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原儿茶酸对1-甲基-4-苯基吡啶离子损伤中脑多巴胺能神经元保护作用研究 
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摘  要：目的  探讨原儿茶酸对 1-甲基-4-苯基吡啶离子（MPP+）干预后的小鼠胚胎中脑多巴胺能神经元损伤的保护作用。

方法  分离培养孕 14 d 小鼠胚胎中脑神经元细胞，连续培养 7 d，以 MPP+体外损伤小鼠胚胎中脑多巴胺能神经元诱导帕金

森病（PD）模型，实验分为对照组，模型组，原儿茶酸低（0.05 mmol/L）、中（0.1 mmol/L）、高（0.5 mmol/L）剂量组。采

用 MTT 比色法测定神经元活力，测定细胞内乳酸脱氢酶（LDH）、活性氧物质（ROS）的量，检测线粒体复合物 I 活性及膜

电位。结果  原儿茶酸可增强 MPP+损伤的中脑多巴胺能神经元活力，减少 LDH 释放，降低 ROS 产生，抑制线粒体复合物

I 活力下降，阻止线粒体膜电位降低。结论  原儿茶酸对 MPP+诱导的中脑多巴胺能神经元损伤具有保护作用。 
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Protective effect of protocatechuic acid on midbrain dopaminergic neurons 
injured by 1-methyl-4-phenylpyridinium 

NING Qiao-qing1, LIU Shuang1, LI Ya-chen2, LI Lan1, YU Yan1, ZHAO Wen-xiang1, ZHANG Xiu-li1 
1. Binzhou Medical University, Yantai 264003, China 
2. Dalian Medical University, Dalian 116044, China 

Abstract: Objective  To investigate the effects of protocatechuic acid (PCA) on the midbrain dopaminergic neurons injured by 
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+). Methods  Midbrain neuron cells from KM mice pregnant 14 d were used in this experiment, 
and divided into control group, model group, low-, mid-, and high-dose (0.05, 0.1, and 0.5 mmol/L) groups. MTT method was used to 
determine the neuronal survival rate. The activity of lactate dehydrogenase (LDH) in culture, content of intracellular reactive oxygen 
species (ROS), activity of mitochondrial complex I, and mitochondrial membrane potential were further determined. Results  PCA 
can enhance the viability of dopaminergic neurons damaged by MPP+, reduce the release of LDH and the generation of ROS, increase 
the activity of the mitochondrial complex Ι, and prevent the reduction of mitochondrial membrane potential. Conclusion  PCA has the 
neroprotective effects against MPP+-induced damage of midbrain dopaminergic neurons. 
Key words: 1-methyl-4-phenylpyridinium; protocatechuic acid; midbrain; dopaminergic neuron; neuroprotection; lactate dehydrogenase; 
reactive oxygen species; membrane potential 
 

帕金森病（PD）是一种锥体外系的变性疾病，研

究显示其主要病理标志为选择性黑质多巴胺（DA）

神经元缺失，残存神经元呈现 α-突触核蛋白，泛素染

色阳性的胞浆内形成包涵体，导致黑质-纹状体通路

DA 释放减少。患者可出现静止性震颤、肌张力增高、

运动减少等一系列症状[1-3]，显著降低了患者的生活质

量和预期寿命，危害性极大[4-6]。PD 是多种机制协同

作用的结果，目前研究显示主要与遗传、环境因素、

感染、衰老、氧化应激、过多的自由基形成及神经生

长因子缺乏等有关，但具体发病机制尚未明确[7]。1-
甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶（MPTP）是一种能被单

胺氧化酶 B（MAO-B）代谢的神经毒性物质，MPTP
可被 MAO-B 代谢生成 1-甲基-4-苯基吡啶离子

（MPP+），进而 MPP+转运到多巴胺能神经元末梢，  
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这一过程抑制了线粒体复合物 I 的活性[8-9]。 
原儿茶酸存在于益智仁、鸡血藤、丹参等多种中

