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白藜芦醇对 6-羟基多巴所致 SN4741细胞损伤的保护作用和机制研究 *

杨瑞鑫 高 立 黄 露 李玉骞 高国栋△

（第四军医大学附属唐都医院神经外科 陕西西安 710038）

摘要 目的：探讨白藜芦醇对 6-羟基多巴引起的细胞损伤的内在保护机制。方法：以 SN4741细胞系为实验对象，分为对照组、6-

羟基多巴处理组和白藜芦醇预处理、6-羟基多巴处理组组。MTT法测定细胞活性。Western blot检测细胞内 DJ-1表达水平。ROS

检测反映细胞的氧化应激水平和线粒体损伤情况。线粒体膜电位检测反映细胞线粒体功能。结果：白藜芦醇可以剂量依赖性方式

提高 6-OHDA诱导的 SN4741细胞的存活率。白藜芦醇预处理显著逆转 6-OHDA诱导的 SN4741细胞 DJ-1水平的下降，降低

6-OHDA引起的氧化应激水平和线粒体损伤。结论：白藜芦醇预处理能够保护 6-羟基多巴所致的 SN4741细胞损伤，可能与提高

DJ-1的表达，减轻细胞内的氧化应激水平，改善线粒体功能有关。
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Resveratrol Protects the Impairment of SN4741 Cells Induced by 6-Hydroxy
Dopamine*

To investigate the mechanism underlying the protection effect of resveratrol against 1. cellular impairment

induced by 6-hydroxy dopamine. SN4741 cells were divided into three groups: the control group, the 6-hydroxy dopamine

treated group and the resveratrol pre-treated group. The cellular viability were measured by MTT assay. DJ-1 level were assessed by

Western-Blot assay. ROS level, and MMP were detected to reflect cellular oxidative stress level and mitochondrial function.

Resveratrol alleviated 6-hydroxy dopamine induced cell death through a dose dependent manner. Pre-treatment of resveratrol significantly

relieved the reduction of DJ-1 level induced by 6-hydroxy dopamine, which contributed to a lower oxidative stress level and milder mito-

chondrial injury. Pre-treatment of resveratrol protects cellular damage induced by 6-hydroxy dopamine. Moreover, it also

alleviates cellular oxidative stress level and improves mitochondrial function. All these effects may due to promoting expression of DJ-1

protein induced by resveratrol.
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前言

帕金森病（Parkinson's Disease，PD）又称震颤麻痹，主要临

床症状表现为静止性震颤、姿势异常、运动迟缓和肌强直，主要

病理表现是大脑黑质部多巴胺能神经元的特异性丢失和死亡

以及路易式小体的形成[1,2]。由于帕金森病临床治疗手段有限，

预后差，对于老年人生活质量影响严重，因而寻找疗效确切、副

作用小的药物愈来愈成为人们研究的焦点。6- 羟基多巴

（6-Hydroxy Dopamine，6-OHDA）是一种广泛应用的 PD模型的

造模药物，以引起细胞氧化应激损伤为其主要的药理作用，而

氧化应激正是帕金森病的潜在发病机制之一。白藜芦醇

（Resveratrol，Res）是一种非黄酮类多酚化合物，主要存在于葡

萄属等 21个科、31个属的至少 72种植物中，其中包括虎杖、

决明、桑树等常见的药用植物以及葡萄、花生等农作物[3]。白藜

芦醇的生物学活性非常广泛[4]，具有包括抗衰老[5]、抗肿瘤[6,7]、预

防心脑血管疾病[8,9]、抗氧化[10]等多种药理学作用。白藜芦醇的

抗氧化作用是其中最重要的一环，因为氧化损伤是衰老、卒中、

DNA损伤的重要原因[11]。氧化应激是最常见的细胞氧化损伤，

并且被认为是帕金森病的重要发病机制之一[12]。近年来，关于

白藜芦醇抗氧化作用的研究很多，但其具体机制仍不明确。本

研究以小鼠多巴胺能神经元细胞系 SN4741为研究对象，体外

建立 6-羟多巴诱导的帕金森病模型，检测白藜芦醇对细胞氧

化损伤的影响，并探讨白藜芦醇保护作用的潜在机制，以期为

帕金森病的发病机制和白藜芦醇的临床应用提供更多的实验

2020· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.11 APR.2017

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

SN4741 细胞受赠于美国 Emory大学药理学系毛子胥教

授实验室，培养于 DMEM 高糖培养液（10 % FBS、2 mM

L-Glu、1 % D-Glu）。白藜芦醇、6-OHDA和MTT均购自 Sigma

公司，DJ-1 和茁-actin 抗体购自美国 Abcam 公司，CM-H2DCF

DA和 TMRE购自 Invitrogen公司。其余试剂均购自 Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 SN4717细胞的培养 SN4717细胞是一种小鼠多巴胺

