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摘 要 ： 目 的 研究芍药甘草汤 （
ＳＧＴ

）对Ｈ２〇２诱导 的ＰＣ １ ２细胞氧化应激损伤的保护作用 。 方法 用 ｌ ＯＯ ｐｍｏｌ ／Ｌ

Ｈ ２Ｏ２处理小 鼠肾上腺嗜铬细胞瘤 ＰＣ １ ２细胞
，
建立氧化应激损伤模型 ；

再用低 （
０ ． １

ｇ
／ｍＬ） 、 中 （

１ ．０ ｇ ／ｍＬ ） 、 高剂量 （
５ ． ０

ｇ／ｍＬ ）ＳＧＴ处理 ， 检测 细胞增 殖及乳酸脱氢酶 （
ＬＤＨ） 、 超氧 化物歧化酶 （

ＳＯＤ） 、 丙二醛 （ＭＤＡ） 、 Ｎｒｆ－

２表达 。 结果

ＳＧＴ各剂量组均能有效抑制Ｈ２Ｏ ２损伤导致的细胞存活率下降 （Ｐ＜０ ．０ １ ） 、 降低ＬＤＨ 、 ＭＤＡ＊平 （Ｐ＜０ ．０ １ ） 、 增加 ＳＯＤ活性

（
户＜０．０ １ ） ， 且高剂量ＳＧＴ可上调损伤细胞中Ｎｒｆ

－

２蛋白表达 （
Ｐ＜０ ．０ １ ） 。 结论 ＳＧＴ对Ｈ２Ｏ２诱导的 ＰＣ １ ２细胞氧化应激损伤有

保护作用 ，
可能与增强Ｎｒｆ

－

２蛋白表达有关。
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细胞内 自 由基的清除平衡对细胞正常生存至关

重要 。 氧化应激损伤是导致神经退行性疾病的重要

原因 。 如阿尔茨海默症
（

Ａ ｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉ ｓｅａｓ ｅ ，ＡＤ ）和帕

金森症
（
Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄ ｉｓｅａｓｅ ，ＰＤ ）这两类 中老年人群 中

常见的神经退行性疾病 ，
其发病机制主要与 氧化应

激 、 氧 自 由基消除失衡相关 ，
可通过给予抗氧化剂

限制氧化应激损伤 ［

１
＿

２
］

。 芍药甘草汤 （
ＳＧＴ

）主要包括

芍药和甘草 ， 能和气化血 、 镇痛消炎 、 补本虚 、 祛

标实 ， 原方主治
“

伤寒伤阴 、 筋脉失濡 、 腿脚挛急 、

微恶寒 、 肝脾不和 、 脘腹疼痛
”
［

３
］

。 研究发现 ，
ＳＧＴ

有抗氧化 、 清除 自 由基等多种药理作用 ［

４〃
］

。 其中甘

草含甘草次酸 、 甘草酸等主要成分 ， 具有 明显的抗

炎和镇痛作用 ； 芍药 中 的主要成分芍药苷具有解

痉 、
镇痛

、
抗氧化等作用 。 两者合用可增强抗氧化

作用 ，
消除体内过多的 自 由基 。 ＰＣ １ ２细胞由于其本

身特征常被用作氧化应激损伤模型 ［

８
］

。 本研究通过

探究ＳＧＴ对ＰＣ １２细胞增殖的作用 ，
观察损伤细胞前

后各指标的变化情况 ，
并探讨其作用机制 ， 为神经

退行性疾病的临床治疗提供指导 。

１ 材料和方法
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） 、 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ ２低

