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·神经退行性疾病的基础与临床研究专题·
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【摘要】 目的  探讨新设计合成的化合物 APP5 肽美金刚（RERMS-MEM）对 L- 谷氨酸（L-glu）诱导

的 SY5Y 细胞损伤的神经保护作用。方法  SY5Y 细胞无菌培养，以高浓度的 L-glu（10 mM）建立损伤模

型，自行设计并合成 RERMS-MEM，MTT 法初步筛选药物作用的有效浓度之后，分为阴性对照组、L-glu

组、L+RM 组（L-glu+RERMS-MEM）、L+M 组（L-glu+MEM）。采用 MTT 法检测各组细胞存活率，乳酸脱氢

酶（LDH）试剂盒检测细胞上清中 LDH 漏出率，蛋白免疫印迹法检测各组神经生长因子（NGF）、脑源性

神经营养因子（BDNF）蛋白的表达情况，实时荧光定量 PCR 技术检测 NGF、BDNF mRNA 的表达情况，

DCFH-DA 试剂盒检测各组活性氧（ROS）的表达情况。结果  MTT 法检测 RERMS-MEM 对 L-glu 损伤的

SY5Y 细胞存活率的影响结果显示，L-glu 组细胞存活率为（74.89±4.94）%，低于阴性对照组细胞存活

率（100.00±5.01）%，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；与 L-glu 组比较，L+RM 组 1、5、10、20 μM 的细胞存

活率分别为（86.40±14.81）%、（90.24±5.87）%、（90.47±8.10）%、（91.84±11.6.0）%，呈现出细胞存活率随

RERMS-MEM 剂量依赖性增长的趋势，其中在 5、10、20 μM 干预时，与 L-glu 组比较，差异均有统计学

意义（均 P ＜ 0.05）。与 L-glu 组比较，L+M 组低浓度（1、5、10 μM）时，细胞存活率有一定的提高，但差异

均无统计学意义（均 P ＞ 0.05）；20 μM 干预时，细胞存活率降低为（61.37±10.32）%，差异有统计学意义

（P ＜ 0.05），最终选定 5 μM 作为 RERMS-MEM 和 MEM 的干预剂量。Muse 细胞仪检测结果显示，与对照

组比较，L-glu 组活细胞数目明显减少，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；与 L-glu 组比较，L+RM 组 RERMS-

MEM 干预后活细胞数目明显增多，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；而 L+M 组 MEM 干预后，活细胞数目

较 L+RM 组干预后增加较少且差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。LDH 检测结果表明，与对照组比较，L-glu

组 LDH 漏出率明显提升，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；与 L-glu 组比较，L+RM 组的 LDH 漏出率显著降

低，差异有统计学意义（P ＜ 0.01），L+M 组 LDH 漏出率也降低，但差异无统计学意义（P ＞ 0.05）；Western 

Blot 和 RT-qPCR 检测结果表明，与对照组比较，L-glu 组 NGF 蛋白和 mRNA 相对表达量均显著下降，差

异有统计学意义（均 P ＜ 0.05）；与 L-glu 组比较，L+RM 组、L+M 组表达量均显著升高，差异均有统计学意

义（均 P ＜ 0.05），且 L+RM 组较 L+M 组，NGF 蛋白和 mRNA 表达量更高。BDNF 检测结果显示，L+M 组与

L-glu 组比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；mRNA 相对表达量升高不明显，L+M 组与 L-glu 组比较差异

有统计学意义（P ＜ 0.05）；与对照组比较，2 种方法检测的 L-glu 组 ROS 表达量均显著提升，差异有统计

学意义（P ＜ 0.05）；与 L-glu 组比较，L+RM 组、L+M 组 ROS 表达均显著下降，差异均有统计学意义（均 P ＜ 

0.05），其中L+RM组下降更明显；与对照组比较，L-glu组细胞总凋亡率明显上升，差异有统计学意义（P＜ 

0.01），与 L-glu 组比较，L+RM 组、L+M 组细胞总凋亡率均明显下降，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）。 

结论  自行设计并合成的RERMS-MEM 与 MEM 比较，在体外具有良好的神经保护作用，同时具有较低的

细胞毒性作用；RERMS-MEM 发挥神经保护作用可能是通过抑制细胞凋亡、氧化应激损伤，以及提高神

经营养因子的表达来实现。
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【Abstract】 Objective  To explore the neuroprotective effect of APP5-mer Peptide Memantine 
（RERMS-MEM） on glutamate-induced injury of SY5Y cells. Methods  SY5Y cells were cultured aseptically， 

and the injury model was established with high concentration of L-glutamic acid （10 mM）. RERMS-MEM was 
self-designed and synthesized. After screening the effective concentration of drugs by MTT method， SY5Y 
cells were divided into control group， L-glu injury group， L+RM group （L-glu+RERMS-MEM） and L+M 
group （L-glu+MEM）. MTT assay was used to detect the survival rate of cells， LDH kit was used to detect the 
leakage rate of LDH in supernatant， Western blot was used to detect the expression of nerve growth factor 