能神经元细胞系，33℃、5 % CO2培养于 DMEM高糖培养液

（10 % FBS、2 mM L-Glu、1% D-Glu），处理时将细胞融合至 90

%-100 %的 100 mm培养皿中培养液吸净，PBS溶液洗一遍，1

mL 0.25 %胰酶 372消化 1 min，之后加入 1 mL培养液，吹洗

细胞至悬浮状态，800 rpm离心 5 min，弃去胰酶和培养液，加入

1 mL培养液重悬，接种至 6孔板。6孔板每个孔加入细胞重悬

液 50 滋L，培养 12-18 h，培养至细胞融合度 50 %-60 %时即可

进行下一步处理。

1.2.2 细胞活性的检测 本实验采用 MTT法检测细胞活性。

将 SN4741细胞接种至 96孔板，按需处理后，加入 MTT染剂，

37 ℃，反应 4 h，之后加入 Dimethyl 溶解细胞内的 MTT，

Bio-Rad酶标仪检测吸光值。

1.2.3 Western-Blot检测蛋白表达 PBS冲洗细胞三次，之后

加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA裂解缓冲液提取蛋白。12%SDS-

聚丙烯酰氨凝胶电泳分离样品蛋白，之后用半干转法将凝胶中

的蛋白转移至 PVDF膜（Millipore）上，2 % BSA、室温封闭

40-60 min，TBST清洗一次后孵育一抗 4℃洗摇床过夜。TBST

洗三次，室温孵育结合了辣根过氧化物酶的二抗（Millipore）1

h，TBST再次清洗三次后 Bio-Rad化学发光仪检测蛋白水平。

1.2.4 活细胞 ROS水平检测 不同处理组的 SN4741细胞处

理结束后，加入 CM-H2DCFDA染剂进行 ROS染色。用终浓度

为 5 滋M的染剂 33℃孵育细胞 30 min，之后 PBS清洗三遍后，

进行细胞计数，取相同数量细胞用 Bio-Rad酶标仪进行荧光水

平检测。染剂激发光波长 485 nm，发射光波长 535 nm。

1.2.5 线粒体膜电位（MMP）的检测 采用 TMRE检测线粒体

膜电位。不同组细胞处理结束后，用终浓度为 200 nM的 TM-

RE 33℃孵育细胞 20 min，PBS清洗三遍之后，收集细胞，流式

细胞仪计数阳性细胞数目。

1.3 统计学分析

应用 SPSS19.0进行统计学分析，计算均值和标准差（x± s），

多组间差异采用单因素方差分析（one way ANOVA），两组间比

较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 白藜芦醇提高 6-OHDA诱导的 SN4741细胞的存活率

选取不同浓度梯度的 6-OHDA 处理 SN4741 细胞 24 h，

MTT法检测细胞活性，6-OHDA对细胞活性影响呈剂量依赖

性（图 1A）。当 6-OHDA浓度为 80 滋M时，细胞活性相比对照
组表现出显著下降（P<0.05），因此选取 80 滋M作为后续实验处
理浓度。不同浓度白藜芦醇预处理细胞 24 h，之后加入 6-OH-

DA，24 h后MTT法检测细胞活性。结果显示：单纯白藜芦醇处

理并不显著影响细胞活性，然而在 6-OHDA引起的细胞活性下

降方面，终浓度为 100 滋M的白藜芦醇表现出较为显著的保护
作用（P<0.05），并且呈明显的剂量效应关系（图 1B）。此结果表

明白藜芦醇可提高 6-OHDA诱导的 SN4741细胞的存活率。

图 1 白藜芦醇提高 6-OHDA诱导的 SN4741细胞的存活率(*与对照组相比，#与处理组相比)

Fig.1 Resveratrol enhanced the cell viability of SN4741 cells induced by 6-hydroxy dopamine (*Compared with cotrol group, #compared with treated

group)

2.2 白藜芦醇显著逆转 6-OHDA诱导的 SN4741细胞 DJ-1水

平的下降

DJ-1作为细胞中重要的抗氧化分子，在氧化应激中能保护

线立体的功能并减少线粒体损伤。DJ-1的下调会导致多种线

粒体功能障碍。为了检测白藜芦醇是否通过影响 DJ-1的水平

影响了细胞活性，我们使用白藜芦醇预处理 SN4741细胞 24

h，之后再加入 6-OHDA处理 24 h，Western blot检测不同组的

DJ-1水平。结果显示，单独 6-OHDA处理 SN4741细胞时，DJ-1

水平明显下降。然而白藜芦醇预处理 24 h后，DJ-1水平较单独

6-OHDA处理提高，但仍较对照组偏低（P<0.05，图 2）。实验结

果表明白藜芦醇能够显著逆转 6-OHDA诱导的 SN4741细胞

DJ-1水平的下降。
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2.3 白藜芦醇能够减轻 6-OHDA诱导的 SN4741细胞线粒体

