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摘要 本文探讨二氢杨梅素(dihydromyricetin，DHM)是否通过下调 JNK信号拮抗高糖诱导的 PC12细胞凋亡．使用四甲基偶
氮唑盐法(MTT)检测 PC12细胞活力；流式细胞仪检测 PC12细胞早、晚期凋亡及死亡细胞率；Hoechst 33258染色观察凋亡
细胞核变化；蛋白质印迹法(Western blotting)检测 PC12细胞凋亡相关蛋白(Bax、Bcl-2、cleaved-Caspase-3)和 p-JNK蛋白的表
达．结果发现，不同浓度的葡萄糖(4.5、9.0、13.5、18.0 g/L)分别处理 PC12细胞 24、48、72、96 h后，发现浓度为 13.5 g/L的
高糖处理 PC12细胞 72 h可明显改变细胞形态、降低细胞活力、增加细胞凋亡率，同时促凋亡蛋白(Bax、Caspase-3)表达增
加、抗凋亡蛋白 Bcl-2表达降低，提示：长时间高糖处理可诱导 PC12细胞凋亡．DHM(15 滋mol/L)预处理能明显改善高糖诱
导的 PC12细胞凋亡，降低高糖诱导的 PC12细胞中 JNK和 p-JNK蛋白的表达；进一步用 JNK激动剂(茴香霉素)处理能取消
DHM对高糖诱导 PC12细胞凋亡的保护作用．综上，得出结论：DHM通过下调 JNK信号拮抗高糖诱导的 PC12细胞凋亡．
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二氢杨梅素(dihydromyricetin，DHM)为一种含
多酚羟基双氢黄酮类化合物，由葡萄科植物藤茶中

提取所得，因而又名葡萄素[1]．文献报道 DHM具
有抗炎、抗氧化、抑制神经元损伤、保护中枢神经

系统(central nervous system，CNS)的作用 [2]．研究

发现糖尿病状态下， c-Jun 氨基末端激酶 (c-Jun
N-terminal kinase，JNK)高表达，且 JNK可介导大
鼠海马神经元的凋亡．文献报道高糖高脂饮食所致

的代谢异常及炎症的发生与 JNK 信号息息相关，
且 JNK抑制剂能治疗中枢神经系统损伤[3]．另有文

献报道，DHM在改善小鼠肝细胞损伤 [4]、促进癌

细胞凋亡[5]等作用中都与 JNK信号有关．基于文献
报道，我们猜想 DHM 是否可通过抑制 JNK 信号
拮抗高糖诱导的 PC12神经细胞凋亡？

1 材料与方法

1援1 试剂

二氢杨梅素(DHM)、JNK抑制剂(SP600125)和

茴香毒素购于美国 Sigma 公司；四甲基偶氮唑盐
(MTT)、抗 Bcl-2 和抗 Caspase-3 抗体购于上海碧
云天生物有限公司；抗 JNK、抗 p-JNK 和抗
茁-actin抗体购于 Abcam公司；Hoechst 33258染色
液购于上海哈灵生物科技有限公司；Annexin-吁凋
亡检测试剂盒购于中国杭州四季青有限公司．

1援2 实验方法

1援2援1 细胞培养

将 PC12 细胞放于 H-DMEM+10%胎牛血清 +
1%青霉素 -链霉素的培养基中进行培养，在 37℃、
含 5% CO2的培养箱中孵育，待细胞生长至 80%进
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行传代．

1援2援2 MTT检测
将 PC12细胞按 3伊103个接种于 96孔板中，每

孔体积 100 滋l．至细胞生长单层铺满 96孔平底板
约 60%时加入不同浓度的葡萄糖(4.5、9.0、13.5、
18.0 g/L)分别处理 24、48、72、96 h 后弃培养液，
加入新鲜培养液 180 滋l置培养箱中孵育 0.5 h后取
出，每孔加入 0.5% MTT溶液 20 滋l．4 h后终止培
养，然后把培养液倒尽吸干，每孔加入 150 滋l二
甲基亚砜，用锡箔纸包裹避光，置摇床上低速振荡

