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【摘要】   目的　 探究人参皂苷Rg3对脂多糖诱导的胶质细胞-神经元互作损伤模型的保护作用。 方法　 培养原代

小胶质细胞及HT-22细胞株，实验分为对照组（Control, CON）、100 ng/mL LPS组（LPS）、炎症模型组（CM）、人参皂苷

Rg3组、炎症模型组+人参皂苷Rg3（CM+Rg3），其中Rg3剂量分别为2.5、5、10和20 μmol/L。CM组和CM+Rg3组制备胶质细

胞-神经元互作模型。通过免疫荧光检测原代小胶质细胞纯度，CCK-8检测各组HT-22细胞活力，ELISA试剂盒检测各组细

胞样本中炎性细胞因子〔白细胞介素（interleukin, IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor α, TNF-α）和IL-10〕的
水平变化。ROS试剂盒检测细胞氧化损伤程度，Western blot检测细胞凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2的表达，Caspase-3酶活试剂

盒检测各组细胞Caspase-3酶活性。 结果　 培养的小胶质细胞纯度达95%以上，可用于后续实验。不同剂量的人参皂苷

Rg3刺激后HT-22存活率与CON组相差不大，100 ng/mL LPS刺激后神经元细胞存活率为98%，表明Rg3和LPS对神经元细胞

的存活率无影响。与CON组相比，CM组HT-22细胞存活率降低（P<0.01），与CM组相比，CM+Rg3组神经细胞存活率增加

（P<0.01），表明胶质细胞-神经元互作模型制作成功。 其中Rg3剂量为10 μmol/L时，CM+Rg3组HT-22细胞存活率最高

（P<0.05），因此选择10 μmol/L Rg3用于后续实验。100 ng/mL LPS刺激后，HT-22细胞中IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-10浓度与

CON组差异无统计学意义。100 ng/mL LPS刺激后，小胶质细胞IL-1β、TNF-α的浓度高于CON组（P<0.05），但LPS+Rg3组IL-
1β、TNF-α的浓度低于LPS组（P<0.05）。CM+Rg3组活性氧浓度比CON略高，但低于CM组（P<0.01）。CM+Rg3组Bax的表达

比CON高，低于CM组；Bcl-2表达比CON组低，高于CM组（P<0.01）。 CM组Caspase-3酶活性高于CON组（P<0.01）；
CM+Rg3组Caspase-3酶活性低于CM组（P<0.01）。 结论　 人参皂苷Rg3可能通过调控胶质细胞损伤，减少炎症因子的分

