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摘 要 目的：探讨知母皂苷B对缺氧/复氧损伤星形胶质细胞的保护作用及其可能机制。方法：原代新生SD大鼠星形胶质细胞

经培养、鉴定后，随机分为正常组、模型组、阳性对照组（尼莫地平，10 μmol/L）以及知母皂苷B低、中、高剂量组（1、10、100 μmol/L）。正

常组和模型组均给予完全培养基1 000 μL，给药组给予含相应药物的完全培养基1 000 μL。除正常组外，其余各组细胞均采用氧糖

剥夺/再灌注法复制缺氧/复氧损伤模型。复氧后，采用比色法检测细胞中乳酸脱氢酶（LDH）的相对释放率；采用四甲基偶氮唑盐

法检测细胞相对活力；采用酶联免疫吸附测定法检测细胞中水通道蛋白 4（AQP-4）、白细胞介素 6（IL-6）、IL-1β、肿瘤坏死因子α

（TNF-α）的含量。结果：与正常组比较，模型组细胞中LDH相对释放率以及AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的含量均显著升高，细胞相

对活力显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组细胞中LDH相对释放率以及AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的含量均显著下降，

细胞相对活力均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结论：知母皂苷B可明显降低细胞损伤程度、增强细胞活力，对缺氧/复氧损伤星

形胶质细胞具有一定的保护作用，且这种作用可能与其下调AQP-4和 IL-6、IL-1β、TNF-α的分泌有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the protective effects of anemarsaponin B on hypoxia/reoxygenation injury astrocytes

and its possible mechanism. METHODS：The primary astrocytes of neonatal SD rats were cultured and identified，and then

randomly divided into normal group，model group，positive control group（nimodipine，10 μmol/L），anemarsaponin B low-dose，

medium-dose and high-dose groups （1，10，100 μmol/L），respectively. Normal group and model group were given complete

medium 1 000 μL. Administration group was given complete medium with relevant medicine 1 000 μL. Except for normal group，

hypoxia/reoxygenation injury model was established by oxygen-glucose deprivation/reperfusion in other groups. After

reoxygenation，relative release rate of lactate dehydrogenase（LDH）in cell was detected by colorimetry. MTT assay was used to

detect the relative viability of the cells. The contents of aquaporin 4（AQP-4），IL-6，IL-1β and TNF-α in cell were measured by

ELISA. RESULTS：Compared with normal group，relative release rate of LDH，the contents of AQP-4，IL-6，IL-1β and TNF-α in

cell were increased significantly in model group，while relative viability of the cells were decreased significantly （P＜0.01）.

Compared with model group，relative release rate of LDH，the contents of AQP-4，IL-6，IL-1β and TNF-α in cell were decreased

significantly in administration groups，while relative viability of the cells were increased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）.

CONCLUSIONS：Anemarsaponin B can significantly decrease cell injury degree，strengthen cell viability and protect hypoxia/

reoxygenation injury astrocytes to certain extent. The effect

may be related to the down-regulation of the secretion of

AQP-4，IL-6，IL-1β and TNF-α.

KEYWORDS Anemarsaponin B； Astrocytes； Hypoxia/

reoxygenation injury；Lactate dehydrogenase；Aquaporin 4；

IL-6；IL-1β；TNF-α
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脑卒中分为出血性卒中（占20％）和缺血性卒中（占

