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麦胚肽（RVF）对人神经瘤细胞 SH-SY5Y损伤模型 
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摘要：本文研究了麦胚肽（RVF）对人神经瘤细胞 SH-SY5Y 损伤的保护作用。采用体外细胞培养法，以人神经瘤细胞 SH-SY5Y

为材料，建立了饥饿损伤和 H2O2损伤模型。结果表明：在 40 个不同浓度与作用时间的组别中，对 SH-SY5Y 细胞具有显著营养功能

的只有无血清饥饿模型中 200 µmol/L RVF 作用 12 h 与含 1%血清饥饿模型中 500 µmol/L RVF 作用 24 h 两个组别，且不具有剂量与时

间依赖性。在 H2O2诱导的细胞氧化损伤模型中，200 µmol/L 的 RVF 将细胞存活率分别提高了 25.05%（MTT 法）和 21.90%（SRB

法）；200 µmol/L RVF 预孵育时间延长至 12 h 时，RVF 极显著地提高了细胞存活率，且具有剂量与时间依赖性；细胞形态检测结果

表明 RVF 干预后，SH-SY5Y 细胞也逐渐由皱缩、细长恢复到梭形或多角形，粘附性增强。在本研究建立的两种损伤模型中，RVF 仅

对 H2O2损伤模型具有显著保护作用。 
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Abstract: The protective effects of wheat germ peptide (RVF) on the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line were investigated in this 

study. Starvation- and hydrogen peroxide (H2O2)-induced injury models were established by in vitro cell culturing of an SH-SY5Y human 

neuroblastoma cell line. The SH-SY5Y cells were treated with 40 RVFs at different concentrations and incubation times. The results showed 

significant nutritional functions only in the group pre-incubated with 200 μmol/L RVF for 12 h in a no-serum starvation-induced injury model 

and the group treated with 500 μmol/L RVF for 24 h in the 1% serum starvation-induced injury model, and no dose- or time-dependent 

relationships were found . In the H2O2-induced injury model, treatment with 200 µmol/L RVF increased cell survival rates by 25.05 and 21.90% 

in the methyl-tetrazolium (MTT) and sulforhodamine B (SRB) assays, respectively, in a time- and dose-dependent manner. The cell 

morphological analysis indicated that after RVF treatment, the SH-SY5Y cells gradually resumed a spindle or polygonal shape from a wrinkled, 

shrunken, and elongated shape, with enhanced cell adhesion. In the two injury models investigated in this study, RVF only showed a significant 

protective effect in the H2O2-induced injury model.  
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活性氧自由基由细胞代谢产生，并在细胞凋亡、

基因表达和离子运输中扮演重要角色。过多活性氧自

由基易与核酸、蛋白质的氨基酸侧链和不饱和脂肪酸

的碳链发生不良化学反应，并引起细胞氧化损伤[1]。 
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已有研究证实麦胚肽具有一定的抗氧化活性，但目前

文献报道大多集中在基于化学方法的体外抗氧化活性

检测或简单的动物实验方面[2]，在细胞、生物体内分

子水平层次的研究报道不多。细胞试验非常适合应试

物作用机理的前期研究。将细胞试验与整体试验有机

结合，从不同角度分析应试物的作用和机理，能起到

相互补充、相互印证的效果，可有效弥补传统体外化

学试验方法和动物体内试验方法的缺陷。 

为了应对氧化应激，人体需要从外界摄取具有抗
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氧化功能的物质来维持体内自由基的平衡。因此，如

