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　　［摘要］　目的　观察原花青素对过氧化氢诱导体外培养大鼠嗜铬细胞瘤ＰＣ１２细胞氧化损伤及细胞周期阻滞的保护
作用，并探讨细胞周期调控基因ｃＡｂｌ和ｐｌｋ１在其中的作用。方法　 采用ＭＴＴ法观察不同浓度原花青素对１００μｍｏｌ／Ｌ
过氧化氢诱导６ｈ的ＰＣ１２细胞增殖率的影响。采用流式细胞仪检测原花青素对诱导的 ＰＣ１２细胞周期分布的影响，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度原花青素对诱导的ＰＣ１２细胞ｃＡｂｌ和ｐｌｋ１基因蛋白表达水平的影响。结果 　与对照组比较，
过氧化氢显著降低ＰＣ１２细胞增殖率（Ｐ＜０．０１）、显著增高ＰＣ１２细胞Ｓ期分布比例（Ｐ＜０．０１）、显著诱导ｃＡｂｌ和ｐｌｋ１基
因蛋白水平表达增强（Ｐ＜０．０１）。与过氧化氢诱导组比较，原花青素剂量依赖性提高ＰＣ１２细胞的增殖率（Ｐ＜０．０１）、缓
解过氧化氢诱导的细胞周期Ｓ期阻滞（Ｐ＜０．０１）、降低ｃＡｂｌ和ｐｌｋ１基因蛋白水平的表达（Ｐ＜０．０１）。结论 　原花青素
对过氧化氢诱导的ＰＣ１２细胞氧化损伤具有保护作用，其机制可能是通过缓解过氧化氢诱导的细胞周期Ｓ期阻滞、降低细
胞周期调控相关基因ｃＡｂｌ和ｐｌｋ１的蛋白表达水平来实现的。
　　［关键词］　 原花青素；过氧化氢；ＰＣ１２细胞；ｐｌｋ１基因；ｃＡｂｌ基因
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　　氧化应激所导致的神经元损伤是阿尔茨海默病、
帕金森病、脑卒中、肌萎缩性侧索硬化症等多种神经性

疾病的重要发病机制之一［１－２］。正常细胞处于促氧化

作用和抗氧化作用的动态平衡。当病理因素导致细胞

内过氧化氢、超氧阴离子、羟自由基等产生过多，而抗

氧化因素又不足以及时清除时，细胞就会处于氧化应

激状态，这些自由基攻击细胞生物分子、损害细胞功

能，导致细胞死亡［２］。因此，过氧化氢作为一种重要

的活性氧自由基，常被用于体外神经元毒性实验的氧

化应激损伤模型［３］。

　　发育成熟的神经元，在正常情况下应退出细胞周
期，进入不分裂、不复制的终末分化状态，静止在 Ｇ０
期［４］，但在多种病理因素导致神经元损伤时，常伴有

神经元细胞周期紊乱（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ＣＣＲ），
即：本应静止在 Ｇ０期的神经元脱离 Ｇ０期，表现出其他
期细胞的特点，如：红藻酸和 β淀粉样蛋白所诱导的
神经元凋亡、中风和脑创伤、肌萎缩性侧索硬化症、癫

痫、帕金森病、阿尔茨海默病等，因此，ＣＣＲ甚至被认
为是衰老性神经系统疾病神经元死亡的一种共同机

制［５］。但氧化应激与细胞周期紊乱这两种发病机制

之间的关系，目前尚未有定论［６］。

　　Ｐｏｌｏｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１（Ｐｌｋ１）属于丝／苏氨酸蛋白激酶
家族，在细胞周期的 Ｓ期开始表达、Ｇ２期升高、Ｍ期达
到高峰，是细胞周期运行的伴随性事件。Ｃｅｌｌｕｌａｒ
Ａｂｅｌｓｏｎｇｅｎｅ（ｃＡｂｌ）属于非受体型酪氨酸激酶 Ａｂｌ
家族，其编码产物激活后，可与底物相互作用来调控细

胞周期［７］。原花青素是一种天然的抗氧化物质，在本

课题组前期工作中，已被证实对 ＡＤ神经元具有保护
作用，并从ｐ５３等凋亡相关分子表达变化的角度探讨
了其保护机制［８］，但 ｃＡｂｌ和 ｐｌｋ１等细胞周期调控基
因是否参与了原花青素对神经元氧化应激损伤的保护

