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摘要： 目的　 研究芍药苷对氯化钴诱导 ＰＣ１２ 细胞氧化应激损伤的保护作用。 方法　 芍药苷预先处理 ＰＣ１２ 细胞 １ ｈ，
再加入 ＣｏＣｌ２ 共孵育 ２４ ｈ。 采用 ＭＴＴ 法检测 ＰＣ１２ 细胞存活率， 利用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针、 Ａｎｎｅｘｉｎ ＦＩＴＣ⁃Ｖ ／ ＰＩ 双染法、 ＪＣ⁃
１ 探针检测芍药苷 （１００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 对 ＰＣ１２ 细胞 ＲＯＳ 水平、 细胞凋亡率及线粒体膜电位值 （ＭＭＰ） 的影响。
结果　 ＣｏＣｌ２诱导 ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ 后， 其半数抑制浓度 （ＩＣ５０） 为 １􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 与模型组比较， ２００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷提高

ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 减少细胞内 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提高 ＭＭＰ
（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞氧化应激损伤有显著保护作用。
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　 　 芍药苷来源于毛莨科种属， 是从白芍和赤芍干

燥根提取的主要活性成分， 为一种单萜糖苷类化合

物， 具有抗氧化应激损伤、 抗血栓、 抗炎、 抗高血

压、 镇痛、 抗血小板聚集等作用［１⁃２］。 有文献表明

芍药苷对大鼠缺血性脑卒中引起的细胞氧化应激损

伤有显著疗效， 可通过 Ｃａ２＋ ／ ＣａＭＫⅡ／ ＣＲＥＢ 信号

通路降低炎症因子表达［３］， 同时也有文献阐述了

芍药苷能降低血液黏度、 抗血小板聚集、 扩张血

管、 改善微循环、 抗氧化、 抗惊厥等多种作用效

果［４⁃５］， 故芍药苷在动物体内对不同病理条件诱导

的神经细胞损伤有保护作用。 温新丽等［６］ 揭示了

芍药苷对过氧化氢诱导的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞氧化应激

损伤有显著保护效果， 但具体机制不明。 因此， 本

研究在 ＰＣ１２ 细胞存活率基础上， 从活性氧自由基

（ＲＯＳ）、 细胞凋亡、 ＭＭＰ 不同机制考察芍药苷对

ＣｏＣｌ２ 诱导高 ＰＣ１２ 细胞氧化损伤的保护作用， 为

后续进一步研发作铺垫。
１　 材料

１􀆰 １　 药物与试剂 　 芍药苷 （纯度≥９８％ ， 批号

１７０４１４０１） 购自成都普飞德生物科技有限公司。
氯化 钴 （ Ｃｏｂａｌｔ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＣｏＣｌ２ · ６Ｈ２Ｏ， 批 号

２０１８０７２４ ）、 ＲＯＳ 试 剂 盒 （ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ， 编 号

Ｓ００３３）、 细胞凋亡试剂盒 （批号 １００９１８１９０３０７）、
线粒体膜电位试剂盒 （批号 １０１１１８１９０４１６） 均购

自上海碧云天生物技术有限公司； 二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ， 批号 ２０１３０４１７） 购自湖南汇虹试剂有限

公司； ＭＴＴ ［３⁃ （４， ５⁃二甲基噻唑⁃２） ⁃２， ５⁃二苯

基四氮唑溴盐， 批号 １０１５Ｄ０５１０］ 购自北京索莱宝

科技有限公司； 改良高糖细胞培养基 （ＤＭＥＭ） 和

胎牛血清 （ＦＢＳ） 均购自四季青生物工程材料有限

公司 （杭州）； 其他试剂均购自国药集团化学试剂

有限公司。
１􀆰 ２　 仪器 　 ＣＯ２ 培养箱 （型号 ３１３１）、 多功能酶

标仪 （型号 ３００１⁃１７５８） 均购自美国赛默飞世尔科

技有限公司 （上海）； 高内涵成像分析系统 （型号

ｏｐｅｒｅｔｔａ） 购自美国珀金埃尔默股份有限公司。

２　 方法

２􀆰 １　 ＰＣ１２ 细胞培养 　 ＰＣ１２ 细胞购自中国科学院

细胞库， 采用含 １０％ 胎牛血清 （ＦＢＳ） 的 ＤＭＥＭ
培养基， 置于 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃培养箱中进行培养。
以 １ ∶ ２ 或 １ ∶ ３ 比例进行细胞传代， 向培养皿中加

