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人参皂甙 Rd抑制大鼠局灶性脑缺血后趋化因子 CXCL1和
γ-干扰素的蛋白表达
张云霞 赵 钢△ 史 明 周林甫

（第四军医大学附属西京医院神经内科 陕西西安 710032）

摘要 目的：研究人参皂甙 Rd（Ginsenoside-Rd，GS-Rd）在大鼠局灶性脑缺血后对炎症趋化因子 CXCL1和γ-干扰素（Interferon-γ,
IFN-γ）的影响。方法：将 SD 大鼠随机分为 5 组：正常组（n=5），假手术组（n=5），GS-Rd 对照组（n=5），大脑中动脉栓塞模型
（MCAO）组（n=20），MCAO+GS-Rd组（n=20）。正常组不做任何处理；假手术组进行大脑中动脉栓塞手术，但不插入栓线；GS-Rd
对照组给予腹腔注射 10 mg/Kg GS-Rd，不进行手术；MCAO组（n=20）和 MCAO+ GS-Rd组（n=20）进行大脑中动脉栓塞手术，术
后 2小时拔出栓线，MCAO+ GS-Rd组在术前 15分钟腹腔注射 10 mg/Kg GS-Rd。在 12小时、1天、3天、7天四个时间点分别提取
脑组织蛋白，通过液相芯片技术检测 CXCL1，IFN-γ含量。结果：正常组，假手术组和 GS-Rd对照组组间 CXCL1，IFN-γ含量无
统计学差异；与三个对照组相比，MCAO组和MCAO+ GS-Rd组中 CXCL1，IFN-γ蛋白含量均有明显增加（P<0.05）；而与MCAO
组相比，MCAO+ GS-Rd组 CXCL1，IFN-γ的生成明显减少（P<0.05）。结论：10 mg/Kg GS-Rd预处理可有效抑制大鼠短暂性脑缺
血后 CXCL1，IFN-γ的生成；通过抑制炎症反应，GS-Rd可能在神经保护中发挥重要的作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of Ginsenoside-Rd (GS-Rd) on protein expression of CXCL1 and IFN-γ(interfer-
on-γ, IFN-γ)in rats after focal cerebral ischemia. Methods: A total of 55 rats were randomly divided into the five groups: blank group
(n=5); Sham group (n=5),with surgery but no occlusion; GS-Rd group (n=5),with 10 mg/kg GS-Rd treatment but no surgery; middle cere-
bral artery occlusion(MCAO) group (n=20),with vehicle application before surgery; MCAO+GS-Rd group (n=20),with 10 mg/kg GS-Rd
treatment before MCAO. After 2 h of occlusion, the suture was carefully removed to restore blood flow. Then the brain protein were ex-
tracted respectively at 12hour, 1day, 3day, 7day and were tested by LUMINEX 200. Results: Our results showed that the protein levels of
CXCL1 and IFN-γ were significantly increased after MCAO insult at all time points（p<0.05）. Pretreatment of 10 ml/kg GS-Rd inhibited
MCAO-induced protein expressions of CXCL1 and IFN-γ（p<0.05）. Conclusion: These results suggest that neuroprotection of GS-Rd
following cerebral ischemia may be at least due to inhibition of the proteins expression of CXCL1 and IFN-γ.
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前言

缺血性脑血管疾病是世界范围内最常见的致死和致残的

原因之一，有着重要的临床和社会经济的影响[1]。针对这一疾
病，大量药物的基础和临床研究都未能取得突破性进展[2, 3]。人
参和三七是我国传统药物，有着上千年的临床应用史，由于药

理作用广泛，使用安全而被应用于多种疾病的治疗。作为它们
的主要有效成分之一，人参皂甙 Rd（Ginsenoside-Rd，GS-Rd）已
被证实具有神经保护作用[4-6]，但作用机制并不完全清楚。本研