（NGF） and BDNF protein， real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect the expression of NGF 
and BDNF mRNA， DCFH-DA kit was used to detect the expression of reactive oxygen species （ROS） in each 
group. Results  MTT assay was used to detect the effect of RERMS-MEM on the survival rate of SY5Y cells 
damaged by L-glu. Compared with control group ［cell survival rate was （100.00±5.01） %］， the cell survival 
rate decreased to （74.89±4.94） % in L-glu group， the difference was statistically significant （P ＜ 0.05）. 
Compared with L-glu group， the survival rate of cells treated with RERMS-MEM at 1， 5， 10 and 20 μM was 

（86.40±14.81）%， （90.24±5.87） %， （90.47±8.10） % and （91.84±11.60） %， respectively， showing a dose-
dependent increase in cell survival rate with RERMS-MEM， and the difference was statistically significant at 
5，10， and 20μM intervention （all P ＜ 0.05）. Compared with L-glu group， the cell survival rate of L+M group 
at low concentration （1， 5， 10 μ m） was improved， but the difference was not statistically significant （all P ＞ 
0.05）. After 20 μM intervention， the cell survival rate was significantly reduced to （61.37±10.32）%， and 
the difference was statistically significant （P ＜ 0.05）. Finally， 5μM was selected as the intervention dose of 
RERMS-MEM and MEM. The results of Muse cell analyzer showed that the number of living cells in the L-glu 
group was significantly lower than that in the control group （P ＜ 0.01）. Compared with the L-glu group， the 
number of living cells in the L+RM group was significantly increased after RERMS-MEM intervention， and 
the difference was statistically significant （P ＜ 0.01）. After MEM intervention in L+M group， the number of 
living cells increased less than that in L+RM group， and the difference was not statistically significant （P ＞ 
0.05）. LDH test results showed that compared with the control group， the LDH leakage rate of the L-glu group 
was significantly increased， and the difference was statistically significant （P ＜ 0.01）. Compared with the L-glu 
group， the LDH leakage rate of the L+RM group was significantly reduced， and the difference was statistically 
significant （P ＜ 0.01）. The LDH leakage rate of the L+M group was also reduced， but the difference was not 
statistically significant （P ＞ 0.05）. The results of Western Blot and RT-qPCR showed that compared with the 
control group， the relative expression of NGF protein and mRNA in the L-glu group was significantly decreased， 
and the difference was statistically significant （all P ＜ 0.05）. Compared with the L-glu group， the expression 
levels of L+RM group and L+M group were significantly increased， and the differences were statistically 
significant（all P ＜ 0.05）. And the L+RM group showed higher NGF protein and mRNA expression levels 
compared to the L+M group. BDNF detection results indicated a statistically significant difference between 
the L+M group and the L-glu group（P ＜ 0.05）. The relative mRNA expression level was not significantly 
increased， but the difference between the L+M group and the L-glu group was statistically significant （P ＜ 
0.05）. Compared with the control group， ROS expression levels in the L-glu group were significantly elevated 
by two detection methods， and the difference was statistically significant （P ＜0.05）. Compared with the L-glu 
group， ROS expression in both the L+RM group and the L+M group was reduced， and the difference was 
statistically significant （both P ＜ 0.05）， and the reduction was more pronounced in the L+RM group. Compared 
with the control group， the total cell apoptosis rate in the L-glu group was increased， and the difference was 
statistically significant （P ＜ 0.01）. Compared with the L-glu group， the total cell apoptosis rates in both the 
L+RM group and the L+M group were reduced， and the difference was statistically significant （both P ＜ 0.01）. 
Conclusions  APP5-mer Peptide memantine has better neuroprotective effect and lower cytotoxicity in vitro 
than memantine. The neuroprotective effect of RERMS-MEM may be realized by inhibiting apoptosis， oxidative 
stress injury and increasing the expression of neurotrophic factors.
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species；  Nerve growth factor；  Cell survival rate；  SY5Y
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AD是全球范围内最常见的痴呆类型。据《2021年
全球阿尔茨海默报告》估计，全世界有超过5 500万人
患有痴呆症，预计到 2030 年将达到 7 800 万。我国
作为一个经济飞速发展的人口大国，形势同样十分
严峻［1］。截止到 2019 年，我国已有超过 1 000 万人
患有 AD，居世界首位［1］。AD 病程较长，有多种并
发症，需长期被护理，给家庭和社会带来了沉重的
负担［2］。作为一种慢性、进行性的中枢神经系统退
行性疾病，AD 以细胞外 β 淀粉样蛋白（amyloid-β- 
peptide，Aβ）沉积形成的老年斑和细胞内过度磷酸
化的 Tau 蛋白形成的神经原纤维缠结（neurofibrillary 
tangles，NFT）为主要病理特征，主要表现为学习、记
忆及解决日常问题能力的下降，随着病程发展，AD
患者会逐渐丧失自理能力［3］。谷氨酸兴奋性毒性
学说是 AD 重要的发病机制之一。谷氨酸作为中枢
神经系统重要的兴奋性神经递质，细胞外浓度的急
剧升高会产生兴奋性毒性损害［4］。生理条件下，神
经和胶质细胞能够控制突触间隙的谷氨酸浓度在
一个正常水平；但是当疾病发生时，细胞外谷氨酸
受体［尤其是 N- 甲基 -D- 天冬氨酸受体（N-methyl-
D-aspartate receptors，NMDAR）］会被过度激活，导
致离子通道和信号发生改变，钙离子超载［5］，细胞内
钙超载会导致线粒体膜通透性转换孔开放，产生大
量的自由基并抑制磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）/蛋白
激酶B（Akt）的磷酸化［6］，激活细胞凋亡通路［7］，引发
兴奋性毒性［8-9］以及大量的活性氧（reactive oxygen 
species， ROS）产生。NMDAR 是一种谷氨酸受体，
介导兴奋性神经传递与突触可塑性，其拮抗剂盐酸
美金刚（Memantine，MEM）是目前治疗 AD 的有效药
物，但会出现幻觉、躁动、头晕、头痛和疲劳等不良
反应［10］。

