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·基础研究·

异菝葜皂苷元对MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨菝葜皂苷元对MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞凋亡的影响及机制。方法：采用MPP+处理人神经母细胞瘤 SH-SY5Y

细胞构建体外 PD细胞模型。取对数生长期的 SH-SY5Y细胞分为四组：Control组（正常对照组），MPP+组(模型组)，异菝葜皂苷

元组（10 滋M），MPP++异菝葜皂苷元组（3 mM, 10 滋M)。首先采用细胞增殖实验（CCK-8）检测异菝葜皂苷元作用的最佳浓度及对

SH-SY5Y细胞活力的影响。采用 AnnexinV-FITC/PI双染法检测异菝葜皂苷元对 SH-SY5Y细胞凋亡率的影响，采用蛋白免疫印

迹实验检测凋亡相关蛋白 Bax, Bcl-2的蛋白表达。结果：细胞活力实验确定 10 滋M/mL的异菝葜皂苷元作为后续试验的添加浓

度。与对照组相比，MPP+组细胞活力显著降低（P＜0.001），细胞凋亡率显著升高（P＜0.001），凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2表达显著升

高（P＜0.01）。相较于MPP+组，MPP++异菝葜皂苷元组细胞活力显著升高（P＜0.001），细胞凋亡率显著降低（P＜0.01），凋亡相关

蛋白 Bax/Bcl-2表达显著升高降低（P＜0.01）。结论：异菝葜皂苷元可以抑制MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞凋亡，可能与其调节抗

凋亡相关蛋白 Bax, Bcl-2的蛋白表达有关。
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Protective Effect of Smilagenin on MPP+-induced Apoptosis
in SH-SY5Y Cells*

The purpose of this article was to investigate the exerting protective effect of smilagenin on MPP+-induced

apoptosis in SH-SY5Y cells. In the experiment, PD cell model was constructed using MPP+ treated human neuroblastoma

SH-SY5Y cells. SH-SY5Y cells in logarithmic growth phase were taken and divided into four groups: the Control group (Control), the

MPP+ group (model group), the smilagenin group (10 滋M), and the MPP++ smilagenin group (3 mm,10 滋M). The cell proliferation as-

say (CCK-8) was firstly used to detect the optimal concentration of smilagenin action and the effect on SH-SY5Y cell viability. The effect

of smilagenin on the apoptosis rate of SH-SY5Y cells was detected by AnnexinV-FITC/PI double staining assay, and the protein expres-

sion of apoptosis-related proteins Bax, Bcl-2 was detected by protein immunoblotting assay. The cell viability assay determined

10 滋M/mL of smilagenin as the added concentration for the subsequent experiments. Compared with the control group, the MPP+ group

showed significantly lower cell viability (P＜0.001), higher apoptosis rate(P＜0.001), and significantly higher expression of apoptosis-re-

lated protein Bax/Bcl-2(P＜0.01). Compared with the MPP+ group, cell viability was significantly higher in the MPP++ smilagenin group

(P<0.001), apoptosis rate was significantly lower (P<0.01), apoptosis-related protein Bax/Bcl-2 expression was significantly lower

(P<0.01). Smilagenin can inhibit MPP+-induced apoptosis in SH-SY5Y cells, which may be related to its regulation of pro-

tein expression of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2.
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前言
帕金森是一种常见的神经退行性疾病，临床表现为运动功

能减退，肌肉强直，震颤和步态异常[1-3]。病理变化为黑质中多巴
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胺神经元的丢失，神经元中异常 琢-突触核蛋白聚集体路易小
体的形成等[4-6]。具体机制包括细胞凋亡、线粒体功能缺陷引起