药中，可以抑制 H2O2 诱导的 PC12 细胞凋亡、抑制

MPP+导致的 PC12 细胞损伤，其机制与抑制神经细胞

凋亡、提高细胞抗氧化能力有关[10-12]。此外，体内动

物实验表明，原儿茶酸能提高衰老大鼠学习记忆能力

和脑组织内源性抗氧化酶活力[13]。前期研究[14]表明，

原儿茶酸对 MPTP 诱导的 PD 模型小鼠有保护作用，

可能通过提高 PD 模型小鼠中脑和纹状体内多巴胺 2
型受体（D2DR）和抗酪氨酸羟化酶（TH）的表达，

降低诱导型一氧化氮合酶（iNOS）的表达发挥作用。

本实验通过在 MPP+损伤中脑多巴胺能神经元诱导

PD 模型的基础上，进一步探讨原儿茶酸对 MPP+诱导

的多巴胺能神经元损伤的保护作用及其机制。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

原儿茶酸（中国食品药品检定研究院，批号

110809-201205）；二甲基亚砜（DMSO）、MPP+、

MTT、罗丹明123（Sigma公司）；DMEM/F12（Hyclone
公司）；牛血清白蛋白（BM 公司）；抗酪氨酸羟化酶

（TH）单克隆抗体（Chemicon 公司）；SABC 试剂盒

（华美生物工程公司）；乳酸脱氢酶（LDH）检测试

剂盒（南京建成生物有限公司）；活性氧检测试剂盒

（碧云天生物工程公司）；β-阿拉伯糖呋喃糖苷、鱼藤

酮（Sigma 公司），其余试剂均为国产分析纯。 
1.2  动物 

昆明种孕 14 d 小鼠，烟台绿叶制药有限公司提

供，合格证号 SCXK（鲁）2009-0009。 
2  方法 
2.1  多巴胺能神经元培养及 MPP+损伤模型制备   

无菌条件下分离小鼠胚胎的腹侧中脑（胎龄 14 
d），培养液中吹打破碎分离出的腹侧中脑，1 500 r/min
离心 10 min，沉淀细胞重悬后，以 5×105/mL 的细胞

密度接种到 4 孔培养板中，48 h 后加入 β-阿拉伯糖呋

喃糖苷（10 μmol/L）抑制胶质细胞增殖。待多巴胺能

神经元生长融合≥95%，加入 10 μmol/L 的 MPP+，

48 h 后利用 MTT 法于 570 nm 处测定吸光度（A）值，

计算细胞活力。 
2.2  实验分组及给药 

实验设 5 个组：对照组，模型组，原儿茶酸低、

中、高浓度（0.05、0.1、0.5 mmol/L）组。多巴胺能

神经元生长融合≥95%，分别加入 0.05、0.1、0.5 
mmol/L的原儿茶酸预处理30 min后，加入10 μmol/L 

MPP+共孵育 48 h，利用 MTT 法检测细胞活力。 
2.3  观察指标及测定方法 
2.3.1  LDH 的测定  收集实验各组培养液及细胞，

LDH 通过 LDH 检测试剂盒测定。丙酮酸是通过

LDH 催化乳酸生成的，丙酮酸二硝基苯腙又是丙酮

酸与 2,4-二硝基苯肼反应生成的，其在碱性溶液中

显棕红色，依照此原理按照比色法计算酶活力。 
2.3.2  免疫细胞化学染色与细胞计数  室温下，4% 
多聚甲醛固定细胞 20 min，PBS 清洗 3 次，1%过氧

化氢浸泡 20 min；PBS清洗 3次，固定剂固定 20 min；
加入一抗（TH 1∶300）4 ℃过夜；PBS 用力震荡清

洗 10 min，重复 3 次，生物素化二抗（1∶200）37 ℃
孵育 1 h，PBS 震荡漂洗 10 min×3 次；加入 SABC
试剂孵育 30 min，PBS 清洗 3 次，二氨基联苯胺染

色。置于光学显微镜下，观察计数，结果用对照组

细胞数目（或平均突触长度）的百分比表示。 
2.3.3  细胞内活性氧（ROS）测定  细胞内 ROS 的

定量利用 2,7-dichilorodi-hydrofuorescein（DCFH-DA）

检测。DCFH-DA 进入细胞后在酯酶脱乙酰化的作用

下转化成非荧光的 DCFH。其与 ROS 反应生成荧光

探针的产物 DCF。收集实验各组样品细胞，PBS 清洗

2 次后加入 10 μmol/L DCFH-DA，37 ℃孵育 30 min，
PBS 漂洗 3 次，485 nm 激发波长，530 nm 放射波长

下通过荧光分光光度仪测量荧光强度。 
2.3.4  线粒体膜电位测定  收集实验各组样品细

胞，加入 10 μmol/L 罗丹明 123（罗丹明 123 是一

种阳性荧光染料，其进入线粒体是因线粒体膜电位

的负极化而实现的。当细胞损伤发生去极化时，存

在于线粒体内的罗丹明 123 将会减少，从而导致细

胞内荧光强度降低）。37 ℃培养 30 min，PBS 清洗

3 次，485 nm 激发波长，530 nm 放射波长下通过荧

光分光光度仪测量荧光强度。 
2.3.5  线粒体复合物 I 活性测定[15]  收集各组样品

细胞，PBS 清洗后用缓冲液（250 mmol/L 蔗糖、0.1 
mmol/L EGTA、2 mmol/L HEPES；pH 7.4）重悬。

4 ℃、500×g 离心 5 min，收集上清液。12 000×g，
离心 10 min，将沉淀悬浮在蔗糖缓冲液中。Bradford
的方法测定蛋白浓度、牛血清白蛋白制作标准曲

