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地黄梓醇对缺氧缺糖损伤的人胚胎
肾脏细胞保护作用研究

陈靖摇 付彦君

揖摘要铱 摇 目的摇 研究梓醇对缺血细胞的保护作用机制。 方法摇 通过连二亚硫酸钠消除培养基

中的氧,在 37益、5% CO2 培养箱中,模拟缺血环境中的细胞损伤;再对对照组、模型组、梓醇低、中、
高浓度组分别进行细胞存活率、总抗氧化能力( total antioxidant capacity,TAC)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase,SOD)、乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase,LDH)测定。 结果摇 梓醇能显著提高

细胞存活率,且在 5 ~ 20 滋mol / L 呈剂量依赖性,与模型组比较,差异有统计学意义(P<0郾 01);梓醇

能显著提高细胞培养液上清液中的 TAC、SOD,降低 LDH 水平,且在 5 ~ 20 滋mol / L 呈剂量依赖性,与
模型组比较,P<0郾 01,有统计意义。 结论摇 梓醇可以通过抗氧化损伤保护缺糖缺氧细胞。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To study the protective mechanism of catalpol onchemic cells. Methods摇
By sodium dithionite and eliminate medium oxygen at 37益, 5% CO2 incubator, cell damage of simulated
ischemia environment. The cell survival rate, total antioxidant capacity (totalantioxidant capacity, TAC),
superoxide dismutase ( superoxide dismutase SOD) and lactate dehydrogenase ( lactate, dehydrogenase,
LDH) determination were compared among the control group, model group, low catalpol group ,medium
catalpol group and high catalpol group. Results 摇 Compared with model group, catalpol can significantly
improve the survival rate of cells in a dose鄄dependent manner(5 ~ 20 mol / L, P<0郾 01). Compared with
the model group, catalpol can significantly improve the cell culture supernatant of TAC, SOD, reduce the
LDH level with the same trend of survival rate of cells. Conclusion 摇 Catalpol can protect OGD cell
oxidative damage.
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摇 摇 地黄 Rehmanniae glutinosa Libosch,为玄参科地

黄属多年生草本植物的地黄新鲜或干燥块根,最早

记载于《神农本草经》,传统中医认为其具有“滋阴

补血,填精补髓冶的功效[1],早在公元前 718 年的周

朝时期就作为皇帝贡品和馈赠亲友的佳品。 目前

也是中国重要的创汇产品之一,产品远销港澳、东
南亚及日本等地区[2],临床上常用于治疗脑卒中,
脑卒中后遗症等[3]。 梓醇是地黄的主要成分之一,
《中华人民共和国药典》(一部)2010 版以梓醇含量

来检测生地黄质量[4]。 近年研究发现,梓醇具有利

尿、降血糖、抗脑缺血、保肝及保护神经元免受细胞

毒性损伤,减少脑缺血后神经凋亡等药理作用[5鄄7]。
脑缺血时,大量细胞毒性成分诱导的氧自由基是导

致细胞死亡的重要原因[8]。 本文选用人胚胎肾脏

细胞体外培养,通过测定对照组、模型组、和梓醇

低、中、高浓度组的细胞存活率、总抗氧化能力( total
antioxidant capacity, TAC )、 超 氧 化 物 歧 化 酶

( superoxide dismutase, SOD ) 以 及 乳 酸 脱 氢 酶

(lactate dehydrogenase,LDH)活力,探讨梓醇对细胞

保护机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

10%胎牛血清 RP鄄MI1640 培养液购于 Hyclone
公司;Earle忆s 平衡盐溶液购于苏州苏大赛尔免疫

生物技术有限公司; TAC 试剂盒、 SOD 试剂盒、
LDH 试剂盒购自南京建成试剂公司;地黄梓醇(地
黄提取物,含量大于 98郾 5% )和人胚胎肾脏细胞由

沈阳药科大学药学院提供;噻唑蓝(MTT) 溶液:
100 mg MTT 固体充分溶解于 20 mL 磷酸盐缓冲液

(0郾 01 mol / L,pH 7郾 2),用 0郾 22 滋m 微孔滤膜过

滤,4益避光保存。
1郾 2摇 缺氧缺糖损伤模型的建立及实验分组

实验分为对照组,缺血缺氧损伤模型组和缺

血缺氧损伤后药物干预组。 取前培养 24 小时的

人胚胎肾脏细胞,吸去原培养液,并用 Earle忆s 液

(pH 7郾 4)洗涤,调整细胞数目约 1郾 5 伊105 个 / mL,
接种于 96 孔板(0郾 1 mL /孔)。 对照组加入 20 滋L
含糖 Earle忆s 液;模型组加入 10 滋L 连二亚硫酸钠

的无糖 Earle忆 s 和 10 滋L 含糖 Earle忆 s 溶液;梓醇

低、中、高浓度组分别加入 10 滋L 连二亚硫酸钠的

无糖 Earle忆s 液和 10 滋L 的不同浓度药物(5、10、

20 滋mol / L)。 将培养板置于 37益、5% CO2 培养

箱中培养 24 小时后观察并测定有关指标。
1郾 3摇 MTT 法测定细胞存活率

取上述 96 孔板,每孔加入 5 mg / mL 的 MTT 溶

液 10 滋L,4 小时后镜下观察结晶情况并每孔加入

100 滋L 三联液(10%十二烷基硫酸钠,5%异丁醇,
0郾 012 mmol / L HCl),再培养 10 小时左右后取出,
于酶标仪 640 nm 为参考波长,560 nm 波长测定吸

