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麦角甾苷通过PI3K/Akt/GSK3β通路抑制H2O2          

诱导的小鼠胚胎肝细胞凋亡
赵  培1  叶 杰2  闫晓风2  王晓玲2*

(1上海中医药大学基础医学院公共实验平台, 上海 201203; 2上海中医药大学基础医学院生物教研室, 上海 201203)

摘要      该文建立了H2O2诱导小鼠胚胎肝细胞损伤模型, 并探讨了麦角甾苷通过PI3K/Akt/
GSK3β通路抑制H2O2诱导的胚胎肝细胞凋亡作用机制。CCK-8检测细胞存活率, 流式细胞术检测

细胞凋亡, Western blot法检测Bcl-xL、Bax、Cyt-c、Akt、p-Akt、GSK3β和p-GSK3β蛋白质水平。

结果显示, 麦角甾苷可通过降低Bax/Bcl-xL比值、抑制线粒体Cyt-c释放、增加Akt和GSK3β蛋白质

磷酸化水平来提高细胞存活率、减少凋亡细胞数量。该研究结果表明, 麦角甾苷可通过PI3K/Akt/
GSK3β通路调节H2O2诱导的小鼠胚胎肝细胞凋亡。
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Acteoside Protected Hepatocytes from H2O2-Induced 
Apoptosis by PI3K/Akt/GSK3β Pathway
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Abstract       In the present study, we investigated that acteoside inhibited the H2O2-induced apoptosis through 
PI3K/Akt/GSK3β signal pathway. H2O2 was used to induce injury of fetal hepatocyte from mice. Cell viability was 
determined by CCK-8 assay, and apoptosis was assayed by flow cytometry. Western blot was used to investigate 
protein levels of Bcl-xL, Bax, Cyt-c, Akt, p-Akt, GSK3β and p-GSK3β. Compared with H2O2, acteoside can 
increase the cell viability and decrease the numbers of apoptotic cells. Meanwhile, the ratio of Bax/Bcl-xL down-
regulated. The release of Cyt-c from mitochondria into cytoplasm inhibited. The phosphorylation of Akt and 
GSK3β enhanced. These results suggested that acteoside protected fetal hepatocytes of mice from H2O2-induced 
apoptosis by PI3K/Akt/GSK3β signal pathway.

Keywords       acteoside; H2O2; apoptosis

细胞凋亡又称程序性细胞死亡, 是细胞应对机

体内、外环境激发的细胞内程序性死亡方式, 也是

维持机体内环境稳定的重要细胞学基础。磷脂酰肌

醇-3-激酶(phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K)/蛋白

激酶B(protein kinase B, PKB, 又称Akt)/糖原合酶激

酶3β(glycogen synthase kinase 3β, GSK3β)信号通路
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是细胞内重要的信号转导通路, 在细胞凋亡、存活

