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［摘要］ 目的 探讨五子衍宗丸防治神经管畸形 ( NTDs) 的可能作用机制。 方法 PC12 细胞随机分为空
白组、模型组及五子衍宗丸低、中、高剂量组。除空白组外，其余各组采用全反式维甲酸 ( atＲA) 干预
PC12 细胞构建 NTDs模型。五子衍宗丸低、中、高剂量组分别给予含五子衍宗丸的 ＲPMI-1640 培养基并使
其最终浓度分别为 125、250、500μg /ml 进行预处理，模型组和空白组加入 ＲPMI-1640 培养基。测定各组
PC12 细胞活力及细胞凋亡率，并提取空白组、模型组及经细胞活力、细胞凋亡率实验确定的最佳剂量五子
衍宗丸组细胞总 ＲNA测序，筛选差异表达基因，运用维恩图得到目的差异表达基因集，并进行 GO 功能和
KEGG通路显著性富集分析，对与细胞凋亡相关的差异基因进行共表达网络分析。 结果 模型组 PC12 细胞
活力显著下降，细胞凋亡率显著增加，五子衍宗丸各剂量组细胞活力增强、细胞凋亡率降低，且以五子衍宗
丸低剂量组效果最佳 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。目的差异表达基因集 GO 功能分析显著富集到内质网应激介
导细胞凋亡相关和细胞增殖生长相关的 GO条目，KEGG通路分析显著富集到细胞生长和死亡相关的信号通
路。与模型组比较，五子衍宗丸低剂量组内质网应激相关基因 Ern1、Casp12、Creb3l1 下调，抗凋亡基因
Birc5 上调，与模型组较空白组这些基因上下调方向正好相反。 结论 五子衍宗丸可抑制细胞凋亡，保护神
经元样细胞，其机制与调控内质网应激相关的基因表达，与染色体分离、细胞核分裂、细胞周期等细胞增
殖、生长和死亡等生物过程或信号通路相关。
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神经管畸形 ( neural tube defects，NTDs) 是中
枢神经系统的严重出生缺陷，由胚胎形成过程中神

经管闭合失败引起，包括脊柱裂和无脑畸形等［1］。
细胞凋亡在 NTDs 形成过程中发挥着一定的作用，
细胞凋亡的失调会导致颅神经闭合缺陷［2］，细胞

死亡的增加能够使神经上皮细胞的完整性受到功能

性或机械性的损伤从而抑制神经管闭合［3］，凋亡

过程中相关基因的缺失或异常表达则能够引起

NTDs［4 － 5］。目前临床主要用叶酸预防 NTDs，但叶

酸也不能完全消除 NTDs［6］。
NTDs是先天性发育异常，其中腿部无力、瘫

痪或变形，脑积水，学习障碍是其主要临床表现。
我们认为，NTDs属于中医学肾精亏损为主的先天
禀赋不足的范畴，通过补肾益精的方法能达防治之

功［7 － 8］。五子衍宗丸取义衍宗繁育子嗣之义，有补
血益肾、填精益髓之效，是补肾良方。全反式维甲
酸 ( all-transretinoic acid， atＲA ) 是公认的制备
NTDs模型的药物［9］，PC12 细胞是研究神经系统疾

病的经典细胞［10］。本研究用 atＲA 诱导 PC12 细胞
凋亡建立 NTDs细胞模型，运用 ＲNA-seq 技术在基
因层面探讨五子衍宗丸对神经元细胞凋亡的保护作

用及可能作用机制。
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1 材料

1. 1 细胞株
PC12 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株 ( 未分

化) 购自中国科学院上海生科院细胞资源中心，

源自美国模式菌种收集中心 ( ATCC) ，编号 CＲL-
1721。置于液氮中保存。
1. 2 药品
五子衍宗丸由菟丝子、枸杞子、五味子、覆盆

子、车前子组成，北京同仁堂股份有限公司同仁堂
制药厂生产，批号: 17035142。将五子衍宗丸研磨
成微细粉末后制备浸膏备用。
1. 3 主要试剂和仪器
标准 胎 牛 血 清 ( HyClone 公 司，批 号:

