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木鳖子醇提物调控 Nrf2/Keap1 信号通路缓解过氧化氢诱导的神经细胞
氧化损伤  
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摘  要：目的  探讨木鳖子醇提物对过氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）诱导的 SH-SY5Y 神经细胞氧化应激损伤及 Kelch

样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）/核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2，Nrf2）通路的影响。方法  采用 200 μmol/L H2O2 诱导 SH-SY5Y 细胞损伤，给予 8、16、32 μg/mL 木鳖子醇提物干

预后，采用 MTS 检测细胞活力；采用流式细胞术分析细胞凋亡及活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平；采用试剂盒

测定超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性及丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平；采用 qRT-PCR 检测 Nrf2、

Keap1、血红素氧合酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、醌氧化还原酶 1 [NAD(P)H quinone oxidoreductase 1，NQO1]、SOD1、

SOD2、过氧化氢酶（catalase，CAT）、B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X 

protein，Bax）mRNA 表达；采用免疫荧光法检测 Nrf2、Bcl-2 蛋白表达；采用 Western blotting 检测 Keap1、Bax 蛋白表达。

结果  与模型组比较，木鳖子醇提物可改善 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞形态，显著提高细胞活力（P＜0.001），降低细胞凋

亡率和 ROS、MDA 水平（P＜0.05、0.01、0.001），提高 SOD 活性（P＜0.001），上调 HO-1、NQO1、CAT、SOD1、SOD2 

mRNA 表达（P＜0.01、0.001），上调 Nrf2、Bcl-2 mRNA 及蛋白表达（P＜0.05、0.01、0.001），促进 Nrf2 入核，下调 Keap1、

Bax mRNA 及蛋白表达（P＜0.05、0.001）。结论  木鳖子醇提物通过激活 Nrf2/Keap1 信号通路，提高抗氧化酶活性，抑制

氧化应激损伤，并通过调控 Bcl-2/Bax 途径抑制细胞凋亡，从而发挥神经保护作用。 
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Ethanol extract of Momordica cochinchinensis alleviates hydrogen peroxide-

induced oxidative damage in SH-SY5Y cells by regulating Nrf2/Keap1 signaling 
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Abstract: Objective  To explore the effect of ethanol extract of Momordica cochinchinensis on hydrogen peroxide (H2O2)-induced 

oxidative stress damage in SH-SY5Y neuroblastoma cells and Kelch like ECH associated protein 1 (Keap1)/nuclear factor erythroid 
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2-related factor 2 (Nrf2) pathway. Methods  200 μmol/L H2O2 was used to induce SH-SY5Y cell damage, and after intervention with 

ethanol extract of M. cochinchinensis (8, 16, 32 μg/mL), MTS was used to detect cell viability; Cell apoptosis and reactive oxygen 

species (ROS) level were analyzed by flow cytometry; Reagent kit was used to measure the activity of superoxide dismutase (SOD) 

and level of malondialdehyde (MDA); qRT-PCR was used to detect the mRNA expressions of Nrf2, Keap1, heme oxygenase-1 (HO-

1), NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1), SOD1, SOD2, catalase (CAT), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) and Bcl-2 associated X 

protein (Bax); Immunofluorescence method was used to detect the expressions of Nrf2 and Bcl-2 proteins; Western blotting was used 

to detect the expressions of Keap1 and Bax proteins. Results  Compared with model group, ethanol extract of M. cochinchinensis 

could improve the morphology of SH-SY5Y cells induced by H2O2, significantly increase cell viability (P < 0.001), reduce cell 

apoptosis rate and levels of ROS, MDA (P < 0.05, 0.01, 0.001), increase SOD activity (P < 0.001), up-regulate HO-1, NQO1, CAT, 

SOD1, SOD2 mRNA expressions (P < 0.01, 0.001), up-regulate Nrf2, Bcl-2 mRNA and protein expressions (P < 0.05, 0.01, 0.001), 

promote Nrf2 nuclear entry, and down-regulate Keap1, Bax mRNA and protein expressions (P < 0.05, 0.001). Conclusion  The 

ethanol extract of M. cochinchinensis exerts neuroprotective effects by activating Nrf2/Keap1 signaling pathway, increasing antioxidant 

enzyme activity, inhibiting oxidative stress damage, and regulating Bcl-2/Bax pathway to suppress cell apoptosis. 

