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知母须根总皂苷提取工艺的优化及其对糖氧剥夺损伤的 PC12 细胞保护作
用研究 
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摘  要：目的  优化知母须根总皂苷提取工艺，探讨其对糖氧剥夺（oxygen-glucose deprivation，OGD）损伤的 PC12 细胞的

保护作用。方法  在单因素实验基础上，利用响应面法优化知母须根总皂苷提取工艺；建立 OGD 损伤的 PC12 细胞模型，

采用终质量浓度为 20、40、80 mg/L 的知母须根总皂苷进行干预。分别用倒置显微镜观察细胞形态，MTT 法测定细胞存活

率，荧光探针二氯荧光素-双乙酸盐（DCF-DA）法测定细胞内活性氧（ROS）含量，AnnexinV/PI 双染法测定细胞凋亡率，

蛋白免疫印记法检测凋亡信号蛋白 Bcl-2、Bax 表达情况。结果  知母须根总皂苷提取的最优条件为乙醇体积分数 72.22%，

料液比 1∶11，提取时间 73.33 min，在此条件下，理论提取率为 8.38%，实测提取率为 8.33%。PC12 细胞经 OGD 损伤 4 h

后细胞活力显著降低，知母须根总皂苷对其呈现保护作用，并随着知母须根总皂苷质量浓度的升高而增强；流式细胞术分析

结果表明知母须根总皂苷能明显减少 OGD 损伤 PC12 细胞中 ROS 含量及凋亡率，免疫印迹实验结果表明知母须根总皂苷可

上调 PC12 细胞 Bcl-2 表达并下调 Bax 表达。结论  通过响应面法优化的工艺得率高、提取效果好。知母须根总皂苷对 OGD

损伤的 PC12 细胞具有一定的保护作用，其机制可能与减少 OGD 诱导 PC12 细胞 ROS 含量、抑制线粒体凋亡通路有关。 
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Abstract: Objective  To optimize the extraction of total saponins from fibrous root of Anemarrhena asphodeloides (TSFAA) and 

explore its protective effect on PC12 cells induced by oxygen-glucose deprivation (OGD). Methods  Single factor experiment and 

Box-Benhken response surface method were used to select the best extraction technology. The model of PC12 cells induced by OGD 

was established and treated with the total concentration of 20, 40, and 80 mg/L TSFAA. Inverted microscope was used to observe the 

morphology of PC12 cells, and cell viability was measured by MTT assay. Fluorescence probe was used to detect the intracellular 

oxygen free radical (ROS), and Annexin V/PI double staining method was performed to measure the apoptotic rate. The apoptotic 

protein Bcl-2 and Bax expression were detected by Western blotting. Results  The optimum conditions were as follows: The 

concentration of solvent was 72.22%; The ratio of material to liquid was 1∶11; And the extraction time was 73.33 min. Under this 

condition, the theoretical calculated extraction rate was 8.38% and the measured value was 8.33%. PC12 cells viability was 

significantly decreased after OGD injury for 4 h. However, TGA showed a dose-dependent protective effect on OGD-induced cell 

damage; Flow cytometry analysis showed that TSFAA significantly reduced the content of ROS and apoptotic rate of PC12 cells. Also, 

Western blotting showed that TSFAA up-regulated the expression of Bcl-2 and down-regulated Bax expression. Conclusion  The 

extraction process for TSFAA optimized by response surface method has high yield and good extraction effect. TSFAA has protective  
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effect on PC12 cells injured by OGD. The mechanism may be related to the decrease in the content of ROS in PC12 cells induced by 

OGD and the inhibition of mitochondrial apoptosis pathway. 

