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藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞氧化损伤的保护作用 *
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摘要 目的：观察藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞氧化损伤的保护作用并探讨其可能机制。方法：以 H2O2诱导 B16黑素

瘤细胞氧化损伤为模型，并以藁本内酯进行干预，采用MTT法测细胞活力，酶标仪检测乳酸脱氢酶(LDH)漏出量，流式细胞术测

细胞凋亡率、线粒体膜电位(△ 追m)和细胞内游离钙离子浓度。结果：与 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞比较，应用藁本内酯(5、10、20

滋mol·L-1)处理的 B16黑素瘤细胞活力和△ 追m明显提高，LDH漏出量明显减少，细胞凋亡率和细胞内游离钙离子浓度明显降低，
差异均具有统计学意义(P<0.05)。结论：藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞氧化损伤具有保护作用，其作用机制可能通过恢

复线粒体功能、抑制细胞凋亡有关。

关键词：藁本内酯；B16黑素瘤细胞；氧化损伤；白癜风

中图分类号：R-33；R758.41 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）11-2032-05

Protective Effect of Z-ligustilide on the Oxidation Damage of B16 Melanoma
Cells induced by H2O2*

To investigate the protective effects and possible mechanisms of Z-ligustilide(LIG) on the oxidation damage

of B16 melanoma cells induced by H2O2. The oxidative damage model of melanoma B16 cells was induced by H2O2. And the

model was treated by different concentration of LIG. The cell vitality was determined by MTT, leakage amount of lactate dehydrogenase

(LDH) was detected by enzyme standard instrument. Cell apoptotic rate, mitochondrial membrane potential (△ 追m) and Ca2+concentra-
tion in the cell were measured by flow cytometry. Compared with model group, the cell vitality and △ 追m of LIG (5, 10, 20

滋mol·L-1) treated B16 melanoma cells were obviously improved, LDH leakage were significantly decreased, the apoptotic rate and

Ca2+concentration were significantly decreased (P<0.05). LIG had protective effect on the oxidative damage of B16

melanoma cells induced by H2O2, which might be related to restoring the mitochondrial function, and the inhibition of the cell apoptosis.
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前言

白癜风是常见的获得性色素脱失性皮肤病，不仅影响容貌

美，还会影响患者的正常生活、婚姻、工作和社交，是世界性难

治病之一[1,2]。因此，白癜风的预防和治疗受到了国内外专家和

学者的极大关注。近年来，当归在治疗白癜风等色素脱失性皮

肤病中应用较多，具有潜在的开发前景。课题组前期研究发现

当归挥发油对 B16黑素瘤细胞氧化损伤具有保护作用，能够增

强细胞活力、粘附、迁移及黑素合成，对白癜风具有一定的治疗

意义。藁本内酯(Z-ligustilide，LIG)是当归挥发油中的主要活性

成分，为深入研究其作用机制，本研究以藁本内酯为研究药物，

以 H2O2诱导 B16黑素瘤细胞氧化损伤为模型，考察藁本内酯

对氧化应激状态下 B16黑素瘤细胞凋亡和线粒体功能的影响，

从而为阐明当归调节黑素代谢的作用机制提供依据。

1 材料与方法

1.1 药物与试剂

LIG由黑龙江中医药大学方药分析实验室从当归挥发油

中提取分离纯化而成，用高效液相法鉴定其纯度在 85%以上。

实验前，用 DMSO溶解配制成储备液，-20 ℃保存，使用前用

DMEM细胞培养液稀释。DMEM、胎牛血清、胰蛋白酶购自

GIBCO 公司；Annexin V/PI试剂盒购自联科生物技术有限公
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司；Fluo-3/AM、Rhodamine123购自 Sigma公司。

1.2 主要仪器

CO2培养箱，力康发展有限公司；流式细胞仪，美国 BD公

司；酶标仪，美国 BioTek公司。超净工作台，苏州安泰空气技术

有限公司。

1.3 细胞株

小鼠 B16黑素瘤细胞购自中国科学院上海细胞研究所。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养与药物处理 B16黑素瘤细胞常规培养于含

