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1,2,3,4,6-O-五没食子酰基葡萄糖对 MPP+诱导 PC12 细胞凋亡的保护作用 
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摘  要：目的  考察 1,2,3,4,6-O-五没食子酰基葡萄糖（1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucose，β-PGG）对 MPP+诱导的帕金

森病细胞模型中 PC12 细胞凋亡的保护作用及其机制研究。方法  PC12 细胞孵育于高糖 DMEM 培养基中，在药物处理前 1
周，将神经生长因子（NGF）加入培养基中，使培养基中 NGF 的终质量浓度为 50 ng/mL。将细胞分为对照组、MPP+组以及

50 μmol/L β-PGG 预处理 7、12、20、30 h 组，观察预处理不同时间对 MPP+中 PC12 细胞存活影响。采用台盼蓝染色法检测

细胞死亡情况，MTT 法检测细胞活力，免疫印迹法检测 Bcl-2、Bax、Fas、FasL、procaspase-3、procaspase-8、procaspase-9
蛋白表达情况，并检测 caspase-3、caspase-8、caspase-9 活力。结果  对照组 PC12 细胞死亡率最低，MPP+组 PC12 细胞死亡

率最高，从 β-PGG 预处理 12 h 起 PC12 细胞死亡率较 MPP+组均明显降低（P＜0.01）。MPP+组 PC12 细胞活力最低，50 μmol/L 
β-PGG预处理12 h时PC12细胞活力进一步增高，预处理20 h时细胞活力最高。β-PGG预处理5 h后即可见Bcl-2、procaspase-3、
procaspase-8、procaspase-9 蛋白含量增加，至 15 h 时增加达到高峰；与之相反的是，β-PGG 预处理 5 h 后即可见 Bax、Fas、
FasL 蛋白含量减少，至 30 h 时达最少。50 μmol/L β-PGG 预处理 PC12 细胞 15 h 后 caspase-3、caspase-8、caspase-9 的活力

分别为 MPP+组的 36.5%、40.2%、42.2%。结论  β-PGG 对 MPP+诱导 PC12 细胞凋亡具有保护作用，其机制是通过增强 Bcl-2
的表达、抑制 Bax、Fas、FasL 的表达以及降低 caspase-3、caspase-8、caspase-9 的活力实现了抑制 MPP+引起的 PC12 细胞凋

亡，促进 PC12 细胞的存活。 
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Protection of 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucose against apoptosis of PC12 
cells induced by MPP+ 
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Abstract: Objective  To study the protection of 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucose (β-PGG) on apoptosis of PC12 cells from 
Parkinson’s disease models induced by MPP+ and its mechanism. Methods  PC12 cells were incubated in high glucose DMEM 
medium. One week before drug treatment, nerve growth factor was added to the cultures at the final concentration of 50 ng/mL. PC12 
cells were divided into control group, MPP+ group, and 50 μmol/L β-PGG groups pretreated for 7, 12, 20, and 30 h. The survivals of 
PC12 cells in MPP+