Key words: Momordica cochinchinensis (Lour.) Spreng.; oxidative stress; Nrf2/Keap1 signaling pathway; SH-SY5Y cells; 

neuroprotection; cell apoptosis 

神经退行性疾病如阿尔茨海默病和帕金森病

严重威胁人类健康，其发病机制复杂，而氧化应激

是其重要的致病机制之一[1]。氧化应激是指机体受

到有害刺激时，活性氧（reactive oxygen species，

ROS）过度积累，机体内的氧化程度超出氧化物的

清除能力，导致机体内抗氧化系统失衡，诱发脂质

过氧化、蛋白氧化及 DNA 损伤，进而导致神经元

功能障碍，甚至细胞凋亡[2]。研究表明，核因子 E2

相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 

2，Nrf2）/Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Kelch-

like ECH-associated protein 1，Keap1）-抗氧化反应

元件“（antioxidant response element，ARE）信号通路

是细胞抵御氧化应激的重要调控机制，当受到氧化

应激刺激时，Nrf2 与 Keap1 解离，进入细胞核与

ARE 结合，影响下游血红素氧合酶 -1（heme 

oxygenase-1，HO-1）、醌氧化还原酶 1 [NAD(P)H 

quinone oxidoreductase 1，NQO1]、超氧化物歧化酶

“（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶“（catalase，

CAT）等抗氧化酶的活性，增强机体的抗氧化防御

能力，减少氧化损伤，从而维持机体氧化与抗氧化

的平衡[3-6]。 

木鳖子为葫芦科苦瓜属植物木鳖 Momordica 

cochinchinensis (Lour.) Spreng.的干燥成熟种子，具

有消肿散结、攻毒疗疮的功效，临床上常用于治疗

疮疡、乳痈等[7]。现代药理学研究表明，木鳖子在

抗肿瘤、抗炎、免疫调节和抗氧化等方面均具有显

著作用，其生物碱部位提取物和乙醇提取物能够有

效清除自由基，其水提取物能够模拟神经生长因子

的作用，促进周围和中枢神经系统损伤的恢复[8-11]。

但其在神经保护尤其是缓解氧化应激损伤方面尚

无系统研究。本研究通过建立过氧化氢（hydrogen 

peroxide，H2O2）诱导的人神经母细胞瘤 SH-SY5Y

细胞氧化应激损伤模型，以 Keap1/Nrf2-ARE 信号

通路调控 ROS 生成，抑制 SH-SY5Y 细胞氧化应激

损伤为切入点，探讨木鳖子醇提物是否通过调控

SH-SY5Y 细胞内的氧化还原平衡，减少氧化应激损

伤，抑制细胞凋亡，从而发挥对 SH-SY5Y 细胞的

保护作用，以期为木鳖子的神经保护作用提供实验

依据，并为其在神经退行性疾病中的潜在应用提供

理论支持。 

1  材料 

1.1  细胞 

SH-SY5Y 细胞为本实验室保存，用含 15%胎

牛血清、1%青霉素-链霉素的完全培养基，置于

37 ℃、饱和湿度、5% CO2 培养箱中培养。48 h 更

换新培养基，次日进行传代，取对数生长期的细胞

进行后续实验。 

1.2  药材 

木鳖子“（产地为广西，批号 B092a2201010）购

自广西中恒中药材产业发展有限公司，经广西中医

药大学药用植物学教研室戴忠华副教授鉴定为葫

芦科苦瓜属植物木鳖 M. cochinchinensis (Lour.) 

