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米所特有的香气和发酵酒特有的醇香味；滋味鲜美，酸甜

适度。

３．２　理化指标
糖度：４．０％；乙 醇 体 积 分 数：９．５％；总 酸 度

（ｇ／１００ｇ）：３．８。
３．３　卫生指标

每１００ｍＬ细菌菌落总数 ＜５０个，大肠杆菌菌落数 ＜
３个，未检出致病菌。

５　结论

通过试验可知，当黑糯玉米与糯米以１∶２的比例作为原

料时，发现发酵的米酒酸甜协调、口感醇和。黑糯玉米米酒发

酵的最佳工艺参数为酒曲浓度１．２％、发酵温度２８℃、发酵
时间７２ｈ。
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　　摘要：为了探讨诺丽果汁对过氧化氢诱导的ＰＣ１２细胞氧化损伤的保护作用，本试验采用Ｈ２Ｏ２造成ＰＣ１２神经细

胞氧化损伤模型，通过荧光显微镜观察细胞形态，ＭＴＴ测定细胞存活率、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活力检测法，Ｈｏ／ＰＩ染色检
测细胞凋亡和细胞坏死，研究的诺丽果汁对过氧化氢所致ＰＣ１２细胞氧化损伤的影响。结果发现，体积分数在１％ ～
５％诺丽果汁均能不同程度地保护细胞形态，增加细胞的生存率，抑制过氧化氢诱导的 ＰＣ１２细胞坏死，减少损伤后
ＬＤＨ的生成。以上结果表明，１％～５％体积分数诺丽果汁对过氧化氢诱导的ＰＣ１２细胞损伤有保护作用。
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　　氧化应激是由活性氧自由基和活性氮自由基产生和清除
失衡引起的应激损伤状态［１］，在中枢神经系统退行性疾病中

起着重要作用［２－３］。近年来，越来越多的研究显示植物多酚

具有强抗氧化性，且在防治氧化损伤神经退行性疾病有着重

要的作用［４－５］。诺丽（Ｍｏｒｉｎｄａｃｉｔｒｉｆｏｌｉａ），又称诺尼、海巴戟，
属茜草科巴戟天属植物，主要分布在南太平洋诸岛屿以及中

国的海南岛、西沙群岛和台湾岛等地［６］。早在２０００多年前，
南太平洋岛屿的波利尼西亚人就发现诺丽果实具有天然的健

康和医学功效，经常将诺丽果压成汁液，作为日常饮品和用于

治疗癌症、糖尿病、高血压等多种疾病［７］。现代医学也表明

诺丽具有抗氧化、抗癌、降糖等多种生物学活性［８－１０］，但是关

于其神经保护方面的功能鲜见报道。前期研究表明诺丽果汁

中多酚含量高达１．９３４ｍｇ／ｍＬ，且对 ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ自
由基、羟自由基、过氧化氢等均具有很好的清除活性［１１］。本

研究利用 Ｈ２Ｏ２诱导类神经细胞系 ＰＣ１２细胞产生氧化损伤
模型，检测诺丽果汁对ＰＣ１２细胞的保护作用，旨在为新型诺
丽果汁保健产品的开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　ＰＣ１２高分化细胞（大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤分
化细胞株）购于中国学科院典型培养物保藏委员会昆明细

胞库。

１．１．２　诺丽果汁　诺丽果由郑学勤研究员采自海南陆侨集
团三亚种植基地，将采来的新鲜诺丽果实去皮和去籽，果肉用

医用纱布包裹，挤压，得到诺丽果汁，果汁再用一次性

０．２２μｍ滤膜（ｍｉｌｉｐｏｒｅ）进行过滤除菌，备用。
１．１．３　药品和试剂　ＲＭＰＩ１６４０培养液购自北京索莱宝公
司；无支原体胎牛血清为杭州四季清生物工程材料有限公司

产品；Ｔｒｙｐｓｉｎ为 Ａｍｅｒｓｃｏ公司产品；ＤＭＳＯ、ＬＤＨ脱氢酶试剂
盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＭＴＴ、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ细胞凋亡测定试
剂盒上海美吉生物医药科技有限公司。

