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黄芩甙拮抗大鼠神经元和星形胶质

细胞氧应激损伤

宋元宗! 杨于嘉 贾延

摘要 目的 探索过氧化氢（?)@)）致星形胶质细胞损伤的实验条件，研究黄芩甙对大鼠神经元和星形

胶质细胞氧应激损伤的保护作用。方法 体外培养大鼠前脑星形胶质细胞和神经元，分别应用?)@)、黄芩

甙及两者联用处理，应用A..分析法测定细胞活力或存活率。结果 不同浓度?)@)对星形胶质细胞存活

率的影响各组间差异有显著性（!B)&C*-%，""(C(+）。同一浓度的?)@)对不同接种密度细胞的损伤程度

不同（!B*C,$%，""(C(+）。在)C*",(#4"0／D浓度范围内，黄芩甙不影响各组神经元和星形胶质细胞的

存活率（神经元，!B(C,%，"#(C(*；星形胶质细胞，!B+C((+，"#(C(*）。但黄芩甙对?)@)所致神经元和

星形胶质细胞氧应激损伤有拮抗作用（神经元，!B),C$&,，""(C(+；星形胶质细胞，!B*C(((，""(C(+），

黄芩甙浓度越高，则细胞存活率越高。结论 构建了一个?)@)氧化损伤星形胶质细胞的模型。在)C*"
,(#4"0／D浓度范围内，黄芩甙对神经元和星形胶质细胞均无毒性作用。但黄芩甙能够拮抗?)@)所致的神

经元和星形胶质细胞氧化损伤，而且这种作用呈剂量依赖性。
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黄芩甙是从中药黄芩中提取出来的黄酮类有效成

分。近年来，我科报道了黄芩甙对感染性脑水肿的保

护作用〔+，)〕，并在整体动物水平对其保护作用的机制进

行探讨〔$，,〕，试图为脑水肿的治疗提供新的思路和线

索，但黄芩甙治疗脑水肿的机制远未阐明。活性氧参

与感染、缺血再灌注损伤、神经系统退行性变等神经系

统损伤过程，是介导神经系统损伤的重要环节，其中过

氧化氢（?)@)）是常用于研究活性氧作用的工具分子。

本研究在以往的基础上探讨?)@)氧化损伤星形胶质
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细胞的实验条件，并进一步观察黄芩甙对神经元及星

形胶质细胞氧应激损伤的作用。

材料与方法

! 材料

!"! 神经元与星形胶质细胞 取材于生后!天

#$大鼠前脑，单细胞悬液制备参照文献〔%〕进行。剪碎

后以&"’%(胰酶消化!%)*+，灭活胰酶后反复吹打制

成单细胞悬液。将悬液’&&,离心!&)*+，吸除上层，

加入适量的培养液后再次小心吹打制成细胞悬液，通

过-&&目钢网过滤。调整细胞密度至!.!&/／)0后接

种，在湿化、1(23’、4’(空气的孵箱中培养。

!"’ 药物 黄芩甙（纯度41(，分子量55/"-%，

溶液678"/）由我院药剂科提供。

!"- 试剂和仪器 $9:9 培养基为;*<=>产

品；9??为#*,)@产品；胰蛋白酶、7:A:#、二甲亚砜

（$9#3）等 均 为 B9C:#23产 品；DE:93?3湿 化

23’培养箱，FGH!5%&型医用净化工作台，30I)6JK倒

置相差显微镜，:LM1&&全自动酶标仪等。

’ 方法

’"! 神经元及星形胶质细胞培养 神经元培

养：在细胞初次接种!’N后，加入等量阿糖胞苷浓度为

!&!)>0／L的培养基抑制胶质细胞的增殖，-/N后换成

阿糖胞苷浓度为!&!)>0／L、胎牛血清浓度为!&(的

培养基，而后每周换液’次培养。培养!周后，1%(以

上的细胞为神经元。星形胶质细胞培养；接种后-天

始换$9:9培养基，以后每周换液’次培养；细胞融

合成片时传代接种至新瓶，传代’"-次后，可得纯

度!4&(的星形胶质细胞。

’"’ 7’3’损伤星形胶质细胞的实验条件

’"’"! 7’3’ 对 星 形 胶 质 细 胞 存 活 率 的 影 响

神经胶质细胞悬液接种至4/孔板，每孔接种!&&!0（同

一细胞浓度）。加药前将各孔内培养基换成无血清培

养基（其余成分相同）。不同浓度7’3’（分/组：设!
组对照，余%组分别以7’3’!&、’&、5&、1&、!/&!)>0／L
处理，组间浓度倍比稀释）处理’N后，9??法测定各

