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灰树花多糖对谷氨酸损伤PC12细胞的保护作用
李红侠，吴长昊，聂振威，赵 博，毛雨晴
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摘 要：通过谷氨酸诱导 PC12细胞损伤，建立氧化应激损伤的体外模型，探讨灰树花多糖对细胞损伤的保护作用。试验分为

模型组（谷氨酸 15 mmol/L）、治疗组（灰树花多糖 25、50、100、200 mg/L+谷氨酸 15 mmol/L）、对照组（不添加谷氨酸和灰树花多

糖）； MTT法检测细胞活性；酶标仪及检测试剂盒检测抗氧化酶（过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶）活性、抗

超氧阴离子活力及丙二醛浓度；活性氧检测试剂盒（ROS Assay Kit）检测活性氧（reactive oxygen species, ROS)水平；流式细胞

仪检测细胞凋亡率。结果表明：（1）治疗组细胞存活率、抗氧化酶的活性均高于模型组，且随着灰树花多糖质量浓度的增加呈

现先上升后下降的趋势；丙二醛浓度则相反。（2）治疗组灰树花多糖质量浓度为 100 mg/L 时，细胞存活率最高（80.27% ± 
0.82%），过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、抗超氧阴离子活性最大（分别为 24.78 µmol•min-1•mL-1、21.42 
µmol•min-1•mL-1、48.62 µmol•min-1•L-1、137.65 µmol•min-1•L-1）、丙二醛浓度最小（0.92 nmol/mL），且与模型组相比，差异有统

计学意义（P < 0.05）。（3）治疗组灰树花多糖质量浓度为 100 mg/L 和 200 mg/L 时，随着多糖质量浓度的增加，细胞 ROS 水平升

高、细胞凋亡率增大，但细胞ROS水平、凋亡率均显著低于模型组（P < 0.05）。灰树花多糖能抑制细胞凋亡，提高抗氧化酶活性

和抗超氧阴离子的活性，减少ROS和丙二醛的生成，对谷氨酸损伤具有一定的保护作用。 
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Protective Effect of Grifola frondose Polysaccharide Against PC12 Cell Dam⁃
age Induced by Glutamate Acid

LI　Hongxia，WU　Changhao，NIE　Zhengwei，ZHAO　Bo，MAO　Yuqing
（School of Biological and Food Engineering，Suzhou University，Suzhou，Anhui 234000， China）

Abstract: The in vitro model of oxidative stress injury was established by glutamate-induced PC12 cell injury, and the 
protective effect of Grifola frondosa polysaccharide on cell injury was investigated. The experiment was divided into a 
model group (glutamic acid 15 mmol/L), a treatment group (Grifola frondosa polysaccharide 25,50,100,200 mg/L + glu⁃
tamic acid 15 mmol/L), a control group (without glutamic acid and Grifola frondosa polysaccharide). Cell activity was de⁃
tected by MTT assay. The activity of antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase), anti-
superoxide anion activity and malondialdehyde concentration were detected by microplate reader and detection kit. The 
level of reactive oxygen species (ROS) was detected by ROS Assay Kit. The apoptosis rate was detected by flow cytometry. 
The results showed that: (1) The cell survival rate and antioxidant enzyme activity in the treatment group were higher than 
those in the model group, and increased first and then decreased with the increase of Grifola frondosa polysaccharide con⁃
centration. The concentration of malondialdehyde was the opposite. (2) When the concentration of Grifola frondosa poly⁃
saccharide in the treatment group was 100 mg/L, the cell survival rate was the highest (80.27% ± 0.82%), the activities of 
catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase and anti-superoxide anion were the highest (24.78 µmol·min-1· 
mL-1, 21.42 µmol·min-1·mL-1, 48.62 µmol·min-1·L-1, 137.65 µmol·min-1·L-1, respectively), and the concentration of 
malondialdehyde was the lowest (0.92 nmol/mL). Compared with the model group, the difference was statistically signifi⁃
cant (P < 0.05). (3) When the mass concentration of Grifola frondosa polysaccharide in the treatment group was 100 mg/L 
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and 200 mg/L, with the increase of polysaccharide mass concentration, the level of ROS and apoptosis rate increased, but 
the level of ROS and apoptosis rate were significantly lower than those in the model group (P < 0.05). Grifola frondosa 
polysaccharide can inhibit cell apoptosis, improve antioxidant enzyme activity and anti-superoxide anion activity, reduce 
the production of ROS and malondialdehyde, and has a certain protective effect on glutamate damage.
Keywords: Grifola frondose； polysaccharide； neurons； antioxidant enzymes； reactive oxygen species； apoptosis

