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帕金森病 （Parkinson's disease，PD）病理主要
特征为黑质致密部多巴胺能神经元的变性 、死
亡，而细胞凋亡是其神经元死亡的主要机制 ［1］。
目前认为 PD 发病与氧化应激、线粒体功能障碍
及 α－突触核蛋白异常有关。 因此减轻氧化应激
可作为药物作用的靶点之一， 用于神经保护药
的筛选。 研究表明，利福平（rifampicin）可能作为
一种抗氧化剂起抗细胞凋亡和神经保护作用 ［2－3］，

但具体的机制尚不清楚。 本课题组前期研究显
示利福平在体内外具有神经保护作用 ［4－5］。 为探
讨利福平是否通过减轻细胞氧化应激减少细

胞凋亡 ， 本研究以大鼠嗜铬细胞瘤细胞株 （rat
phaeochromocytoma， PC12）为对象 ［6］，利用鱼藤
酮制作细胞氧化应激模型 ， 检测利福平对分
化 PC12 细胞活性氧 （reactive oxygen species，
ROS） 及还原型谷胱甘肽 （reduced glutathione，
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摘 要： 【目的】 探讨利福平对鱼藤酮诱导的分化大鼠嗜铬细胞瘤细胞株（PC12）细胞形态、活性氧（ROS）、还原型谷胱
甘肽（GSH）及细胞凋亡的影响。 【方法】 利用鱼藤酮诱导分化 PC12 细胞建立帕金森病体外细胞模型；显微镜下观察细胞形

态，酶标仪检测细胞还原型谷胱甘肽，流式细胞仪检测细胞活性氧和凋亡。 【结果】 鱼藤酮组细胞内还原型谷胱甘肽含量低

于两对照组，而活性氧含量及凋亡率均高于两对照组；经 100、200 和 300 μmol ／ L 各浓度利福平预处理后，利福平预防组 3
组细胞内活性氧含量及凋亡率均低于鱼藤酮组，而细胞内还原型谷胱甘肽含量高于鱼藤酮组，且存在浓度依赖性。 【结论】
利福平可能通过氧化应激途径减轻鱼藤酮诱导的分化 PC12 细胞的损伤作用，且存在浓度依赖性。
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Effects of Rifampicin on Rotenone-induced Oxidative Stress in Differentiated PC12 Cells
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Abstract： 【Objective】 To explore the effects of rifampicin on cell morphology， intracellular reactive oxygen species （ROS），
reduced glutathione （GSH）， and cell apoptosis in rotenone-induced differentiated pheochromocytoma （PC12） cells． 【Methods】
Rotenone was added in rat PC12 cells to develop a model of Parkinson’s disease in vitro． Cell morphology was observed by
microscope． Intracellular GSH was determined by a microplate reader． The intracellular ROS and the apoptosis rate were measured
by flow cytometry． 【Results】 Compared with control group and rifampicin control group， GSH significantly decreased but
ROS and apoptosis rate significantly increased in rotenone group． Compared with rotenone group， GSH significantly increased but
ROS and apoptosis rate significantly decreased in a dose-dependent manner in rifampicin control group （100， 200， and 300
μmol ／ L）． 【Conclusion】 Rifampicin may reduce the damage of rotenone-induced differentiated PC12 cells through inhibiting
oxidative injury in a dose-dependent manner．
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GSH） 的影响，探讨利福平保护神经元细胞的可
能机制。

1 材料与方法

1．1 材 料
分化 PC12 细胞由中山医学院生理教研室惠

赠；DMEM ／ F12 培养基购自美国 Gibco 公司；胎牛
血清购自杭州四季青公司 ； 利福平 、 鱼藤酮 、
DCFH-DA 购自美国 Sigma 公司；BCA-100 蛋白质
定量测定试剂盒及还原型谷胱甘肽检测试剂盒购