的氧化应激等。1-甲基 -4-苯基 -1,2,3,6-四氢吡啶（MPTP）及

其相应的活性代谢产物 1-甲基 -4-苯基吡啶（MPP+）具有潜在

的神经毒性[7]，通过多巴胺转运蛋白进入神经元并抑制线粒体

呼吸链中的复合物 I活性，导致 ATP 耗竭，诱导神经元细胞

死亡[8,9]。有证据表明MPP+会导致细胞中活性氧（ROS）和活性

氮（RNS）生成增加，从而引起氧化应激，线粒体功能障碍，炎症

和细胞凋亡等，因此被广泛应用于构建帕金森病模型[10-12]。

目前尚无改善疾病或治愈帕金森病的有效方法，因此发现

一种新的治疗药物对于预防和管理帕金森病至关重要[13,14]。异

菝葜皂苷元（smilagenin, SMI）是一种来源于天冬的脂溶性小分

子甾体皂苷元，具有抗炎、抗氧化和改善认知的作用。异菝葜皂

苷元可以降低 H2O2氧化损伤神经细胞中 ROS水平，也可以促

进纹状体中神经胶质细胞神经营养因子（GDNF）的释放发挥

神经保护作用[15,16]。但异菝葜皂苷元对氧化应激损伤引起的帕

金森病的影响及作用机制仍不明确。因此，本研究通过添加

MPP+构建 PD细胞模型，探讨异菝葜皂苷元对MPP+诱导的

SH-SY5Y细胞凋亡的保护作用，为寻找药物预防和治疗帕金

森病提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

SH-SY5Y人神经母细胞瘤购于中国科学院细胞库。异菝

葜皂苷元由 Phytopharm Plc.（Huntingdon, UK）提供，纯度

>98%。MPP+（M7068）购于Millipore Sigma公司。高糖 DMEM

培养基 (Gibco, 11995065)，胰蛋白酶，胎牛血清 (Gibco,

10091148)均购于 Gibco公司。CCK-8试剂盒(C0038)，RIPA裂

解液，BCA蛋白浓度测定试剂盒(P0012)和乳酸脱氢酶细胞毒

性检测试剂盒(C0016)均购于碧云天生物技术有限公司。An-

nexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒（40302ES20）购于翊圣公司，

Bcl-2抗体、Bax抗体以及 茁-Actin抗体均购于 CST公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将 SH-SY5Y细胞置于含有 10 %胎牛血清

和 1 %青霉素 -链霉素的培养基中，于 5 % CO2的 37℃恒温培

养箱中培养。将异菝葜皂苷元溶解在 DMSO中以制备 5 mM

储备溶液，并以 10 滋M终浓度加入培养基中 24 h。在培养液中

加入 MPP+，体外构建 PD模型，建模 24 h后进行功能实验和

表型检测。

1.2.2 细胞活性检测（CCK-8） 使用 CCK-8检测试剂盒，待

细胞处理后，向细胞中加入 100 滋L新鲜制备的 CCK-8工作溶

液（CCK-8储备溶液与新鲜培养基的比例为 1：9，现配现用），

在恒温培养箱中在 37℃孵育 1小时后，使用酶标仪测量 450 nm

处的吸光度。

1.2.3 LDH释放量检测 使用 LDH测定试剂盒，待细胞处理

后，向细胞中加入配置好的 LDH释放试剂（LDH释放试剂和

PBS1：9比例的工作溶液），在 37℃的恒温培养箱中孵育 1小时，

离心分离，将上清液加入 96孔板中，加入 LDH测定工作溶液，

室温避光孵育 30分钟，使用酶标仪测量在 490 nm处的吸光度。

1.2.4 细胞凋亡检测（流式细胞术） 使用细胞凋亡检测试剂

盒，待细胞处理后，用胰酶消化细胞，收集全部细胞悬液，离心

5分钟后弃去上清。加入 Annexin V-FITC结合液重悬细胞，再

将适量的膜联蛋白 V-FITC和碘化丙啶（PI）染色液加入细胞悬

液中，室温下避光孵育 15分钟，并用流式细胞术检测。

1.2.5 Western blot检测 待细胞处理后，24 h提取细胞总蛋

白，加热变性后，取 20 滋g蛋白上样后经 SDS-PAGE凝胶电泳

分离，再转移到 PVDF膜上。牛奶室温封闭 30分钟后，加入

Bcl-2、Bax、茁-Actin 抗体，4 ℃过夜。一抗孵育完成后，膜用
TBST清洗 3次后加入对应种属的辣根过氧化物酶（HRP）标记

的二抗，室温下孵育 1 h。将 ECL发光工作液均匀覆盖上膜，放

入双色红外成像系统（美国 LI-COR公司）中显影，采集图像。

1.3 统计学分析

实验数据均以 "平均值± 标准差 "表示，每组实验进行三

次重复，利用 Graphpad prism 8软件对实验数据进行分析，多组

间数据使用单因素方差分析，***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05
表示具有统计学差异。

