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摘要：本研究通过测定人参皂苷 F2 对凋亡细胞乳酸脱氢酶（LDH）释放率和线粒体膜电位的影响，运用 qRT-PCR 和 Western blot

检测 F2 对 NF-κB 凋亡信号通路中 p65 蛋白的影响。发现 H2O2损伤细胞的 LDH 释放率较对照组的有明显提高 42.72%；线粒体膜电

位下降，损伤组的相对荧光值较对照组降低44.03%；NF-κB p65的蛋白和mRNA表达量分别为122.73%、1.66，明显高于对照组（p<0.05）。

1.25、5、20 μmol/L F2 预处理损伤细胞后，LDH 释放率较损伤组显著降低（p<0.05），分别降至 82.71%、75.69%、69.61%；线粒体

膜电位较损伤组显著提高，不同浓度 F2 的相对荧光值分别为：60.22%、62.76%、70.96%，（p<0.05）；随着 F2 浓度的升高，NF-κB

通路中 p65 的蛋白表达分别下降到 79.49%、71.92%、58.39%，（p<0.05），mRNA 表达下调至 1.30、1.18、1.01，（p<0.05）。结果表明，

人参皂苷 F2 能通过降低凋亡细胞的 LDH 释放率、升高线粒体膜电位、抑制 NF-κB 信号通路激活发挥抗凋亡作用，为人参皂苷抗氧

化应激诱导的细胞凋亡提供实验依据。 
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Abstract: In this study, the effects of ginsenoside F2 on p65 protein in the NF-κB apoptosis signaling pathway were examined by 

qRT-PCR and Western blot techniques, and through measuring the effects of ginsenoside F2 on the release rate of lactate dehydrogenase (LDH) 

and and mitochondrial membrane potential (MMP) of apoptotic cells. It was found that the H2O2 injured cells had a significantly increased LDH 

release rate (by 42.72%), decreased mitochondrial membrane potential, and decreased relative fluorescence value (by 44.03%), and increased 

protein and mRNA expression of NF-κB p65 (as 122.73% and 1.66, respectively), compared with the control group (p<0.05). After pretreatment 

of cells with 1.25, 5, and 20 μmol/L F2, the LDH release rates of the injured group were significantly lowered (p<0.05), to 82.71%, 75.69%, and 

69.61% respectively, while the mitochondrial membrane potential values were significantly increased (p<0.05) (with the corresponding relative 

fluorescence values as 60.22%, 62.76% and 70.96%, respectively). With the increase of F2 concentration, the protein expression of p65 in the 

NF-κB pathway decreased to 79.49%, 71.92% and 58.39%, respectively (p<0.05), and the mRNA expression was down-regulated to 1.30, 1.18 

and 1.01, respectively (p<0.05). The results showed that ginsenoside F2 exhibited an anti-apoptotic effect though reducing the LDH release rate 

of apoptotic cells, increasing the mitochondrial membrane potential, and inhibiting the activation of NF-κB signaling pathway. This study  
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provides an experimental basis for suppressing effect of ginsenosides on oxidative stress-induced apoptosis. 
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细胞凋亡是指细胞受到刺激后导致的由基因调控

的自发的细胞有序死亡，又称程序性细胞死亡（PDF）
[1]。细胞凋亡存在多种凋亡途径，其中 NF-κB 通路具

有十分重要的作用，有研究表明，NF-κB 蛋白家族与

细胞凋亡关系密切，该蛋白家族的中的 p65 蛋白分布

广泛，几乎在所有的细胞中都有分布，且多以 p65/p50
二聚体形式存在[2]。在细胞未受到刺激时，p65/p50 二

聚体与 IκB 蛋白家族成员的蛋白结合在一起形成三聚

体；细胞在受到有效刺激后（如过氧化物 H2O2），IκB
蛋白激酶（IKK）激活导致 IκB 蛋白磷酸化，后者再

经泛素化后被水解酶降解，导致大量的 p65/p50 二聚

体释放，释放出来的二聚体（即激活后的 NF-κB）可

进入细胞核，结合 DNA 上的 κB 位点调控蛋白的转录

表达，从而导致细胞凋亡[3]。当细胞凋亡发生时，细

胞因为细胞膜的损伤会释放乳酸脱氢酶（LDH）；同

时因为刺激作用使线粒体膜上的 PT 通道打开，导致

线粒体膜电位变低。 
人参是我国传统名贵中药材，其活性成分复杂，

生物活性多样。人参皂苷是人参的主要有效物质，具

有抗氧化应激、抗凋亡、抗肿瘤、调节神经、内分泌、

免疫等多种生物活性[4]。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）。原人参二醇型皂苷经两次水解后可生成人

