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摘要： 目的 探讨柴胡皂苷A对乌头碱中毒大鼠脑组织细胞凋亡、内质网应激信号通路的影响。方法 自 2018年 10月至

2019年 7月，选取购自武汉大学中南医院动物实验中心 SPF级健康雄性 SD大鼠 100只，随机数字表法分为对照组、模型组、干

预组 1、干预组 2、干预组 3，每组各 20只。采取乌头碱（20 µg/kg）尾静脉注射制备乌头碱中毒大鼠模型，干预组 1、干预组 2、干
预组 3分别注射不同剂量的胡皂苷A（5 mg·kg−1·d−1、10 mg·kg−1·d−1、20 mg·kg−1·d−1），模型组与对照组注射等剂量的生理盐水。

观察各组大鼠干预后 12 h、24 h脑组织的凋亡情况以及内质网应激信号通路相关蛋白水平变化。结果 干预 12 h、24 h后，模

型组超氧化物歧化酶（SOD）活性低于对照组，丙二醛（MDA）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）水平高于对照组，

模型组 B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）蛋白表达［（0.29±0.05）、（0.18±0.0）］低于对照组［（0.84±0.07）、（0.86±0.06）］，模型组凋亡率

［（34.24±2.11）%、（54.65±4.68）%］、Bcl相关X蛋白（Bax）蛋白表达［（1.25±0.06）、（1.39±0.05）］、CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋

白（CHOP）蛋白表达［（0.98±0.08）、（1.26±0.06）］、葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）蛋白表达［（1.45±0.08）、（1.62±0.07）］高于对照组

［凋亡率（2.33±1.03）%、（2.42±1.15）%，Bax蛋白表达（0.33±0.06）、（0.35±0.07），CHOP蛋白表达（0.54±0.06）、（0.53±0.05），

GRP78蛋白表达（0.68±0.06）、（0.69±0.06）］，差异有统计学意义（P<0.05）。干预 12 h、24 h后，干预组 1、干预组 2、干预组 3的
SOD活性、Bcl-2蛋白表达高于模型组，MDA、TNF-α、IL-6含量、凋亡率和Bax、CHOP、GRP78蛋白表达低于模型组（P<0.05）。结

论 柴胡皂苷A可以降低乌头碱中毒大鼠脑组织凋亡及脑组织氧化应激反应，可能与抑制内质网应激信号通路有关。
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Abstract： Objective To explore effects of saikosaponin A on brain tissue apoptosis and endoplasmic reticulum (ER) stress signaling
pathway of rats with aconitine poisoning.Methods A total of 100 SPF-level healthy male SD rats from the animal experimental center
of Zhongnan Hospital Affiliated to Wuhan University were enrolled between October 2018 and July 2019. According to random number
table method, they were assigned into control group, model group, intervention 1 group, intervention 2 group and intervention 3 group,
and 20 cases in each group. Aconitine poisoning rat models were prepared by tail vein injection of aconitine (20 µg/kg). The intervention
1 group, intervention 2 group and intervention 3 group were injected with different doses of saikosaponin A (5 mg·kg−1·d−1, 10 mg·kg−1·
d−1, 20 mg·kg−1·d−1) respectively, while model group and control group were injected with the same volume of normal saline. At 12 h and
24 h after intervention, brain tissue apoptosis and changes in levels of ER stress signaling pathway related proteins in each group were
observed.Results At 12 h and 24 h after intervention, activity of superoxide dismutase (SOD) in model group was lower than that in
control group, and levels of malondialdehyde (MDA), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) were higher than those in
control group. At 12 h and 24 h after intervention, levels of B-cell lymphoma/leukemia-2 (Bcl-2) protein in model group were (0.29±0.05)
and (0.18±0.0), which were lower than those in control group [(0.84±0.07), (0.86±0.06)]. At 12 h and 24 h after intervention, apoptosis
rates [(34.24±2.11)%, (54.65±4.68)%], Bcl-associated X protein (Bax) [(1.25±0.06), (1.39±0.05)], CCAAT enhancer binding protein ho‑
mologous protein (CHOP) [(0.98±0.08), (1.26±0.06)] and glucose-regulated protein 78 (GRP78) [(1.45±0.08), (1.62±0.07) ] in model
group were higher than those in control group [apoptosis rate: (2.33±1.03)% , (2.42±1.15)% ; Bax: (0.33±0.06), (0.35±0.07); CHOP:
(0.54±0.06), (0.53±0.05); GRP78: (0.68±0.06), (0.69±0.06)], the differences were statistically significant (P<0.05). At 12 h and 24 h af‑
ter intervention, SOD activity and Bcl-2 in intervention 1, 2 and 3 groups were higher than those in model group, while levels of MDA,
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TNF-α and IL-6, apoptosis rate and expressions of Bax, CHOP and GRP78 were lower than those in model group, with dose-response ef‑
fect, and the differences were statistically significant (P<0.05).Conclusion Saikosaponin A can reduce apoptosis and oxidative stress
response of brain tissue in rats with aconitine poisoning, which may be related to inhibition of ER stress signaling pathway.
Key words： Bupleurum; Plant poisoning; Aconitine; Saikosaponin A; Brain tissue apoptosis; Endoplasmic reticulum stress

