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圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞损伤的保护作用及其机制 *
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摘要 目的：探讨圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞损伤的保护作用及其机制。方法：采用MTT法筛选圣草酚对 A茁25-35诱导的

PC12细胞损伤的有效保护浓度，进一步采用流式细胞术检测圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞的凋亡率的影响，并通过试剂盒

检测圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞胆碱能系统受体活性的影响。结果：MTT结果显示 2× 10-3 滋mol/L圣草酚可显著促进
A茁225-35诱导的 PC12细胞增殖 (P<0.05)。流式细胞术结果显示 2× 10-3 滋mol/L圣草酚和雌二醇均可以显著抑制 A茁25-35诱导的

PC12细胞凋亡(P<0.05)，提高其乙酰胆碱及乙酰胆碱转移酶活性并且降低乙酰胆碱酯酶的活性(P<0.05)，且二者的作用相当，差

异无统计学意义(P>0.05)。结论：圣草酚可能通过提高 Ach及 ChAT的含量，降低 AchE的含量，调节胆碱能系统相关酶的活性，发

挥对 A茁25-35诱导的 PC12细胞的保护作用。
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Effect of Eriodictyol on the Cholinergic System in A茁25-35-induced PC12 Cells
and Its Mechanism*

To observe the protection effects and it's mechanism of eriodictyol on PC12 cell injury induced by A茁25-35.

MTT assay was used to choose the effective concentration of eriodictyol to A茁25-35 injured PC12 cells, furthermore, flow cytom-

etry was used to detect the effect of eriodictyol on the apoptosis rate of PC12 cells induced by A茁25-35. The effect of eriodictyol on the ac-

tivity of cholinergic receptor in PC12 cells induced by A茁25-35 was detected by Kit. MTT results showed that 2× 10-3 mol/L could

significantly promote the proliferation of PC12 cells induced by A茁25-35 (P<0.05). Flow cytometry showed that 2× 10-3 mol/L eriodictyol

and estradiol can significantly inhibit the apoptosis of PC12 cell induced by A茁25-35 (P<0.05), improve the transferase activity and de-

creased the activity of acetylcholinesterase and the acetylcholine acetylcholine (P<0.05), and two of us, there was no statistically signifi-

cant difference (P>0.05). The eriodictyol can protect the PC12 cells induced by A茁25-35 through increasing the content of Ach

and ChAT, decreasing the content of AchE, regulating the activity of related enzymes in cholinergic system has obvious protective effects

on PC12 cell injury induced by A茁25-35, and its mechanism may be related to the cholinergic system.
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前言

阿尔茨海默病(Alzheimer's disease，AD)是一种以渐进性记

忆障碍、认知功能障碍、行为异常等为特点的中枢神经系统退

行性疾病[1]。老年痴呆中 AD占较大比例，是继肿瘤、中风和心

血管疾病之后的又一致死疾病[2]，已经成为不可忽视的全球性
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社会问题。因此，加大对阿尔茨海默病的研究力度，开发有效的

