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基于抗氧化活性研究淫羊藿黄酮类化合物对脑缺血再灌注损伤的保护作用  
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摘  要：目的  筛选具有抗氧化及神经系统保护活性的淫羊藿 Epimedii Folium 黄酮类化合物（flavonoids extract from E. Folium，

FEE），为缺血性脑卒中药物的开发奠定实验基础。方法  以 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）

自由基清除能力与铁离子还原抗氧化能力（ferric reducing ability of plasma，FRAP）为评价指标，筛选 FEE 中具有抗氧化活

性的化合物，并以此为研究对象，建立强氧化剂过氧化氢诱导的 SH-SY5Y 细胞氧化应激损伤模型和 PC12 细胞氧糖剥离损

伤模型评估其神经细胞保护活性，并观察其对急性脑缺血再灌注（middle cerebral artery occlusion，MCAO）大鼠模型的保

护作用。结果  淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、金丝桃苷、槲皮苷、β-脱水淫羊藿素具有较高的 DPPH 自由基清除能力和总抗

氧化能力（P＜0.01）；淫羊藿素、金丝桃苷和槲皮苷可显著抑制 SH-SY5Y 细胞氧化应激损伤，保护缺糖缺氧损伤的 PC-12

细胞，表现为细胞活力升高（P＜0.01）、活性氧水平降低（P＜0.05、0.01）、SH-SY5Y 细胞丙二醛产生减少（P＜0.01）且胞

内超氧化物歧化酶水平升高（P＜0.05、0.01）；淫羊藿素、金丝桃苷、槲皮苷可改善缺血再灌注大鼠脑组织抗氧化能力、调

节神经功能、减少脑梗死面积（P＜0.05、0.01），具有神经保护作用。结论  淫羊藿素、金丝桃苷、槲皮苷具有良好的体外

抗氧化及神经系统保护活性，对 MCAO 大鼠具有保护作用。 
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Abstract: Objective  To screen effective compounds with antioxidant and neuroprotective activities of flavonoids extract from 

Yinyanghuo (Epimedii Flolium, FEE) for laying the experimental foundation for the development of drugs with ischemic stroke. 

Methods  The study used 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging ability and ferric reducing ability of plasma 

(FRAP) as indicators to screen compounds with high antioxidant activities from FEE. Based on the results, the oxidative stress model 

induced by hydrogen peroxide in SH-SY5Y cells and oxygen-glucose deprivation model in PC-12 cells were established to evaluate 

the neuroprotective activities. The acute middle cerebral artery occlusion (MCAO) model was used to verify their protective effects 

on rats. Results  Antioxidant assay showed that icaritin, icariside I, hyperoside, quercitrin, β-anhydroicaritin had high DPPH radical 

scavenging ability and total antioxidant capacity (P < 0.01). Evaluation of neuroprotective activity showed that icaritin, hyperoside and 

quercitrin could significantly inhibit oxidative stress injury in SH-SY5Y cells and improve oxygen-glucose deprivation in PC12 cells, 

as demonstrated by increased cell viability (P < 0.01), decreased levels of reactive oxygen species (P < 0.05, 0.01), decreased 

production of malondialdehyd (P < 0.01) and increased levels of superoxide dismutase (P < 0.05, 0.01) in SH-SY5Y cells. Effects of 
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cerebral ischemia-reperfusion showed that icaritin, hyperoside and quercitrin could improve the anti-oxidation ability of brain tissue, 

regulate nerve function and reduce the area of cerebral infarction (P < 0.05, 0.01), showing a good neuroprotective effects. Conclusion  

Icaritin, hyperoside and quercitrin had antioxidant and neuroprotective activities, exhibiting protective effects on rats with MCAO. 

Key words: flavonoids extract from Epimedii Flolium; icaritin; hyperoside; quercitrin; antioxidant activity; neuroprotection; ischemic stroke

脑血管疾病已成为当今世界人类健康与生存的

重大威胁之一，其中以脑卒中为主的临床类型主要

是由脑血管病变引起的脑部血液供应障碍所致，导

致局部脑组织缺血、缺氧性坏死，出现相应神经功

能缺损的临床综合征。缺血性卒中是较为常见的临

床病症，其发病率占总发病率的 60%～80%[1]。在

缺血发生之后，神经元细胞不能维持正常的跨膜离

子梯度和平衡，进而可能引起细胞凋亡、兴奋性毒

性、氧化应激以及炎症等问题[2-4]。结合脑缺血的

病理特征，各相关领域的技术人员从血管功能和神

经细胞功能 2 个方面提出了保护方案。大量研究表

明，通过药物阻断活性氧物质引起的氧化应激反应

可有效抑制缺血损伤的扩展[5-6]。因此，寻找安全

有效的抗氧化剂可能是延缓卒中病变发展的治疗

策略之一。 

淫羊藿为小槃科植物淫羊藿 Epimedium 

brevicomu Maxim.、箭叶淫羊藿 E. sagittatum (Sieb. 

et Zucc.) Maxim.、柔毛淫羊藿 E. pubescens Maxim.

