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补阳还五汤水提物通过 ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路
减轻 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡

温瞿华１，２，叶妙勇３，赵梓钦４，王继禹４，杨文涛５，马利民２，赵凡２

［１．广西中医药大学，广西 南宁 ５３０２００；２．南通大学附属医院泌尿外科（国家中西医协同“旗舰”建设科室），江苏 南通 ２２６００１；
３．温州医科大学附属温岭医院，浙江 温岭 ３１７５９９；４．云南中医药大学，云南 昆明 ６５００１１；

５．广西中医药大学附属瑞康医院，广西 南宁 ５３００１２］

　　摘要：目的 基于ｃ－Ｊｕｎ氨基末端激酶（ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）／ｃ－Ｊｕｎ信号通路探讨补阳还五汤水提物对
Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的影响及其作用机制。方法 采用最佳浓度２００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２处理ＰＣ１２细胞构建氧化应
激体外细胞模型。设正常组、模型组、补阳还五汤（ＢＨＤ）低、中、高剂量组、ＳＰ６００１２５组，采用 ＳＰ６００１２５和不同浓度的
ＢＨＤ培养基对ＰＣ１２细胞进行处理。利用实时细胞分析（ＲＴＣＡ）系统及ＣＣＫ－８法检测细胞增殖情况；免疫荧光及流式
细胞仪检测细胞内活性氧水平及细胞凋亡情况；蛋白质印迹检测细胞内促凋亡蛋白Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（ＢＣＬ－２－ａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、促凋亡蛋白半胱氨酸依赖性天冬氨酸特异性蛋白酶 －３（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｓｐａｒｔａｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－３）、抗凋亡蛋白Ｂｃｌ－２、ｃ－Ｊｕｎ、ｐ－ｃ－Ｊｕｎ、ｐ－ＪＮＫ、ＪＮＫ蛋白的表达情况。结果 与正常组比较，

模型组活性氧水平、细胞凋亡率、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达、ｐ－ＪＮＫ／ＪＮＫ和ｐ－ｃ－Ｊｕｎ／ｃ－Ｊｕｎ明显升高，Ｂｃｌ－２蛋白
表达明显降低（Ｐ＜００１）。与模型组比较，高剂量 ＢＨＤ干预后活性氧水平、细胞凋亡率、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达、
ｐ－ＪＮＫ／ＪＮＫ和ｐ－ｃ－Ｊｕｎ／ｃ－Ｊｕｎ显著降低（Ｐ＜００１），Ｂｃｌ－２蛋白表达明显升高（Ｐ＜００１）。结论 补阳还五汤水提

物可通过ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路抑制氧化应激介导的ＰＣ１２细胞凋亡，揭示了补阳还五汤可通过促进神经损伤修复而改
善难治性勃起功能障碍的潜在作用机制。

　　关键词：补阳还五汤；神经损伤；细胞凋亡；氧化应激；ｃ－Ｊｕｎ氨基末端激酶／ｃ－Ｊｕｎ信号通路；难治性勃起功能障碍
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ｙｓｉｓ（ＲＴＣＡ）ｓｙｓｔｅｍａｎｄｔｈｅＣＣＫ－８ｍｅｔｈｏｄ．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｌｅｖｅｌｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ
ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢａｘ，Ｃａｓｐａｓｅ－３，Ｂｃｌ－２，ｃ－Ｊｕｎ，ｐ－ｃ－Ｊｕｎ，ｐ－
ＪＮＫａｎｄＪＮＫｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＲｅｓｕｌｔｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄＲＯＳｌｅｖｅｌｓ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢａｘａｎｄＣａｓｐａｓｅ－３ａｎｄｒａｔｉｏｓｏｆｐ－ＪＮＫ／ＪＮＫａｎｄｐ－ｃ－Ｊｕｎ／ｃ－
Ｊｕｎ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ
ＢＨＤｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄＲＯＳｌｅｖｅｌｓ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢａｘａｎｄＣａｓｐａｓｅ－３ａｎｄｒａｔｉｏｓｏｆｐ－
ＪＮＫ／ＪＮＫａｎｄｐ－ｃ－Ｊｕｎ／ｃ－Ｊｕｎ（Ｐ＜００１），ｗｈｉｌｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｎ
ｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ
ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｒｅｖｅａｌｉｎｇａｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｙｗｈｉｃｈＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎｍａｙｉｍｐｒｏｖｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｅ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（补阳还五汤）；ｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ
ｗａｙ；ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｅｒｅｃｔｉｌｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　周围神经损伤（Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｉｅｓ，ＰＮＩ）是一种以感
觉和运动功能障碍为主要表现的神经系统疾病，可由创伤、医