究探讨 GS-Rd 对于脑缺血再灌注后趋化因子 CXCL1 和
IFN-γ的影响。

1 材料与方法

1.1 仪器和药物
GS-Rd 由广州泰禾生物药业有限公司提供。栓线

（2838-4A）由北京沙东生物技术公司提供；水合氯醛由上海生
物技术公司提供；蛋白裂解液（P0013C）和蛋白定量试剂盒
（P0012-1）由上海碧云天生物技术有限公司提供；IFN-γ 和
CXCL1 检测试剂盒为 MILLIPLEX MAP RAT CYTOKINE
KIT，由MILLIPORE公司提供；4℃离心机（5417R）由 EPPEN-
DORF公司提供，LUMINEX200由美国 LUMINEX公司提供。
1.2 动物分组和模型制作
一级雄性 SD大鼠 55只，由第四军医大学实验动物中心
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提供，体重 250-300 g，分笼饲养于安静环境中。动物室温度控
制在 20-24℃，湿度控制在 50 %左右，动物自由进食、饮水，正
常日光周期。饲养一周后，将大鼠随机分组：正常对照组（不进
行任何处理，n=5），假手术组（不给予药物，手术未插栓线梗阻，
n=5），GS-Rd对照组（给予 GS-Rd，不进行手术，n=5），MCAO
组 (n=20)，MCAO+GS-Rd 组（术前 15 分钟给予 10 mg/kg
GS-Rd，n=20）。所有手术动物术前禁食 12小时，自由饮水，SD
大鼠以 10 %水合氯醛（3 ml/kg）腹腔注射实施麻醉。用插线法
制备MCAO模型[7, 8]。动物麻醉后取仰卧位，颈正中切口，暴露
右侧颈总动脉（CCA）、颈外动脉（ECA）和颈内动脉（ICA），结
扎 CCA和 ECA，于 CCA分叉下方剪一小口，将预先用酒精灯
烧成圆头的尼龙线置入 ICA约 18-20 mm，至有轻微阻力感为
止。阻断 2小时后抽出尼龙线，形成再灌注，并缝合皮肤结束手
术。术后以出现对侧轻偏瘫（行走时向左侧跌倒或转圈）为手术
成功的标志。术后每只动物腹腔注射生理盐水 5 ml，单笼饲养。
假手术组动物实验操作同上，但不将尼龙线插入 ICA。
1.3 蛋白提取和定量
分别在术后 12小时，1天，3天和 7天四个时间点，将术后

大鼠以 10 %水合氯醛（3 ml/kg）腹腔注射麻醉后，断头取出脑
组织，浸在冰 PBS中冲洗，分为正常对照，假手术对照，GS-Rd
对照，MCAO+GS-Rd半影区和梗死区，MCAO+GS-Rd 半影区
和梗死区分别放入匀浆器（已加入配好的裂解液）。其中，缺血
梗死区为缺血侧大脑半球距离嗅球尖端 7- 11 mm,矢状裂至外
侧裂下 2/ 3的皮质;缺血半影区则为上 1/ 3皮质。研磨 30分钟

至无肉眼可见的组织块后，转移液体到预冷的 1.5 ml EP管中，
4度离心机 12000转离心 30分钟。吸出上清，-80度保存。整个
过程需在冰上进行。使用蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，计算
蛋白浓度，调整所有待测蛋白浓度为 10 ug/ul。
1.4 使用 LUMINEX200检测细胞因子
使用 LUMINEX200检测样本蛋白中 CXCL1和 IFN-γ的

含量。
1.5 统计学分析
各分组所得计量数据采用均数±标准差(x±s)表示，统计
分析采用 SPSS 16.0统计软件进行单因素方差分析，两组间均
数比较用 LSD-t检验。检验水准α=0.05，P<0.05认为差异有显
著性意义。

2 结果

2.1 CXCL1的检测结果
CXCL1正常大鼠脑组织中表达量很低，假手术组和 Rd对

照组与正常对照组之间无统计学差异。在脑缺血再灌注后，12
小时 CXCL1含量开始升高，1天时达到高峰，3天和 7天 CX-
CL1的含量较 12小时和 1天减少，但与对照组相比仍有统计
学意义（P<0.05）。使用 GS-Rd预处理 15分钟后，各个时间点的
CXCL1含量与MCAO组比较均有明显减低，但仍然高于三个
对照组（P<0.05）。半影区和梗死区 CXCL1变化趋势相同（见图
1A、1B）

图 1 半影区(A)和梗死区(B)CXCL1蛋白水平变化
Fig. 1 The protein level of CXCL1 (pg /ml) in ischemic penumbra (A)and infarction core(B)

注：* P＜0.05 MCAO组和MCAO+ GS-Rd组与正常组、假手术组和 GS-Rd对照组相比；# P＜0.05 MCAO组与MCAO+GS-Rd组相比。
Note: * P＜0.05 MCAO group and MCAO+GS-Rd group compared with control groups；# P＜0.05 MCAO group compared with MCAO+GS-Rd group.