GYKO119 ) ; 马 血 清 ( Gibco 公 司， 批 号:
16050122) ; ＲPMI-1640 培养基 ( HyClone 公司，
批号: ABA211779) ; 神经生长因子 ( PeproTech 公
司，批号: 061260L3014) ; atＲA ( Sigma 公司，批
号: Ｒ2625) ; 二甲基亚砜 ( DMSO，MP 公司，批
号: 6349K ) ; 谷氨酰胺 ( Hyclone 公司，批号:
56-85-9 ) ; 青 链 霉 素 ( Biosharp 公 司，批 号:
66056725) ; 膜联蛋白Ⅴ ( Annexin V) -异硫氰酸
荧光素 ( FITC) /碘化丙啶 ( PI ) 试剂盒 ( Beyo-
time公司，批号: C1062 ) ; 3，3'-［1- ( 苯氨酰
基) -3，4-四氮唑］ -二 ( 4-甲氧基-6-硝基) 苯磺
酸 钠 ( XTT ) 试 剂 ( Sigma 公 司， 批 号:
403A0214) ; 人胎盘Ⅳ型胶原 ( Sigma 公司，批号:
C5533) ; ＲNeasy Mini Kit 试剂盒 ( Qiagen 公司，
批号: 151047028) 。
流式细胞仪 ( BD 公司，型号 FACS Calibur) ;

酶标仪 ( Leica 公司，型号 C-1150 ) ; CO2 培养箱

( Thermo 公司，型号 3131 ) ; 转录组测序仪 ( Illu-
mina公司，型号 HiSeqTM 2000) ; 倒置相差显微镜
( Leica 公司，型号 DMI3000B) ; 高速冷冻离心机
( Eppendorf公司，型号 5840) 。

2 方法

2. 1 细胞培养
将 PC12 细胞从液氮中取出，移入离心管，在

室温下以 1500 r /min ( 离心半径 10 cm ) 离心
10 min。去除上清液，用 5 ml新鲜培养基重悬沉淀
细胞。用一个新的带针头的 20 ml 无菌注射器轻轻
抽吸 4 或 5 次将细胞团分散。将等分的细胞悬液加
入新的 75 cm2 培养瓶中，再加入 15 ml 新鲜的含
10%马血清、5%胎牛血清、2 mmol /L 谷氨酰胺、

青霉素 ( 100 U /ml ) 及链霉素 ( 100μg /ml ) 的
ＲPMI-1640 培养基中，使细胞密度为 5 × 105 /ml，
将培养瓶放入 37℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中
培养。
2. 2 分组、造模及给药
将 PC12 细胞根据随机数字表分为空白组、模