0 引言

灰树花 （Grifola frondose） 又名贝叶多孔菌，是

一种食药兼用珍贵食用菌［1］ 。分类学上属于担子

菌非褶菌目，多孔菌科，其子实体具有一种特殊的

香味和氧化损伤的保护作用［2］ 。由于富含多种营养

物质，如氨基酸、多糖、维生素、矿质元素、麦角甾醇

等，其营养价值较高［3］。灰树花中含有的灰树花多

糖具有多种生物活性和药理作用［4］，目前研究较多

的是抗肿瘤、抗病毒、抗氧化以及降血脂、血糖

等［5-11］ ，另外在防止胃黏膜受损，抑菌等方面也有报

道［12］，但在神经保护方面的研究相对较少。

谷氨酸（glutamic acid， Glu）是中枢神经系统中

主要的游离氨基酸，也是重要的兴奋性神经递

质［13］，但释放过度时，就会破坏细胞成分包括线粒

体，使活性氧含量升高或代谢出现障碍。Glu 大量

集聚，就会导致神经细胞退化、引起神经系统性疾

病，如缺血性中风，帕金森病，阿尔茨海默病等都与

大脑中积累了高浓度的谷氨酸有关［14-16］。随着环境

污染，生活压力的增大，与神经细胞有关的一些中

枢神经系统退行性疾病发病人数不断增多［17-18］。基

于此，本试验拟通过 Glu 诱导大鼠肾上腺嗜铬细胞

瘤株 PC12 细胞，建立神经细胞受损模型，研究 Glu
损伤神经细胞后灰树花多糖对其受损的保护作用，

旨在为灰树花多糖对神经退行性疾病的治疗和应

用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1　材料、试剂与仪器

1）材料：灰树花多糖（GFP）（纯度 95.352%，宿

州学院生物与食品工程学院食品实验室提供）；

PC12 细胞株（购于中国科学院上海细胞生物学研

究所）。

2）主要试剂：DMEM（dulbecco's modified eagle 
medium）高糖培养基（南京化学试剂有限公司）； 
MTT［3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑

溴盐，纯度 99%，Sigma公司］；谷氨酸（纯度 99%，阿

拉丁试剂）；新生胎牛血清（杭州四季青生物工程材

料有限公司）；谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione per⁃

oxidase， GSH-Px）、超氧化物歧化酶（superoxide dis⁃
mutase， SOD）、过氧化氢酶（catalase， CAT）、丙二醛

（Malondialdehyde， MDA）、超氧阴离子及这几种物

质的检测试剂盒（南京建成生物公司）；活性氧检测

试剂盒（ROS Assay Kit）（上海碧云天生物技术有限

公司）；Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）。

3）主要仪器：扫描酶标仪（Sunrise，奥地利

TECAN）；CO2培养箱（Heracel，美国Kendro）；流式细

胞仪（C6，BD公司）；倒置荧光显微镜（Olympus CX-
40，日本 Olympus）；激光共聚焦显微镜（FV1200+
IX83，日本Olympus）。

1.2　试验方法

1.2.1　Glu损伤神经模型的建立

把对数生长期的 PC12 细胞（以 2×104个/mL 密

度接种）分为模型组（谷氨酸处理组）、治疗组（谷氨

酸和灰树花多糖处理组）、对照组（空白对照）。其

中模型组的处理方式为：将细胞接种于培养器具，

待长满一层后，加谷氨酸至终浓度15 mmol/L［19］）；治

疗组的处理方式为：细胞加灰树花多糖培养 1 h 后

（灰树花多糖终质量浓度分别为 25、50、100、200 mg/
L）再加谷氨酸（终浓度15 mmol/L）；对照组既不加灰

树花多糖也不加谷氨酸，采用完全培养基进行

培养。

1.2.2　灰树花多糖对神经细胞 Glu 损伤的细胞存

活率

MTT 法测定神经细胞活性。按照设定好的试

验分组，取对数生长期细胞，以 2×104个/mL密度，将

细胞培养于 96孔板中，每孔加入 100 µL细胞悬液，

置于培养箱中培养（5%CO2，37 ℃）待细胞贴壁后，

治疗组每孔加入不同梯度的灰树花多糖（药物）100 
µL，药物终质量浓度分别为 25、50、100、200 mg/L，
重复 6次，另设正常对照孔（不加被测药）和Glu组。

培养 24 h，取出细胞板，每孔加入 15 µL 5 mg/mL 的

MTT溶液，晃动混匀，放回培养箱继续孵育，4 h后取

板，弃去培液，每孔加入二甲亚砜 150 µL，平板摇床

摇动 8~10 min。于酶标仪 490 nm 波长下测定 96 孔

板每孔吸光度值，计算细胞存活率 y。细胞存活率 y
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的计算公式如式（1）所示。

y =  ab  ×100% （1）
式中：a为治疗组或模型组A490处吸光度值；b为对照

组A490处吸光度值。

1.2.3　灰树花多糖对Glu损伤神经细胞相关氧化指

标的测定

分别测定对照组、模型组和治疗组细胞的

CAT、SOD、GSH-Px 活性、MDA 浓度和抗超氧阴离

子的活力。取对数生长期细胞，以 2×108个/L密度，

将细胞培养于 6 孔板中；12 h 后，按试验分组（分组

方法同 1.2.2）给予不同处理；24 h后，分别收集各组

细胞液，依照检测试剂盒的说明书操作，酶标仪测

定OD值，计算各项指标值。

1.2.4　细胞内活性氧荧光强度的检测

将PC12细胞接种于共聚焦专用细胞培养皿中，

根据试验分组进行不同处理，对照组、模型组、治疗

组（根据 1.2.2和 1.2.3的结果，灰树花多糖质量浓度

分别为 100和 200 mg/L处理 1 h后加谷氨酸，至谷氨

酸终浓度为 15 mmol/L），3次重复，24 h后，弃去培养

液，采用性氧检测试剂盒检测PC12细胞内线粒体内

活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平。加入终

浓度为10 µmol/L的活性氧荧光探针(DCFH-DA)，于
37 ℃细胞培养箱孵育 25 min左右，用不含血清的细

胞培养液洗 3 遍后，加入 1 mL DMEM 培养液，于激

光共聚焦显微镜在异硫氰酸荧光素（fluorescein iso⁃
thiocyanate，FITC）的参数设置下，采集荧光信号，通

过 Image J 软件进行平均荧光强度的半定量分析。

1.2.5　灰树花多糖对神经细胞Glu损伤细胞凋亡的

影响

神经细胞 PC12的凋亡经 Annexin V/PI双染，流

式细胞仪检测。把生长至对数期的 PC12细胞接种

于 6 孔板（2×108个/mL 细胞）中，试验分组及处理同

1.2.4，对照组加相同量的细胞培养基。培养结束后

（24 h），将细胞收集，冷的磷酸缓冲盐溶液（phos⁃
phate buffered saline， PBS）漂洗 2次，悬浮于 500 µL 
Binding Buffer，再加入 5 µL Annexin V-FITC和 5 µL 
碘化丙啶（PI），轻吹打混匀，室温避光反应 15 min，
上机检测。用 Flowjo7.6.1 （FACSCA2BUR， Becton 
Dickinson， USA）软件进行数据分析及出图。

