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人参皂苷 Rb1 通过 AKT / GSK-3β / NFAT 途径抑制
硫化砷诱导的神经细胞 PC12 毒性
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[摘　 要] 　 目的　 探索人参皂苷 Rb1 抑制硫化砷诱导的神经细胞———嗜铬细胞瘤细胞(PC12)毒性的作用机制。
方法　 以 PC12 细胞为研究对象,加入 0、2. 5、5、10、15、20、50 μmol / L 硫化砷后观察细胞的损伤情况,采用噻唑蓝法

检测细胞活性。 在硫化砷损伤的 PC12 细胞培养基内加入 5、10、20 μmol / L 人参皂苷 Rb1,采用磺酰罗丹明 B 法检

测其对细胞增殖能力的影响;用流式细胞术检测其对细胞凋亡的影响;ATP 试剂盒荧光素酶法测定其对细胞内

ATP 含量的影响;2′,7′-二氯四氟乙烷双乙酸盐探针染色法检测其对细胞内活性氧(ROS)含量的影响。 Western
blot 检测 PC12 细胞中蛋白激酶 B(AKT)、糖原合成酶激酶 3(GSK-3β)、活化 T 细胞核因子(NFAT)、细胞色素 C
(Cyt C)、半胱氨酸蛋白酶 3(Caspase-3)、B 淋巴细胞瘤 2 蛋白(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)的蛋白表达。 结果

不同浓度硫化砷对 PC12 细胞有损伤,且随着浓度升高及作用时间延长,细胞损伤越严重;硫化砷可抑制 PC12 细胞

的增殖。 人参皂苷 Rb1 对硫化砷损伤的 PC12 细胞有保护作用,可有效抑制硫化砷诱导的 PC12 细胞的凋亡。 硫化

砷可降低 PC12 细胞内的 ATP 含量,增加 ROS 的含量;人参皂苷 Rb1 可增加 ATP 的含量,降低 ROS 的含量,加强细

胞代谢。 硫化砷刺激 PC12 细胞后细胞内 p-AKT、p-GSK-3β、NFAT-c3、Bcl-2、Cleaved Caspase-3 蛋白的表达显著降

低,Caspase-3 与 Bax 蛋白的表达明显提高,线粒体内 Cyt C 表达明显提高(P<0. 01);人参皂苷 Rb1 干预后,细胞内

p-AKT、p-GSK-3β、NFAT-c3、Bcl-2、Cleaved Caspase-3 蛋白表达明显升高,Caspase-3 与 Bax 蛋白的表达明显降低,线
粒体内 Cyt C 表达明显降低(P<0. 01)。 结论　 人参皂苷 Rb1 可抑制硫化砷诱导的 PC12 细胞凋亡,从而保护神经

细胞,其可能是通过调节 AKT / GSK-3β / NFAT 信号通路来实现的。
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Ginsenoside Rb1 inhibits arsenic sulfide-induced toxicity in PC12 nerve cells via
AKT / GSK-3β/ NFAT pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the mechanism of ginsenoside Rb1 inhibiting arsenic sulfide-induced toxicity of neu-
rocyte pheochromocytoma cells (PC12). 　 　 Methods　 PC12 cells were treated with 0, 2. 5, 5, 10, 15, 20, 50 μmol / L
arsenic sulfide. 　 Cell damage was observed, and cell viability was measured by thiazole blue method. 　 5, 10, 20 μmol / L
ginsenoside Rb1 was added into PC12 cell culture medium damaged by arsenic sulfide, and its effect on cell proliferation
was detected by sulforhodamine B assay, cell apoptosis was detected by flow cytometry, ATP content in cells was detected
by ATP kit luciferase assay, and intracellular reactive oxygen species (ROS) content was detected by 2′,7′-dichlorotet-
rafluoroethane diacetate probe dyeing. 　 Western blot was used to detect the protein expressions of protein kinase B
(AKT), glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β), nuclear factor of activated T cell (NFAT), cytochrome C (Cyt C),
cysteine protease 3 (Caspase-3), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein (Bax) in PC12 cells. 　 　 Re-
sults　 The PC12 cells were damaged by different concentrations of arsenic sulfide, with the increase of the concentration
and the prolongation of the action time, the cell damage became more serious; Arsenic sulfide could inhibit the proliferation
of PC12 cells. 　 Ginsenoside Rb1 had protective effect on PC12 cells damaged by arsenic sulfide and could effectively in-
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hibit apoptosis of PC12 cells induced by arsenic sulfide. 　 Arsenic sulfide could decrease ATP content and increase ROS
content in PC12 cells, and ginsenoside Rb1 could increase ATP content, reduce ROS content and enhance cell metabo-
lism. 　 After arsenic sulfide stimulation, the protein expressions of p-AKT, p-GSK-3β, NFAT-c3, Bcl-2 and Cleaved
Caspase-3 in PC12 cells was significantly decreased, the protein expressions of Caspase-3 and Bax was significantly in-
creased, and the expression of Cyt C in mitochondria was significantly increased (P<0. 01). 　 After ginsenoside Rb1 inter-
vention, the protein expressions of p-AKT, p-GSK-3β, NFAT-c3, Bcl-2 and Cleaved Caspase-3 increased significantly,
the protein expressions of Caspase-3 and Bax decreased significantly, and the expression of Cyt C in mitochondria decreased
significantly (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 Ginsenoside Rb1 can inhibit arsenic sulfide-induced apoptosis of PC12 cells
and protect neurons, which may be achieved by regulating AKT / GSK-3β / NFAT signaling pathway.

