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菌渣固态发酵菌体蛋白饲料工艺。试验结果表明，影响蛋白

质含量的主次因素依次为基质配比、发酵时间、温度、水料比。

在酵母菌接种量１３％条件下，菌渣 ∶麸皮质量比为８∶２、水
料比１ｍＬ∶２．５ｇ、３０℃下培养９６ｈ，发酵物的粗蛋白含量可
达峰值（１８．４３％）。

本试验所用菌渣是金顶侧耳菌菇多糖提取后的废料，具

有一定水分，易腐烂发臭，不易保存，如果直接排放会造成环

境污染。菌渣含有比较丰富的营养物质［５］。试验前测得未

经固体发酵的菌渣粗蛋白质含量约为７．８％，条件优化后蛋
白含量升高到１８．４３％。因而，以菌渣作为发酵的主料，再添
加一些辅料，采用酵母菌协同固态发酵技术，可将菌残渣转化

为蛋白含量较高的饲料，能大幅提高饲料的营养价值，从而建

立高效的资源循环再利用系统。
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荷叶总黄酮对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＰＣ１２细胞损伤的保护作用
吴　磊１，２，司传领１，陈　铭２，薛　琪２，罗海青２，朱翠玲２，胡卫成２，王毓宁３
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　　摘要：为了探讨荷叶总黄酮对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞损伤的保护作用及机制，建立以Ｈ２Ｏ２诱导大鼠肾上腺嗜铬

细胞瘤细胞（ＰＣ１２）为氧化应激损伤模型，通过四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法检测正常细胞的存活率与损伤程度，用
试剂盒测定不同浓度荷叶总黄酮对Ｈ２Ｏ２刺激ＰＣ１２细胞中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活力、丙二醛

（ＭＤＡ）、蛋白质羰基含量的影响并检测 Ｃａｓｐａｓｅ－３活力的变化；ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测胞浆内 Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ的基因
ｍＲＮＡ的表达。结果表明荷叶总黄酮能显著提高Ｈ２Ｏ２损伤的ＰＣ１２细胞存活率，显著减少Ｈ２Ｏ２刺激的ＰＣ１２细胞中

ＭＤＡ与蛋白质羰基的生成，显著提高ＣＡＴ活性，但对提高ＳＯＤ活性不显著。ＰＣ１２细胞损伤可增加凋亡相关蛋白Ｂａｘ
ｍＲＮＡ的表达，加入荷叶总黄酮后有降低作用；同时Ｈ２Ｏ２使Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ的表达降低，加入荷叶总黄酮后有提高作

用。荷叶总黄酮在给药浓度较低的情况下，对Ｈ２Ｏ２损伤的 ＰＣ１２细胞发挥着明显的保护作用，其作用机制可能与抑

制线粒体途径的细胞凋亡有关。
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　　神经系统疾病（阿尔茨海默病、帕金森病和中风）的病理
机制大多是由于氧化应激损伤神经元细胞造成的［１］。众所

周知，生物体在维持生命活动时，会产生必要的氧自由基，但

是过量的氧自由基在体内堆积往往会造成脂质过氧化、蛋白

质和 ＤＮＡ的氧化，以及防御系统如 ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＧＰＸ等变
化，这就会加速细胞的损伤或死亡。由于脑神经细胞膜通透

性较高且富含多种不饱和脂肪酸，其氧代谢率极高，最终就会

引起其抗氧化能力差，因此脑组织更易遭受自由基的损伤。

寻找具有抗氧化应激作用的天然药物对于治疗神经系统疾病

具有重要的临床意义［２－４］。目前神经元细胞模型的建立大多

采用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２）损伤模型，这是因为
ＰＣ１２细胞无论在形态、结构和功能上，都具有与神经元细胞
相似的诸多特征，且能与原代培养的神经细胞说明一致的