人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 分化细胞系来源于
骨髓，是一种常用的研究氧化应激致神经元死亡的
细胞模型。正常条件下，该细胞繁殖快，性状稳定。
因其细胞的形态、生理、生化性质与神经元相似，被
广泛应用于神经系统疾病的研究［11］。现阶段 AD 药
物研发大多趋于多靶点药物研究，MEM 可能具有
一定的局限性。经课题组前期实验证实，APP5 肽

（RERMS）具有神经营养作用［12］，因此将两者结合起
来，试图改善 MEM 单一靶点治疗的不足，为 AD 及
其他神经系统疾病患者带来新的希望。药物合成初
期本课题组观察了 RERMS-MEM 的作用，发现其能
够提高 SY5Y 细胞活性，抑制凋亡［13］。本项研究拟
在 L- 谷氨酸（L-glu）诱导的 SY5Y 细胞损伤模型中探
究 RERMS-MEM 的神经保护作用，希望通过体外研

究证实 RERMS-MEM 能够保持 MEM 的药物活性作
用兼具 RERMS 的神经保护功效，减弱 MEM 的不良
反应，并初步探究其发挥作用的机制。

一、材料与方法
1. 材 料 及 仪 器：（1）细 胞。SH-SY5Y 细 胞 系 由

瑞典卡罗琳斯卡研究所的 Winblad 教授和裴进京博
士惠赠。（2）主要药物及试剂。包括 DMEM 高糖培
养基和胎牛血清（康宁，美国）、L-glu（Sigma，美国）、
MTT 细 胞 增 殖 及 毒 性 检 测 试 剂 盒（Elabscience 公
司）、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）检测
试剂（南京建成，中国）、ROS 检测试剂（索莱宝，中
国）、Oxidative Stress Kit、Annexin V & Dead Cell Kit、
Muse Count & Viability Kit 、Muse System Check Kit

（Luminex，美 国）、兔 抗 神 经 生 长 因 子（nerve growth 
factor，NGF）抗体（abcam，美国）、兔抗脑源性神经营
养 因 子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）抗
体（abcam，美国）、β-actin 抗体（Immunoway，美国）。

（3）仪器。全波长酶标仪、Muse 全能细胞质控仪
（Thermo，美国）、倒置相差显微镜（Olympus，美国）、

电泳仪、电泳槽（Bio-Rad，美国）、凝胶成像仪及成像
系统（Alpha，美国）、荧光定量 PCR 仪（罗氏，瑞士）。

2. 实验方法：（1）细胞培养。SY5Y 细胞使用含
FBS 的 DMEM 高糖培养基，在 37℃、5% CO2 培养箱
培养，2～3 d 换液 1 次，待细胞长满 85%～90% 时用
0.25% 的含乙二胺四乙酸（ethylenediaminetetraacetic 
acid，EDTA）的胰酶消化传代，待细胞生长到对数
生长期，接种于培养孔板。（2）化合物 RERMS-MEM
的制备。参照专利《一种美金刚衍生物、其制备方
法及应用》［13］。（3）RERMS-MEM 干预浓度的确定。
按照前期摸索出的 L-glu 损伤 SY5Y 细胞的条件［14］，
采用 10 mM 的 L-glu 处理 SY5Y 细胞 24 h 后，分别将
RERMS-MEM 和 MEM 按照 1、5、10、20 μM 分组干
预 24 h，MTT 法检测各组细胞存活率，选定合适的
RERMS-MEM 干预浓度。（4）细胞分组及处理。实验
分为 4 组。NC 组（阴性对照组）：加入含相应溶媒的
无血清培养基；L-glu 组（L-glu 损伤组）：待细胞贴壁
后，采用终浓度为 10 mM 的 L-glu 的无血清培养基等
量替代原培养基作用 24 h；L+RM 组（L-glu+RERMS-
MEM）：先用终浓度为 10 mM 的 L-glu 处理 24 h 后，
将 培 养 基 替 换 为 终 浓 度 为 5μM 的 RERMS-MEM
无血清培养基继续干预 24 h；L+M 组（L-glu+MEM）：
干预药物由 RERMS-MEM 改为 MEM，其余处理同
L+RM 组。（5）MTT 法检测细胞存活率。将 SY5Y 细
胞以3×104/ml的密度接种于96孔板，每组设置5个
复孔，待细胞处理完毕后，每孔加入50 μl MTT工作
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液，37℃，5% CO2 培养箱中避光孵育 4 h，待MTT被
还原为甲臜，吸弃上清，每孔加入 150 μl的二甲基
亚砜（DMSO），振荡摇匀，使甲臜全部溶解，在570 nm 
波长处检测各孔 OD 值。实验分组同（4），按照以
下公式计算细胞存活率：细胞存活率（%）=（处理孔
OD- 空白孔 OD）/（对照孔 OD- 空白孔 OD）×100%。

