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三七茎叶总皂苷抑制七氟醚诱导的海马神经元凋亡机制研究
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摘要：目的 探讨三七茎叶总皂苷（PNSLS）调节七氟醚诱导海马神经元凋亡的作用机制。方法 以不同剂量七氟醚（0，4. 1%，8%）干

预小鼠海马神经元细胞系 HT22，使用不同质量浓度的 PNSLS（1. 5，3. 0，6. 0，12. 0 μg / mL）预处理神经元。将 HT22细胞分为对照组、

暴露于 4. 1%七氟醚的细胞组（4. 1% Sev组）、使用 6 μg / mL PNSLS对细胞进行预处理 1 h后将细胞暴露于 4. 1%七氟醚组（4. 1% Sev +
PNSLS 组）、在 PNSLS 处理前 1 h 加入丝裂原激活蛋白激酶（MAPK）激活剂 anisomycin（An）再暴露于七氟醚和 PNSLS 的共培养组

（4. 1% Sev + PNSLS + An 组）。通过 CCK - 8 法检测神经元活力，流式细胞术及免疫印迹（Western blot）法检测海马神经元凋亡，比色

活性测定试剂盒测定胱天蛋白酶 - 3（caspase - 3）活性，Western blot法测定内质网应激相关蛋白及 p38 MAPK /核转录因子 - κB p65
（p38 MAPK / NF - κB p65）信号通路相关蛋白的表达水平。结果 4. 1%七氟醚显著抑制海马神经元活力（P < 0. 05），6 μg / mL PNSLS
显著升高神经元活力并抑制海马神经元凋亡（P < 0. 05）。与 Sev组比较，Sev + PNSLS组细胞中凋亡蛋白 Bax表达水平显著降低（P < 0. 05），

B细胞淋巴瘤 2家族蛋白（Bcl - 2）表达水平显著升高（P < 0. 05），caspase - 3活性显著降低（P < 0. 05）；Sev + PNSLS组内质网应激诱

导的凋亡信号通路相关蛋白 78 000 葡糖调节蛋白（GRP78）、内质网应激相关蛋白（CHOP）表达水平均显著降低（P < 0. 01），p38 和

IκBα 的磷酸化水平均显著降低（P < 0. 01），细胞质中 NF - κB p65 水平显著升高（P < 0. 01），细胞核中 NF - κB p65 水平显著降低

（P < 0. 01）。与 Sev + PNSLS组比较，Sev + PNSLS + An组 p38和 IκBα的磷酸化水平均显著升高（P < 0. 01），细胞质中 NF - κB p65水

平显著降低（P < 0. 01），细胞核中 NF - κB p65 水平显著升高（P < 0. 01），海马神经元活力显著降低（P < 0. 01），凋亡率显著升高

（P < 0. 01）。结论 PNSLS通过激活 p38 MAPK / NF - κB p65信号通路抑制七氟醚诱导的神经元凋亡。
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the mechanism of stem - leaf saponins from Panax notoginseng （PNSLS） regulating the
apoptosis of sevoflurane（Sev）- induced neuronal apoptosis. Methods Different doses of sevoflurane（0，4. 1%，8%） were used to
intervene in the mouse hippocampal neuronal cell line HT22，and different concentrations of PNSLS（1. 5，3. 0，6. 0，12. 0 μg / mL）
were used to pre - treat the neurons. HT22 cells were divided into the control group，4. 1% Sev group（cells were exposed to 4. 1%
Sev），and 4. 1% Sev + PNSLS group（cells were pre - treated with 6 μg / mL PNSLS for 1 h，and then they were exposed to 4. 1%
Sev），and 4. 1% Sev + PNSLS + An group［MAPK activator anisomycin（An） was added 1 h before PNSLS treatment，and then the
cells were co - cultured with Sev and PNSLS］. Neuronal activity was detected by the CCK - 8 assay，the hippocampal neuronal
apoptosis was detected by flow cytometry and Western blot，the activity of caspase - 3 was determined by the colorimetric activity
assay kit，and the expression levels of endoplasmic reticulum stress - related proteins and p38 mitogen - activated protein kinase /
nuclear transcription factor - κB p65（p38 MAPK / NF - κB p65） signaling pathway - related proteins were determined by Western
blot. Results 4. 1% Sev could significantly inhibit hippocampal neuronal activity（P < 0. 05），6 μg / mL PNSLS could significantly
increase neuronal activity and inhibit hippocampal neuronal apoptosis （P < 0. 05）. Compared with those in the Sev group，the
expression level of PNSLS apoptotic protein Bax showed a significant decrease（P < 0. 05），the expression level of Bcl - 2 showed
a significant increase（P < 0. 05），and the caspase - 3 activity showed a significant decrease in the Sev + PNSLS group（P < 0. 05）；
the expression levels of apoptosis signaling pathway - related proteins GRP78 and CHOP induced by endoplasmic reticulum stress
in the Sev + PNSLS group significantly reduced （P < 0. 01）；the phosphorylation levels of p38 and IκBα significantly reduced
（P < 0. 01），the levels of NF - κB p65 in the cytoplasm significantly increased（P < 0. 01），and the levels of NF - κB p65 in the
nucleus significantly reduced in the Sev + PNSLS group （P < 0. 01）. Compared with those in the Sev + PNSLS group，the
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七氟烷诱导和恢复时间快，血 /气分配系数低，临