15 min，在酶标仪上选定 490 nm 波长，测出各孔
的吸光值(A 值)．
1援2援3 Hoechst染色法

分别用 HG，DHM(15 滋mol/L)，HG+DHM 处
理 PC12细胞 7 h，在 24孔板中均匀接种上述 3组
及正常对照组的 PC12细胞，用 PBS缓冲液洗涤细
胞 3 次，并置摇床上缓慢洗涤．再加入 Hoechst
33258染色液(每孔 100～200 滋l)，用锡箔纸包裹避
光，于 37℃生化培养箱中静置 15 min左右．再用
PBS缓冲液洗涤 3次、每次 3 min，水分干后将 24
孔板放置荧光显微镜上进行拍片观察．

1援2援4 Annexin 吁/PI染色检测细胞凋亡
将 PC12 在不同葡糖糖浓度 (4.5、9.0、13.5、

18.0 g/L)下培养 72 h，收集细胞，获得样品．将样
品 1 000 r/min，离心 5 min，弃上清，用 PBS磷酸
平衡液轻轻重悬细胞然后计数．再取 5～10万个重
悬的细胞，在 1 000 r/min 的离心机中离心 5 min，
弃上清，加入 195 滋l Annexin 吁-FITC结合液并且
轻轻地重悬细胞．接着加入 5 滋l Annexin 吁-FITC，
铝箔纸避光 4℃环境孵育 15 min．再加 5 滋l碘化丙
啶染色液，在 4℃冰箱内避光孵育 5 min，同时用
没加 Annexin 吁-FITC 和 PI的一管作为阴性对照
组，最后进行流式细胞仪检测．接着将 PC12细胞
分为 4 组培养 72 h，分别是对照组 (4.5 g/L 葡萄
糖)、HG 组(13.5 g/L 葡萄糖)、DHM(15 滋mol/L)，
HG + DHM组，然后收集细胞，按同样的步骤进行
流式细胞仪检测细胞凋亡．

1援2援5 蛋白质免疫印迹法

提取各组细胞蛋白进行蛋白质定量后，取蛋白

质样品 30 滋l进行 SDS-PAGE 电泳、转膜、封闭、
加入抗 Bax、Bcl-2 及 cleavead Caspase-3 抗体孵
育，洗涤后加入辣根过氧化酶标记的二抗、孵育、

充 分 洗 涤 后 与 电 化 学 发 光 (electro-chemi-
luminescence，ECL)化学发光试剂反应，曝光后扫
描，用图像分析．

1援3 统计学分析

用专业软件 SPSS 20.0进行统计，所有实验数
据用单因素方差分 析 (ANOVA)、 两两比较
(LSD-L)，用平均数依标准误差 (x 依 s)表示．

2 结 果

2援1 高糖诱导 PC12细胞凋亡
经 MTT法检测结果分析细胞活力，显示：同

一处理浓度下，随着时间的延长(24、48、72 h)，
细胞活力逐渐增加且 72 h时较显著，96 h 后无明
显变化，而在相同培养时间的情况下，处理浓度越

高细胞活力各不一样，24 h内各处理浓度对细胞活
力影响不大，48 h后较高浓度处理的细胞活力呈下
降趋势，72 h后显著性下降且 13.5 g/L时开始明显
下降(图 1)．流式细胞仪检测结果显示，随着葡萄
糖浓度的增加，PC12细胞早期和晚期凋亡的比率
依次增高，13.5 和 18 g/L葡萄糖浓度的凋亡率和
对照组相比有显著性差异，且葡萄糖浓度为 18 g/L
时细胞坏死比例明显增加(图 2)．蛋白质印迹法
(Western blotting)结果显示：随着葡萄糖浓度的增
加，细胞内促凋亡蛋白 Bax 的表达明显升高，而
抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达明显降低(图 3)．以上结
果表明，高糖能够诱导 PC12细胞凋亡．
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Fig. 1 Effects of high glucose(HG) on the viability
of PC12 cells (x 依 s, n=3)

*P < 0.05, **P < 0.01, vs control group. : 4.5 g/L(Control); : 9.0 g/L;

: 13.5 g/L; : 18.0 g/L.
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Fig. 3 Effects of high glucose on the expressions of Bax and Bcl鄄2 protein in PC12 cells (x 依 s, n=3)
The expressions of Bax (a) and Bcl-2 (b) protein were detected by Western blotting using anti-Bax antibody and anti-Bcl-2 antibody, respectively. And

茁-actin was used as an internal control. Representative images and quantitative results were shown. *P < 0.05,**P < 0.01, vs control group.