（6）检测细胞上清中 LDH 漏出率。每板需设置空白
孔和标准孔各 2 个，每个样品均需设置测定孔和对
照孔各 3 个，在 450 nm 波长下检测各孔 OD 值，按以
下公式计算 LDH 漏出率：细胞上清 LDH 活性（U/L）= 

（测 定 OD- 对 照 OD）/（标 准 OD- 空 白 OD）× 标 准 品
浓度（0.2 μmol/ml）×1 000。（7）Western Blot法测定细
胞内NGF、BDNF的表达。将SY5Y细胞以 5×105/ml 
的密度接种于 6 孔板，分组同（4），待达到药物作
用时间，吸弃培养基，PBS 轻轻洗 2 遍，冰上裂解
15 min，收集于 1.5 ml 离心管，12 000 r/min，4℃条
件下离心 10 min，收集上清。BCA 法检测各组细
胞蛋白浓度，加入相应体积的 Loading Buffer，混匀
后用金属浴 95℃ 5 min 煮蛋白，使其充分变性，分
装后置于 -20℃保存。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，
转膜，5% 的脱脂奶粉封闭 90 min，一抗孵育过夜

（NGF、 BDNF、β-actin 的稀释比例依次为 1∶1 000、
1∶500、1∶500），TBST 洗膜，孵育相应种属的二抗，
洗膜，配制并滴加适量的 ECL 发光液，曝光。（8）RT-
qPCR 检测细胞内 NGF、BDNF mRNA 的表达。种板
及分组同（4），达到药物作用时间后，PBS 洗 2 遍，加
入 Trizol 溶液，充分吹打，收集细胞，加入相应的氯
仿，提取细胞总 RNA，用逆转录试剂盒将 RNA 逆转
为cDNA。以合成的cDNA第一链为模板进行实时
荧光定量PCR，不同的引物依据解链温度选择相应
的退火温度，实时测定基因扩增过程中产生的荧光，
以达到指数扩增时特定荧光值的循环周数（Ct值）表
示目的基因mRNA的表达量。以β-actin为内参基因，
以2-△△Ct法计算目的基因的相对表达量。（9）DCFH-DA
法检测细胞内 ROS 表达量。种板及分组同（4），达
到药物作用时间后，吸弃原培养基，用无血清培养
基反复吹打混匀，收集细胞悬液。500 r/min 离心 
5 min，吸净上清，用无菌PBS洗2次，重悬细胞，每管
加入探针，使其终浓度为10 μM（阴性对照组不加），
37℃避光孵育1 h，每隔3～5 min颠倒混匀。收集细
胞，1 000 r/min离心，吸弃上清，PBS洗2次，收集沉淀。
PBS重悬细胞，立即用荧光酶标仪检测。（10）Muse 细
胞仪检测细胞活力、细胞总凋亡率、细胞 ROS 阳性
百分比。检测前先使用Muse System Check Kit 检测，
通过后方可使用。实验分组及处理同（4），依照 3 种

实验说明书要求，采用合适的试剂制备相应浓度的
细胞悬液，待处理完毕上机进行检测。

3. 统计学方法：所有数据均采用 SPSS 20.0 统计
分析软件进行数据处理。采用 Shapiro-Wilk 法进行
正态分布检验，符合正态分布的计量资料以均数 ±
标准差（x±s）表示，两组间比较用独立样本 t 检验，
多组间比较用单因素方差分析，事后两两比较采用 
LSD-t 法检验。双侧检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学
意义。