果在日常膳食中能够摄取一定量的食源性抗氧化剂，

将可重建机体组织细胞内的氧化/抗氧化平衡，并有效

地降低患神经退行性疾病与心脑血管疾病的风险。本

课题前期研究表明麦胚肽 RVF 可以降低 H2O2诱导的

SH-SY5Y 细胞内活性氧（ROS）含量，并提高细胞存

活率和细胞内总抗氧化能力、降低乳酸脱氢酶（LDH）

释放率、抑制脂质过氧化反应、维持线粒体跨膜电位

和 Ca
2+稳态，从细胞形态学观察 RVF 对 SH-SY5Y 细

胞也具有一定的保护作用[3]。但是作为一种食源性植

物活性肽，其营养功能是不可忽视的[4,5]。因此，本研

究拟首先建立饥饿诱导的 SH-SY5Y 细胞损伤模型[6]，

探讨 RVF 的营养保护作用；然后进一步考察 RVF 对

H2O2诱导 SH-SY5Y 细胞氧化损伤的影响、建立 H2O2

诱导的细胞氧化损伤模型继续考察 RVF 的抗氧化作

用。拟进一步探讨在抑制 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞

凋亡中，RVF 所发挥的究竟是抗氧化功能还是营养功

能[7]？以更深入地考察 RVF对 H2O2诱导的 SH-SY5Y

细胞损伤的保护机理，为其在缓解氧化应激、预防神

经退行性疾病等领域的应用提供重要的理论依据，同

时也为麦胚蛋白的综合利用提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料试剂与仪器 

1.1.1  材料与试剂 

人神经母细胞瘤细胞株 SH-SY5Y，江苏省原子医

学研究所；麦胚抗氧化肽 RVF（纯度≥98%），上海吉

尔生化有限公司；3-（4,5-二甲基噻唑-2）-2,5-二苯基

四氮唑溴盐（MTT），2,4 二硝基苯肼（DB0148），二

甲基亚砜（DMSO），上海生物工程研究所；MEM 培

养基，美国 gibco 公司；青霉素钠与硫酸链霉素，华

北制药；胎牛血清，浙江天杭生物科技有限公司；磺

酰罗丹明（SRB），Sigma 公司；荧光探针，BCA 蛋

白浓度测定试剂盒（增强型），碧云天生物技术研究所；

其它试剂均为 AR 级。 

1.1.2  仪器与设备 

血球计数板，XDS-1A 型倒置相差显微镜，上海

精密仪器技术公司；Mili-Q Advanta 超纯水系统， 美

国 MILLIPORE（密理博）公司；TH4-200 型荧光倒

置显微镜，日本 Olympus 光学仪器公司；SW-CT-2FD

型双人单面净化工作台，苏州净化设备有限公司；2111

型二氧化碳培养箱，美国 Thermo Epectron Corporation 

公司；0.22 µm 微孔滤膜，上海摩速科学器材有限公

司；FACS 流式细胞仪，美国 Becton Dickinson 公司；

μQuant 型全自动酶标分析仪，美国 Bio-Tek 公司；恒

温水浴锅，江苏金坛市宏华仪器厂；75 cm
2培养瓶，

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；100 mm 细胞培养

皿，6 孔细胞培养板，美国 Corning 公司；超低温冰

箱（-80 ℃，-40 ℃），日本三洋电器公司，C-5415R

型高速冷冻离心机，德国 Eppendorf 仪器公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  相关试剂的配制 