或朝鲜淫羊藿 E. koreanum Nakai 的干燥叶，为传统

补益类中药。淫羊藿具有补肾阳、强筋骨、祛风湿

之功效[7]。据历代本草书籍记载，淫羊藿除上述功

效以外，还具有强志的功效。《神农本草经》曰：“淫

羊藿，主治阴萎绝伤，利小便，益气力，强志”；《本

草蒙筌》曰：“淫羊藿，却老景昏耄，除中年健忘，

益骨坚筋，增力强志”；《日华子本草》曰：“淫羊藿，

治一切冷风劳气，补腰膝，强心力，治筋骨挛急，

四肢不任，老人昏耄，中年健忘”[8]。临床以 3%淫

羊藿煎液离子透入法治疗神经衰弱，效果明显[9]；

以“填精益气守神、补肾养心通脑，活血除痰开窍”

之法，用淫羊藿补精壮阳，伍用其他功能中药治疗

心脑血管痴呆患者有效率高[10]。淫羊藿在抗应激方

面亦具有多种药理活性，具有较高的药用和保健价

值，其中所含的总黄酮、多糖和微量元素等成分对

应激所产生的各类自由基具有消除作用，能够显著

调节、修复应激造成的免疫系统、神经内分泌系统

和心脑血管系统损伤 [11]。淫羊藿黄酮类化合物

（flavonoids extract from Epimedii Flolium，FEE）作

为淫羊藿中发挥药效的主要成分群，具有良好的抗

氧化应激、促进髓鞘再生、扩张脑血管、增加脑血流

量、抑制血栓等作用[12-13]，可减少缺血性脑损伤自由

基的产生，升高抗氧化酶活性，改善脑循环，减少脑

梗死面积，具有治疗神经系统疾病的优势[14-16]。FEE

所含化学成分众多，关于其中哪种成分发挥抗氧化

应激及神经保护作用的研究较少，因此，本研究体

外筛选 FEE 中抗氧化活性较好的化学成分，辅以 2

种细胞模型进行神经保护作用研究，并利用大鼠脑

缺血再灌注模型加以验证，以期为缺血性脑卒中治

疗药物的进一步科学开发提供参考。 

1 材料 

1.1  细胞株 

人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞株、大鼠嗜铬

细胞瘤 PC-12 细胞均购自上海中科院细胞库。 

1.2  动物 

SD 大鼠 60 只，SPF 级，雄性，体质量 250～

320 g，由斯贝福（苏州）生物技术有限公司提供，

实验动物许可证号 SCXK（苏）2022-0006，动物合

格证号 No.202400311。动物饲养于江苏康缘药业股

份有限公司室温 20～26 ℃、湿度 40%～70%、光

照/黑暗周期为 12 h 的屏障环境，饲养期间自由摄

食和饮水。本研究动物实验经江苏康缘药业实验动

物伦理委员会批准（批准号 2023122211）。 

1.3  药品与试剂 

淫羊藿苷（批号 1128F021，质量分数 98.0%）

购自北京索莱宝科技有限公司；朝藿定 A1（批号

P02J9S64790，质量分数 99.8%）、朝藿定 A（批号

P10J11F118161，质量分数 99.5%）、朝藿定 B（批号

P19A11F121806，质量分数 99.8%）、朝藿定 C（批

号 R01J11F117173，质量分数 98.8%）、淫羊藿素（批

号 A25IB224115，质量分数 99.4%）、淫羊藿次苷 I

（批号 M14J12S137378，质量分数 98.6%）、宝藿苷 I

（批号 T19D9Z77828，质量分数 98.1%）、金丝桃苷

（批号 J16GB143379，质量分数 99.2%），槲皮苷（批

号 P02J12F136478，质量分数 98.6%）、宝藿苷 II（批

号 P16N11S131051，质量分数 98.8%）、宝藿苷 VI

（批号 R01J11F117173，质量分数 98.8%）、宝藿苷

VII（批号 P06J9S63029，质量分数 99.9%）、箭藿苷
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A（批号 P23A9F68561，质量分数 99.3%）、箭藿苷

