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人参皂苷 Rb1调节脑微血管 NOS/NO改善脑细胞膜通透性 *

马 琪 张小玲 王春亚 郭 蕾 赵玉杰 侯彦丽 骆燕妮 王小闯△

（西安交通大学第二附属医院重症医学科 陕西西安 710014）

摘要目的：探究人参皂苷 Rb1在脂多糖（LPS）诱导的人脑微血管细胞模型中对脑细胞膜通透性的影响。方法：采用噻唑蓝比色法

（MTT）及乳酸脱氢酶（LDH）释放检测不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激人脑微血管内皮细胞系（HBMEC）存活率的影响；采用

EVOM法检测 HBMEC 细胞通透性；采用 Griess法、ELISA法及 DAF-FM DA荧光探针分别检测 NO、ONOO-含量及 eNOS、

iNOS活性；Western blot法检测 p-eNOS(ser1177)、iNOS蛋白的表达水平。结果：与正常对照组比较，LPS（5 滋g/mL）可明显降低
HBMEC细胞存活率（P<0.01）；与 LPS组比较，随着人参皂苷 Rb1浓度的增加细胞存活率明显升高，且中、高剂量组（40、80

滋mol/L）具有显著性差异（P<0.05、P<0.01）；LPS导致 HBMEC单层细胞电阻值明显降低（P<0.01），人参皂苷 Rb1 高剂量组（80

滋mol/L）可显著抑制 LPS所致的细胞膜通透性升高（P<0.05）；LPS可明显降低 HBMEC细胞 NO含量（P<0.01）升高 ONOO-含量

（P<0.05），人参皂苷 Rb1中、高剂量组（40、80 滋mol/L）较 LPS组具有显著升高 NO含量，降低 ONOO-含量的作用（P<0.05）；与正
常对照组比较，LPS组可明显降低 HBMEC细胞磷酸化 eNOS (ser1177) 蛋白的表达水平，而显著升高 iNOS蛋白表达水平（P<
0.01）。人参皂苷 Rb1高剂量组（80 滋mol/L）较 LPS组可显著升高 p-eNOS(ser1177)蛋白的表达水平，降低 iNOS蛋白的表达水平

（P<0.05）。结论：人参皂苷 Rb1可有效降低 iNOS活性，升高 eNOS活性继而减少 NO水平及 ONOO-含量，显著降低 LPS导致的

脑细胞膜通透性升高。
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Ginsenoside Rb1 Regulates Brain Microvascular NOS/NO Improves Brain
Cell Membrane Permeability *

To investigate the effect of ginsenoside Rb1 on brain cell membrane permeability in lipopolysaccharide

(LPS) induced brain microvascular cell model. Methylthiazolyldiphenyl tetrazolium bromide (MTT) and lactate dehydrogenase

(LDH) release assays were used to detect the survival rate of different concentrations of ginsenoside Rb1 on of human brain

microvascular endothelial cell line (HBMEC) stimulated by LPS; The HBMEC cell permeability by epithelial voltmeter (EVOM)

method; The content of nitric oxide (NO), peroxynitrite (ONOO-) and the activity of eNOS, iNOS were detect respectively by Griess

method, ELSA and fluorescence spectrophotometer DAF-FM DA. The expression of protein levels of phosphorylated endothelial

nitricoxide synthase (p-eNOS Ser1177) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) were detected by Western blot. Compared

with the control group, LPS (5 滋g/mL) could significantly reduce the survival rate of HBMEC cells (P<0.01), Compared with the LPS
group, the cell survival rate increased significantly with the ginsenoside Rb1 concentration increased, and the medium and high dose

groups (40, 80 滋mol/L) had significant difference (P<0.05, P<0.01); LPS caused the transendothelial electrical resistance of HBMEC

cells was significantly decreased (P<0.01), and ginsenoside Rb1 high dose group (80 滋mol/L) could significantly decrease the cell

