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人参皂苷 Rg1对皮质酮介导原代星形胶质细胞损伤的保护作用 

任  倩 1†, 夏聪媛 1†, 王真真 1*, 陈乃宏 1, 2* 

(1. 中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 神经科学中心, 北京 100050;   
2. 湖南中医药大学药学院, 湖南 长沙 410208) 

摘要: 研究人参皂苷 Rg1对皮质酮介导的星形胶质细胞损伤的保护作用, 并对其作用机制进行初步探索。分
离培养原代海马和前额叶皮质区星形胶质细胞 , 给予皮质酮  (corticosterone, CORT) 模拟应激条件 , 采用
Western blot方法检测 Rg1对 Cx43磷酸化水平的影响; 利用 Cell Counting Kit (CCK8) 方法检测 Rg1对细胞生存
率的影响考察及蛋白酶抑制剂是否影响 Rg1对细胞生存率的保护作用。结果显示, 人参皂苷 Rg1显著降低 CORT
介导的 Cx43磷酸化水平升高。与 CORT (200 μmol·L−1) 组相比, 人参皂苷 Rg1 (10 μmol·L−1) 可显著增加海马和
前额叶皮质星形胶质细胞的生存率; 人参皂苷 Rg1 的保护作用在海马星形胶质细胞可被蛋白激酶 Src 抑制剂
PP2、p38抑制剂 SB203580 及 Akt的抑制剂 BAY1125976抑制, 而在前额叶皮质星形胶质细胞仅可被 Src抑制剂
PP2 和 Akt 的抑制剂 BAY1125976 抑制。结果表明, 人参皂苷 Rg1 可显著减轻 CORT 所致的星形胶质细胞缝隙
连接通道蛋白 Cx43活性的降低, 并通过激活 Src、p38与 Akt信号通路发挥抗皮质酮损伤的作用, 这种作用在海
马和前额叶皮质存在脑区差异性。 
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Protective effects of ginsenoside Rg1 against corticosterone-induced  
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Abstract: The study was designed to explore the effects and the underlying mechanism of ginsenoside       

Rg1 on corticosterone (CORT)-induced astrocytes injury.  The primary hippocampal and prefrontal cortical      
astrocytes from rats were cultured and purified.  CORT was used to stimulate stress condition.  Western blot 
was used to detect the effects of ginsenoside Rg1 on the phosphorylation of Cx43.  Cell Counting Kit (CCK8) 
was used to detect the effects of ginsenoside Rg1 on astrocytes viability.  The roles of ginsenoside Rg1 was      
reversed by protein kinase inhibitors in the change of astrocytes morphology.  Our results showed that ginsenoside 
Rg1 reversed the phosphorylation of Cx43 induced by CORT; ginsenoside Rg1 significantly upregulated the cell 
viability of astrocytes against CORT; the role of ginsenoside Rg1 was obviously inhibited by Src protein kinase 
inhibitors PP2 and Akt protein kinase inhibitors BAY1125976 in prefrontal cortical astrocytes; in hippocampal 
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astrocytes, Src protein kinase inhibitor PP2, p38 protein kinase inhibitor SB203580, Akt protein kinase inhibitor 
BAY1125976 significantly inhibited the cell protective effects of ginsenoside Rg1.  In conclusion, ginsenoside 
Rg1 improved the activity of Cx43 gap junctions in astrocytes exposed to CORT; ginsenoside Rg1 protected      
astrocytes against that CORT activated the Src, p38 and Akt signaling pathways, and the mechanism was        
different in prefrontal cortical and hippocampal astrocytes. 

Key words: ginsenoside Rg1; astrocyte; corticosterone; connexin; protein kinase 

                                                                                                          

人参皂苷 Rg1 (ginsenoside Rg1, Rg1, 图 1) 是人
参 (Panax ginseng C.A. Meyer) 的重要生物活性成
分之一[1−3]。研究[1, 4−6]证实 Rg1对多种神经递质的释
放均起着调节作用, 如增加啮齿类动物大脑皮层中
多巴胺和去甲肾上腺素的浓度。此外, Rg1可增加皮
层及海马组织中乙酰胆碱的含量并促进其释放, 对
学习记忆和长时程增强效应 (LTP) 具有明显易化和
增强作用[2, 7−10]。本课题组前期研究发现, Rg1 具有     
显著改善大鼠抑郁样行为的作用, 改善抑郁行为伴
随的睡眠障碍、认知障碍和性功能障碍等优势, 但其
抗抑郁作用机制尚未完全阐明。氟西汀是一种选择    
性 5-羟色胺再摄取抑制剂 (SSRI), 它经由强效地抑
制神经元从突触间隙中摄取 5-羟色胺 (5-HT), 从而
增加间隙中可供利用的神经递质 5-HT, 以此用来改
善情感状态, 是目前临床常用的治疗抑郁性精神障
碍的药物, 并且常用来作为抑郁模型有效性的一个
重要指标。为了进一步阐明 Rg1 抗抑郁的作用机制, 
本实验选用氟西汀作为阳性药。 
 