防治 AD药物尤为重要。

圣草酚(3',5,4',7-四羟基黄酮烷，Eriodictyol)是广泛分布于

水果和蔬菜[3]中的多酚黄酮类化合物，主要存在于柠檬和花生

中[4]。黄酮类化合物种类繁多，圣草酚作为黄酮类化合物是一种

天然植物雌激素成分。植物雌激素可有效预防早老性痴呆，还

能影响和提高认知功能[5-9]。在 AD众多假说中，胆碱能神经丢

失学说对于 AD的发病机制被人们认可[10]。因此，本研究主要

探讨了圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞胆碱能系统的影响

及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株

PC12细胞(高分化，货号：ZQ0150)购于上海中乔新舟生物

科技有限公司。

1.2 药物与试剂

圣草酚(纯度 98%，批号MUST-15051213)购于北京百灵威

科技有限公司；茁-雌二醇(E2，纯度 98%，批号 E2758)购于 SIG-

MA-ALDRICH；DMEM高糖培养基、胎牛血清(FBS)和双抗购

于 Hyclone公司；二甲基亚砜(DMSO)、噻唑蓝(MTT)购于 Sig-

ma公司；磷酸盐缓冲溶液(PBS，批号 P1010-2L)购于 Solarbio

公司；A茁25-35(批号 Y-0044)购于北京博奥森生物技术有限公司；

乙酰胆碱 (ACH) 测定试剂盒 (批号 A105-1)、乙酰胆碱酯酶

(A-CHE)测试盒(批号 A024)、乙酰胆碱转移酶(ChAT)测定试剂

盒 (批号 A079-1)，购于南京建成生物工程研究所；Annex-

in-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒(批号 C1063)，购于碧云天生物

技术研究所。

1.3 主要仪器

HF90型 -二氧化碳培养箱 -中国 -上海智城分析仪器有

限公司，BCM-1000A型 -生物洁净工作台 -中国 -苏州安泰技

术公司，IX-71-21PH 型 -Olympus 倒置显微镜 - 日本 - 日本

Olympus株式会社，MK3型 -酶标仪 -中国 -上海热电仪器有

限公司，LDZX-4DSBI型 -自动电热压力蒸汽灭菌器 -中国 -

上海申安医疗器械厂，Research UV UF型 -超纯水制备系统 -

中国 -上海和泰仪器公司，8-5K型 -离心机 -中国 -上海安亭

科学仪器厂，HPC-150个人型便携式流式细胞仪购于 Handyem

公司。

1.4 方法

1.4.1 分组及给药 将对数期生长的 HDF以 4000/孔接种到

96孔板中，37℃、5% CO2培养。实验分为空白组(正常 PC12细

胞)、模型组、阳性对照组(雌二醇组)及给药组。空白组(DMEM

培养液 4 mL，培养 24 h)；模型组(DMEM培养液 3 mL，培养 2

h，给予 20 滋mol/L A茁25-35，培养 24 h)；阳性对照组(浓度为 10-9

mol/L雌二醇的 DMEM 培养液，培养 2 h，给予 20 滋mol/L
A茁25-35，培养 24 h)；给药组(浓度分别为 2× 10-7 滋mol/L、2× 10-6

滋mol/L、2× 10-5 滋mol/L、2× 10-4 滋mol/L、2× 10-3 滋mol/L圣草酚
的 DMEM培养液，培养 2 h，给予 20 滋mol/L A茁25-35，培养 24

h)。每组均设 6个复孔。

1.4.2 MTT检测 将浓度为 5 g/L的MTT以 20 滋L每孔加入
到 96孔板中，培养 4 h后弃上清，每孔加入 150 滋L DMSO溶

解，置于 37℃恒温震荡培养器内震荡 10 min酶标仪 490 nm

波长处测定吸光度。

1.4.3 流式细胞术检测细胞凋亡率 将 PC12 细胞接种在 6

孔板中，培养 24 h后，给药组加 2× 10-3 滋mol/L圣草酚，阳性对
照加 1.0× 10-9 mol/L雌二醇，空白组和 A茁组加等量的培养液。
4 h后给药组、雌二醇组和 A茁组加 20 滋mol/L的 A茁，空白组
加等量的培养液，继续培养 22 h，收集细胞。加 195 滋L Annexin
V-FITC结合液重悬细胞，并加 5 滋L Annexin V-FITC和 10 滋L
propidium iodide(PI)染色液，于暗处孵育 15 min后，用流式细胞

仪检测细胞凋亡率。

1.4.4 PC12细胞中 Ach、AchE、ChAT的活力检测 完成加药

孵育 24 h后，采用细胞刮彻底收集细胞，超声破碎细胞，4℃下

2500 r/min离心 10 min，收集上清液按照试剂盒方法测定细胞

中 Ach、AchE、ChAT的活力。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 21.0软件进行统计学分析，实验数据均用 x± S