光度(A)。
1郾 4摇 细胞培养上清液中 TAC、 SOD 及 LDH 的

测定

吸取各组细胞培养孔内的上清液作为测试

液,按试剂盒说明书进行测定。
1郾 5摇 统计学处理

实验结果用 SPSS 20郾 0 软件进行处理,每组数

据以均数依标准差( x依s)表示,采用单因素方差分

析(ANOVA),组间两两比较用 SNK 法,P<0郾 05有
统计学意义,P<0郾 01 有显著差异。

2摇 实验结果

2郾 1摇 梓醇对缺氧缺糖细胞存活率的影响

结果表明,在经过造模处理后,模型组细胞

存活率降低,和对照组相比,差异有统计学意义

(P<0郾 01) 。 而梓醇低、中、高浓度组在给药后,
细胞存活率提高,与模型组对比,差异有统计学

意义 ( P < 0郾 01 ) 。 梓 醇 对 细 胞 的 保 护 作 用 在

5 ~ 20 滋mol / L时,明显表现出剂量增大,保护作

用增强,具体结果见表 1。

表 1摇 梓醇对缺氧缺糖细胞存活率的影响(x依s,n=10)

组别
浓度

滋mol / L
A560

细胞存活率

(% )
对照组 ——— 0郾 121依0郾 002 100郾 00依1郾 31
模型组 ——— 0郾 015依0郾 003a 12郾 40依1郾 64 a

梓醇低浓度组 5 0郾 035依0郾 003b 29郾 93依1郾 34 b

梓醇中浓度组 10 0郾 052依0郾 001b 42郾 50依0郾 08 b

梓醇高浓度组 20 0郾 062依0郾 002b 51郾 24依1郾 42 b

注:与对照组比较:aP<0郾 01;与模型组比较:bP<0郾 01。

2郾 2摇 梓醇对缺氧缺糖细胞 TAC、SOD 及 LDH 的

影响

结果表明,在经过造模处理后,模型组 TAC、
SOD 含量降低,和对照组相比,差异有统计学意义

(P<0郾 01)。 而梓醇低、中、高浓度组在给药后,TAC
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表 2摇 梓醇对缺氧缺糖细胞 TAC、SOD 及 LDH 的影响(x依s,n=10)

组别
浓度

滋mol / L
TAC(U / mL) SOD(U / mL) LDH(U / mL)

对照组 ——— 21郾 51依0郾 53 29郾 51依1郾 53 821郾 51依122郾 53

模型组 ——— 2郾 62依0郾 43a 4郾 62依1郾 43a 1442郾 62依221郾 43a

梓醇低浓度组 5 6郾 51依0郾 73b 10郾 51依0郾 83b 1206郾 51依121郾 73b

梓醇中浓度组 10 7郾 98依0郾 51b 14郾 98依1郾 51b 1097郾 98依86郾 51b

梓醇高浓度组 20 10郾 21依0郾 92b 19郾 21依0郾 92b 973郾 21依95郾 92b

注:与对照组比较, aP<0郾 01, 与模型组比较, y bP<0郾 01。

提高,与模型组对比,差异有统计学意义(P<0郾 01)。
而模型组 LDH 含量升高,和对照组相比,差异有统

计学意义(P<0郾 01)。 而梓醇低、中、高浓度组在

给药后,LDH 含量降低,与模型组对比,差异有统

计学意义(P<0郾 01)。 梓醇对细胞的保护作用在

5 ~ 20 滋mol / L 时,明显表现出剂量增大,保护作用

增强,具体结果见表 2。

3摇 讨论

人胚胎肾脏细胞广泛应用于药物的细胞保护

作用研究[9]。 在细胞缺血损伤时,主要是因为细胞

缺氧缺糖,继而产生大量自由基,损伤细胞。 本实

验的缺氧缺糖模型是利用连二亚硫酸钠消除培养

基中的氧,在 37益、5% CO2 培养箱中培养 24 小时,
模拟缺血环境中的细胞损伤,方法简单,结果稳定、
可靠[10]。

TAC 是酶促体系小分子量的抗氧化物质和非

酶促体系的抗氧化物质的总和,是反映机体抗氧

化作用的重要指标。 SOD 能清除自由基,对机体

的氧化与抗氧化平衡起重要作用。 在组织缺血

时,TAC 和 SOD 活性降低,氧自由基堆积,氧自由

基可转变为羟基自由基,活性增强,损伤细胞膜结

构,破坏细胞膜功能,进而加剧缺血组织损伤。
LDH 广泛存在于细胞浆内,当细胞发生损伤时,
LDH 进入细胞外液,活性增高。 因此,TAC、SOD
水平和机体抗氧化能力呈正相关,LDH 水平和机

体损伤水平呈正相关。 本实验通过测定细胞存活

率及细胞培养液上清液中的 TAC、SOD、LDH 等指

标,证明了梓醇至少通过抗自由基损伤,抗氧化对

细胞发挥保护作用,梓醇对细胞有保护作用,且保

护作用和剂量(5 ~ 20 滋mol / L)呈正相关性。
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