Key words: fibrous root of Anemarrhena asphodeloides Bunge.; total saponins; response surface optimized method; PC12 cells; OGD 

injury; cell apoptosis 

 

知 母 为 百 合 科 植 物 知 母 Anemarrhenas 

asphodeloide Bunge. 的干燥根茎，具有清热泻火、

滋阴润燥、止渴除烦等功效，皂苷是其主要活性成

分[1]。知母须根较发达，在其产地加工过程中，多

作为非药用部位被弃去不用，大量须根被丢弃造成

了巨大的环境污染和资源浪费。且有文献研究表明，

知母主根和须根有着相同的化学成分和药理作用[2]。

实验室前期研究表明，知母须根总皂苷对乙酰胆碱

酯酶具有一定的抑制作用，提示其具有抗阿尔茨海

默病（AD）的活性。 

AD 是一种神经退行性病变，最主要的临床表

现为认知功能的障碍和记忆力的减退[3]。大量的研

究发现，血管性的危险因素是 AD 发病的重要原因，

其中包括高龄、高血压、糖尿病、高胆固醇血症等[4-6]。

而这些恰巧又是脑缺血的危险因素，因此脑缺血与

AD 在某种程度上是交叉的，被认为是 AD 发病的

危险因子[7]。神经细胞的氧糖剥夺模型（oxygen and 

glucose deprivation，OGD）近年来多被运用于在细

胞水平模拟临床脑卒中过程，从而模拟脑缺血损伤

进行细胞自主修复及药物研究[8]。大鼠肾上腺嗜铬

细胞瘤细胞 PC12 具有神经分泌细胞和神经元的性

质，广泛应用于神经毒理、神经生化等方面的研究[9]。

为了探讨脑缺血在 AD 病理机制上的重要性，本实

验采用 OGD 损伤的 PC12 细胞模型来研究药物对

AD 的干预作用。 

知母的传统用药仅以主根入药，大量须根弃之

不用，这就造成了巨大的浪费和与环境污染。因此，

提高知母须根总皂苷的提取率，将弃之不用的须根

充分利用起来非常有意义。故本实验采用响应面法

探讨知母须根总皂苷的最佳提取工艺条件，同时采

用细胞培养及分子生物学技术，研究知母须根总皂

苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞的影响，探讨其防治

AD 的作用机制。 

1  材料与仪器 

1.1  药物与试剂 

知母须根采自安徽亳州市十九里镇，经安徽中

医药大学药学院刘守金教授鉴定为百合植物知母A. 