B（批号 C30J9G66922，质量分数 98.0%）、鼠李糖

基淫羊藿次苷 II（批号 P28J9S66923，质量分数

99.0%）均购自上海源叶生物科技有限公司；朝藿素

B（批号 CFS202001，质量分数 98.0%）、朝藿素 C

（批号 CFS202002，质量分数 98.0%）、朝鲜淫羊藿

苷 A（批号 CFS202001，质量分数 98.0%），淫羊藿

素 B（批号 CFS202001，质量分数 98.0%）均购自

武汉天植生物技术有限公司；β-脱水淫羊藿素（批

号 YA0903SA13，质量分数 98.0%）购自宝鸡辰光

生物科技有限公司；淫羊藿素-3-O-鼠李糖苷（批号

wkq21090602，质量分数 95.0%）购自成都超九八生

物科技有限公司；大花淫羊藿苷 A（批号 67603，

质量分数 99.27%）购自美国 MedChemexpress 生物

科技公司；DPPH 自由基清除能力检测试剂盒（批

号 20210910）购自北京索莱宝科技；总抗氧化能力

（ferric reducing ability of plasma，FRAP）检测试剂

盒（批号 20211008）、超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）试剂盒（批号 20220206）、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）试剂盒（批号 20220206）

购自南京建成生物工程研究所；活性氧检测试剂盒

（批号 111922230413）、MTT（批号 05162222060）

购自上海碧云天生物技术股份有限公司；H2O2（批

号 210405）购自广东恒建制药公司；MEM 非必需

氨基酸溶液（100×，批号 2517569）、丙酮酸钠（批

号 2276850 ）、 GlutaMAXTM-1 添加剂（批号

2360320）、Ham′s F-12 培养基（批号 2553719x）、

MEM 不含谷氨酰胺培养基（批号 2120463）、RPMI 

1640 培养基（批号 8122606）、RPMI 1640 不含葡萄

糖培养基（批号 2458379）、胎牛血清（批号

2377222RP）均购自美国 Gibco 公司；TTC 染料（批

号 T8877）购自美国 Sigma 公司；舒泰 50 [批号

8ECXA，进口兽药注册证号（2020）外兽药证字 06

号] 购自法国 Virbac 公司；盐酸赛拉嗪（批号

20210102，质量分数 99.8%）购自长沙拜特生物科

技研究所；丁苯酞（批号 110862-202213，质量分数

99.6%）购自中国食品药品检定研究院。 
1.4  仪器 

3111 型二氧化碳培养箱（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；CB150 三气培养箱（德国 BINDER

