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獐牙菜对皮质酮诱导PC12细胞损伤的保护作用
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摘 要 通过构建 PC12细胞损伤模型，探究獐牙菜（Swertia bimaculata，SB）水提物对神经细胞的保护作用及潜在

分子作用机制，旨在为獐牙菜的开发与利用提供理论依据 .使用皮质酮（corticosterone，CORT）诱导 PC12细胞损伤

模型，MTT法检测细胞活力，以丁螺环酮（BUS）为阳性对照，ELISA法测定各组细胞内 cAMP水平，qRT-PCR法检测

各组细胞PKA、CREB、BDNF和 5-HT1AR mRNA的表达，探究 SB对PC12细胞损伤的保护效应 . 结果表明：SB能显著

减轻CORT引起的PC12细胞损伤，上调神经再生关键信号通路（PKA-CREB-BDNF）和五羟色胺 1A受体（5-HT1AR）

mRNA水平，以及细胞内 cAMP水平 . 说明 SB通过调节 cAMP/PKA-CREB-BDNF信号通路和促进 5-HT1AR的转录水

平，对CORT诱导的PC12细胞损伤具有神经保护作用 .
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Protective effect of Swertia bimaculata on corticosterone induced damage 
to PC12 cells
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Abstract To investigate the effects and potential molecular mechanisms of water extracts of Swertia bimaculata （SB） on 
nervous system cells by constructing PC12 cell injury models in vitro， in order to provide theoretical basis for the utilization 
of Swertia. An in vitro cellular model of anxiety disorders was constructed using corticosterone （CORT） to induce PC12 cell 
injury to investigate the potential molecular mechanisms underlying the protective effects of aqueous extracts of SB on neuronal 
cells. Cell viability was detected by MTT assay. Buspirone （BUS） was used as positive control to explore the protective 
effect of SB on PC12 cells. ELISA kit was used to measure intracellular cAMP level in each group. The mRNA expression 
of PKA、CREB、BDNF and 5-HT1AR was detected by qRT-PCR. The results indicated that SB significantly attenuated 
CORT-induced PC12 cell injury and up-regulated key signalling pathways for nerve regeneration （PKA-CREB-BDNF） and 
5-HT1AR mRNA levels， as well as intracellular cAMP levels. In conclusion， the present study revealed that SB was 
neuroprotective against CORT-induced PC12 cell injury by modulating the cAMP/PKA-CREB-BDNF signaling pathway 
and promoting the transcriptional level of 5-HT1AR. 
Keywords anxiety disorder； Swertia bimaculata； nervous system cells

獐牙菜属植物全球现有 170 多种植物，我国现

存约 80种，目前药用种类约有 40种，主要分布于我

国云南、西藏和四川等西南地区［1］. 《晶珠本草》中记

载獐牙菜属植物性味苦寒［2］，该属大多具有清热、解
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毒、利胆、退黄、保肝和健胃等功效，用于治疗黄疸

型肝炎、肝硬化、肝腹水和胆囊炎等各种肝胆疾病，

以及扁桃体、肠、肺、骨髓等器官的炎症［3-4］. 目前獐

牙菜作为主药或配伍参与多种方剂的使用，临床上

常用的有二十五味獐牙菜丸、八味獐牙菜丸、四味

藏茵陈汤和八味獐牙菜散等［5］. 獐牙菜属的化学成

分主要分为： 酮及其苷类、黄酮及其苷类、环烯醚

萜及其苷类、三萜及其苷类［1］. 其特征成分獐牙菜苦

苷具有保肝、降糖、调脂、抗炎和免疫调节、抑制中

枢神经、镇痛镇静等作用［6］. 獐牙菜苷具有抗肝纤维

化、保肝作用、骨保护作用、抗炎、抑制黑色素合成、

抗肿瘤、心脏保护、脑神经保护和降糖等作用［7-8］.
机体处于焦虑障碍和应激反应时，可激活HPA

轴，促进糖皮质激素的大量分泌（如皮质酮，

Corticosterone，CORT），作用于中枢神经系统的糖皮

质激素受体，造成神经组织和细胞损伤，诱导焦虑

障碍的发展与发生［9-10］. 大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤

PC12细胞是一个常用的神经细胞株，其细胞膜上有

丰富的糖皮质激素受体，由于容易获取，增殖较快，

具有神经细胞的普遍特征的优点，是目前广泛应用

离子通道、受体、神经递质等神经生理学和神经药

理学研究领域的神经细胞系［11］. 因此，根据 PC12细

胞株特点，以高浓度CORT诱导PC12细胞损伤可以

模拟体外焦虑障碍神经细胞损伤状态［12］.
本研究使用CORT诱导PC12细胞损伤，构建体

外焦虑障碍细胞模型，评价 SB水提物对神经细胞保

护作用的潜在分子机制，为獐牙菜防治焦虑障碍提

供进一步的研究依据 .

