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柴胡皂苷 A 通过抑制氧化应激和铁死亡减轻过氧化氢诱导的
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[摘　 要] 　 目的　 探讨柴胡皂苷 A 对过氧化氢(H2O2)诱导的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)氧化应激和铁死亡的

影响。 方法　 利用 H2O2 诱导建立 HUVEC 损伤模型,设置对照组、H2O2 组及柴胡皂苷 A 低、中、高剂量组。 用

CCK-8 法检测细胞的存活率;试剂盒法检测细胞内丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)水平和超氧化物歧化酶(SOD)
活性;qRT-PCR 法测定谷胱甘肽过氧化物酶 4(GPX4)、长链酯酰辅酶 A 合成酶 4(ACSL4)的 mRNA 含量;Western
blot 法检测 GPX4、ACSL4 的蛋白表达。 结果　 与对照组相比,H2O2 组 HUVEC 存活率显著下降(P<0. 05),GSH 水

平、SOD 活性显著降低(P<0. 05),MDA 水平显著升高(P<0. 05),GPX4 mRNA 及蛋白表达显著降低(P<0. 05),AC-
SL4 mRNA 及蛋白表达显著升高(P<0. 05);与 H2O2 组相比,柴胡皂苷 A 能呈剂量依赖性地提高 HUVEC 存活率,
抑制氧化应激,提高 GSH 水平和 SOD 活性(P<0. 05),降低 MDA 水平(P<0. 05);此外,柴胡皂苷 A 呈浓度依赖性

抑制铁死亡,上调 GPX4 mRNA 及蛋白的表达(P<0. 05),降低 ACSL4 mRNA 及蛋白的表达(P<0. 05)。 结论　 柴胡

皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 氧化应激和铁死亡有拮抗作用。
[中图分类号] 　 R363; R5 [文献标识码] 　 A

Saikosaponin A inhibits oxidative stress and ferroptosis and reduces the injury of hu-
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the effect of saikosaponin A on oxidative stress and ferroptosis of human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) induced by hydrogen peroxide (H2O2 ). 　 　 Methods 　 The oxidative injury
model in HUVEC was established and cells were divided into control group, model group, saikosaponin A low-dose, medi-
um-dose and high-dose groups. 　 CCK-8 assay was used to detect cell viability. 　 The levels of malondialdehyde (MDA),
glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD) were detected by the kit assay. 　 qRT-PCR was used to detect the
mRNA levels of glutathione peroxidase 4(GPX4) and acyl-CoA synthetase long chain family member 4(ACSL4). 　 The
protein expression of GPX4 and ACSL4 were detected by Western blot. 　 　 Results　 Compared with the control group, the
survival rate of HUVEC, GSH level and SOD activity in H2O2 group were significantly decreased (P<0. 05), the level of
MDA was significantly increased (P<0. 05), the expressions of GPX4 mRNA and protein were significantly decreased (P<
0. 05), the expressions of ACSL4 mRNA and protein were increased (P<0. 05). 　 Compared with the model group, saiko-
saponin A dose-dependently increased the survival rate of HUVEC, inhibited oxidative stress, improved the activity of SOD
and GSH level (P<0. 05), and decreased the level of MDA (P<0. 05); In addition, saikosaponin A inhibited ferroptosis

34CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2022 年第 30 卷第 1 期



in a concentration-dependent manner, up-regulated the expression of GPX4 mRNA and protein(P<0. 05), and decreased
the expression of ACSL4 mRNA and protein (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Saikosaponin A can protect HUVEC from oxi-
dative stress and ferroptosis induced by H2O2 .