 were observed after pretreatment with β-PGG for different periods. The death of PC12 cells in MPP+ was 
evaluated with trypan blue staining method, and the activity of the PC12 cells was determined by MTT assay. The expression of Bax, 
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Fas, FasL, procaspase-3, procaspase-8, and procaspase-9 was analyzed by Western blotting method, and then the activity of caspase-3, 
caspase-8, and caspase-9 was examined. Results  The death rates of PC12 cells in control group were the lowest, while those in 
MPP+ group were the highest, and those in β-PGG groups pretreated after 12 h were significantly decreased compared with MPP+ 
group (P < 0.01). The activities of the PC12 cells in MPP+ group were the lowest, and those in β-PGG group pretreated for 12 h were 
further increased, while those in β-PGG group pretreated for 20 h were the highest. The protein contents of Bcl-2, procaspase-3, 
procaspase-8, and procaspase-9 in β-PGG group pretreated for 5 h were increased, and increased to peak at pretreated for 15 h. On 
the contrary, protein contents of Bax, Fas, and FasL in β-PGG group pretreated for 5 h were decreased, and decreased to the 
minimum at pretreated for 30 h. The activities of caspase-3, caspase-8, and caspase-9 of the PC12 cells in β-PGG group pretreated for 
15 h were 36.5%, 40.2%, and 42.2% of those in MPP+ group, respectively. Conclusion  β-PGG has protection against apoptosis of 
PC12 cells induced by MPP+, and its mechanism is related to inhibiting the apoptosis of PC12 cells induced by MPP+ and then 
increase survival rate of PC12 cells by increasing the expression of Bcl-2, inhibiting the expression of Bax, Fas, and FasL, and 
decreasing activities of caspase-3, caspase-8, and caspase-9. 
Key words: 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucose; PC12 cell; MPP+; apoptosis; protective effect 

 
帕金森病是老年人常见的神经系统退行性疾

病，虽然临床上有多种治疗药物，但仍无法阻止或

延缓多巴胺神经元进行性缺失，并且多种药物在治

疗多年后逐渐出现疗效不佳、不良反应增加的情况，

如左旋多巴类药物在大多数患者使用 3～5 年后疗

效减退，产生症状波动、异动症和精神障碍等严重

不良反应[1]，因此寻找高效且不良反应少的治疗药

物成为帕金森病研究热点。1,2,3,4,6-O-五没食子酰

基葡萄糖（1,2,3,4,6-penta- O-galloyl-β-D-glucose，
β-PGG）是一种天然多酚类化合物，广泛存在于许

多种植物中[2]，并具有多种生物学活性，对多种细

胞具有保护作用[3-4]。在帕金森病多种发病机制中，

凋亡是其重要的发病机制，因此本研究考察 β-PGG
是否可通过抗凋亡作用来保护帕金森病细胞模型。 
1  材料与方法 
1.1  主要材料 

β-PGG 结构见图 1[3]，购自美国 Sigma-aldrich
公司，质量分数≥96%（HPLC 法），产品批号 G7548；
1-甲基-4-苯基吡啶离子（MPP+）产品批号 D048，
购自美国 Sigma-Aldrich 公司；神经生长因子（NGF）
购自华中科技大学同济医学院附属同济医院，生物

学活性≥9 000 AU，产品批号 S20060051；胎牛血清

（产品批号 SH30070.03）、高糖 DMEM（产品批号

SH30022.01B）购自美国 Hyclone 公司；台盼蓝（产

品批号 C0011）、MTT（产品批号 C0009）购于碧云

天生物技术研究所；BCA 试剂盒（产品批号 23228）、
ECL 试剂盒（产品批号 32134）购于美国 Pierce 公

司；caspase 3、8、9 活性检测试剂盒产品批号分别

为 401054、401051、401057，购自北京贝博公司；

Anti-procaspase-3 抗体（产品批号 MA141163）购自

美国 Pierce 公司；Anti-procaspase-8 抗体（产品批

号 C7849）购自 Sigma 公司；Anti-procaspase-9 抗

体、Anti-Bcl-2 抗体、Anti-FasL 抗体产品批号分别

为 ab69514、ab7973、ab2440，购自英国 Abcam 公

司；Anti-Bax 抗体、Anti-Fas 抗体产品批号分别为

PAB0810、PAB8028，购自美国 Abnova 公司；辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 抗体（产品批号

sc-2054）购自 Santa Cruz 公司；小鼠来源的（单克隆）

γ-tubulin 一抗（产品批号 T6557）购于 Sigma 公司。 
 

 
图 1  β-PGG 的化学结构 

Fig. 1  Structure of β-PGG 

1.2  细胞培养及分组 
PC12 细胞孵育于含有 10%胎牛血清、4 mmol/L

谷氨酰胺、100 μg/mL 链霉素和 100 U/mL 青霉素的

高糖 DMEM 培养基中。细胞培养箱的条件为 95%
空气、5% CO2，以及 37 ℃恒温。在药物处理前 1
周，将 NGF 加入培养基中，NGF 终质量浓度为 50 
ng/mL，以促进 PC12 细胞向神经细胞分化。为观察