（1）MEM 培养基：向 900 mL 的 Milli-Q 水中加

入 10 g MEM 粉末，再称取 2.2 g NaHCO3加入后，室

温搅拌 4 h 至完全溶解，分别加入青霉素钠和硫酸链

霉素至终浓度为 100 U/mL，再用 1 mol/L HCl 调 pH

至 7.2-7.4，定容至 1000 mL，搅拌均匀，用 0.22 μm

微孔滤膜过滤除菌，在 4 ℃冰箱中保存备用。在使用

前须加入终浓度为 10%（V/V）的胎牛血清。 

（2）磷酸盐缓冲液（PBS）：称取 0.2 g KCl、8.0 

g NaCl、0.2 g KH2PO4、2.89 g NaHPO4·12H2O，溶于

900 mL Milli-Q 水中，将 pH 调节至 7.4，定容至 1000 

mL，搅拌均匀，通过 0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，4 ℃

冰箱保存。 

（3）细胞消化液：称取 0.08 g NaHPO4·12H2O、

0.35 g NaHCO3、0.4 g KCl、0.06 g KH2PO4、8.0 g NaCl、

胰酶 2.5 g、乙二胺四乙酸钠 0.2 g 溶于 900 mL Milli-Q

水中，将 pH 调整为 7.4，定容至 1000 mL，搅拌均匀，

再用 0.22 μm 微孔滤膜过滤，置于 4 ℃冰箱保存。 

（4）10 mM 肽溶液配制：2.38 mL Milli-Q 水溶

解 10 mg RVF，再使用 0.22 µm 滤膜过滤除菌，分装

后保存于-20 ℃冰箱，使用前用相应培养基稀释至所

需浓度（一般有效期为一周）。 

（5）MTT 溶液：称取 20 mg MTT 粉，于 10 mL 

PBS 中充分溶解，置于 4 ℃冰箱，避光保存（两周有

效期）。 

（6）10 mM Tris 溶液：称取 Tris 粉 0.12 g，加入

到 100 mL Milli-Q 水中，搅拌均匀，置于 4 ℃冰箱中。 

（7）1%冰醋酸：取冰醋酸 10 mL，加入到 1 L 

Milli-Q 水中充分溶解，搅拌均匀，置于 4 ℃冰箱中。 

（8）0.4% SRB 溶液：称取 SRB 粉 0.4 g，加入

到 100 mL 1%冰醋酸中充分溶解，搅拌均匀，置于 4 ℃

冰箱中，避光保存。 

1.2.2  SH-SY5Y 细胞饥饿模型的建立 

待细胞生长至对数期，消化、收集细胞，96 孔培

养板中接种细胞密度为 5×10
4个/mL，每孔 100 μL 细

胞液，置于 37 ℃、5%（V/V）CO2培养箱中过夜培养

后，吸去培养基，用 PBS 清洗 2 遍，加入新鲜培养基
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（无血清），每组 6 个平行复孔，分别培养 12 h、24 h、