入 ０􀆰 ２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ⁃ＥＤＴＡ １􀆰 ５ ｍＬ， 消化约 １ ｍｉｎ 后

在显微镜下观察， 发现 ＰＣ１２ 细胞回缩、 类圆形，
开始脱落， 立即加入 ２ ｍＬ 培养基终止消化， 选择

对数生长期细胞进行实验。 在药物处理阶段， 各组

（包括正常组） 细胞均用不含 ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

基培养。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 检测

２􀆰 ２􀆰 １　 不同浓度 ＣｏＣｌ２、 芍药苷对 ＰＣ１２ 细胞存活

率的影响　 将对数生长的 ＰＣ１２ 细胞以 ３×１０３ ／孔的

浓度接种于 ９６ 孔板上， 每孔 ０􀆰 １ ｍＬ， 置于培养箱

中培养 １２ ｈ， 待贴壁后分别采用 ＣｏＣｌ２ （０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
和芍药苷 （１０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００、 ５００、 ６００、
７００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ） 孵育 ２４ ｈ， 每孔加入０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
ＭＴＴ ２０ μＬ， ３７ ℃避光孵育 ４ ｈ 后吸弃上清液， 加

２００ μＬ ＤＭＳＯ， 避光振摇 １０ ｍｉｎ 使其充分溶解，
在 ５７０ ｎｍ 波长处测定光密度 （ＯＤ）， 细胞存活

率＝ ［ （ＯＤ药物组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ正常组－ＯＤ空白组）］×
１００％ ， 平行 ６ 个复孔。
２􀆰 ２􀆰 ２　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导的 ＰＣ１２ 细胞存活率的

影响　 细胞分为正常组 （正常 ＰＣ１２ 细胞）、 模型

组 （１􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ）、 芍

药苷组 （不同浓度芍药苷预先处理 １ ｈ， 再加入

１􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 共孵育 ２４ ｈ）， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下

方法检测各组细胞存活率。
２􀆰 ３　 ＲＯＳ 检测　 根据 ＲＯＳ 试剂盒测定细胞内 ＲＯＳ
水平， 荧光探针 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 按 １ ∶ １ ０００ 比例用无血

清培养基稀释至终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 按 “２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法分组接种于 ９６ 孔板内， 培养 ２４ ｈ 后， 将

培养 液 换 成 已 稀 释 好 的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探 针 溶 液

０􀆰 １ ｍＬ， ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次去

６０６２

２０２０ 年 １０ 月

第 ４２ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １０



除未进细胞内的荧光探针， 采用高内涵成像分析系

统检测平均荧光强度 （激发波长 ４８８ ｎｍ， 发射

波长 ５２５ ｎｍ）， 各组随机选取 ６ 个视野， 平行 ３ 个

复孔。
２􀆰 ４　 细胞凋亡测定　 利用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染

色法凋亡试剂盒检测 ＰＣ１２ 细胞凋亡， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法分组接种于 ９６ 孔板内， 以凋亡试剂盒操

作步骤进行实验， 采用高内涵成像分析系统在

４８８、 ５２５ ｎｍ 波长下检测平均荧光强度。 各组随机

选取 ６ 个视野， 计数细胞总数和凋亡细胞数， 平行

３ 个复孔， 计算凋亡率 ［ （同一视野下凋亡细胞数 ／
同一视野下总细胞数） ×１００％ ］。
２􀆰 ５　 ＭＭＰ 测定 　 取对数生长期 ＰＣ１２ 细胞， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法分组， 按 ＭＭＰ 试剂盒说明书进

行操作。 高内涵成像系统检测细胞平均荧光强度

（激发波长 ４９０ ｎｍ， 发射波长 ５３０ ｎｍ）， 各组随机

选取 ６ 个视野， 平行 ３ 个复孔。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｓｉｍ 软件进行

处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用独立

样本 ｔ 检验， 多组间比较采用单因素方差。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度 ＣｏＣｌ２ 对 ＰＣ１２ 细胞存活率的影响　
０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２、 １􀆰 ５、 ２􀆰 ０、
３􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 对应细胞存活率分别为 （９２􀆰 ９±
５􀆰 ７）％ 、 （８７􀆰 ９±２􀆰 ３）％ 、 （８２􀆰 １±４􀆰 ５）％ 、 （７３􀆰 ５±
２􀆰 ３）％ 、 （６６􀆰 ３±４􀆰 ８）％ 、 （５２􀆰 １±４􀆰 ５）％ 、 （４７􀆰 ３±
５􀆰 ０）％ 、 （４３􀆰 ０±３􀆰 ９）％ 、 （４０􀆰 １±４􀆰 ６）％ 、 （２４􀆰 ２±
５􀆰 ６）％ 。 图 １Ａ 表明， 与正常组 （１００％ ±３􀆰 ２）％ 相