Spreng.的干燥成熟种子。 

1.3  药品与试剂 

MEM/F12 培养基“（批号 PM151220）购自武汉

普诺赛生命科技有限公司；PBS 缓冲液（批号
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20231114）购自江苏凯基生物技术股份有限公司；

胎牛血清“（批号 1912660C）、青霉素-链霉素混合液

“（批号 15140122）购自美国 Gibco 公司；细胞增殖

检测试剂盒“（批号 G3580）购自美国 Promega 公司；

H2O2“（批号 2021090601）购自成都科隆化学品有限

公司；Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒“（批号

C1062M）、ROS 检测试剂盒“（批号 S0033S）、BCA

蛋白浓度测定试剂盒（批号 P0012）购自碧云天生

物技术有限公司；SOD 试剂盒（批号 20240912）、

丙二醛（malondialdehyde，MDA）试剂盒（批号

20240911）购自南京建成生物工程研究院；DNA 提

取试剂盒“（批号 D3396-01）、RNA 提取试剂盒“（批

号 R6934-01）购自美国 Promega 公司；Nrf2 抗体

“（批号 80593-1-RR）、B 细胞淋巴瘤 -2（B-cell 

lymphoma-2，Bcl-2）抗体“（批号 80313-1-RR）、Keap1

抗体“（批号 80744-1-RR）、Bcl-2 相关 X 蛋白“（Bcl-

2 associated X protein，Bax）抗体（批号 50599-2-

Ig）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（ glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号

10494-1-AP）、CoraLite488 标记的山羊抗兔 IgG 抗

体“（批号 SA00013-2）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG 抗

体（批号 SA00001-2）购自武汉三鹰生物技术有限

公司。 

1.4  仪器 

HERAcell 150i 型 CO2 细胞培养箱、AttuneNxT

超高速流式细胞仪“（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；SW-CJ-1F 型超净工作台“（苏州安泰空气技术

有限公司）；CKX41 型倒置显微成像系统（日本

Olympus 公司）；SpectraMaxR iD3 型多功能酶标仪

“（美国 Molecular Devices 公司）；LightCycler® 96 全

自动实时荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）；

EVOSM5000型细胞成像系统（美国 Invitrogen公司）。 

2  方法 

2.1  木鳖子醇提物的制备 

取木鳖子种仁药材 2 kg，粉碎，加入 5 倍量石

油醚，室温浸泡脱脂 3 次，每次 24 h，脱脂后挥干

石油醚；加入 10 倍量 50%乙醇，回流提取 3 次，

每次 2 h，滤过，合并滤液，减压回收溶剂，冷冻干

燥得木鳖子醇提物干膏 140 g，得膏率为 7%。以齐

墩果酸为对照品，采用比色法[12]测定木鳖子总皂苷

质量分数为 2.32%。精密称取适量木鳖子醇提物样

品，用二甲基亚砜溶解为 45 mg/mL 的母液，过 0.22 

μm 滤膜除菌，保存于 4 ℃冰箱。 

2.2  MTS 法检测细胞活力 

2.2.1  木鳖子醇提物对 SH-SY5Y 细胞活力的影响  

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为 1×

105 个/mL，每孔 100 μL 接种于 96 孔板，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h 待细胞贴壁后，实验组

分别加入含不同质量浓度（1、2、4、8、16、32、

64、128、256 μg/mL）木鳖子醇提物的培养基，对

照组加入完全培养基，另设置不接种细胞的空白

孔。分别干预 12、24、48 h 后，弃去培养液，每孔

加入 100 μL 含 10% MTS 的 MEM/F12 完全培养基，

于细胞培养箱中避光孵育 2 h，采用酶标仪测定 490 

nm 处的吸光度（A）值，计算细胞活力。 

细胞活力＝(A 实验/A 空白)/(A 对照/A 空白) 