2 结果

2.1 异菝葜皂苷元对MPP+处理的 SH-SY5Y细胞活性影响

为了验证异菝葜皂苷元在 SH-SY5Y细胞中的保护作用，

通过使用 CCK-8 法观察不同浓度异菝葜皂苷元对 SH-SY5Y

细胞活力的结果。如图 1所示，与未处理的细胞相比，以 1-4 mM

的剂量进行MPP+处理可显著降低 SH-SY5Y细胞的活力，提

示 PD细胞模型构建成功。用不同浓度的异菝葜皂苷元预处理

细胞 24 h，再用MPP+培养 24小时后，以确定异菝葜皂苷元的

最终有效剂量。如图 2所示，与对照组相比，MPP+诱导组细胞

存活率显著降低；与MPP+诱导组相比，异菝葜皂苷元预处理

后显著提高细胞存活率。在 10 滋M/mL的异菝葜皂苷元处理

下，MPP+ 诱导的细胞活力损失显着减少，因此选用 10

滋M/mL异菝葜皂苷元用于后续实验。

2.2 异菝葜皂苷元对 MPP+处理的 SH-SY5Y细胞 LDH释放

量的影响

图 1 MPP+对 SH-SY5Y细胞活力的影响

Fig.1 Effects of MPP+ on the viability of SH-SY5Y cells

Note: Data were expressed as X± SD, n=3. ***P<0.001, **P<0.01,
*P<0.05, compared with control group. The following figure is the same.
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如图 3所示，与对照组相比，MPP+诱导组 LDH释放量显