公司）；Flexstation 3型多功能酶标仪（美国Molecular 

Devices 公司）；S1003S101 型电子天平（瑞士

METTLER TOLEOM 公司）；ACX-SC-DA 型动物体

重称（上海香川电子秤公司）。 

2  方法 

2.1  抗氧化筛选 

2.1.1  DPPH 自由基清除能力检测  按照说明书配制

DPPH 工作液及对照品，设置空白、对照、FEE 各化

合物组及 FEE 各化合物对照组。空白组加入 10 μL 蒸

馏水，对照组加入 10 μL 不同浓度维生素 C 标准溶

液，FEE 各化合物组及 FEE 各化合物对照组均分别添

加 10 μL FEE 中的 23 种化合物溶液（50 μmol/L）。除

FEE 对照组外，各孔加入 190 μL DPPH 工作液，FEE

对照组加入 190 μL 无水乙醇平衡误差，轻轻混匀后于

37 ℃孵育 30 min，于 515 nm 处测定吸光度（A）值。 

2.1.2  FRAP 检测  按照说明书配制 FRAP 工作液及

对照品，设置空白、对照、FEE各化合物组，空白组加

入5 μL蒸馏水，对照组加入5 μL不同浓度FeSO4标准

溶液，FEE各化合物组分别添加5 μL FEE中的 23种化

合物溶液（50 μmol/L），并分别加入180 μL FRAP 工作

液，于37 ℃孵育 3～5 min，于593 nm处测定A值。 

2.2  神经细胞保护活性评估 

2.2.1  细胞培养 人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞株

来源于人类胚胎中脑，其形态、生理生化功能与正

常神经元相似，被广泛应用于神经系统疾病发病机

制和药物作用机制方面的研究[17]。采用含 10%胎牛

血清、1% MEM 非必需氨基酸溶液、1%丙酮酸钠、

1% GlutaMAXTM-1 添加剂及 1%青霉素/链霉素混

合液的 MEM/F12 培养基，于 37 ℃、5% CO2 环

境中培养 SH-SY5Y 细胞。 

大鼠嗜铬细胞瘤 PC-12 细胞具备交感神经元特

征，某些生理功能亦与正常神经元相似，其氧糖剥

离模型常用于脑卒中生物学和药物作用机制方面的

研究[18-19]。采用含 10%胎牛血清及 1%青霉素/链霉

素混合液的 1640 培养基，于 37 ℃、5% CO2 环境

中培养 PC-12 细胞。 

2.2.2 细胞造模、分组与给药 

（1）SH-SY5Y 细胞氧化应激损伤模型：取对

数生长期细胞，以 4×104 个/孔接种于 96 孔板培

养 24 h，将细胞分为对照组（不含药物）、淫羊藿

素（5、10、25 μmol/L）组、淫羊藿次苷 I（5、10、

25 μmol/L）组、金丝桃苷（25、50、100 μmol/L）

组、槲皮苷（25、50、100 μmol/L）组及 β-脱水淫

羊藿素（25、50、100 μmol/L）组，除对照组外，

其余孔加入 400 μmol/L H2O2 孵育 1 h 建立 SH-

SY5Y 细胞氧化应激损伤模型，更换培养液，各组
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细胞加入相应药物孵育 24 h。 

