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［摘 要］ 目的：探究水飞蓟宾对过氧化氢（H2O2）诱导SH⁃SY5Y细胞损伤的保护作用及可能机制。方法：采用体外培养方法，

建立SH⁃SY5Y细胞的H2O2损伤模型。用水飞蓟宾预处理细胞后MTT法测定细胞的存活率；流式细胞术检测活性氧（reactive
oxygen species，ROS）、细胞凋亡和线粒体膜电位的变化；Western blot法检测Cleaved⁃Caspase⁃9、Cleaved⁃Caspase⁃3蛋白表达情

况。结果：与模型组比较，用50和100 μmol/L水飞蓟宾预处理SH⁃SY5Y细胞3 h能明显减轻H2O2诱导的SH⁃SY5Y损伤，显著

提高细胞存活率（P < 0.01）和减少凋亡（P < 0.05），减少细胞内ROS水平，稳定线粒体膜电位（P < 0.05），使Cleaved⁃Caspase⁃9
和Cleaved⁃Caspase⁃3的表达量下降。结论：水飞蓟宾可以保护SH⁃SY5Y细胞免受H2O2的损伤，其机制可能与水飞蓟宾的抗氧

化性、保护线粒体膜电位和降低Cleaved⁃Caspase⁃9和Cleaved⁃Caspase⁃3的表达量有关。

［关键词］ 水飞蓟宾；氧化应激；H2O2；帕金森病

［中图分类号］ R741.05 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2020）04⁃515⁃06
doi：10.7655/NYDXBNS20200410

Protective effects and mechanism of silibinin on SH⁃SY5Y cell injury induced by hydrogen
peroxide
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［Abstract］ Objective：To study the protective effect and possible mechanism of silibinin on cell damage of SH⁃SY5Y induced by
hydrogen peroxide（H2O2）. Methods：SH⁃SY5Y cell damage model was established by H2O2 in vitro. After pretreatment with silibinin，
the cell viability was determined by MTT，reactive oxygen species（ROS），apoptosis and mitochondrial membrane potential（MMP）were
determined by flow cytometry，and the expressions of Cleaved ⁃Caspase ⁃ 9 and Cleaved ⁃Caspase ⁃ 3 were detected by Western blot.
Results：Compared to the model group，pretreatment with 50 μmol/L and 100 μmol/L silibinin for 3 h attenuated the damage of SH⁃
SY5Y cells treated with H2O2，improved the cell survival rate（P＜0.05），reduced the apoptosis rates（P＜0.05）and the release of ROS，
stabilized MMP（P＜0.01），decreased the expression of Cleaved⁃Caspase⁃9 and Cleaved⁃Caspase⁃3. Conclusion：Silibinin can protect
SH ⁃ SY5Y cell from H2O2，which may be related to its antioxidant capacity，protection of mitochondrial membrane potential，and
reduction of the expression of Cleaved⁃Caspase⁃9 and Cleaved⁃Caspase⁃3.
［Key words］ silibinin；oxidative stress；H2O2；Parkinson’s disease

［J Nanjing Med Univ，2020，40（04）：515⁃520］

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是一种常见 的神经退行性疾病，其特征在于黑质中多巴胺能神

经元的选择性丧失。推测许多因素在PD的黑质纹

状体多巴胺能神经元细胞死亡机制中起作用，包括

氧化应激、活性氧（reactive oxygen species，ROS）的

细胞毒性、细胞内钙稳态的紊乱和外源、内源性毒

素以及线粒体功能障碍［1］。ROS在氧化应激中扮演

重要的角色［2］，过氧化氢（H2O2）是ROS的主要成分
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之一，可以跨膜扩散进入细胞内，是目前比较常用

