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人参皂苷 Ｒｂ１ 减轻人脐静脉内皮细胞氧化损伤
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摘要:目的 探讨人参皂苷 Ｒｂ１(ｇＲｂ１)对过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)致人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)氧化损伤的影响ꎮ 方法

将 ＨＵＶＥＣｓ 分为对照组、Ｈ２Ｏ２(２０、４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ / Ｌ)组、ｇＲｂ１(１０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ / Ｌ)干预组ꎮ ＭＴＴ 法测定细胞

存活率ꎻａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染法检测凋亡ꎻ黄嘌呤氧化酶法测定 ＳＯＤ１ 活性ꎻ硫代巴比妥比色法计算 ＭＤＡ 含量ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定细胞间黏附分子￣１( ＩＣＡＭ￣１)和血管细胞黏附分子￣１(ＶＣＡＭ￣１)蛋白表达ꎮ 结果 与对照组相比ꎬ
Ｈ２Ｏ２ 呈浓度依赖性抑制细胞存活率(Ｐ<０ ０５)ꎬ增加细胞凋亡(Ｐ<０ ０５)ꎬ抑制 ＳＯＤ１ 活性(Ｐ<０ ０５)ꎬ增加 ＭＤＡ 含

量(Ｐ<０ ０５)ꎬ促进 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白表达(Ｐ<０ ０５)ꎮ ｇＲｂ１ 干预能够显著缓解上述指标的变化ꎮ 结论 ｇＲｂ１
通过抑制细胞凋亡、改善氧化应激水平和抑制 ＩＣＡＭ￣１ 及 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白表达减轻 ＨＵＶＥＣｓ 氧化损伤ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ (ｇＲｂ１) ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＶＥＣｓ) ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｆｒｏｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ (Ｈ２Ｏ２). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨＵＶＥＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇＲｂ１ ｇｒｏｕｐ. ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌꎻ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ
ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ＳＯＤ１ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ ｍｅｔｈｏｄꎻ ＭＤＡ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｉｂａｔｉｔｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｓｓａｙꎻ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＶＣＡＭ￣１ ｗａｓ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ＭＤＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＶＣＡＭ￣１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＳＯＤ１ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｇＲｂ１ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ａｂｏｖｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ｇＲｂ１ ｃａｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ
ＨＵＶＥＣｓ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＶＣＡＭ￣１.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙꎻ ＩＣＡＭ￣１ꎻ ＶＣＡＭ￣１

　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ＡＳ)是心血管疾

病发生和发展的病理基础ꎮ 血管内皮细胞功能损伤

是 ＡＳ 形成的重要机制之一ꎬ早于动脉粥样硬化形态

学改变ꎬ在心血管病的预测和防治方面具有极其重要
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的意义[１￣２]ꎮ 氧化应激会导致血管内皮细胞的功能紊

乱ꎬ从而导致心血管疾病的发生[３]ꎮ 细胞间黏附分

子￣１( ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬ ＩＣＡＭ￣１)
和血管细胞黏附分子￣１(ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅ￣
ｃｕｌｅ￣１ꎬ ＶＣＡＭ￣１)参与 ＡＳ 的形成[４]ꎬ但其作用机制尚

不清楚ꎮ 人参皂苷 Ｒｂ１(ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ꎬｇＲｂ１)已经

被证实具有内皮细胞功能保护作用[５￣６]ꎮ
本研究拟建立人脐静脉内皮细胞( ｈｕｍａｎ ｕｍ￣

ｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ꎬＨＵＶＥＣｓ)氧化损伤模

型ꎬ探讨 ｇＲｂ１ 的药理效果ꎬ为其进一步的临床应用

提供研究基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料和主要试剂

ｇＲｂ１(ＨＰＬＣ ９８ １％ꎬ成都普菲德生物技术有限

公司)ꎻＨ２Ｏ２、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ异丙

醇、无水乙醇(广州化学试剂厂)ꎻⅠ型胶原酶、无血清

培养基、Ｍ１９９ 培养基和胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ内皮

细胞生长因子(ＢＤ 公司)ꎻ细胞裂解液、蛋白定量试

剂盒和凋亡试剂盒(南京凯基生物科技发展有限公

司)ꎻ抗 ＩＣＡＭ￣１ 抗体 ( Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司)ꎻ抗 ＶＣＡＭ￣１ 抗体(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ抗 ＧＡＰＤＨ
内参抗体(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司)ꎻ小鼠及兔Ⅱ抗(武
汉博士德生物工程有限公司)ꎻ分型 ＳＯＤ 活性及ＭＤＡ
检测试剂盒(南京建成生物公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的分离培养:原代 ＨＵＶＥＣｓ 分离培养见

