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依达拉奉对MPP+处理的PC12细胞线粒体融合和分裂平衡的保

护作用
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摘  要：本文旨在探讨依达拉奉(edaravone, Eda)对帕金森病细胞模型线粒体融合、分裂动态平衡的作用及机制。用500 μmol/L 
1-甲基-4-苯基吡啶离子(1-methyl-4-phenylpyridinium, MPP+)处理PC12细胞建立帕金森病细胞模型，采用噻唑蓝(MTT)比色法

检测不同浓度Eda对MPP+处理的PC12细胞存活率的影响，用激光共聚焦显微镜检测线粒体形态，用Western blot检测线粒体融

合与分裂相关蛋白OPA1、MFN2、DRP1和Fis1的表达变化。结果显示，预先加入不同浓度的Eda能减轻MPP+处理的PC12细胞

损伤，作用呈一定的量效关系；经MPP+处理48 h，PC12细胞线粒体出现碎片化，OPA1和MFN2蛋白表达下调，DRP1和Fis1
蛋白表达上调，而Eda预处理能逆转PC12细胞的上述变化，但对Fis1的蛋白表达没有影响。以上结果提示，Eda可上调OPA1
和MFN2的蛋白表达，下调DRP1的表达，从而抑制线粒体碎片化，发挥神经细胞线粒体保护作用。
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of edaravone (Eda) on the balance of mitochondrial fusion and fission in 
Parkinson’s disease (PD) cell model. A cell model of PD was established by treating PC12 cells with 500 μmol/L 1-methyl-4-phen-
ylpyridinium (MPP+). Thiazole blue colorimetry (MTT) was used to detect the effect of different concentrations of Eda on the survival 
rate of PC12 cells exposed to MPP+. The mitochondrial morphology was determined by laser confocal microscope. Western blot was 
used to measure the protein expression levels of mitochondrial fusion- and fission-related proteins, including OPA1, MFN2, DRP1 
and Fis1. The results showed that pretreatment with different concentrations of Eda antagonized MPP+-induced PC12 cell damage 
in a dose-dependent manner. The PC12 cells treated with MPP+ showed mitochondrial fragmentation, up-regulated DRP1 and Fis1 
protein expression levels, and down-regulated MFN2 and OPA1 protein expression levels. Eda could reverse the above changes 
in the MPP+-treated PC12 cells, but did not affect Fis1 protein expression. These results suggest that Eda has a protective effect 
on the mitochondrial fusion disruption induced by MPP+ in PC12 cells. The mechanism may be related to the up-regulation of OPA1/
MFN2 and down-regulation of DRP1.
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帕金森病 (Parkinson’s disease, PD) 是与年龄相

关的第二大常见神经退行性疾病，是进行性发展的

致死性复杂疾病 [1]。无论是家族性还是散发性 PD，

线粒体功能障碍一直被认为是 PD 发病最为重要的

因素 [2]。线粒体是细胞内能量产生的重要细胞器，

对于中枢神经细胞来说，线粒体的融合与分裂动态

平衡尤为重要 [3]。只有融合与分裂达到平衡，才能

维持神经元长胞体、树突与轴突的远距离运输和能

量均匀分布。本研究组前期研究显示，PD 的发病

与线粒体融合与分裂平衡改变密切相关，1- 甲基 -4-
苯基吡啶离子 (1-methyl-4-phenylpyridinium, MPP+)
可以促进 DRP1 转移至线粒体，从而引起线粒体过

度分裂和细胞损伤 [4]。

MPP+ 可特异性抑制细胞呼吸链的 NADH 脱氢

酶 (complex I)，也是线粒体呼吸链复合物 I 抑制剂。

研究表明，MPP+ 有多巴胺神经元毒性，可破坏线

粒体的融合与分裂平衡 [5]。依达拉奉 (edaravone, 
Eda) 是已经应用于治疗急性缺血性卒中的药物，其

通过抗氧化应激减少自由基产生，保护线粒体，从

而发挥神经保护作用 [6]。Chen 等研究显示，Eda 对

MPP+ 处理的大鼠星形胶质细胞具有抗氧化、抗凋

亡作用 [7]，但具体作用机制尚不明确。本研究以成

年大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤细胞系 (PC12 细胞 )
作为多巴胺能神经元模型，用 MPP+ 处理复制 PD
细胞模型，从线粒体分裂与融合角度探讨 Eda 对

