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多聚 ADP- 核糖聚合酶抑制剂对高浓度辞损伤

PC12 细胞的保护作用

史明郑春霞赵湘辉游思维*

(第四军医大学神经科学研究所，两安 710032)

摘要 探讨多聚ADP-核糖聚合酶(PARP)抑制剂 3-氨基苯甲眈胳 (3-AB) 对 400μmolJL氯

化辞损伤 PC12 细胞的保护作用及其对铸造成的细胞死亡类型的影响。应用 MTT 法，免疫细胞化

学和 Westem 印迹分别测定 PC12 细胞的存活率和 PARP 活性;用 Hoechst 33342/ PI 荧光双染色、

膜联蛋白 V 结合实验及DNA 断裂分析等方法检测细胞死亡类型。结果表明:在 400μmol且氯化

特的作用下，细胞存活率降至(22.7 :t 4.6)% , PARP 活性增强，坏死、凋亡和正常细胞百分比分

别为(58.4 :t 6.3)% 、(1 8.0 :t 5.6)%及(23.6 :t 4.2)%; 3-AB使细胞存活率提高至(76.9 土 4.7)% ， PARP 

活性减弱，坏死细胞百分数降至(19.2 :t 5.2)%，而正常和凋亡细胞百分数增加到(43.3 :t 1.9)% 和

(37.5 :t 6.5)%。实验证明， PARP 参与了高浓度特诱导的 PC12 细胞损伤，抑制 PARP 活性可提高

细胞的存活卒，而这种保护作用在于减少细胞的坏死而非凋亡。

关键词 多聚 ADP- 核糖聚合酶; 3- 氨基苯甲酷胶:辞:坏死和调亡; PC12 细胞

锋是生物体内不可缺少的微量元素，适宜浓度

的抨离子可降低核酸内切酶活性[1]、抑制 NMDA 受

体功能[2]并阻止钙离子内流[坷，因而具有神经保护

作用。而浓度高于 30μmol/L 的悻离子却对皮层细

胞[4.5]和星形胶质细胞[6]等产生毒性作用，因为过多

的悻离子诱导神经元产生大量反应性氧化物，其中

超氧化阴离子又可和一氧化氨结合生成过氧亚硝基

阴离子[7 ， 8] 。这些氧自由基使细胞 DNA 损伤、断

裂，从而过度激活多聚 ADP- 核糖聚合酶[poly(ADP­

ribose) polymerase; PARP] ，造成 ATP 生成障碍和

细胞功能异常[吼叫，使细胞发生坏死性[7]或凋亡性死

亡[4 ， 5] 。我们最近发现[11] ，应用肌昔可显著降低高

浓度辞离子导致的 PC12 细胞死亡率，为探讨肌昔

的神经保护作用，须首先搞清高浓度辞离子致死

PC12 细胞的机制。本实验通过检测高浓度辞损伤

PC12 细胞内的 PARP 活性，并采用 PARP 抑制剂 3-

氨基苯甲酌肢。-AB)作用于高浓度辞损伤的 PC12细

胞，研究PARP 是否参与了钵诱导的 PC12 细胞的死

亡，并进→步探讨 3-AB 对铸造成的细胞死亡类型的

影响。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

将 PC12 细胞(日本 Health Science Research Re­

sources Bank)种于内含DMEM培养液(pH 7.4, Gibco 

BRL 公司)、 10% 热灭活的胎牛血清(Gibco BRL 公

司)、 100 Ulml 青霉素、 100 U/ml 链霉素(Sigma 公

司)及 50 ng/ml NGF(Alomone 公司)的 25 cm2 组织培

养瓶(Nunc 公司)中，于 5 % CO2 的 37 oC培养箱中

培养， 3 天后传代培养。实验时将细胞种到事先以

左旋多聚赖氨酸(Sigma 公司)包被的玻片和 96 孔板

培养皿内，换用内含 1 % N-2 Supplement(Gibco BRL 

公司)的 DMEM / F12 培养液进行培养。

1.2 药物施加

我们在预实验中，用了不同浓度的 3 - AB 

(Biomol 公司)观察其对悴损伤细胞存活率的影响，

发现 2.5 mmol/L 的作用最为显著。因此，向实验

组细胞中加入以 DMEM 培养液溶解的 10μ1 2 , 5 

mmol/L 子AB，对照组细胞中则加入等体积 DMEM

培养液。 0.5 h 后加入 400μmol/L 氯化辞(Sigma 公

司) ，并设立不经任何处理的细胞为空白对照组。
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氯化辞作用 1 h 的细胞用于 PARP 活性检测、免疫

