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二苯乙烯苷通过抑制 NF-κB的激活减轻MPP+诱导
的 PC12细胞凋亡 *
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摘要 目的：探讨 2，3，5，4'-四羟基二苯乙烯 -2-o-β-D-葡萄糖苷(2，3，5，4'-tetrahydroxystibene-2-o-β-D-glucoside,TSG)对 1-甲基
-4-苯基吡啶离子(1-methy-4-phenylpyridinium，MPP+)诱导 PC12细胞凋亡的影响及其可能机制。方法：四甲基偶氮唑蓝(MTT)比
色试验检测 PC12细胞活性；Hoechst33258染色法测定细胞凋亡；Western blotting检测 NF-κB(P65)和 IκBα蛋白的表达。结果：
MPP+(300μmol/L)作用于 PC12细胞 24h后，与正常对照组比较，细胞存活率降低(53.3±3.4%)(P<0.01)；细胞染色质固缩，细胞核
呈致密浓染。TSG(1,5,10μmol/L)预处理 24h后，细胞存活率增加(60.8±1.9%),(70.1±1.8%)(P<0.01),(81.2±1.9%)(P<0.01)；细胞核
凝聚明显减少，且具有量一效关系。另外，MPP+可使 PC12细胞核中 NF-κB (P65)蛋白表达升高,细胞浆中 IκBα蛋白表达降
低；与MPP+处理组细胞相比，TSG预处理后, PC12细胞核中高表达的 NF-κB (P65)蛋白水平明显降低，细胞浆中低表达的 IκBα
蛋白水平升高。结论：TSG对MPP+诱导的 PC12细胞凋亡具有浓度依赖性的抑制作用，其作用机制可能与抑制 NF-κB的激活
有关。
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ABSTRACT Objective: To explore the protective effect of TSG on MPP+ induced PC12 cells apoptosis. Methods: The PC12 cells
viability was measured by 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2, 5-diphenyhetrazolium bromide(MTT).The morphological change of PC12 cells
was observed by Hoechst 333258 staining. The expression level of NF-κB (P65) and IκBα protein was detected by Western blotting.
Results: Compared with the control group, the ratio of cell survival decreased (53.3±3.4%)(P<0.01); cyto-chromatin concentration; nu-
cleus showing strong staining after MPP+ treatment with PC12 cells for 24h. The ratio of cell survival increased (60.8±1.9%),(70.1±
1.8%)(P<0.01),(81.2±1.9%)(P<0.01)after TSG (1, 5,10μmol/L) pretreatment with PC12 cells for 24h; cyto-chromatin concentration re-
duced and show the relation between quantity and result. Moreover, MPP+ is able to increase the expression level of NF-κB(P65)protein
in the nucleus，decrease the expression level of IκBα protein in the cytoplasm of PC12 cells. The high expression level of NF-κB(P65)
protein in the nucleus is decreased and the low expression level of IκBα protein in the cytoplasm of PC12 cells is increased after TSG
pretreatment with PC12 cells, compared with MPP+ treatment group. Conclusion: TSG plays a possible neuroprotective role in MPP+-in-
duced apoptosis of PC12 cells by a concentration-dependent manner, and the mechanism of the effects of TSG may be involved in inhi-
biting NF-κB activation.
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前言

帕金森病(Parkinson's disease，PD)是一种常见的神经退化
性疾病，以包括静止震颤，肌肉僵硬，自主运动减少，姿势不稳
等运动异常为临床特点，其主要的神经病理学特点为黑质致密
部多巴胺(Dopamine，DA)能神经元的丢失[1]。目前，PD的治疗

主要以症状治疗为主，对于延缓或保护其病理进展过程的药物
尚处于探索阶段。2，3，5，4'-四羟基二苯乙烯 -2-o-β-D-葡萄糖
苷 (2，3，5，4'-tetrahydroxystibene-2-o-β-D-glucoside,TSG)是从
中草药何首乌中提取的主要有效成分[2]。我们以前的研究显示，
在体内 TSG可改善 PD大鼠的行为学改变，增加黑质 -纹状体
DA及其代谢物含量并提高黑质 DA能神经元的残存率[3]。在
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体外，TSG可减轻MPP+诱导的 PC12细胞损伤和凋亡[4]。但是
对于 TSG保护神经元凋亡可能的机制尚未研究。

本研究采用 MPP+ 诱导 PC12 细胞凋亡建立 PD 体外模
型，观察 TSG对 PD体外模型的影响，探讨 NF-κB系统是否
参与了 TSG对 PC12细胞的神经保护作用，为研究 TSG对 PD
的治疗作用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料
TSG购买于中国药品生物制品鉴定所(标准对照品，批号：