asphodeloide Bunge. 的干燥须根。 

对照品知母皂苷 AIII（批号 41059-79-4，质量

分数≥98%），购于南京元宝山医药科技有限公司； 

知母须根总皂苷为实验室自制（采用 70%乙醇为提

取溶剂，料液比为 1∶11，回流提取 70 min，以等

体积水饱和正丁醇萃取至皂苷显色为阴性，合并正

丁醇层，挥去正丁醇，即得），标准曲线法测得知母

须根总皂苷中含总皂苷为 51.27%。 

胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公

司）；DMEM 完全高糖培养液（江苏凯基生物技术

股份有限公司）；DMEM 无糖无血清培养基（石家

庄市宏伟生物技术有限公司）；噻唑蓝（MTT，北

京索莱宝科技有限公司）；活性氧（ROS）试剂盒（碧

云天生物技术有限公司）；Annexin V-FITC/PI 双染

细胞凋亡检测试剂盒（BestBio 公司）；Bcl-2、Bax

多克隆抗体（CST 公司）；β-actin 多克隆抗体（艾

美捷科技有限公司）；ECL 化学发光试剂盒（赛默

飞公司）；95%乙醇、甲醇、正丁醇、冰醋酸等所用

试剂均购于天津永大化学试剂公司，均为分析纯。 

1.2  细胞 

PC12 细胞购自中国科学院上海细胞生物学研

究所，培养于含 10%胎牛血清的 DMEM 完全高糖

培养基中，常规传代培养。 

1.3  仪器 

凝胶成像仪（Bio Rad 公司）；BCFC-500 流式

细胞仪（Beckman 公司）；酶标仪、三气培养箱、

CO2 培养箱（赛默飞公司）；倒置显微镜（上海长方

光学仪器有限公司）；R-1001N 型旋转蒸发仪（郑州

长城科工贸有限公司）；CP2225-D 型十万分之一的

电子天平（Sartorius 公司）；SPECORD S600 紫外-

可见分光光度计（德国耶拿分析仪器股份公司）；

HH-4 数显恒温水浴锅（苏州普天仪器制造有限公

司）；Milli-QAdvantage 超纯水机（Millipore 公司）。 

2  方法与结果 

2.1  知母须根总皂苷定量测定 

2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取知母皂苷 AIII 

7.5 mg，加甲醇定容至 10 mL 量瓶中，制成质量浓

度为 0.75 g/L 的对照品溶液。 

2.1.2  供试品溶液的制备  精密称取知母须根粉末
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5 g（过 2 号筛），置于 100 mL 锥形瓶中，加乙醇回

流提取，滤过，取续滤液于蒸发皿中蒸干，蒸馏水

复溶，等体积水饱和正丁醇萃取至皂苷显色为阴性，

合并萃取液，旋干，蒸馏水定容至 10 mL 量瓶中，

作为供试品溶液。 

2.1.3  显色方法  取各待测液适量，置于 10 mL 量

瓶中，加入 5%香草醛-冰醋酸溶液 0.2 mL，高氯酸 0.8 

mL，60 ℃水浴生色 20 min，立即冷却 5 min，加入 5 

mL 冰醋酸稀释，摇匀，空白对照组不加样品。 

2.1.4  测定波长的选择  分别取显色后的对照品溶

液、供试品溶液、空白溶液于 400～700 nm 进行波

长扫描，测得最大吸收波长为 450 nm。 

2.1.5  线性范围的考察  精密吸取知母皂苷AIII对

照品溶液 0.20、0.25、0.40、0.45、0.60 mL 于具塞

试管中，水浴蒸干后，按“2.1.3”项下方法显色，

在 450 nm 处测定吸光度（A）值，每个质量浓度平

行测定 3 次，取平均值。以知母皂苷 AIII 质量浓度

为横坐标（X），A 值为纵坐标（Y）绘制标准曲线，

计算回归方程。结果显示知母皂苷 AIII 在 0.15～

0.45 mg 与 A 值呈现良好的线性关系，所得回归方

程为 Y＝1.814 9 X＋0.033，r＝0.999 6。 

2.1.6  精密度试验  精密移取对照品溶液适量，置

于 10 mL 量瓶中，按“2.1.3”项下方法显色后，在

450 nm处平行测定A值 6次，计算RSD值为 1.45%，

表明在该条件下仪器精密度良好。 

2.1.7  稳定性试验  取同一供试品溶液，按“2.1.3”

