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人参皂苷Rg3对氧化应激诱导神经细胞损伤的保护作用

于子翔，何元洋，王一媚，董博奇，刘水，刘迪*，冯宪敏*

（吉林医药学院基础医学院，吉林吉林 132013）

摘要：该文探讨了人参皂苷 Rg3 对氧化应激诱导 PC12 细胞损伤的保护作用。通过细胞抗氧化活性（CAA）实

验检测 Rg3 对氧自由基诱导细胞氧化的抑制作用，并建立 H2O2 诱导的 PC12 细胞氧化应激模型，CCK-8 法检测 Rg3

对细胞的保护和毒性作用，运用 Western blot 检测 Rg3 对炎症和凋亡相关信号通路中 p65 磷酸化蛋白和 CREB 磷酸

化蛋白的影响。结果发现 Rg3 对氧自由基的抗氧化能力约是 Trolox 的 7.3 倍。200 μmol/L H2O2 诱导 PC12 氧化应激

时细胞活力下降至 60.11%，p-p65 蛋白相对量为 1.30，p-CREB 蛋白相对量为 0.80。10、20 和 40 μmol/L Rg3 保护组

的细胞活力分别提高至 74.00%、76.04%、80.36%，呈浓度依赖式提高；细胞 p-p65 蛋白相对量分别降低至 1.18、1.03、

0.82 ；细胞 p-CREB 蛋白相对量分别提高至 1.31、1.75、2.30。结果表明人参皂苷 Rg3 可能通过清除氧自由基，参与

NF-κB/CREB 通路调控，减轻 PC12 细胞炎症和凋亡，抑制氧化应激诱导的神经细胞损伤，为人参的神经营养特性

研究及相关功能食品开发提供理论依据。
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Protective Effect of Ginsenosides Rg3 against Nerve Cell Injury 

Induced by Oxidative Stress

Yu Zixiang, HE Yuanyang, WANG Yimei, DONG Boqi, LIu Shui, LIu Di*, FENG Xianmin*

(College of Basic Medicine, Jilin Medical University, Jilin 132013, China)

Abstract: To determine protective effect of ginsenoside Rg3 on oxidative stress-induced injury in PC12 cells, the 

inhibitory effect of Rg3 on oxygen free radicals induced cell oxidation was detected in a cellular antioxidant activity 

experiment. To this end, an oxidative stress model of PC12 cells induced by H2O2 was established, whose cell viability was 

detected using the CCK-8 method. The effects of Rg3 on the protein expression of p65 and CREB, related to inflammatory 

and apoptosis, were detected by western blotting. The results showed that the antioxidant ability of Rg3 in response to oxygen free 

radicals was approximately 7.3-fold that of Trolox. Cell viability was decreased by 60.11% after treatment with 200 μmol/L H2O2. 

Meanwhile, the relative expression of p-p65 protein was increased to 1.30, and p-CREB protein was decreased to 0.80. The 

cell viabilities of protective groups pretreated with different concentrations of Rg3 (10, 20, and 40 μmol/L) were found to 
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人参（Panax ginseng C. A. Mey）的化学成分