80％），严重威胁人类的健康。脑水肿作为脑卒中的

主要并发症之一，是导致患者残疾甚至死亡的主要原

因 [1-3]。针对脑水肿，临床上大多采用手术清除、脱水等

治疗方法，但疗效有限[4]。故寻找有效治疗脑水肿的方

法成为了目前研究的热点之一。在中枢神经系统

（CNS）中，星形胶质细胞作为数量最多的神经胶质细

胞，具有抗氧化应激、合成神经递质等多种重要功能，可

作为治疗中枢性疾病的靶点[5]。水通道蛋白 4（AQP-4）

是由星形胶质细胞分泌的一种蛋白质，其表达水平可影

响细胞中水分的含量，与脑水肿的发生密切相关[6-9]；同

时有研究发现，在发生脑缺血/再灌注损伤后，大脑组织

（主要为星形胶质细胞）产生的大量炎症因子[如肿瘤坏

死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）等]可影响脑水肿

的形成与发展[10-11]，并可促使AQP-4过表达，进一步加重

脑水肿[12]。由此可见，AQP-4及相关炎症因子可能在脑

水肿的发生发展过程中发挥重要作用。

知母皂苷是百合科植物知母（Anemarrhena aspho-

deloides Bge.）干燥根茎的主要成分。其中，知母皂苷B

为主要活性成分，具有抑制自由基生成、修复神经元损

伤等药理作用，具有很大的开发价值[13]。为此，本课题

组以缺氧/复氧损伤星形胶质细胞为对象，通过检测知母

皂苷B对其AQP-4及 IL-6、IL-1β、TNF-α含量的影响，初

步探索知母皂苷B对缺氧/复氧神经细胞的保护作用，以

期为脑缺血/再灌注损伤提供治疗新策略。

1 材料

1.1 仪器

Heal Force型细胞培养箱（力康生物医疗科技控股

有限公司）；HEPA Class 100型缺氧培养箱（美国Thermo

Fisher Scientific公司）；CKX41型倒置相差显微镜（日本

Olympus公司）；TGL-16G型高速冷冻离心机（日本Hita-

chi公司）；Synergy 2型酶标仪（美国BioTek公司）；TXT3

型细胞离心机（北京汗盟紫星仪器仪表有限公司）；

NRV-200型摇床（上海南荣实验室设备有限公司）。

1.2 药品与试剂

知母皂苷B原料药（上海信裕生物科技有限公司，

批号：20160926，纯度：＞98％）；尼莫地平注射液（青岛

金峰制药有限公司，批号：20170105，规格：50 mL ∶ 10
mg）；四甲基偶氮盐（MTT）试剂（郑州派尼化学试剂厂，

批号：161201）；0.25％胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液（PBS，美

国 Sigma 公司，pH 为 7.4，批号分别为 h0032、h0012）；

DMEM/F12培养基（美国Gibico公司，批号：h0010）；胎

牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司，批号：

HB0204）；乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒和 AQP-4、IL-6、

IL-1β、TNF-α酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（南京

建成生物工程研究所，批号依次为：A1003、A0101、

A0104、A0106、A0107）；兔抗小鼠胶质纤维酸性蛋白

（GFAP）一抗、经异硫氰酸荧光素（FITC）标记的羊抗兔

荧光二抗（美国 Abcam 公司，批号分别为 ab7261、

ab150078）；4′，6-联脒-2-苯基吲哚（DAPI）染料（江苏碧

云天生物技术有限公司，批号：C1005）；含糖Earle’s平

衡盐溶液（EBSS）、不含糖EBSS（国药集团化学试剂有

限公司，pH 分别为 7.4、7.3，批号依次为：20160719、

20160712）；二甲亚砜（DMSO）等试剂均为分析纯，水为

纯净水。

1.3 动物

SPF级雄性SD大鼠，新生48 h内，由重庆医科大学

实验动物中心提供[生产许可证号：SCXK（渝）2012-

0001]。

2 方法

2.1 原代新生SD大鼠星形胶质细胞的培养、纯化、传代

2.1.1 原代培养 按照文献[14]方法进行原代培养。选

择新生48 h内的乳鼠，断头、取脑，剥离海马体、脑膜，得

大脑皮层，用PBS清洗后，置于干净培养皿中，剪碎，加

入 2～3倍体积的 0.25％胰蛋白酶，于 37 ℃下消化 15

min 后，用等体积完全培养基（即含 10％胎牛血清的

DMEM/F12培养基，下同）终止反应；过 200目筛，1 000

r/min离心5 min，弃去上清液，沉淀以适量完全培养基重

悬，经吹打、分散后，得单细胞悬液。用适量完全培养基

重悬上述单细胞悬液，按约2×106个/mL的密度接种于玻

璃培养瓶中，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养，于接种后

