0.05 

图 8  复方丹参有效组分及其复合物对 MIF 诱导 SH-SY5Y 细胞中 Bad 蛋白表达水平的影响 
Fig. 8  Effect of effective components of FFDS and their composition on the expression of Bad protein level in MIF-induced 

SH-SY5Y cells 
a—免疫印迹；b—统计分析 

a-Western blotting; b-Statistic analysis 
 

众所周知，哺乳动物细胞凋亡受到 Bcl-2 家族蛋白、衔接蛋白 Apaf-1（凋亡蛋白酶活化因子 1）和半

胱氨酸蛋白酶 Caspase 家族蛋白的调节[22]。Bcl-2 家族包括抗凋亡蛋白（如 Bcl-2 和 Bcl-xL）和促凋亡蛋

白（如 Bax 和 Bad）。Bcl-2 和 Bcl-xL 通过与 Bax 形成异二聚体抑制 Bax 的活性而发挥作用。Apaf-1、细

胞色素 C 和 Caspase-9 形成一个复合物并介导 pro-Caspase-9 的激活，激活的 Caspase-9 随即裂解并激活

Caspase-3. 当 Bad 响应生存因子（如白细胞介素 3）而被磷酸化时，也被隔离在细胞质中，与 14-3-3 蛋

白形成复合物，不能与抗凋亡蛋白 Bcl-2 相互作用，致使 Bcl-2 促进细胞生存[19~20]。当 Bad 被去磷酸化

和易位到线粒体时，它能够结合抗凋亡蛋白 Bcl-2 家族成员（如 Bcl-2 或 Bcl-xL），导致 Bax 和 Bak 在线

粒体膜的聚集，促进凋亡蛋白（如细胞色素 C）的释放，触发 Caspase 的激活[18]。 

3.2  MIF 通过下调 Bad 的表达而诱导细胞凋亡 

MIF 作为一种促炎细胞因子，可能参与了 AD 的神经炎症和 Aβ 聚集引发的毒性。MIF 缺乏与星形

胶质细胞激活的减少和 tau 蛋白过度磷酸化的降低相关[23]。可见，抑制 MIF 以及 MIF 诱导的星形胶质细

胞的活化可能有助于 AD 的预防和治疗。此外，JNK（p-JNK 和 p-BAD）和 p53 蛋白的激活可能参与了

高热（hyperthermia，HT）诱导的角质细胞凋亡，增强内源性 MIF 表达能够抑制细胞凋亡[24]。这可能是

研究 MIF 诱导的人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 细胞毒作用的原因之一。 
本课题组以前的研究已经证实了复方丹参有效组分对三氯化铝（AlCl3）和 D-半乳糖（D-Gal）致 AD

模型小鼠的海马神经元具有保护作用，并确定复方丹参有效组分能显著降低 INF-γ 的血清水平，减轻

INF-γ相关的炎症反应，并能够修复 AD 模型小鼠因长期摄入三氯化铝及 D-半乳糖引起的学习记忆障碍[25]。

本文的目的是探讨复方丹参有效成分及其组合物对神经细胞的保护作用，进一步采用 MTT 法、流式细
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胞仪和 Western blotting 法探究其对 MIF 诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡的作用机制。MTT 检测显示，MIF 呈

现出类似于 Aβ1-42 的神经毒性，复方丹参有效成分及其组合物没有明显的细胞毒性；Tan IIA 和复方丹参

组合物对 MIF 诱导的 SH-SY5Y 细胞损伤具有显著的保护作用。此外，MIF 和 Aβ1-42 一样，均能够促进

SH-SY5Y 细胞凋亡，而 Tan IIA、NG-R1 和复方丹参组合物能显著抑制 MIF 诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡。

Western blotting 结果显示，MIF 可以上调 Bad 的表达而引发 SH-SY5Y 细胞凋亡，而 Tan IIA、NG-R1 和

复方丹参组合物却能够显著下调 Bad 的表达。 

4  结论 
MIF 表现出诱导细胞凋亡的作用，这是通过上调 Bad 的表达来实现的。复方丹参组合物及其所包含

的 Tan IIA 和 NG-R1 可以降低 Bad 的表达水平，抑制 MIF 诱导的细胞凋亡，从而发挥神经保护作用。本

文报道了 MIF 诱导人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞致使 Bad 的高表达。因此，推测复方丹参组合物可能

通过 CaN 来调控 MIF 刺激引发的 Bad 表达，在神经退行性疾病（如 AD）的神经保护中发挥作用。 
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