复杂，具有广泛的生物活性。人参皂苷是其主要

有效成分，具有多种药理活性，包括抗疲劳、抗氧

化、神经保护、抗炎症和抗糖尿病等 [1] ，其抵抗自

由基的能力这在这些功能中发挥重要作用。人参皂

苷 Rg3 具有抗肿瘤、清除氧自由基、抗氧化等多种

生理功能 [2] 。人参皂苷 Rg3 是一种原人参二醇皂苷

（PPD），是目前研究较多的人参皂苷之一，在红参

中含量相对丰富，具有免疫调节、抗疲劳、抗炎、

抗衰老、心血管保护、肝脏保护、抗糖尿病、抗癌

等药理作用 [3,4] 。而 Rg3 的抗氧化应激在这些药理

活性中发挥重要作用。研究表明，人参皂苷具有抗

神经氧化应激、神经炎症和神经凋亡介质的潜力 [5] 。

人参皂苷 Rg3 可能成为治疗炎症性和氧化应激性疾

病的一种有前景的候选药物 [6] 。近年来，人参皂苷

Rg3 的神经保护作用被广泛研究。人参皂苷 Rg3 对

大鼠局灶性脑缺血损伤和鱼藤酮诱导的小鼠帕金森

病均具有神经保护作用 [7,8] 。腹腔注射人参皂苷 Rg3 
4 周可通过调节 PI3K/Akt 信号通路抑制三甲基锡

诱导的癫痫发作，改善行为功能 [9] 。此外，人参皂

苷 Rg3 灌胃可改善脂多糖诱导的体重减轻和抑郁样

行为 [10] 。有研究显示，人参皂苷 Rg3 不仅能提高氧

葡萄糖剥夺 SH-SY5Y 细胞的细胞活力，还能抑制

细胞凋亡 [11] 。前期研究显示，Rg3 的同级异构体 F2
具有抑制氧化应激、抗凋亡作用 [12,13] 。

氧化应激是指产生多余活性氧（Reactive 
Oxygenspecies, ROS）超出了身体的清除能力。目

前氧化应激的含义已被重新修订，即促氧化剂和抗

氧化剂失衡并伴有氧化还原回路的干扰和大分子损

伤 [5] 。ATP 的重要来源是线粒体中的氧化磷酸化，

该过程的副产物可产生自由基、活性氧（ROS）、
活性氮（RNS）。实际上，每个有氧细胞都会产生

ROS，这是第二信息传递分子家族的一部分。但过

量的 ROS 能损伤脂类、蛋白质和碳水化合物等分

子，影响其生理活性 [14] 。前期研究表明，过量的

ROS 可激活细胞凋亡相关通路，导致细胞凋亡 [6,7] 。

CREB 属于一个具有转录因子功能的蛋白质家族，

在细胞核内选择性结合 CREs，刺激基因转录，提

高基因转录活性，包括一些抑制细胞凋亡的核蛋

白 [5] 。CREB 转录因子通常被认为是记忆和认知的

关键因素 [15] 。研究表明，CREB 转录级联的下调与

氧化应激和神经变性有关 [16] 。从机制上看，Akt 能
够激活 CREB，从而诱导靶基因（如 BDNF）的转

录，从而促进神经保护 [17] 。NF-κB 通路与细胞凋

亡、炎症密切相关，该通路中的 p65 蛋白几乎分布

与所有细胞中，而且主要以 p65/p50 二聚体形式存

在 [18] 。NF-κB 是一种触发许多促凋亡和抗凋亡基因

表达的转录因子，它在引发小胶质细胞神经炎症反

应的信号通路中起着至关重要的作用 [19] 。研究表明，

CREB 能通过影响 NF-κB 和抑制炎症介质的转录来

减少神经炎症 [18] 。

本研究首先考察人参皂苷 Rg3 对细胞的抗氧化

作用，并采用过氧化氢（H2O2）诱导 PC12 细胞氧

化应激，基于 CREB 和 NF-κB 考察人参皂苷 Rg3
对氧化应激诱导神经损伤的抑制作用，探讨人参皂

苷 Rg3 的神经保护作用机制。

1  材料与方法

1.1 材料

PC12细胞（褐家鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤的细

胞系），中国科学院细胞库；HepG2 细胞（人肝癌细

胞系），中国科学院细胞库；人参皂苷 Rg3（≥98%），

中国药品生物制品检定所；DMEM 培养基、胎牛

血清（FBS）、青霉素 - 链霉素（PSS）、PBS 缓冲

液、胰酶，美国 Gibco 公司；质量分数 35% 过氧化

氢溶液（H2O2），中国 Alfa Aesar 公司；DCFH-DA、

AAPH、Trolox，美国 Sigma ；细胞增殖与毒性检测

试剂盒（cck-8），日本同仁化学研究所；PMSF（RIPA
裂解液）、超敏 ECL 化学发光试剂盒，中国碧云

increase by 74.00%, 76.04%, and 80.36%, respectively. The relative expressions of p-p65 protein decreased to 1.18, 1.03, and 

0.82, respectively. Meanwhile, the relative expression of p-CREB protein increased to 1.31, 1.75 and 2.30, respectively. These 

results suggest that ginsenoside Rg3 may protect PC12 cells from oxidative damage by scavenging oxygen free radicals. The 

underlying mechanisms may be related to the NF-κB/CREB pathway, which reduces inflammation and apoptosis in PC12 

cells, thereby inhibiting the oxidative stress-induced nerve cell damage. These findings provide a theoretical basis for the 

study of the neurotrophic characteristics of ginseng and the development of related functional foods.