项下显色方法，分别在 0、5、10、30、60、120 min

测定，得出 A 值的 RSD 为 0.72%，表明样品溶液在

120 min 内基本稳定。 

2.1.8  重复性试验  精密称取 6 份知母须根粉末，

按“2.1.2”项下方法进行提取，按“2.1.3”项下方

法显色后，在 450 nm 处平行测定其 A 值，计算 RSD

为 1.65%，说明重复性良好。 

2.1.9  加样回收率试验  取知母须根粉末 2.5 g（知

母须根总皂苷提取率为 7.25%）6 份，分别加入知

母皂苷 AIII 对照品约 0.181 mg，按“2.1.2”项下方

法进行提取，按“2.1.3”项下显色，在 450 nm 处

平行测定其 A 值 6 次，计算得平均回收率为 98.8%，

RSD 值为 1.65%。 

2.2  单因素考察 

2.2.1  乙醇体积分数考察  按“2.1.2”项下方法分

别考察提取溶剂为水及 10%、30%、50%、70%、90%

乙醇对知母须根总皂苷提取效果的影响，结果知母

须根总皂苷提取率分别为 3.32%、3.79%、4.44%、

6.04%、7.45%、7.17%。实验结果显示乙醇体积分数

为 70%时，对知母须根总皂苷的提取效果最佳。 

2.2.2  料液比考察  按照“2.1.2”项下方法分别考

察料液比为 1∶6、1∶8、1∶10、1∶12、1∶15，

对知母须根总皂苷提取效果的影响，结果知母须根

总皂苷提取率分别为 1.23%、3.97%、7.56%、7.84%、

7.68%。实验结果显示当料液比低于 1∶12 时，知

母须根总皂苷的提取率随着料液比升高而增加，而

当提料液比大于 1∶12 时，知母须根总皂苷提取率略

有下降。因此初步确定 1∶12 为最佳料液比。 

2.2.3  提取时间考察  按照“2.1.2”项下方法分别

考察提取时间为 30、60、90、120、150、180 min

对知母须根总皂苷提取效果的影响，结果知母须根

总皂苷提取率分别为 4.85%、7.07%、7.82%、7.24%、

7.44%、7.54%。实验结果显示当提取时间为 90 min，

知母须根总皂苷提取率达到最高值，故确定 90 min

为最佳提取时间。 

2.2.4  提取次数考察  按照“2.1.2”项下方法分别

考察提取 1、2、3、4、5、6 次对知母须根总皂苷提

取效果的影响，结果知母须根总皂苷提取率分别为

7.29%、7.52%、8.06%、8.07%、7.98%、8.03%。实

验结果显示当提取 3 次时，知母须根总皂苷提取已

较为完全，故确定提取 3 次为最佳提取次数。 

2.3  响应面优化 

2.3.1  响应面试验设计、统计及结果  根据中心组

合试验设计原理，综合单因素试验所得结果，选取乙

醇体积分数（A）、液料比（B）、提取时间（C）3 个

对皂苷提取率影响显著的因素，采用 3 因素 3 水平的

响应面分析方法优化知母须根总皂苷提取工艺（表

1）。并利用统计软件 Design-Expert 对试验数据进行回

归分析，预测知母须根总皂苷提取的最佳工艺参数。 

2.3.2  Box-Behnken 中心组合设计及结果  对知母

须根总皂苷提取工艺的结果进行响应面分析（表

1），采用 Design-Expert 8.0.6 软件对知母须根总皂

苷提取工艺的结果进行多元回归拟合，可得知母须

根总皂苷提取率（Y）对 A、B、C 的二元多次回

归模型为 Y＝8.06＋0.34 A＋0.162 B＋0.48 C－

0.92 A2－1.84 B2－0.85 C2。 

模型的各项方差分析结果及模型的决定系数可

反映其可靠性，结果见表 2。该模型的 P＜0.000 1，

具有高度显著性，失拟项 P＝0.949 0＞0.05，无显

著性差异，另外该模型的校正决定性系数 RAdj
2＝ 
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0.999 7，说明该模型对知母须根总皂苷提取实验的

