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表没食子儿茶素没食子酸酯对乳胞素诱导
PCI 2细胞损伤的影响

戴美芬△ 胡 丹赵丹唐兰英 竺飞燕 陈瑛王小同 张雄

摘要 目的探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(ep培allocatechin gauate，EGcG)对乳胞素(1actacystin)诱

导的Pcl2细胞损伤的影响。方法接种PCI2细胞培养24 h后分别给予干预。实验分为5组：正常对照

组，10ⅣIloL／L乳胞素损伤组，不同浓度EGcG预处理组(终浓度5、10、50斗moL／L)。分别用M，IrI'比色法检

测细胞活性，Hoechst 33 258染色观察凋亡时细胞核形态的变化，流式细胞仪(FCM)检测细胞凋亡率。

结果5、10、50斗moL／L EGCG对乳胞素诱导的Pcl2细胞损伤具有一定的保护作用。与乳胞素损伤组

『(61．22±1．02)％]比较，5、10、50“moL／L EGCG预处理组细胞活力明显上升，分别为(66．99±1．30)％、

(66．67±0．65)％、(73．40±O．67)％。Hoech吼33 258染色发现乳胞素损伤组较多胞核出现固缩凝集，而

EGcG预处理组则较少。FcM检测也提示EGCG预处理可降低细胞的凋亡率，正常对照组、乳胞素损伤组、

EGCG预处理组(5、10、50斗moL／L)分别为3．0％、60．4％、59．8％、57．5％和38．6％。结论 EGCG可减轻乳

胞素诱导的PCI2细胞损伤。
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ABSTRACT objec廿ve To study the e仟ect of epiga¨0catechin ga¨ate(EGCG)againSt IactacySt．n induced

PCI 2 ce¨injuW．Me山。凼 The inocuIated rat PCI 2 ce¨s we怕cuItu怕d for 24 h，f0¨owed by inten，ention．The

ce¨s were divided into 5 groups，i．e．，the no盯nal contrDI group，1 0 umol／L Iactacystin injuⅣgroup，and the

EGCG p怕t旧ated groups(at the finaI concentration 0f 5，1 0，and 50 umoI／L，陀spectiVeIy)．The GytoacIi、，ity w∞

dete烈ed by MTT C0lOnmetw．MO巾hological changes 0f the∞¨nucleuS we陀0bsen，ed by H0echSt 33 258 sta．-

ning，and the apoptosis ratio w船detected by flow cytomet吖(FCM)．R酷Idts EGCG at d晰e怕nt doses showed

protective e仟ect on I瓢籼stin-induced PCI 2 ce¨injury．Compa怆d wnh the ladacyStin injury group[(61．22士

1．02)％]。the cytoaCtiv时in EGCG pret怕ated groups at the finaI concentration 0f5，10，and 50 umoI／L'怕spec‘

砸veIv inc旧ased obviousIy to(66．99±1．30)％，(66．67±0．65)％，and(73．4±0．67)％，伦spectiVeIy．Ho—

echst 33 258 staining found that mO怕nucIear pyknOsis and agg陀gation 0ccur怕d In the IamacystIn InJu呵group，

but Iess occurred in EGCG pretreated grOups．FCM lnd；cated that the apoptOsis rati0 was reduced by EGCG pre-

t旧atmem．It was 3．0％．60．4％，59．8％，57．5％，and 38．6％，怕spectiVeIy in the nonllaI∞ntrol group，the

lactacystin injury group，and EGCG pretreated groups(at the们naI concentration of 5，1 0，and 50 umoI／L，re‘

spectiveIy)．Concl璐i蚰 EGCG couId anenuate la啪cystin induced PC 1 2∞II inju吖．

KE■，、～DRDS epigaIIocatechin ga¨ate；PCI 2 ce¨；Ia烈acystin；apoptosis；neuropnDtection

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin

gallate，EGCG)占绿茶多酚的25％～40％左右，是绿

茶中的主要活性成分。许多实验及流行病学数据表
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明EGCG具有抗心血管疾病、抗炎症、抗肿瘤、抗糖

尿病及抗肥胖等作用⋯。近年来，其对神经退行性

疾病的有益作用也逐渐受到人们关注。流行病学研

究显示，长期坚持每天饮用2杯或2杯以上的绿茶与

帕金森病(Parkinson’s dise嬲e，PD)患病率的下降有

关∞】。目前认为帕金森病患者存在蛋白质降解功能

障碍，其中泛素蛋白酶体系统(ubiquitin pmte鹊ome

system，uPS)起着重要作用，其功能损害很可能是散

发性PD和家族性PD发病的共同分子通路p1 o蛋自
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酶体抑制剂的应用通过影响泛素蛋白酶体系统而干

