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人参皂苷Ｒｇ１对１甲基４苯基吡啶离子诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的保护
作用
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　　［摘要］　目的　探讨人参皂苷Ｒｇ１对１甲基４苯基吡啶离子（１ｍｅｔｈｙｌ４ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｕｍ，ＭＰＰ＋）诱导的ＰＣ１２细胞
凋亡是否具有保护作用。方法　采用 ＭＰＰ＋诱导的具有多巴胺能神经元特性的ＰＣ１２细胞凋亡作为帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的体外模型。实验分正常对照组、ＭＰＰ＋损伤组、人参皂苷Ｒｇ１（１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）３个浓度预处理组。用 ＭＴＴ
法测定细胞活性，流式细胞术检测细胞凋亡，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡断裂的ＤＮＡ片段，蛋白质印迹法分析细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏ

ｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）蛋白含量。结果　１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞具有一定的保护作用。与
ＭＰＰ＋损伤组 ［（５２±４．７）％］相比，１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷Ｒｇ１预处理细胞活力分别上升为（６４±３．４）％、（７２±５．２）％、

（８３±６．２）％ （Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。经流式细胞术检测，正常组、ＭＰＰ＋损伤组、人参皂苷Ｒｇ１预处理组（１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）

细胞凋亡率分别为１．８％、４４．５％、３２．９％、２１．１％和１４．２％。人参皂苷Ｒｇ１预处理后，细胞断裂的ＤＮＡ片段明显减少。另

外，蛋白质印迹分析也显示人参皂苷Ｒｇ１可抑制 ＭＰＰ＋诱导的ＣｙｔＣ的过表达。结论　人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导的细胞
凋亡具有浓度依赖性的保护作用，其保护机制可能与下调线粒体内ＣｙｔＣ的过表达有关。

　　［关键词］　人参皂苷Ｒｇ１；ＰＣ１２细胞；细胞凋亡；细胞色素Ｃ类；神经保护药
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种发生
在中老年期常见的神经系统变性疾病，其主要的病
理特点是黑质、纹状体多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）能神
经元的选择性死亡、缺失，从而导致基底节神经调节
功能的紊乱，病因与发病机制尚不明了。目前认为

ＰＤ与遗传、内外环境毒素接触、氧化应激、线粒体功
能障碍、细胞凋亡等有关［１］。１甲基４苯基吡啶离
子 （ＭＰＰ＋）为神经毒素１甲基４苯基１，２，３，６四
氢吡啶 （ＭＰＴＰ）的代谢产物，对ＤＡ能神经元具有
选择性毒性作用，在体外产生类ＰＤ症状［２］。人参皂
苷Ｒｇ１（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１）是传统中药人参主要的活
性成分之一，研究发现人参皂苷Ｒｇ１具有提高学习
能力、记忆力、免疫力及延缓衰老等功效，其神经保
护作用受到人们的关注［３］。本研究通过 ＭＰＰ＋诱导
具有ＤＡ能神经元特性的ＰＣ１２细胞的凋亡作为ＰＤ
的体外模型，研究人参皂苷Ｒｇ１的神经保护作用及
相关的机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人参皂苷Ｒｇ１购自中国药品生物制品

检定所 （标准对照品，ＨＰＬＣ法测定纯度＞９８％）。

ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清和马血清购自ＧｉｂｃｏＢＲＬ
公司。ＭＰＰ＋、四甲基偶氮唑蓝 （ＭＴＴ）、Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ、ＰＩ、Ｒｈ１２３、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８购自 Ｓｉｇｍａ公

司，ＴＵＮＥＬ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限

公司，兔抗细胞色素Ｃ（ＣｙｔＣ）抗体购自上海碧云天

生物技术有限公司，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　细胞培养　ＰＣ１２细胞系由第四军医大学神经