50 μmol/L β-PGG 预处理对 MPP+中 PC12 细胞存活

影响，将细胞分为 6 组，分别为对照组、MPP+组及
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β-PGG 预处理 7、12、20、30 h 组。观察蛋白变化

时 β-PGG 预处理时间分别为 5、10、15、30 h。 
1.3  细胞死亡情况检测 

将各组 PC12 细胞以 2.0×105/mL 接种于 24 孔

板内,每孔 0.5 mL 培养液，待细胞长到 50%～60%
时，用 50 μmol/L β-PGG 预处理相应时间，随后更

换培养液，用 500 μmol/L MPP+处理 24 h 后，用胰

酶消化成单细胞悬液，并加入 4 mg/mL台盼蓝溶液，

使台盼蓝的终质量浓度为0.4 mg/mL，孵育3～5 min
后混匀细胞，吸取染色的 PC12 细胞至血细胞计数

器上，在显微镜下拍照并计数。 
1.4  细胞活力检测 

PC12 细胞以 1×104 个/孔种植于 96 孔板，用

50 μmol/L β-PGG 预处理相应时间，随后更换培养

液，用 500 μmol/L MPP+处理 24 h 后，细胞用终质

量浓度为 0.5 mg/mL MTT 在 37 ℃下孵育 4 h，移除

培养液，用 DMSO 溶解蓝紫色结晶甲臜。用 Bio-Rad
酶标测定仪在 490 nm 波长处测定吸光度（A）值，

计算蓝紫色结晶甲臜的产量来反应细胞的活力。以

对照组细胞的活性为 100%表示处理组细胞的活力。 
1.5  免疫印记法检测蛋白的变化 

用 50 μmol/L β-PGG 预处理 PC12 细胞相应时

间，随后更换培养液，用 500 μmol/L MPP+处理 24 h
后，收集 PC12 细胞，收集后的 PC12 细胞用冷的

PBS 轻轻洗 2 遍，接着将细胞溶解于含有蛋白酶抑

制剂 cocktail 的缓冲液中，离心获得总蛋白；用 BCA
试剂盒测定总蛋白的浓度。取相同量的总蛋白，加

入 12% SDS-PAGE 胶中电泳，接着用 NC 膜转膜，

转膜后用相应的抗体及合适的抗体浓度检测蛋白的

含量。不同的一抗浓度分别为 Bcl-2（1∶1 200）、
Bax（1∶800）、Fas（1∶1 000）、FasL（1∶1 200）、
procaspase-3（1∶1 500）、procaspase-8（1∶1 000）、
procaspase-9（1∶800）和 γ-tubulin（1∶10 000）。4 
℃过夜，上相应的二抗与 ECL，显影，扫描图像。 
1.6  Capase 活力检测 

用 50 μmol/L β-PGG 预处理 PC12 细胞 15 h，
随后更换培养液，用 500 μmol/L MPP+处理 24 h 后，

用胰酶消化加药处理过的细胞，离心收集细胞，按

2×106/100 μL 裂解液的比例加入裂解液，重悬沉

淀，冰浴中裂解 15 min，离心，将上清液转移至预

冷的离心管中，按照蛋白质量浓度为 1～3 mg/mL，
分别加入 caspase-3 检测缓冲液 Ac-DEVD-pNA（2.0 
mmol/L），caspase-8 检测缓冲液 Ac-IETD-pNA（2.0 

