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多穗石柯叶水提物及其主要成分对 PC12 细胞增殖的影响
＊
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［摘 要］目的 考察多穗石柯叶水提物及其主要成分对 PC12 细胞的增殖影响。方法 将对数生长期的 PC12 细胞接种于
96 孔板，多穗石柯叶水提物( 0、25、50、75、100、200 μg /L) 、根皮苷( 0、25、50、75、100、200 μM) 、三叶苷( 0、25、50、75、100、200
μM) 及茶多酚( 0、25、50、75、100、200 μM) 分别作用 PC12 细胞 72 h后采用 BrdU ELISA试剂盒检测 PC12 细胞的 BrdU相对
含量以反映其促增殖的作用。结果 75 ～ 200 μg /L的多穗石柯叶水提物和 75 ～ 200 μM的三叶苷可显著增加 PC12 细胞的
BrdU相对含量，而不同浓度的根皮苷及茶多酚对 PC12 细胞的增殖无影响。同时经 75 ～ 200 μg /L 的多穗石柯叶水提物作
用的 PC12 细胞 BrdU相对含量相比于经 75 ～ 200 μM的三叶苷作用的 PC12 细胞 BrdU相对含量高。结论 多穗石柯叶水提
物和三叶苷均可显著促进 PC12 细胞增殖，而根皮苷及茶多酚则无促增殖作用。说明多穗石柯叶水提物的促增殖作用可能
与三叶苷有关，但其作用机制有待于进一步研究。
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Effects of the water extract of sweet tea and its main components on prolifera-
tion of PC12 cells
Lyu Chun1，Gao Jianmei2，Deng Yan2，Gong Qihai1
( 1． Key Laboratory of Basic Pharmacology of Ministry of Education and Joint International Ｒesearch Laboratory of
Ethnomedicine of Ministry of Education，Zunyi Medical University，Zunyi Guizhou 563099，China; 2． School of
Pharmacy，Zunyi Medical University，Zunyi Guizhou 563099，China)
［Abstract］Objective To investigate the effects of the water extract of sweet tea and its main components on pro-
liferation of PC12 Cells．Methods PC12 cells in logarithmic growth phase were cultured into 96 － well plates． The
water extract of sweet tea ( 0，25，50，75，100，200 μg /L) ，phlorizin ( 0，25，50，75，100，200 μM) ，trilobatin ( 0，
25，50，75，100，200 μM) and tea polyphenols ( 0，25，50，75，100，200 μM) were cultured with PC12 cells for 72
h，respectively． The BrdU ELISA kit was used to detect the relative content of BrdU in PC12 cells，which can re-
flect the proliferative effect． Ｒesults The results showed that the water extract of sweet tea ( 75 ～ 200 μg /L) and
trilobatin ( 75 ～ 200 μM) significantly increased the relative content of BrdU in PC12 cells，while different con-
centrations of phlorizin and tea polyphenols did not exert the proliferative effect on PC12 cells． Meanwhile，the
relative content of BrdU in PC12 cells treated with the water extract of sweet tea ( 75 ～ 200 μg /L) was higher
than that of PC12 cells treated with trilobatin ( 75 ～ 200 μM) ． Conclusion Both the water extract of sweet tea and
trilobatin significantly promote the proliferation of PC12 cells，while phlorizin and tea polyphenols have no prolif-
erative effects． It is indicated that the proliferative effect of the water extract of sweet tea is likely to be related to
trilobatin，but its mechanism needs further study．
［Key words］ the water extract of sweet tea; phloridzin; trilobatin; tea polyphenols; PC12 cells; proliferation

·272·

第 42 卷 第 3 期
2019 年 6 月 遵 义 医 学 院 学 报

Journal of Zunyi Medical University
Vol． 42 No． 3

Jun． 2019

* ［基金项目］教育部创新团队资助项目( NO: IＲT_17Ｒ113) 。
［通信作者］龚其海，男，博士，教授，博士生导师，研究方向: 神经药理学，E-mail: gqh@ zmu． edu． cn。

DOI:10.14169/j.cnki.zunyixuebao.2019.0056



神经退行性疾病是一类严重影响患者身体健

康及生活质量，并给其家庭及社会带来严重负担的

疾病，其主要病理特征为大脑神经元及其髓鞘的退

化与缺失［1］。临床实践证明，现有的药物如阿尔
兹海默症治疗药多奈哌齐、美金刚，帕金森病治疗
药左旋多巴、司来吉兰等均只能部分地控制症状或
延缓病程［2 － 3］，而且由于其毒性反应较大、价格较
昂贵等缺点限制了其在临床的应用。有研究报道，
神经干细胞移植可有效治疗神经组织损伤［4 － 5］，但

是由于神经干细胞获取的伦理、宗教问题［6］、体内
致瘤性［7］、长期存活率及表型稳定性不理想、纯化
困难等原因使其在临床中的应用受到限制。因此，
探索神经退行性疾病的新疗法和替代疗法有着重

