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补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞损伤的保护作用及
机制研究

杨柳，李爽，王业秋，安丽凤，李建民，陈巧云，黄敬文，薛慧（黑龙江中医药大学佳木斯学院，黑龙江 佳木斯

154007）

摘要：目的 探讨补骨脂二氢黄酮甲醚对 β 淀粉样蛋白（β-amyloid protein，Aβ）诱导 PC12 细胞损伤的保护作

用及其相关机制。方法 采用 Aβ（1.5×10-4 mol·L-1）诱导的 PC12 细胞作为阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，
AD）细胞模型，并以补骨脂二氢黄酮甲醚（1×10-6 mol·L-1）、雌二醇（1×10-5 mol·L-1）进行干预。实验设置空白

组、Aβ 组、补骨脂二氢黄酮甲醚组、雌二醇组。采用四甲基噻唑蓝（MTT）法检测细胞活力；流式细胞术检测

细胞凋亡率；试剂盒检测细胞线粒体膜电位，以及超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）活

性和丙二醛（MDA）含量；采用 Western Blot 法检测细胞中白细胞介素 1β（IL-1β）、白细胞介素 6（IL-6）、肿瘤

坏死因子 α（TNF-α）蛋白表达水平。结果 与空白组比较，Aβ 组的细胞存活率、线粒体膜电位及 SOD、

GSH-PX 活性明显降低（P＜0.01），细胞凋亡率、MDA 含量以及 IL-1β、IL-6、TNF-α 蛋白表达水平明显升高

（P＜0.01）。与 Aβ 组相比，补骨脂二氢黄酮甲醚组的细胞存活率、线粒体膜电位及 SOD、GSH-PX 活性明显

升高（P＜0.01），细胞凋亡率、MDA 含量以及 IL-1β、IL-6、TNF-α 蛋白表达水平明显降低（P＜0.01）。结论

补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导的 PC12 细胞损伤具有保护作用，可能与提高其抗氧化酶活性及线粒体膜电

位，减少炎症因子分泌有关。
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Protective Effect of Bavachinin A on PC12 Cells Injury Induced by Aβ and Its Mechanism
YANG Liu，LI Shuang，WANG Yeqiu，AN Lifeng，LI Jianmin，CHEN Qiaoyun，HUANG Jingwen，XUE Hui
（Jiamusi college，Heilongjiang University of Chinese Medicine，Jiamusi 154007 Heilongjiang，China）
Abstract：Objective To investigate the protective effect of bavachinin A on PC12 cell injury induced by Aβ and
its related mechanism. Methods The Alzheimer’s disease cell model was induced by applying Aβ（1.5×10-4 mol·L-1）

in PC12 cells. After the preliminary experiment，Aβ（1.5×10-4 mol·L-1），bavachinin A（1×10-6 mol·L-1）and estradiol
（1 × 10- 5 mol · L- 1）were selected for the subsequent experimental study. In this study， there were blank control
group， Aβ group， bavachinin A group， estradiol group. Tetramethylthiazolium（MTT） was used to detect the
viability of cells. Flow cytometry was used to detect apoptosis rate. Mitochondrial membrane potential detection kit
（JC-1）was used to detect mitochondrial membrane potential. Superoxide dismutase（SOD），glutathione peroxidase
（GSH-Px）and malondialdehyde（MDA）kits were used to detect the activities of antioxidant enzymes and content of
MDA in cells. The expression levels of interleukin-1β（IL-1β），interleukin-6（IL-6）and tumor necrosis factor-α
（TNF-α）were detected by Western Blot. Results Compared with the blank group， the cell survival rate，SOD，
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阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是一种