PC12 细胞线粒体的保护机制，以期为 Eda 保护 PD
中神经元的作用机制提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物与材料　　PC12 细胞购自上海阔然医

学检验中心实验室，胎牛血清、DMEM 培养基、

100 U/L 青霉素和 100 mg/mL 链霉素购自美国 Gibco
公司，MPP+ 和噻唑蓝 (MTT) 购自美国 Sigma 公司，

兔抗大鼠 β-actin、兔抗大鼠 OPA1、兔抗大鼠 MFN2、
兔抗大鼠 DRP1 和兔抗大鼠 Fis1 抗体购自美国

Abcam 公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购

自北京中杉金桥公司。

1.2  PC12 细胞培养　　细胞培养在高糖 DMEM 培

养基中，培养基含有 10% 胎牛血清、100 U/L 青霉

素和 100 mg/mL 链霉素。细胞在 5% CO2、37 °C 培

养箱中培养，每 3 d 换液 1 次，待细胞状态稳定，

融合度达 70%~80% 时进行消化，传代培养。

1.3  细胞分组与药物处理 　　按 1 × 106 个 /mL 密

度接种 PC12 细胞于 96 孔板或 6 cm 培养皿。96 孔

板培养的细胞用于 MTT 比色法检测，6 cm 培养皿

中细胞用于 Western blot 检测。96 孔板中细胞分为

6 组：0 μmol/L Eda 组、1 μmol/L Eda 组、10 μmol/L 
Eda 组、0.5 mmol/L MPP+ 组 (MPP+ 组 )、1 μmol/L 
Eda+MPP+ 组和 10 μmol/L Eda+MPP+ 组。后两组细

胞分别用不同浓度 Eda 孵育 30 min 后加入 0.5 mmol/L 
MPP+ [8]。每组设置 6 个复孔，37 °C、5% CO2 培养

箱中培养 48 h 后，进行 MTT 比色法检测。

6 cm 培养皿细胞分为 4 组：正常对照组 (Con
组 )、0.5 mmol/L MPP+ 组 (MPP+ 组 )、10 μmol/L 
Eda 组 (Eda 组 )、10 μmol/L Eda+MPP+ 组 (MPP++Eda
组 )。后两组细胞用 Eda 孵育 30 min 后加入 0.5 
mmol/L MPP+。各组细胞于 37 °C、5% CO2 培养箱

中培养48 h后，进行Western blot和线粒体染色检测。

1.4  MTT 比色法　　96 孔板每孔加入 20 μL MTT
工作液 ( 浓度为 5 mg/mL)，37 °C、5% CO2 培养箱

中孵育 4 h。吸弃上清液，每孔加入 DMSO 150 μL，
混匀后于 490 nm 处读取 OD 值，计算细胞存活率。

1.5  Western blot　　加药处理后，细胞用 PBS 洗

3 次，加入蛋白裂解液 200 μL，用细胞刮刮下细胞，

将细胞裂解液吸取到 EP 管中，置冰上反应 15 min，
然后 4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，吸取上清，

BCA 法测定细胞蛋白浓度。蛋白上样量为 20 μg，
加入蛋白上样缓冲液后，水浴 100 °C 加热 10 min。
蛋白样品经 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转

移至 PVDF 膜上。用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h，分别

加入抗 β-actin、OPA1、MFN2、DRP1 和 Fis1 抗体，

稀释比例均为 1:1 000，4 °C 孵育过夜，洗膜后加

入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗，室温孵育

1 h 后洗膜，发光试剂 ECL 显色曝光，读取条带灰

度值，以 β-actin 为内参计算各蛋白的相对表达量。

1.6  线粒体染色　　MitoTracker Green (#M7512, 
Invitrogen) 是一种氧化型的绿色荧光染料，包含标

记线粒体的弱巯基反应性的氯甲基官能团，可被

动地穿过细胞膜直接聚集到活性的线粒体上，一

旦染色便不易脱色，不受线粒体膜电位的影响。将

PC12细胞用MitoTracker Green (终浓度为100 nmol/L)
在 37 °C 培养箱中染色 12 min，用 PBS 洗涤 3 次，

每次洗涤 5 min。然后在共聚焦显微镜 (FV1200, 
Olympus) 下分析 PC12 细胞线粒体情况。

1.7  统计学方法 　　实验数据采用mean ± SD表示，

应用 SPSS 22.0 统计软件进行统计检验，采用单因
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素方差分析和卡方检验进行多组间比较，P < 0.05
时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  Eda对MPP+处理的PC12细胞存活率的影响

