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摘要 　目的 :探讨原花青素对 H2 O2 致 PC12细胞氧化损伤的保护作用。方法 :使用 H2O2 造成 PC12细胞损

伤 , MTT法测细胞活性 ,流式细胞仪检测细胞凋亡率 ,免疫组化法检测细胞中 Bax与 Bcl22的蛋白表达。结

果 :原花青素能提高 H2 O2 损伤后细胞的活性 ;能减少细胞凋亡 ;能够增加 Bcl22蛋白表达 ,减少 Bax蛋白表

达。结论 :原花青素对 H2 O2 致细胞损伤具有保护作用 ,能够减少细胞凋亡 ,其机制可能与其增加 Bcl22蛋白

表达 ,减少 Bax蛋白表达有关。
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Protective effect of procyan id ine on PC12 cells in jury induced by H2O2
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ABSTRACT　O bjective: To investigate the p rotective effect of p rocyanidine on the injury of PC12 cells induced by H2O2. M ethods:

The PC12 cells were injuried induced by H2O2. The cel1 activity was determ ined byMTT. The cell apop tosis rate were detected by flow

cytometry. Proteins of Bcl22 and Bax were detected by immunohistochem istry. Results: Procyanidine increased the survival rate and

decreased the apop totic rate of PC12 induced by H2O2. Procyanidine increased Bcl22 exp ression and decreased of Bax exp ression in

PC12 induced by H2O2. Conclusion: Procyanidine can inhibit the apop tosis of PC12 induced by H2O2 , which m ight be correlated with

increasing Bcl22 exp ression and decreasing Bax exp ression.
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　　原花青素主要存在于植物的果实、种子、花和皮

中 ,是一类在植物界中广泛存在的多酚化合物 ,由不

同数量的儿茶素或表儿茶素或儿茶素与表儿茶素缩

合而成 ,其药理作用广泛 ,包括抗氧化、抗炎、抗突变

等 [ 1, 2 ]。我们的前期研究证明 ,原花青素对脑缺血

再灌注损伤大鼠的学习记忆障碍有明显的改善作

用。为了探讨其治疗血管性痴呆的机制 ,我们利用

H2 O2 损伤 PC12细胞 ,观察原花青素对细胞化学性

氧化损伤的保护作用。

1　实验材料

葡萄籽原花青素 (上海康九化工有限公司 ,纯

度 ≥95% ) ; PC12细胞 (中国科学院上海细胞生物

学研究所 ) ; H2 O2 (国药集团化学试剂有限公司 ,批

号 : 20070111) ; Annex in V2ITC /P I试剂盒 (南京凯

基生物科技发展有限公司 , 090225) ;MTT(上海伯光

生物科技有限公司 (分装 ) ) ;胰蛋白酶 ( Sigma 公

司 ) ; DMEM培养基 ,胎牛血清 ( Gibcol公司 ) ; 3182酶
标仪 (上海三科仪器有限公司 ) ;流式细胞仪 (BD

FACSCalibur)。

2　实验方法

2. 1　H2O2 诱导 PC12细胞损伤模型及药物作用　参

照 Mewer LD等的方法 [ 3 ]进行 H2O2 诱导 PC12细胞

损伤模型制备。常规方法培养 PC12细胞。细胞分为

5组即对照组、模型组及原花青素高、中、低剂量组 ,

给药前细胞无血清培养 24 h,然后受试药组给予原花

青素 ,终浓度分别为 200、100、50μg/mL,药物孵育 12

h后 ,向除对照组外的各组加入 H2O2 ,使其终浓度为

100 mmol/L,继续培养 18 h,进行各项检测。

2. 2　MTT法检测细胞活性 [ 4 ] 　H2O2 损伤 18 h后 ,

向 96孔培养板内每孔加入 MTT溶液 (5 mg/mL) 20

μL,孵育 4 h,小心吸弃每孔内培养上清液 ,再向每

孔加入 150μL二甲基亚砜 (DMSO ) , 室温下振荡
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10 m in,使紫色结晶物充分溶解 ,酶标仪 570 nm波

