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摘要： 目的　 研究甘木通乙酸乙酯提取物对低糖缺氧诱导神经细胞凋亡的保护作用。 方法　 ＰＣ１２ 细胞结合物理缺氧

方式建立缺血性中风的细胞模型， ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活性， 测定乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 漏出分析细胞膜完整性， 流式细胞

术和 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色检测细胞凋亡， ＪＣ⁃１ 法测定细胞内线粒体膜电位， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 检测 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平分析甘木通乙酸乙酯提取物的抗氧化能力。 结果　 与模型组比较，
甘木通乙酸乙酯提取物可以有效提高缺氧 ＰＣ１２ 细胞的存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低 ＬＤＨ 漏出量 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提高线粒体

膜电位， 增加细胞内 ＳＯＤ 水平， 降低 ＭＤＡ 水平， 增加 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 减少 Ｂａｘ， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 降低细胞凋亡率。 结论　 甘木通乙酸乙酯提取物可抑制低糖缺氧诱导 ＰＣ１２ 细胞凋亡， 该神经

保护作用可能与细胞的线粒体凋亡途径有关。
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　 　 甘木通为毛茛科丝铁线莲 Ｃｌｅｍａｔｉｓ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｓａ
Ｄｕｎｎ．属， 其叶及根入药， 有活血通脉降压、 镇静

安神之功效［１］。 甘木通主要分布于岭南地区， 为

华南珍稀药材， 临床用于冠心病、 心绞痛、 心肌梗

死等心血管疾病治疗。 目前对于甘木通的研究报道

集中于其成分提取以及其治疗心血管疾病作用及机

制， 对其在神经退行性疾病中的作用鲜见报道。
缺血性脑卒中又称为脑梗死， 其患病率、 死亡

率、 复发率、 致残率高［２］。 中医学关于脑梗死主

要病位证素分析结合肝阳上亢证、 风火闭窍证、 痰

火闭窍证等病证分析［３］， 而甘木通可用于肝经有

热、 肝阳上亢、 脉络瘀阻等相关疾病治疗前期实验

研究［４］表明， 甘木通能有效降低氧化应激引起的

神经损伤， 提示其在神经退行性疾病中的潜在治疗

作用， 设想其对于脑中风防治有一定的作用。
缺血性脑卒中发病机制为血管堵塞造成脑血流

量减少， 导致脑组织缺血缺氧， 引起组织损伤。 本

研究通过模拟脑缺血病理生理发展过程， 以 ＰＣ１２
细胞建立体外缺血性中风的细胞模型， 研究甘木通

乙酸乙酯提取物 （ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ Ｃｌｅｍａｔｉｓ
ｆｉｌａｍｅｎｔｏｓａ Ｄｕｎｎ． ＥＡＥＣＦＤ） 对缺血性中风的影响

及作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 （ＰＣ１２
细胞， 中国医学科学院上海细胞研究所）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 甘木通 （批号 １２０６１８， 广东康美

药业股份有限公司）， 经广东食品药品职业学院聂阳

副主任药师鉴定为正品； ＤＭＥＭ 培养基、 马血清

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 胎牛血清 （ＦＢＳ， 批号 １４０３１３，
杭州四季青生物工程材料有限公司）； 胰蛋白酶

（批号 ２０１４Ｂ０１５， 美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）； ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒 ［批号 ＧＨ８０２， 东仁化学科技 （上海） 有限公

司］； Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ、 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ） （美国 Ｓｉｇｍａ
公司）； ＰＢＳ （ｐＨ＝ ７􀆰 ２， 杭州吉诺生物医药技术有

限公司）； 超氧化物歧化酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）、 丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 试剂盒

（南京建成生物工程研究所）； ＢＣＡ 法蛋白定量试剂

盒、 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒、 线粒

体膜电位检测试剂盒 （ＪＣ⁃ １） （上海碧云天生物技

术有限公司）； Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 蛋白 （Ｂｃｌ⁃２）、 Ｂｃｌ⁃２
相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ）、 β⁃ａｃｔｉｎ、 活化型半胱天冬酶⁃３
（ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３） （美国 ＣＳＴ 公司）； 其他试剂均