源性损伤等多种因素造成，亦可由内科疾病（如糖尿病等）引

起，并可能进一步导致靶器官的结构和／或功能受损［１－２］。中

医学无ＰＮＩ的记载，但可将ＰＮＩ归属于“痿证”“痹证”“筋伤”
等范畴，ＰＮＩ后“气血失和（气机虚滞和血瘀络阻）”是导致病
情进展及靶器官结构和功能损伤的关键病机［３］。研究表明

清·王清任《医林改错》中所载的经典益气活血通络复方补阳

还五汤（Ｂｕｙａｎｇｈｕａｎｗｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＢＨＤ）用于治疗 ＰＮＩ疗效肯
定，且不良反应少［４］。有学者提出 ＰＮＩ损伤后失神经肌萎缩
的中医病理机制为气虚血瘀，这与笔者团队前期提出神经损伤

后阴茎海绵体平滑肌萎缩（阴茎海绵体平滑肌细胞凋亡）伴功

能损害的基本病机为气虚血瘀有“异曲同工之妙”［５］。目前，

笔者团队已针对ＰＮＩ（如阴茎海绵体神经损伤）与难治性勃起
功能障碍（ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｅｒｅｃｔｉｌｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＲＥＤ）的关系及益气活
血通络方药的干预作用机制方面展开了一些研究［６－９］，认为神

经损害参与了包括前列腺癌根治术（Ｒａｄｉｃａｌｐｒｏｓｔａｔｅｃｔｏｍｙ，ＲＰ）
后勃起功能障碍（Ｅｒｅｃｔｉｌｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＥＤ）（医源性阴茎海绵体
神经受损）、糖尿病性ＥＤ（糖尿病周围神经病变）等多种ＲＥＤ的
病理生理过程并在其中起关键作用，提出益气活血通络法是防

治ＲＥＤ的基本中医治则学术观点［１０－１３］。同时，课题组前期也

已通过动物实验证实ＢＨＤ可有效改善双侧海绵体神经损伤及
糖尿病大鼠模型勃起功能［８，１４］，但作用机制仍需进一步探讨。

神经损伤后可导致活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
的过度积累并介导氧化应激反应，继而进一步加重损伤［１５］，其

中，氧化应激所致的神经细胞凋亡在神经损伤性ＥＤ、糖尿病性
ＥＤ等ＲＥＤ病理机制中扮演重要角色［１６］。ｃ－Ｊｕｎ氨基末端激
酶（ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）又被称为应激活化蛋白激
酶（ｓｔｒｅｓｓ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＳＡＰＫ），１９９６年，Ｋｏｌｅｓｎｉｃｋ
等报道了神经酰胺（ｃｅｒａｍｉｄｅ）通过 ＪＮＫ信号介导了应激诱导
的细胞凋亡［１７］，目前认为 ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路在 ＲＯＳ介导
的细胞凋亡中起到重要调控作用［１８］。ＰＣ１２细胞是大鼠肾上
腺髓质嗜铬细胞瘤的分化细胞，其在结构和功能上与神经元有

许多相似之处，故被广泛用于神经生理学和神经药理学研究，

常在体外细胞实验中替代神经元以进行神经损伤机制及干预

的研究［１９］。

本研究利用ＰＣ１２细胞株，通过 Ｈ２Ｏ２体外刺激构建了氧
化应激模型，并基于ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路探讨了ＢＨＤ水提物
对氧化应激诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的抑制作用及机制，以期从
“减少细胞凋亡不能提示促进修复可提示减轻神经损伤”的角

度探讨和揭示ＢＨＤ用于改善前列腺癌根治术后ＥＤ、糖尿病性
ＥＤ等ＲＥＤ的潜在可行性及部分科学内涵。
１　材料和方法
１．１　化学试剂　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良的 Ｅａｇｌｅ培养基／营养混合物
Ｆ１２（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）（１１３２００３３，Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（ＦＢＳ）
（Ｓ９０３０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；胰蛋白酶（Ｘ１０２０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；活性
氧检测试剂盒（Ｓ００３３，碧云天生物技术公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８
染色液（Ｃ１０１７，碧云天生物技术公司）；ＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２５
（Ｓ１８７６，碧云天生物技术公司）；细胞计数试剂盒 －８（ＣＣＫ－
８）（Ｃ００３７，碧云天生物技术公司）；大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤
（ＰＣ１２）细胞（ＳＣＳＰ－５１７，中国医学科学院细胞库）；半胱氨酸
依赖性天冬氨酸特异性蛋白酶 －３（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｓｐａｒ
ｔａｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－３）抗体（ａｂ２３０２，Ａｂｃａｍ公
司）；Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（ＢＣＬ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗
体（ａｂ３２５０３，Ａｂｃａｍ公司）；Ｂｃｌ－２抗体（ａｂ３２１２４，Ａｂｃａｍ公
司）；ＪＮＫ抗体（＃９２５２，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ｐ－ＪＮＫ
抗体（＃４６６８，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ｃ－Ｊｕｎ抗体（＃
９１６５，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ｐ－ｃ－Ｊｕｎ抗体（＃２９９４，
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；β－肌动蛋白（ＹＭ８０１０，Ｉｍｍｕ
ｎｏｗａｙ公司）；二抗（ＹＭ２１９５，Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－
ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（５５６５４７，ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）。
１．２　补阳还五汤的制备及质量控制　黄芪、赤芍、桃仁、当归、
川芎、地龙、红花购自浙江中医药大学医疗器械有限公司（中