长处测定吸光度 (A )值。

2. 3　Annex in V 2ITC /P I法检测细胞凋亡率 　H2 O2

损伤 18 h后 ,细胞先用不含 EDTA的胰酶消化 ,再

用 PBS终止消化并洗涤 2次 ; 2 000 r/m in离心 5

m in,收集细胞到 2. 5 mL小离心管中 ,弃去上清液 ,

加入 500 μLB inding2buffer 悬 浮 细 胞 , 加 入 5

μLAnnexin2F ITC混匀 ,再加入 5μLProp idium 2Iodide

混匀 ,室温避光反应 10 m in,流式细胞仪检测。

2. 4　Bcl22 和 Bax表达检测 　H2 O2 损伤 18 h后 ,

吸去培养基 ,细胞用 PBS漂洗 2次 ,滴入多聚甲醛

固定 15 m in,吸弃多聚甲醛 ,加入 PBS,在上海长海

医院病理科进行相应检测。

2. 5 　统计学处理 　结果用 �x ±s 表示 , 采用

SPSS1310进行单因素方差分析处理。

3　结果

3. 1　MTT法检测细胞活性结果 　由表 1可见 ,给

予 H2 O2 损伤后 ,模型组与正常组相比 ,吸光度值存

在显著性差异 ,表明 H2 O2 损伤细胞模型成立 ;给与

不同浓度的原花青素后 ,细胞相对数明显增加 ,且具

有显著性差异 ( P < 0. 01)。

表 1　原花青素对 H2O2 损伤后细胞活性的影响 ( �x ±s, n =6)
组别 剂量 (μg/mL) OD值

空白对照组 - 1. 750 ±0. 2461)

模型组 - 0. 126 ±0. 0132)

原花青素

　　低剂量组 50 0. 736 ±0. 0311) 2)

　　中剂量组 100 1. 262 ±0. 0841) 2)

　　高剂量组 200 1. 368 ±0. 1221)

1) P < 0. 01,与模型组比较 ; 2) P < 0. 01,与空白组比较

3. 2　细胞凋亡检测结果 　Annex in V2ITC /P I法检

测细胞凋亡率 : 在流式细胞术参数散点图上 , 左下象

限显示活细胞 ; 右下象限为早期凋亡细胞 ; 右上象限

为晚期凋亡细胞 ; 左上象限是非活细胞 , 即坏死细

胞。模型组细胞凋亡率明显高于对照组 ; 与模型组

比较 , 药物组细胞凋亡率明显降低 (P < 0. 05) , 且随

着药物剂量增加凋亡率降低 ,结果见表 2,图 1。

表 2　原花青素对 H2O2 损伤后细胞凋亡的影响 ( �x ±s, n =3)

组别 剂量
(μg/mL)

存活率
( % )

凋亡细胞
( % )

空白对照组 - 86. 08 ±4. 611) 8. 21 ±3. 891)

模型组 - 33. 41 ±6. 16 45. 53 ±9. 03

原花青素

　　低剂量组 50 51. 58 ±10. 121) 2) 28. 76 ±7. 771) 2)

　　中剂量组 100 70. 50 ±8. 461) 2) 7. 82 ±4. 481) 2)

　　高剂量组 200 84. 16 ±5. 851) 6. 39 ±2. 431)

1)
P < 0. 05,与模型组比较 ; 2) P < 0. 05,与空白组比较

图 1　细胞凋亡流式细胞仪典型图

3. 3　Bcl22和 Bax表达检测结果　胞浆显示棕黄色

颗粒的细胞为阳性表达细胞。结果显示 ,模型组

Bcl22蛋白表达强度显著低于对照组 ( P < 0105 ) ,

Bax蛋白表达强度显著高于对照组 ( P < 0. 05)。而

原花青素组 Bcl22蛋白表达明显高于模型组 ( P <

0105) , Bax蛋白表达明显低于模型组 ( P < 0105) ,

且随着原花青素剂量增加 Bcl22表达增加 ,而 Bax

表达减少 ,结果见表 3,图 2。
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表 3　原花青素对 H2O2 刺激的 PC12细胞 Bcl22
和 Bax蛋白表达的影响 ( �x ±s, n =3)

组别
剂量

(μg/mL)
Bcl - 2 Bax

空白对照组 - 19. 02 ±4. 041) 8. 23 ±0. 911)

模型组 - 8. 29 ±1. 112) 21. 17 ±2. 322)

原花青素

　　低剂量组 50 15. 31 ±4. 541) 19. 60 ±2. 85

　　中剂量组 100 18. 65 ±2. 531) 15. 75 ±2. 201) 2)

　　高剂量组 200 22. 48 ±2. 761) 9. 83 ±1. 601) 2)