的1～2 d更换培养基，随后每周更换2次，并每天用倒置

相差显微镜观察细胞形态。

2.1.2 细胞纯化 待细胞长满至融合（约接种后 7～10

d），将其置于摇床中，于 37 ℃下以 250 r/min振荡 24 h；

弃去上清液，用0.25％胰蛋白酶消化，以1 000 r/min离心

5 min；弃去上清液，沉淀用适量完全培养基重悬后，于

37 ℃、5％CO2培养箱中继续培养。为提高细胞的纯度，

可待细胞再次融合时，重复上述操作。

2.1.3 细胞传代 取培养 14 d 左右的细胞，弃去培养

基，用PBS清洗2次，用0.25％胰蛋白酶消化直至细胞间

隙增加；用完全培养基终止消化，并摇动、吹打细胞悬

液，分别将其接种至另外2个培养瓶中，于37 ℃、5％CO2

培养箱中继续培养。每天用倒置相差显微镜观察细胞

生长状态，视情况添加、补充、更换培养基，并最终选用

纯度较高的第二代星形胶质细胞进行后续试验。

2.2 星形胶质细胞的鉴定

将“2.1”项下经传代、纯化后的星形胶质细胞以 5×

104个/mL的密度接种至 24孔板中，于 37 ℃、5％CO2培

养箱中培养24 h后，进行标志蛋白GFAP染色，使用免疫
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荧光法进行鉴定。将细胞置于 4％多聚甲醛中固定 15

min，以胎牛血清封闭2 h后，加入GFAP一抗（1 ∶100），于

4 ℃反应24 h后，用PBS反复冲洗4次，每次15 s；随后加

入经 FITC 标记的相应二抗（1 ∶ 100），于 37 ℃下避光反

应 1 h，用DAPI染料 60 μL染核 3 min后，以中性树脂封

片，于显微镜下观察并拍照，观察细胞的形态与分布

[GFAP染色阳性（即发出绿色荧光），且细胞扁平，可见

突起]。

2.3 分组、给药和造模

取对数生长期细胞，以 5×104个/mL 的密度接种至

24孔板中，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 24 h 后，随

机分为正常组、模型组、阳性对照组（尼莫地平10 μmol/L）

和知母皂苷 B 低、中、高剂量组（1、10、100 μmol/L），各

给药组剂量均参照本课题组前期预试验结果。每组设

置9个复孔。正常组和模型组细胞均加入不含药物的完

全培养基1 000 μL，各给药组加入含相应药物的完全培

养基 1 000 μL，于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养 24 h。正

常组细胞加入含糖EBSS 400 μL，于 37 ℃、5％CO2培养

箱中培养2 h，随后更换为完全培养基，于37 ℃、5％CO2

细胞培养箱中培养 48 h。其余各组细胞均采用氧糖剥

夺/再灌注法复制缺氧/复氧损伤模型：先加入不含糖

EBSS 400 μL，于37 ℃、94％N2、5％CO2、1％O2培养箱中

培养 2 h，进行缺氧处置；随后更换为完全培养基，于

37 ℃、5％CO2培养箱中培养48 h，进行复氧恢复。

2.4 知母皂苷B对细胞损伤的影响考察

按“2.3”项下方法分组、给药并复制缺氧/复氧损伤

星形胶质细胞模型。复氧后，取各组细胞培养液20 μL，

采用比色法以酶标仪检测其LDH漏出率，并计算各组

LDH 相对释放率以评价细胞损伤程度（LDH 相对释放

率＝给药组或模型组细胞的LDH漏出量/正常组细胞的

LDH漏出量×100％）。上述试验重复3次。

2.5 知母皂苷B对细胞活力的影响考察

按“2.3”项下方法分组、给药，并复制缺氧/复氧损伤

星形胶质细胞模型。复氧后，各组细胞均加入MTT试

剂（15 μL/孔），于 37 ℃下培养 4 h，弃去上清液，加入

DMSO（150 μL/孔），于37 ℃下振荡10 min，采用酶标仪

于 570 nm波长处检测各孔的光密度（OD）值，并计算相

对细胞活力（细胞相对活力＝给药组或模型组细胞的平

均OD值/正常组细胞的平均OD值×100％）。上述试验

重复3次。

2.6 知母皂苷B对细胞中相关指标含量的影响考察

按“2.3”项下方法分组、给药，并复制缺氧/复氧损伤

星形胶质细胞模型。复氧后，取各组细胞培养液适量，

采用 ELISA 法以酶标仪于 450 nm 波长处测定各孔的

OD 值，并计算其中 AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的含量，

严格按照相关试剂盒说明书操作。上述试验重复3次。

2.7 统计学方法

采用SPSS 18.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，采用单因素方差分析。P＜0.05为差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 星形胶质细胞鉴定结果