床常用作吸入式小儿和成人麻醉剂［1 - 2］。两项前瞻性随

机平行临床试验表明，七氟醚暴露可加重成人患者术

后认知功能障碍［3 - 4］，甚至可能直接改变患儿脑结构和

神经认知发育［5 - 6］。最常见的七氟醚诱导的损伤为细胞

凋亡，机制复杂多样［7］。为此，临床中一直在寻找对抗神

经元凋亡以减轻七氟醚诱导的神经认知障碍的方法［8］。
三七叶作为一种高效低毒的中草药［9］，其根和茎已用于

治疗心血管疾病［10］。三七及其提取物三七皂苷具有神

经保护、抗炎、抗凋亡等作用［11］。三七总皂苷主要从三

七根中提取、纯化获得；三七茎叶中的主要活性成分为

皂苷，化学结构主要为原人参二醇型，具有镇静催眠、

镇痛、调血脂、抗炎、延缓衰老等作用［12］。目前，三七茎

叶 总 皂 苷（PNSLS）已 被 证 实 具 有 保 护 神 经 的 作

用［13 - 14］。本研究中探讨了 PNSLS对七氟醚诱导神经元

凋亡的调控机制。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：气密塑料室（AbbVie Inc.）；PM 8060型气体

监测器（德国Drager公司）；NovoCyte型流式细胞仪（美

国 ACEA Biosciences公司）；Model 680型酶标仪（美国

Bio - Rad公司）。

试药：PNSLS（吉林省中医药研究院，批号为 2018 -
05 - 08）；七氟醚（Merck Millipore，CAS号28523 - 86 - 6）；
100 U / mL青霉素和 100 μg / mL链霉素的 Dulbecco's
改良 eagle培养基（DMEM，美国Gibco公司）；丝裂原激

活蛋白激酶（MAPK）激活剂 anisomycin（批号为SC0132，
10 mmol / L），Annexin V - FITC / PI凋亡试剂盒（批号为

C1075M），CCK - 8试剂盒（批号为 C0037），胱天蛋白

酶 - 3（caspase - 3）活性检测试剂盒（批号为 C1115），

BCA蛋白质测定试剂盒（批号为P0009），均购于碧云天

生物科技有限公司；抗Bax（ab32503，1∶1 000，21 000），B
细胞淋巴瘤2家族蛋白（Bcl2，ab32124，1∶1 000，26 000），

p38（ab170099，1∶1 000，42 000），p - p38（ab4822，1∶1
000，38 000），p65（ab32536，1∶1 000，65 000），IκBα
（ab32518，1∶1 000，36 000），p - IκBα（1∶1 000，
ab133462，36 000），78 000 葡 糖 调 节 蛋 白（GRP78，

ab21685，1∶1 000，78 000），β - 微管蛋白（β - tubulin，
ab6046，1∶500，50 000），Histone H3（ab1791，1∶2 000，
15 000），均购于美国Abcam公司；内质网应激相关蛋白

（CHOP，Cell Signaling Technology，# 5554S，1∶1 000，
27 000）。

细胞：小鼠海马神经元细胞系HT22（rocellLife Science &
Technology Co.，Ltd.，批号为CL - 0697，以下简称HT22
细胞）。

1. 2 方法

细胞处理与分组：使用含10%胎牛血清、100 U / mL
青霉素和 100 μg / mL链霉素的DMEM于 37 ℃、5% CO2
加湿培养温箱中培养HT22细胞，在具有入口和出口连

