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黄连素预处理对 6-羟基多巴胺所致 PC12细胞损伤的影响 *
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摘要目的：观察黄连素(Berberine，BBR)预处理对 6-羟基多巴胺(6-hydroxydopamine, 6-OHDA)诱导的 PC12细胞的影响，并探讨

二型超氧化物歧化酶(Mn-SOD, SOD2)是否介导了 BBR的保护作用。方法：将 PC12细胞分为 5组，分别为正常培养的对照组

(Control)、25 滋M 的 6-OHDA 损 伤 组 、1 滋M 的 BBR 预 处 理 24 h 组 (BBR+6-OHDA)、SOD2-siRNA 干 扰 组

(SOD2-siRNA+BBR+6-OHDA) 和 乱 序 siRNA 处 理 组 (SC-siRNA+BBR+6-OHDA)， 孵 育 24 h 后 ， 采 用 噻 唑 蓝 法

(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，MTT)检测细胞活力，试剂盒检测培养基乳酸脱氢酶(Lactic Dehydrogenase，LDH)、细

胞内活性氧(Reactive Oxygen Species，ROS)、还原型谷胱甘肽(Glutathione，GSH)和过氧化氢酶(Catalase，CAT)的含量，使用流式细

胞仪检测凋亡率，Western blot检测 SOD2和凋亡蛋白 Cleaved caspase-3的表达。结果：与 Control组相比，6-OHDA诱导 PC12细

胞 24 h后，细胞活力显著降低，SOD2 表达、GSH和 CAT的含量明显减少，培养基上清液 LDH活力、细胞凋亡率、Cleaved

caspase-3表达和 ROS水平显著增加 (P<0.05)，而 BBR预处理可显著恢复 6-OHDA诱导的 PC12细胞活力、SOD2表达、GSH和

CAT水平，并降低细胞凋亡率、凋亡蛋白表达和细胞 ROS水平(P<0.05)，而 SOD2-siRNA显著逆转了 BBR预处理产生的上述保

护作用(P<0.05)，SC-siRNA则未对 BBR预处理产生的上述作用造成明显影响(P>0.05)。结论：黄连素预处理可减轻 6-OHDA诱导

的 PC12细胞损伤，而 SOD2分子介导了 BBR预处理对暴露于 6-OHDA的 PC12细胞的保护作用。
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Effects of Berberine Preconditioning on PC12 Cells Exposed to 6-OHDA*

To observe the effect of berberine (BBR) preconditioning on the PC12 cells exposed to 6-hydroxydopamine

(6-OHDA), and investigate whether type 2 superoxide dismutase (SOD2) is involved in the protectiive effect of BBR. PC12

cells were divided into 5 groups, including the normal cultured control group, 25 滋M 6-OHDA injury group (6-OHDA), 1 滋M BBR

preconditioning for 24 h group (BBR+6-OHDA), SOD2-siRNA interfering group (SOD2-siRNA+BBR+6-OHDA) and scrambled siRNA

treatment group (SC-siRNA+BBR+6-OHDA), after 24-h incubation, methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) was used to

assess cell viability, reagent kits were taken to evaluate lactic dehydrogenase (LDH), intracellular reactive oxygen species (ROS),

glutathione (GSH) and catalase (CAT) levels, flow cytometry was used to measure cell apoptosis rate, and western blot was taken to

evaluate SOD2 and cleaved caspase-3 expression. Compared with the control group, 6-OHDA exposure for 24 h significantly

reduced the cell viability, markedly decreased the SOD2 protein expression, intracellular GSH and CAT levels , meanwhile, increased

LDH activity in the medium, up-regulated cell apoptosis rate and intracellular ROS level (P<0.05); however, the BBR preconditioning

restored cell viability, SOD2 expression, intracellular GSH and CAT levels, and decreased LDH release, cell apoptosis, cleaved caspase-3

expression and ROS levels (P<0.05); however, SOD2-siRNA reversed the BBR preconditioning-induced cytoprotective effects (P<0.05),
but the SC-siRNA did not induce significant effects on the BBR preconditioning-induced effects mentioned above (P>0.05).
BBR preconditioning reduces 6-OHDA-induced injury in PC12 cells, and SOD2 mediates BBR preconditioning-induced protection in

