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丹参-葛根提取物对氧糖剥夺/复氧损伤人神经母细胞瘤
SH-SY5Y 细胞的保护作用

车若梅，涂舒欣，贺晓丽*

（中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所，北京 100193）

［摘要］ 目的：基于氧化应激和凋亡探究丹参 -葛根提取物对氧糖剥夺/复氧（OGD/R）损伤 SH-SY5Y 细胞的保护作用。

方法：采用水提法制备不同配伍比例丹参 -葛根提取物，体外培养人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞并建立 OGD/R 损伤模型，采

用细胞增殖与活性检测（CCK-8）法筛选最佳配伍比例提取物用于后续实验。将 SH-SY5Y 细胞分为空白组、OGD/R 组和丹参-

葛根（SP）提取物低、中、高剂量组（10、30、100 mg·L-1），除空白组外，其余各组细胞在氧糖剥夺 4 h 后迅速复氧 12 h 进行 OGD/R

造模。采用 CCK-8 法检测细胞存活率，显微条件下观察细胞形态，分光光度计法检测乳酸脱氢酶（LDH）释放率、超氧化物歧

化酶（SOD）活性、谷胱甘肽（GSH）和丙二醛（MDA）含量，2，7-二氯二氢荧光素二乙酸酯荧光探针法（DCFH-DA）检测细胞活

性氧（ROS）水平，JC-1 法检测线粒体膜电位，Hoechst 33342 染色法观察细胞核形态，流式细胞术结合异硫氰酸荧光素/碘化丙

啶（Annexin V-FITC/PI）双染检测细胞凋亡。结果：丹参-葛根 2∶1 配伍时 SH-SY5Y 细胞的存活率最佳，与空白组比较，OGD/R

组细胞形态破损，细胞上清液 LDH 释放率、细胞 ROS 水平和 MDA 含量显著升高（P<0.01），SOD 活性和 GSH 水平显著降低

（P<0.01），线粒体膜电位下降，细胞凋亡率升高（P<0.01）；与 OGD/R 组比较，SP 提取物各给药组可呈浓度依赖性地提高细胞存

活率，改善细胞形态，降低细胞上清液 LDH 释放率（P<0.01）；SP 提取物 30、100 mg·L-1组可明显降低细胞内 ROS 水平，明显提

高细胞中 SOD 活性和 GSH 水平（P<0.05，P<0.01），100 mg·L-1可明显降低细胞内 MDA 含量（P<0.05）；此外，丹参 -葛根提取物

给药后可提高线粒体膜电位，30、100 mg·L-1可显著降低细胞凋亡率（P<0.01）。结论：丹参-葛根提取物 2∶1 配伍对 OGD/R 损伤

的 SH-SY5Y 细胞有较好的保护作用，这可能与其降低细胞氧化损伤，抑制细胞凋亡相关。
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Protective Effect of Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma and Puerariae Lobatae Radix

Extract on SH-SY5Y Cells Injured by Oxygen-glucose Deprivation/Reoxygenation
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［［Abstract］］ Objective：：To explore the protective effect of Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma and

Puerariae Lobatae Radix （SP） extract on oxygen-glucose deprivation/reoxygenation （OGD/R）-injured

SH-SY5Y cells based on oxidative stress and apoptosis. Method：： The extracts of the two medicinal materials

mixed in different ratios were prepared. Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were cultured in vitro and the

injury was induced by OGD/R. Cell counting kit-8（CCK-8）assay was used to screen the optimal ratio of the
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two medicinals and then the extract was used for further experiment. SH-SY5Y cells were classified into normal

control group，OGD/R group，and low- ，medium- ，and high-dose SP（2∶ 1）extract groups（10，30，

100 mg·L-1，respectively）. Cells in the groups，except the normal control group，were rapidly reoxygenated for

12 h after 4 h OGD for modeling. Then cell viability was detected by CCK-8 and cell morphology was observed

under the microscope. The release rate of lactate dehydrogenase（LDH），superoxide dismutase（SOD）activity，

and content of glutathione（GSH）and malondialdehyde（MDA）were determined by spectrophotometry. The

level of reactive oxygen species（ROS）was detected with 2，7-dichlorodihydrofluorescein diacetate（DCFH-

DA）and mitochondrial membrane potential with JC-1 assay. The nuclear morphology was observed based on

Hoechst 33342 staining，and apoptosis was examined by flow cytometry combined with Annexin V-FITC/PI

staining. Result：：The viability of the cells was highest in the presence of the extract of the two medicinals mixed

at the ratio of 2∶1. Compared with normal control group，OGD/R group showed damaged cell morphology，high

release rate of LDH and levels of ROS and MDA（P<0.01），low SOD activity and GSH level（P<0.01），low

mitochondrial membrane potential，and high apoptosis rate（P<0.01）. Compared with OGD/R group，SP extract

improved cell viability and cell morphology and reduce cell LDH release rate in a concentration-dependent

manner（P<0.01）. In addition，SP extract at 30，100 mg·L-1 reduced the level of intracellular ROS and increased

