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摘要: 目的 研究人参皂苷 F2 对人胚肾 293( HEK-293) 细胞氧化应激损伤的保

护作用。方法 以 0. 4 mmol /L 过氧化氢( H2O2) 诱导 HEK-293 细胞氧化应激，1. 25、
5 和20 μmol /L 人参皂苷 F2 预处理，MTS 法检测细胞活力; DCFH-DA 荧光探针考察

细 胞 活 性 氧 ( reactive oxygen species， ＲOS ) 含 量; 试 剂 盒 检 测 丙 二 醛

( malondialchehyche，MDA) 水平和抗氧化酶超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase，

SOD) 、过氧化氢酶 ( catalase，CAT) 和谷胱甘肽过氧化物酶 ( glutathione peroxidase，

GSH-Px) 活性; 蛋白质印迹法( Western blot) 和 qＲT-PCＲ 检测核因子 E2 相关因子 2
( nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2) /抑制蛋白 Kelch 样环氧氯丙烷相关

蛋白-1 ( kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1) 信号的蛋白和 mＲNA 表达量。结

果 1. 25、5 和 20 μmol /L 人参皂苷 F2 处理正常 HEK-293 细胞后对细胞无毒性或促

增殖作用; 人参皂苷 F2 预处理氧化应激细胞后，细胞活力显著高于损伤组，各组间差

异均有统计学意义( P＜0. 05) ; 氧化损伤组的 DCF 荧光较对照组相比显著增强( P＜
0. 05) ，人参皂苷 F2 预处理后细胞 ＲOS 相对量呈浓度依赖性降低，各组间差异均有

统计学意义( P＜0. 05) ; 人参皂苷 F2 预处理后细胞 MDA 水平呈浓度依赖性降低，各

组间差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，SOD 和 GSH-Px 活性显著高于损伤组 ( P ＜
0. 05) ，5 和 20 μmol /L 人参皂苷 F2 能显著提高 CAT 活性( P＜0. 05) ; 人参皂苷 F2 处

理后，Nrf2 的 mＲNA 和蛋白表达量均显著升高( P＜0. 05) ，Keap1 的 mＲNA 和蛋白表

达量显著低于损伤组( P＜0. 05) 。结论 人参皂苷 F2 具有细胞保护作用，可降低

HEK-293 细胞 ＲOS 和 MDA 水平，提高抗氧化酶活性，其作用机制可能是通过调节

Nrf2 /Keap1 信号通路以抵抗过氧化氢导致的细胞氧化应激损伤。
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Protective effects of ginsenoside F2 on hydrogen
peroxide induced cell injury
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ABSTＲACT: OBJECTIVE To investigate the inhibitive effects of ginsenoside F2
on oxidative stress in human embryonic kidney cells ( HEK-293 ) ． METHODS
Hydrogen peroxide induced oxidative stress of HEK-293 cell was used as the research
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object． HEK － 293 cells were pretreated with different concentrations of ginsenoside F2
( 1. 25，5，20 μmol /L) ． Cell viability was measured by MTS assay． Malondialchehyche
( MDA ) level and activities of antioxidant enzymes ( superoxide dismutase SOD，

glutathione peroxidase GSH-Px，catalase CAT ) were measured by corresponding assay
kits． DCFH－DA fluorescent probe assay was used to measure the level of intracellular
reactive oxygen species ( ＲOS) ． Quantitative real－time PCＲ and Western blot were used
to detect the expression of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 ( Nrf2) and kelch-like
ECH associated protein 1 ( Keap1) ． ＲESULTS After treated with 1. 25，5，20 μmol /L
ginsenoside F2，no cytotoxic or proliferative effects were shown on normal HEK-293 cells．
After pretreatment with ginsenoside F2，the cell viability was significantly higher than that
of the injury group ( P ＜ 0. 05 ) and increased in a concentration-dependent manner． The
fluorescence intensity of oxidative DCF in injured group was significantly increased
compared with control group ( P ＜ 0. 05 ) ． The fluorescence intensity of cells which
pretreated with different concentrations of ginsenoside F2 was gradually weakened ( P ＜
0. 05) ． The ＲOS content of control group was chosen as the standard，and the relative
amount of ＲOS pretreated by ginsenoside F2 decreased in a concentration-dependent
manner． After pretreatment of ginsenoside F2， the MDA levels decreased in a
concentration-dependent manner and the activities of SOD and GSH-Px were significantly
higher than those of the injured group ( P＜0. 05) ． The activity of CAT was significantly
increased with pretreatment of higher concentrations of ginsenoside F2 ( P ＜ 0. 05 ) ．
Furthermore，ginsenoside F2 significantly enhanced the protein and mＲNA expressions of
Nrf2 and reduced the expressions of Keap1 in a dose-dependent manner ( P ＜ 0. 05 ) ．
CONCLUSION Ginsenoside F2 protect HEK-293 cells against H2O2-induced oxidative
stress through reducing intracellular ＲOS and MDA，as well as activating Nrf2 /Keap1
signaling pathway and antioxidant enzymes．