Key words: ginsenoside Rg3; oxidative stress; CREB; NF-κB p65; nerve injury
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天；Anti-p-CREB、Anti-p-p65，英国 Abcam ；Anti-β-
Actin、Anti-Rabbit IgG-HRP，中国 Abclonal。

SpectraMax iD5 型多功能酶标仪（Molecular 
Devices，美国），Thermo Forma 3111 型二氧化碳培

养箱（Thermo，美国），SW-CJ-2FD 型超净工作台

（苏州安泰，中国），PowerPac Basi 型电泳和转膜

仪（Bio-Rad，美国），Tanon5200 型图像采集仪（天

能，中国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞抗氧化能力（CAA）测定

HepG2 细胞以每毫升 5×104个浓度接种于 96
孔板中，每孔 100 μL，3 平行 / 组，培养 24 h，PBS
清洗后加入含有不同浓度人参皂苷 Rg3（1.25、2.5、
5、10、20 μmol/L）和 DCFH-DA（25 mmol/L）的

混合溶液每孔 100 mL，继续培养 1 h 后移除染液，

PBS 清洗 3 遍去除探针，加入 100 mL AAPH 溶液

（终浓度 600 mmol/L），置于酶标仪中每 5 min 检测

一次荧光值（激发波长 485/20，发射波长 528/20），
连续检测 1 h，以空白组为零做归一化统计，绘制

荧光变化曲线图。CAA 值计算公式如下：

CAA unit=1- （∫ SA-∫ CA）                                （1）
式中：

∫ SA——不同浓度 Rg3 组的曲线累计面积；

∫ CA——PBS 组的曲线积分面积。

以 Trolox 为标准曲线计算每 100 µmol/L Rg3 相

当于多少 μmol/L 的 Trolox（TE 当量）。根据中效

方程计算三个平行试验的 EC50，结果以 x-±s 表示，

EC50 值越小，则 CAA 值越大，表示抗氧化效果越好。

1.2.2 细胞氧化应激模型建立

PC12 细胞培养基采用含有体积分数 10% FBS、
1% PSS 和 90% DMEM 培养基。试验含空白组、对

照组和损伤组等三个组（5 平行 / 组），96 孔板每孔接

种（5~6）×103 个 PC12 细胞，培养基体积 90 μL，空

白组只有培养基，培育 24 h。然后空白组和对照组

补充 10 μL 培养基，损伤组分别加入终浓度为 50、
100、150、200、250、300、350、400 μmol/L 的

H2O2 10 μL，置于培养箱中培育 6 h。结束后，加入

CCK-8 试剂每孔 10 μL，继续培育 1.5 h，最后置于

酶标仪中测 450 nm 处吸光度值，按如下公式计算

细胞活力，以对照组为 100%。

B =    
A2-A0

A1-A0
  ×100%                                            （2）

式中：

B——细胞活力（CV），% ；

A0——空白组吸光度值；

A1——对照组吸光度值；

A2——损伤组吸光度值。

1.2.3 细胞毒性试验

设对照组和人参皂苷 Rg3 组，每组设 5 个平行。

96 孔板每孔接种 5×103~6 ×103 个 PC12 细胞，培养

基体积90 μL，培育24 h。Rg3组分别加入终浓度为5、
10、20、40、100、200 μmol/L 的人参皂苷 Rg3，
每孔 10 μL，对照组补充培养基，培育 12 h，每孔