membrane permeability induced by LPS (P<0.05). LPS could significantly reduce the content of NO (P<0.01) and increase the content of
ONOO- (P<0.05) in HBMEC cells, the ginsenoside Rb1 medium and high dose group (40, 80 滋mol/L) had significantly increased NO
content and decreased ONOO- content compared with LPS group (P<0.05). Compared with the control group, LPS group significantly

decreased the expression of phosphorylated eNOS (ser1177) protein in HBMEC cells, and significantly increased the level of iNOS

protein expression (P<0.01). Ginsenoside Rb1 high dose group (80 滋mol/L) can significantly increase the expression level of p-eNOS
(ser1177) protein and reduce the expression level of iNOS protein compared with LPS group (P<0.05). Ginsenoside Rb1

could effectively reduce the activity of iNOS, and increase the activity of eNOS, reduced the content of NO and ONOO-. It significantly
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improved the permeability of the brain cell membrane caused by LPS.

Ginsenoside Rb1; Human brain microvascular endothelial cells; Permeability of cell membranes; NOS/NO

前言

脓毒症脑病(septic encephalopathy，SE)又称脓毒症相关性

脑病(sepsis associatedencephalopathy，SAE)是指缺乏中枢神经

系统感染的临床或实验室证据，由感染引起系统性反应导致的

弥漫性脑功能障碍[1，2]。SAE是重症监护病房最常见的脑病之

一，脑血管功能障碍是导致脓毒症脑病的关键诱因[3，4]。脓毒症

时机体产生大量细胞因子，而内毒素和细胞因子可刺激脑微血

管产生过量 NO，过多 NO可降低细胞色素 C与氧亲和力，从

而抑制线粒体呼吸链功能，NO与过氧化物结合形成过氧亚硝

基阴离子（ONOO-），而后者可影响糖酵解酶和呼吸酶的功能，

干扰脑细胞能量代谢[5-7]。近期的研究发现过量的 NO及过氧亚

硝基阴离子是导致血脑屏障损伤的关键因素，可以导致血微血

管内皮细胞通透性增加，降低紧密联系蛋白表达，并激活基质

金属蛋白酶（MMPs）家族，进一步促进紧密连接蛋白降解的发

生。而 NO是维持血管功能的重要调节因子，适量的 NO在维

持血管舒张等功能中具有重要作用。内皮细胞中内皮依赖性一

氧化碳合酶（eNOS）及诱导型一氧化氮合酶(iNOS)是生成 NO

的关键调节蛋白，而诱导型一氧化氮合酶主要由外界刺激或炎

症因子等刺激激活，且其激活NO的能力是 eNOS的 1000倍[8-12]。

因此调节脑血管内皮细胞适量 NO是保持细胞正常功能，维持

血脑屏障完整性的关键。人参皂苷 Rb1是人参的有效成分之

一，是人参二醇型的代表性成分。已有研究表明人参皂苷 Rb1

对中枢神经系统疾病有保护作用，可以降低大鼠局灶性脑缺血

再灌注损伤后脑梗死体积及脑组织和血清 IL-1茁含量，联合亚
低温对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤具有显著保护作用[13-15]。