拟合程度好，此实验方案可行。由 A、B、C 各因

素的 F 值可知，对知母须根总皂苷提取率的影响：

B＞C＞A，即液料比＞提取时间＞乙醇体积分数。 

表 1  中心组合试验设计方案及结果 

Table 1  Project and results in Box-Behnken design 

试验号 A/% B C/min Y/% 

1 70（0） 5∶1（−1） 90（1） 4.21 

2 45（−1） 10∶1（0） 30（−1） 5.45 

3 70（0） 10∶1（0） 60（0） 8.03 

4 95（1） 15∶1（1） 60（0） 7.25 

5 95（1） 5∶1（−1） 60（0） 4.01 

6 45（−1） 15∶1（1） 60（0） 6.56 

7 95（1） 10∶1（0） 90（1） 7.11 

8 70（0） 5∶1（−1） 30（−1） 3.26 

9 70（0） 10∶1（0） 60（0） 8.11 

10 70（0） 10∶1（0） 60（0） 7.99 

11 45（−1） 10∶1（0） 90（1） 6.42 

12 70（0） 10∶1（0） 60（0） 8.07 

13 70（0） 10∶1（0） 60（0） 8.09 

14 45（−1） 5∶1（−1） 60（0） 3.35 

15 95（1） 10∶1（0） 30（−1） 6.16 

16 70（0） 15∶1（1） 30（−1） 6.51 

17 70（0） 15∶1（1） 90（1） 7.47 

2.3.3  各因素之间的交互作用  根据以上得到的回

归方程来绘制分析图，考察所拟合响应曲面的形状，

各因素交互作用的响应面 3D 图见图 1。结果表明，

液料比和提取时间、乙醇体积分数和液料比之间的

交互关系非常明显，表现为曲面较陡，等高线为椭圆

形；乙醇体积分数和提取时间交互关系差异无统计学

意义，表现为曲面平缓，等高线为圆形。这与方差分

析结果一致。从响应面图可以看出此试验模型都能够

达到极值点。 

2.3.4  响应面预测及验证  通过回归模型预测的知

母须根总皂苷的最佳提取条件是乙醇体积分数

72.22%，料液比 1∶11，提取时间 73.33 min，在这

个条件下，知母须根总皂苷提取率预测值为 8.38%。

在响应面分析法求得的最佳提取条件下进行 3 组平

行实验，知母须根总皂苷提取率分别为 8.36%、

8.17%、8.46%，平均值为 8.33%，接近模型的预测

值 8.38%，RSD 为 1.77%，表明该模型具有良好的

实用指导意义，重现性好。 

2.4  知母须根总皂苷对 PC12 细胞活性的影响 

取知母须根总皂苷 12.8 mg，加 10 mL 完全培 

表 2  响应面二次模型及其回归系数的方差分析结果 

Table 2  Analysis of variance of two times model of response surface and its regression coefficient 

方差来源   平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 46.75 9 5.19  3 616.30 ＜0.000 1 

A 0.95 1 0.95   658.10 ＜0.000 1 

B 21.00 1 21.00 14 616.25 ＜0.000 1 

C 1.83 1 1.83  1 276.51 ＜0.000 1 

AB 2.25×10−4 1 2.25×10−4     0.16   0.704 1 

AC 1.00×10−4 1 1.00×10−4     0.07   0.799 5 

BC 2.50×10−5 1 2.50×10−5     0.02   0.898 8 

A2 3.58 1 3.58  2 489.10 ＜0.000 1 

B2 14.32 1 14.32  9 967.22 ＜0.000 1 

C2 3.05 1 3.05  2 125.31 ＜0.000 1 

残差 0.01 7 1.44×10−3   

失拟项 7.75×10−4 3 2.58×10−4     0.11   0.949 0 

净误差 9.28×10−3 4 2.32×10−3   

总离差 46.76 16    
 

             
 

图 1  各因素对知母须根总皂苷提取率影响的交互作用 

Fig. 1  Interaction effect of various factors on extraction rate of TSFAA 
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养基使其溶解并混合均匀，配制成质量浓度为 1 280 