以及增殖等活动中发挥重要的生物学功能[1-2]。该通

路对活性氧(reactive oxygen species, ROS)刺激也可

作出应答, 引发细胞生物学变化[3]。H2O2是强氧化

剂可破坏细胞内部氧化–抗氧化平衡系统, 形成大量

过氧化终产物, 继而影响细胞存活, 促进细胞凋亡[4], 
但H2O2对PI3K/Akt/GSK3β通路影响的机制仍不清

楚。

正常肝实质细胞较少发生细胞凋亡, 但在炎

症、ROS等病理因素刺激下, 过量肝实质细胞发生

凋亡。各种原因导致肝实质细胞数量减少, 都可造

成肝损伤[5-6]。因此, 及时干预肝实质细胞的凋亡是

抵抗肝损伤的有效方法之一。

麦角甾苷(acteoside)又名毛蕊花糖苷或毛蕊花

苷, 是中药材生地黄和熟地黄中稳定的化学成分, 可
作为两者质量控制的指标[7], 但目前麦角甾苷的生

物学功能研究较少, 其药理机制不甚明了。本文以

H2O2诱导肝细胞损伤、凋亡, 研究麦角甾苷保护肝

细胞、抑制细胞凋亡的作用机制。

1   材料与方法
1.1   材料  

BNL.CL.2小鼠胚胎肝细胞购自中国科学院上海

生命科学研究院细胞库, DMEM基础培养液(Gibco公
司)+10%胎牛血清FBS(Gibco公司)培养。麦角甾苷购

自上海纯优生物有限公司。LY294002购自Abcam公

司。30%过氧化氢溶液购自国药集团化学试剂有限公

司。CCK-8细胞活力检测试剂盒购自日本同仁化学。

TBARS检测试剂盒购自Cayman公司。Anexin V细胞

凋亡检测试剂盒购自BD公司。线粒体抽提试剂盒购

自上海索莱宝科技有限公司。BCA蛋白含量检测试

剂盒、细胞裂解液购自上海碧云天生物技术有限公

司。Akt、p-Akt、GSK3β、p-GSK3β、Bcl-xL(B-cell 
lymphoma-2)、Bax、细胞色素-c(cytochrome-c, Cyt-c)、
CoxIV和β-actin抗体购自Cell Signaling Technology公
司。HRP标记羊抗兔二抗购自上海优宁维生物科技

股份有限公司。

1.2   方法

1.2.1   CCK8测定细胞存活率      细胞接种于96孔
板(4 000/孔), 24 h后用不同浓度麦角甾苷(以0.1% 
DMSO溶解, 2% FBS-DMEM培养液稀释至终浓度)预
处理20 h, 添加400 µmol/L H2O2共同处理4 h。每孔加

入10 µL CCK8溶液, 于37 °C孵箱内孵育2 h后, 再用酶

标仪测吸光度(D450)。细胞存活率=(处理组吸光度–空
白对照组吸光度)/(正常对照组吸光度–空白对照组吸

光度)×100%。每组设4个复孔, 实验重复3次。

1.2.2   流式细胞术检测细胞凋亡      将细胞接种在

60 mm培养皿中, 24 h后用麦角甾苷预处理20 h, 添
加400 µmol/L H2O2共同作用4 h。收集细胞, 预冷的

PBS洗3次, 每次5 min, 0.25%胰酶消化细胞, 4 °C下
3 000 ×g离心10 min。将细胞重悬在1×Annexin V 
结合缓冲液中(确保细胞浓度1×106/mL), 加入5 µL 
Annexin V和5 µL PI, 室温避光孵育15 min, 置冰上, 
轻轻混匀, 1 h内上流式细胞仪检测。实验重复3次。

1.2.3   线粒体蛋白质抽提      收集细胞, 加入200 µL
预冷的Mito-Cyto缓冲液重悬细胞, 将细胞悬液转移

到小容量玻璃匀浆器内, 0 °C冰上研磨50次。4 °C
下1 000 ×g离心5 min。取上清转移至新的离心管中, 
4 °C下1 000 ×g再次离心5 min。取上清转移至新的

离心管中, 4 °C下12 000 ×g离心10 min, 离心后的上

清转移至新离心管中含胞质成分, 沉淀为线粒体。

加入100 µL Mito-Cyto缓冲液重悬线粒体沉淀, 4 °C
下12 000 ×g离心10 min, 弃上清。加入20 µL Mito-
Cyto缓冲液重悬线粒体沉淀。

1.2.4   Western blot检测蛋白质水平      细胞接种在

60 mm培养皿中, 选择麦角甾苷(终浓度分别为10–6、

10–5、10–4 mol/L)预处理20 h, 添加400 µmol/L H2O2

共同处理4 h。根据实验结果选择10–6 mol/L麦角甾

苷分别处理预12、24、48 h, 收获细胞之前4 h加入

400 µmol/L H2O2共同处理。用预冷的PBS洗涤细胞

2次, 加入细胞裂解液(RIPA, 含1% PMSF)裂解细胞, 
BCA法测定蛋白质浓度。SDS-PAGE电泳, 湿法转膜

转印蛋白质至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温封闭2 h, 
加入相应一抗(Bax为1000 1׃, Bcl-xL为1000 1׃, Akt为
p-GSK3β ,000 1׃GSK3β为1 ,000 1׃p-Akt为1 ,000 1׃1
为1000 1׃, Cyt-c为1000 1׃, CoxIV为1000 1׃和β-actin
为14 ,(000 1׃ °C孵育过夜, TBST洗3次, 每次10 min。
加入HRP标记的二抗(1000 5׃), 室温孵育2 h, TBST
洗3次, ECL化学发光, 成像系统中曝光拍摄。用

