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Abstract: Objective: The neuroprotective and anti-inflammatory effects of Shexiang 

Baoxin Pill (SBP) were investigated after different extraction methods. Methods: 

Nerve growth factor (NGF) was used to induce the differentiation of cultured PC12 

cells to establish the neurite outgrowth model. In addition, lipopolysaccharide (LPS)-

induced inflammation in RAW264.7 cell was used as the inflammatory model. SBP 

extracts were prepared by different extraction methods, and the optimal dosages were 

determined by MTT assay. By the morphological analysis, the changes of neurite 

length were detected, and the Aβ1-42 aggregation-induced cytotoxicity of PC12 was 

determined by MTT. The mRNA level of inflammatory cytokine was examined by 
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RT-PCR. Results: SBP extracts could promote neurite growth and reverse the Aβ1-42 

aggregation-induced neurotoxic effect in PC12 cells (p<0.05). SBP extracts significantly 

inhibited the expressions of tumor necrosis factor (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) 

in RAW264.7 cells (p<0.05), except the extract of SBP by using simulated gastric fluid. 

Conclusion: SBP has neuroprotective potential and can attenuate the LPS-induced 

inflammatory responses.

Key words: Shexiang Baoxin Pill; Extraction methods; Neural differentiation; Aβ 

aggregation; Anti-inflammation
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摘  要：目的：探究不同前处理的麝香保心丸（Shexiang Baoxin Pill，SBP）的

神经保护作用及抗炎反应。方法：本研究利用神经生长因子诱导 PC12 细胞分化

建立轴突生长模型，利用脂多糖诱导 RAW264.7 细胞建立炎症模型。用不同前

处理方式得到 SBP 药液，通过四甲基偶氮唑盐（MTT）法确定最佳给药剂量。
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通过形态学分析得到 PC12 轴突长度的变化；MTT 法测定 Aβ1-42 聚集对 PC12

的细胞毒性；荧光定量 PCR 法测定 SBP 对炎症因子表达的影响。结果：SBP 对

神经轴突生长具有促进作用，且可显著地逆转由 Aβ1-42 聚集产生的神经毒性作

用（p ＜ 0.05）；除人工胃液处理的 SBP 外，其余 SBP 均可显著抑制肿瘤坏死

因子（TNF-α）和白介素 -6（IL-6）表达水平（p ＜ 0.05）。结论：SBP 具有

神经保护潜力，且可以抑制由 LPS 诱导产生的炎症反应。
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1　背景

阿尔兹海默症作为一种典型的神经退行性疾病，因其漫长的病理进程及在

老年人群中的高发性得到国内外广泛关注。然而由于神经退行性疾病发病机制

的高度复杂性，目前尚未有针对此疾病的特效药。β 淀粉样蛋白的异常聚集是

目前对神经退行性疾病最广泛的假说之一［1］［2］。已有研究提出神经退行

性疾病的病理生理学改变与神经营养因子有关，如神经生长因子 (Nerve growth 

factor，NGF) 可促使神经细胞的轴突生长，防止神经退化［3］。同时，神经退

行性疾病通常伴有明显的神经炎症反应，例如老年性痴呆症发作的一个重要原

因就是脑神经细胞发生炎症［4］。

麝香保心丸（Shexiang Baoxin Pill，SBP）是临床上治疗心肌缺血引发的心绞痛、

胸闷及心肌梗死等并发症的常用中成药。近年来，有研究认为 SBP 在治疗脑缺
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血性疾病方面有良好功效［5］。因此本研究旨在探讨不同前处理方法下 SBP 对

神经分化、Aβ 聚集导致的神经细胞毒性及炎症反应的影响，初步探索 SBP 的

神经保护潜在作用。

2　材料与方法

2.1　药物与试剂

三个批次的 SBP 批号分别为：170725、171214 及 180110，均由上海和黄

药 业 有 限 公 司 提 供。 四 噻 唑 蓝（Methylthiazoletrazolium，MTT） 购 自 Sigma。

Dulbecco 改良的 Eagle 培养基（Dulbecco’s modified Eagle medium，DMEM）、

胰蛋白酶和磷酸盐缓冲液（Phosphate-buffer saline，PBS）购自 Gibco。用于细胞

培养的胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS）、马血清（Horse serum，HS）及其