细胞化学染色和 Weste归印迹等实验:作用 6h 的

用于存活率和死亡类型的检测。

1.3 细胞存活率测定

用 MTT 比色法测定细胞活性。 96 孔板培养皿

中的 PC12 细胞经氯化钵损伤后，进行M盯检测(每

→处理组样品 n=6)。测定和参考波长分别为 570nm

和 650 nm，在酶联免疫检测仪上测定各孔的光吸收

值。

1.4 PARP 活性检测

P成P活化后可裂解其底物NAD+生成烟酷肢和

ADP- 核糖，并继续催化后者形成 ADP- 核糖均聚体

(PAR) ，因此可通过 PAR抗体检测 PAR 的表达来反

映 PARP 活性。

1.4.1 免疫细胞化学染色 氯化辞作用后，用 4

%多聚甲醒室温固定细胞 15 min，加入 1 % BSA 

稀释释的第一抗体即小鼠抗 PAR 抗体(1 :500 , 

Biomol 公司)， 4 .C下反应 48 h 后加入联有 Texas­

red 的抗小鼠第二抗体(1 : 400 , Sigma 公司)，室

温避光温育 2 h，在O1ympus BX田60 荧光显微镜下

进行观察摄像，并从每一样品(每一处理组样品

n=6)随机选取 4个视野，对各组单位面积(0.05 mm2) 

内的 PAR 免疫阳性细胞进行计数。

1.4.2 Western 印迹 施加氯化铮后，每个培养

皿内(直径 35 mm , 1x107 个细胞)加入 50 m1样品缓

冲液，冰浴 30 min 0 40 mg/ 泳道的蛋白质样品在

8% SDS-PAGE 进行分离电泳， 0 .C转印至 PVDF

膜。免疫化学反应按照 Roche 公司的 Western 印迹

试剂盒说明书进行: PVDF膜浸入 0.5% 封闭液稀释

的小鼠抗PAR(1 : 500)室温温育 2h，之后加入 POD

标记的抗小鼠 IgG 温育 1 h。暗室中加入发光液，

X 线片曝光，保存结果。

1.5 细胞死亡类型的检测

1.5.1 Hoechst 33342 / PI 双染色 向 PC12 细胞

内加入 10μg/ml Hoechst 33342(Molecular Probe 公

司)和 10μg/ml PI(Molecular Probe 公司)，用 3 : 1 

甲醇醋酸固定细胞。荧光显微镜下对细胞进行分

类: (1)正常细胞。核为圆形，呈淡蓝色荧光; (2) 