48 h 和 72 h 后，采用 MTT 法检测各组细胞存活率，

向 96 孔板每孔中加入 2 mg/mL MTT 溶液 40 μL，于

培养箱内继续孵育 4 h，小心吸走上清，每孔中加入

100 μL 的 DMSO，振荡 10 min，使结晶紫完全溶解，

酶标仪 490 nm 处检测吸光度值，按公式（1）计算细

胞存活率： 

%100% 
值对照组

值实验组
）细胞存活率（

OD

OD
    （1） 

细胞饥饿后，存活率达到 IC50所使用的时间为模

型时间。 

1.2.3  RVF在细胞饥饿损伤模型中的营养功能 

待细胞生长至对数期，消化、收集细胞，96 孔培

养板中接种细胞密度为 5×10
4个/mL，每孔 100 μL 细

胞液，置于 37 ℃、5%（V/V）CO2培养箱中过夜培养

后，吸去培养基，用 PBS 清洗 2 遍，加入新鲜培养基

（分别含 0%、1%、3%的血清），同时分别加入浓度

为 100 μM、200 μM、300 μM、400 μM、500 μM 的

RVF。每组设置 6 个平行复孔，分别作用 12 h、24 h、

48 h 和 72 h 后，MTT 法检测细胞存活率，采用谷胱

甘肽（GSH）作为阳性对照。 

1.2.4  SH-SY5Y 细胞氧化损伤模型的建立 

（1）MTT 法 

待细胞生长至对数期，消化、收集细胞，96 孔板

中接种细胞密度为 1×10
5个/mL，每孔 100 μL 细胞液，

置于 37 ℃、5%（V/V）CO2培养箱中培养 12 h 后，向

每组细胞（6 复孔）中加入用 10% FBS 的 MEM 培养

基稀释的H2O2，使每组复孔中H2O2终浓度分别为 50、

100、200、300 μmol/L，作用时间为 24 h。药物作用

细胞后，采用 MTT 法检测各组测细胞存活率，方法

同 2.2，按公式 1.1 计算细胞存活率，50%致死率的细

胞组所对应的 H2O2浓度即为目标浓度。 

（2）SRB 法 

待细胞生长至对数期，细胞处理同上。药物作用

细胞后，采用 SRB 法检测各组细胞存活率，吸出培养

液后再向每孔中加入 10% TCA 溶液 200 μL，室温静

置 5 min，移至 4 ℃冰箱静置 1 h 后弃去溶液，Milli-Q

水洗涤三遍，空气干燥，每孔加入 0.4% SRB 溶液 100 

μL，将细胞置于培养箱内，继续孵育 30 min，弃去染

色液，再用 1%冰醋酸洗涤三遍，空气干燥，每孔中

再加入 10 mM Tris 溶液 150 μL 振荡 30 s，酶标仪检测

565 nm 处的吸光度值，计算公式如（1.1）。 

1.2.5  RVF在细胞氧化损伤模型中的保护作用

1.2.5.1  细胞培养与分组 

待细胞生长至对数期，消化、收集、计数，调节

细胞密度分别为1×10
5个/mL（96孔板）和3×10

6个/mL

（6 孔板），分别接种至 96 孔板（细胞存活率测定）

和 6 孔板中，分组处理如下： 

（1）对照组：加入含有 10%新生牛血清的 ΜEM

培养基； 

（2）损伤模型组：加入含 H2O2的 ΜEM 培养基； 

（3）麦胚抗氧化肽 RVF 保护组：先加入含有 RVF

的 MEM 培养基，再加入含 H2O2的 ΜEM 培养基，使

得 RVF 终浓度分别为 50、100、200 µmol/L； 

（4）谷胱甘肽（GSH）阳性对照组：先加入含

有 GSH 的 MEM 培养基，再加入含 H2O2的 ΜEM 培

养基，使得 GSH 终浓度为 100 µmol/L； 

放入培养箱（37 ℃，5% CO2）中培养 24 h 后测

定细胞存活率。 

1.2.5.2  细胞存活率的测定 

待细胞生长至对数期，消化、收集细胞，96 孔板

中接种细胞，每孔 100 μL 细胞液，分组，药物作用结

束后，于相差显微镜观察细胞形态，采用 MTT 和 SRB

法检测细胞存活率。 

1.2.6  数据统计与分析 

实验数据均来自 3 次以上独立实验，结果以平均

值±标准差（mean±SD）表示。组间差异采用 Student's 

t-test 比较，p<0.05 表示具有显著性差异，p<0.01 表示

具有极显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  饥饿模型下 RVF 对 SH-SY5Y 细胞的营养

功能 

2.1.1  饥饿诱导 SH-SY5Y 细胞损伤模型的建

立 

 
图 1 饥饿时间对 SH-SY5Y细胞存活率的影响 

Fig.1 Effects of starvation time on SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异。 

胎牛血清含有细胞培养所需的全部营养成分和
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因子，最主要的蛋白质成分包括白蛋白（35~45 g/L）、

α1抗胰蛋白酶（1.4~2.8 g/L）、转铁蛋白（2.10~4.55 g/L）

与 Ig 类抗体（9.0~15.5 g/L）；并有含量不等的如 α2巨

球蛋白、α1和 β1脂蛋白、胆固醇、纤维结合蛋白、胆

红素等成分；除主要成分外，血清中还含有微量元素、

脂肪酸、特殊离子、维生素和激素等，这些物质在细

胞存活、酶促反应以及细胞分裂等生物反应中起着重

要作用[8~10]。在血清剥夺饥饿模型中，激活磷酸腺苷

活化蛋白激酶（AMP -activated protein kinase, AMPK），

可通过调节多种外周组织的代谢来控制整个机体的能

量平衡，如葡萄糖和脂类的代谢等[4~6]；同时，细胞因

营养缺失会引发凋亡和自噬[7]，从而可使细胞增殖受

到抑制。不同饥饿时间对 SH-SY5Y 细胞存活率的影

响如图 1 所示。由图 1 可知，随着饥饿时间的延长，

SH-SY5Y 细胞活力逐步下降，且饥饿 48 h 后，细胞

活力可下降到 50.00%左右。 

2.1.2  无血清条件下 RVF 对饥饿诱导 SH- 

SY5Y 细胞损伤模型的保护作用 

 
图 2 无血清时，RVF作用 48 h对 SH-SY5Y细胞存活率的影响 

Fig.2 Effects of 48-h RVF treatment with no serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异；#：p<0.05

与 H2O2组相比具有显著差异。 

 
图 3 无血清时，RVF作用 48 h对 SH-SY5Y细胞形态变化的影响 

Fig.3 Effects of 48-h RVF treatment with no serum on 

morphological alterations in SH-SY5Y cells 

为考察 RVF 是否具有营养功能，本研究先将细胞

在无血清条件下同时加入 RVF，饥饿 48 h 后再考察细

胞存活率与形态变化，结果如图 2~3 所示。从图 2 可

知，在无血清饥饿 48 h 后，RVF 并没有明显的营养保

护作用；而阳性对照组经 100 μM GSH 作用 48 h 后，

可将细胞存活率由 48.20±2.10%（p<0.01）提升至

62.80±3.90%（p<0.05）。从图 3 可知，无血清作用组

的细胞明显皱缩、黏性降低、数目明显减少；100、200、

300、400、500 µmol/L RVF 干预后，细胞形态并未发

生明显改变；而 GSH 作用组的细胞不仅数目增多，

且形态由圆形变为多角形，说明 RVF 对饥饿诱导的

SH-SY5Y 细胞损伤无保护作用。 

 
图 4 无血清时，RVF作用 12 h对 SH-SY5Y细胞存活率的影响 

Fig.4 Effects of 12-h RVF treatment with no serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异；#：p<0.05

