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摘要：本研究探讨了人参皂苷 F2 对 H2O2诱导人胚肾 HEK-293 细胞损伤的抗凋亡作用。利用试剂盒测定凋亡细胞 Caspase-6 和

Caspase-9 活性水平，应用 Western Blot 检测凋亡细胞中 Bcl-2 凋亡家族（Bcl-2 和 Bax）与 Caspase 凋亡家族（Cleaved Caspase-3 和

Cleaved PARP）的蛋白表达量。H2O2损伤细胞后，Caspase 酶活力提高，促凋亡蛋白表达提高；1.25、5、20 μmol/L F2 预处理损伤细

胞后，Caspase-6 和 Caspase-9 活力呈浓度依赖性降低（p<0.05），当 F2 浓度达到 20 μmol/L 时，Caspase-6 活性降低了 6.83 U/mg protein，

Caspase-9 活性降低了 5.88 U/mg protein；Cleaved Caspase-3 和 Cleaved PARP 蛋白表达量显著低于损伤组（p<0.05），随着 F2 浓度的

升高，Cleaved Caspase-3 表达量分别下降至 280.90%、232.46%、185.26%，Cleaved PARP 表达量随着 F2 浓度升高而降低至 110.36%、

85.85%、61.95%；F2 高浓度组的 Bcl-2/Bax 比值（73.94%）较损伤组比显著提升（p<0.05）。表明人参皂苷 F2 可以抑制凋亡蛋白 Caspase

的活性，降低 Bax 促凋亡蛋白与 Caspase 家族上、中、下游蛋白的表达，通过调控 Caspase 级联反应抑制 H2O2刺激引起的细胞凋亡。 
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Abstract: In this study, the anti-apoptotic effect of ginsenoside F2 on H2O2-induced injury in human embryonic kidney HEK-293 cells 

was evaluated. Using commercial kits, the activities of Caspase-6 and Caspase-9 of apoptotic cells were examined by measured. Western blot 

tests were conducted to detect the protein expression of the Bcl-2 family (Bcl-2 and Bax) and Caspase family (Cleaved Caspase-3 and Cleaved 

PARP). After the cells were injured by H2O2, the activity of Caspase increased and the expressions of pro-apoptotic proteins increased. The 

activities of Caspase-6 and Caspase-9 decreased in a concentration-dependent manner (p<0.05) after the pretreatment of cells with 1.25, 5, 20 

μmol/L ginsenoside F2 to injure cells (p<0.05). At the F2 concentration of 20 μmol/L, the activities of Caspase-6 and Caspase-9 decreased by 

6.83 U/mg protein and 5.88 U/mg protein., respectively, and the protein expression levels of Cleaved Caspase-3 and Cleaved PARP were 

significantly lower than those of the injured group (p<0.05). With the increase of F2 concentration, the expression of Cleaved Caspase 3 dropped 

to 280.90%, 232.46% and 185.26%, respectively. The expressions of Cleaved PARP decreased to 110.36%, 85.85% and 61.95%, respectively, 

with the increase of F2 concentration. The ratio of Bcl-2/Bax for the high F2 concentration group (73.94%) was significantly higher than that of 

the injured group (p<0.05). These results showed that ginsenoside F2 can inhibit the activity of apoptotic protein Caspase, and reduce the  
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expression of Bax pro-apoptotic protein and the upstream, midstream and downstream proteins of the Caspase family, through inhibiting 

H2O2-induced apoptosis via regulating the Caspase cascade reactions. 