Image J图像分析软件对条带进行灰度分析, 目的蛋

白质与内参蛋白质的灰度比值来代表各自的蛋白质

含量。实验重复3次。

1.2.5   TBARS法检测细胞内丙二醛含量      细胞接

种在60 mm培养皿中, 10–6 mol/L终浓度麦角甾苷预
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处理22 h, 添加400 µmol/L H2O2继续作用2 h。收集细

胞(1×106/mL), 冰浴超声破碎细胞3次, 40 V/10 s, 4 °C
下1 600 ×g离心10 min, 收集上清液。根据TBARS试
剂盒说明添加各试剂后, 激发光波长530 nm/吸收光

波长550 nm, 酶标仪检测荧光值, MDA含量(%)=各
组荧光值/正常对照组荧光值×100%。

1.3   统计方法

所得实验数据均用x
_
±s表示, 用SPSS 15.0软件

进行分析, Graph Prism 5.0生物医学软件作图。两组

之间比较采用t检验, 多组间两两比较采用单因素方

差分析(One-Way AVOVA), P<0.05表示差异具有统

计学意义。

2   结果
2.1   麦角甾苷对H2O2损伤肝细胞存活率的影响 

分别以5个不同浓度的麦角甾苷(0、10–7、10–6、

10–5、10–4 mol/L)处理肝细胞24 h。结果显示, 从
10–7~10–4 mol/L浓度的麦角甾苷对细胞存活率均无

显著影响, 表明麦角甾苷无明显的细胞毒性(图1)。
H2O2作用后细胞存活率显著下降(P<0.01), 而麦角

甾苷在10–6~10–4 mol/L浓度范围内均可显著增加细

胞存活率(P<0.01, 图1)。
2.2   麦角甾苷对H2O2诱导肝细胞内氧化损伤的

影响  
蛋白质的羰基化水平(protein carbonyl content, 

PCC)是评价蛋白质总体氧化水平的重要指标, 正常

肝细胞内有一定的蛋白质羰基化水平。但H2O2作

用后, 细胞内蛋白质羰基化水平明显增加, 麦角甾苷

可抑制H2O2引起的细胞内蛋白质羰基化水平增加

(图2)。丙二醛(malondialdehyde, MDA)是脂质过氧

化的最终产物, H2O2处理后肝细胞MDA含量升高, 
达到正常对照组的127.74%±2.45%; 而麦角甾苷组

MDA含量下降到正常对照组的105.26%±0.60%, 有
显著的统计学差异(P<0.01, 图2)。
2.3   麦角甾苷对H2O2诱导细胞凋亡的影响

细胞经Annexin V-FITC/PI染色后, 经流式细胞

术检测细胞凋亡率。结果发现, H2O2处理细胞后, 细
胞凋亡率增加到15.33%±2.61%, 而对照组细胞凋亡

率仅为7.11%±1.17%, 麦角甾苷组细胞凋亡率减少

为12.25%±2.52%(P<0.05)(图3), 显示麦角甾苷可以

保护肝细胞, 减少H2O2诱导的凋亡细胞数。

2.4   麦角甾苷对H2O2处理细胞凋亡相关蛋白质

的影响

通过Western blot方法检测凋亡相关蛋白表达

水平。结果显示, H2O2处理肝细胞后, 促凋亡蛋白

质Bax的水平显著升高, 抗凋亡蛋白质Bcl-xL的水平

明显降低, Bax/Bcl-xL比值较正常对照组显著升高

(P<0.001)。不同浓度(10–6、10–5、10–4 mol/L)麦角

甾苷分别预处理细胞20 h后, 加入H2O2继续作用4 h, 
各浓度组Bax/Bcl-xL比值均显著降低(P<0.001, 图
4)。随后, 选择10–6 mol/L麦角甾苷分别预处理细胞

