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染料木素对 Ａβ诱导损伤的 ＰＣ１２细胞的保护作用
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摘　要　研究染料木素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，Ｇｅｎ）对Ａβ诱导损伤的ＰＣ１２细胞的保护作用及机制。采用ＲＴＰＣＲ检测Ｇｅｎ及其
拮抗剂（Ｍｙｒ）对ＰＣ１２损伤细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达水平的影响，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染检测细胞凋亡率的改变，并检测Ｇｅｎ及
Ｍｙｒ对蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）活性的影响。实验结果表明，Ｇｅｎ能上调Ａβ诱导损伤的ＰＣ１２细胞Ｂｃｌ２基因和
下调Ｂａｘ基因的表达水平，增加 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值，降低细胞的凋亡程度，提高 ＰＫＣ活性，该作用被其拮抗剂 Ｍｙｒ所抑制。
Ｇｅｎ对Ａβ诱导的ＰＣ１２损伤细胞具有保护作用，其机制是通过激活 ＰＫＣ信号通路，调节 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ凋亡基因表达，从而减
少细胞损伤。
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　　β淀粉样蛋白（Ａβ）是脑神经细胞中淀粉样前
体蛋白（ＡＰＰ）裂解产生的含有３９～４３个氨基酸的
多肽，是形成老年斑（ＳＰ）和神经元纤维缠结
（ＮＦＴ）的主要因素，与阿尔茨海默病（ＡＤ）的发生
密切相关［１］。研究发现，Ａβ可以作用于线粒体外
膜上的通透性转运孔（ＭＰＴＰ）孔道，通过影响 Ｂｃｌ
２／Ｂａｘ凋亡基因的表达，诱发细胞色素 Ｃ释放、从

而引起ｃａｓｐａｓｅ３级联反应，最终导致神经细胞凋
亡［２］。抑制Ａβ的沉积及其神经毒性，被认为是预
防和治疗ＡＤ等神经退行性疾病的根本途径。

蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）是细胞肌醇
磷脂信号通路的关键酶。研究报道［３］，抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ２是ＰＫＣ的靶点之一，ＰＫＣ可通过刺激Ｂｃｌ２表
达来保护细胞，ＰＫＣ信号途径在细胞凋亡和存活中
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发挥着重要作用。近年研究显示雌激素可通过激活

ＰＫＣ信号途径，减少Ａβ的形成与聚积，缓解Ａβ诱
导的神经细胞损伤，是其发挥神经保护作用的重要

机制之一［４－５］。染料木素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，Ｇｅｎ）是大豆异
黄酮的主要活性成分之一，其结构与雌激素相似，被

称为植物雌激素，对 Ａβ诱导的细胞损伤具有明显
的保护作用，对阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ）
等神经系统退行性疾病具有一定的预防和治疗作

用，但目前作用机制不清楚。本文探讨染料木素对

Ａβ诱导损伤的ＰＣ１２细胞Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ表达水
平和细胞凋亡的影响及对ＰＫＣ信号通路的调节作
用与相关性，阐明其作用机制。

!

　材　料

１１　试剂和细胞
染料木素、雌二醇、Ａβ２５３５、ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公

司）；十四酰蛋白激酶 Ｃ抑制剂（Ｍｙｒ）、ＰｅｐＴａｇ非
放射性蛋白激酶检测试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；
ＰＫＣα（Ｈ７）（北京博奥森公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ
双染试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司）；

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｍｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ、
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（Ｔａｋａｒａ公司）；引物［生
工生物工程（上海）有限公司］。

ＰＣ１２细胞由中山大学药学院惠赠。
１２　仪　器

荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；ＭＪｍｉｎｉｏｐｔｉｏｎ
荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；Ｖｏｒｔｅｘ２混
合器（美国Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；电泳槽（Ｂａｙ
ｇｅｎｅＢｉｏｔｅｃｈ有限公司）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京
市六一仪器厂）；ＴＥ７７转膜仪（美国ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏ
ｓｉｅｎｃｅｓ公司）。

"