的细胞氧化应激诱导剂，常用来建立细胞氧化应激

损伤模型。

预防由氧化应激诱导的细胞死亡的合理方法

之一是从膳食或药物中摄入抗氧化剂。水飞蓟宾

是从水飞蓟种子中提取出来的一类天然多酚类黄

酮，是水飞蓟素的主要活性成分［3］，其用于肝脏疾病

的治疗已经有 2 000多年的历史［4］。目前大量研究

表明水飞蓟素对各种神经障碍模型如阿尔茨海默

病、PD和脑缺血具有保护作用。而减少氧化应激、

炎性细胞因子和改变细胞凋亡机制是水飞蓟素神

经保护的主要机制［5］。有研究发现水飞蓟素通过提

高酶和非酶抗氧化功能来保护神经元免受氧化应

激和亚硝化应激，它能够抑制氧自由基、超氧自由

基以及蛋白质氧化产物的形成［6］。水飞蓟素混合物

中的水飞蓟宾主要负责其抗氧化活性［7］。水飞蓟素

治疗可降低乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，
LDH）、一氧化氮（nitric oxide，NO）和ROS水平，维持

氧化还原平衡［8］。此外，它还能通过维持线粒体功

能的完整性来抑制线粒体凋亡途径［9-10］。目前对于

水飞蓟宾在神经保护方面的研究较少且其机制尚

不清楚，本文研究了水飞蓟宾对H2O2诱导的 SH⁃
SY5Y细胞损伤的保护作用及可能的机制。

1 材料和方法

1.1 材料

人神经母细胞瘤 SH⁃SY5Y细胞株购自上海中

科院细胞库。MTT（Amresco公司，美国），水飞蓟

宾、二 甲 基 亚 砜（DMSO）（Sigma 公 司 ，美 国）；

DMEM、F12（大连美伦生物）；胎牛血清（天津康源生

物技术有限公司），ROS检测试剂盒、线粒体膜电位

检测试剂盒（上海碧云天有限公司）；凋亡检测试剂

盒、Mouse Anti⁃Active Caspase⁃3、Mouse Anti⁃Caspase
⁃9、Anti⁃Mouse IgG/HRP（Bioss公司，美国），GAPDH
（Santa Cruz公司，美国）。流式细胞仪（BECKMAN公

司，美国），CO2细胞培养箱（Thermo公司，美国），细胞

成像微孔板检测系统（Biotek Cytation 5，美国），蛋白

电泳仪、化学发光成像系统（BIO⁃RAD公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物配制

用含胎牛血清（10%）、链霉素（100 U/mL）、青霉

素（100 U/mL）的 DMEM/F12 混合培养基，在恒温

37 ℃ 含5% CO2的培养箱中培养SH⁃SY5Y细胞。水

飞蓟宾用DMSO配制成 500 mmol/L的母液，再用培

养基稀释成实验浓度。

1.2.2 H2O2诱导SH⁃SY5Y细胞氧化损伤模型的建立

取生长状态良好的SH⁃SY5Y细胞按照1×104个/孔
接种到96孔板中，待细胞覆盖率达到70%~80%，用

0、6.25、12.50、25.00、50.00、100.00、200.00、400.00、
800.00 μmol/L 的 H2O2作用于细胞，每组设置 3 个

复孔，24 h 后加入 100 μL 不完全培养基和 10 μL
5 mg/mL MTT，继续培养4 h后吸出孔内培养基，每孔

加入 150 μL DMSO，震荡 6 min，在酶标仪 490 nm波

长下检测每孔吸光度。

1.2.3 水飞蓟宾对SH⁃SY5Y细胞活力的影响

细胞培养同上，待细胞的覆盖率达到70%~80%，

分别加入水飞蓟宾 0、3.125、6.250、12.500、25.000、
50.000、100.000、200.000、400.000、800.000 μmol/L作

用于细胞，每组设置 3个复孔，24 h后，用MTT法测

定吸光度值。

1.2.4 水飞蓟宾保护 SH⁃SY5Y的最佳时间和药物

浓度的筛选

细胞培养同上，待细胞的覆盖率达到 70%~
80%，分别加入水飞蓟宾 0、6.25、12.50、25.00、
50.00、100.00、200.00、400.00、800.00 μmol/L作用于

细胞 3、6、12 h，弃去培养液，再加入终浓度为 200
μmol/L 的H2O2培养24 h，用MTT法测定吸光度值。

1.2.5 细胞凋亡的检测

流式细胞术检测细胞凋亡率。取状态良好的

SH⁃SY5Y细胞以4×105个/孔接种6孔板，待细胞覆盖

率达到70%~80%，替换为含水飞蓟宾50、100 μmol/L
的完全培养基 2 mL，空白组和模型组只更换培养

基，预处理细胞 3 h后，吸出培养基，空白组只更换

培养基，模型组和水飞蓟宾组加入含 200 μmol/L
H2O2的培养基2 mL处理细胞24 h后收集细胞，用预

冷的 PBS洗涤细胞 2次，按照试剂盒说明书，用 1×
Binding Buffer结合液调节细胞浓度为 1×106个/mL，
吸取100 μL的细胞液于1.5 mL离心管中，加入4 μL
AnnexinV⁃FITC和4 μL PI染料室温避光孵育5 min，
上机检测。

