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大蒜多糖抗氧化活性及其对PCI2细胞增殖的影响

郑 颖1”， 王 辉1， 郭国庆1， 黄雪松2， 沈伟哉1
(暨南大学1．医学院解剖学教研室；2。食品科学与工程系，广东广州510632；3。自城师范学院，吉林自城137000)

【摘要] 目的：检测大蒜多糖对大鼠嗜铬瘤细胞株(pheochromoeytoma cells，PCI2)增殖的影响和对经过氧化氢

(H：0：)诱导损伤的PCI2细胞的保护作用。方法：应用四氮唑蓝(MTr)比色法检测大蒜多糖对细胞增殖的影响；

建立H：0：致PCI2细胞损伤模型，于倒置相差显微镜下观察细胞形态的变化；化学比色法测定乳酸脱氢酶(LDH)

释放量及细胞内和细胞培养上清液中丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)的活性。结果：大蒜多糖各剂量

组均能显著提高正常PCI2细胞的存活数，大蒜多糖各剂量组均能有效对抗由25 p．mol／L H20：引起的细胞存活率

下降和细胞凋亡，可明显改善细胞形态的衰变，显著降低LDH释放量和细胞培养液及细胞内的MDA含量，提高

SOD活性。结论：大蒜多糖促进正常PCI2细胞增殖；且对H：0：诱导PCI2细胞损伤具有保护作用，其作用机制可

能与提高PCI2细胞的抗氧化能力有关。

【关键词】大蒜多糖；PCI2细胞；细胞增殖；过氧化氢；抗氧化

[中图分类号] 11363 [文献标识码】 A [文章编号】 1000—9965(2008)02-0110-05

Effect of garlic polysaccharide on cell proliferation and

antioxidant activities in PC 1 2 cells
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[Abstract] Ainl．To study the effect of garlic polysaccharide on cell proliferation and its protective

effect on pheoehmmoeytoma cells injury induced by hydrogen peroxide．Methods：MTr assay for cell

proliferation，the model that H2 02 induced injury in PC I2 ceils Was generated．Morphological changes of

PCI2 cells were observed under reversal phase microscope．Lactate dehydrogenase(LDH)，malondialde—

lyde(MDA)and superoxide dismutase(SOD)in the culture medium and MDA，SOD in ceils were

measured by spectroscopy respectively．Results：Garlic polysaccharide with different concentrations could

promote the cell proliferation of PCI2．It could resist the decrease in the cell viability and increase in the

apoptotic rate induced by 25 p．mol／L H2 02．After exposed to 25 pmoL／L H2 02 for 4 h，typical morpho-

106cal characteristics of cells injury were observed．Both LDH and MDA levels increased significantly，

while SOD level decreased significantly in H2 02 induced group compared with those in the sham group．

Garlic polysaecharide could decrease LDH and MDA content and increase SOD level significantly．Con·

clusion：Garlic polysaccharide stimulates the proliferation of PCI2；and it has protective effect on PCI2
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cells injury induced by hydrogen peroxide in culture，which may be related to enhancing the antioxidant