扰细胞正常代谢过程。鉴于绿茶是广泛应用的安全

性和大众接受度均很高的日常饮品，本研究拟采用

蛋白酶体抑制剂乳胞素诱导Pcl2细胞搿亡建立PD

细胞模型，探讨阱∞对搠伤的多巴胺能神经元保
护作用。

材料与方法

1材料大鼠嗜铬瘤Pcl2细胞(高分化)购于

中国科学院上海生命科学院研究院生物化学与细胞生

物学研究所。高糖DMEM培养基、0 25％胰酶、M竹
购于ciko公司，无支原体胎牛血清购于杭州阴季青

生物有限公司．乳胞索购于Al⋯公司，H0echst 33

258试剂盒，Annex；n v／Pl试剂盒购于南京凯基生物

有限公刮．6孔板、96孔板、25cm2培养瓶购于co⋯g
公司。实验用的EGcG由浙江人学茶学院杨贤强教授

惠赠，

2方法

2 l 细胞培养采用禽】0％胎牛血清的高惦

DMEM培养基，添加肯霉索l∞U／r|．L、链霉索l∞“∥L。

骨干恒温37℃、5％c0：的培养箱中培养。细胞传代

时，加入适茸的0】25％胰蛋白酶消化后轻轻吹打，取

对数生长期的细胞进行实验。

2 2药物处殚实骑分为5组．接种细胞培养

24 h后分别给予干预。正常对照组不加药，乳胞素损

伤组加入乳胞索(终浓度10“mo川)，Fccc预处理

组加入EccG(终浓度5、10、50lLmoⅣL)预孵育l h，然

后加人乳胞素(终浓度10“movL)继续培养24 h后

进行各指标测。

2 3 M丌比色法检测细胞活性取Pcl2细胞

以约6×10’个／孔的浓度接种于96孔板，培养24 b

后，给予不同处理，每组设6个复孔，培养结束时每扎

加人10“L M丌(5∥L)．继续培养4 h．弃培养液，每

孔加_凡DMsO 100“L．微量振荡器轻轻震荡，使结品物

宽分溶解。用酶联免疫检测仪在490 nm(参考渡长

630 nm)波长处测定各扎吸光度(0D)值并减去背景

0D值，取荇礼均值，细胞存活率(％J=实骑如OD均

值／阴性对照组0D均值x100％。

2 4 H0echst 33258染色细胞接种J一6孔板中．

每孔内预置洁净盖玻片1张．接种密度约l 5×104

个／孔，接种后24 h施加药物下预．药物处理后，吸尽

培养液，PBs漂洗细胞，用4％多槊甲醛固定30而n，

去固定液，PBs洗两遍，加人H呻chst 33258染色澈避

光反应10mm，PBs洗两追，咀紫外光340 nm渡长激

发，荧光品微镜下观察胞核形卷变化．

2 5^nn删n V／Pi双标记流式细胞仪分析法检

测细胞凋亡培养结束后，以0 125％胰蛋由酶消化

收集细胞．制成细胞悬液，离心去P清，用PBs洗涤后

JJⅡ人BindmE Bu舱r重悬细胞，加^5山A—lnv-
FITc，将其棍匀后加^5止PI，室温避光染色30唧n
后，用流式细胞仪检测捕亡率．蠲亡率为“数5×10

3

个细胞中狮亡细胞所占玎分比。

3统计学处理实驻数据0lJ值，细胞存活率以

均数±标准差(i±s)表示，统计分析采sPssl3 0统

训软件进行单阁素方差分析，P<o 05为差异有统计

学意义。

结 果

l EGcG对乳胞索诱导的I)c12细胞形忐的影响

(固1)正常对照组培养Pcl2细胞梭型明显，细胞分

布均匀(图1A)。乳胞索损伤组Pcl2细胞形态发生

变化，棱型细胞减少，出现球形或椭圆形细胞(图lB)。

而EGcG预处理组显示细胞多为梭型，球形和椭圆形

细胞较乳胞素损伤组减少(图1c)。

*：^*m$"H目；“∞a№女m雠H，c～EcccⅢn日日

围1 Eccc对乳胞索湃导的l，c12细胞形态变化的影响(x20。
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2 EGcc对乳胞素诱导的Pcl2细胞活力的影响