但其在 LPS诱导的脑微血管内皮细胞损伤中的保护作用未见

报道，其对血脑屏障的保护作用也有待研究。

1 材料与方法

1.1 材料

人脑微血管内皮细胞系（HBMEC）购自中国科学院细胞

库；脂多糖（LPS）购自 Sigma公司；人参皂苷 Rb1购于中国药

品生物制品鉴定所；0.25%胰蛋白酶购自凯基生物技术有限公

司；BCA蛋白定量试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公

司；四氮唑蓝（MTT）细胞增殖检测试剂盒，乳酸脱氢酶（LDH）

检测试剂盒，NO检测试剂盒及 NOS活性检测试剂盒均购自碧

云天生物技术公司；eNOS，磷酸化 eNOS (Ser1177, Thr495)及

GAPDH一抗购自于 Cell Signaling Technology公司；ECL化学

发光试剂盒，Transwell小室购自于美国Millipore公司。

1.2 仪器

倒置成像显微镜（OLYMPUS IX53）；二氧化碳培养箱（上

海力申 Heal Force HF90）；台式冷冻离心机（基因有限公司

GENSPEED 1730R）；荧光酶标仪（Infinite M200 Pro, 瑞士

Tecan 公 司 )； 细 胞 电 阻 仪 （Millicell 誖 ERS-2， 美 国

Merck-Millipore 公司）；电泳槽 （Mini-PROTEAN 誖 Tetra

System，美国 BIO-RAD公司；转印系统（Trans-Blot誖 Turbo

System，美国 BIO-RAD公司）。

1.3 方法

1.3.1 HBMEC细胞培养及实验分组 HBMEC 细胞采用含

1%青链霉素，10%胎牛血清的 DMEM培养基，在 37℃ 5%CO2

培养箱中常规培养，正常传代培养后，显微镜下观察细胞长到

80%开始进行实验。实验分为 5组：空白对照组（仅加入培养

基），LPS组（5 滋g/mL），人参皂苷 Rb1(20、40、80 滋mol/L)+LPS
组（即 20、40、80 滋mol/L的人参皂苷 Rb1处理 12 h后再加入

LPS 5 滋g/mL），模型均处理 12 h。

1.3.2 MTT 及 LDH检测不同浓度人参皂苷 Rb1 对 LPS刺激

HBMEC细胞存活率的影响 取对数期生长的 HBMEC细胞

以 5× 104 cells/mL密度接种于 96孔板中，24 h贴壁后，弃去原

培养基，正常对照组仅加入培养基，空白对照孔（只加培养基，

无细胞）各组分别加入不同浓度的人参皂苷 Rb1，培养 12 h，后

加入 LPS组，每组设 6个重复孔。继续培养 12 h后，每孔加入

5 g/L的MTT 20 滋L，放置孵箱内培养 4 h后弃上清，加人二甲

基亚矾（DMSO）200 滋L，振荡 10 min，使结晶物充分溶解，酶标

仪 490 nm波长处测定每孔的吸光度（A）值，计算细胞存活率。

每组实验重复 3次。细胞存活率（%）=（人参皂苷 Rb1各浓度组

A值 -空白对照组 A值）/ (正常对照组 A值 -空白对照组 A

值)× 100%。

各组药品刺激完毕后，尽量吸除上清，加入 150 滋L用 PBS

稀释了 10倍的试剂盒提供的 LDH释放试剂，适当摇晃混匀，然

后继续孵育 1 h。随后将细胞培养板采用多孔板离心机 400 g，

离心 5 min。分别取各孔上清液 120 滋L，加入新的 96孔板进行

于 490 nm波长测定吸光度值。

1.3.3 EVOM法检测不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激单层

HBMEC细胞通透性的影响 Millicell誖 ERS-2 电阻仪的两

片电极垂直置于上下室，浸没于培养液液面以下，测出每个小室

的基础电阻值，此为空白电阻。将HBMEC细胞按 1× 105cells/mL

密度接种在 Transwell的小室多聚碳酸酯膜上，加入 RIPM1640

完全培养基 300 滋L，置入 24孔板，底层小室每孔加入培养液 1

mL，置于恒温孵箱中培养 24 h形成细胞单层。在上室中分别加

入低、中、高剂量组人参皂苷 Rb1孵育 12h后，分别加入 1滋g/mL
LPS作用 12 h，对照组加入同样体积的 PBS。用同样的方法测

量各小室的电阻值，将测得电阻值减去空白电阻值后除以小室

的底面积，即为单层细胞电阻值（单位：赘/cm2）其反映细胞相对

通透性。

1.3.4 Griess法及 ELISA法检测不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS

刺激 HBMEC细胞 NO和 ONOO-的影响 取对数期生长的

HBMEC细胞以 5× 105 cells/mL密度接种于 6孔板中，各组分

别加入不同浓度的人参皂苷 Rb1预处理 12 h，再加入 5 滋g/mL
LPS处理 12 h,正常对照组仅加入培养基，空白对照孔（只加培
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养基，无细胞）。按照试剂盒说明书中顺序将各组待检测样品，