参皂苷 F2。目前，人参皂苷 F2 的生物活性主要集中

在其抗癌活性和毛发生长因子诱导作用上[5,6]。研究表

明，人参皂苷 F2 的前体皂苷 Rb1 和 Rd 能有效预防外

界刺激诱导的细胞凋亡[7,8]，还有研究表明，人参皂苷

Rb1 对过氧化氢诱导的细胞凋亡有很好的保护作用[9]，

以及人参皂苷 Rh3 能够很好的抑制凋亡过程中的

NF-κB 通路[10]。 
有关研究表明，细胞凋亡与氧化应激关系密切，

引起氧化应激的主要物质活性氧（ROS）可以激活介

导细胞凋亡的通路从而导致细胞凋亡[3,11]。课题组前

期建立了 H2O2 诱导的细胞损伤模型，试验结果表明

人参皂苷 F2 能抑制 H2O2 诱导的细胞氧化应激[12]。

H2O2 广泛用于诱导细胞凋亡，有研究证实 H2O2 可通

过 NF-κB 通路诱导细胞凋亡[13]。本研究采用 H2O2体

外诱导人胚肾 293（HEK-293）细胞凋亡，基于比较

不同组之间细胞膜损伤和线粒体膜电位水平考察人参

皂苷 F2 对凋亡细胞的保护作用，以及通过 NF-κB 通

路探讨其抗凋亡作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

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；TRIzol，Invitrogen 美国；

MTS 试剂盒、PCR 试剂盒，Promega 美国；反转录试

剂盒、SYBR premix，Takara 日本；乳酸脱氢酶（LDH）、

试剂盒，南京建成；线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1
法），碧云天；抗体 NF-κB p65、GAPDH、HRP 标记

山羊抗兔 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；激光扫描共聚焦显微镜，

Olympus，日本；qRT-PCR 仪、SDS-PAGE 电泳和转

膜仪，Bio-Rad 美国，图像采集仪，DNR 以色列。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养及细胞凋亡模型的建立 
培养细胞使用的培养基为含有 10% FBS、1% PSS

