
基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８１２７３８８５）；北京中医药大学研究生自主课题项目（编号：２０１５ＪＹＢＸＳ０４３）；北京市自然科学基金
项目（编号：７１４４２２３）
作者简介：张赛（１９８９０５—），女，在读硕士研究生，主要从事中药复方治疗脑病的配伍机制研究
通信作者：李卫红（１９７３０５—），女，医学博士，副教授，硕士研究生导师，主要从事中医药治疗脑病的基础研究，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｗｅｉｈｏｎｇ４０３＠
１６３ｃｏｍ

三七总皂苷对拟缺血脑微血管内皮细胞

ＲＩＧＩ表达的影响
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摘要　目的：研究三七总皂苷对拟缺血损伤的脑微血管内皮细胞维甲酸诱导基因Ｉ（ＲｅｔｉｎｏｉｃＡｃｉｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅＧｅｎｅＩ，ＲＩＧＩ）
的影响。方法：采用原代培养大鼠脑微血管内皮细胞（ＢｒａｉｎＭｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌ，ＢＭＥＣ），氧糖剥夺法制备拟缺血
损伤模型，首先用不同浓度梯度的三七总皂苷进行干预，筛选出三七总皂苷的最佳用药浓度，然后分别采用荧光定量ＰＣＲ
和免疫蛋白印迹法检测各组细胞中ＲＩＧＩｍＲＮＡ及蛋白的表达水平。结果：三七总皂苷在２２μｇ／ｍＬ浓度时能够显著提
高拟缺血损伤脑微血管内皮细胞的活性，同时能够从基因和蛋白水平下调 ＲＩＧＩ的表达。结论：三七总皂苷对拟缺血损
伤脑微血管内皮细胞具有保护作用，提示三七总皂苷在缺血性脑损伤中使ＲＩＧＩ的表达下调可能是其发挥抗炎作用的内
在分子机制之一。
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　　近年实验和临床研究发现，三七总皂苷（Ｐａｎａｘ
ＮｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇＳａｐｏｎｉｎｓ，ＰＮＳ）能够有效减轻缺血性脑
损伤，尤其是对缺血后炎性反应具有显著作用［１］。

维甲酸诱导基因Ｉ作为一种模式识别受体，可识别
非自身的病毒ＲＮＡ，在病毒感染后机体天然免疫反
应中发挥重要作用。但新近发现 ＲＩＧＩ样受体信号
通路也涉及非病毒感染性的炎性反应，发现其与肿

瘤、风湿性关节炎、缺血性损伤等的发生也有密切联

系。因此，该实验是通过观察氧糖剥夺模型（Ｏｘｙ

ｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅＤｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）后三七总皂苷对大鼠
脑微血管内皮细胞中 ＲＩＧＩｍＲＮＡ及蛋白表达水平
的调节，进一步深入揭示三七总皂苷在缺血性脑损

伤中发挥抗炎作用的分子机制。

１　实验材料与方法
１１　主要材料与仪器　三七总皂苷（中国食品药品
检验研究所），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ南美胎牛血清），
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基干粉（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），内皮
细胞生长添加剂（ＥＣＧＳ）（中科迈晨（北京）科技有
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限公司），明胶（美国 Ｓｉｇｍａ公司），胰蛋白酶（美国
Ｓｉｇｍａ公司），胶原酶Ⅱ型（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＣＣＫ８
试剂盒（日本同仁化学研究所），兔抗大鼠单克隆

ＲＩＧＩ抗体（美国ＣＳＴ公司），山羊抗兔二抗（中杉金
桥），ＳＨＫＥ４０００８ＣＥ恒温孵育箱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司），荧光倒置显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司），ＰＣＲ自
动系列化分析仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司），Ｔａｎｏｎ４５００
数码凝胶图像处理系统（北京原平皓生物技术有限