12、24、48 h, 结果显示, Bax/Bcl-xL的比值随着作

用时间延长逐渐降低(P<0.001, 图4)。这些结果显示, 
麦角甾苷抑制凋亡相关蛋白质水平呈剂量和时间依
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图1  麦角甾苷对H2O2诱导细胞存活率的影响

Fig.1   The effect of acteoside on viability of H2O2-induced cells
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图3   麦角甾苷对肝细胞凋亡的影响

Fig.3   The effect of acteoside on the apoposis of hepatocytes 
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图2   麦角甾苷对H2O2诱导细胞内过氧化水平的影响

Fig.2   The effect of acteoside on peroxide content in H2O2-induced cells
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图4   麦角甾苷对肝细胞凋亡相关蛋白质水平的影响

Fig.4   The effect of acteoside on the levels of apoptosis related proteins in hepatocytes 

赖性。

2.5   麦角甾苷对H2O2诱导线粒体Cyt-c释放的影响

正常细胞中Cyt-c主要存在于线粒体, 细胞发生凋

亡时Cyt-c从线粒体释放到胞质中。H2O2处理肝细胞

后, 线粒体中Cyt-c含量明显降低(P<0.05), 同时胞质中

Cyt-c含量显著增高(P<0.001), 提示Cyt-c从线粒体释放

到了胞质中。以不同浓度(10–6、10–5、10–4 mol/L)麦角

甾苷分别预处理细胞20 h后, 再加入H2O2共同作用

4 h, 发现各浓度组线粒体Cyt-c含量均增高(P<0.05), 
而同时胞质中Cyt-c含量均降低(P<0.001, 图5)。随

后, 选择10–6 mol/L麦角甾苷分别预处理细胞12、
24、48 h, 结果发现, 随着时间的延长Cyt-c含量在线

粒体中逐渐增加而胞质中逐渐减少(P<0.05, P<0.01, 
图5)。这些结果显示, 麦角甾苷可抑制Cyt-c从线粒

体释放, 而且这种作用呈剂量和时间依赖性。

2.6   麦角甾苷对PI3K/Akt/GSK3β信号通路的影响

LY294002是PI3K/Akt/GSK3β信号通路中第一

个蛋白质PI3K的特异抑制剂, 其主要作用是使Akt
失活, 从而诱导细胞凋亡增加、增值减少[8]。实验

结果显示, LY294002可显著增加促凋亡蛋白质Bax
的水平, 抑制抗凋亡蛋白质Bcl-xL水平, Bax/Bcl-xL
比值也显著增加(图6), 与H2O2的作用效果相似(图
4A和图4B)。这表明, 抑制该信号通路可促进肝细

胞凋亡, H2O2也是通过抑制该通路从而触发了细胞

凋亡。将麦角甾苷与H2O2联合应用作为对照, 观察

LY294002对麦角甾苷作用效果的影响, 结果显示, 
10–6 mol/L麦角甾苷+H2O2+LY294002组较10–6 mol/L
麦角甾苷+H2O2组抗凋亡蛋白质Bcl-xL水平降低, 促
凋亡蛋白质Bax水平升高, Bax/Bcl-xL的比值也显

著升高(P<0.001), 表明阻断PI3K/Akt/GSK3β信号

通路后, 麦角甾苷抗凋亡作用减弱(图6)。以上结

果提示, PI3K/Akt/GSK3β信号通路参与了麦角甾

苷抑制H2O2诱导的肝细胞凋亡。进一步检测Akt和
GSK3β蛋白质的磷酸化发现, H2O2均抑制了p-Akt和
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图6  麦角甾苷对肝细胞PI3K/Akt/GSK3β信号通路的影响

Fig.6   The effect of acteoside on PI3K/Akt/GSK3β signal pathways

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.
图5   麦角甾苷对肝细胞Cyt-c释放的影响

Fig.5   Effects of acteoside on the release of Cyt-c in hepatocytes
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p-GSK3β的水平, 而麦角甾苷均逆转了H2O2对p-Akt, 
p-GSK3β蛋白质水平的抑制(P<0.01, 图6)。这些结