SOD activity and GSH level（P<0.05，P<0.01），and SP extract at 100 mg·L-1 decreased the content of MDA

（P <0.05）. Moreover，SP extract increased mitochondrial membrane potential，and SP extract at 30，100 mg·L-1

lowered the apoptosis rate（P<0.01）. Conclusion：：The extract of Salvia miltiorrhiza Bunge and Radix Puerariae

mixed at 2∶1 shows better protective effect on OGD/R-injured SH-SY5Y cells. The mechanism is the likelihood

that it alleviates oxidative damage of cells and inhibits cell apoptosis.

［［Keywords］］ ischemic stroke； oxygen-glucose deprivation/reoxygenation （OGD/R） model； Salviae

Miltiorrhizae Radix et Rhizoma and Puerariae Lobatae Radix；oxidative stress；apoptosis

脑卒中是一种急性脑血管疾病，指由于脑部血

管突然破裂或各种原因的血管阻塞而引起的脑组

织损伤，主要包括出血性脑卒中和缺血性脑卒中两

大类。缺血性脑卒中占我国卒中总数的绝大部分，

据最新统计，2019 年我国约 2 876 万脑卒中病例中，

约 2 418 万为缺血性脑卒中［1］，且缺血性脑卒中病理

生理机制复杂，缺血再灌注后出现的线粒体功能障

碍、氧化应激、钙超载、兴奋性毒性、细胞凋亡和炎

症反应等相互作用［2-3］，导致更为严重的神经症状。

随着我国人口老龄化进程的深入，脑血管疾病的发

病率快速上升，因此，防治缺血性脑卒中意义重大。

中药丹参为唇形科植物丹参的干燥根和根茎，

可活血祛瘀、通经止痛、清心除烦、凉血消痈［4］，现代

药理研究表明丹参具有抗凝血及抗血小板聚集、调

血脂、抗炎、抗肿瘤、抗氧化、抗动脉粥样硬化、降血

压和免疫调节等作用［5］；中药葛根为豆科植物野葛

的干燥根，可解肌退热，透疹，生津止渴，升阳止

泻［4］，现代药理研究表明葛根具有血管舒张、心脏保

护、神经保护、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、解酒保肝和减

轻胰岛素抵抗作用［6］。丹参-葛根药对记录于《施今

墨对药》中，二者配伍使用，相互促进，可活血化瘀、

祛瘀生新［7］。目前丹参 -葛根药对的研究主要集中

在心肌缺血［8］、动脉粥样硬化［9］、高脂血症［10］和糖尿

病［11］等方面，而对于脑缺血方面的研究仅有的文献

报道丹参 -葛根配伍能够通过上调血管内皮生长因

子（VEGF）表达减轻缺血再灌注损伤大鼠脑梗死灶

面积［12］，因此，有必要进一步明确丹参 -葛根药对对

缺血性脑卒中的作用及机制。本课题组前期从自

由基清除、氧化还原和脂质过氧化 3 个角度对丹参-

葛根药对提取物的体外抗氧化活性进行了评估，发

现丹参-葛根提取物具有良好的抗氧化活性，而氧化

应激作为缺血再灌注损伤的关键环节，可引发缺血

再灌注后的一系列病理生理事件，包括炎症反应、

血脑屏障破坏、细胞凋亡和自噬等，丹参 -葛根提取

物能否在缺血性脑卒中的发生发展中起到保护作

用值得深入研究。因此，本实验选用缺血性脑卒中

研究中公认的氧糖剥夺/复氧损伤模型，从氧化应激

和凋亡 2 个角度进一步研究丹参 -葛根对氧糖剥夺/

复氧损伤的 SH-SY5Y 细胞的保护作用，并阐述可能

的机制。

1 材料

1.1 细胞 人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞购自中
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国 医 学 科 学 院 基 础 研 究 所（1101HUM-

PUMC000026），在本实验室进行培养。

1.2 药品及试剂 丹参饮片［中国北京同仁堂（集

团）有限责任公司，产地山东，批号 200114003］；葛
根饮片［中国北京同仁堂（集团）有限责任公司，产

地河北，批号 181112302］；胎牛血清（FBS）、DMEM

无糖培养基（美国 Gibco 公司，批号分别为 16000-

044、2192829）；DMEM/F12 培养基、青霉素链霉素

混合液、磷酸盐缓冲液（PBS）（美国 Hyclone公司，批

号分别为 AG29749915、J200044、AG29741569）；细
胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒、乳酸脱氢酶