2.2.2  H2O2 对 SH-SY5Y 细胞活力的影响  取适量

体积的 30% H2O2，用超纯水稀释成浓度为 100 

mmol/L 的母液，过 0.22 μm 滤膜除菌，分装储存于

−20 ℃。使用时取适量体积的母液，用完全培养基

稀释至所需浓度。取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，

调整密度为 1×105 个/mL，每孔 100 μL 接种于 96

孔板，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 待细胞

贴壁后，实验组分别加入不同浓度（6.25、12.50、

25.00、50.00、100.00、200.00、400.00 μmol/L）的

H2O2 溶液，对照组加入完全培养基，另设置不接种

细胞的空白孔。干预 24 h 后，弃去培养液，每孔加

入 100 μL 含 10% MTS 的完全培养基，于细胞培养

箱中避光孵育 2 h，采用酶标仪测定 490 nm 处的 A

值，计算细胞活力。 

2.2.3  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞

活力的影响  取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调

整密度为 1×105 个/mL，每孔 100 μL 接种于 96 孔

板，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h 待细胞贴

壁后，设置对照组、模型组和木鳖子醇提物“（8、16、

32 μg/mL）组。对照组加入不含药物的培养基，模

型组加入含 200 μmol/L H2O2 的培养基，给药组加

入含不同质量浓度木鳖子醇提物和 200 μmol/L 

H2O2 的培养基，另设置不接种细胞的空白孔。培养

24 h 后，弃去培养液，每孔加入 100 μL 含 10% MTS

的完全培养基，于细胞培养箱中避光孵育 2 h，采用

酶标仪测定 490 nm 处的 A 值，计算细胞活力。 

2.3  细胞形态观察 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为

4×105个/mL，每孔 2 mL 接种于 6 孔板，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h 待细胞贴壁后，按照
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““2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，于倒置显微镜

下观察各组细胞形态。 

2.4  流式细胞术检测细胞凋亡情况 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为

4×105个/mL，每孔 2 mL 接种于 6 孔板，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h 待细胞贴壁后，按照

““2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，收集各组细胞，

PBS 重悬并计数，取约 5×104个重悬于 1.5 mL EP

管中，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入 195 μL 

Annexin V-FITC 结合液轻轻重悬细胞，加入 5 μL 

Annexin V-FITC 混匀，再加入 10 μL 碘化丙啶“（PI）

染色液混匀，室温避光孵育 10 min，冰浴避光放置，

1 h 内上机检测。 

2.5  流式细胞术检测细胞内 ROS 水平 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为

4×105个/mL，每孔 2 mL 接种于 6 孔板，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h 待细胞贴壁后，按照

“2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，按照 ROS 检测试

剂盒说明书染色，室温避光孵育 15 min，孵育结束后

在 30 min 内用流式细胞仪检测细胞内 ROS 水平。 

2.6  细胞内 SOD 活性及 MDA 水平检测 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为

4×105个/mL，每孔 2 mL 接种于 6 孔板，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h 待细胞贴壁后，按照

““2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，收集细胞，PBS

清洗 1 次，收集细胞沉淀，加入 200 μL PBS，置于

冷冻匀浆机中充分匀浆，匀浆结束后 4 ℃、12 000 

r/min 离心 5 min，取上清，采用 BCA 试剂盒测定

蛋白浓度，按照试剂盒说明书测定 SOD 活性及

MDA 水平。 

2.7  qRT-PCR 法检测抗氧化及凋亡相关基因表达 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为

4×105个/mL 接种于 25 cm2 无菌培养瓶中，每瓶 5 

mL，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 待细胞

贴壁后，按照“2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，

胰酶消化，PBS 清洗细胞 2 次，离心收集细胞沉淀，

按照总 RNA 提取试剂盒说明书提取细胞中总

RNA，逆转录成 cDNA。引物序列见表 1，使用

LightCycler® 96 荧光定量 PCR 仪，进行 qRT-PCR

检测，反应体系（20 μL）为 cDNA 2.0 μL、正反向

引物“（10 μmol/L）各 1 μL、2×SYBR Green GOTap 

Master Mix 10 μL、ddH2O 6 μL。反应程序为 95 ℃、

120 s；95 ℃、15 s，60 ℃、30 s，共 45 个循环。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 

