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  摘 要:
 

为探究中药白簕(Acanthopanx
 

trifoliatus
 

(L.)
 

Merr.)能否作为高效、低毒的防治阿尔茨海默病的天

然药物原料,选用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤株PC12作为神经细胞模型,建立Aβ25-35 诱导的PC12细胞氧化损伤模型,
测定白簕叶总多酚干预24

 

h后PC12细胞存活率;通过AAPH诱导的PC12细胞衰老模型和β-半乳糖苷酶活性染

色法评估PC12细胞衰老情况。结果表明:与仅损伤处理组相比,5~60
 

mg/L的白簕叶总多酚能够显著提高(p<
0.05)经Aβ25-35 诱导的氧化损伤的PC12细胞的存活率,且能够降低AAPH诱导的细胞衰老模型中的β-半乳糖苷酶

活性,表明白簕叶总多酚对PC12细胞具有显著的保护作用,能有效缓解PC12细胞氧化损伤与衰老。该研究为寻找

有效防治阿尔茨海默病的天然药物的鉴定与筛选提供理论依据。
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  Abstract:
  

In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

possibility
 

of
 

Acanthopanx
 

trifoliatus
 

(L.)
 

Merr.
 

as
 

a
 

highly
 

effective
 

and
 

low
 

toxic
 

agent
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

Alzheimer's
 

disease,
 

PC12,
 

a
 

rat
 

adrenal
 

pheochromocytoma
 

cell
 

line,
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

nerve
 

cell
 

model,
 

the
 

oxidative
 

damage
 

model
 

of
 

PC12
 

cells
 

induced
 

by
 

Aβ25-35 was
 

established,
 

and
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

PC12
 

cells
 

was
 

measured
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

intervention
 

of
 

total
 

polyphenols
 

of
 

A
 

trifoliatus.
 

AAPH-induced
 

aging
 

model
 

of
 

PC12
 

cells
 

and
 

SA-β-Gal
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

senescence
 

of
 

PC12
 

cells.
 

The
 

results
 

show
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

injury
 

treated
 

group,
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

PC12
 

cells
 

is
 

significantly
 

improved
 

by
 

adding
 

5~60
 

mg/L
 

total
 

polyphenols
 

of
 

A
 

trifoliatus
 

(L.)
 

Merr.
 

and
 

the
 

β-Galactosidase
 

activity
 

of
 

PC12
 

cells
 

is
 

also
 

reduced,
 



indicating
 

that
 

total
 

polyphenols
 

of
 

A
 

trifoliatus
 

(L.)
 

Merr.
 

has
 

a
 

significant
 

protective
 

effect
 

on
 

PC12
 

cells
 

and
 

can
 

effectively
 

alleviate
 

the
 

oxidative
 

damage
 

and
 

aging
 

of
 

PC12
 

cells.
 

The
 

results
 

of
 

this
 

paper
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

identification
 

and
 

screening
 

of
 

natural
 

medicines
 

that
 

can
 

effectively
 

prevent
 

and
 

treat
 

Alzheimer's
 

disease.
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0 引 言

  白簕(Acanthopanx
 

trifoliatus
 

(L.)
 

Merr.)为
五加科(Araliaceae)五加属(Acanthopanax)攀援状

灌木,又被称为禾掌簕、三叶五加、三加皮等,广泛分

布于中国的中部和南部,是一种民间常用的草药;味
苦、涩、微寒,具有祛风除湿、舒筋活血、消肿解毒的

功效,用于治疗感冒、咳嗽、风湿和坐骨神经痛等

症[1]。白簕叶中富含皂苷[2]、三萜羧酸[3]、黄酮[4]、
糖苷[5]等多种化学成分。

白簕总多酚具有良好的抗氧化作用,张元等[6]