1.3　统计学分析

采用 SPSS 22.0统计软件进行数据分析，计量数

据表示为均数±标准差（
-x±s）表示，采用单因素方差

分析，比较多组间差异，用 t 检验进行组间比较；

以P < 0.05为差异有统计学意义，P < 0.01为差异有

高度统计学意义。

2 结果与分析

2.1　灰树花多糖对 PC12细胞Glu损伤细胞活性的

影响

MTT法测定结果可知，模型组和治疗组细胞存

活率均低于对照组，其中，模型组细胞存活率最低，

为 56.8% ± 0.78%；不同质量浓度的灰树花多糖给药

后，细胞的存活率较模型组升高，表明灰树花多糖

能明显改善细胞损伤。灰树花多糖质量浓度为 25~
100 mg/L时，随着多糖质量浓度的增加，细胞存活率

呈浓度依赖性，特别是多糖质量浓度为 100 mg/L
时，细胞的存活率最高，为 80.27% ± 0.82%；当多糖

质量浓度增加到 200 mg/L 时，细胞生存率下降，但

显著高于模型组（P < 0.05），具体如图1所示。

2.2　灰树花多糖对Glu损伤PC12细胞CAT、SOD、
GSH-Px酶活性和MDA浓度的影响

2.2.1　灰树花多糖对CAT酶活性影响

模型组 CAT 活性明显低于对照组（P < 0.05）；

不同质量浓度灰树花多糖治疗后，CAT活性均高于

模型组，且随着灰树花多糖质量浓度的增加呈现先

上升后下降的趋势；当灰树花多糖质量浓度达到

100 mg/L 时，CAT 活性最高，且与模型组相比，差异

有高度统计学意义（P < 0.01）；当灰树花多糖质量浓

度升至200 mg/L时，CAT活性开始下降（图2（a））。

2.2.2　灰树花多糖对SOD酶活性影响

模型组 SOD酶活性与对照组相比，差异有高度

统计学意义（P < 0.01）；加入不同质量浓度灰树花多

糖治疗后，SOD 酶活性均明显高于模型组（P <
0.01），且呈现先上升后下降的趋势，在灰树花多糖

注： ** 表 示 与 对 照 组 相 比 ，差 异 有 高 度 统 计 学 意 义

（P < 0.01）； ＃表示与模型组（谷氨酸组）相比，差异有统计

学意义（P < 0.05）； ＃＃表示与模型组（谷氨酸组）相比，差异

有高度统计学意义（P < 0.01）。

图1　灰树花多糖对PC12细胞存活率的影响
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质量浓度为100 mg/L时达到最大（图2（b））。

