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黄芪总苷对大鼠神经元缺氧／复氧损伤的影响
尹艳艳朱芬芳吴国翠李维祖公惠玲李卫平

摘要目的探讨黄芪总苷(astragalosides，AST)对大鼠神经元缺氧／复氧损伤的影响。方法建立

原代培养的大鼠海马神经元的缺氧／复氧模型。采用四唑蓝(MTT)法和乳酸脱氢酶(LDH)释放法检测

细胞活力；检测细胞上清液中丙二醛(MDA)和一氧化氮(NO)含量、超氧化物歧化酶(SOD)活性；

Hoechst染色和AnnexinV／PI双染流式细胞术检测细胞凋亡；采用激光共聚焦显微镜和Ca2+荧光探针Fluo一3／

AM观察细胞内游离钙[Ca2+】io结果黄芪总苷可以提高缺氧，复氧后神经元的活力，降低细胞上清液中

MDA和NO含量，提高SOD活性，降低细胞凋亡率，减轻神经元内的钙超载。结论黄芪总苷对缺氧／复氧

损伤的神经元具有保护作用，其机制可能与抗氧化和减轻钙超载有关。

关键词黄芪总苷；细胞培养；缺氧，复氧；钙

Protective Effect of Astragalosides on Anoxia／Reoxygenation Injury of Hippocampal Neuron YIN Yan—

yan，ZHU Fen-fang，WU Guo-cui，et al Department ofPharmacology,Anhui Medical University,Hefei(230032)

ABSTRACT Ohjective To study the effect of astragalosides(AST)on the anoxia，reoxygenalion(A／R)injured

neuron jn rat．Methods Pdmary cultured rat’s hippocampal neurons were made into NR modeI ceils．The cell viability

was detected by MTT assay and lactate dehydrogenase releasing methods；the activity of superoxide dismutase(SOD)，

and contents of malondialdehyde(MDA)and nitride oxide(NO)in culture supemate were detected；the apoptosis rate of

hippocampal neurons after NR was measured by flow cytometry with double—staining of hoechst33258 and AnnexinV-

PI；and intracellular calcium ion【Ca”+”was observed with a cofocal laser-scanning microscope and determined by

fluorescent probe FIuo-3／AM．Results AST enhanced the cell viability of neurons after MR injury,increased SOD activity

and decreased the MDA and NO contents in supemate，reduced the NR-induced apoptosis and decreased the calcium

overload in neurons．Conclusion AST has the protective effects on NR injured neurons，the mechanism is possibly

related with its anti-oxidation and calcium ovedoad reducing actions．

KEYWORDS astragalosides：call culture：anoxia／reoxygenation：calcium

脑血管疾病是危害人类生命与健康的常见病和

多发病，是人类三大死亡原因之一，而缺血性脑病约

占80％。脑缺血将导致神经细胞缺血／缺氧，而神经

细胞缺血缺氧将导致细胞坏死和凋亡。以补血和益气

药物为主的方剂在治疗脑中风中取得了较好的疗效，

尤其是在脑神经功能恢复方面作用明显。黄芪总苷

(astragalosides，AST)是从黄芪中提取的有效部位群，

本课题组的前期研究发现，黄芪总苷具有抗氧化、抗应

激、抗炎、免疫调节、促智等多种药理作用，临床上常

用于防治缺血性心脑血管疾病、促智、延缓衰老等多种
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疾病m21。前期实验研究中发现131，黄芪总苷可以促进脑

缺血再灌注大鼠神经功能的恢复，本实验在原代培养的

海马神经元缺氧／复氧(anoxia／reoxygenation，A／R)模

型上，进一步观察黄芪总苷对海马神经元的保护作用及

其可能的机制。

材料与方法

l实验动物孕17。18天SD胎鼠，种鼠由安徽医

科大学实验动物中心提供(皖医实动准第01号)。

2 药品与试剂 黄芪总苷为棕黄色粉末，由合

肥恒星药物研究所提供，批号：20051018，应用时

先用少量无水乙醇(乙醇终浓度<O．2％)溶解后，

再加双蒸水，高压蒸汽灭菌，4℃备用；L-谷氨酰胺

(L．Glutamine)、胰蛋白酶、L．多聚赖氨酸均为Sigma公

司产品；neurobasal medium(NB)和B27 supplement

均为GIBCO公司产品；胎牛血清为杭州四季青公司产
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品；四唑蓝(MTT)：Sigma公司进口分装；超氧化物

歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)和一氧化氮(NO)

试剂盒：南京建成生物工程研究所产品，批号：

070316；乳酸脱氢酶(LDH)测定试剂盒：上海复星

长征医学有限公司产品，批号：070315；荧光素染料

Hoeehst33258：北京中山生物技术有限公司，批号：

070927；钙离子荧光探针Fluo一3／AM和F127 Biotium公司

进口分装(Fluo．3／AM以无水二甲基亚砜溶解，一20 cc

保存)：Annexin V／PI双染试剂盒：北京中山生物技术

有限公司产品，批号：071119；胰蛋白酶：Sigma公司

进口分装。

3仪器XDS一1B倒置显微镜：重庆光电仪器有

限公司产品；510META激光共聚焦显微镜(LSCM)：

德国Zeiss公司产品；二氧化碳培养箱：13本SANYO

公司产品；BTS．3 1 0半自动生化分析仪：EU S．A产

品；PCR仪：德国Eppendor睑司产品；全自动酶标仪
(SPECTRAmaxl90)，美国MD产品；Coulter流式细

胞仪：美国Coulter公司产品。

4方法

4．1 胎鼠海马神经元培养【41参照Williamson法

略加改动，主要步骤如下：颈椎脱臼孕18天的SD大

鼠，无菌条件下快速分离胎鼠海马，加入终浓度为

0．125％胰蛋白酶消化约20 min，加终浓度约10％的小

牛血清终止消化，1 000 r／min离一D5 rain，弃上清；用

NB完全培养液配制成5×105／L细胞悬液接种到培养板

里(96：fL板接种100斗L，24孔板接种300斗L，6孑L板

接种2 mL)。37 oc、5％C02孵箱中培养，每天于倒置

显微镜下观察细胞形态，根据细胞生长情况，2—3天换

一半培养液。培养至第6天成无B2，的NB原液。生长到

第7天后，大部分非神经细胞死亡。

4．2海马神经元缺氧／复氧模型的建立【51除正常培

养组外，将海马神经元放在特制的37℃恒温的密闭装

置中，向容器内充入95％N2+5％C02混合气体，于37℃

孵箱中培养4 h，后取出培养板置于C02培养箱中复氧

24 h，为海马神经元缺氧复氧模型。所有检测在复氧

24 h后进行i一⋯⋯
4．3 实验分组及给药神经元随机分为正常对

照组、缺氧／复氧组、黄芪总苷组(10、20、40斗g／

mL)，用药组在培养至第7天缺氧前加入黄芪总苷3个

剂量孵育4 h后，进行实验。MTT法检测神经元活力的

实验。增设缺氧4 h后复氧前加入黄芪总苷3个剂量组，

用来观察比较缺氧前后加黄芪总苷对神经元损伤影响的

比较。

4．4 MTT法测海马神经元活力【61每组10孔，每孔

中加入MTT磷酸盐缓冲液10肛L(终浓度0．5 mg／mL)，

置37℃、5％C02培养箱中培养4 h，吸弃全部上清，

加入细胞裂解液(含40％Z．甲基甲酰胺，10％SDS，

pH4．7)，作用24 h，用酶标仪在550 nm波长测定各孔

的吸光度(A值)，以A值表示海马神经元的活力。

4．5 LDH释放率的测定 LDH测定采用乳酸基

质速率法，在半自动生化分析仪上测定。吸取全部

细胞培养上清液，按照说明书测定上清液LDH。向无

上清液的细胞中加入100 IX L 0．9％Triton X一100(双

蒸水配制)，45 min后收集液体用于测定总LDH。

结果以LDH释放率表示，LDH释放率=上清中LDH／总

LDH X 100％。

4．6海马神经元上清液中SOD、MDA和NO测

定海马神经元经上述同样处理后，取细胞上清液，按

试剂盒说明书测定。

4．7荧光素染料Hoechst33258测定海马神经元凋

亡24孔板培养海马神经元细胞。每孔加入固定液(1：3

混合的冰醋酸，甲醇l mE)固定，15 rain后弃去，加新鲜

配制的染色液避光染色30 min，在倒置荧光显微镜下

观察细胞核染色情况，并于20×10高倍镜下每个培养

孔随机取5个不同视野，计算凋亡率(凋亡细胞数／总细

胞数)，以反应海马神经元凋亡程度。

4．8 流式细胞仪测定海马神经元凋亡 采用

