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【摘要】目的 探讨黄芪甲苷对PC12细胞氧化应激损伤的作用。方法 体外培养PC12细胞，6-羟基多巴胺（6-OHDA）作用

PC12细胞导致氧化应激损伤。根据细胞作用方法随机分为4组：①对照组，采用完全培养基正常培养；②6-OHDA组，给予终浓

度为100 μmol/L的6-OHDA处理24 h；③低、中、高剂量黄芪甲苷组，分别给予终浓度为25、50、100 μmol/L的黄芪甲苷预处理24
h，然后给予终浓度为100 μmol/L 6-OHDA处理24 h；④AG490组，以20 μmol/L AG490（JAK2/STAT3信号通路抑制剂）预处理16
h，加入终浓度为 100 μmol/L黄芪甲苷处理 24 h，然后再给予终浓度为 100 μmol/L 6-OHDA处理 24 h。CCK8法检测细胞生存

率，流式细胞仪检测细胞凋亡率，酶联免疫吸附实验法检测细胞上清液超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）水平，免疫印迹

法检测细胞p-JAK2和p-STAT3蛋白表达。结果 6-OHDA作用后，PC12细胞存活率明显降低，细胞凋亡率明显升高，细胞培养

液SOD水平明显降低、MDA水平明显升高，细胞p-JAK2和p-STAT3蛋白表达水平明显降低；黄芪甲苷预处理明显逆转6-OH⁃
DA的作用，而且呈剂量依赖性；AG490预处理明显逆转黄芪甲苷的作用。结论 6-OHDA作用PC12细胞，可导致氧化应激损伤

促使细胞凋亡；黄芪甲苷预处理能激活 JAK2/STAT3信号通路，抑制6-OHDA对PC12细胞的损伤，对PC12细胞起保护作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of astragioside Ⅳ (AS Ⅳ) on the 6- hydroxydopamine (6- OHDA)- induced
oxidative stress injury in PC12 cells. Methods PC12 cells were cultured in vitro and the 6-hydroxy dicamine (6-OHDA) was used to
cause oxidative stress injury in the PC12 cells. The PC12 cells were randomly divided into 4 groups: ①control group, the PC12 cells
were cultured in medium without any drugs; ②6-OHDA group, the PC12 cells were treated by 6-OHDA for 24 h at a final concentration
of 100 μmol/L; ③low, medium, and high dose AS Ⅳ groups, the PC12 cells were treated by AS Ⅳ for 24 h at a final concentration of 25,
50, 100 μmol/L, respectively, and then treated by 6-OHDA for 24 h; ④Ag490 group, the PC12 cells were trated by AG490 (JAK2 /
STAT3 signaling inhibitor) for 16 h at a final concentration of 20 μmol/L, then treated by AS Ⅳ for 24 h at a final concentration of 100
μmol/L, and finally treated by 6-OHDA for 24 h. CCK8 method was used to detect the cell survival rate. Cytometry was used to detect
the cell apoptosis rate. Enzyme- linked immunosorbent assay was used to detect the cell supernatant levels of superoxide dismutase
(SOD) and malondialdehyde (MDA). Western blotting was used to detect the protein expression levels of p-JAK2 and p-STAT3. Results
After 6-OHDA treatment, the survival rate of PC12 cells significantly reduced, and the apoptosis rate significantly increased, the SOD
level in cell culture medium significantly reduced, the MDA level significantly increased, and the expression levels of p-JAK2 and p-
STAT3 protein significantly reduced. AS Ⅳ pretreatment significantly reversed the effect of 6-OHDA on the PC12 cellsdose-dependent
manner. AG490 pretreatment significantly reversed the effect of AS Ⅳ. Conclusions 6-OHDA treatment can result in oxidative stress
injury in PC12 cells and then cause cell apoptosis in PC12 cells. AS Ⅳ pretreatment can significantly inhibit the 6-OHDA-induced
damage to PC12 cells by activating JAK2 / STAT3 signaling pathways.
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黄芪甲苷对PC12细胞氧化应激损伤的保护作用
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● 实验研究实验研究 ●