加入 cck-8 10 μL，在 37 ℃ φ=5% CO2 环境培养

1.5 h，置于酶标仪中测 450 nm 处吸光度值，按如下

公式计算细胞活力，以对照组为 100%。

B =    
A1

A0
  ×100%                                                （3）

式中：

B——细胞活力，% ；

A0——对照组吸光度值；

A1——人参皂苷组吸光度值。

1.2.4 细胞保护试验

设对照组、损伤组和 Rg3 保护组，每组设 5 个

平行。96 孔板每孔接种 5×103~6 ×103 个 PC12 细胞，

培养基体积每孔 80 μL，培养 24 h ；Rg3 保护组加

终浓度 5、10、20 和 40 μmol/L 的 Rg3 每孔 10 μL，
其它组补充培养基，培育 12 h。损伤组和 Rg3 保护

组加入由 1.2.3 细胞损伤试验筛选出的达半数抑

制量（IC50）时的过氧化氢 （200 μmol/L），每孔

10 μL，对照组补充培养基，培育 6 h，培育结束后，

CCK-8 法检测细胞活力，计算方法同 1.2.4，以对照

组为 100%。

1.2.5 Western Blot法测CREB和NF-κB p65蛋白表

达量

设对照组、损伤组和 Rg3 保护组，接种于 6 孔

板（每孔 2 mL，每毫升 5.0×105 个），3个平行 /组，培

养 24 h；Rg3 保护组加入终浓度为 10、20 和 40 μmol/L
的 Rg3每孔 250 μL，培养 12 h ；损伤组和 Rg3 保

护组加入 200 μmol/L 的 H2O2 每孔 250 μL，孵育 6 h
后移除培养基。PBS 清洗后加入裂解液每孔 100 μL，
冰浴裂解 10 min 后 4 ℃条件下离心，设置 12 000 r/min，
10 min，测定上清液的蛋白浓度并确保上样量一致，

SDS-PAGE 电泳的上样量为 20 μg。电泳后将样品转
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至 PVDF 膜上，质量分数 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，使

用 PBS 清洗 2 遍，一抗（浓度稀释为 1:1 000）培

育过夜。使用 PBS 清洗 2 遍，二抗（浓度 1:4 000）
培养 1 h。加入适量显色剂 ECL 于成像仪中成像，

拍照。图像使用 Image J 进行灰度分析。β-Actin 为

内参基因，以待测样品的灰度值比 β-Actin 灰度值

得出相对值，以对照组为 1，得出各组的相对值。

1.2.6 统计学分析

GraphPad Prism 8.0 软件用于数据分析，结果以

平均值 ± 标准差表示，T-test 及 One Way ANOVA
法进行各组间比较，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2  结果和讨论

2.1 人参皂苷Rg3的细胞抗氧化能力

为探究 Rg3 的抗氧化作用，本研究首先在细胞

水平考察了 Rg3 对氧自由基生成的抑制作用。细

胞抗氧化活性（CAA）是目前检测动植物活性成

分抗氧化功能评价的经典方法之一，利用外源性荧

光探针在细胞环境中有效预测天然产物的抗氧化活

性 [20] 。从图 1 中可以看出，随着人参皂苷 Rg3 浓度

增强，荧光逐渐减少，并呈现浓度依赖性降低，说

明人参皂苷 Rg3 能有效抑制 AAPH 自由基对 DCFH
的氧化。人参皂苷 Rg3 半数有效浓度（EC50）由中

效原理（图 2）和剂量 - 反应曲线（图 3）计算得

出，EC50 值为 27.46 μmol/L，表明人参皂苷 Rg3 能

够有效抑制 DCFH 氧化为 DCF。CAA 值由 EC50 值

转化而来，CAA 值为 734.57 μmol TE 每 100 μmol
人参皂苷 Rg3，表明人参皂苷 Rg3 的抗氧化能力

很强，约是 Trolox 的 7.3 倍。结果表明，Rg3 可

能通过清除活性氧自由基发挥细胞抗氧化作用。

图 1 人参皂苷 Rg3 抑制 AAPH 自由基诱导 DCFH

氧化的动力学曲线

Fig.1 Kinetic curves for inhibition of AAPH radical-induced 

DCFH oxidation by ginsenoside Rg3

图 2 人参皂苷 Rg3 抑制 AAPH 自由基诱导 DCFH

氧化的中效原理图

Fig.2 Median effect plots for inhibition of AAPH radical-

induced DCFH oxidation by ginsenoside Rg3

图 3 人参皂苷 Rg3 抑制 AAPH 自由基诱导 DCFH 氧化的

剂量 - 反应曲线

Fig.3 Dose-response curves for inhibition of AAPH radical-

induced DCFH oxidation by ginsenoside Rg3

2.2 人参皂苷Rg3对PC12细胞的毒性作用

图 4 人参皂苷 Rg3 对 PC12 细胞的毒性作用

Fig.4 Toxic effect of ginsenoside Rg3 on PC12 cell

注：与对照组比，
* P＜0.05。

如图 4 所示，与对照组相比，200 μmol/L Rg3
处理组的细胞活力显著提高（P＜0.05），5、10、
20、40 和 100 μmol/L Rg3 各组的细胞活力无显著差

