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人参皂苷 Rb1通过上调 PGC-1琢缓解糖尿病心肌病 *

亓秉超 1 胡 朗 1 邱继欢 1 李春雨 1 季乐乐 2 李 妍 1△

（1空军军医大学西京医院心内科 陕西西安 710000；2空军军医大学基础医学院教学实验中心 陕西西安 710000）

摘要目的：研究人参皂苷 Rb1对糖尿病心肌病的治疗作用并阐明其分子机制。方法：采用腹腔注射链脲佐菌素的方法，建立糖尿

病心肌病动物模型。将小鼠分为 3组：WT组，DM组，DM+Rb1组。超声心动图分析小鼠心功能；Western blot 分析 PGC-1琢、
cleaved caspase-3、bcl-2等蛋白表达；MitoSOX染色分析线粒体 ROS含量；透射电镜分析线粒体数目。结果：与WT组相比，DM组

小鼠心功能显著下降（LVEF，P＜0.01），PGC-1琢表达下调（P＜0.01），线粒体数目减少（P＜0.01）；而 Rb1处理后，显著改善了 DM

小鼠心功能（LVEF，P＜0.01），恢复了 PGC-1琢表达（P＜0.05），增加了线粒体数目（P＜0.05）。同时，Rb1处理后，减少了糖尿病小

鼠心肌线粒体 ROS产生（P＜0.01），恢复了 bcl-2蛋白表达（P＜0.01），降低了 cleaved caspase-3蛋白表达（P＜0.01），从而减少了

高糖引起的细胞凋亡（P＜0.05）。而 siPGC-1琢处理后，阻断了 Rb1的上述作用。结论：人参皂苷 Rb1通过上调 PGC-1琢改善糖尿
病小鼠心功能，缓解糖尿病心肌病。其机制可能与人参皂苷 Rb1降低心肌线粒体 ROS产生并减少心肌细胞凋亡有关。
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Ginsenoside Rb1 Alleviates Diabetic Cardiomyopathy
through Up-regulating PGC-1琢*

To study the therapeutic effect of ginsenoside Rb1 on diabetic cardiomyopathy and to elucidate its

molecular mechanism. An animal model of diabetic cardiomyopathy was established by intraperitoneal injection of

streptozotocin. Mice were divided into 3 groups: WT group, DM group and DM+Rb1 group. Cardiac function of mice was analyzed by

echocardiography. Expression of PGC-1琢, cleaved caspase-3 and bcl-2 was analyzed by Western blot. Mitochondrial ROS content was

analyzed by MitoSOX staining. The number of mitochondria was analyzed by electron microscopy. Compared with the WT

group, the cardiac function of the DM group was significantly decreased (LVEF, P<0.01). Expression of PGC-1琢 was down-regulated

(P<0.01). The number of mitochondria was decreased (P<0.01). After Rb1 treatment, the cardiac function of DM mice was significantly

improved (LVEF, P<0.01). PGC-1琢 expression was restored (P<0.05). The number of mitochondria was increased (P<0.05). At the same
time, Rb1 treatment reduced myocardial mitochondrial ROS production (P<0.01), restored bcl-2 protein expression (P<0.01), decreased
cleaved caspase-3 protein expression (P<0.01), and decreased Apoptosis induced by high glucose (P<0.05). After treatment with siPGC-1
琢, the above protective effects of Rb1 were blocked. Ginsenoside Rb1 improves cardiac function and alleviates diabetic

cardiomyopathy by up-regulating PGC-1琢. The mechanism may be related to the reduction of myocardial mitochondrial ROS production

and reduction of cardiomyocyte apoptosis by ginsenoside Rb1.
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前言

国际糖尿病联盟公布的《2017年世界糖尿病地图》[1]显示，

中国糖尿病患病率居世界前列，约占 10 %。糖尿病患病人数居

世界第一位，约 1.14亿。在糖尿病的众多并发症中，糖尿病心

肌病是糖尿病患者高死亡率的主要原因之一[2]。最近的流行病

学研究报告，一般人群中糖尿病性心肌病的患病率为 1.1 %，糖

尿病患者为 16.9 %。此外，该研究显示糖尿病性心肌病患者死

亡率或心力衰竭发生率为高达 31 %[3]。然而，目前针对糖尿病

心肌病尚无特效药。人参皂苷 Rb1是人参的主要药理成分之

一，属于二醇型皂苷。有研究表明，人参皂苷 Rb1在保护心肌缺

血再灌注损伤、增强动脉粥样硬化斑块稳定性、延缓内皮细胞
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衰老、调节脑血管通透性等方面具有重要作用[4-7]。但是，人参皂

