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大枣为鼠李科植物枣（Ziziphus jujuba Mill.）的干燥成熟果

实，具有补中益气、养血安神的功效[1]。近年研究不断证实了

大枣的神经保护作用，如减轻长爪沙鼠海马组织的缺血性损

伤、提高脑内脑源性神经营养因子水平、抗惊厥和改善大鼠认

知障碍等[2-3]。但目前国内外对大枣神经保护方面的研究大部

大枣神经保护作用的活性组分筛选及其作用机制研究Δ
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摘 要 目的：筛选大枣神经保护作用的活性组分，并初步阐明其作用机制。方法：以大枣多糖富集组分（1 mg/ml）、大枣多糖去

除组分（1 mg/ml）、7种大枣黄酮类成分（儿茶素、原花青素B2、表儿茶素、金丝桃苷、芦丁、槲皮素-3-β-D-葡萄糖苷、山柰酚-3-O-芸

香糖苷，记为A、B、C、D、E、F、G，浓度均为3、13、30 µmol/L）和2种大枣核苷类成分（环磷酸腺苷、环磷酸鸟苷，浓度均为3、13、30

µmol/L）分别培养类神经细胞（PC12细胞）24 h 后，以叔丁基过氧化氢（tBHP，150 µmol/L）作用于 PC12细胞 3 h 诱导细胞氧化损

伤，MTT法检测PC12细胞的存活率。按上述方法培养转染了报告基因质粒（pARE-Luc）的PC12细胞24 h，采用荧光素酶（Luc）法

检测各组细胞中抗氧化元件（ARE）的转录水平（以Luc活性反映），以考察各组分抗损伤机制。结果：大枣多糖富集组分能显著提

高氧化损伤PC12细胞的存活率，升高转染细胞内ARE转录水平。大枣所含的黄酮类成分中A（30 µmol/L）、B（3～30 µmol/L）和C

（10～30 µmol/L）均能显著高细胞存活率，且A（30 µmol/L）、B（3～30 µmol/L）、C（30 µmol/L）、E（30 µmol/L）和F（3～30 µmol/L）能

显著提高转染细胞内ARE转录水平。大枣中核苷类成分环磷酸腺苷和环磷酸鸟苷则无明显提高氧化损伤PC12细胞存活率和和

转染细胞内ARE转录水平的作用。结论：大枣多糖类成分和大枣黄酮类成分可能是大枣神经保护作用的活性组分，且其作用机

制可能与激活ARE转录相关。
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Screening for the Active Ingredients of Ziziphus jujuba with Neuroprotective Effects and Their Mechanisms
of Action
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ABSTRACT OBJECTIVE：To conduct screening for the active ingredients of Ziziphus jujuba with neuroprotective effect and to il-

luminate their mechanisms of action preliminarily. METHODS：After neuron-like cells（PC12 cells）were respectively cultured in

the ingredient of Z. jujuba with polysaccharide enriched（1 mg/ml），that with polysaccharide removed（1 mg/ml），7 kinds of flavo-

noid ingredients of Z. jujuba（catechin，procyanidine B2，epicatechin，hyperoside，rutin，quercetin-3-β-D-glucoside and kaempfer-

ol-3-O-rutinoside，represented by A，B，C，D，E，F，G，all at the concentrations of 3，13，30 µmol/L）and 2 kinds of nucleoside

ingredients of Z. jujuba（cyclic adenosine monophosphate and cyclic guanosine monophosphate，both at the concentrations of 3，

13，30 µmol/L）for 24 h，tert-butyl hydroperoxide（tBHP，150 µmol/L）was used to act on PC12 cells for 3 h to induce oxidative

cellular damage，and MTT assay was employed to detect the survival rate of PC12 cells. The PC12 cells transfected with reporter

gene plasmid（pARE-Luc）were cultured as above for 24 h，luciferase（Luc）assay was used to detect the transcriptional levels of

the antioxidant response element（ARE）of all groups of cells（reflected as the activity of Luc）so as to investigate the anti-injury

mechanism. RESULTS：The ingredient of Z. jujuba with polysaccharide enriched could significantly increase the survival rate of

PC12 cells to which oxidative damage was caused and the transcriptional level of ARE in the transfected cells. Among the flavonoid

ingredients of Z. jujuba， A（30 µmol/L），B（3-30 µmol/L）and C（10-30 µmol/L）could significantly increased the survival rate

of the cells，and A（30 µmol/L），B（3-30 µmol/L），C（30 µmol/L），E（30 µmol/L）and F（3-30 µmol/L）could obviously in-

creased the activation level of ARE in the transfected cells. However，the nucleoside ingredients of Z. jujuba including cyclic ade-

nosine monophosphate and cyclic guanosine monophosphate had no obvious effect of increasing the survival rate of PC12 cells to

which oxidative damage was caused or activating the transcription of ARE in the transfected cells. CONCLUSIONS：The polysac-

charide and flavonoid ingredients of Z. jujuba may be the active ingredients which account for the neuroprotective effect against oxi-

dative cellular damage，and their mechanisms of action may be related to the activation of ARE transcription.