将混合后的样品加入各 10 滋L的 LDH及 LDH buffer，37℃孵

育 30 min，后加入 Griess ReagentⅠ和 Griess ReagentⅡ试剂各

50 滋L，混匀后室温孵育 10 min，于 540 nm处检测吸光度。

将 ONOO-试剂盒在室温平衡 20 min 后，取出板条，设置

标准品孔和样本孔，用 PBS对细胞进行两次洗涤，在 37℃下孵

育 1 h，用 0.005 mol/L DHR 123检测 ONOO-。细胞用 PBS洗涤

两次，用分光光度计测量荧光强度，DHR 123的激发波长和发

射波长分别为 480 nm和 530 nm。荧光强度的变化表示为对照

组中获得的值的百分比（取为 100%）。

1.3.5 不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞 eNOS

和 iNOS活性的影响 取对数期生长的 HBMEC细胞以 5×

104 cells/mL密度接种于 96孔板中，各组分别加入不同浓度的

人参皂苷 Rb1预处理 12 h，再加入 5 滋g/mL LPS处理 12 h。吸

弃各组培养基，加入 100 滋L NOS缓冲液，再加入 100 滋L检测
反应液（每个反应包括：NOS缓冲液 50 滋L，超纯水 39.8 滋L，
精氨酸 5滋L，0.1 mol/LNADPH 5滋L，DAF-FMDA探针 0.2滋L），
轻轻混匀，37℃孵育 40 min。于激发波长 495 nm，发射波长