帕金森病是一种常见的神经退行性疾病，主要

病理特征是黑质多巴胺神经元细胞凋亡和黑质纹状

体通路退化，导致丘脑对肌张力和肌肉运动的控制

能力减弱，出现肌强直、行动迟缓等[1~3]。研究表明，

氧化应激与帕金森病病人黑质神经元损伤密切相关
[4]。黄芪甲苷是中药黄芪的主要活性成分之一，具有
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抗细胞凋亡、抗炎症反应、免疫调节等生物活性，对

神经损伤具有保护作用[5，6]。本研究探讨黄芪甲苷对

6-羟基多巴胺（6-hydroxydopamine，6-OHDA）导致

的PC12细胞氧化应激损伤的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及分组 PC12细胞（中国科学院细胞

库）用含 5%胎牛血清的DMEM（美国 Sigma公司）完

全培养基培养，待细胞生长至 80%~90%融合后，进

行传代。取对数生长期PC12细胞：①对照组，采用

完全培养基正常培养；②6-OHDA组，给予终浓度为

100 μmol/L的 6-OHDA（上海生工生物股份有限公

司）处理24 h[7]；③低、中、高剂量黄芪甲苷组，分别给

予终浓度为 25、50、100 μmol/L的黄芪甲苷（成都科

程生物科技开发有限公司）处理24 h，然后给予终浓

度为 100 μmol/L 6-OHDA处理 24 h；④AG490组，以

20 μmol/L AG490（JAK2/STAT3信号通路抑制剂，美

国MedChem Express公司）预处理 16 h，加入终浓度

为 100 μmol/L黄芪甲苷处理 24 h，然后再给予终浓

度为100 μmol/L 6-OHDA处理24 h。
1.2 CCK8法检测细胞存活率 将 PC12细胞接种于

96孔板，处理结束后，每孔加入20 μl CCK8溶液（上

海吉满生物科技有限公司）孵育 4 h，酶标仪检测

450 nm处吸光度。细胞存活率=[（实验孔吸光度-空
白孔吸光度）/（对照孔吸光度-空白孔吸光度）]×
100%。

1.3 流式细胞仪检测细胞凋亡率 收集处理后的

PC12细胞，PBS洗涤2次，然后加入冰预冷的70%乙

醇4 ℃固定1~2 h，弃去固定液，加入PBS重悬、离心、

弃上清液。按照Annexin V-FITC/PI双染法流式细

胞凋亡检测试剂盒（北京索莱宝生物科技有限公司）

说明书操作，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.4 超氧化物歧化酶（superoxidedismutase，SOD）和
丙二醛（malondialdehyde，MDA）的检测 收集处理后

的PC12细胞，按照 SOD测定试剂盒（南京建成生物

工程研究所）和MDA测定试剂盒（南京建成生物工

程研究所）检测SOD和MDA水平。

1.5 免疫印迹法检测 JAK2/STAT3信号通路蛋白表

达 收集处理后的 PC12细胞，使用RIPA裂解液（碧

云天生物技术研究所）提取细胞总蛋白，BCA法检测

提取的蛋白样品浓度，取适量蛋白样品放入沸水中

变性 5 min。以 50 μg 蛋白样品上样量进行 SDS-
PAGE电泳，分离目的蛋白后转膜至NC膜，加入 5%
脱脂奶粉封膜2 h。TBST洗膜，加入p-JAK2、JAK2、

p-STAT3、STAT3和GAPDH一抗（美国 Sigma公司）

4 ℃孵育过夜，洗膜后，加入辣根过氧化物酶标记的

二抗（美国 Sigma公司）室温孵育 1 h；加入ECL化学

发光液显色，显微镜下曝光、拍照。

1.6 统计学方法 应用 SPSS 22.0分析；计量资料用

x±s表示，采用单因素方差分析和LSD-t检验；以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同浓度黄芪甲苷对 6-OHDA诱导 PC12细胞