型组及五子衍宗丸低、中、高剂量组，每组 3 个复
孔。6 孔板、96 孔板使用前用人胎盘Ⅳ型胶原预处
理，6 孔板每孔加入 200μl，96 孔板每孔加入 30μl
的 0. 1 mg /ml 人胎盘Ⅳ型胶原溶液，置 37℃、5%
CO2 培养箱 24 h 后吸弃人胎盘Ⅳ型胶原，再置于
37℃、5%CO2 培养箱 24 h 后用于实验。各组细胞
用含 50 ng /ml 的 ＲPMI-1640 培养基制成细胞悬液
接种于 6 孔板中，每孔 2 ml，神经生长因子诱导分
化 24 h; 五子衍宗丸低、中、高剂量组分别给予含
终浓度为 125、250、500μg /ml 五子衍宗丸的 ＲP-
MI-1640 培养基进行预处理，模型组和空白组加入
ＲPMI-1640 培养基并使其与五子衍宗丸低、中、高
剂量组体积相同; 24 h 后模型组和五子衍宗丸低、
中、高剂量组分别加入含 atＲA 的 ＲPMI-1640 培养
基并使其最终浓度为 20μmol /L，干预 24 h，空白组
加入 DMSO使其体积与其他组相同。
2. 3 检测指标及方法
2. 3. 1 XTT 法检测细胞活力 将 PC12 细胞 5 ×
104 /孔接种于 96 孔板，细胞分组及处理同上，分
别加入 XTT溶液 50μl，37℃恒温避光培养 4 h。将
培养好的 96 孔平底培养板放入多功能酶标仪检测
492 nm处各孔的吸光度 ( OD) 值。
2. 3. 2 流式细胞术检测细胞凋亡情况 PC12 细胞
以 5 × 105 /孔接种于 6 孔板，细胞分组及处理同上，
1200 r /min ( 离心半径 10 cm) 离心 5 min，收集细
胞，PBS冲洗 2 次，结合缓冲液中悬浮细胞，吹均
匀后加入 5μl Annexin V-FITC，混匀后 4℃条件下
避光保存 20 min，再加 5μl PI，混匀后 4℃条件下
避光保存 10min，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
2. 3. 3 转录组测序及数据分析 用 ＲNeasy Mini试
剂盒提取空白组、模型组以及通过以上两项检测确
定的五子衍宗丸最佳给药剂量组的总 ＲNA。用转
录组测序仪进行 ＲNA-seq。采用 fastqc 查看原始序
列质量，使用 Trim_ galore 对原始序列进行质量控
制，对低质量及 adaptor 序列进行处理。处理后的
测序序列使用 STAＲ-2. 5. 4b 与大鼠基因组 UCSC
rn6 进行比对。Ｒ-3. 5. 0 软件的 edgeＲ 程序包用于
检测空白组、模型组和五子衍宗丸组之间的差异表
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达基因，Benjamini Hochberg ( BH) 方法控制错误
发现率 ( false discovery rate，FDＲ) ，差异基因定义
为: FDＲ ＜ 0. 05， | log2FC | ＞ 2，其中 | log2FC |
为差异倍数，FC ( Fold Change) 表示样本表达量
的比值。用维恩图得到目的差异表达基因集。
Cluster Profiler程序包对目的基因集进行 GO功能分
析 ( P ＜ 0. 01) 和 KEGG通路分析 ( P ＜ 0. 05) ，P
值都用 BH校正。通过表达预处理 9 个样本中至少
3 个的表达量 CPM ( count per million ) ＞ 1，用
WGCNA建立共表达网络。根据 WGCNA 协议，选
择“7”作为软阈值，共表达网络用 Cytoscape
v3. 7. 1 进行可视化处理。
2. 4 统计学方法
采用 GraphPad Prism 5. 0 统计软件进行数据分

析，计量资料用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间
比较用单因素方差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

3 结果

3. 1 各组 PC12 细胞活力比较
表 1 示，与空白组比较，模型组 OD 值显著降

低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，五子衍宗丸各剂
量组 OD 值均显著升高 ( P ＜ 0. 01 ) ，五子衍宗丸
低剂量组升高最为显著，且明显高于五子衍宗丸高

剂量组 ( P ＜ 0. 05) 。

表 1 各组 PC12 细胞活力比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 OD值

空白组 3 0. 83 ± 0. 04
模型组 3 0. 43 ± 0. 02*

五子衍宗丸低剂量组 3 0. 80 ± 0. 03△

五子衍宗丸中剂量组 3 0. 71 ± 0. 02△

五子衍宗丸高剂量组 3 0. 65 ± 0. 01△▲

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01;

与五子衍宗丸低剂量组比较，▲P ＜ 0. 05

3. 2 各组 PC12 细胞凋亡率比较
表 2示，与空白组比较，模型组 PC12细胞凋亡

率明显升高( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，五子衍宗

表 2 各组 PC12 细胞凋亡率比较 ( %，珋x ± s)

组别 样本数 细胞凋亡率

空白组 3 4. 23 ± 0. 38
模型组 3 10. 27 ± 0. 22*

五子衍宗丸低剂量组 3 6. 07 ± 0. 23△

五子衍宗丸中剂量组 3 7. 27 ± 0. 32△

五子衍宗丸高剂量组 3 8. 01 ± 0. 12△▲

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01;

与五子衍宗丸低剂量组比较，▲P ＜ 0. 01

丸各剂量组 PC12 细胞凋亡率均明显降低 ( P ＜
0. 01) ，五子衍宗丸低剂量组降低最为显著，且明
显低于五子衍宗丸高剂量组 ( P ＜ 0. 01) 。
3. 3 各组 PC12 细胞凋亡相关基因表达比较
以上两个实验结果表明，五子衍宗丸防治