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是世界范围

内心血管疾病死亡和发病的主要原因[1]。 它的特

点是血管内皮损伤、脂质堆积形成动脉粥样硬化斑

块,导致血流供应减少,增加急性心肌梗死等不良

心血管事件风险[2-3]。 内皮功能障碍是动脉粥样硬

化斑块发展的始动环节和恶化因素[4]。 氧化应激

在内皮功能障碍的发病机制中起主要作用[5],通过

改变内皮细胞氧化还原调节转录因子和信号转导

导致内皮功能障碍,从而引起白细胞黏附和血管内

皮屏障功能损害,导致 As 发生[6-7]。 因此,积极探

寻并研究具有抗氧化活性的药物以及机制可能为

防治 As 提供关键的靶点[8]。
与其他细胞死亡模式相比,铁死亡依赖于铁积

累和脂质过氧化反应而表现出特定的生物学和形

态学特征[9]。 当细胞的内源性抗氧化状态受到损

害时, 会触发铁死亡, 导致有毒的脂质活性氧

(reactive oxygen species,ROS)积累,并破坏膜结构。
因此,氧化应激和细胞的抗氧化水平是诱导这种新

型细胞死亡脂质过氧化的重要调节因素[10]。 研究

表明[11-12]铁死亡是内皮细胞功能障碍的重要原因,
这为 As 治疗策略的发展提供了新的方向。

柴胡皂苷 A 是从广泛应用的中药柴胡干根中

分离得到的三萜皂苷,具有多种药理作用,如抗炎、
抗氧化作用[13-14]。 柴胡皂苷 A 可以通过抑制 Toll
样受体 4 ( toll-like receptor 4, TLR4) 转位到脂质

筏[15] 中,随后抑制脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)
诱导的人内皮细胞氧化应激和炎症。 在吸烟诱导

的肺炎模型中,柴胡皂苷 A 可以显著减低髓过氧化

物酶(myeloperoxidase,MPO)和丙二醛(malondialde-
hyde,MDA)的含量,抗氧化效应明显[16]。 虽然有研

究表明柴胡皂苷 A 具有抗炎和抗氧化作用,但尚未

见聚焦于柴胡皂苷 A 对氧化应激诱导的内皮功能

障碍的影响。 本研究通过采用过氧化氢( hydrogen
peroxide,H2O2)建立人脐静脉内皮细胞(human um-
bilical vein endothelial cell,HUVEC)氧化应激损伤

模型,探讨柴胡皂苷 A 对氧化应激诱导内皮功能障

碍的影响,观察柴胡皂苷 A 是否有抑制内皮细胞氧

化应激和铁死亡的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

　 　 柴胡皂苷 A、谷胱甘肽( glutathione,GSH)检测

试剂盒购自美国 Sigma-Aldrich 公司,超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase,SOD)、丙二醛(MDA)检测

试剂盒购自南京建成生物工程研究所,胎牛血清

( fetal bovine serum,FBS)、高糖 DMEM 培养基、青霉

素+链霉素双抗、0. 25% 胰酶购自美国 Gibco 公司,
CCK-8 购自美国 GLPBIO 公司,Trizol 试剂购自北京

索莱宝科技有限公司,反转录试剂盒、荧光定量试

剂盒购自日本 TaKaRa 公司,兔抗谷胱甘肽过氧化

物酶 4(glutathione peroxidase 4,GPX4)、长链酯酰辅

酶 A 合成酶 4(acyl-CoA synthetase long chain family
member 4,ACSL4)抗体购自英国 Abcam 公司,RIPA
裂解液购自上海士锋生物科技有限公司,辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔二抗购自武汉博士德生物