损伤

有文献报道 DJ-1能够保护线粒体功能[13]，在氧化应激条

件下，调节线粒体，起到保护作用[14]。上述实验结果表明白藜芦

醇能够保护细胞内 DJ-1的水平，那么在功能上面是否也能起

到保护线粒体的作用? 我们同样使用白藜芦醇预处理 SN4741

细胞 24 h，之后再加入 6-OHDA 处理 24 h。分别使用

CM-H2DCFDA和 TMRE处理细胞，检测细胞内反应活性氧簇

（Reactive oxygen species，ROS）水平和线粒体膜电位（Mito-

chondrial membrane potential，MMP）。白藜芦醇预处理组细胞

内的 ROS水平明显低于单纯 6-OHDA组(P<0.05)，并且较接近

对照组水平（图 3A）。同样，白藜芦醇预处理组细胞较单纯

6-OHDA组拥有较高的MMP水平（P<0.05，图 3B）。低水平的

ROS和高水平的MMP均说明细胞线粒体功能较为完好，处于

较低的氧化应激水平。因此，该实验结果表明白藜芦醇能够降低

6-OHDA引起的氧化应激水平和线粒体损伤，保护线粒体功能。

图 2 白藜芦醇显著逆转 6-OHDA诱导的 SN4741细胞 DJ-1水平的下降

Fig.2 Resveratrol significantly reversed 6-hydroxy dopamine induced decline of DJ-1 level

图 3 白藜芦醇显著减轻 6-OHDA诱导的 SN4741细胞氧化应激水平和线粒体损伤

Fig.3 Resveratrol significantly relieves ROS level and protects mitochondrial function of SN4741 cells induced

3 讨论

帕金森病是世界第二大神经退行性疾病，其病理特征表现

为：（1）黑质致密部多巴胺能神经元特异性的缺失和死亡，导致

纹状体多巴胺水平减少，表现出一系列的锥体外系异常的表现[15]；

（2）存活的多巴胺能神经元中路易式小体的形成，即琢-Synucle-
in的异常累积，导致存活的神经元功能障碍，进一步影响纹状

体的多巴胺水平[16]。目前的观点认为帕金森病是基因易感性和

环境因素双重作用的结果[17]。不论是家族性还是散发性帕金森

病，氧化应激、线粒体功能障碍和蛋白质代谢紊乱都与帕金森

病的发病密切相关[12,18]。

近年来，越来越多的表明白藜芦醇对神经退行性疾病的预

防和治疗有着相当重要的作用[19,20]，但其保护作用潜在的分子

机制尚不十分清楚。近期有研究显示白藜芦醇能够改善帕金森

病小鼠模型的运动障碍和病理学改变[21]，还有研究提到在高脂

饮食引起的神经退行性病变中，白藜芦醇能够增进线粒体功能
[22]。本研究以小鼠多巴胺能神经元 SN4741细胞系为实验对象，

通过细胞活性、ROS水平和线粒体膜电位检测等手段进一步探

讨了白藜芦醇对于 6-OHDA诱导的帕金森病模型的保护作用

及其内在的机制。实验结果显示白藜芦醇能够保护 6-OHDA

引起的 SN4741细胞损伤，并且能够降低 ROS水平，维持线粒

体膜电位，而这些保护作用我们认为可能与 DJ-1有关。

DJ-1即 PARK7，作为家族性帕金森病的突变基因之一，在

帕金森病的发病中起到了重要的作用[23,24]。DJ-1自身作为一个

细胞内的抗氧化分子，能够直接运用自身的还原性基团消除细

胞内的 ROS，减轻细胞内的氧化应激水平，此外还能参与转录

调控和调节线粒体功能[25]。DJ-1敲除小鼠对于帕金森病的造模

药物如 MPTP和 6-OHDA引起的神经元死亡较野生型小鼠敏

感的多，而在黑质致密部腺病毒过表达 DJ-1则能减轻药物引

起的神经元死亡[26]。蔡志标等的研究显示 DJ-1水平的提高可
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以保护MPTP引起的细胞损伤，并且能够降低 ROS水平，保护

线粒体膜电位[27]。这些结果都说明细胞内 DJ-1水平的提高对

于细胞的抗氧化反应和线粒体功能都有着良好的保护作用，而

本实验结果也显示白藜芦醇能够提高细胞内的 DJ-1水平，并

且减少 6-OHDA引起的氧化应激损伤。而白藜芦醇的这一保

护作用究竟是通过上调 DJ-1水平引起的，还是能够直接降低

细胞内 ROS水平、保护线粒体，这其中的具体机制还有待进一

步阐明。

综上所述，白藜芦醇能够减少 6-OHDA引起的细胞死亡，

增强细胞活性，上调细胞内 DJ-1水平，并保护线粒体的功能，

其确切机制还有待进一步的研究。
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