坏死细胞。呈高红色荧光; (3) 凋亡细胞。核变

小、碎裂及染色质浓集，呈高蓝色或洗红色荧光。

另在 200 X视野下，从每一样品(每一处理组含样品

n=6)随机选取 4 个视野，计数上述各类细胞。

1.5.2 膜联蛋白 V结合实验 PC12 细胞(5 X 105 

个/样品)中加入 5μg/ml 的膜联蛋白 V- FITC 及 PI

后送流式细胞仪分析。检测膜联蛋白 V-FITC 的激

发、观测波长分别为 488 nm 和 530 nm , PI 波长

大于 600 nm。重复实验 4 次。细胞状态的评定标

准z 正常、坏死及凋亡细胞分别位于流式细胞仪测

定结果的左下、右上及右下象限。

1.5.3 DNA 断裂分析 细胞总 DNA 的提取依据

Mazars 等[12]的方法，电泳时DNA溶液和 DNA加样

缓神液 6 : 1 混合，在1.8 %琼脂糖凝胶上电泳(45

V)3 ho 

1.6 统计学分析

所有数据均以平均数±标准差来表示，应用美

国 OriginLab 公司的 Origin 7.0 软件对数据进行单因

素方差分析(Tukey 检验)并绘图。

2 结果

2.1 铸对 PC12 细胞活性及 PAR 表达的影晌

MTT 检测结果显示:施加氯化辞后，对照组

PC12 细胞存活率显著降低至(22.7 ::!: 4.6)%(图 1A) 。

空白对照组细胞的 PAR免疫荧光染色为阴性:氯化

铮作用后，对照组的 PAR免疫染色阳性细胞的数量

明显增加(图 1B) ，每 0.05 mm2 内的阳性细胞数为

(24.2 ::!: 4.2)个; Western 印迹结果显示空白对照组

的细胞内无PAR化蛋白质表达，而氯化辞可使PAR

化蛋白质的表达明显增加(图 1C) 。

2.2 3-AB 对铸损伤 PC12 细胞活性及 PAR 表达

的影晌

与对照组 (22.7 土 4.6)% 相比，实验组的 3-AB

使 PC12 细胞的存活率提高至(76.9 ::!: 4.7)% (P < 

0.05 ，图 lA) ， PAR 免疫染色阳性细胞数从单独氯

化辞作用(对照组)时的(24.2 ::!: 4.2)个 /0.05 mm2 减少

至(1 5.8 ::!: 3.3)个 /0.05 mm2 (P<0.05 ， 图 lB)，亦

可明显降低氯化辞诱导的 PAR 化蛋白质的表达(图

lC) 。

2.3 铸诱导PC12 细胞的死亡类型

空白对照组细胞为 Hoechst 33342 着色的淡蓝

色，不为 PI 着色，极少见到坏死或凋亡细胞(图

2A，图 2B); 施加氯化铮损伤后，对照组中淡蓝色

正常细胞明显减少，至细胞总数的(23.6 士 4.2)% ，

而 PI 染色的坏死细胞明显增多[(58 .4 ::!: 6.3)俐，同

时出现(1 8.0::!: 5.6)% 的呈高蓝色的凋亡细胞(图

2A，图 2B) 。流式细胞仪结果显示，空白对照组

的细胞位于左下象限;对照组单独氯化铮作用后，
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(1 6 .4 土 8.3 )% 的细胞为左干象限的i正常细胞， (65. 1 

::f:: 4.7 )% lí<:J细胞A位于右上象限的坏死细胞，刃有

(1 8.5 ::f:: 2 . 8)% 的细胞为分布丁 Æ i 1" 象 II[R I'I<:J 刑 1γ细胞

(良12C) 。 单独氧化件作用时的 DNA f京 )j旨椭凝胶 !也
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AUA

UA

HVAU 
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+ + ZnCl, 
+ 3-Aß 

kOa 

11 6-

ß-actin 

PAR 

55 -

42-

(ß) 

图 1 待、 3-AB 对 PC I 2 细胞存活率(A)及 PARP;舌 ' 1生(B、c)

的影响

**: P <O. OI: 标 ) \.)-J 50 μ111: 116 kOa 代友 PARP ， ß WL tM括 门

(ß-ac ti n) 且J 内对!!叹 。

( A ) 