2援2 二氢杨梅素拮抗高糖诱导的 PC12细胞凋亡
分别用浓度为 5、10、15、20 滋mol/L的 DHM

处理高糖诱导的 PC12 细胞．结果表明，DHM能
够逆转高糖诱导所造成的 PC12细胞活力下降(图 4).
Hoechst 33258染色显示：与对照组相比，HG组细

胞出现明显的凋亡特征，如细胞核浓缩、染色质凝

聚和多个染色质片段，而 HG+DHM组细胞凋亡显
著降低(图 5)．Annexin 吁- FITC/ PI流式检测仪显
示：与正常对照组比较，HG组凋亡率显著增高；
DHM可显著降低高糖诱导的 PC12凋亡，DHM组

Fig. 2 High glucose induced cell apoptosis of PC12 cells (x 依 s, n=3)
Cells were double stained with Annexin 吁-FITC/ PI and apoptosis rates were analyzed using flow cytometry (a). The top experimental results of the

percentage of total apoptotic cells were quantitative analyzed (b). Annexin 吁 (+)/PI (-) to detect early apoptosis and Annexin 吁(+)/PI (+) to detect late

apoptosis. Representative images were shown, **P < 0.01, ***P < 0.005, vs control group. : Apoptosis(early+late); : Necrosis.
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Fig. 6 Effects of DHM on HG鄄induced PC12 cell apoptosis (x 依 s, n=3)
Detection of apoptosis rates by flow cytometry after annexin 吁-FITC/PI staining (a). The top experimental results were quantitative analyzed for the

percentage of total apoptotic cells (b). Annexin 吁 (+)/PI (-) to detect early apoptosis and Annexin吁 (+)/PI (+) to detect late apoptosis. Representative

images were shown. Data were based on at least 3 independent experiments, and values are the x 依 s. **P < 0.01, vs control group; ##P < 0.01 vs HG

group. : Apoptosis(early+late); : Necrosis.

Fig. 5 Hoechst 33258 staining (200伊)
The nuclear morphology of cell stained with hoechst 33258 was

displayed by fluorescence microscopy (200 伊 ). Cells with brightly

fluorescent and fragmented nuclei represent apoptotic cells. Arrows

show various forms of nuclei．

与正常组比较无统计学意义，说明 DHM对 PC12
并不产生影响 (图 6)．蛋白质印迹法 (Western
blotting)结果显示：用 DHM预处理之后，与高糖
组相比较，DHM+HG组细胞内促凋亡蛋白 Bax的
表达有所降低(图 7a)，而抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达
却显著性升高(图 7b)，提示 DHM能拮抗高糖诱导
的 PC12细胞凋亡．

Fig. 4 Effects of DHM on the viability
of PC12 cells(x 依 s, n=3)

Values are normalized to the mean of the control group (100%).**P <

0.01, vs control group．#P < 0.05, ##P < 0.01, vs HG group.
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Fig. 8 Effects of SP600125 (an inhibitor of JNK) on HG鄄induced apoptosis of PC12 cells(x 依 s, n=3)
The expressions of Bax (a), Bcl-2(b), c-caspase-3 (c) and p-JNK(d) proteins were detected by Western blotting using anti-Bax antibody, anti-Bcl-2
antibody, anti-c-caspase-3 antibody and anti-p-JNK antibody respectively. And 茁-actin was used as an internal control. Representative images and
quantitative results were shown. Data were based on at least 3 independent experiments, and values are the mean 依 S.E.M. *P < 0.05, **P < 0.01, vs
control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG group.

2援3 DHM对高糖诱导 PC12凋亡的保护作用机制
利用 JNK 抑制剂(SP600125)预处理高糖诱导

的 PC12细胞，通过蛋白质印迹法(Western blotting)
检测蛋白质的表达，结果显示：与正常组相比，

HG 组 Bax、c-caspase-3、p-JNK 蛋白的表达显著

增高，当用 SP600125 预处理 HG 组后， Bax、
c-caspase-3、p-JNK蛋白的表达量出现逆转，反而
降低近乎达到正常水平，而用 SP600125处理正常
细胞无明显变化(图 8)，提示 JNK参与了高糖诱导
的 PC12细胞凋亡．为了进一步探讨 DHM对高糖