组存活率。

’"’"’ 接种密度对星形胶质细胞活力及氧应激

后存活率的影响 不同接种密度（分/组，接种密度分

别为!"’%、’"%、%、!&、’&、5&.!&5／)0，相邻组间浓度

倍比稀释）的星形胶质细胞在4/孔板中培养4天，

9??比 色 法 测 定 各 组 活 力；同 样 分 组 的 细 胞 用

!/&!)>0／L的7’3’作用’N后，9??法测定各组存

活率。

’"- 黄芩甙对神经细胞氧应激损伤的保护作用

实验

’"-"! 黄芩甙自身对神经细胞的作用 4/孔板

培养神经元和星形胶质细胞，不同浓度黄芩甙（分/
组：设!组对照，余%组分别以黄芩甙’"%、%、!&、’&、

5&!)>0／L处理，组间浓度倍比稀释）处理后 9??法

测定各组存活率。

’"-"’ 黄芩甙对神经细胞氧应激损伤的保护作

用 神经元氧应激损伤模型参照文献〔/〕，星形胶质细

胞氧应激损伤模型参照以上研究结果。空白组不用黄

芩甙预处理，也不用7’3’损伤细胞；对照组不用黄芩

甙预处理，但以7’3’损伤细胞；其余各组以相应浓度

黄芩甙（’"%、%、!&、’&!)>0／L，组间浓度倍比稀释）处

理-&)*+后，再 加 入 与 对 照 组 等 量 的 7’3’ 处 理。

9??分析法检测细胞存活率。

’"5 9??分析法 药物处理结束后，更换新的

含血清培养基，再加 入 9??溶 液（终 浓 度&"%),／

)0），-8O孵育’N后，去除培养液，各孔加入$9#3
!%&!0，置摇床1&P／)*+，摇动!%)*+，然后用全自动酶

标仪比色，选择波长%8&+)。

’"% 统计学方法 多样本均数比较采用单因素

方差分析，样本均数间的两两比较用L#$法。

结 果

! 不同7’3’浓度实验中星形胶质细胞的存活

率比较 见图!。7’3’ 浓度越高，则细胞存活率越

低，各 实 验 组 间 差 异 有 显 著 性（!Q’1"%/4，""
&"&!），提示7’3’对星形胶质细胞有氧化损伤作用，

且这种效应呈剂量依赖性。
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! 星形胶质细胞不同接种密度对细胞活力的影

响 见图!。接种密度不同的各组细胞培养"天后行

#$$分析法检测细胞活力。其中密度%&’(&%／)*组

细胞接种后第!天即融合，密度!&’(&%／)*组第+天

融合，密度,’(&%／)*组第,天融合，密度!-,’(&%／

)*组第"天融合，而其余两组#$$分析前镜下观察，

数目较接种时增多，但未融合成片。第"天 #$$分

析结果 显 示，细 胞 活 力 各 组 间 差 异 有 显 著 性（!.
!/-(!,，"!&-&(），接种密度越高则细胞活力越高（各

组与接种密度最高组比较，"!&-&(）。

+ 星形胶质细胞不同接种密度对细胞氧化损伤

的影响 见图+。0!1!对不同接种密度细胞的损伤

程度 不 同，各 组 间 差 异 有 显 著 性（!.,-%+"，"!
&-&(）。接种密度越高，则细胞抗氧化损伤的能力越

强，表现为存活率越高。

% 黄芩甙对神经细胞氧应激损伤的保护作用

见图%、图,。在!-,!%&")2*／3浓度范围内，黄芩甙

对神经元和星形胶质细胞存活率的影响结果各组间差

异无显著性（神经元，!.&-%"，""&-&,；星形胶质细

胞，!.(-&&(，""&-&,）。与空白组比较，0!1!组（对

照组）细胞存活率降低（"!&-&(），提示0!1!对神经

元和星形胶质细胞有损伤作用；黄芩甙浓度越高，则细

胞存活率越高，提示黄芩甙对0!1!所致神经元和星

形胶质细胞损伤有拮抗作用，而且这种作用呈剂量依

赖性，各 实 验 组 差 异 有 显 著 性（神 经 元，图%，!.
!%-+4%，"!&-&(；星形胶质细胞，图,，!.,-&&&，

"!&-&(）。
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讨 论

!"#"所致神经元的氧化损伤早已引起重视，并成

功建立了细胞氧化损伤模型〔$〕。对于星形胶质细胞与

活性氧的研究报道多侧重于星形胶质细胞抗氧化作用

及其机制〔%，&〕。本研究结果表明，高浓度!"#"对星形

胶质细胞有损伤作用，而细胞接种密度也是影响!"#"
所致细胞存活率下降的因素。图"中，按接种密度由

高到低的顺序先后融合成片的前’组胶质细胞，接种

密度高则细胞活力也高，提示星形胶质细胞生长的接

触抑制现象不明显，细胞单层融合成片后仍可继续以

复层形式生长〔(〕。这可能是接种密度影响!"#"所致

细胞存活率下降的原因。根据以上研究结果，本研究

所用星形胶质细胞氧应激损伤模型的具体条件是：($
孔板每孔接种)**!+细胞浓度为",)*’／-+的细胞悬

液，培养时间为(天，以终浓度为)$*!-.+／/的!"#"
处理"0后，122分析法测细胞活力。

我们曾在整体动物水平发现黄芩甙具有抗感染性

脑水肿的作用，并且报道了黄芩甙在感染性脑水肿模

型血浆和脑脊液中的药代动力学，发现黄芩甙在脑脊

液中的峰浓度可达3!-.+／/
〔’〕。在此基础上，本研究

应用星形胶质细胞和神经元氧应激损伤模型，探讨了

黄芩甙预处理对神经细胞氧应激损伤的影响。"43"
’*!-.+／/的黄芩甙本身对神经元和胶质细胞的存活

率无影响，提示此浓度范围的黄芩甙对神经元和神经

胶质细胞无毒性作用；但黄芩甙能够提高!"#"所致

神经元及星形胶质细胞氧应激损伤后的存活率，而且

这种作用呈剂量依赖性。这种作用的机制可能与黄芩

甙清除羟自由基、烃基自由基，并保护线粒体膜的脂质

过氧化有关〔)*，))〕。众所周知，活性氧参与感染所致神

经系统损伤过程，是介导神经系统损伤的重要环节。

黄芩甙减轻活性氧对神经细胞的损伤，而自身对神经

细胞无毒副作用，这可能是黄芩甙抗大鼠感染性脑水

肿的部分机理。以上结果提示，黄芩甙在治疗神经系

统损伤，尤其是在有过高活性氧参与的感染、缺血再灌

注及退行性病变等神经系统损伤的治疗方面，可能具

有一定的应用前景。
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