乌头碱是存在于川乌、草乌、附子等植物中的主

要成分，民间常用于治疗风湿麻痹等疾病［1］，但也因炮

制不当食用出现中毒甚至死亡。乌头碱目前还未发

现特效解药［2］。柴胡皂苷A是由伞形科植物柴胡的根

茎提取、提纯制成的粉末，具有抗炎、抗病毒的作用，

此外还有镇静和抗惊厥等诸多药理学作用［3］。动物研

究显示柴胡皂苷A具有抑制海马炎症反应以及提高

大鼠认知功能相关蛋白水平的作用［4］，但柴胡皂苷A
是否对乌头碱引起的脑组织损伤有保护作用，尚未有

研究报道。本研究旨在探索柴胡皂苷A对乌头碱中

毒大鼠脑组织的影响及其可能存在的作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器 Saikosaponin A（中国上海源

叶生物科技有限公司），Aconitine、ECL试剂盒（中国

上海经科化学科技有限公司），兔抗鼠Bcl相关X蛋

白（Bax）抗体（中国上海优予生物科技有限公司），兔

抗鼠B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、半胱氨酸蛋白酶3（Cas‑
pase-3）、CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、

葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗体（中国上海恒斐生物科技有限公司），

TUNEL试剂盒（中国江苏凯基生物技术股份有限公

司），丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）酶联免

疫吸附测定（ELISA）试剂盒（上海远慕生物科技有

限公司），肿瘤坏死因子-α（TNF-α）elisa试剂盒（中

国上海信帆生物科技有限公司），白细胞介素-6（IL-

6）elisa试剂盒（中国上海歌凡生物科技有限公司），

冷冻离心机 3K15（美国 Sigma公司），正置荧光显微

镜 FM-51D（中国上海绘统光学仪器有限公司），全

自动轮盘式切片机（LEICA）。

1.2 实验动物及分组 本研究自 2018年 10月至

2019年 7月，选取购自武汉大学中南医院动物实验

中心 SPF级健康雄性 16~20周龄 SD大鼠 100只［武

汉大学中南医院动物实验中心，许可证号 SYXK
（鄂）2015-0025］，体质量范围为 250~300 g。购回饲

养 1周，温度 20~25 ℃，空气湿度 50%~55%，人工光

照，光照 12 h、黑暗 12 h，所有大鼠全天饮水自由。

将 100只 SD大鼠随机均分为对照组、模型组、干预

组 1、干预组 2、干预组 3，每组各 20只。本研究符合

一般动物实验伦理学原则。

1.3 模型制备及给药处理 参考文献［5］中的染毒

方法进行乌头碱中毒大鼠模型制备，模型组与干预

组大鼠均进行乌头碱（20 µg/kg）尾静脉注射，观察各

组大鼠心电图情况，待大鼠心律失常3 min后进行药

物干预，干预组 1、干预组 2、干预组 3分别注射不同

剂量的柴胡皂苷A（5 mg/kg、10 mg/kg、20 mg/kg），模

型组与对照组注射等剂量生理盐水。各组分别于干

预后12 h、24 h时随机选取10只大鼠进行麻醉处死，

分离脑组织。