体积分数为 10%胎牛血清、1%L-谷氨酰胺和 1%青链霉素混合

液的 DMEM高糖培养液中，置于 CO2培养箱(37 ℃，5%CO2，

相对湿度为 95%)内，2～3天更换培养液，取对数生长期的细胞

进行实验。

1.4.2 分组及给药 本实验分为 5组：模型组、藁本内酯不同

浓度组和空白对照组。模型组加入终浓度为 1.0 mmol/LH2O2；藁

本内酯组给予 H2O2处理后，再分别加入终浓度为 5、10、20

滋mol·L-1藁本内酯。空白对照组给予相同体积的DMEM培养液。

1.4.3 MTT检测细胞存活率 取对数生长期的 B16黑素瘤细

胞，制成单细胞悬液，细胞密度以 5× 104/mL接种于 96孔培养

板内，每孔 100 滋L。培养 24 h后，按分组要求给予不同处理，每

组设 12个复孔。培养 48 h后，每孔加入 5 g/L MTT20 滋L，继续
培养 4 h后，吸空培养液，加入 DMSO150 滋L，轻微震荡混匀，
待结晶充分溶解后，应用酶标仪检测在 490 nm处吸收值(OD

值)，计算细胞存活率 (细胞存活率%=实验组 OD值 /对照组

OD值× 100%)。

1.4.4 乳酸脱氢酶 (LDH) 漏出量 将对数生长期的细胞，以

0.5× l05/mL接种于 24孔板内，0.5 mL/孔。24 h后更换培养液，

各组进行相应的药物处理，继续培养 48 h后，收集培养液，按试

剂盒操作方法，应用酶标仪测定 LDH的活性，以反映其漏出量。

1.4.5 流式细胞术测细胞凋亡率 取对数生长期细胞，制成单

细胞悬液，细胞数以 5× 104/mL接种于培养瓶内，1 mL/瓶。培

养 24 h后，各组按分组要求进行处理，再继续培养 48 h后，收

集各组细胞，PBS缓冲液漂洗 2次，加入 500 滋L Buffer重悬细

胞，350目尼龙网滤膜过滤去除细胞团块，再加入 5 滋L Annexin
V-FITC和 10 滋L PI染液，轻微混匀，室温避光温育 5 min，流式

细胞仪检测，所有数据均经 CellQuest软件收集处理。

1.4.6 流式细胞术测线粒体膜电位(△ 追m) 将不同处理后的

B16黑素瘤细胞，用 0.25%胰蛋白酶消化，收集 1× 106个细胞，

PBS 洗 2次，加入 Rh123，使其终浓度为 5 mg/L，重悬上述细

胞，避光 37 ℃孵育 45 min后，PBS洗 2～3次，再加入 400 滋L
缓冲液，过滤去除细胞团块，应用流式细胞仪进行测定。以阳性

细胞的平均荧光强度表示△ 追m。
1.4.7 流式细胞术测细胞内游离钙离子浓度 各组细胞药物

处理 48 h后，收集 1× 106个细胞，PBS洗 2次，用终浓度 5

滋mol/L荧光探针 Fluo-3/AM 37℃，轻微混匀，置于 CO2培养箱

避光孵育 45 min。用 PBS冲洗 3次，静置 30 min，过滤去除细

胞团块，应用流式细胞仪检测，以阳性细胞的平均荧光强度表

示细胞内游离钙离子浓度。

1.5 统计学处理

所有实验数据均以均数± 标准差 (x± s) 的形式表示，以

SPSS18.0软件进行分析，采用单因素方差分析进行多组间比

较，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞存活率的影响

经前期实验的摸索，选择 1.0 mmol·L-1 H2O2作为造模的最

佳浓度。如表 1所示，与空白对照组相比，应用 H2O2后模型组

B16黑素瘤细胞存活率明显下降，有显著性差异(P<0.01)，说明

造模成功。当藁本内酯(5、10、20 滋mol·L-1)作用于受损的 B16

黑素瘤细胞时，其细胞存活率均有所提高，与模型组相比，差异

均有统计学意义 (P<0.05或 P<0.01)。藁本内酯以 10 滋mol·L-1

为佳，但其组间差异无统计学意义。

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with normal control group;*P<0.05, **P<0.05, compared with H2O2 model group.

表 1 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞存活率的影响(x± s，n=8)

Table1 The effect of LIG on the viability of B16 cell induced by H2O2(x± s，n=8)

Groups Dose/滋mol·L-1 A Cell viability/%

Normal control 0.49± 0.07 100

H2O2 model 0.38± 0.04△ △ 77.56

LIG 5 滋mol·L-1 LIG 0.42± 0.06* 85.71

10 滋mol·L-1 LIG 0.47± 0.07** 95.91

20 滋mol·L-1 LIG 0.45± 0.08** 91.84

2.2 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞 LDH漏出量的

影响

LDH的漏出量是细胞质膜完整性的标志，可以间接反映

细胞的受损程度。如表 2所示，与空白组相比，模型组 B16黑素

瘤细胞 LDH漏出量明显增多，有显著性差异(P<0.01)。应用藁

本内酯(5、10、20 滋mol·L-1)后，受损的 B16黑素瘤细胞 LDH漏

出量明显减少，与模型组相比，有显著性差异(P<0.01)。藁本内

酯以 10 滋mol·L-1为佳，但其组间差异无统计学意义。

2.3 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞凋亡率的影响

应用 H2O2处理后，细胞均呈现不同程度的凋亡。如表 3和

图 1所示，与空白组相比，模型组 B16黑素瘤细胞凋亡率明显

升高，有显著性差异(P<0.01)。应用藁本内酯(5、10、20 滋mol·L-1)