问题［５］。

荷叶为睡莲科多年生水生草本植物莲（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ
Ｇａｅｒｔｎ．）的叶子。先前的研究表明，荷叶在食用和药用两方
面都具有较广泛的应用，尤其作为一种减肥茶深受人们的喜

爱，荷叶含有的黄酮类化合物为其主要的有效成分。荷叶总

黄酮在生命现象中参与多种细胞活动，对其研究多集中在荷

叶黄酮具有降脂减肥、抗自由基、抗氧化、抑菌、抗病毒、防衰

老等多种生理活性上［６－１０］，对其神经系统的保护作用未见报

道。本研究以Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞为模型，研究荷叶总黄
酮对ＰＣ１２细胞抗凋亡效果，探讨荷叶总黄酮在氧化损伤相
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关疾病，如ＡＤ治疗中应用的可能性，为更好地开发利用荷叶
资源提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
荷叶于２０１３年采摘于江苏省金湖县，经中国医学科学院

药用植物研究所吴海峰博士鉴定为睡莲科植物莲（Ｎｅｌｕｍｂｏ
ｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ．）上的叶。

原大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤细胞株 ＰＣ１２细胞，购买
于美国典型培养物保藏中心（ＡＴＣＣ）；ＲＰＭＩ－１６４０培养基、
马血清、胎牛血清购于Ｇｉｂｃｏ公司；二甲基亚砜、台盼蓝、甲氮
甲唑蓝（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ公司；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂
盒（ＡｎｎＡｒｂｏｒ，ＭＩ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）试剂盒（碧云天）、蛋
白质羰基含量测定试剂盒（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）均购于碧云天生
物研究所；过氧化氢（质量分数３０％）为国药集团化学试剂有
限公司提供。

１．２　主要仪器设备
ＣＯ２培养箱，日本ＳＡＮＹＯ公司；ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００Ｐｒｏ型酶标

仪，瑞士Ｔｅｃａｎ公司；超速冷冻离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；净化
工作台；倒置显微镜及照相系统等。

１．３　荷叶总黄酮提取及含量的测定［１１］

１．３．１　荷叶总黄酮提取　采摘新鲜荷叶室温阴干、粉碎后，
称取２００ｇ荷叶粉末，按料液比１∶３０，加入体积分数７５％的
乙醇水溶液热回流提取，提取温度为６０℃，每次浸提２ｈ，共
３次，提取液过滤后减压浓缩定容至５０ｍｌ，此为荷叶总黄酮
供试液。

１．３．２　芸香苷标准曲线的制作［１１］　用乙醇配制不同浓度的
芸香苷标准溶液（０、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｇ／ｍＬ），各吸取
１ｍＬ后加入５％亚硝酸钠０．３ｍＬ，摇匀，避光反应５ｍｉｎ，依
次加入１０％硝酸铝 ０．３ｍＬ，４％氢氧化钠 ２ｍＬ，混匀放置
１５ｍｉｎ后，在波长５１０ｎｍ处测定其吸光值。以芸香苷浓度为
横坐标，吸光值为纵坐标，绘制芸香苷标准曲线。

１．３．３　荷叶总黄酮含量的测定　取供试液１ｍＬ，按照标准
曲线的测定方法，在５１０ｎｍ处测定吸光度。根据回归方程计
算荷叶中总黄酮提取率：

总黄酮提取率＝Ｃ×Ｎ×Ｖｍ ×１００％。

式中：Ｃ为总黄酮质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ为提取液体积，ｍＬ；Ｎ
为稀释倍数；ｍ为荷叶质量，ｇ。
１．４　ＰＣ１２细胞培养

用含５％ 胎牛血清、１０％ 马血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液，３７℃、５％ ＣＯ２条件
下培养细胞，观察细胞生长状态，每３ｄ传代１次。待细胞生
长至融合率达８０％时，用０．２５％胰酶消化细胞，调整适当的
细胞密度接种于细胞培养板进行各项指标测定。