1.4 HE组织染色与TUNEL法检测组织凋亡 分

别于药物干预后 12 h、24 h，采用 1%戊巴比妥钠麻

醉处死大鼠，分离脑组织，一部分固定于 4%多聚甲

醛，常规石蜡包埋、切片、染色详细步骤参考文献［6］。

一部分脑组织用于 TUNEL细胞凋亡情况，组织固

定、包埋、切片方法与HE组织染色相同。各组所有

片子在 400倍视野下选取海马区不重叠视野 4个进

行观察。阳性判定标准：细胞核呈现出棕黄色或棕

褐色颗粒为阳性细胞，记为凋亡的海马神经细胞，

经 Image-Pro Plus 6.0软件对高倍镜下的阳性细胞数

目进行统计，神经细胞凋亡率=（阳性细胞个数/有核

细胞总数）×100%。

1.5 氧化应激指标及炎症反应指标检测 将各组

织大鼠完整脑组织取出，加入组织细胞裂解液、蛋

白酶抑制剂，研磨成组织匀浆，3 000 r/min，离心 20
min，取上清液，采用联免疫法检测各组大鼠脑组织

中MDA、TNF-α、IL-6水平，SOD活性，实验操作严格

按照试剂盒说明书进行。

1.6 蛋白质印迹法（Western blotting）检测 参照

蛋白质提取试剂盒说明对各组大鼠脑组织蛋白进行

提取，Bradford调整蛋白浓度，依次经过 SDS-PAGE
电泳、电转膜，密封 2 h，加入兔抗鼠Caspase-3、Bax、
Bcl-2、CHOP、GRP78、GAPDH一抗（1∶500）4 ℃孵育

过夜再用 TBST漂洗 40 min，加入HRP标记的二抗

（1∶500）孵育 1 h，参照ECL试剂盒操作说明进行观

察膜上蛋白条带，收集影像。

1.7 统计学方法 采用 SPSS 22.0软件，文中数据

以 x̄ ± s表示，符合正态分布且方差齐的数据组间比

较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），两两比较

采用LSD-t检验，反之采用非参数Mann-Whitney U检

验，检验水准α=0.05；文中剂量效应分析时，除去对

照组，把模型组（药物干预剂量为 0）与 3个不同干预

剂量处理的干预组进行单因素方差分析，然后再进

行 LSD-t检验，当方差分析和两两比较 LSD-t均 P<
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0.05后，说明有剂量反应性。

2 结果

2.1 柴胡皂苷 A对乌头碱中毒大鼠脑组织的影

响 将各组大鼠麻醉后，取完整的脑组织进行HE
染色观察脑组织情况，结果显示对照组大鼠脑组织

神经元细胞形态的正常，呈现出圆形或者椭圆形，

核膜完整，无病变细胞。模型组大鼠脑组织神经元

细胞呈现出胞核固缩、细胞肿胀、神经元变性及坏

死症状，且排列稀疏。干预组 1、干预组 2、干预组 3
大鼠神经细胞的病变情况逐渐减轻，见图1。
2.2 柴胡皂苷A对乌头碱中毒大鼠脑组织氧化应激

的影响 将各组大鼠的脑组织取出并匀浆离心，留

取上清液用于检测脑组织 SOD活性及MDA含量。

结果显示，与对照组相比，模型组、干预组大鼠 12 h、
24 h SOD活性降低，MDA含量升高（P<0.05）；与模型

组相比，干预组大鼠 12 h、24 h SOD活性升高，MDA
含量降低，均差异有统计学意义（P<0.05），见表1。
2.3 柴胡皂苷A对促乌头碱中毒大鼠脑组织炎症