自上海碧云天公司； 流式凋亡检测试剂盒购自美
国 Bender MedSystems Inc 公司。
1．2 方 法
1．2．1 细胞培养及药物处理 分化 PC12 细胞置
于含体积分数 10％胎牛血清、NaHCO3 1．2 g ／ L 的
DMEM ／ F12 培养基中培养， 每 48 h 换培养液，培
养细胞汇合后，传代培养。 细胞传入 96 或 6 孔培
养板中，待细胞长满 70％ ～ 80％后加药，加入不
同剂量利福平， 使终浓度分别达到 0、100、200、
300 μmol ／ L，2 h 后根据分组加入鱼藤酮，终浓度
为 2．5 μmol ／ L， 利福平及鱼藤酮用 DMSO 溶解，
DMSO 终浓度小于体积分数 0．4％。 实验分 6 组：
①溶剂对照组（control 组）；②单纯 300 μmol ／ L 利
福平对照组；③单纯 2．5 μmol ／ L 鱼藤酮组（鱼藤
酮组）；④100 μmol ／ L 利福平 ＋ 鱼藤酮组；⑤200
μmol ／ L 利福平 ＋ 鱼藤酮组； ⑥300 μmol ／ L 利福
平 ＋ 鱼藤酮组。 其中④、⑤、⑥三组为利福平预防
组。
1．2．2 显微镜下观察细胞形态 药物处理后，继
续培养 24 h，普通显微镜下观察细胞形态改变，并
在镜下计算各组带突起细胞百分数 （每组细胞在
放大 200 倍下计算 5 个不同视野）。
1．2．3 流式细胞仪检测细胞活性氧 药物处理
后，继续培养 24 h 或 48 h，消化收集细胞，PBS 漂
洗后加入 10 μmol ／ L DCFH-DA 无血清培养基，
37 ℃培养箱内孵育 30 min，PBS 漂洗 2 次，用 PBS
重悬细胞上机检测，分析结果。
1．2．4 酶标仪检测 GSH 药物处理后 ， 继续培
养 24 h，消化收集细胞，按试剂盒说明书检测样
品 405 nm 吸光度 ， 依标准曲线测出样品 GSH
的浓度。 另根据蛋白定量检测试剂盒说明测样
品蛋白浓度 。 细胞内 GSH 以 nmol ／ mg 蛋白表

示。
1．2．5 流式细胞仪检测细胞凋亡 药物处理后，
继续培养 24 h， 消化收集细胞，PBS 漂洗， 加入
AnnexinV-FITC 和 7-AAD 染液重悬细胞， 室温避
光反应 10 min， 加入结合缓冲液后上机检测和分
析结果。
1．3 统计学处理
数据用均数 ± 标准差表示，SPSS 16．0 统计软

件进行单因素方差分析， 处理组间的两辆比较采
用 LSD-t 检验，P ＜ 0．05 认为有统计学意义。

2 结 果

2．1 各组细胞形态学改变
鱼藤酮组细胞形态突起消失、变圆，并有少量

细胞发生脱壁（图 1），带突起细胞百分数（1．00 ±
0．64）％，较 control 组（98．95 ± 0．63）％显著下降（P
＜ 0．05）；而利福平预防组（100、200、300 μmol ／ L）
各组细胞突起百分数分别为（7．55 ± 0．40）％，（8．31
± 0．55）％，（10．14 ± 0．82）％，较鱼藤酮组逐渐升高
（P ＜ 0．05）。
2．2 各组细胞内 ROS 含量
根据荧光强度越强表示细胞内 ROS 含量越高

可见，鱼藤酮作用 24 h 或 48 h 后，鱼藤酮组胞内
ROS 含量均分别较 control 组明显升高（P ＜ 0．05）；
利福平预防组（100、200、300 μmol ／ L）各组细胞内
ROS 含量均分别较鱼藤酮组逐渐下降（P ＜ 0．05），
且存在浓度依赖性（图 2）。
2．3 各组细胞内 GSH 含量
鱼藤酮组细胞内 GSH 含量较 control 组降低

10．66 nmol ／ mg，有统计学差异（P ＜ 0．05）；利福平
预防组 （100、200、300 μmol ／ L）各组细胞内 GSH
含量较鱼藤酮组分别增加 0．52 nmol ／ mg， 4．03
nmol ／ mg， 8．40 nmol ／ mg， 200 和 300 μmol ／ L 利福
平预防组和鱼藤酮组比较存在统计学差异（P ＜
0．05；表 1）。
2．4 各组细胞凋亡结果
鱼 藤 酮 组 细 胞 凋 亡 率 较 control 组 增 加

15．70％（P ＜ 0．05）； 利福平预防组（100、200、300
μmol ／ L） 各组细胞凋亡率较鱼藤酮组分别降低
6．67％，10．47％，12．30％，均存在统计学差异 （P ＜
0．05），且随着利福平剂量的增加，凋亡率降低越
明显（表 1）。
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3 讨 论

目前帕金森病的治疗虽有新的手段， 但大多

数仍以内科药物治疗为主。 外源性左旋多巴仍是
最有效的抗 PD 药物，然而只能控制症状而无法阻
止疾病进展， 且长期使用往往会引起运动障碍等
严重并发症。 这驱使我们去探寻其他新的药物［7－8］。
利福平作为结核病和麻风病治疗的一线药物，近
来研究发现其除具有杀菌作用外， 尚具有抗细胞
凋亡和神经保护作用 ［2－5］。 这一作用可能归因于利