剂量 组 （
０． １

ｇ
／ｍＬＳＧＴ＋１ ００ｎｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 、 ＳＧＴ＋

Ｈ２Ｏ２中剂量组 （ １ ．０
ｇ

／ｍＬＳＧＴ ＋１ ００
 ｊ

ｒｎｉｏｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ ２
） 及

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ ２高剂量组 （
５ ．０

ｇ
／ ｍＬＳＧＴ＋１ ００ｎｍｏ ｌ／Ｌ

Ｈ ２Ｏ ２
） 。 反应２４ ｈ后 ， 加入ＣＣＫ８试剂 １０ 叫 ，

３ ７ 丈反

应 ｌ ｈ后 ， 采用酶标仪在４５０ｒｎｎ下测ＯＤ值 。 细胞活

力 ／％＝
（试验孔均值／对照孔均值 ） ｘ１ ００％。

１ ．５ＰＣ１ ２细胞培养液 中ＬＤＨ、 ＭＤＡ和 ＳＯＤ的含量

测定

收集 １ ．２ ． ３处理后细胞培养液 ， 按ＬＤＨ 、 ＭＤＡ及

ＳＯＤ测定试剂盒说明书进行操作 ， 测定ＯＤ值 ， 并计

算其活性 。

１ ．６ＰＣ １ ２细胞 内 ＳＯＤ 、 ＭＤＡ含量测定

在 ６孔板中培养ＰＣ １２细胞 ，
分别设置对照组 、

Ｈ２〇２损伤模型组 、 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２低 、 中 、 高剂量组 ，

细胞经药物处理后 ， 细胞经超声破碎后离心 ， 取上

清液并按照ＭＤＡ 、 ＳＯＤ检测试剂盒说明书进行操

作 ， 测定ＯＤ值 ， 并计算其活力 。

１
． ７ＳＧＴ对ＰＣ １２细胞的Ｎｒｆ－２核蛋 白表达水平的影响

取ＰＣ １２细胞以 ３ ｘ ｌ〇
６

个 ／ｍＬ接种于６孔板 ， 分别

设置对照组 、 Ｈ２Ｏ２损伤模 型组 、 ＳＧＴ＋Ｈ２〇２低 、

中 、 高剂量组 。 孵育２４ ｈ后 ， 倒掉培养基并用冷ＰＢＳ

洗２次 ， 吸水纸吸干 ，
置于冰上 。 每孔加 ８ ０

ｍＬ蛋白

裂解液并在冰上进行裂解 ３ ０ｍｉｎ
， 用细胞刮将细胞

碎片和裂解液刮至
一

侧 ， 并转移到 １ ．５ｍＬＥＰ管中 ，

在１ ．２ｘ ｌ 〇
４

ｒ／ｍ ｉｎ 、 ４ 丈离心 
１ ０ ｍ ｉｎ 。 取其中 ２ ． ５ ｎＬ上

清液用于ＢＣＡ法测定蛋 白浓度 ， 其余转移至 １ ．５ｍＬ

ＥＰ管中并在－

８０ 丈保存 。 ５０ 吨蛋 白经 １０％ＳＤＳ聚丙

烯凝胶电泳分离后 ， 转至ＰＶＤＦ膜上 ， 并用脱脂奶粉

进行封闭 ， 加入相应的
一

抗 ，
４Ｔ过夜 。 ＰＢ ＳＴ洗膜 ，

加入荧光二抗 ， 室温反应 ２ｈ
， 用红外荧光成像系统

显色 。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ图像软件分析蛋 白条带的灰度值 。

１ ． ８ 统计 学处理

采用 ＳＰ ＳＳ１ ２ ． ０软件进行统计学处理 ， 计量资料

用 无± ５表示 ， 进行单因素方差分析和Ｎｅｗｍａｎ－ｋｅｕ ｌｓ

检验 ， 以尸＜０ ．０５为差异有统计学意义。

２ 结果

２
．
１ＳＧＴ对ＰＣ １２细胞增殖的影响

处理２４ 、 ４８和７２ｈ后的ＳＧＴ低 、 中 、 高剂量组的

细胞存活率均显著高于对照组 ，
且随剂量增大 ， 细

胞存活率也增大 （
尸＜〇

．
〇 １

） ， 但ＳＧＴ各剂量组 ７２ｈ的细

胞存活率低于 ４８ｈ
， 差异有统计学意义 （

尸＜０ ．０ １或

０ ．０５ ） 。 详见表 １ 。

２
．
２ＣＣＫ８检测 ＳＧＴ对ＰＣ １ ２细胞的保护

１ ００
 （
ｘｍｏ ｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ ２可导致细胞存活率降低 ， 差异

有统计学意义 （
户＜〇 ． 〇 １

）
。 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２低 、 中 、 高剂量

组的细胞存活率明显高于Ｈ２〇 ２损伤模型组 ， 差异有

统计学意义 （
Ｐ＜〇

．
〇 ｌ

） 。 详见表２ 。

２ ．３ＰＣ １２细胞培养液 中 ＬＤＨ 、
ＭＤＡ和 ＳＯＤ含量测

定
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等 ． 芍药甘草汤对Ｈ２〇２诱导的 ＰＣ １２细胞氧化应激损伤的保护作用 ５ ８ ３

