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川芎嗪对 PC12细胞抗凋亡作用的实验研究

李志刚 ,臧　雷 ,刘松青　　(第三军医大学附属西南医院药学部 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨川芎嗪对多巴胺诱导的 PC12 细胞凋亡的保护作用及机制。方法　用多巴胺(DA)刺激 PC12 细

胞使其发生细胞凋亡 ,用流式细胞仪检测 PC12 细胞二倍体比率表征细胞凋亡率 ,用 MTT 法测定细胞活性 , 用 Griess 法间

接测定NO的浓度 , 比较分析加入不同剂量的川芎嗪后对上述指标的影响。结果　加入 0.30 、0.60 mmol L的 DA 两组的

PC12 细胞的凋亡率 、培养上清 NO含量均显著高于无 DA 组(P<0.05), 细胞活性显著低于无 DA组(P<0.05)。加入川芎

嗪后 ,细胞凋亡率 、NO含量均显著低于未加入川芎嗪组(P <0.05)、细胞活性显著高于未加入川芎嗪组(P<0.05)。结论

　川芎嗪可抑制 DA引起的 PC12 细胞凋亡 ,此作用可能与降低 NO生成有关。

　　关键词:PC12细胞;多巴胺;川芎嗪;细胞凋亡
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Anti-apoptosis effect of ligustrazine on the apoptosis of PC12 cells induced by dopamine
LI Zhi-gang , ZANG Lei , LIU Song-qing (Department of Pharmacy , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the protective effect of ligustrazine on the apoptosis of PC12 cells induced by

dopamine(DA)and its mechanisms.Methods　Apoptosis of PC12 cell was induced by dopamine at the concentra-

tions of 0 , 0.30 , 0.60 mM.Ligustrazine at the concentrations of 0 , 30 , 60 , 90μg ml was added to defect the effect

of ligustrazine on apotosis.The subdiploid peaks showing cell apoptosis rate were detected by flow cytometry.The cell

activity was determined by MTT.Concentration of nitric oxide(NO)was determined by the Griess reaction.Results

　Compared with those of the control , the apoptosis rate and the level of NO induced by 0.30 or 0.60 mmol L DA

were higher , but the activity of PC12 cells was lower.Compared with those of the groups without ligustrazine , the ap-

optosis rate and the level of NO increased , but the cell activity decreased in a dose-dependent manner.Conclusion

　Ligustrazine can inhibit the apoptosis induced by DA , which might be correlated with the decrease of NO produc-

tion.
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　　川芎嗪(Ligustrazine , Lig)系中药川芎的有效生物

碱成分 。其具有抗自由基损伤 ,降低 NO 产生等多种

生物学效果 ,对多种刺激引起的心脑损伤具有保护作

用
[ 1 ～ 3]

。细胞凋亡是帕金森病(ParkinsonDisease , PD)

发病机制中重要的方面
[ 4～ 6]

,而氧化应激反应的增强

可能是细胞凋亡的常见原因 。多巴胺(Dopamine , DA)

在代谢过程中产生活性氧 、自由基等 ,这些均可造成黑

质DA能神经元损害 ,引起细胞凋亡
[ 7]
。DA 引起的神

经细胞的凋亡可能与 NO的产生有关 。为了探讨川芎

嗪对神经元细胞的保护作用 ,本研究拟以大鼠嗜铬细

胞瘤细胞株(Pheochromocytoma cells , PC12)为对象 ,用
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DA造成细胞凋亡模型 , 观察不同浓度川芎嗪对 PC12

细胞的抗凋亡效果。同时通过测定 NO水平深入研究

川芎嗪抗凋亡作用的机制 。

1　材料与方法

1.1　试剂与细胞
　　盐酸川芎嗪注射液 , 北京第四制药厂生产(批号 990426),

用细胞培养液稀释成相应所需浓度。PC12 细胞(本室保存), 用

含 10%胎牛血清和 10%马血清的 DMEM 培养液置 CO2 培养箱

(37 ℃ 5%CO2)培养 ,取对数生长期细胞分组进行实验。

1.2　分组及药物处理
　　依 DA 加入量分为 3 组:对照组(Control , 无 DA)、DA1 组

(DA1 , DA 终浓度为 0.30 mmol L)、DA2 组(DA2 , DA终浓度为

0.60 mmol L)。上述 3 组再依川芎嗪终浓度分为 0、30 、60、90

μg ml 4 小组。上述各组均在处理后继续培养 24 h , 再测定各相

关实验指标。
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1.3　细胞凋亡率
　　各组细胞以 PBS 洗涤后 ,用胰酶消化 , 离心弃去胰酶液 , 用