脑部中枢神经系统病变引起的疾病，能导致记忆、

认知以及精神障碍[1]。其主要的病理特征是神经细胞

外 β 淀粉样蛋白（β-amyloid protein，Aβ）沉积导致的

Aβ 聚集斑块，也会引起细胞内的神经纤维缠结，神

经元死亡 [2]。AD 在现代社会老龄化不断加剧的背景

下呈现逐渐增长的趋势。该疾病的发生不仅给患者

带来痛苦，而且还会消耗大量的社会资源。因此，

近年来 AD 越来越引起人们的关注。

补骨脂二氢黄酮甲醚是补肾中药补骨脂中的黄酮

类成分，具有抗炎[3]、抗氧化[4]、抗菌、抗病毒[5]、调

节免疫 [6]、雌激素活性 [7]及抗 AD[8]等多种药理作用。

本课题组在前期预实验中发现，补骨脂二氢黄酮甲

醚对 Aβ 诱导的 PC12 细胞具有保护作用，可以有效

抑制细胞的凋亡。因此，本研究拟采用 Aβ 诱导的

PC12 细胞作为 AD 细胞模型，探讨补骨脂二氢黄酮

甲醚对 PC12 细胞增殖、凋亡、线粒体膜电位，以及

有关氧化指标和炎症指标的影响。

1 材料与方法
1.1 细胞及其培养 PC12 细胞，购自上海中乔新舟

生物科技有限公司。选用 DMEM 培养液加入 10%胎

牛血清和 1%青霉素-链霉素，在 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养。次日更换培养液，待细胞密度达到 80%
以上，使用胰酶消化、离心、传代，于培养瓶中继

续培养。

1.2 药品及试剂 补骨脂二氢黄酮甲醚，纯度≥98%
（批号：20130819），购自宝鸡市辰光生物科技有限

公司；雌二醇，纯度≥98%（批号：L750N46），购自

北 京 百 灵 威 科 技 有 限 公 司 。 DMEM（批 号 ：

SH300022.01），购自美国 Hyclone 公司；四甲基噻唑

蓝（MTT，批号：021005），购自美国 Sigma 公司；线

粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）、谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-PX）检测试剂盒（批号：20151214）、超氧化

物歧化酶（SOD）检测试剂盒（批号：A001-1）、丙二

醛（MDA）检测试剂盒，均购自南京建成生物工程研

究 所 ； 兔 抗 β- actin 多 克 隆 抗 体（ 批 号 ：

AG07197903S）、兔抗白细胞介素（IL）-1β 多克隆抗体

（批号：AG10247524S）、兔抗 IL-6 多克隆抗体（批

号：AG01161255S）、兔抗肿瘤坏死因子（TNF）-α 多

克隆抗体（批号：AG09074515S）；羊抗兔 IgG/HRP
（批号：AG03297461S）、Aβ25-35（批号：Y-0044），

均购自北京博奥森生物技术有限公司。

1.3 仪 器 IX- 71- 21PH 型 倒 置 显 微 镜 ， 日 本

Olympus 公司；HF90 型 CO2 培养箱，上海智城公

司；MK3 型酶标仪，上海热电仪器有限公司；

HPC-150 型流式细胞仪，加拿大 Handyem 公司；

Mini-PROTEAN Tetra Cell 型电泳仪、Trans-Blot SD
Cell 型半干转膜仪，美国 Bio- Rad 公司； Smart
Chemi500 型化学发光成像仪，北京赛智创业科技公

司；MS-500A 型半自动生化分析仪，四川美生科技

有限公司。

1.4 溶液配制

1.4.1 补骨脂二氢黄酮甲醚溶液 称取补骨脂二氢黄

酮甲醚粉末 3.68 mg，加入 10 μL DMSO 溶解药物，

再加入 DMEM 基础培养基定容至 10 mL，浓度为

10-6 mol·L-1。

1.4.2 Aβ 溶液 称取 Aβ25-35 粉末 5 mg，加入 30 μL
DMSO 使其溶解，再加入 31.3 mL 灭菌水，配制成

1.5×10-4 mol·L-1溶液；然后，置于 37 ℃、5% CO2培

养箱中，待 1 周后使其变成凝聚态；最后，置于

-20 ℃条件下，使用时稀释为 20 μmol·L-1。

1.4.3 雌二醇溶液 称取雌二醇粉末 2.18 mg，加入

20 μL DMSO 使其溶解，再加入 20 mL DMEM 培养

GSH-PX，mitochondrial membrane potential and activities in group Aβ were decreased（P＜0.01）， and the cell
apoptosis rate，MDA content， expression levels of IL- 1β， IL- 6 and TNF-α protein were increased（P＜0.01）.
Compared with group Aβ， the cell survival rate，mitochondrial membrane potentical，SOD and GSH-Px activities
of bavachinin A group were increased（P＜0.01），while the cell apoptosis rate，MDA content，IL-1β，IL-6 and
TNF-α protein expression levels were decreased（P＜0.01）. Conclusions The protective effect of bavachinin A on
PC12 cell damage induced by Aβ may be related to increasing the activity of antioxidases and mitochondrial
membrane potential，reducing the secretion of inflammatory factors.
Keywords：Alzheimer’s disease；β-amyloid protein；PC12 cells；bavachinin A；oxidative stress； inflammatory
cytokines；mitochondrial membrane potential
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液配制成 4×10-4 mol·L-1 溶液；以 0.22 μm 微孔滤