β-actin F: AAGGATTCCTATGTGGGCGAC 

 R: CGTACAGGGATAGCACAGCC 

Nrf2 F: TCTTCTGTGCTGTCAAGGG 

 R: CTCTTTCCGTCGCTGACT 

Keap-1 F: TGCGTCCTGCACAACTGTAT 

 R: CCAGGAACGTGTGACCATCA 

HO-1 F: ACTCCCTGGAGATGACTCCC 

 R: TCTTGCACTTTGTTGCTGGC 

NQO1 F: GCTGGTTTGAGCGAGTGTTC 

 R: GTGGATCCCTTGCAGAGAGT 

SOD1 F: AAAGATGGTGTGGCCGATGT 

 R: CAAGCCAAACGACTTCCAGC 

SOD2 F: AAACCTCAGCCCTAACGGTG 

 R: GAGCCTTGGACACCAACAGA 

CAT F: AGTGATCGGGGGATTCCAGA 

 R: GAGGGGTACTTTCCTGTGGC 

Bax F: CATGGGCTGGACATTGGACT 

 R: AAAGTAGGAGAGGAGGCCGT 

Bcl-2 F: GAACTGGGGGAGGATTGTGG 

 R: ATCACCAAGTGCACCTACCC 

以 β-actin 为内参基因，采用 2−ΔΔCt 法计算各基因的

相对表达量。 

2.8  免疫荧光法检测 Nrf2、Bcl-2 蛋白表达 

将细胞接种于 96 孔板（黑色/透明底）中，按

照““2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，PBS 清洗 3

次，用 4%多聚甲醛室温固定 15 min，1% Triton 100

通透 30 min，PBS 清洗 3 次，加入 5%牛血清白蛋

白于室温下封闭 30 min，加入一抗 Nrf2“（1∶600）、

Bcl-2“（1∶250），4 ℃孵育过夜。次日，PBS 清洗 3

次后，加入 CoraLite488 标记的山羊抗兔 IgG 二抗，

室温下避光孵育 1 h，PBS 清洗 3 次，DAPI 复染核

10 min，于荧光显微镜下观察并拍照，采用 Image J

软件分析荧光强度。 

2.9  Western blotting 检测 Keap1、Bax 蛋白表达 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞，调整密度为

4×105个/mL 接种于 25 cm2 无菌培养瓶中，每瓶 5 

mL，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 待细胞

贴壁后，按照“2.2.3”项下分组处理细胞 24 h 后，

胰酶消化，PBS 清洗细胞 2 次，离心收集细胞沉淀，

加入 100 μL 裂解液，置于−20 ℃冰箱过夜。次日，

冰上超声 20 min，12 000 r/min 离心 20 min，取上

清，按照 BCA 试剂盒进行蛋白定量，用双蒸水调整

蛋白浓度，加入 4×SDS 蛋白上样缓冲液混合，

99 ℃加热 10 min 使蛋白变性。蛋白样品经 10%十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF
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膜，加入 5%脱脂牛奶于室温封闭 0.5 h 后，TBST

洗膜 3 次，每次 5 min。分别加入一抗 Keap1（1∶

3 000）、Bax（1∶10 000）、GAPDH（1∶5 000），

4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 5 min。加入

二抗（1∶5 000），室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，

每次 5 min。加入 ECL 化学发光试剂显影，采用

Image J 软件分析条带灰度值。 

2.10  统计学分析 

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，

GraphPad Prism 9.0 软件绘图，数据采用 x s 表示，

组间差异比较采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  木鳖子醇提物对 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