KEY WOＲDS: ginsenoside F2，oxidative stress，nuclear factor erythroid 2-related
factor 2( Nrf2) ，signal pathway

氧化应激是指体内活性氧 ( reactive oxygen
species，ＲOS) 大量产生，超出了机体清除能力，破

坏了机体正常的氧化 /还原平衡状态，造成蛋白

质、脂质、核酸等生物大分子物质氧化损伤和功能

紊乱，影响机体正常代谢过程而形成的一种异常

应激状态。它是引起机体衰老、炎症和多种慢性

疾病如糖尿病、高血压等的主要原因之一。当细

胞受到外源或内源刺激时，产生的 ＲOS 会激活多

条信 号 通 路。核 因 子 E2 相 关 因 子 2 ( nuclear
factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2) 相关信号

通路在细胞抵抗氧化应激的过程中起着至关重要

的作用。Nrf2 相关通路可以激活抗氧化反应元

件( antioxidant response element，AＲE) ，调节许多

抗 氧 化 酶 类 如 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide
dismutase，SOD) 、过氧化氢酶 ( catalase，CAT) 和

谷胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ( glutathione peroxidase，

GSH-Px) 等的表达。
人参皂苷是人参的主要活性成分，有研究表

明人参皂苷能靶向多个组织和器官发挥生物活

性［1］。人参皂苷 F2 是原人参二醇型皂苷如 Ｒb1、
Ｒb2、Ｒc 和 Ｒd 等失去若干糖而代谢降解形成的

次级皂苷之一。体外研究显示，人参皂苷可以保

护细胞防御系统对抗氧化应激，人参皂苷 F2 的前

体皂苷 Ｒb1，能通过激活 Nrf2 相关通路和去乙酰

化酶-1 通路有效对抗氧化应激损伤［2-3］。本研究

采用过氧化氢( H2O2 ) 体外诱导人胚肾 293( HEK-
293) 细胞损伤，建立 HEK-293 细胞氧化损伤模

型，旨在考察人参皂苷 F2 对其的保护作用，并探

讨可能的作用机制。

1 材料与方法

1. 1 试剂和仪器

人胚肾 293( HEK-293) 细胞购于中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。人参皂苷

F2 ( ≥ 98%) 购 于 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所。
DMEM 培养基、FBS 胎牛血清、青霉素-链霉素、
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PBS 缓冲液、非必需氨基酸( 美国 Gibco 公司) ; 细

胞增殖与毒性检测试剂盒 ( MTS ) 、PCＲ 试剂盒

( 美国 Promega 公司) ; TＲIzol ( 美国 Invitrogen 公

司) ，反转录试剂盒和 SYBＲ premix ( 日本 Takara
公司 ) ; 丙二醛 ( malondialchehyche，MDA ) 、GSH-
Px、CAT 和 SOD 试剂盒( 南京建成生物工程研究