与 H2O2组相比具有显著差异。 

 
图 5 无血清时，RVF作用 24 h对 SH-SY5Y细胞存活率的影响 

Fig.5 Effects of 24-h RVF treatment with no serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异；#：p<0.05

与 H2O2组相比具有显著差异。 

为考察细胞饥饿不同时间及 RVF 孵育不同时间

对细胞存活率的影响，本研究将细胞在无血清条件下

同时加入 RVF，分别饥饿 12 h、24 h、72 h 后再测定

细胞存活率，其结果如图 4~6 所示。从图 4~6 可知，

在无血清存在时，只有经 200 μM RVF 作用 12 h 时，

才可将细胞存活率由 68.30±2.60%（p<0.01）提升至

81.30±2.50%（（p<0.05），其他饥饿时间和浓度的 RVF
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对细胞的保护效果并无显著差异；而阳性对照组经

100 μM GSH 作用 12 h、24 h 后，可分别将细胞存活

率提升 15.30%（p<0.05）、14.50%（p<0.05），但作用

72 h 后，细胞存活率并无显著差异。以上研究结果表

明在无血清饥饿模型中，除 200 μM/L RVF 作用 12 h

试验组可将细胞存活率显著提高外（p<0.01），RVF

并没有明显的营养功能。 

 
图 6 无血清时，RVF作用 72 h对 SH-SY5Y细胞存活率的影响 

Fig.6 Effects of 72-h RVF treatment with no serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异。 

2.1.3  有血清条件下 RVF 对饥饿诱导

SH-SY5Y 细胞损伤模型的保护作用 

 
图 7 1%血清存在时，RVF作用 24 h对 SH-SY5Y细胞存活率的影

响 

Fig.7 Effects of 24-h RVF treatment for with 1% serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异；#：p<0.05

与 H2O2 组相比具有显著差异。 

考虑到 RVF 只是一个仅含 3 个氨基酸的寡肽，在

完全没有血清的条件下，细胞所需要的生长因子等营

养物质得不到保障，所以本研究分别将细胞在 1%、

3%血清存在的条件下同时加入 RVF，饥饿 24 h、48 h、

72 h 后考察细胞存活率，结果如图 7~10 所示。 

由图 7~9 可知，在 1%的血清中，除 500 µmol/L

的 RVF 作用 24 h 可将细胞存活率由 66.10±2.60%

（p<0.01）提高至 78.20±2.40%（p<0.05）外，其他组

别并没有显著性差异，即 RVF 并没有起到明显的保护

作用。考虑到饥饿时间为 48 h 和 72 h 时，因时间太久

可能导致 RVF 失效，所以实验中每隔 24 h 换一次新

鲜培养基（含 1%血清）和 RVF，但发现细胞存活率

不但未提高反而下降。其原因之一可能是换液时原培

养液中细胞分泌的细胞因子被移走，原因之二可能是

细胞在饥饿状态时自身分泌细胞因子的能力下降。且

公认为在生物体内抗氧化活性较强的谷胱甘肽，在饥

饿模型中也没有起到明显的保护作用。其原因可能是

血清提供了多种维持细胞生长所需的激素、结合蛋白、

多肽类细胞因子、微量元素铜、锌、钴、铝和硒等[8-10]，

虽然 GSH 有较强的抗氧化作用，但是并不能提供血

清中细胞生长所需的全部营养因子。因此，在无血清

和少量血清的饥饿模型中，GSH 也没有起到明显的保

护作用。 

 
图 8 1% 血清存在时，RVF作用 48 h对 SH-SY5Y细胞存活率的

影响 

Fig.8 Effects of 48-h RVF treatment with 1% serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异；#：p<0.05

与 H2O2组相比具有显著差异。 

 
图 9 1%血清存在时，RVF作用 72 h对 SH-SY5Y细胞存活率的影

响 

Fig.9 Effects of 72-h RVF treatment with 1% serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异。 