MTT 比色法检测结果显示，和 0 μmol/L Eda 组

相比，1 和 10 μmol/L Eda 组细胞存活率无明显变化。

和 0 μmol/L Eda 组相比，MPP+ 组细胞存活率显著

下降；和 MPP+ 组相比，1 μmol/L Eda+MPP+ 组和

10 μmol/L Eda+MPP 组细胞存活率显著提高，且细

胞存活率随 Eda 浓度的增加而显著升高 ( 图 1)，因

此后续实验将选择 10 μmol/L Eda 作为处理浓度。

2.2  Eda对线粒体网格结构的影响

激光共聚焦显微镜观察结果显示，对照组与

Eda 组的线粒体形态正常，线粒体呈典型的管状结

构，加入 MPP+ 后线粒体发生收缩和断裂，呈现明

显的碎片化结构，呈点状、短杆状 ( 片段化 )。给

予 Eda 预处理的 PC12 细胞内片段化线粒体明显减

少 ( 图 2A)。统计结果显示，53.5% 的对照组细胞

线粒体呈现延伸的管状结构，而只有 21.6% 呈点状、

短杆状；相反，62.6% 的 MPP+ 组细胞线粒体呈点

状和颗粒状，表现为典型的断裂状态，而 18.1% 的

细胞线粒体呈正常的管状结构；MPP++Eda 组具有

正常管状结构线粒体的细胞达到总量的 49.2% ( 图
2B)，提示 Eda 可以逆转 MPP+ 导致的线粒体融合

或分裂功能异常。

2.3  Eda对MPP+处理的PC12细胞线粒体融合、分裂

蛋白表达的影响

Western blot 结果显示，与对照组比较，MPP+

组 PC12 细胞中 OPA1 和 MFN2 蛋白表达水平均显

著下调 ( 均 P < 0.05，图 3)，提示 MPP+ 可诱导 PC12
细胞线粒体融合障碍。和 MPP+ 组相比，MPP++Eda
组 OPA1 和 MFN2 蛋白表达水平均显著上调，差异

图  1. 依达拉奉(Eda)对MPP+处理的PC12细胞存活率的影响

Fig.1. The effect of edaravone (Eda) on the survival rate of 
MPP+-induced PC12 cells. Cell viability of PC12 cells was 
measured with MTT method. Data are mean ± SD, n = 6. *P < 
0.05, **P < 0.01.

图   2. 依达拉奉(Eda)对MPP+处理的线粒体形态的影响

Fig. 2. The effect of Edaravone (Eda) on MPP+-induced mitochondrial morphology. A: Changes in mitochondrial morphology were 
observed in PC12 cells. Mitochondria were labeled with MitoTracker Green and observed by laser confocal microscope. Scale bar, 
5 μm. B: Quantification of mitochondrial architecture of panel A. Cells were divided into three categories, “Tubular” with >90% of 
mitochondria forming elongated interconnected networks, “Mix” with mixed tubular and short mitochondria, and “Fragmented” with 
>90% short punctiform mitochondria. n = 100 cells. *P < 0.05, **P < 0.01.
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具有显著性 ( 均 P < 0.05，图 3)。
2.4  Eda 对 MPP+ 处理的 PC12 细胞线粒体分裂蛋白