泌，抑制神经元的凋亡，发挥缓解神经元凋亡的作用。
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【Abstract】   Objective　 To  investigate  the  protective  effect  of  ginsenoside  Rg3  on  lipopolysaccharide-induced
galial-neuronal interaction injury model. Methods　Primary microglia cells and HT-22 cell lines were cultured, and the
cells were divided into the control group (CON), the 100 ng/mL LPS group (LPS), the control inflammation model group
(CM),  the  ginsenoside  Rg3  group,  and  the  inflammation  model  plus  ginsenoside  Rg3  treatment  group  (CM+Rg3).
Ginsenoside Rg3 was administered in the ginsenoside Rg3 group and the CM+Rg3 group at the doses of 2.5,  5,  10,  and
20 μmol/L. Galial-neuronal interaction modeling was performed in the CM group and the CM+Rg3 group. The purity of
the  primary  microglia  cells  was  assessed  by  immunofluorescence,  the  viability  of  the  HT-22  cells  in  each  group  was
assessed  by  CCK-8,  and  changes  in  the  levels  of  inflammatory  cytokines,  including  interleukin  (IL)-1β,  IL-6,  tumor
necrosis  factor  α  (TNF-α),  and IL-10,  in  the  cell  samples  of  each group were  assessed with  the  ELISA kits.  The level  of
cellular oxidative damage was measured with a ROS kit,  and the expression of apoptosis-related proteins, including Bax
and Bcl-2, was assessed by Western blot. The activity of Caspase-3 enzyme in each group was measured with a Caspase-3
enzyme  activity  kit. Results　The  purity  of  the  microglia  cultured  reached  over  95% and  was  suitable  for  subsequent
experiments. After ginsenoside Rg3 stimulation at different doses, the survival rate of HT-22 was not much different from
that of the CON group. The survival rate of neurons after 100 ng/mL LPS stimulation was 98%, indicating that Rg3 and
LPS had no effect on the survival of neurons. Compared with that of the CON group, the survival rate of HT-22 cells in
the  CM  group  was  significantly  decreased  (P<0.01).  Compared  with  the  CM  group,  the  CM+Rg3  group  showed  a
significant increase in the viability of neurons (P<0.01), indicating that the glia-neuron interaction model was successfully 
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constructed.  When  Rg3  dose  was  10  μmol/L,  the  HT-22  cells  in  CM+Rg3  group  showed  the  highest  viability  (P<0.05).
Hence, 10 μmol/L Rg3 was selected for further experiments. After 100 ng/mL LPS stimulation, the concentrations of IL-
1β, IL-6, TNF-α, and IL-10 in HT-22 cells were not significantly different from those in the CON group. After 100 ng/mL
LPS stimulation, the concentrations of IL-1β and TNF-α in microglia were higher than those in the CON group (P<0.05),
but the concentrations of IL-1β and TNF-α in the LPS+Rg3 group were lower than those in the LPS group (P<0.05). The
concentration  of  reactive  oxygen  species  in  the  CM+Rg3  group  was  slightly  higher  than  that  in  the  CON  group,  and
significantly lower than that in the CM group (P<0.01). The expression of Bax in the CM+Rg3 group was higher than that
in the CON group, and lower than that in the CM group. The expression of Bcl-2 was lower in the CON group, and higher
than that in the CM group (P<0.01). The Caspase-3 enzyme activity in the CM group was significantly higher than that in
the CON group (P<0.01). The Caspase-3 enzyme activity in the CM+Rg3 group was significantly lower than that in the
CM group (P<0.01). Conclusion　Ginsenoside Rg3 may play a role in the alleviation of neuronal apoptosis by regulating
glial cell damage, reducing the secretion of inflammatory factors, and inhibiting neuronal apoptosis.
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Apoptosis 