 
Figure 1  Chemical structure of ginsenoside Rg1 
 

缝隙连接 (gap junction, GJ) 又称间隙连接、通
讯连接, 是由连接相邻 2 个细胞之间的连接通道对    
接而成的一种特殊膜结构[11−13]。其中, 连接蛋白 43 
(connexins, Cx43) 细胞间隙连接通讯 (gap junctional 
intercellular communication, GJIC) 分布广泛, Cx43
通道的开放和关闭决定了细胞间的耦联和缝隙连接

通道功能[14−16]。本实验室前期研究表明, 前额皮质区

星形胶质细胞缝隙连接蛋白 Cx43 介导 GJIC 功能异
常可导致大鼠抑郁样行为发生, 并且与抗抑郁药物
作用密切相关[17]。Cx43 磷酸化调控 Cx43 缝隙连接
通道的开放和关闭 , 目前研究表明 Cx43 的 C 端
241～382为主要磷酸化区, 相关的蛋白激酶有 PKA、
PKC、蛋白酪氨酸激酶 (PTK)、丝氨酸/苏氨酸蛋白
激酶、钙调蛋白激酶 II (CaMKII) 和 Akt[13, 18]。Cx43
丝氨酸 368 位点的磷酸化介导缝隙连接通道的关闭, 
阻断细胞间的物质交换[2, 19]。因而, 本研究的目的是
探讨 Rg1发挥抗抑郁作用是否与 Cx43磷酸化相关的
蛋白激酶活性相关, 为 Rg1 作为抑郁症治疗药物的
研究提供理论基础。 
 

材料与方法 
材料  Rg1由吉林大学化学学院教研室提供, 纯

度≥98%, 用生理盐水溶解稀释, 过滤除菌。DMEM/       
F12 培养基、胎牛血清和马血清购自美国 Gibco 公      
司; PKA 特异性抑制剂 H89、Src 抑制剂 PP2、PKC
抑制剂 GO6076、ERK 抑制剂 PD98059、p38 抑制      
剂 SB203580、JNK 抑制剂 SP600125、CaMKII 抑       
制剂 KN-62、Akt 抑制剂 BAY1125976、皮质酮 
(corticosterone, CORT) 和氟西汀  (fluoxetine, FLX) 
购自美国 Sigma 公司; anti-Cx43 抗体和 anti-Cx43-     
pS368抗体购自美国 Cell Signaling Technology 公司; 
胞浆胞膜胞核蛋白提取试剂盒、ECL 发光液购自北
京普利莱基因生物技术公司。 

细胞培养  将新生 2～4 天大鼠置于无菌条件下
断头, 取鼠脑组织转移至预冷的 DMEM/F12 培养基
中, 用尖镊去除脑膜, 分离前额叶皮质区和海马区组
织, 将其剪成碎块, 用巴斯德移液管转移至分离消化
液, 37 ℃消化 10 min 后用胎牛血清终止消化, 室温
1.1 r·min−1离心, 5 min后弃上清。用含 10%  胎牛血清

DMEM/F12培养基重悬沉淀, 在 37 ℃, 5% CO2条件

下培养[11]。每周更换培养基 2次。10天后在 37 ℃恒

温摇床上 180 r·min−1, 4 h后去除上清, 即得到纯净的
原代星形胶质细胞, 并采用免疫荧光染色鉴定纯度。 

药物干预及实验分组  将培养细胞分成 5 组检
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测细胞生存率。① 正常组: 不加任何处理因素; ② 
溶剂对照组: 在正常组基础上, 加入 CORT 的溶剂    
无水乙醇; ③ 药物处理组: 在正常组基础上, 加入终
浓度为 1 μmol·L−1氟西汀或 10 μmol·L−1 Rg1和 200 
μmol·L−1 CORT; ④ 抑制剂不同浓度处理组: 在正常
组基础上, 加入 H-89 (10、20和 30 μmol·L−1)、GO6076 
(0.1、1 和 10 μmol·L−1)、PD98059 (0.5、1 和 2 
μmol·L−1)、SB203580 (0.5、1和 2 μmol·L−1)、SP600125 
(10、20、30 和 40 μmol·L−1)、KN-62 (0.1、1 和 10 
μmol·L−1)、PP2 (0.5、1和 2 μmol·L−1)、BAY1125976 
(1、5和 10 μmol·L−1)。⑤ 不同的抑制剂处理组: 在
正常组基础上, 加入终浓度为 10 μmol·L−1 Rg1和于
④组中筛选的不同浓度的抑制剂。 

