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文题释义： 

程序性坏死：神经元死亡是许多神经系统疾病发生发展过程中所不可避免的，传统认为细胞死亡有凋亡、自

噬、坏死 3 种方式，近年来发现一种可调控的细胞坏死，被称为程序性坏死，这种坏死可被特定的小分子抑

制剂 Necrostatin-1(Nec-1)所阻断，且细胞中受体相互作用蛋白 3 含量会发生改变。前期对于程序性坏死的研

究主要集中在非神经元中，近年来陆续发现在大脑皮质神经元、海马神经元等神经元中也发现细胞的程序性

坏死，说明程序性坏死是一种广泛存在于各种细胞内的普遍坏死现象。 

知母皂甙：知母为百合科植物知母的根茎，其主要活性成分为甾体皂甙，主要有知母皂甙 A-Ⅰ、A-Ⅱ、A-Ⅲ、

A-Ⅳ、B-Ⅰ、B-Ⅱ、C、D、E 等亚型，现代研究发现知母皂甙在老年痴呆、改善记忆、清除氧自由基、抗氧

化、抗炎、降低血糖等许多方面都有功效。 

 

摘要 

背景：研究发现知母皂甙 B-Ⅱ具有神经保护作用，可减少细胞的程序性坏死，但其作用机制尚不明了，有待

深入研究。 

目的：分析知母皂甙 B-Ⅱ干预可减少氧-糖剥夺脊髓前角运动神经元瘤细胞 VSC4.1 程序性坏死的机制。 

方法：①取生长状态良好的 VSC4.1 细胞，分 6 组培养：A 组为正常对照；B 组加入过氧化氢溶液干预 24 h；

C-F 组分别加入 1，10，100，1 000 μmol/L 的知母皂甙 B-Ⅱ溶液干预 24 h，之后各组均加入过氧化氢溶液

干预 24 h；MTT 法检测细胞存活率，选择细胞存活率最高组的药物浓度进行以下实验；②将 VSC4.1 细胞分

3 组培养：正常对照组常规培养；模型组厌氧低糖培养 8 h 后复氧高糖培养 6 或 12 h；抑制剂组加入程序性

坏死抑制剂 Necrostatin-1 干预 24 h，厌氧低糖培养 8 h 后复氧高糖培养 6 或 12 h。流式细胞仪检测复氧 6 h

后的坏死细胞数量；Western-blot 检测复氧高糖培养 6 或 12 h 的受体相互作用蛋白 3 表达；③将 VSC4.1 细

胞分 3 组培养：正常对照组常规培养；模型组厌氧低糖培养 8 h 后复氧高糖培养 6 h；药物组加入 100 μmol/L

的知母皂甙 B-Ⅱ溶液干预 24 h，厌氧低糖培养 8 h 后复氧高糖培养 6 h。流式细胞仪检测复氧 6 h 后的坏死

细胞数量；Western-blot 检测复氧 6 h 的受体相互作用蛋白 3 表达。 

结果与结论：①MTT 检测显示与 B 组比较，E 组细胞存活率最高，所以后续实验选择 100 μmol/L 的知母皂

甙 B-Ⅱ；②模型组坏死细胞数多于正常对照组(P < 0.05)，抑制剂组坏死细胞数少于模型组(P < 0.05)；抑制

剂组复氧高糖培养 6，12 h 的受体相互作用蛋白 3 表达高于正常对照组(P < 0.05)，且复氧 6 h 的该蛋白表达

最高；③模型组坏死细胞数与受体相互作用蛋白 3 表达均高于正常对照组(P < 0.05)，药物组坏死细胞数与受

体相互作用蛋白 3 表达均低于模型组(P < 0.05)；④结果表明，知母皂甙 B-Ⅱ可有效减少氧-糖剥夺脊髓前角

运动神经元瘤细胞的程序性坏死，可能与降低受体相互作用蛋白 3 有关系。 

关键词： 
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药物组： 
(1)加入知母皂甙 B-Ⅱ

溶液干预 24 h； 
(2)厌氧低糖培养后复

氧高糖培养。 

正常对照组 
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(1)流式细胞仪
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的受体相互
作用蛋白3表
达。 

结果： 

(1)氧-糖剥夺处理后早
期VSC4.1存在程序
性坏死； 

(2)传统中草药知母皂
甙 B-Ⅱ溶可有效减
少VSC4.1细胞的程
序性坏死； 

(3)其作用机制可能与
降低受体相互作用
蛋白 3 有关。 

模型组： 
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Abstract 

BACKGROUND: Timosaponin B-II has neuroprotective effects and reduces necroptosis of cells, but its mechanism is still unknown and 

needs further study. 