存活率的影响 与对照组比较，6-OHDA组细胞存活

率明显降低（P<0.05）；与6-OHDA组比较，黄芪甲苷

组细胞存活率均明显升高（P<0.05），且随黄芪甲苷

浓度升高细胞存活率呈逐渐升高趋势（P<0.05）。因

此选择100 μmol/L黄芪甲苷进行后续实验。见表1。
2.2 高剂量黄芪甲苷对PC12细胞凋亡的影响 与对

照组比较，6-OHDA 组细胞凋亡率明显升高（P<
0.05）；与 6-OHDA组比较，高剂量黄芪甲苷组细胞

凋亡率明显降低（P<0.05）。见表2。
2.3 高剂量黄芪甲苷对 PC12细胞氧化应激反应的

影响 与对照组比较，6-OHDA组SOD水平明显降低

（P<0.05），MDA水平明显升高（P<0.05）；与6-OHDA
组比较，高剂量黄芪甲苷组 SOD水平明显升高（P<
0.05），MDA水平明显降低（P<0.05）。见表2。
2.4 高剂量黄芪甲苷对PC12细胞 JAK2/ STAT3通路

活性的影响 与对照组比较，6-OHDA组 p-JAK2和

p-STAT3 蛋白表达水平明显降低（P<0.05）；与 6-
OHDA 组比较，高剂量黄芪甲苷组 p-JAK2 和 p-
STAT3蛋白表达水平明显升高（P<0.05）；与黄芪甲

苷组比较，AG490组p-JAK2和p-STAT3蛋白表达水

平明显降低（P<0.05）。见图1。
2.5 抑制 JAK2/STAT3通路对高剂量黄芪甲苷保护

作用的影响 与高剂量黄芪甲苷组比较，AG490组细

胞存活率明显降低（P<0.05），细胞凋亡率明显升高

表1 黄芪甲苷对氧化应激损伤后PC12细胞存活率的影响

注：与对照组相应值比，* P<0.05；与 6-OHDA组相应值比，#
P<0.05；与低剂量黄芪甲苷组相应值比，& P<0.05；与中剂量

黄芪甲苷组相应值比，△ P<0.05

分组

对照组

6-OHDA组

低剂量黄芪甲苷组

中剂量黄芪甲苷组

高剂量黄芪甲苷组

细胞存活率（%）

100.58±7.14
49.62±6.03*

65.94±5.88*#

77.32±8.11*#&

94.66±8.85*#&△
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图1 免疫印迹法检测PC12细胞 JAK2/ STAT3通路蛋白表达水平

与对照组相应值比，* P<0.05；与 6-OHDA组相应值比，# P<0.05；与AS Ⅳ+6-OHDA组（高剂量黄芪甲苷组）相应值比，& P<0.05；AS Ⅳ+
AG490+6-OHDA组. AG490组