接器的气密塑料室中进行细胞培养暴露。气密塑料室

的入口用于调节七氟醚的浓度，与七氟醚蒸发器相连；

用载气（95%空气、5% CO2）中 0，4. 1%，8%七氟醚对气

密塑料室充气 15 min，利用气体监测器监测气密塑料室

出口的七氟醚浓度，直至达到目标浓度。37 ℃温度下保

持密封 6 h，对照细胞在 37 ℃、5% CO2潮湿环境中生长，

且不暴露于七氟醚。将HT22细胞分为对照组（Control组）；

暴露于 4. 1%七氟醚的细胞组（Sev组）；使用 6 μg / mL
PNSLS对细胞进行预处理 1 h，再将细胞暴露于 4. 1%七

氟醚组（Sev + PNSLS组）；于 PNSLS处理前 1 h加入

MAPK激活剂 anisomycin（An）再暴露于七氟醚和PNSLS
的共培养组（Sev + PNSLS + An组）。

CCK- 8法测定细胞活力：取HT22细胞（1 × 104个 /孔），

接种于 96孔板中，培养过夜，使细胞附着在板底部，向

每孔加入 10 μL CCK - 8试剂，放回培养箱中继续培养

2 h。从 96孔板取出，并置多功能酶标仪中，于 450 nm波

长处测量每个孔的吸光度（OD），计算HT22细胞的相对

活力。

细胞凋亡个数检测：为验证三七茎叶总皂苷对七

氟醚诱导的神经元凋亡的保护作用，将质量浓度分别

为 1. 5，3，6，12 μg / mL的PNSLS与先前暴露于 4. 1%七

氟醚的HT22细胞进行孵化。将不同处理组细胞接种至

12孔板（8 × 104个 /孔）中，48 h后用不含乙二胺四乙酸

（EDTA）的胰酶消化并收集细胞，根据 Annexin V -
FITC / PI凋亡试剂盒说明书进行操作。于 37 ℃避光孵

phosphorylation levels of p38 and IB significantly increased（P < 0. 01），the levels of NF - κB p65 in the cytoplasm significantly
reduced （P < 0. 01），the levels of NF - κB p65 in the nucleus significantly increased （P < 0. 01），the hippocampal neuronal
activity significantly reduced （P < 0. 01），while the apoptosis rate significantly increased in the Sev + PNSLS + An group（P <
0. 01）. Conclusion PNSLS can inhibit sevoflurane - induced neuronal apoptosis by activating the p38 MAPK / NF - κB p65
signaling pathway.
Key wordsKey words：：sevoflurane；stem - leaf saponins from Panax notoginseng；P38 mitogen - activated protein kinase；nuclear transcription
factor - κB p65；aspartate cysteine aspartate specific protease - 3；neuronal apoptosis；endoplasmic reticulum stress
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育30 min，用流式细胞仪检测细胞凋亡个数。

比色活性测定试剂盒测量 caspase - 3活性：收集

HT22细胞，并在冰上的裂解缓冲液中孵育15 min，取裂解

物，离心（15 000 g、4 ℃）15 min，用 BCA蛋白质测定试

剂盒测定蛋白质浓度。取 10 μL裂解物，置 80 μL反应缓

冲液中（含 10 μL 0. 2 mmol / L Ac - DEVD - pNA），于

37℃温度下孵育2 h。用酶标仪于405 nm波长处测定OD。
免疫印迹（Western Blot）法测定内质网应激反应相

关蛋白表达水平：为探讨七氟醚诱导的内质网应激反

应对HT22细胞的影响，在处理细胞 6 h后，评估内质网

应激相关蛋白。用RIPA裂解液提取HT22细胞蛋白，离

心（10 000 g）10 min，提取上清液，用双辛烷酸蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白浓度；将 20 μg蛋白质样品在 10%
十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）
上分离，并转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上；将 PVDF
膜置阻断缓冲液中孵育 1 h，加入抗 Bax，Bcl2，p38，p -
p38，p65，IκBα，p - IκBα，GRP78，CHOP，β - tubulin，
Histone H3，并孵育过夜；第 2天，用 Tris - 缓冲盐水 /
Tween 20清洗膜，用相应辣根过氧化物酶（HRP）结合

的第二抗体孵育 1 h。用高效化学发光（ECL）溶液测量

成像发展系统中蛋白质的表达水平，以 β - tubulin和
Histone H3为内参蛋白计算细胞或细胞核蛋白的相对表

达水平。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 21. 0统计学软件分析。检验符合正态分

布且方差齐时，计量资料以X ± s表示，行独立样本 t检
验；多组间比较采用One - Way ANOVA分析；事后检验

采用 Tukey's multiple comparisons test。P < 0. 05为差异

有统计学意义。

2 结果

2. 1 七氟醚抑制神经元活力

与七氟醚体积分数为 0时比较，暴露于 4. 1%或 8%
七氟醚后，细胞活力均显著降低（P < 0. 001），详见图 1。
用 8%七氟醚的培养基处理神经元时，未发现神经元活