2.2 IFN-γ的检测结果
IFN-γ正常含量较低，假手术组和 Rd对照组与正常对照
组之间无统计学差异。而缺血再灌注后，各个时间点 IFN-γ的
含量显著高于三个对照组（P<0.05），并且在 1 d天后达到高峰。
在使用 GS-Rd预处理后，各个时间点的 IFN-γ生成均受到抑
制，与MCAO组相比含量降低（P<0.05），但仍高于三个对照组
（P<0.05）。半影区和梗死区 IFN-γ变化趋势相同。（见图 2A、2B）

3 讨论

缺血性脑血管疾病的主要病理过程是脑缺血再灌注损伤，

氧化应激损伤、能量代谢障碍、兴奋性毒性损伤和钙超载等参
与此过程，但新近的研究表明，炎症免疫反应亦参与此病理过

程[1]，通过抑制炎性反应来减轻脑缺血再灌注的损伤程度成为

脑保护的新思路。
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人参和三七是五加科人参属植物，人参皂甙（Ginsenoside ,
GS）是发挥重要作用的有效活性成分。目前已从人参中分离提
取出了 40多种人参皂甙单体。按照这些单体的化学结构，可分
为达玛烷型和齐墩果烷型，其中达玛烷型是最主要的活性组

分。Yu等[9]指出人参总皂甙可以抑制老年大鼠慢性炎症反应中

IL-1β和 IL-6的表达；Rhule等[10]证实三七提取物不仅能够浓

度依赖性地抑制肿瘤坏死因子 TNF-α和 IL-6的产生，还可以
减少 COX-2和 IL-1β mRNA的表达，降低巨噬细胞表达共刺
激分子 CD40和 CD86, 而其单体 GSRb1和 GSRg1能够抑制
TNF-α 的产生。Wu[11]等研究报道，GS-Rd、GS-Rb2、GS-Rg1、
GS-Re可以抑制 LPS诱导的小胶质细胞炎性损伤。这些研究均
表明人参和三七具有明显的抗炎作用。GS-Rd属于二醇型的达
玛烷型皂甙。既往研究表明 GS-Rd可以减轻过氧化氢对 PC12
细胞的毒性损伤作用[4]；提高氧糖剥离模型中神经元细胞的存

活率，减低活性氧簇和丙二醛的水平，提高超氧化物歧化酶活

性，稳定线粒体膜电位，从而抑制氧化应激损伤[5]；改善大鼠缺

血再灌注损伤后的神经功能评分，减少脑梗死体积，还可以抑

制高浓度谷氨酸 NMDA(N-methyl-D-aspartic acid, NMDA)引起
的大量钙内流，减轻兴奋性毒性损伤[6]。这些发现均是 GS-Rd
具有神经保护作用的有力证据。
脑缺血后的炎症反应是一个极为复杂的过程，涉及多种免

疫细胞及免疫因子，其中，CXCL1和 IFN-γ作为重要的免疫
调节分子，在炎症的发生发展过程中起着非常重要的作用。趋
化因子在中性粒细胞浸润和脑水肿形成中起到了重要作用。它
在正常细胞中不表达，然而，当受到多种炎性因子刺激后，与特

异性受体结合，激活 G蛋白，启动细胞内激酶级联反应。它们
不仅具有强大的促黏附、趋化作用，而且是单核细胞、中性粒细
胞、淋巴细胞的活化信号。其中趋化因子 CXCL1为一种具有趋
化作用的分泌型单链蛋白质，属于趋化因子 CXC族，又被称作
生长调节致癌基因 α (Growth-regulated oncogene α,GROα)。

CXCL1分子量较小，约为 8KD，在氨基酸序列上有 4个保守的
半胱氨酸，前两个半胱氨酸之间有一个非保守氨基酸相隔。因
其第一个半胱氨酸前有 ELR (Glu-Leu-Arg，谷氨酸 -亮氨酸 -
精氨酸)功能区，故趋化因子 CXCL1属于 ELR趋化因子，对中
性粒细胞有强烈的趋化活性，这正是 CXCL1在炎症发展过程
中发挥重要作用的机理[12, 13]。脑缺血后炎症反应的标志之一就
是脑微血管内白细胞聚集并穿过血管壁、浸润脑组织，活化的
白细胞可释放多种毒性物质，损害局部血管，造成组织水肿，还