国浙江）。将所有草药以１２０∶１５∶１５∶１５∶１５∶１５∶６（干重）的
比例混合（表１）［６］。将混合物在质量为其１０倍的蒸馏水中煮
沸两次，每次６０ｍｉｎ。收集两次煮沸的液体，浓缩至１ｇ／ｍＬ，
并以６０００ｇ／ｍｉｎ的转速离心１５ｍｉｎ。将上清液通过０．２２ｍｍ
的微膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，Ｇｏｅｔｔｉｎｇｅｎ，ＧＥＲ）过滤，并在－８０℃下储存以
备后用。

采用ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ技术对 ＢＨＤ标准汤剂的化学
成分进行了分析。色谱分析在３５℃下使用 ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３
色谱柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．８μｍ）进行。流速为 ０．２ｍＬ／

８４
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ｍｉｎ，二元梯度洗脱系统由水（含０．１％甲酸）（Ａ）和乙腈（Ｂ）组
成。ＵＰＬＣ线性梯度洗脱程序如下：０～２ｍｉｎ，５％ ～２０％ Ｂ；
２～９ｍｉｎ，２０％ ～４０％ Ｂ；９～１４ｍｉｎ，４０％ Ｂ；１４～２４ｍｉｎ，
４０％～６５％ Ｂ；２４～２７ｍｉｎ，６５％～９０％ Ｂ；２７～２９ｍｉｎ，９０％ Ｂ；
２９～３３ｍｉｎ，５％ Ｂ，２Ｌ。

表１　补阳还五汤组成剂量

成分 剂量／（ｇ）

黄芪 １２０
赤芍 １５
桃仁 １５
当归 １５
川芎 １５
地龙 １５
红花 　６

　　本研究采用 ＡＢＳＣＩＥＸＴｒｉｐｌｅＴＯＦＴＭ５６００＋系统（ＡＢ
ＳＣＩＥＸＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，波士顿，马萨诸塞州，美国）进行质谱（ＭＳ）
分析。质量扫描范围为 ｍ／ｚ１００－２０００，离子喷雾电压为
４．５ｋＶ，离子源温度为５００℃，去簇电压为 －１００Ｖ，碰撞能量
为－４５ｅＶ，碰撞能量叠加为（－４５±１５）ｅＶ，帘气（ＣＵＲ）为４０
ｋＰａ，雾化气ＧＳ１和辅助气 ＧＳ２的压力均为５０ｋＰａ，数据采集
时间为 ４０ｍｉｎ。数据分析采用 ＰｅａｋＶｉｅｗ软件（ＡＢＳＣＩＥＸ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，波士顿，马萨诸塞州，美国）进行。
１．３　细胞培养　ＰＣ１２细胞购自中国医学科学院细胞库（中国
上海）。细胞在含１０％ 磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ
ｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００Ｕ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基中，于３７℃、含５％ ＣＯ２的加湿培养箱中培养。
１．４　氧化应激体外模型　为建立 ＰＣ１２细胞的氧化应激模
型，根据团队前期实验基础及预实验结果［２０］，本研究采用最佳

浓度２００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２处理细胞。简言之，将 ＰＣ１２细胞以
４０００个细胞／孔的密度接种于含 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基的９６孔板中，培养２４ｈ。随后，用 ＰＢＳ（Ｓｏ
ｌａｒｂｉｏ，北京，中国）或浓度２００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２处理细胞。２４ｈ
后，更换为无血清培养基，并加入 ＣＣＫ－８溶液（１０μＬ／孔）。
继续培养１ｈ后，使用酶标仪（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）测定 ４５０
ｎｍ处的吸光度。细胞活力计算公式如下：细胞活力 ＝（实验
组吸光度／对照组吸光度）×１００。
１．５　细胞增殖测定　本研究采用实时细胞分析（ＲＴＣＡ）系统
（ＡＣＥＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．，ＣＡ，ＵＳＡ）检测 ＢＨＤ对正常 ＰＣ１２细
胞的增殖作用，并使用ＣＣＫ－８法检测ＢＨＤ对Ｈ２Ｏ２诱导损伤
的ＰＣ１２细胞的保护作用。ＲＴＣＡ系统通过检测细胞指数（ＣＩ）
来评估细胞增殖效果，该指数与细胞数量和活力呈正相关。在

