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人参皂苷２０（ｓ）Ｒｇ３对 ｌｌｃｐｋ１细胞中顺铂
所致肾毒性的保护作用

吴胜斌　王应灯
（上海交通大学医学院附属第九人民医院肾脏内科，上海，２０００１１）

摘要　目的：探讨人参皂苷２０（ｓ）Ｒｇ３对ｌｌｃｐｋ１细胞中顺铂所致肾毒性的保护作用。方法：通过基于细胞的肾脏保护试
验，研究了发酵黑参（ＦＢＧ）及其活性成分人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３对猪肾（ＬＬＣＰＫ１）细胞中顺铂（化疗药物）诱导的损伤的保
护作用。结果：由顺铂诱导的细胞活力降低，再使用ＦＢＧ提取物和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３依赖剂量后明显恢复。用ＦＢＧ提
取物或人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３处理后会降低顺铂诱导升高与磷酸化 ｃＪｕｎＮ末端激酶（ＪＮＫ），ｐ５３和裂解的半胱天冬酶３
升高的蛋白。通过用ＦＢＧ和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３的共同处理，由于顺铂的诱导导致凋亡 ＬＬＣＰＫ１细胞升高的百分比显
著降低。结论：人参皂苷２０（ｓ）Ｒｇ３可改善ＬＬＣＰＫ１的细胞毒性，人参皂苷２０（Ｓ）ＲＧ３可能是通过阻断ＪＮＫＰ５３ｃａｓｐａｓｅ
３信号级联反应来介导这种作用的重要组成部分。
关键词　顺铂；人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３；ｌｌｃｐｋ１细胞；ｃＪｕｎＮ末端激酶；肾毒性；发酵黑参；丝裂原活化蛋白激酶；细胞外调
节蛋白激酶；磷酸脱氢酶；甘油醛３磷酸脱氢酶
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　　人参是最著名的中草药之一，其个体成分可增
强肾功能

［１］
。人参通过减弱氧化应激有效地改善了

大鼠链脲佐菌素诱导的肾功能障碍
［２４］
。最近，评价

人参引起的药物肾毒性的作用，以及参与这一反应

的机制和活性成分，还有人参潜在的肾脏保护功效

成为人们感兴趣的研究领域
［５７］
。人参可防止大鼠

庆大霉素（一种氨基糖苷类抗生素）引起的肾损

伤
［１］
。庆大霉素诱导的肾毒性与氧化损伤有关。与

人参共同施用，通过抑制自由基形成和抗氧化系统

的恢复来减少庆大霉素诱导的肾损伤。在人参的几

个成分中，酚酸、黄酮，负责增加肾血流量和消除自

由基，表现出对庆大霉素诱导的氧化毒性的保护作

用
［８１１］
。

目前对开发方法已经进行了研究，可使用热加

工来提高人参转换为达玛烷型皂苷的药理功效。按

照这个概念，已经准备了黑参作为原料人参来进行
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热加工和发酵。虽然一些对于人参的研究集中在其

对糖尿病的保护作用
［３］
，但还不清楚黑参对药物诱

导的肾毒性的影响。

本研究旨在研究黑参及其活性成分人参皂苷

２０（Ｓ）Ｒｇ３对猪肾（ＬＬＣＰＫ１）细胞中顺铂（化疗药
物）诱导的损伤的肾脏保护作用。此外，我们着重评

估丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）作为黑参在肾脏
保护作用中的重要影响。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　猪肾（ＬＬＣＰＫ１）细胞（美国，美国典
型培养物保藏中心）。

１１２　药物　人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３（中国，长春市
凯瑞化学试剂经销站）；顺铂（美国，美国 Ｓｉｇｍａ公
司）。

１１３　试剂与仪器　ＤＭＥＭ培养基（美国，美国
Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛血清（美国，Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ｐ３８促
分裂素原活化蛋白激酶试剂盒（美国，美国Ｓｉｇｍａ公
司）；ＥｚＣｙｔｏｘ试剂（美国，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；磷酸
化ｐ３８试剂盒，ｐ４４／４２（美国，美国 Ａｂｃａｍ公司）促
分裂素原活化蛋白激酶细胞外信号调节激酶试剂
盒（美国，美国 Ａｂｃａｍ公司）；放射免疫沉淀测定缓
冲液（美国，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；磷酸化ｐ４４／４２，ｃ
ＪｕｎＮ末端激酶试剂盒（ＪＮＫ）（美国，美国 Ａｂｃａｍ公
司）；化学发光预先蛋白质印迹检测试剂（美国，美