炎症与自身免疫性肝病、衰老和年龄相关疾病等多

种疾病有关[1-2]。人参中重要的活性成分人参皂苷Rg3有

诱导肿瘤凋亡、减少脂质累积、抗动脉粥样硬化、抗炎等

作用[3-6]，有文献显示，在小胶质细胞中，人参皂苷的抗炎

机制有对促炎细胞因子的表达〔肿瘤坏死因子α（tumor

necrosis factor α, TNF-α）、白细胞介素（interleukin, IL）-

1β和IL-6〕的调控、对诱导型一氧化氮合酶（inducible

nitric oxide synthase, iNOS）和环氧化酶2（cyclooxygenase-

2, COX-2）的负调控等[6]。

活化的小胶质细胞能够分泌大量的促炎细胞因子，如

TNF-α和IL-1β，产生神经炎症并导致神经元凋亡或死亡[7]。

有资料显示，在受伤或疾病时，部分小胶质细胞通过受伤神

经元启动的信号被激活[8]。持续的小胶质细胞激活会引发

慢性神经炎症反应，破坏神经元和小胶质细胞之间的通

信。由于大多数研究都集中在神经元和小胶质细胞在神经

创伤期间如何孤立地发挥作用，因此有必要了解这些细胞

在脑病理生理学中的相互作用。本实验主要研究的是人参

皂苷Rg3对胶质细胞-神经元互作损伤模型的保护作用。

本实验通过脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）诱导制

作胶质细胞-神经元互作损伤模型，从胶质细胞-神经元

网络的角度验证人参皂苷对神经元的保护作用，为相关

新药的开发提供实验学基础。 

1     材料与方法
 

1.1    材料与试剂 

1.1.1    实验动物和细胞株

本实验选用刚出生72 h内的C57BL/6新生小鼠（购

于杭州子源实验动物科技有限公司），生产许可证号

[SCXK（浙）2019-0004]。实验动物的使用由蚌埠医科大

学动物研究委员会批准（伦动科批字[2021]第105号），本

实验程序符合动物实验指南。

细胞株：HT-22购自武汉塞维尔有限公司，和原代胶

质细胞分别培养于DMEM和DMEM-F12培养基中。所有

细胞都置于37 ℃下含有5%CO2的环境中生长。 

1.1.2    试剂和耗材

本实验所使用试剂包括：LPS、TLR4激活剂、DMEM-

F12培养基、ROS Assay Kit（上海碧云天生物技术有限公

司），PBS缓冲液（干粉）（合肥志宏泰克生物技术有限公

司），Western一抗稀释液、Western二抗稀释液、Western

封闭液（Biosharp公司），胰酶、染色剂DAPI、抗Iba-1

（1∶3 000, 10904-1-AP, Protrin Tech），人参皂苷Rg3（Med

ChemExpress），CCK-8（安徽华晓基因科技有限公司），荧

光二抗、Bcl-2、Bax（武汉三鹰生物技术有限公司）。 

1.1.3    实验仪器

本实验所采用仪器包括细胞培养箱（上海赛默飞世

尔科技有限公司）、荧光显微镜（日本OLYMPUS公司）、

无菌超净工作台（济南干司生物技术有线公司）、高压灭

菌锅（日本SANYO公司）、恒温鼓风干燥箱（上海一恒科

学仪器有限公司）、磁力搅拌器（大龙兴创实验仪器股份

公司 ）、脱色摇床（上海捷呈实验仪器有限公司 ）、离心

机（美国SCILOGEX公司 ）、离心管、冻存管、KZ-III-FP研

磨仪（武汉塞维尔有限公司）以及流式细胞仪（美国

BECTON AND DICKNSON公司）。 

1.2    实验方法 

1.2.1    实验分组

本实验分为对照组（Control, CON）、100 ng/mL LPS

组（LPS）、人参皂苷Rg3组（Rg3）、炎症模型组（CM）、人

参皂苷Rg3+炎症模型组（Rg3+CM）。其中Rg3组和Rg3+

CM组中人参皂苷Rg3的剂量分别为2.5、5、10和20 μmol/L。 

1.2.2    小胶质细胞的培养

小胶质细胞的提取在无菌手术超净台下进行，手术

器械进行灭菌处理。将出生72 h内的C57BL/6新生小鼠，

 1544 四川大学学报（医学版） 第 55卷



酒精消毒2遍，断头处死后沿着小鼠脑矢状缝剪开脑部皮

肤和颅骨，剥离软脑膜及血管，留取脑组织。PBS清洗大

脑组织标本2～3次，置脑组织于离心管内，加入适量0.25%

胰酶，采用组织研磨仪对脑组织进行匀浆，混匀匀浆液，

置于37 ℃、体积分数5%CO2培养箱消化15～20 min。采

用配置好的DMEM-F12培养基终止消化，200目筛网过

滤，4 ℃下1 000 r/min离心5 min，弃上清。用DMEM-F12 重

悬细胞沉淀，接种于培养瓶，置于培养箱中。24 h后更换

DMEM-F12, 每隔3 d更换一次培养基，细胞生长至所需密度，

无菌条件下置于摇床进行小胶质细胞的分离纯化。将纯

化后的小胶质细胞接种于大皿或板中，进行后续实验。 

1.2.3    Iba-1染色检测小胶质细胞的纯度

待接种的小胶质细胞长成，取一定量细胞用PBS洗涤

两次后制成细胞涂片；固定细胞后用PBS洗涤3次，每次

5 min；接着对细胞进行通透处理，保证抗体能够达到抗