1) P < 0. 05,与模型组比较 ; 2) P < 0. 05,与空白组比较

4　讨论

血管性痴呆 ,是由缺血或出血及急慢性缺氧性

脑血管病等脑血管因素导致脑组织损害而引起的获

得性智能减退为临床特征的退行性疾病 ,血管性痴

呆患者脑组织缺血、缺氧、能量消耗、神经元代谢异

常 ,极大影响患者的生活质量 [ 5 ]。而 H2 O2 是脑缺

血引起脑损伤和水肿的原因之一 [ 6 ]
,在 Fe

3 +和氧自

由基 O2
2的存在下 , H2 O2 可转化为羟基自由基 ,具有

更强的毒性。我们研究表明葡萄籽中提取的原花青

素具有改善血管性痴呆小鼠学习记忆功能的作用 ,

与其抗氧化作用有一定关系。

PC12细胞是从大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤中分离

的细胞系 ,功能上具有典型的神经细胞特征 , 而且

易培养传代 , 能确保量化评估药效 , 被广泛地用于

神经细胞凋亡、氧传感器机制及神经细胞分化等研

究 [ 7, 8 ]。本研究采用 PC12细胞模拟神经细胞的反

应 , 以 H2 O2 诱导细胞氧化损伤 , 观察原花青素的

神经保护作用。MTT法检测细胞活性结果显示 ,原

花青素 3个剂量能够明显抵抗因 H2 O2 损伤导致的

细胞活性降低 ( P < 0. 01) ,其中高剂量组的细胞存

活率与空白对照组无明显差异 ( P < 0. 05)。流式细

胞仪测试结果显示 ,原花青素 3个剂量与模型组比

较 ,细胞的存活率明显增加 ,凋亡率明显减少 ,均有

显著性差异 ( P < 0. 05) ,表明原花青素能够抵抗因

H2 O2 氧化损伤导致的细胞凋亡。

细胞凋亡受相关基因调控。凋亡相关基因按其

功能分为两类 :一类是抗凋亡基因 ,另一类是促凋亡

基因。Bcl22与 Bax是具有 21%同源性的同源基

因 ,是重要的凋亡调控基因 , Bcl22具有抑制细胞凋

亡的作用 ,通过抗氧化途径阻止细胞凋亡 [ 9 ]
, Bax具

有促进细胞凋亡的作用 , Bax可与 Bcl22结合 ,抑制

后者的抗凋亡作用 ,两者在脑缺血损伤的发生发展

中起一定的作用 [ 10 ]。我们的免疫组化实验结果显

示 , H2O2 作用于 PC12细胞 ,模型组的 Bcl22阳性率

明显降低 ( P < 0. 05) ,而 Bax阳性率明显升高 ( P <

0. 05) 。而原花青素给药 3个剂量组细胞的 Bcl22
阳性率明显高于模型组 ( P < 0. 05) ,原花青素中、

高剂量组细胞的 Bax阳性率明显低于模型组 ( P <

0. 05 ) 。我们得出结论 ,原花青素可能是通过上调

(下转第 420页 )
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HaCaT细胞和真皮成纤维细胞相比 ,恶性黑素瘤

A375细胞具有 sPLA2 的高分泌。W estern B lotting

结果显示 ,恶性黑素瘤 A375细胞裂解液中 sPLA2 /

GAPDH的灰度比值 ,分别是人表皮 HaCaT细胞和

成纤维细胞的 4. 85和 22. 68倍。这提示 ,与表皮

HaCaT细胞和真皮成纤维细胞相比 ,恶性黑素瘤

A375细胞内具有 sPLA2 的高表达。

免疫组化结果显示 ,人黑色素瘤组织的细胞间

质和细胞胞浆内 ,呈现大量的典型 sPLA2 阳性信号 ,

而在健康人的表皮和真皮组织中并未见到上述

sPLA2 阳性信号。这提示 ,与健康人表皮和真皮相

比 ,黑素瘤组织的细胞内外具有 sPLA2 的高表达和

高分布。

综上所述 ,从细胞学和组织学水平 ,证实了黑素

瘤组织的细胞内外 ,较健康人皮肤细胞和组织 ,均具

有 sPLA2 的高表达和高分布。

本课题组前期利用药物 2磷脂酰胆碱共聚物的

sn2 构型能特异性地被 sPLA2酶解代谢出活性药物

的原理 ,以及基于疗效确切的 52氟尿嘧啶无法有效

到达皮肤黑素瘤病灶区的临床用药现状 ,创新地设

计并合成出了治疗皮肤黑素瘤的双重靶向前体药

物 ———52氟尿嘧啶 2sn2 2磷脂酰胆碱共聚物。而本研

究证实了黑素瘤组织的细胞内外 ,均较健康人皮肤

细胞和组织 ,具有 sPLA2 的高表达和高分布 ,为研究

该前体药物的酶解动力学提供了理论基础。同时 ,

这也进一步提示 , sPLA2 有可能成为皮肤黑素瘤靶

向给药的新靶点。
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Bcl22基因表达 ,下调 Bax基因表达起到抑制细胞凋

亡作用的。
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