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  [摘要] 目的 探讨淫羊藿苷对星形胶质细胞缺氧/复氧(H/R)损伤的保护作用。方法 利用CCK-8法

测定7种不同浓度的淫羊藿苷培养液对正常培养星形胶质细胞24
 

h细胞活力的影响,筛选出安全浓度范围。
将星形胶质细胞分为对照组、H/R组和淫羊藿苷组。H/R组和淫羊藿苷组采用无血清缺氧缺糖后恢复血清复

氧复糖培养的方法构建 H/R星形胶质细胞模型,淫羊藿苷组在此基础上使用安全浓度的淫羊藿苷进行干预。
CCK-8法测定各组细胞活力,筛选出淫羊藿苷最佳有效浓度。检测各组细胞中乳酸脱氢酶(LDH)、超氧阴离子

自由基(·O2-)及超氧化物歧化酶(SOD)水平,H2DCFDA荧光探针检测各组细胞内活性氧(ROS)水平,JC-1
荧光探针测定各组细胞线粒体膜电位水平,流式细胞术检测各组细胞凋亡情况。

 

结果 7种浓度淫羊藿苷组

中,3.8、7.5、15.0
 

μmol/L淫羊藿苷组与对照组细胞活力比较,差异无统计学意义(P>0.05)。与对照组比较,
H/R组细胞活力降低(P<0.05);与 H/R组比较,3.8、7.5、15.0

 

μmol/L淫羊藿苷组细胞活力增强(P<
0.05),且呈现剂量依赖的趋势,确定15.0

 

μmol/L为淫羊藿苷最佳有效浓度。与对照组比较,H/R组LDH、
·O2-、细胞内ROS水平明显增加,SOD活性减弱,线粒体膜电位下降,细胞凋亡数目增多(P<0.05)。与H/R组

比较,淫羊藿苷组LDH、·O2-、细胞内ROS水平明显减少,SOD活性增强,线粒体膜电位上升,细胞凋亡数目减

少(P<0.05)。结论 淫羊藿苷可减轻H/R引起的星形胶质细胞损伤和细胞氧化应激反应,减少细胞凋亡。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Icariin
 

on
 

hypoxia/reoxygenation(H/R)
 

in-
jury

 

of
 

astrocytes.Methods The
 

effects
 

of
 

7
 

different
 

concentrations
 

of
 

Icariin
 

culture
 

solution
 

on
 

the
 

24
 

h
 

cell
 

activity
 

of
 

normally
 

cultured
 

astrocytes
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

CCK-8
 

method,and
 

the
 

safe
 

concentration
 

range
 

was
 

screened
 

out.The
 

astrocytes
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,H/R
 

group
 

and
 

Icariin
 

group.The
 

H/R
 

group
 

and
 

Icariin
 

group
 

adopted
 

the
 

method
 

of
 

serum
 

reoxygenation
 

and
 

reglucose
 

culture
 

method
 

after
 

serum-free
 

hypoxia
 

and
 

glucose
 

deficiency
 

to
 

construct
 

the
 

H/R
 

astrocyte
 

model,on
 

this
 

basis
 

the
 

Icariin
 

group
 

used
 

the
 

safe
 

use
 

concentration
 

of
 

Icariin
 

to
 

conduct
 

the
 

intervention.The
 

cell
 

activity
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

CCK-8
 

method.The
 

optimal
 

Icariin
 

effective
 

concentration
 

was
 

screened
 

out.The
 

levels
 

of
 

lac-
tate

 

dehydrogenase
 

(LDH),superoxide
 

(·O2-)
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected.The
 

level
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

H2DCFDA
 

fluorescence
 

probe,the
 

level
 

of
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

was
 

measured
 

by
 

JC-1
 

fluorescence
 

probe,and
 

the
 

apop-
tosis

 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.Results Among
 

the
 

7
 

concentrations
 

of
 

Icariin
 

groups,there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

cell
 

activity
 

between
 

3.8,7.5,15.0
 

μmol/L
 

Icariin
 

groups
 

and
 

control
 

group
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

viability
 

in
 

the
 

H/R
 

group
 

was
 

decreased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

H/R
 

group,the
 

cell
 

viability
 

in
 

the
 

3.8,7.5
 

and
 

15.0
 

μmol/L
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Icariin
 

groups
 

was
 

increased
 

(P<0.05),moreover
 

showing
 

the
 

dose-dependent
 

trend.Therefore,15.0
 

μmol/L
 

was
 

determined
 

as
 

the
 

best
 

effective
 

concentration.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,LDH,·O2-
 

and
 

intra-
cellular

 