　 　 长期接触砷是一种普遍的威胁人类健康的环

境健康问题,高浓度的砷会对神经系统产生毒性,
急性暴露在高浓度的砷环境会导致机体产生轻微

持久的周围神经病变,慢性暴露会导致感官缺陷和

神经系统功能损伤[1-2]。 人参皂苷 Rb1(ginsenoside
Rb1)是中药人参的主要有效成分之一,具有抗衰

老、抗氧化、提高免疫力和增强记忆力等功效。 研

究显示,人参皂苷 Rb1 对中枢神经系统的调节起着

重要作用,通过促进神经元细胞周围突触的生长起

到保护神经元的作用[3]。 但人参皂苷 Rb1 对砷损

伤神经细胞的保护机制尚未明确。 本研究旨在基

于 AKT / GSK-3β / NFAT 途径探讨人参皂苷 Rb1 对

砷诱导的神经细胞———嗜铬细胞瘤细胞(pheochro-
mocytoma cell,PC12)毒性的抑制作用及作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞株、试剂和仪器

　 　 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12 细胞,购买

于中国科学院上海生命科学研究院细胞中心。
人参皂苷 Rb1 购买自南京春秋生物工程有限

公司(纯度≥98% )。 DMEM 培养液(美国 Sigma 公

司);新生牛血清(美国 Gibco 公司);噻唑蓝(methyl
thiazolyl tetrazolium,MTT) (美国 Hyclone 公司);胰
蛋白酶(美国 Amresco 公司);RIPA 裂解液(美国

Amresco 公司);DCFH-DA(2′,7′-二氯四氟乙烷双乙

酸盐)、活性氧( reactive oxygen species,ROS)检测试

剂盒(碧云天生物技术研究所);蛋白激酶 B(protein
kinase B, AKT)、 糖 原 合 成 酶 激 酶 3β ( glycogen
synthase kinase 3β,GSK-3β)、活化 T 细胞核因子

(nuclear factor of activated T cell,NFAT)、B 淋巴细

胞瘤 2 蛋白(B-cell lymphoma-2,Bcl-2)、Bcl-2 相关

X 蛋白(Bcl-2 associated X protein,Bax)、半胱氨酸蛋

白酶 3(Caspase-3)、β-actin 一抗(美国 Santa 公司);
WB 试剂盒购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司;

其他试剂均为化学分析纯。
电子分析天平(上海梅特勒-托利多有限公司,

型号 AR2130);离心机(长沙湘智离心机仪器有限

公司,型号 TD5B);超净工作台(济南来宝医疗器械

有限公司,型号 BBS-DDC);细胞计数器(美国 Nex-
celom Bioscience LLC 公司);恒温细胞培养箱(德国

Heraeus 公司,型号 HERAcell);高压灭菌锅(上海博

迅医疗生物仪器股份有限公司,型号 BXM-50VD);
酶标仪(美国 NanoDrop 公司);倒置相差显微镜(日
本 Olympus 公司,型号 IX81);细胞培养板 / 皿、离心

管、EP 管 ( eppendorf 管)、冻存管、无菌镊 (美国

Costar 公司);流式细胞仪(美国 Beckman Coulter 公

司);超低温冰箱 (日本 Sanyo 公司,型号 MDF-
382E); 电 热 恒 温 水 浴 箱 ( 德 国 HETO 公 司 );
Western blot 蛋白显影仪 (美国 Protein Simple 公