Annexin V／PI双染色法6孔板培养海马神经元细胞。

收集各组神经元细胞，0．125％胰蛋白酶消化，PBS

洗涤，250“L Binding buffer重悬，调整细胞密度为

1 X 109／L细胞，按试剂盒说明书操作加Annexin V和

PI后，上流式细胞仪检测。检测结果用WinMDI 218

软件分析，结果判定：在双变量流式细胞仪的散点图

上，左下象限显示活细胞，为Annexin V一／PI一；右上象

限是非活细胞，即坏死细胞，为Annexin V+／PI+；右下

象限为凋亡细胞，为Annexin V+／PI一，计算凋亡细胞

的百分比。

4．9海马神经元游离钙的测定Ⅲ24-孑L板培养细

胞。实验各组于缺氧复氧结束后(对照组于同时点)，

弃去培养液，各孔分别加入上述配制好的染料混合液

30斗L，再加入270斗L D·Hank’s，混匀，37℃恒温箱

孵育，共60 rain，使染料均匀进入细胞。染色结束后

洗去多余的染料，加入1 mL D．Hank。s。在激光共聚焦

显微镜下，观察细胞内Ca2+的分布情况，每孔选4—5个

视野拍照。采用JEDA801 D形态学图像分析系统进行分

析，取20个细胞计算其平均荧光强度，以平均荧光强

度变化反映细胞内游离Ca2+浓度的相对水平。

5统计学处理采用SPSS 1 1．0进行统计分析。计
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数资料以膏±s表示，组间比较采用Students，f检验，多

组问比较采用单因素方差分析。

结 果

1 黄芪总苷对海马神经元缺氧／复氧后活力的影响

(表1) 与正常对照组比较，缺氧／复氧组海马神经元

活力明显降低(P<0．01)；与缺氧／复氧组比较，缺氧

前加入黄芪总苷各剂量(10、20、40“g／mL)可明显

提高海马神经元的活力，缺氧后复氧前加入黄芪总苷

(40仙g／mL)可以提高海马神经元的活力(P<0．05，

P<0．01)。提示缺氧前加入黄芪总苷对神经元有较好的

保护作用。

表1各组海马神经元活力比较(i±s)

黄蓖总苷 lO 10 0．267 4-0．027

(缺氧后)10 20 0．2894-0．040

10 40 O．299±0．025△

注：与正常对照组比较，+P<0．01；与缺氧／复氧组比较。△P<0．05，

△△凡O．0l

2黄芪总苷对海马神经元缺氧／复氧后LDH释放率

的影响(表2) 与正常对照组比较，缺氧／复氧组海马

神经元LDH的释放率明显升高(P<0．01)；与缺氧／复氧

组比较，黄芪总苷(10、20、40斗g／mE)可以明显降低

缺氧／复氧后海马神经元的LDH释放率(P<0．01)。

3黄芪总苷对海马神经元缺氧，复氧后细胞上清液

SOD活性和MDA、NO含量的影响(表2) 与正常对照

组比较，缺氧，复氧组后海马神经元培养上清液中SOD

活性明显降低，MDA和NO含量明显升高(P<0．01)；

与缺氧／复氧组比较，黄芪总苷(10、20、40斗g／mL)

组可以明显升高上清液中SOD活性、降低MDA和NO含

量(P<0．05，P<0．01)。

4黄芪总苷对缺氧，复氧诱导海马神经元凋亡的

影响

4．1 荧光素染料Hoechst33258测定海马神经元凋

亡(图l，表3) 正常对照组活细胞核呈圆形或椭圆

形，荧光着色浅；凋亡细胞核固缩或裂成片，呈强荧光

反应；坏死细胞不摄取染料，无荧光。缺氧，复氧组可

见较多的细胞表现为核染色质凝集，致密浓染，荧光增

强，细胞核染色质固缩或碎裂成2块以上。正常对照组

海马神经元的凋亡率为2．5l％，缺氧，复氧组表现出明显

的细胞凋亡，凋亡率为46．17％；与缺氧／复氧组比较，

黄芪总苷组(10、20、40“g／mL)可以明显降低缺氧，

复氧后海马神经元的凋亡率(P<0．01)。

4．2 FCM法检测海马神经元凋亡(表3) 与正

常对照组比较，缺氧／复氧组海马神经元凋亡率明显升

高(P<O．01)；与缺氧／复氧组比较，黄苠总苷(10、

20、40斗g／mL)明显降低缺氧／复氧后海马神经元的凋

亡率(P<O．01)。

表3各组海马神经元凋亡和浆内游离钙的比较(牙±s)