PC12 cells exposed to 6-OHDA.
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前言

帕金森病(Parkinson's disease，PD)是一种好发于 65岁以上

老年人的慢性神经退行性疾病，以中脑黑质纹状体中的多巴胺

能神经元进行性凋亡，继而引起脑内多巴胺释放减少为特点，

以运动迟缓、肌强直和静止震颤为主要临床症状[1-4]，目前，治疗

PD以左旋多巴(L-DOPA)等药物替代治疗为主，临床上很难彻

底逆转 PD的发生发展过程[5-7]。

黄连素(Berberine，BBR)是一种提取于黄连和黄柏等中药

的一种生物化性物质，临床上常用于治疗细菌性胃肠炎。现代

医学表明 BBR具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤和抑制神经退行性疾

病发生发展的作用[8-11]。最新研究表明 BBR可减轻 PD的发生

与发展，但其详细作用机制尚不清楚[12-14]。因此，在本研究中，我

们以 6-羟基多巴胺(6-hydroxydopamine, 6-OHDA)作用于 PC12

细胞，模拟 PD患者多巴胺能神经元的损伤[15-17]，使用 BBR预

处理细胞，观察 BBR预处理对 6-OHDA所致 PC12细胞损伤

的保护作用，并探讨二型超氧化物歧化酶(Mn-SOD，SOD2)是

否介导了 BBR预处理 PC12细胞产生的保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

PC12细胞获赠于空军军医大学基础医学院，BBR、6-OH-

DA、 噻 唑 蓝 (methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，

MTT)、DMEM培养基、神经生长因子 (Nerve Growth Factor，

NGF) 和胎牛血清购自美国 Sigma-Aldrich 公司，SOD2 和

Cleaved Caspase-3一抗购自美国 Santa Cruz公司，乳酸脱氢酶

(Lactic Dehygenase，LDH)、还原型谷胱甘肽(Glutathione，GSH)

和过氧化氢酶(Catalase，CAT)检测试剂盒，购自南京建成生物

工程研究所。

1.2 细胞诱导分化及分组处理

PC12 细胞的培养基含 10 %胎牛血清和 90 %的 DMEM

培养基，培养基内含 100 U/mL的青霉素和 100 滋g/mL的链霉
素，培养箱内温度为 37℃，箱内空气含 95 %空气和 5 %的

CO2。PC12细胞分化：将 PC12细胞在含 1%胎牛血清、100U/mL

的青霉素、100 滋g/mL 的链霉素和 100 ng/mL 的 NGF 的

DMEM培养基中孵育 3天，待 PC12细胞分化为神经元样细胞

后，进行后续实验。

首先，为观察不同浓度 BBR预处理的毒性，将 PC12细胞

分为 5 组，分别为正常培养的 Control 组和 0.1、1、10 和 100

滋M的 4个 BBR暴露组，孵育 24 h后，检测细胞损伤。随后，为

寻找适宜 BBR预处理浓度，将 PC12细胞分为 6组，分别为

Control 组、25 滋M 的 6-OHDA 损伤组和 0.1、1、10 和 100 滋M
的 4个 BBR预处理组，BBR预处理 24 h后，各组更换正常培