为分析纯。
１􀆰 ３　 仪器　 ３１１ 型细胞培养箱、 Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ ４０ 台式

离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＤＭＩＬ 荧光倒置显微

镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ 酶标仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司）； ＢＤ ＦＡＣＳ Ｖｅｒｓｅ 流式细胞仪

（美国 ＢＤ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 甘木通乙酸乙酯提取物制备　 取甘木通干燥

粉碎， 过 ３０ 目筛， 参考文献 ［５］ 进行初提取，
得初提液， 蒸干； 用乙酸乙酯再提取， 大孔树脂纯

化提取液， 得洗脱液并干燥至恒定质量， 提取物得

率为 １􀆰 ０１％ ； 所得提取物用 ＤＭＥＭ 培养液超声溶

解， 经无菌滤膜过滤备用。
２􀆰 ２　 细胞培养　 ＰＣ１２ 细胞用含有 １０％ ＦＢＳ 和 ５％
马血清的 ＤＭＥＭ 培养基 （ｐＨ＝ ７􀆰 ４） 培养， 放置于

培养条件为 ９５％ 空气、 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃细胞培养箱

中。 培养 ２４ ｈ 换液 １ 次， 待细胞生长覆盖约至

８０％ ， 用胰酶消化传代， 培养于培养板或培养瓶内

贴壁待用， 于实验前 １２ ｈ 更换成无血清低糖

ＤＭＥＭ 培养基。
２􀆰 ３　 缺氧细胞模型构建　 取实验待用细胞， 根据

参考文献 ［６］ 方法模拟脑中风缺氧复氧模型。 将

细胞置于 ９５％ Ｎ２、 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃密闭容器中， 培

养 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ； 再将细胞置于

３７ ℃、 饱和湿度、 ９５％ 空气、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养

箱中继续培养 ０􀆰 ５ ｈ； 然后加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 检测

试剂， ３７ ℃温育 ２ ｈ， 同时设置正常细胞对照组，
酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处吸光度 （ＯＤ）。 细胞存活

率＝ （ＯＤ实验组 ／ ＯＤ对照组 ） × １００％ 。 根据试验结果

选择合适的缺氧时间制作缺氧模型。
２􀆰 ４　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞活

性的影响 　 取实验待用细胞， 根据前期实验结

果［４］选择提取物浓度， 分为对照组， 模型组 （缺
氧４ ｈ）， 甘木通提取物高、 中、 低剂量组 （１００、
５０、 ２５ μｇ ／ ｍＬ）， 阳性对照组 （尼莫地平）。 通过

ＣＣＫ⁃８检测细胞存活率， 酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处吸

光度 （ＯＤ）， 计算细胞存活率。
２􀆰 ５　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞

ＬＤＨ 漏出的影响　 根据 “２􀆰 ４” 项下实验分组处理

细胞， 根据 ＬＤＨ 试剂盒操作说明处理细胞， 并测

定各 组 细 胞 吸 光 度 （ ＯＤ ）。 ＬＤＨ 漏 出 率 ＝
（ＯＤ实验组 ／ ＯＤ模型组） ×１００％ 。
２􀆰 ６　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞凋

亡的影响 　 将 ＰＣ１２ 细胞接种于 ６ 孔板中， 按

“２􀆰 ４” 项下分组处理细胞， 小心吸去原培养液，
用 ＰＢＳ 轻轻冲洗， 胰酶消化， 收集细胞悬液， 以
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１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清， 根据试剂盒提

供的步骤进行 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色， 流式细胞

仪检测不同分组 ＰＣ１２ 细胞的凋亡率。 将 ＰＣ１２ 细

胞接种于 ６ 孔板中， 小心吸去原培养液后， 用 ＰＢＳ
洗涤后， 加入 ４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ 后， ＰＢＳ 冲