细胞接种前，向 Ｅ－ｐｌａｔｅ的每个微孔中加入５０μＬ培养基，并
将Ｅ－ｐｌａｔｅ放入ＲＴＣＡ中进行１０ｍｉｎ的自检。自检完成后，启
动基线测试，以确认所有选定孔均正常接触。随后，将指数生

长的ＰＣ１２细胞以８０００个细胞／孔的密度接种于 Ｅ－ｐｌａｔｅ中，
每孔加入１００μＬ含不同浓度 ＢＨＤ（０～４０ｍｇ／ｍＬ）的培养基。
将Ｅ－ｐｌａｔｅ安装于ＲＴＣＡ上，并置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱
中。系统自动校正扫描后，记录不同浓度ＢＨＤ对ＰＣ１２细胞活
性的影响曲线。

采用ＣＣＫ－８法检测ＢＨＤ的保护作用。简言之，将 ＰＣ１２
细胞以４０００个细胞／孔的密度接种于９６孔板中，使用含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，并先用 Ｈ２Ｏ２（２００μｍｏｌ／Ｌ）预处理
１２ｈ，然后更换为含不同浓度 ＢＨＤ（１０、１５、２０ｍｇ／ｍＬ）的新鲜
培养基继续孵育１２ｈ。１２ｈ后，将原培养基更换为无血清培养
基，并加入 ＣＣＫ－８溶液（１０μＬ／孔）。继续培养１ｈ后，使用
酶标仪（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）测定４５０ｎｍ处的吸光度。细胞
存活率计算公式如下：细胞存活率 ＝（实验组吸光度／对照组
吸光度）×１００％。
１．６　细胞内活性氧的检测　使用２，７－二氯二氢荧光素二乙
酸酯（ＤＣＦＨ－ＤＡ）探针（购自中国上海碧云天生物技术有限
公司）检测细胞内ＲＯＳ水平。ＤＣＦＨ－ＤＡ进入细胞后，会被水
解为ＤＣＦＨ，进而被ＲＯＳ氧化为高强度的绿色 ＤＣＦ。简言之，
将ＰＣ１２细胞以５×１０４个细胞／孔的密度接种到６孔板中培养
２４ｈ。每组细胞先用含有 ＳＰ６００１２５和不同浓度 ＢＨＤ（０、１０、
１５、２０ｍｇ／ｍＬ）的培养基预处理１２ｈ。用 ＰＢＳ洗涤细胞３次
后，暴露于用培养基稀释的Ｈ２Ｏ２（２００μｍｏｌ／Ｌ）中。１２ｈ后，再
次洗涤细胞，并在含有１０μＭＤＣＦＨ－ＤＡ的无血清培养基中
孵育３０ｍｉｎ。随后洗去剩余的 ＤＣＦＨ－ＤＡ，在４８５ｎｍ处激发
ＤＣＦＨ荧光，并使用荧光显微镜（日本东京奥林巴斯公司）在
５２０ｎｍ处测量发射光。
１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色　每组细胞按上述方法处理后，在避
光条件下，使用浓度为１０μｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液（碧
云天生物技术有限公司，中国上海）染色３０ｍｉｎ；随后弃去染色
液，用ＰＢＳ洗涤细胞３次，在荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）下观察细
胞形态并拍照记录。

１．８　流式细胞仪分析　本研究使用ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞
凋亡检测试剂盒检测 ＰＣ１２细胞的凋亡情况。根据制造商的
说明，先用ＢＨＤ预处理细胞，然后用Ｈ２Ｏ２处理，之后用冰冷的
ＰＢＳ洗涤两次，并用胰蛋白酶消化。随后收集细胞，再次用冰
冷的ＰＢＳ洗涤，在４℃下以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。收集到的
细胞重悬于ＰＢＳ中，然后加入５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和１０
μＬ的碘化丙啶（ＰＩ）。在３７℃的暗处孵育１０ｍｉｎ后，使用流
式细胞仪（ＦＡＣＳ，购自美国加利福尼亚州圣何塞的 ＢＤＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ公司）检测细胞凋亡情况。
１．９　蛋白质印迹　使用ＲＩＰＡ裂解液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）提取总蛋白。
按照上述步骤将种于６孔板中的细胞进行处理。之后，根据说
明书，在冰上使用含有 １％ ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞
３０ｍｉｎ，并在４℃下以１２０００ｇ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。使用ＢＣＡ检
测试剂盒的参考手册测量蛋白浓度。然后，在８％ ～１０％的十
二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）上电泳分离１５
μｇ蛋白，并将其转移到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上（Ｂｉｏ－Ｒａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）。每张 ＰＶＤＦ膜随后在含有
５％脱脂牛奶（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，北京，中国）的 Ｔｒｉｓ缓冲液（Ａｂｓｉｎ，上
海，中国）中于２５℃封闭１ｈ。接下来，每张膜在４℃下与一抗
孵育过夜，包括抗 ｃ－Ｊｕｎ、ｐ－ｃ－Ｊｕｎ、ｐ－ＪＮＫ、ＪＮＫ、Ｂｃｌ－２、
Ｂａｘ、裂解的Ｃａｓｐａｓｅ－３和β－肌动蛋白抗体，最后一种用作加
载对照。第２天，用 ＴＢＳＴ（Ａｂｓｉｎ，上海，中国）洗涤膜３次，然
后在２５℃下与相应的ＨＲＰ标记的二抗孵育１ｈ。之后，用Ｂｅ