工程有限公司,增强型化学发光试剂 ( enhanced
chemiluminescence,ECL) 购自杭州弗德生物技术

公司。
1. 2　 细胞培养和细胞处理

HUVEC(购自中国科学院上海细胞库)在含有

10%胎牛血清、青霉素+链霉素双抗的高糖 DMEM
培养基中培养,置于 37 ℃、5%CO2 的培养箱中。 每

2 天更换一次培养基,细胞传代培养。 将正常的

HUVEC 随机分为 5 组:对照组、H2O2 组及柴胡皂苷

A 低、中、高剂量组。 对照组在正常生长条件下培

养,H2O2 组在含有 0. 5 mmol / L H2O2 培养基中孵育

24 h,柴胡皂苷 A 低、中、高剂量组分别用不同浓度

的柴胡皂苷 A(3、6、12 μmol / L)预处理 12 h,再向其

添加 0. 5 mmol / L H2O2 培养基孵育 24 h。
1. 3　 CCK-8 检测细胞增殖

将各组细胞以 1. 0 ×104 个 / 孔接种于 96 孔板

中,每组 6 个复孔,将细胞在 5% CO2 培养箱中于

37 ℃培养 24 h 后,向每孔加入 CCK-8 溶液后,在培

养箱中孵育 3 h,用酶标仪在 450 nm 处检测对应的

吸光度值,并计算细胞存活率:细胞存活率(% ) =
[(实验孔 A 值-空白孔 A 值) / (对照孔 A 值-空白

孔 A 值)]×100% 。
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1. 4　 细胞内 MDA、GSH、SOD 测定

将细胞接种于 6 孔板中培养,待细胞长到 80%
融合,按照 1. 2 分组方法操作后,分别根据每个试剂

盒说明书操作步骤,检测细胞内 MDA、GSH 水平和

SOD 活性。
1. 5　 qRT-PCR 法检测细胞内 GPX4、ACSL4 mRNA
的表达

采用 Trizol 试剂从 HUVEC 中提取总 RNA,使
用反转录试剂盒合成 cDNA,作为荧光定量模板。
所有样品均以 GAPDH 为内参,结果用 2-ΔΔCt 法计数

相对表达量。 引物序列如下:GPX4 上游引物为 5′-
GAGGCAAGACCGAAGTAAACTAC-3′,下游引物为

5′-CCGAACTGGTTACACGGGAA-3′;ACSL4 上游引

物为 5′-CATCCCTGGAGCAGATACTCT-3′,下游引

物 为 5′-TCACTTAGGATTTCCCTGGTCC-3′; 内 参

GAPDH 上游引物为 5′-GGAGCGAGATCCCTCCAAA
AT-3′,下游引物为 5′-GGCTGTTGTCATACTTCTCAT-
GG-3′。
1. 6　 Western blot 法检测细胞内 GPX4、ACSL4 蛋白

的表达

收集各组 HUVEC,加入 RIPA 蛋白裂解液提取

细胞总蛋白,取蛋白样品进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳反应,转膜、封闭,加入 GPX4、
ACSL4 与内参 GAPDH 一抗,于 4 ℃孵育过夜后,使
用 TBST 洗涤,加入相应的二抗室温孵育 1 h 后使用

TBST 洗涤,蛋白条带以 ECL 试剂盒显色,然后以凝

胶成像系统进行拍照保存,Image J 软件分析各条带

灰度值。
1. 7　 统计分析

应用 SPSS 26. 0 软件进行数据分析,计量数据

以 x± s 表示,组间比较采用单因素方差分析,P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同浓度 H2O2 对 HUVEC 存活率的影响

为了确定最适宜的氧化应激刺激条件,我们用

不同浓度的 H2O2(0. 1 ~ 2 mmol / L)处理 HUVEC,并
采用 CCK-8 实验检测 HUVEC 的活力。 结果显示,
在 0. 1 ~ 2 mmol / L 范围内,H2O2 可以显著降低 HU-
VEC 活力(图 1)。 当浓度为 0. 5 mmol / L 时,其细胞

存活率为(52. 59% ±0. 83% ),显著低于对照组。 同

时为了保证有足够活力的细胞进行后续实验,本实

验选择 0. 5 mmol / L H2O2 干预细胞 24 h[17] 作为氧

化应激刺激条件。

图 1. 不同浓度 H2O2 对 HUVEC 存活率的影响(n=6)
a 为 P<0. 05,与对照组比较。

Figure 1. Effects of different concentrations of H2O2

on the cell viability of HUVEC(n=6)