干预后，受损的 B16黑素瘤细胞凋亡率有所降低，与模型组相

比，差异有统计学意义 (P<0.05 或 P<0.01)。藁本内酯以 10

滋mol·L-1为佳，但其组间差异无统计学意义。
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图 1 流式细胞仪检测细胞凋亡情况

Fig. 1 The apoptosis rate detected by Flow cytometry

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with normal control group;*P<0.05, **P<0.05, compared with H2O2 model group.

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with normal control group;*P<0.05, **P<0.05, compared with H2O2 model group.

2.4 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞线粒体膜电位的

影响

通过 Rh123的平均荧光强度，可提示线粒体膜电位的变

化，从而反映细胞线粒体功能改变。如表 4和图 2所示，模型组

B16黑素瘤细胞应用 H2O2刺激后，细胞线粒体跨膜电位明显

下降，与空白组相比，有显著性差异(P<0.01)。应用藁本内酯(5、

10、20 滋mol·L-1)后，细胞线粒体跨膜电位逐渐恢复，明显高于

模型组，差异有统计学意义(P<0.05或 P<0.01)。藁本内酯以 10

滋mol·L-1为佳，但其组间差异无统计学意义。

表 2 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞 LDH漏出量的影响(x± s，n=8)

Table 2 The effect of LIG on the leakage of LDH in B16 cell induced by H2O2(x± s, n=8)

表 3 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞凋亡率的影响(x± s，n=8)

Table 3 The effect of LIG on the apoptosis rate of B16 cell induced by H2O2(x± s，n=8)

Groups Dose/滋mol·L-1 LDH/U·L-1

Normal control 232.61± 58.22

H2O2 model 524.86± 96.67△ △

LIG 5 滋mol·L-1 LIG 349.32± 69.23**

10 滋mol·L-1 LIG 417.36± 86.77**

20 滋mol·L-1 LIG 389.75± 70.11**

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with normal control group; *P<0.05, **P<0.05, compared with H2O2 model group.

表 4 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞线粒体膜电位的影响(x± s，n=8)

Table 4 The effect of LIG on the △ 追m in B16 cell induced by H2O2(x± s，n=8)

Groups Dose/滋mol·L-1 Apoptosis rate/%

Normal control 11.32 ± 4.08

H2O2 model 39.26 ± 12.15△ △

LIG 5 滋mol·L-1 LIG 27.01 ± 10.16*

10 滋mol·L-1 LIG 19.86 ± 7.92**

20 滋mol·L-1 LIG 25.71 ± 8.51**

2.5 藁本内酯对H2O2诱导的B16黑素瘤细胞内Ca2+浓度的影响

荧光探针 Fluo-3/AM的荧光强度表示细胞内钙离子浓度。

如表 5和图 3所示，空白对照组 B16黑素瘤细胞普遍为低荧光

强度，模型组细胞经 H2O2刺激后，细胞荧光强度明显增强，有

Groups Dose/滋mol·L-1 △ 鬃m

Normal control 2164.22± 246.71

H2O2 model 1397.11± 211.35△ △

LIG 5 滋mol·L-1 LIG 1609.26± 220.31*

10 滋mol·L-1 LIG 1863.32± 235.35*

20 滋mol·L-1 LIG 1735.13± 226.61**
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图 2 流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位

Fig. 2 △ Ψm detected by Flow cytometry

显著性差异(P<0.01)。应用藁本内酯(5、10、20 滋mol·L-1)后，细胞

荧光强度有所减弱，钙离子浓度逐渐降低，明显低于模型组，差

异有统计学意义(P<0.01)。藁本内酯以 10 滋mol·L-1为佳，但其

组间差异无统计学意义。

Group Dose/滋mol·L-1 Relative fluorescence intensity

Normal control 73.71± 6.22

H2O2 model 126.18± 12.37△ △

LIG 5 滋mol·L-1 LIG 101.65± 10.26**

10 滋mol·L-1 LIG 92.69± 9.24**

20 滋mol·L-1 LIG 98.85± 9.91**

图 3 流式细胞仪检测细胞 Ca2+浓度

Fig. 3 Concentration of Ca2+ detected by Flow cytometry

表 5 藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞 Ca2+浓度的影响(x± s，n=8)

Table 5 The effect of LIG on the concentration of Ca2+ in B16 cell induced by H2O2(x± s, n=8)

Note: △ P<0.05, △ △ P<0.05, compared with normal control group; *P<0.05, **P<0.05, compared with H2O2 model group.