（2）PC-12 细胞氧糖剥离损伤模型：取对数生

长期细胞，以 8×103个/孔接种于 96 孔板培养 24 h，

无糖培养基洗涤 2 次，置于三气培养箱中培养 6 h，

弃上清，加入正常培养基继续培养 24 h 建立 PC-

12 细胞氧糖剥离损伤模型。将细胞分为对照组（不

含药物）、淫羊藿素（25 μmol/L）组、淫羊藿次苷 I

（25 μmol/L）组、金丝桃苷（25 μmol/L）组、槲皮

苷（25 μmol/L）组及 β-脱水淫羊藿素（25 μmol/L）

组，更换培养液，各组细胞加入相应药物孵育 24 h。 

2.2.3  MTT 法检测细胞存活率  按“2.2.2”项下方

法，待药物孵育结束，去上清，0.5 mg/mL MTT 孵

育 4 h，去上清，加入 DMSO 振荡溶解，于 490 nm

处测定 A 值。 

2.2.4  DCFH-DA 荧光探针法测定细胞内活性氧

（reactive oxygen species，ROS）水平按“2.2.2”项

下方法，待药物孵育结束，去除上清，以 10 μmol/L 

DCFH-DA 荧光探针染料避光孵育 30 min，洗涤细

胞以充分去除未进入细胞内的染料。使用 488 nm 激

发波长、525 nm 发射波长检测各组细胞荧光值。 

2.2.5  生物化学法检测细胞 SOD、MDA 水平  

将 SH-SY5Y 细胞以 1×106 个/孔接种于 6 孔板培

养，加入 25 μmol/L 淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、金

丝桃苷、槲皮苷、β-脱水淫羊藿素孵育 23 h，加

入 400 μmol/L H2O2 继续孵育 1 h，待孵育结束洗

涤细胞 3 次，胰酶消化收集各组细胞进行冰水浴超

声破碎取样，300 W 功率，破碎 3～5 s，重复 4 次，

每次间隔 30 s。按照试剂盒说明书进行 SOD、MDA

水平检测。 

2.3  动物分组、造模与给药 

2.3.1  建立脑缺血再灌注（middle cerebral artery 

occlusion，MCAO）大鼠模型  60 只大鼠随机分为

假手术组、模型组、丁苯酞（80 mg/kg）组、淫羊

藿素（100 mg/kg）组、金丝桃苷（100 mg/kg）组

和槲皮苷（100 mg/kg）组，每组 10 只。根据前期

文献报道[20-24]及预实验结果进行造模，采用舒泰

50（40 mg/kg）与盐酸赛拉嗪（5 mg/kg）进行联合

麻醉，分离并充分暴露左侧颈总、颈外、颈内动脉，

除假手术组动物进行结扎颈总动脉近心端但不进行

栓塞外，其余 50 只动物暂时夹闭颈外、颈内动脉，

结扎颈总动脉近心端，于远心端剪一小口，插入栓

线，沿颈内动脉入颅至大脑前动脉以阻断大脑中动

脉供血，缺血 2 h 后栓塞动物缓慢拔出栓线实现大

脑中动脉再灌注。各组动物在实现再灌注后即进行

ig 给药（10 mL/kg），每天 1 次，连续 3 d，假手术

和模型组 ig 给予等体积的 5%聚山梨酯-80 溶液。 

2.3.2  神经行为学评分  造模后 24、48、72 h，分

别对动物的行为缺陷进行评分，除假手术组外，评

分≥1 分的动物为造模成功，造模未成功大鼠即淘

汰，具体标准见表 1[25]。 

表 1  Bederson 评分标准 

Table 1  Bederson scoring criteria 

分值 评分标准 

0 无神经损伤症状 

1 从尾部提起大鼠，大鼠向手术对侧前肢曲屈 

2 大鼠置于光滑平面上，用手推梗死侧对侧肩部，

抵抗力降低 

3 动物自由行走时向梗死对侧倾倒或转圈 

4 瘫软，肢体无自发活动 

2.3.3  解剖及病理学（TTC）检查  剔除造模未成

功大鼠（造模成功率为 84%，其中模型、丁苯酞组

各死亡 1 只，淫羊藿、槲皮苷组死亡 2 只，丁苯酞、

金丝桃苷组各有 1 只造模未成功），每组预留 3 只

动物进行脑组织生化指标检测，对其余动物进行安

乐死，快速取脑，将脑组织冷冻至变硬后均匀切成

2 mm 薄片，置于 2% TTC 溶液（PBS 配制）中，

于 37 ℃避光孵育 20 min。将染色后的切片按序

摆放、拍照，以 Image Pro 图像处理软件计算脑梗

死率，以梗死组织面积占全脑面积的百分比为梗

死率，计算各给药组的抑制率。 

抑制率＝(模型组梗死率－治疗组梗死率)/模型组梗

死率 

2.3.4  脑组织生化指标检测  每组取 3 只动物，安

乐死后快速取脑，去掉嗅球、小脑和低位脑干后，

加入预冷的生理盐水制成组织匀浆，按照试剂盒说

明书进行 SOD、MDA 水平检测。 

2.4  统计学分析 

采用Graphpad Prism 8.0.2统计软件进行分析处

理，数据以 x s 表示，多组间比较采用单因素方差

分析，两组间统计学差异比较用 t 检验进行分析。 

3  结果 

3.1  FEE 抗氧化活性检测  

采用 DPPH 自由基清除能力与 FRAP 为评价指

标检测 23 种 FEE 化合物 50 μmol/L 浓度下的抗氧

化活性，结果显示，淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、金丝

桃苷、槲皮苷、β-脱水淫羊藿素具有较高的 DPPH

自由基清除能力和 FRAP，表明这 5 种化合物具有
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较好的体外抗氧化活性。进一步考察该 5 种化合物