比， ＣｏＣｌ２ （０􀆰 ６～ ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 可降低 ＰＣ１２ 细胞

存活率， 减少细胞活性， 其浓度为 １􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，
细胞存活率接近 ５０％ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 即为半数抑制浓

度 （ ＩＣ５０ ）。 因此， 采用 １􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 诱导

ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ， 作为 ＰＣ１２ 细胞氧化应激损伤的

最佳条件。

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞存活率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ２　 不同浓度芍药苷对 ＰＣ１２ 细胞存活率的影

响　 由 图 １Ｂ 可 知， １０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００、
５００、 ６００、 ７００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷处理 ＰＣ１２ 细胞

２４ ｈ， 细胞存活率分别为（１００􀆰 ３±２􀆰 ３）％ 、 （９９􀆰 ７±
３􀆰 ６）％ 、 （９９􀆰 １±３􀆰 ４）％ 、 （９７􀆰 ９±２􀆰 ８）％ 、 （８９􀆰 ３±
２􀆰 ４）％ 、 （８３􀆰 ５±３􀆰 ５）％ 、 （７４􀆰 ２±２􀆰 ３）％ 、 （５９􀆰 ６±
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２􀆰 ６）％ 、 （５２􀆰 ０±３􀆰 ０）％ ， 其浓度在 ６００ μｇ ／ ｍＬ 以

上时 对 ＰＣ１２ 细 胞 有 强 烈 毒 副 作 用， 在 ４００、
５００ μｇ ／ ｍＬ时可降低细胞存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 有轻

微毒性， 故芍药苷毒性浓度应在 ４００ μｇ ／ ｍＬ 以下。
３􀆰 ３　 不同浓度芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞存活

率的影响 　 如图 １Ｃ 所示， 与模型组比较， １００、
２００、 ３００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导的 ＰＣ１２ 细胞

存活率分别为 （５４􀆰 ９ ± ３􀆰 １）％ 、 （６３􀆰 ０ ± ２􀆰 ７）％ 、
（５９􀆰 １±２􀆰 ３）％ ， 其浓度在 １０～５００ μｇ ／ ｍＬ 范围内未

呈浓度依赖性， 而在 ２００ μｇ ／ ｍＬ 时可增加 ＣｏＣｌ２ 诱

导的 ＰＣ１２ 细胞存活率 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 由此表明，
２００ μｇ ／ ｍＬ芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞所引起

的氧化应激损伤有显著保护作用。
３􀆰 ４　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞内 ＲＯＳ 的影

响　 如图 ２ 所示， 与正常组 （１１􀆰 ０ ± ２􀆰 ０） 比较，
模型组 ＰＣ１２ 细胞内平均荧光值增加 （５２􀆰 ０±２􀆰 １，
Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明细胞内 ＲＯＳ 增加； 与模型组比较，
２００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷组 ＰＣ１２ 细胞内平均荧光值降低

（２５􀆰 ４± ２􀆰 ５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 表明芍药苷可明显抑制

ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞内 ＲＯＳ 的生成。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞生成 ＲＯＳ 的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ５ 　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞凋亡的影

响　 如图 ３ 所示， 正常组 ＰＣ１２ 细胞早期和晚期凋

亡分布有低强度绿色和红色荧光 （绿色荧光代表

凋亡早期， 红色代表凋亡晚期和死亡细胞）； 经

ＣｏＣｌ２ 诱导后， 模型组出现高强度绿色和红色荧

光， 且胞核变小， 浓缩， 呈细胞凋亡的形态特征；
加入芍药苷预处理后， 绿色、 红色荧光强度降低，
细胞核逐渐恢复正常形态。 与正常组 ［活细胞比

例 （９３􀆰 ２±２􀆰 ６）％ ， 凋亡细胞比例 （６􀆰 ８±１􀆰 ７）％ ］
比较， 模型组活细胞比例 ［ （２０􀆰 ３±３􀆰 ０）％ ］ 降低，
细胞凋亡比例 ［ （７９􀆰 ７±２􀆰 ８）％ ］ 增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
其中 ２００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷组活细胞比例为 （５７􀆰 ４ ±
２􀆰 ４）％ ， 细胞凋亡比例为 （４２􀆰 ６±３􀆰 ３）％ ， 与模型