公司）。

１２　取材及造模　采用本课题组已建立的大鼠脑
微血管内皮细胞培养技术［２］，使用的第３代内皮细
胞，其纯度达到９８％［３］。应用本课题组已建立的氧

糖剥夺模型［４］进行造模。

１３　用药浓度的确定与分组　将传至３代的细胞
随机分为 ９组：正常组、模型组以及 ７个给药组
（ＰＮＳ分别按照５５、１１、２２、４４、８８、１７６、３５２μｇ／ｍＬ
浓度给药），正常组不作处理，其余８组按上述方法
进行造模，ＯＧＤ结束后用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活
性，通过比较各组间ＯＤ值差异，筛选出ＰＮＳ的最佳
给药浓度。

将培养至３代的细胞随机分为３组，即正常组、
模型组和三七总皂苷组。正常组不作处理，其余２
组均进行造模，其中，三七总皂苷组按上步实验筛选

出的最佳浓度在造模前以及造模过程中均给药。

１４　ＰＣＲ法检测 ＲＩＧＩｍＲＮＡ的表达　造模结束
后，用Ｔｒｉｚｏｌ抽提总ＲＮＡ，采用实时荧光定量ＰＣＲ法
检测ＲＩＧＩｍＲＮＡ的表达水平。ＰＣＲ所用引物序列
如下：ＲＩＧＩ：上游 ５’ＧＡＡＡＴＡＣＡＡＣＧＡＣＧＣＣＣＴＣＡ
３’，下游 ５’ＡＡＡＴＧＣＴＧＣＴＴＣＴＣＧＧＡＣＡＴ３’；βａｃ
ｔｉｎ：上游５’ＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴ３’，下游
５’ＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧ３’。
１５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测ＲＩＧＩ蛋白的表达　氧
糖剥夺模型后，用 ＲＩＰＡ细胞裂解液提取蛋白，用
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组细胞 ＲＩＧＩ蛋白的表达
水平。利用凝胶成像仪拍照记录后分析图像的灰度

值。

１６　统计学处理　应用统计学软件 ＳＰＳＳ２００进
行数据分析，实验结果用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓｓ）表
示，本实验数据处理应用 ｔ检验和单因素方差进行
分析，其中Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。
２　实验结果
２１　不同浓度三七总皂苷对拟缺血 ＢＭＥＣ活性的
影响　如图１结果所示，模型组较正常组 ＯＤ值显
著降低（Ｐ＜００１），说明 ＯＧＤ会使内皮细胞损伤严

重，活性显著减弱。三七总皂苷在低浓度阶段时，大

鼠ＢＭＥＣｓ活性随药物浓度增加而逐渐增强，在２２
μｇ／ｍＬ时达到最高峰，较模型组 ＯＤ值显著升高（Ｐ
＜００１）。之后随浓度继续增加，内皮细胞活性反而
下降，ＯＤ值仅在８８μｇ／ｍＬ时与模型组比差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。因此选用２２μｇ／ｍＬ作为下
一步实验的用药浓度。

图１　不同浓度三七总皂苷对拟缺血ＢＭＥＣ活性的影响
　　注：与正常组比：＃＃Ｐ＜００１；与模型组比：△Ｐ＜００５；△△

Ｐ＜００１。

２２　三七总皂苷对拟缺血大鼠ＢＭＥＣ中ＲＩＧＩｍＲ
ＮＡ表达的影响　如图 ２结果所示，模型组 ＲＩＧＩ
ｍＲＮＡ水平较正常组显著升高（Ｐ＜００１），提示
ＯＧＤ可诱导大鼠脑微血管内皮细胞ＲＩＧＩｍＲＮＡ高
表达；三七总皂苷组 ＲＩＧＩ基因表达较模型组显著
降低（Ｐ＜００１），提示三七总皂苷对ＲＩＧＩｍＲＮＡ有
显著下调作用。

图２　三七总皂苷对拟缺血大鼠ＢＭＥＣ中
ＲＩＧＩｍＲＮＡ表达的影响

　　注：与正常组比：＃＃Ｐ＜００１；与模型组比：△△Ｐ＜００１。

２３　三七总皂苷对拟缺血大鼠 ＢＭＥＣ中 ＲＩＧＩ蛋
白的影响　如图 ３结果所示，正常组内皮细胞中
ＲＩＧＩ蛋白的表达量较少，氧糖剥夺后，条带明显增
粗，提示ＯＧＤ可诱导 ＲＩＧＩ表达明显增加，三七总
皂苷能明显下调ＲＩＧＩ的蛋白表达。定量分析后发
现，三七总皂苷组较模型组条带灰度值明显降低，表