mmol/L）或 caspase-9 检测缓冲液 Ac-LEHD-pNA
（2.0 mmol/L）后混匀。37 ℃孵育 60～120 min，分

别对 caspase-3、caspase-8、caspase-9 在 405 nm 波

长处测定 A 值。以对照组细胞的 caspase 活力为

100%来表示处理组细胞的 caspase 活力。 
1.7  统计处理 

应用 SPSS 15.0 统计软件，用⎯x ± s 表示获得的

定量资料，选用方差分析，总体有统计学意义后两

两比较用 LSD 检验。 
2  结果 
2.1  细胞死亡情况 

PC12细胞经过 50 μmol/L β-PGG预处理不同时

间后的死亡率结果见表 1，死亡情况见图 2。结果显

示对照组 PC12 细胞死亡率（即 PC12 细胞的自然死

亡率）最低，MPP+组 PC12 细胞死亡率最高，β-PGG
预处理 7 h 组 PC12 细胞死亡率与 MPP+组类似，从

预处理 12 h 起 PC12 细胞死亡率较 MPP+组均明显

降低（P＜0.01），到预处理 20 h 细胞死亡率在 MPP+

存在时达到最低，预处理 30 h 组 PC12 细胞死亡率

较 20 h 时增高，但仍较 12 h 组低。 
2.2  细胞活力检测 

对 PC12 细胞行 MTT 检测可见，MPP+组 PC12
细胞活力最低，50 μmol/L β-PGG 预处理 7 h 细胞活

力稍增高，但差异无统计学意义；预处理 12 h 时

PC12 细胞活力进一步增高，预处理 20 h 时细胞活

力最高，预处理 30 h 时细胞活力较 20 h 下降，但仍

较 12 h 时高，从预处理 12 h 起，除了预处理 30、
12 h 组差别无统计学意义外，其他组均较前组的差

别具有统计学意义（P＜0.05、0.01），结果见表 2。 

表 1  β-PGG 预处理对 MPP+中 PC12 细胞死亡率的影响

（⎯x ± s，n = 6） 
Table 1  Effect of pretreatment with β-PGG on death rates 

of PC12 cells in MPP+ (⎯x ± s, n = 6 ) 

组别 预处理时间/h 死亡率/% 

对照 — 16.35±2.48 

MPP+ — 65.22±4.74** 

β-PGG 7 62.70±5.73 

 12 50.23±5.61##▲▲ 

 20 38.08±3.42##▲▲ 

 30 44.38±5.02##▲ 

与对照组比较：**P＜0.01；与 MPP+组比较：##P＜0.01；与前一个预

处理组比较：▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01 
**P <0.01 vs control group; ##P <0.01 vs MPP+ group; ▲P < 0.05  

▲▲P < 0.01 vs former pretreatment group 
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图 2  β-PGG 预处理不同时间对 MPP+中 PC12 细胞存活的

影响（台盼蓝染色） 
Fig. 2  Effect of pretreatment with β-PGG for different 

periods on survival of PC12 cells in MPP+ (trypan 
blue staining) 

表 2  β-PGG 预处理对 MPP+中 PC12 细胞活力的影响（⎯x ± 
s，n = 6） 

Table 2  Effect of pretreatment with β-PGG on activity of 
PC12 cells in MPP+ (⎯x ± s, n = 6 ) 

组别 预处理时间/h 活力/% 

对照 — 100.00±14.36 

MPP+ — 39.48±7.90** 

β-PGG 7 45.74±6.84 

 12 61.24±5.51##▲▲ 

 20 79.28±6.83##▲▲ 

 30 66.70±9.08##▲ 

与对照组比较：**P＜0.01；与 MPP+组比较：##P＜0.01；与前一个预

处理组比较：▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01 
**P <0.01 vs control group; ##P <0.01 vs MPP+ group; ▲P < 0.05  