　方　法

２１　ＰＣ１２细胞培养
ＰＣ１２细胞培养于ＤＭＥＭ培养基，其中加１０％

胎牛血清和１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉
素，于５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中孵育培养。细
胞生长至对数期，以每孔３×１０５细胞数接种于六
孔培养板中，每孔２ｍＬ，继续孵育培养。
２２　ＲＴＰＣＲ法检测Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达

实验分为对照组、Ａβ组、Ｇｅｎ组、Ｇｅｎ＋Ａβ组、
Ｅ２组、Ｅ２＋Ａβ组、和 Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ组。待 ＰＣ１２

细胞培养至对数生长期，各组分别加入相应药物，其

中 Ａβ２５３５终浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ，Ｇｅｎ终浓度为
２５μｍｏｌ／Ｌ，Ｅ２终浓度为１０

－６μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｙｒ终浓度为
５０μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｙｒ比Ｇｅｎ和Ｅ２提前１ｈ加入，Ｇｅｎ和
Ｅ２比Ａβ２５３５提前２ｈ加入，孵育２４ｈ。（１）Ｔｒｉｚｏｌ法
提取总ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ；（２）ＰＣＲ扩增：以上
述ｃＤＮＡ为模板，βａｃｔｉｎ为内参照，对 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ
进行扩增。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡ
ＣＡＡＣＣＴＴＣ３′，下游引物：５′ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴ
ＣＡＣＡＣＣ３′（扩增长度２０７ｂｐ）；Ｂｃｌ２上游引物：５′
ＡＣＧＡＧＴＧＧＧＡＴＡＣＴＧＧＡＧＡＴＧ３′，下 游 引 物：５′
ＴＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧＴＣＡＴＣＣ３′（扩 增 长 度 ２３２
ｂｐ）；Ｂａｘ上 游 引 物 ５′ＧＴＧＧＴＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣ
ＴＡＣＴＴＴＧ３′，下游引物 ５′ＣＡＣＡＡＡＧＡＴＧＧＴＣＡＣＴ
ＧＴＣＴＧＣ３′（扩增长度２０４ｂｐ）。反应条件为：９５℃
预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，共４０个
循环。荧光定量ＰＣＲ检测Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达。
２３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染检测细胞凋亡

实验分为对照组、Ａβ组、Ｇｅｎ＋Ａβ组、Ｍｙｒ＋
Ｇｅｎ＋Ａβ组，细胞培养与处理同“２１”项。各组药
物作用２４ｈ后，收集１×１０５～１×１０６个细胞悬浮
于１ｍＬ培养基中，加入Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液１０μＬ，
３７℃孵育５～１５ｍｉｎ，于 ４０℃，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ弃上清液；加 ＢｕｆｆｅｒＡ工作液１０ｍＬ
悬浮细胞，加入 ＰＩ染液５μＬ，室温避光放置 ５～
１５ｍｉｎ，荧光显微镜拍照，每组随机选取３个视野，
计算细胞凋亡率。

２４　ＰＫＣ活性及表达水平测定
实验分为对照组、Ａβ组、Ｇｅｎ组、Ｇｅｎ＋Ａβ组、

Ｅ２＋Ａβ组和Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ组。细胞培养与处理
同“２１”项。按非放射性ＰＫＣ检测试剂盒说明书，
将酶底物反应体系于３０℃孵育２ｍｉｎ，加入样品继
续孵育３０ｍｉｎ，于９５℃水浴１０ｍｉｎ终止反应，于凝
胶成像仪中拍照扫描。按胞核胞浆胞膜制备试剂盒

说明书提取纯化胞膜蛋白，琼脂糖凝胶电泳，电转膜

至ＰＶＤＦ膜上（转膜条件５ｍＡ／ｃｍ２、３５ｍｉｎ），经抗
体孵育，显影定影，即得Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图谱。
２５　统计分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ１７０统计学软件分析。
实验数据以表示，组间比较采用单因素方差分析和