pH 7.4 PBS 液制成单细胞悬液 ,调整细胞密度为 5×105 ml。 取

100 μl样本液中加入 500 μl荧光染色液(50 mg L碘化丙啶 , 和

50 mg L核糖核酸酶),避光 37 ℃孵育 30 min , 用流式细胞仪采

集数据进行亚二倍体峰(即凋亡数)分析 ,以 G0 ～ G1 期前特征

性亚二倍体峰(subG1)所占比例计算细胞凋亡率。

1.4　MTT 法分析

　　将细胞以 150个 孔的密度接种于 96 孔板 , 按分组培养处

理后 ,用 PBS 洗涤 ,加入20μl的MTT(5 g L)37 ℃继续孵育 4 h ,

弃去上清液 ,每孔加入150μl二甲亚砜 , 振荡 10 min ,以波长570

nm 于酶标仪上测吸光度值。

1.5　NO测定
　　通过测定NO代谢产物 NO2·的浓度以间接反映其产生量。

采用 Griess法。收集培养细胞上清液 , 先加入盐酸(4 mol L)作

用10 min , 然后再加入 2 mg ml的对氨基苯磺酸和 1 mg ml N1

萘基乙二胺 , 孵育 30 min 后置分光光度计中测吸光值(波长

546 mm), 测定管吸光值以标准管吸光值作参照。

1.6　统计学处理
　　结果以  x±s 表示 。用 SPSS8.0 进行处理 , 均数间显著性

检验采用 FLSD法。

2　结果

2.1　不同浓度 Lig对细胞凋亡率的影响

　　在发生细胞凋亡的细胞中 , 部分 DNA 被内源性核酸内切

酶降解 ,降解成为寡核苷酸片段 , 在流式细胞检测时 , 在 G0-G1

期之前出现特征性二倍体峰。此峰 10 000 个细胞中出现的比

例 ,可以反映细胞凋亡率。 如表 1 所示 , 当未加入 Lig 时 , 两种

剂量的 DA 均可引起明显的细胞凋亡 , 两种剂量的 DA 组的细

胞凋亡率均显著高于对照组。 在对照组(未加入 DA)以及 DA

刺激组 ,随着 Lig加入量的增加 , 细胞凋亡率逐渐降低 ,加入 Lig

后的各组细胞凋亡率均较未加入 Lig组有显著降低(P<0.05)。

同时加入 DA和 Lig的各组 , 仍较同剂量 Lig的对照组(未加 DA

组)的细胞凋亡率高(P <0.05)。

表 1　不同浓度川芎嗪对 DA 引起 PC12细胞凋亡率的影响

( x±s , %, n=6)

Tab 1　Effects of different concentrations of ligustrazine on PC12

cell apoptosis rate induced by dopamine( x±s , %, n=6)

Lig-content
(μg ml)

Control
(0 mmol L)

DA1
(0.30 mmol L)

DA2
(0.60 mmol L)

0 2.46±0.51 50.19±1.94# 71.56±1.57#

30 1.67±0.62＊ 25.19±1.77＊# 52.38±1.14＊#

60 1.44±0.74＊ 12.36±1.18＊# 32.14±1.87＊#

90 1.31±0.71＊ 14.33±1.54＊# 33.85±1.69＊#

＊:P<0.05 vs “Lig-0μg ml” group with same content of DA1

#:P<0.05 vs cont rol goup with same content of Lig

2.2　不同浓度 Lig对细胞活性的影响

　　细胞线粒体琥珀酸脱氢酶还原四甲基偶氮唑蓝所形成的

蓝紫色结晶与增殖的细胞数成正比 , 因此反映细胞活性。如表

2 所示 ,无 DA 刺激组及两种剂量的 DA 刺激组的细胞活性 , 随

Lig加入量的增加而增加 ,加入 Lig后的各组细胞活性均较未加

入 Lig时显著增强(P <0.05)。但是加入 DA 和 Lig 的各组 , 仍

较同剂量 Lig 的对照组(未加 AD组)的细胞活性低(P<0.05)。

表 2　不同浓度川芎嗪对 DA 作用后细胞活性的影响(n=6,  x±s)

Tab 2　Effects of different concentrations of ligustrazine on cell

activity induced by dopamine(n=6 ,  x±s)

Lig-content
(μg ml)

Control
(0 mmol L)

DA1
(0.30 mmol L)

DA2
(0.60 mmol L)