注：与正常对照组比较，'<o．01；与缺氧，复氧组比较，△P<0．05

△△氏O．Ol

表2各组LDH释放率及细胞上清液SOD活性和MDA、NO含量比较(牙±s)

组别 n 剂量(p g／mE) LDH释放率(％) SOD(kU／L) MDA(mmol／l。) NO(pmol／L)

正常对照

缺氧／复氧

黄蓖总苷

(缺氧前)

图1 Hoechst33258染色检测海马神经元凋亡的倒置显微镜图像(×400)
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5 黄芪总苷对海马神经元缺氧／复氧后胞浆内游

离钙的影响(图2，表3) 与正常对照组比较，缺氧，

复氧组钙离子平均荧光强度显著增强(P<O．01)；与

缺氧／复氧组比较，黄苠总苷(10、20、40斗g／mL)可

以显著降低胞浆内钙离子的平均荧光强度(P<0．05，

P<O．01)。

讨 论

海马神经元对缺氧极为敏感，具有较高的易损

性，所以用原代培养的海马神经元建立缺氧／复氧模型

较为理想。一般认为缺氧4 h是轻度缺氧，导致细胞死

亡的方式主要是凋亡【8’91。本室预实验也发现4 h的缺氧

时间较合适，神经元凋亡明显，又不会大量死亡，因此

确定缺氧时间为4 h。实验中采用MTT法检测了海马神

经元的存活率，以反应缺氧／复氧后细胞的损伤程度。

结果表明，缺氧使神经元MTT代谢率受到显著抑制，

这可能与缺氧导致活性氧的产生，引起神经细胞毒性反

应的发生，造成线粒体功能障碍有关。缺氧前加入黄

芪总苷(10、20、40“g／mL)孵育4 h和缺氧后加入黄

芪总苷(40“g／mL)均可使MTT代谢率随剂量逐渐升

高，但预先加入黄芪总苷对神经元有较好的保护作用，

因此本实验主要选用缺氧前用药进行研究。

神经细胞缺氧／复氧后氧自由基大量生成110,111，脂

质过氧化活跃，生物体内主要的自由基清除剂SOD因消

耗增多而减少，脂质过氧化反应的最终产物MDA则产

生增加。MDA含量的增高与膜损伤的严重程度相关，

测定MDA的含量可反映脂质过氧化发生的程度，并可

作为判断氧自由基致细胞损伤的指标之一。实验结果显

示，黄芪总苷可以明显降低上清液中MDA、NO含量，

升高SOD活性，说明黄芪总苷可以通过减少缺氧／复氧

后自由基的生成起到对神经元的保护作用。

DNA荧光染色是目前常用的判断细胞凋亡的形

态学方法，而Annexin V结合PI双染色，可以区分早

期凋亡神经元和坏死神经元。本实验采用荧光染料

Hoechst33258x寸神经元胞核染色和流式细胞仪检测

(Annexin V／PI双染法)观察黄芪总苷对缺氧复氧后海

马神经元凋亡的影响。实验发现，黄芪总苷可以明显降

低缺氧／复氧后海马神经元的凋亡，提示黄芪总苷对海

马神经元的保护作用可能与降低其凋亡有关。

细胞内游离钙是一种重要的第二信使，有着广泛

而复杂的生物学活性。钙超载是多种脑性疾病所具有的

共同特性，也是神经元死亡的最后共同通路【121。本实验

采用激光共聚焦技术结合钙离子荧光Fluo．3／AM负载细

胞内游离钙，观察了黄苠总苷对海马神经元内Ca2+浓度

的变化，研究结果显示，缺氧／复氧后海马神经元内Ca2+

浓度明显升高，而黄芪总苷(10、20、40“g／mL)组

海马神经元内Ca2+浓度明显降低。实验结果提示，黄芪

总苷可有效阻止脑组织缺血时大量Ca2+进入神经细胞，

减轻神经元内钙超载，从而有利于改善脑组织神经元的

代谢和微循环，用于缺血性脑血管病，可有效改善临床

症状。

以上研究结果表明，黄芪总苷对海马神经元缺氧，复

氧损伤具有明显的保护作用，其作用机制可能与减少自

由基生成、抑制细胞凋亡和减轻细胞内钙超载有关。
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