的抗氧化剂量效应，将其各设置 6 个浓度梯度

（15.625～500.000 μmol/L）进行检测，结果显示，5

种化合物的 DPPH 自由基清除能力和 FRAP 具有浓

度相关性（图 1-A、B）。 

3.2  FEE 神经细胞保护活性评估 

3.2.1  对 SH-SY5Y 细胞氧化应激损伤的影响  为

排除5种化合物自身毒性对SH-SY5Y细胞产生损伤，

本研究评估了 SH-SY5Y 细胞与 5 种化合物孵育 24 h

后的细胞活力水平。如图 2-A 所示，0～25 μmol/L 淫

羊藿素、淫羊藿次苷 I 及 0～100 μmol/L 金丝桃苷、

槲皮苷、β 脱水淫羊藿素对 SH-SY5Y 细胞活力无影

响，表明该浓度范围内的化合物对 SH-SY5Y 细胞

无明显毒性作用。选取无毒剂量 5、10、25 μmol/L

淫羊藿素、淫羊藿次苷 I 与 25、50、100 μmol/L 金

丝桃苷、槲皮苷、β-脱水淫羊藿素添加至培养板中

孵育 23 h，添加 400 μmol/L H2O2 继续孵育 1 h。如

图 2 所示，与空白组比较，H2O2 可诱导 SH-SY5Y

细胞活力显著降低（P＜0.01）及 ROS 水平显著升

高（P＜0.01）；而淫羊藿素、金丝桃苷和槲皮苷能

够显著抑制 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞活力降低

（P＜0.05、0.01）及 ROS 水平升高（P＜0.05、0.01），

提高细胞 SOD 水平（P＜0.05、0.01），抑制 MDA

升高（P＜0.01），其中淫羊藿素组 MDA 水平具有

降低趋势。提示淫羊藿素、金丝桃苷和槲皮苷能够

抑制 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞氧化应激水平，提

高胞内抗氧化酶活性，减少脂质过氧化，对神经细

胞氧化应激损伤具有明显的保护作用。 

3.2.2  对PC-12细胞缺糖缺氧损伤的影响  25 μmol/L

淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、金丝桃苷、槲皮苷和 β-脱

水淫羊藿素作用于细胞 24 h，研究其对神经细胞缺

糖缺氧损伤的作用。如图 3 所示，当缺糖缺氧 6 h 时，

PC-12 细胞存活率为（60.85±3.52）%，ROS 水平

为（158.29±6.92）%，与空白组比较具有显著性差

异（P＜0.01），表明此时细胞损伤严重；而淫羊藿

素、金丝桃苷、槲皮苷可明显抑制缺糖缺氧诱导的

PC-12 细胞损伤，表现为细胞活力升高（P＜0.01）及

ROS 水平降低（P＜0.05，0.01），其中 β-脱水淫羊

藿素可显著降低 PC-12 细胞 ROS 水平（P＜

0.05）。提示淫羊藿素、金丝桃苷及槲皮苷可抑

制缺糖缺氧诱导的 PC-12 细胞损伤，对其具有

明显的保护作用。  

3.3  FEE 抗脑缺血再灌注损伤模型评价 

3.3.1  对 MCAO 大鼠神经行为学、全脑梗死范围的

影响  临床上脑梗死治疗的主要目的是恢复患

者的神经功能，提高患者生活质量。本研究于造

模给药后的 24、48、72 h 参照 Bederson 评分标

准对存活动物的神经行为功能进行评价，如图 4-

A 所示，假手术组动物术后各时间点神经行为学

评分均为 0，模型组动物评分显著升高（P＜

0.01），行为障碍明显；各给药组干预后，可见动物

神经行为学评分出现不同程度降低，表明淫羊藿素、

 

A-5 种 FEE 在不同浓度下的 DPPH 自由基清除率检测；B-5 种 FEE 在不同浓度下的 FRAP 检测。 

A-DPPH radical scavenging ability of five kinds of FEE in different concentrations; B-FRAP of five kinds of FEE in different concentrations. 

图 1  FEE 抗氧化活性 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Antioxidant activity of FEE ( x s , n = 3)
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A-5 种 FEE 对 SH-SY5Y 细胞的毒性影响；B-5 种 FEE 对 SH-SY5Y 细胞氧化应激模型细胞活力的影响；C-5 种 FEE 对 SH-SY5Y 细胞氧化应

激模型活性氧水平的影响；D-5 种 FEE 对 SH-SY5Y 细胞氧化应激模型 SOD 水平的影响；E-5 种 FEE 对 SH-SY5Y 细胞氧化应激模型 MDA 水

平的影响，与空白组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同。 

A-toxic effects of five kinds of FEE in SH-SY5Y cells; B-effects of five kinds of FEE on cell viability in oxidative stress model of SH-SY5Y cells; C-

effects of five kinds of FEE on reactive oxygen species in oxidative stress model of SH-SY5Y cells; D-effects of five kinds of FEE on SOD levels in 

oxidative stress model of SH-SY5Y cells; E-effects of five kinds of FEE on MDA levels in oxidative stress model of SH-SY5Y cells, *P < 0.05  **P < 

0.01 vs control group；#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 2  FEE 对 SH-SY5Y 细胞氧化应激损伤保护作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Protective effects of FEE on oxidative stress damage in SH-SY5Y cells ( x s , n = 3) 
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A-5 种 FEE 对 PC-12 细胞氧糖剥离模型细胞活力的影响；B-5 种 FEE 对 PC-12 细胞氧糖剥离模型 ROS 水平的影响。 

A-effects of five kinds of FEE on cell viability in oxygen-glucose deprivation model of PC-12 cells; B-effects of five kinds of FEE on ROS in oxygen-

glucose deprivation model of PC-12 cells. 