异（P＞0.05）。表明 5~100 μmol/L 的 Rg3 对 PC12
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细胞均无促增殖和毒性作用，所以能够将此浓度范

围的 Rg3 应用于后续实验，进一步考察无毒性剂量

Rg3 对氧化应激细胞的影响。

2.3 过氧化氢诱导PC12细胞氧化应激

过氧化氢（H2O2）作为一种较强的氧化剂，极

易进入细胞内，形成高活性的氧自由基或羟基自由

基。这些自由基进一步诱发脂质过氧化反应，产生

过量 ROS ；过量 ROS 导致机体内抗氧化物和氧化

物生成的失衡，诱导细胞氧化应激 [21,22] 。近年来，

H2O2 多用于氧化应激模型的建立。如图 5 所示，用

不同浓度过氧化氢处理 PC12 细胞后，在过氧化氢

浓度为 200 μmol/L 时，PC12 细胞的活力为 60.11%，

与对照组相比差异有统计学意义（P＜0.05）。上面

H2O2 能够明显降低 PC12 细胞的活力，且呈浓度依

赖式降低，确定以 200 μmol/L H2O2 诱导成功建立

PC12 细胞氧化应激模型。

图 5 不同浓度的过氧化氢损伤 PC12 细胞的细胞活力

Fig.5 Cell viability of PC12 damaged by different 

concentrations of hydrogen peroxide

注：与对照组比，
***P＜0.001 ；

****P＜0.000 1。

2.4 人参皂苷Rg3对PC12细胞的保护作用

图 6 人参皂苷 Rg3 对 PC12 细胞的保护作用

Fig.6 Protective effect of ginsenoside Rg3 on PC12 cell

注：与损伤组比，
**P＜0.01 ；

***P＜ 0.001 ；
****P＜0.000 1。

如图 6所示，200 μmol/L过氧化氢处理后细胞活力

为 59.66%，与损伤组相比，5、10、20和 40 μmol/L Rg3
保护组的细胞活力显著提高（P＜0.05），分别为

71.15%、74.00%、76.04%、80.36%，呈浓度依赖式

提高。结果显示提前采用不同浓度的人参皂苷 Rg3
对 PC12 细胞进行保护，能够抵抗 H2O2 损伤时的细

胞活力降低，这说明该浓度范围的人参皂苷 Rg3 能

有效抵抗细胞氧化损伤。结合 CAA 试验结果，说

明 Rg3 对氧自由基和羟基自由基具有很好的抑制效

果，推测 Rg3 发挥细胞保护作用可能与清除氧自由

基和羟基自由基有关。

2.5 人参皂苷Rg3对PC12细胞p-p65蛋白水平
的影响

图 7 人参皂苷 Rg3 对 PC12 细胞的 p-p65 蛋白含量影响

Fig.7 Effect of ginsenoside Rg3 on p-p65 protein content in 

PC12 cell

注：与对照组比，
# # # #P＜0.000 1 ；与损伤组比，

****P＜0.000 1。

NF-κB是一组具有核转录因子功能的系列分子，

可调控参与机体生理和病理的多种基因，是目前研

究最多的转录因子之一。NF-κB 在炎症及免疫应

答、细胞增殖与凋亡、细胞黏附等方面均具有重要

作用 [23] 。因此，本研究进一步基于 NF-κB/p65 的表

达考察人参皂苷 Rg3 对 PC12 细胞凋亡的影响，试

图阐释 Rg3 对氧化诱导神经细胞损伤的保护机制。

如图 7 所示，以对照组的 p-p65 蛋白表达量为 1，
损伤组 p-p65 蛋白相对量为 1.30（P＞0.05），10、
20 和 40 μmol/L Rg3 保护组的细胞 p-p65 蛋白相对