和 1%非必需氨基酸的 DMEM 培养基，在 37 ℃、5% 
CO2的培养箱中培养 24 h。实验分组：空白组，对照

组，损伤组，和三个不同浓度 F2 预处理后进行损伤

的 F2 组。且为每组设三个平行，并对所得数据进行

平均处理。空白组内加入的是 2.5 mL 的完全培养基；

将 HEK-293 细胞接种到 6 孔板中，对照组、损伤组和

F2 组中每孔加入 2 mL、5.6×105个的细胞悬液，培养

24 h；再分别向三个 F2 组加入 250 μL 浓度为 1.25 
μmol/L、5 μmol/L、20 μmol/L 的人参皂苷 F2，此时对

照组和损伤组均加入 250 μL的完全培养基，培养 24h；
后向损伤组和 F2 组中加入 250 μL H2O2，致 H2O2终

浓度为 400 μmol/L，对照组加入 250 μL 完全培养基，

合计每孔内有 2.5 mL 的液体；再培养 12 h，以此建立

损伤模型。 
1.2.2  LDH（乳酸脱氢酶）释放率的测定 

倒去各孔内的完全培养基，用 PBS 清洗 2 遍，向

各孔内加 100 μL 的裂解液置于冰上裂解 10 min。用

LDH 试剂盒测量 LDH 活性。在收集整理实验数据后，

运用公式算得各浓度下的 LDH 的释放率。并以损伤

组的释放率为 100%（单位 1），对各组数据进行处理。

公式如下： 
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( )
空白组吸光度值标准品吸光度值

标准品浓度对照组吸光度值待测样品吸光度值
活性

-
- ×

=LDH  

100%×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

=
活性细胞裂解液中的活性细胞培养基内的

活性细胞培养基内的
释放率

LDHLDH
LDHLDH  

1.2.3  线粒体膜电位的测定 
利用 JC-1 荧光探针方法测量线粒体膜电位，JC-1

在正常细胞的线粒体中形成聚集体，产生红色荧光；

在细胞凋亡中，则以单体形式存在于细胞质内，发出

绿色荧光。细胞培养方法同 1.2.1，培养后去除培养液，

加 5 μmol/L JC-1 荧光探针处理，在 37 ℃、5% CO2

培养箱内培养 20 min。再用 PBS 清洗两次后加入新培

养基，激光共聚焦显微镜下观察并收集荧光图像。酶

标仪测定荧光值，测定波长为红色荧光（发射光/吸收

光：525/590）、绿色荧光（发射光/吸收光：490/530），
用红色荧光/绿色荧光的比值间接反映膜电位变化。并

以正常细胞的对照组荧光比值为单位 1，计算各组的

相对荧光比值。 
1.2.4  Western Blot 检测 NF-κB p65 蛋白 

培养后的细胞去除培养基后用 PBS 清洗 2 遍，每

个孔加入 100 μL 的裂解液，置于冰上裂解 10 min，搜

集各组裂解后的成分。置于低温高速离心机内离心，

4 ℃，12000 r/min，10 min，后吸取上清液，测定蛋白

浓度，加入 PBS 将各组浓度调一致，使用 SDS-PAGE
电泳，每个孔内上样 20 μL 的蛋白样品，后进行转膜，

而后一抗孵育过夜，使用 PBS 清洗 2 遍，加二抗孵育

2 h 后 PBS 清洗 2 遍，最后 ECL 成像，结果使用 Image 
J 软件进行分析。 
1.2.5  qRT-PCR 检测 NF-κB p65 mRNA 表达 

在NCBI搜索p65蛋白基因的全部目的基因序列，

使用 Primer Premier 6 设计引物（F: 3’-TGTCTGCTCG 
GTAAGCGG-5’，R: 3’-TCTCCTCGTGTCTATGGTGG 
TT-5’）；GAPDH 引物序列（F: 3’-CCTTCTACCACTAC 
CCTA-5’，R: 3’-TTTGACACCGCACTACC-5’）。已预处

理的细胞去除完全培养基，加入 100 μL 的裂解液置于

冰上裂解 10 min，待裂解完全后提取 RNA，反转录成

DNA，在荧光定量 PCR 仪中进行扩增检测。扩增条

件：95 ℃、3 min，95 ℃、15 s（40 cycles），59 ℃、

20 s，72 ℃、30 s，结果用相对指数法计算 2-ΔΔCt，以

对照组为 1。 
1.2.6  数据分析 

结果显示为⎯x±s 的形式，以矩形图的格式显示。

使用 SPSS 软件进行差异显著性分析，若 p<0.05，则

认为差异显著。使用 Excel 绘制表格，结果如图所示。 

2  结果和讨论 

2.1  人参皂苷F2对凋亡细胞LDH释放率的影

响 

 
图1 人参皂苷F2对损伤细胞LDH释放率的影响 

Fig.1 Effects of ginsenoside F2 on LDH release in HEK-293 

cells 

注：不同字母表示不同组间差异显著，p<0.05；相同字母

表示差异不显著，p>0.05，下同。 

如图 1 所示，比较了损伤组和对照组的数据后，

发现损伤组的LDH释放率 100%明显大于对照组的释

放率 57.28%，二者差异显著（p<0.05）。在加入不同

浓度人参皂苷 F2 的 F2 组中，可见 LDH 释放率均低

于损伤组，差异显著（p<0.05）；但仍明显大于对照组，

组间差异显著（p<0.05）；随着 F2 浓度的增高，LDH
释放率逐渐减小，1.25 μmol/L、5 μmol/L、20 μmol/L
不同浓度的 F2 组的 LDH 释放率依次为 82.71%、

75.69%、69.61%。彼此之间差异显著（p<0.05）。 
H2O2 等损伤因素可以引起细胞凋亡通路的活化，

继而发生细胞凋亡。发生凋亡时，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。LDH 广泛存在于各种细胞内，当细胞受到损伤