Fig. 7 Effects of DHM on HG鄄induced protein expression in PC12 cells (x 依 s, n=3)
The Bax(a) and Bcl-2(b) expression in the PC12 cells and the statistic results were shown. The top experimental results were quantitative analyzed for
the ratio of Bax and Bcl-2(c). Results presented are the (x 依 s) from at least 3 independent experiments and representative images were shown. *P <
0.05,**P < 0.01, vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG group.
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诱导 PC12凋亡的保护作用是否通过 JNK信号，我
们采用 JNK 激动剂 (茴香毒素 250 滋g/L)预处理
PC12，接着用 DHM和高糖处理细胞，结果发现：
DHM 能 降 低 高 糖 诱 导 的 PC12 细 胞 Bax、
c-caspase-3和 p-JNK的表达、升高 Bcl-2表达，而
茴香毒素能逆转 DHM+HG处理的 PC12细胞上述

蛋白质的表达．与正常组相比，茴香毒素组细胞内

的 Bax、c-caspase-3 和 p-JNK 的表达增加，bcl-2
表达降低，而使用 DHM 加茴香毒素处理正常细
胞，上述蛋白质表达无显著变化(图 9)．以上结果
共表明，激活 JNK信号可拮抗 DHM对高糖诱导
PC12凋亡的改善作用．

3 讨 论

糖尿病神经病变是糖尿病中最常见最复杂的慢

性并发症之一[6]，死亡率和致残率不断增加，而且

发病机制并不明确．因此，研究高糖对神经系统损

伤机制及其防治措施刻不容缓．二氢杨梅素作为一

种传统的中草药提取物，具有多种药理学作用，以

往大量文献证实了它降糖[7]、降脂[8]、抗肿瘤[9-10]等

作用．本课题组前期实验已经证实了 DHM能够改

善 STZ+高糖高脂诱导的 2型糖尿病模型小鼠的认
知功能障碍．前期的工作基础是从动物水平验证二

氢杨梅素对高糖引起的认知功能障碍的改善作用，

现在我们进一步从细胞水平出发，采用不同浓度的

葡萄糖(4.5、9、13.5、18 g/L)处理 PC12细胞时间
为 24、48、72、96 h 后，发现在相同浓度下，随
着时间的延长细胞活力逐渐增加且 72 h时显著性
增加，96 h后无明显变化，而当细胞培养时间相同
时，处理浓度不同，细胞活力各不一样，24 h后变

Fig. 9 Effects of Anisomycin (JNK agonist) on DHM improves HG鄄induced apoptosis in PC12 cells (x 依 s, n=3)
The expressions of Bax (a), Bcl-2 (b), c-caspase-3 (c) and p-JNK (d) proteins by Western blotting using anti-Bax antibody, anti-Bcl-2 antibody,

anti-c-caspase-3 antibody and anti-p-JNK antibody respectively. Representative images were shown, presented data from at least 3 independent

experiments and values are the x 依 s. *P < 0.05,**P < 0.01, vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG-treated alone group; &P < 0.05, &&P < 0.01 vs
co-treated with DHM and HG group．
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化无差异、48 h后随着浓度增加细胞活力开始出现
下降趋势并逐渐明显，且浓度为 13.5 g/L时便出现
显著下降，因此 13.5 g/L、72 h为高糖最佳处理条
件．流式细胞仪检测结果显示，高糖诱导 PC12细
胞凋亡．且蛋白质印迹实验表明高糖能够增加