KEYWORDS Ziziphus jujuba；Neuroprotection；PC12 cells；Ingredient of Z. jujuba with polysaccharide removed；Ingredient of

Z. jujuba with polysaccharide enriched；Antioxidant response element；Flavonoid of Z. jujuba；Nucleoside of Z. jujuba
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分停留在功效分析上，缺乏对其有效物质基础的研究。据文

献报道，大枣水提物中主要成分为核苷类、黄酮类和多糖类 3

种[4-7]。其中，核苷类成分具有抗血小板凝聚和抗心律失常等

功效[8-9]，黄酮类成分具有抗氧化和抗炎等作用[10-12]，多糖类成

分则具有增强免疫功能、造血功能和抗氧化等作用[13-15]。而关

于这3类成分在神经系统方面作用研究鲜有报道。

近年来，关于氧化应激与神经性疾病的相关性假说引起

了相关学者的高度关注。类神经细胞——PC12细胞被广泛用

于评价药物基于氧化损伤或其他损伤的神经保护作用中，笔

者前期已经利用该细胞成功建立了基于抗氧化反应元件

（ARE）的抗氧化作用评价模型[6，16]。在本实验中，笔者在前期

建立的模型基础上进一步研究大枣中上述 3类组分在神经系

统中的作用，初步阐明大枣神经保护作用的物质基础。

1 材料
1.1 仪器

FLUOstar OPTIMA 型全自动多功能酶标仪（德国 BMG

Labtech公司）；Sartorius BP 211D型电子天平（十万分之一，德

国Sartorius公司）；CQ-250-DST型超声波清洗机（上海跃进医

用光学器械厂）。

1.2 药材、对照品、载体与试剂

大枣药材采自河北沧州，由香港科技大学中药研发中心

董婷霞博士鉴定为鼠李科植物枣（Ziziphus jujuba Mill.）的干燥

成熟果实；儿茶素（批号：E-0102）、原花青素 B2（批号：

E-0511）、表儿茶素（批号：E-0113）、金丝桃苷（批号：E-0193）、

芦丁（批号：E-0124）、槲皮素-3-β-D-葡萄糖苷（批号：E-0741）、

山柰酚-3-O-芸香糖苷（批号：E-0798）对照品均购自上海同田

生物技术股份有限公司，纯度均高于 98％；环磷酸腺苷

（cAMP，批号：A9501）、环磷酸鸟苷（cGMP，批号：G7504）、维

生素 C（VC，批号 ：1043003）、叔丁基氢醌（tBHQ，批号 ：

112941）对照品均购自美国Sigma公司，纯度均高于98％；大枣

多糖富集组分和大枣多糖去除组分由香港科技大学中药研发

中心提取、富集制得；荧光素酶（Luc）检测试剂盒（批号：

BC100L）购自美国应用生物系统中国公司；pGL4.37[luc2P/

ARE/Hygro]启动子报告载体[包含 4个重复的 ARE，序列为

5′-TAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAAAGCA-

ACTTT-3′，ARE可激活Luc报告基因 luc2P的转录]、报告基因

质粒（PARE-Luc）购自美国 Promega Corporation 公司；其余试

剂均为分析纯。

1.3 细胞株

大鼠嗜铬细胞瘤细胞株PC12细胞购于美国ATCC公司。

2 方法
2.1 大枣多糖富集组分与大枣多糖去除组分的制备

取大枣药材 80 g，加 20倍量水，煎煮 2次，每次 1 h，滤过，

合并2次滤液。滤液加4倍量乙醇沉淀，于4 ℃条件下放置过

夜，离心，分取上清液和沉淀物，分别干燥，即得大枣多糖去除

组分（2.88 g）和大枣多糖富集组分（58.19 g）。

2.2 大枣中各组分及其他试剂溶液的制备

取儿茶素、原花青素B2、表儿茶素、金丝桃苷、芦丁、槲皮

素-3-β-D-葡萄糖苷、山柰酚-3-O-芸香糖苷、cAMP、cGMP对照

品适量，精密称定，分别溶于二甲基亚砜（DMSO）溶液中，振摇

使其充分溶解，分别制备成浓度为100 mmol/L的贮备液；取大

枣多糖富集组分和大枣多糖去除组分适量，精密称定，分别溶

于水中，振摇使其充分溶解，分别制备成质量浓度为 50、100

mg/ml的贮备液。以上贮备液均贮存在4 ℃冰箱中，临用前根

据试验情况再用DMEM培养基进行稀释。

2.3 细胞培养[16]