如图 1 所示，4、8、16、32 μg/mL 的木鳖子醇

提物干预 SH-SY5Y 细胞 12、24、48 h，对细胞的

生长有促进作用；64 μg/mL 木鳖子醇提物干预 SH-

SY5Y 细胞 12、24 h，可促进细胞生长，而 64 μg/mL

木鳖子醇提物干预 SH-SY5Y 细胞 48 h，抑制细胞

生长；128、256 μg/mL 木鳖子醇提物干预 SH-SY5Y

细胞 12、24、48 h，对细胞的生长有抑制作用。木

鳖子醇提物干预 SH-SY5Y 细胞 12、24、48 h 的半

数抑制浓度“（half inhibitory concentration，IC50）值

分别为 285.8、188.4、83.0 μg/mL。由结果可知，1～

32 μg/mL 木鳖子醇提物对 SH-SY5Y 细胞无明显毒

性，且 32 μg/mL 木鳖子醇提物干预 24 h 时细胞活

力最高，因此，采用 8、16、32 μg/mL 木鳖子醇提

物干预 SH-SY5Y 细胞 24 h 进行后续实验。 

3.2  H2O2 对 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

如图 2 所示，200、400 μmol/L 的 H2O2 显著抑 

 

图 1  木鳖子醇提物对 SH-SY5Y 细胞活力的影响 

( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on 

viability of SH-SY5Y cells ( x s , n = 6) 

 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

图 2  H2O2对 SH-SY5Y 细胞活力的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effect of H2O2 on viability of SH-SY5Y cells 

( x s , n = 6) 

制细胞活力（P＜0.001），IC50 为 252.3 μmol/L。因

此，采用 200 μmol/L H2O2干预 SH-SY5Y 细胞 24 h

建立细胞损伤模型。 

3.3  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

活力的影响 

如图 3 所示，与对照组比较，模型组细胞活力

显著降低（P＜0.001）；与模型组比较，8、16、32 

μg/mL 的木鳖子醇提物显著提高 H2O2 诱导的 SH-

SY5Y 细胞活力“（P＜0.001），表明木鳖子醇提物能

够保护改善 H2O2诱导的氧化应激损伤。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比

较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 3  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞活力的

影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on 

viability of H2O2-induced SH-SY5Y cells ( x s , n = 6) 
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3.4  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

形态的影响 

如图 4 所示，对照组细胞生长良好，树枝状轴

突明显，细胞呈椭圆形或梭形，细胞密度较大且细

胞贴壁性良好；模型组细胞皱缩，形态变为圆形，

细胞密度变小，细胞间隙变大；木鳖子醇提物组细

胞密度增大，且呈剂量相关性，表明木鳖子醇提物

能够改善 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞形态损伤。 

 

箭头指示损伤细胞。 

Arrow indicates damaged cells. 

图 4  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞形态的影响 (×20) 

Fig. 4  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on morphology of H2O2-induced SH-SY5Y cells (× 20) 

3.5  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

凋亡的影响 

Annexin-V/PI 双染色法可用于区分坏死细胞、

早期凋亡细胞及晚期凋亡细胞，Q4 为正常细胞，Q3

为早凋细胞，Q2 为晚凋细胞，Q1 为死亡细胞。如

图 5 所示，与对照组比较，模型组细胞凋亡率显著

升高“（P＜0.001）；与模型组比较，16、32 μg/mL 的

木鳖子醇提物显著降低H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞

凋亡率（P＜0.001）。 

3.6  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

内 ROS 水平的影响 

如图6所示，与对照组比较，模型组细胞内ROS

水平显著升高“（P＜0.001）；与模型组比较，16、32 

μg/mL 的木鳖子醇提物显著抑制 H2O2 诱导的 SH-

SY5Y 细胞内 ROS 水平（P＜0.05）。 

3.7  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

内 SOD 活性及 MDA 水平的影响 

如图 7 所示，与对照组比较，模型组细胞内 

 

图 5  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on apoptosis of H2O2-induced SH-SY5Y cells ( x s , n = 3) 
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图 6  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞内 ROS 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on ROS level in H2O2-induced SH-SY5Y cells ( x s , n = 3) 

 

图 7  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞内 SOD 活性及 MDA 水平的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on SOD activity and MDA level in H2O2-induced SH-SY5Y cells 

( x s , n = 3)