NTDs细胞模型的最佳给药剂量为 125μg /ml。故以
下实验提取的五子衍宗丸组总 ＲNA 来自于五子衍
宗丸低剂量组。
3. 3. 1 差异基因表达结果 对测序后的数据使用
edgeＲ进行差异表达基因分析。图 1 示，空白组、
模型组、五子衍宗丸组每组的 3 个样本在图中的位
置较集中，说明各组的重复聚类性很好，没有出现

异常样本。各组样本位置较分散，说明各组间基因
表达差异较为显著。图 2 示，与空白组相比，模型
组148个基因表达上调，591个基因表达下调。与

图 1 PC12 细胞凋亡相关基因表达的
多维标度分析 ( MDS) 图

图 2 各组 PC12 细胞凋亡相关基因差异表达维恩图
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模型组相比，五子衍宗丸组 484 个基因表达上调，
121 个基因表达下调。模型组比空白组的上调基因
与五子衍宗丸组比模型组的下调基因有 103 个相
同，模型组比空白组的下调基因与五子衍宗丸组比

模型组的上调基因有 407 个相同，且占差异基因的
大部分。也就是说，atＲA 与五子衍宗丸对这两部
分基因的作用相反，故之后主要对这两个目的基因

集进行进一步分析。为了方便描述，将包含 103 个
基因的称为基因集 M，将包含 407 个基因的称为基
因集 N。

3. 3. 2 目的基因集 GO 分析结果 为了进一步了
解五子衍宗丸作用的分子机制，我们对基因集 M、
N分别进行 GO富集分析。基因集 M的 GO富集分
析只在生物过程类有显著富集，且只有 “内质网
应激反应”“细胞对未折叠蛋白的反应” “内质网
应激反应的内在凋亡信号通路”等 8 个 GO 条目
( 图 3) 。基因集 N的 GO富集分析在生物过程类有
“染色体分离” “细胞核分裂” “细胞周期相变”
等 132 个 GO条目 ( 图 4 为最显著富集的前 30 个
条目) ，细胞组分类有 34 个 GO条目，分子功能类

注: 基因集 M，模型组比空白组的上调基因与五子衍宗丸比模型组的下调基因的 103 个相同基因
图 3 基因集 M显著富集的 GO条目与基因关系图 ( P ＜ 0. 01，BH校正)

注: GO条目是显著富集的前 30 个 GO条目; 基因是出现在不少于 5 个 GO 条目中的基因; 基因集 N，模型组比空白组的
下调基因与五子衍宗丸组比模型组的上调基因的 407 个相同基因

图 4 基因集 N显著富集的 GO条目 ( 生物过程) 与基因关系图 ( P ＜ 0. 01，BH校正)
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表 3 基因集 M、N的 KEGG通路富集结果 ( P ＜ 0. 05，BH校正)

ID号 功能描述
样本基因
比率

库基因
比率

P值
( BH校正) 基因数 样本基因富集到

KEGG通路上的基因

rno04110 细胞周期 19 /238 127 /8562 4. 61E-07 19 Orc1，Mcm3， Chek2， Mcm6， Cdc45， Cdc20， Tgfb1，
E2f1， Mcm5， Cdc6， Ccnb1， Plk1， Espl1， Pttg1，
Bub1b，Cdk1，Ccnb2，Ccna2，Ttk

rno00100 类固醇生物合成 6 /238 19 /8562 0. 001158 6 Fdft1，Sqle，Ebp，Dhcr24，Cyp51，Dhcr7
rno04725 胆碱能突触 12 /238 114 /8562 0. 001361 12 Creb3l1， Cacna1s， Plcb4， Camk4， Gng13， Chrnb4，

Chrna3，Chat，Kcnq3，Slc18a3，Plcb1，Pik3r5

rno05031 苯丙胺成瘾 8 /238 66 /8562 0. 004311 8 Creb3l1， Arc， Slc18a1， Fosb， Camk4， Calml4，
Ppp1r1b，Maob

rno04925 醛固酮的合成和分泌 11 /238 98 /8562 0. 004311 11 Creb3l1， Cacna1s， Plcb4， Ldlr， Atp1b1， Camk4，
Atp2b2，Calml4，Atp2b4，Nr4a1，Plcb1

rno05146 阿米巴病 10 /238 101 /8562 0. 021231 10 Col4a1， Ｒab7b， Lamb2， Serpinb1a， Actn1， Plcb4，
Lamb3，Tgfb1，C9，Plcb1