１．１．４　主要仪器　超净工作台（苏净安泰ＶＳ－８４０Ｋ－Ｕ，苏
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州），二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ／Ｆｏｒｍａ３１１１，美国），倒置荧光
显微镜（Ｚｅｉｓｓ／Ａｘｉｏｖｅｒｔ４０ＣＦＬ，德国），全自动酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ，美国）；细胞培养瓶，细胞培养板（康宁）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＰＣ１２细胞培养用含 １０％胎牛血清
ＲＭＰＩ１６４０培养液，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养，每２ｄ传代１
次。待细胞增长至８０％融合时，用０．２５％胰酶消化细胞，调
整细胞密度至１×１０５个／ｍＬ后传代或接种于细胞培养板进
行各项指标测定。

１．２．２　细胞形态检测　取对数生长期的 ＰＣ１２细胞接种于
９６孔培养板中，每孔１００μＬ。培养２４ｈ后吸弃培养液。试
验分为对照组、损伤组、预防组，每组设３个复孔。对照组细
胞按常规方法培养，预防组用终体积分数分别为１％、２．５％、
５％的诺丽果汁培养２４ｈ后，吸弃培养液，ＰＢＳ冲洗１～２次，
加入Ｈ２Ｏ２终浓度为０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的培养液，培养４ｈ，损伤组
用不含诺丽果汁的培养液培养，其余处理方法与预防组细胞

相同，荧光倒置显微镜检查细胞形态。

１．２．３　ＭＴＴ检测诺丽果汁对氧化应激损伤 ＰＣ１２细胞活力
的影响　按照“１．２．２”节进行试验分组、给药处理及培养，
然后用ＭＴＴ法测定细胞活力，向各孔加入５ｇ／Ｌ的ＭＴＴ后继
续培养４ｈ，小心吸弃所有培养液，每孔加入１５０μＬ二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ）振荡１０ｍｉｎ。在酶标仪上以５６０ｎｍ波长测定各

孔吸光度Ｄ。按相对活力＝（Ｄ处理 －Ｄ空白）／（Ｄ正常平均 －Ｄ空白）×
１００％公式计算细胞相对活力。
１．２．４　细胞凋亡和细胞坏死检测　根据Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ试
剂盒说明书进行细胞凋亡和细胞坏死检测。先配制好染色缓

冲液，然后对各处理组进行离心收集悬浮细胞，用 ＰＢＳ洗涤
细胞２次。取适量离心收集好的细胞用０．５～１ｍＬ染色缓冲
液将细胞重悬，使其浓度大约为１×１０６个／ｍＬ。加入５μＬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液。轻轻混匀后室温避光孵育 １０～
１５ｍｉｎ。用ＰＢＳ洗涤细胞１次，用０．５～１ｍＬ染色缓冲液将
细胞重悬，加入５μＬＰＩ染色液，轻轻混匀后室温避光孵育
１０～１５ｍｉｎ，再用ＰＢＳ洗涤细胞１次，加ＰＢＳ稀释至适当浓度
后荧光显微镜检测结果。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２－ＤＮＡ的最大激发波
长为３５０ｎｍ，最大发射波长为４６０ｎｍ，ＰＩ的最大激发和最大
发射波长分别为４８８、６１５ｎｍ。
１．２．５　ＬＤＨ检测诺丽果汁对ＰＣ１２细胞的保护作用　细胞凋
亡或坏死而造成的细胞膜结构的破坏时，细胞内的 ＬＤＨ会释
放到培养基中，而活细胞则不会，所以培养上清中ＬＤＨ的活性
可以反映细胞的死亡或损伤程度。各组细胞经相应处理后，吸

取细胞培养上清，按照试剂盒说明书操作检测ＬＤＨ含量。
１．２．６　数据处理与统计分析　采用 ＳＡＳ９．０统计分析软件
分析试验数据，处理组之间差异显著性分析采用邓肯氏

（Ｄｕｎｃａｎｓ）多重比较法，以Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果

２．１　诺丽果汁对ＰＣ１２细胞形态的影响
本研究发现，对照组细胞呈长梭形或多角形镶嵌状排列，

细胞边界清晰，大小均匀，细胞丰满，无重叠生长现象（图１－
Ａ）。而Ｈ２Ｏ２损伤组细胞出现收缩、变圆、体积变小，细胞间
隙增宽，大部分细胞破碎、脱落，但细胞轮廓尚较清晰（图１－