表示，多组间比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，两

组间比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 圣草酚保护 A茁25-35诱导的 PC12细胞损伤的有效浓度

采用不同浓度的圣草酚处理 A茁25-35诱导的 PC12细胞，如

表 1所示，2× 10-3 滋mol/L的圣草酚处理 A茁25-35诱导的 PC12细

胞后，其细胞增殖率显著升高。因此，本实验中选择 2× 10-3

滋mol/L的圣草酚进行后续的实验研究。

Note: *P<0.05, compared with the control group; #P<0.05, compared with the model group.

表 1 不同浓度圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞增殖率的影响(x± SD，n=6)

Table 1 Effect of different concentrations of eriodictyol on the proliferation rate of PC12 cells induced by A茁25-35(x± SD，n=6)

Groups Concentration( 滋mol/L) OD value proliferation/%

Control Group - 0.445± 0.105 100

Model Group 20 0.330± 0.066* 74± 2.073*

Eriodictyol +A茁25-35 Group

2× 10-7 0.325± 0.116 73± 1.837

2× 10-6 0.342± 0.076 76± 3.264

2× 10-5 0.361± 0.063 81± 4.215

2× 10-4 0.364± 0.018 81± 2.369

2× 10-3 0.433± 0.084# 97± 3.492#
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2.2 圣草酚对 Aβ 25-35诱导的 PC12细胞凋亡率的影响

如表 2所示，与空白组相比，A茁25-35诱导的 PC12细胞(模

型组)细胞凋亡率显著升高(P<0.01)；与模型组相比，圣草酚和

E2 处理均可显著降低 A茁25-35诱导的 PC12 细胞凋亡率(P<0.

01)，而两组比较差异无统计学意义(P>0.05)。这些结果表明圣

草酚可以抑制 A茁25-35诱导的 PC12细胞凋亡，作用与 E2相当。

2.3 圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞中 Ach、AchE、ChAT

活性的影响

如表 3所示，与空白组相比，模型组 Ach、ChAT的活性显

著降低，AchE 的活性显著提高 (P<0.01)；与模型组比较，

E2+A茁25-35组和圣草酚 +A茁25-35组 Ach、ChAT的活性显著升高，

AchE的活性显著降低(P<0.01)，而两组比较差异无统计学意义

(P>0.05)。这说明圣草酚可以提高 A茁25-35 损伤 PC12 细胞中

Ach、ChAT的活性并且降低 AchE的活性，作用与 E2相当。

3 讨论

流行病学调查显示目前全世界已有 1.5亿 AD患者，世界

卫生组织估计全球 60岁以上老年人群中 AD的平均发病率约

为 3.4%，85 岁以上人群中的平均发病率约为 30%[11]。预计

2050年，全球 AD患者将达到 11.4亿[12]。AD的主要临床表现

为渐进性记忆障碍、认知功能障碍、人格改变及语言障碍等神

经精神症状，严重影响社交、职业与生活功能，最终造成患者 3

至 10年内死亡，已经成为继心血管疾病、肿瘤、中风后的第四

大死亡病因。我国正快速进入老龄化社会，AD患病率有每年增

长 1倍的趋势，将成为我国最重要的公共健康问题。

Note: **P<0.01, compared with the control group; ##P<0.01, compared

with the model group.

表 2 圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞凋亡率的影响(x± SD，n=3)

Table 2 Effect of eriodictyol on the apoptosis rate of PC12 cells induced

by A茁25-35(x± SD，n=3)

Groups Apoptosis Rate

Control Group 8.716± 0.920

Model Group 16.633± 0.529**

E2+A茁25-35 Group 10.546± 0.869##

Eriodictyol +A茁25-35 Group 8.820± 0.792##

Note: **P<0.01, compared with the control group; ##P<0.01, compared with the model group.