成熟星形胶质细胞胞体饱满、体形较大，胞质、突起

清晰，胞核呈空泡状（见图1A）；经DAPI染色后，胞核呈

椭圆形、间隔均匀，胞质、突起、胞核清晰（见图1B）；将图

1A、图1B进行实时叠合后，可见细胞形态和分布均符合

星形胶质细胞特征，且两者完全重合，提示其为星形胶

质细胞，且纯度较高（见图1C）。

3.2 知母皂苷B对细胞损伤的影响

与正常组比较，模型组细胞中的 LDH 相对释放率

显著升高，差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比

较，知母皂苷B各剂量组和阳性对照组细胞中的LDH相

对释放率均显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05或

P＜0.01），详见表1。

表 1 知母皂苷B对缺氧/复氧损伤星形胶质细胞LDH

相对释放率和细胞相对活力的影响（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of anemarsaponin B on relative release

rate of LDH and relative viability in hypoxia/

reoxygenation injury astrocytes（x±±s，n＝3）

组别

正常组

模型组

知母皂苷B低剂量组

知母皂苷B中剂量组

知母皂苷B高剂量组

阳性对照组

LDH相对释放率，％

100.00±0.00

356.23±21.42＊＊

259.72±15.48#

198.98±8.57##

154.77±13.62##

137.32±9.83##

细胞相对活力，％

100.00±0.00

15.12±3.49＊＊

25.01±4.71#

44.99±8.15#

70.21±6.97##

82.54±8.36##

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01

3.3 知母皂苷B对细胞活力的影响

与正常组比较，模型组的细胞相对活力显著减弱，

A. GFAP B. DAPI C. DAPI+GFAP

图1 星形胶质细胞荧光染色显微图（×200）

Fig 1 Micrograms of astrocyte fluorescence staining

（×200）
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差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，知母皂苷