导致细胞膜遭到破坏后，存在于细胞胞质的 LDH 会

释放到细胞外，常通过 LDH 释放率的多少研究细胞

凋亡中细胞膜的损伤程度。本实验 H2O2 损伤后的损

伤组 LDH 释放率较正常细胞的对照组明显升高；在

F2预处理后的F2组，可见LDH释放率较损伤组降低，

但仍高于正常的对照组。说明，H2O2诱导细胞凋亡后，

细胞膜遭到破坏，LDH 释放到细胞外；F2 组的细胞

经过 H2O2诱导后产生了细胞凋亡，F2 对细胞凋亡有

一定的抑制作用，此时细胞凋亡仍存在；且随着 F2
浓度的升高，LDH 的释放率逐渐降低、膜损伤的程度
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逐渐降低，F2 可通过保护细胞膜帮助细胞抵抗凋亡。 

2.2  人参皂苷 F2 对凋亡细胞线粒体膜电位的

影响 

通过 JC-1 探针检测从红色荧光到绿色荧光的转

变可以很容易地检测到线粒体膜电位的变化，从而可

以用于早期的细胞凋亡检测。如图 2 所示，内有正常

细胞的对照组的红色荧光较其他几组都多，绿色荧光

相对较少，红绿荧光合并后呈橘红色，线粒体膜电位

正常。而在损伤组中绿色荧光普遍多于红色荧光，且

合并后呈黄绿色。在 F2 组中，加入不同浓度的人参

皂苷 F2 产生的结果有所不同，在加入 F2 浓度由 1.25 
μmol/L 到 20 μmol/L 的变化中，红色荧光逐渐增多，

绿色荧光逐渐减少；合并后的黄绿色荧光逐渐加深。 

 
图2 激光共聚焦采集的HEK-293细胞荧光图像 

Fig.2 Confocal images of fluorescence in HEK-293 cells 

酶标仪测得红绿荧光强度值，用红/绿荧光比值来

表示线粒体膜电位，比值越高，表明细胞越正常、线

粒体膜电位越高。荧光比值如图 3 所示，损伤组的荧

光比值为 55.97%，明显其低于对照组的 100%，二者

之间差异显著（p<0.05）。不同浓度 F2 组的相对荧光

比值均比损伤组高，随着人参皂苷 F2 浓度的升高，

相对荧光比值也呈升高趋：60.22%（1.25 μmol/L）、

62.76%（5 μmol/L）、70.96%（20 μmol/L），且组间差

异显著（p<0.05）。 

 
图3 红绿荧光的相对比值 

Fig.3 MMP loss was represented by relative red/green ratio of 

fluorescence 

细胞线粒体膜内负外正的电位差对于维持线粒体

正常功能有着重要作用，在各种特定的凋亡诱导信号

导致的细胞程序性死亡过程中，各种因素导致线粒体

膜的结构功能发生改变。在凋亡过程中，某些物质可

促进线粒体膜上有关膜通透性改变（permeability 
transition，PT）的孔(PT 孔)开放，进而导致膜通透性

增加，离子的跨膜流动使得线粒体跨膜电位减小。JC-1
荧光探针在正常细胞内、线粒体膜电位高的时候可进

入线粒体内，以聚合体的形式存在，呈现红色本荧光；

在细胞凋亡时，线粒体膜电位降低，JC-1 则以单体的

形式游离在胞质中，呈现绿色荧光[14]。本实验用相对

荧光比值表示线粒体膜电位,损伤越严重，绿色荧光越

少、红色荧光越多。如图 3 所示，损伤后的相对荧光

比值明显下降，说明此时线粒体膜受到破坏、PT 孔开

放增多，离子跨膜流动增多，导致细胞膜电位降低。

在加入人参皂苷 F2 的 F2 组，可见相对荧光比值有所

回升，随着 F2 浓度的升高，比值也随着升高。说明，

F2 可能通过抑制细胞线粒体膜的损伤来抑制线粒体

膜电位的降低，且作用与其浓度呈正相关。有类似研

究，研究了人参皂苷对凋亡细胞 LDH 水平和线粒体

膜电位的影响，人参皂苷能很好的减低 LDH 水平、

减轻线粒体膜电位的降低[15,16]。 

2.3  人参皂苷 F2 对 NF-κB 凋亡信号通路中

p65蛋白表达的影响 

如图 4 所示，在损伤组中 p65 蛋白表达量为

122.73%，较正常对照组的 100%明显上升，差异显著

（p<0.05）。在经过 F2 干预的 F2 组中可见 p65 表达量

较损伤组明显下降，之间差异显著（p<0.05），且 F2
组的 p65 蛋白表达量低于正常对照组，二者之间差异
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显著（p<0.05）：79.49%（1.25 μmol/L）、71.92%（5 
μmol/L）、58.39%（20 μmol/L）；F2 组内，随着 F2 浓