力与 4. 1%七氟醚处理发生显著变化，故选取 4. 1%七

氟醚处理神经元6 h。
2. 2 PNSLS 增加神经元活力并抑制神经元凋亡

结果显示，与 Sev + 3 μg / mL PNSLS组比较，Sev +
6 μg / mL PNSLS组细胞活力显著升高（P < 0. 01），详见

图 2。故选取 6 μg / mL PNSLS作为治疗浓度。流式细胞

术结果显示，PNSLS可显著抑制神经元凋亡（P < 0. 01），

详见图 3。Western blot法结果显示，与 Sev组比较，Sev +
PNSLS组细胞中凋亡蛋白Bax表达水平显著降低，抗凋亡

蛋白Bcl - 2表达水平显著升高（P < 0. 01），详见图4。且七

氟醚处理后 caspase - 3活性显著增加，而PNSLS可逆转

这一现状（P < 0. 01），详见图5。可见，PNSLS能增加神经

元活力。
细胞相对活力 /倍数
1. 5

1. 0

0. 5

0
0 4. 1 8. 0

***

***

七氟醚体积分数 / %

注：*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001。图2至图9同。

图1 CCK - 8法检测七氟醚对HT22细胞神经元活力的影响

Note：*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001（for Fig. 1 - 9）.
Fig. 1 Effect of sevoflurane on neuronal activity of HT22 cells

detected by the CCK - 8 assay
细胞相对活力 /倍数

1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0

**
**

Sev + 1. 5 μg / mL
PNSLS组

Sev + 3 μg / mL
PNSLS组

Sev + 6 μg / mL
PNSLS组

Sev + 12 ug / mL
PNSLS组

组别

图2 CCK - 8法检测三七茎叶总皂苷对HT22细胞神经元活力

的影响

Fig. 2 Effect of PNSLS on the neuronal activity of HT22 cells
detected by the CCK - 8 assay

2. 3 PNSLS 抑制七氟醚触发的内质网应激反应

Western blot法结果显示，与 Control组比较，Sev组
和Sev + PNSLS组的GRP78和CHOP表达水平均显著升

高；与 Sev组比较，Sev + PNSLS组的GRP78和CHOP表
达水平均显著降低（P < 0. 01），详见图 6。可见，七氟醚

可能通过触发内质网应激反应诱导的凋亡信号通路促

进HT22细胞凋亡，而PNSLS能部分逆转此凋亡。

2. 4 PNSLS 介导 p38 MAPK / 核转录因子 - κB
（NF - κB）p65信号通路调节七氟醚诱导的神经元凋亡

结果显示，七氟醚可升高 p38及 IκBα的磷酸化水

平，以及 NF - κB p65向细胞核的核转位，而 PNSLS可
逆转以上现象（P < 0. 01），详见图 7。为进一步验证

PNSLS介导 p38 MAPK / NF - κB p65信号通路逆转七

氟醚诱导的神经元凋亡现象，在使用 PNSLS及七氟醚

的 HT22细胞中额外添加 MAPK激活剂 anisomycin对
p38 MAPK / NF - κB p65通路进行激活。结果显示，

MAPK激活剂 anisomycin使 p38和细胞质中 IκBα的磷

•药学论著•
Pharmacy Articles

63



2023年 11月 5日 第 32卷第 21期

Vol. 32，No. 21，November 5，2023China Pharmaceuticals

酸化水平显著升高（P < 0. 01），细胞质中 NF - κB p65
水平显著降低（P < 0. 01），详见图 7。CCK - 8法及流式

细胞术结果显示，激活 p38 MAPK / NF - κB p65通路，

可抑制神经元活力，促进神经元凋亡（P < 0. 05），详见

图 8和图 9。可见，PNSLS通过介导 p38 MAPK / NF - κB
p65信号通路而调节七氟醚诱导的神经元凋亡。

3 讨论

七氟醚为常用吸入性麻醉剂［15］，七氟醚麻醉的神

经保护作用或神经毒性作用尚存在争议［16］。研究表明，

神经炎症、钙失衡、神经元凋亡和氧化应激反应增强与

七氟醚诱导的认知障碍密切相关［17 - 19］。据报道，4. 1%
七氟醚处理 6 h可显著诱导海马神经元凋亡；七氟醚可

引发内质网应激反应，并可能导致神经元细胞凋亡［20］。
内质网在超过 1 / 3蛋白质的合成、折叠和结构成熟中

起重要作用［21］，其应激诱导的凋亡是神经疾病过程和

神经元细胞死亡中的重要病理事件［22 - 23］。本研究结果

显示，4. 1%七氟醚显著抑制HT22细胞的增殖并促进
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A - C. 流式细胞图（分别为Control组、Sev组、Sev + PNSLS组） D. 柱状图