表 １ 不同时间下ＳＧＴ对ＰＣ １ ２细胞存活率的影响？
＝

６）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ ｈ

对照组 １ ００ ．００± ０ ．０ １ １ ００ ．００± ０ ．０２ １ ００ ．００± 〇 ．〇 ｉ

ＳＧＴ低剂量组 １ ０７ ． ７０±３ ＿ １ ４

ａ

１ ２９ ． １ ７土 ３ ＿３ ０
ａ ｂ

１ １ ５ ．５ ６± ４
．
８ ８

ａｅ

ＳＧＴ中剂量组 １ ２６ ＿８ ０± ２ ．７６

ａ

１ ４５ ．５ ３± ５ ．０６
ａｂ

１ ３ １ ．５ ０± ２ ．０７

ａ

ＳＧＴ高剂量组 １ ４２ ．０７±２ ．２０
ａ

１ ７２ ．７７± ３ ．３ ５

ａｂ

１ ４９ ．７７土 ２ ．３ ５

ａ ｅ

同 时段
，
与对照组比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ．０ １
； 同组

，
与 ２４ ｈ比较 ：

ｂ

Ｐ＜０． ０ １
，

ｃ

Ｐ＜０ ．０５ ｏ

表 ２ＳＧＴ对Ｈ２Ｏ２诱导损伤后的ＰＣ １２细胞存活率 与对照组相 比 ，
Ｈ２〇 ２损伤模型组的细胞上清液

的影响 （
Ｉ土 ■？

，
ｗ
＝

６
） 中ＬＤＨ、 ＭＤＡ含量增加 ，

ＳＯＤ的活力降低 ， 差异均

组别 细胞存活率 有统计学意义 （
Ｐ＜０ ．０ １

） 。 与Ｈ２〇２损伤模型组 比较 ，

对照组 １ ００ ．００± ０ ． ００ ＳＧＴ低 、 中 、 高剂量组可降低损伤后的ＰＣ １２细胞培

Ｈ２〇２损伤模型组 ５７ ．２７ ± ２ ． ６ １

ａ 养液中ＬＤＨ和ＭＤＡ含量的增高 （
Ｐ＜０ ．０ １

） ， 同时能有

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２低剂量组 ６３ ．６０ ± １ ． ６ １

ａｂ

效改善ＰＣ １２细胞培养液中 ＳＯＤ的活力水平（

Ｐ＜０． ０ １ ＞

ＳＧＴ＋Ｈ２０２ 中剂量组 ７４ ．９７
±

１
．６３

ａｂ 且随着 ＳＧＴ质量浓度的升高 ，
ＬＤＨ、 ＭＤＡ酶活性降

ＳＧＴ＋Ｈ２０ ２高剂量组 ８２ ．８３ ± ２ ． ３２
ａｂ 低更明显 ，

而ＳＯＤ酶活性则升高更显著 ， 差异均有

与对照组比较 ：

３

户＜０ ．０ １ ； 与Ｈ２〇２损伤模型组 统计学意义 （

Ｐ＜０ ．０ １
）
。 详见表３ 〇

比较 ：

ｂ

ｐｃＯ ．Ｏ ｌ 。

表３ＳＧＴ对Ｈ２Ｏ２诱导ＰＣ １２损伤后细胞培养液中ＬＤＨ、 ＭＤＡ和ＳＯＤ含量的影响 （ｘ± ｓ ，？
＝

６ ）

组别 ＬＤＨ／（Ｕ／Ｌ ） ＭＤＡ ／（ｐ
ｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ／（Ｕ ／Ｌ）

对照组 ２ １ ２ ． ５４± ５４ ．３ ２ ０ ．２ １ 土０ ．０３ ４８ ．７３ ± ０ ．２５

Ｈ２〇 ２损伤模型组 １ ２８６ ．４４± ８ ９ ．７０

ａ

０． ８ １ ± ０ ．０２
ａ

２３ ．
１４± ０ ．４５

ａ

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ ２低剂量组 １１ ９６ ．４９± ５ ８ ．６４
ａｂ