度的升高，p65 蛋白表达量逐渐下降，1.25 μmol/L 和

5 μmol/L 之间差异不显著（p>0.05）、5 μmol/L 和 20 
μmol/L 浓度的蛋白表达量差异显著（p<0.05）。 

 

 
图4 人参皂苷F2对 HEK-293细胞NF-κB p65蛋白表达的影响 

Fig.4 Effect of ginsenoside F2 onprotein expression level of 

NF-κB p65 

NF-κB 通路在凋亡中具有重要作用，细胞在正常

生理状态下，细胞质中的 p50/p65 与抑制蛋白 IκB 结

合成三聚体损伤因素的刺激作用下，IκB 从三聚体中

解离出去，p50/p65 入核结合 DNA 上相应位点发挥作

用，导致细胞凋亡发生。用 Western Blot 测得 NF-κB
通路中 p65 蛋白的表达量。观察结果，损伤后的 p65
蛋白的表达量明显上升，在 F2 组，p65 蛋白表达量大

幅下降，甚至降至低于对照组的水平。说明 F2 能显

著抑制细胞凋亡过程中NF-κB凋亡信号通路p65蛋白

的表达。 

2.4  人参皂苷 F2 对 NF-κB 凋亡信号通路中

p65 mRNA表达的影响 

如图 5 所示，在损伤组中 p65 的 mRNA 相对表达

量为 1.66，明显高于对照组的 1.00，二者差异显著

（p<0.05）；在经过 F2 干预的 F2 组中可见 p65 mRNA
表达量比损伤组有明显下降，差异显著（p<0.05）；且

F2 组 p65 mRNA 表达量均高于对照组，差异显著

（p<0.05）；1.25 μmol/L、5 μmol/L、20 μmol/L 不同浓

度 F2 组的表达量分别为：1.30、1.18、1.01；随着 F2
组内 F2 浓度的升高，p65 mRNA 的表达量不断下降，

但 1.25 μmol/L 和 5 μmol/L 浓度之间的表达量差异不

显著（p>0.05），5 μmol/L 和 20 μmol/L 浓度之间的表

达量差异显著（p<0.05）。 

qRT-PCR技术测得NF-κB通路中p65蛋白相关的

mRNA 的表达变化。qRT-PCR 和 Western Blot 的结果

互相印证。损伤后的 p65 蛋白 mRNA 的表达量明显升

高，在 F2 组，可见其 mRNA 的表达量有所下降，但

都高于对照组的表达量。结合 Western Blot 的结果中

蛋白表达量的变化，F2 可能通过降低 p65 蛋白及相关

的 mRNA 的表达，来减少 NF-κB 通路的激活进而发

挥抑制细胞凋亡、保护细胞的作用。此外，有相似研

究表明人参皂苷Rg1通过抑制NF-kB通路来减轻心肌

细胞的凋亡反应[17]。 

 
图5 人参皂苷F2对 HEK-293细胞NF-κB p65 mRNA表达的影

响 

Fig.5 Effect of ginsenoside F2 on mRNA expression level of 

NF-κB p65 

3  结论 

本研究通过 H2O2诱导凋亡模型，发现 H2O2诱导

细胞凋亡的损伤组中 LDH 释放率升高、线粒体膜电

位降低、NF-κB 凋亡信号通路中 p65 蛋白及其 mRNA
的表达量升高。而人参皂苷 F2 预处理后能够减少凋

亡细胞的 LDH 释放率、升高凋亡细胞的线粒体膜电

位、保护线粒体膜免受损伤；Western blot 以及

qRT-PCR 结果显示 F2 干预后 NF-κB 凋亡信号通路中

p65 蛋白及其 mRNA 的表达量明显下降，而 NF-κB 信

号通路在细胞凋亡中非常重要。综上，人参皂苷 F2
可以通过以上途径，抑制 NF-κB 通路的激活，实现抑

制细胞凋亡的作用。 
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