既往报道[７]ꎮ 若无特殊交代ꎬ研究所用细胞均为１~
３ 代ꎮ 本研究经河南大学第一附属医院伦理委员会

批准ꎬ符合 Ｈｅｌｓｉｎｋｉ 原则ꎮ
１ ２ ２　 细胞的分组与处理:Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤诱导实

验:细胞分为对照组和不同浓度的 Ｈ２Ｏ２(２０、４０、８０
和 １６０ μｍｏｌ / Ｌ)组ꎮ ｇＲｂ１ 氧化损伤保护实验:细胞

分为对照组ꎬＨ２Ｏ２ ( ８０ μｍｏｌ / Ｌ) 组和不同浓度的

ｇＲｂ１(１０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ / Ｌ)组ꎮ 细胞处理:取对数

增殖的细胞按实验目的进行接种ꎬ培养 ２４ ｈ 后加药

刺激ꎮ 按照不同实验目的ꎬ加药顺序为:ｇＲｂ１ 作用

０ ５ ｈ 后加入 Ｈ２Ｏ２ 培养 ２４ ｈꎬ收集细胞上清液、细
胞和蛋白进行实验ꎮ
１ ２ ３　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率:细胞处理结束后ꎬ
加入 ２０ μＬ ＭＴＴ(５ ｍｇ / ｍＬ)培养 ４ ｈꎻ去除培养基

后ꎬ每孔加入 １５０ μＬ 的 ＤＭＳＯꎬ用锡箔纸遮盖后置

于摇床上 １５ ｍｉｎ 充分摇匀ꎮ 最后在 ４９０ ｎｍ 处ꎬ用
酶标仪读取各孔的吸光度值(Ａ４９０)ꎬ计算存活率ꎮ

存活率＝实验组 Ａ４９０值 /对照组 Ａ４９０值ꎮ
１ ２ ４　 流式细胞检测细胞凋亡:操作过程见参考文

献[５]ꎮ
１ ２ ５　 ＳＯＤ１ 活性及 ＭＤＡ 含量的测定:用黄嘌呤

氧化酶法测定细胞培养上清液中 ＳＯＤ１ 活性ꎻ用硫

代巴比妥比色法(ＴＢＡ 法)测定 ＭＤＡ 含量ꎮ 操作过

程严格按照试剂盒说明书进行ꎮ
１ ２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白:
吸去培养基收集细胞ꎬ用 １×磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)冲
洗 ２ ~ ３ 遍ꎬ加 ５０ ~ ６０ μＬ 细胞裂解液ꎬ低温孵育

１０ ｍｉｎꎬ刮下细胞ꎬ将细胞裂解物吸至 １ ５ ｍＬ 离心

管中ꎬ４ ℃ 下以 １３ ２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎻ吸取上

清ꎬ分装保存以备后用ꎮ ＢＣＡ 蛋白定量后ꎬ取等量

总蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后转移到 ＮＣ 膜上ꎮ
５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎬ加入相应抗体ꎬ４ ℃摇床

过夜孵育ꎻ弃去Ⅰ抗ꎬ１×ＴＢＳＴ 洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加入小

鼠或兔Ⅱ抗室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次后 ＥＣＬ 显

影ꎬ最后用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件扫描并分析ꎮ
１ ３　 统计学分析

通过 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计软件进行分析ꎬ定量资料用

均数±标准差( ｘ± ｓ)表示ꎬ均数比较采用方差分析

(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎮ

２　 结果

２ １　 氧化损伤模型 Ｈ２Ｏ２ 浓度的选择

与对照组相比ꎬ４０、８０ 和 １６０ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 显著

抑制细胞存活率为 ６４ ２％±１５ ３％、５３ ３％±１５ １％、
２５％±１０ ９％ꎮ 将存活率转换为抑制率ꎬ测算得出

ＩＣ５０为 ７８ ６２ μｍｏｌ / Ｌꎮ 因此ꎬ８０ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 为建