二、结果
1. RERMS-MEM 对 L-glu 损伤的 SY5Y 细胞活性

的影响：与 NC 组比较，L-glu 组细胞存活率降低，差
异有统计学意义（P＜0.05）；与L-glu组比较，L+RM组
1、5、10、20 μM的RERMS-MEM作用24 h，细胞存活
率总体呈现出随给药浓度增大而增高的趋势，其中
5、10、20 μM 作用时差异均有统计学意义（均 P ＜ 
0.05），且细胞存活率变化不明显，结合细胞的生长
情况以及给药剂量能少则少的原则选择 5 μM 作为
后续RERMS-MEM的给药浓度；与L-glu组比较，L+M
组低浓度（1、5、10 μM）时，细胞存活率有一定的提
高，但差异均无统计学意义（均P＞0.05）；20 μM 干
预时，细胞存活率出现明显降低，差异有统计学意
义（P ＜ 0.05），这进一步验证了大剂量 MEM 使用时
具有一定的细胞毒作用。见表 1、图 1。综合以上
结果以及给药剂量的考虑，选择 5 μM 的 RERMS-
MEM 和 MEM 处理 24 h 定为药物的干预条件。接下
来，采用 Muse 活细胞数目检测和细胞上清液中 LDH
漏出率来进一步验证 RERMS-MEM 和 MEM 对谷氨
酸损伤细胞活性的影响。Muse 细胞仪检测结果显
示，与 NC 组比较，L-glu 组活细胞数目明显减少，差
异有统计学意义（P ＜ 0.01）；与 L-glu 组比较，L+RM
组 RERMS-MEM 干预后活细胞数目明显增多，差异
有统计学意义（P ＜ 0.01）；而 L+M 组 MEM 干预后，
活细胞数目较 L+RM 组干预后增加较少且差异无统
计学意义（P ＞ 0.05），提示 RERMS-MEM 在体外实验
中的神经营养作用可能优于 MEM（表 2，图 1A、B）。
LDH 检测结果显示，与 NC 组比较，L-glu 组 LDH 漏
出率明显提升，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；与
L-glu 组比较，L+RM 组的 LDH 漏出率显著降低，差
异有统计学意义（P ＜ 0.01），L+M 组 LDH 漏出率也降
低，但差异无统计学意义（P ＞ 0.05），说明 2 种药物
均能减弱 L-glu 的细胞毒性作用，RERMS-MEM 作用
更加明显（表 3，图 1C）。

2. RERMS-MEM 通过促进神经营养因子的表达
来发挥神经保护作用：Western Blot和RT-qPCR检测
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结果显示，与NC 组比较，L-glu组NGF蛋白和mRNA

相对表达量均显著下降，差异均有统计学意义（均 

P ＜ 0.05）；与 L-glu 组比较，L+RM 组、L+M 组表达量

均显著升高，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05），且

L+RM 组较 L+M 组，NGF 蛋白和 mRNA 表达量更高

（表4、图2、表5）。BDNF检测结果显示，L+M组与L-glu

组比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；mRNA 相对
表达量升高不明显，L+M 组与 L-glu 组比较差异有统
计学意义（P ＜ 0.05）（表 6）。

3. RERMS-MEM 通过抑制细胞 ROS 表达来发挥
神经保护作用：与 NC 组比较，2 种方法检测的 L-glu
组 ROS 表达量均提升，差异均有统计学意义（均P ＜ 
0.05）；与 L-glu 组比较，L+RM 组、L+M 组 ROS 表达均
显著下降，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05），其中
L+RM 组下降更明显（表 7、表 8、图 3）。

4. RERMS-MEM 通过抑制细胞凋亡来发挥神经
保护作用：与 NC 组比较，L-glu 组细胞总凋亡率上
升，差异有统计学意义（P ＜ 0.01），与 L-glu 组比较，
L+RM 组、L+M 组细胞总凋亡率均下降，差异有统计
学意义（均 P ＜ 0.01）（表 9、图 4）。

讨论  AD 是一种不可逆的神经系统退行性疾
病，是痴呆中发病率最高的一种疾病［15］。发病后，
患者记忆和认知能力会呈现出进行性下降，这与大
脑皮层和海马神经元的变性死亡有关［16］。作为痴
呆症中最常见的一种类型，AD 的平均存活年限仅
5.9 年，加之患者晚期大多失去生活自理能力，易出
现并发症导致死亡，给家庭和社会带来极大的经济
和精神压力［17］，其已经成为一个重要的公共健康问
题，急需引起全球医务和科研工作者的重视。其发
病机制复杂，目前仍不十分清楚，谷氨酸兴奋性毒
性是其中重要的一项。本研究采用高浓度的谷氨酸
处理细胞，试图在体外模拟细胞凋亡、氧化应激、兴
奋性毒性过程，以探究 RERMS-MEM 干预后的效果
和作用机制。研究结果显示，经 L-glu 作用后，SY5Y
细胞活力降低，细胞 LDH 活性升高，总凋亡率上升，
ROS 表达上升，与 Hu 等［18］和 Terzioğlu 等［19］的研究
结果一致，因此可认为本研究的细胞模型能大致模
拟 AD 在体外的病理状态。

AD 的治疗目前主要是缓解症状，改善认知功
能和潜在的神经退变。药物研发主要集中于以下
几个方向：增强认知功能、改善神经精神症状、减轻
Aβ、Tau 蛋白的形成以及神经炎性反应［20］。MEM
是一种具有中等亲和力的非竞争性 NMDAR 拮抗
剂，是这类药物中唯一被批准用于治疗中重度 AD
的成员，在一定程度上能够延缓认知功能下降，控
制行为表现［21］。寻找能够减轻 NMDAR 过度激活的
配体可能成为治疗兴奋性毒性的有用工具。这提
示以 MEM 为代表的 NMDAR 拮抗剂在对抗 AD 的过
程中有着巨大潜力，但是在实验和使用过程中会出
现一些不良反应。本课题组以前期研究具有神经营
养作用的 RERMS 为依托，联合 MEM，通过逐步脱水