洗， Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色， 在荧光显微镜下观察细

胞凋亡形态。
２􀆰 ７　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞线粒

体膜电位的影响　 按 “２􀆰 ４” 项下分组处理后， 收集

细胞制成细胞悬液， 调节细胞数至 ２×１０５ 个， 根据

试剂盒说明操作， 染色， 采用流式细胞仪检测。
２􀆰 ８　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞凋

亡蛋白表达的影响 　 将 ＰＣ１２ 细胞接种于 ６ 孔板

中， 按 “２􀆰 ４” 项下分组处理后， 用冰冷的 ＰＢＳ 冲

洗 ２ 次， 收集细胞并冰冻裂解， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ 去除杂质， 吸取上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白量。
用含 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶分离总蛋白， 然后转移

ＰＶＤＦ 膜 上， ５％ ＢＳＡ 封 闭 ９０ ｍｉｎ， 加 入 一 抗

（Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）， 冰冻孵育过夜。
洗膜后， 加入二抗， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 再洗 １ 遍， 观

察各蛋白表达量并与内参 （β⁃ａｃｔｉｎ） 作比较。
２􀆰 ９　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞

ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平的影响 　 将 ＰＣ１２ 细胞接种于 ２４
孔板中， 按 “２􀆰 ４” 项下分组处理后， 去除原培养

液， 根据参考文献［７］方法处理后， 按说明书测定

细胞中 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 １０　 统计学分析　 利用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件进行

统计分析， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用方

差分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １ 　 不 同 缺 氧 时 间 对 ＰＣ１２ 细 胞 存 活 率 的 影

响　 随着缺氧时间的增加， ＰＣ１２ 细胞存活率逐渐

下降。 与对照组 （缺氧 ０ ｈ） 比较， ＰＣ１２ 细胞缺

氧 ２ ～ ２４ ｈ 细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 １。 本实验缺氧造模时间设为 ４ ｈ。 见图 １。
３􀆰 ２　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞存

活率的影响　 与模型组比较， 甘木通乙酸乙酯提取

物提高细胞存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。
３􀆰 ３　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞

ＬＤＨ 漏出的影响　 在缺氧条件下， 细胞中 ＬＤＨ 漏

出率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 甘木通乙酸

乙酯 提 取 物 能 降 低 ＬＤＨ 漏 出 率 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧诱导

的细胞损伤有保护作用。 见图 ３。

注： 与对照组 （缺氧 ０ ｈ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同缺氧时间对 ＰＣ１２ 细胞存活率的影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉｃ ｔｉｍｅ ｏｎ ＰＣ１２ ｃｅｌｌ ｓｕｒ⁃

ｖｉｖａｌ ｒａｔｅ （ｎ＝６）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞存活的

影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＥＣＦＤ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉｃ

ＰＣ１２ Ｃｅｌｌｓ （ｎ＝６）

注： 与 对 照 组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 模 型 组 比 较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞 ＬＤＨ 漏出

的影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＥＣＦＤ ｏｎ ＬＤＨ ｌｅａｋａｇｅ ｆｒｏｍ ｈｙｐｏｘｉａ

ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝６）
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３􀆰 ４　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞凋

亡的影响　 流式细胞术结果显示， 对照组细胞凋亡

很少， 凋亡率为 ６􀆰 ８％ ； 模型组细胞凋亡数量增

多， 凋亡率为 ４６􀆰 ３％ ， 并且有部分细胞坏死； 阳

性对照组细胞凋亡率为 １１􀆰 ３％ ； 不同质量浓度甘

木通乙酸乙酯提取物作用， 凋亡细胞比例逐渐减

少， 细胞凋亡率分别为 ３９􀆰 ６％ 、 ２７􀆰 ８％ 、 １５􀆰 ５％ ，
见图 ４。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色结果显示， 对照组细胞