作用，目前尚不清楚。

　　本研究采用过氧化氢诱导体外培养的大鼠嗜铬细
胞瘤（ＰＣ１２）细胞建立神经元氧化应激损伤模型，同时
观察原花青素对神经元氧化应激损伤的保护作用，并

从 ｃＡｂｌ和ｐｌｋ１等细胞周期调控基因的蛋白表达水平
变化的角度，探讨原花青素对神经元氧化应激损伤保

护作用的细胞周期调控机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＰＣ１２细胞由广东药学院广东省药用生物活性物质研究重
点实验室细胞库保存；胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基、胰蛋
白酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；过氧化氢为广东省汕头市西陇化工
厂分析纯试剂；原花青素（纯度＞９６％）购自天津尖峰天然产物
研究开发有限公司；ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＰＶＤＦ膜为美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；ＰＩ细胞周期染色试剂盒、蛋白裂解液、蛋白
定量试剂盒、ＥＣＬ显色盒购自上海碧云天生物技术有限公司；
兔抗鼠ｃＡｂｌ（Ｋ１２）抗体和羊抗鼠 ｐｌｋ１抗体均购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；蛋白质分子量标准品购自上海生工生物工程有限公
司；过硫酸铵、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、四甲基乙二铵

（ＴＥＭＥＤ）等购自 Ｓｉｇｍａ公司；三羟甲基甘氨酸（Ｔｒｃｉｎｅ）为
Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品；其他试剂为国产分析纯。凝胶成像仪、垂直
板电泳槽、电泳仪、酶标仪和半干转膜仪为美国ＢｉｏＲａｄ公司产
品；倒置显微镜为日本奥林巴斯Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品；ＣＯ２细胞培
养箱购自德国 ＨＥＲＡＳ公司；台式高速冷冻离心机购自德国
Ｈｅｔｔｉｃｈ公司；流式细胞仪为美国 ＢＤ公司产品；低速离心机购
自湖南湘仪离心机仪器有限公司；超净工作台购自苏州净化设

备有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及药物处理　　ＰＣ１２细胞用含１００ｍＬ／Ｌ胎
牛血清、１００ｍｇ／Ｌ青霉素及１×１０５Ｕ／Ｌ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培
养基，３７℃、５０ｍＬ／ＬＣＯ２条件下常规培养。待细胞长至融合
状态，常规胰酶消化，１∶３传代培养。ＰＣ１２细胞培养２４ｈ后，采
用不同浓度（１００、５０、２５、０ｍｇ／Ｌ）原花青素预处理１ｈ，再加入
终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的过氧化氢处理６ｈ后，收集细胞进行下
一步实验。每次实验分为对照组（０ｍｇ／Ｌ原花青素 ＋
０μｍｏｌ／Ｌ过氧化氢组）、诱导组（１００μｍｏｌ／Ｌ过氧化氢组）和药
物保护组（各浓度原花青素 ＋１００μｍｏｌ／Ｌ过氧化氢组），每组
至少重复３次实验。
１．２．２　ＭＴＴ法测定细胞增殖率　　对数生长期 ＰＣ１２细胞常
规消化，调整细胞浓度为４×１０４／ｍＬ，每孔１００μＬ接种于９６孔
板培养２４ｈ后，每孔按终浓度为１００、５０、２５、０ｍｇ／Ｌ加入原花
青素预处理１ｈ，再每孔加入终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ过氧化氢继
续处理６ｈ（０ｍｇ／Ｌ原花青素组除外）。以０ｍｇ／Ｌ原花青素组
为对照组，每组重复８次。过氧化氢加入２ｈ后，加入 ＭＴＴ继
续培养４ｈ，弃上清，ＤＭＳＯ溶解，酶标仪检测４９０ｎｍ处光密度
值［Ｄ（４９０）］表示细胞增殖活性。
１．２．３　流式细胞仪检测各细胞样品的细胞周期分布　　各组
细胞经相应药物处理后，弃上清，胰酶消化收集、ＰＢＳ洗涤，
７０％乙醇－２０℃固定２４ｈ。样品处理参照试剂盒说明书，将固
定好的各组细胞样品离心，去除乙醇，ＰＢＳ洗涤２遍，去除 ＰＢＳ
后，每组细胞样品加入 ０．５ｍＬＰＩ染色液，３７℃、避光染色
３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测。
１．２．４　各组细胞蛋白质样品制备　　对数生长期 ＰＣ１２细胞
常规消化，调整细胞浓度为５×１０８／Ｌ，每孔２ｍＬ接种于３．５ｃｍ
培养皿培养２４ｈ后，按照１．２．１方法处理细胞后，弃上清，ＰＢＳ
洗涤，每皿加入蛋白裂解液４００μＬ，充分吹打裂解细胞，４℃、
１４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸取上清即为所提蛋白质样品。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同组细胞ｃＡｂｌ和Ｐｌｋ１蛋白的表达
变化　　步骤简述如下：配制 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶。各组蛋白质样
品定量，每孔 ２０μｇ上样，８０Ｖ电泳 ２０ｍｉｎ后，转变电压为
１２０Ｖ，电泳１２０ｍｉｎ停止。剥胶，切除不含目的蛋白的区域，转
膜、封闭、一抗、二抗、ＥＣＬ显色、暗室Ｘ线片曝光。将曝光后的
Ｘ线片扫描、采用ＩｍａｇｅＪ软件分析结果。
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１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行单因素方差分析，实验数据以
珋ｘ±ｓ表示。