1　材料与方法

1.1　药物及制备

獐牙菜于 2021年 9月采自湖北恩施新塘乡，经

中南民族大学刘虹博士鉴定为獐牙菜 Swertia 
bimaculata ，凭证标本保存于中南民族大学标本馆

（编号：HSN5396）.獐牙菜水提物制备方法如下：粉

碎全草过 65目筛后，称取药粉 240 g，在蒸馏水中浸

泡 24 h（液料比 8∶1），在 80 ℃下煎煮 3次，每次 3 h，
得到水煎液 . 过滤后在 55 ℃下旋转蒸发，得浓缩浸

膏并用塑料薄膜密封，置于-80℃冰箱中冷冻24 h后

真空冷冻干燥 48 h，获得水提物干燥粉末 44 g. 提取

物得率为 18.33%，1 g干粉相当于 5.45 g生药 . 精密

称取适量 SB、BUS和CORT样品，用完全培养基溶解

后稀释到相应的工作浓度，现用现配 .
1.2　实验细胞

PC12细胞（大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤细胞），

由武汉大学中国典型培养物保藏中心提供 .
1.3　主要试剂与仪器

胎牛血清（FBS）（杭州天杭）；RPMI-1640 基础

培养基（美国Gibco）；胰蛋白酶（Biofrox）；双抗（青霉

素-链霉素）（北京敖擎）；二甲基亚砜（DMSO）（国药

集团）；盐酸丁螺环酮、皮质酮（上海笛柏）；TRNzol 
Universal（天根生化）；ABScript ⅡI RT Master Mix for 
qPCR 试剂盒、2X Universal SYBR Green Fast qPCR 
Mix（爱博泰克）；噻唑蓝（MTT）（兰杰柯）；cAMP ELISA
试剂盒（广州艾尔吉）. CO2培养箱，（HF151/212 型，

香港立康）； PCR扩增仪（TC1000-G型，美国赛洛捷

克）；实时荧光定量 PCR 仪（ABI7500 fast型，美国赛

默飞）；全波长酶标仪（A-5082 型，瑞士 TECAN）；倒

置显微镜（重庆奥特）；高速离心机（DM0412S型，美

国SCILOGEX）.
1.4　实验方法

1.4.1　PC12细胞培养和药物安全剂量范围的探索

用 10% 体积含量胎牛血清+1% 体积含量青霉

素 -链霉素+89% 体积含量 RPMI-1640 培养基培养

PC12细胞，放置于 37 ℃，5% CO2饱和湿度的培养箱

中，当细胞生长融合至 80% 时进行传代，选取处于

对数生长期的细胞进行试验 . 药物安全剂量范围的

筛选：将PC12细胞以5×104个/孔的密度接种于96孔

板中，置于 37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中过夜

后，弃去细胞上清液，分别按照 0、12.5、50、100 和

200 µg·mL-1浓度梯度加入 SB 和 BUS 进行给药，每

孔200 µL，作用24 h后MTT法测定细胞活力 .
1.4.2　CORT造模浓度的筛选

用完全培养基将PC12细胞浓度调整为5×104 /mL，
置于 96孔板中，每孔加入 50 µL细胞悬浮液+50 µL
完全培养基，在 37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中

过夜后，弃去细胞上清液，将 PC12 细胞暴露于 0、
0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mmol·L-1 CORT溶液下作用 24 h，
MTT法检测细胞活力，以确定合适的造模条件 .
1.4.3　实验设计分组

根据 1.4.1 药物安全剂量范围的探索结果选择

0.2 mmol·L-1 CORT诱导 PC12细胞建立神经细胞损

伤模型，实验设计分为 5 组：正常对照组（normal 
control，NC）：只用RPMI-1640完全培养基进行处理；

模型对照组（Model Control，MC）：0.2 mmol·L-1 CORT
进行处理；湖北产獐芽菜全草水提物低剂量组（SB-L）
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组（0.2 mmol·L-1 CORT+25 µg·mL-1 SB）；湖北产獐

芽菜全草水提物高剂量组（SB-H）组（0.2 mmol·L-1 
CORT+50 µg·mL-1 SB）；丁螺环酮（BUS）组（0.2 mmol·L-1 
CORT+25 µg·mL-1 BUS）. 将处于对数生长期的PC12
细胞消化离心、稀释到相应的浓度后用于实验，各