ROS
 

levels
 

in
 

the
 

H/R
 

group
 

were
 

increased
 

significantly,the
 

SOD
 

activity
 

was
 

decreased,the
 

mito-
chondrial

 

membrane
 

potential
 

was
 

decreased
 

and
 

the
 

number
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Com-
pared

 

with
 

the
 

H/R
 

group,the
 

levels
 

of
 

LDH,·O2-
 

and
 

intracellular
 

ROS
 

in
 

the
 

Icariin
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

decreased,the
 

activity
 

of
 

SOD
 

was
 

increased,the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

was
 

increased
 

and
 

the
 

number
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Icariin
 

could
 

reduce
 

the
 

damage
 

of
 

astro-
cytes

 

and
 

the
 

cellular
 

oxidative
 

stress
 

response
 

caused
 

by
 

H/R,and
 

reduce
 

the
 

cell
 

apoptosis.
[Key

 

words] Icarrin;astrocyte;hypoxia/reoxygenation;oxidative
 

stress;apoptosis

  星形胶质细胞是人体脑组织中含量最多的脑细

胞,对脑组织正常功能的维持发挥着重要作用[1]。星形

胶质细胞不仅在结构和功能上对神经元起着支持作用,
还能合成分泌多种神经递质、激素及神经营养因子,调
控神经元的生长、分化及凋亡[2]。脑缺血再灌注损伤
(ischemia-reperfusion

 

injury,IRI)是临床常见脑损伤病

理机制,多见于心肺复苏后自主循环恢复、缺血性卒中、
休克等疾病[3-4]。在脑IRI中,星形胶质细胞受损后不

仅直接影响神经元的功能,还能够通过促进炎症反应杀

伤周围神经元[2],因此,寻找有效措施减轻星形胶质细

胞的损伤是治疗脑IRI的关键。淫羊藿苷是中草药淫

羊藿中含量最丰富的单体化学成分之一,属于黄酮类多

酚类化合物。淫羊藿苷由15个碳原子组成,其中两个

芳环通过三碳桥相连,在C-8上含有戊烯基团,在体内

具有抗炎、抗氧化、抗凋亡等广泛的生物学活性[5-7],提
示淫羊藿苷在脑IRI中有着较好的应用前景。本实验

采用星形胶质细胞缺氧/复氧(hypoxia/reoxygenation,
H/R)损伤模型模拟体内星形胶质细胞缺血再灌注环

境,探索淫羊藿苷对H/R损伤星形胶质细胞的作用,为
其应用于脑IRI治疗提供研究基础,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

  C8-S小鼠星形胶质细胞系购自美国模式培养物

集存库(American
 

type
 

culture
 

collection,ATCC);
DMEM高糖与无糖培养基、0.25%胰酶细胞消化液

购自大连美伦生物科技有限公司;青-链霉素溶液购自

合肥白鲨生物科技有限公司;胎牛血清购自以色列

BioInd公司;增强型CCK-8试剂盒、乳酸脱氢酶(lac-
tate

 