2. 2　 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 存活率的

影响

为了评估柴胡皂苷 A 预处理是否能保护

HUVEC 免受氧化应激损伤的影响,我们采取 CCK-8
实验来评估柴胡皂苷 A 对 HUVEC 活力的影响。 结

果显示 0. 5 mmol / L H2O2 干预细胞 24 h 后,细胞存

活率显著下降,而柴胡皂苷 A(3、6、12 μmol / L)预处

理 12 h[15]可减轻 H2O2 诱导的损伤,并呈剂量依赖

性地改善氧化应激后的细胞存活率(图 2)。

图 2. 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVECs

存活率的影响(n=6)
1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 ~ 5 依次为柴胡皂苷 A 低、中、高剂量组。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

Figure 2. Effect of saikosaponin A on the cell viability
of H2O2 -induced HUVEC(n=6)

2. 3　 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中 MDA、
GSH 水平和 SOD 活性的影响

为了探讨柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC
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氧化应激损伤的影响,我们分别检测了细胞内

MDA、GSH 的水平和 SOD 活性。 结果显示在 H2O2

刺激下,细胞内 GSH 水平和 SOD 活性降低,MDA 水

平升高。 而柴胡皂苷 A 预处理后,细胞内 GSH 水平

和 SOD 活性升高,MDA 水平降低(表 1)。
2. 4　 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中 GPX4
和 ACSL4 的 mRNA 表达的影响

为了研究柴胡皂苷 A 预处理是否影响铁死亡

相关基因 GPX4 和 ACSL4 的 mRNA 表达,我们采用

qRT-PCR 检测 GPX4 和 ACSL4 的 mRNA 表达。 结

果显示在 H2O2 刺激下 GPX4 mRNA 表达下调,
ACSL4 mRNA 表达上调;柴胡皂苷 A 能逆转 H2O2

引起的 GPX4 和 ACSL4 mRNA 表达的变化(图 3)。

表 1. 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中

MDA、GSH 水平和 SOD 活性的影响(n=3)
Table 1. Effects of saikosaponin A on levels of MDA,GSH

and SOD in H2O2 -induced HUVEC(n=3)

分组
MDA /

(μmol / g)
GSH /

(μmol / g)
SOD /

(U / mg)

对照组 4. 11±0. 23 17. 19±2. 56 45. 01±1. 43

H2O2 组 12. 01±1. 04a 10. 37±2. 19a 32. 18±2. 09a

柴胡皂苷 A
低剂量组

9. 23±0. 96b 13. 44±1. 76b 36. 64±1. 26b

柴胡皂苷 A
中剂量组

7. 38±1. 09b 15. 98±0. 81b 40. 08±0. 93b

柴胡皂苷 A
高剂量组

6. 86±0. 87b 16. 06±1. 63b 40. 86±1. 84b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

图 3. 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中 GPX4 和 ACSL4 mRNA 表达的影响(n=3)
1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 ~ 5 依次为柴胡皂苷 A 低、中、高剂量组。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

Figure 3. Effects of saikosaponin A on GPX4 and ACSL4 mRNA expression in H2O2 -induced HUVEC(n=3)

2. 5　 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中 GPX4
和 ACSL4 蛋白表达的影响

为了研究柴胡皂苷 A 预处理是否影响铁死亡

相关基因 GPX4 和 ACSL4 的蛋白表达,我们采用

Western blot 法检测 GPX4 和 ACSL4 蛋白的表达。
结果显示在 H2O2 刺激下 GPX4 蛋白表达降低,
ACSL4 蛋白表达升高;柴胡皂苷 A 能逆转 H2O2 引

起的 GPX4 和 ACSL4 蛋白表达的变化(图 4)。

图 4. 柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中 GPX4 和 ACSL4 蛋白表达的影响(n=3)
1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 ~ 5 依次为柴胡皂苷 A 低、中、高剂量组。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

Figure 4. Effects of saikosaponin A on GPX4 and ACSL4 protein expression in H2O2 -induced HUVEC(n=3)
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3　 讨　 论