他材料购自 Invitrogen（Carlsbad，CA）。

2.2　方法

2.2.1　SBP 的前处理方法
以下为不同前处理方法的 SBP 母液的制备：

SBP 水提液的制备：取不同批次 SBP，研磨成粉，以 1∶8（W ∶V）加入蒸馏水，

37 ℃超声 30 分钟，收集滤液，剩余药粉以 1∶6（W ∶V）加入蒸馏水，37 ℃超

声 30 分钟，收集滤液，合并两次滤液并冷冻干燥，制成 100 mg·mL-1 水提液 ; 

SBP 醇提液的制备：取不同批次 SBP，研磨成粉，以 1∶8（W ∶V）加入 95%

乙醇，37 ℃超声 30 分钟，收集滤液，剩余药粉以 1∶6（W∶V）加入 95% 乙醇，

37 ℃超声 30 分钟，收集滤液，合并两次滤液，旋蒸并冷冻干燥，加入 DMSO 制

成 100 mg·mL-1 醇提液 ; 以 DMSO 前处理 SBP：称取 1 g 各批次 SBP，溶于 2 mL 

DMSO，超声 30 分钟，制成 500 mg·mL-1 药液（SBP-DMSO）; 以人工胃液前处理

SBP：在 50 mL 人工胃液（Simulated gastric fluid without enzyme, Fluka）中加入 0.16 

g 胃蛋白酶（Pepsin），并调节至 pH=1.2，待胃蛋白酶充分溶解后，分别将三个批

次 SBP 各称取 1 g，溶于 10 mL 的人工胃液中，充分涡旋混匀 , 超声 30 分钟，最
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终得到浓度为 100 mg·mL-1 的 SBP 药液（SBP-SGF）。

2.2.2　细胞培养及给药方式
PC12 细 胞（CRL-1721） 购 自 American Type Culture Collection（ATCC，

Manassas，VA）。PC12 细胞置于 DMEM 培养液（含 6% 胎牛血清和马血清、

100 U·mL-1 青霉素及 100 μg·mL-1 链霉素），在 37 ℃、7.5%CO2 及饱和湿度

条件下的细胞培养箱中培养。细胞给药时，PC12 细胞置于低血清 DMEM 培养液（含

1% 胎牛血清和马血清、100 U·mL-1 青霉素及 100 U·mL-1 链霉素）中 3 小时，

再置于含有各药液的低血清 DMEM 培养液中 48 小时。

RAW264.7 细 胞（TIB-71） 购 自 American Type Culture Collection（ATCC，

Manassas，VA）。细胞置于 DMEM 培养基（含 10% 胎牛血清、100 U·mL-1 青

霉素和 100 μg·mL-1 链霉素）中，在 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度条件下的细胞

培养箱中培养，隔天传代。细胞给药时，先用含不同前处理的 SBP 的完全培养

基孵育 5 小时，后加入脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS，100 ng·mL-1）诱导

炎症反应，继续培养 12 小时后收集细胞。

本研究中 DMSO 和 SGF 处理细胞时的体积比均控制在 0.1% 以内。

2.2.3　MTT 法测细胞毒性
利用 MTT 法进行细胞活力测定以确定每种药液的安全给药浓度范围，确保

在该安全浓度范围内所有药液均不诱导细胞增殖或死亡。将 PC12 细胞接种到

96 孔板，将 SBP 按照一定的浓度梯度处理细胞，48 小时后加入 5 mg·mL-1 的

MTT，培养箱中孵育 3 小时，吸走含 MTT 的培养基，加入 DMSO，震荡 15 分钟

后于 570 nm 中测量其吸光度值。

2.2.4　PC12 细胞轴突生长的形态学观察
PC12 细胞以 3×104/mL 接种于 6 孔板中，以培养基为空白对照，NGF（50 

ng·mL-1）为阳性对照；以含有或不含低浓度 NGF（1.5 ng·mL-1）的每种药液

处理 PC12 细胞 48 小时，每 24 小时供应新鲜培养基和药液。光镜下各组随机选

择 10 个视野，利用 SPOT 软件显微镜测微尺测量各组分化细胞的细胞轴突长度。

若一个或多个神经轴突长于细胞直径，则该细胞被归为分化细胞，根据其神经

轴突长度分为不同组，即 < 15 μm 组、15-30 μm 组及 > 30 μm 组。
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2.2.5　β- 淀粉样蛋白 42 (Aβ1-42) 聚集和神经毒性测定
将终浓度为 10 μmol·L-1 的 Aβ1-42 与各药液溶于水中，以 30 μmol·L-1