（LDH）检测试剂盒、超氧化物歧化酶（SOD）试剂

盒 、线 粒 体 膜 电 位 检 测 试 剂 盒（JC-1）、丙 二 醛

（MDA）试剂盒、谷胱甘肽（GSH）试剂盒（碧云天

生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 C0038、

042821211101、 071521211013、 093020201026、

080521211116、051821211012）；DCFH-DA 活 性 氧

（ROS）荧光探针、Hoechst 33342 荧光染料、异硫氰

酸荧光素（Annexin V-FITC）/碘化丙啶（PI）细胞凋

亡检测试剂盒（北京索莱宝生物科技有限公司，批

号分别为 20210911、20211011、20210929）。
1.3 仪器 HERACELL 150i 型二氧化碳培养箱、

SORVALL ST-16R 型 台 式 高 速 低 温 冷 冻 离 心 机

（美国 Thermo 公司）；Infinite M1000 型酶标仪（瑞士

Tecan 公司）；EVOS FL 型荧光显微镜（美国 Life 公

司）；Eclipse Ts2R 型荧光倒置显微镜（日本 Nikon 公

司）；TYPE Ⅲ型厌氧手套培养箱（美国 COY 公司）；
FD-1A-50 型冷冻干燥机（北京博医康实验仪器有限

公司）；BD FACS Aria Ⅱ型分选型流式细胞仪（美国

BD 公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 SH-SY5Y 细胞复苏后，用 DMEM/

F12 完 全 培 养 基（DMEM/F12 培 养 基 +10% FBS+

100 U·mL-1青霉素链霉素混合液）于 5% CO2、37 ℃

恒温培养箱中培养，镜下观察细胞为细长梭形，待

细胞单层贴壁生长至 90% 时，弃去原培养液，加入

PBS 清洗 2 次，加入胰蛋白酶 1 mL 消化，镜下观察

细胞触角消失、皱缩变圆，立即加入完全培养基

2 mL 终 止 消 化 ，收 集 细 胞 悬 液 至 离 心 管 ，

1 500 r·min-1 离心 5 min（离心半径 11 cm，下同），弃
去培养液，加入新鲜完全培养基重悬后按照 1∶5 进

行传代，3 代后取对数生长期细胞进行后续实验。

2.2 丹参 -葛根提取物的制备 按照丹参 -葛根

1∶0、1∶4、1∶2、1∶1、2∶1、4∶1 和 0∶1 称取适量丹参-葛

根药材，剪碎成小块，加入 10 倍量水浸泡 60 min，冷

凝回流提取 60 min，稍冷却后收集滤液，剩余药渣加

入 8 倍量水再次回流提取 60 min，合并 2 次滤液，减

压抽滤，滤液于-40 ℃过夜预冻，后置于冷冻干燥机

冻干（丹参提取物收率为 38.13%，葛根提取物收率

29.4%，丹参 -葛根 1∶4 提取物收率 43.37%，丹参 -葛

根 1∶2 提取物收率 34.07%，丹参 -葛根 1∶1 提取物收

率 44.63%，丹参-葛根 2∶1 提取物收率 51.86%，丹参-

葛根 4∶1 提取物收率 45.43%）。使用时称量适量丹

参 -葛根冻干粉溶于 DMEM/F12 培养基中，用孔径

为 0.22 μm 针式过滤器过滤，细胞实验给药浓度按

生药量计算。

2.3 CCK-8 法检测不同比例丹参 -葛根提取物对正

常 SH-SY5Y 细 胞 的 作 用 取 对 数 生 长 期 的 SH-

SY5Y 细胞，PBS 清洗胰酶消化后，离心重悬，稀释

成 6.5×104个/mL 的单细胞悬液，以每孔 200 μL 接种

至 96 孔板。于 5% CO2、37 ℃恒温培养箱中培养

24 h 后弃去上清，分别加入不同浓度的丹参-葛根提

取 物 。 药 物 处 理 4 h 后 弃 去 上 清 ，换 为 100 μL

DMEM/F12 培养基，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，培

养 2 h 后，450 nm 处测定吸光度 A，计算细胞活力值。

细胞活力值=［（给药组 A-空白组 A）/（容积组 A-空
白组 A）］×100%。

2.4 CCK-8 法检测不同比例丹参 -葛根提取物对

OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞存活率的影响 细胞培

养 24 h 后，弃去上清，空白组每孔加 DMEM/F12 培

养基 200 μL，OGD/R 组每孔加入 DMEM 无糖培养

基 200 μL，分别置于厌氧手套培养箱缺氧培养 1、2、

4 h，缺氧相应时间后取出细胞，将无糖培养基换为

DMEM/F12 培养基并置于正常培养箱继续培养

12 h，计算细胞活力值，确定 OGD/R 损伤细胞时间。

OGD/R 损伤细胞时间确定后，进行后续实验。

细胞培养 24 h 后，弃去上清，空白组加入 DMEM/

F12 培养基 200 μL，于正常培养箱培养；OGD/R 组

加入 DMEM 无糖培养基 200 μL，给药组分别加入

含有 30、100 mg·L-1丹参 -葛根提取物的无糖培养基

200 μL，均于厌氧手套培养箱缺氧 4 h。厌氧培养

4 h 后换为 200 μL DMEM/F12 培养基，于正常培养

箱培养 12 h 后，弃去原培养基，换为 100 μL DMEM/