１．５　荷叶总黄酮单独给药对正常ＰＣ１２细胞的影响
取对数生长期细胞，计数后调整细胞数至５×１０４个接种

于９６孔板，培养１６ｈ。加入不同浓度的荷叶总黄酮样品０、
２０、４０、８０ｇ／ｍＬ组，每组设３个复孔。处理６ｈ后，吸去上清，
每个孔加入２０μＬ的ＭＴＴ工作液，于二氧化碳培养箱内培养
４ｈ，加入１００μＬＭＴＴ终止液，完全溶解后，使用酶标仪于

５５０ｎｍ处测定吸光度，计算细胞生长率。
１．６　荷叶总黄酮对ＰＣ１２细胞凋亡率的影响

取对数生长期细胞，计数后调整细胞数至５×１０４个接种
于９６孔板，培养１６ｈ。分别设正常组（不加药物正常培养的
细胞），石榴籽油０．５、１、２、４ｍｇ／ｍＬ组，同时设无细胞的空白
对照组，每组设 ３个复孔。细胞接种 ０．５ｈ后，加入 Ｈ２Ｏ２
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。处理６ｈ后，吸去上清，每个孔加入 ２０μＬ的
ＭＴＴ工作液，于二氧化碳培养箱内培养４ｈ，加入１００μＬＭＴＴ
终止液，完全溶解后，使用酶标仪于５５０ｎｍ处测定吸光度，计
算细胞生长率。

１．７　荷叶总黄酮对氧化应激的ＰＣ１２细胞中 ＳＯＤ、ＣＡＴ活力
以及ＭＤＡ、蛋白质羰基含量的影响

取对数生长期ＰＣ１２细胞，计数后每孔接种６×１０５个细
胞于６孔板，培养１６ｈ后，加入不同浓度的样品溶液，０．５ｈ
后，加入Ｈ２Ｏ２处理６ｈ，吸去上清，完成给药及Ｈ２Ｏ２处理后，
采用细胞刮彻底收集细胞，用预冷的 ＰＢＳ洗涤，超声破碎细
胞，４℃下８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液按照试剂盒方
法测定细胞匀浆中ＳＯＤ、ＣＡＴ活力及ＭＤＡ、蛋白质羰基含量。
１．８　Ｃａｓｐａｓｅ－３活力检测

取对数生长期 ＰＣ１２细胞，每孔接种１×１０６个细胞于６
孔板，培养１６ｈ后，倒掉旧培养基，加入不同浓度的样品溶
液，０．５ｈ后，加入浓度为０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理６ｈ，吸去上
清，采用预冷的ＰＢＳ冲洗细胞并将细胞刮入离心管中，４℃下
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上清弃掉，收集的细胞按照试剂
盒方法测Ｃａｓｐａｓｅ－３活力。
１．９　ＰＣ１２细胞 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ表达变化检测（ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ）

取对数生长期ＰＣ１２细胞，接种３×１０６个细胞于４ｍＬ培
养基中，培养１６ｈ后，倒掉旧培养基，设置空白组、对照组，向
样品组加入不同浓度的样品溶液，放入培养箱培养 ３０ｍｉｎ
后，加入浓度为０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２培养６ｈ，按照 ＴＲＩｚｏｌ法提
取细胞总 ＲＮＡ进行浓度测定，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ鉴定纯度，跑
ＲＮＡ胶看是否降解。取２μｇＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ后ＰＣＲ扩
增。Ｂａｘ的引物序列为上游：５′－ＣＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣＴ
ＧＡ－３′，下游：５′－ＧＡＧＧＡＡＧＴＣＣＡＧＴＧＴＣＣＡＧＣ－３′；Ｂｃｌ－２
引物序列为上游：５′－ＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＧＡ－３′，下游：
５′－ＴＧＣＡＧＣＴＧＡＣＴＧＧＡＣＡＴＣＴＣ－３′；ＧＡＰＤＨ的引物序列为
上游：５′－ＣＡＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡ－３′，下游：５′－
ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ－３′。反应体系及条件：２５μＬ
预混合ＥｘＴａｑ，ｃＤＮＡ４μＬ，１μＬ荧光染料，上、下游引物各
１μＬ以及９μＬ蒸馏水混合后置入９６孔板中。９４℃预变性
１０ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５５℃复性１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，扩增３０
个循环；７２℃延伸１ｍｉｎ后，进行光密度积分值分析，与内参照
ＧＡＰＤＨ产物的光密度积分值之比作为相对含量值。
１．１０　统计学分析