Key words: ginsenoside F2; anti-apoptosis; HEK-293 cells; ginseng 

 
细胞凋亡是指细胞受到刺激后导致的由基因调控

引起的自发的细胞有序死亡，又称程序性细胞死亡

(PDF)[1]。细胞在遭受刺激后可引发多种通路，经过多

种反应导致细胞核酸的结构功能变化，从而引起蛋白

质和细胞器功能的紊乱，发生细胞凋亡，最终细胞裂

解为多个凋亡小体而被其他细胞吞噬。在细胞凋亡过

程中有多种蛋白发挥作用，如 Bcl-2 家族、Caspase 家
族的凋亡蛋白及其相关基因的表达。各种损伤因素导

致线粒体跨膜电位（ ψ）的降低、线粒体渗透转运孔

（PT pore）的开放和细胞色素 C（cyt C）从线粒体中

的释放，导致 Caspase-9 的激活从而激活 Caspase 级联

反应导致细胞凋亡。Bcl-2 在线粒体凋亡途径中具有主

要调控作用，可通过激活下游基因造成细胞凋亡[2]。 
人参是闻名世界的传统中药材，在东方国家有几

千年的药用历史，近几十年在西方国家也享有盛誉。

人参皂苷是一类达玛烷型三萜类皂苷化合物，是人参

的主要活性成分。研究表明，人参皂苷具有多种药理

功能，对神经、内分泌、免疫等多种系统产生调节作

用[3]。根据分子结构可将人参皂苷分为两大类即原人

参二醇型皂苷（protopanaxadiol-type，PPD-type）和原

人参三醇型皂苷（protopanaxatriol-type，PPT-type）。
人参皂苷 F2 是 PPD 型人参皂苷如 Rb1、Rb2、Rc 和

Rd 等失去若干糖而代谢降解形成的次级皂苷之一[4]。

研究表明，人参皂苷 Rb1 和 Rd 在预防外界刺激诱导

的细胞凋亡方面具有较强的作用[5,6]。 
此外，有关研究表明，氧化应激与细胞凋亡有着

十分密切的关系，引起氧化应激的主要物质 ROS 可以

激活介导细胞凋亡的通路从而导致细胞凋亡[7]。课题

组前期建立了细胞损伤模型，试验结果表明 F2 能抑

制 H2O2诱导的细胞氧化应激[8]。本研究采用过氧化氢

（H2O2）体外诱导人胚肾 293（HEK-293）细胞损伤，

基于 Caspase 家族和 Bcl-2 家族蛋白水平考察 F2 对细

胞的抗凋亡作用，探讨其干预 Caspase 级联反应的抗

凋亡机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

人胚肾细胞（HEK-293），中国科学院细胞库；人

参皂苷 F2（≥98%），中国药品生物制品检定所；胎牛

血清（FBS）；青霉素-链霉素（PSS）；DMEM 培养基

非必需氨基酸，Gibco 美国；Caspase-6、Caspase-9 试

剂盒，南京建成； PBST 缓冲液；Anti-Cleaved 
Caspase-3、Anti-Bcl-2、Anti-Bax、Anti-PARP，Cell 
Signaling美国；Anti-GAPDH、HRP标记山羊抗兔 IgG、

HRP 标记山羊抗小鼠 IgG，武汉博士德。 
多功能酶标仪，BioTek 美国；二氧化碳培养箱，

上海力申科学仪器有限公司；SDS-PAGE 电泳和转膜

仪，Bio-Rad 美国；图像采集仪，DNR 以色列。 

1.2  试验方法 

1.2.1  细胞培养与分组 
接种 HEK-293 细胞至培养皿，培养基采用含有

10% FBS，1% PSS 和 1%非必需氨基酸的 DMEM 培

养基，置于 37 ℃、5% CO2培养箱内恒温培养 24 h。
实验分为 6 个组：对照组，空白组，损伤组，F2 组（浓

度分别为 1.25 μmol/L、5 μmol/L、20 μmol/L），并为

每组设三个平行对比实验。细胞在经过初代培养以后，

加入到 6 孔板中；空白组每孔加入 2 mL 的细胞培养

基，对照组和损伤组中每孔加入 2 mL、5.6×105个每

孔左右密度的细胞，培养 24 h，再向空白组、对照组

中加入 250 μL 完全培养基，往 F2 组中加入 250 μL 不

同浓度的人参皂苷 F2，培养 24 h。后往损伤组和 F2
组中加入 250 μL 的 H2O2（至 H2O2 终浓度为 400 
μmol/L），其余组加入等量完全培养基，培养 12 h，以

此建立损伤模型。并对每组所得数据进行平均处理。 
1.2.2  Caspase-6 和 Caspase-9 的活性测定 

使用 Caspase 活力检测试剂盒检测其检测原理在

于利用 Caspase 特异催化底物 acetyl-Val-Glu-Ile-Asp 
p-nitroaniline（Ac-VEID-pNA）产生黄色的游离硝基

苯胺 p-NA，再通过分光光度计测定 p-NA 的吸光度进

行比较。待测样品减去空白对照就是样品水解底物后

产生的 p-NA 的吸光值，进而确定 Caspase 的活性。 
1.2.3  Bcl-2家族和Caspase家族凋亡蛋白表达

量的测定 
运用 Western Blot（免疫印迹技术）测定相关蛋

白的表达量。收取蛋白后，将蛋白浓度调整至统一，

后进行 SDS-PAGE 电泳，每个上样孔内上样 10 μL 样

品。后将样品转至 PVDF 膜上。后 5%脱脂奶粉封闭 2 
h，使用 PBST 清洗 2 遍，后使用一抗（浓度稀释为

1:1000）孵育过夜。使用 PBST 清洗 2 遍，二抗（浓

度 1:4000）孵育 1 h。PBST 清洗 2 遍，加入适量显色
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剂于 ECL 成像仪中成像，搜集图像。图像使用 Image 
J 进行灰度分析。由于 GAPDH 表达较为稳定，以其