F12 培养基，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，培养 2 h

后，450 nm 处测定 A，计算细胞活力值，筛选丹参-葛

根提取物的最佳配伍比例。

确定丹参-葛根提取物的最佳配伍比例后，加入

最 佳 配 伍 提 取 物 使 终 质 量 浓 度 分 别 为 10、30、
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100 mg·L-1的无糖培养基，按上述方法操作，计算细

胞活力值。

2.5 显微镜下观察 SH-SY5Y 细胞形态 常规处理

细胞，以每孔 400 μL 接种到 48 孔板中。分为空白

组、OGD/R 损伤组，SP 提取物 10、30、100 mg·L-1组，

按照 2.4 项下方法处理，12 h 后，吸去培养基，换为

PBS，显微条件下拍照观察。

2.6 LDH 释放、GSH 含量、SOD 活性和 MDA 水平

测定 取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，PBS 清洗胰

酶消化后，离心重悬，稀释成 1.3×105 个/mL 的单细

胞悬液，以每孔 2 mL 接种至 6 孔板，给药处理后，按

照试剂盒说明书分别测定细胞上清液 LDH 释放率

及细胞中 GSH 含量、SOD 活性和 MDA 水平。LDH

释放率（%）=［（各组 A-空白组 A）/（样品最大酶活性

对照 A-空白组 A）］×100%。

2.7 ROS 生成检测 常规处理细胞，OGD/R12 h

后，PBS 洗涤细胞 2 次，每孔装载浓度为 10 μmol·L-1

的 DCFH-DA 探针 200 μL，放于 37 ℃孵育 40 min，

用无血清培养基洗涤 3 次，加入 Hoechst 33342 染色

液 200 μL 标记细胞核，37 ℃孵育 15 min，PBS 洗涤

3 次后，加入无血清培养基 200 μL，荧光显微镜下观

察并拍照，使用 Image J软件分析荧光强度。

2.8 JC-1 法检测线粒体膜电位 常规处理细胞，

OGD/R 12 h 后，PBS 洗涤细胞 2 次，每孔加入 JC-1

染色工作液 200 μL，充分混匀，37 ℃孵育 20 min，

JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次后，加入无血清培养基

200 μL，荧光显微镜下观察并拍照。

2.9 Hoechst 33324 法检测细胞凋亡 常规处理细

胞 ，OGD/R 12 h 后 ，PBS 清 洗 细 胞 2 次 ，加 入

10 mg·L-1 Hoechst 33342 染色液 200 μL，37 ℃孵育

15 min，PBS 洗 涤 3 次 后 ，加 入 无 血 清 培 养 基

200 μL，荧光显微镜下观察并拍照。

2.10 Annexin V-FITC/PI 法检测细胞凋亡 常规

处理细胞，OGD/R 12 h 后，PBS 清洗胰酶消化收集

细胞，使用预冷 PBS 清洗 1 次，1 000 r·min-1 离心

10 min，弃 上 清 ，加 入 结 合 液 重 悬 细 胞 1 mL，

1 000 r·min-1 离心 10 min，弃上清，使用结合液重悬

细 胞 使 密 度 达 到 1×106 个/mL，每 管 加 入 细 胞

100 μL，加入 Annexin V-FITC 5 μL，10 min 后加入

PI 5 μL，5 min 后加入 PBS 400 μL，随后使用流式细

胞仪测定。

2.11 统计学分析 采用 SPSS 25 软件分析数据，实

验结果用 x̄± s 表示，组间均值使用单因素方差分析，

组间多重比较使用最小显著性差异法（LSD），P<

0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 不同配伍比例、质量浓度丹参 -葛根提取物对

正常 SH-SY5Y 细胞活力的影响 不同比例丹参-葛

根提取物处理细胞 4 h 后，与空白组比较，各给药组

细胞存活率差异无统计学意义，表明丹参-葛根提取

物 在 30、100 mg·L-1 质 量 浓 度 范 围 内 对 正 常 SH-

SY5Y 细胞无增值抑制作用，可进行后续细胞实验。

见表 1。

3.2 不同配伍比例丹参-葛根提取物对 OGD/R 损伤

SH-SY5Y 细胞的影响 在进行丹参 -葛根提取物对

OGD/R 损伤 SH-SY5Y 药效实验之前，首先对 OGD/

R 损伤 SH-SY5Y 细胞的缺氧时间进行探索，使其对

细胞的损伤率达到 40%~60%，确定为合适的缺氧条

件。随着缺氧时间延长，SH-SY5Y 细胞活力值降

低，在缺氧 4 h 时细胞存活率约为 57%，且损伤较稳

定，故选取缺氧 4 h 复氧 12 h 作为氧糖剥夺复氧模

型条件，进行后续药效实验。与 OGD/R 组比较，不

同比例丹参 -葛根提取物组细胞存活率均有明显提

高，在 30、100 mg·L-1 质量浓度下均具有明显差异

（P<0.05，P<0.01），其中丹参 -葛根配伍比例为 2∶1

表 1 不同配伍比例丹参-葛根提取物对正常 SH-SY5Y 细胞活力的

影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of different compatibility ratios of Salviae