量分别为 1.18、1.03、0.82，与损伤组相比显著降

低，并且呈浓度依赖式（P＜0.05），说明 Rg3 干预

PC12 细胞氧化应激，可以显著降低 p-p65 蛋白的表

达量。结果表明人参皂苷 Rg3 可以抑制 p65 蛋白磷

酸化，从而抑制细胞氧化损伤发生。相关研究表明，

Rg3 能抑制氧化应激相关的铁凋亡 [24] ，并且可以作
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为肝保护剂，保护急性肝损伤引起的干细胞凋亡 [4] 。

此外，Rg3 还能通过抑制 NLRP3 炎性体和氧化应激，

促进 SIRT1 表达和抑制 NF-κB，减轻血管紧张素Ⅱ

诱导的心肌肥大 [25] 。由此推测，Rg3 对氧化应激诱

导神经细胞损伤的保护作用可能与减轻炎症、抑制

凋亡有关。

2.6 人参皂苷Rg3对PC12细胞p-CREB蛋白水
平的影响

图 8 人参皂苷 Rg3 对 PC12 细胞的 p-CREB 蛋白含量影响

Fig.8 Effect of ginsenoside Rg3 on p-CREB protein content 

in PC12 cell

注：与损伤组比，
****P＜0.000 1。

环磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP-response 
Element Binding Protein, CREB）相关信号通路与学

习、记忆和神经可塑性有关，广泛参与调节细胞的

生长与分化、应激与凋亡 [26] 。有报道称人参皂苷可

作为调节 Akt/CREB/BDNF 和相关下游神经保护通

路的创新多靶点替代品 [5] 。为确定 Rg3 保护神经细

胞的作用机制，进一步考察了 Rg3 对 CREB 蛋白

表达的影响。如图 8 所示，以对照组的 p-CREB 蛋

白表达量为 1，损伤组 p-CREB 蛋白相对量为 0.80，
与对照组比有所降低，但差异不显著（P＞0.05），
10、20 和 40 μmol/L Rg3 保护组的细胞 p-CREB 蛋

白相对量分别为 1.31、1.75、2.30，与损伤组相比

显著提高（P＜0.05）。结果表明，人参皂苷 Rg3 可

以促进 CREB 蛋白磷酸化从而抑制细胞损伤。有研

究发现天麻芎苓止眩片可通过抑制 ERK1/2-CREB
通路，降低自噬，同时促进自由基的分泌 [27] ，说明

CREB 与自由基呈负相关。本研究结果显示，Rg3
能清除自由基，促进 CREB 蛋白表达 [28] 。相关研究

表明，Rg3 通过改变小鼠海马神经元细胞周期维持

增殖并抑制 N- 甲基 -D- 天冬氨酸诱导的凋亡，其作

用机制与 CREB 和 BDNF 信号磷酸化有关 [29] 。Rg1
通过抑制细菌内毒素刺激的 BV-2 细胞 CREB 和

NF-κB 的磷酸化，抑制促炎细胞因子的表达 [29] 。由

此推断，Rg3 能通过促进 CREB 蛋白磷酸化，减轻

PC12 神经细胞炎症和凋亡。

3  结论

本研究通过考察 Rg3 对 AAPH 自由基诱导

DCFH 氧化的抑制作用，发现 Rg3 对氧自由基具有

良好抑制作用。通过 H2O2 诱导 PC12 细胞氧化应激

模型，发现细胞活力显著降低，NF-κB p-p65 蛋白

表达显著升高，p-CREB 蛋白表达降低。无毒性浓

度范围的 Rg3 干预后能显著提高细胞活力，显著降

低 p-p65蛋白的表达量、提高 p-CREB蛋白的表达量，

对 H2O2 诱导的 PC12 细胞氧化损伤起到一定的保护

作用。综上，人参皂苷 Rg3 可能通过清除氧自由基，

参与 NF-κB/CREB 通路调控，减轻 PC12 细胞炎症

和凋亡，抑制氧化应激诱导的神经细胞损伤。
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