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银杏叶提取物对鱼藤嗣和 1-甲基-4-苯基毗睫离子诱导 PC12 细胞损伤

的保护作用

王铭维1\ 顾平刘 力气王彦永崔冬生Z

(1.河北医科大学第 医院神经内科，石家庄 050031; 2. 第一医院中心实验室)

[摘要] 町的:观察银杏叶提取物 (extract of Ginkgo biloba leaves. EGB) 对 PC12 细胞损伤的保护作用 B 方战:采用细胞培

养的方法，建立 PC12 细胞的鱼藤酣和 1 甲基 4 苯基咣咬离子 (MPP+ )损伤的模型。用倒置显微镜观察细胞形态 .MTT 法测

定细胞存活率 .ELISA 法检测胞外多巴胶 CDA) 水平 B 结果:同毒物组比较 .EGB 在 O. 35 、 O. 70 、1. 40 mg/ml 浓度下能减轻

MPP+ 引起的 PC12 细胞损伤，在 1.40 mg/ml 浓度下能减轻鱼藤嗣引起的损伤，明显提高细胞的存活率，增高胞外 DA 水平:

2 mmo l/L MPP'" 和 10 /-，mo1/L 鱼藤嗣作用下胞外 DA 分别为 (6.875 土 O. 20 1)和 (5.321 :t 0. 167) ng/ml，而1. 40 mg/ml EGB 

分别与 2 mmol/L MPP- 或 10 /-，mo1/L 鱼藤翻共同作用 .DA 升高至 (7. 595 士 O. 139) ng/ml (P < O. 05) 和 (6.917 士

。.20 1) ng/ml(P<O. 0 1)。结抢 :EGB 对鱼藤嗣和 MPP+ 体外诱导 PC12 细胞的损伤具有明显的保护作用。
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Protective effect of Ginkgo biloba L. extract on PC12 cell damage induced by rotenone and MPP+ in vitro 
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[ABSTRACTJ Objective: To study the protective effect of Ginkgo biloba L. extract(EGB> on PC12 cell damage induced by ro

tenone and 1-methyl-4-phenylpyridium( MPP+ ). Methods: PC12 cells damage model was induced with different concentrations 

of rotenone and MPP+ and were treated with EGB. Then cell morphology was obs巳rved; survival rate and ultracellular dopa 

mine (DA) level were deterrnined by MTT assay and ELlSA assay. respectively. Re哩uIts: MPP+ -induced damage was attenua 

ted by pre- or co-treatrnent with EGB at 0.35.0.70 and 1. 40 rng/rnl, while rotenone-induced darnage was attenuated with EGB 

only at 1. 40 mg/m l. The DA concentrations of extracellular at 2 rnrno l/L MPP+ C 6.875 土 0.201) ng/ml and 10μmol/L rote

none (5.321 土。.167) ng/ml increased to C 7.595 土 0.139 ) ng/ml CP<O. 05) and (6.917 土。.201) ng/ml CP<O. 01) after 

1. 40 mg/rnl EGB were added. Conclusion: EGB can obviously protect PC12 cell damage induced by rotenone and MPP+ in 

vltro. 

[KEY WORDSJ extract of Ginkgo biloba L ; PC12 cell; rotenone; 1-methyl-4-phenylpyridiurn 

研究表明，环境毒素可能造成中脑多巴肢(DA)

神经元变性死亡，从而表现为帕金森病( Parkinson 

disease. PD)[IJ 。研究发现用毒物 1 甲基 4 苯基毗

脏离子 (MPP'" )、杀虫剂鱼藤酣( rotenone) 等制成

的细胞模型及表现为 PD 的动物模型中，多巴肢神

经元的毒性作用表现在很多方面，尤其是对线粒体

复合体 I 有选择性损害。因此，保护神经元或减缓

其损害，是预防和治疗 PD 的重要途径。

银杏叶提取物CEGB)主要成分是黄嗣类和市内

醋类，能在许多病理情况下减轻神经细胞的损伤与

凋亡。本研究考察 EGB 对由鱼藤嗣和 MPP+ 导致

的 PC12 细胞损伤是否具有保护作用。

1 材料和方法

1. 1 药品和试剂 EGB 由德国戚玛舒培博士药厂

[Acad J Sec Mil Med Univ.2005.26(2): 155-157J 

生产，批号 7400500. 为棕黄色液体，其中银杏叶提

取物含量 3.5 mg/ml;MPP+ 购于 Sigma 公司;马血

清和 DMEM 基础培养液购于 Gibco 公司;胎牛血

清，杭州四季青生物制品厂;四甲基偶氮瞠盐

(MTT) 、二甲基亚酬(DMSm 、鱼藤酬，北京华美公

司; DA 检测试剂盒，天津市宇基医疗技术有限公

司 o

1. 2 细胞培养 PC12 细胞由美国匹兹堡大学刘永

健教授惠赠;细胞接种在含 5%马血清和 5%胎牛血

清的 DMEM 基础培养、液中，并含 2 mmol/ L 谷氨酷

脏、 100 U/ml 青霉素、 100 mg/ml 链霉素。
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1. 3 细胞毒性实验 取对数生长期的 PC12 细胞，