著升高(P<0.001)；与 MPP+诱导组相比，异菝葜皂苷元预处理

后显著降低 LDH释放量(P<0.001)。在 10 滋M/mL的异菝葜皂

苷元处理下，MPP+诱导的 LDH释放量增加显着减少。

图 2 SMI对MPP+处理的 SH-SY5Y细胞活力的影响

Fig.2 Effects of MPP+ and MPP++SMI on the viability of SH-SY5Y cells

图 3 SMI对MPP+处理的 SH-SY5Y细胞 LDH释放量的影响

Fig.3 Effects of MPP+ and MPP++SMI on LDH release of SH-SY5Y cells

2.3 异菝葜皂苷元对MPP+处理的 SH-SY5Y细胞凋亡的影响

进一步研究异菝葜皂苷元对细胞凋亡的影响及其机制，通

过 Annexin V-FITC细胞凋亡检测各组细胞凋亡率。如图 4所

示，和对照组比较，MPP+ 诱导组中细胞凋亡水平显著升高

(P<0.001)；与 MPP+诱导组比较，经异菝葜皂苷元干预后，

SH-SY5Y细胞的凋亡水平显著降低(P<0.01)，这表明异菝葜皂
苷元可以显著降低MPP+处理导致的细胞凋亡。

2.4 异菝葜皂苷元对 MPP+诱导 SH-SY5Y细胞凋亡相关蛋白

Bcl-2和 Bax表达的影响

为探讨异菝葜皂苷元对细胞凋亡影响的可能机制，我们通

过 Western blot 实验探究异菝葜皂苷元对与凋亡相关因子

Bcl-2和 Bax表达的影响。如图 5所示，与正常组比较，MPP+

诱导组 Bax/ Bcl-2表达明显增高(P<0.01)；同时与 MPP+诱导

组比较，异菝葜皂苷元干预组Bax/Bcl-2表达明显降低(P<0.01)。

3 讨论

随着人口老龄化的进一步加深，帕金森病在全球越来越受

到关注。目前的研究认为细胞凋亡的不断增加是造成帕金森病

黑质纹状体多巴胺神经元丢失的主要原因之一，干扰细胞凋亡

来抑制黑质纹状体多巴胺神经元丢失和帕金森的发生是一种

可行的策略[17,18]。

中药具有多环节和多靶点的特点，疗效稳定但副作用小，

其应用于帕金森病的治疗经过长期的探索展现出独特的优势。

现代中医认为帕金森病以肝肾阴虚为本，因此能够滋补肾阴的

中药方剂可作为防治帕金森病的重要手段。知母是天门冬科植

物知母的干燥根，《草纲目木》记载知母具有滋阴润燥，清热泻

火的功效。异菝葜皂苷元是来源于知母的脂溶性甾体皂苷元的

有效单体成分[19,20]。既往的研究发现，异菝葜皂苷元通过提高

M1受体密度，改善老年大鼠的学习记忆能力[21,22]。异菝葜皂苷

元也可以通过促进 GDNF及 BDNF的表达，减弱 A茁或 MPP+

对神经元的损伤[23,24]。本研究通过MPP+处理 SH-SY5Y细胞建

立帕金森病的体外细胞模型，并使用异菝葜皂苷元进行预处理

24小时，通过对细胞增殖活性和凋亡水平的影响，探讨异菝葜

皂苷元对帕金森病模型的保护作用。

为建立神经毒性模型，本研究通过给予 SH-SY5Y细胞不

同浓度的 MPP+ 处理，结果发现 3 mM 的 MPP+ 处理

SH-SY5Y细胞后表现为较为适中的细胞增殖活性抑制。因此

在后续实验中选取 3 mM的MPP+对 SH-SY5Y细胞进行诱导
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图 4 异菝葜皂苷元对MPP+诱导 SH-SY5Y细胞凋亡的影响

Fig.4 Effects of SMI on MPP+-induced apoptosis in SH-SY5Y cells

图 5 SMI对MPP+诱导的 SH-SY5Y细胞内凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.5 Effects of SMI on expression of apoptosis-related protein in MPP+-induced SH-SY5Y cells

干预，发现异菝葜皂苷元通过剂量依赖的方式减弱了MPP+对

SH-SY5Y细胞增殖活性的抑制作用。通过检测不同浓度的异

菝葜皂苷元处理后的 SH-SY5Y细胞的增殖活性变化，发现 0.1

和 1 滋M/mL浓度的异菝葜皂苷元对 SH-SY5Y细胞无毒性作

用，而 10 滋M/mL的异菝葜皂苷元可显著提高细胞的活性。

细胞凋亡是维持生物体稳态不可或缺的一部分，对机体正

常发育和体内环境稳定至关重要，细胞凋亡的失衡与帕金森病

有着密切关系[25,26]。促凋亡蛋白 Bax和抗凋亡蛋白 Bcl-2同属

于 Bcl-2家族，是细胞凋亡的主要调节因子[27,28]。Bcl-2家族蛋白

通过在线粒体上产生跨越内外膜的通道:通透性转换孔（PTP），

改变细胞内线粒体的通透性，导致细胞色素 C(Cyt C)、细胞凋

亡诱导因子（AIF）等释放进入细胞质。抗凋亡蛋白 Bcl-2可形

成异二聚体维持在细胞中的固定位置，防止 Caspase的激活和

内膜破裂后 Cyt C的释放，阻止细胞凋亡发生。促凋亡蛋白可

移位至线粒体膜，破坏线粒体的功能和结构，并插入到线粒体

外膜上导致 Cyt C释放，最终诱导细胞凋亡[29,30]。本研究首次发

现异菝葜皂苷元有抑制细胞凋亡的作用，为了研究异菝葜皂苷

元对MPP+诱导的神经母细胞瘤细胞引起的凋亡情况，采用

AnnexinV-FITC/PI双染法结合流式细胞仪对 SH-SY5Y细胞的

凋亡情况进行检测，结果发现异菝葜皂苷元可以显著抑制

MPP+对 SH-SY5Y细胞造成的凋亡。同时使用Western blot对

相应的凋亡蛋白进行了检测，结果发现异菝葜皂苷元逆转了
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MPP+ 对 SH-SY5Y 细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 的表达的

影响。

综上所述，具有抗炎、抗氧化和改善认知等功能的异菝葜

皂苷元,可以显著降低MPP+引起的 SH-SY5Y细胞的损伤，可

能是通过改变细胞的抗凋亡相关蛋白的表达，增强了细胞的抗

凋亡活性，从而抑制细胞凋亡。本研究探讨了异菝葜皂苷元作

为一种中草药有效成分对 PD具有潜在的神经保护作用，为其

预防和治疗 PD提供现实的理论依据。然而异菝葜皂苷元抑制

细胞凋亡的具体调节机制尚不明确，仍待进一步研究。
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