OBJECTIVE: To study the mechanism by which the extract of timosaponin B-II of Anemarrhena asphodeloides on necroptosis of VSC4.1 

cells induced by oxygen-glucose deprivation.  

METHODS: Firstly, VSC4.1 cells in good growth condition were cultured in six groups: group A as normal control; group B with hydrogen 

peroxide solution for 24 hours; groups C-F with 1, 10, 100, 1 000 μmol/L timosaponin B-II solution for 24 hours, respectively, and then each 

group was cultured with hydrogen peroxide solution for another 24 hours. MTT assay was used to detect the cell survival rate, and the drug 

concentration of the group with the highest cell survival rate was selected for the following experiments. Secondly, VSC4.1 cells were cultured 

in three groups: routine culture in normal control group; anaerobic hypoglycemic culture for 8 hours followed by reoxygenation and 

hyperglycemic culture for 6 or 12 hours in model group; necrostatin-1, a necroptosis inhibitor, was added in inhibitor group for 24 hours, and 

anaerobic hypoglycemic culture for 8 hours followed by reoxygenation and hyperglycemic culture for 6 or 12 hours. Flow cytometry was used 

to detect the number of necrotic cells after 6 hours of reoxygenation, and western blot assay was used to detect the expression of 

receptor-interacting protein 3 after 6 or 12 hours of reoxygenation. Thirdly, VSC4.1 cells were cultured in three groups: routine culture in 

normal control group; anaerobic hypoglycemic culture for 8 hours followed by reoxygenation and hyperglycemic culture for 6 hours in model 

group; drug group was treated with 100 μmol/L timosaponin B-II solution for 24 hours, followed by anaerobic hypoglycemic culture for 8 hours 

and anaerobic hyperglycemic culture for 6 hours. Flow cytometry was used to detect the number of necrotic cells after 6 hours of 

reoxygenation and western blot assay was used to detect the expression of receptor-interacting protein 3 after 6 hours of reoxygenation. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) The MTT assay showed that compared with group B, group E had the highest cell survival rate. Hence, 

100 μmol/L timosaponin B-II was selected for subsequent experiments. (2) The number of necrotic cells in the model group was higher than 

that in the normal control group (P < 0.05), and the number of necrotic cells in the inhibitor group was lower than that in the model group (P < 

0.05). After 6 and 12 hours of reoxygenation culture the expression of receptor-interacting protein 3 in the inhibitor group was higher than that 

in the normal control group (P < 0.05), and the highest expression was observed at 6 hours after reoxygenation (P < 0.05). (3) The number of 

necrotic cells and the expression of receptor-interacting protein 3 in the model group were higher than those in the normal control group (P < 

0.05), and the number of necrotic cells and the expression of receptor-interacting protein 3 in the drug group were lower than those in the 

model group (P < 0.05). All these results indicate that timosaponin B-II can effectively reduce the necroptosis of VSC4.1 cells deprived of 

oxygen-glucose, which may be related to the reduction of receptor-interacting protein 3. 

Key words: VSC4.1 cell; necrostatin-1; necroptosis; oxygen-glucose deprivation; cell damage; receptor-interacting protein 3; necrosome; 

timosaponin B-II 
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0  引言  Introduction 