要的社会意义及广阔的临床应用前景。
我国中药资源丰富，中医理法方药理论齐备，

近年多项研究证明中药复方、提取物或单体具有良
好的保护中枢神经系统的作用。多穗石柯［Litho-
carpus polystachys ( Wall． ) Ｒehd］又名甜茶或多穗
柯，为贵州省民族药，系壳斗科石柯属常绿乔木，具

有“养阴补肾、护肝解毒、清热利湿”等功效［8］。现
代研究表明，多穗石柯的主要化学成分包括黄酮

类、三萜类等，同时还包含多酚类、氨基酸、微量元
素等［9］，可降血糖降血脂［10］、抗氧化［11］、抗炎［12］、
改善记忆力［13］等。本课题组前期研究表明，多穗
石柯叶水提物的主要成分为根皮苷( 0. 64% ) 、三
叶苷( 18. 54% ) 及茶多酚( 27. 65% ) ［14］，但是否具
有促进神经细胞增殖的作用尚未见报道。基于以
上背景，本研究旨在探索多穗石柯水提物及其主要

成分对 PC12 细胞的增殖作用，并为探索神经退行
性疾病的治疗提供新策略。

1 材料与方法
1. 1 实验材料、试剂及仪器 多穗石柯叶采自贵
州省凤冈县，由遵义医科大学生药学教研室杨建文

教授鉴定确属壳斗科石柯属植物多穗石柯的干燥

叶; 根皮苷标准品及三叶苷标准品购自成都普思生

物科技股份有限公司; 茶多酚标准品购自上海源叶

生物科技有限公司。高分化大鼠嗜铬细胞瘤 PC12
细胞购自美国 ATCC 细胞库; DMEM ( 高糖) 培养
基、磷酸盐缓冲液、青链霉素混合液及胰蛋白酶血
清购自 HyClone 公司; 澳洲胎牛血清购自 Gibco 公
司; BrdU ELISA 试剂盒购自上海江莱实业股份有
限公司。Midi40 二氧化碳培养箱及全波长酶标仪
( Thermo Fisher Scientific 公司) ; 超净工作台( SW

－ CJ － IFD，泰斯特仪器有限公司) 。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 多穗石柯叶水提物的制备 取 30. 0 g 多
穗石柯干燥叶于圆底烧瓶中，按 1∶ 20 的料液比加
入纯净水，加热回流 30 min 后滤过，滤渣重复提取
2 次后合并滤液。将提取液减压浓缩为浸膏，放入
真空冷冻干燥机干燥［14］。
1. 2. 2 PC12 细胞的培养 按常规方法，以含
10%胎牛血清、1% 青链霉素混合液的 DMEM( 高
糖) 培养基为完全培养基，在 5% CO2、37℃的环境
中培养 PC12 细胞［15］。待细胞密度达到 75% ～
90%时用磷酸盐缓冲液洗去培养基后用 0. 25%胰
蛋白酶消化传代。
1. 2. 3 PC12 细胞增殖能力检测 当 PC12 细胞进
入对数生长期后，将细胞按 1 × 104、100 μL的浓度
接种于 96 孔板中，培养 24 h 后弃培养基，根据预
实验结果，分别加入不同浓度的多穗石柯水提物

( 0、25、50、75、100、200 μg /L) 、根皮苷试剂( 0、25、
50、75、100、200 μM) 、三叶苷试剂( 0、25、50、75、
100、200 μM) 及茶多酚试剂( 0、25、50、75、100、200
μM) 。各浓度设 6 个复孔，置于 5% CO2、37℃培养
72 h后，按 BrdU ELISA试剂盒说明书所述方法操
作。
1. 3 统计学处理 本实验所有数据均采用 SPSS
17. 0 统计软件进行分析，均数 ±标准差( x ± s) 表
示。One － Way ANOVA 分析各组间变化的统计学
意义，组间比较时方差齐用 LSD 检验，方差不齐采
用 Dunnett’s T3 检验，当 P ＜ 0. 05 时认为差异有统
计学意义，P ＜ 0. 01 时认为差异的统计学意义非常
显著。

2 结果
2. 1 多穗石柯叶水提物对 PC12 细胞增殖的作用
实验结果表明，25 μg /L 和 50 μg /L 的多穗石柯
水提物作用时间为 72 h 后，PC12 细胞的 BrdU 相
对含量( 100. 43 ± 1. 69%，100. 66 ± 1. 60% ) 与对照
组( 100. 00 ± 1. 79% ) 比较无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。而 75 μg /L、100 μg /L和 200 μg /L多穗石
柯叶水提物较对照组明显增加 PC12 细胞 BrdU 相
对含量( 120. 82 ± 1. 19%，162. 54 ± 2. 51%，168. 54
± 1. 33%) ［F( 5，30) = 199. 618，P ＜ 0. 001］( P ＜
0. 05) ( 见图 1) 。
2. 2 根皮苷对 PC12 细胞增殖的作用 根皮苷
( 0、25、50、75、100、200 μM) 作用于 PC12 细胞 72 h
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＊＊: 与对照组比较，P ＜ 0. 01。
图 1 多穗石柯叶水提物对 PC12 细胞增殖的作用