注: 基因集 M，模型组比空白组的上调基因与五子衍宗丸比模型组的下调基因的 103 个相同基因; 基因集 N，模型组比空白组的下调基因

与五子衍宗丸组比模型组的上调基因的 407 个相同基因

有 6 个 GO条目显著富集。可以看出 GO 功能主要
富集在生物过程类上，为了找到关键基因，进一步

分析显著富集 GO 条目与基因的关系。图 3、图 4
示，同一基因出现在不同 GO 条目中的次数较多，
说明该基因参与了多种生物学过程，很可能是多种

生物学过程的枢纽基因，起关键作用。出现在基因
集 M的 GO 条目中 60%以上的基因有: Bhlha15，
Casp12，Creb3l1，Ern1，Yod1; 出现在基因集 N
的最显著 30 个生物过程类的 GO 条目中 60%以上
的基 因 有: Birc5， Bub1b， Ccnb1， Cdc6， Cit，
Fbxo5，Ndc80，Plk1，Pttg1，Spdl1，Tacc3，Ttk。
3. 3. 3 目的基因集 KEGG分析结果 将基因集 M、
N中基因进行 KEGG通路富集分析，以了解五子衍
宗丸作用可能相关的信号通路。表 3 示，“细胞周
期”“类固醇生物合成”“胆碱能突触”等通路显
著富集，这些通路基本都与基因集 N 中的基因相
关，单独对基因集 M 进行 KEGG 富集，无显著富
集通路。 Tgfb1、 Plcb4、 Plcb1、 Pik3r5、 Camk4、
Creb3l1 基因与两条 KEGG 通路相关，可能是关键
基因。
3. 3. 4 五子衍宗丸对 atＲA 诱导的 PC12 细胞凋亡
相关基因的影响 atＲA诱导的 PC12 细胞是凋亡模
型，因此我们特别关注凋亡相关的基因，基因集

M、N 与 KEGG 通路 rno 04210 凋亡的 141 个基因
比对，得到 3 个基因 Ern1、Casp12、Birc5。Ern1
和 Casp12 是基因集 M 中的基因，与内质网相关的
凋亡途径相关。Birc5 是基因集 N 中的基因，是凋
亡抑制因子基因家族成员。
3. 3. 5 共表达网络分析 对基因集 M、N 进行共
表达网络分析，9 个样本聚类后，空白组、模型

组、五子衍宗丸组每组的 3 个样本聚类，空白组与
五子衍宗丸组也聚类，说明 atＲA 干预的 PC12 细
胞在五子衍宗丸的作用下趋向于空白组的状态，五

子衍宗丸对细胞凋亡有一定抑制作用。皮尔森系数
法相关系数 r ＞ 0. 8、节点相关度最高的 20 个节点
如表 4 所示，且节点都与 Ern1、Casp12、Birc5 相
关。我们着重关注与凋亡基因 Ern1、Casp12、
Birc5 相关联的基因 ( 如图 5) ，分析得到 110 个基
因，对这些基因做 KEGG 富集分析，结果包含
3. 3. 3 分析得到的“细胞周期”和“类固醇生物合
成”KEGG通路。

表 4 基因集 M、N共表达网络分析节点相关度
最高的节点 ( 前 20 个)

基因 节点相关度 基因 节点相关度

Scd 440 Hmgcs1 440
Mboat1 439 Nuf2 439
Hand2 437 Fads1 436
Serinc5 435 Ｒasd1 435
Nrn1 440 Cga 436
Acat2 438 Ascl1 435
Sncb 436 Npepo 439
Angpt2 435 Idi1 437
Dusp6 439 Serpinb2 435
Ncald 437 Nptxr 433

注: 基因集M，模型组比空白组的上调基因与五子衍宗丸比模
型组的下调基因的 103 个相同基因; 基因集 N，模型组比空白组的
下调基因与五子衍宗丸组比模型组的上调基因的 407 个相同基因

3. 3. 6 关键基因筛选 基于以上 GO 功能富集分
析、KEGG通路富集分析、细胞凋亡通路基因比对
及共表达网络分析，atＲA诱导的 PC12 细胞凋亡在
五子衍宗丸的作用下，至少在两个分析结果中包含