养基或含 25 滋M的 6-OHDA的培养基，暴露 24 h后，进行检

测。

为进一步探索 SOD2分子在 BBR预处理 PC12细胞中的

作用，将细胞分为 5 组，分别为对照组(Control)：正常培养；

6-OHDA 损伤组：25 滋M 的 6-OHDA 损伤细胞 24 h；BBR+6-

OHDA组：1 滋M的 BBR预处理 24 h，再用 25 滋M的 6-OHDA

损伤细胞 24 h；SOD2-siRNA+BBR+6-OHDA 组：SOD2-siRNA

处理细胞 6 h后，使用 1 滋M的 BBR预处理 24 h，再用 25 滋M
的 6-OHDA损伤细胞 24 h；SC-siRNA+BBR+6-OHDA组：乱序

siRNA处理 6 h，使用 1 滋M的 BBR 预处理 24 h，再用 25 滋M
的 6-OHDA损伤细胞 24 h，随后，进行检测。

1.3 细胞活力检测

将细胞接种于 96孔细胞培养板，密度为 1× 105个 /孔，处

理完毕后，每孔加入 MTT溶液 20 滋L，37 ℃孵育 6 h后，吸掉

上层培养基，每孔内加入 150 滋L 的二甲基亚砜，震荡混匀
10 min后，取 1空白孔内加去离子水 150 滋L作对照，使用分光
光度计(TECAN，瑞士)在 490 nm波长处检测各孔吸光度。

1.4 培养基 LDH、胞内 GSH和 CAT检测

将细胞接种于 24孔细胞培养板，密度为 1× 105个 /孔，处

理完毕后，吸取每孔内培养基上清液 50 滋L离心，随后，取离心
后的上清液 20 滋L或培养板内细胞，根据试剂盒说明，分别检
测培养基 LDH或胞内 GSH和 CAT水平。

1.5 Western Blot检测

将细胞接种于 6孔细胞培养板，细胞诱导分化并处理完毕

后，每孔内加入 600 滋L细胞裂解液(Beyotime，中国)，培养板冰

上裂解 10 min后，将板内细胞用细胞刮刮下并收集于离心管

内，低温(4 ℃)离心 5 min 后，收集管内的蛋白上清液，使用

Bradford法进行蛋白定量。随后，蛋白液经聚丙烯酰氨凝胶电

泳后，转移至聚偏氟乙烯膜，再用 5 %脱脂奶粉封闭膜上的非

特异性抗原，4℃过夜。加入兔抗小鼠一抗 (SOD2和 Cleaved

Caspase-3，1:250稀释)，在细胞培养箱内孵育 6 h后，加入山羊

抗兔二抗(1:500稀释，世纪康为，中国)，4℃孵育 12 h后，化学

发光法显色，采用凝胶成像系统(Bio-Rad，美国)量化图像，以

茁-actin作为内参，量化各条带。
1.6 siRNA干扰

将 PC12细胞接种于 6孔培养板内，细胞密度为 2× 106个

/孔，次日，采用 SOD2-siRNA干扰试剂盒或或乱序(SC)-siRNA

(TriFECTa Dicer-Substrate)，37℃孵育 6 h后，采用Western blot

检测 SOD2蛋白下调程度，评价干扰效果。

1.7 细胞凋亡率检测

将细胞接种于 6孔细胞培养板，密度为 5× 106个 /孔，处

理完毕后，每孔内加入 1 mL胰蛋白酶，37℃消化 1 min后，加

入无血清 DMEM培养基，吹打细胞成悬液，体积为每孔 5 mL，

使用 Annexin V标记悬浮细胞后，使用流式细胞仪(BD，美国)，

检测各组细胞凋亡率。

1.8 胞内 ROS检测

接种细胞于 6孔板内，密度为 2× 106个 /孔，处理完毕后，

使用含 10 滋M的 2',7'-二氯荧光黄双乙酸盐的无血清培养基，

常温避光孵育 10 min，随后，使用磷酸盐缓冲液，避光清洗 3次

Berberine; Preconditioning; SOD2; PC12 cells; Parkinson's disease
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图 1不同浓度 BBR预处理的毒性分析和对 6-OHDA所致 PC12细胞损伤的影响

Fig.1 Effects of different doses of BBR preconditioning on cytotoxicity and cell injury induced by 6-OHDA in PC12 cells

Note: A: Different doses of BBR preconditioning on cell viability, n=8; B: Different doses of BBR preconditioning on LDH release, n=8; C: Different

doses of BBR preconditioning on cell viability of PC12 cells exposed to 6-OHDA, n=8; D: Different doses of BBR preconditioning on LDH release of

PC12 cells exposed to 6-OHDA, n=8; Data are expressed as means± SD. * P<0.05; ns no significance.