at：Iilites of PCI2．
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dation

大蒜(Allium sativum L)为百合科葱属植物的鳞

茎，营养丰富，是生活中的常用香辛蔬菜和调味品，具

有很强的防病、治病和保健功能⋯。中医认为，大蒜

有开胃健脾、祛寒除湿和消肿散毒等功能悼J。现代医

学、营养学、预防医学的研究证明：大蒜有降血脂、预

防动脉硬化、防治冠心病、脑血栓、消炎杀菌、抗肿瘤、

提高机体免疫力、保护肝脏、降血压和延缓衰老等作

用口J，大蒜的药用保健效果与其所含的有机锗和硒、

超氧化物歧化酶(SOD)等酶类、蒜氨酸及其分解产物

大蒜素、大蒜多糖等成分有直接或间接的关系L4j。大

蒜多糖(garlic polysaccharide，GP)是大蒜的主要成分

之一，目前的研究表明，大蒜多糖具有抗菌、消炎、抗

凝血、降血脂和预防动脉粥样硬化等多方面的生理

功能∞】。为了探讨大蒜多糖对神经细胞的营养和

保护作用，本研究以大鼠嗜铬瘤细胞株(pheochro．

mocytoma cells，PCI2)为对象，用25 iLLmol／L H202

造成细胞氧化损伤模型，观察不同浓度的大蒜多糖

对PCI2细胞的增殖影响和抗氧化效果。

1材料与方法

1．1材料与试剂

PCI2细胞由中山大学实验动物中心提供，在

DMEM培养基(Gibco，美国)中培养。大蒜多糖由

暨南大学食品科学与工程系分离纯化及鉴定。胰蛋

白酶购自美国Gibco公司，胎牛血清购自杭州四季

青生物工程材料有限公司，乳酸脱氢酶(LDH)测定

试剂盒、超氧化物歧化酶(SOD)活性测定试剂盒及

丙二醛(MDA)测定试剂盒均购自南京建成生物工

程研究所。

1．2方法

(1)PCI2细胞的体外培养PCI2细胞接种在

含有体积分数10％胎牛血清、100 IU／mL青霉素和

100 IU／mL链霉素的DMEM培养基中，于37℃、

95％湿度及体积分数5％CO：条件下培养、传代。

(2)大蒜多糖对PCI2细胞增殖的影响采用

MTT法测定细胞存活数和细胞存活率【6J：将对数生

长期细胞按1 X 105／mL接种于96孔培养板(Cor．

cell proliferation；hydrogen peroxide； antioxi—

ning，美国)中，每孔200灿，CO：培养箱中培养过
夜。大蒜多糖溶于DMEM并稀释成浓度为4 000、

2 000和l 000 I．Lg／mL的高、中、低剂量组，分别加到

不同孔中，每组6个平行孔，于上述条件下培养，每

24 h换液1次。对照组用DMEM做相同的处理。培

养48、72及96 h后，每孔加入MrIfI'溶液(10 mol／L)

20止，37℃孵育4 h后，小心吸弃培养板中的液体，
每孔加入150 trL DMSO，振荡10 min，使结晶物充分

溶解后在酶联免疫检测仪(BIO—RAD，美国)上以570

nlTl波长测定吸收值(A)。细胞存活率按公式：存活

率=实验缈对照组X 100％计算，重复6次。
(3)抗氧化损伤的实验分组96孔板中同一代

PCI2细胞长成单层后，随机分为5组：正常组、

H：O：致损伤组、大蒜多糖高浓度组、大蒜多糖中浓

度组及大蒜多糖低浓度组。高、中、低浓度大蒜多糖

作用20 h后，相应组加入H：0：溶液(终浓度为25

p。mol／L)，继续培养4 h后测定相应指标。

(4)形态学观察在倒置相差显微镜下观察各

组PCI2细胞的形态变化并照相。

(5)PCI2细胞培养液中LDH、SOD和MDA含

量测定分别取经1．2(3)处理的各组细胞上清液，

按LDH、SOD和MDA测定试剂盒说明书操作，比色

法测定细胞培养液中LDH、SOD及MDA的A值并

计算其活性。

(6)PCI2细胞内SOD和MDA的含量测定收

集经1．2(3)处理后的细胞并悬浮于0℃生理盐水，

冰浴中用超声细胞破碎仪完全破碎细胞(20 kHz，2

min)，显微镜下观察无细胞后分别取100 IxL悬液，

按SOD及MDA测定试剂盒说明书测定其A值并计

算活性。

1．3统计学处理

采用SPSS软件进行统计学处理，各组数据用

(元4-s)表示，P<0．05为差异显著。

，，多士甲
- 耋日木

2．1大蒜多糖对正常PCI2细胞增殖影响

处理24 h后各组细胞在光镜下无明显差异。
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随着培养时间延长，差异逐渐明显，大蒜多糖高、中、