原部位。处理结束后用PBS洗涤3次，每次5 min；封闭细

胞，与一抗和二抗结合孵育并用PBS洗涤；最后封片及检

测：将细胞核和Iba-1蛋白染色，在荧光显微镜下观察，用

Image J v1.8.0软件进行定量分析。 

1.2.4    建立小胶质细胞-神经元互作损伤模型

对CM组和Rg3+CM组HT-22细胞进行小胶质细胞-

神经元互作损伤模型建立。CM组用100 ng/mL LPS刺激

小胶质细胞24 h，弃上清，加入新鲜培养基培养24 h，留取

本次培养基上清作为条件培养基刺激HT-22细胞。Rg3+

CM组先采用100 ng/mL LPS和剂量分别为2.5、5、10和

20 μmol/L的人参皂苷Rg3作用于小胶质细胞[9]，培养24 h

后，弃培养基上清，将小胶质细胞转入新的条件培养基培

养，再次培养24 h后，留取本次培养基上清，加入培养有

HT-22细胞的培养基培养，24 h后检测HT-22细胞的细胞

存活率[10]（图1）。
  

Primary glia Primary glia

24 h

New
DMEM-F12

Conditioned
medium from glia

LPS 100 ng/mL Rg3

24 h

HT22 neurons
 

图 1  细胞实验模型构建方法

Fig 1  Method for constructing cell experiment models  

1.2.5    CCK-8法测量HT-22细胞的活力

将HT-22细胞接种于培养皿中，培养至适当的细胞数

目。实验分组同1.2.1。LPS组在培养基中加入100 ng/mL

LPS，Rg3组在培养基中分别加入2.5、5、10和20 μmol/L

Rg3，CM组和CM+Rg3组处理方法见1.2.4。CON组HT-

22细胞未接受任何处理。将各组细胞加入含有CCK-8试

剂的培养基中并放置在恒温恒湿的培养箱里孵育。孵育

一定时间后，测定培养液的吸光度。 

1.2.6    ELISA法检测炎症因子

将HT-22细胞分为CON组和100 ng/mL LPS组，小胶

质细胞分为CON组、100 ng/mL LPS组、10 μmol/L Rg3

组和LPS+Rg3组（100 ng/mL LPS+10 μmol/L Rg3）。加入

相应条件培养基中培养24 h后，取各组细胞培养上清

（4 000 r/min，4 ℃离心20 min），去除细胞颗粒和聚合物，

上清液保存在－20 ℃以下，避免反复冻融。使用ELISA

试剂盒分析各组细胞样本中炎性细胞因子（IL-1β、 IL-6、

TNF-α和IL-10）的水平变化。加入样品和生物素抗原，混

合物在37 ℃温箱内孵育0.5 h；洗板5次；加入亲和素HRP，

37 ℃温箱内孵育0.5 h，洗板5次；依次加入显示剂A、B液，

37 ℃温箱内孵育10 min；加入终止液；然后用酶标仪检测

OD值，每个样本重复3次。利用标准曲线计算各组的炎

症因子的质量浓度，单位是ng/L。 

1.2.7    活性氧检测法

从CON组、CM组、Rg3组和CM+Rg3组中分别取样，Rg3

组和CM+Rg3组中Rg3剂量均为10 μmol/L。将各组样品

依次与活性氧（reactive oxygen species, ROS）试剂盒中的

缓冲液、酶抑制剂等成分充分混合。向各组混合液中加入

荧光探针，使其充分结合混合液中的ROS。最后对混合液

进行荧光强度测量，计算各组待测样品中的活性氧浓度。 

1.2.8    Western blot法检测蛋白表达

细胞蛋白提取：将6孔板取出，每孔加入0.3 mL胰酶，

2 min后每孔加1 mL完全培养基终止消化，吹洗后收集细

胞悬液至对应离心管内。常温1 000 r/min 5 min，弃上清，

每管加入适量PBS洗脱液重悬，配平离心，弃上清，再次

加PBS重悬后离心。弃上清，加入裂解液PMSM重悬

（RIPA∶PMSF=100∶1）重悬吹打后放入冰上静置

30 min，4 ℃离心12 000 r/min 15 min，取上清，测浓度与体

积后用裂解液配平，加入1/4总体积的loading buffer后摇

匀，离心机短暂离心混匀、95 ℃金属浴，5 min，进行蛋白

变性。取30 μg蛋白样品进行上样。浓缩胶恒压80 V进行

电泳，当样品跑至分离胶时将电压调至120 V电泳。电泳

后，将蛋白质转移到PVDF膜上，室温下封闭30 min，封闭

结束后TPBS洗膜3次，每次5 min。孵一抗4 ℃冰箱过

夜。再次洗膜，室温下孵育二抗1 h，TPBS洗膜3次，每次

5 min。然后用增强化学发光（ECL）对膜进行处理。使用

Micro Chemi化学发光图像分析系统对信号进行采集，

ImageJ软件对印迹进行量化。 

1.2.9    Caspase-3酶试剂盒检测Caspase-3酶活性

取待测细胞进行匀浆后得到的蛋白上清。利用
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Caspase-3活性检测试剂盒分析待测细胞中Caspase-3酶活