MDA 水平显著升高“（P＜0.001），SOD 活性显著降

低“（P＜0.001）；与模型组比较，16、32 μg/mL 的木

鳖子醇提物显著提高 SOD 活性（P＜0.001），8、16、

32 μg/mL 的木鳖子醇提物显著降低 MDA 水平（P＜

0.01、0.001）。 

3.8  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

抗氧化及凋亡相关基因表达的影响 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组 SOD1、

SOD2、CAT、Nrf2、NQO1 mRNA 表达水平显著降

低“（P＜0.05、0.01、0.001）；与模型组比较，8、16、

32 μg/mL 的木鳖子醇提物显著上调 SOD1、SOD2、

CAT、Nrf2、HO-1、NQO1、Bcl-2 mRNA 表达“（P＜

0.05、0.01、0.001），32 μg/mL 的木鳖子醇提物显著

下调 Bax、Keap1 mRNA 表达（P＜0.05、0.001）。 

3.9  木鳖子醇提物对 H2O2 诱导的 SH-SY5Y 细胞

Nrf2、Bcl-2 蛋白表达的影响 

如图 9 所示，对照组 Nrf2 主要分布在细胞质

中，与对照组比较，模型组胞质及核内 Nrf2 表达均

显著降低（P＜0.001）；给予 16、32 μg/mL 的木鳖

子醇提物干预后，Nrf2 表达显著增加“（P＜0.001），

且在细胞核内聚集。如图 10 所示，与对照组比较，

模型组 Bcl-2 表达显著降低（P＜0.001）；给予 8、

16、32 μg/mL 的木鳖子醇提物干预后，Bcl-2 表达

均显著增加（P＜0.05、0.001）。 
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图 8  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞抗氧化及凋亡相关基因表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on expressions of antioxidant and apoptosis related genes in H2O2-

induced SH-SY5Y cells ( x s , n = 3) 

 

箭头表示细胞核内 Nrf2 表达。 

Arrow indicates expression of Nrf2 in nucleus. 

图 9  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞 Nrf2 蛋白表达的影响 (×20; x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on Nrf2 protein expression in H2O2-induced SH-SY5Y cells 

(× 20; x s , n = 3) 

3.10  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞

Keap1、Bax 蛋白表达的影响 

如图 11 所示，与对照组比较，模型组 Keap1

蛋白表达水平呈升高趋势，Bax 蛋白表达水平显著

升高“（P＜0.05）；与模型组比较，32 μg/mL 的木鳖

子醇提物显著下调 Keap1、Bax 蛋白表达水平“（P＜

0.05）。 

4  讨论 

木鳖子具有较强的抗炎、活血化瘀、解毒疗疮

作用，在抗炎、抗肿瘤方面有广泛应用，但其药性

峻烈，高剂量使用可能引发一定毒性反应，限制了

其临床应用。现代研究发现，高剂量“（8～12 g）木

鳖子入汤剂服用基本安全，仅少数患者出现轻微不

良反应如恶心、腹泻和头痛[13-14]。王笑民教授采用 
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图 10  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞 Bcl-2 蛋白表达的影响 (×20; x s , n = 3) 

Fig. 10  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on Bcl-2 protein expression in H2O2-induced SH-SY5Y cells 

(× 20; x s , n = 3) 

  

图 11  木鳖子醇提物对 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞 Keap1、Bax 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  Effect of ethanol extract of M. cochinchinensis on protein expressions of Keap1 and Bax in H2O2-induced SH-SY5Y 

cells ( x s , n = 3) 