表1  4 组 SY5Y 细胞存活率比较（%，x±s）

组别 样本量 细胞存活率 F 值 P 值

NC 组 3 100.00±5.01

6.962 0.001

L-glu 组 3 74.89±4.94a

L+RM 组（μM）

  1 3 86.40±14.81

  5 3 90.24±5.87b

  10 3 90.47±8.10b

  20 3 91.84±11.60b

L+M 组（μM）

  1 3 86.84±11.03

  5 3 78.66±10.45

  10 3 77.83±3.29

  20 3 61.37±10.32b

    注：NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；

MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚；与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；

与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05

表2  RERMS-MEM 对谷氨酸损伤的 SY5Y 细胞活细胞数目

的影响（%，x±s）

组别 样本量 活细胞百分比

NC 组 3 76.50±0.89

L-glu 组 3 65.07±1.65a

L+RM 组 3 73.77±1.36b

L+M 组 3 68.57±3.19

F 值 20.316

P 值 ＜ 0.001

    注：NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；

MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚；与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；

与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05

表3  RERMS-MEM 对谷氨酸损伤的 SY5Y 细胞 LDH 漏出率

的影响（U/L，x±s）

组别 样本量 LDH 漏出率

NC 组 3 386.87±46.02

L-glu 组 3 768.03±66.16a

L+RM 组 3 539.76±38.86b

L+M 组 3 670.33±71.69

F 值 24.931

P 值 ＜ 0.001

    注：LDH 乳酸脱氢酶； NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；

L+M L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5肽美金刚；与NC组 

比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05
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缩合反应，自行设计并合成了 RERMS-MEM，试图
改善这一缺陷。结果显示，在 L-glu 损伤的 SY5Y 细
胞研究上发现其能够提高细胞存活率，而且即使在
大剂量使用时，依然具有不错的效果，而 MEM 在大
剂量给药时，细胞存活率是降低的，因此我们推测
RERMS-MEM 治疗 AD 或许更有优势。

本课题组前期研究表明，RERMS 具有良好的神
经营养作用［12］。它通过调节 NGF 和神经元信号转
导通路的表达，抑制调亡，促进神经元生长。P165
作为 RERMS 活性最强且能抗胃蛋白酶消化的最优
秀代表，能刺激胰岛素通路相关蛋白 IRS-1 和 PI3K
表达，从而减少 LDH 释放并提高细胞活力；在体内
试验中，P165 通过增加突触前突触素和 PSD-95 并

减少突触核蛋白聚集来保护突触丢失，提高大鼠的

学习记忆能力［22］。NGF 对于神经系统的稳定发挥

重要作用，哺乳动物体内有 4 种内源性神经营养素：

NGF、BDNF、神经营养因子 3（neurotrophin-3，NT-3），

神经营养因子 4（neurotrophin-4， NT-4），它们激活酪

氨酸激酶受体家族中的 1 个或多个成员：酪氨酸激

酶 A（Tropomyosin receptor kinase A， TrkA）、酪氨酸激

酶 B（Tropomyosin receptor kinase B，TrkB）和酪氨酸

激酶 C（Tropomyosin receptor kinase C，TrkC）受体从

而发挥相应的作用。NGF 是最先被报道的神经营养

因子，能够促进神经元的生长、分化和存活。Xu等［23］

研究显示，缺乏 NGF 会引起小鼠脑内 Aβ 聚集，Tau

蛋白磷酸化和突触功能障碍。本研究发现，SY5Y 细

胞经 L-glu 损伤后，NGF mRNA 和蛋白表达均下降。

在给予 RERMS-MEM 干预后，NGF 表达增加，MEM

干预之后效果不明显，这说明 RERMS-MEM 保留

了 RERMS 的神经营养作用，在动物和人体内或可

重塑神经突触间的联系，恢复学习和记忆功能。与

此类似，在原代培养的海马神经元中，敲除 NGF 或

BDNF 后，Aβ 的产生增加［24］。姚教授团队对美金

刚的研究结果表明，MEM 可使 TrkA 的磷酸化增加，

并进一步激活其下游的 c-Raf 和 ERK1/2 等蛋白的磷

酸化，从而活化了促进细胞分化和生存的 ERK 信号

    注：A 为 Muse 细胞仪检测各组活细胞数目的示例图；B 为 Muse 细胞仪检测各组活细数目统计图；C 为各组细胞上清液中 LDH 漏出率；NC 阴性对照；L+RM 

L-glu+RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚；与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05；NUCLEATED CELLS 有核

细胞数；VIABILITY PROFILE 细胞活力占比；Live 活细胞占比；Dead 死细胞占比；Debris 细胞碎片

图1  RERMS-MEM 对谷氨酸损伤的 SY5Y 细胞活力的影响

表4  4 组细胞 NGF 蛋白相对表达比较（NGF/β-actin，x±s）

组别 样本量 NGF 相对表达量

NC 组 3 1.00±0.04

L-glu 组 3 0.83±0.11a

L+RM 组 3 1.05±0.07b

L+M 组 3 1.00±0.03b

F 值 5.580

P 值 0.023

    注：NGF 神经生长因子； NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-
MEM；L+M L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚；