膜过滤除菌，然后按照浓度梯度进行稀释，最终为

1×10-5 mol·L-1，-20 ℃条件下储存。

1.4.4 JC-1 染色工作液 取 50 μL JC-1（200×）加入

8 mL 纯水，混匀，随后倒入 2 mL JC-1 染色缓冲液

（5×），再混匀，备用。

1.4.5 JC-1 染色缓冲液（1×） 取 3 mL JC-1 染色工作

液（5×）加入 12 mL纯水，混匀，将其置于冰浴中备用。

1.5 MTT 法检测细胞活力 取生长密度达到 80%以

上的 PC12 细胞，接种于 96 孔板中，培养 24 h 后，

参照文献［7］，将其分为 4 组：空白组（加入新鲜培

养液）、Aβ 组（加入 1.5×10-4 mol·L-1 Aβ 溶液）、补骨

脂二氢黄酮甲醚组（10-6 mol·L-1补骨脂二氢黄酮甲醚

溶液+1.5×10-4 mol·L-1 Aβ溶液）、雌二醇组（10-5 mol·L-1

雌二醇溶液+1.5×10-4 mol·L-1 Aβ 溶液）。其中，补骨

脂二氢黄酮甲醚组和雌二醇组分别先加入 10-6 mol·L-1

补骨脂二氢黄酮甲醚溶液和 10-5 mol·L-1 雌二醇溶

液，2 h 后再分别加入 Aβ；继续培养 24 h 后，加入

20 μL MTT 溶液（5 mg·mL-1）；待 4 h 后，加入 150 μL
DMSO，于摇床震荡 10 min，使用酶标仪检测各组细

胞的光密度（OD）值。计算：细胞存活率（%）=给药组

OD490/空白组 OD490 ×100%。

1.6 流式细胞术检测细胞凋亡率 细胞分组、处理同

“1.5”项。消化、离心后收集已培养好的各组细胞，

使用 1 mL PBS 重悬并计数；取 105 个细胞的重悬

液，离心（1 000 r·min-1，5 min）后移除上清；按照

凋亡试剂盒说明书步骤操作，分别加入 100 μL
1×Binding buffer、5 μL Annexin V-FITC、5 μL PI，
室温下反应 10 min；每个样品中各加入 400 μL
1×Binding buffer 混匀，筛网过滤，采用流式细胞仪

检测。

1.7 细胞线粒体膜电位检测 细胞分组、处理同

“1.5”项。收集已培养好的各组细胞，分别置于

1.5 mL 离心管中；参照文献［9］操作，每管中分别加

入 0.5 mL 培养液及 0.5 mL JC-1 染色工作液，混

匀，于 37 ℃培养箱中孵育 20 min；加入 1 mL JC-1
染色缓冲液（1×）重悬，于 4 ℃、600 r·min-1 离心

5 min；弃上清，重复 2 次；再加入 1 mL JC-1 染色

缓冲液（1×）重悬，于流式细胞仪检测。

1.8 SOD、GSH-PX 活性及 MDA 含量检测 细胞

分组、处理同“1.5”项，收集已培养好的各组细

胞，加入胰酶消化、离心，弃去上清液，将含 1%
PMSF 的裂解液添加到各离心管中；采用 BCA 蛋白

定量试剂盒测定蛋白浓度；按照 SOD、GSH-PX、

MDA 检测试剂盒说明书步骤操作。

1.9 Western Blot 法检测 IL-1β、 IL-6、TNF-α
蛋白表达水平 细胞分组、处理同“1.5”项。收集

已培养好的各组细胞，加入胰酶消化、离心，收集

细胞；加入细胞裂解液（RIPA∶PMSF=99∶1）进行细

胞裂解，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测各组蛋白浓

度。取 10 μL 样品上样，经聚丙烯凝胶电泳 100 min
后，转膜 35 min，将 PVDF 膜置于脱脂奶粉中封闭

2 h；加入一抗（1∶300）孵育过夜后，取出洗涤；加

入二抗（1∶10 000），常温孵育 1 h，洗膜 3 次；加入

ECL 发光液，于化学发光成像仪内成像，并获得各

条带的灰度值。将目的条带灰度值与内参（β-actin）
灰度值的比值作为目的蛋白的表达水平。

1.10 统计学处理方法 采用 SPSS 23.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P < 0.05 为差异有统计