国Ｒ＆Ｄ公司）；Ｔａｌｉ凋亡试剂盒（美国，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）；磷酸化末端激酶试剂盒（美国，美国 Ａｂ
ｃａｍ公司）；ｐ５３，裂解的半胱天冬酶３试剂盒（美国，
美国 Ａｂｃａｍ公司）；甘油醛３磷酸脱氢酶试剂盒
（ＧＡＰＤＨ）（美国，美国 Ａｂｃａｍ公司）和辣根过氧化
物酶缀合的抗兔抗体试剂盒（美国，美国 Ａｂｃａｍ公
司）。

细胞培养箱（美国，Ｔｈｅｒｍｏ公司）；酶标仪（美
国，ＢｉｏＲａｄ公司）；凝胶成像仪（美国，ＢｉｏＲａｄ公
司）；Ｔａｌｉ图像的细胞仪（美国，Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｆｕｓｉｏｎ
Ｓｏｌｏ化学发光系统（法国，法国ＶＩＬＢＥＲ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　人参干粉提取物由北京
同仁堂吉林人参有限责任公司提供。四年生白参是

从大连富生制药有限公司购买的。人参的真实性是

根据成分配方确定的。黑参在８５℃下通过９个循
环反复蒸煮白参８ｈ并在５０℃下干燥４８ｈ制备。
为了制备人参提取物，将黑参粉碎成粉末，并用１０
倍体积的蒸馏水，在８０℃ ７２ｈ萃取１次，然后过滤

并冷却。人参提取物用酵母菌（丹麦格林纳拉勒曼

德）在３４℃下发酵２５ｈ。发酵后，将黑参提取物在
８５℃灭菌２２ｈ，然后冻干。本研究中使用的黑参提
取物中的人参皂苷Ｒｇ２，Ｒｇ３，Ｒｈ１，Ｒｈ２和Ｒｆ分别为
２８６ｍｇ／ｍＬ，２４５２ｍｇ／ｍＬ，１２６２ｍｇ／ｍＬ，０６３ｍｇ／
ｍＬ和１３２ｍｇ／ｍＬ［１２］。
１２２　检测指标与方法　评估对顺铂所致肾细胞
损伤的保护作用：使用 ＬＬＣＰＫ１细胞评估对抗氧化
肾细胞损伤的保护作用

［１２１３］
。ＬＬＣＰＫ１细胞从美国

典型培养物保藏中心购买，并在空气中含５％的ＣＯ２
和３７℃的环境中培养含１０％胎牛血清、１％青霉素／
链霉素和４ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺的 ＤＭＥＭ培养基。
将每空１×１０个细胞接种在９６孔培养板中，并使其
粘附２ｈ。然后，将试验样品、自由基供体２５μｍｏｌ／Ｌ
顺铂或两者均加入培养基中。培养２４ｈ后，除去含
有测试样品、自由基供体或两者的培养基。在３７℃
将细胞在无血清培养基（９０ｍＬ／孔）和 ＥｚＣｙｔｏｘ试
剂（１０ｍＬ／孔）中培养 ２ｈ。通过使用酶标仪测量
４５０ｎｍ处的吸光度来测定细胞活力。

蛋白印迹分析：全细胞提取物制备按照制造商

的说明使用放射免疫沉淀测定缓冲液，以１ｍｍｏｌ／Ｌ
苯甲基磺酰氟作为辅助。蛋白质（全细胞提取物，２０
ｍｇ／泳道）在预制４１５迷你 ＰＲＯＴＥＡＮＴＧＸ凝胶电
泳分离后涂抹到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，并利用表位
特异性原发性和继发性抗体进行分析。使用增强的

化学发光预先蛋白质印迹检测试剂和ＦｕｓｉｏｎＳｏｌｏ化
学发光系统以显现结合的抗体。

基于图像的流式细胞仪测定：ＬＬＣＰＫ１细胞用
于基于图像的凋亡测定系统。所有测定均按照用于

操作Ｔａｌｉ图像的细胞仪的指南进行。细胞在３７℃，
５％ＣＯ２的环境下用样品处理２４ｈ。使用 ＴｒｙｐＬＥ试
剂通过胰蛋白酶处理后收获细胞，并使用 Ｔａｌｉ凋亡
试剂盒进行染色。对样本进行独立划分和分析并按