明组间差异有统计学意义（Ｐ＜００５），与 ＰＣＲ结果
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基本一致。

图３　三七总皂苷对拟缺血大鼠ＢＭＥＣ中ＲＩＧＩ蛋白的影响

　　注：与正常组比：＃Ｐ＜００５；与模型组比：△Ｐ＜００５。

３　讨论
缺血性脑血管病是脑卒中最常见的临床类型，

以发病率高、致残率高及致死率高著称。在脑动脉

栓塞或血栓形成后，由于脑组织的缺氧血症以及继

发的级联反应引起了组织的能量耗竭启动了脑组织

损伤［５］。随着缺血性脑损伤的发生，炎性反应细胞

（小胶质细胞、内皮细胞、星形胶质细胞、白细胞等）

被激活，当炎性反应细胞活化后合成并释放炎性反

应递质，这些炎性反应递质反过来又可进一步激活

炎性反应细胞，形成恶性循环，进而加重脑损伤［６］。

因此，阻断缺血后炎性反应级联反应成为改善缺血

再灌注脑损伤的研究热点。

依据１９８９年 ＣｈａｒｌｅｓＪａｎｅｗａｙ提出的天然免疫
模式识别理论，包括ＲＩＧＩ样受体、Ｔｏｌｌ样受体、ＮＯＤ
样受体、Ｈｉｎ２００家族蛋白和一些 ＤＮＡ感应分子在
内的受体同属于病原识别受体，能够特异性地识别

病毒表达的病原相关分子模式感知外源病原体，通

过诱导下游的信号通路，激发人体的天然免疫反应，

构成机体的第一道免疫防御防线［７］。ＲＩＧＩ基因最
早由我国上海瑞金医院血液病研究所发现［８］，是

ＲＬＲ家族成员之一。ＲＩＧＩ在被发现后广泛的应用
于抗病毒研究中。但近年来，随着研究的深入，发现

ＲＩＧＩ样受体信号通路也涉及非病毒感染性的炎性
反应。

ＬｉｕＦ等［９］在研究中分别采用了急性炎性反应

模型（ＬＰＳ刺激巨噬细胞）和慢性炎性反应模型
（ＨＵＶＥＣ细胞传代的复制性衰老模型）发现在这两
种不同的炎性反应模型中 ＲＩＧＩ均被上调并且发挥
生物学功能。在对衰老相关的慢性炎性反应模型研

究中首次提出了 ＩＲＦ１ＲＩＧＩＮＦκＢ／ＡＰ１轴线在缓
慢进行的细胞周期中会引起慢性炎性反应，在衰老

细胞中干涉ＲＩＧＩ能够显著性降低转录因子 ＮＦκＢ
和ＡＰ１的生物学活性以及细胞上清中 ＩＬ６的分泌
水平。Ｐｏｅｃｋ等［１０］后来发现，ＲＩＧＩ的炎性作用是其
作用于炎性激活的传感器，如 ＭＡＶＳ、ＴＲＡＦ，导致
ｃａｓｐａｓｅ１激活和产生成熟 ＩＬ１β。这些研究确认了
ＲＩＧＩ在非感染性疾病炎性反应中的作用和地位，即
ＲＩＧＩ的活化可通过信号转导诱导炎性反应因子的
表达。ＦｒａｎｋＪＢｒａｎｄ等［１１］在大脑中动脉栓塞模型

大鼠中，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和免疫组化可以观察
到其海马中ＲＬＲ信号通路中ＲＩＧＩ和ＩＮＦα蛋白表
达升高；体外实验显示，在星形胶质细胞 ＯＧＤ后
ＲＩＧＩ和ＩＦＮα表达也升高，这些研究结果具有一致
性。此外，他们还发现在星形胶质细胞 ＯＧＤ后 ＮＦ
κＢ的表达亦升高，且其变化趋势与 ＲＩＧＩ呈线性相
关。这些研究表明ＲＩＧＩ参与了脑缺血后炎性反应
损伤，在大鼠脑缺血后 ＲＩＧＩ能够通过活化 ＮＦκＢ，
诱导炎性反应因子的产生，起到加重脑缺血损伤的