组比较差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ６　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 所诱导 ＰＣ１２ 细胞 ＭＭＰ 的影

响　 如图 ４ 所示， 与正常组比较 （平均荧光值为

２３７􀆰 ６±１０􀆰 ３）， 模型组 ＰＣ１２ 细胞绿色平均荧光值

为 ３９􀆰 ８±１１􀆰 ２， 荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 即线粒

体膜电位下降。 ２００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷组 ＰＣ１２ 细胞绿

色平均荧光值为 ２２１􀆰 ７±９􀆰 ５， 荧光强度升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 说明芍药苷能提升 ＭＭＰ， 保护 ＰＣ１２ 细胞

免受 ＣｏＣｌ２ 诱导所致的损伤。
４　 讨论

脑缺血病理机制主要包括能量代谢障碍与梗死

灶周围缺氧去极化、 兴奋性氨基酸 （ＥＡＡ） 毒性、
氧化应激损伤、 炎症反应等［７］， 其中氧化应激损

伤是其主要机制之一。 氧化应激损伤 （ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ） 是指有机体在遭受各种有害刺激或诱导时，
细胞内产生的 ＲＯＳ 超过自身清除的 ＲＯＳ， 导致

ＲＯＳ 细胞内蓄积及细胞凋亡与 ＭＭＰ 变化， 细胞引

发毒性损伤的过程［８］。 目前大量研究认为， ＲＯＳ、
细胞凋亡及 ＭＭＰ 变化是氧化应激损伤的主要

指标。
ＣｏＣｌ２ 是一种化学性氧化应激诱导模拟剂， 可

引起神经细胞氧化应激损伤和凋亡， 其机制是钴通

过细胞内离子置换使亚铁螯合酶失活， 从而抑制细

胞对氧的利用， 最终达到常氧下诱导细胞缺氧导致

氧化应激的效果［９］， 由于使用方便、 理化性质稳

定而成为诱导神经细胞氧化应激损伤的首选药物，
但在体外细胞上研究较少。 课题组首次采用 ＣｏＣｌ２
诱导 ＰＣ１２ 细胞模型模拟神经细胞氧化应激损伤而

出现的脑缺血病理状态， 具有效果理想、 可重复性

好及操作简便的优势。
近年来， 芍药苷在细胞损伤方面的作用受到越
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ

来越多的关注。 芍药苷在白芍单萜类成分中含有量

最高， 也是最有效成分［１０］， 具有抗神经细胞氧化、
抗自由基损伤、 抑制细胞内钙超载， 抗细胞凋亡、
促进神经生长等作用［１１］。 有文献研究发现， 芍药

苷通过 ＮＯ （硝普钠） 诱导 ＰＣ１２ 细胞可直接发挥

抗细胞凋亡作用［１２］。 理论上， 芍药苷具有抗细胞

氧化应激损伤作用， 本实验结果表明， 在 ＣｏＣｌ２ 诱

导 ＰＣ１２ 细胞损伤模型中， １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 芍药苷

可清除细胞内 ＲＯＳ 产生、 减少细胞凋亡和提高

ＭＭＰ， 但 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的 细 胞 保 护 作 用 大 于

１００ μｇ ／ ｍＬ， 其原因可能是促线粒体凋亡蛋白的表

达程度不同。 Ｗａｎｇ 等［１３］研究发现， 神经细胞损伤

与凋亡蛋白的表达有关， 凋亡相关基因表达促进

ｐ３８ ＭＡＰＫ 磷酸化程度， 加剧细胞凋亡损伤。 除了

线粒体凋亡通路之外， 核因子转录蛋白 （ＮＦ⁃κＢ）
信号通路和促分裂素原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 信
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 芍药苷对 ＣｏＣｌ２ 诱导 ＰＣ１２ 细胞膜电位的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｏｆ ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ

号通路也在脑缺血神经细胞损伤中发挥着重要的作

用［１４⁃１５］， 是否参与了芍药苷的神经保护机制有待

于今后进一步的研究。
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