苷 Rb1在糖尿病心肌病中是否具有保护作用以及具体分子机

制尚无文献报道。因此，本研究以糖尿病小鼠为模型，探究人参

皂苷 Rb1对糖尿病心肌病的保护作用以及作用机制，旨在为糖

尿病心肌病防治提供新思路。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级成年雄性 C57小鼠（8周龄，20-25 g）

由第四军医大学动物中心提供。饲养于第四军医大学动物实验

中心，在昼夜（12小时 /12小时）光照交替条件下饲养，并给予

自由饮食。

1.1.2 药物 人参皂苷 Rb1（货号：00170580），链脲佐菌素

（streptozotocin，STZ，货号：S0130）均购自美国 sigma 公司。

-20 ℃保存，使用前人参皂苷 Rb1溶解于 0.9 %生理盐水中，

STZ溶解于 0.1 %柠檬酸缓冲液中。

1.1.3 试剂与仪器 PGC-1琢抗体、bcl-2抗体、cleaved caspase-3
抗体均购自美国 Abcam公司。茁-actin抗体、羊抗兔二抗均购自
中国天德悦公司。胎牛血清购自美国 Gbico公司，低糖培养基、

高糖培养基购自美国 Hyclone公司。BCA检测试剂盒、RIPA裂

解液、凋亡检测试剂盒均购自中国碧云天公司。Trizol试剂、

MitoSOX试剂、RNAiMAX转染试剂购自美国 invitrogen公司。

麻醉剂异氟烷购自中国河北一品公司。共聚焦显微镜购自日本

Olympus公司。小动物超声系统 Vevo2100购自加拿大 Visual

Sonics公司, 凝胶成像系统购自美国 Bio-Rad公司，PCR 仪购

自美国 Thermo公司。

1.2 方法

1.2.1 实验分组与糖尿病小鼠模型构建 将小鼠分为WT组、

DM组和 DM+Rb1组，每组 6-8只。造模前，小鼠禁食 12小时。

按 50 mg/Kg体重称取一定质量 STZ粉末溶于柠檬酸缓冲液

中，避光配置，置于冰上。腹腔注射，对照组给予柠檬酸缓冲液

注射。注射完毕后给予正常饮食，连续注射 5天。最后一次注射

3天后检测血糖，随机血糖＞16.7 mmol/L即为造模成功，正常

喂养 3个月。对于 DM+Rb1组小鼠，在糖尿病小鼠造模成功

后，按照 50 mg/kg的剂量，称取一定量人参皂苷 Rb1溶于生理

盐水中，每天灌胃给药，连续给药 4周。再连续喂养 2个月。

1.2.2 蛋白提取及Western-blot检测 取 20-50 mg心脏组织，

预冷 PBS冲洗 3次，加入适量裂解液，用组织研磨仪匀浆，冰

上静置 10-20分钟，12000× g离心 15分钟，取上清，BCA法测

蛋白浓度。调整蛋白浓度后，按比例加入上样缓冲液，100℃煮

10分钟，然后进行电泳、转膜、封闭等操作。一抗孵育，4℃过

夜，TBST清洗三次，二抗室温孵育 1小时，TBST清洗 3次。利

用凝胶成像系统化学发光法检测目的条带。

1.2.3 小鼠心脏超声 使用 Vevo 2100超声系统进行心脏的

无创超声检查。将小鼠固定于操作台，用异氟烷轻度麻醉小鼠

（诱导 3 %，维持 1 %）。小鼠心脏心脏功能通过手持式超声换能

器操作来获取超声图像。所有的超声心动图图像使用 Vevo

2100软件进行分析。

1.2.4 原代心肌细胞分离与培养 取生后 1-3天的 SD大鼠的

乳鼠，用 75 %乙醇消毒皮肤 10-15分钟，在胸前处剪开皮肤，挤

出心脏。剪下心室部分置于含 PBS的平皿中。用 PBS溶液冲洗

4-5次，去除残留积血后，将心脏剪成小碎片，再将心脏碎片转

移至小玻璃瓶中。加 5 mL左右胶原酶，37℃消化 5 min，吸取

上清中已消化好的细胞加入到含完全培养基的离心管中，混

匀，终止消化。在剩下的细胞碎片中再加入 3 mL胶原酶溶液，

重复消化 4-5次。每次消化结束后，均需将上清吸到上述离心

管中，至不能消化为止。1000 rpm离心 5 min，弃上清，加 4 mL

新鲜的含血清和的 DMEM于新的离心管中。吹打离心管中细