所有试验均重复３次，各试验数据均以平均值 ±标准差
表示，数据采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行处理。

２　结果与分析

２．１　荷叶总黄酮含量测定
荷叶中除了含有碳水化合物、脂质、蛋白质等常规成分

—３７２—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第９期



外，还富含大量的黄酮类化合物，根据芸香苷标准曲线

ｙ＝０００３ｘ－０．０１３９，ｒ＝０．９９９９，求得荷叶中总黄酮提取率
为５６４％（干荷叶）。这比叶思平报道的超声提取荷叶所得
总黄酮的得率为１０．５５％要低［１２］，可能是和提取时间与提取

方式有关。

２．２　荷叶总黄酮单独给药对正常ＰＣ１２细胞的影响
荷叶总黄酮各剂量组（２０、４０、８０μｇ／ｍＬ）预孵育６ｈ后细

胞存活率分别为（１０３．２１±１１．６５）％、（９８．１２±９．２３）％和
（９５．４３±１３．６５）％，正常对照组细胞存活率为（１００±
１７３６）％，各给药组与对照组相比没有显著性差异（Ｐ＞
００５），如图１所示，表明荷叶总黄酮本身对正常 ＰＣ１２细胞
没有损伤。

２．３　不同浓度荷叶总黄酮对ＰＣ１２细胞凋亡率的影响
如图２所示，与正常对照组相比，Ｈ２Ｏ２模型组细胞存活

率为（３８．４５±１３．２１）％，加入２０、４０、８０μｇ／ｍＬ的荷叶总黄
酮后，其细胞存活率分别为（４３．４５±９．１２）％、（６７．４３±
９１２）％和（７８．４５±２１．３４）％。结果表明，与模型组相比受
试药组细胞凋亡比率明显降低，且存在剂量依赖关系，荷叶总

黄酮具有抑制Ｈ２Ｏ２诱导ＰＣ１２细胞损伤的作用。

２．４　荷叶总黄酮对过氧化氢损伤的 ＰＣ１２细胞中 ＳＯＤ、ＣＡＴ
活力以及ＭＤＡ、蛋白质羰基含量的影响

由图３可见，加入 Ｈ２Ｏ２后，与空白对照组相比，细胞培
养液中ＭＤＡ与蛋白质羰基含量明显升高，ＣＡＴ与 ＳＯＤ活性
降低，细胞存活率降低，荷叶总黄酮处理后，ＣＡＴ活性随着给
药浓度的增大而升高。ＭＤＡ与蛋白质羰基含量随着给药浓
度的升高而降低，但是ＳＯＤ活性随着给药浓度的升高变化不
大。说明荷叶总黄酮达到保护过氧化氢损伤细胞的作用可能

与ＣＡＴ有关。

２．５　荷叶总黄酮对Ｈ２Ｏ２损伤ＰＣ１２细胞Ｃａｓｐａｓｅ－３活性的影响
试验结果表明，与对照组相比，模型组中活化的

Ｃａｓｐａｓｅ－３水平升高；与模型组相比，荷叶总黄酮（２０、４０、８０
μｇ／ｍＬ）试验组的 Ｃａｓｐａｓｅ－３水平均有不同程度的降低，且
荷叶总黄酮对Ｃａｓｐａｓｅ－３活性降低的作用具有剂量依赖性

