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附子炮制品对阿尔茨海默病线虫的保护作用
李雯婷 程佩瑶 杨筱舟

（通讯作者）
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【摘 要】：目的：评估三种附子炮制品（黑顺片、白附片、盐附子）对阿尔茨海默病（AD）模型秀丽隐杆线虫的神经保护作用

及其潜在作用机制。方法：采用体外抗氧化实验检测其对 ABTS⁺、羟基自由基的清除能力，结合线虫 24 h急性毒性、寿命、繁殖

能力、瘫痪实验，及硫磺素 S染色、运动速率、急性氧化应激和 SOD活性检测，系统评价附子炮制品的抗氧化活性与神经保护效

应。结果：三种附子炮制品均表现出显著的浓度依赖性抗氧化活性，能延长 AD模型线虫的生存期、改善其运动功能，且可部分

抑制线虫体内 Aβ蛋白积累；急性毒性实验未发现明显不良反应，在适宜浓度下还能显著延缓线虫衰老进程、提升其繁殖能力。结

论：附子炮制品可能通过抗氧化应激机制缓解 AD模型线虫的相关病理症状，在 AD治疗中展现出一定的潜在应用价值，但其具

体作用靶点与临床疗效仍需进一步深入验证。
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）是一种以认知

功能下降和记忆障碍为特征的中枢神经系统退行性疾病[1]，据

统计，2025年 65岁以上的老年人中，AD患者预计将从 2018

年的 550万增加至 710万，2050年可能达到 1300万[2]。AD的

典型病理特征为脑内大量的 Aβ斑块和 tau蛋白缠结，其中 Aβ

病变是推动该疾病早期发展的关键因素[3]。

附子（Aconitum carmichaelii Debx.）是毛茛科植物乌头的

加工品，是传统的温里药材，含生物碱等多种生物活性成分[4]，

其双酯型二萜类生物碱具有一定毒性，经炮制可有效减毒并增

强药效[5,6]。附子炮制品（盐附子、黑顺片和白附片）[7]临床可

用于神经痛等神经系统疾病的治疗[8,9]，其神经保护相关潜力为

AD干预研究提供了切入点。为探讨附子炮制品对 AD的潜在

治疗作用及机制，本研究以经典模式生物秀丽隐杆线虫

（Caenorhabditis elegans）为实验模型开展相关研究，旨在为附

子炮制品在 AD治疗中的临床应用提供理论支持，也为神经退

行性疾病的干预研究提供新的思路。

1 材料与方法

1.1试验药物

附子采集于陕西省汉中市城固县的栽培田中（33.738°N、

107.2252°E），经陈琛教授核实确定后，其标本存放于陕西理

工大学生物科学与工程学院的植物标本馆中。

1.2动物

实验动物为秀丽隐杆线虫野生型 N2及阿尔茨海默病模型

品系 CL4176及菌株 E.coli OP50，均来源于秀丽隐杆线虫遗传

资源中心（本研究所用秀丽隐杆线虫不属于动物伦理审查范

畴，无需伦理审批）。

1.3试剂

硫磺素 S、β-巯基乙醇、Triton X-100、过硫酸钾、FeSO4、

水杨酸、VC、H2O2、BCA蛋白定量试剂盒、SOD活性检测试

剂盒（WST-1法）及 ROS检测试剂盒。

1.4仪器

体式显微镜（DK1211）、生化培养箱（LRH-250）、酶标

仪（LabservK3）、高速台式冷冻离心机（H1750R）、超声波

细胞粉碎机（JY92-HDN）及激光共聚焦显微镜（Stellaris 5）。

1.5方法

附子炮制方法：炮制方法遵循相关研究文献[10]。附子洗净

切片，40℃烘干。盐附子：泥附子以 45%NaCl 浸 12 h，加盐

续浸，逐日晾晒至出盐霜，干燥。黑顺片：45%NaCl 浸 7 d，

连液煮 10 min，切 0.5 cm片，水漂 24 h（换水 3次），蒸 2.5 h，

40℃烘干。白附片：45%NaCl 浸 7 d，连液煮 10 min，去皮切

0.3 cm片，水漂 24 h（换水 3次），蒸 2.5 h，晒干。各样品粉

碎，过 80目筛。

体外抗氧化实验：ABTS⁺清除活性参考相关文献方法并作

适当修改[11]。ABTS 配成 7 mmol/L 溶液；过硫酸钾配成 140

mmol/L溶液。取 86μL过硫酸钾溶液加入 10 mLABTS溶液，

混匀，室温避光过夜得 ABTS⁺工作液。用无水乙醇或水稀释至

734 nm吸光度 0.700±0.020，加样测吸光度，计算自由基清除

率，以 VC为阳性对照。
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羟基自由基（·OH）清除活性参照 Halliwell等方法测定[12]。