细胞生存率检测  通过 Cell Counting Kit (CCK8, 
Dojindo, Japan) 检测细胞生存率, 细胞接种于 96 孔
板中, 给予药物处理 24 h, 加入CCK8溶液于 37 ℃孵

育 1 h。在 450 nm酶标仪检测吸光度值。 
细胞形态学观察  细胞经药物干预后, 在倒置

荧光显微镜 (奥林巴斯 IX70, 日本) 下观察细胞形态。 
Western blot 测定蛋白表达  将药物处理后的

细胞置于冰上, 利用胞膜胞浆胞核蛋白提取试剂盒
提取胞膜蛋白。10% SDS-PAGE 分离样品, 转膜 1 h, 
3%  牛血清白蛋白溶液室温封闭 2 h, 加入 anti-Cx43
抗体和 anti-Cx43-pS368 抗体 4 ℃孵育过夜。洗膜后, 
加入二抗室温孵育 2 h。再加入 ECL发光液, 凝胶成
像系统采集图像。 

统计学分析  数据以 x ± s 表示, 各组间用单因
素方差分析和组间 t 检验进行统计差异性检验, P < 

0.05 认为存在显著性差异。 
 

结果 
1  Rg1对皮质酮介导星形胶质细胞毒性的影响 

通过皮质酮造成的海马和前额叶皮质星形胶质

细胞损伤模型, 并检测 Rg1对细胞生存率的影响。由
图 2可知, 与正常组比较, 用 CORT诱导的模型组细
胞生存率下降 (P < 0.001); 与 CORT组相比, 预孵育
Rg1 (10 μmol·L−1) 或 FLX (1 μmol·L−1) 时, 细胞生
存率明显增加 (P < 0.01, P < 0.001)。说明预孵育 FLX 
(1 μmol·L−1) 和 Rg1 (10 μmol·L−1) 可以发挥抗皮质
酮损伤的作用。 
2  Rg1对皮质酮介导星形胶质细胞磷酸化的影响 

Cx43 丝氨酸 368 位点磷酸化 (p-Cx43) 介导缝
隙连接通道关闭, 因此本实验对原代星形胶质细胞
膜上 p-Cx43含量进行检测。结果显示, CORT上调前 

 
Figure 2  Ginsenoside Rg1 and antidepressants fluoxetine       
(FLX) protect the hippocampal astrocytes from the damage       
by corticosterone (CORT).  n = 6, x ± s.  ###P < 0.001 vs Ctrl    
group; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs CORT group 
 
额皮质星形胶质细胞和海马星形胶质细胞膜上 Cx43
丝氨酸 368位点磷酸化水平; 与 CORT组相比, 给予
Rg1 降低前额皮质星形胶质细胞和海马星形胶质细
胞膜上 p-Cx43含量 (图 3)。 
 

 
Figure 3  Ginsenoside Rg1 decreased the phosphorylation of 
connexins43 (Cx43) at serine368.  Effects of ginsenoside       
Rg1 on the phosphorylation of Cx43 in prefrontal cortical (A) 
and hippocampal (B) astrocytes.  n = 3, x ± s.  #P < 0.05 vs Ctrl 
group; *P < 0.05, ***P < 0.001 vs CORT group 
 
3  不同的蛋白激酶抑制剂对细胞生存率的影响 

为了选取不影响细胞生存率的合适蛋白激酶抑

制剂浓度, 选取常用的作用于细胞的蛋白激酶抑制
剂, 给予正常的原代海马星形胶质细胞。如图 4所示, 
与正常组相比, GO6976 (0.1、1 和 10 μmol·L−1)、
PD98059 (0.5、1和 2 μmol·L−1)、SB203580 (0.5、1
和 2 μmol·L−1)、KN-62 (0.1、1 和 10 μmol·L−1) 及
BAY1125976 (1、5和 10 μmol·L−1) 对细胞的生存率
没有影响; H-89 (10 和 20 μmol·L−1)、SP600125 (10 
μmol·L−1) 及 PP2 (1和 5 μmol·L−1) 对细胞的生存率
没有影响, 但 H-89 (30 μmol·L−1)、SP600125 (20、30、
40 μmol·L−1) 和 PP2 (10 μmol·L−1) 对细胞的生存率 
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Figure 4  Effects of different protein kinase inhibitors in hippocampus astrocytes.  Effects of H-89, GO6976, PD98059, SB203580, 
SP600125, KN-62, PP2, BAY1125976 on cell viability in hippocampal astrocytes was shown as A−H.  n = 3, x ± s.  ###P < 0.001 vs         
Ctrl group.  H-89, GO6976, PD98059, SB203580, SP600125, KN-62, PP2, BAY1125976 were protein kinase inhibitors of PKA, PKC, 
ERK, p38, JNK, CaMKII, Src, Akt, respectively 
 