低剂量组细胞比对照组生长旺盛、数密度明显增高。

MTT检测结果显示，与对照组比较，处理48、72和

96 h后大蒜多糖高、中、低剂量组细胞的存活率均

明显高于对照组(P<0．01，图l、表1)，表明大蒜多

糖可以促进正常PCI2细胞增殖。

250

200

摹

嚣1 50
壮

薰㈣
50

O
48h 72h 96h

1．对照组，2．大蒜多糖高浓度组，3．大蒜多糖中浓度组，4．大蒜

多糖低浓度组，1)与对照组比较，P<O．0l

图l M1TI'计数的正常神经细胞存活率

1)与对照组比较，P<O．01

2．2大蒜多糖对H：O：诱导PCI2细胞形态损伤

修复的作用

与对照组相比(图2 A)，H：02致损伤组PCI2

细胞体积缩小，突起多消失，表面变光滑，细胞间

隙显著增大，表现出明显的细胞损伤形态(图2

B)。与H：O：致损伤组相比，大蒜多糖各浓度组受

损伤细胞减少，细胞形态基本恢复正常(图2 C、D、

E)，细胞密度明显增大。因此，不同浓度的大蒜多

糖均能明显降低由25 I山mol／L H：0：所致的PCI2细

胞形态损伤的程度。

A．正常组；B．H202致损伤组；c．4 000∥mL大蒜多糖+H202组；D．2 000∥mL大蒜多糖+H202 gt；
E．1 000肛∥mL大蒜多糖+H202组

图2倒置相差显微镜下PCI2细胞形态学观察 (×200)

2．3大蒜多糖对H：02诱导PCI2细胞损伤的细

胞存活率测定

按照1．2(3)处理，MTr检测结果显示，25

p,mol／L Hz0：可导致细胞存活率明显下降，下降比

率达40％(图2．2)(P<0．01)。大蒜多糖高、中、低

剂量组均能显著抑制氧化损伤导致的细胞存活率下

降，可大幅度提高细胞存活率(大于20％)(P<

0．01)见图3(3．4．5)。
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2．4 PCI2细胞培养液中LDH含量、SOD活性及

MDA含量的变化

由表2可见，H：O：致损伤组细胞培养液中

LDH含量较对照组增加了4．4倍，SOD活性明显降

低，MDA水平则增大3．3倍，与对照组相比均表现

出显著变化(P<0．01)。与H：O：致损伤组相比，

大蒜多糖高、中、低浓度组可降低由H：0：所导致的

PCI2细胞LDH释放的增高(P<0．05)；大蒜多糖

高浓度组和中浓度组可显著提高PCI2细胞培养液

中SOD活性(两组P<0．01)，但低浓度组PCI2细

胞培养液中SOD活性提高无统计学意义；同时，各

浓度组均可降低由H：O：所导致的PCI2细胞培养

液中MDA增高的水平，(P<0．01，P<0．01，P<

0．05)。

紧
瞽
烬
烛
罄
黑

1．对照组；2．H202致损伤组；3．大蒜多糖低浓度组；4．大蒜

多糖中浓度组；5．大蒜多糖高浓度组。1)与对照组比较，P<0．01；

2)与H202致损伤组比较，P<O．01

图3 MTr计数法测得的损伤后细胞存活率

表2大蒜多糖对H：O：诱导PCI2细胞培养液

中酶类含量的影响 (孟4-s，n=6)

组别LOH／CU·L“) SOD／CU·mL’1)lMDA／(nmol·mL一)

对照组

如O：致损伤组

大蒜多糖高浓度组

大蒜多糖中浓度组

大蒜多糖祗浓度纽

240．570±95．872 14．390±0．232

1057．310±211．261”13．嘴o±0．1253)

771．110±鼯．3醴¨14．270±0．1402)

752．650±127．771”13．720 e0．2612)

962．400±224．0s1¨13．300±O．187

0．190±0．02l

0．62l±0．0483)

0．357±0．0382)

0．392 tO．0572)

O，523±O．0451’

1)与H202损伤组比较，P<0．05；2)与H20z损伤组比较。P<

0．01；3)与对照组比较，P<0．01

2．5 PCI2细胞内SoD和MDA含量的影响

由表3可见，与对照组相比，H：0：致损伤组的

PCI2细胞内SOD的活性明显降低(P<0．01)，

MDA水平明显增加(P<0．01)。与H：O：致损伤组

相比，不同浓度大蒜多糖处理后再由H：0：诱导

PCI2细胞内的SOD活性明显升高，而MDA水平显

著降低，最终均趋向于正常。

表3大蒜多糖对H：02诱导PCI2细胞内酶类含量的影响

(孟±s，n=6)

组别 soD／(u·nag。1)iDA／(nmol·mg一)