司)。
1. 2　 细胞培养

采用 DMEM 培养液 (含 10% 胎牛血清 + 100
kU / L 青霉素+100 mg / L 链霉素)在 37 ℃、5% CO2、
饱和湿度的条件下培养 PC12 细胞,每隔 2 天更换

DMEM 培养液,取对数生长期的细胞进行后续

实验。
1. 3　 MTT 法检测不同浓度硫化砷对 PC12 细胞活

性的影响

取对数生长期的 PC12 细胞,用 DMEM 培养液

调节细胞浓度为 1×109 / L,接种于 96 孔培养板中,
置于 5%CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h。 每孔加入

不同浓度(0、2. 5、5、10、15、20、50 μmol / L)硫化砷

(arsenic sulfide),每个浓度重复 3 孔,以二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide,DMSO) 为空白对照,培养 24、
48、72 h 后,每孔加入 5 g / L MTT 溶液 20 μL,37 ℃
孵育 4 h。 弃去上清液,少量 DMEM 培养液洗涤 2 ~
3 次后加 DMSO 100 μL 溶解晶体,用振荡器摇匀,
使沉淀充分溶解后,使用酶标仪在 570 nm 波长处测

得各孔吸光度( absorbance,A)值,依据下列公式计
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算 PC12 细胞的增殖率: 细胞增殖率 = 实验组

A570 nm / 对照组 A570 nm×100% 。
1. 4　 磺酰罗丹明 B 比色法检测不同浓度人参皂苷

Rb1 对 PC12 细胞增殖能力的影响

将培养的细胞每孔加入不同浓度 (5、10、20
μmol / L)人参皂苷 Rb1,每个浓度重复 3 孔,培养 2
h 后加入 20 μmol / L 硫化砷,以 DMSO 为空白对照,
继续处理 24 h,每孔加入 50%三氯乙酸 50 μL 固定

细胞,4 ℃条件下放置 1 h。 用纯水冲洗 2 ~ 3 次,晾
干后每孔加入 0. 4% 磺酰罗丹明 B( sulforhodamine
B,SRB)溶液 50 μL,孵育 15 min,再用少量 1%乙酸

溶液冲洗 2 ~ 3 次,晾干后每孔加入 10 mmol / L 的

Tris 碱液 100 μL 溶解晶体,并用振荡器摇匀,使沉

淀充分溶解后,使用酶标仪在 540 nm 波长处测得各

孔 A 值。
1. 5　 流式细胞术检测人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞

凋亡的影响

将培养的细胞每孔加入不同浓度 (5、10、20
μmol / L)人参皂苷 Rb1,每个浓度重复 3 孔,培养 2
h 后加入 20 μmol / L 硫化砷,以 DMSO 为空白对照,
继续处理 24 h。 离心收集各组细胞,将收集的细胞

用冰冻 70% 乙醇固定过夜,并保存于-20 ℃ 冰箱

中。 检测 前, 用 少 量 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( phosphate
buffered solution,PBS)清洗 2 次后,加碘化丙啶(PI)
和核糖核酸酶 A (RNaseA) ( PI 浓度为 50 g / L,
RNaseA 浓度为 100 g / L),室温避光孵育 30 min,流
式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1. 6 　 三磷酸腺苷试剂盒荧光素酶法测定细胞内

ATP 含量

将培养的细胞每孔加入不同浓度 (5、10、20
μmol / L)人参皂苷 Rb1,每个浓度重复 3 孔,培养 2
h 后加入 20 μmol / L 硫化砷,以 DMSO 为空白对照,
继续处理 24 h。 PBS 洗涤 2 次,用胰蛋白酶消化细

胞后,置于 EP 管中,离心 5 min,PBS 洗涤 2 次,保
持 EP 管中细胞数量基本一致,置于 100 ℃沸水浴 5
~ 10 min,超声破碎细胞,加入 ATP 检测试剂,使用

荧光酶标仪在 636 nm 处检测样本中的荧光强度。
1. 7　 DCFH-DA 探针染色法检测细胞内 ROS 含量

取指数生长期的 PC12 细胞,以 3×103 个 / 孔的

细胞密度接种于 24 孔板中,置于孵箱中培养过夜,
每孔加入不同浓度 (5、10、20 μmol / L) 人参皂苷

Rb1,每个浓度重复 3 孔。 培养 2 h 后加入 20 μmol /
L 硫化砷,以 DMSO 为空白对照,继续处理 24 h,弃
去剩余培养液,加入无血清培养基稀释的 DCFH-DA