反应的影响 将各组大鼠的脑组织取出并匀浆离

心，留取上清液用于检测脑组织 TNF-α、IL-6含量。

结果显示，与对照组相比，模型组、干预组大鼠 12 h、
24 h的 TNF-α、IL-6含量均升高（P<0.05）；与模型组

相比，干预组大鼠12 h、24 h的TNF-α、IL-6含量均降

低（P<0.05），见表2。
2.4 柴胡皂苷A对促乌头碱中毒大鼠脑组织凋亡

的影响 TUNEL检测结果显示，与对照组相比，模

型组、干预组大鼠 12 h、24 h的脑组织细胞凋亡率均

升高，均差异有统计学意义（P<0.05）；与模型组相

比，干预组大鼠 12 h、24 h的脑组织细胞凋亡率均降

低（P<0.05）。Western blotting检测结果显示，与对

照组相比，模型组、干预组大鼠 12 h、24 h的脑组织

Bcl-2蛋白水平均降低，Bax蛋白水平均升高（P<
0.05）；与模型组相比，干预组大鼠 12 h、24 h的脑组

织 Bcl-2蛋白水平均升高，Bax蛋白水平均降低（P<
0.05）。见图2，3；表3。
2.5 柴胡皂苷A对乌头碱中毒大鼠脑组织内质网

应激信号通路的影响 Western blotting检测结果显

示，与对照组相比，模型组、干预组大鼠12 h、24 h的脑

组织CHOP、GRP78蛋白水平均升高（P<0.05）；与模型

组相比，干预组大鼠 12 h、24 h的脑组织 CHOP、
GRP78蛋白水平均降低（P<0.05）。见图4，表4。
3 讨论

乌头碱对机体各个器官均有一定的毒性作用，

其中以神经系统与心血管系统受损最严重。2%乌

头碱溶液处理大鼠脑片皮质 20 min，可使神经细胞

全部死亡［7］。柴胡皂苷A具有较好的抗炎、调节免

表2 各组大鼠脑组织TNF-α、IL-6含量比较/（ng/L，/x̄ ± s）
组别

对照组

模型组

干预组1
干预组2
干预组3
F，P值

F剂量，P剂量值

鼠数

10
10
10
10
10

TNF-α
12 h

576.24±21.34
766.28±23.28①
743.88±20.28①②
710.21±20.81①②③
684.51±22.64①②③④
535.92，<0.001
27.47，<0.001

24 h
575.236±21.15
789.36±25.47①
723.26±23.05①②
689.15±22.41①②③
662.52±23.39①②③④
116.21，<0.001
51.39，<0.001

IL-6
12 h

63.42±5.26
125.36±8.69①
115.36±8.04①②
103.62±8.28①②③
92.65±7.44①②③④
97.87，<0.001
30.50，<0.001

24 h
64.10±5.31
138.65±8.32①
104.21±7.69①②
93.66±8.25①②③
81.99±7.26①②③④
139.93，<0.001
95.83，<0.001

注：TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-6为白细胞介素-6。
①与对照组同时点比较，P<0.05。②与模型组同时点比较，P<0.05。③与干预组1同时点比较，P<0.05。④与干预组2同时点比较，P<0.05。

表1 各组大鼠脑组织SOD、MDA含量比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

干预组1
干预组2
干预组3
F，P值

F剂量，P剂量值

鼠数

10
10
10
10
10

SOD/（U/mg）
12 h

186.25±12.54
108.52±9.07①
120.68±10.68①②
137.24±10.02①②③
152.18±11.44①②③④
78.11，<0.001
34.06，<0.001

24 h
188.62±13.47
92.46±7.65①
131.62±10.32①②
148.26±10.08①②③
169.24±11.04①②③④
119.20，<0.001
108.75，<0.001

MDA/（nmol/mg）
12 h

1.97±0.48
10.48±1.05①
8.59±0.64①②
6.84±0.58①②③
4.78±0.42①②③④
242.50，<0.001
122.09，<0.001