图 3  FEE 对 PC-12 细胞缺糖缺氧损伤的保护作用研究 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Protective effects of FEE on oxygen-glucose deprivation-induced damage in PC-12 cells ( x s , n = 3)

 

A-FEE 对 MCAO 大鼠神经行为学的影响；B-FEE 对 MCAO 大鼠脑梗死率的影响，与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P

＜0.05  ##P＜0.01，下图同。 

A-effects of FEE on neuro-behavioral function in MCAO rats; B-effects of FEE on cerebral infarction rate in MCAO rats, *P < 0.05  **P < 0.01 vs sham 

group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 4  FEE 对 MCAO 大鼠神经行为学及脑梗死率的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 4  Effects of FEE on neurobehavioral sciences and cerebral infarction rate in MCAO rats ( x s , n = 5) 

金丝桃苷和槲皮苷均可改善 MCAO 大鼠神经功

能。与模型组比较，淫羊藿素、槲皮苷组术后各时

间点评分具有下降趋势，金丝桃苷组术后 24、48 h

评分有下降趋势，术后 72 h 评分显著降低（P＜

0.01）。如图 4-B 所示，假手术组动物脑组织无梗

死，模型组梗死明显（P＜0.01），可达（28.66±

4.83）%；与模型组比较，丁苯酞在 80 mg/kg 剂量

下显现出良好的降低脑梗死率的作用（P＜0.05）；

淫羊藿素、金丝桃苷、槲皮苷组的梗死率分别为

（16.39±5.43）%、（16.97±5.39）%和（18.61±

3.74）%，与模型组比较具有显著性差异（P＜0.05、

0.01），其梗死抑制率分别为 42.81%、40.79%和

35.07%。提示 100 mg/kg 淫羊藿素、金丝桃苷、槲

皮苷可降低 MCAO 大鼠脑梗死范围，改善大鼠神

经功能。 

3.3.2  对 MCAO 大鼠 GSH、MDA 水平及 SOD 活

性的影响  与假手术组比较，模型组大鼠脑组织

GSH 水平及 SOD 活性明显降低（P＜0.05、0.01），

MDA 水平升高（P＜0.05），表明术后机体清除氧自

由基能力的改变。各给药组干预后，如图 5 所示， 
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图 5  FEE 对 MCAO 大鼠 GSH (A)、SOD (B)、MDA (C) 含量的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of FEE on contents of GSH (A), SOD (B), MDA (C) in MCAO rats ( x s , n = 3) 