２　结果

２．１　不同浓度原花青素对过氧化氢诱导后 ＰＣ１２细
胞增殖率的影响

　　与对照组相比，诱导组ＰＣ１２细胞的增殖率显著降低（Ｐ＜
０．０１）；与诱导组相比，原花青素预处理１ｈ后，可剂量依赖性
提高ＰＣ１２细胞的增殖率，其中５０、１００ｍｇ／Ｌ原花青素保护组
与诱导组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。
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１：对照组；２：诱导组；３：２５ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；４：５０ｍｇ／Ｌ原
花青素保护组；５：１００ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；ａ：Ｐ＜０．０１，与诱导
组比较

图１　原花青素对过氧化氢诱导ＰＣ１２细胞增殖率的影响

２．２　不同浓度原花青素对过氧化氢诱导后 ＰＣ１２细
胞周期分布的影响

　　与对照组相比，诱导组 ＰＣ１２细胞 Ｓ期的比例显著增多
（Ｐ＜０．０１）；与诱导组相比，不同浓度原花青素预处理１ｈ，可剂
量依赖性降低ＰＣ１２细胞 Ｓ期的比例（图２），对照组，诱导组，
２５、５０、１００ｍｇ／Ｌ原花青素保护组的 Ｓ期细胞分别占（５５．６１±
１７４）％、（６３．３６±２．１７）％、（５９．３２±１．９１）％、（５５．１７±
３０２）％、（４９．６８±３．９５）％，３个保护组与诱导组比较差异均
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　不同浓度原花青素对过氧化氢诱导 ＰＣ１２细胞

ｃＡｂｌ和Ｐｌｋ１蛋白表达的影响
　　与对照组相比，诱导组ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１蛋白分子的表达显著
提高；与诱导组相比，不同浓度原花青素预处理１ｈ，可剂量依
赖性降低过氧化氢诱导的ｃＡｂｌ和Ｐｌｋ１蛋白的表达增强（图３）。
ＩｍａｇｅＪ软件灰度扫描分析提示：与对照组比较，诱导组中Ｐｌｋ１

蛋白与ｃＡｂｌ蛋白表达都显著升高；与诱导组比较，各个原花青
素保护组可剂量依赖性降低Ｐｌｋ１蛋白与 ｃＡｂｌ蛋白表达，差异
均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４）。
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１：对照组；２：诱导组；３：２５ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；４：５０ｍｇ／Ｌ原花
青素保护组；５：１００ｍｇ／Ｌ原花青素保护组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测原花青素对过氧化氢诱导ＰＣ１２细胞

Ｐｌｋ１（Ａ）和ｃＡｂｌ（Ｂ）蛋白表达的影响
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１：对照组；２：诱导组；３：２５ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；４：５０ｍｇ／Ｌ原花
青素保护组；５：１００ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与诱导组比较
图４　灰度扫描分析原花青素对过氧化氢诱导ＰＣ１２细胞Ｐｌｋ１蛋白、