24 h
1.99±0.46
11.66±1.01①
7.62±0.57①②
5.96±0.49①②③
3.45±0.39①②③④
366.58，<0.001
273.74，<0.001

注：MDA为丙二醛，SOD为超氧化物歧化酶。

①与对照组同时点比较，P<0.05。②与模型组同时点比较，P<0.05。③与干预组1同时点比较，P<0.05。④与干预组2同时点比较，P<0.05。
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疫［8］、抵抗肝纤维化［9］以及镇静、抗惊厥作用，同时还

能够改善脑损伤大鼠认知功能与神经功能［10］。本研

究发现柴胡皂苷A可以改善乌头碱中毒大鼠脑组织

病理情况，延缓中毒大鼠脑组织细胞凋亡，表明柴胡

皂苷A对乌头碱中毒大鼠也有脑组织保护作用。

细胞凋亡也叫作细胞程序性死亡，引起细胞凋

亡的因素众多，包括创伤、缺血缺氧、毒物刺激、感

染等。凋亡也是多种基因共同作用结果，主要涉及

两条途径，一条是细胞膜上的死亡受体激活半胱氨

酸蛋白激酶，引起细胞凋亡途径活化；另一条是通

过细胞质线粒体途径释放各种细胞凋亡因子，激活

半胱氨酸蛋白激酶活性，经过系列的信号传导，使

胞内蛋白质降解，促使细胞凋亡［11］。本研究结果显

示，柴胡皂苷A可以升高 Bcl蛋白水平，降低 Bax蛋
白水平。Bcl-2是线粒体途径凋亡通路中的重要成

员，其含量增加可以抑制细胞凋亡，Bax有促进细胞

凋亡的作用，两者比值变化可直接反映组织凋亡情

况［12-13］。由此表明，柴胡皂苷A可以通过调节乌头

碱中毒大鼠脑组织中 Bax、Bcl蛋白水平，来降低脑

组织细胞凋亡率。

乌头碱中毒大鼠脑组织出现凋亡，暗示脑组织

出现损伤，氧化应激、炎症反应也参与脑组织损伤

进程［14］。本研究结果显示，柴胡皂苷A可以降低乌

表3 各组大鼠脑组织细胞凋亡率和Bax、Bcl-2蛋白水平比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

干预组1
干预组2
干预组3
F，P值

F剂量，P剂量值

鼠数

10
10
10
10
10

凋亡率/%
12 h

2.33±1.03
34.24±2.11①
25.33±2.06①②
19.35±1.87①②③
13.20±1.10①②③④
504.65，<0.001
239.88，<0.001

488.50，<0.001
251.11，<0.001

24 h
2.42±1.15
54.65±4.68①
39.88±3.41①②
26.95±2.10①②③
18.62±1.23①②③④

Bcl-2
12 h

0.84±0.07
0.29±0.05①
0.39±0.06①②
0.51±0.04①②③
0.73±0.05①②③④
174.90，<0.001
154.27，<0.001

24 h
0.86±0.06
0.18±0.06①
0.26±0.03①②
0.40±0.03①②③
0.52±0.05①②③④
309.04，<0.001
114.77，<0.001

Bax
12 h

0.33±0.06
1.25±0.06①
1.05±0.05①②
0.81±0.06①②③
0.62±0.04①②③④
434.30，<0.001
268.17，<0.001

24 h
0.35±0.07
1.39±0.05①
1.17±0.06①②
0.92±0.05①②③
0.74±0.05①②③④
500.41，<0.001
291.77，<0.001

注：Bcl-2为B细胞淋巴瘤/白血病-2，Bax为Bcl相关X蛋白。

①与对照组同时点比较，P<0.05。②与模型组同时点比较，P<0.05。③与干预组1同时点比较，P<0.05。④与干预组2同时点比较，P<0.05。
表4 各组大鼠脑组织CHOP、GRP78蛋白水平比较/x̄ ± s