均有非常显著的影响 (P < 0.001)。因此, 选择合适的
蛋白激酶抑制剂的浓度为 H-89 (20 μmol·L−1)、
GO6076 (1 μmol·L−1)、 PD98059 (1 μmol·L−1)、
SB203580 (1 μmol·L−1)、SP600125 (10 μmol·L−1)、
KN-62 (1 μmol·L−1)、PP2 (1 μmol·L−1) 和 BAY1125976 
(1 μmol·L−1)。 
4  蛋白激酶抑制剂对 Rg1介导的海马星形胶质细胞
保护作用的影响 

在海马星形胶质细胞上, 通过CCK8法检测不同
蛋白激酶抑制剂对 Rg1 作用的影响。如图 5A 所示, 
与正常组相比, CORT 模型组细胞生存率显著下降 
(P < 0.001); 与模型组相比, FLX (1 μmol·L−1) 和 Rg1 
(10 μmol·L−1) 组细胞的生存率均显著升高 (P < 0.001); 
与单独 Rg1 (10 μmol·L−1) 相比 , 加入 SB203580      
(1 μmol·L−1)、PP2 (1 μmol·L−1) 和 BAY1125976 (1 
μmol·L−1) 后细胞的生存率明显下降 (P < 0.001)。 

此外, 通过倒置相差显微镜观察各组细胞形态。
由图 5B 形态学观察可见, 正常组海马星形胶质细胞
胞体多呈树突状, 胞体饱满、折光度好, 胞桨均匀、透
亮, 大多数伸出微小的突起。皮质酮造模后, 细胞胞
体萎缩、相邻细胞间隙扩大 , 造模同时给予 FLX      
(1 μmol·L−1) 和 Rg1 (10 μmol·L−1) 对皮质酮损伤     
所致海马星形胶质细胞形态变化可显著缓解。而加    
入 SB203580 (1 μmol·L−1)、PP2 (1 μmol·L−1) 和
BAY1125976 (1 μmol·L−1) 后细胞多呈现细丝状, 胞
体明显变小, 胞核突出。结果表明, 在海马星形胶质
细胞上, PP2、BAY1125976和 SB203580可以抑制Rg1
的保护作用。提示 Rg1 在海马星形胶质细胞上抗皮
质酮损伤作用与 p38、Src和 Akt蛋白激酶相关。 

 
Figure 5  Effects of different protein kinase inhibitors on the 
cell viability (A) and morphology (B) in the hippocampus 
astrocytes.  n = 6, x ± s.  ###P < 0.001 vs Ctrl group; ***P < 0.001 
vs CORT group; &&&P < 0.001 vs Rg1 group 
 

5  蛋白激酶抑制剂对 Rg1介导的前额叶皮质星形胶
质细胞保护作用的影响 

在前额叶皮质星形胶质细胞上, 通过 CCK8 法    
检测不同蛋白激酶抑制剂对 Rg1 作用的影响。如图
6A所示, 与正常组相比, CORT组细胞生存率显著下
降 (P < 0.001); 与 CORT 组相比, FLX (1 μmol·L−1,     
P < 0.01) 和 Rg1 (10 μmol·L−1, P < 0.05) 组细胞的       
生存率显著升高; 与单独 Rg1 (10 μmol·L−1) 相比,  
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加入 PP2 (1 μmol·L−1, P < 0.001)、BAY1125976 (1 
μmol·L−1, P < 0.05) 后细胞的生存率显著下降。此外, 
通过倒置相差显微镜观察各组细胞形态。由图 6B形
态学观察可见, 正常组海马星形胶质细胞胞体多呈
树突状, 胞体饱满、折光度好, 胞桨均匀、透亮, 大多
数伸出微小的突起。皮质酮造模后, 细胞胞体萎缩、
相邻细胞间隙扩大, 造模同时给予 FLX (1 μmol·L−1) 
和 Rg1 (10 μmol·L−1) 对皮质酮损伤所致海马星形胶
质细胞形态变化可显著缓解。加入 PP2 (1 μmol·L−1) 
和 BAY1125976 (1 μmol·L−1) 后细胞多呈现细丝、颗
粒状, 胞体明显变小, 胞核突出。结果表明, 在前额叶
皮质星形胶质细胞上, PP2和 BAY1125976 可以抑制
Rg1的保护作用。提示 Rg1在前额叶皮质星形胶质细
胞上抗皮质酮损伤作用与 Src、Akt蛋白激酶相关。 
 