0 1.43±0.14 0.51±0.09 0.44±0.04

5 1.79±0.21＊ 0.85±0.11＊# 0.65±0.08＊#

20 1.92±0.24＊ 1.17±0.12＊# 0.89±0.06＊#

50 2.37±0.17＊ 1.23±0.14＊# 1.24±0.13＊#

＊:P<0.05 vs “Lig-0μg ml” group with same content of DA1

#:P<0.05 vs cont rol goup with same content of Lig

2.3　不同浓度 Lig对 NO2·产生的影响
　　培养上清中NO2·的浓度间接反映了 NO的分泌量。如表 3

所示 ,在未加入 DA时 , 各组NO含量并没有显著性差异。无 Lig

时 ,在两种剂量 DA 刺激后细胞培养上清中 NO 含量均显著高

于正常(无 DA 刺激组)(P<0.05)。加 Lig 后 ,随着加入量的增

加 ,培养上清中 NO 含量逐渐降低 , 各组均较未加入 Lig 时显著

降低(P <0.05), 但仍显著高于同 Lig 剂量的对照组(P <

0.05)。

表 3　不同浓度川芎嗪对各组细胞培养液中 NO含量的影响

(μmol L n=6,  x±s)

Tab 3　Effects of different concentrations of ligustrazine on NO level

in culture solution in each group(μmol L n=6,  x±s)

Lig-content
(μg ml)

Control
(0 mmol L)

DA1
(0.30 mmol L)

DA2
(0.60 mmol L)

0 2.05±0.24 9.54±1.14 23.14±1.54

5 2.15±0.66 7.25±1.08＊# 19.31±1.64＊#

20 2.14±0.51 6.31±0.94＊# 12.45±1.99＊#

50 2.26±0.43 5.11±0.76＊# 8.24±1.32＊#

＊:P<0.05 vs “Lig-0μg ml” group with same content of DA1

#:P<0.05 vs cont rol goup with same content of Lig

3　讨论

　　在中枢神经系统 ,多巴胺是最重要的神经递质之

一 ,但是其儿茶酚胺基团不稳定 ,在体内可自动氧化生

成活性氧 、醌或自由基 ,进而造成黑质 DA能神经元的

损害 ,因此 ,DA又可能是一种内源性毒素 ,参与老年性

痴呆等疾病的发病过程。PC12细胞是肾上腺嗜铬细胞

瘤细胞系 ,具有神经元细胞的诸多特征 ,成为研究神经

元细胞常用的细胞模型 ,是研究 PD 发病机制的较为

理想的细胞模型 。文献[ 8 , 9] 报道 ,不同浓度 DA均可

诱导 PC12细胞发生凋亡 ,其细胞凋亡率高达 40.60%

～ 64.39%。NO在细胞凋亡中有双重作用 ,既可以诱
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导细胞凋亡的发生 , 也可以预防其发生 ,这与 NO 浓

度 、细胞内氧化还原状态和细胞特殊类型等多种因素

有关 。高浓度的 NO对神经细胞的毒性作用越来越引

起人们重视 ,它可介导从突触前膜释放的谷氨酸与

NMDA受体结合 ,开放 Ca
2+
通道 ,促使 Ca

2+
内流 ,造成

神经细胞凋亡;也能激活细胞凋亡蛋白酶级联反应的

关键酶 CPP32 ,从而诱导细胞凋亡
[ 10]
。实验结果表明 ,

不同浓度 DA诱导可以显著增加培养上清中 NO的含

量 ,同时细胞凋亡率增加 、细胞活性降低。表明NO可

能参与 PC12细胞的细胞凋亡过程 。韩燕等
[ 8]
的研究

也证明了这一点 。

　　整体实验表明 ,川芎嗪对在缺血再灌注的脑组织

有保护作用
[ 11 , 12]

,能增加血浆中 NO水平
[ 13]
,但这可能

与其它因素有关 ,对视网膜的研究
[ 14]
指出其可以对抗

缺血再灌注引起的组织中 NO升高 。本实验通过培养

的PC12细胞模型 ,排除了其它因素的影响 ,结果表明 ,

川芎嗪可以剂量依赖性地降低两种剂量 DA引起的高

NO水平。同时细胞凋亡率下降 、细胞活性回升。表明

川芎嗪可以对抗 DA引起细胞凋亡而且可能与其对抗

DA引起的 NO升高有关。但是 ,在对照组 ,即无 DA刺

激时 ,川芎嗪对 NO的产生没有影响 ,对细胞凋亡和细

胞活性却有改善作用 ,提示川芎嗪的抗细胞凋亡作用

还存在其它机制 ,其具体细节还有待深入探讨 。川芎

嗪的在缺血再灌注中的保护作用及其抗细胞凋亡作用

提示其对老年痴呆等以 DA能神经元病理变化为基础

的疾病可能有一定的疗效 ,但是整体用药药量 、药效等

还需进一步全面研究 。
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