胞，至细胞均匀悬浮。将 200目筛网置于高压灭菌后的烧杯上，

用滴管吸取细胞悬液，加到筛网上过滤，以除去未消化的组织

块，只让单个细胞过滤到烧杯中。将烧杯中的细胞溶液转移到

培养瓶中，做好标记。置于孵箱中静置 1.5-2小时。利用差速贴

壁法除去成纤维细胞。将心肌细胞转移至新的培养瓶。细胞计

数，补充培养基，37℃孵箱静置 48小时后，分别用低糖培养基

（5.5 mmol/L）和高糖培养基（30 mmol/L）培养细胞。处理组人参

皂苷 Rb1浓度为 40 滋mol/L。
1.2.5 用 siRNA转染心肌细胞 PGC-1琢 siRNA由上海吉玛

基因公司合成。 siRNA-PGC-1琢：5'-GACGAAGCAGACAA-
GACCGGU-3'，siRNA-Ctrl：5'-UUCUCCGAACGUGUCACG-3'，

用 RNAiMAX转染试剂使 siRNA进入细胞，6小时后换液，再

继续培养 48小时。

1.2.6 细胞凋亡测定 按照碧云天试剂盒说明书（Annexin

V-FITC细胞凋亡检测试剂盒）操作。胰酶消化收集细胞，An

nexin V-FITC结合液重悬细胞，加入 5 滋L Annexin V-FITC，混

匀。加入 10 滋L碘化丙啶染色液，混匀。冰上静置 10分钟后，利

用流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.2.7 线粒体 ROS检测 根据说明书的方案，使用荧光探针

MitoSOX检测线粒体 ROS。通过激光共聚焦显微镜（FluoView

FV1000）和 ImagePro图像分析软件分析图像。

1.2.8 透射电镜观察心肌线粒体数量 心肌组织切成 1× 1×

2 mm3组织块，在含 2.5 %戊二醛二甲砷酸盐缓冲液（0.1 mol/L）

固定过夜（pH 7.4，4℃），1 %四氧化锇室温后固定 1 h，2 %乙

酸双氧铀染色，50 %-100 %梯度酒精脱水，环氧树脂包埋。组织

超薄切片后，用 2 %乙酸双氧铀和柠檬酸铅进行双染，透射电

子显微镜观察并拍照。

1.2.9 荧光定量 PCR 检测 取新鲜或冻存的小鼠心肌

20-50 mg，使用 Trizol法提取总 RNA，按反转录试剂盒操作将

RNA反转录为 cDNA，在 PCR仪上进行扩增。PGC-1琢上游引
物 5'-TATGGAGTGACATAGAGTGTGCT-3'， 下 游 引 物

5'-GTCGCTACACCACTTCAATCC-3'。

1.3 统计学分析

所有数据均以 n次独立实验的平均值± 标准差表示。t检

验用于两组之间的比较，单因素方差分析用于三组之间的比

较。使用 GraphPad Prism 7.0进行统计分析和作图。P＜0.05认

为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 人参皂苷 Rb1改善糖尿病小鼠心功能

与对照组小鼠相比，糖尿病组小鼠左室射血分数和左室短

轴缩短率显著降低（40.10± 4.56 % vs 72.93± 6.22 %，P＜0.01；
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图 3检测各组小鼠心肌细胞凋亡水平和线粒体 ROS水平

Fig.3 Detection of cardiomyocyte apoptosis and mitochondrial ROS levels

in each group

Note: Data are expressed as x± SD, n=6-8. *: P< 0.05, **: P< 0.01.

21.06± 2.69 % vs 40.04± 2.86 %，P＜0.01）；左室前壁厚度收缩

期和舒张期都显著增厚（3.22± 0.18 mm vs 1.60± 0.18 mm，P＜
0.01；4.29± 0.25 mm vs 3.50± 0.23 mm，P＜0.01）。而与糖尿病