dehydrogenase,LDH)细胞毒性检测试剂盒、超
氧阴离子自由基(·O2-)检测试剂盒、总超氧化物歧

化酶(superoxide
 

dismutase,SOD)活性检测试剂盒、
JC-1线粒体膜电位检测试剂盒、流式凋亡检测试剂盒

均购自上海碧云天生物技术有限公司。
1.2 方法

1.2.1 星形胶质细胞的培养

  使用含10%胎牛血清及1%青-链霉素的高糖

DMEM培养基,于37
 

℃、5%
 

CO2 常氧细胞培养箱中

将C8-S细胞进行常规细胞培养及传代,待细胞密度

达到70%~80%融合度时进行后续实验,选取一部分

细胞作为对照组。

1.2.2 不同浓度淫羊藿苷细胞毒性试验

  将C8-S细胞接种于96孔板,分别使用含0(对照

组)、3.8、7.5、15.0、30.0、60.0、120.0和240.0
 

μmol/L淫羊藿苷的常规DMEM培养基,于常氧培养

箱培养24
 

h,后采用CCK-8法检测对照组与各浓度

淫羊藿苷组细胞活力,以筛选最佳实验浓度。
1.2.3 H/R星形胶质细胞模型的建立及分组

  将C8-S细胞分为对照组、H/R组和淫羊藿苷组。
对照组在常氧培养箱中使用高糖DMEM培养基正常

培养8
 

h。H/R组和淫羊藿苷组在低氧工作站(氧浓

度为0.4%)中使用无血清无糖DMEM培养基培养4
 

h,随后更换高糖DMEM培养基并将其放入常氧培养

箱(氧浓度为21%)继续培养4
 

h,建立H/R星形胶质

细胞模型。淫羊藿苷组在建立 H/R星形胶质细胞模

型的同时使用最佳实验浓度的淫羊藿苷进行干预。
采用CCK-8法检测各组细胞活力。
1.2.4 酶标仪检测细胞LDH、·O2-及SOD水平

  针对LDH、·O2-水平检测,将细胞接种于96孔

板,待细胞密度达70%~80%后按前述进行分组实

验。根据厂家说明书,分别加入LDH检测工作液、超
氧化物检测工作液,前者室温避光孵育30

 

min,后者

37
  

℃孵育3
 

min,酶标仪分别测定490、450
 

nm处吸

光度(A)值。检测SOD活性时,细胞接种于6孔板,
加入SOD样品制备液充分裂解细胞,加入反应工作

液后37
  

℃孵育30
 

min,用酶标仪测定450
 

nm处 A
值,SOD活性与A值呈负相关。
1.2.5 H2DCFDA荧光探针检测细胞内ROS水平

  星形胶质细胞接种于6孔板,按前述分组培养。
后加入1∶1

 

000无血清培养基稀释 H2DCFDA探针,
37

 

℃避光孵育30
 

min,无血清培养基洗涤细胞1~2
次,荧光显微镜下观察。针对流式细胞仪检测,则H/R
过程结束后,使用不含乙二胺四乙酸(ethylene

 

dia
 

mine
 

tetraacetic
 

acid,EDTA)的胰酶消化收集细胞,后加入稀

释探针,37
 

℃避光孵育后选择激发光波长488
 

nm,发
射光波长530

 

nm用于流式细胞仪检测。
1.2.6 线粒体膜电位检测

  6孔板培养细胞,按前述分组进行实验。磷酸盐

缓冲液(phosphate
 

buffered
 

solution,PBS)洗涤后,加
入1

 

mL细胞培养基和1
 

mL
 

JC-1染色工作液,37
 

℃
孵育20

 

min,染色缓冲液洗涤2次,加入2
 

mL细胞培
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养液,于荧光显微镜下观察。针对流式细胞仪检测,
则H/R过程结束后,不含EDTA的胰酶消化收集细

胞,PBS洗涤后,加入0.5
 

mL细胞培养基和0.5
 

mL
 

JC-1染色工作液,37
 

℃孵育20
 

min,染色缓冲液洗涤

2次后,选择激发光波长490
 

nm,发射光波长530
 

nm
用于检测JC-1单体;激发光波长525

 

nm,发射光波长

590
 

nm用于检测JC-1聚合物。
1.2.7 细胞凋亡检测

  6孔板培养细胞,按前述分组进行实验。PBS洗

涤后,依次加入膜联蛋白V(Annexin
 

V)-异硫氰酸荧

光素(fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)结合液、An-
nexin

 