为内参基因，以待测样品的灰度值比上内参的

GAPDH 灰度值得出相对值，以对照组的相对值为

100%，得出各组的百分值。其中 Bcl-2 和 Bax 的表达

量以 Bcl-2 相对值/Bax 相对值的形式表示，Cleaved 
Caspase-3 和 Cleaved PARP 的结果以对照组为单位 1，
显示各组的百分比。 

1.3  数据分析 

得出的各组结果取平均值，并用 SPSS 进行差异

分析，结果以平均值±标准差的形式显示。在图中标

注平均值±标准差及显著性。 

2  结果与讨论 

2.1  人参皂苷 F2 对凋亡细胞内 Caspase-6 和

Caspase-9活性的影响 

 
图1 F2对 HEK-293损伤细胞Caspase-6活性的影响 

Fig.1 Effects of ginsenoside F2 on the activities of Caspase-6 in 

injured HEK-293 cells 

注：不同字母表示组间差异显著 p<0.05，相同字母表示

差异不显著 p>0.05，下同。 

 
图2 F2对 HEK-293损伤细胞Caspase-9活性的影响 

Fig.2 Effects of ginsenoside F2 on the activities of Caspase-9 in 

injured HEK-293 cells 

Caspase-6 和 Caspase-9 是 Caspase 家族中的主要

成分，在细胞凋亡中常作为重要指标来检测细胞凋亡

的程度。根据图 1 和图 2 可知，H2O2处理后的损伤组

Caspase-6 的活性较正常组上升了 13.22 U/mg protein
（p<0.05），Caspase-9 的活性较正常组明显上升了

12.78 U/mg protein（p<0.05），均为正常组的 2 倍以上，

说明此时有通过启动 Caspase 级联反应而进行的细胞

凋亡。而 F2 处理后的损伤中，Caspase-6 和 Caspase-9
的活性略低于损伤组，但仍明显高于正常组（p<0.05）。
随着 F2 浓度的增加，Caspase-6 和 Caspase-9 的活性逐

渐降低，各组间的差异显著（p<0.05），当 F2 浓度达

到 20 μmol/L 时，Caspase-6 的活性较损伤组降低了

6.83 U/mg protein（p<0.05），Caspase-9 的活性较损伤

组降低了 5.88 U/mg protein（p<0.05）。结果表明，F2
有通过抑制 Caspase-6 和 Caspase-9 的活性来抑制

Caspase 级联反应的进行，并且，随着 F2 浓度的升高，

对Caspase-6和Caspase-9的活性的抑制作用也越来越

高，抑制 Caspase 级联反应的能力也会越来越强。

Caspase 家族包括三类：凋亡启动因子、凋亡执行因

子和炎症介导因子，构成了级联反应，具有放大反应

的效应[9]。凋亡启动因子在经一系列反应激活下游相

关蛋白，传导调往通路，主要通过凋亡执行因子实现

细胞损伤，另外和炎症介导因子也在诱导细胞损伤中

发挥重要作用。凋亡启动因子如 Caspase-9 在级联反

应的上游，在经过其他蛋白的作用后活化、识别并激

活下游的 Caspase。Capapase-6 位于级联反应的中游，

是传导信号通路的一个中转站，在经过相关蛋白酶剪

切后活化，激活下游的 Caspase 而介导细胞凋亡。F2
对 Caspase-9 活性的抑制作用，可导致下游的反应受

到抑制，Caspase-6 活性也受到抑制；此外，F2 对

Caspase-6 可能有着直接的作用。在对 Caspase-9 和

Caspase-6 活性的抑制下，Caspase 级联反应受到抑制，

进而抑制细胞凋亡的进行。Mai 等人的研究也发现，

F2 可通过调节 Cleaved Caspase-9 的水平来实现其对

乳腺癌干细胞的抗增殖活性[10]。人参皂苷 Rb1 糖苷降

解后可获得 F2，有关研究表明 Rb1 可以抑制 Cleaved 
Caspase-9 的表达，从而抑制细胞凋亡的进行，与本试

验结果相符[11]。 

2.2  F2对Cleaved Caspase-3蛋白表达量的影响 

本实验通过检测被激活的 Caspase-3（Cleaved 
Caspase-3）表示细胞的凋亡程度。根据图 3 可知，以

对照组的蛋白表达量为 100%，在 H2O2诱导的损伤组

中，Cleaved Caspase-3 的蛋白表达量明显升高到

342.52%（p<0.05），约升至对照组的 3.5 倍。在经过
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F2预处理的损伤组，其蛋白表达量明显下降（p<0.05），
且随着 F2 浓度的升高，蛋白表达量也分别下降至