通过DPPH,ABTS和ORAC测定了经优化后的提

取工艺提取所得白簕总多酚的抗氧化活性,发现白

簕总多酚具有与Trolox相近的较高的抗氧化活性。
Hamid等[7]通过建立小鼠炎症模型发现了白簕叶

具有良好的抗炎效果,为白簕叶资源的深入利用和

高价值的产品开发提供了理论依据。咖啡酰奎宁酸

类总多酚是白簕叶的有效成分群之一,具有多种不

同的生物活性,能够有效地抑制血小板聚集,并在抗

血栓、抗氧化和自由基损伤和防治阿尔茨海默病[8]

等方面发挥作用。盛艳梅等[9]通过建立大鼠脑缺血

再灌注的损伤模型,探讨了3,5-二咖啡酰奎宁酸对

于脑神经的保护作用。咖啡酰奎宁酸类化合物在大

鼠模型中,能够有效改善其神经行为,进而使得脑梗

死的比率显著下降[10]。
阿尔茨海默病是由大脑病理性变化引起的神经

退行性疾病,表现为患者认知功能与学习功能下降,
记忆功能出现障碍,且症状随患病时间加长而逐渐

恶化[11]。目前阿尔茨海默病的发病机制尚未明确,
市面上用于治疗阿尔茨海默病的药物大多通过抑制

乙酰胆碱酶活性来减缓症状,少数药物通过靶向清

除Aβ减缓病症的恶化[12]。能够低毒、高效地治疗

阿尔茨海默病的药物仍待进一步找寻。
白簕叶富含咖啡酰奎宁酸类多酚,可能对脑神经

具有较好的保护作用,有关白簕叶药理活性及在抗氧

化、保护神经细胞方面的研究仍为空白。为了探究白

簕叶总多酚是否具有保护神经细胞的作用,以及成为

治疗阿尔茨海默病的药物的可能性,本文通过建立

Aβ25-35诱导的大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤株PC12氧化损

伤模型以及AAPH诱导的大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤株

PC12衰老模型,加入乙醇提取、大孔树脂纯化后的白

簕叶总多酚进行干预,利用 MTT法检测细胞存活

率,分析观察大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤株PC12的衰老

情况,探究白簕叶总多酚是否对大鼠肾上腺嗜铬细胞

瘤株PC12的氧化损伤与衰老具有保护作用,为研究

白簕叶总多酚是否具有保护神经效果、寻找有效治疗

阿尔茨海默病的药物提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

  白簕(Acanthopanx
 

trifoliatus
 

(L.)
 

Merr.)采
集于广东省凤凰山,大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤株PC12
购自中国科学院上海细胞库,RPMI-1640细胞培养

基和胎牛血清购自GE医疗生命科学,胰蛋白酶和

青链霉素混合液购自上海碧云天生物技术有限公

司,二甲基亚砜购自吉诺生物医药技术公司,噻唑蓝

购自上海宝曼生物科技有限公司,β-半乳糖苷酶染

色试剂盒购自美国Cell
 

Signaling
 

Technology公

司,Aβ25-35和AAPH购自美国Sigma公司,DMSO、
磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、氯化钠和氯化钾购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司,乙醇和浓盐酸购自

杭州高晶精细化工有限公司。
1.2 仪器设备

  MCO-18AIC型二氧化碳培养箱(日本三洋公

司)、Synergy
 

H4型酶标仪(美国伯腾仪器有限公

司)、GL124-1SCN型电子分析天平(德国赛多利斯

公司)和MF53型荧光倒置显微镜(明美光电技术有

限公司)。
1.3 试剂的配制

1.3.1 RPMI-1640完全培养基的配制

  在超净工作台中,向RPMI-1640培养液中加入

10%的胎牛血清,充分混匀后加入1%的青链霉素混

合液,摇匀即为完全培养基,于4
 

℃冰箱保存备用。
1.3.2 PBS缓冲液的配制

  分别称取0.24
 

g磷酸二氢钾、1.44
 

g磷酸氢二
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钠、8.00
 

g氯化钠和0.20
 

g氯化钾至烧杯中,加入

800
 

mL蒸馏水,玻璃棒充分搅拌使之溶解,用浓盐

酸调至pH值为7.2,最后在容量瓶中加水定容至

1000
 

mL。将配制好的PBS灭菌(121
 

℃,20
 

min)
后,置于4

 