(10 μmol / L),置于细胞培养箱内孵育 30 min。 置

于倒置荧光显微镜下,在激发光的作用下观察细胞

的荧光强度。
1. 8 　 Western blot 法检测 AKT、GSK-3β、NFAT、Cyt
C、Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白变化

取对照组 PC12 细胞、20 μmol / L 硫化砷和不同

浓度(5、10、20 μmol / L)人参皂苷 Rb1 处理的 PC12
细胞,离心后收集,并用 PBS 溶液清洗 2 ~ 3 次,加
入裂解液使其充分裂解,14 000 r / min、4 ℃离心 10
min,取上清液即为蛋白质提取物。 BCA 试剂盒检

测蛋白质含量,取适量蛋白质配制成上样缓冲液,
电泳、转膜、封闭、孵育抗体(采用兔抗 AKT、GSK-
3β、NFAT 和 β-actin 抗体作为一抗,辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔作为二抗)、扫膜,用 ECL 试剂显

色,在暗室中曝光显影。
1. 9　 统计分析方法

采用 SPSS 18. 0 进行分析,计量资料用 x±s 表

示,多组间差异比较采用单因素方差分析(One way
ANOVA),2 组间比较采用 t 检验,计数资料采用 χ2

检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同浓度硫化砷对 PC12 细胞活性的影响

给予不同浓度硫化砷处理 PC12 细胞 24、48、72
h 后,对照组细胞排列紧密,细胞有活力;硫化砷干

预后细胞出现皱缩,活性降低,且随着硫化砷浓度

的增加损伤更为显著;随着作用时间的延长,细胞

的活性降低加剧,细胞之间的连接逐渐稀疏,损伤

明显(图 1)。

图 1. MTT 法检测硫化砷对 PC12 细胞活性的影响

Figure 1. Effect of arsenic sulfide on the activity of PC12
cells detected by MTT
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2. 2　 不同浓度人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞增殖能

力的影响

5、10、 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1 分别与 20
μmol / L 硫化砷共同处理 PC12 细胞 24 h,A 值随着

人参皂苷 Rb1 浓度的改变逐渐发生变化,表明

PC12 细胞的增殖能力发生了不同程度的变化,人参

皂苷 Rb1 对硫化砷损伤的 PC12 细胞有保护作用,
且其保护作用与药物浓度呈现一定的依赖性(图
2)。
2. 3　 不同浓度人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞凋亡的

影响

5、10、 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1 分别与 20
μmol / L 硫化砷共同处理 PC12 细胞 24 h,与对照组

相比,20 μmol / L 硫化砷组 PC12 细胞的凋亡率明显

上升;与 20 μmol / L 硫化砷组相比,人参皂苷 Rb1 组

PC12 细胞的凋亡率明显降低,说明人参皂苷 Rb1
可有效抑制硫化砷诱导的 PC12 细胞的凋亡,并且

呈现药物浓度依赖性(图 3)。

图 2. SRB 法检测人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞增殖能力的影

响　 　 A 为对照组,B 为 20 μmol / L 硫化砷组,C 为 5 μmol / L 人参

皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组,D 为 10 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20
μmol / L 硫化砷组,E 为 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷

组。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 20 μmol / L 硫化砷

组比较。

Figure 2. Effect of ginsenoside Rb1 on proliferation of PC12
cells by SRB assay

图 3. 人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞凋亡的影响　 　 A 为对照组,B 为 20 μmol / L 硫化砷组,C 为 5 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化

砷组,D 为 10 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组,E 为 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b
为 P<0. 01,与 20 μmol / L 硫化砷组比较。

Figure 3. Effect of ginsenoside Rb1 on apoptosis of PC12 cells

2. 4　 不同浓度人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 ROS 含

量的影响

5、10、 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1 分别与 20
μmol / L 硫化砷共同处理 PC12 细胞 24 h,与对照组

相比,20 μmol / L 硫化砷组 PC12 细胞内 ROS 的含

量明显增多;与 20 μmol / L 硫化砷组相比,人参皂苷

Rb1 组 PC12 细胞的 ROS 含量明显降低,并且呈现

药物浓度依赖性(图 4)。

2. 5　 不同浓度人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 ATP 含

量的影响

5、10、20μmol / L 人参皂苷 Rb1 分别与 20 μmol /
L 硫化砷共同处理 PC12 细胞 24 h,与对照组相比,
20 μmol / L 硫化砷组 PC12 细胞 ATP 的含量明显降