V-FITC、碘化丙啶染色液,室温避光孵育10~
20

 

min,用流式细胞仪进行检测。
1.3 统计学处理

  采用Graphpad
 

Prism
 

8软件进行数据分析,计量资

料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两组

间比较采用t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同浓度淫羊藿苷对星形胶质细胞活力的影响

  星形胶质C8-S细胞在含不同浓度淫羊藿苷培养

基培养24
 

h后,CCK-8结果表明30.0、60.0、120.0、
240.0

 

μmol/L淫羊藿苷组细胞活力较对照组降低
(P<0.05)。而3.8、7.5和15.0

 

μmol/L淫羊藿苷组

细胞活力与对照组比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。根据以上实验结果筛选3.8、7.5和15.0

 

μmol/L淫羊藿苷组进一步行 H/R实验。与对照组

比较,H/R组细胞活力明显降低(P<0.05)。与 H/
R组比较,7.5、15.0

 

μmol/L淫羊藿苷组细胞活力明

显升高(P<0.05),而3.8
 

μmol/L淫羊藿苷组细胞

活力无明显变化(P>0.05),15.0
 

μmol/L淫羊藿苷

组细 胞 活 力 高 于7.5
 

μmol/L 淫 羊 藿 苷 组(P<
0.05),见图1。
2.2 淫羊藿苷对H/R星形胶质细胞LDH、·O2-水

平及SOD活性的影响

  选取15.0
 

μmol/L淫羊藿苷组进行实验。与对

照组比较,H/R 组 LDH 及·O2- 水平明显增加,
SOD活性明显减弱(P<0.05)。而与 H/R组比较,
淫羊藿苷组LDH、·O2-水平明显减少,SOD活性明

显增强(P<0.05),见图2。
2.3 淫羊藿苷对H/R星形胶质细胞内ROS水平的

影响

  荧光显微镜图像及流式细胞术对细胞内ROS水

平分别进行定性定量分析,结果表明,与对照组比较,
H/R组细胞内 ROS水平明显增加(P<0.05)。与

H/R组比较,淫羊藿苷组 ROS水平明显减少(P<
0.05),见图3。

  A:不同浓度淫羊藿苷对星形胶质细胞活力的影响;B:淫羊藿苷对 H/R星形胶质细胞活力的影响;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05。

图1  不同浓度淫羊藿苷对星形胶质细胞活力的影响

  A:LDH水平;B:·O2
-水平;C:SOD活性;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 H/R组比较。

图2  淫羊藿苷对 H/R星形胶质细胞LDH、·O2-、SOD水平的影响

2.4 淫羊藿苷对 H/R星形胶质细胞线粒体膜电位

的影响
  与对照组比较,H/R组线粒体膜电位下降(P<
0.05)。与H/R组比较,淫羊藿苷组线粒体膜电位上

4391 重庆医学2023年7月第52卷第13期



升(P<0.05),见图4。
2.5 淫羊藿苷对H/R星形胶质细胞凋亡的影响

  对照组细胞凋亡细胞数目较少。与对照组比较,

H/R组凋亡细胞数目增多(P<0.05)。与 H/R组比

较,淫羊藿苷组细胞凋亡数目减少(P<0.05),见
图5。

  A:荧光显微镜观察细胞内ROS水平;B、C:流式细胞术分析细胞内ROS水平;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 H/R组比较。

图3  淫羊藿苷对 H/R星形胶质细胞内ROS水平的影响

  A:荧光显微镜观察各组细胞线粒体膜电位水平;B、C:流式细胞术分析各组细胞线粒体膜电位水平;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,
与 H/R组比较。

图4  淫羊藿苷对 H/R损伤星形胶质细胞线粒体膜电位水平的影响
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  A:流式细胞术分析各组细胞凋亡情况;B:各组细胞凋亡率比较;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 H/R组比较。