０ ．７７ ± ０ ．０３

ａｂ

２５ ．７ １± ０ ．６２

ａｂ

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２中剂量组 ７９２ ．４７ ± ６２ ．４２
ａｂ

０．４５ ＋ ０． ０４
＊

４０ ．８４ 土 ０ ．３ ３

ａｂ

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２高剂量组 ６８９ ．２２ ± ４６． ５２

ａｂ

０ ．３７ ± ０ ．０５
ａｂ

４６ ．５ ５± ０ ．２３
ａｂ

与 对照组比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ．０ １
； 与 Ｈ２Ｏ ２损伤模型组比较 ：

ｂ

／
＞＜０．０ １ 。

２
．
４ＰＣ １ ２细胞 内ＭＤＡ和 ＳＯＤ含量测定

与对照组比较 ， Ｈ ２〇２损伤模型组的ＰＣ １ ２细胞内

ＭＤＡ含量增大 ，
而 ＳＯＤ含量则减少 ， 差异有统计学

意义 （
尸＜０ ．０ １

） 。 与Ｈ２Ｏ ２损伤模型组比较 ，
ＳＧＴ各剂量

组均可减少ＰＣ １２细胞内ＭＤＡ含量的降低 ， 同时使

ＳＯＤ活力 升高 （
Ｐ＜０． ０ １

） ， 且随着 ＳＧＴ质量浓度 的升

高 ，
ＭＤＡ酶活性降低更明显 ，

而ＳＯＤ酶活性则升高

更显著 ， 差异均有统计学意义 （
Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ

） 。 详见表４ 。

表４ＳＧＴ对Ｈ２Ｏ２诱导ＰＣ １ ２细胞内ＭＤＡ和 ＳＯＤ含量

的影响 （ ３ｆ±ｓ ， ｎ
＝

６）

组别 ＭＤＡ／
（

｜

ｉｍｏ
ｌ／ｇ


Ｐ ｒｏ

）ＳＯＤ／
（Ｕ／ｍｇ 

Ｐｒｏ）

对照组 ３ １
．２４ ± ４ ． ０４ ２２４ ． ３ １ 土 ９ ．６２

Ｈ２〇２损伤模型组 １ ６５ ．７２ ±３ ． ２４
ａ

１０４ ．２ １ ± ５ ．５３

ａ

ＳＧＴ＋Ｈ２〇２低剂量组 １４２ ． ３ ７± ５ ．６ ３

ａ ｂ

１２ １ ．３ １ ± ７ ．
１４

ａｂ

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２中剂量组 ８ ３ ．２４± ４ ． １２
ａｂ

１５ ８ ． ４２ ± ５ ．６３

ａｂ

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２高剂量组 ６８ ．７７± ５ ．７６

ａｂ

１８ ６
．４５土 ６ ．８２

ａｂ

与 对照组比较 ：

２

尸＜０ ． ０ １ ； 与Ｈ ２Ｏ ２损伤模型组比较 ：

ｂ

Ｐ＜０ ．０ １ 。

２ ． ５ＳＧＴ对ＰＣ １ ２细胞的Ｎｒｆ－２核蛋白表达水平 的影响

与对照组 比较 ，
ＳＧＴ高剂量组Ｎｒｆ－２蛋 白水平明

显增 加 （
Ｐ＜〇 ． 〇 ｌ

） ，

Ｈ２Ｏ ２损伤模型组中的Ｎｒｆ－２蛋 白水

平则显 著下降
（
Ｐ＜０ ．０ １

）
。 而与 Ｈ２〇２损 伤模型 组相

比
，

ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ ２高剂量组可使Ｈ２Ｏ２损伤诱导 的ＰＣ １２

细胞的Ｎｒｆ
－２蛋白在细胞核中的表达增加 （

Ｐ＜０． ０ １
）
。

ＳＧＴ高剂 量组 的 Ｎｒｆ－２蛋 白 水平亦明 显高于 ＳＧＴ＋

Ｈ２Ｏ２高剂量组 ， 差异有统计学意义 （
Ｐ＜０ ．０ １

）
。 Ｎｒｆ

－

２

蛋白在各组中 的表达情况详见表５和图 １ 。

３ 讨论

研究表明 ，
抗氧化能有效保护脑内神经细胞［

９ ］

。

Ｈ２〇 ２在细胞损伤过程中 ， 会把胞内 的ＬＤＨ释放到胞

外 ， 而在活的细胞中却无法释放 ， 因此通过检测胞

外ＬＤＨ的量 ， 可反映细胞的损伤程度 。 ＳＯＤ在人体

抗氧化系统中起到主要的作用 ，
尤其是在清除氧 自

由基这方面 。 ＭＤＡ作为脂质过氧化程度的反映 ，
可
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表５ＳＧＴ对ＰＣ １ ２细胞的Ｎｒｆ
－