后，再使用荧光显微镜(Leica DMI6000B，德国)随机选取视野并

拍照，并计算各组细胞荧光强度。

1.9 统计学分析

实验数据采用 SPSS22.0(SPSS，美国)软件处理，所有实验

数据采用均数标准差(Means SD)表示，组间差异采用单因素方

差分析(One-way ANOVA)的 Tukey多重比较(Tukey's Multiple

Comparison)进行分析，以 P<0.05代表具有统计学差异。

2 结果

2.1 BBR预处理减轻 6-OHDA诱导的 PC12细胞损伤

为寻找适宜的 BBR预处理浓度，我们将 PC12细胞分为 5

组，分别为正常培养的 Control组和 4个不同浓度 BBR (0.1、1、

10和 100 滋M)预处理组，24 h后，检测细胞活力和培养基 LDH

浓度，结果显示(图 1A-B)：与 Control组相比，0.1、1 和 10 滋M
的 BBR未对细胞活力和 LDH释放产生显著影响 (P>0.05)，而

100 滋M的 BBR可显著降低细胞活力，并增加 LDH释放(P<0.
05)，表明 100 滋M的 BBR预处理 24 h可对 PC12细胞产生细

胞毒性。

随后，我们将细胞分为 6组，分别为正常培养的 Control

组、25 滋M的 6-OHDA损伤组和 4个不同浓度 BBR (0.1、1、10

和 100 滋M) 预处理组，Control组正常培养，6-OHDA损伤组经

25 滋M的 6-OHDA暴露 24 h，4个 BBR预处理组经不同浓度

BBR预处理 24 h后，更换含浓度为 25 滋M的 6-OHDA处理

24 h，随后检测细胞活力和 LDH释放。结果显示(图 1C-D)：与

Control组相比，6-OHDA可显著降低细胞活力、并增加 LDH

释放(P<0.05)，而 1 和 10 滋M 的 BBR 预处理，可改善细胞活

力，并降低 LDH释放(P<0.05)，表明 1 和 10 滋M的 BBR 预处

理可减轻 6-OHDA的细胞毒性，产生细胞保护作用。因此，我

们选取 1 滋M的 BBR进行后续试验。

2.2 SOD2-siRNA逆转 BBR预处理对 PC12细胞的保护作用

为研究 SOD2 分子在 BBR预处理产生神经保护中的作

用，我们使用了 SOD2-siRNA干扰细胞 SOD2蛋白表达 (图

2A)，结果显示：与 Control组相比，SOD2-siRNA可显著下调

SOD2 蛋白表达(P<0.05)，而乱序 siRNA(SC-siRNA)未对细胞

SOD2 表达产生显著影响(P>0.05)，表明 SOD2-siRNA 干扰有

效。随后，我们将细胞分为 5组，分别为 Control组、25 滋M的
6-OHDA损伤组、BBR预处理组(BBR+6-OHDA)、SOD2-siRNA

干扰组 (SOD2-siRNA+BBR+6-OHDA) 和乱 组 siRNA 组

(SC-siRNA+BBR+6-OHDA)，处理完毕后，与 Control组相比(图

2B-C)，6-OHDA组细胞活力显著降低、培养基 LDH释放量明

显增加、SOD2蛋白表达显著降低(P<0.05)；而与 6-OHDA组相

比，BBR+6-OHDA组细胞活力明显增加、LDH释放量显著降

低、SOD2 表达明显增加 (P<0.05)；SOD2-siRNA 可显著逆转
BBR预处理产生的上述保护作用(P<0.05)，而 SC-siRNA未对

BBR 产生的保护作用造成明显影响(P>0.05)，以上结果表明，
SOD2分子可能介导了 BBR预处理在 PC12细胞产生的保护

作用。

2.3 SOD2-siRNA逆转了 BBR预处理对 PC12 细胞凋亡的降

低作用
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图 2 SOD2-siRNA逆转了 BBR预处理对 -OHDA所致 PC12细胞损伤和 SOD2表达的影响