280.90%、232.46%、185.26%，但都明显高于对照组

（p<0.05）。Caspase-3 位于 Caspase 家族的下游，

Caspase-3 是细胞凋亡的关键蛋白酶（凋亡蛋白），是

主要的凋亡执行因子，发挥作用时可导致凋亡细胞的

解体。并且，Caspase-3 一旦被激活，便发生下游的级

联反应，使凋亡不可中断，目前研究多以出现

Caspase-3 为凋亡不可逆的标志 [12]。在损伤组中

Cleaved Caspase-3 的表达量明显升高，说明此时细胞

凋亡程度较高，建模程度较好。在 F2 组中，Cleaved 
Caspase-3 的表达量明显低于损伤组，但仍高于对照

组，说明此时 F2 对下游显示的 Cleaved Caspase-3 有

一定的抑制作用，并且抑制作用随着浓度的升高而升

高。相关研究表明，热休克蛋白 70 与人参皂苷 Rg1
联合作用可通过影响 caspase-3 和突触重塑，显著阻断

共培养细胞的神经元凋亡，降低神经细胞毒性[13]。人

参皂苷 Rd 和 Rb1 是 F2 的前体皂苷，研究表明 Rd 可

以通过抑制Cleaved Caspase-3的表达来保护神经元的

凋亡[6]，Rb1 可以抑制 Cleaved Caspase-3 的表达，从

而抑制细胞凋亡的进行[11]，与本文结果相符。结合前

文对 Caspase-6 和 Caspase-9 活性的影响，可知，F2
对下游Cleaved Caspase-3的影响可能体现在对其上游

Caspase-6 和 Caspase-9 的抑制，也可体现在直接对下

游 Cleaved Caspase-3 的抑制作用。综上，F2 在对上游

Caspase-9、中游 Caspase-6 和下游 Cleaved Caspase-3
的抑制作用下，抑制了细胞凋亡。 

 

 
图3 F2对 HEK-293损伤细胞Cleaved Caspase-3蛋白表达量的

影响 

Fig.3 Effects of ginsenoside F2 on the protein expressions of 

Cleaved Caspase-3 in injured HEK-293 cells 

2.3  F2对 Cleaved PARP蛋白表达量的影响 

PARP 是细胞凋亡核心成员半胱天冬酶(Caspase)
的切割底物，经 Caspase 的切割形成 Cleaved PARP，

在 DNA 损伤与细胞凋亡中发挥着重要作用。由图 4
可知，损伤组 Cleaved PARP 的相对表达量明显高于对

照组，为 129.57%（p<0.05）。在 F2 干预后的损伤中，

Cleaved PARP 的相对表达量较损伤组有所下降，且其

表达量随着 F2 浓度升高而降低至 110.36%、85.85%、

61.95%。在 F2 浓度为升高为 20 μmol/L 时，降为正常

组的 61.945%，各组之间差异显著（p<0.05）。结果表

明 F2 通过抑制 Cleaved PARP 的表达抑制细胞凋亡。

有相似研究表明人参皂苷可通过 nadp-parp-sirt轴减弱

PARP 的活性调节氧化损伤，抑制凋亡进程[14]。根据

前文对 Caspase-9、Caspase-6、Cleaved Caspase-3 的研

究，还可说明，F2 可以抑制以上几种蛋白的表达与活

性，从而降低了 Cleaved PARP，起到抗细胞凋亡的作

用。相关研究表明 Rd 通过增加 Bcl-2 的表达、降低

Bax 的水平、抑制 cleaved-caspase-3 的表达来保护神

经元的凋亡[6]。由此可以推测，F2 抑制 Cleaved PARP
的表达、参与抑制细胞凋亡与 Rd 抑制凋亡相关蛋白

表达的机制是类似的。 

 