ｔ检验，两组间比较采用ＬＳＤ检验。以Ｐ＜００５为
有统计学意义。

８２２
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#

　结　果

３１　Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达水平比较

各实验组细胞 Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达水平检
测结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎＢｃｌ２，ＢａｘｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＢｃｌ２／ＢａｘｒａｔｉｏｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡβ２５３５（２△△ＣＴ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｂｃｌ／Ｂａｘ
Ｃｏｎｔｒｏｌ １０００±０００５ １００１±００５９ １０００±００５４
Ａβ ２０ ０３２４±００３５ ６１９９±０４５５ ００５２±０００２

Ｇｅｎ ２５ ０９５３±０１２１＃＃ １３２７±０１１７＃＃ ０７１７±００２８＃＃

Ｇｅｎ＋Ａβ ２５＋２０ ０７０５±０００７＃ ３１７３±０１７１＃ ０２２２±００１４＃＃

Ｅ２ １×１０－６ ０９８１±００７７＃＃ １１７８±００８１＃＃ ０８３２±０００８＃＃

Ｅ２＋Ａβ １×１０－６＋２０ ０８１８±０１０４＃ ２７２３±０３３３＃ ０３０５±００７５＃

Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ ５０＋２５＋２０ ０４８８±００５２△ ４６９９±０３６８△ ０１０４±０００３△△
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＡβｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＧｅｎ＋Ａβｇｒｏｕｐ
Ａβ：ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ；Ｇｅｎ：ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；Ｅ２：ｅｓｔｒａｄｉｏｌ；Ｍｙｒ：ＭｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅＣＰｅｐｔｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

　　由表１可见，与Ａβ组比较，Ｇｅｎ＋Ａβ组、Ｅ２＋
Ａβ组的 Ｂｃｌ２表达显著升高，而 Ｂａｘ表达显著降
低（Ｐ＜００５）。与 Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ组比较，Ｇｅｎ＋
Ａβ、Ｅ２＋Ａβ组的Ｂｃｌ２表达明显降低，Ｂａｘ表达明
显升高（Ｐ＜００１）。结果显示，Ｇｅｎ能上调 Ｂｃｌ２
基因和下调 Ｂａｘ基因的表达水平，提高 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
的比值，该作用被其拮抗剂Ｍｙｒ所抑制。
３２　细胞凋亡检测结果

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染检测细胞凋亡，实验结
果见图１及图２。结果显示，与 Ａβ组相比，Ｇｅｎ＋
Ａβ组细胞凋亡率明显降低（Ｐ＜００１），而 Ｇｅｎ＋
Ｍｙｒ＋Ａβ组凋亡率无显著差异（Ｐ＞００５），表明
Ｇｅｎ具有减少细胞凋亡和坏死，起到细胞保护作
用，而Ｍｙｒ抑制剂可拮抗 Ｇｅｎ的作用，增加细胞凋
亡的程度。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎＡβ２５－３５ｉｎｄｕｃｅｄＰＣ１２ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｕｓｉｎｇＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ（ＰＩ）ｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ａβ（２０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：Ｇｅｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａβ（２０μｍｏｌ／
Ｌ）；Ｄ：Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａβ（２０μｍｏｌ／Ｌ）

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎＡβ２５－３５ｉｎｄｕｃｅｄＰＣ１２ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｕｓｉｎｇＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ（ＰＩ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ａβ（２０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：Ｇｅｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａβ（２０μｍｏｌ／
Ｌ）；Ｄ：Ｍｙｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ）＋Ｇｅｎ（２５μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａβ（２０μｍｏｌ／Ｌ）
 Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＡβｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓ
Ｇｅｎ＋Ａβｇｒｏｕｐ

３２１　ＰＫＣ活性测定结果　各组 ＰＫＣ磷酸化产
物的电泳结果以及ＰＫＣ抑制剂 Ｍｙｒ的影响作用见
图３。利用光密度扫描仪处理软件 ＧＬｙｋｏＢａｎｄ
Ｓｃａｎ处理图像，得到各组读数见图４。