与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05
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转导通路［25］。BDNF 的研究也显示出相似的结果，

临床研究表明，随着疾病的进展，AD 患者大脑［26］、 

血液［27］和脑脊液［28］中的 BDNF 水平均下降。在

AD 患者死后海马样本中，BDNF mRNA 减少，这表

明 BDNF 可能参与了 AD 神经元的进行性萎缩［29］。

较多用于 AD 治疗的药物均会影响 BDNF 水平［30］，

该类药物对于治疗神经退行性疾病有着突出的优

势。同时，本实验结果表明，L-glu 损伤的 SY5Y 细

胞模型，经 RERMS-MEM 干预之后，BDNF 在 mRNA

水平上的表达提高，说明其可能保留了 RERMS 的

神经营养作用，或可减轻 MEM 在临床使用中的不

良反应。MEM 可以直接刺激毒蕈碱样受体，并促进

BDNF和TrkB的表达［31］。BDNF/TrkB/PI3K/Akt通过参

与促进细胞增殖分化和抗细胞凋亡等发挥作用［32］，也

可通过接头蛋白Shc促进Ras/Raf信号通路，进一步调

节蛋白激酶丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）/细胞外调节

蛋白激酶（ERK）级联，进而调控细胞存活和神经元分

化［33］。多项研究表明，MEM通过恢复谷氨酸能系统的

稳态来保护神经元免受谷氨酸毒性的影响［34-37］。有

研究表明，在SY5Y细胞和转基因小鼠中，Tau蛋白的

过表达也会导致BDNF表达下调［38］。反过来，BDNF

也会调节Tau蛋白的表达、磷酸化和分布［38-39］。

高浓度的谷氨酸可能会引起细胞凋亡、氧化应

激等损伤。生理状态下，氧化剂和抗氧化剂保持一种

稳态，当细胞内氧化剂超出正常水平时，就会发生

表5  4 组细胞 NGF mRNA 相对表达量比较（x±s）

组别 样本量 NGF mRNA 相对表达量

NC 组 3 1.00±0.00

L-glu 组 3 0.74±0.03a

L+RM 组 3 1.47±0.04b

L+M 组 3 1.14±0.06b

F 值 170.836

P 值 ＜ 0.001

    注：NGF 神经生长因子； NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-
MEM；L+M L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚；

与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05

表6  4 组细胞 BDNF mRNA 相对表达量比较（x±s）

组别 样本量 BDNF mRNA 相对表达量

NC 组 3 1.00±0.00

L-glu 组 3 0.79±0.15a

L+RM 组 3 1.40±0.21b

L+M 组 3 1.13±0.06b

F 值 11.441

P 值 0.003

    注：BDNF 脑源性神经生长因子； NC 阴性对照；L+RM L-glu+ 

RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5

肽美金刚；与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05

表7  4 组细胞 ROS 相对表达量比较（x±s）

组别 样本量 ROS%

NC 组 3 1.00±0.07

L-glu 组 3 2.17±0.04a

L+RM 组 3 1.29±0.02b

L+M 组 3 1.18±0.08b

F 值 243.549

P 值 ＜ 0.001

    注：ROS 活性氧； NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M 

L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5肽美金刚；与NC组比

较，aP＜0.05；与L-glu组比较，bP＜0.05

表8  4 组细胞 ROS 阳性表达量比较（%，x±s）

组别 样本量 ROS 阳性率

NC 组 3 72.32±6.57

L-glu 组 3 88.86±2.19a

L+RM 组 3 81.71±0.02b

L+M 组 3 83.82±0.01

F 值 11.988

P 值 0.002

    注：ROS 活性氧； NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M  

L-glu+MEM；MEM 美金刚； RERMS-MEM APP5 肽美金刚；与 NC 组

比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05

    注：A 为蛋白免疫印迹法检测各组 NGF 蛋白表达情况；B 为各组细胞 NGF 蛋白相对表达量统计图；NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；

MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚； NGF 神经生长因子；与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05

图2  RERMS-MEM 和 MEM 干预对 NGF 相对表达量的影响（n=3）
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氧化应激反应［40］。本研究发现，L-glu 损伤 SY5Y 细