核形态完整， 基本没有凋亡细胞少； 模型组出现多

处亮色荧光， 表明细胞凋亡形态明显； 阳性对照组

细胞基本趋于正常； 甘木通乙酸乙酯提取物组正常

细胞增多， 见图 ５。

图 ４　 流式细胞术检测细胞凋亡

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

注： 图中箭头所示为凋亡的细胞。

图 ５ 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色观察各组细胞凋亡细胞形

态（×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８

ｓｔａｉｎｉｎｇ （×４００）

３􀆰 ５　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞线

粒体膜电位的影响　 与对照组比较， 模型组细胞的

线粒体膜电位下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘

木通乙酸乙酯提取物中、 高剂量组及阳性对照组线

粒体膜电位升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ６。
３􀆰 ６　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞凋

亡蛋白表达的影响　 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达影响线粒

体膜的通透性， 从而启动线粒体凋亡信号通路［８］。
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活化形式， 其决定

细胞凋亡程度［９］。 与对照组比较， 模型组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达降低， Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比例及 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
３蛋白表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
甘木通乙酸乙酯提取物组 （中、 高剂量） Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达增加， Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比例及 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １、 图 ７。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞线粒体膜电位的影响 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＥＣＦＤ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉｃ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝３）
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表 １　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞凋亡蛋白表达的影响 （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＥＣＦＤ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉｃ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ （％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２
对照组 ６０􀆰 ７±２􀆰 ４ ２６􀆰 ７±２􀆰 ３ ２３􀆰 ８±２􀆰 ７ ４４􀆰 １±５􀆰 ５
模型组 ２８􀆰 １±３􀆰 ４∗∗ ７１􀆰 ９±４􀆰 １∗∗ ６４􀆰 ５±３􀆰 １∗∗ ２５８􀆰 ９±４２􀆰 ０∗

提取物低剂量组 ３６􀆰 ０±４􀆰 １ ６１􀆰 ５±２􀆰 ９ ５３􀆰 ９±２􀆰 ６ １７２􀆰 ８±２５􀆰 ７
提取物中剂量组 ４１􀆰 ８±２􀆰 ６＃ ５０􀆰 ０±４􀆰 ２＃ ４５􀆰 ８±３􀆰 ８＃ １２０􀆰 １±１３􀆰 １＃

提取物高剂量组 ４９􀆰 ０±１􀆰 ５＃＃ ４３􀆰 ７±２􀆰 ７＃＃ ３９􀆰 ６±４􀆰 ４＃ ８９􀆰 ３±７􀆰 ２＃

阳性对照组 ５７􀆰 ３±３􀆰 ０＃ ３１􀆰 ８±３􀆰 ３＃＃ ２７􀆰 ８±３􀆰 １＃＃ ５５􀆰 ８±８􀆰 ７＃

　 　 注：与对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ～Ｆ 分别为对照组、 模型组、 提取物低剂量组、 提

取物中剂量组、 提取物高剂量组、 阳性对照组。

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３􀆰 ７　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞

ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平的影响 　 与对照组比较， 模型组

ＳＯＤ 水平降低， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 甘木通乙酸乙酯提取物组 ＳＯＤ 水平升

高， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
４　 讨论

近年来研究［１０］ 表明， 脑中风的病理生理机制

为各种因素引起的神经元的凋亡以及坏死， 导致神

经系统出现不可逆的损伤， 从而使中风加深加重。
　

注： 与对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 甘木通乙酸乙酯提取物对缺氧 ＰＣ１２ 细胞 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平的影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＡＥＣＦＤ ｏｎ ＳＯＤ， ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉｃ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝６）

本实验根据缺血性中风导致神经系统的缺氧 ／复氧

的病理机制， 建立缺血性中风的细胞模型。 该模型

更能真实的模拟缺血缺氧的病理生理特征， 减少实

验的影响因素［６］。
　 　 流式细胞仪检查细胞凋亡， 对 ＰＣ１２ 细胞凋亡

进行分析。 在甘木通乙酸乙酯提取物的作用下， 细

胞凋亡数明显减少， 表明甘木通乙酸乙酯提取物可

以有效抑制缺氧引起的细胞凋亡。 并且 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８ 染色结果进一步证明甘木通乙酸乙酯提取物