分别以 2X 105 /ml 种于 96 孔板，每孔 100 μl.置于

37'C 、 5%C02 饱和温度的培养箱中孵育 ， 24 h 后换

培养液。

分组如下: (1)正常对照组; (2) 鱼藤嗣组:鱼藤

酣用 DMSO 榕解，再用培养液稀释，浓度1. 0 、 10

μmol/ L ，每个浓度的 DMSO 终浓度均为 0.05 % (预

实验表明 DMSO 终浓度 <0.1% 对细胞无毒性) ; 

(3) MPP↓组，被度为1. 0 、 2.0 mmo l/L; (4)EGB 

组; (5) 鱼藤酣十 EGB 组; (6) MPP+ 十 EGB 组。其

中第 4 、 5 、 6 组除加入上述浓度的鱼藤田或 MPP+

外，还加入 EGB. 其含量分别为 o. 35 、 o. 70 、1. 40 

mg/ml; 每个浓度均作 5 个复孔，轻轻由匀，继续培

养 72 h ，毒性实验过程中进行形态学观察。

1. 4 MTT 比色法检测]细胞活性 达到预期培养

时间前 4 h 终止培养，每于L加入 MTT( 5 mg/mD 20 

μ \， 37'C 孵育 4 h，去除上清攘，每孔加入 100μl

DMSO，孵育 1 h ，振荡使结晶充分洛解，在酶标仪上

检测光密度 (Ð 192 ) ，计算存活率(存活率=毒物作用

组光密度值/正常对照组密光度值X 100%) 。

1. 5 DA 浓度的测定 毒物作用 72 h 后，收集各组

培养细胞的上清施，采用 ELISA 法检测 DA 的含

量，每个浓度分别作 3 个复孔。

统计学分析 应用 Excel 2000 统计软件进行
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MPPo-作用下随浓度的升高，细胞存活率降低并不

显著， 0.35 、 o. 70 、1. 40 mg/ml EGB 对 MPP+ 引起

的细胞毒性损伤均有保护作用 (P<O. 0 1)，且 3 个

浓度之间克显著性差异(图 28)。
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2.1 形态学改变 倒置显微镜下，正常对照孔细胞

状态良好，胞体折光性强，周围有亮晕，细胞均匀分

布，局部有增殖小簇。 EGB ~且增殖明显，细胞状态

良好巳而鱼藤自同和 MPP+ 组随浓度的增加细胞数

量减少，胞体膨大明显，周围亮晕减弱，细胞内隐约

可见点状颗粒，并随时间的延长颗粒增多;少许细胞

发生分化，长出较长突起，胞体亦呈多边形。鱼藤

自同 +EGB组和 MPP+ +EGB 组细胞均匀致密，立体

感增强，状态明显好于未加 EGB 组。

2.2 EGB 对 PC12 细胞活性的影响 EGB 组的浓

度在 O. 町、 o. 70 、 1. 4， 0 mg/ml 时，细胞状态良好，增

殖明显，细胞存活率明显提高(P<O.Ol ， 图1)口

2.3 EGB 对鱼藤嗣和 MPP+ 导致的 PC12 细胞损

伤的保护作用 鱼藤酣和 MPPo-作用 PC12 细胞 72

h ，细胞存活率显著降低。 EGB 在 0.35 、 O. 70 mg/ 

mU在度下对鱼藤酬作用下的 PC12 细胞无明显的

保护作用. 1. 40 mg/ml 组存活率高于鱼藤嗣对照

组(P< 0.0日，细胞活力显著增强(图 2A) 。而
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EGB 对鱼藤嗣 (A) 和 MPP+ (8) 作用

PC12 细胞 72h 后细胞活性的影晌

50 
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Fig 2 Effect of EG8 on PC12 

cells exposed to rotenone ( A) or MPP+ ( B) for 72 h 

‘ P<O.05 V J" rotenone group of .''i ame concentration; 