110844 -200 606，HPLC法检测纯度 >98%)；MPP+、4-甲基偶氮
唑蓝(MTT)、Hoechst33258 购自 Sigma 公司；马血清、胎牛血
清、DMEM 干粉培养基为 Gibco 公司产品；兔抗鼠 NF-κB
(P65)抗体和兔抗鼠 IκBα抗体购自江苏碧云天生物公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 PC12是大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞株，购于
日本科学技术基金会。培养于 DMEM培养基(含 10%马血清，
5%胎牛血清，2mmol/L 的 L- 谷氨酰胺，100kU/L 青霉素，
100g/L链霉素)中，置于 37℃，含 5%CO2的孵育箱中培养。每
2-3d换液一次，单层细胞融合 70-80%时，用 0.25%的胰蛋白酶
消化，传代培养，当传代细胞进入对数生长期时进行实验处理。
1.2.2 药物处理 分组如下：1，对照组，未加任何实验药物；2，
MPP+诱导组，MPP+用培养液稀释(终浓度为 300μmol/L)，加
入 到 培 养 孔 中 ；3，TSG 组 ： 先 分 别 加 入 终 浓 度 为
1，5，10μmol/L的 TSG，孵育 24 小时后加入 MPP+ (浓度同
上)，每组样本量为 6-8。
1.2.3 MTT比色法检测细胞活性 PC12细胞(1×105个 /L)接种
于 96孔板，每孔 100ul，按实验要求进行药物处理后，吸尽培养
液，PBS冲洗 3遍，每孔加入 5mg/L的MTT溶液 20ul，370C下
继续孵育 3-4小时，小心去除培养液，加入 150ulDMSO，震荡
10min，使蓝色结晶充分溶解，上酶标仪以波长 490nm检测每
孔吸光度值。细胞活性以与对照组相比的百分数表示。
1.2.4 Hoechst33258染色检测细胞形态学变化 细胞接种于 24
孔板中，每孔内预置多聚赖氨酸包被的洁净玻片 1张，接种密
度为 2×104个 /孔，24h后进行药物干预；药物处理后，吸尽培
养液，PBS洗细胞 3min，2次；用含 4%多聚甲醛的磷酸缓冲液
(PB)固定 30min，去固定液，PBS洗两遍；加入 Hoechst33258染
色液避光反应 5min，PBS洗两遍；倒置荧光显微镜(Olympus，
I×71)下观察胞核形态，每组四张不同的玻片上各随机选取 4
个视野计数，凋亡细胞以占总细胞数的百分比表示。
1.2.5 Western blotting检测 NF-κB(P65)蛋白和 IκBα蛋白表
达 提取的蛋白质先经 1000C变性处理 5min,经聚丙烯酰胺凝
胶(12%的分离胶、5%的堆积胶)电泳,然后转移至硝纤膜,分别
加入一抗和 FITC标记的二抗。膜与抗体反应 2h (室温) ,每次
反应后,用 TBST室温洗 5次,每次 3min。最后进行 ECL化学发
光显影,全自动 X光片洗片机洗片。结果采用凝胶图像分析仪
进行分析。
1.3 统计学处理

结果 x±s的形式表示，统计分析采用 SPSS 13.0统计软
件进行方差分析和 t检验，p<0.05认为差异有显著性。

2 结果

2.1 TSG对MPP+引起 PC12细胞活力下降的影响
1，5，10μmol/L TSG 均可明显抑制 MPP+ 300μmol/L 所

引起的 PC12细胞活性的降低，与 MPP+组相比具有显著性差
异(P<0.01)。表明 TSG具有对抗MPP+诱导 PC12细胞毒性的
作用。与MPP+组(53.3±3.4)％相比，1，5，10μmoL/L TSG预
处理组细胞活力分别上为(60.8±1.9%), (70.1±1.8%)(P<0.01),
(81.2±1.9%)(P<0.01)，但高浓度 TSG(50，200μmol/L)对细胞无
保护作用(图 1)。因此选择 1，5，10μmol/L TSG 3个浓度进行下
述实验。

2.2 TSG对MPP+引起的 PC12细胞核变化的影响
细胞核浓缩聚集是细胞凋亡的特征性表现之一。

Hoechst33258染色结果表明，对照组细胞为正常活性状态，细
胞核呈蓝色，边缘光滑完整，均匀淡染(图 2 A)。MPP+处理 24h
后，大多数细胞核凝聚，细胞核呈致密浓染，显示较强荧光(亮
蓝色)(图 2B)。1，5，10μmol/LTSG预处理可抑制MPP+引起的
细胞凋亡，细胞核凝聚明显减少，荧光强度依次减弱(图 2C-E)。
表明 TSG 预处理可以浓度依赖的方式减少 MPP+ 诱导的
PC12细胞凋亡。
2.3 TSG对 MPP+引起的 PC12细胞中 NF-κB (P65) 蛋白和
IκBα蛋白表达的影响