９４
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ｙｏＥＣＬＭｏｏｎ（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，合肥，中国）处理膜，并使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ红
外成像系统（Ｌｉ－ＣｏｒＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｌｉｎｃｏｌｎ，ＮＥ，ＵＳＡ）检测红外荧
光。使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，
ＭＤ，ＵＳＡ）分析获得的结果。
１．１０　统计分析　所有数据均以均数 ±标准差（ＳＤ）表示，并
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，美国加利福
尼亚州圣地亚哥）进行分析。组间比较采用单因素方差分析，

随后进行适当的事后检验以分析差异。Ｐ＜００５被认为差异
具有统计学意义。

２　结果
２．１　ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ分析　项目组采用 ＵＰＬＣ－
ＱＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ对受试者进行了全阴离子扫描。阴离子模式
下的总离子数如插页Ⅺ图１所示。据此，研究发现 ＢＨＤ水提
物中含有邻苯二甲酸酐、氢化肉桂酸、羟基红花黄色素Ａ、芍药
苷、刺芒柄花素、黄芪皂苷Ⅱ和黄芪皂苷Ⅰ。
２．２　ＢＨＤ水提物对 ＰＣ１２细胞增殖的影响　ＲＴＣＡ的结果表
明，随着ＢＨＤ水提物浓度从 ０增加到 ４０ｍｇ／ｍＬ，其对正常
ＰＣ１２细胞增殖的影响显著增加。然而，当浓度高于２０ｍｇ／ｍＬ
时，观察到正常ＰＣ１２细胞的增殖率随着ＢＨＤ水提物浓度的增
加而降低（插页Ⅺ图２Ａ）。此外，我们使用相同浓度的ＢＨＤ水
提物处理Ｈ２Ｏ２诱导损伤的ＰＣ１２细胞１２ｈ，并使用ＣＣＫ－８检
测法测定其细胞活力（插页Ⅺ图２Ｂ）。两项检测结果均显示，
２０ｍｇ／ｍＬ是促进ＰＣ１２细胞增殖的最佳ＢＨＤ水提物浓度。此
外，１０ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ和２５ｍｇ／ｍＬ的 ＢＨＤ水提物也显示
出对ＰＣ１２细胞增殖的促进作用。
２．３　ＢＨＤ水提物对ＰＣ１２细胞活性氧水平的影响　如插页Ⅻ
图３Ａ所示，经Ｈ２Ｏ２处理后，ＰＣ１２细胞中 ＲＯＳ荧光强度显著
增强，细胞发出强烈的绿色荧光。用不同浓度的 ＢＨＤ水提物
处理细胞后，发现 ＲＯＳ水平有不同程度的下降（插页Ⅻ图
３Ｂ）。结果显示，中剂量ＢＨＤ水提物组和高剂量 ＢＨＤ水提物
组之间的ＲＯＳ水平差异无显著统计学意义（Ｐ＞００５）。我们
还注意到，中剂量 ＢＨＤ水提物组和高剂量 ＢＨＤ水提物组的
ＲＯＳ水平明显低于模型组（Ｐ＜００１）。ＳＰ６００１２５组的 ＲＯＳ水
平下降最为显著（Ｐ＜００１）。
２．４　ＢＨＤ水提物对 ＰＣ１２细胞凋亡的影响　如插页ⅩⅢ图４Ａ
所示，正常组细胞的细胞核染色较浅且均匀。相比之下，我们

在模型组中观察到大量凋亡细胞，其细胞核染色质增多，展现

出高强度的蓝光染色，不同程度的细胞核固缩，以及偶尔的核

分裂。然而，ＢＨＤ水提物处理减少了这些凋亡细胞的变化及
凋亡细胞的数量。项目组以正常组作为免疫荧光强度统计的

参照（插页ⅩⅢ图４Ｂ）。据此，我们观察到模型组和正常组之间
的荧光强度差异具有显著统计学意义（Ｐ＜００１）。中剂量
ＢＨＤ水提物组和高剂量 ＢＨＤ水提物组的荧光强度明显低于
模型组（Ｐ＜００１），与模型组相比，ＳＰ６００１２５组的荧光强度下
降最为显著（Ｐ＜００１）。

为了定量分析 ＢＨＤ水提物对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞凋
亡的影响，我们进行了ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ染色，并使用流式
细胞术进行了分析评估。如插页ⅩⅣ图５所示，项目组发现与正
常组相比，在使用Ｈ２Ｏ２诱导凋亡后，模型组中 ＰＣ１２细胞的凋