图5  淫羊藿苷对 H/R星形胶质细胞凋亡的影响

3 讨  论

  脑IRI的机制较为复杂,主要与炎症反应、氧化

应激和细胞凋亡相关[8-9]。星形胶质细胞作为脑组织

中最为丰富的神经胶质细胞,参与电解质稳态维持、
脑血流调节,血脑屏障维持、神经可塑性调节及神经

营养、保护因子分泌等过程,支持并调节大脑正常功

能的维持[10-11],对脑组织正常功能的维持起着重要作

用。在脑缺血后再灌注期间,星形胶质细胞是最先受

影响的细胞,而星形胶质细胞受损可促进周围细胞凋

亡和炎症的发生,降低脑缺血后再灌注期星形胶质细

胞的损伤可作为治疗脑IRI的关键[12]。细胞 H/R是

体外模拟组织器官缺血再灌注损伤的常用办法[13]。
本研究通过建立H/R星形胶质细胞模型,评价了淫羊

藿苷对H/R损伤的星形胶质细胞的保护作用。本研

究表明淫羊藿苷可增强星形胶质细胞 H/R后的细胞

活性,减少LDH释放,减轻氧化应激损伤,增强SOD活

性,抑制线粒体膜电位的降低及减少细胞凋亡。
氧化应激反应激活是H/R损伤过程中重要的病

理生理学环节,处于缺氧状态的组织和细胞,获得含

氧血液再灌注后,在一系列细胞液酶、细胞膜酶及线

粒体电子传输链作用下,会造成ROS大量产生[14-15]。
在I/R过程中最初产生的ROS主要是由分子氧单价

还原而成的·O2-,其为主要的氧化剂,其他所有的

ROS最终都来自该物质的歧化或与其他活性物种的

相互作用[16]。·O2- 可自发或在酶催化作用下快速

转变为H2O2,H2O2 在过度金属存在条件下可产生

高活性·OH;在低pH条件下,·O2-还可迅速自发

产生更强氧化剂HOO·及与NO反应最终生成强氧

化 剂 ONOOH[16]。 本 研 究 通 过 WST-1 法 和

H2DCFDA 荧 光 探 针 对 H/R 后 细 胞 中 不 同 ROS
(·O2-、·OH)水平,与既往研究一致[17-18],H/R组

细胞ROS水平明显高于对照组,提示 H/R激活星形

胶质细胞应激反应,导致ROS生成增加。而淫羊藿

苷处理后可以明显减少星形胶质细胞内 ROS的产

生,与REN等[19]报道的淫羊藿苷可减少 H/R损伤

的H9C2细胞的ROS产生这一结果一致。
氧化应激产生的强氧化剂可直接对生物大分子,

如DNA、蛋白质及脂质分子和碳水化合物分子造成

破坏,继而可直接引起细胞膜损伤通透性增加,线粒

体膜损伤通透性转化[20-21],复合体损伤,膜电位改变;
还能通过改变细胞信号转导造成细胞功能障碍、细胞

损伤及启动死亡程序[22],如激活细胞凋亡通路,引发

细胞凋亡。还有研究认为,ROS损伤还源于抗氧化能

力减弱,如SOD酶活性降低[23-24],导致ROS清除减

慢,导致损伤增加。本研究对H/R后细胞活力、LDH
释放、线粒体膜电位、细胞凋亡及SOD活性分析发

现,H/R组细胞相对于对照组细胞活力明显下降,
LDH释放增多,线粒体膜电位降低,细胞凋亡增加。
提示H/R后细胞膜受损,通透性增加,线粒体膜功能

受损,细胞死亡增加,细胞对抗氧化应激的能力减弱,
与既往研究一致[25-26]。相对于 H/R组,淫羊藿苷组

的星形胶质细胞活力明显改善,LDH释放减少,SOD
活性增加,膜电位上升,细胞凋亡减少。提示淫羊藿

苷通过减少H/R损伤星形胶质细胞ROS产生、增加

细胞抗氧化能力、减少细胞损伤与凋亡,发挥星形胶

质细胞保护作用。
综上所述,淫羊藿苷具有减轻 H/R星形胶质细

胞损伤的作用,可以增强星形胶质细胞 H/R后的细

胞活性,减少LDH释放,增加SOD活性,减轻氧化应

激损伤,抑制线粒体膜电位的降低及减少细胞凋亡,
表明淫羊藿苷可研究成为治疗脑IRI的药物,对于临

床脑IRI相关疾病的治疗具有重要意义。
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