组按照相应的药物种类和浓度同时给药，作用 24 h
后测定相应的指标 .
1.4.4　MTT法检测细胞活力

细胞经分组处理 24 h 后，吸弃上清，每孔加入

50 µL DMEM+20 µL MTT（5 mg·mL-1），4 h后吸弃上

清液，每孔加入150 µL DMSO，使用酶标仪在490 nm
波长处测定吸光度值，计算细胞活力 .
1.4.5　cAMP含量的测定

按实验分组进行给药24 h后，收集PC12细胞上

清液用以检测环磷酸腺苷（cAMP）的含量；根据

cAMP ELISA 试剂盒说明书操作，在 450 nm 处波长

下检测其吸光度并计算其浓度 .
1.4.6　qRT-PCR检测相关基因

以GAPDH为参照基因，采用qRT-PCR检测依赖

cAMP 的蛋白激酶（cAMP-dependent protein kinase，
PKA）、环磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP-response 
element binding protein，CREB）、脑源性神经营养因

子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）和5-羟色

胺 1A 受体（Serotonin1A receptor， 5-HT1AR）mRNA
水平 . 首先将PC12细胞以1×105 /mL浓度接种于6孔

板中，按照 1.4.3 进行给药 24 h 后弃去细胞上清液，

PBS 清洗 2 遍后，然后使用 TRNzol 试剂提取 PC12
细胞总 RNA，再对总 RNA 进行逆转录 . 最后通过

qRT-PCR仪检测相关基因的水平，涉及引物序列见

表1. 2-∆∆CT法计算基因相对表达量 .

1.4.7　统计分析

实验数据使用 GraphPad Prism 8软件进行统计

分析 . 数据以平均值±标准差（mean±SD）表示 . 统计

学方法采用 ANOVA 分析，P<0.05 为具有统计学显

著差异 .

2　结果与讨论

2.1　獐牙菜对 CORT诱导的 PC12细胞的细胞存活

率的影响

与NC组相比，当SB浓度逐渐增加到100 µg·mL-1

时SB不具有细胞毒性，而SB浓度增加到200 µg·mL-1

后，PC12细胞的存活率显著降低（P<0.05；图 1（a））；

当阳性对照组 BUS 浓度逐渐增加到 100 µg·mL-1时

BUS不具有细胞毒性，而BUS浓度增加到200 µg·mL-1

后，PC12细胞的存活率显著降低（P<0.01；图 1（b））. 
在确保药物安全剂量范围下，最终确定SB-L、SB-H和

BUS各组给药浓度为分别为 25 µg·mL-1、50 µg·mL-1

和25 µg·mL-1.

表1　qRT-PCR引物序列

Tab. 1　qRT-PCR Primer Sequences
Gene name

GAPDH

5-HT1AR

BDNF

CREB

PKA

Primer sequences 5'-3'
F：ATGGGTGTGAACCACGAGA

R：CAGGGATGATGTTCTGGGCA
F：GCTCATTGGCTTTCTCATCTCC
R：TTTCCACCTTCTTGACCGTCTT
F：AGGTCTGACGACGACATCACT

R：CTTCGTTGGGCCGAACCTT
F：TGGAGCCGAGAACCAGCAGAG

R：GAGTTACGGTGGGAGCAGATGATG
F：CTAAAGCAGATCGAGCACACTC

R：GCCACCAGCTACATACTCCA

与NC组相比，#P<0.05，##P<0.01.
（a） 不同浓度SB对PC12细胞的影响；（b） 不同浓度BUS对PC12细胞的影响

图1 SB和BUS对PC12细胞活力的影响（n=5）
Fig. 1　Effects of SB and BUS on the viability of PC12 cells （n=5）
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2.2　CORT诱导PC12细胞损伤模型

BDNF 调节突触可塑性影响突触和神经元存

活，通过参与各种细胞过程，如 CRS 诱导的情绪障

碍中 HPA 轴的调节［13-14］. HPA 轴与焦虑障碍之间具

有密切关系，过度应激导致 HPA 轴的激活后，其血

浆中 CORT水平显著升高，导致海马区树突收缩［15］. 
此外，CORT促进兴奋性氨基酸的释放，间接调节Glu
和γ-GABA的释放，影响多种精神障碍疾病（如焦虑

症、抑郁症）的发生、发展［16］. 实验结果显示（图 2），

与 NC 组相比，CORT 对 PC12 细胞的损伤程度与浓

度成正比关系，0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mmol·L-1CORT
作用于 PC12细胞 24 h后，细胞存活率均明显下降，

其中 0.2 mmol·L-1CORT 对 PC12 细胞的损伤率约为

70%（P<0.01），表明较高剂量 CORT 可引起神经细

胞的损害 . 因此，本研究采用 0.2 mmol·L-1CORT 对

PC12细胞进行干预 24 h，模拟焦虑障碍神经细胞损

伤状态 .