（图４）。试验结果表明，荷叶总黄酮抗凋亡作用可能与其调
节Ｃａｓｐａｓｅ级联反应的激活有关。
２．６　荷叶总黄酮对 Ｈ２Ｏ２损伤 ＰＣ１２细胞 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ－２
ｍＲＮＡ表达的影响

以ＧＡＰＤＨ为内参照，正常对照组Ｂａｘ和Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ
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的表达为１００％，其他各组与其比较得百分比。结果表明，
Ｈ２Ｏ２损伤组ＰＣ１２细胞Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ的表达水平比正常对照
组降低。预先不同浓度荷叶总黄酮保护后Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ的表
达较Ｈ２Ｏ２损伤组增加，而ＢａｘｍＲＮＡ的表达为 Ｈ２Ｏ２损伤组
比正常对照组升高，给药保护后ＢａｘｍＲＮＡ的表达显著减小。

３　结论

本研究中，ＰＣ１２细胞经过 Ｈ２Ｏ２处理后，细胞存活率下
降，ＭＤＡ与蛋白质羰基含量明显升高，ＣＡＴ与 ＳＯＤ活性降
低；经过荷叶总黄酮预处理后各项指标均有逆转，细胞存活率

提高，ＭＤＡ与蛋白质羰基含量降低，ＣＡＴ活性提高，表明荷叶
总黄酮对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞损伤具有明显的保护作用。
经过给药处理后，其 ＳＯＤ活性并无显著变化，这就不能有效
地清除自由基，可以推测荷叶总黄酮活性组分进入细胞后阻

止Ｈ２Ｏ２介导的氧化损伤所起的作用不显著。
研究表明，氧化应激能够触发线粒体通路的细胞凋亡，

Ｂｃｌ－２家族中的蛋白在此通路中发挥着重要的作用。其中
包括促凋亡蛋白Ｂａｘ、抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２。Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的比
例被认为是确定细胞是存活还是死亡的关键因素，包括ＰＣ１２
细胞。已经被证实Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ可能通过控制线粒体膜渗
透性变化，从而促进细胞色素ｃ的释放，最终导致Ｃａｓｐａｓｅ－３
的级联反应引起细胞的凋亡［１３－１４］。本试验研究表明，用

Ｈ２Ｏ２处理后能够降低抗凋亡蛋白Ｂｃｌ－２表达量而提高促凋
亡蛋白Ｂａｘ表达量，而加入荷叶总黄酮后，其变化正好相反，
即Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ二者比例较之模型组提高，说明荷叶总黄酮通
过调节Ｂｃｌ－２和Ｂａｘ的表达来实现对 Ｈ２Ｏ２损伤 ＰＣ１２细胞
凋亡的保护作用，同时进一步证明荷叶总黄酮对 ＰＣ１２细胞
保护作用与细胞凋亡线粒体通路相关。

细胞凋亡过程与一系列的生物化学变化有关，这其中包

括Ｃａｓｐａｓｅ家族蛋白的激活，Ｃａｓｐａｓｅ－３作为细胞凋亡程序中
最下游的调控蛋白，对细胞凋亡起着关键的作用［１５］。本研究

中发现模型组中 Ｈ２Ｏ２能够提高 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性程度，但是
当加入不同浓度的荷叶总黄酮后，Ｃａｓｐａｓｅ－３活性明显降低。
这充分说明了荷叶总黄酮通过抑制 Ｃａｓｐａｓｅ－３的活化而最
终达到对Ｈ２Ｏ２损伤的ＰＣ１２细胞的保护作用。

综上所述，荷叶总黄酮可能通过提高抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２
表达，降低促凋亡蛋白 Ｂａｘ表达，最终导致 Ｃａｓｐａｓｅ－３的级
联反应有效地抑制Ｈ２Ｏ２诱发的ＰＣ１２细胞凋亡，产生良好的
神经元保护作用。本研究为揭示荷叶总黄酮的作用靶点提供

了思路，为进一步的研究阐明了其作用机制。
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