病理作用。本课题通过氧糖剥夺法制备了大鼠拟缺

血ＢＭＥＣｓ损伤模型，结果显示，ＯＧＤ后ＲＩＧＩｍＲＮＡ
和蛋白水平均出现明显上调，提示内皮细胞 ＲＩＧＩ
的高表达也参与了缺血后炎性反应，降低内皮细胞

ＲＩＧＩ的表达可能是阻断缺血后炎性反应级联反应
的潜在靶点。

ＰＮＳ是中药三七的主要有效成分，具有降低心
肌耗氧量、扩张血管、延长凝血时间、抑制血小板凝

集、抗氧化、清除自由基、抗炎、降血脂等药理作用，

临床上广泛应用于缺血性脑中风的治疗。唐婧姝等

研究显示，三七总皂苷能降低脑缺血再灌注后炎性

细胞因子的含量，发挥其改善脑缺血再灌注损伤的

功效。本实验，通过ＯＧＤ初步得出三七总皂苷浓度
与大鼠拟缺血损伤ＢＭＥＣｓ活性的量效关系，分析发
现药效与该药的药物浓度之间呈非线性关系：在

ＰＮＳ药物浓度较低时，脑内皮细胞活性随药物浓度
的增加逐渐增强，在２２μｇ／ｍＬ时达到最高峰，然后
药物的保护作用随着浓度的增加却反而下降，提示

三七总皂苷在一定剂量范围内具有内皮保护作用，

浓度过高可能具有一定的细胞毒作用。综合实时荧
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光定量 ＰＣＲ和 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的结果来看，大鼠
ＢＭＥＣｓ氧糖剥夺造模后，ＲＩＧＩ的表达明显升高，三
七总皂苷在ｍＲＮＡ和蛋白水平均使ＲＩＧＩ的高表达
显著下调。综上可知，细胞内ＲＩＧＩ激活可活化ＮＦ
κＢ，引起ＴＮＦα等相关炎性反应因子的表达，从而
启动或进一步加重炎性损伤。本实验结果提示，三

七总皂苷抑制大鼠氧糖剥夺模型后ＢＭＥＣｓ中ＲＩＧＩ
的高表达，可能是其在缺血性脑损伤中发挥抗炎作

用的内在机制之一。
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第八届中医儿科国际学术交流大会定于１１月在中国南京召开

　　经世界中联批准，第八届中医儿科国际学术交
流大会定于２０１６年１１月１９－２１在中国南京召开。

一、大会主题

中医儿科学术流派的传承与创新

二、会议征文内容

１江（江育仁）氏、董（董廷瑶）氏、徐（徐小圃）
氏等现代中医儿科学术流派的学科建树与学术特

点。

２纪念江育仁教授诞辰１００周年，学术生涯与
学科贡献回顾。

３中医儿科名老中医学术思想与临证经验。
４中医儿科学术创新的理论与实践。
５现代中医儿科的临床与实验研究。
６中青年学者的临床经验体会交流。
三、征文要求

１尚未在学术会议及公开刊物上发表的论文。
２保证论文内容的真实性和客观性，文责自

负。

３投稿论文中、英文摘要各一份，摘要 ２００～
４００字，回顾、总结性论文用叙述式，研究性论文分
目的、方法、结果、结论四个部分。

４编排要求：标题宋体２号，加粗，居中；作者
姓名楷体５号，居中，“，”分隔；“（）”内写单位、城
市、邮政编码，宋体５号，居中；摘要、关键词宋体５
号；英文字体 ＴｉｍｅＮｅｗＲｏｍａｎ，标题小２号，作者、
单位、摘要、关键词小４号；正文一级标题黑体５号，
以下全部宋体 ５号，序号采用 １、１１、１１１方式。
可附参考文献。文后附作者简介（包括姓名、职称、

主要研究方向、联系方式等）。Ｗｏｒｄ文档文稿。字
数１５００～３５００字。

四、投稿方式

来稿请发电子邮箱：ｓｚｌｅｋ＠１２６ｃｏｍ。本次征稿
不接受纸质版。

五、征稿截止日期：２０１６年９月３０日。
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