℃冰箱保存。
1.3.3 Aβ25-35母液配制

取1
 

mg
 

Aβ25-35于471.5
 

μL
 

ddH2O溶解,配制

成2
 

mmol/L的母液,小管分装,避免反复冻融,在
-20

 

℃冰箱保存备用。使用前将分装的Aβ25-35 母

液于37
 

℃的恒温培养箱中孵育约7
 

d,增加Aβ25-35
的神经毒性。
1.3.4 MTT溶液的配制

  称取MTT粉末500
 

mg于烧杯,加入100
 

mL
配置完成的PBS缓冲液,完全溶解后,在超净工作

台中用0.22
 

μm滤膜过滤,即为质量浓度5
 

mg/mL
的MTT。MTT需现配现用,过滤除菌后将其放在

4
 

℃冰箱避光保存。
1.4 样品的制备

  白簕叶总多酚的提取方法:将烘干至恒重后的

白簕叶粉碎,取1
 

kg粉末,加入70%的乙醇,超声提

取4次,每次2
 

h,将提取液合并浓缩,干燥后加水溶

解,用石油醚萃取4次去脂,取水相浓缩干燥,得到

总多酚粗提物粉末[13]。白簕叶总多酚的纯化方法:
称取100

 

g
 

D101大孔树脂,加入500
 

mL
 

95%的乙

醇,将其充分浸泡24
 

h,倒入层析柱后去除杂质,然
后进行酸洗和碱洗,用蒸馏水浸泡备用;称取2.8

 

g
总多酚粗提物,配置成200

 

mL样品,将大孔树脂于

水中湿法上柱,加入样品进行吸附,控制流速收集流

出液,收集并浓缩洗脱液总多酚流段,冷冻干燥后获

得白簕叶总多酚[14]。
1.5 MTT法检测细胞存活率

  白簕叶总多酚处理24
 

h后,向每个孔加入20
 

μL
的MTT溶液,置于含5%CO2的37

 

℃培养箱中培养

4
 

h。取出96孔板,沿着培养液上部用移液枪小心吸

取上清液,充分弃去MTT。每孔加150
 

μL的DMSO
溶解结晶,轻轻振摇15

 

min。使用酶标仪,在490
 

nm
波长处检测各孔的吸光度,即OD 值,计算不同质量

浓度下药物对细胞增殖的抑制率,抑制率用细胞存活

率表示,计算公式为:

细胞存活率/%=
OD加药孔 -OD调零孔

OD对照孔 -OD调零孔
×100。

1.6 白簕叶总多酚对PC12细胞的细胞毒性

  当细胞处于对数生长期时,弃培养液,用配制好

的PBS洗两次,加入1
 

mL的胰酶使贴壁细胞分散,

消化完全后,加入培养液使贴壁细胞悬浮起来,
800

 

r/min
 

离心3
 

min以充分去除胰酶。离心后保

留细胞沉淀,加入1
 

mL完全培养基,用吸管轻轻吹

打,吹散细胞使细胞飘浮起来,制成悬液。用血球计

数板进行细胞计数,最终向96孔板每孔中加入

100
 

μL的细胞悬液(约5000个细胞),将不含细胞

的100
 

μL完全培养基作为空白孔,在含5%
 

CO2
的37

 

℃培养箱中培养过夜,使之贴壁。将白簕叶总

多酚用无血清培养基配制成240.000、120.000、
60.000、30.000、15.000、7.500、3.750

 

mg/L 和

1.875
 

mg/L共8个质量浓度梯度的白簕叶总多酚

药物组,每组分别设4个复孔。加药后将96孔板置

于5%
 

CO2,37
 

℃培养箱继续培养24
 

h后,采用

MTT法检测细胞存活率。
1.7 白簕叶总多酚对Aβ25-35 诱导的PC12细胞氧

化损伤的保护作用

1.7.1 Aβ25-35 诱导的PC12细胞氧化损伤浓度的

确定

将悬浮的PC12细胞用血球计数板进行计数,
最终向96孔板每孔中加入100

 