细胞的死亡机制日益被科学研究所重视并不断深入探

索，传统的细胞死亡观点日渐被新的观点所替代，程序性

坏死(Necroptosis)观点在近年的科研中产生。程序性坏死

这一观点指出：细胞的死亡与传统细胞凋亡不同，其坏死

过程中受到特定因子的启动与执行，且可被特定的小分子

抑制剂Necrostatin-1(Nec-1)所阻断[1]，这种坏死具有形态

学改变且可受调控。因此，科研者期望可通过人为调控来

减少细胞的程序性坏死。以往对程序性坏死的研究主要集

中于非神经元[2-4]，近年来发现在神经元中也存在程序性坏

死现象，如海马神经元损伤[5]、皮质神经元损伤[6]、神经胶

质细胞损伤中均存在程序性坏死[7]。因此，程序性坏死不

仅参与了非神经元的死亡，也是神经元早期坏死的重要组

成部分。 

脊髓前角运动细胞是中枢神经系统中具有重要作用的

细胞，其功能正常与否直接关系到躯体运动功能，脊神经

的伤往往会引起四肢躯体的运动功能受限。知母是中国传

统的中草药，主要活性成分为甾体皂甙，包括众多亚型[8]，

知母皂甙B-Ⅱ为其中之一，研究发现知母皂甙B-Ⅱ具有神

经保护作用 [9]，且在不同的细胞内能有效减少程序性坏  

死[10]，其引起的分子机制尚未完全明了。在程序性坏死进

程中，受体相互作用蛋白通路是目前研究较多的调控途径，

其中受体相互作用蛋白3是关键靶点[11]，在受体相互作用蛋

白通路中起着启动细胞程序性坏死的关键作用。此次实验

选取脊髓前角运动神经瘤细胞VSC4.1来研究运动神经元

氧-糖剥夺后是否存在程序性坏死，在此基础上研究知母皂

甙B-Ⅱ对VSC4.1细胞程序性坏死的作用，以期进一步深入

探索知母皂甙B-Ⅱ对神经细胞程序性坏死的可能存在机

制，为中药治疗神经系统疾病做一些有益的研究。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  对比观察细胞实验。 

1.2  时间及地点  实验于2017年2月至2018年8月在长治

医学院中心实验室完成。 

1.3  材料  知母皂甙B-Ⅱ(药物纯度>95%，四川大学实验

室)；脊髓前角运动神经元瘤细胞系VSC4.1(上海弘顺生物

科技有限公司)；DMEM高糖培养基、DMEM低糖培养基、

胎牛血清、胰蛋白酶 (美国GIBCO公司 )；Nec-1(美国
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Sigma-Aldrich公司)；受体相互作用蛋白3抗体、GAPDH

抗体、荧光二抗(武汉三鹰生物技术有限公司)；Annexin 

V/PI双染试剂盒 (江苏凯基生物制品股份有限公司 )；

Western-Blot实验仪器(美国BIO-RAD公司)；流式细胞仪

(BD公司)；显微镜(ZEISS公司)；500 mL厌氧产气袋(日本

株式会社)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  细胞培养  将VSC4.1细胞置于10 cm细胞培养皿