线，将溶液调整至 2 μg/μL。在石英比色杯中加入

990 μL 测定缓冲液（250 mmol/L 蔗糖、1 mmol/L 
EDTA、50 mmol/L Tris-HCl、2 mmol/LKCN、2 μg/mL
抗酶素 A、0.1 mmol/L NADH、0.15 mmol/L 辅酶

Q1，pH 值为 7.2），将其放入恒温分光光度计中（30 
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℃）预热 2 min 后，立即加入 10 μL 线粒体蛋白溶

液混合，5 s 后记录 340 nm 处 A 值的降低速率。在

另一石英杯中加入 989 μL 的测定缓冲液，1 μL 10 
μg/mL 的鱼藤酮，重复上述实验，同样记录 340 nm
处 A 值的降低速率。根据加入鱼藤酮前后 340 nm 处

A 值的降低速率的差值计算线粒体复合物 I 的活性。 
2.4  统计学处理   

实验结果均为计量资料，采用 ±x s 表示，组间

的两两比较采用Student-Newman-Keuls检验进行统

计学分析。 
3  结果 
3.1  对 MPP+损伤的多巴胺能神经元活力的影响 

与对照组相比，模型组（MPP+培养 48 h）细胞

活力下降至（50.8±4.2）%。与模型组相比，原儿茶

酸低、中、高剂量组细胞的活力明显升高，并表现

出剂量依赖性，其中原儿茶酸 0.5 mmol/L 剂量组，

细胞活力提高到了（83.5±4.1）%，见图 1。 
3.2  对MPP+损伤的多巴胺能神经元内LDH的影响 

与对照组相比，模型组（10 μmol/L MPP+处理

48 h）导致细胞中 LDH 的大量释放。原儿茶酸低、

中、高剂量组依赖性地减轻了 LDH 的漏出（图 2）。
该结果进一步证实了原儿茶酸能够减轻 MPP+造成

的细胞活力的下降，保护质膜完整性，从而减少

LDH 的漏出。 
3.3  对MPP+损伤的多巴胺能神经元数目和形态的

影响 
利用抗体 TH 进行免疫细胞化学染色，计数培

养体系中 TH 阳性（TH-IR）细胞数目。实验结果  

 
 

与对照组比较：#P＜0.05  ## P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  
**P＜0.01，下同 
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model 
group, same as below   

图 1  原儿茶酸对 MPP+损伤的多巴胺能神经元活力的影响 
( x ±s, n = 3) 
Fig. 1  Effects of PCA on cell viability of dopaminergic 
neurons damaged by MPP+ ( x ±s, n = 3) 

 

    
 

图 2  原儿茶酸对 MPP+损伤的多巴胺能神经元 LDH 漏出 
的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 2  Effects of PCA on LDH leakage in dopaminergic 
neurons damaged with MPP+ ( x ±s, n = 3) 

表明，MPP+模型组中 TH-IR 细胞数目降低，原儿

茶酸低、中、高剂量组可增加培养体系中的 TH-IR 细

胞数目（图 3-A）。形态学分析表明，模型组中 TH-IR
细胞的密度、神经突触的长度均受到影响，具体表现

为细胞密度减少、细胞突触缩短（图 3-B）。与模型组

相比，原儿茶酸低、中、高剂量组神经突触长度受损

程度降低。统计学结果表明，与对照组相比，模型组

的神经突触平均长度是对照组的 10.7%，0.5 mmol/L
原儿茶酸组神经突触平均长度是对照组的 79.9%。 

 

    
 
 

 
对照                模型        原儿茶酸 0.01 mmol·L−1   

 
           原儿茶酸 0.1 mmol·L−1  原儿茶酸 0.5 mmol·L−1    

图 3  原儿茶酸对 MPP+损伤的多巴胺能神经元数目 (A) 
和形态 (B) 的影响 
Fig. 3  Effects of PCA on number (A) and morphology (B)  
of dopaminergic neurons damaged by MPP+ 
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3.4  对MPP+损伤的多巴胺能神经元内ROS的影响 
如图 4所示，与对照组相比，模型组细胞内ROS

水平增加至对照组的（161.4±3.1）%，原儿茶酸组

呈剂量依赖性地抑制了 ROS 的形成。与模型组相

比，原儿茶酸（0.5 mmol/L）组细胞内 ROS 的水平

下降至对照组的（107.8±3.5）%。 
3.5  对MPP+损伤的多巴胺能神经元线粒体膜电位

的影响 
如图 5 所示，与对照组相比，模型组线粒体膜

电位下降至对照组的（60.8±4.2）%，原儿茶酸低、

中、高剂量组抑制了线粒体膜电位的降低。其中，

与对照组相比，原儿茶酸（0.5 mmol/L）剂量组

MMP 为对照组的（81.7±6.8）%。 
3.6  对MPP+损伤的多巴胺能神经元线粒体复合物

I 活性的影响 
如图 6 所示，模型组细胞中线粒体复合物 I 的  

     