图３及图４结果显示，Ａβ组底物磷酸化水平
较低，Ｇｅｎ组、Ｇｅｎ＋Ａβ组、Ｅ２＋Ａβ组底物磷酸化
水平明显升高（Ｐ＜００５），而 Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ组底
物磷酸化水平降低。结果表明，Ｇｅｎ能激活 Ａβ诱
导损伤的ＰＣ１２细胞的ＰＫＣ活性，而Ｍｙｒ能阻断该
活化作用。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｈｏｗｓｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆＰＫＣ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｇｅｎ；３：Ｅ２＋Ａβ；４：Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ；５：Ｇｅｎ＋Ａβ；６：Ａβ

９２２
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＫＣａｍｏｎｇ
ｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜００５ｖｓＡβｇｒｏｕｐ

３２２　ＰＫＣ表达水平测定结果　各实验组细胞
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测结果见图５。结果显示，用抗
ＰＫＣα（Ｈ７）作为一抗进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ试验，
出现相对分子质量为 ７９ｋＤ条带，表明为 ＰＫＣα
酶。与Ａβ组相比，Ｇｅｎ和 Ｇｅｎ＋Ａβ组 ＰＫＣα含
量组升高，Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ组 ＰＫＣα含量降低，结
果表明Ｇｅｎ能提高Ａβ诱导损伤的神经细胞 ＰＫＣ
α表达水平，ＰＫＣ抑制剂Ｍｙｒ拮抗Ｇｅｎ的作用。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（Ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｓｔｈｅＰＫＣαｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｇｅｎ；３：Ｍｙｒ＋Ｇｅｎ＋Ａβ；４：Ｇｅｎ＋Ａβ；５：Ｅ２＋Ａβ；６：Ａβ
 Ｐ＜００５ｖｓＡβｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

近年来，越来越多的凋亡调节因子被证实参与

ＡＤ神经细胞的调控，其中 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ在细胞凋亡
信号转导通路中起关键作用。Ｂｃｌ２基因是一个公
认的抑制凋亡基因，其表达产物可抑制多种细胞的

凋亡，促进神经元存活。Ｂａｘ为凋亡促进因子，其
基因产物为细胞凋亡的启动子，Ｂａｘ表达上调后可

作用于 ｃａｓｐａｓｅ基因的上游，介导细胞凋亡［６］。

Ｓｕｎ等［７］研究表明神经营养因子可通过降低 Ｂａｘ／
Ｂｃｌ２比率来阻止由 Ａβ诱导的细胞凋亡。Ｗａｎｇ
等［８］研究显示在Ａβ毒性模型中，可通过减少 Ｂａｘ
表达，增加Ｂｃｌ２表达来改善大鼠的认知能力。

蛋白激酶 Ｃ是一种磷脂依赖的、钙激活的蛋
白激酶，广泛分布在各种组织细胞中，其可通过调

控蛋白磷酸化而发挥作用，如信号传递、神经元兴

奋性调节、神经递质释放、基因表达和突触塑形等。

因此，ＰＫＣ的活化与细胞的增殖、分化、凋亡等多
种生物学效应有着密切关系。引起细胞凋亡的因

素很多，研究发现 ＰＫＣ在细胞凋亡发生过程中起
着信号传导作用。研究显示［９－１０］，抗凋亡蛋白Ｂｃｌ
２是ＰＫＣ的靶点之一，ＰＫＣ能通过刺激 Ｂｃｌ２表达
发挥保护作用。Ｗａｎｇ等［１１］研究发现 ＰＫＣβ抑制
剂ＬＹ３３３５３１能进一步促进晚期糖基化终末产物
（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）诱导的内
皮细胞凋亡，其可通过上调 Ｂａｘ、Ｂａｄ表达，下调
Ｂｃｌ２表达，降低 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率，起到促进细胞凋
亡进程的作用。黄河清等［１２］研究发现，ＰＫＣ抑制
剂ＣａｌｐｈｏｓｔｉｎＣ的浓度和 Ｂｃｌ２的表达呈负相关，
而与细胞凋亡呈正相关，且均具有剂量依赖性，表