中，加入含有体积分数10%胎牛血清的DMEM高糖培养基，

在37 ℃、体积分数5%CO2条件下培养，实验中均选用细

胞生长状态良好的细胞。 

1.4.2  配置不同浓度的知母皂甙B-Ⅱ  用生理盐水与1%

二甲基亚砜配制成2 mmol/L的药物浓度，生理盐水与二甲

基亚砜的体积比为100∶1，分装贮存于冰箱，用时用

DMEM高糖培养基稀释为不同的浓度。 

1.4.3  MTT检测细胞活力  将培养好的VSC4.1细胞加入

96孔板，分6组培养，每组3复孔：A为正常对照组，B组单

纯H2O2干预，C-F分别经1，10，100，1 000 μmol/L的知

母皂甙B-Ⅱ干预24 h，再加入100 μmol/L H2O2继续培养 

24 h。每孔加入50 μL MTT溶液，培养箱中放置4 h，之后

放置在摇床上震动15 min，酶标仪检测吸光度值，波长 

570 nm，取平均数。该实验是筛选知母皂甙B-Ⅱ的有效浓

度用于以下实验。 

1.4.4  实验造模与分组干预  ①将VSC4.1细胞分3组培

养：正常对照组常规培养；模型组制备氧-糖剥夺细胞模型，

随后取出细胞，PBS清洗后更换为DMEM高糖培养基继续

培养6 h或12 h；抑制剂组加入程序性坏死抑制剂Nec-1干

预24 h，取出细胞，制备氧-糖剥夺细胞模型，随后取出细

胞，PBS清洗后更换为DMEM高糖培养基继续培养6 h或 

12 h；②将VSC4.1细胞分3组培养：正常对照组常规培养；

模型组制备氧-糖剥夺细胞模型，而后随后取出细胞，PBS

清洗后更换为DMEM高糖培养基继续培养6 h；药物组加入

100 μmol/L的知母皂甙B-Ⅱ溶液干预24 h，然后制备氧-

糖剥夺细胞模型，随后取出细胞，PBS清洗后更换为DMEM

高糖培养基继续培养6 h。 

氧-糖剥夺细胞模型的制备：从培养箱中取出密度达到

70%左右的细胞，PBS清洗后更换为低糖DMEM培养基，

放入密闭的乐扣盒子中，放入厌氧带和厌氧指示剂，封闭

好后继续放入培养箱中培养8 h，制备氧-糖剥夺细胞模型。 

1.5  主要观察指标  

流式细胞仪检测细胞程序性坏死：将各组细胞用不含

EDTA的胰蛋白酶消化，DMEM高糖培养基终止反应，收

集至2 mL离心管中，离心去上清，PBS清洗，离心去上清；

每管加入1.5 mL Binding Buffer吹匀，过滤加入上样管中，

每上样管加入500 μL Binding Buffer，每组3管，每管加入

5 mL Annexin V-FITC和10 μL PI，流式细胞检测仪上样检

测。 

Western-blot检测受体相互作用蛋白3表达：收集各组

细胞，用RIPA细胞裂解液裂解，BCA法测定蛋白浓度，用

10%胶上样30 μg，电泳、湿转、封闭后加一抗：兔抗受体

相互作用蛋白3(1∶1 000)，兔抗GAPDH(1∶1 000)，过夜

加二抗荧光显色。采用ImageJ软件扫描和分析蛋白条带。 

1.6  统计学分析  实验结果所得数据求得相应比值均采

用单因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义；所有

实验结果均以均数±标准误表示。统计分析采用SPSS 20.0

软件完成。 

 

2  结果  Results  

2.1  MTT检测结果  MTT结果显示：与A组相比，其余组

VSC4.1细胞增殖活性明显降低，B组活性最低；知母皂甙

B-Ⅱ在一定范围内(小于100 μmol/L)可促进VSC4.1细胞的

增殖活性逐渐增高，超过一定浓度其增殖活性降低，见图1。

当知母皂甙B-Ⅱ浓度为100 μmol/L时，VSC4.1细胞活性最

高，后续实验选择此浓度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  程序性坏死抑制剂干预后的细胞流式检测结果  根

据文献报道选取恢复供氧时间为6 h
[12]，因此选用此时间点

在Nec-1预处理条件下进行Annexin V/PI双染的流式细胞

检测。结果可见：正常对照组细胞大部分都出现在左下象

限(代表活细胞)，模型组左上象限的PI染色阳性细胞较多

(代表死细胞较多)，而加入Nec-1预处理后，左上象限的PI

染色阳性细胞数量明显减少；对PI染色阳性计数进行统计

学分析显示：与正常对照组相比，模型组坏死细胞较多；

抑制剂组坏死细胞明显少于模型组(P < 0.05)，见图2，提

示Nec-1预处理可减少氧-糖剥夺诱导的VSC4.1早期细胞

程序性坏死。 

2.3  程序性坏死抑制剂干预后的受体相互作用蛋白3检测

结果  与正常对照组相比，抑制剂组复氧高糖培养6，12 h

后的受体相互作用蛋白3阳性条带都明显增粗，且以6 h表

现最明显，见图3，提示Nec-1预处理细胞后，VSC4.1细

胞在氧-糖剥夺诱导恢复供氧6 h时程序性坏死量最多。 

图注：A 为正常对照组；B 为加入过氧化氢溶液干预 24 h；C-F 分别

加入 1，10，100，1 000 μmol/L 的知母皂甙 B-Ⅱ溶液干预 24 h，之

后各组均加入过氧化氢溶液干预 24 h。与 A 组相比，a
P < 0.01；与 B

组相比：b
P < 0.05。 

图 1  不同浓度知母皂甙 B-Ⅱ对 H2O2干预脊髓前角运动神经元瘤细

胞 VSC4.1 增殖活性的影响 

Figure 1  Effects of different concentrations of timosaponin B-II on 

the proliferation of VSC4.1 cells treated with H2O2 
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2.4  知母皂甙B-Ⅱ预处理后的流式检测结果  正常对照