1.2.6 细胞内ROS水平的测定

流式细胞术检测细胞内ROS含量。细胞培养

和药物处理条件同上，药物处理后收集细胞，每组

加入无血清培养基稀释好的DCFH⁃DA染料 1 mL，
37 ℃细胞培养箱内孵育 20 min。孵育后用无血清

细胞培养液洗涤细胞3次，上机检测。

1.2.7 JC⁃1染色检测线粒体膜电位

细胞培养和药物处理条件同上，药物处理后离
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心收集细胞，用 500 μL的完全培养基重悬细胞，加

入500 μL JC⁃1染色工作液37 ℃下温育20 min，离心

收集细胞，用染色缓冲液洗涤细胞2次，用流式细胞

仪检测。

1.2.8 Western blot法检测Caspase⁃9和Caspase⁃3蛋

白表达情况

细胞分组处理同上，PBS洗涤细胞2次，每组加

入适量含1 mmol/L蛋白酶抑制剂PMSF的细胞裂解

液，冰上充分裂解 30 min，4 ℃ 13 000 g离心 5 min，
收上清，用BCA法测定蛋白浓度。取40 μg总蛋白，

经 10%的 SDS⁃PAGE分离后，转移到PVDF膜上，用

含 5%脱脂奶粉的 TBST室温封闭 1 h；分别加入用

TBST稀释的Mouse Anti⁃Caspase⁃3（1∶500）、Mouse
Anti⁃Caspase⁃9（1∶1 000）和GAPDH（1∶1 000）抗体，

4 ℃过夜孵育，用TBST洗膜 3次，每次 10 min，加入

抗鼠的 IgG（1∶2 000），室温孵育2 h，TBST洗膜3次，

每次10 min，用ECL超敏化学发光试剂盒显影。

1.3 统计学方法

采用 SPSS19.0 统计分析软件处理。计量资料

以均数±标准差（x ± s）来表示，两组间比较采用 t检

验；多组间均数比较采用单因素方差分析，两两比较

采用LSD⁃t检验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 H2O2对SH⁃SY5Y细胞活力的影响