μL细胞悬液(约
5000个细胞),空白对照加100

 

μL完全培养基,放
在含有5%

 

CO2 的37
 

℃培养箱中培养过夜,使之

贴壁。将孵育7
 

d后的Aβ25-35 用培养基稀释,分别

稀释为10、8、7、6、5、4、2
 

μmol/L和1
 

μmol/L
 

,向
Aβ25-35 损伤组 中 加 入10

 

μL 上 述 不 同 浓 度 的

Aβ25-35,不加Aβ25-35为阴性对照组,加入10
 

μL无血

清RPMI-1640培养液。每组分别设置4~6个孔,
重复3次。在含5%CO2 的37

 

℃培养箱继续培养

24
 

h后用 MTT法检测细胞存活率,用GraphPad
 

Prism
 

7软件计算Aβ25-35对PC12细胞的IC50 值确

定诱导浓度,具体方法参考文献[15]。
1.7.2 白簕叶总多酚对Aβ25-35 诱导的PC12细胞

氧化损伤模型的作用

将消化后的PC12细胞制成细胞悬液进行计数,
向每孔加入90

 

μL
 

细胞悬液(约5000个细胞),设置

空白组加90
 

μL完全培养基,放在含5%
 

CO2 的

37
 

℃培养箱中培养过夜,使之贴壁。在小于白簕叶

总多酚的最大安全质量浓度基础上设置加入白簕叶

总多酚质量浓度为5、10、20、30、40、50
 

mg/L和

60
 

mg/L的白簕叶总多酚实验组,Aβ25-35 模型组与阴

性对照组加入10
 

μL无血清培养基,预处理30
 

min,实
验组与Aβ25-35 模型组加入浓度为4.141

 

μmol/L的

Aβ25-35溶液10
 

μL,空白对照组和阴性对照组加入

10
 

μL无血清培养基。每组分别设4个复孔,实验重复
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3次,在5%
 

CO2、37
 

℃条件下继续培养24
 

h后,用
MTT法检测细胞存活率,具体方法参考文献[16]。
1.8 白簕叶总多酚对AAPH诱导的PC12细胞衰

老的抵抗作用

1.8.1 AAPH诱导的衰老模型的建立以及给药

  当细胞处于对数生长期时,吸去培养液,用PBS
洗两次。加入1

 

mL胰酶使贴壁细胞分散,消化完

全后,加入培养液使贴壁细胞悬浮起来,800
 

r/min
 

离心3
 

min以充分去除胰酶。离心后保留细胞沉

淀,加入1
 

mL培养液,用吸管轻轻吹打,使细胞飘

浮起来,制成悬液。然后用血球计数板进行细胞计

数,最终向每孔加入2
 

mL
 

细胞悬液(约200000个

细胞)到6孔板中,培养过夜使之贴壁。对照组继续

培养,PC12细胞加药组和AAPH组均加入终浓度

为1
 

mmol/L的AAPH,加药组分别另外加入15、
30mg/L和60

 