表达的影响

Western blot 结果显示，与对照组比较，MPP+

组 PC12 细胞中 DRP1 和 Fis1 蛋白表达水平显著上

调 ( 均 P < 0.05，图 4)，提示 MPP+ 可诱导 PC12 细

胞线粒体分裂障碍。和 MPP+ 组相比，MPP++Eda
组 DRP1 蛋白表达水平显著下调，差异具有显著性

(P < 0.05)，而 Fis1 表达未见明显改变 ( 图 4)。

3  讨论

线粒体分裂和融合有助于维持线粒体的功能和

质量控制。MFN2 和 OPA1 分别介导线粒体外膜和

内膜的融合，而 DRP1 是线粒体分裂的关键因素。

也有研究证明线粒体分裂与融合的动态失衡与活性

氧 (reactive oxygen species, ROS) 关系密切 [6]。本研

究结果显示，MPP+ 处理的 PC12 细胞中显示出片段

化的线粒体结构，Eda 拮抗 MPP+ 诱导的 DRP1 表

达上调以及 MFN2 和 OPA1 的表达下调，由此可见

Eda 对 MPP + 诱导的毒性的对抗作用可能是通过保

持线粒体融合与分裂两者之间的平衡来实现的

( 图 5)。
MPP+ 是线粒体复合酶 I 抑制剂，可引起线粒体

复合酶 I 的活性降低，从而导致细胞内氧自由基增

加，线粒体膜电位下降，线粒体融合 - 分裂等一系

列反应，引起细胞凋亡。已有文献报道 Eda 减弱

MPP+ 处理的 SH-SY5Y 氧化应激，减少 ROS 产生，

进而抑制细胞凋亡 [9]。本研究结果进一步验证了

Eda 能对抗 MPP+ 诱导的细胞死亡，提高细胞的存

活率。此外，Eda 能够改善 MPP+ 导致的线粒体片

图   3. 依达拉奉(Eda)对MPP+处理的PC12细胞线粒体融合蛋白表达的影响

Fig. 3. Effect of edaravone (Eda) on the protein expression levels of mitochondrial fusion proteins detected by Western blot. A: Repre-
sentative blots of OPA1 and MFN2. B, C: Quantitative analysis results of OPA1 (B) and MFN2 (C). Data are mean ± SD, n = 3. *P < 
0.05.

图   4. 依达拉奉(Eda)对MPP+处理的PC12细胞线粒体分裂蛋白表达的影响

Fig. 4. Effect of edaravone (Eda) on the protein expression level of mitochondrial fission proteins detected by Western blot. A: Repre-
sentative blots of DRP1 and Fis1. B, C: Quantitative analysis results of DRP1 (B) and Fis1 (C). Data are mean ± SD, n = 3. *P < 0.05.
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可以抑制 MPP+ 线粒体碎片化，起到神经元保护的

作用。

线粒体的形态是由线粒体融合与分裂速度决定

的。线粒体融合、分裂依赖多种蛋白的共同调节，

其中主要的融合蛋白有 MFN2 和 OPA1，主要的分

裂蛋白有 DRP1 和 Fis1。MFN2 位于线粒体外膜，

主要参与线粒体外膜融合，其为线粒体融合的重要

执行因子，OPA1 定位在线粒体内外膜间隙，主要

参与线粒体内膜融合。Fis1 和 DRP1 都是参与线粒

体分裂的重要蛋白。在正常细胞中，DRP1 主要位

于胞浆，在线粒体分裂时才发生转位，主要转移到

线粒体外膜分裂位点。当 DRP1 活化、线粒体分裂

增加时，线粒体融合会被抑制，导致线粒体分裂与

融合紊乱，这是神经元损伤诱发神经退行性病变的

重要因素
[14]。本研究结果显示，MPP+ 可诱发线粒

体分裂与融合的动态失衡，线粒体融合相关蛋

MFN2、OPA1 表达下调，DRP1 和 Fis1 表达上调，

给予 Eda 预处理能够逆转此种改变，提示神经元线

粒体分裂、融合紊乱可能参与了 PD 的发病，而

Eda 能够改善线粒体分裂、融合紊乱，为其临床应

用提供理论依据。

综上，Eda 能够通过抑制 MPP+ 处理的 PC12 细

胞线粒体分裂，促进其融合，从而改善线粒体功能，

进而修复受损细胞，但其具体的作用机制有待进一

步的研究。
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图   5. 依达拉奉(Eda)对MPP+诱导的帕金森病(PD)细胞模型

中线粒体动力学的作用机制

Fig. 5. Mechanism of the effect of edaravone (Eda) on mito-
chondrial dynamics in the Parkinson’s disease (PD) cell model 
induced by MPP+. Both fission and fusion enable dynamic mor-
phological changes of the mitochondrial network, contributing 
to mitochondrial maintenance, function and quality control. The 
MPP+-induced increase in DRP1, as well as decrease in MFN2 
and OPA1, were all partially prevented by Eda, indicating that 
Eda-induced protection against MPP+ toxicity is mediated by the 
preservation of balance between mitochondrial fission and fusion.

段化，逆转并上调 MPP+ 降低的线粒体融合相关蛋

白 MFN2、OPA1 表达，表明 Eda 对 MPP+ 处理的 PC12
细胞有保护作用，而其保护机制可能与改善线粒体

分裂、融合紊乱有关。

线粒体作为一种高度动态的细胞器，通过不断
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