 
Figure 6  Effects of different protein kinase inhibitors on the 
cell viability (A) and morphology (B) in prefrontal cortex 
astrocytes.  n = 6, x ± s.  ###P < 0.001 vs Ctrl group; *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs CORT group; &P < 0.05, &&&P < 0.001 vs Rg1 group 
 

讨论 
近年来, 越来越多的研究表明人参皂苷 Rg1 在

大鼠抑郁模型中发挥抗抑郁作用, 但其作用机制尚
未完全阐明。慢性应激大鼠抑郁模型中星形胶质细胞

缝隙连接功能损伤, 另损伤缝隙连接功能可诱导大
鼠抑郁样行为发生[7, 16]。本研究证明皮质酮上调星形

胶质细胞胞膜上缝隙连接通道蛋白 Cx43磷酸化水平, 

给予人参皂苷 Rg1后缝隙连接通道蛋白 Cx43磷酸化
水平显著下调, 提示 Rg1 可能通过下调星形胶质细
胞膜上缝隙连接通道蛋白 Cx43磷酸化水平促进缝隙
连接通道开放发挥抗抑郁作用[15]。 

缝隙连接通道的开放和关闭由缝隙连接蛋白的

磷酸化调节, Cx43 丝氨酸 368 位点的磷酸化介导缝   
隙连接通道关闭[16, 19]。缝隙连接通道介导相邻细胞    
间物质交换, 如离子 (Ca2+、K+和 Na+等), 小分子代
谢物质 (葡萄糖和谷氨酸等), 第二信使 (cAMP 和
IP3等) 及其他分子质量小于 1.5 kDa 的物质[12]。此    
外, 缝隙连接通道也介导正常细胞与即将死亡细胞
之间的物质交换, 但缝隙连接通道在促进细胞生存
和介导细胞死亡方面的作用仍然存在争议[18, 19]。结   
果显示, Rg1 可抑制皮质酮介导的 Cx43 丝氨酸 368
位点磷酸化, 促进缝隙连接通道开放; 皮质酮促进星
形胶质细胞死亡, 给予 Rg1 后显著增加星形胶质细
胞生存率。提示在皮质酮介导的细胞损伤中, 促进缝
隙连接通道开放发挥细胞保护作用。 

Cx43磷酸化相关的蛋白激酶有 PKA、PKC、蛋
白酪氨酸激酶  (PTK)、丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶、
CaMII 和 Akt[18]。同时给予蛋白酶抑制剂, 海马星形
胶质细胞中 SB203580、PP2 和 BAY1125976 可消除
Rg1的保护作用, 表明在海马星形胶质细胞中 Rg1细
胞保护作用与 p38、Src 和 Akt 蛋白激酶相关; 前额
叶星形胶质细胞中 PP2 和 BAY1125976 可消除 Rg1
的保护作用, 表明在前额叶皮质星形胶质细胞中 Rg1
细胞保护作用与 Src、Akt 蛋白激酶相关。此外, 显
微结构表明给予 p38、Src 和 Akt 蛋白激酶抑制剂可
阻断 Rg1 对海马星形胶质细胞形态的改善作用; 前
额叶皮质星形胶质细胞在给予 Src、Akt 蛋白激酶抑
制剂后逆转 Rg1保护作用, 形态学发生明显变化。本
文结果显示人参皂苷 Rg1 在皮质酮介导的星形胶质
细胞损伤模型中的细胞保护作用机制与细胞内 p38、
Src 和 Akt 信号通路有关, 但其上、下游的信号级联
尚有待进一步阐明。 

综上所述 , 本研究阐明了人参皂苷 Rg1 改善
CORT 所致的星形胶质细胞缝隙连接通道蛋白 Cx43
活性降低的现象; 在海马星形胶质细胞上, 人参皂苷
Rg1 通过激活 Src、p38 与 Akt 信号通路, 减轻皮质     
酮对细胞毒性作用; 在前额叶星形胶质细胞是通过
激活 Src、Akt 信号通路, 减轻皮质酮对细胞毒性作
用。本研究结果为进一步研究人参皂苷 Rg1 抗抑郁
作用机制提供新的思路。 
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