组相比，人参皂苷 Rb1处理的糖尿病小鼠心功能明显改善，人

参皂苷 Rb1处理组小鼠左室射血分数和短轴缩短率显著提高

（60.80± 8.16 % vs 40.10± 4.56 %，P＜0.01；32.59± 3.83 % vs

21.06± 2.69 %，P＜0.01）；并且左室前壁厚度在收缩期和舒张

期都显著降低（2.40± 0.27 mm vs 3.22± 0.18 mm，P＜0.01；

3.63± 0.43 mm vs 4.29± 0.25 mm，P＜0.05），见图 1。从小鼠心

功能指标可以看出，人参皂苷 Rb1可显著改善糖尿病小鼠心功

能，缓解糖尿病心肌病。

2.2 人参皂苷 Rb1恢复糖尿病心肌 PGC-1琢的表达并增加心
肌线粒体数量

与对照组相比，无论在在蛋白水平还是 mRNA水平，糖尿

病组小鼠心脏 PGC-1琢表达显著下降（P＜0.01），而给予人参皂

苷 Rb1 处理后，PGC-1琢 表达明显提高（P＜0.05），如图

2A，2B。已经明确 PGC-1琢与线粒体生物发生呈显著正相关[8]。

因此，课题组在透射电镜下观察各组小鼠心肌线粒体，统计单

位面积下的线粒体数目发现，与对照组小鼠比较，糖尿病组小

鼠心肌线粒体数目显著降低（P＜0.01），线粒体体积变大，而给

予人参皂苷 Rb1处理后，线粒体数目明显增多（P＜0.05），但还

是没有恢复到对照组水平，如图 2C，2D。

2.3 人参皂苷 Rb1通过降低线粒体 ROS减少心肌细胞凋亡

有研究表明 PGC-1琢表达降低，线粒体数目减少会导致细
胞内活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）增多，引起细胞凋

亡增加[9]。为进一步探究其发生机制，我们下一步实验验证了凋

亡相关蛋白和 ROS相关指标。Western Blot结果显示，与对照

组相比，糖尿病组小鼠心肌凋亡相关蛋白 cleaved caspase-3表

图 1超声心动图分析各组小鼠心功能

Fig.1 Echocardiographic analysis of cardiac function in each group

Note: Data are expressed as x± SD, n=6-8. *: P< 0.05, **: P< 0.01.

图 2各组小鼠心肌 PGC-1琢表达情况和线粒体数目分析
Fig.2 Analysis of myocardial PGC-1琢 expression and mitochondrial

number in each group

Note: Data are expressed as x± SD, n=6-8. *: P< 0.05, **: P< 0.01.
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图 4人参皂苷 Rb1减少高糖引起的细胞凋亡的作用被 siPGC-1琢所阻断
Fig.4 The effect of ginsenoside Rb1 on reducing apoptosis induced by high glucose is blocked by siPGC-1琢

Note: Data are expressed as x± SD, n=6-8. *: P< 0.05, **: P< 0.01.

达升高（P＜0.01），而人参皂苷 Rb1处理组小鼠则降低到正常

水平（P＜0.01）；而与对照组小鼠相比，抗凋亡蛋白 bcl-2在糖

尿病小鼠心肌内表达下调（P＜0.01），人参皂苷 Rb1处理后显

著上调（P＜0.01），但未能恢复到正常水平，如图 3A，3B。另外，

用荧光染料 MitoSOX染线粒体内的 ROS发现，与对照组相

比，糖尿病组小鼠线粒体 ROS显著升高 2-3倍（P＜0.01），人参

皂苷 Rb1 处理后，线粒体 ROS 显著减少（P＜0.01），如图

3C，3D。实验结果表明人参皂苷 Rb1通过降低线粒体 ROS减

少心肌细胞凋亡。

2.4人参皂苷 Rb1通过上调 PGC-1琢减少高糖引起的细胞凋亡
上述动物实验发现人参皂苷 Rb1处理可逆转高糖引起的

PGC-1琢表达下调，线粒体 ROS增多和细胞凋亡增加，从而缓

解糖尿病心肌病。为明确其分子机制，建立了细胞模型，采用低

糖培养基（Normal Glucose, NG,）模拟正常血糖水平，高糖培养

基（High Glucose, HG）模拟糖尿病小鼠高血糖水平[10, 11]。分离并

培养新生大鼠原代心肌细胞，设计并合成 PGC-1琢siRNA，用
PGC-1琢siRNA处理原代心肌细胞，人为干涉 PGC-1琢表达。如
图 4A，4B，Western Blot验证 siPGCC-1琢的干涉效率。实验发
现，HG组细胞凋亡数明显高于 NG组（P＜0.01），HG+Rb1组