515 nm检测荧光强度值，为总 NOS活性。其中 iNOS活性属于

Ca2+不依赖型，采用无钙培养基并加入 1 mmol/L EGTA进行

除去多余 Ca2+，检测方法同 NOS活性检测方法，eNOS活性

=NOS活性－iNOS活性。

1.3.6 Western Blot 检测不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激

HBMEC细胞 p-eNOS(ser1177)和及 iNOS蛋白表达 按 5×

105cells/mL密度接种于 6孔板中，将处于对数生长期的细胞换

用无血清的 DMEM培养基同步化处理 6 h，分别加入高中低不

同浓度组人参皂苷 Rb1，培养 12 h后，再加入 5 滋g/mL LPS处

理 12 h，取出培养板弃去上清。将培养板至于冰上，用预冷的

PBS轻洗 3次，按每孔加入 150 滋L蛋白酶抑制剂混合物，于冰

上充分裂解 30 min，反复吹打使细胞充分裂解，4℃、12000 × g

离心 20 min，取上清，采用 BCA法进行蛋白定量。按 25 滋g总
蛋白进行免疫印迹实验，采用 10% SDS-PAGE凝胶进行电泳，

采用半干转将胶中电泳产物转移至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉

室温封闭 1 h，分别加 eNOS、p-eNOS(ser1177)、iNOS、GAPDH

一抗（1:1000），4℃孵育过夜，TBST洗膜 3次，每次 5 min，分别

加入相应的二抗（1:3000）室温孵育 1 h，TBST洗膜 3次，每次

10 min。ECL化学发光试剂显色，采用 BIO-RAD ChemiDocTM

XRS+ 凝胶成像仪采集图像，采用 Quantity One誖 (Analysis

Software Version4.6.2, Bio-Rad inc, USA)进行灰度值分析。

1.4 数据统计

所有数据统计均采用 SPSS 15. 0软件处理，数据以已 x依s
表示，采用单因素方差分析（One Way ANOVA，LSD）评价多组

间差异性，各组间的显著性以 P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞存活率

的影响

结果显示，与正常对照组比较，LPS组明显降低 HBMEC

细胞存活率（P<0.01），与 LPS组比较，随着人参皂苷 Rb1浓度

的增加，细胞存活率显著增加，且人参皂苷 Rb1中、高剂量组存

活率分别为 72.9%和 93.5%，较 LPS组具有显著性差异（P<
0.05、P<0.01）。LDH结果显示，与正常对照组比较，LPS组 LDH

释放量显著增加（P<0.01），与 LPS组比较，随着人参皂苷 Rb1

浓度的增加，LDH释放含量明显降低，且人参皂苷 Rb1高剂量

组 LDH释放含量为 270.2 U/L，较 LPS组具有显著性差异（P<
0.05）。结果说明人参皂苷 Rb1能浓度依赖性的保护 LPS诱导

的 HBMEC的损伤。结果见表 1。

Groups Dose HBMEC Surival rate (%)
LDH content

（U/L）

Control group — 100.0± 5.1 180.7± 15.3

LPS group 5 滋g/mL 48.9± 4.1** 379.1± 24.6**

Ginsenoside Rb1 Low group 20 滋mol/L 57.3± 3.9 352.3± 19.5

Middle group 40 滋mol/L 72.9± 4.8# 310.8± 18.7

High group 80 滋mol/L 93.5± 6.2## 270.2± 15.2#

表 1人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞存活率的影响(x依s，n=3)
Table 1 Effect of ginsenoside Rb1 on the survival rate of LPS-stimulated HBMEC cells(x依s，n=3)

注：与正常对照组比较，**P<0.01；与 LPS组比较，#P<0.05；##P<0.01。
Note: compared with the control group **P<0.01; compared with the model group #P<0.05, ##P<0.01.

2.2 不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激单层 HBMEC细胞通

透性的影响

结果显示，LPS组较正常对照组单层细胞电阻明显降低，

细胞通透性增加（P<0.01），人参皂苷 Rb1组较 LPS组单层细胞

电阻明显上升，细胞通透性降低，且人参皂苷 Rb1高剂量组较

LPS组具有显著型差异（P<0.05）。结果说明人参皂苷 Rb1能够

明显改善 LPS导致的 HBMEC细胞通透性增高。结果见表 2。

2.3 不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞 NO及

ONOO-含量的影响

结果显示，与正常对照组比较，LPS组 NO含量显著降低

（P<0.01），ONOO-含量显著升高（P<0.05），人参皂苷 Rb1组较

LPS组剂量依赖性的升高 NO，降低 ONOO-含量，且人参皂苷

Rb1 中、高剂量组较 LPS 组具有显著性升高 NO 及降低

ONOO-含量的作用（P<0.05）。结果说明人参皂苷 Rb1能剂量

依赖性的改善 LPS导致的 HBMEC细胞 NO含量升高及降低

ONOO-含量。结果见表 3。
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图 1不同浓度人参皂苷 Rb1对 p-eNOS(ser1177)、iNOS蛋白表达的影响

Fig.1 Expression of p-eNOS (ser1177) and iNOS protein on different

concentrations of ginsenoside Rb1

注：与正常对照组比较，**P<0.01;与 LPS组比较，#P<0.05。
Note: compared with the control group **P<0.01; compared with the LPS group #P<0.05.