果提示, 麦角甾苷可拮抗H2O2对PI3K/Akt/GSK3β信
号通路的抑制作用。

3   讨论
细胞内ROS是诱导细胞凋亡的关键因素之一。 

H2O2是强氧化剂, 极易通过细胞膜进入细胞发生

Fenton反应, 破坏细胞内部的氧化–抗氧化平衡系

统, 产生大量自由基, 继而影响细胞存活促进细胞凋

亡[9-10]。因此在体外研究中, H2O2常被应用于诱导过

氧化损伤的模型。本研究结果发现, H2O2作用细胞

后, 细胞内MDA含量增加、羰基化蛋白质水平增加, 
表明H2O2使细胞内的氧化应激水平增加并最终导致

细胞凋亡。而麦角甾苷明显降低细胞内MDA含量

和羰基化蛋白质水平, 降低H2O2引发的肝细胞凋亡, 
显示了麦角甾苷可通过清除H2O2造成的肝细胞内过

氧化, 降低细胞凋亡从而保护肝细胞。

Bcl-xL和Bax是细胞凋亡发生、发展中的重要

信号分子, Bax和Bcl-xL的比例是决定细胞发生凋亡

与否的重要调控因素, 该比值降低则促进凋亡, 升高

则抑制内源性损伤因子的释放, 发挥抗凋亡的作用。

活化的促凋亡Bax可通过移位、构象改变和寡聚化, 
插入线粒体膜, 改变线粒体膜的通透性, 使位于线粒

体中的Cyt-c释放入胞质中并与凋亡激活因子形成

复合物, 导致细胞凋亡的发生[11-12]。本研究结果显

示, H2O2作用后, 促凋亡蛋白质Bax水平显著升高, 抗
凋亡蛋白质Bcl-xL水平降低, Bax/Bcl-xL比值增加, 
促使Cyt-c从线粒体释放到胞质中, 细胞存活率显著

降低, 细胞凋亡增强。而麦角甾苷明显降低Bax/Bcl-
xL比值, 抑制Cyt-c从线粒体释放到胞质中, 提高细

胞存活率, 降低细胞凋亡。以上结果表明, 麦角甾苷

可通过清除H2O2造成的肝细胞内过氧化, 降低细胞

凋亡。

PI3K/Akt/GSK3β信号通路长期以来都是细

胞凋亡信号领域的研究热点[13-14]。Akt是PI3K下

游的直接靶蛋白, PI3K可磷酸化Akt的第308位酪

氨酸从而激活Akt, 是该蛋白质活性调节的关键位

点。GSK3β是体内第一个被发现的Akt底物, Akt可
使GSK3β第9位丝氨酸磷酸化, 磷酸化的GSK3β蛋
白质水平降低可诱导细胞凋亡[15], 这一过程与抑制

抗凋亡蛋白质Bcl-xL水平有关[16]。为了明确麦角甾

苷是否通过PI3K/Akt/GSK3β信号通路参与抗凋亡

作用, 我们选用PI3K的特异抑制剂LY294002预处理

细胞, 结果显示, LY294002可增加促凋亡蛋白质Bax
水平, 抑制抗凋亡蛋白质Bcl-xL水平。我们的结果

表明, 抑制该通路可促进细胞凋亡, 且这种作用与

H2O2作用的结果一致, 说明H2O2促细胞凋亡至少有

部分是通过该信号通路实现的。进一步研究发现, 
LY294002抑制了麦角甾苷逆转的H2O2诱导的Bax和
Bcl-xL表达变化。综合这些研究结果可知, 麦角甾

苷通过影响PI3K通路抑制了H2O2诱导的肝细胞凋

亡。本研究中, H2O2作用后细胞内p-Akt和p-GSK3β
水平均降低, 并导致抗凋亡蛋白Bcl-xL表达下降, 与
文献报道一致[17]。麦角甾苷预处理细胞可逆转H2O2

造成的p-Akt和p-GSK3β蛋白质水平降低, 提示麦角

甾苷通过激活PI3K/Akt/GSK3β信号途径保护肝细

胞。

总之, H2O2通过抑制PI3K/Akt/GSK3β信号通路

促进小鼠胚胎肝细胞凋亡, 而麦角甾苷通过激活该

信号通路调控Bcl-xL及Bax蛋白质水平、降低线粒

体损伤, 从而抑制H2O2诱导的细胞凋亡。
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