2.3　獐牙菜对 CORT诱导的 PC12细胞损伤的活力

评估

实验结果显示（图 3），与NC组相比，MC组有明

显差异性（P<0.01）；25 µg·mL-1和 50 µg·mL-1 SB 对

0.2 mmol·L-1 CORT诱导的 PC12细胞具有保护和增

殖作用，且与MC组比较有明显差异（P<0.05）. 其作

用与阳性对照药BUS一致 .
2.4　獐牙菜对 CORT 诱导的 PC12 细胞中 cAMP 水

平的影响

cAMP作为机体内传递信息的“第二信使”，具有

调节体内物质代谢、激素分泌和神经可塑性等作用，

参与包括突触信息传递等体内多种生理和病理过

程 . 当单胺类神经递质与GPCRs结合后激活 cAMP，
cAMP 能增强中枢神经系统 PKA 的活性，活化后的

PKA磷酸化转录因子CREB. CREB参与细胞信号转

导，具有调控多种神经系统机能的能力［17］. 而活化后

的 CREB进一步对下游生长因子 BDNF表达进行调

控，从而发挥神经保护作用［18］. Geng［19］等采用慢性

束缚建立焦虑障碍大鼠模型，发现其海马和前额叶

皮质中 cAMP和 PKA浓度，CREB和BDNF mRNA水

平显著降低，经郁合欢胶囊治疗后逆转了这种情况

并有效改善了大鼠焦虑样行为 . CORT诱导的 PC12
细胞中 cAMP水平（图4）ELISA检测结果表明：与NC
组相比，MC 组有明显差异性（P<0.01）；与 MC 组相

比，SB-L 和 SB-H 对 0.2 mmol·L-1 CORT 诱导的 PC12
细胞内 cAMP水平显著下降（P<0.05），能不同程度地

提高细胞内 cAMP 水平 . 其作用与阳性对照药 BUS
一致 .

2.5　獐牙菜对PKA、CREB、BDNF和5-HT1AR mRNA
水平的影响

5-HT1AR作为一种典型的G蛋白偶联受体，参与

调节 cAMP/PKA-CREB-BDNF信号通路 . 在5-HT1AR
敲除模型的研究中，患有 5-HT1AR缺乏症的动物表

与NC组相比，##P<0.01；与MC组相比，*P<0.05，**P<0.01.
图3 SB-L、SB-H对0. 2 mmol·L-1皮质酮诱导的PC12细胞活力的

影响（n=5）
Fig. 3　Effects of SB-L and SB-H on the viability of PC12 cells induced 

by 0. 2 mmol·L-1corticosterone （n=5）

与NC组相比，**P<0.01.
图2 CORT诱导PC12细胞损伤模型的造模浓度筛选（n=5）

Fig. 2　Selection of modeling concentration for CORT induced PC12 
cell injury model （n=5）

与NC组相比，##P<0.01；与MC组相比，*P<0.05，**P<0.01.
图4 SB-L、SB-H对0. 2 mmol·L-1皮质酮诱导的PC12细胞内 cAMP

水平的影响（n=5）
Fig. 4　Effects of SB-L and SB-H on cAMP levels in PC12 cells 

induced by 0. 2 mmol·L-1 corticosterone （n=5）
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现出更高水平的焦虑［20］. BUS 能激活突触前部分

5-HT1AR，临床上常用于治疗焦虑障碍［21］. q-RT PCR
结果（图 5）显示，与NC组相比，MC组有明显差异性

（P<0.01）；0.2 mmol·L-1 CORT 组 PC12 细 胞 中 的

PKA、CREB、BDNF 和 5-HT1AR 的 mRNA 水平较 NC
组显著下调（P<0.01）. 与 MC 组相比，SB-L 和 SB-H

均能不同程度提高 PKA、CREB、BDNF 和 5-HT1AR
转录水平（P<0.05或 P<0.01）. 其作用与阳性对照药

BUS 一致 . SB-H 和 BUS 不同程度地上调 5-HT1AR 
mRNA水平，提示其可能通过激动 5-HT1AR发挥缓

解焦虑障碍 .

3　结语

采用皮质酮（CORT）诱导 PC12 细胞损伤模型，

发现了 CORT 诱导 PC12 细胞的损伤程度呈剂量依

赖性，而 SB能够一定程度上缓解CORT造成的损伤

作用，促进细胞增殖，且高剂量组效果与阳性对照

BUS 相当 . SB 和 BUS 都能不同程度提高 PKA、
CREB、BNDF 和 5-HT1AR mRNA 转录水平和胞内

cAMP 浓度，表明 SB 能够有效保护 CORT 诱导的

PC12 细胞损伤，其途径可能与作用 cAMP/PKA-

CREB-BDNF 信号通路有关 . SB 能够促进 5-HT1AR
的转录水平 . 本研究探讨了獐牙菜属植物缓解焦虑

障碍的作用及分子作用机制，为獐牙菜属植物的开

发利用提供了一定的理论依据 .
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