将PC12细胞加至含6％胎牛血清、6％马血清、100 u/ml青

霉素以及100 μg/ml链霉素的DMEM培养基中，然后再置于温

度为37 ℃、含7.5％ CO2和一定湿度的培养箱中培养。

2.4 大枣各组分对神经细胞的保护作用

将PC12细胞接种到96孔板中，每孔约2×104个细胞，过夜

让细胞贴壁。第2天开始取“2.2”项下的大枣不同组分贮备液

分别用DMEM培养基稀释，使大枣多糖富集物组分、大枣多糖

去除组分质量浓度均为 1 mg/ml，各对照品浓度分别为 3、10、

30 μmol/L，分别加入培养的细胞中，作为给药组；同法加入相

同体积的DMEM培养基作为空白组。培养 24 h后，各孔均加

入 tBHP 溶液（氧化应激诱导剂，150 μmol/L）3 h 诱导细胞损

伤，再加入MTT溶液（0.5 mg/ml），继续培养 1 h后终止培养。

小心吸弃孔内培养液，每孔加入150 µl DMSO溶液，在避光条

件下置于摇床上低速振荡15 min，使结晶充分溶解。采用酶标

仪于570 nm波长处测量各孔的吸光度（A），其中空白组的吸光

度为A0、给药组的吸光度为AS。并计算细胞的存活率：存活率

（％）＝1－（1－AS）/（1－A0）×100％。试验重复 3次，结果以 3

次试验结果的平均值来表示。同时，以VC（1 mmol/L）为阳性

对照，同法测定细胞的存活率。

2.5 大枣各组分对转染细胞ARE转录的激活作用

通过 Lipofectamine 2000 转染技术，将报告基因质粒

（pARE-Luc）转染到培养的PC12细胞中，将转染后的PC12细

胞接种在 24孔板中，每孔约 5×105个细胞，过夜让细胞贴壁。

从第2天开始，给药组分别按“2.4”项下方法给药，空白组加入

相同体积的细胞培养液。给药24 h后取样，按Luc试剂盒说明

书操作进行Luc转录活性分析（以此反映细胞内ARE转录水

平）。荧光发光反应通过全自动多功能酶标仪进行定量，活性

大小采用吸光度（测定波长为 560 nm）表示，其中空白组吸光

度为A0、给药组为AS，计算相对Luc活性：相对Luc活性（％）＝

（AS/A0－1）×100％。试验重复 3次，结果以 3次试验结果的平

均值来表示。同时以 tBHQ（2 μmol/L）为阳性对照，同法测定

其对Luc活性的影响。

2.6 统计学方法

采用SPSS 13.0软件处理试验数据。组间两两比较采用 t

检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 大枣各组分对神经细胞的保护作用测定结果

3.1.1 大枣多糖富集组分与大枣多糖去除组分对神经细胞的

保护作用 在相同质量浓度下（1 mg/ml），大枣多糖富集组分

能显著减轻由 tBHP诱导的神经细胞氧化损伤，细胞存活率为

30％，但效果明显不及VC；而在大枣多糖去除组分作用下，细

胞存活率约为10％，与大枣多糖富集组分比较，差异有统计学

意义（P＜0.05）。结果提示，大枣多糖组分可能是大枣神经保

护作用的活性组分之一。大枣多糖富集组分和大枣多糖去除

组分作用后细胞存活率测定结果见图1。

3.1.2 大枣黄酮类组分和核苷类组分对神经细胞的保护作

用 儿茶素（30 μmol/L）、原花青素B2（3、10、30 μmol/L）和表

儿茶素（10、30 μmol/L）等均能减轻由 tBHP诱导的PC12细胞

··3496



中国药房 2016年第27卷第25期 China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 25

的氧化损伤，细胞存活率均大于 20％，与空白组（细胞存活率

为0）比较差异有统计学意义（P＜0.05），但效果不及VC；金丝

桃苷、芦丁、槲皮素-3-β-D-葡萄糖苷和山柰酚-3-O-芸香糖苷的

作用相对较弱。另外，cAMP、cGMP也无明显的保护作用，细

胞存活率接近0。结果提示，大枣黄酮类组分也可能是大枣神

经保护作用的活性组分之一。大枣黄酮类成分和大枣核苷类

成分作用后细胞存活率测定结果见图2。

3.2 大枣各组分对转染细胞内ARE转录的激活作用测定结果

3.2.1 大枣多糖类组分对转染细胞内ARE转录的激活作用 在

相同质量浓度（1 mg/ml）下，大枣多糖富集组分能显著诱导

Luc表达，相对Luc活性明显升高（即ARE转录水平升高）；而

大枣多糖去除组分则无明显作用，与大枣多糖富集组分比较

差异有统计学意义（P＜0.05）。结果提示，大枣中多糖类组分

的大枣神经保护作用机制与激活细胞内ARE转录相关。大枣

多糖富集组分和大枣多糖去除组分作用后转染细胞内相对

Luc活性测定结果见图3。

3.2.2 大枣黄酮类组分和核苷类组分对转染细胞内 ARE 转

录的激活作用 儿茶素（30 μmol/L）、原花青素 B2（3、10、30

μmol/L）、表儿茶素（10 μmol/L）、芦丁（10 μmol/L）和山柰酚-3-

O-芸香糖苷（3、10、30 μmol/L）5个黄酮类成分均能明显提高