mg/L的白簕叶总多酚,培养48
 

h后

进行染色并检测,具体方法参考文献[17]。
1.8.2 β-半乳糖苷酶染色

  按照试剂盒要求配制染色液,根据白簕叶总多

酚对PC12细胞的细胞毒性实验结果,在不显著降

低PC12细胞的条件下选取低,中,高共三个浓度梯

度进行实验。实验组用15、30
 

mg/L和60
 

mg/L的

白簕叶总多酚处理后,在超净工作台中弃去旧细胞

培养液,每孔加入2
 

mL的PBS洗涤1次,向每孔加

入1
 

mL预先配制好的固定液,将PC12细胞在室温

条件下固定10~15
 

min;固定后吸去固定液,每孔

加入2
 

mL的PBS
 

洗涤2次以充分去除残留的固定

液,每孔加入1
 

mL染色液进行染色;将6孔板放入

干燥的无CO2的37
 

℃培养箱过夜,在倒置显微镜

下观察细胞染色情况。

2 结果与分析

2.1 白簕叶总多酚的细胞毒性检测结果

  以白簕叶总多酚加药质量浓度-细胞存活率为

横纵坐标作图,结果如图1所示。图1表明:当白簕

叶总多酚浓度为60
 

mg/L以下时,PC12细胞的存

活率均大于95%,与空白对照组差异不显著(p>
0.05),而在质量浓度高于60

 

mg/L时,细胞存活率

明显下降,因此,本文选取干预PC12细胞的白簕叶

总多酚最大安全质量浓度为60
 

mg/L。
2.2 Aβ25-35 对PC12细胞损伤浓度的确定

  本文通过MTT实验测定不同浓度Aβ25-35处理

24
 

h后的PC12细胞存活率,结果如图2所示。图2
表明:在Aβ25-35 浓度为1~10

 

μmol
 

/L范围内,细胞

图1 不同浓度白簕叶总多酚处理

24
 

h后的PC12细胞存活率

注:相比空白对照组,*为p<0.05,**为p<0.01,***为p<0.001。
 

损伤率与Aβ25-35 呈浓度依赖性且为正相关。Aβ25-35
对PC12细胞的IC50 值为4.141

 

μmol/L,确定其为

使用Aβ25-35建立细胞氧化损伤模型的浓度。

图2 不同浓度Aβ25-35处理24
 

h后的PC12细胞存活率

2.3 白簕叶总多酚对Aβ25-35 诱导的PC12细胞氧

化损伤模型的保护作用

为了探究白簕叶总多酚对Aβ25-35 诱导的PC12
细胞氧化损伤模型的作用,以4.141

 

μmol/L的

Aβ25-35诱导PC12的氧化损伤模型。根据白簕叶总

多酚对PC12细胞毒性的检测结果,白簕叶总多酚

质量浓度小于60
 

mg/L时,对PC12细胞的增殖无

显著影响,因此加入质量浓度为5、10、20、30、40、
50

 

mg/L和60
 

mg/L的白簕叶总多酚处理,MTT
检测细胞存活率结果如图3所示。图3表明:加入

质量浓度范围为5~60
 

mg/L白簕叶总多酚后,
PC12细胞存活率显著高于未加入白簕叶总多酚的

Aβ25-35模型组,通过白簕叶总多酚对该损伤模型的

处理,显著提高了细胞的存活率(p<0.05);白簕叶

总多酚对Aβ25-35诱导的PC12细胞氧化损伤具有显

著的保护作用,氧化损伤模型的细胞存活率低于

50%,且白簕叶总多酚药物组的质量浓度越高,细胞

存活率呈现降低趋势,其原因可能是Aβ25-35 是一种

β淀粉样蛋白,活性受温度及孵育时间的影响,较不

稳定,导致实验重复性较低。
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图3 不同质量浓度白簕叶总多酚处理

24
 

h后的PC12细胞存活率

注:相比Aβ25-35模型组,*为p<0.05,**为p<0.01,***为p<0.001。
 

2.4 β-半乳糖苷酶染色结果

  为了验证白簕叶总多酚对Aβ25-35 诱导的PC12
细胞氧化损伤模型的作用结果的可靠性,选取

AAPH对PC12细胞进行诱导,将不同质量浓度白

簕叶总多酚处理后的损伤PC12细胞进行染色,结
果如图4所示。图4表明:AAPH模型组的大部分

细胞被染为蓝色,β-半乳糖苷酶活性较高,细胞处于

衰老状态,未经AAPH诱导的对照组几乎未见染色

阳性细胞,而各质量浓度白簕叶总多酚作用后的细

胞染色阳性率均明显小于模型组,且在15~
60

 