Fig.2 SOD2-siRNA reversed BBR-induced effects on PC12 cells injury and SOD2 protein expression

Note: A: SOD2-siRNA reduced SOD2 protein expression, n=4; B-C: SOD2-siRNA reversed BBR-induced effects on cell viability and LDH release, n=8;

D: SOD2-siRNA reversed BBR-induced effects on SOD2 expression, n=4; Data are expressed as means± SD. * P<0.05; ns no significance.

为探讨 SOD2分子在 BBR预处理产生抗凋亡中的作用，

我们检测了细胞凋亡率和凋亡相关蛋白 Cleaved caspase-3表

达，将细胞分为 5组，分别为 Control组、25 滋M的 6-OHDA损

伤组、BBR 预处理组 (BBR+6-OHDA)、SOD2-siRNA 干扰组

(SOD2-siRNA+BBR+6-OHDA) 和乱组 siRNA 组 (SC-siRNA+

BBR+6-OHDA)，结果显示：与 Control组相比，6-OHDA可显著

增加细胞凋亡率和 Cleaved caspase-3 蛋白表达 (P<0.05)，而
BBR预处理明显降低了暴露于 6-OHDA 中的细胞凋亡率和

Cleaved caspase-3表达(P<0.05)，SOD2-siRNA显著逆转了 BBR

预处理产生的抗凋亡作用(P<0.05)，而 SC-siRNA未对 BBR产

生的抗凋亡作用产生明显抑制(P>0.05)。以上结果表明：SOD2
分子可能介导了 BBR预处理对 PC12细胞产生抗凋亡作用。

2.4 SOD2-siRNA逆转了 BBR预处理对 PC12内 ROS、GSH和

CAT的影响

为探讨 SOD2对 BBR预处理后的 PC12细胞内氧自由基

(ROS)、还原型谷胱甘肽(GSH)和过氧化氢酶(CAT)含量的影

响，我们将细胞分为 5组，具体分组及处理同上，并检测细胞内

ROS、GSH和 CAT水平，结果显示：与 Control组相比，25 滋M
的 6-OHDA处理 24 h，可显著增加细胞内 ROS水平，并降低细

胞内 GSH和 CAT的含量 (P<0.05)；与 6-OHDA组相比，BBR

可显著降低细胞内 ROS水平，并增加 GSH和 CAT含量(P<0.