Ｂ）。用不同剂量诺丽果汁预处理后均有不同程度的保护作
用，细胞形态好于损伤组（图１），其中１０％诺丽果汁预处理
组细胞形态与对照组接近（图１－Ｅ）。
２．２　诺丽果汁对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＰＣ１２细胞存活率的影响

不同质量浓度诺丽果汁均可减小 Ｈ２Ｏ２对细胞的增殖抑
制作用，细胞存活率从１２０％增加到１６６％，与 Ｈ２Ｏ２损伤组
比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）（图２）。此结果表明，在一定浓度
范围内，诺丽果汁不仅有保护细胞免受损伤的作用，而且还有

促进细胞增殖的作用。

２．３　诺丽果汁对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＰＣ１２细胞坏死的影响
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧光染料，

与ＤＮＡ结合，凋亡细胞有膜通透性改变，主要摄取 Ｈｏｅｃｈｓｔ
染料，凋亡细胞中的凝聚染色质会比正常细胞中的染色质染

色更深、更加明亮，表现为强蓝色荧光。坏死细胞由于有很强

的ＰＩ嗜染性并可覆盖Ｈｏｅｃｈｅｓｔ染色，故呈强红色荧光。本研
究发现，对照组有少数 ＰＩ染色阳性细胞（橘黄色），
３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组ＰＩ染色阳性细胞显著增加，而经诺
丽果汁预处理后 ＰＩ阳性细胞完全没有，但有少量凋亡细胞
（亮蓝色）（图 ３）。以上结果表明，诺丽果汁可显著地减少
Ｈ２Ｏ２诱导的细胞坏死。
２．４　诺丽果汁对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＰＣ１２细胞 ＬＤＨ漏出率的
影响

研究发现对照组中的ＬＤＨ含量较低，而模型组中的ＬＤＨ
含量极显著高于对照组。经诺丽果汁保护后，ＬＤＨ含量下
降，并随诺丽果汁浓度的增加而显著降低（（图４）。结果表
明，诺丽果汁有效降低 Ｈ２Ｏ２对 ＰＣ１２细胞的氧化损伤，且在
１％～５％的浓度范围内其保护效果与诺丽果汁浓度呈正
相关。

３　结论与讨论

本研究用Ｈ２Ｏ２造成ＰＣ１２神经细胞氧化损伤模型，通过
荧光显微镜观察细胞形态，ＭＴＴ测定细胞存活率、乳酸脱氢
酶（ＬＤＨ）活力检测法，Ｈｏ／ＰＩ染色检测细胞凋亡探讨诺丽果
汁对过氧化氢所致 ＰＣ１２细胞氧化损伤的影响，发现 １％ ～
５％体积分数诺丽果汁均能不同程度地保护细胞形态，增加细
胞的生存率，抑制过氧化氢诱导的 ＰＣ１２细胞坏死，减少损伤
后ＬＤＨ的生成，表明１％ ～５％体积分数诺丽果汁对过氧化
氢诱导的ＰＣ１２细胞损伤有保护作用，这将为诺丽果用于开
发神经保护方面的保健品奠定了理论依据。

自１９８３年Ｍｏｓｍａｎｎ创立了 ＭＴＴ比色法以来，由于其经
济、灵敏、无放射性污染等特点，使之成为细胞生物学及相关

研究领域一种常用的细胞活性检测方法［１２］。本研究采用

ＭＴＴ比色法分析了１％～５％范围内诺丽果汁对过氧化氢诱
导ＰＣ１２损伤存活率的影响，发现其不仅有保护细胞免受损
伤的作用，而且还有促进细胞增殖的作用，但有研究显示，

１０％诺丽果汁能降低 Ｈｅｌａ细胞（宫颈癌细胞）２２．３％的生存
率，具有抗癌作用［１３］，这表明不同浓度范围的诺丽果汁对细

胞的增殖作用不同。

虽然本研究首次报道了１％ ～５％体积分数诺丽果汁具
有神经保护作用，但是在更大浓度的范围内，诺丽果汁对过氧

化氢诱导的ＰＣ１２细胞损伤是否还存在保护作用尚不得而
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知。此外，１％～５％体积分数诺丽果汁产生的保护作用机制
尚不清楚。因此，今后将在更广的浓度范围内研究诺丽果汁

对ＰＣ１２细胞的保护作用，并探究其作用机制。
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