Groups Dose HBMEC monolayer cell resistance (Ω /cm2)

Control group - 25.37± 1.51

LPS group 5 滋g/mL 9.16± 1.25**

Ginsenoside Rb1

Low group 20 滋mol/L 11.39± 1.36

Middle group 40 滋mol/L 12.54± 1.87

High group 80 滋mol/L 21.72± 1.74#

表 2人参皂苷 Rb1对 LPS刺激单层 HBMEC细胞通透性的影响 ( x依s，n=3)
Table 2 Effects of ginsenoside Rb1 on permeability of LPS stimulated monolayer HBMEC cells (x依s，n=3)

Groups Dose
NO contents

(滋mol/L)
ONOO- contents

（relative fluorescence intensity）

Control group - 85.33± 8.37 1.04± 0.09

LPS group 5 滋g/mL 51.68± 6.44** 3.52± 0.45*

Ginsenoside Rb1 Low group 20 滋mol/L 60.16± 7.38 2.85± 0.31

Middle group 40 滋mol/L 73.11± 1.26# 1.83± 0.28#

High group 80 滋mol/L 80.49± 1.63# 1.31± 0.19#

表 3不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞 NO和 ONOO-含量的影响( x依s，n=3)
Table 3 Effects of different concentrations of ginsenoside Rb1 on NO and ONOO- contents stimulated by LPS in HBMEC cells( x依s，n=3)

注：与正常对照组比较，**P<0.01;与 LPS组比较，#P<0.05。
Note: compared with the control group **P<0.01; compared with the LPS group #P<0.05.

表 4不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞 eNOS和 iNOS活性的影响( x依s，n=3)
Table 4 Effects of different concentrations of ginsenoside Rb1 on eNOS and iNOS activity stimulated by LPS in HBMEC cells( x依s，n=3)

Groups Dose
eNOS activity (relative

fluorescence intensity)

iNOS activity (relative

fluorescence intensity)

Control group - 1.03± 0.11 1.02± 0.09

LPS group 5 滋g/mL 0.56± 0.08* 1.61± 0.15*

Ginsenoside Rb1

Low group 20 滋mol/L 0.63± 0.10 1.56± 0.11

Middle group 40 滋mol/L 0.77± 0.09# 1.43± 0.12#

High group 80 滋mol/L 0.91± 0.08# 1.25± 0.09#

注：与正常对照组比较，*P<0.05;与 LPS组比较，#P<0.05。
Note: compared with the control group *P<0.05; compared with the LPS group #P<0.05.

2.4 不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞 eNOS

和 iNOS活性的影响

机体中 eNOS和 iNOS是参与调控 NO和 ONOO-的关键

蛋白酶，其活性高低直接反应其催化能力。结果显示，与正常对

照组比较，LPS组可显著增加 iNOS活性，降低 eNOS活性（P<
0.05），人参皂苷 Rb1 组较 LPS 组具有剂量依赖性的升高

eNOS活性，并降低 iNOS活性。人参皂苷 Rb1中、高剂量较

LPS组显著升高 eNOS活性（P<0.05），人参皂苷 Rb1高剂量组

较 LPS组显著降低 iNOS活性（P<0.05）。结果说明人参皂苷
Rb1能明显降低 LPS导致的 HBMEC细胞 iNOS活性的增加

且升高 eNOS活性。结果见表 4。

2.5 不同浓度人参皂苷 Rb1对 LPS刺激 HBMEC细胞 p-eNOS

(ser1177)及 iNOS蛋白的影响

结果表明，与正常对照组比较，LPS处理组可明显降低

HBMEC 细胞 p-eNOS(ser1177)蛋白的表达水平，而显著升高

iNOS蛋白表达水平（P<0.01）。人参皂苷 Rb1组较 LPS组具有

剂量依赖性的升高 p-eNOS(ser1177)蛋白表达水平，降低 iNOS

蛋白的表达水平。人参皂苷 Rb1高剂量组（80 滋mol/L）较 LPS

组可显著升高 p-eNOS(ser1177)蛋白的表达水平，降低 iNOS蛋

白的表达水平（P<0.05）。具体结果见图 1，表 5。
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注：与正常对照组比较，**P<0.01；与 LPS组比较，#P<0.05。
Note: compared with the control group **P<0.01; compared with the LPS group #P<0.05.