亡率显著增加（Ｐ＜００１）。低浓度的 ＢＨＤ水提物并未显著改
善ＰＣ１２细胞的凋亡率（Ｐ＞００５）。然而，中浓度和高浓度的
ＢＨＤ水提物均被证实可有效降低 ＰＣ１２细胞的凋亡率（Ｐ＜
００５），其高浓度的 ＢＨＤ水提物展现出更为显著的效果（Ｐ＜
００１）。值得注意的是，ＳＰ６００１２５可显著降低 Ｈ２Ｏ２诱导的
ＰＣ１２细胞凋亡（Ｐ＜００１）。
２．５　ＢＨＤ水提物对ＰＣ１２细胞凋亡相关蛋白表达的影响　为
了进一步探讨ＢＨＤ水提物对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡保
护作用的分子机制，项目组检测了 ＰＣ１２细胞中促凋亡蛋白
Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３以及抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２的表达情况。项目
组的研究结果（见图６）表明，在Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞中，促
凋亡蛋白Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达显著增加（Ｐ＜００１），而抗
凋亡蛋白Ｂｃｌ－２的表达则显著降低（Ｐ＜００１）。然而，项目组
观察到，在高浓度ＢＨＤ水提物处理后，这一趋势得到了逆转，
促凋亡蛋白Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达显著降低（Ｐ＜００１和
Ｐ＜００５），而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２的表达则显著增加（Ｐ＜
００１）。同时，ＳＰ６００１２５也被证实能显著（Ｐ＜００１）逆转Ｈ２Ｏ２
诱导的ＰＣ１２细胞凋亡趋势。
２．６　ＢＨＤ水提物对ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路的影响　已知ＪＮＫ／
ｃ－Ｊｕｎ信号通路与细胞凋亡密切相关。为了探究ＢＨＤ水提物
是否能够通过ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路减少细胞凋亡，项目组通
过蛋白质印迹法在过氧化氢诱导并处理的 ＰＣ１２细胞中检测
了该通路的蛋白。结果（图７）表明，高浓度 ＢＨＤ水提物显著
抑制了ＪＮＫ和 ｃ－Ｊｕｎ的磷酸化；即 ｐ－ＪＮＫ／ＪＮＫ和 ｐ－ｃ－
Ｊｕｎ／ｃ－Ｊｕｎ均显著降低（Ｐ＜００１）。中浓度 ＢＨＤ水提物的抑
制作用不如高浓度显著（Ｐ＜００５），而低浓度 ＢＨＤ水提物对
ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路无显著影响（Ｐ＞００５）。作为 ＪＮＫ特异
性抑制剂，ＳＰ６００１２５对ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路显示出最显著地
抑制作用（Ｐ＜０００１）。
３　讨论

中医学认为，ＰＮＩ的病因病机可分内外，外因为跌仆闪挫、
金刃所伤，内因为脏腑虚损 ［３，２１］。ＰＮＩ后病情进展及靶器官结
构和功能受损的关键病机是“气血失和（气机虚滞和血瘀络

阻）”，治疗当以益气活血通络为主。

ＲＥＤ是指患者经规范服用５型磷酸二酯酶抑制剂（包括
剂量、疗程、起效时间），排除性刺激不充分、影响药物吸收因

素（如酒精摄入）、产品质量问题等情况后，主诉勃起改善不显

著甚至未改善的一类ＥＤ［１０］。笔者课题组研究发现，ＰＮＩ与多
种ＲＥＤ关系密切，如前列腺癌根治术后 ＥＤ、糖尿病性 ＥＤ等。
前列腺癌根治手术技术虽然已经较为成熟，但仍然可能产生不

可避免的神经损伤，从而导致ＥＤ［１２］；另外，糖尿病周围神经病
变是糖尿病性ＥＤ的关键病理机制之一，使得临床治疗效果不
佳、颇为棘手［２２］。因此，笔者课题组认为以“促神经损伤修

复”探索ＲＥＤ的治疗或康复具有重要的研究价值，同时，提出
益气活血通络法是防治ＲＥＤ的基本治则治法［１０，１２］。

神经损伤后的病理生理机制较为复杂，涉及到氧化应激、

缺血／缺氧、纤维化、细胞凋亡等，其中氧化应激扮演着极其重
要的角色。氧化应激是生物系统中抗氧化剂水平与 ＲＯＳ产生
之间的不平衡状态，以ＲＯＳ过量为特征，过量的ＲＯＳ可触发细

０５
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　　注：（Ａ）通过蛋白质印迹法检测Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞中的凋亡相关蛋白；（Ｂ）对（Ａ）的定量分析。数据以均数 ±标准差表示（ｎ＝