表 3 圣草酚对 A茁25-35诱导的 PC12细胞中 Ach、AchE、ChAT活性的影响(x± SD，n=3)

Table 3 Effects of eriodictyol on the activity of Ach, AchE and ChAT in PC12 cells induced by A茁25-35(x± SD, n=3)

Groups
Ach

(滋g/mgprot)
ChAT

(U/mg)

AchE

(U/mgprot)

Control Group 14.823± 0.811 0.863± 0.065 1.943± 0.391

Model Group 9.426± 0.818** 0.332± 0.070** 6.654± 0.923**

E2+A茁25-35 Group 17.451± 0.798## 0.687± 0.055## 2.617± 0.662##

Eriodictyol +A茁25-35 14.508± 1.195## 0.791± 0.052## 2.364± 0.622##

AD的病因及发病机制尚未阐明，目前主要存在 A茁瀑布
假说、胆碱能损伤假说、钙离子超载的假说等。近年来，人们对

于 AD的发病机制比较认可是胆碱能神经丢失学说[13]。胆碱能

系统功能缺陷是学术界公认的 AD的可能病因之一[13]。Ach是

中枢胆碱能神经系统参与记忆形成的必需神经递质，也是长期

记忆的生理学基础，增加 Ach合成或减少 Ach的分解可影响

学习记忆功能。有研究表明给予染料木素后，前脑皮层 AchE

活力下降，ChAT活力升高，推测染料木素抑制了去除卵巢大

鼠脑皮质 AchE活力，提高了 ChAT活力，使 Ach的分解减少，

合成增多，从而改善了大鼠的学习记忆能力[14]，这与本实验结

果一致。目前，国内外鲜有对圣草酚生物活性及药理活性的研

究报道。目前研究表明圣草酚具有抗氧化、抗炎、镇痛、改善糖

尿病及糖尿病并发症的作用 [15]。本研究探讨了 PC12细胞中

Ach、ChAT和 AchE的活性，结果显示 A茁25-35所致 PC12损伤

的 Ach含量及 ChAT活性明显降低，AchE活性明显升高，这一

趋势与 AD的胆碱能学说相符。

既往研究表明有很多中药对 Ach合成酶及水解酶均有影

响。三七总皂苷通过提高 ChAT的含量和活性，从而保护和改

善中枢胆碱能系统的功能[16]。涤痰汤能明显提高中枢胆碱能系

统 Ach和 ChAT的活性，降低 AchE的活性，对 AD引起的中

枢胆碱能系统损伤有保护作用[17]。当归芍药散能提高 CHAT、

Ach E活性，促进 Ach合成，从而改善痴呆患者的学习记忆功

能[18]。黑豆汁制首乌均明显降低脑组织中的 AchE活性，提示其

抗衰老作用与降低 AchE活性、改善中枢胆碱能系统有关[19]。葛

根醇提物及总黄酮能拮抗东莨菪碱所致小鼠大脑皮质和海马

区 Ach及 ChAT的活性降低[20]。5-去甲基川阵皮素增强突触乙

酰胆碱水平和烟碱型乙酰胆碱受体的活动[21]。有文献报道突触

前膜受体在神经肌肉接头发育过程中调节乙酰胆碱释放、轴突

竞争和突触消除[22]。本研究结果显示圣草酚可提高 A茁25-35诱导

的 PC12细胞中 ChAT的活性，抑制 AchE的活性，促进 Ach的

合成，抑制 Ach的分解，增加组织中 Ach含量，表明圣草酚可

减轻 A茁25-35诱导的 PC12细胞胆碱能损伤。

综上所述，圣草酚可能通过提高 Ach及 ChAT的含量，降

低 AchE的含量，调节胆碱能系统相关酶的活性，发挥对 A茁25-35

诱导的 PC12细胞的保护作用，这为临床采用圣草酚治疗 AD

提供了一定的实验依据。
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