MTT法检测H2O2对 SH⁃SY5Y细胞活力的影响

（图1）。SH⁃SY5Y细胞经H2O2处理后细胞活力明显

下降，在 12.5~800.0 μmol/L浓度范围内，随着H2O2

浓度升高，细胞活力呈梯度下降，与对照组相比差异

有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01），当H2O2的浓度为

200 μmol/L时细胞活力为（55.00±1.52）%，接近50%，

故选择200 μmol/L H2O2作为最佳模型浓度。

2.2 水飞蓟宾对SH⁃SY5Y细胞活力的影响

MTT法检测水飞蓟宾对 SH⁃SY5Y细胞活力的

影响（图2）。水飞蓟宾对SH⁃SY5Y细胞活力的抑制作

用不明显，只有当水飞蓟宾的浓度高于200 μmol/L时
才显著抑制细胞的活力（P < 0.05，P < 0.01），为了验

证水飞蓟宾低浓度长时间预处理和高浓度短时间

预处理对SH⁃SY5Y细胞的保护效果，后续实验水飞

蓟宾的浓度选择从 6.25~800.00 μmol/L。预处理时

间选择3、6、12 h。

2.3 水飞蓟宾对SH⁃SY5Y细胞氧化损伤的保护

MTT法检测水飞蓟宾保护 SH⁃SY5Y细胞免受

H2O2损伤情况（图 3）。用水飞蓟宾 25、50、100、200
μmol/L预处理 SH⁃SY5Y细胞 3 h后，对H2O2诱导的

SH⁃SY5Y细胞损伤起到了保护作用，与模型组相比

差异具有统计学意义（P < 0.05），且 50 μmol/L 和

100 μmol/L的水飞蓟宾保护作用具有显著的统计学

差异（P < 0.01）。用不同浓度水飞蓟宾分别预处理

6 h和 12 h，其保护效果均明显弱于预处理 3 h，所
以后续实验选择水飞蓟宾浓度为 50 μmol/L 和

100 μmol/L，预处理时间为3 h。
2.4 水飞蓟宾对H2O2诱导的 SH⁃SY5Y细胞凋亡的

影响

Annexin⁃V/PI双标流式细胞术检测细胞的凋亡

情况（图 4）。对照组细胞凋亡率为（4.52±2.98）%；

200 μmol/L H2O2作用细胞24 h后，模型组细胞的凋亡

率为（26.10±2.56）%，与对照组相比，H2O2显著诱导了

细胞的凋亡（P < 0.05）；当加入50、100 μmol/L的水飞

蓟宾预处理后细胞凋亡率分别为（14.30±1.21）%和

（20.01±4.09）%。与模型组相比，水飞蓟宾预处理组

显著减少了细胞凋亡（P < 0.05）。
2.5 水飞蓟宾对SH⁃SY5Y细胞内ROS的影响

DCFH⁃DA单标流式细胞术检测细胞内ROS的
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图2 不同浓度水飞蓟宾对SH⁃SY5Y细胞活力的影响

Figure 2 Effects of silibinin on the cell viability of SH ⁃
SY5Y cells
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图1 H2O2对SH⁃SY5Y细胞活力的影响

Figure 1 Effects of H2O2 on the cell viability of SH⁃SY5Y
cells
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水平（图5）。200 μmol/L H2O2可以使细胞内ROS水
平增多，与对照组相比差异有统计学意义（P <
0.05）；用 50 μmol/L和 100 μmol/L的水飞蓟宾预处

理细胞后，细胞内ROS的含量明显降低，与模型组

相比差异有统计学意义（P < 0.05），表明水飞蓟宾预

处理后可以降低H2O2诱导的ROS水平增加。

2.6 水飞蓟宾对H2O2诱导的 SH⁃SY5Y细胞线粒体

膜电位的影响

JC⁃1是一种广泛用于检测线粒体膜电位（mito⁃
chondrial membrane potential，MMP）的理想荧光探

针。在线粒体膜电位较高时，JC⁃1以聚合物形式聚

集在线粒体的基质中，可以产生红色荧光；在线粒
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图 4 流式细胞仪分析水飞蓟宾对H2O2诱导的 SH⁃SY5Y

细胞凋亡的影响

Figure 4 Effects of silibinin on the apoptosis of SH⁃SY5Y
cells incubated with H2O2 by FCM
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图3 水飞蓟宾对H2O2诱导的SH⁃SY5Y细胞活力的影响

Figure 3 Effects of silibinin on the cell viability of SH⁃SY5Y cells incubated with H2O2
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图 5 流式细胞仪分析水飞蓟宾对H2O2诱导的SH⁃SY5Y细

胞活性氧含量的影响

Figure 5 Effects of silibinin on the ROS levels of SH⁃SY5Y
cells incubated with H2O2 by FCM
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与对照组相比，*P＜0.01；与模型组相比，#P＜0.05（n=3）。
图 6 流式细胞仪分析水飞蓟宾对H2O2诱导的 SH⁃SY5Y

细胞线粒体膜电位影响

Figure 6 Effects of silibinin on the MMP of SH ⁃ SY5Y
cells incubated with H2O2 by FCM
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体膜电位较低时，JC⁃1单体不能聚集在线粒体的基