组细胞绝大部分都出现在左下象限(代表活细胞)，模型组

左上象限的PI染色阳性细胞较多(代表死细胞较多)，药物组

左上象限的PI染色阳性细胞数量明显减少；对PI染色阳性

计数进行统计学分析显示：与正常对照组相比，模型组、

药物组坏死细胞较多(P < 0.05)，见图4，提示知母皂甙B-

Ⅱ预处理可有效减少VSC4.1细胞的程序性坏死。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  知母皂甙B-Ⅱ预处理后的受体相互作用蛋白3检测结

果  与正常对照组相比，模型组、药物组受体相互作用蛋

白3蛋白条带明显增粗；与模型组相比，药物组受体相互作

用蛋白3蛋白条带变细，见图5，提示知母皂甙B-Ⅱ预处理

后，氧-糖剥夺诱导的VSC4.1细胞程序性坏死减少。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

细胞坏死机制一直是研究的热点。近年有学者发现了

一种新的细胞死亡模式，称为程序性坏死[13-15]，这种坏死

图注：与正常对照组相比，a
P < 0.01；与模型组相比，b

P < 0.05。 

图 2  流式细胞仪检测程序性坏死抑制剂干预对 VSC4.1 细胞程序性

坏死的影响 

Figure 2  Effect of programmed necrosis inhibitor intervention on 

necroptosis of VSC4.1 cells detected by flow cytometry 

 

图注：与正常对照组相比，a
P < 0.01；与抑制剂组复氧高糖培养 6 h

相比，b
P < 0.05。 

图 3  程序性坏死抑制剂干预对氧-糖剥夺 VSC4.1 细胞复氧高糖培

养不同时间受体相互作用蛋白 3 表达的影响 

Figure 3  Effect of programmed necrosis inhibitor on the 

expression of receptor-interacting protein 3 in VSC4.1 cells under 

oxygen-glucose deprivation followed by reoxygenation and 

hyperglycemic culture 

 

图注：与正常对照组相比，a
P < 0.01；与模型组相比，b

P < 0.05。 

图 4  流式细胞仪检测知母皂甙B-Ⅱ预处理对VSC4.1细胞程序性坏

死的影响 

Figure 4  Effect of pretreatment with timosaponin B-II on 

necroptosis of VSC4.1 cells detected by flow cytometry 

 

图注：与正常对照组相比，a
P < 0.01；与模型组相比，b

P < 0.05。 

图 5  知母皂甙 B-Ⅱ预处理对氧-糖剥夺 VSC4.1 细胞复氧高糖培养 

6 h 受体相互作用蛋白 3 表达的影响 

Figure 5  Effect of pretreatment with timosaponin B-II on 

expression of receptor-interacting protein 3 in VSC4.1 cells under 

oxygen-glucose deprivation followed by reoxygenation and 

hyperglycemic culture for 6 hours 
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的典型特征是可被小分子抑制剂Nec-1所阻断[16-17]。目前尚