学意义。

2结果
2.1 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞活力

的影响 结果见表 1。与空白组比较，Aβ 组的细胞

活力明显下降（P＜0.01）；与 Aβ 组比较，补骨脂二

氢黄酮甲醚组、雌二醇组的细胞活力明显上升（P＜

0.01）。
表 1 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞存活率的

影响（x ± s，n=6）
Table 1 Effect of bavachinin A on the survival rate of PC12
cells induced by Aβ（x ± s，n=6）
组别

空白组

Aβ 组

补骨脂二氢黄酮甲醚组

雌二醇组

浓度/（mol·L-1）

-
1.5×10-4

10-6

10-5

光密度（OD）值
0.479 ± 0.006
0.302 ± 0.007##

0.459 ± 0.003**
0.465 ± 0.005**

细胞存活率/%
100.00
63.04
95.82
97.07

注：与空白组比较，##P＜0.01；与 Aβ 组比较，
**
P＜0.01

2.2 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞凋亡

的影响 结果见表 2。与空白组比较，Aβ 组的细胞

凋亡率明显上升（P＜0.01）；与 Aβ 组比较，补骨脂

二氢黄酮甲醚组、雌二醇组的细胞凋亡率明显下降

（P＜0.01）。
2.3 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞线粒

体膜电位的影响 结果见表 3。与空白组比较，
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Aβ 组的细胞线粒体膜电位明显降低（P＜0.01）；与

Aβ 组比较，补骨脂二氢黄酮甲醚组、雌二醇组的细

胞线粒体膜电位明显升高（P＜0.01）。
2.4 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞抗

氧化酶活性的影响 结果见表 4。与空白组比较，

Aβ 组细胞的 SOD、GSH-PX 活性明显降低（P <
0.01），MDA 含量明显升高（P < 0.01）；与 Aβ 组比

较，补骨脂二氢黄酮甲醚组、雌二醇组细胞的

SOD、GSH-PX 活性明显升高（P < 0.01），MDA 含量

明显降低（P < 0.01）。
表 4 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞抗氧化酶

活性的影响（x ± s，n=6）
Table 4 Effect of bavachinin A on antioxidant enzyme activity in
PC12 cells induced by Aβ（x ± s，n=6）
组别

空白组

Aβ 组

补骨脂二氢黄酮甲醚组

雌二醇组

浓度/
（mol·L-1）

-
1.5×10-4

10-6

10-5

SOD/（U·mg-1）

66.52 ± 1.12
36.81 ± 2.20##

54.31 ± 1.41**
57.30 ± 2.80**

GSH-PX/
（U·mg-1）

5.952 ± 0.684
2.753 ± 0.645##

4.387 ± 0.374**
4.487 ± 0.391**

MDA/
（nmol·mL-1）

1.537 ± 0.243
3.114 ± 0.502##

2.341 ± 0.992**
2.121 ± 0.690**

注：与空白组比较，##P＜0.01；与 Aβ 组比较，
**
P＜0.01

2.5 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导的 PC12 细胞

IL-1β、IL-6、TNF-α 蛋白表达的影响 结果见图 1、
表 5。与空白组比较，Aβ 组细胞的 IL-1β、IL-6、

TNF-α 蛋白表达明显上调（P＜0.01）；与 Aβ 组比

较，补骨脂二氢黄酮甲醚组、雌二醇组细胞的 IL-1β、
IL-6、TNF-α 蛋白表达均明显下调（P＜0.01）。

IL-1β

β-actin

IL-6

β-actin

TNF-α

β-actin

30 kDa

43 kDa

28 kDa

43 kDa

25 kDa

43 kDa

A B C D
注：A. 空白组；B.Aβ 组；C. 补骨脂二氢黄酮甲醚组；D. 雌二醇组

图 1 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导的 PC12 细胞 IL-1β、
IL-6、TNF-α蛋白表达水平的影响