量 P<O. 01 vs MPP+ group of same concentration 

2.4 EGB 对 PC12 细胞释放 DA 的影响 毒物作用

细胞 72h 后，毒物十 EGB( 1. 40 mg/m\)组比毒物组

的胞外 DA 浓度普遍增高[MPP~ 十 EGB 组 vs MPP+ 

组为 (7. 595::!:::0. 139) vs (6. 857::!:::0. 028) ng/ml. P< 

0.05 ;鱼藤酣十 EGB 组 vs 鱼藤酣组为 (6.917土

0.201) vs (5.321 土 O. 167) ng/mI. P< O. 01J 0 EGB 

(1. 40 mg/ m\) 组 DA 浓度高于对照组[(10. 070 士

0.303) vs (7. 556::!:::0 圃 104) ng/时， P<O.OlJo
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3 讨论

鱼藤酣和 MPP+ 是经典的线粒体复合物 I 抑

制剂，丽线粒体损伤在决定细胞死亡中起关键的作

用，包括线粒体能量的缺失和氧化还原的失衡、细胞

膜电位的阵低、线粒体呼吸链的损伤以及一系列物

质如 Ca卡和细胞色素 C 等的释放，导致继发的过氧

化产物和自由基的增加，引起细胞的调亡山。 PC12

细胞是大鼠肾上腺嗜铅细胞瘤克隆化的细胞株，具

有典型的神经内分泌细胞特征，能分涩、 DA. 是多巴

肢能神经元良好的体外培养模型。

DA 替代疗法是 PD 临床常用的治疗方法，该疗

法通过弥补脑内 DA 的不足，达到缓解临床症状的

目的，但它并不能阻止 DA 能神经元的继续变性和

凋亡。国外研究细胞和动物模型证实[3 • ~;一些营

养因子如胶质源性神经营养因子(GDNF)及其分化

因子(GDF-5) 、膜岛素样生长因子 OGF-1 )、脑源性

神经营养因子( BDNF) 等均有神经元保护作用。

EGB 近年来广泛用于治疗呼吸系统、心脑血管系统

疾病，特别是 EGB 对实验性脑损伤及轻中度老年性

脑功能不全有较明显的治疗效果。对 Wistar 大鼠

PD 模型和 PC12 细胞的研究表明 .EGB 能降低

MPP+ 引起的细胞凋亡率，推测可能的机制为:增加

了纹状体中的 DA 含量;提高组织清除自由墓的能

力，减轻组织的过氧化损伤;抑制 DA 能神经元的凋

亡[归。银杏内醋能在早期阶段通过阵 1~ c-myc 、

Bax ， caspase-3 等活性而阻滞细胞凋亡的发生，保护

PC12 抵抗氧化应激二6.7J EGB 还能明显地改善 6-

起基多巴所致大鼠 PD 模型的旋转、震颤等症状，使

多巴肢/高香草酸比率升高，提示 EGB 对保护提高

残余 DA 神经元细胞活力，抑制 DA 氧化代谢有着

明显的作用 [HJ

EGB 对 PC12 细胞的降低调亡、促进分化及促

进 DA 分汹作用不仅体现在毒物影响的细胞，而且

对正常无毒物作用的细胞亦有促进存活和增殖的作

用 o 虽然鱼藤田同和 MPP- 的毒性机制类似，但 EGB

对其毒性的保护作用存在差异。对鱼藤自同引起的毒

性有浓度依赖性，在较高的 EGB 浓度下(1. 40 mg/ 

m\)对鱼藤酣实验浓度才有明确保护作用，存活率

增高 o 而对于 MPP+ 引起的毒性 .EGB 各浓度均有

显著的保护作用 o 所以1. 40 mg/ml EGB 作用于

PC12 细胞 72 h. 对于由鱼藤酣和 MPP- 导致的损

伤有最强的保护作用。

正常情况下 .DA 大部分储存在胞内的囊泡内，

少部分分甜、到胞外，而细胞质内游离的 DA 极少。

鱼藤酣和 MPP+ 均能影响囊泡转运蛋白对 DA 的转

运[9.10J 使胞质游离的 DA 增多 .DA 发生被动氧化

和自身氧化，并引起一系列的细胞毒性。 ELISA 法

检测儿茶酣胶稳定可靠，用此法检测的 PC12 细胞

外 DA 反映了 DA 的分布情况。加入 EGB 后细胞

外 DA 分甜、量显著增加且高于毒物组，可能是胞质

内的 DA 释放至胞外，表明一方面 EGB 通过直接消

除氧化自由基减少过氧化氢对细胞线粒体的攻击，

降低活性氧(ROS)水平及 ROS 引起的调亡，另一方

面 EGB 可能保护了囊泡转运蛋白，使其对 DA 的转

运产生影响，减少了 DA 细胞质内的氧化代谢及自

由基毒性，使 PC12 细胞得到保护 o
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