而由图 10 可知，在 3%血清存在条件下 100-500 
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µmol/L RVF 作用 72 h，对细胞也没有明显的保护作

用。综上所述，在无血清饥饿模型中 200 µmol/L 的

RVF 作用 12 h 可将细胞存活率由 68.30±2.60%

（p<0.01）提升至 81.30±2.50%（（p<0.05），在含 1%

血清的饥饿模型中 500 µmol/L 的 RVF 作用 24 h 可将

细胞存活率由 66.10±2.60% （ p<0.01 ）提高至

78.20±2.40%（p<0.05），而在含 3%血清的饥饿模型中

500 µmol/L 的 RVF 并没有将细胞存活率显著性地提

升。结果表明在 40 个不同浓度与作用时间的组别中，

对 SH-SY5Y 细胞具有显著营养功能的只有无血清饥

饿模型中 200 µmol/L RVF作用 12 h与含 1%血清饥饿

模型中 500 µmol/L RVF 作用 24 h 两个组别，与细胞

模型中有无血清没有必然关系，且不具有剂量与时间

依赖性。 

 
图 10 3%血清存在时，RVF作用 72 h对 SH-SY5Y细胞存活率的

影响 

Fig.10 Effects of 72-h RVF treatment with 3% serum on 

SH-SY5Y cell viability 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异；#：p<0.05

与 H2O2 组相比具有显著差异。 

2.2  氧化损伤模型下 RVF 对 SH-SY5Y 细胞的

抗氧化功能 

2.2.1  H2O2诱导 SH-SY5Y 细胞氧化损伤模型

的建立 

H2O2对细胞膜渗透能力强，在细胞内可与过渡金

属离子发生反应，生成活性更强、危害更大的·OH，

进而导致细胞蛋白质、核酸损伤及细胞凋亡或坏死。

由于人神经母细胞瘤株 SH-SY5Y 培养周期短，且生

长繁殖快，常被用作研究神经元损伤的载体。已有采

用H2O2诱导SH-SY5Y细胞建立氧化应激损伤模型的

报道[11~13]，且研究表明自由基正是引起 NDs 的主因之

一[14~18]。因此，本研究亦采用 H2O2 作为氧化应激的

诱导剂，建立 SH-SY5Y 细胞的氧化损伤模型。 

MTT 比色法系利用一定细胞数范围内，MTT 与

活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶反应形成蓝紫色结晶

甲瓒 Formazan，且结晶形成的量与细胞数成正相关的

关系进行存活率的测定[19]。但是随着 MTT 加入时间

的延长，MTT 还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒

Formazan 的生成量也会增加，从而增加了实验误差。

SRB 是一种蛋白质结合染料，可与生物大分子中的碱

性氨基酸结合，其在 565 nm 处产生最大吸收峰，其

吸光值与细胞量呈线性正关系，即比色法可定量测定

细胞内总蛋白质的含量；且磺酰罗丹明 B 与蛋白质结

合后，吸光值不受时间影响，比 MTT 法更稳定[20]。 

本课题前期研究已采用 MTT 法考察了 RVF 对细

胞存活率的影响[3]，考虑到 SRB 法比 MTT 法有着更

好的稳定性，拟进一步采用 SRB 法验证 RVF 对细胞

存活率的影响，并与 MTT 法的检测结果同时进行对

比分析，结果如图 11~12 所示。 

 
图 11 H2O2浓度对 SH-SY5Y细胞存活率的影响（MTT） 

Fig.11 Effects of H2O2 on SH-SY5Y cell viability (MTT assay) 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异。 

从图 11 可知，随着 H2O2浓度的增大，采用 MTT

法检测的细胞存活率也越来越低。在 H2O2 浓度达到

200 µmol/L 时 ， SH-SY5Y 细 胞 的 存 活 率 为

46.90±2.00% （P<0.01），接近 50.00%。 

 
图 12 H2O2浓度对 SH-SY5Y细胞存活率的影响（SRB） 

Fig.12 Effects of H2O2 on SH-SY5Y cell viability (SRB) 

注：**：p<0.01 与对照组相比具有极显著差异。 

从图 12 可知，SRB 法也得到了相似的结果。在

H2O2浓度达到 200 µmol/L 时，SH-SY5Y 细胞的存活
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率为 43.50±1.10%（P<0.01）。虽然从检测原理来看，