低;与 20 μmol / L 硫化砷组相比,人参皂苷 Rb1 组

PC12 细胞 ATP 的含量明显升高,并且呈现药物浓

度依赖性,说明人参皂苷 Rb1 可提高 PC12 细胞
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ATP 的水平,增强细胞的代谢能力(图 5)。

图 4. 人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 ROS 含量的影响　 　 A 为

对照组,B 为 20 μmol / L 硫化砷组,C 为 5 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20
μmol / L 硫化砷组,D 为 10 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷

组,E 为 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组。 a 为 P<
0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 20 μmol / L 硫化砷组比较。

Figure 4. Effect of ginsenoside Rb1 on ROS content in
PC12 cells

图 5. 人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 ATP 含量的影响　 　 A 为

对照组,B 为 20 μmol / L 硫化砷组,C 为 5 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20
μmol / L 硫化砷组,D 为 10 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷

组,E 为 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组。 a 为 P<
0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 20 μmol / L 硫化

砷组比较。

Figure 5. Effect of ginsenoside Rb1 on ATP content in
PC12 cells

2. 6　 不同浓度人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 Cyt C、
Caspase-3、Cleaved Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白表达的

影响

与对照组比较,经 20 μmol / L 硫化砷处理 24 h
后,PC12 细胞线粒体内细胞色素 C(cytochrome C,
Cyt C)显著增加,细胞内 Caspase-3、Bax 表达也显著

提高, Cleaved Caspase-3、 Bcl-2 表 达 下 降; 与 20
μmol / L 硫化砷组相比,人参皂苷 Rb1 组线粒体内

Cyt C 显著降低,细胞内 Caspase-3 与 Bcl-2 的表达

明显降低,Cleaved Caspase-3、Bcl-2 表达明显升高

(图 6)。

图 6. 人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 Cyt C、Caspase-3、Bcl-2、
Bax 蛋白表达的影响　 　 A 为对照组,B 为 20 μmol / L 硫化砷组,
C 为 5 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组,D 为 10 μmol / L
人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组,E 为 20 μmol / L 人参皂苷 Rb1+

20 μmol / L 硫化砷组。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c
为 P<0. 01,与 20 μmol / L 硫化砷组比较。

Figure 6. Effects of ginsenoside Rb1 on protein expressions
of Cyt C, caspase-3, Bcl-2 and Bax in PC12 cells

2. 7　 不同浓度人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 p-AKT、
p-GSK-3β、NFAT 蛋白表达的影响

与对照组比较,经 20 μmol / L 硫化砷处理 24 h
后,PC12 细胞 p-AKT、p-GSK-3β、NFAT-c3 蛋白表达

明显降低;与 20 μmol / L 硫化砷组相比,人参皂苷

Rb1 组 p-AKT、p-GSK-3β、NFAT-c3 蛋白表达明显升

高(图 7)。

3　 讨　 论

人参皂苷 Rb1 是人参二醇系皂苷的主要代表

成分之一,对中枢神经系统的调节起着重要作用。
有研究报道,采用人参皂苷 Rb1 治疗皮质神经细胞

受到氧自由基损伤的大鼠,结果神经细胞抗自由基

的能力增强,缓解了神经元细胞的损伤,起到保护

神经细胞的作用[4]。 另外,人参皂苷 Rb1 还能通过

改变胞膜的流动性缓解神经细胞老化,它可以促进

细胞内蛋白质的合成,使细胞生物膜维持在稳定状

态,达到保护神经元的作用[5]。
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图 7. 人参皂苷 Rb1 对 PC12 细胞 p-AKT、p-GSK-3β、
NFAT 蛋白表达的影响　 　 A 为对照组,B 为 20 μmol / L 硫

化砷组,C 为5 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组,D 为

10 μmol / L 人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组,E 为 20 μmol / L
人参皂苷 Rb1+20 μmol / L 硫化砷组。 a 为 P<0. 01,与对照组比

较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,与 20 μmol / L 硫化砷组比较。

Figure 7. Effects of ginsenoside Rb1 on protein expres-
sions of p-AKT, p-GSK-3β and NFAT in PC12 cells