Miltiorrhizae Radix et Rhizoma and Puerariae Lobatae Radix

extract（SPE）on SH-SY5Y cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

丹参提取物组

葛根提取物组

丹参-葛根 1∶4 提取物组

丹参-葛根 1∶2 提取物组

丹参-葛根 1∶1 提取物组

丹参-葛根 2∶1 提取物组

丹参-葛根 4∶1 提取物组

组别

空白组

丹参提取物组

葛根提取物组

丹参-葛根 1∶4 提取物组

丹参-葛根 1∶2 提取物组

丹参-葛根 1∶1 提取物组

丹参-葛根 2∶1 提取物组

丹参-葛根 4∶1 提取物组

质量浓度/mg·L-1

30

30

30

30

30

30

30

质量浓度/mg·L-1

100

100

100

100

100

100

100

细胞存活率/%

100.00±0.00

97.52±3.11

102.08±1.65

102.32±4.08

100.55±1.45

96.08±4.18

101.03±4.89

97.98±2.10

细胞存活率/%

100.00±0.00

99.01±3.38

99.69±1.20

102.10±1.26

100.32±0.96

96.60±0.66

99.25±1.31

96.87±1.61
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时，OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞的存活率最高，在

100 mg·L-1质量浓度下达到 84.04%，故选取丹参-葛

根 2∶1 配伍比例得到的提取物进行后续实验。见

表 2 和表 3。

3.3 丹参-葛根 2∶1 提取物（简称 2∶1 SPE）对 OGD/

R 损伤 SH-SY5Y 细胞的作用 与 OGD/R 组比较，

2∶1 SPE 10~300 mg·L-1 组 细 胞 存 活 率 明 显 提 高

（P<0.05，P<0.01），且呈现一定的剂量依赖性，故选

用 2∶1 SPE 10、30、100 mg·L-1 进 行 后 续 实 验 。

见表 4。

3.4 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞形态的

影响 空白组细胞形态正常，大部分细胞呈现细长

梭形；OGD/R 组细胞皱缩，数量明显减少，形态破碎

不完整；给药 2∶1 SPE 后，细胞数量增多，随着给药

浓度的升高细胞形态逐渐趋于正常。见图 1。

3.5 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞 LDH

释放的影响 与空白组比较，OGD/R 组细胞上清液

中 LDH 释放率显著升高（P<0.01）；与 OGD/R 组比

较，2∶1 SPE 各给药组 LDH 释放率呈剂量依赖性下

降（P<0.01）。见表 5。

3.6 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞 ROS

的影响 空白组细胞绿色荧光弱，与空白组比较，

OGD/R 组细胞呈明亮绿色荧光，提示 ROS 堆积增多

（P<0.01）；给药 2∶1 SPE 后，绿色荧光减弱，随着给

药浓度的升高绿色荧光强度降低，2∶1 SPE 30、

100 mg·L-1可明显降低细胞的荧光强度（P<0.05，P<

0.01）。见表 6、图 2。

表 4 2∶1 SPE对 OGD/R损伤 SH-SY5Y细胞的作用（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of 2∶1 SPE on OGD/R injured SH-SY5Y cells

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

2∶1 SPE 组

质量浓度/mg·L-1

3

10

30

100

300

细胞存活率/%

100.00±0.00

51.07±1.141）

51.06±2.19

66.22±3.442）

71.70±2.263）

78.53±2.913）

88.38±5.093）

注：A.空白组；B.OGD/R 组；C.SP 10 mg·L-1组；D.SP 30 mg·L-1组；E.SP 100 mg·L-1组（图 2-图 4 同）
图 1 2∶1 SPE对 OGD/R损伤的 SH-SY5Y细胞形态的影响（倒置显微镜，×200）
Fig. 1 Effect of 2∶1 SPE on morphology of OGD/R injured SH-SY5Y cells（inverted microscope，×200）