mg/L范围内,β-半乳糖苷酶染色阳性率细胞数

目随着白簕叶总多酚质量浓度增加而减少,白簕叶

总多酚对PC12细胞的衰老具有保护作用,且在一

定质量浓度范围内随着质量浓度的增加而提高。

图4 不同质量浓度白簕叶总多酚处理24
 

h后的PC12细胞β-半乳糖苷酶染色结果

3 讨 论

  Aβ-淀粉样蛋白与阿尔茨海默病的防治息息相

关,Aβ25-35为一种Aβ淀粉样蛋白,其聚集在阿尔茨

海默病的发生和发展过程中发挥重要作用。Aβ蛋

白通过减少细胞内的抗凋亡因素加速细胞凋亡,使
神经元发生坏死[18]。王凯等[19]通过将不同浓度的

β淀粉样蛋白Aβ25-35 进行侧脑注射,发现Aβ25-35 会

减退大鼠的记忆能力,损伤大鼠的突出超微结构,使
大鼠的海马神经元坏死。付劭静等[20]发现当阿尔

茨海默病患者神经功能障碍与认知功能障碍程度加

重时,患者血清中的Aβ1-42显著增加,因此通过清除

Aβ-淀粉样蛋白防治阿尔茨海默病是阿尔茨海默病

药物的重要研究方向之一。利用 Aβ25-35 诱导的

PC12细胞氧化损伤模型寻找防治阿尔茨海默症药

物的实验方法的应用较为广泛,王媛等[21]通过建立

该模型探究了雌激素受体介导的柚皮苷抗Aβ25-35

损伤PC12
 

细胞凋亡作用。AAPH作为一种自由基

诱导剂,是一种含氮的水溶性小分子,在生理温度

(37
 

℃,pH值7.0)下,能够分解产生自由基。氧气

能够快速地和其中含碳的自由基发生反应,生成过

氧自由基,且以稳定的速率释放[22],被广泛运用于

构建氧化应激模型。本文通过建立Aβ25-35 诱导的

PC12神经细胞损伤模型与AAPH诱导的PC12细

胞氧化损伤模型探究白簕叶总多酚是否能够通过清

除Aβ25-35 与AAPH达到对大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤

株PC12细胞的保护效果,结果表明白簕叶总多酚

能够有效保护PC12细胞不受氧化损伤,白簕叶总

多酚在防治阿尔茨海默病上具有巨大潜力。

4 结 论

  本文通过建立Aβ25-35 诱导的PC12神经细胞

损伤模型与APPH诱导的PC12神经细胞衰老模

型,加入不同质量浓度的白簕叶总多酚后测定细
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胞存活率与β-半乳糖苷酶活性,探究白簕叶总多

酚对氧化损伤的PC12细胞的保护作用,主要结论

如下:
a)过高质量浓度的白簕叶总多酚对PC12具有

毒性。当白簕叶总多酚质量浓度为60
 

mg/L以下

时,PC12细胞的存活率均大于95%,而在质量浓度

高于60
 

mg/L时,细胞存活率明显下降低于95%,
因此干预PC12细胞的白簕叶总多酚最大安全质量

浓度为60
 

mg/L。
b)Aβ25-35能够诱导PC12细胞产生氧化损伤,

且氧化损伤程度随着Aβ25-35 浓度的增加而增加。
质量浓度为5~60

 

mg/L的白簕叶总多酚均可显著

提高Aβ25-35诱导的氧化损伤PC12细胞的存活率,
对其产生显著的保护作用。
c)AAPH 能够诱导 PC12细胞的衰老。在

15~60
 

mg/L范围内,白簕叶总多酚对AAPH诱导

的PC12细胞的衰老的保护作用随着白簕叶总多酚

浓度的增加而提高。
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