 

图 4  原儿茶酸对 MPP+损伤的多巴胺能神经元内 ROS 的影 
响( x ±s, n = 3) 
Fig. 4  Effect of PCA on ROS in dopaminergic neurons  
damaged by MPP+ ( x ±s, n = 3) 

         
 

图 5  原儿茶酸对 MPP+损伤的多巴胺能神经元线粒体膜电 
位的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 5  Effect of PCA on mitochondrial membrane potential 
of dopaminergic neurons damaged by MPP+ ( x ±s, n = 3) 

 
 

  
 

图 6  原儿茶酸对 MPP+损伤的多巴胺能神经元线粒体复合 
物 I 活性的影响 ( x ±s, n = 3) 
Fig. 6  Effects of PCA on mitochondrial complex I activity 
of dopaminergic neurons damaged by MPP+( x ±s, n = 3) 

活性明显降低，原儿茶酸低、中、高剂量组可提高

线粒体复合物 I 的活性，并呈剂量依赖性。 
4  讨论 

PD是一种常见的中老年神经系统退行性疾病，

病因复杂。大量研究表明，其发病与遗传背景、氧

化应激、年龄、自身免疫、细胞骨架异常、兴奋毒

性脑内炎症等许多风险因子有关[16]。PD 是由多巴

胺生成障碍所引起的，以中脑黑质纹状体多巴胺能

神经元的变性缺失为其主要病理改变。左旋多巴为

DA 的前体，临床通过服用左旋多巴以弥补脑内 DA
的不足，多巴胺替代疗法是 PD 目前的主要治疗手

段。除 DA 本身可诱导神经元的凋亡外，多巴胺能

神经元在临床替代疗法过程中仍是继续凋亡的。此

外，左旋多巴的副作用也限制了其应用。因此，对

于治疗 PD 探寻一种既对多巴胺能神经元有保护作

用又副作用小的药物是十分必要的。 
在多巴胺能神经元变性坏死中，线粒体功能障碍

和脑内氧化应激反应起到重要的作用。MPP+可进入

多巴胺能神经元，其途径是通过多巴胺转运体实现

的，进入到多巴胺能神经元的 MPP+通过进一步抑制

线粒体复合物 I 的活性，导致 ATP 合成障碍，最终导

致 PD 的发生[17]。线粒体功能损伤在 PD 中主要表现

为线粒体呼吸链中的复合物 I 功能损伤，其主要存

在于线粒体的内膜，与氧化磷酸化密切相关，对于

ATP 的产生起着决定性的作用。 
氧化应激是大多数神经退行性疾病发病的主

要因素之一，由超氧化物自由基、羟自由基等 ROS
介导产生。ROS 介导的细胞损伤可被内源性防御体
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系保护。目前研究证明，ROS 可破坏细胞的完整性

及正常的生理功能，并能引起细胞内生物大分子

DNA、脂类、蛋白等的氧化损伤。研究表明，抗氧

化剂可有效保护 MPTP 或 MPP+介导的多巴胺能神

经元变性[18]。原儿茶酸是一种酚酸类抗氧化剂，本

实验探寻了原儿茶酸对 MPP+诱导的中脑多巴胺能

神经元的保护作用。实验结果表明，MPP+可以诱导

中脑多巴胺能神经元损伤，使细胞活力受损，ROS
产生增加，同时发生线粒体复合物 I 功能损伤和线

粒体膜电位丧失，原儿茶酸可以通过减少氧自由

基、抑制线粒体膜电位降低，有效阻止线粒体功能

失调，提高线粒体复合物酶 I 的活性，从而对中脑

的多巴胺能神经元起到保护作用，抑制细胞活力的

下降。通过本实验表明，MPP+损伤质膜的完整性，

导致 LDH 的大量释放，细胞内 ROS 水平增加，进

而诱导线粒体膜电位的下降，膜通透性增高，线粒

体复合物酶 I 的活性下降，引起中脑多巴胺能神经

元的活力降低。原儿茶酸能够减弱 MPP+诱导的多

巴胺神经元破坏，减少细胞中 LDH 的释放，抑制

了 ROS 的产生，提高了线粒体复合物 I 的活性，阻

止线粒体膜电位的降低，进而增强中脑多巴胺能神

经元的活力。原儿茶酸对 MPP+诱导的中脑多巴胺

神经元损伤具有保护作用，可能是潜在的预防和治

疗 PD 的药物。 
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