表 3 不同配伍比例丹参 -葛根提取物对 OGD/R 损伤的 SH-SY5Y

细胞的作用（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of different compatibility ratios of SPE on OGD/R

injured SH-SY5Y cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

丹参提取物组

葛根提取物组

丹参-葛根 1∶4 提取物组

丹参-葛根 1∶2 提取物组

丹参-葛根 1∶1 提取物组

丹参-葛根 2∶1 提取物组

丹参-葛根 4∶1 提取物组

组别

空白组

OGD/R 组

丹参提取物组

葛根提取物组

丹参-葛根 1∶4 提取物组

丹参-葛根 1∶2 提取物组

丹参-葛根 1∶1 提取物组

丹参-葛根 2∶1 提取物组

丹参-葛根 4∶1 提取物组

质量浓度/mg·L-1

30

30

30

30

30

30

30

质量浓度/mg·L-1

100

100

100

100

100

100

100

细胞存活率/%

100.00±0.00

56.46±7.571）

64.22±8.983）

62.40±4.112）

66.40±4.673）

69.48±3.873）

69.13±0.613）

74.74±4.933）

68.72±12.163）

细胞存活率/%

100.00±0.00

53.19±9.001）

75.02±7.253）

69.08±7.292）

74.27±2.022）

76.66±6.613）

77.32±3.443）

84.04±8.533）

76.64±5.823）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 4-表 8 同）

表 2 不同缺氧时间处理后 SH-SY5Y的细胞存活率（x̄± s，n=3）

Table 2 Survival rate of SH-SY5Y cells after different hours of

hypoxia treatment（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

OGD/R 组

OGD/R 组

缺氧时间/h

0

1

2

4

细胞存活率/%

100.00±0.00

82.97±15.44

77.01±10.551）

57.42±1.192）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01
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3.7 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞抗氧化

能力的影响 与空白组比较，OGD/R 组细胞中 SOD

活性和 GSH 含量显著降低（P<0.01），MDA 水平显

著升高，差异有统计学意义（P<0.01）；与 OGD/R 组

比较，给药 2∶1 SPE 后，30、100 mg·L-1可明显提高细

胞 SOD 活 性（P<0.05）和 GSH 含 量（P<0.01），

100 mg·L-1可明显降低 MDA 含量，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 7。

3.8 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞线粒体

膜电位的影响 线粒体膜电位的下降是细胞凋亡

早期的一个标志性事件，在线粒体膜电位较高时，

JC-1 聚集在线粒体的基质中，形成聚合物，可以产

生红色荧光；在线粒体膜电位较低时，JC-1 不能聚

集在线粒体的基质中，此时 JC-1 为单体，可以产生

绿色荧光。与空白组比较，OGD/R 组绿色荧光强度

升高，红色荧光强度降低，提示线粒体膜电位下降；
与 OGD/R 组比较，SH-SY5Y 细胞给药 2∶1 SPE 后，

绿色荧光强度有所降低，红色荧光增强。见图 3。

3.9 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞核形态

的影响 Hoechst 33342 可以穿透细胞膜，染色后凋

亡 细 胞 荧 光 会 比 正 常 细 胞 明 显 增 强 。 Hoechst

33342 染色后 ，空白组细胞核染色呈正常蓝色 ，

OGD/R 损伤后部分细胞核出现固缩，呈现为致密浓

染，颜色呈亮白蓝色，提示细胞进入凋亡状态；给药

2∶1 SPE 后，细胞核固缩数量有所减少，呈现均匀低

强度蓝色荧光的细胞数量增多，随着给药浓度的升

高细胞核形态趋于正常，2∶1 SPE 100 mg·L-1组效果

最好。见图 4。

3.10 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞凋亡

的影响 Annexin V 能与细胞凋亡过程中翻转到膜

表 6 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤的 SH-SY5Y 细胞 ROS的影响（x̄± s，

n=3）

Table 6 Effect of 2∶1 SPE on ROS level in OGD/R injured

SH-SY5Y cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

2∶1 SPE 组

质量浓度/mg·L-1

10

30

100

ROS/%

100.00±0.00

274.84±12.211）

237.73±51.16

213.15±21.782）

117.19±6.263）

表 7 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞抗氧化能力的影响

（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of 2∶1 SPE on antioxidant capacity of OGD/R

injured SH-SY5Y cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

2∶1 SPE 组

质量浓度

/mg·L-1

10

30

100

SOD

/U·mg-1

13.38±1.25

6.74±0.891）

8.50±2.46

9.63±1.682）

9.56±1.112）

GSH

/μmol·L-1

11.74±0.10

5.66±0.091）

6.01±0.07

8.34±0.523）

10.01±0.173）

MDA

/mmol·g-1

1.31±0.53

3.23±0.401）

2.51±0.79

2.30±0.80

1.72±0.632）

图 2 2∶1 SPE对 OGD/R损伤的 SH-SY5Y细胞 ROS的影响（DCFH-DA 荧光探针，×40）
Fig. 2 Effect of 2∶1 SPE on ROS level in OGD/R injured SH-SY5Y cells（DCFH-DA fluorescent probe，×40）

表 5 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞 LDH 释放的作用

（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of 2∶1 SPE on LDH release from OGD/R injured