由图可见(图 3)，与对照组相比，MPP+处理 24 h后细胞核
内 NF-κB(P65)蛋白表达水平明显增加(P<0.01)，细胞浆中 Iκ-
Bα蛋白表达水平明显减少(P<0.01)。而 1，5，10μmol/LTSG预
处理后，核内 NF-κB(P65)蛋白表达水平明显降低，浆中 Iκ-
Bα 蛋白表达水平明显上升。提示 TSG 预处理可明显降低
MPP+诱导的 PC12细胞中 NF-kB的激活，且这种降低具有剂
量依赖性。

3 讨论

近年来，许多学者对 PD做了大量的研究，然而由于其发

图 1 TSG对MPP+引起 PC12细胞毒性的作用(n=6)

Fig1 Efects of TSG on MPP+ induced cytotoxicity in PC12 cells

**P<0.01，与对照组比；##P<0．01，与MPP+组比
**P<0.01，VS control；##P<0．01, VS MPP+ group
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图 2 TSG对MPP+诱导的 PC12细胞凋亡的保护作用(×200)

Fig 2 The protective effect of TSG on MPP+ induced apoptosis in PC12

cells

A：对照组；B：MPP+组；C：1μmol/LTSG+MPP+组；D:

5μmol/LTSG+MPP+组；E: 10μmol/LTSG+MPP+组
A：control；B：MPP+group；C：1μmol/LTSG+MPP+ group；D：
5μmol/LTSG+MPP+ group；E：10μmol/LTSG+MPP+ group

病机制十分复杂，至今尚未明了。但是，大量的证据已经表明不
同因素引起 PD发病，都是以神经元的凋亡为最终表现[5]。细胞
凋亡有多种信号通路的参与，如 ROS,NO,MAPK,PI3K,PCK,
NF-kB等信号通路。NF-κB在外周炎症反应中起着关键的作
用[6]，并且参与了调节细胞凋亡与抗细胞凋亡基因的表达[7]。在
正常环境下，NF-κB，异源二聚体是由 50KD (P50) 和 65KD
(P65)亚单位组成，NF-κB结合到一种抑制物蛋白 IkB上，该蛋
白隔离了 NF-κB。NF-κB 的激活是从 IkB 上解离，接着
P50-P65异源二聚体转录到核内，结合到相关的 DNA序列上[8]。

有研究提出，NF-κB在 PD的发病机制中起着一定的作
用，尸体解剖证据表明在 PD病人黑质 DA能神经元中有很强
的 RelA核转录位。体外证据进一步表明，在神经退化疾病中，
NF-κB激活可能和 DA能神经元细胞凋亡有关,并表明 PD病
人细胞核内的免疫反应 NF-κB多巴胺能神经元所占的比例
约为正常对照人群的 70倍[8]。也有研究显示在 PD病人黑质致
密部中的反应性小神经胶质和 DA神经元中，通过 Fenton反应
增加了 ROS，铁的增加启动了氧化应激，导致了 NF-κB的激
活[9]。还有研究表明，在啮鼠动物 PD模型中，通过一种 NF-κB
依赖的 P53信号通路，NF-κB的激活至少部分的对氧化应激
引起的 DA能神经元退化发挥了作用 [10]。另有研究显示，对
NF-κB (P65) 选择性的抑制可以保护 MPTP小鼠 PD模型中
DA能神经细胞的丢失[12]。

本实验采用MPP+诱导的 PC12细胞模型模拟 PD体外损
伤，通过实验我们发现，MPP+处理组细胞活性明显下降，凋亡
增多，而用 TSG(1，5，10μmol/L)预处理 24h后，细胞活性明显
增高，细胞凋亡减少。本研究还观察到 300μmol/L MPP+处理
PC12细胞 24h后，细胞核内 NF-κB(P65)蛋白水平增加，细胞
浆中 IκBα 蛋白水平明显降低。但是经 TSG (1,5,和
10μmol/L)预处理 24h后，细胞内 NF-κB(P65)蛋白水平增加
依次降低，细胞浆中 IκBα蛋白水平依次增加。

上述实验结果表明，TSG在一定浓度范围内对MPP+诱导
的 PC12细胞凋亡具有保护作用。抑制 NF-κB的激活可能是
其机制之一。
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