“以毒攻毒”理论，以 5 g 起始剂量逐步增加至 25 g，

成功治疗肺癌浮肿患者，说明合理控制剂量可提高

安全性，同时保持疗效[15]。动物实验显示，木鳖子

细粉按临床剂量的 20～100 倍给药 3 个月，100 倍

临床剂量组大鼠出现肝细胞轻度损伤和肺脏炎症

反应，停药后可部分恢复，而 20 倍剂量组未观察到

明显毒性，进一步证实木鳖子的安全剂量范围[16]。

本研究通过 MTS 法检测木鳖子醇提物对 SH-SY5Y

细胞的毒性，发现 1～32 μg/mL 质量浓度范围内未

表现出细胞毒性，反而促进了细胞生长，而超出该

质量浓度范围的木鳖子醇提物则呈现一定的细胞

毒性效应。这一结果与既往毒理学研究相一致，表

明在适宜剂量下，木鳖子醇提物可安全用于神经保

护研究，同时提示其在神经退行性疾病中的潜在应

用价值。 

大脑富含多不饱和脂肪酸且消耗氧气量较大，

对 ROS 极为敏感，易发生氧化损伤[17-18]。在氧化应

激状态下，ROS 与细胞膜中的脂质发生过氧化作用

生成 MDA，同时抗氧化酶 SOD 的活性下降，削弱

细胞对氧化损伤的抵抗力[19]。本研究结果显示，木

鳖子醇提物可降低损伤细胞中 ROS 及 MDA 水平，

同时提高 SOD 活性，上调 SOD1、SOD2、CAT mRNA

的表达，表明木鳖子醇提物可有效激活细胞抗氧化

防御系统，改善损伤细胞氧化损伤，维持细胞的氧
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化-抗氧化动态平衡。Nrf2 是调控细胞氧化应激反应

的关键转录因子，平衡氧化损伤和抗氧化机制。在

正常生理条件下，Nrf2 主要与 Keap1 结合并被泛素

化降解；当细胞遭受氧化损伤时，Nrf2 与 Keap1 解

离，并转位至细胞核与 ARE 结合，进而促进 HO-

1、NQO1 表达[20-22]。本研究结果显示，木鳖子醇提

物可上调 HO-1、NQO1 mRNA 表达，上调 Nrf2 

mRNA 及蛋白表达，促进 Nrf2 入核，下调 Keap1 

mRNA 及蛋白表达水平。表明木鳖子醇提物可能通

过激活Nrf2/Keap1-ARE通路提高细胞抗氧化能力，

减少神经氧化损伤。 

氧化应激可诱导线粒体损伤，激活细胞凋亡信

号通路，而 Bcl-2 蛋白家族是细胞凋亡的关键调节

因子，其中 Bcl-2 具有抗凋亡作用，Bax 则促进细

胞凋亡。当氧化应激加剧时，Bax 过度激活可引发

线粒体外膜通透性增加，释放细胞色素 C，引发细

胞凋亡级联反应[23-25]。因此，Bcl-2/Bax 值被认为是

衡量细胞凋亡程度的重要指标。本研究结果显示，

木鳖子醇提物可改善 H2O2 诱导的细胞形态损伤，

降低细胞凋亡率，抑制促凋亡蛋白 Bax mRNA 和蛋

白表达，促进抗凋亡蛋白 Bcl-2 mRNA 和蛋白表达。

表明木鳖子醇提物可通过调节 Bcl-2/Bax 相关信号

途径，抑制氧化应激诱导产生的凋亡因子，减轻细

胞凋亡程度，从而发挥神经保护作用。 

本研究系统评估了木鳖子醇提物对 H2O2 诱导

的 SH-SY5Y 细胞氧化应激损伤的保护作用，证实

其可通过激活 Nrf2/Keap1-ARE 通路提高抗氧化能

力，并调控 Bcl-2/Bax 相关凋亡信号以减少氧化应

激诱导的细胞凋亡。这一发现为木鳖子在神经退行

性疾病中的潜在应用提供了重要实验依据，推动了

中药活性成分在神经保护领域的深入开发。然而，

本研究仍存在一定局限性：（1）仅采用细胞实验，

尚需进一步结合动物模型以验证木鳖子醇提物在

体内的神经保护作用；（2）具体的活性成分尚未明

确，未来可进一步分离木鳖子醇提物中的关键化学

组分，探讨其具体药理作用机制；（3）虽然本研究

聚焦于 Nrf2/Keap1-ARE 和 Bcl-2/Bax 途径，但神经

细胞内的抗氧化和抗凋亡机制较为复杂，木鳖子醇

提物是否还涉及其他信号通路仍需深入研究。 
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