▲▲P < 0.01 vs former pretreatment group 

2.3  蛋白的变化 

β-PGG 预处理 5 h 后即可见 Bcl-2 蛋白含量增

加，至 15 h 时增加达到高峰；预处理 30 h 组 Bcl-2

较 15 h 组有所减少，但仍高于 10 h 组。与之相反

的是，β-PGG 预处理5 h后即可见Bax蛋白含量减少，

至 30 h 时达最少。β-PGG 预处理 5 h 后即可见 Fas、
FasL 蛋白含量减少；预处理 30 h 后 Fas、FasL 蛋白

含量最少。β-PGG预处理 5 h后即可见 procaspase-3、
procaspase-8、procaspase-9 蛋白含量增加，15 h 后

procaspase-3、procaspase-8、procaspase-9 蛋白含量

最多，预处理 30 h 组蛋白含量较 15 h 组有所减少，

但仍高于 10 h 组，见图 3。 

 

图 3  β-PGG 预处理对不同凋亡蛋白表达的影响 
Fig. 3  Effect of pretreatment with β-PGG on expression of 

different apoptotic protein 
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2.4  caspase 活力 
为验证 procaspase-3、procaspase-8、procaspase-9

切割之后是否被激活以及活力如何，本实验利用

caspase-3、caspase-8、caspase-9 所引起的特异性底

物颜色变化来检测这 3 种酶的活力变化。50 μmol/L 
β-PGG预处理PC12细胞15 h后caspase-3、caspase-8、
caspase-9 的活力分别为 MPP+组的 36.5%、40.2%、

42.2%。见表 3。 

表 3  β-PGG 预处理导致的 caspase 活力变化（⎯x ± s，n = 6） 
Table 3  Difference of caspase activity after pretreatment 

with β-PGG (⎯x ± s, n = 6 ) 

组 别 活力/% 

MPP+ 100 

caspase-3 36.50±6.70## 

caspase-8 40.17±5.60## 

caspase-9 42.17±6.00## 

与 MPP+组比较：##P＜0.01 
##P <0.01 vs MPP+ group 

3  讨论 
PGG 是一种天然多酚类化合物，它广泛存在大

量中草药植物中，如盐肤木、牡丹、芍药等。自然

界存在的 PGG 有两种，分别为 α-PGG 和 β-PGG，

但是自然界中 β-PGG 要比 α-PGG 多得多[5]。最近几

年，β-PGG 的药理和生理作用成为研究热点[5-6]。 
台盼蓝染色可评价细胞的死亡情况，死亡细胞

由于细胞膜破坏可被台盼蓝染成蓝色，而活细胞拒

染。前期实验表明在 50 μmol/L β-PGG 发挥了明显

的细胞保护作用，故在本实验中均用 50 μmol/L 
β-PGG预处理PC12细胞。采用台盼蓝处理被β-PGG
预处理过的 PC12 细胞后，发现 β-PGG 可促进 MPP+