Figure 1 Effect of bavachinin A on the expression levels of IL-1β，
IL-6 and TNF-α in PC12 cells induced by Aβ
表 5 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导的 PC12 细胞 IL-1β、
IL-6、TNF-α蛋白表达水平的影响（x ± s，n=6）
Table 5 Effects of bavachinin A on the expression levels of
IL-1β，IL-6 and TNF-α in PC12 cells induced by Aβ（x ± s，

n=6）
组别

空白组

Aβ 组

补骨脂二氢黄酮甲醚组

雌二醇组

浓度/（mol·L-1）

-
1.5×10-4

10-6

10-5

IL-1β/β-actin
0.220 ± 0.097
0.645 ± 0.065##

0.447 ± 0.025**
0.420 ± 0.053**

IL-6/β-actin
0.251 ± 0.037
0.568 ± 0.053##

0.433 ± 0.025**
0.419 ± 0.054**

TNF-α/β-actin
0.343 ± 0.049
0.923 ± 0.047##

0.512 ± 0.053**
0.463 ± 0.035**

注：与空白组比较，##P＜0.01；与 Aβ 组比较，
**
P＜0.01

3 讨论
目前，阿尔茨海默病（AD）的发病机制有多种学

说，其中氧化应激和炎症对于 AD 发病机制的研究备

受关注[10-12]。大量研究[13]证实，氧化应激是 AD 发病

的重要机制之一，贯穿于 AD 始终。脑组织特别容易

受到氧化应激和活性氧（ROS）的损伤，体内氧化与抗

氧化的平衡决定 AD 的发生发展。超氧化物歧化酶

（SOD）及谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）是生物体内

至关重要的氧自由基清除剂，体内 SOD 及 GSH-PX
活性的高低可反映机体清除自由基的能力[14]。丙二醛

（MDA）是氧化应激反应中脂质过氧化的产物，其含

量可间接反应 AD 病理状态下脂质过氧化水平的高

表 2 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ诱导 PC12细胞凋亡的影响

（x ± s，n=6）
Table 2 Effects of bavachinin A on PC12 cell apoptosis induced
by Aβ（x ± s，n=6）
组别

空白组

Aβ 组

补骨脂二氢黄酮甲醚组

雌二醇组

浓度/（mol·L-1）

-
1.5×10-4

10-6

10-5

细胞凋亡率/%
5.49 ± 0.32

29.43 ± 0.95##

7.63 ± 0.47**

8.73 ± 0.87**

注：与空白组比较，##P＜0.01；与 Aβ 组比较，
**
P＜0.01

表 3 补骨脂二氢黄酮甲醚对 Aβ 诱导 PC12 细胞线粒体膜

电位的影响（x ± s，n=6）
Table 3 Effects of bavachinin A on mitochondrial membrane
potential induced by Aβ in PC12 cells（x ± s，n=6）
组别

空白组

Aβ 组

补骨脂二氢黄酮甲醚组

雌二醇组

浓度/（mol·L-1）

-
1.5×10-4

10-6

10-5

线粒体膜电位

29.84 ± 0.36
7.78 ± 5.94##

27.69 ± 5.08**

28.97 ± 8.19**

注：与空白组比较，##P＜0.01；与 Aβ 组比较，
**
P＜0.01
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低，反映组织损伤程度 [15]。在 AD 的病理损伤过程

中，还有大量的炎性因子参与，其中 白细胞介素 1β
（IL-1β）、白细胞介素 6（IL-6）和肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）可以导致白细胞的聚积与活化，扩大炎症级

联反应并诱导神经细胞凋亡[16]。研究 [17] 还认为，线

粒体膜电位崩解是细胞凋亡的特异性标志，当线粒

体膜受到损伤后，膜电位消失。PC12 细胞株来源于

移植的大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤单克隆的细胞株，具

有存活时间长、容易获得，以及呈现神经元样的功

能特点，广泛应用于体外进行神经生物、神经化学

及神经系统疾病的研究，故本实验选择 PC12 细胞

进行研究。

本研究结果表明，与空白组相比，模型组细胞的

MDA、 IL-1、 IL-6、TNF-α 含量均明显升高，而

SOD、GSH-PX 活性和线粒体膜电位显著降低，进一

步说明，氧化应激、炎症反应与 AD 密切相关，可能

是 AD 的发病机制之一。而补骨脂二氢黄酮甲醚能有

效地抑制 Aβ 诱导的 PC12 细胞损伤，其可能通过抗

氧化、抗炎症反应、抑制细胞凋亡及提高线粒体膜

电位的作用，发挥对神经细胞的保护作用。
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