1)与H202损伤组比较，P<0．01；2)与对照组比较，尸<0．01

3讨论

GP是大蒜的主要成分之一，为果聚糖(含少量

的葡萄糖)口】，目前的研究表明，大蒜多糖具有抗

菌、消炎、抗凝血、降血脂和预防动脉粥样硬化等多

方面的生理功能哺】。但是关于大蒜多糖的抗氧化

活性，尤其是作用于神经系统的抗氧化活性方面的

研究不多。而中枢神经系统的氧化退变又是目前常

见的中枢疾病，其病理机制多是与神经细胞的氧化

损伤和凋亡有关，因此保护神经细胞免受损伤是治

疗中枢神经系统氧化退变的一个重要手段。

PCI2细胞是从大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤中分离

出的一个瘤细胞系，虽然不是真正的神经元，但其

在体外培养中表现出的聚集成团和有纤维状突起等

生长特征类似神经元，而且能分泌儿茶酚胺、多巴胺

和去甲肾上腺素等神经递质归J。由于分化的PCI2

细胞在形态和功能上具有典型的神经元特征，因此

被广泛地作为细胞模型用于神经细胞凋亡及神经细

胞分化等方面的研究¨引。H：O：是一种重要的活性

氧，外源性H：O：极易通过细胞膜进入细胞，在细

胞内过渡金属存在时通过Fenton反应，形成高活性

的自由基，如单态氧、羟自由基等，进一步造成细

胞损伤¨¨。因其操作简单，容易控制，常用于体外

模拟细胞的过氧化损伤实验。

本实验观察了大蒜多糖对PCI2细胞生长增殖

的影响，结果表明高、中、低剂量均有促进细胞增殖

作用，同时存在相应的剂量依赖效应关系，且优于它

的时间依赖效应关系。为了进一步探讨其作用机

制，利用PCI2细胞模拟神经元的反应，建立低浓度

H：O：诱导PCI2细胞损伤的体外培养模型，观察大

蒜多糖对神经元的可能保护作用。形态学观察表

明，H：O：致损伤组PCI2细胞体积明显缩小，突起

消失，表面变光滑，细胞间隙增大，细胞出现损伤

∞

的

∞

加

加

0
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形态。大蒜多糖可明显保护H：0：所致PCI2细胞

形态损伤。LDH水平的升高是细胞受损的一个敏

感指标，细胞释放LDH增加，通常反映细胞损伤、

细胞膜通透性增加u2l。本研究结果表明，H：0：

(25 I山mol／L)诱导4 h，PCI2细胞培养液中LDH含

量较正常组明显升高，而大蒜多糖高、中、低浓度组

均可降低H202所致PCI2细胞这种LDH的释放，

提示大蒜多糖对H：02致PCI2细胞损伤具有一定

的保护作用。

MDA和SOD是反映自由基损伤的指标。自由

基对神经细胞的损害作用是引起生物膜上PUFA发

生脂质过氧化反应，生成大量的髓过氧化物酶(my-

elopemxidase，MPO)，MPO的代谢产物MDA可使磷

脂、蛋白质发生交链、变性，同时其含量的变化间接

反映了组织中氧自由基含量的变化。由于MDA是

MPO的稳定代谢产物，常用来反映组织脂质过氧化

损伤的程度H31。SOD是存在于细胞质和线粒体中

的一种金属蛋白酶，可催化歧化反应，清除引发自由

基连锁反应的起始基一超氧阴离子，通过一系列化

学反应缓冲及清除自由基而具有抗自由基损伤的作

用，是机体内抗氧化系统的重要组成部分，其活性

高低可间接反映组织自由基的含量和脂质过氧化程

度【l4l。因此，测定MDA、SOD活性不仅可反映神经

细胞损伤的原因，还可以判断细胞损伤的程度。

本研究结果显示，H20：诱导PCI2细胞4 h，与

正常组相比，H：0：致损伤组PCI2细胞内及培养液

中MDA活性明显升高，而SOD活性显著降低，提示

H：0：所致PCI2细胞损伤与脂质过氧化损伤有关。

大蒜多糖可提高PCI2细胞内及培养液中SOD活

性，并显著降低培养液和细胞内MDA水平，提示大

蒜多糖可能是通过抗过氧化作用保护H：0：诱导的

PCI2细胞损伤。
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