组别

对照组

模型组

干预组1
干预组2
干预组3
F，P值

F剂量，P剂量值

鼠数

10
10
10
10
10

CHOP
12 h

0.54±0.06
0.98±0.08①
0.82±0.05①②
0.71±0.05①②
0.62±0.04①②
89.70，<0.001
73.92，<0.001

24 h
0.53±0.05
1.26±0.06①
1.13±0.06①②
0.95±0.05①②
0.79±0.05①②

279.66，<0.001
138.66，<0.001

GRP78
12 h

0.68±0.06
1.45±0.08①
1.16±0.06①②
1.03±0.06①②
0.84±0.06①②

211.47，<0.001
152.71，<0.001

24 h
0.69±0.06
1.62±0.07①
1.28±0.07①②
1.15±0.05①②
0.98±0.07①②

287.33，<0.001
170.91，<0.001

注：CHOP为CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白，GRP78为葡萄糖调节蛋白78。
①与对照组同时点比较，P<0.05。②与模型组同时点比较，P<0.05。

1

2

3

4

5

6 7 8 9 10 11 12

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—B细胞淋巴瘤/白血

病-2（Bcl-2）24 h；3—Bcl相关X蛋白（Bax）12 h；4—Bax 24 h；5—Bax
12 h；6—对照组；7—模型组；8—干预组1；9—干预组2；10—干预组3。

图3 各组大鼠脑组织Bax、Bcl-2蛋白凝胶成像结果

1

2

3

4

5

6 7 8 9 10 11 12

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—葡萄糖调节蛋白 78
（GRP78）24 h；3—GRP78 12 h；4—CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋

白（CHOP）24 h；5—CHOP 24 h；6—对照组；7—模型组；8—干预组

1；9—干预组2；10—干预组3。
图4 各组大鼠脑组织CHOP、GRP78蛋白凝胶成像结果
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头碱中毒大鼠脑组织中MDA、TNF-α、IL-6水平，增

加 SOD活性。MDA是脂质过氧化的终端产物，其水

平变化可以直接显示组织损伤严重程度，SOD是机

体清除自由基的主要物质［15-16］。TNF-α、IL-6属于促

炎因子之一，机体内部的TNF-α、IL-6主要是由单核

细胞、巨噬细胞产生，脑内小胶质细胞、星形胶质细

胞、神经细胞以及血管内皮细胞也可以分泌。朱双

龙等［17］研究显示柴胡皂苷A可以通过调节急性脊髓

损伤早期炎性因子水平来减轻继发性免疫炎症反

应，Chen等［18］研究也表明柴胡皂苷A可以抑制香烟

诱导的氧化应激及炎症反应。而本研究表明，柴胡

皂苷A可以通过降低乌头碱中毒大鼠脑组织氧化应

激与炎症反应。

内质网应激是指由多种因素导致错误折叠蛋

白、未折叠蛋白于内质网腔累积，最终引起内质网

功能行使受阻。在内质网应激早期，细胞通过启动

未折叠蛋白反应特异性信号系统，促进 GRP78上
调，与内质网中错误折叠蛋白、未折叠蛋白结合，纠

正蛋白正确构象［19］。但在内质网应激过久时，

CHOP会大量表达，启动 CHOP介导的细胞凋亡。

减轻或抑制内质网应激，可能预防细胞凋亡。本研

究结果显示，柴胡皂苷A可以降低乌头碱中毒大鼠

CHOP、GRP78蛋白水平，有研究显示右美托咪定可

以通过抑制内质网氧化应激来减轻大鼠脑损伤［20］，

本研究结果与其有相似之处，表明柴胡皂苷A可以

通过降低乌头碱中毒大鼠脑组织内质网应激反应，

从而降低细胞凋亡。

综上所述，柴胡皂苷A可以降低乌头碱中毒大

鼠脑组织氧化应激、炎症反应以及内质网应激反

应，降低脑组织细胞凋亡率，实现对脑组织的保护

作用。本研究通过大鼠模型进行探讨，而在临床上

是否存在相似变化以及柴胡皂苷 A的临床使用剂

量，还需要进一步研究。

（本文图1，2见插图7-2）
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