质中，可以产生绿色荧光。因此，荧光颜色是反映

线粒体膜电位变化的有效探针。通常用红绿荧光

的相对比例来衡量线粒体去极化的比例。本实验

结果见图6所示。对照组的绿色荧光（JC⁃1单体）占

比为（4.53±0.98）%；当加入 200 μmol/L的H2O2处理

细胞后，绿色荧光占比为（24.07±3.21）%，与对照组

相比，模型组线粒体膜电位下降，差异有统计学意

义（P < 0.01）；用 50 μmol/L和 100 μmol/L的水飞蓟

宾预处理后绿色荧光占比分别为（10.25±2.56）%和

（14.12±2.47）%，与模型组相比，水飞蓟宾预处理组

明显升高了线粒体膜电位（P < 0.05）。表明水飞蓟

宾对恢复细胞线粒体膜电位具有一定作用。

2.7 水飞蓟宾对 SH⁃SY5Y细胞内Cleaved⁃Caspase⁃
9与Cleaved⁃Caspase⁃3蛋白表达的影响

Western blot法检测凋亡相关蛋白表达情况（图

7）。与对照组比较，H2O2可以诱导Cleaved⁃Caspase⁃
9和Cleaved⁃Caspase⁃3表达增加，而水飞蓟宾预处理

后细胞的Cleaved⁃Caspase⁃9和Cleaved⁃Caspase⁃3表
达较模型组减少。提示水飞蓟宾预处理后能够抑

制凋亡相关蛋白Caspase⁃9和Caspase⁃3激活，从而

减少H2O2诱导的细胞凋亡。

3 讨 论

PD为年龄依赖的黑质多巴胺能神经元退行性

疾病［11-12］，目前尚无治愈的方法［13］。研究表明，氧化

应激和线粒体功能紊乱是诱发 PD的主要因素，以

保护线粒体和抗氧化为目标已成为预防PD疾病的

主要研究热点［14］。

ROS水平是评价细胞氧化还原状态的主要指

标，当细胞ROS的生成和消耗处于不平衡状态时就

会诱发细胞产生氧化应激［15］。H2O2是一种重要的

ROS，极易透过细胞膜，与细胞内铁离子形成高活性

的自由基，导致一系列损伤细胞的反应［16］。本研究

发现，与对照组相比，加入H2O2后细胞ROS水平和

细胞凋亡显著增加（P＜0.05）。氧化应激可能会导
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A：Western blot 检测细胞中Caspase⁃9/Cleaved⁃Caspase⁃9和Caspase⁃3/Cleaved⁃Caspase⁃3的表达；B：Cleaved⁃Caspase⁃9蛋白相对表达量分析

结果；C：Cleaved⁃Caspase⁃3蛋白相对表达量分析结果。与对照组相比，*P＜0.05；与模型组相比，#P＜0.05（n=3）。
图7 水飞蓟宾对H2O2诱导的SH⁃SY5Y细胞Caspase⁃9/Cleaved⁃Caspase⁃9和Caspase⁃3/Cleaved⁃Caspase⁃3蛋白表达的影响

Figure 7 Effects of silibinin on the expression of Caspase⁃9/Cleaved⁃Caspase⁃9 and Caspase⁃3/Cleaved⁃Caspase⁃3 of SH⁃
SY5Y cells incubated with H2O2
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致细胞发生线粒体功能紊乱，释放细胞色素C，进一

步刺激凋亡的启动子 Caspase⁃9和凋亡的执行者

Caspase⁃3来诱导细胞凋亡，造成细胞氧化损伤，而线

粒体膜电位下降是细胞发生凋亡的早期事件［17］。本

实验发现当加入H2O2后，细胞线粒体膜电位显著下

降，Cleaved⁃Caspase⁃9和 Cleaved⁃Caspase⁃3的表达

量也会增多，说明H2O2成功诱导SH⁃SY5Y细胞的氧

化损伤。有研究发现水飞蓟宾对H2O2诱导的PC12
神经元凋亡具有一定的保护作用，这可能是通过水

飞蓟宾的抗氧化应激作用来实现的［18］。也有研究表

明黄酮类物质可以阻断氧化应激诱导的神经元损伤，

该作用是通过阻断Caspase⁃3的激活而实现的［19］。李

卫萍等［20］研究发现醒脑静对Aβ诱导的SH⁃SY5Y细

胞凋亡具有保护作用，主要是由于醒脑静抑制了

Aβ通过线粒体途径诱导的细胞凋亡。本研究发

现，使用 50 μmol/L和 100 μmol/L的水飞蓟宾预处

理SH⁃SY5Y细胞后，可以显著逆转H2O2诱导细胞的

凋亡、线粒体膜电位降低和ROS的产生以及Cleaved⁃
Caspase⁃9和Cleaved⁃Caspase⁃3的表达，对H2O2诱导

的SH⁃SY5Y细胞氧化损伤具有一定的保护作用。
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