Groups Dose
p-eNOS(ser1177)/eNOS

relative expression

iNOS

relative expression

Control group - 1.04± 0.07 1.00± 0.08

LPS group 5 滋g/mL 0.43± 0.03** 2.41± 0.12**

Ginsenoside Rb1 Low group 20 滋mol/L 0.49± 0.05 2.21± 0.10

Middle group 40 滋mol/L 0.55± 0.04 2.03± 0.13

High group 80 滋mol/L 0.83± 0.06# 1.43± 0.11#

表 5不同浓度人参皂苷 Rb1对 p-eNOS(ser1177)、iNOS蛋白表达的影响( x依s，n=3)
Table 5 Expression of p-eNOS (ser1177) and iNOS protein on different concentrations of ginsenoside Rb1( x依s，n=3)

3 讨论

脓毒症性脑病是重症监护病房中患者发病率增高及死亡

率增加的重要原因之一，早期研究认为脑部细菌感染是导致该

疾病发生的主要原因，而近期的研究发现即使脓毒症患者的中

枢神经系统和血液中无细菌入侵，仍可发生脑功能障碍，而导

致及发生的原因是感染引起机体产生全身炎症反应继而作用

于大脑，导致脑部炎性反应、微循环、血脑屏障异常等诸多因素

的合并影响，继而引起脓毒症性脑病的发生[16-18]。其中，血脑屏

障功能障碍是导致脓毒症性脑病发生发展的重要因素之一。

血脑屏障由脑微血管内皮细胞及其间形成的紧密连接、血

管基膜和星形胶质细胞的足突构成。因此内皮细胞在脓毒症脑

病中发挥重要作用。脑血管内皮细胞间的紧密连接可以选择性

阻止血液中大多数化合物进入脑组织。而当脓毒症发生时内毒

素和炎性细胞因子使内皮细胞选择素，血管细胞黏附分子和细

胞间黏附分子 1的表达增加，在炎性介质的作用下内皮细胞激

活，导致使血管张力改变，并导致微循环和凝血功能障碍，这将

引起缺血性或出血性损伤，血管内皮的紧密连接损伤导致血脑

通透性增加，促进大量炎症物质进行，继而加重血管损伤，形成

恶性循环，加重脓毒症脑病的发生，而脓毒症引起血管内皮屏

障通透性增加的最主要病因是 G-菌释放的内毒素 (LPS)[19-24]。

脂多糖（LPS）诱导的脑微血管细胞模型是研究内毒素导致的细

胞损伤及脑血管内皮细胞屏障通透性的经典模型，LPS可以导

致脑血管内皮细胞损伤，升高细胞 LDH水平，同时导致内皮细

胞屏障功能损伤，通透性升高，促进细胞间紧密连接蛋白表达

的降低，并升高基质金属蛋白酶 -2/9（MMP-2/9）。而 MMP-2/9

参与紧密连接蛋白的降解，从而促进细胞间紧密连接蛋白降

解，导致通透性升高，影响血脑屏障功能。本研究发现人参皂苷

Rb1可以明显降低 LPS导致的脑微血管细胞活力降低，减少模

型细胞 LDH水平，并降低模型细胞通透性，说明人参皂苷 Rb1

具有一定的血脑屏障保护作用。

NO是机体内源性调控因子，在维持血管功能中具有重要

作用，NO是内源性血管舒张因子,并可通过抗凝血、抗氧化、抗

炎以及抑制平滑肌细胞增生等具有很强的抗动脉粥样硬化的

作用，但是过量的 NO可以在机体中氧化为 ONOO-，导致氧化

应激反应发生，促进炎症因子释放，继而导致细胞凋亡发生等。

研究表明过量的 ONOO-可以导致脑微血管通透性增加，激活