Hoechst PI 

对!!但l j | 

泳 |茎| 电连续形条命 (DNA s m ea r)( I冬12D ，泳 j芷 3) ，

捉不 以细胞坏死为主 。

2.4 3-AB 对特损伤 PC12 细胞死亡类型的影响

Hoechst 33342/PI 荧 J't双染色:和l对 !盯红| 的单

独氧化怦作用才、1-1 比 ， 实验组的 3 -AB 显著减少 PI 染

色的坏死细胞数 :11[ (1 9 . 2 士 5 . 2)% ， P<O.O I ] , lijJ'~ 

l曾 )JLI淡蓝色正常细胞[(43 .3 士 1. 9)% ， P<O.O l] ， 同

时也伴随一定封 的高蓝色调「细胞[(37.5 土 6.5)% ，

P<O .O 1] ( 图 2A ，民1 2B ) 。 流式纠11胞仪结JJJU不，与

外JJ引组的单独与〔化轩作用丰1-1比， 3-AB 使在Æi上象限

的坏死细胞显若减少[(28.3 土 5 .6)% ， P<O.O I] ， 而

使l:J: 1:;'象 II[R TE 11\' 主UIJJ包 [ ( 3 1. 5 士 3 .7 )% ， P<0 . 05] 丰I I:.{I

下象限调亡细胞[(40.2 ::f:: 7.2)% , P<0 . 05 ] 的数量明

U增加(图 2C) 。 施加13 -AB )百 DNA 琼月旨和iI脱胶 FCl. 1永

|茎| 川 \ f见比较明显的 "DNA 梯(DNA ladder)" 条带(图

2 D ， 泳道 的， 以IJ 有 较多 的 ìJ r'tl 亡细胞吐\ .Ey~ 。

3 讨论
PARP 是普J1ci存在 了其核细胞核内的一 种蛋|气

自由 ， 可 为断裂的 DNA 链所 }JlídïlT [ 13 [ 。 用化的 PARP

裂解底物 NAD+ ' 1 :.)真烟航JJ直不LI ADP- 核糖， ADP 核

和iJ可继续被 PARP 催化形成线形成分枝状的 PAR ，

并将 PAR转移到多种核蛋广I(如生" 蛋白 )及PARP 臼身

号 ， 最终有助f修复断裂的 DNA[14[ 。 当 DNA 损伤

严茧时 ， 过度激活的 PARP 使胞内 NAD+ 大 il t消耗，

(C) 

ZnCI,+3-Aß 
2 

4 

版I段蛋广I V-F ITC

(ß) 
(0 ) 

000 864 
(
求
)
摇
立
呈
嚣

100 

20 

=:H J坦_ ZnCI1 _ ZnCb+3-AB 

在常 剧、JiE n.\j 亡

图 2 辞、 3-A B 对 PC12 细胞死亡类型的影响

(A) Hoechst 33342 和[ P I 尖 )'t:l.Y..染色的 hl微图片 ， 标)-(_ J-J 50 μ111 : ( B ) 悴、 3- Aß 作用日(J(J i] 汛、材、死平lI ìt\j 1 、 匀IIJJhl百分比 。 川 P<O .OI , 

与吧犯!饼作川相比 (C) 肌肤蛋 臼 V 生/f 1f');验 : ( D)DNA tJ;( J的精 i疑 l饺 lhi i;~ 0 1 : 正站 1、J !KHll: 2 : D N A 111 a r k e r: 3: Z n C 1 2 : 4: 

ZnCl , + 3-AB . 
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进而使需要 NAD+ 参与的糖酵解、线粒体呼吸链传