胞后，细胞中 ROS 被激活，表达量明显升高；当给

予 RERMS-MEM 和 MEM 干预后，ROS 水平均降低，

这提示 L-glu 可能激活了细胞的氧化应激，RERMS-
MEM 和 MEM 通过抑制细胞 ROS 的表达来发挥神

经保护作用。此外，ROS 水平的升高会损害细胞内

大分子物质，如脂质、蛋白质和核酸，终将导致疾

病的发生［41］，也会引发线粒体功能障碍，而线粒体

的损伤会进一步加速氧自由基的产生，最终导致

神经元凋亡［42-43］。淫羊藿次苷Ⅱ是淫羊藿苷在体

内的药理代谢产物，研究表明，淫羊藿次苷Ⅱ可拮

抗 ROS 介导的细胞毒性、抑制 JNK 和 p38 MAPK 磷

酸化、调控线粒体凋亡通路，降低 Bax/Bcl-2 比率和

下调 caspase-3 表达，抑制神经元凋亡，也可通过抑

制 iNOS 表达和 ROS 生成、增强 SOD 活性，减轻氧化

应激损伤，这也为我们下一步探索指明了方向［44］。

细胞凋亡有 2 条途经：一是线粒体或内源性凋亡途

径；二是死亡受体或外源性凋亡途径。本研究结果

显示，与 NC 组比较，L-glu 损伤后细胞总凋亡率上

升；与 L-glu 组比较，L+RM 组、L+M 组细胞总凋亡

率均下降，这提示 RERMS-MEM 可能通过抑制细胞

凋亡来发挥神经保护作用。凋亡的最终阶段是由几

个共同的效应半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶实现的［45］，

caspase-3在caspase信号通路中有着至关重要的作用，

激活caspase-3 会导致其从 32kDa形式解离为P17 和

P12 片段［46］。一旦被触发，它就会导致细胞体和细

胞核固缩、染色质凝聚、DNA断裂以及凋亡小体的形

成［47］。因此，抑制cleaved caspase-3激活或许可以阻

止神经元死亡［48-49］，具体的调控机制将纳入下一步

研究计划。

综上所述，本项研究自行设计并合成的RERMS-
MEM，经体外实验发现，相较于MEM，RERMS-MEM

具有良好的神经保护作用以及较低的细胞毒性，这

与MEM在临床使用过程中，尤其是大剂量使用时，

存在较大不良反应是一致的。这可能是通过促进神

经营养因子表达，抑制氧化应激和凋亡来发挥作用

的。但由于条件的限制，本研究对于这些机制的探究

不够深入，未对动物体内药物作用及作用机制进行探

究。未来将体内实验纳入日后的研究中，期待新合

成的化合物在体内的表现。

    注：A 为 Muse 细胞仪检测各组细胞 ROS 表达情况示例图；B 为 Muse 细胞仪检测各组细胞 ROS 阳性率统计图；C 为 DCFH-DA 试剂盒检测各组细胞 ROS 相对表

达量统计图。NC 空白对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5肽美金刚；与NC组比较，aP＜0.05；与L-glu组比较，bP＜ 

0.05；ROS 活性氧；Count 计数；ROS PROFILE  ROS 阳性细胞占比

图3  RERMS-MEM 和 MEM 干预对 ROS 表达的影响（n=3）

表9  4 组细胞总凋亡率比较（%，x±s）

组别 样本量 细胞总凋亡率

NC 组 3 16.95±2.08

L-glu 组 3 33.20±0.87a

L+RM 组 3 20.53±0.38b

L+M 组 3 24.53±0.61b

F 值 104.466

P 值 ＜ 0.001

    注：NC 阴性对照；L+RM L-glu+RERMS-MEM；L+M L-glu+MEM；

MEM 美金刚；RERMS-MEM APP5 肽美金刚；与 NC 组比较，aP ＜ 0.05；

与 L-glu 组比较，bP ＜ 0.05
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本刊文稿中缩略语的书写要求

在本刊发表的学术论文中，已被公知公认的缩略语在正文中可以不加注释直接使用（表1）；不常用的和

尚未被公知公认的缩略语以及原词过长、在文中多次出现者，若为中文可于文中第1次出现时写明全称，在

圆括号内写出缩略语，如：流行性脑脊髓膜炎（流脑）；若为外文可于文中第1次出现时写出中文全称，在圆括

号内写出外文全称及其缩略语，如：阿尔茨海默病（Alzheimer disease， AD）。若该缩略语已经公知，也可不注

出其英文全称。不超过4个汉字的名词不宜使用缩略语，以免影响论文的可读性。西文缩略语不得拆开转行。

表1　《神经疾病与精神卫生》杂志常用缩略语

缩略语 中文全称 缩略语 中文全称 缩略语 中文全称

CNS 中枢神经系统 AD 老年痴呆症 ( 阿尔茨海默病 ) GABA γ- 氨基丁酸

IL 白细胞介素 CT 电子计算机体层扫描 PD 帕金森病

MRI 磁共振成像 BDNF 脑源性神经营养因子 DSA 数字减影血管造影

PCR 聚合酶链式反应 ELISA 酶联免疫吸附剂测定 PET 正电子发射计算机断层显像

SOD 超氧化物歧化酶 NIHSS 美国国立卫生研究院卒中评分 CRP C 反应蛋白

MMSE 简易精神状态检查 WHO 世界卫生组织 TIA 短暂性脑缺血发作

TNF 肿瘤坏死因子 PANSS 阳性与阴性症状量表 HAMD 汉密尔顿抑郁量表

HAMA 汉密尔顿焦虑量表 SSRIs 选择性 5- 羟色胺再摄取抑制剂 rTMS 重复经颅磁刺激

5-HT 5- 羟色胺 ICD-10 国际疾病分类第十版 MoCA 蒙特利尔认知评估量表

PTSD 创伤后应激障碍 CCMD 中国精神障碍分类与诊断标准 DSM 美国精神障碍诊断与统计手册