(田2)乳胞索损伤组加入10删vL乳胞紊后，细胞活
力降至正常对照组的(6l笠±l 02)％。与乳胞素损伤组

比较，5、10、5。u删扩L EGcG预处理组细胞活力明显E

升，分别为(缸孵±l 30)％、(阮郇±n 65)％、(住柏±

n 67)％

＆：^自t☆H!dm B自a№$m∞m，f*5 H删儿

EccGⅪ＆mH；D～Io岬∥㈨GⅢ*月目E∞
∞岬uL EGcG“I*4m々jE$"M日m# P(o 05

；a№}mmm＆#．‘P<0∞

围2防∞对乳胞素潍导的Pcl2细胞活力的影响

3 EGcG对乳胞索诱导的l】c12细胞核形态的影

口自(罔3)在荧光显徽镜下观察，正常对照组细胞核

呈蓝色．边缘光措完整，均匀淡染(图3A)，乳胞索损伤

组部分细胞染色质固缩．细胞棱呈致密浓染，显示较强

荧光，甚至可见细胞核裂解，出现致密的颗粒状荧光

(图3B)。与乳胞索{封伤组相比，EGcG预处理后凋_l'二

细胞比例降低，且胞核形态改善荧光强度碱制(图

3C)。

4 Fccc对乳胞索诱导的咒12细胞捅亡率的影

响(图4)左下象限为正常细胞，右下象限为啊L细

胞。正常对照组，乳胞素损伤组，EGcG(5、10、

50岬o】／L)预处理组细胞凋亡率分别为3 0％，

60 4％、59 8％，57 5％和38 6％。

讨 论

许多证据表明PD以及其他神经变性病可能是一

类蛋白降解障碍痰病”。泛素蛋白酶体系统是选择陛

降解聚集的蛋白质的重要途径之一。uPs在细胞内负

责清除突变的、损伤的和错误折叠的蛋白，它的功能异

常或衰竭导致细胞内异常蛋白蓄积、细胞功能障碍．甚

至细胞死亡。目前认为uPs在PD发病过程中占据非

常莺耍的地位，其功能障碍很可能是散发性PD和家

族性PD发病的菇同分于通路。l。蛋白酶体抑制剂的

成用通过影响泛素蛋白酶体系统而干扰细胞正常代谢

过程，能同时复制PD的两大病理特征，因此可能更接

近于人类PD的病理基础．为PD发病机制的研究提供

了新的思路。本实验组以蛋白酶体抑制剂乳胞索注射

于c57／BL6J小鼠成功复制出r PD哺人病理特征：纹

状体一黑质通路选择性多巴胺能神经元变性及k州小

*：^☆m口”目m；B自a№gm☆日．c∞EGcGmⅡmm

圈3 Eccc对乳胞素诱导的Pcl2细胞核形态的彩响(H*ch¨33258染色x 200

№：A*t*圳煳．BA}Ln《m自m，c自5叫彬L EcccⅡ*Ⅱ目D*lo“muL EccGm*m目．￡*50岬出L眦cⅢnⅫⅢ
围4 EG“x十乳胞素诱导的P(=12细胞刊fm例的影响
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体样物质形成M J。在此基础上，我们以乳胞素作为干

预药物诱导PCI2细胞凋亡建立了离体PD细胞模型。

已有实验表明。EGCG对6-羟基多巴胺(6-OHDA)∞o、

过氧化氢(H：02)、一氧化氮(NO)旧J、MPP+【7。、百草

枯【81等因素诱导帕金森病细胞凋亡模型具有抗凋亡作

用。那么，EGcG对蛋白酶体功能障碍的多巴胺能神

经元的损伤是否也具有同样的保护作用，为解决此问

题，故设计了此实验。本实验选择蛋白酶体抑制剂乳

胞素作为干预药物诱导PCI2细胞凋亡建立离体PD

细胞模型，研究EGCG对蛋白酶体功能障碍的多巴胺

能神经元损伤的保护作用。

本研究发现，乳胞素对Pcl2细胞具有明显的毒

性作用，可使细胞的形态发生改变，可明显降低细胞活

力，具有细胞皱缩，胞核凝集等典型的凋亡表现，且使

凋亡细胞比例明显增加。而5、10、50恤moL／L EGcG

预处理对乳胞素诱导的Pcl2细胞凋亡具有有效的保

护作用，可明显增强细胞活力，改善细胞形态，降低凋

亡比例。本研究表明，EGcG在一定剂量范围内对蛋

白酶体功能障碍的多巴胺能神经元损伤也具有一定的

保护作用，这一结果与先前的实验研究一致瞪’7’9】。我

们目前已经证实了EGcG在细胞水平上对蛋白酶体功

能障碍的多巴胺能神经元损伤的保护作用，将进一步

探讨EGCG在蛋白酶体功能障碍的在体动物实验模型

上是否也具有同样的保护作用。本实验组采用蛋白酶

体抑制剂乳胞素立体定向微量注射到小鼠黑质，已成

功建立了乳胞素诱导的帕金森病在体动物模型H】，目

前本实验组已着手进行EGCG在在体动物实验模型上

的保护作用研究。乳胞素为蛋白酶体抑制剂，它的毒

性和细胞内多泛素化蛋白生成增加有关，推测EGCG

可能通过提高蛋白酶体活性分解细胞内异常蓄积多泛

素化蛋白从而起到保护作用，目前我们已进行蛋白酶

体活性及多泛素化蛋白含量变化检测工作。

倘若能同时证实EGCG对乳胞素诱导的在体及离

体PD模型具有同样的保护作用，结合先前的实验研

究结果表明EGCG对6．OHDA、NO、H20，、Mn'P、鱼藤

酮诱导损伤的PD模型具有保护作用，将提示EGCG

是一种具有多方位神经保护效应的药物，这与我们目

前寻找一种具有多方位神经保护效应的药物的PD药

物治疗和预防策略相符合[101。最近一项关于帕金森

病和绿茶的meta分析结果证实饮用绿茶能防治帕金

森病而且其保护作用在中国人群中是相当明显的[111。

绿茶在PD防治尤其是预防上具有潜在的应用价值。
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