2.2.3　灰树花多糖对GSH-Px酶活性影响

无论是模型组还是治疗组，其 GSH-Px 酶活性

都低于对照组，其中，模型组GSH-Px酶活性明显低

于对照组（P < 0.05）；在治疗组中，随着灰树花多糖

质量浓度的增加，GSH-Px 酶活性呈现先上升后下

降的趋势，在灰树花多糖质量浓度为 100 mg/L时达

到最大（图2（c））。

2.3　灰树花多糖对MDA浓度影响

模型组 MDA 浓度明显高于对照组（P < 0.01）。

治疗组MDA浓度均低于模型组，且随着灰树花多糖

质量浓度的增加，MDA浓度呈现先下降后上升的趋

势，当灰树花多糖质量浓度为 100 mg/L 时，MDA 浓

度最低（图2（d））。

2.4　灰树花多糖对抗超氧阴离子的影响

模型组抗超氧阴离子的能力明显低于对照组

（P < 0.05），治疗组抗超氧阴离子的能力均高于模型

组，且随着灰树花多糖质量浓度的增加呈现先上升

后下降的趋势；当灰树花多糖质量浓度为 100 mg/L
时，抗超氧阴离子的能力最强，且与模型组相比，差

异有高度统计学意义（P < 0.01）（图3）。

2.5　灰树花多糖对PC12细胞线粒体内ROS释放的

影响

各组细胞内 ROS 的荧光图（×400）如图 4所示，

相对荧光强度如图 5所示。模型组细胞内ROS的相

对荧光强度明显高于对照组（P < 0.01）；当加入灰树

花多糖（100、200 mg/L）保护后，细胞内 ROS 的相对

荧光强度低于模型组，且随着灰树花多糖质量浓度

的增加呈下降趋势；当灰树花多糖质量浓度为 200 
mg/L 时，ROS 的相对荧光强度与模型组相比，差异

有高度统计学意义（P < 0.01）（图5）。

2.6　细胞凋亡的变化

模型组的细胞凋亡率明显高于对照组；治疗组

（灰树花多糖质量浓度为 100、200 mg/L）的细胞凋亡

率明显低于模型组，但高于对照组，且随着灰树花

注：*表示与对照组相比，差异有统计学意义（P < 0.05）；**表示与对照组相比，差异有高度统计学意义（P < 0.01）； ＃表示与模

型组（谷氨酸组）相比，差异有统计学意义（P < 0.05）；＃＃表示与模型组（谷氨酸组）相比，差异有高度统计学意义（P < 0.01）。

图2　灰树花多糖对PC12细胞CAT活性（a）、SOD活性（b）、GSH-Px活性（c）、丙二醛浓度（d）的影响

注： *表示与对照组相比，差异有统计学意义（P < 0.05）； ＃表
示与模型组相比，差异有统计学意义（P < 0.05）； ＃＃表示与

模型组相比，差异有高度统计学意义（P < 0.01）。

图3　灰树花多糖对PC12细胞抗超氧阴离子的影响
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多糖质量浓度的增加，其细胞凋亡率呈现上升的趋

势（图 6）。当灰树花多糖浓度为 100 mg/L 时，细胞

早期凋亡下降到0.63%，晚期凋亡下降到8.92%。

3 讨论与结论

Glu是中枢神经系统中含量最高的一种神经递

质，Glu和胱氨酸经二者之比转运体进行转运，在一

些神经元退行性疾病中，像阿尔茨海默病（能引起

痴呆）、帕金森病、肌萎缩性（脊髓）侧索硬化等，起

着极其重要作用的都是Glu。比如一些急性细胞损

伤（缺血、缺氧、缺糖、创伤、昏厥等），都能导致 Glu

大量释放，致使神经元受到损伤［20-21］。Glu 参与神

经元退行性疾病的发病机制与氧自由基的关系

密切。

PC12 细胞的形态、结构和功能，与神经元极其

相似，被广泛用于多种神经系统疾病研究之中。本

研究利用Glu诱导PC12细胞损伤，以观察灰树花多

糖抗 Glu 诱导对神经细胞损伤的保护作用。当 Glu
损伤神经细胞后，细胞生存率明显下降。有研究表

明，食用菌多糖能不同程度增加血清中 SOD 活性，

降低MDA浓度，有较好的抗衰老作用［22］。本试验获

得了相同的结论。在本研究中，利用Glu诱导 PC12
细胞凋亡，Glu组中，细胞液的 MDA浓度显著下降，

且与对照组相比差异有统计生物学意义（P < 0.05）。

治疗组中，SOD、CAT及GSH-PX酶活性均高于对照

（谷氨酸组），差异有统计学意义（P < 0.05）或高度统

计学意义（P < 0.01），抗超氧阴离子的能力随着多糖

质量浓度增加（25~100 mg/L时），逐渐升高，当多糖

质量浓度为 200 mg/L时，抗超氧阴离子的能力呈下

降趋势，无统计学意义，但仍高于谷氨酸组。在正

常情况下，神经组织内活性氧（ROS）的产生和清除

保持动态平衡，但当环境因素改变或病变的情况

下，过量的谷氨酸通过细胞内反应性的积累，损害

神经元细胞，将引起活性氧（ROS）产生过多，进而打

破了该动态平衡，将会触发神经细胞的兴奋性毒性

导致神经元细胞凋亡［23-24］。灰树花多糖质量浓度为

100~200 mg/L时，能降低Glu引起的 PC12 细胞损伤

的活性氧的生成（P < 0.05）。经 Annexin V/PI 双染

色，通过流式细胞术检测可知治疗组的细胞凋亡率

明显低于模型组，并表现一定的量效关系。通过本

试验研究表明，灰树花多糖可能作为一种氧化保护

剂，能够对神经元细胞氧化损伤起到保护作用。
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