３）。ａ．正常组，ｂ．模型组，ｃ．补阳还五汤低剂量组，ｄ．补阳还五汤中剂量组，ｅ．补阳还五汤高剂量组，ｆ．ＳＰ６００１２５组。＃＃与 ａ组比较，Ｐ＜
００１；与ｂ组比较，Ｐ＜００５；与ｂ组比较，Ｐ＜００１。

图６　ＢＨＤ水提物和ＳＰ６００１２５对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞凋亡相关蛋白表达的影响

　　注：（Ａ）通过蛋白质印迹法检测Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞中的ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路；（Ｂ）对（Ａ）中的数据进行量化，以均数±标准差表

示（ｎ＝３）。ａ．正常组，ｂ．模型组，ｃ．补阳还五汤低剂量组，ｄ．补阳还五汤中剂量组，ｅ．补阳还五汤高剂量组，ｆ．ＳＰ６００１２５组。＃＃与 ａ组比较，
Ｐ＜００１；与ｂ组比较，Ｐ＜００５；与ｂ组比较，Ｐ＜００１；与ｂ组比较，Ｐ＜０００１。

图７　ＢＨＤ水提物和ＳＰ６００１２５对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞中ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路的影响

胞凋亡［１５］，从而进一步加重神经损伤。作为经典的益气活血

通络复方，ＢＨＤ广泛应用于 ＰＮＩ的治疗。有学者研究 ＢＨＤ对
糖尿病大鼠坐骨神经细胞凋亡的影响发现，ＢＨＤ能够显著抑
制糖尿病大鼠坐骨神经氧化应激损伤及炎症因子水平，修复坐

骨神经病理性损伤，改善大鼠坐骨神经功能，抑制坐骨神经细

胞凋亡，进而促进糖尿病大鼠坐骨神经损伤的恢复［２３］。另外，

亦有学者证实了ＢＨＤ可抑制脑缺血后神经细胞凋亡，从而对
脑组织起到保护作用［２４］。本研究采用 Ｈ２Ｏ２构建氧化应激体
外细胞模型，结果显示经Ｈ２Ｏ２处理后，ＰＣ１２细胞中的ＲＯＳ水
平显著提高，细胞凋亡率显著增加。在使用不同浓度的 ＢＨＤ
水提物处理后，ＲＯＳ水平得到不同程度的下降，ＰＣ１２细胞凋亡
率显著下降。ＪＮＫ抑制剂ＳＰ６００１２５组ＲＯＳ水平及 ＰＣ１２细胞
凋亡率下降最显著。ＲＯＳ过量可触发细胞凋亡，而细胞凋亡
亦会引起线粒体功能和结构产生变化，加剧 ＲＯＳ的产生，形成
恶性循环［２５］。因此，ＢＨＤ水提物可能通过下调细胞内的 ＲＯＳ

水平，抑制氧化应激，从而抑制 ＰＣ１２细胞凋亡，同时，细胞凋
亡被抑制后 ＲＯＳ的产生亦会减少，进一步抑制 ＰＣ１２细胞凋
亡。另外，研究表明，促凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ和抗凋亡蛋
白Ｂｃｌ－２是线粒体诱导的细胞凋亡途径中的 ３种必需蛋
白［２６］。本研究发现，ＰＣ１２细胞凋亡的同时，细胞中 Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ－３表达显著增加，Ｂｃｌ－２的表达则显著降低，经高浓
度ＢＨＤ水提物处理后，Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达显著降低，而
Ｂｃｌ－２的表达则显著增加，表明 ＢＨＤ水提物可能通过调控细
胞凋亡相关蛋白抑制ＰＣ１２细胞凋亡。

ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路与 ＲＯＳ介导的细胞凋亡密切相
关［１８］。ＪＮＫ可通过不同的信号通路被 ＲＯＳ激活，激活后的
ＪＮＫ可通过磷酸化并抑制 Ｂｃｌ－２表达发挥促凋亡活性［１８］。

因此，ＪＮＫ信号通路在细胞凋亡的过程中具有重要地位。有研
究表明，益气活血通络的复方可能通过抑制 ＪＮＫ信号通路改
善大鼠糖尿病神经病理性疼痛［２７］。另外，有学者研究发现，益
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气活血通络复方能抑制 ＪＮＫ信号通路的异常激活，从而保护
糖尿病周围神经病变模型小鼠周围神经的功能［２８］。本研究采

用益气活血通络的ＢＨＤ水提物处理Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞，
在实验中发现 Ｈ２Ｏ２处理导致了 ＰＣ１２细胞内 ＪＮＫ和 ｃ－Ｊｕｎ
的磷酸化，经ＢＨＤ处理后，ＪＮＫ和 ｃ－Ｊｕｎ的磷酸化得到了抑
制，而ＪＮＫ特异性抑制剂 ＳＰ６００１２５处理后亦表现出对 ＪＮＫ／
ｃ－Ｊｕｎ信号通路的显著抑制作用。表明 ＢＨＤ水提物对 ＪＮＫ／
ｃ－Ｊｕｎ信号通路具有抑制作用。