B各剂量组和阳性对照组的细胞相对活力均显著增强，

差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），详见表1。

3.4 知母皂苷B对AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α含量的

影响

与正常组比较，模型组细胞中AQP-4、IL-6、IL-1β、

TNF-α的含量均显著升高，差异均有统计学意义（P＜

0.01）；与模型组比较，知母皂苷B各剂量组和阳性对照组

细胞中AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的含量均显著降低，差

异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），详见表2。

表 2 知母皂苷 B 对缺氧/复氧损伤星形胶质细胞中

AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α含量的影响（x±±s，

n＝3，pg/mL）

Tab 2 Effects of anemarsaponin B on the contents of

AQP-4，IL-6，IL-1 β and TNF-α in hypoxia/

reoxygenation injury astrocytes（x ±± s，n＝3，

pg/mL）

组别
正常组
模型组
知母皂苷B低剂量组
知母皂苷B中剂量组
知母皂苷B高剂量组
阳性对照组

AQP-4

198.73±20.17

401.22±23.62＊＊

355.17±18.81#

297.34±24.80#

247.98±17.01##

221.87±12.47##

IL-6

128.87±20.01

478.38±13.92＊＊

399.91±31.23#

310.03±8.91#

247.91±10.93#

250.61±19.98##

IL-1β

67.36±6.92

510.33±31.55＊＊

470.11±14.67#

329.22±41.01#

239.37±17.59##

179.38±21.44#

TNF-α

92.77±18.03

562.87±16.98＊＊

367.89±15.58#

287.98±19.84##

217.21±22.18##

183.98±21.01##

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01

4 讨论

在脑缺血/再灌注损伤的进展后期，作为其必然结局

的脑水肿不仅可导致患者神经功能严重缺失，还可明显

增高其颅内压，进一步加重脑水肿，从而形成一个不断

反复加重的恶性循环[15]。LDH是一种主要存在于细胞

质内的重要的细胞内酶，当细胞膜受到损伤时，LDH立

即迅速地向细胞外泄漏，并释放到培养基中。由于释放

出来的LDH稳定且敏感，故其释放程度的高低可作为

衡量细胞损伤程度的重要指标[16]。AQP-4作为脑组织中

最重要的AQP，在脑水肿的发生发展中发挥着重要的作

用[6-9，17]。该蛋白可控制水分进出脑组织的通道，以维持

脑组织的水平衡、炎症因子及星形胶质细胞的正常迁移

等[18]。AQP-4与脑水肿关系密切，其参与了多种疾病致

脑水肿的病理过程[19]。在中枢神经系统中，星形胶质细

胞是体形最大、数量最多的神经胶质细胞，其不仅对维

持大脑正常功能具有重要的支持和调节作用，还对缺血

大脑具有一定的保护作用，且在众多神经细胞中，只有

星形胶质细胞能够分泌、表达AQP-4[5]。有研究指出，脑

缺血卒中可能会导致星形胶质细胞等神经细胞产生

IL-6、IL-1β、TNF-α等一系列炎症因子，这些炎症因子的

大量分泌可增加血脑屏障的通透性，并促进自由基释

放，从而导致神经细胞受损等毒性反应的发生 [20]。其

中，TNF-α作为炎症的“始动因子”，可激活多核白细胞，

从而进一步促进多种炎症因子的释放以激发炎症反应，

参与诱发脑水肿；同时，TNF-α可加重细胞损伤，并可调

控早期炎症因子（IL-6、IL-1β等）的表达，以“瀑布式过度

炎症级联反应”的方式破坏血脑屏障、加重脑水肿[21]。由

此可见，AQP-4和 IL-6、IL-1β、TNF-α在脑水肿发生发展

的病理进程中均具有一定的调节作用，可作为相关研究

的考察指标。

传统中药知母的活性成分知母皂苷B具有抗炎、解

热、抗病毒等诸多药理活性[13，22]。虽然也有研究证明知

母皂苷对脑缺血/再灌注损伤具有一定的保护作用[23]，但

涉及机制的研究却甚少，且尚未见其对星形胶质细胞的

影响及作用机制的相关研究。尼莫地平对预防和治疗

脑缺血/再灌注损伤具有很好的效果，是脑缺血/再灌注

基础研究中的经典阳性药物[24]。为此，本研究在已有文

献报道的基础上，以尼莫地平为阳性对照，初步探讨了

知母皂苷B对缺氧/复氧损伤星形胶质细胞的保护作用

及其可能机制。

本研究结果显示，与正常组比较，模型组细胞中的

LDH相对释放率以及AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的含量

均显著升高，细胞的相对活力显著降低。这提示星形胶

质细胞发生了缺氧/复氧损伤，模型复制成功。与模型组

比较，知母皂苷B各剂量组和阳性对照组细胞中的LDH

相对释放率以及AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的含量均显

著降低，细胞的相对活力均显著升高。这提示细胞损伤

减弱，且 AQP-4、IL-6、IL-1β、TNF-α的分泌受到明显抑

制，表明知母皂苷B对缺氧/复氧损伤星形胶质细胞具有

一定的保护作用，与本课题组前期在体研究结果 [25]基

本一致。笔者分析其机制可能为：知母皂苷B通过抑制

缺氧/复氧损伤星形胶质细胞的炎症始动因子TNF-α的

表达，从而延缓了炎症级联反应的发生；同时，其通过反

馈性下调AQP-4的表达，进一步减轻了脑水肿的症状。

综上所述，知母皂苷B可明显降低细胞损伤程度、

增强细胞活力，对缺氧/复氧损伤星形胶质细胞具有一

定的保护作用，且这种作用可能与其下调 AQP-4 和

IL-6、IL-1β、TNF-α的分泌有关。但本研究仍然存在如下

不足之处：（1）一般而言，应在离体研究的基础上进行在

体研究，而本课题组前期先进行了在体研究，后续为排

除实验动物个体差异等众多干扰因素的影响，再针对星

形胶质细胞进行的离体研究；（2）除AQP-4外，分布于星

形胶质细胞及神经细胞连接终足上的缝隙连接蛋白 43

（Cx43）对血脑屏障的内环境及稳定性也具有重要意
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义 [26]，而本研究并未对该蛋白进行相关考察，故仍有待

后续研究进一步完善。
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