MTT 法反映的是活细胞线粒体中琥珀酸脱氢酶的活

力，而 SRB 法则是通过 SRB 与碱性氨基酸的结合来

反映细胞内总蛋白质的含量，但两者的检测结果相似。

因 200 μmol/L H2O2作用 SH-SY5Y 细胞 12 h 后，细胞

成活率接近50.00%，所以将此条件作为建立SH-SY5Y

细胞氧化损伤模型的条件。 

2.2.2  RVF 预孵育浓度对 SH-SY5Y 细胞存活

率的影响 

本研究考察了不同浓度 RVF 对 H2O2 诱导的

SH-SY5Y 细胞存活率的影响，以确定最佳的 RVF 作

用浓度，结果如图 13、14 所示。 

 
图 13 RVF预孵育对 H2O2诱导 SH-SY5Y细胞氧化损伤的保护作用

（MTT） 

Fig.13 Protective effects of RVF pre-incubation on 

H2O2-induced cytotoxicity in SH-SY5Y cells (MTT) 

注：**：p<0.01与对照组相比具极显著差异；#：p<0.05；##：

p<0.01与H2O2组相比具显著差异。 

 
图 14 RVF预孵育对 H2O2诱导 SH-SY5Y细胞氧化损伤的保护作用

（SRB） 

Fig.14 Effects of RVF pre-incubation on H2O2-induced 

cytotoxicity in SH-SY5Y cells (SRB assay) 

注：**：p<0.01与对照组相比具极显著差异；#：p<0.05；##：

p<0.01与H2O2组相比具显著差异。 

从图 13 可知，MTT 法检测结果为 50、100、200 

µmol/L的RVF干预组可将细胞存活率由H2O2作用组

的 47.85%±1.80%（p<0.01）分别提高至 54.80%±2.60%

（p<0.05）、62.70%±2.30%（p<0.05）和 72.90%±3.90%

（p<0.01），即可分别将细胞存活率提升 6.95% 

（p<0.05）、14.85%（p<0.05）、25.05%（p<0.01），结

果表明 RVF 预孵育浓度越高，对 SH-SY5Y 细胞的保

护效果也越好。 

从图 14 可知，SRB 法也得到了相似结果，200 

µmol/L H2O2 损伤组的细胞存活率显著下降至

44.20%±3.10%（p<0.01），而 50、100、200 µmol/L 的

RVF 干预组的存活率可分别提高到 46.20%±2.20%、

57.50%±3.30%（p<0.05）和 66.10%±1.80%（p<0.01），

即可分别将细胞存活率提升 2.00%、13.30%（p<0.05）、

21.90%（p<0.01），并呈现了一定的剂量依赖性。 

从 MTT 法与 SRB 法的检测结果可知，50、100、

200 µmol/L RVF 干预组均能显著性地提升 H2O2损伤

的细胞存活率，考虑到 200 µmol/L RVF 将细胞存活率

提升最高，本研究后续实验选择 RVF 预孵育浓度为

200 µmol/L。 

2.2.3  RVF 预孵育时间对 SH-SY5Y 细胞存活

率的影响 

在确定了 RVF 最佳预孵育浓度后，进一步考察

RVF预孵育时间对H2O2诱导的SH-SY5Y细胞存活率

的影响，以确定最佳的 RVF 预孵育时间，结果如图

15 所示。 

 
图 15 RVF预孵育时间对细胞存活率的影响 （MTT） 

Fig.15 Time-dependent effects of RVF pre-incubation on 

H2O2-induced cytotoxicity in SH-SY5Y cells (MTT assay) 

注：*：p<0.05；**：p<0.01 RVF与H2O2组相比具有极显著

差异；##：p < 0.01 GSH与H2O2组相比具有显著差异。 

由图 15 可知，200 µmol/L RVF 分别预孵育 4 h、

8 h、12 h 和 24 h 后，细胞存活率逐渐升高。当预孵育

时间延长至 12 h 时，RVF 极显著地提高了细胞存活

率（p<0.01）；虽然与对照组相比预孵育 24 h 细胞存

活率也有极显著差异（p<0.01），但是与预孵育 12 h

相比并没有显著性差异，兼顾实验时间缩短的优势，

本研究后续实验选择 RVF 预孵育时间为 12 h。 

Zhang
[21]和 Kwon

[22]等通过MTT 实验分别发现红
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景天苷和马钱子苷可缓解H2O2诱导的SH-SY5Y细胞