Luc活性（即ARE转录水平升高），与空白组（相对Luc活性为

0）比较差异有统计学意义（P＜0.05）；而金丝桃苷、槲皮

素-3-β-D-葡萄糖苷作用相对较弱。另外，cAMP、cGMP也无显

著激活作用。结果提示，黄酮类组分的神经保护作用机制与

激活细胞内ARE转录相关。黄酮类成分和核苷类成分作用后

转染细胞内相对Luc活性测定结果见图4。

4 讨论
氧化应激产生的活性氧（ROS）直接或间接地损伤细胞内

蛋白质、核酸、脂质等大分子物质的生理功能，有关氧化应激

与神经系统疾病的相关性假说越来越受到研究者的重视。

Keep-Nrf2-ARE抗氧化信号通路是迄今为止发现的最重要的

内源性抗氧化应激通路，其通过调节下游的抗氧化酶和Ⅱ相

解毒酶等蛋白的表达而发挥抗氧化作用。在抗氧化酶和Ⅱ相

解毒酶基因的上游启动区有一非常保守的基因调控序列，被

称为 ARE，调动以上基因的表达主要是通过激活 ARE 实现

的 [17]。目前，以ARE为靶序列的细胞水平药物筛选模型在国

内报道相对较少，但相比于经典的抗氧化筛选模型有其独特

图 1 大枣多糖富集组分和大枣多糖去除组分作用后细胞存

活率测定结果
注：“＊”表示P＜0.05

Fig 1 The cell survival rate after the actions of the ingredi-

ent of Z. jujuba with polysaccharide enriched and

that with polysaccharide removed
Note：“＊”means P＜0.05
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图 2 大枣黄酮类成分和大枣核苷类成分作用后细胞存活率

测定结果
注：与空白组比较，＊P＜0.05

Fig 2 The cell survival rate after the actions of the flavo-

noid ingredients and the nucleoside ingredients of Z.

jujuba
Note：vs. blank group，＊P＜0.05
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图 3 大枣多糖富集组分和大枣多糖去除组分作用后转染细

胞内相对Luc活性测定结果
注：“＊”表示P＜0.05

Fig 3 The relative activities of Luc in the transfected cells

after the actions of the ingredient of Z. jujuba with

polysaccharide enriched and that with polysaccha-

ride removed
Note：“＊”means P＜0.05
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Fig 4 The relative activities of Luc in the transfected cells

after the actions of the flavonoid ingredients and the

nucleoside ingredients of Z. jujuba
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的优势，比如可进行高通量和微量化检测等。

在前期研究中，笔者发现大枣水提物可抵御 tBHP诱导的

PC12细胞的氧化损伤，提高氧化损伤PC12细胞的存活率，并

且大枣水提取物可激活转染细胞内ARE的转录水平[6]。在本

研究中，笔者进一步对大枣神经保护作用的活性组分进行筛

选。黄酮类成分目前被认为具有广泛的抗氧化活性，目前已

鉴定出大枣中含有的黄酮类成分有 17种[18-19]。本研究选取其

中7种主要黄酮成分进行神经细胞抗氧化损伤的评价，发现儿

茶素、原花青素B2和表儿茶素等黄酮类成分具有神经保护作

用（氧化损伤细胞存活率升高）。大枣多糖作为大枣特异性成

分也是目前研究的重点。在抗氧化活性方面，有研究采用阴

离子自由基测定方法、羟基自由基清除法等方法考察大枣多

糖的抗氧化作用[20]。本文以PC12细胞为研究对象，进一步验

证了大枣多糖的抗氧化作用，其可能也是发挥神经保护作用

的有效成分。但是本文只研究了大枣多糖富集组分对神经细

胞的保护作用，具体是大枣多糖中哪种多糖成分起作用尚未

阐明。另外，本研究结果显示，核苷类主要成分 cAMP、cGMP

无明显的神经保护作用，但是否可通过其他途径发挥神经保

护作用有待进一步考察。

综上所述，大枣多糖类成分和大枣黄酮类成分可能是大

枣神经保护作用的活性组分，且其作用机制与激活ARE转录

相关。
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