mg/L 的母液，用 0.22 μm 的无菌滤膜滤过除菌，根

据需要稀释成质量浓度为 640、320、160、80、40、

20、10、5、0.05 mg/L。取对数生长期的 PC12 细胞，

以 1×105 个/mL 密度，使用完全培养基接种于 96

孔细胞培养板，每孔 200 μL。培养 24 h 待细胞贴壁

后，将其分为对照组和各给药组。给药组更换不同

质量浓度的知母须根总皂苷溶液，每组设 6 个复孔。

继续培养 24 h 后，每孔加入 20 μL 终质量浓度为 5 

mg/mL 的 MTT 继续孵育 4 h，弃去培养基后每孔加

入 150 μL 的 DMSO，室温震摇 10～15 min，酶标仪

测定 492 nm 波长下的吸光度（A）值，按照公式计

算细胞增殖率（细胞增殖率＝A 给药/A 对照），筛选出最

适的药物质量浓度。 

采用 SPSS 11.0 统计软件进行分析，各组数据

均用 ±x s 表示，组间采用单因素方差分析。 

MTT 法检测结果显示，与对照组比较，知母须

根总皂苷 5、10、20、40、80、160、320 mg/L 组细

胞增殖率均显著升高（P＜0.05、0.01），当质量浓度

为 160 mg/L 时细胞增殖率开始下降，见表 3。最终选

取 20、40、80 mg/L 作为后续实验的药物质量浓度。 

2.5  不同 OGD 损伤时间对 PC12 细胞活性的影响 

取对数生长期的 PC12 细胞，以 1×105 个/mL

密度，使用完全培养基，接种于 96 孔细胞培养板，

分为对照组和 OGD 模型组。培养 24 h 待细胞贴壁

后，吸去培养基，继续加入完全培养基 200 μL，放

于正常培养箱内培养 20 h 后，吸去培养基，对照组

加入高糖无血清的培养基 200 μL，置于正常培养箱 

表 3  不同质量浓度知母须根总皂苷对 PC12 细胞活性的影响 

( x ±s, n = 6) 

Table 3  Effects of different concentrations of TSFAA on 

proliferation of PC12 cells ( x ±s, n = 6) 

组别 ρ/(mg∙L−1) A 值 细胞增殖率/% 

对照 — 0.883±0.047 100.00 

知母须根

总皂苷 

    0.05 0.889±0.026 100.87± 3.73 

  5 0.962±0.018** 109.23± 6.83** 

10 0.993±0.051* 112.90±10.41* 

20 1.044±0.044** 118.46± 6.86** 

40 1.058±0.031** 120.07± 7.41** 

80 1.099±0.087** 124.96±14.18** 

160 1.015±0.027** 115.23± 6.88** 

320 0.958±0.024** 108.68± 3.95** 

640 0.472±0.073** 53.69± 9.06** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，图 2 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as Fig. 2 

内培养，模型组加入无糖无血清的培养基 200 μL，

放于三气培养箱内培养，制备 OGD 模型。模型组

细胞分别设置为缺糖缺氧 0、2、4、6、8 h，每组设

6 个复孔，MTT 法检测细胞活性，筛选出最适的

OGD 损伤时间为 4 h，用于后续实验（图 2）。 
 

     

 

图 2  不同 OGD 损伤时间对 PC12 细胞活性的影响 ( x ±s, 

n = 6) 

Fig. 2  Effect of time after OGD injury on activity of PC12 

cells ( x ±s, n = 6) 

2.6  知母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞形

态及活性的影响 

使用完全培养基培养 PC12 细胞于 96 孔板中，

使细胞贴壁生长 24 h，吸弃培养基。实验分为对照

组，OGD 模型组，知母须根总皂苷低、中、高质量

浓度（20、40、80 mg/L）组。对照组、模型组每孔

加入 200 μL 完全培养基，加药组分别加入用完全培

养基配制的不同质量浓度的药物，放于培养箱中培

养 20 h 后，吸弃培养基，对照组加入高糖无血清的

培养基 200 μL，模型组加入无糖无血清培养基 200 

μL，加药组分别加入用无糖无血清培养基配制的不

同质量浓度的药物。模型组、加药组置于三气培养

箱内培养 4 h，制备 OGD 模型；对照组置于正常培

养箱内培养 4 h。培养结束后，观察细胞形态并采用

MTT 法检测细胞活性。结果发现对照组 PC12 细胞

的形态呈梭状，有类似于神经突起的细胞突起出现，

细胞数量较多（图 3）。OGD 损伤的 PC12 细胞不同

程度的皱缩，细胞碎片增多，且数量明显减少（图

3）。知母须根总皂苷各质量浓度组细胞皱缩程度降

低，细胞形态基本正常（图 3）。MTT 检测结果表

明，知母须根总皂苷各质量浓度均可增加 OGD 损

伤的 PC12 细胞的活性，且作用随着质量浓度的增

加而增强（图 4）。 

2.7  流式细胞仪检测知母须根总皂苷对 OGD 损伤

的 PC12 细胞 ROS 释放的影响 

使用完全培养基培养 PC12 细胞于培养瓶中，  

1.2 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0 

细
胞
增
殖
率

/%
 

** 

** 
** ** 

对照        2         4          6         8   

                   OGD 损伤时间/h 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 49 卷 第 13 期 2018 年 7 月 