照制造商推荐的协议使用Ｔａｌｉ图像和流动细胞仪厂
家。通过用膜联蛋白 ＶＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８缀合物染色
测定细胞群的凋亡部分。碘化丙啶（ＰＩ）用于从凋亡
细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性／ＰＩ阴性）分化死细胞（膜联蛋
白Ｖ阳性／ＰＩ阳性或膜联蛋白Ｖ阴性／ＰＩ阳性）。由
Ｔａｌｉ式细胞仪测出存活的、凋亡的和死亡的细胞群
的百分比与来自同一样品独立运行的流式细胞仪上

的数据是类似的
［１４１５］
。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析。用多重比较检验和方差分析。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
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２　结果
在本研究中，我们试图确定黑参提取物及其活

性人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３的肾脏保护作用以及所涉及
的机制，以确定其治疗潜力。我们进行了基于细胞

的肾脏保护试验，以评估黑参提取物和人参皂苷２０
（Ｓ）Ｒｇ３对 ＬＬＣＰＫ１细胞的保护作用。使用 ＬＬＣ
ＰＫ１细胞系建立肾细胞保护试验条件，该细胞系通
常用于评估肾毒性

［１６１７］
。用２５μｍｏｌ／Ｌ的顺铂治疗

后，控制ＬＬＣＰＫ１细胞存活率降低到６０％。使用黑
参及人参皂苷２０（Ｓ）ＲＧ３后，由顺铂导致降低得细
胞存活率明显恢复（图１）。黑参提取物和人参皂苷
２０（Ｓ）Ｒｇ３分别控制在５００ｍｇ／ｍＬ和２５０ｍｇ／ｍＬ水
平改善了顺铂导致的肾毒性。

正常的ＭＡＰＫ信号转导的失调与急性与慢性肾
脏疾病有关

［１８］
。在本研究中，我们试图确定

ＭＡＰＫｓｐ５３ｃａｓｐａｓｅ凋亡级联在介导黑参和人参皂
苷２０（Ｓ）Ｒｇ３对肾细胞中氧化细胞毒性的保护作用

中所扮演的成分。如图２所示，顺铂治疗２４ｈ后，
观察磷酸化氨基末端激酶在用黑参及人参皂苷２０
（Ｓ）ＲＧ３处理后下降。然而，ｐＥＲＫ和 ｐＰ３８没有
明显的变化（数据未显示）。

顺铂诱导的肾毒性依赖于 ＤＮＡ损伤诱导的细
胞凋亡。ｐ５３的蛋白水平在使用顺铂治疗后显着增
加，而经高浓度的黑参及人参皂苷 ２０（Ｓ）ＲＧ３
治疗后大幅减少。类似地，用黑参和人参皂苷 ２０
（Ｓ）Ｒｇ３处理后，升高的切割的半胱天冬酶３水
平也降低了。图３显示黑参提取物和人参皂苷２０
（Ｓ）Ｒｇ３对 ＬＬＣＰＫ１细胞凋亡的影响。如图 ３Ａ
所示，使用顺铂治疗后，被红绿荧光染色的凋亡及

死亡细胞的数量增加了，其数量在经黑参尤其是与

人参皂苷２０（Ｓ）ＲＧ３联合治疗后降低。用黑参
和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３进行联合治疗后，顺铂治
疗诱导的凋亡 ＬＬＣＰＫ１细胞升高百分比明显降低
（图３Ｂ）。

图１　人参和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３对顺铂诱导的肾细胞损伤的保护作用
　　注：（Ａ）２５μＭ顺铂治疗后黑参和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３的肾脏保护作用的代表显微图像。（Ｂ）用顺铂治疗（２５μＭ）ＬＬＣＰＫ１细胞后黑参

和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３的保护测定。ＬＬＣＰＫ１细胞用各种浓度的黑参和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３预处理２小时，然后进一步用２５μＭ的顺铂治疗