明神经元胞膜ＰＫＣ的移位激活在缺氧神经细胞损
伤中具有保护作用，且这种作用通过抑制 Ｂｃｌ２表
达实现。

Ｃｏｒｄｅｙ等［１３－１５］研究提示雌激素可快速、短效

地增加ＰＫＣ活性，从而显著降低 Ａβ的神经毒性，
提高神经细胞的存活率。作为植物雌激素的染料

木素是否也是通过ＰＫＣ信号转导通路发挥细胞保
护作用？本论文研究显示，Ｇｅｎ能显著上调 Ａβ诱
导的ＰＣ１２细胞Ｂｃｌ２基因和下调Ｂａｘ基因的表达
水平，增加 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值，降低损伤细胞的凋
亡程度，同时有效提高ＰＣ１２细胞ＰＫＣ活性和表达
水平，且该激活作用被其拮抗剂Ｍｙｒ所抑制。研究
结果揭示，Ｇｅｎ对 Ａβ诱导的 ＰＣ１２损伤细胞具有
保护作用，其机制可能是通过激活 ＰＫＣ信号转导
通路，调节抗凋亡基因 Ｂｃｌ２和促凋亡基因 Ｂａｘ的
表达水平，从而抑制 Ａβ诱导的细胞凋亡，发挥神
经保护作用。本研究为染料木素用于老年退行性

神经病变的预防和治疗提供实验依据。

参 考 文 献

［１］　ＦｏｎｇＴＧ，ＪｏｎｅｓＲＮ，ＭａｒｃａｎｔｏｎｉｏＥＲ，ｅｔａｌ．Ａｄｖｅｒｓｅｏｕｔｃｏｍｅｓ

０３２



第２期 赵美顺等：染料木素对Ａβ诱导损伤的ＰＣ１２细胞的保护作用

ａｆｔｅｒｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｄｅｌｉｒｉｕｍ ｉｎｐｅｒｓｏｎｓｗｉｔｈＡｌｚｈｅｉｍｅｒ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｎｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，２０１２，１５６（１２）：８４８－８５６

［２］　ＣｒｏｕｃｈＰＪ，ＨａｒｄｉｎｇＳＭ，ＷｈｉｔｅＡＲ，ｅｔａｌ．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＡβ
ｍｅｄｉａｔｅｄｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

ＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００８，４０（２）：１８１－１９８．

［３］　ＬｕＮ，ＷａｎｇＷ，ＬｉｕＪ，ｅｔａｌ．ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｅｐｓｉｌｏｎａｆｆｅｃｔｓｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｌａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ［Ｊ］．

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，２０１１，２３（９）：１４７３－１４７８

［４］　ＹａｎｇＨＱ，ＬｉＸ，ＹａｎｇＷＭ．Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｅｗｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅＣａｃｔｉｖａｔｏｒＴＰＰＢａｇａｉｎｓｔＡβ（２５３５）ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ

ｉｔｙｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｃｈｅｍＲｅｓ，２０１２，３７（１０）：２２１３－

２２２１

［５］　ＡｉｍｅｉｄａＭ，ＨａｎＬ，ＡｍｂｒｏｇｉｎｉＥ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｓＮＦｋａｐｐａＢｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃｃｅｌｌｓｖｉａａ

ＰＫＣｂｅｔａ／ｐ６６ｓｈｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｃａｓｃａｄｅ：ｃｏｕｎｔｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙｅｓｔｒｏ

ｇｅｎｓｏｒａｎｄｒｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１０，２４（１０）：２０３０－

２０３７

［６］　ＹｕａｎＪ，ＹａｎｋｎｅｒＢＡ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．

Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０７（６８０５）：８０２－８０９

［７］　ＳｕｎＺＫ，ＭａＸＲ，ＹａｎｇＨＱ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ

ｐｒｅｖｅｎｔｓｂｅｔａａｍｙｌｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｈｅｏｃｈｒｏｍｏｃｙｔｏｍａ

ｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＢａｘ／Ｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｕＲｅｇｅｎＲｅｓ，

２０１２，７（５）：３４７－３５１

［８］　ＷａｎｇＹＬ，ＹｉｎＨＬ，ＬｏｕＪＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｕｒｃｕｍｉｎｏｎｈｉｐｐ

ｏｃａｍｐａｌＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｒａｔ

ｍｏｄｅｌｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＮｅｕＲｅｇｅｎＲｅｓ，２０１１，６（２４）：

１８４５－１８４９

［９］　ＡｍｏｕｌｔＤ，ＧａｕｍｅＢ，ＫａｒｂｏｗｓｋｉＭ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｌｅａｓｅｏｆ

ＡＩＦａｎｄＥｎｄｏＧｒｅｑｕｉｒｅｓｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆＢａｘ／

Ｂａｋｍｅｄｉａｔｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００３，２２（１７）：

４３８５－４３９９

［１０］ＷａｎｇＣ，ＷａｎｇＭＷ，ＴａｓｈｉｒｏＳＩ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ

ｏｎｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａＡ３７５Ｓ２ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ

［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍＳｉｎ（药学学报），２００５，４０（１１）：１０３３－

１０３６

［１１］ＷａｎｇＳＳ，ＸｕＹＨ，ＦｅｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＡＰＫＣｂｅｔａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐｒｏｍｐｔｓ

ｔｈｅＨＵＶＥＣｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄ

ｕｃｔｓ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｚｉｅ，２０１１，６６（１１）：８８１－８８７

［１２］ＨｕａｎｇＨＱ，ＣｈｅｎＫＮ，ＴｕＹＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘ

ｉａ［Ｊ］．ＡｃｔａＡｃａｄＭｅｄＭｉｌＴｅｒｔ（第三军医大学学报），２００２，２４

（１２）：１３９９－１４０１

［１３］ＣｏｒｄｅｙＭ，ＧｕｎｄｉｍｅｄａＵ，ＧｏｐａｌａｋｒｉｓｈｎａＲ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｓｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｉｎｎｅｕｒｏｎｓ：ｒｏｌｅｉｎｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ，２００３，８４（６）：１３４０－１３４８

［１４］ＣｏｒｄｅｙＭ，ＧｕｎｄｉｍｅｄａＵ，ＧｏｐａｌａｋｒｉｓｈｎａＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃ

ｅｓｔｒｏｇｅｎ４ｅｓｔｒｅｎ３ａｌｐｈａ，１７ｂｅｔａｄｉｏｌ（ｅｓｔｒｅｎ）ｉｎｄｕｃｅｓｅｓｔｒｏｇｅｎ

ｌｉｋｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＤｉｓ，２００５，１９（１／２）：３３１

－３３９

［１５］ＣｏｒｄｅｙＭ，ＰｉｋｅＣ．ＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｉｓｏｆｏｒｍｓｍｅｄｉ

ａｔｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｈｏｒｂｏｌｅｓｔｅｒａｎｄｅｓｔｒｏｇｅｎ［Ｊ］．

Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ，２００６，９６（１）：２０４－２１７

·新 趋 势·

２０１４年药物市场展望（２）

４　其他药物
ＥｌｉＬｉｌｌｙ公司期望投放其治疗糖尿病的长效 ＧＬＰ１模拟药 ｄｕｌａｇｌｕｔｉｄｅ，以及其治疗胃癌的 ｒａｍｕｃｉｒｕｍａｂ。这两类药

物有望在２０１９年销售额分别达到９７４２亿和９０４４亿美元，且去年１０月份已经向美国和欧盟递交了申请。ＭａｎｎＫｉｎｄ
公司针对其吸入性胰岛素产品———Ａｆｒｅｚｚａ递交了申请，并且确定了ＰＤＵＦＡ时间为２０１４年４月１５日，或有可能于２０１４
年投放市场。不过Ａｆｒｅｚｚａ自２００９年３月向ＦＤＡ递交药物申请共３次，被ＦＤＡ以需要补充数据为由拒绝两次。如果该
药物能投放市场，预计销售额在２０１９年将达７４６２亿美元。
２０１４年，新药研发的重点将转向更加个性化新药研发上去。总之，随着突破性药物研发数量的下降，一些目前正在

临床使用的药物专利到期，２０１４年将是制药企业面临更大挑战的一年。
（生命科学研究快报，本刊有删节）
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