PC12 细胞内 Bax 的表达，降低 Bcl-2 的表达，提
示：高糖能够诱导 PC12细胞凋亡．

近些年，传统中药的研究和发展成为各界关注

的热点．二氢杨梅素(dihydromyricetin，DHM)是一
种天然药草藤茶的提取物，其主要活性成分为双氢

黄酮类化合物．它有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等药理

作用[11]，特别是抗氧化作用．DHM通过抑制自由
基的形成，减少氧化应激诱导的细胞或组织损伤．

很多疾病的发生和发展均可因氧化应激损伤而导

致，氧化应激的增强最终会导致神经元凋亡 /死亡
的发生[12-14]．已有研究表明 DHM可改善阿尔茨海
默病大鼠的认知功能障碍，改善高糖导致的学习和

记忆缺陷[15-16]．我们课题组的前期工作已经从动物

水平证实：二氢杨梅素对 STZ诱导的 2 型糖尿病
小鼠认知功能有一定改善作用．因此，本实验进一

步从细胞水平上探究 DHM是否能够抑制高糖诱导
的神经细胞凋亡并探究其作用机制．我们采用 4个
不同浓度的 DHM(5、10、15、20 滋mol/l)预处理高
糖诱导过的 PC12 细胞 72 h，结果显示，DHM能
够逆转高糖诱导的 PC12 细胞活力下降；Hoechst
33258染色和流式细胞仪检测结果显示：与正常对
照组相比较 HG组细胞凋亡明显升高；与 HG组相
比较，HG+DHM 组细胞凋亡显著下降．提示：
DHM可拮抗高糖诱导的 PC12细胞凋亡．

文献报道称，高糖诱导炎症及心肌细胞凋亡[17]、

高糖诱导肾系膜细胞增殖[18]等均与 JNK途径相关，
也有研究提示 JNK介导小胶质细胞的炎症反应和
凋亡 [19]．因此，我们推测 JNK信号参与了高糖诱
导的 PC12细胞凋亡．为此，本实验通过蛋白质印
迹法检测，证实 JNK 参与了高糖诱导的细胞凋
亡．既然 JNK参与了高糖诱导的 PC12凋亡，且已
经证实 DHM对高糖诱导 PC12细胞凋亡具有保护
作用，那么 DHM的这一保护作用是否是通过调节
JNK信号实现的呢？根据已有文献查实，茴香毒
素能够激活 JNK 信号 [20]，于是我们采用 250 滋g/L
的茴香毒素预处理 PC12细胞，接着用 DHM和高
糖诱导细胞，发现茴香毒素可有效抑制 DHM对高
糖诱导的 PC12 细胞凋亡的保护作用，提示 DHM
通过下调 JNK信号拮抗高糖诱导 PC12的凋亡．

综上所述，我们证实 DHM 可通过下调 JNK
信号拮抗高糖诱导的 PC12凋亡，为 DHM改善神
经细胞损伤提供了新的途径和策略，为神经系统相

关疾病带来新的希望和新的治疗方案．
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Dihydromyricetin Inhibits High Glucose Induced PC12 Cells Apoptosis
by Down鄄regulating JNK Pathway*

L譈 Hui-Jie1)**, ZHU Ze-Mei1, 2)**, CHEN Wei-Zhao3), HE Jian-Qin1), YANG Si-Si1),
ZHANG Kai-Fang1), FENG Shui-Dong4), LING Hong-Yan1)***
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2) Department of Medicine, Changde Vocational Technical College, Changde 415003, China;

3) Class 1 of 2015 Excellent Doctor, University of South China, Hengyang 421001, China;
4) Department of Social Medicine and Health Management, University of South China, Hengyang 421001, China)

Abstract To investigate whether dihydromyricetin(DHM)inhibits high glucose induced PC12 cell apoptosis by
downregulating JNK signaling. The cell viabilities of PC12 cells were assessed by MTT assay. The apoptotic rates
of PC12 cells were measured after Annexin-V/PI (propidium iodide) staining by flow cytometry (FCM). Hoechst
33258 staining was used to detect the morphology of apoptotic PC12 cells. The expression of apoptosis-related
proteins (Bax, Bcl-2, cleaved-Caspase-3) and the level of p-JNK in PC12 cells were detected by Western blotting
assay. After PC12 cells were treated with different concentrations of glucose (4.5, 9, 13.5, 18 g/L) at 24, 48, 72 and
96 h respectively, the results showed that 13.5 g/L high glucose treatment for 72 h could significantly change the
cell morphology, reduce cell viability, increase the apoptosis rate, at the same time, the expression of pro-apoptotic
protein (Bax, Caspase-3) was increased and anti-apoptotic protein Bcl-2 was decreased, indicating that long-term
high glucose treatment induced PC12 cell apoptosis. However, pretreatment with DHM (15 滋mol/l) could
significantly improve high glucose induced PC12 cell apoptosis and decrease the expression of JNK and p-JNK
high glucose induced PC12 cell. Further treatment with JNK agonists (Anisomycin), which could eliminate the
protective effect of DHM on apoptosis induced by high glucose in PC12 cells. In conclusion, DHM antagonizes
high glucose-induced PC12 cell apoptosis by down-regulating JNK signaling.
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