分组

对照组

6-OHDA组

高剂量黄芪甲苷组

SOD（U/mg）
52.69±6.17
28.33±4.02*

49.25±5.16*#

MDA（μmol/g）
1.26±0.19
2.44±0.35*

1.58±0.26*#

细胞凋亡率（%）

3.57±0.49
21.46±1.87*

7.71±0.96*#

表2 黄芪甲苷对氧化应激损伤后PC12细胞SOD和MDA水平以及细胞凋亡率的影响

注：与对照组相应值比，* P<0.05；与6-OHDA组相应值比，# P<0.05；SOD. 超氧化物歧

化酶；MAD. 丙二醇

分组

对照组

6-OHDA组

高剂量黄芪甲苷组

AG490组

细胞存活率（%）

100.05±8.33
51.62±6.01*

96.04±9.05*#

60.78±5.59*#△

细胞凋亡率（%）

2.89±0.82
19.96±2.71*

6.58±1.34*#

15.14±2.06*#△

SOD（U/mg）
58.93±7.77
31.52±3.89*

52.57±6.61*#

36.95±4.12*#△

MDA（μmol/g）
1.18±0.14
2.24±0.25*

1.33±0.11*#

1.97±0.18*#△

表3 抑制JAK2/STAT3通路对黄芪甲苷保护作用的影响

注：与对照组相应值比，* P<0.05；与6-OHDA组相应值比，# P<0.05；与100 μmol/L黄芪甲苷组相

应值比，△ P<0.05；SOD. 超氧化物歧化酶；MAD. 丙二醇

（P<0.05），细胞SOD水平明显降低（P<0.05），MDA水

平明显升高（P<0.05）。见表3。
3 讨 论

PC12细胞株是一种来源于可移植的鼠嗜铬细

胞，胞质含有丰富的合成及分解多巴胺所需的酶类，

具有典型的神经元特性，是常用的研究多巴胺能神

经元病理和药理的细胞[8]。6-OHDA是一种神经毒

素，可导致黑质致密部的多巴胺能神经元凋亡，从而

模拟帕金森病，常用于诱导帕金森病[9，10]。本研究体

外培养 PC12细胞，6-OHDA作用 PC12细胞导致氧

化应激损伤。

6-OHDA是多巴胺能神经递质的羟基化衍生

物，在脑内可由多巴胺代谢生成，并通过自身氧化或

酶氧化过程产生自由基、醌物质等损伤神经元，因此

氧化应激损伤是6-OHDA发挥神经毒性作用的重要

机制之一[11，12]。本研究 6-OHDA作用PC12细胞后，

SOD水平明显降低，MDA水平明显升高；使用黄芪

甲苷预处理后，SOD水平明显升高，MDA水平明显

降低。这说明黄芪甲苷能够增强PC12细胞的抗氧

化应激损伤能力，减轻6-OHDA诱导的PC12细胞氧

化应激反应。本研究结果显示，6-OHDA处理PC12
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细胞后，细胞存活率明显降低，细胞凋亡率明显升

高；使用黄芪甲苷预处理，明显增高PC12细胞存活

率，降低细胞凋亡率。这说明黄芪甲苷对 6-OHDA
诱导的PC12细胞凋亡具有抑制作用。

JAK2/STAT3信号通路是细胞内重要的信号转

导通路之一，细胞在受到外界因素刺激后，细胞内信

使物质激活识别并结合胞膜受体，诱导其在胞浆内

形成的 JAK2结合位点，使 JAK2发生磷酸化，暴露

STAT3锚定点而导致磷酸化，使其激活并进入细胞

核，调节目的基因表达[13]。JAK2/STAT3信号通路在

调控细胞增殖、分化、凋亡过程中发挥重要作用[14，15]，

而且激活 JAK2/STAT3信号通路具有抗氧化应激损

伤和神经保护作用[16]。本研究结果显示6-OHDA处

理后，PC12细胞 p-JAK2和 p-STAT3蛋白表达水平

明显降低，黄芪甲苷预处理后p-JAK2和p-STAT3蛋
白表达水平明显升高。这说明黄芪甲苷能够激活

6-OHDA损伤的PC12细胞 JAK2/STAT3通路。本研

究使用 JAK2/STAT3信号通路抑制剂AG490进行实

验，结果发现AG490能够逆转黄芪甲苷对 6-OHDA
损伤后 PC12细胞的保护作用。这说明阻断 JAK2/
STAT3信号通路后，黄芪甲苷对PC12细胞的保护作

用减弱。

综上所述，6-OHDA作用 PC12细胞，可导致细

胞发生氧化应激损伤 而发生细胞凋亡；黄芪甲苷预

处理能通过激活 JAK2/STAT3 信号通路，抑制 6-
OHDA对 PC12细胞的损伤，对 PC12细胞起保护作

用。
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