SH-SY5Y cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

2∶1 SPE 组

质量浓度/mg·L-1

10

30

100

LDH 释放率/%

1.70±0.23

4.53±0.321）

2.92±0.163）

2.58±0.473）

2.18±0.123）
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外的磷脂酰丝氨酸高亲和力特异结合，用荧光探针

FITC 结合 Annexin V 能够区分凋亡细胞和正常细

胞，PI 可以穿透细胞膜破损的凋亡晚期细胞和死细

胞，FITC-Annexin V 与 PI 联合使用可区分早期凋亡

和晚期凋亡细胞。OGD/R 后，SH-SY5Y 细胞凋亡

率有显著升高（P<0.01），早期凋亡细胞和晚期凋亡

细胞数量明显增多，给药 2∶1 SPE 30 和 100 mg·L-1

后可显著降低细胞凋亡率（P<0.01）。见表 8。

4 讨论

缺血性脑卒中发病机制复杂，氧化应激和细胞

凋亡是缺血性脑卒中病理生理学中密切相关的两

部分，自由基损伤和氧化应激是缺血再灌注损伤的

关键环节并参与了损伤级联反应的每个步骤［13-14］，

抑制细胞凋亡是缺血性脑卒中治疗中的神经保护

策略之一［15-18］，因此，针对氧化应激及细胞凋亡治

疗，可能对减轻脑缺血再灌注损伤起到关键作用。

SH-SY5Y 细胞在形态和生理功能等方面与正常神

经元具有相似性，被广泛用于神经系统疾病药物作

用的研究。氧糖剥夺/复氧模型能最大程度模拟缺

血性脑卒中病理生理情况下的细胞状态，是缺血性

脑卒中研究的经典细胞模型。本文建立 OGD/R 损

伤的 SH-SY5Y 细胞模型，初步探讨丹参 -葛根提取

物对缺血性脑卒中的保护作用。

中药药对是在药性和长期遣方用药过程中，医

家逐渐积累经验而来的精妙应用形式［19］，由 2 味药

成对相配，起到协同增效或减毒的作用。丹参-葛根

作为药对使用记录于《施今墨对药》，但书中并未提

到二者配伍比例如何。因此，选取了两首含有丹参-

葛根的最小药味数的方剂，分别为收录于《卫生部

药品标准》中药成方制剂第四册（1991）中的通脉颗

粒和《中药方剂现代研究大典》（1996）中丹参 -葛根

元胡片，选用其中丹参-葛根的配伍比例 1∶1 和 2∶1，

并选取反比例 1∶2 及扩大比例至丹参 -葛根 1∶4 和

4∶1，结合单独的丹参组和葛根组，对不同配伍比例

得到的丹参-葛根提取物对 OGD/R 损伤的 SH-SY5Y

细胞的保护作用进行比较，实验结果显示在 30 和

100 mg·L-1 给药时，2∶1 SPE 较单独丹参、葛根提取

物及其他比例提取物组均有更好的保护作用，初步

图 3 2∶1 SPE对 OGD/R损伤的 SH-SY5Y细胞线粒体膜电位的影响（JC-1，×40）
Fig. 3 Effect of 2∶1 SPE on mitochondrial membrane potential of OGD/R injured SH-SY5Y cells（JC-1，×40）

表 8 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞凋亡率的影响（x̄± s，

n=3）

Table 8 Effect of 2∶1 SPE on apoptosis rate of OGD/R injured

SH-SY5Y cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

OGD/R 组

2∶1 SPE 组

质量浓度/mg·L-1

10

30

100

细胞凋亡率/%

3.10±0.10

20.57±0.961）

19.17±1.26

17.73±0.323）

9.37±0.313）

图 4 2∶1 SPE对 OGD/R损伤的 SH-SY5Y细胞核形态的影响（Hoechst 33342，×200）
Fig. 4 Effect of 2∶1 SPE on nuclear morphology of OGD/R injured SH-SY5Y cells（Hoechst 33342，×200）
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确定了丹参 -葛根的配伍比例。李媛等［20］、赵玉华