 
图4 F2对 HEK-293损伤细胞Cleaved PARP蛋白表达量的影响 

Fig.4 Effects of ginsenoside F2 on the protein expressions of 

Cleaved PARP in injured HEK-293 cells 

2.4  F2对 Bcl-2家族凋亡蛋白的影响 

如图 5所示，损伤组的Bcl-2/Bax的比值（44.09%）

明显低于对照组（p<0.05），约为对照组的 44.085%左

右。而 F2 干预损伤后比值均高于损伤组，分别为

48.28%（1.25 μmol/L）、60.98%（5 μmol/L）、73.94%
（20 μmol/L），均低于正常组（p<0.05），随着 F2 浓

度的升高，比值逐渐升高，不同浓度之间的差异显著

（p<0.05）。Bcl-2 家族在细胞凋亡中起关键作用，包

括抗凋亡蛋白如 Bcl-2 和促凋亡蛋白如 Bax[15]。在发

生凋亡过程中，Bcl-2 家族的促凋亡蛋白在损伤因素的

激活下，造成线粒体破坏释放内容物，激活下游反应，

在细胞凋亡中具有重要作用。Bcl-2/Bax 的比值即抗凋

亡蛋白表达量/促凋亡蛋白表达量，可反映抗凋亡蛋白
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表达量与促凋亡蛋白表达量的相对关系。Bcl-2/Bax 比

值在细胞凋亡状态有重要的决定意义[16]。结果说明，

在损伤组中，比值下降，抗凋亡蛋白表达量相对降低，

促凋亡蛋白表达量相对升高。并且随着 F2 浓度逐渐

升高，抗凋亡蛋白表达量随之升高，促凋亡蛋白表达

量随之降低。不难得出，F2 可通过上调抗凋亡蛋白的

蛋白表达量下调促凋亡蛋白的蛋白表达量来抑制细胞

凋亡的进行。此外，有研究证明丹参酚酸/三七皂苷配

伍抗心肌缺氧损伤中，其结果也显示可通过抑制促凋

亡蛋白的表达、增加抗凋亡蛋白的表达来抑制 Caspase
级联反应的进行，与本实验结果类似[17]。Bcl-2 家族

蛋白还可调控 Caspase 家族下游蛋白的活性来调节细

胞凋亡。所以，F2 可通过抑制 Bcl-2 家族促凋亡蛋白

的表达、升高抗凋亡蛋白的表达，也可通过 Bcl-2 家

族抑制 Caspase 家族下游蛋白（Cleaved Caspase-3）的

表达，进而抑制细胞凋亡。F2 的前体皂苷 Rd 同样可

以通过增加 Bcl-2 的表达、降低 Bax 的水平、抑制

cleaved-caspase-3 的表达来保护神经元的凋亡[6]。类似

研究还表明人参皂苷 Rb1 可以提高 Bcl-2/Bax 比值，

抑制 cleaved - caspase-3 和 cleaved - caspase-9 的表达，

从而抑制细胞凋亡的进行，这些相关研究均与本文结

论相符[11]。 

 

 
图5 F2对 Bcl-2蛋白和BAX蛋白表达量的影响 

Fig.5 Effects of ginsenoside F2 on the protein expressions of 

Bcl-2 and BAX in injured HEK-293 cells 

3  结论 

细胞凋亡是 ROS 等损伤因素刺激引起的，可以引

起多种细胞凋亡通路的活化，损伤因素刺激活化多种

凋亡途径，激活级联反应，造成细胞和细胞器的损伤，

从而发生细胞凋亡。在前文所述中，可知 Caspase 家

族的上下游的不同蛋白对细胞凋亡的有着重要的作

用；Bcl-2 和 Bax 在凋亡的过程中也有较大的作用。

本文研究了F2通过Caspase级联反应调控细胞凋亡的

作用，使用 Caspase 试剂盒测定凋亡细胞 Caspase-6、

9 活性、应用 Western blot 技术测定凋亡细胞中 Bcl-2
蛋白家族和 Caspase 凋亡家族凋亡蛋白的蛋白表达

量。经过实验结果得知，F2 能够降低凋亡细胞

Caspase-6、Caspase-9 的活性，降低 Bax 促凋亡蛋白、

Cleaved Caspase-3、Cleaved PARP 的蛋白表达量。F2
通过以上作用，实现抑制 Caspase 级联反应进而抑制

H2O2 诱导的细胞凋亡。本研究针对人参皂苷对

Caspase 级联反应的抑制作用，且有较好的抑制细胞

凋亡作用，扩展了人参皂苷 F2 的应用范围。 
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