性。Caspase-3组织上清液与底物Ac-YVAD-pNA反应孵

育后生成pNA，混合物在37 ℃温箱内孵育1～2 h。再用

酶标仪检测读取OD值，每个样本至少重复3次。计算

Caspase-3的酶活性，单位为μmol/mL。 

1.3    统计学方法

x̄± s

应用Graphpad Prism 7.0软件对数据进行统计学分析

并作图，计量资料以 表示。所有计量资料符合方差

分析条件（独立、正态、方差齐性），组间比较采用One-

Way ANOVA检验， 后进行post hoc检验，多个样本均数

的两两比较采用Turkey法。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    原代小胶质细胞纯度的鉴定

免疫荧光结果表明本实验培养的小胶质细胞纯度达

95%以上（图2），可用于后续实验。 

2.2    人参皂苷Rg3缓解胶质细胞条件培养基诱导的神经

元细胞死亡

不同剂量Rg3刺激后HT-22细胞存活率与对照组差

异无统计学意义；100 ng/mL LPS刺激后HT-22细胞存活

率为98%，表明Rg3和LPS对HT-22细胞的存活率无影响

（图3左）。与CON组相比，CM组HT-22细胞存活率降低（P<

0.001）。与CM组相比，各剂量Rg3+CM组神经元细胞存

活率提高，其中Rg3剂量为10 μmol/L时，神经元细胞存活率

最高（P<0.01），因此后续实验中，Rg3组和Rg3+CM组中

Rg3的剂量均选择10 μmol/L （图3右）。以上结果表明诱

导神经元死亡的物质可能是小胶质细胞的上清而不是

LPS，而人参皂苷Rg3可以缓解胶质细胞条件培养基诱导

的神经元细胞死亡。 

2.3    人参皂苷Rg3降低胶质细胞条件培养基炎症因子水平

ELISA检测结果显示：HT-22神经细胞中，与CON组

相比，LPS组IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-10浓度无明显变化

（图4A）。在小胶质细胞中，与CON组相比，LPS组IL-1β、
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图 2  免疫荧光检测小胶质细胞纯度

Fig 2  Immunofluorescence assessment of microglial cell purity
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图 3  CCK-8结果表明人参皂苷Rg3可以缓解胶质细胞条件培养基诱导的神经元死亡

Fig 3  CCK-8 results indicate that ginsenoside Rg3 can alleviate neuronal death induced by glial cell conditioned medium

n=4 in each group. *** P<0.001, vs. CON group; # P<0.05; ## P<0.01, vs. CM group.
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图 4  ELISA法检测HT-22细胞（A）和小胶质细胞（B）的炎性因子水平

Fig 4  ELISA was performed to assess the inflammatory cytokine levels in HT-22 cells (A) and primary glia (B)

n=4 in each group. * P<0.05 , vs. CON group; # P<0.05, vs. LPS group.
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TNF-α的浓度升高（P<0.05，图4B），说明 LPS可诱导小胶