分别配制 6 mmol/L FeSO4 溶液、6 mmol/L 水杨酸溶液、8

mmol/L H₂O₂溶液。混匀后加样，室温反应 35 min，510 nm测

吸光度，计算清除率，以 VC为阳性对照。

急性毒理实验：参考 Acosta等人的方法[13]进行 24 h急性

毒理实验。将同步化至 L4 期的线虫置于含不同浓度药物的

NGM平板，20℃培养 24 h，观察线虫存活情况，筛选安全剂

量范围。

寿命实验：线虫同步化并培养至 L4期。M9清洗后转到含

有 5﹣氟尿嘧啶及药物的NGM平板上，每个平板约 50条线虫，

每天记录线虫的死亡情况，直到实验线虫全部死亡结束。实验

重复三次[14]。

繁殖能力：挑取 L4 期线虫接至已经给药 NGM 平板上，

在 20℃的培养箱中培养，转移当天计为 Day 0。线虫培养至 L4

期之后，在 5天内繁殖能力较高。故实验进行 5天，重复 3次[15]。

瘫痪实验：收集 L1 期同步化 CL4176线虫及野生型线虫

转移到给药板及对照板中上，置于 16℃条件下培养 48 h左右，

观察幼虫发育至 L3期，升温至 25℃培养。升温后第 34 h，开

始观察记录线虫瘫痪率，每 2 h观察记录一次线虫瘫痪数量及

线虫总数，计算平均瘫痪时间[16]。

硫磺素 S 染色：收集 L1 期同步化 CL4176线虫及野生型

线虫转移到平板上，在 16℃下培养幼虫发育至 L3期，升温至

25℃培养 48 h。每组加入 150μL 提前配制好的 4℃的 4%多聚

甲醛（pH 7.4），并在 4℃固定 24 h。离心去除 4%多聚甲醛，

用 PBS 冲洗 3 次，加入 150μL 5%新鲜 b-巯基乙醇、1%Triton

X-100和 125 mM Tris-HCl（pH 7.4）在 37℃下渗透 24 h。用

PBS冲洗干净，加入 150μL用 50%乙醇配制的 0.125%硫磺素 S

染色 2 min，之后用 50%乙醇脱色并用 PBS冲洗液冲洗至溶液

澄清，M9缓冲液重悬。在相同的曝光参数下，用激光共聚焦

显微镜观察并拍照[16]。

运动速率：将同步化 CL4176线虫及野生型线虫接到含有

5﹣氟尿嘧啶溶液的给药NGM上培养。16℃培养线虫至 L4期，

4天后用M9缓冲液冲下清洗收集各组线虫于 2 mL离心管中，

将各组线虫挑入显微镜载玻片上，滴加适量M9缓冲液，在显

微镜下观察线虫运动情况，并用 Leica Application Suite X(LAS

X)拍摄 1 min内线虫运动视频，每组测定 10只线虫[17]。

急性氧化应激：线虫培养至 L4期后加入终浓度为 240μM

的胡桃醌溶液。随后在M9溶液中恢复 1 h后使用体式显微镜

观察记录每小时线虫的死亡情况，直到线虫完全死亡。每组实

验最少统计 30条线虫，实验进行 3次重复[13]。

SOD抗氧化酶水平：线虫同步化处理后培养至 L3期，转

移至对照和加药 NGM 上 16℃培养 1 天，第二天转移至 24℃

培养 2天。用M9缓冲液收集清洗线虫后，加入相同比例的裂

解液，用超声破碎仪对线虫进行冰上破碎，12000 r/min，4℃

离心 10 min。按照试剂盒说明测定 SOD活性及 BCA蛋白质含

量。实验重复 3次[18]。

统计学分析方法：数据以平均值±标准差（mean±SD）表

示，组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），使用

GraphPad Prism 9.0软件进行分析，P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1附子炮制品具有抗氧化作用

在 1~5 mg/mL 浓度梯度内，黑顺片、白附片、盐附子对

ABTS⁺的清除能力随浓度升高显著增强；在 4~20 mg/mL 浓度

范围内，三种炮制品对·OH的清除能力亦呈上升趋势。阳性对

照 VC 对 ABTS⁺的 IC₅₀值为 0.02±0.05 mg/mL，黑顺片、白附

片、盐附子的 IC₅₀值分别为 1.62±0.05、2.48±0.04、2.72±0.04

mg/mL，黑顺片效果最佳，盐附子最弱。VC 对·OH 的 IC₅₀值

为 0.02±0.01 mg/mL，白附片、黑顺片、盐附子的 IC₅₀值分别为

7.46±0.02、8.65±0.16、16.40±0.54 mg/mL，白附片效果最佳。

图 1 三种附子体外抗氧化能力(n=3)