的基因有 Birc5、Ern1、Casp12、Creb3l1，认定其
为关键基因。
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注: 基因集 M，模型组比空白组的上调基因与五子衍宗丸比模型组的下调基因的 103 个相同基因; 基因
集 N，模型组比空白组的下调基因与五子衍宗丸组比模型组的上调基因的 407 个相同基因

图 5 基因集 M、N中 Ern1、Casp12、Birc5 相关联基因共表达网络分析图

4 讨论

NTDs的发生机制与细胞凋亡密切相关，细胞
凋亡与细胞增殖受相关促凋亡基因和抗凋亡基因的

精确调控并共同在神经管形成过程中发挥重要作

用［11］，若神经管细胞凋亡异常，会导致 NTDs。中
医理论认为，“肾藏精，主骨生髓”，故补肾方剂
多对生殖、神经系统疾病有一定的临床疗效［12］，
相关补肾方剂对神经元细胞凋亡有一定的抑制作

用［13 － 14］。李莉等［15］等研究发现，五子衍宗丸能够
改善少弱精子症模型大鼠精子质量，减少精原细胞

的凋亡，其可能与线粒体通透性转换孔异常开放的

抑制作用有关。谭为等［16］研究发现，五子衍宗丸
可通过调节 Bcl-2 /Bax信号通路减轻紫杉醇诱导的
小肠隐窝细胞的凋亡损伤。另外，五子衍宗丸中的
枸杞子、菟丝子、覆盆子三味药或其有效成分都具
有一定的抑制细胞凋亡作用［17 － 19］。以上研究表明，
补肾方剂五子衍宗丸对细胞凋亡有一定的抑制作用。
细胞凋亡的机制高度复杂，外源性或死亡受体

途径和内源性或线粒体途径是两种经典的介导细胞

凋亡的信号传导通路［20］，其中内质网应激途径近

年来被广泛关注［21 － 22］。当内质网处于应激状态时，
未折叠蛋白反应可激活 3 种转录因子 IＲE1 /Ern1、
PEＲK /PEK、ATF6，引起未折叠的或错误折叠的蛋
白在内质网上沉积降解。细胞中出现长时间或高强
度的未折叠蛋白反应时，可启动内质网应激介导的

细胞凋亡。IＲE1 是分布于内质网膜上的一种蛋白
激酶，激活的 IＲE1 可以传导细胞存活和凋亡信
号［23］。Caspase12 仅在内质网应激中被活化，内质
网应激状态下激活的 Caspase12 由内质网膜转位到
细胞质，对 Caspase9 酶原进行切割以使之活化，
进而顺序激活 Caspase3 等效应 Caspase，全面引发
Caspase介导的细胞凋亡途径［24］。Creb3l1 基因编
码的蛋白是与 ATF6 有很高序列相似性的内质网跨
膜转录因子，在多种生理模型中被内质网应激激

活［25 － 26］。本 研 究 结 果 中 的 关 键 基 因 Ern1、
Casp12、Creb3l1 均与内质网应激相关。模型组比
空白组的上调基因，五子衍宗丸组比模型组的下调

基因，显著富集到内质网应激介导细胞凋亡相关的

·9311·中医杂志 2019 年 7 月第 60 卷第 13 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2019，Vol． 60，No． 13



GO条目“GO: 0034976 内质网应激反应” “GO:
0030968 内质网展开蛋白反应”“GO: 0070059 内
质网应激反应的内在凋亡信号通路”，这 3 个 GO
条目都包含基因 Ern1、Casp12、Creb3l1。因此，
五子衍宗丸抑制 atＲA 诱导的 PC12 细胞凋亡很可
能是通过调节 Ern1、Casp12、Creb3l1 内质网应激
相关的基因，进而影响内质网应激介导的细胞凋亡