姜黄素为阳性对照，在 37 ℃下孵育 4 天。将 10 μL 样品与 190 μL 硫磺素 T（ThT）

溶液（5 μmol·L-1）混合，通过 EnVisionTM Multilabel Reader 测量荧光强度，从

而测定 Aβ1-42 聚集程度。在 Aβ 诱导的细胞毒性实验中，PC12 细胞接种于 96

孔板中，以各药液处理细胞 24 小时，以 30 μmol·L-1 姜黄素处理细胞 3 小时为

阳性对照，加入 10 μmol·L-1 聚集的 Aβ1-42（已在 37 ℃孵育 4 天）处理细胞

24 小时，以 MTT 法测定细胞存活率。

2.2.6 　总 RNA 提取与反转录
将经过给药处理的 RAW264.7 细胞进行总 RNA 提取及反转录：接种于 12

孔板的细胞 , 每孔加入 300 μL 的 RNAzol RT Reagent (Molecular Research Center, 

Cincinnati, OH, USA)，并在 4 ℃下震荡 30 分钟后以 13000 r·min-1 的转速离心

15 分钟，取上清 , 75% 的乙醇洗三遍后，将 RNA 溶于无核酸酶水中，并测定

其浓度（Nanodrop 2000）。取 3 μg 总 RNA，根据要求（Invitrogen）进行反转

录：在 20 μL 体系中，先加入 3 μg 总 RNA，1 μL oligo-dT (500 μg·L-1)，1 μL 

dNTP (10 mmol·L-1)，用水补齐至 12 μL 后在 65℃下孵育 5 分钟；继续加入 2 

μL dithiothreitol（DTT，0.1 mol·L-1），1 μL 的 RNaseOUT（40 U·μL-1） 和 4 

μL 5×First Strand Buffer，在 37℃下孵育 5 分钟；最后加入 1 μL Moloney Murine 

Leukemia Virus （MMLV），充分混匀后在 37 ℃下孵育 50 分钟，后转入 70 ℃下

孵育 15 分钟。

2.2.7　实时荧光定量 PCR
取等量的上述反转产物，使用 SYBR Green Mix 进行实时荧光定量 PCR。本

实验中通过 Roche 480 multiplex quantitative PCR 仪测定 TNF-α 和 IL-6 的相对表

达量，并以 GAPDH 作为内参基因。引物序列分别为：TNF-α: 上游引物为 5’-AGT 

GAC AAG CCT GTA GCC-3’，下游引物为 5’-AGG TTG ACT TTC TCC TGG-

3’；IL-6： 上 游 引 物 5’-GAG AGT AGT GAG GAA CAA GCC AGA GC-3’，

下游引物 5’-CTA CAT TTG CCG AAG AGC CCT CAG G-3’；GAPDH：上游引
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物 5’-AAC GGA TTT GGC CGT ATT GG-3’，下游引物 5’-CTT CCC GTT CAG 

CTC TGG G-3’。扩增条件为：95 ℃预变性 3 分钟；95 ℃变性 10 秒，60 ℃退

火 20 秒，72 ℃延伸 30 秒，45 个循环。ΔΔCt 法分析基因的相对表达量。

2.2.8 统计学处理 

数据以平均数 ± 标准差 (x ± s) 表示，采用 GraphPad Prism 统计分析软件进

行单因素方差分析或 t 检验，其中 *p <0.05，**p  <0.01，***p<0.001。

3　结果

3.1　不同前处理的 SBP 药液对 PC12 细胞分化的影响

通过 MTT 实验我们得到了四种不同前处理 SBP 的最佳给药终浓度，分别为

500 μg·mL-1（水提液）、100 μg·mL-1（醇提液）、100 μg·mL-1 (SBP-DMSO)