递等重要代谢途径受到破坏，导致 ATP 生成障碍和

细胞功能异常[吼叫。细胞在试图重新合成 NAD+ 过程

中也要消耗大量 ATP，加剧了胞内能量的短缺[1日，

最终导致细胞死亡。己有研究证明， PARP 抑制剂或

剔除 PARP 基因可保护由实验性脑缺血再灌注[16] 、

多巴肢能神经毒素 1- 甲基 -4- 苯基 -1 ，2，3 ，6- 四氢毗院

[17]、实验性脊髓损伤[川、实验性糖尿病[191或低血糖

[20]等造成的细胞死亡，而提高 PARP 活性可加剧细

胞的死亡[2 1， 22] 0 

有研究证明，在高浓度辞诱导含神经元和星形

胶质细胞的混合性皮层细胞的损伤过程中，也有

PARP 的参与[10]。铮过载时诱导细胞产生大量反应

性氧化物，其中超氧化阴离子又可和一氧化氨结合

生成过氧亚硝基阴离子 [7，町，造成 DNA 严重损伤断

裂，从而过度激活 PARP，最终导致细胞因能量耗

竭而死亡[山]。本实验中 PC12 细胞存活率在氧化铮

作用下显著降低的同时， PAR 免疫染色阳性细胞的

数量明显增加，细胞内 PAR化蛋白质表达也显著增

强:以 3-AB 抑制 PARP活性后明显提高了悻致伤细

胞的存活率，这些证据足以证明 PARP 无例外地参

与了辞诱导 PC12 细胞损伤的过程。

钵既可造成细胞的坏死也可导致调亡，这取决

于辞作用的强度。 30μmol/L 的低浓度掉多引起离

体鼠皮层神经细胞[4，5]、急性人 T淋巴细胞白血病细

胞系 Molt-4 细胞[刀]的凋亡，而浓度大于 50μmol/L

的悻则造成这类细胞的坏死[4 ，5 ， 7] 。本实验中，我们

利用 Hoechst 33342/ PI 荧光双染色、膜联蛋白 V 结

合实验及DNA琼脂糖凝胶电泳等方法也证明， 400 

μmoνL 氯化辞可造成约 60% 的 PC12 细胞坏死，而

作为PARP抑制剂的3-AB则将PC12细胞的坏死率降

低约至 20%，同时也使正常细胞的百分数从 23% 增

高为 43%，表明 3-AB 对辞损伤的 PC12 细胞具有显

著保护作用。然而，在 3-AB 的作用下，凋亡细胞

的百分数非但没有下降反而上升，似乎 3-AB 的作用

是导致更多的细胞凋亡。实际上，决定细胞坏死或

凋亡的关键因素是细胞内 ATP 的水平IM]，如果细胞

内有一定的 ATP 储备，那么受伤的细胞就趋向于凋

亡;若细胞内的能量耗尽，细胞就会走向坏死。 3-

AB 抑制了损伤细胞的 PARP 活性，从而降低胞内

ATP 的耗竭，这样就使本来走向坏死的细胞向凋亡

甚至正常细胞转化，从另一方面体现了 3-AB 对

PC12 细胞的保护作用。
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Protective Effects of Poly(ADP-bibose) Polymerase Inhibitor on 
Zinc-injured PC12 Cells 

Ming Shi, Chun-Xia Zhe吨， Xiang-Hui Zhao, Si-Wei You* 
(Institute 01 Neurosciences, the Fourth Military Medical Universi凯 Xi'an 710032, China) 

Abstract This study examined the effects of the poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitor, 3-

aminobenzamide (3-AB), on PC12 cells injured by 400μmoνL zinc chloride and on the types of zinc-induced cell 

death. MTT assay, immunocytochemist可 and Westem blot were used to assess the viability and PARP activity of 

PC12 cells. Hoechst 333421 PI dual staining, Annexin V binding assay and DNA agarose gel electrophoresis were 

employed to investigate the types of the cell death. Our results revealed that 400μmoνL zinc chloride promoted 

PARP activation and reduced the cell viability to (22.7 土 4.6)%. (58 .4 :t 6.35)% and (1 8.0 士 5.6)% of PC12 cells 

underwent necrosis and apoptosis , respectively, and the percentage of normal cells was (23.6 土 4.2)%. However, 

pre-treatment ofthe cells with 3-AB attenuated zinc-induced PARP activity markedly, and increased the cell viability 

to (76.9 土 4.7)%. The percentages of necrotic, apoptotic or normal cells were (1 9.2 士 5.2)% ， (37.5 土 6.5)% and 

(43.3 :t 1.9)% , respectively. The present study demonstrated that PARP participated in the zinc-induced injury of 

PC12 cells. Inhibition of PARP promoted the viability of zinc-injured PC12 cells significantly and this protective 

effect was due to a decrease in numbers of necrotic, but not apoptotic cells. 

Key words poly(ADP-ribose) polymerase; 3-aminobenzamide; zinc; necrosis and apoptosis; PC12 cells 
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