２核转运的相 对灰度值

的影响 （
Ｉ土 ■？ ， 《

＝
６ ）

组别 相对灰度值

对照组 １ ． ０８４士 ０ ．０５ ６

Ｈ ２〇２损伤模型组 ０ ．６６７± ０ ．０４ １

ａ

ＳＧＴ＋Ｈ ２〇 ２高 剂量组 １ ． １ ８４ ± ０ ． ０６ ７

ｂ ｃ

ＳＧＴ高剂量组 ２ ． ２５ １
土 ０ ． １ １６

ａ ｃｄ

与对照组比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ．０ １
，

ｂ

Ｐ＜０ ． ０ ５
；
与 Ｈ ２Ｏ２损伤模型组

比较 ：

ｃ

ｐｃＯ ． Ｏ ｌ
；
与 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２高 剂量组比较 ：

ｄ
Ｐ＜０ ．０ １ 。

Ｃｏｎ ｔｒ ｏ ｌＨ２Ｏ２ＳＧＴ＋Ｈ ２Ｏ２ＳＧＴ

（
３
－

ａ ｃ ｔ
ｉ ｎ

Ｃ ｏｎｔ ｒｏ ｌ为 对照组 ； Ｈ ２Ｏ２为Ｈ ２Ｏ２损伤模型组 ； ＳＧＴ＋Ｈ ２Ｏ２

为 ＳＧＴ＋Ｈ２Ｏ２高 剂量组 ； ＳＧＴ为 ＳＧＴ 高 剂量组 。

图 １ＳＧＴ对 ＰＣ １ ２细胞Ｎｒｆ
－

２核转运 的影 响

以 反映清除氧 自 由 基的能 力 １

１ Ｑ
］

。 ＳＧＴ作 为
一

剂古

方
，
已有 明确 的药理活性 ， 本实验利用其抗氧化

性 ， 提高 了 细 胞 内酶 的活性 ， 能有效地清除 自 由

基 。 本文采用Ｈ ２Ｏ ２诱导 ＰＣ １ ２细胞损伤 ， 建立氧化应

激 损 伤细胞模 型 ，
通 过ＣＣＫ８法 、

ＬＤＨ
、
ＭＤＡ和

ＳＯＤ等抗氧化酶的检测 以及蛋 白免疫印迹法 ， 发现

ＳＧＴ能够提高经Ｈ ２〇 ２诱导损伤后 ＰＣ １ ２细胞的活性 ，

增强上清液中 ＬＤＨ 、
ＭＤＡ含量及胞 内Ｍ ＤＡ的量 ，

降低细胞上清液及细胞内 的 ＳＯＤ活性 。 此结果表明

ＳＧＴ可 明显增强各酶类的活力 ， 从而起到抗氧化的

作用 。

在过去 的研究 中 ，
通过启动Ｎ ｒｆ

－２通路治疗阿尔

茨海默症和帕金森症等疾病已取得 了显著成果１

１ １

］

。

Ｎ ｒｆ
－２基因被认为是抗氧化防御系统的主控环节 ，

可

减少 自 由基的产生从而发挥抗氧化作用 。 正常状态

下 ， Ｎｒｆ
－２活性主要 由 细胞质接头 蛋 白 Ｋ ｅａｐ ｌ负性调

节 ， 在氧化应激状态下
，

Ｋｅａｐｌ构型发生改变 ，
Ｎｒｆ

－２

与Ｋｅａｐ ｌ分离 ，
Ｎ ｒｆ

－２向 核 中 转运 和活化 ， 从而启 动

下游多种蛋 白的表达和二相解毒酶的合成 ， 如ＳＯＤ 、

ＭＤＡ等
，
减轻氧化应激引 起的损伤 。 Ｈ ２Ｏ ２在诱导

？ ＜： １ ２细胞氧化应激模型 中 ， ８０丁各剂量组核 内 ＾＊！２

蛋 白表达明显升高 ， 表明 ＳＧＴ能有效促进Ｎ ｒｆ
－２的核

转位 ， 进一步说明 ＳＧＴ可能通过调节Ｎ ｒｆ
－２蛋 白 的表

达
， 产生抗氧化应激损伤的作用 。
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