MMP家族，促进紧密连接蛋白降解的发生,导致血脑屏障功能

障碍的发生。而 eNOS，iNOS 是机体调控 NO 的关键位点，

eNOS/NO在机体中具有重要作用，eNOS的活化，可以促进适

量 NO的产生，而适量 NO可以抑制血小板聚集、抑制单核细

胞粘附于内皮细胞、抑制平滑肌细胞增殖等作用，改善血管功

能，可以改善脓毒症导致的血管张力改变，恢复微循环和抑制

凝血功能障碍等，主要发挥 NO的正性调控作用，而 iNOS在炎

症因子及内毒素等刺激下，激活导致 NO大量产生，iNOS促进

NO升高的能力是 eNOS的 1000倍，病理状态下，机体的炎症

因子等激活 iNOS导致过量 NO，NO在机体氧化应激反应下转

变为 ONOO-，而 ONOO-是 NO发挥其负性调控作用的主要原

因[25-28]。ONOO-是较 NO及 O2
-氧化作用更强，作用更广的氧化

剂。它生成后,可在生成的局部、在胞浆及弥散到邻近的细胞起

反应。ONOO-可使酶氧化失活，如：使酪氨酸、色氨酸、鸟氨酸

等硝基化或羟化，或作用于巯基使其氧化损伤，导致 SOD、酪

氨酸羟化酶、磷酸甘油醛脱氢酶、线粒体呼吸链酶被抑制；其

次，其可导致脂质过氧化，导致细胞膜的功能障碍和结构损伤

与核酸作用引起 DNA裂解，作用于线粒体使能量生成障碍等，

在脑血管细胞中，可诱导脑血管平滑肌凋亡发生，同时刺激肌

细胞 cGMP产生，激活钾离子通道激活。近期的研究发现通过

减少 ONOO-，可以抑制由于微囊蛋白 -1（caveolin-1）导致的

MMP激活，从而减少其对细胞紧密连接蛋白的降解，发挥保护

血脑屏障的作用；此外也有研究表明 ONOO- 可直接导致

MMP-9的激活，继而影响血脑屏障功能[29-33]。

本研究发现人参皂苷 Rb1可以明显降低 LPS诱导的脑微

血管细胞 NO及 ONOO-水平，同时激活 eNOS并抑制 iNOS，

发挥其保护作用。NO的来源是通过一氧化碳合酶（NOS）而血

管中主要为 eNOS及 iNOS，eNOS促进少量 NO发挥正性调控

作用，改善血管功能，发挥保护作用，其作用机制主要可通过

PI3K/Akt途径，通过磷酸化 Akt，继而磷酸化 eNOS的 1177位

点，促进 eNOS活化，提高其活性，此外 PKC途径同样参与

eNOS的活化，PKC途径可激活 eNOS非活性位点，抑制 eNOS

的活化，因此本研究发现人参皂苷 Rb1可激活 eNOS，但其作

用机制尚待进一步研究，有研究表明人参皂苷 Rb1可以通过激

活 PI3K/Akt途径改善大鼠急性心肌缺血损伤的发生，此外其

可以通过 Akt途径促进大脑海马神经元的增殖，但其在脑微血

管细胞中的作用还有待进一步验证。iNOS通过炎症因子等激

活，而 eNOS的激活，少量的 NO发挥其正性调控机制，可以在

机体中发生保护作用，减少炎症反应，抑制细胞凋亡发生等，一
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定程度上抑制 iNOS的激活，而人参皂苷 Rb1可以抑制 iNOS

的活性，其作用机制是直接抑制其表达，还是通过激活 eNOS

发挥的间接保护作用。还有待研究。本研究对于诠释人参皂苷

Rb1在脓毒症脑病种的保护作用提供了新的方向。此外 eNOS

的激活作用的机制较为复杂，人参皂苷 Rb1如何激活 eNOS发

挥其保护作用，及其抑制 iNOS的作用是否与激活 eNOS相关

还有待进一步探讨。
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