ｃＡｂｌ蛋白表达的影响

３　讨论

　　葡萄，又称山葫芦，具有补气益血，滋阴生津等功
效，据《神农本草经》记载：“益气倍力强志，久食轻身

不老延年”。葡萄籽中富含的原花青素是植物王国中

广泛存在的聚多酚类化合物，是一种天然的抗氧化

剂［９］，其抗氧化活性是维生素 Ｃ的２０倍、是维生素 Ｅ
的５０倍。本课题组前期已探讨了原花青素对 ＡＤ神
经元损伤保护作用的抗凋亡机制［８］，本研究进一步采

用商品化的葡萄籽原花青素探讨其对神经元氧化应激

损伤保护作用的细胞周期调控机制。
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Ａ：对照组；Ｂ：诱导组；Ｃ：２５ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；Ｄ：５０ｍｇ／Ｌ原花青素保护组；Ｅ：１００ｍｇ／Ｌ原花青素保护组
图２　原花青素对过氧化氢诱导ＰＣ１２细胞周期分布的影响
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　　ｃＡｂｌ是一种非受体型酪氨酸激酶，在细胞中受到
严格控制，保持低活性。正常情况下，ｃＡｂｌ通过对
Ｇ１～Ｓ检查点的调节来调控细胞周期。但当细胞处于
应激状态时，ｃＡｂｌ被异常激活导致细胞增殖抑制、细
胞周期阻滞和细胞凋亡［１０］。Ｐｌｋ１是丝／苏氨酸蛋白激
酶家族成员，在细胞周期的Ｇ２／Ｍ检查点恢复、中心体
成熟、有丝分裂、纺锤体安装等过程中均发挥重要作

用［１１］。多项研究表明，ｐｌｋ１基因表达抑制或 Ｐｌｋ１蛋
白抑制剂可引起细胞周期 Ｇ２／Ｍ期阻滞

［１２－１４］；ｃＡｂｌ
基因体内过表达可导致鼠脑嗅球区神经元 ＢｒｄＵ掺入
实验阳性增强［１５］，提示 ｃＡｂｌ表达增强可导致神经元
细胞周期紊乱，并进入Ｓ期。
　　本课题组前期研究发现 Ｐｌｋ１也参与了过氧化氢
对ＰＣ１２细胞的毒性作用［１６］。本研究仍然利用过氧化

氢诱导体外培养的 ＰＣ１２细胞６ｈ建立神经元氧化应
激损伤模型，发现 １００μｍｏｌ／Ｌ过氧化氢显著降低
ＰＣ１２细胞的增殖率，同时诱导 ＰＣ１２细胞 Ｓ期比例显
著增高，导致细胞周期分布与正常对照组比较发生紊

乱；ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１等细胞周期调控蛋白的表达显著增
强。采用不同剂量原花青素对 ＰＣ１２细胞预处理１ｈ
后，与１００μｍｏｌ／Ｌ过氧化氢诱导组比较，原花青素可
剂量依赖性提高ＰＣ１２细胞的增殖率、显著降低 ＰＣ１２
细胞Ｓ期比例，缓解过氧化氢诱导的细胞周期紊乱；同
时，ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１等细胞周期调控蛋白的表达显著降
低。本课题组前期研究已探讨了原花青素对 Ａβ诱导
的ＰＣ１２损伤保护作用的抗凋亡分子机制［８］，本研究

在前期工作的基础上，进一步证明原花青素除了对过

氧化氢诱导的 ＰＣ１２细胞损伤具有保护作用外，同时
对过氧化氢诱导的细胞周期紊乱也具有缓解作用，并

且细胞周期调控相关蛋白 ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１等均参与其
中。目前，氧化应激与细胞周期紊乱是多种神经退行

性疾病发病的重要机制，但两者之间究竟孰因孰果，仍

未定论［６］。本研究为氧化应激可诱导神经元细胞周

期紊乱提供了实验依据，同时也为原花青素保护神经元

氧化应激损伤的细胞周期调控机制提供了实验依据。

　　另外，ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１等细胞周期调控蛋白在原花
青素对神经元氧化应激损伤的保护作用中同步变化，

似乎提示着两者之间存在某种关联。Ｓｃｈｌａｔｔｅｒｅｒ等［１５］

也研究发现ｃＡｂｌ基因体内过表达可引起前脑神经元
Ｐｌｋ１基因表达增强，但对两者之间的确切相互作用报
道较为少见。仅见研究发现，ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１可相互作
用，前者可通过调控 Ｐｌｋ１的表达和激酶活性来影响
Ｇ２／Ｍ期转换，从而调控细胞周期

［１７］。但在本研究的

神经元氧化应激损伤模型中，ｃＡｂｌ和 Ｐｌｋ１两者之间
的相互作用是否发生变化，有待进一步研究。
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