图3 AnnexinV - FITC / PI法检测三七茎叶总皂苷对HT22细胞神经元凋亡率的影响

A - C. Flow cytometry（Control group，Sev group，Sev + PNSLS group） D. Histogram
Fig. 3 Effect of PNSLS on neuronal apoptosis of HT22 cells detected by the AnexinV - FITC / PI method
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图4 Western blot法检测三七茎叶总皂苷对神经元凋亡
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Fig. 4 Effect of PNSLS on the expression level of neuronal apop⁃
tosis - related proteins detected by the Western blot
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图5 比色法检测三七茎叶总皂苷对 caspase - 3活性的影响

Fig. 5 Effect of PNSLS on caspase - 3 activity detected by the
colorimetric assay
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图6 Western blot法检测三七茎叶总皂苷对七氟醚触发的内质网

应激反应相关蛋白表达水平的影响

Fig. 6 Effect of PNSLS on the expression level of sevoflurane -
triggered endoplasmic reticulum stress - related proteins detected

by the Western blot
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细胞凋亡；4. 1% 七氟醚暴露可增加 HT22 细胞中

GRP78和 CHOP蛋白表达水平及 caspase - 3活性，而

PNSLS可逆转上述现象。

MAPK家族是细胞表面受体和基因表达决定簇之

间的重要信号调节酶［24］，包括胞外信号调节激酶 1 / 2
（ERK1 / 2）、c - Jun 氨 基 端 蛋 白 激 酶（JNK）、p38、
ERK5［25］，控制着几乎所有的生理功能和过程，如细胞

适 应 、增 殖 、分 化 、存 活 和 程 序 性 细 胞 死 亡［26］。

p38 MAPK是丝氨酸 /苏氨酸MAPK家族中高度保守的

成员，其主要功能是向细胞传递细胞外信号［27］，可调节

细胞增殖、分化、炎性反应、氧化应激反应、凋亡等病理

生理过程［28 - 29］。p38 MAPK信号通路参与缺血性脑损

伤后大量神经元的晚期凋亡［26］，是缺血再灌注损伤诱

导细胞凋亡的重要信号转导途径之一，与内质网应激

激活有关［30 - 31］，在严重或持续的内质网应激反应下，

p38 MAPK磷酸化导致细胞功能障碍［32］。本研究结果显

示，PNSLS可减弱七氟醚诱导HT22细胞 p38 MAPK磷

酸化及内质网应激反应。

NF - κB是一种常见的核转录因子，广泛存在于细胞

质中，并在细胞受到刺激时充当信号通路［33］。作为一种经

典的炎性反应和氧化应激反应信号通路，NF - κB p65信
号通路通过调节趋化细胞因子、黏附分子、生长因子和
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图7 Western blot法检测三七茎叶总皂苷对p38MAPK / NF -
κB p65信号通路相关蛋白表达水平的影响

Fig. 7 Effect of PNSLS on the expression levels of p38 MAPK /
NF - κB p65 signaling pathway - related proteins detected by the

Western blot
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图8 CCK-8法检测MAPK激活剂对HT22细胞神经元活力的影响

Fig. 8 Effect of MAPK activator on neuronal activity of HT22
cells detected by the CCK - 8 assay
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图9 Annexin V - FITC / PI法检测MAPK激活剂对HT22细胞

凋亡率的影响

A - B. Flow cytometry（Sev + PNSLS group，Sev + PNSLS + An group）
C. Histogram

Fig. 9 Effect of MAPK activator on apoptosis of HT22 cells
detected by the Annexin - V FITC / PI method
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各种酶的基因表达，在机体的炎性反应、免疫调节和细

胞凋亡中发挥重要作用［34 - 35］。本研究结果显示，七氟

醚可激活 p38 MAPK / NF - κB p65通路，促使NF - κB
p65向细胞核的核转位，而 PNSLS可抑制该通路活性，

经额外的MAPK激活剂处理HT22细胞的细胞活力显

著下降，细胞凋亡显著上升。

综上所述，PNSLS通过介导p38 MAPK / NF - κB p65
信号通路而抑制七氟醚诱导的神经元凋亡。但本研究仅

探讨了细胞进程，未来研究中应开展动物体内实验。
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