未发现程序性坏死细胞在形态学改变上的特异性标志物，

研究中多以Nec-1作为检测程序性坏死的重要指标[18-19]。在

多种非神经细胞内发现程序性坏死后，科研人员也陆续在

一些神经细胞内发现程序性坏死[20]。在人体组织中，器官

的缺血再灌注是常见引起器官组织损伤的原因之一；而到

达细胞水平，器官组织缺血会引起细胞缺血缺氧，进而引

起细胞坏死[21]。在此，作者选择使用Nec-1预处理细胞之

后制造氧糖剥夺模型，模拟外界环境对细胞造成缺血缺氧

来研究细胞的坏死情况，正是基于此种原因。 

脊髓前角运动细胞是中枢神经系统中在脊髓前角灰质

中起重要作用的一群细胞，其功能的正常与否直接关系到

躯体的运动功能，脊髓前角的损伤往往会引起其所支配的

肢体运动功能障碍，在此选取脊髓前角运动神经瘤细胞

VSC4.1来研究运动神经元氧糖剥夺后是否存在程序性坏

死[22]，在此基础上研究知母皂甙B-Ⅱ对VSC4.1细胞程序性

坏死的作用。 

作为中国传统中草药之一的知母在医学界被广泛应用，

其主要活性成分为甾体皂甙，它的众多亚型A-Ⅰ、B-Ⅰ、

B-Ⅱ、C、D、E等已被发现具有抗炎、抗氧化应激、神经

保护等作用[23-25]。有研究表明，知母皂甙B-Ⅱ可在一定浓

度之内对大鼠神经细胞起到有效抗氧化损伤作用[26-27]；大

量研究表明，知母皂甙B-Ⅱ具有神经保护作用，可抑制多

种炎症因子的生成，从而发挥抗氧化作用[28]。近年来的研

究发现，知母皂甙B-Ⅱ在一定浓度范围之内可抑制神经元

的程序性坏死[29-30]。目前认为在调控细胞程序性坏死中，

有多种分子可能单独或者共同参与其中，例如线粒体外膜

蛋白与铁硫域蛋白的表达上调，可导致肿瘤坏死因子诱导

的L929细胞发生程序性坏死[31]；在小鼠胚胎成纤维细胞中

发现，钙蛋白酶上调使凋亡因子表达增加，导致细胞出现

程序性坏死等[32]。在众多细胞程序性坏死通路的研究中，

受体相互作用蛋白通路是目前研究较多的调控途径[33-34]。

研究发现，在细胞程序性坏死中均有受体相互作用蛋白3

水平表达上调，其发生与受体相互作用蛋白3磷酸化密切相

关。受体相互作用蛋白3磷酸化可促使受体相互作用蛋白1/

受体相互作用蛋白3复合体形成，这一复合体被称之为“坏

死体”，可促使细胞破裂发生程序性坏死，在此时使用阻断

细胞凋亡的试剂时并不能抑制程序性坏死的发生[35-37]；而

使用受体相互作用蛋白3抑制剂后，细胞的程序性坏死明显

减少。这一结果说明受体相互作用蛋白3在受体相互作用蛋

白通路中起着启动细胞程序性坏死的关键作用[38-41]。因此，

实验选择受体相互作用蛋白3为观察细胞程序性坏死的指

标，在Nec-1与知母皂甙B-Ⅱ预处理细胞后，均选用受体

相互作用蛋白3的表达变化来观察细胞程序性坏死的变化。 

由于程序性坏死的典型特征是可被Nec-1所阻断，因

此实验中使用Nec-1来检测程序性坏死的发生[42-43]。实验确

定了Nec-1预处理VSC4.1细胞经氧-糖剥夺后的早期存在

程序性坏死，之后在此基础上来观察细胞内受体相互作用

蛋白3的表达变化，取得了与前人一致的报道结果[12]。随后

将细胞分为6组，加入不同浓度的知母皂甙B-Ⅱ，使用MTT

来确定对细胞程序性坏死起最佳作用的药物浓度，得到用

100 μmol/L知母皂甙B-Ⅱ预处理细胞对细胞程序性坏死的

减少作用最大。随后在此药物浓度条件下(100 μmol/L)来观

察药物对细胞中受体相互作用蛋白3表达的改变，发现知母

皂甙B-Ⅱ可有效减少细胞内受体相互作用蛋白3的表达，起

到减少程序性坏死的作用。 

综上所述，程序性坏死是一种存在于非神经细胞与神

经细胞急性损伤后的早期死亡类型。VSC4.1细胞在氧-糖

剥夺后早期存在程序性坏死现象，加入知母皂甙B-Ⅱ可有

效减少程序性坏死的产生，其作用机制可能与知母减少细

胞内受体相互作用蛋白3表达有关，但其引起程序性坏死减

少的具体机制还有待进一步探索。 
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