后，BrdU的相对含量为 100. 00 ± 1. 79%、100. 13 ±
1. 48%、100. 01 ± 1. 67%、100. 31 ± 1. 00%、100. 16
± 1. 58%、100. 10 ± 1. 38%，与对照组比较均无统
计学意义( P ＞ 0. 05，见图 2) 。

＊＊: 与对照组比较，P ＜ 0. 01。
图 2 根皮苷对 PC12 细胞增殖的作用

2. 3 三叶苷对 PC12 细胞增殖的作用 实验结果
显示，25、50 μM三叶苷作用 72 h 后，PC12 细胞的
BrdU 相 对 含 量 ( 100. 25 ± 2. 09%，100. 11 ±
1. 80% ) 与对照组( 100. 00 ± 1. 79% ) 相比无统计
学意义( P ＞ 0. 05) 。而 75、100、200 μM 的三叶苷
作用 72 h 后，BrdU 的相对含量分别为 112. 66 ±
1. 75%、143. 04 ± 2. 45%及 149. 83 ± 1. 72%，与对
照组相比具有统计学意义［F ( 5，30 ) = 93. 996，P
＜ 0. 001］( P ＜ 0. 05，见图 3) 。
2. 4 茶多酚对 PC12 细胞增殖的作用 不同浓度
的茶多酚( 25、50、75、100、200 μM) 作用 72 h 后，
PC12 细胞 BrdU 的相对含量( 100. 34 ± 1. 71%、
99. 99 ± 1. 50%、100. 07 ± 1. 73%、100. 77 ±

＊＊: 与对照组比较，P ＜ 0. 01。
图 3 三叶苷对 PC12 细胞增殖的作用

1. 79%、100. 35 ± 1. 78% ) 与对照组 ( 100. 00 ±
1. 79% ) 比较无统计学意义( P ＞ 0. 05，见图 4) 。

图 4 茶多酚对 PC12 细胞增殖的作用

3 讨论
随着我国人口老龄化日益严重，神经退行性疾

病的发病率呈逐年上升趋势，寻找有益于神经系统

功能维持的化合物意义重大。多穗石柯叶是一种
我国使用悠久、药食同源的植物，常以“甜茶”、“甘
茶”等形式出现在老百姓的生活中，因此本实验采
用多穗石柯叶水提物为研究对象。高分化大鼠嗜
铬细胞瘤 PC12 细胞，来源于大鼠肾上腺髓质肿瘤
克隆细胞系，因其具有交感神经元特性，现已广泛

用于神经系统的体外研究［10 － 11，15 － 19］。BrdU 是一
种人工合成的胸腺嘧啶类似物，可在合成期渗入

DNA分子中，在细胞培养时加入 BrdU，再与 BrdU
单克隆抗体相结合，可反映细胞的增殖情况。因
此，本研究采用 BrdU ELISA 法观察多穗石柯叶水
提物及其主要成分 对 PC12 细胞增殖的影响。本
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研究结果表明，多穗石柯叶水提物可以明显促进

PC12 细胞的增殖，其主要成分三叶苷同样有显著
的促 PC12 细胞增殖作用，而根皮苷和茶多酚对
PC12 细胞增殖作用无影响。提示多穗石柯水提物
中的三叶苷可能是其促增殖作用的主要成分，这与

本课题组的前期研究结论一致［18］。值得注意的
是，三叶苷作用的 PC12 细胞的 BrdU 相对含量低
于多穗石柯水提物作用的 PC12 细胞的 BrdU 相对
含量，表明三叶苷的促增殖作用低于多穗石柯叶水

提物。推测其原因可能于多穗石柯中含有多种化
学成分，还有其他成分发挥促增殖的作用，或者由

于各成分间的相互作用使其促增殖作用明显增加

有关，但是具体原因及其可能的作用机制尚需进一

步研究探索。
综上所述，在本实验条件下，多穗石柯叶水提

物的促增殖作用可能与其主要成分三叶苷有关。
但本研究初步探索了多穗石柯水提物、根皮苷、三
叶苷和茶多酚对 PC12 细胞增殖的影响，并未对其
作用机制进行分析。因此，在未来的研究中将进一
步采用多种实验法，例如 EDU荧光染色、流式细胞
术、Western blot法等进一步验证多穗石柯水提物
及其主要活性成分对 PC12 细胞的影响及其作用
机制。本研究可为多穗石柯防治神经退行性疾病
以及脑损伤的研究提供基础药理学依据。
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