80 mg/kg 丁苯酞 ig 给药可显著升高机体GSH 水平、

SOD 活性（P＜0.01），MDA 水平有降低趋势；淫羊

藿素可显著升高 SOD 活性（P＜0.01），对 GSH 水

平的降低及 MDA 水平的升高具有改善作用，但无

显著性差异；金丝桃苷可显著升高 SOD 活性、降低

MDA 水平（P＜0.05、0.01），对 GSH 水平具有升

高趋势；槲皮苷可显著升高 GSH 水平、SOD 活性

（P＜0.05、0.01），降低 MDA 水平（P＜0.05）。以

上结果显示，淫羊藿素、金丝桃苷、槲皮苷可不同

程度改善 MCAO 大鼠机体清除氧自由基的能力，

对控制脑缺血氧化应激过程具有积极作用。 

4  讨论 

长期以来，围绕脑缺血治疗，无论是基础理论

研究或是药物研发，一直受到广大研究者的重视。

目前治疗脑卒中的实际用药情况并不容乐观，临床

上疗效确切的药物仍十分罕见。在缺血性脑卒中急

性期治疗中，其治疗关键是恢复脑血流，但随之而

来的是再灌注引起的损伤。该损伤主要是指缺血期

间神经细胞功能和生物活性受到抑制导致神经元

功能丧失，同时又诱导出大量氧自由基等物质，从

而进一步加重神经元损伤[26]。许多动物和临床实

验研究试图通过拮抗、阻断或减缓脑卒中的病理相

关分子开拓缺血性脑损伤的神经保护疗法，减轻脑

损伤从而达到治疗的目的[27-28]。有专家指出，在临

床实际应用中联合氧化应激治疗以防止低回声易

损斑块破裂对于早期预防卒中及疾病预后具有潜

在的有效性[29-31]。《中国急性缺血性脑卒中诊治指

南》（2018 版）[32]中推荐的神经保护用药仅有依达

拉奉、丁基苯酞以及细胞膜稳定剂胞二磷胆碱，因

此，继续开发新的、对缺血再灌注损伤具有治疗作

用的神经保护药物具有重要意义。 

我国是中草药资源的自然储库，许多天然产物

中含有丰富的抗神经系统类疾病的化合物成分。淫

羊藿作为我国传统常用中药，资源丰富，相关的药

理活性研究也取得了丰硕成果。淫羊藿主要化学成

分 FEE 在抗神经系统氧化损伤方面作用突出，在治

疗脑卒中疾病中表现出了良好的开发前景[12-16]。本

研究基于抗氧化活性筛选出 FEE 中具有抗缺血再

灌注损伤活性的化学成分。目前，抗氧化活性检测

的方法较多，但大部分是针对特定自由基的清除活

性，并不能代表检测物整体[33]。FRAP 检测方法是

针对样品总还原能力进行的检测方法[34]，其原理明

确，操作简便，被认为是反映样品整体抗氧化活性

的有效手段。本研究采用 FRAP 与 DPPH 检测相结

合的方法综合评估化合物抗氧化活性，结果显示

FEE 中淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、金丝桃苷、槲皮苷

和 β-脱水淫羊藿素均有较强的 DPPH 自由基清除能

力和总抗氧化能力，且具有浓度相关性，与相关研

究结论一致[35]。 

现代药理学研究表明，淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、

金丝桃苷、槲皮苷和 β-脱水淫羊藿素均为有价值的

抗氧化剂，其药理活性在众多研究中已得到证实[36-40]。

淫羊藿素、金丝桃苷和槲皮苷具有抗氧化损伤、神经

细胞保护、促进神经元再生、减少脑组织病理变化

等作用。淫羊藿素可明显改善局灶性脑缺血再灌注

损伤小鼠神经细胞凋亡、氧化和硝化应激、脂质过

氧化和细胞外基质在大脑中的积累，降低神经损伤、

梗死体积和组织病理学变化，逆转与脑萎缩、衰老

相关的信号蛋白表达[20-21,41]；金丝桃苷和槲皮苷具有

与淫羊藿素类似的药理活性，金丝桃苷可通过抑制自

由基生成、Ca2+内流及脂质过氧化物生成对缺氧/再给

氧的神经细胞和离体脑片发挥保护作用[42-43]，有效

减轻大鼠脑缺血再灌注早期脑水肿及氧化应激损

伤，改善低氧大鼠认知功能，具有显著的脑保护作

用[22,44]；槲皮苷亦可通过调节 ROS 和 ATP 的生成，

保护缺氧神经元免于死亡，促进皮质神经元存活，
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通过抑制氧化应激及炎症反应对脑组织产生保护作

用[45-47]。本研究结果表明，淫羊藿素、金丝桃苷和

槲皮苷可显著抑制 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞氧化

应激损伤和缺糖缺氧诱导的 PC12 细胞损伤，具有

显著的神经细胞保护作用；通过对再灌注前后动物

神经行为学指标及脑组织梗死面积进行检测发现，

淫羊藿素、金丝桃苷和槲皮苷均可改善 MCAO 大

鼠神经功能，不同程度地降低脑梗死面积，对急性

缺血性再灌注大鼠具有保护作用，且淫羊藿素、金

丝桃苷、槲皮苷还能够提高 GSH、SOD 含量，改善

MCAO 大鼠机体清除氧自由基的能力，对控制脑缺

血氧化应激过程具有积极作用。淫羊藿次苷 I 和 β-

脱水淫羊藿素虽在体外表现出了良好的抗氧化活

性，但在细胞模型验证中仅在个别氧化应激检测指

标中发挥作用，未能达到改善神经细胞损伤的目的，

这可能与本研究在论证过程中设置的浓度剂量未达

到起效浓度有关，但更多的原因可能在于其化合物

的药理活性。研究显示，淫羊藿次苷 I 和 β-脱水淫羊

藿素被报道最多的是抗肿瘤及骨保护作用[48-49]，β-脱

水淫羊藿素虽有报道具有神经保护功能，但其机制

目前并不明晰，可能与雌激素受体等其他信号通路

有关[50]。本研究表明，淫羊藿素、金丝桃苷和槲皮

苷在同一剂量下对神经系统的保护作用优于淫羊藿

次苷 I 和 β-脱水淫羊藿素。 

综上，淫羊藿素、金丝桃苷、槲皮苷具有良好

的体外抗氧化及神经系统保护活性，是 FEE 发挥抗

缺血再灌注损伤作用的主要抗氧化活性成分，在治

疗缺血性卒中病变中存在巨大潜力。本研究有助于

了解 FEE 生物活性及药理作用，为其用于治疗中枢

神经系统疾病的药物开发提供依据，为促进中药材

在临床治疗中的应用奠定理论基础。在后续研究中，

还需继续挖掘 FEE 抗缺血性脑卒中疾病的其他作

用机制，进一步探讨其对卒中疾病的防治作用。 
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