综上，本研究利用 Ｈ２Ｏ２构建了 ＰＣ１２细胞氧化应激体外
模型，ＢＨＤ水提物体外干预显示了抗氧化应激性能，且可以抑
制氧化应激造成的ＰＣ１２细胞凋亡；同时，本研究表明 ＢＨＤ水
提物可通过ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路抑制氧化应激介导的 ＰＣ１２
细胞凋亡。总之，本研究以“促进神经损伤修复”为研究切入

点，初步揭示了ＢＨＤ的部分作用机制，为临床上应用益气活血
通络法（补阳还五汤及类方）治疗前列腺癌根治术后 ＥＤ、糖尿
病性ＥＤ等难治性ＥＤ提供了一定理论依据。当然，本研究仍
然存在一定局限性，需要通过进一步的体内外实验研究或结合

多学科交叉手段去深入探讨。
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补阳还五汤水提物通过ＪＮＫ／ｃ－Ｊｕｎ信号通路减轻Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞凋亡

（正文见４７－５２页）

注：１：邻苯二甲酸酐；２：氢化肉桂酸；３：羟基红花黄色素Ａ；４：芍药苷；５：刺芒柄花素；６：黄芪皂苷Ⅱ；７：黄芪皂苷Ⅰ；８：黄芪皂苷Ⅰ。
图１　ＢＨＤ标准水提取物的ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ总离子流图

　　注：（Ａ）不同浓度ＢＨＤ水提物（０、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５和４０ｍｇ／ｍＬ）对正常ＰＣ１２细胞增殖的影响；（Ｂ）ＢＨＤ（１０、１５、２０
ｍｇ／ｍＬ）对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞增殖的影响。ａ．正常组，ｂ．模型组，ｃ．补阳还五汤低剂量组，ｄ．补阳还五汤中剂量组，ｅ．补阳

还五汤高剂量组，ｆ．ＳＰ６００１２５组。＃＃与ａ组比较，Ｐ＜００１；与ｂ组比较，Ｐ＜００５；与ｂ组比较，Ｐ＜００１。
图２　ＢＨＤ水提物促进ＰＣ１２细胞增殖
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Ⅻ

　　注：（Ａ）ＳＰ６００１２５和不同浓度ＢＨＤ水提物对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞中ＲＯＳ水平影响的荧光图像；（Ｂ）对（Ａ）的量化分析。数据以平

均数值±标准差表示（ｎ＝３）。ａ．正常组，ｂ．模型组，ｃ．补阳还五汤低剂量组，ｄ．补阳还五汤中剂量组，ｅ．补阳还五汤高剂量组，ｆ．ＳＰ６００１２５
组。＃＃与ａ组比较，Ｐ＜００１；与ｂ组比较，Ｐ＜００５；与ｂ组比较，Ｐ＜００１。

图３　ＢＨＤ水提物对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞中ＲＯＳ水平的影响（原始放大倍数：×１００。标尺＝１００μｍ）



第４４卷　第９期
２０２６年 ９月

中　华　中　医　药　学　刊
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ⅩⅢ

　　注：（Ａ）ＳＰ６００１２５和不同浓度ＢＨＤ水提物对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡影响的荧光图像；（Ｂ）（Ａ）的量化数据。数据以平均数值±

标准差表示（ｎ＝３）。ａ．正常组，ｂ．模型组，ｃ．补阳还五汤低剂量组，ｄ．补阳还五汤中剂量组，ｅ．补阳还五汤高剂量组，ｆ．ＳＰ６００１２５组。＃＃与ａ
组比较，Ｐ＜００１；与ｂ组比较，Ｐ＜００５；与ｂ组比较，Ｐ＜００１。

图４　ＢＨＤ水提物对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的影响（原始放大倍数：×１００。标尺＝１００μｍ）
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Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２６

ⅩⅣ

　　注：（Ａ）凋亡的ＰＣ１２细胞用ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ染色并通过流式细胞仪进行分析，四个象限分别代表坏死细胞（Ｑ１）、晚期凋亡细胞
（Ｑ２）、早期凋亡细胞（Ｑ３）和活细胞（Ｑ４）；（Ｂ）对（Ａ）的定量分析。凋亡率 ＝晚期凋亡率 ＋早期凋亡率。数据以平均数值 ±标准差表示
（ｎ＝３）。ａ．正常组，ｂ．模型组，ｃ．补阳还五汤低剂量组，ｄ．补阳还五汤中剂量组，ｅ．补阳还五汤高剂量组，ｆ．ＳＰ６００１２５组。＃＃与 ａ组比较，
Ｐ＜００１；与ｂ组比较，Ｐ＜００５；与ｂ组比较，Ｐ＜００１。

图５　ＢＨＤ水提物和ＳＰ６００１２５对Ｈ２Ｏ２诱导的ＰＣ１２细胞凋亡的影响
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