3 讨论

众多研究表明氧化应激是促使白癜风发病的关键因素，可

引起黑素细胞功能障碍和损伤[3-5]。临床研究资料显示白癜风患

者的氧化水平较高，存在着局部和系统性的氧化损伤。人体内

的线粒体是一种具有重要调控作用的细胞器，在细胞增殖分

化、细胞凋亡、细胞信号传递、能量代谢、神经递质释放和激素

分泌等方面发挥关键作用[6-9]。白癜风患者皮肤组织局部高浓度

的过氧化氢，能够诱导线粒体发生氧化应激损伤，导致线粒体

数量减少、超微结构异常和功能下降，致使黑素细胞凋亡增多。

线粒体氧化损伤在氧化应激介导的黑素细胞死亡过程中起着

核心的主导作用[10]。因此，及时修复受损的线粒体，保护黑素细

胞对抗氧化应激，对于白癜风的治疗至关重要。小鼠 B16黑素

瘤细胞与人表皮黑素细胞具有高度同源性，并且易于获得，传

代稳定，是目前研究色素障碍性皮肤病中最常用的模型之一[11]。

因此，本研究选用过氧化氢诱导 B16黑素瘤细胞氧化应激损伤

为模型，以模拟白癜风患者表皮黑素细胞氧化应激状态。

中医药治疗白癜风具有悠久的历史，也积累了丰富的经

验。当归是目前治疗各型白癜风的复方中常用的药物，具有补

血活血之效，符合 "治风先治血，血行风自灭 "的诊疗思路。当

归挥发油是当归的主要活性部位，具有广泛的药理活性，并有

良好的皮肤渗透性和促进透皮吸收的作用，在中药外用制剂中

应用较多[12,13]。前期研究显示当归挥发油对 B16黑素瘤细胞氧

化损伤具有保护作用，能够增强细胞活力，促进细胞粘附、迁移
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及黑素合成，对白癜风具有一定的治疗意义。藁本内酯是当归

挥发油中的主要活性成分，具有改善微循环、舒张血管、抑菌、

抗皱、提高机体免疫功能、神经保护和抗肿瘤等作用[14-20]。当归在

白癜风的治疗中，是否通过藁本内酯发挥作用，其作用机制是

如何？这些问题均不清楚。因此，本研究以藁本内酯为研究药物，

探讨其对氧化应激状态下 B16黑素瘤细胞凋亡和线粒体功能

的影响，旨在为阐明当归在白癜风治疗中的作用机制提供依据。

本组研究中，应用 1.0 mmol·L-1 H2O2处理 B16黑素瘤细胞

后，细胞存活率明显下降，LDH漏出量增多，凋亡率显著升高，

说明造模成功。当藁本内酯(5、10、20 滋mol·L-1)作用于受损的

B16黑素瘤细胞后，细胞存活率均有所提高，LDH漏出量明显

减少，凋亡率显著降低，提示藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素

瘤细胞氧化损伤具有一定的保护作用。细胞受到氧化损伤后，

线粒体功能降低，使 ATP合成减少，细胞膜上依赖 ATP能量

的离子转运功能降低，钙离子超载等内环境紊乱，进而会加重

细胞损伤。因此，本研究又从线粒体功能的角度，进一步考察藁

本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞氧化损伤的保护作用。

实验中 H2O2刺激 B16黑素瘤细胞后，细胞线粒体跨膜电位明

显下降，钙离子浓度明显升高，而应用藁本内酯(5、10、20

滋mol·L-1)后，细胞线粒体跨膜电位逐渐恢复，钙离子浓度逐渐

降低，提示藁本内酯可通过恢复线粒体功能、抑制钙超载，以对

抗 B16黑素瘤细胞氧化损伤。

综上所述，藁本内酯对 H2O2诱导的 B16黑素瘤细胞氧化

损伤具有保护作用，其作用机制可能通过恢复线粒体功能、抑

制细胞凋亡有关，提示了其在白癜风治疗中的潜在价值。本研

究将继续深入从调节线粒体功能角度研究其作用机制，并通过

整体动物实验做进一步验证。
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