等［21］分别报道了丹参 -葛根不同比例配伍和单煎共

煎等会影响丹参-葛根有效成分的溶出率，而结合本

实验提取物冻干粉得率，不同配比中丹参 -葛根 2∶1

配伍组收率最高，可能由于此时丹参-葛根提取物有

效成分的相对溶出率较高，从而对 OGD/R 损伤的

SH-SY5Y 细胞起到更好的保护作用，这表明不同配

伍比例的丹参 -葛根中不同化学成分的配伍变化规

律有所不同，且可能与较优配比有关。下一步应从

提取物的化学成分角度对丹参 -葛根的最佳配伍比

例关系进行探讨，以期为丹参-葛根药对的最佳配伍

比例的确定提供更全面详实的实验依据。

进一步研究发现，2∶1 SPE 在不影响细胞存活

率的前提下可提高 OGD/R 损伤的 SH-SY5Y 细胞存

活率，这可能与其降低细胞氧化损伤和抑制细胞凋

亡相关。LDH 是胞浆内的乳酸脱氢酶，当细胞受到

缺氧复氧损伤时，细胞膜受损，导致胞浆内的 LDH

释放，因此 LDH 的释放量与细胞受损程度相关，可

作 为 细 胞 毒 性 评 价 指 标［22］，而 本 实 验 结 果 显 示

OGD/R 损伤 SH-SY5Y 细胞后，2∶1 SPE 给药可抑制

LDH 的释放，保护细胞膜完整性。而脑缺血后持续

的氧化应激导致细胞代谢副产物 ROS 堆积，此时在

正常生理状态下机体维持氧化 -抗氧化系统平衡的

内源性抗氧化剂 SOD 和 GSH 等不足以清除 ROS，

进而氧化细胞大分子如核酸、蛋白质和脂质等［23-24］，

加剧机体损伤。由此本研究进行了氧化应激相关

指标的检测，实验结果显示，OGD/R 损伤后，ROS 大

量生成，抗氧化物质 SOD 及 GSH 等被大量消耗，持

续生成的活性氧自由基作用于脂质发生过氧化反

应生成 MDA，加剧细胞膜损伤，而 2∶1 SPE 给药可

降低细胞内 ROS 含量，提高以 ROS 为底物的抗氧化

酶 SOD 活力和抗氧化物质 GSH 含量，降低脂质过

氧化产物 MDA 水平，初步验证了 SP 提取物降低细

胞氧化损伤的作用。过量堆积的 ROS 可攻击线粒

体造成线粒体渗透性转换孔开放，致使线粒体膜电

位下降［25］，并促使细胞色素 C 和凋亡诱导因子等凋

亡蛋白释放到细胞质中，进而导致内源性细胞凋

亡［26］；而显微镜下可观察到凋亡细胞形态学表现为

细胞皱缩变圆、遗传物质聚集碎裂、胞膜空泡化、核

固缩碎裂、凋亡小体形成等［27］。因此进一步对细胞

凋亡指标检测，结果显示 2∶1 SPE 给药后能够提高

OGD/R 损伤的 SH-SY5Y 细胞的线粒体膜电位，并

改善 Hoechst 33342 染色后细胞核固缩的形态，同时

减少 Annexin V-FITC/PI 双染呈早期凋亡和晚期凋

亡细胞的数量，提示 2∶1 SPE 具有良好的抗凋亡作

用，进一步证明了 2∶1 SPE 对 OGD/R 损伤的 SH-

SY5Y 细胞的保护作用。综上所述，丹参 -葛根药对

对 OGD/R 损伤的 SH-SY5Y 细胞的保护作用是通过

抗氧化及抑制细胞凋亡实现的，具体的靶点有待进

一步明确。

丹参和葛根是我国常用的传统中药，二者配

伍，相使为用，活血化瘀。现代药理研究表明丹参 -

葛根药对在舒张脑血管［28］、改善模型大鼠糖尿病眼

病［29］和调节免疫［30］等方面具有协同作用，因此，丹

参-葛根药对具有广泛的应用前景。近年来，研究人

员围绕丹参和葛根的指标性成分对缺血性脑卒中

的作用进行了深入细致的研究，丹参中主要脂溶性

成 分 丹 参 酮 类 丹 参 酮ⅡA
［31］、隐 丹 参 酮［32］、丹 参

酮Ⅰ［33］和水溶性成分丹酚酸类丹酚酸 B［34］均可发挥

神经保护作用；葛根的主要异黄酮类成分葛根素也

可通过抗氧化应激［35］、抑制自噬［36］、抗炎［37］等对脑

缺血再灌注损伤产生保护作用，因此推测丹参-葛根

药对保护缺血性脑卒中具有巨大潜力。此外，这些

成分也是丹参 -葛根药对成分研究［38-39］中定性定量

分析的主要成分，这些成分之间有可能相互作用，

其相互作用的特点和机制是揭示药对配伍机制研

究的重要内容，需要进一步探讨。

目前丹参 -葛根药对在保护缺血性脑卒中方面

的研究较少，而本实验发现丹参 -葛根对 OGD/R 损

伤神经细胞具有保护作用且最佳的配伍比例为 2∶

1，可降低 OGD/R 对神经细胞的损伤，改善细胞氧化

损伤，并降低细胞凋亡，与 CHIU 等［40］报道的丹参 -

葛根可抑制缺氧/复氧诱导的心肌细胞凋亡一致，为

丹参 -葛根药对保护缺血性脑卒中的研究提供了依

据，在后续实验中，应继续对其机制进行探索，并结

合经典动物模型，进一步探讨丹参-葛根药对对缺血

性脑卒中的保护作用。
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