细胞凋亡数低于 HG组（P＜0.05），表明人参皂苷 Rb1可减少

高 糖 导 致 的 心 肌 细 胞 凋 亡 。 与 HG+Rb1 组 相 比 ，

HG+Rb1+siPGCC-1琢 组心肌细胞凋亡数又明显增多（P＜
0.05），表明干涉 PGC-1琢后，人参皂苷 Rb1处理不能减少高糖

引起的细胞凋亡，如图 4C，4D。图 4间接证明了人参皂苷 Rb1

通过上调 PGC-1琢减少高糖引起的细胞凋亡。

3 讨论

糖尿病已经成为全球主要健康问题之一，有研究表明，全

球目前大约 4.5 亿糖尿病患者，预计到 2045 年将接近 7

亿 [1 ]。临床研究显示，糖尿病患者心力衰竭的发生率约为

19 %-26 %[12, 13]。糖尿病患者心衰发生率显著高于非糖尿病

人群，糖尿病心肌病是糖尿病患者最常见的心血管并发症[14]。

然而，目前临床上治疗糖尿病心肌病，主要是以控制血糖和

强化生活方式干预为主，并没有针对糖尿病心肌病的特效

药物 [15]。

糖尿病心肌病的发病机制非常复杂。高糖引起的心肌细胞

内活性氧增多，导致细胞凋亡被认为是糖尿病心肌病的重要机

制，而细胞内活性氧的产生大多来源于线粒体[16, 17]。本研究中发

现人参皂苷 Rb1可减少高糖引起的线粒体 ROS的产生，减少

细胞凋亡。有研究表明，人参皂苷 Rb1有抗炎、抗氧化、抗凋亡

等作用[18-20]。在心血管保护方面也有相关研究。最近研究发现，

人参皂苷 Rb1对心肌缺血再灌注损伤具有保护作用[21，22]；人参

皂苷 Rb1抑制异丙肾上腺素诱导的大鼠心肌细胞的凋亡[23, 24]，

还可降低肥胖小鼠骨骼肌胰岛素抵抗[25]，而且人参皂苷 Rb1可

缓解腹主动脉缩窄导致的心力衰竭[26]。然而，人参皂苷 Rb1能

否缓解糖尿病引起的心肌损伤尚不明确。

在本研究中，按照 50 mg/Kg剂量的 STZ，对小鼠进行腹腔

注射，建立了糖尿病心肌病模型。实验分为三组：对照组，糖尿
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病组以及人参皂苷 Rb1处理的糖尿病组，以研究人参皂苷 Rb1

对糖尿病心肌病的作用。超声心动图检测小鼠心功能，发现人

参皂苷 Rb1能显著缓解糖尿病小鼠心肌损伤。同时实验发现，

糖尿病小鼠心肌中 PGC-1琢表达降低，线粒体数目减少，而人
参皂苷 Rb1能通过上调 PGC-1琢同时增加线粒体数目。为进一
步明确人参皂苷 Rb1缓解糖尿病心肌损伤的分子机制，实验发

现人参皂苷 Rb1 可降低糖尿病心肌中凋亡相关蛋白 cleaved

caspase-3的表达，增加抗凋亡蛋白 bcl-2的表达，减少糖尿病小

鼠心肌细胞线粒体 ROS的产生，从而减少细胞凋亡。与文献报

道相一致，糖尿病小鼠心肌损伤的主要原因在于线粒体 ROS

产生增多，导致的心肌细胞凋亡增加[27-30]。为阐明这种作用机制

是否通过 PGC-1琢来实现，采用高糖培养基模拟高糖环境培养
原代心肌细胞，在细胞水平加以验证。实验结果证明，人参皂苷

Rb1可减少高糖引起的原代心肌细胞的凋亡，但是，这种作用

能被 siPGC-1琢 阻断。这就证明了人参皂苷 Rb1 通过上调

PGC-1琢来减少心肌细胞凋亡，缓解糖尿病心肌损伤。
综上所述，本研究发现人参皂苷 Rb1 可通过上调

PGC-1琢，增加线粒体生物发生，降低高糖引起的线粒体 ROS

增加，从而减少细胞凋亡，缓解 STZ诱导的糖尿病小鼠心肌损

伤。本研究为人参皂苷 Rb1预防和治疗糖尿病心肌病提供了新

的实验证据。但是，人参皂苷 Rb1能否用于临床，治疗糖尿病心

肌病患者或者对糖尿病患者起到预防作用尚不明确，仍需要相

关的基础和临床试验加以验证。
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（上接第 23页）

位于细胞周期检查点时间延长，增加细胞肿瘤暴露于紫杉醇作

用的时间，从而导致联合治疗具有更强的抑制肿瘤增殖及促进

细胞凋亡的作用。

本研究表明中频交变微电流对 A549细胞具有一定的抑

制增殖、促进凋亡的作用；同时其联合紫杉醇注射液对 A549

细胞的增殖可表现出协同增效作用，其抗 A549细胞机制与

诱导细胞凋亡、促进细胞周期阻滞相关。中频交变微电流及联

合药物的抗肿瘤作用研究为 NSCLC的治疗新技术及药物增

敏提供了的全新思考方向，为我国创新肿瘤物理治疗新技术

开拓了新思路，但其分子作用机制及临床应用方式尚需进一

步深入研究。
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