质细胞产生IL-1β和TNF-α。与LPS组相比，LPS+Rg3组IL-

1β、TNF-α的浓度降低（P<0.05，图4B）。ELISA结果证明

LPS直接作用于HT-22细胞对其炎性因子浓度的变化不

明显，但是LPS会刺激小胶质细胞，使其产生大量炎性因

子，但是Rg3可以减少小胶质细胞分泌炎性因子。因此，

促使HT-22细胞凋亡的原因可能是小胶质细胞被LPS作

用后产生的炎性因子。 

2.4    人参皂苷Rg3降低胶质细胞条件培养基ROS浓度

见图5。与CON组相比，CM组ROS浓度最高（P<0.01）。

与CON组相比，CM+Rg3组ROS浓度略高。与CM组相

比，CM+Rg3组ROS浓度降低；与Rg3组相比，Rg3+CM组

ROS浓度升高（P<0.01）。 

2.5    人参皂苷Rg3缓解胶质细胞条件培养基诱导的神经

元凋亡

见图6。与CON组相比，CM组Bcl-2表达降低，而

Bax的表达增高（P均<0.01）；与CON组相比，人参皂苷

Rg3组Bcl-2、Bax的表达无明显差异（P>0.05）；与CM组相

比，CM+Rg3组Bcl-2的表达增高，Bax的表达降低（P均<

0.01），且两个指标均接近于CON组的水平。与CON组相

比，CM组Caspase-3酶活性升高（P<0.01）；与CM组相比，

Rg3+CM组Caspase-3酶活性降低（P<0.01）。 

3     讨论

小胶质细胞在正常生理条件下处于静止状态,当受

到外部环境刺激时，小胶质细胞会被迅速激活[11-12]，释放

损伤及保护因子，包括促炎和抗炎细胞因子以及ROS，这

些因子可调节神经炎症和氧化应激[13]。这为本实验采用

LPS刺激小胶质细胞使其产生炎性上清诱导神经元凋亡
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图 5  各组HT-22细胞的ROS水平

Fig 5  ROS levels in different groups of HT-22 cells

A, ROS fluorescence staining results in each group (original magnification ×

50). B, ROS positivity rate in each group of samples. n=3 in each group. ** P<0.01,

vs. CM group; ## P<0.01, vs. Rg3 group.
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图 6  Western blot检测凋亡相关蛋白的表达

Fig 6  Western blot was performed to assess the expression of apoptosis-related proteins

A, Expression of apoptosis-related proteins, n=4 in each group. B, The activity of Caspase-3 enzyme, n=3 in each group. C, Quantitative image of protein results, n=3

in each group. ** P<0.01, vs. CM group; ## P<0.01, vs. Rg3 group.
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提供了理论基础。本研究结果显示在小胶质细胞中，与

CON组相比，LPS组IL-1β、TNF-α的浓度明显升高，说明

LPS可诱导小胶质细胞产生IL-1β和TNF-α因子。与LPS组

相比，LPS+Rg3组IL-1β、TNF-α的浓度明显降低，说明人

参皂苷Rg3可以减少小胶质细胞分泌炎性因子。

Rg3在神经系统的相关研究有很多，除了缓解胶质细

胞条件培养基诱导的神经元死亡外，Rg3还能通过其抗氧

化特性在鱼藤酮诱导的帕金森病小鼠中发挥神经保护作

用，改善帕金森小鼠的运动功能[14]。对于大鼠局灶性脑

缺血损伤，Rg3通过改善能量代谢、清除自由基等途径起

到显著保护神经元的作用[15]。当然，人参皂苷Rg3对于抑

郁也有一定的治疗作用[16]。

为了探究不同浓度的Rg3和LPS对HT-22细胞存活率

的影响，本实验采用不同剂量的人参皂苷Rg3和100 ng/mL

的LPS分别刺激HT-22细胞，结果表明Rg3和LPS对神经元

细胞的存活率无显著影响。与CON组相比，CM组HT-

22细胞存活率明显降低。与CM组相比，当Rg3剂量为

10 μmol/L时，CM+Rg3组神经元细胞存活率明显提高，故

选择10 μmol/L Rg3用于后续实验。以上结果表明诱导神

经元细胞死亡的物质可能是小胶质细胞的上清而不是

LPS，而人参皂苷Rg3可以缓解胶质细胞条件培养基诱导

的神经元细胞死亡。

氧化应激是由活性氧自由基ROS和活性氮自由基

RNS在体内产生的一种负面作用，近年来越来越多的研

究表明，氧化应激参与了心血管系统疾病、中枢神经系统

疾病、急性肺损伤等多种疾病的发病机制。本实验结果

显示，与CON组相比，CM组ROS浓度最高（P<0.01）。与

CM组相比，CM+Rg3组ROS浓度明显低于CM组。说明人

参皂苷Rg3可以通过降低ROS水平缓解胶质细胞条件培

养基诱导的神经元死亡。

此外，本实验还可以利用细胞组学、蛋白组学等手段

进行更详细的分析，这些不足之处有待进一步改进。
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