注：A：ABTS⁺清除率；B：·OH清除率；C：ABTS⁺清除 IC₅₀值；D：·OH清除 IC₅₀值；VC为阳性对照。与空白对照组相比，

****P<0.0001。
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2.2附子炮制品安全剂量范围内能延长线虫寿命

在 24 h 急性毒性实验中，所有组别均未表现出急性毒性

（图 2A-C）。野生型线虫在给药组均存活超过 24天，CL4176

型线虫则在给药组存活超过 6天（图 2D-F）。以上结果表明，

三种附子炮制品可在安全剂量范围内延长线虫寿命。

图 2 三种附子炮制品对秀丽隐杆线虫存活率及寿命的影响(n=50)

注：A–C：N2和 CL4176秀丽隐杆线虫经不同浓度三种附子炮制品处理 24 h后的存活率；D–F：N2和 CL4176秀丽隐杆线虫

经三种附子炮制品处理后的寿命曲线。

2.3附子炮制品能改善线虫的繁殖能力

对照组野生型线虫产卵量为 300±14 个，黑顺片（0.25

mg/mL、1 mg/mL）和白附片（0.25 mg/mL、1 mg/mL）及盐附

子（0.1 mg/mL、0.25 mg/mL）均未显著提高产卵量。对于CL4176

型线虫，所有处理组的产卵量均显著增加。

图 3 三种附子炮制品对 N2及 CL4176线虫产卵量的影响（n=15）

注：A：N2线虫每日产卵量；B：CL4176线虫每日产卵量；C：N2线虫总产卵量；D：CL4176线虫总产卵量；与空白对照

组比较，*P＜0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001。
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2.4附子炮制品能延缓 CL4176线虫的瘫痪进程

与空白对照组相比，各给药组 CL4176线虫未瘫痪率下降

趋势均明显延缓。以未瘫痪率达 50%的时间为平均瘫痪时间，

空白对照组为 42.2±0.1 h，黑顺片 0.25 mg/mL、1 mg/mL 组分

别为 44.2±0.4 h、48.1±1.0 h，白附片 0.25 mg/mL、1 mg/mL组

分别为 44.2±0.4 h、48.1±1.0 h，盐附子 0.1 mg/mL、0.25 mg/mL

组分别为 46.4±0.4 h、44.1±1.9 h。其中黑顺片、白附片 1 mg/mL

组平均瘫痪时间较对照组极显著延长（P<0.0001），盐附子 0.25

mg/mL组显著延长（P<0.01）。

图 4 三种附子炮制品对 CL4176线虫瘫痪率的影响（n=50）

注：A：黑顺片对 CL4176线虫未瘫痪率的影响；B：白附片对 CL4176线虫未瘫痪率的影响；C：盐附子对 CL4176线虫未瘫

痪率的影响；D：三种附子炮制品对 CL4176线虫平均瘫痪时间的影响；与空白对照组比较，**P<0.01，****P<0.0001。

2.5附子炮制品能减少 CL4176线虫肌肉细胞中的 Aβ沉积

硫磺素 S染色结果显示，空白对照组 CL4176线虫表现出

强荧光信号，表明肌肉细胞中存在大量 Aβ沉积；与模型组相

比，三种附子炮制品处理组的线虫荧光信号明显减弱，Aβ沉积

显著减少。黑顺片 1 mg/mL组效果最显著。

图 5 三种附子炮制品处理后 CL4176线虫的硫磺素 S染色

图像（n=10，标尺=100μm）

注：NC：野生型正常对照组；MC：CL4176线虫模型组；

A1：黑顺片 1 mg/mL 组；A2：黑顺片 0.25 mg/mL 组；B1：白

附片 1 mg/mL组；B2：白附片 0.25 mg/mL 组；C1：盐附子 0.25

mg/mL 组；C2：盐附子 0.1 mg/mL 组；Fluorescence：荧光视

野；Brightfield：明视野；箭头指示 Aβ沉积部位。

2.6附子炮制品能提高 CL4176模型线虫的运动速率

运动速率实验结果显示，模型组的线虫运动速率为

0.0347±0.0294 mm/s，显著低于正常对照组 0.1279±0.0430 mm/s

（P<0.0001）。与模型组相比，黑顺片（1 mg/mL）组的运动

速率为 0.1042±0.0163 mm/s，白附片（1 mg/mL）组为 0.0735±

0.0224 mm/s，盐附子（0.25 mg/mL）组为 0.0335±0.0234 mm/s，

黑顺片 1 mg/mL组表现最佳，显著提高运动速率。

图 6 三种附子炮制品对 CL4176线虫运动速率的影响（n=10）

注：与模型组比较，***P<0.001，****P<0.0001。

2.7附子炮制品能提高CL4176线虫在氧化应激条件下的存活率

胡桃醌可诱导线虫产生大量 ROS 并引发氧化应激致其死
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亡。随作用时间延长，各组线虫存活率均下降：空白对照组 3 h