本研究结果表明,硫化砷可诱导 PC12 细胞发

生凋亡,并且诱导 AKT、GSK-3β、NFAT 蛋白表达降

低,说明 AKT / GSK-3β / NFAT 信号通路可能参与了

硫化砷损伤 PC12 细胞的过程。 人参皂苷 Rb1 可促

进神经元细胞周围突触的生长,保护神经元和神经

细胞,但是否对砷诱导的神经细胞毒性具有保护作

用尚未可知。 因此,本研究探索人参皂苷 Rb1 是否

对硫化砷损伤 PC12 细胞具有保护作用,是否与

AKT / GSK-3β / NFAT 信号通路有关。
采用不同浓度的硫化砷作用于 PC12 细胞后,

MTT 值随着硫化砷浓度的增大而降低,说明 PC12
细胞发生损伤,细胞增殖率下降,细胞活性降低。
给予不同浓度的人参皂苷 Rb1 干预后,人参皂苷

Rb1 组 PC12 细胞的细胞活性及细胞增殖率均显著

提高,且呈现明显的剂量依赖性,提示人参皂苷 Rb1
可以显著降低硫化砷对 PC12 细胞产生的细胞

毒性。
线粒体在机体的能量代谢中发挥关键作用[6],

诸多研究显示,线粒体膜的通透性及细胞膜脂质过

氧化后胞膜的变化与神经细胞的凋亡机制有密切

关系,细胞膜去极化,使得 ATP 的消耗加剧[7-8]。 本

实验通过检查细胞内 ATP 能量水平,发现硫化砷损

伤组 ATP 水平较低,采用 DCFH-DA 检测细胞内

ROS 含量,发现硫化砷损伤组细胞 ROS 水平较高;
给予不同浓度的人参皂苷 Rb1 干预后,PC12 细胞

内 ATP 水平明显提高,ROS 含量明显减少,且呈现

明显的剂量依赖性,说明人参皂苷 Rb1 对神经细胞

的线粒体具有明显的保护作用。
细胞色素 C 是由线粒体释放而进入细胞质,参

与细胞的凋亡过程,线粒体膜通透性转换通道开

放,可激活 Caspase 家族促使细胞发生凋亡[9-10]。
Bax 作为凋亡前体蛋白,可激活并释放 Cyt C 和调节

细胞凋亡的相关因子,调控细胞的凋亡过程[11-12];
Bcl-2 可以抑制 Cyt C 的释放,使得 Caspase 家族成

员失活,以保护细胞[13]。 本实验结果显示,硫化砷

损伤组 Cyt C、Bax、Caspase-3 蛋白表达明显增加,
Bcl-2 表达明显减少,给予人参皂苷 Rb1 干预后可

明显增加 Cyt C、Bax 的表达,抑制 Caspase-3 表达,
增加 Bcl-2 表达,且呈现明显的剂量依赖性,说明人

参皂苷 Rb1 可以减轻硫化砷诱导的细胞损伤。
糖原合成酶激酶 3β 调节的线粒体信号和细胞

凋亡在神经细胞毒性中起关键性作用,AKT 的激活

可以引起下游 GSK-3β 的磷酸化,导致 GSK-3β 的失

活,进一步减少细胞凋亡[14-16]。 NFAT 的活化与神

经元的凋亡及损伤也存在着密切的联系[17-18]。 长

期暴露在高浓度砷会产生严重的神经毒性,导致大

量的神经元凋亡。 有研究者报道,砷中毒的大鼠大

脑 GSK-3β 活性明显降低,且神经元发生 NFAT3 / 4
核转位,导致死亡配体(FasL)的水平明显升高,激
活 FasL / Fas 凋亡通道,使得下游的凋亡蛋白酶

Caspase-3 的蛋白表达增加,从而诱导神经元的凋

亡[19-21]。 本研究发现不同浓度人参皂苷 Rb1 可增

加由硫化砷诱导的 PC12 细胞 AKT、GSK-3β、NFAT-
c3、Bcl-2 蛋白表达,降低 Cyt C、Caspase-3 与 Bcl-2
蛋白表达,且呈现明显的剂量依赖性,表明 AKT /
GSK-3β / NFAT 信号通路参与了人参皂苷 Rb1 对硫

化砷诱导 PC12 细胞损伤的保护过程。
综上所述,人参皂苷 Rb1 可抑制硫化砷诱导的

PC12 细胞凋亡,从而保护神经细胞,其可能是通过

调节 AKT / GSK-3β / NFAT 信号通路来实现的。
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