中 PC12 细胞存活，β-PGG 预处理 12 h 后 PC12 细

胞死亡率明显下降，差异具有统计学意义（P＜
0.01），预处理 20 h 死亡率达最低，预处理 30 h 后

细胞死亡率较前有所升高，但仍小于预处理 12 h 时

的细胞死亡率。与此同时，观察 β-PGG 预处理对

PC12 细胞活力影响，预处理 12 h 后，细胞活力增

加，差异具有统计学意义（P＜0.01），预处理 20 h
后细胞活力达到最高，预处理 30 h 后细胞活力较预

处理 20 h 有所下降。与细胞死亡率不同的是，预处

理 30 h 后细胞活力虽然比预处理 12 h 后细胞活力

高，但差异不具有统计学意义，可能是细胞死亡率

结果采取人工计数，而细胞活力（MTT 法）采用仪

器自动计算，故细胞活力结果可能会更准，或者存

在其他机制，虽然不能增加 PC12 细胞活力，但却

能减少细胞死亡。即使如此，但预处理 20 h 使 PC12
细胞死亡率最低、活力最高，这一点却吻合。促进

PC12 细胞存活的机制有多种，在前期实验中，可见

β-PGG通过对抗细胞氧化应激促进PC12细胞存活，

并且可知，除了抗氧化应激，β-PGG 还通过其他未

知的途径促进 MPP+中 PC12 细胞存活，因此设想在

本实验中观察除了抗氧化应激外，β-PGG 是否可通

过对抗凋亡促进 PC12 存活。 
细胞凋亡又称为程序性细胞死亡，是在外源性

或内源性凋亡信号刺激下，激活细胞内编码的自杀

程序而导致的。细胞凋亡途径主要有死亡受体途径

及线粒体途径[7-9]。死亡受体途径为[10-12]：在细胞外

凋亡信号的刺激下，膜的死亡配体与死亡受体结合

（如 FasL 与 Fas 结合、TNF-α与 TNFR-1 结合），之

后使两个 procaspase-8 相互作用装配成为有活性的

caspase-8，活化的 caspase-8 激活下游的 caspase，
如 caspase-3、caspase-1、caspase-6 等，从而引起细

胞凋亡。线粒体途径主要通过 Bcl-2 家族蛋白调节[13]，

Bcl-2/Bax 比值的改变在调节线粒体凋亡途径起到

重要的作用[14]，主要的过程[15-17]：在凋亡诱导信号

的刺激下，Bcl-2/Bax 比值下降，造成线粒体通透性

转换孔（PTP）开放，使线粒体膜通透性增高，从

而使原先位于线粒体内与凋亡相关的活性物质释放

出 来 ， 这 些 活 性 物 质 包 括 细 胞 色 素 C 、

Smac/DIABLO、凋亡诱导因子、核酸内切酶 G 和

Bitl（Bcl-2 inhibit of transcription）等。在 ATP/dATP
存在下，细胞色素 C 能与凋亡蛋白酶活化因子-1 及

procaspase-9 形成凋亡复合体，并使 procaspase-9 剪

切活化形成 caspase-9，在 ATP/dATP 存在下活化

caspase-3、caspase-6、caspase-7 等，促使细胞凋亡。 
β-PGG 可降低 MPP+中 PC12 细胞死亡率，促进

PC12 细胞存活，而抗凋亡可促进细胞存活，故进一

步观察 PC12 细胞中常见凋亡途径主要蛋白在

β-PGG 预处理后的变化情况。实验结果显示，β-PGG
可促进 Bcl-2 的合成，抑制 Bax、Fas 及 FasL 的合

成以及抑制 caspase-3、caspase-8 及 caspase-9 活化，

其变化规律呈时间相关性。总的来说，β-PGG 通过

抑制 Fas、FasL 的合成而抑制死亡受体凋亡途径，

通过升高 Bcl-2/Bax 比值抑制线粒体凋亡途径，从

而抑制了 procaspase-3、procaspase-8、procaspase-9
的剪切，降低了 caspase-3、caspase-8、caspase-9 的
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活力，从而促进 MPP+中 PC12 细胞存活。 
目前，β-PGG 是否能够通过血–脑屏障还不清

楚，β-PGG在活体内影响帕金森病的作用有待确定。

但是，有文献报道[3]β-PGG 比其他任何聚苯化合物

更不溶于水，这一特点有助于吸引研究者去研究

β-PGG 是否能够通过血–脑屏障，为将 β-PGG 应用

于动物帕金森病模型甚至应用于临床提供依据。 
概括来讲，实验结果表明，在 MPP+存在下的

PC12 细胞中，β-PGG 可以通过促进 Bcl-2 的合成，

抑制 Bax、Fas、FasL 的合成，降低凋亡效应酶

caspase-3、caspase-8、caspase-9 的活力，从而抑制

MPP+中 PC12 细胞凋亡，促进 PC12 存活。由于

β-PGG 强大的抗氧化[6]及抗凋亡能力，它将会在以

氧化应激、凋亡为重要发病机制的神经系统慢性变

性疾病的临床应用中有很大的应用前景。 
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