05)，而 SOD2-siRNA 则显著逆转了 BBR 预处理对细胞内

ROS、GSH和 CAT含量的影响 (P<0.05)，SC-siRNA未对 BBR

产生的上述作用形成显著干扰(P>0.05)。以上结果表明：SOD2
分子介导了 BBR预处理对暴露于 6-OHDA中 PC12细胞的保

护作用。

3 讨论

帕金森病(PD)是一种临床常见的神经退行性疾病，其主要

临床表现为运动迟缓、肌肉强直和静止性震颤。PD患者一旦发

展至后期，生活将不能自理，需专人照顾，给患者和家人造成沉

重的经济负担。2016年，全球 PD患者已达 610万人[18]，我国是

人口大国，人口老龄化正不断加快，罹患 PD的人数将逐年增

加。因此，防治 PD需要得到更多关注。目前，控制 PD的药物主

要有左旋多巴、多巴胺受体激动剂、单胺氧化酶抑制剂等，但长

期应用会使患者出现恶心呕吐、食欲不振、心动过速和失眠

等 [19-21]。PD的手术治疗主要包括神经核团毁损和深部脑刺激

等[22-24]，但手术治疗创伤明显且价格高昂，且疗效不确定。因此，

亟待寻找防治 PD的新方法。

BBR是富含在中药黄连、黄柏和三颗针内的一种生物活

性物质，常被应用于治疗细菌性腹泻。研究显示，BBR具有抗

氧化、抗炎、减轻组织缺血和神经保护等作用。最新研究表明

BBR可缓解 PD患者症状，并可在动物模型中减轻 6-OHDA所

引起的黑质纹状体神经元损伤，但 BBR防治 PD的详细机制

尚不清楚。由于 PD的重要损伤机制是神经元的氧化应激损伤

和神经元线粒体功能异常，而氧化应激损伤在 6-OHDA所引起

的神经元损伤模型中也起重要作用。因此，在本研究中，我们观

察了表达于线粒体的 SOD2分子在 BBR预处理产生神经保护

中的作用。预处理指的是在损伤性刺激作用于细胞、组织或机

体之前，预先给予亚致死性刺激，继而减轻随后的致死剂量刺

激对细胞、组织或机体损伤程度的现象。该现象最早于 Murry

在狗的心脏缺血损伤实验中发现[25]，继而在身体其他组织和器
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图 3 SOD2-siRNA逆转了 BBR预处理对 6-OHDA所致 PC12细胞凋亡和 Cleaved caspase-3表达的影响

Fig.3 SOD2-siRNA reversed BBR-induced effects on apoptosis and SOD2 expression in PC12 cells exposed to 6-OHDA

Note: A: Flow cytometry results of apoptotic PC12 cells; B: SOD2-siRNA reversed BBR-induced effects on apoptosis, n=6; C: SOD2-siRNA reversed

BBR-induced effects on SOD2 expression, n=4; Data are expressed as means ± SD. * P<0.05; ns no significance.

官(如脑、肾脏和肝脏等)广泛发现了预处理现象的存在[26]。在本

研究中，我们使用 6-OHDA损伤 PC12细胞模拟 PD中的神经

元损伤，使用 BBR预处理 24 h后，再给予 6-OHDA损伤细胞，

我们发现细胞损伤程度显著减轻，凋亡程度和凋亡蛋白表达明

显降低，细胞内的氧化物 ROS减少，同时抗氧化物 GSH和

CAT含量显著恢复，而细胞 SOD2下调后，BBR预处理产生的

神经保护作用和抗氧化作用被逆转，表明 BBR预处理在 PC12

细胞产生的保护作用，可能通过 SOD2分子介导。SOD是一个

分子家族，除分布于线粒体的 SOD2外，SOD1分布于细胞质

内，SOD3分布在组织间隙[27，28]，由于本研究仅使用了细胞，且

6-OHDA所引起的神经细胞损伤广泛存在线粒体的氧化应激

损伤。因此，我们观察了 SOD2分子在 BBR产生保护机制中的

作用。另有学者研究发现 BBR可减轻 6-OHDA对 PC12细胞

和斑马鱼产生的神经毒性，其机制主要是激活了神经细胞的

PI3K/AKT/BCL2通路[29]。另有研究表明 BBR可减轻谷氨酸对

PC12细胞产生的氧化应激损伤[30]。但目前尚未有 SOD2分子

介导 BBR产生抗氧化应激损伤的报道。然而，本研究还有一些

不足之处。首先，我们使用的 PC12细胞，是一种大鼠嗜铬细胞

瘤细胞系，虽然可通过 NGF诱导成神经元样细胞，但该细胞并

非原代培养神经元，因此，本研究所得结论还需要在原代培养

神经元中验证。其次，PD除有神经元细胞损伤外，还伴有胶质

细胞活化和炎症反应，BBR产生的抑制 PD损伤的作用是否还

有其他机制参与，也需要在在体实验和临床研究中进一步探讨。

综上，本研究结果表明 BBR预处理可显著减轻 6-OHDA

所致 PC12细胞损伤，SOD2可能介导了 BBR产生的上述保护

作用。
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