   

·3092· 

 

图 3  知母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞形态的影响 (×40) 

Fig. 3  Effect of TSFAA on proliferation of PC12 cells induced by OGD (× 40)

 

        

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，

下同 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, 

same as below 

图 4  知母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞活性的影响 

( x ±s, n = 6) 

Fig. 4  Effect of TSFAA on proliferation of PC12 cells 

induced by OGD ( x ±s, n = 6) 

使细胞贴壁生长 24 h，吸弃培养基。细胞分组及给

药同“2.6”项下。药物处理 24 h 后，PBS 缓冲液洗

1 次，加入荧光探针二氯荧光素 - 双乙酸盐

（DCF-DA），终浓度为 10 μmol/L，孵育 30 min，弃

去上清液，消化细胞，PBS 洗 2 次，重悬，在流式

细胞仪上检测。每组 3 个样本，计数 10 000 个细胞，

检测结果使用 Win MDI 2.8 软件分析。 

结果表明，与对照组比较，模型组细胞的 ROS

量显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，知母须根

总皂苷中、低质量浓度可显著抑制 PC12 细胞 ROS

的释放（P＜0.01，图 5）。 

2.8  Annexin V-FITC/Propidium iodide 双染检测知

母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞凋亡的影响 

细胞培养、分组及给药同“2.7”项下。药物处

理 24 h 后，使用不含 EDTA 的胰酶消化，离心收集

贴壁及悬浮细胞，预冷的 PBS 洗 2 次，用 400 μL 

1×Annexin V 结合液悬浮细胞。在细胞悬浮液中加

入 5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀后于 2～8 ℃避 

 

图 5  知母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞中 ROS 释

放的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 5  Effect of TSFAA on release of ROS in PC12 cells 

induced by OGD ( x ±s, n = 3)  

光条件下孵育 15 min；加入 10 μL PI 染色液后混匀，

于 2～8 ℃避光条件下孵育 5 min，在流式细胞仪上

检测。每组 3 个样本，计数 10 000 个细胞，检测结

果使用 FlowJo 7.6 软件分析。 

如图 6、7 所示，对照组细胞的凋亡率为 4.35%，

模型组细胞的凋亡率显著增加至 19.27%（P＜

0.01）。知母须根总皂苷各质量浓度（20、40、80 

mg/L）可显著降低细胞的凋亡率，分别为 13.44%、

9.15%、6.50%（P＜0.01）。结果表明，知母须根总

皂苷可抑制 OGD 诱导的 PC12 细胞的凋亡。 

2.9  Western blotting法检测知母须根总皂苷对OGD

损伤的 PC12 细胞中 Bcl-2、Bax 蛋白表达的影响 

细胞培养、分组及给药同“2.7”项下。知母须

根总皂苷处理细胞 24 h 后，加入预冷的 PBS（0.01 

mol/L，pH 7.2～7.3）于培养瓶中，洗 3 次，弃上清，

加入适量细胞裂解液提取总蛋白，BCA 法测定样品

蛋白含量。每组取总蛋白 20 μg 上样，于 12% 

SDS-PAGE电泳分离，电泳完毕转移至 PVDF膜上，

3% BSA 室温封闭 2 h，分别加入不同一抗，4 ℃

封闭过夜。TBST 漂洗后加入相应的辣根过氧化物 
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图 6  知母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞凋亡的影响 

Fig. 6  Effect of TSFAA on apoptosis of PC12 cells induced by OGD 

 

 

 

图 7  知母须根总皂苷对 OGD 损伤 PC12 细胞凋亡率的影响 

( x ±s, n = 3) 