立损伤模型的最佳浓度ꎮ
２ ２　 ｇＲｂ１ 对细胞存活率的影响

与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞存活率明显受到抑制

(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 组对比ꎬ２０ 和 ４０ μｍｏｌ / Ｌ ｇＲｂ１ 均

能显著提高内皮细胞的存活率ꎬ且以 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ｇＲｂ１
最为明显(Ｐ<０ ０５)(图 １)ꎮ 后续研究以 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
ｇＲｂ１ 探讨其对细胞的保护作用ꎮ
２ ３　 ｇＲｂ１ 对细胞凋亡的影响

与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞凋亡率明显升高
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(８)

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ

图 １　 不同浓度 ｇＲｂ１ 处理对细胞活力的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇＲｂ１ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｎ ｃｅｌｌ
　 　 　 ｖｉａｂｉｌｉｔｙ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬｇＲｂ１ 组细胞凋亡率显

著降低(Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ
２ ４　 ｇＲｂ１ 对细胞 ＳＯＤ１ 活性和 ＭＤＡ 含量的影响

与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 组 ＳＯＤ１ 活性明显降低ꎬ

ＭＤＡ 含量明显增加(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬ
ｇＲｂ１ 组 ＳＯＤ１ 活性明显升高ꎬＭＤＡ 含量明显下降

(Ｐ<０ ０５)(图 ３)ꎮ

２ ５　 ｇＲｂ１ 对细胞 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白表达

的影响

与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１
蛋白表达均明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬ
ｇＲｂ１ 组 ＩＣＡＭ￣１ 及 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白表达显著减少(Ｐ<
０ ０５)(图 ４)ꎮ

３　 讨论

动脉粥样斑块组织中存在大量凋亡的内皮细

胞ꎬ这是细胞黏附分子产生以及单核、泡沫细胞黏附

的主要机制ꎮ 因此ꎬ内皮细胞功能损伤和凋亡已被

公认为与心血管疾病的发生存在密切联系[８]ꎮ
内皮细胞损伤模型是阐明内皮损伤机制的重要

工具ꎬ而 Ｈ２Ｏ２ 诱导的内皮细胞损伤模型为目前广

泛应用的研究内皮损伤的模型[９]ꎮ 本研究通过细胞

形态学和细胞存活率的检测ꎬ最终确定 ８０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 为损伤模型的最佳浓度ꎮ

人参自古以来就被认为是一种增强机体抵抗力

的中药ꎮ 现代医学和药理研究表明ꎬ 人参皂苷为人

参的主要有效成分ꎬ ｇＲｂ１ 是含量最多的一种[１０]ꎮ

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 ｇＲｂ１ 处理对 Ｈ２Ｏ２ 损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇＲｂ１ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 ｇＲｂ１ 处理对细胞 ＳＯＤ１ 和 ＭＤＡ 的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇＲｂ１ ｏｎ ｔｈｅ ＳＯＤ１ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＭＤＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)
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宋志明　 人参皂苷 Ｒｂ１ 减轻人脐静脉内皮细胞氧化损伤

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ４　 ｇＲｂ１ 对细胞内 ＩＣＡＭ￣１和 ＶＣＡＭ￣１蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇＲｂ１ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＶＣＡＭ￣１(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

既往研究发现ꎬｇＲｂ１ 能够改善自然衰老小鼠体内的

氧化应激水平[１１]ꎮ 本研究显示ꎬ氧化损伤的内皮细

胞中 ＳＯＤ 活性减低ꎬＭＤＡ 含量增加ꎮ 而 ｇＲｂ１ 能够

增加 ＳＯＤ 活性ꎬ同时减少 ＭＤＡ 生成ꎮ
内皮细胞的异常凋亡是内皮损伤的生理反映ꎬ

而 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 是内皮细胞损伤的主要标

志[１２]ꎮ 本研究显示ꎬ在氧化损伤中ꎬ内皮细胞的凋

亡异常增加ꎬＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 的蛋白表达也大幅

增加ꎮ ｇＲｂ１ 能够减少内皮细胞的凋亡ꎬ抑制细胞表

面黏附分子的合成ꎮ
本研究结果显示ꎬｇＲｂ１ 能够通过减少内皮细胞凋

亡、氧化应激水平和黏附分子的合成发挥其改善 Ｈ２Ｏ２

诱导的内皮细胞损伤ꎮ 后续的研究将进一步利用特异

性抑制剂或基因沉默技术进一步阐释相关机制ꎮ
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