存活率的下降，表明红景天苷和马钱子苷可抑制 H2O2

导致的 SH-SY5Y 细胞的氧化损伤；Pasquali
[23]等通过

MTT 和 SRB 实验发现过量的维生素 A 可以提升人肺

癌细胞的存活率，而加入维生素 E 后又可抑制细胞存

活率的提高表明过量服用维生素A可能提高了细胞氧

化应激水平和肺癌发病率，但是联合服用维生素E后，

细胞氧化应激现象得到抑制。 

2.2.4  RVF 对 SH-SY5Y 细胞形态的影响 

正常 SH-SY5Y 细胞呈梭形或多角形状，在 H2O2

刺激下，细胞会变圆或细长，且贴壁性下降；细胞凋

亡时，则会有明显的皱缩，且部分漂浮在培养基中，

可通过细胞形态变化来了解细胞的应激状况[24,25]。 

 
图 16 麦胚抗氧化肽 RVF对 H2O2诱导 SH-SY5Y细胞的形态变化

的影响 

Fig.16 Effects of RVF on H2O2-induced morphological 

alterations in SH-SY5Y cells 

RVF 干预 H2O2诱导的 SH-SY5Y 细胞的形态变

化如图 16 所示。从图 16 可知，H2O2作用组的细胞不

仅明显皱缩，且变得细长；而 50、100、200 µmol/L RVF

干预后，细胞形态逐渐恢复，梭形或多角形细胞数目

逐渐增多，说明 RVF 对 H2O2导致的 SH-SY5Y 细胞

氧化应激具有抑制作用。Zhang
[21]、Kwon

[22]等关于红

景天苷和马钱子苷对 SH-SY5Y 细胞凋亡时细胞形态

变化的研究也得到了相似的结果。 

3  结论 

3.1  在无血清条件下，RVF 分别作用 12 h、24 h、48 

h、72 h 后，只有 200 μM RVF 作用 12 h 的组别可将

细胞存活率由 68.30±2.60% （ p<0.01 ）提升至

81.30±2.50%（p<0.05），表明在无血清饥饿模型中，

RVF 并没有明显的营养功能；细胞形态学分析结果也

表明 RVF 并没能有效缓解细胞因饥饿导致的数目和

形态的变化。 

3.2  在 1%的血清条件下，除 500 µmol/LRVF 作用 24 

h 可将细胞存活率由 66.10±2.60%（p<0.01）提高至

78.20±2.40%（p<0.05）外，其他组别没有显著性差异，

表明在 1%的血清饥饿模型中，RVF 没有明显的营养

功能；在 3%的血清条件下，100-500 µmol/L RVF 作

用 72 h 对细胞也没有明显的保护作用；结果表明在 40

个不同浓度与作用时间的 RVF 组别中对 SH-SY5Y 细

胞具有显著营养功能的只有 2 个组别，与细胞模型中

有无血清没有必然关系，且不具有剂量与时间依赖性。 

3.3  通过 MTT 和 SRB 实验可知，200 μmol/L H2O2

作用 SH-SY5Y 细胞 12 h 后，SH-SY5Y 细胞存活率接

近 50.00%，所以选择 200 μmol/L H2O2作用 SH-SY5Y

细胞 12 h 作为后续实验的模型条件。 

3.4  与 H2O2 作用组相比，50、100、200 µmol/L 的

RVF将细胞存活率分别提高了6.95%、15.95%、25.05%

（MTT 法）和 2.00%、13.30%、21.90%（SRB 法）；

并且经 RVF 分别预孵育 4 h、8 h、12 h 和 24 h 后，细

胞存活率逐渐升高；当预孵育时间延长至12 h时，RVF 

极显著地提高了细胞存活率，因而选择预孵育 12 h 作

为保护模型时间；细胞形态检测结果表明 RVF 干预

后，SH-SY5Y 细胞逐渐由皱缩、细长恢复到梭形或多

角形，且细胞数目也逐渐增多、粘附性增强，说明 RVF

对 H2O2 导致的 SH-SY5Y 细胞氧化应激具有抑制作

用。 

3.5  综上所述，RVF 在 H2O2诱导的细胞氧化损伤模

型中的保护作用更加突出，因此本研究将继续在 H2O2

诱导的细胞氧化损伤模型中考察 RVF 的保护机制。 
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