可激活脑内的小胶质细胞，加重缺血损伤。CXCL1可将白细胞
归巢到炎症组织和部位，说明它在脑缺血炎症过程中可能发挥

中心作用。干扰素是由多种细胞产生的具有广泛的抗病毒、抗
肿瘤和免疫调节作用的可溶性糖蛋白。根据干扰素的产生细
胞、受体和活性等综合因素将其分为 2种类型：Ⅰ型和Ⅱ型。Ⅱ
型干扰素又称免疫干扰素或 IFN-γ，是一个由 146个氨基酸组
成的二聚体蛋白，主要由活化的 T细胞或 NK细胞产生，此外
B细胞也能产生 IFN-γ。干扰素的生物活性之一表现在对宿主
免疫细胞活性的影响。IFN-γ可使巨噬细胞表面MHCⅡ类分
子的表达增加，增强其抗原递呈能力；此外还能增强巨噬细胞

表面表达 Fc受体，促进巨噬细胞吞噬免疫复合物、抗体包被的
病原体和肿瘤细胞。前炎性因子 IFN-γ在脑缺血中的作用还
没有完全阐明，脑缺血再灌注后，IFN-γ既可与小胶质细胞相
互作用[14]，又可诱导细胞产生诱导一系列炎性细胞因子，如肿

瘤坏死因子、白介素 1和其他神经毒性细胞因子[15]，相互之间

可以产生协同作用，促进炎症反应形成和炎性产物水平持续升

高，加重脑缺血后的炎症反应。
本研究采用液相芯片技术来检测缺血再灌注后脑组织中

CXCL1和 IFN-γ含量。液相芯片即多功能悬浮点阵仪，是新
一代分子检测技术平台，已被用于抗原抗体定性定量和细胞因

子检测。与传统的免疫分析方法相比，它的优势在于高通量，敏
感性高，特异性强，检测速度快，且节约样本量。我们将这项新

图 2 半影区(A)和梗死区(B)IFN-γ蛋白水平变化

注：*P＜0.05 MCAO组和MCAO+ GS-Rd组与正常组、假手术组和 GS-Rd对照组相比；#P＜0.05 MCAO组与MCAO+GS-Rd组相比。
Fig. 2 The protein level of IFN-γ (pg/ml) in ischemic penumbra (A)and infarction core(B)

Note: *P＜0.05 MCAO group and MCAO+GS-Rd group compared with control groups；#P＜0.05 MCAO group compared with MCAO+GS-Rd group.
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技术应用于实验研究，保证了检测结果的准确性和灵敏性。
本研究结果表明 GS-Rd可以有效的抑制缺血后细胞因子

CXCL1 和 IFN-γ 的蛋白合成，并且药效持久。由此可见，
GS-Rd可能通过抑制缺血后细胞因子 CXCL1和 IFN-γ的蛋
白合成来保护缺血再灌的脑组织，推测整个过程为：脑缺血再

灌注后，脑血管最早对损伤作出反应，触发炎症反应。此时，
GS-Rd减少了趋化因子 CXCL1和前炎性因子 IFN-γ的蛋白
合成，也就抑制了趋化因子协同粘附分子、整合素招募中性粒
细胞及淋巴细胞浸润缺血脑组织的病理反应[16]，从而减少炎症

反应带来的二次损伤，尽可能保护和挽救缺血半球，达到神经

保护的作用。但同时，我们发现，在第 7天时，MCAO+GS-Rd组
的 CXCL1蛋白表达量虽然低于同时间点的MCAO组，但较第
3天有升高的情况，这可能是因为 GS-Rd的药效减低或是炎症
反应中整个复杂调节机制作用的结果。
综上所述，GS-Rd可明显抑制脑缺血再灌注后 CXCL1和

IFN-γ的生成，从而减少再灌后的炎症损伤，发挥神经保护作
用。后续研究应继续完善 GS-Rd影响其他细胞因子变化趋势
的检测，进一步明确 GS-Rd效果的时限，深入探讨 GS-Rd影响
细胞因子的机制，为 GS-Rd作为一种新型神经保护剂的临床
应用提供理论基础。
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