对缺氧细胞的保护作用。
ＪＣ⁃１ 在细胞中以单体和聚合体形式存在， 在

正常细胞， 由于线粒体的极性， ＪＣ⁃１ 被摄入进入

线粒体形成多聚体， 发出红色荧光； 而在凋亡的细

胞中， 细胞线粒体极性下降， ＪＣ⁃１ 从线粒体释放

至胞质， 以单体形式存在， 呈绿色荧光； 通过不同

荧光比值， 检测线粒体的相对膜电位。 本实验中，
模型组中的线粒体膜电位明显下降， 而甘木通乙酸

乙酯提取物可以明显提高线粒体膜电位 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 提示甘木通乙酸乙酯提取物的保护作用可

能与影响线粒体膜电位相关。
研究显示 Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃａｓｐａｓｅ 蛋白家族均参与了

脑缺血线粒体凋亡途径［１１］。 ２ 种蛋白直接参与释

放细胞色素 Ｃ （ＣｙｔＣ） 的线粒体膜通透性转换孔的

调节。 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族分为促凋亡蛋白 （Ｂａｘ、 Ｂａｄ
等） 和抑制凋亡蛋白 （Ｂｃｌ⁃２）， ２ 种功能相反的蛋

白主要通过影响线粒体的膜电位以及 ＣｙｔＣ 水平影

响细胞凋亡进程， ２ 者表达高低直接反映细胞凋亡

情况［１２］。 ｃａｓｐａｓｅ 蛋白家族在脑缺血活化明显［１３］。
７６１１
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细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 低表达， 可引起线粒体相关的细胞核

固缩和 ＤＮＡ 裂解以及 Ｃｙｔ Ｃ 从线粒体释放， 导致

活化型 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 出现， 表明

细胞处于凋亡状态。 蛋白印迹结果显示， 模型组

Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达增加， Ｂｃｌ⁃２ 表达明显

减少， 说明细胞凋亡损伤明显； 甘木通乙酸乙酯提

取物 作 用 后， Ｂｃｌ⁃２ 表 达 增 加， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达逐渐减少， 说明甘木通乙酸乙酯提

取物可以抑制缺氧诱导的细胞凋亡， 并且其作用可

能与线粒体凋亡途径相关。
细胞凋亡开始时， 细胞内的谷胱甘肽水平下降

以及活性氧 （ＲＯＳ） 的升高， 可引起烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸的还原态 ＮＡＤＨ 和烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸水平下降， 并引起胞内 Ｏ２⁃聚集， 影响线粒

体膜电位， 最终导致细胞凋亡［１４］。 ＭＤＡ 是 Ｏ２⁃引

起的脂质过氧化产物， 其可以反映 Ｏ２⁃对细胞的损

失； 而 ＳＯＤ 可有效清除细胞内 Ｏ２⁃， 保护细胞。 本

研究结果显示甘木通乙酸乙酯提取物可有效降低缺

氧诱导 ＰＣ１２ 细胞 ＭＤＡ 水平， 提高 ＳＯＤ 水平， 表

明甘木通乙酸乙酯提取物能有效减少 ＰＣ１２ 细胞氧

化损伤， 起到保护细胞的作用。
综上所述， 甘木通乙酸乙酯提取物具有神经保

护作用并且其作用方式可能是通过提高细胞内

ＳＯＤ 水平， 减少氧自由基对细胞的损害， 影响线

粒体凋亡途径， 从而抑制缺氧诱导的细胞凋亡， 保

护细胞。 研究表明， 甘木通主要药效成分为多种黄

酮苷［１５］， 其神经保护作用可能与甘木通提取物中

的黄酮苷密切相关， 本课题进一步的研究将基于

此， 寻找突破口， 全面深入探讨甘木通对缺血性中

风的作用以及作用机制研究。
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