和 25 μg·mL-1 （SBP-SGF）。具体方式为：SBP 水提液母液（100 mg·mL-1）以 1∶200

的体积比加入到细胞培养基中，得到细胞给药终浓度为 500 μg·mL-1；SBP 醇

提液母液（100 mg·mL-1）以 1∶1000 的体积比加入到细胞培养基中，得到细

胞给药终浓度为 100 μg·mL-1；SBP-DMSO 母液（500 mg·mL-1）先用 DMSO

稀释至 100 mg·mL-1，再以 1:1000 的体积比加入到细胞培养基中，得到细胞

给 药 终 浓 度 为 100 μg·mL-1；SBP-SGF 母 液（100 mg·mL-1） 先 稀 释 至 25 

mg·mL-1，再以 1∶1000 的体积比加入到细胞培养基中，得到细胞给药终浓度

为 25 μg·mL-1。

用 NGF（50 ng·mL-1）处理的 PC12 细胞会停止分裂并进行终末分化，此

模型被广泛地用于研究神经元分化过程。通过观察形态学变化，与对照组相比，

50 ng·mL-1 的 NGF 可显著诱导 PC12 细胞分化，即促进细胞轴突生长；低浓度

的 NGF（1.5 ng·mL-1）则无法诱导 PC12 细胞轴突生长；不同前处理的 SBP 单

独处理，也可不同程度地诱导 PC12 细胞轴突生长（图 1-A）。而比较图 1-A 中

各种药液单独处理组和各药液与 NGF 共同处理组可以发现，不同前处理的 SBP

可协同 1.5 ng·mL-1 NGF 显著地促进 PC12 细胞轴突生长。此结果在对神经轴突

长度的统计结果中也得到了证明（图 1-B）。
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注：图 A 比例尺为 100 μm。

图 1　不同前处理的 SBP协同 NGF对 PC12 细胞轴突生长的影响

Figure 1　Effects of different SBP extracts with NGF treatment on neurite growth 

of PC12
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3.2　 不同前处理 SBP 对 Aβ1-42 诱导的细胞毒性的抑制作用

通过 MTT 法测定细胞存活率的实验结果发现，不同前处理的 SBP 药液均可

在一定程度上逆转由聚集的 Aβ1-42 对 PC12 细胞所产生的毒性作用，PC12 细胞

存活率显著升高（图 2），其中 Curcumin 作为阳性对照。

 

注：与对照组相比，###p ＜ 0.001；与模型组相比，*p ＜ 0.05，**p ＜ 0.01，***p ＜ 0.001。

图 2　不同前处理的 SBP药液对 Aβ1-42 诱导的细胞毒性的影响 (x±s，n=3)

Figure 2　Effects of different SBP extracts on the cytotoxicity induced by Aβ1-42 

aggregation (x±s，n=3)

3.3　不同前处理的 SBP 药液的抗炎作用

为了探索 SBP 的抗炎作用，我们应用 RAW264.7 细胞建立炎症模型：以不

同前处理的 SPB 药液预处理细胞 5 小时 , 并设置溶剂对照（DMSO 及 SGF 均控

制在体积比 0.1% 以下）及阳性对照组（Dexamethason，地塞米松，以下简称

DEX），后加入 LPS（100 ng·mL-1）诱导炎症，继续培养 12 小时后收集细胞。

通过相对定量 PCR 的方法对炎症因子（TNF-α，IL-6）mRNA 水平的变化进行

了检测。如图 3 所示，经 LPS 诱导后的 RAW264.7 细胞的炎症因子表达水平均

显著高于溶剂对照组，表明炎症模型构建成功。

本实验结果表明，除了经 SGF 前处理的 SBP 之外（图 3-D），其他前处
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理的 SBP 药液均具有显著的抗炎作用，具体表现为炎症因子 TNF-α 及 IL-6 的

mRNA 表达水平与 LPS 模型组相比显著下降（图 3A-C）。
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注：与模型组相比，*p ＜ 0.05，**p ＜ 0.01，***p ＜ 0.001。

图 3　不同前处理 SBP在 RAW263.7 细胞中的抗炎作用 (x±s，n=3)

Figure 3　Effects of different SBP extracts on LPS-induced inflammation in 

RAW264.7   (x±s，n=3)