２４小时。使用ＭＴＴ测定法评估细胞活力。与顺铂观察组比较，Ｐ＜００５。ＦＢＧ（发酵黑参）；ＭＴＴ，３（４，５二甲基噻唑２基）２，５二苯基四唑

溴化物
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图２　所述的ｃＪｕｎＮ末端激酶；ｐ５３；半胱天冬蛋白酶３的信号传导途径介导了黑参
和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３对抗ＬＬＣＰＫ１细胞毒性的保护作用

　　注：（Ａ）Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析结果显示用黑参和人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３，含或不含不同浓度的顺铂来处理２４ｈ，ＬＬＣＰＫ１细胞中磷酸化（ｐ）

ＪＮＫ、ＪＮＫ、ｐ５３、切割的半胱天冬酶３和磷酸脱氢酶的水平。（Ｂ）来自Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析的ｐＪＮＫ，ｐ５３和切割的半胱天冬酶３的定量结果。使

用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离全细胞裂解物（２０ｍｇ），转移到ＰＶＤＦ转移膜上，并用所述抗体进行探测。使用增强的化学发光检

测系统可视化蛋白质。与顺铂观察组比较，差异有统计学意义，Ｐ＜００５。ＥＲＫ（细胞外信号调节激酶）；ＦＢＧ（发酵黑参）；磷酸脱氢酶；甘油

醛３磷酸脱氢酶

图３　黑参及人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３对ＬＬＣＰＫ１细胞凋亡的影响
　　注：（Ａ）凋亡检测的代表性图像。（Ｂ）膜联蛋白Ｖ阳性染色细胞的百分比。用红绿荧光对死亡和凋亡细胞进行染色。使用基于Ｔａｌｉ图像

的细胞仪测定细胞凋亡。与顺铂观察组比较，差异有统计学意义，Ｐ＜００５。ＦＢＧ（发酵黑参）

３　讨论
人参皂苷是三萜烷磺酸衍生的３０碳糖苷，是人

参的主要活性成分。人参皂苷抑制正常大鼠肾细胞

中斑蝥素诱导的细胞毒性。人参皂苷经预处理降低
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了大鼠血清肌酐，尿蛋白，血尿素氮和组织学变化的

增加
［１９］
。这些结果可能反映了某些人参皂苷可改

善药物性肾毒性肾功能不全。

顺铂诱导的肾损伤与自由基和氧化应激的形成

有关，这种损伤可激活 ＭＡＰＫｓ［２０２２］。用抗氧化剂和
胱天蛋白酶抑制剂治疗可以缓解顺铂相关肾毒性的

作用。有相当多的证据表明该蛋白激酶、ｐ５３和半
胱天冬酶途径在凋亡途径的调控以及炎性反应过程

中发挥重要作用。本研究结果表明 ＪＮＫｐ５３
ｃａｓｐａｓｅ３信号级联在介导黑参人参皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３
对培养的ＬＬＣＰＫ１细胞中氧化细胞毒性的保护作
用方面起关键作用。

人参通过减轻包括超氧化物歧化酶，谷胱甘肽

过氧化物酶，过氧化氢酶和谷胱甘肽 Ｓ转移酶在内
的抗氧化酶的活性以及谷胱甘肽的水平，显示出对

顺铂诱导的肾毒性的保护作用。这种效应从而降低

了氧化应激、生化指标的改变、组织学改变、基因组

ＤＮＡ损伤、以及表达 ＴＮＦａ、白细胞介素６、肿瘤抑
制基因ｐ５３等指标。人参皂苷Ｆ１１经预处理降低了
顺铂诱导的血尿素氮和肌酐水平的升高，改善了组

织病理学损伤。进一步的研究表明，Ｆ１１抑制 ｐ５３
的活化，反转了 Ｂ细胞淋巴瘤２相关 Ｘ蛋白／Ｂ细
胞淋巴瘤２的比例，顺铂诱导的抗氧化和自由基水
平反过来抑制了肾小管细胞凋亡

［２３２４］
。然而，人参

皂苷２０（Ｓ）Ｒｇ３的效果和作用机制到目前为止尚
未确定。

总之，我们的研究结果表明，人参皂苷２０（ｓ）
Ｒｇ３可改善ＬＬＣＰＫ１的细胞毒性，人参皂苷２０（Ｓ）
ＲＧ３可能是通过阻断 ＪＮＫＰ５３ｃａｓｐａｓｅ３信号级联
反应来介导这种作用的重要组成部分。
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