途径实现。
IAPs是一个保守的蛋白质家族，也被称为含

BIＲ的蛋白质 ( BIＲCs) ，它们中的大多数在过度
表达时表现出抗凋亡的特性，而 IAPs 蛋白家族中
最小的凋亡抑制因子 Birc5 /Survivin 是一种细胞增
殖和分裂调节因子［27］。本研究结果中关键基因
Birc5 在模型组与空白组比较中下调，五子衍宗丸
组与模型组比较中上调，促进细胞存活拮抗凋亡。
五子衍宗丸作用下 atＲA 诱导的 PC12 细胞凋亡的
分子机制与基因集M、N显著富集到的“染色体分
离”“细胞核分裂”“细胞周期相变”等生物过程、
“细胞周期” “类固醇生物合成”等 KEGG 通路有
一定的相关性。
综上所述，五子衍宗丸可抑制 atＲA 诱导的

PC12 细胞凋亡，其作用机制是整体性的，与调控
内质网应激相关的基因表达相关，下调了内质网应

激相关基因 Ern1、Casp12、Creb3l1; 与凋亡抑制
因子 Birc5 /Survivin 相关，上调了抗凋亡基因
Birc5; 与“染色体分离”“细胞核分裂”“细胞周
期”等细胞增殖、生长和死亡等生物过程或 KEGG
通路相关。因此，我们推测调节细胞凋亡相关基因
的表达是五子衍宗丸抑制细胞凋亡进而防治 NTDs
的重要分子机制。但是，明确具体的调控机制还需
要在相关通路某些关键节点上进行相关蛋白质、细
胞因子等验证。
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Effects of Wuzi Yanzong Pills ( 五子衍宗丸) on the Apoptotic Pathway of Neural Tube Defects Cell Model
LI Ｒuixue1，FAN Huijie1，CHAI Zhi1，LI Yanrong1，SUN Mengying1，XIAO Wushuai1，YU Jiezhong2，LI
Yanhua2，ZHANG Bo3，MA Cungen1，ZHOU Ｒan1

( 1． Basic Medical College，Shanxi University of Chinese Medicine，Shanxi，030619; 2． Institute of Brain Science，Datong University，
Shanxi Province; 3． Shanxi Health Vocational College)

ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Wuzi Yanzong Pills ( 五子衍宗丸) on apoptotic path-
way of neural tube defects ( NTDs) cell model． Methods PC12 cells were randomly divided into a blank group，a
model group and Wuzi Yanzong Pills low，medium，high dose group． All groups but the blank group used all-trans ret-
inoic acid ( atＲA) to intervene PC12 cells to construct NTDs model． The low，medium and high doses of Wuzi Yan-
zong Pills were given ＲPMI-1640 medium containing Wuzi Yanzong Pills and the final concentration was 125，250，
500μg /mL，respectively for pre-treatment． The model group and the blank group were added with ＲPMI-1640 medi-
um． The viability and apoptosis rate of PC12 cells in each group were determined，and the total ＲNA sequencing of
the blank group，the model group and the optimal dose of the Wuzi Yanzong Pills group that determined by cell viabili-
ty and apoptosis rate was extracted． The differentially expressed genes were screened and the target differentially ex-
pressed gene set was obtained by Venn diagram，and performed significant enrichment analysis of GO function and
KEGG pathway，and also performed co-expressed network analysis of differential genes related to apoptosis． Ｒesults
The cell viability of PC12 cells in the model group was significantly decreased，and the apoptosis rate was signifi-

cantly increased． The cell viability of Wuzi Yanzong Pills groups were increased，apoptosis rate decreased，and the
best result appeared in the Wuzi Yanzong Pills low dose group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Target differentially expressed
gene set GO functional analysis was significantly enriched into endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis-associated
and cell proliferation-related GO entries，and the KEGG pathway analysis significantly enriched the cell growth and
death-related signaling pathways． Compared with the model group，the endoplasmic reticulum stress-related genes
Ern1，Casp12 and Creb3l1 were down-regulated in the Wuzi Yanzong Pills low-dose group，and the anti-apoptotic
gene Birc5 was up-regulated，which was in the opposite direction to the genes in the model group compared with the
blank group． Conclusion Wuzi Yanzong Pills can inhibit apoptosis，protect neuron-like cells，and its mechanism
might be related to the regulation of gene expression related to endoplasmic reticulum stress，and biological processes or
signal pathways such as chromosome segregation，cell division，cell cycle and other cell proliferation，growth and death．
Keywords Wuzi Yanzong Pills ( 五子衍宗丸) ; neural tube defects; cell apoptosis; apoptotic pathway; cell proliferation
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