4　讨论

麝香保心丸在治疗冠心病心绞痛方面的应用已十分广泛［6］［7］。本研

究发现，在神经保护及抗炎方面，麝香保心丸同样具有良好潜能。具体表现为，

对神经细胞轴突生长具有促进作用，且能部分逆转 Aβ 聚集引起的神经细胞毒

性，能够显著下调炎症因子 TNF-α 和 IL-6 表达水平。同时，为了更好地研究

SBP 对老年痴呆等神经损伤的作用，本研究还关注了不同前处理方法对 SBP 的

神经保护及抗炎作用的影响，试图寻找一种最为合理且效果显著的前处理方法，

以更好地进行分子细胞水平的研究。

麝香保心丸主要成分包括人参、冰片、麝香、牛黄、肉桂、苏合香、蟾酥。

虽然目前对于麝香保心丸在老年痴呆症的影响方面的研究有限，但其各组成成

分在神经退行性疾病中的作用已有报道。人参作为一种天然药物已被研究证明

具有良好的神经保护作用，尤其是在神经退行性疾病方面，通过维持体内平衡，

抗炎，抗氧化，抗凋亡和免疫激活等方式发挥其在神经退行性疾病中的疗效［8］。
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已有研究表明，服用人参后的阿尔兹海默病人表现出了明显提高的认知水平，

具体表现在对认知测试 ADAS 和 MMSE 分数的提高，但是在停止服用人参后，

改善的 ADAS 和 MMSE 分数又恢复到了对照组水平［9］。另有研究表明，麝香

能够改善长期压力引起的小鼠记忆损伤及神经退行性病变［10］。除此之外，麝香、

冰片能够迅速透过血脑屏障而直接作用于中枢神经系统，具有增强脑组织耐缺

氧的能力及抗脑水肿等作用，能够减轻对神经细胞的损伤，表现出对脑的保护

作用［11］［12］［13］。刘亚敏等人在对 58 例缺血性中风的临床观察表明，

早期使用芳香开窍法，可改善患者意识障碍［14］。从中我们得到启发，麝香

保心丸对老年痴呆症等神经退行性疾病应具有疗效。一般认为，神经退行性疾

病是神经元不断丧失结构和功能的过程，伴随着一系列细胞和分子水平的变化。

而本研究中我们得出了麝香保心丸对神经轴突生长的促进作用，这为之后更深

入地研究分子机制提供了理论依据。

神经炎症反应因子被发现于一系列的神经损伤疾病中而得到广泛关注。研

究表明，由胶质细胞产生的一些细胞因子，如白介素 -6（IL-6）等可抑制神经

发生，这些细胞因子可引发神经炎症，大多数神经系统疾病又与神经炎症有关，

暗示了这些疾病的共同发病机制可能是神经炎症引起的神经发生抑制［15］。

因此对于麝香保心丸的神经保护作用还应从炎症方面进行佐证。同样，在本研

究中我们惊喜地发现麝香保心丸具有较好的抗炎效果。虽然本研究应用的炎症

模型细胞为 RAW264.7 细胞系，其并非神经细胞，但从一定程度上亦可为我们

接下来的研究提供理论依据。

本研究采用了几种不同的前处理方式进行 SBP 的神经保护及抗炎效果的研

究。为了能够尽可能多地保留 SBP 的药效成分，我们应用万能溶剂 DMSO 对药

物进行溶解，得到 SBP-DMSO 药液，此药液也表现出良好的神经保护与抗炎作用。

为了更好地模拟人体接触吸收 SBP 的过程，应用人工胃液 SGF 溶解 SBP 以模拟

机体对药物的消化作用，但是结果表明 SGF 处理后的 SBP 并未表现出抗炎作用；

SBP 的水提液与醇提液则分别集中关注了药物中水溶性成分和醇溶性成分在研

究中的作用效果，结果表明这两种成分单独作用时均表现出良好的神经保护及

抗炎作用。应用不同的前处理方式，本研究试图尽可能全面地反映 SBP 在神经
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保护及抗炎方面的影响，并得到了较为客观的结果。

本研究结果提示：麝香保心丸具有神经保护及抗炎潜能，是一个值得期待

的抗神经退行性疾病的中药。但是由于神经退行性疾病病因复杂，潜伏期较长，

麝香保心丸作为一味多成分中成药，仍需进行更加深入的病理及临床研究观察。

本研究还得出，不同前处理的麝香保心丸表现出不同疗效，这可能与溶剂的极

性等因素相关，这为将来麝香保心丸治疗神经退行性疾病在分子细胞水平的研

究提供了参考。
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