生物实验室提供，培养于ＤＭＥＭ 培养液（含５％胎

牛血清、１０％马血清、１００ｋＵ／Ｌ青霉素、１００ｇ／Ｌ链

霉素）中。培养细胞置于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中

培养，２～３ｄ换液 ，待细胞长至７０％～８０％单层后，

用０．２５％胰蛋白酶消化传代培养。当传代细胞进入

对数生长期时即可加药进行实验。

１．３　药物处理　实验分正常对照组、损伤组和预处

理组。正常对照组不加药，损伤组只加 ＭＰＰ＋，预处

理组加人参皂苷Ｒｇ１２４ｈ后再加入 ＭＰＰ＋，各组均

在加药２４ｈ后进行检测。

１．４　ＭＴＴ 比色法检测细胞活性　细胞以２×

１０８／Ｌ密度接种于９６孔板，每孔１００μｌ，孵育２４ｈ后

进行药物处理，筛选出实验处理浓度。以所选的

ＭＰＰ＋为终浓度来干预细胞，进行以下实验。设正

常对照组、损伤组及１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ 人参皂苷

Ｒｇ１预处理组，预处理组在加入人参皂苷Ｒｇ１２４ｈ

后，再加入 ＭＰＰ＋，每组设８个复孔。干预结束后，

每孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ溶液２０μｌ，继续孵育４ｈ，吸

弃上清液，每孔加入１５０μｌ的ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，

在酶联免疫检测仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）上测定５７０

ｎｍ处光密度（Ｄ）值。细胞活力（％）＝（实验组平均

值／对照组平均值）×１００％。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡　药物处理后，用

０．２５％胰蛋白酶消化细胞，制成单细胞悬液，调整细

胞密度至１×１０６／ｍｌ，取１ｍｌ细胞，１５０×ｇ４℃离心

１０ｍｉｎ，弃上清液。加入１ｍｌ冷的ＰＢＳ，轻轻震荡使

细胞悬浮，１５０×ｇ４℃离心５ｍｉｎ，弃上清液。将细

胞重悬浮于２００μｌ结合缓冲液，加入１０μｌＡｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ和５μｌＰＩ，轻轻混匀，避光室温反应１５

ｍｉｎ。加入３００μｌ结合缓冲液，立即上机检测。

１．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡 ＤＮＡ片段　ＰＣ１２
细胞以每孔５×１０４／孔密度接种于２４孔板内预置的

用多聚赖氨酸包被的玻片上，药物处理后，加入新鲜

配制的４％多聚甲醛室温下固定１ｈ，ＰＢＳ２×２ｍｉｎ
冲洗，室温下加入新鲜配制的３％ Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ后用

蒸馏水洗３次，每次２ｍｉｎ，然后加入ＴＤＴ和ＤＩＧｄ

ＵＴＰ置于湿盒中３７℃１ｈ，然后再用ＰＢＳ清洗。用

ＤＮａｓｅⅠ预处理的细胞作为阳性对照细胞，阴性对照

组用ＰＢＳ代替ＴＤＴ。用ＤＡＢ染色后显色３０ｍｉｎ，

用蒸馏水洗３次后用苏木精轻度复染。梯度乙醇脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片。荧光显微镜下每个

样本随机选取５个视野，计算阳性细胞百分数。

１．７　ＣｙｔＣ的检测　ＰＣ１２细胞经人参皂苷Ｒｇ１或

ＭＰＰ＋处理后，收集离心，加入裂解液，裂解５ｍｉｎ，

４℃１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清，考马斯亮蓝法测

各样本的蛋白含量，取蛋白样品４０μｇ与等体积上

样缓冲液混合，煮沸１０ｍｉｎ，十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳，转膜，封闭液室温下震荡２～３ｈ，加

入兔抗鼠 ＣｙｔＣ 抗体（１１０００）４℃孵育过夜；

ＴＢＳＴ洗膜，加入生物素标记的羊抗兔ＩｇＧ 二抗，

３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，ＤＡＢ显色，图像分析仪测

定光密度，做定量分析。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计

学分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，行单因素方差分析，

检验水平（α）为０．０５。

２　结 果

２．１　人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋引起的细胞活力的影

响 　根据 ＭＴＴ预实验筛选 ＭＰＰ＋作用时间及浓
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度，选定５００μｍｏｌ／ＬＭＰＰ
＋作用２４ｈ进行干预。为

了确定人参皂苷 Ｒｇ１是否能保护ＰＣ１２细胞对抗

ＭＰＰ＋诱导的凋亡，ＰＣ１２细胞用不同浓度的人参皂

苷Ｒｇ１（１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２４ｈ，然后用５００

μｍｏｌ／ＬＭＰＰ
＋处理２４ｈ。结果显示，与 ＭＰＰ＋损伤

组［（５２±４．７）％］相比，１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷

Ｒｇ１预处理的细胞活力分别上升为（６４±３．４）％
（Ｐ＜０．０５）、（７２±５．２）％（Ｐ＜０．０５）、（８３±６．２）％

（Ｐ＜０．０１）。

２．２　人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞凋

亡的影响　用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＰＩ双标，流式细胞术检

测，可区分出早期和晚期凋亡细胞、坏死细胞和正常

细胞，计算细胞凋亡百分率。正常组、ＭＰＰ＋损伤

组、人参皂苷Ｒｇ１（１０、２０、５０μｍｏｌ／Ｌ）预处理组细胞

凋亡率分别为１．８％、４４．５％、３２．９％、２１．１％和

１４．２％（图１）。

图１　流式细胞仪检测细胞凋亡和坏死变化

Ｆｉｇ１　Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ＰＣ１２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｄｒｕｇｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ（Ａ），５００μｍｏｌ／ＬＭＰＰ＋（Ｂ）ｆｏｒ２４ｈ，１０μｍｏｌ／Ｌ（Ｃ），２０μｍｏｌ／Ｌ（Ｄ）ｏｒ５０μｍｏｌ／Ｌ（Ｅ）ｏｆｇｉｎ

ｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１（ＧＲｇ１）．Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐｅｒｃａｎｔａｇｅｏｆｄｅａｄｃｅｌｌｓ（Ｆ）．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　人参皂苷Ｒｇ１对ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞凋亡

ＤＮＡ片段的影响 　在细胞凋亡的过程中有ＤＮＡ片
段的断裂，可以用ＴＵＮＥＬ法检测到ＤＮＡ分子断裂
的缺口。本实验中用ＴＵＮＥＬ法检测人参皂苷Ｒｇ１

对 ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞凋亡ＤＮＡ片段的作用。

ＭＰＰ＋损伤组（图２Ｂ）ＴＵＮＥＬ阳性细胞比正常对照
组（图２Ａ）细胞增多，而５０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷Ｒｇ１组
（图２Ｃ）ＴＵＮＥＬ阳性细胞则降低（Ｐ＜０．０１）。

图２　人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导的ＰＣ１２细胞凋亡ＤＮＡ片段的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１ｏｎＭＰＰ＋ｉｎｄｕｃｅｄＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｆｒｏｍｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ（Ａ），ｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏＭＰＰ＋（Ｂ）ｆｏｒ２４ｈ，ｃｅｌｌｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

５０μｍｏｌ／ＬｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１（Ｃ）．ＨｉｓｔｏｇｒａｍｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｒａｔｉｏｓｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｔｏｔｈｅｔｏｔａｌｃｅｌｌｓ（Ｄ）．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ；
△△Ｐ＜０．０１ｖｓＭＰＰ＋ｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＣ）
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２．４　人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导的ＣｙｔＣ蛋白表
达的影响　蛋白质印迹法半定量结果显示，与对照
组相比较，ＰＣ１２细胞经 ＭＰＰ＋处理后ＣｙｔＣ蛋白表
达明显增加，而ＰＣ１２细胞经人参皂苷Ｒｇ１处理后，

ＣｙｔＣ蛋白表达降低（图３）。

图３　人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导的

ＣｙｔＣ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１

ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ（ＣｙｔＣ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＰＰ＋ ｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：１０，２０，ａｎｄ５０

μｍｏｌ／ＬｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

　　ＰＤ是仅次于阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓ

ｅａｓｅ，ＡＤ）的第２大神经退行性病变，它以ＤＡ能神

经元变性、缺失导致的运动功能紊乱为主要特征，与

神经元的过度凋亡有关［４５］。目前，ＰＤ的治疗仍以

对症治疗为主，治疗策略主要为延缓ＰＤ的神经退

化过程，还没有药物能对ＰＤ的预防起到神经保护

作用［６７］。

　　ＰＣ１２细胞是来源于大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤的

细胞系，与黑质ＤＡ能神经元有许多相同的特征，被

广泛用作研究黑质ＤＡ能神经元的细胞模型［６］。本

实验选择神经毒素 ＭＰＴＰ的代谢产物 ＭＰＰ＋作为

干预药物建立体外模型，研究发现，ＭＰＰ＋对ＰＣ１２
细胞具有明显的毒性作用，可明显降低细胞活力，而

且流式细胞术检测 ＭＰＰ＋损伤组细胞凋亡率明显增

加，ＴＵＮＥＬ染色发现 ＭＰＰ＋损伤组ＤＮＡ断裂明显

增加。一 定 浓 度 的 人 参 皂 苷 Ｒｇ１（１０、２０、５０

μｍｏｌ／Ｌ）对 ＭＰＰ
＋诱导的ＰＣ１２细胞凋亡具有明显

的保护作用，可增强细胞活力，改善细胞形态，降低

凋亡率，减少细胞核ＤＮＡ片段断裂。

　　线粒体途径是细胞发生凋亡的重要途径之一，

ＭＰＰ＋作用于ＰＣ１２细胞后，引起线粒体膜通透性转

运孔开放，外膜破坏，释放ＣｙｔＣ等凋亡相关分子，

ＣｙｔＣ的释放可激活ｃａｓｐａｓｅ系统如ｃａｓｐａｓｅ３，启动

下游效应分子，诱导细胞凋亡。蛋白质印迹分析发

现，ＰＣ１２细胞经 ＭＰＰ＋干预后，胞质内ＣｙｔＣ蛋白

表达明显增强，而经人参皂苷Ｒｇ１预处理后可明显

抑制ＣｙｔＣ的表达。这说明人参皂苷Ｒｇ１的神经保

护作用可能与维持线粒体功能及调节凋亡蛋白的表

达有关。

　　本研究结果表明，人参皂苷Ｒｇ１对 ＭＰＰ＋诱导

的ＰＣ１２细胞的凋亡在一定浓度内呈剂量依赖性的

保护作用，其相关保护机制可能与下调凋亡效应蛋

白ＣｙｔＣ在胞质中的过表达有关。
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