内全部死亡，各给药组 3 h后仍有存活、4 h前全部死亡。空白

对照组平均存活时间 1.383±0.108 h，黑顺片 1 mg/mL 组

（1.635±0.073 h）较对照组极显著延长（P<0.0001），抗氧化

应激效果最优；其余给药组存活时间为 0.8444~1.508 h。

图 7 三种附子炮制品对胡桃醌诱导的 CL4176线虫氧化应激的保护作用（n=30）

注：A：黑顺片对氧化应激条件下线虫存活率的影响；B：白附片对氧化应激条件下线虫存活率的影响；C：盐附子对氧化应

激条件下线虫存活率的影响；D：三种附子炮制品对氧化应激条件下线虫平均存活时间的影响；与空白对照组比较，*P＜0.05，

**P<0.01，****P<0.0001。

2.8三种附子炮制品能增强 CL4176线虫体内的 SOD活性

SOD 活性测定显示，CL4176 模型组线虫 SOD 活性

（8.87±0.36 U/mg prot）较野生型对照组（54.61±9.61 U/mg

prot）极显著降低（P<0.0001）。与模型组相比，各给药组 SOD

活性均有提升：黑顺片 0.25 mg/mL（26.34±15.76 U/mg prot，

P<0.05）、1 mg/mL（42.52±3.49 U/mg prot，P<0.0001），白

附片 0.25 mg/mL（6.01±3.85 U/mg prot）、1 mg/mL（11.19±2.15

U/mg prot），盐附子 0.1 mg/mL（6.30±1.96 U/mg prot）、0.25

mg/mL（12.21±1.97 U/mg prot），其中黑顺片 1 mg/mL组 SOD

活性最高。

图 8 三种附子炮制品对 CL4176线虫体内 SOD活性的影

响（n=50）

注：与模型组比较，***P<0.001，****P<0.0001。

3 讨论

本研究基于秀丽隐杆线虫模型系统评价了三种附子炮制

品（黑顺片、白附片和盐附子）对阿尔茨海默病（AD）的干

预作用。结果表明，附子炮制品在体外具有一定的自由基清除

能力，在体内可显著延长线虫寿命、改善运动能力、延缓瘫痪

进程，并减少 Aβ沉积，提示其具有潜在的神经保护作用。

氧化应激被认为是 AD发生发展的重要机制之一。过量活

性氧（ROS）可导致蛋白质错误折叠、脂质过氧化及线粒体功

能障碍，从而加速神经元损伤。本研究中，附子炮制品不仅提

高了线虫在急性氧化应激条件下的存活率，还显著提升了 SOD

活性，说明其可能通过增强内源性抗氧化防御系统发挥作用。

此外，CL4176模型线虫中 Aβ沉积减少及瘫痪延缓提示附

子炮制品可能对 Aβ毒性具有干预作用。这可能与其调控氧化

应激相关信号通路（如 DAF-16/FOXO或 SKN-1/Nrf2通路）有

关，但具体机制尚需进一步通过分子生物学手段验证。

不同炮制品之间存在一定差异，其中黑顺片在多数实验中

表现出更优效果，提示炮制工艺可能通过改变活性成分含量而

影响药效。这与已有研究中“炮制减毒增效”的观点一致。

需要指出的是，本研究仍存在一定局限性，如实验模型局

限于线虫水平，尚缺乏哺乳动物实验及临床证据支持。因此，

未来应结合更高等级动物模型及临床研究，进一步明确其作用

机制及应用价值。

4 结论

本研究表明，附子炮制品（黑顺片、白附片和盐附子）在

阿尔茨海默病模型线虫中具有一定的神经保护作用，可通过抗

氧化应激机制延长寿命、改善运动功能、抑制 Aβ沉积并延缓

瘫痪进程。其中黑顺片作用较为显著。研究结果提示附子炮制
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品在阿尔茨海默病干预中具有潜在应用价值，但其具体作用机

制及临床疗效仍有待进一步研究验证。
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