Fig. 7  Effect of TSFAA on apoptosis rate of PC12 cells 

induced by OGD ( x ±s, n = 3) 

酶标记的二抗，室温孵育 1 h，TBST 漂洗后加入

ECL 发光液进行显影，LAS-3000 型化学发光成像

系统采集图像。 

实验结果显示，与对照组比较，经 OGD 处理 4 

h 后，PC12 细胞 Bcl-2 表达水平显著下调，Bax 表

达水平显著上调（P＜0.01）。与模型组比较，各质

量浓度的知母须根总皂苷均可上调细胞 Bcl-2 蛋白

的表达水平（P＜0.01），知母须根总皂苷 40、80 

mg/L 可下调细胞 Bax 蛋白的表达水平（P＜0.05、

0.01，图 8）。 

3  讨论 

临床病例研究显示，超过 1/3 的 AD 死者脑内

存在不同程度的脑血管病理改变，如典型的多发性 

       

 

图 8  知母须根总皂苷对 OGD 损伤的 PC12 细胞中 Bcl-2 和 Bax 蛋白表达的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 8  Effect of TSFAA on levels of Bcl-2 and Bax in PC12 cells induced by OGD ( x ±s, n = 3)
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梗死性脑病、微血管病变及缺血后脑病，而这些又

恰是缺血性脑卒中的病理特征[10-11]。PC12 细胞是一

种来源于大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤的单胺能细

胞，其具有类似神经元功能，常用于神经退行性疾病

的药物筛选、效果评价及机制研究[12]。研究表明[13]，

脑缺血是 AD 发生的一个重要的危险因子。因此，

本实验使用OGD损伤的PC12细胞体外模型来模拟

脑缺血，以研究知母须根总皂苷对脑缺血的作用，

来探讨知母须根总皂苷的抗 AD 作用。 

本实验通过单因素和响应面法优化知母须根总

皂苷的提取工艺，结果表明，乙醇体积分数为

72.22%，料液比 1∶11，提取时间 73.33 min，知母

须根总皂苷的提取率达到最大，为 8.33%，影响知

母须根总皂苷提取的因素顺序依次为液料比＞提取

时间＞乙醇体积分数。体外实验结果表明，随着

OGD 处理时间的增加，PC12 细胞活力逐渐降低，

实验中选定 OGD 处理 4 h 为后续造模条件。知母须

根总皂苷能增加 OGD 损伤细胞的活力。正常生理状

态下，ROS 水平与机体的抗氧化水平保持在相对平衡

的状态[14]。而高水平的 ROS 可进入线粒体，引起线

粒体肿胀和膜电位消失，使能量生成减少，ROS 生

成进一步增加，最后引起线粒体破裂、细胞色素Ｃ

释放和凋亡因子激活，导致神经元凋亡。实验结果

表明，知母须根总皂苷能降低OGD损伤细胞中ROS

的水平，减少细胞的凋亡。 

细胞凋亡的通路包括死亡受体通路、线粒体通

路和内质网通路，本研究针对知母须根总皂苷抗

OGD 损伤的 PC12 细胞凋亡进行初步探索。研究表

明氧化应激可导致线粒体膜通透性转换孔开放，从

而介导细胞凋亡发生[15]，而位于线粒体膜上的Bcl-2

蛋白家族在线粒体膜通透性转换孔开启调节中发挥

重要作用，Bcl-2 蛋白家族分为抗凋亡蛋白和促凋亡

蛋白，前者包括 Bcl-2、Bcl-xL 等，后者包括 Bax、

Bad 等。本研究表明 OGD 损伤可诱导 PC12 细胞中

Bcl-2 表达下调和 Bax 表达上调，引发细胞凋亡；

而知母须根总皂苷可抑制 Bcl-2 表达的下调和 Bax

表达的上调，从而保护细胞。本研究结果为知母须

根及其活性物质在临床应用及产品开发提供实验依

据，为防治 AD 的药物开发提供参考。 
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