血管内皮细胞参与维护血管屏障功能与稳态

调节,促进血管[18]的形成与修复。 血管内皮功能障

碍是心血管疾病(缺血再灌注损伤、动脉粥样硬化

和高血压等)发生发展的关键因素[19]。 氧化应激及

铁死亡在 As 病理生理过程中发挥重要作用,干预血

管内皮细胞的氧化应激及铁死亡,是预防 As 发病的

良好策略[11,20-22]。
本研究中,我们选择 H2O2 诱导的 HUVEC 损伤

模型,研究柴胡皂苷 A 的作用及其潜在机制。 结果

显示 H2O2 处理导致内皮细胞活力明显下降。 然

而,柴胡皂苷 A(3、6 和 12 μmol / L)预处理可以显著

提高内皮细胞活力,证明柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导

的 HUVEC 氧化损伤有保护作用。
氧化应激是 As 形成的一个关键特征[5],它被

定义为体内氧化剂和抗氧化剂失衡的一种氧化还

原状态。 抗氧化防御系统涉及 SOD、过氧化氢酶和

非酶抗氧化剂(如 GSH),在降低氧化应激水平中起

着关键作用[23]。 当 HUVEC 发生氧化应激时,大量

氧自由基与生物膜不饱和脂肪酸通过脂质过氧化

反应生成 MDA,分泌的 MDA 会抑制 HUVEC 中的

DNA 合成,并阻碍这些细胞对损伤的自我修复,从
而进一步参与 As 的形成[24-25]。 Li 等[26] 学者通过

胆管注射牛磺胆酸钠建立 SD 大鼠急性胰腺炎模

型,发现柴胡皂苷 A 通过增加 SD 大鼠血清中 SOD
活性,降低 MDA 水平来提高抗氧化能力。 我们的

研究表明,H2O2 诱导的内皮细胞 GSH 水平和 SOD
活性显著降低,MDA 水平升高。 而柴胡皂苷 A 可呈

剂量依赖性地提高 GSH 水平和 SOD 活性,降低

MDA 水平,我们的研究结果与既往研究结果一致。
表明柴胡皂苷 A 通过提高抗氧化剂水平和减少脂

质过氧化反应产物减轻 H2O2 诱导的氧化应激

损伤。
铁死亡不同于其他细胞死亡模式,在 2012 年首

次被引入来描述一种非凋亡调节的细胞死亡[10],其
特征是细胞内铁积累和脂质过氧化[27-28]。 GPX4 是

一种抗氧化酶,将细胞毒性脂质过氧化物(L-OOH)
还原为无毒脂质醇(L-OH),清除脂质过氧化物在细

胞内的积累,从而降低脂质过氧化,抑制铁死亡[29]。
而 ACSL4 是一种长链酯酰辅酶 A 合成酶 4,促进多

不饱和脂肪酸发生脂质过氧化,是铁死亡发生的一

个重要组成部分[30]。 铁死亡抑制剂 Ferrostatin-1 可

部分抑制 ApoE- / -小鼠的铁积累和脂质过氧化,并逆

转铁死亡指标溶质转运家族 7A11 ( solute carrier

7A11,SLC7A11)和 GPX4 的表达来缓解 As[11]。 本

研究表明,H2O2 诱导的内皮细胞 GPX4 mRNA 和蛋

白的表达显著降低,ACSL4 mRNA 和蛋白的表达增

加,而柴胡皂苷 A 显著增加 GPX4 mRNA 和蛋白的

表达,减少 ACSL4 mRNA 和蛋白的表达。 Yang 等研

究表明柴胡皂苷通过抑制细胞外信号调节激酶 1 / 2
(extracellular signal-regulated kinase 1 / 2,ERK1 / 2)和
p38 丝裂原活化蛋白激酶 ( p38 mitogen-activated
protein kinases,p38MAPK)信号通路抑制氧化型低密

度脂蛋白( oxidized low-density lipoproteins,ox-LDL)
诱导的 HUVEC 损伤[31],与本研究结果类似。 推测

柴胡皂苷 A 通过抑制脂质过氧化逆转铁死亡相关

蛋白抑制铁死亡,减轻 As 损伤。
综上所述,柴胡皂苷 A 对 H2O2 诱导的 HUVEC

氧化应激和铁死亡有拮抗作用,有可能成为防治 As
药物的新选择。
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