图 1 利福平对鱼藤酮诱导分化 PC12 细胞形态的影响
Fig．1 Effects of rifampicin on cell morphology in rotenone-induced differentiated PC12 cells

A： control； B： 300 μmol ／ L rifampicin alone； C： 2．5 μmol ／ L rotenone alone； D： 100 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone； E： 200 μmol ／ L
rifampicin ＋ rotenone； F： 300 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone

A B C

D E F

图 2 利福平分别对经鱼藤酮诱导 24 h 和 48 h 的分化
PC12 细胞胞内活性氧的影响

Fig．2 Effects of rifampicin on intracellular ROS at the
time points of rotenone exposure for 24 h and 48 h in

differentiated PC12 cells
1： control； 2： 300 μmol ／ L rifampicin alone； 3： 2．5 μmol ／ L

rotenone alone； 4： 100 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone； 5： 200 μmol ／
L rifampicin ＋ rotenone； 6： 300 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone． Data
are expressed as arbitrary units of fluorescence and represent x ± sx
（n ＝ 3）； 1） P ＜ 0．05 in comparison to control； 2） P ＜ 0．05 in

comparison to 2．5 μmol ／ L rotenone alone．

表 1 利福平对鱼藤酮诱导分化 PC12 细胞内还原型谷胱
甘肽及凋亡率的影响

Table 1 Effects of rifampicin on intracellular reduced
glutathione and apoptosis rate in rotenone-induced

differentiated PC12 cells （x ± sx， n ＝ 3）

Group

Control
300 μmol ／ L rifampicin alone
2．5 μmol ／ L rotenone alone
100 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone
200 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone
300 μmol ／ L rifampicin ＋ rotenone

Reduced
glutathione
（nmol ／ mg）

23．84 ± 1．54
23．59 ± 1．11
13．18 ± 0．801）

13．70 ± 0．751）

17．21 ± 1．461） 2）

21．58 ± 1．812）

Apoptosis
rate
（％）

0．87 ± 0．25
0．53 ± 0．15

16．57 ± 0．701）

9．90 ± 1．211） 2）

6．10 ± 0．601） 2）

4．27 ± 0．401） 2）

1） P ＜ 0．05 in comparison to control； 2） P ＜ 0．05 in comparison
to 2．5 μmol ／ L rotenone alone
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福平化学结构中的脂肪链能使其透过血脑屏障和

萘氢醌环使其成为一种自由基清除剂 ［2］。 本实验
中所用鱼藤酮是线粒体呼吸链复合物 I 选择性抑
制剂，能阻碍线粒体超氧自由基代谢，增加细胞内
ROS 含量并促进 GSH 消耗 ［9－10］；且分化 PC12 细胞
具有典型的神经内分泌特征， 能够模拟多巴胺能
神经元，因此本实验中鱼藤酮诱导分化 PC12 细胞
可作为研究 PD 的氧化应激机制的理想细胞模型
之一。

ROS 一方面可以调节细胞的生理活动， 另一
方面又可以对重要细胞器和分子造成氧化损害。
本实验结果中， 经利福平预处理的各组再暴露于
鱼藤酮 24 h 或 48 h 后细胞内 ROS 含量均明显低
于鱼藤酮组，与 B觟ttcher 等 ［11］报道在兔实验性肺

炎链球菌脑膜炎感染时利福平能减少脑脊液吞噬

细胞 ROS 产生并抑制海马神经的凋亡的实验结
果相一致的。 GSH 是大脑中存在的最为丰富的可
溶性抗氧化分子，其本身具有巯基结构，捕获未配
对电子的能力强，能够直接清除自由基，是细胞内
抗氧化屏障主要系统之一。研究发现 PD 患者黑质
纹状体 GSH 水平降低， 且 GSH 在黑质和纹状体
区域的水平与 PD 症状的严重程度相关，GSH 丢
失可能参与 PD 的发病［12］。本实验利福平预防组各
组细胞内 GSH 含量较鱼藤酮组呈剂量依赖性升
高； 利福平预防组各组细胞形态与正常细胞较相
似，且细胞凋亡率与鱼藤酮组相比，呈随利福平浓
度上升逐渐下降的趋势， 提示利福平可能通过提
升细胞内 GSH 含量，发挥抗氧化作用，实验结果
与国内周厚广等 ［13］报道 GSH 能减轻大鼠黑质区
氧化应激损伤相符。 综上所述，利福平作为自由基
清除剂的机制可能是通过降低细胞内 ROS 含量
和提高细胞内的抗氧化分子 GSH 含量这一途径，
这为利福平应用于 PD 患者的治疗提供实验依据。
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