所) ; 抗体 KEAP1、NFE2L2、GAPDH、HＲP 标记山

羊抗兔 IgG、HＲP 标记山羊抗小鼠 IgG( 武汉博士

德生物工程有限公司) ; DCFH-DA( 美国 Sigma 公

司) ; 其他试剂( 分析纯) 购于北京试剂厂。
图像采集仪 ( 以色列 DNＲ 公司 ) ，PCＲ 仪、

SDS-PAGE 电泳和转膜仪 ( 美国 Bio-Ｒad 公司) ，

多功能酶标仪( 美国 BioTek 公司) ，二氧化碳培养

箱( 上海力申科学仪器有限公司) ，激光扫描共聚

焦显微镜( 日本 Olympus 公司) 。
1. 2 细胞培养

HEK-293 细胞培养采用含 10% FBS、1%PSS
和 1% 非必需氨基酸的高糖 DMEM 培养基，在

37℃、5%二氧化碳培养箱中培养，细胞接种后孵

育 24 h。
1. 3 MTS 法测定细胞活力

每孔加入 MTS 20 μL，在 37℃、5%CO2 环境

培养 1 h，置于酶标仪中测 490 nm 处吸光度值，每

组设 6 个平行，重复 3 次。
1. 4 建立 H2O2 损伤模型

设空白组、对照组和损伤组，每组设 6 个平

行。对照组和损伤组于 96 孔板接种细胞悬液，接

种密度为( 5～6) × 104 个 /mL，每孔 90 μL，空白组

加相同体积培养基，培养 24 h。然后空白组和对

照组加培养基 10 μL /孔，损伤组加入 10 μL 终浓

度为 0. 4 mmol /L 的 H2O2
［4］，培养 6 h 后检测细胞

活力。细 胞 活 力 = ( A损伤组 － A空白组 ) / ( A对照组 －
A空白组 ) ×100%。
1. 5 细胞毒性试验

设空白组、对照组和人参皂苷 F2 组，每组设

6 个平行。接种方法同上，培养 24 h。根据前期

试验和预试验结果，人参皂苷 F2 组加入终浓度为

1. 25、5 和 20 μmol /L 的人参皂苷 F2［4］，10 μL /
孔，对 照 组 补 充 相 同 体 积 培 养 基，空 白 组 加

100 μL /孔培养基，培养 24 h 后检测细胞活力。
细胞活力 = ( A人参皂苷F2组 －A空白组 ) / ( A对照组 －A空白组 )

×100%。
1. 6 细胞保护试验

设空白组、对照组、H2O2 损伤组和人参皂苷

F2 保护组，每组设 6 个平行。接种细胞悬液密度

为( 5～6) × 104 个 /mL，80 μL /孔，培养 24 h; 保护

组加 1. 25、5 和 20 μmol /L 人参皂苷 F2 培养12 h;

损伤组和保护组加入终浓度为 0. 4 mmol /L H2O2

孵 育 6 h 后 检 测 细 胞 活 力。细 胞 活 力 =
( AH2O2组 /人参皂苷F2组－A空白组 ) / ( A对照组－A空白组 ) ×100%。
1. 7 细胞 ＲOS 测定

细胞以 5×104 个 /孔的密度接种于 24 孔板，分

组设置同上，每组设 3 个平行。H2O2 孵育结束后移

除培 养 基，清 洗 2 次，每 孔 加 入 含 有 10 μmol /L
DCFH-DA 的空白培养基 37℃孵育 20 min，PBS 清

洗 3 次后置于激光扫描共聚焦显微镜下检测荧

光，激发波长 488 nm，发射波长 525 nm。
1. 8 细胞 MDA 及抗氧化酶类 CAT、SOD、GSH-
Px 水平测定

试验分组同上，细胞悬液密度为 5×105个 /mL，

以 2 mL /孔接种于 6 孔板，每组设 3 个平行。孵

育完成后移除培养基，加入裂解液 500 μL /孔冰

浴裂解 10 min，裂解液 4 ℃、12 000 r /min 离心

10 min，收集上清测定蛋白含量。根据试剂盒说

明检测 MDA、CAT、SOD 和 GSH-Px 等指标含量。
1. 9 蛋 白 质 印 迹 法 ( Western blot ) 检 测 细 胞

Nrf2 和 Keap1 的蛋白表达

裂解细胞后加入 loading buffer 和 DTT 于沸

水浴加热 5 min，以每孔 20 μg /孔上样，12% SDS-
PAGE 胶电泳，然后将蛋白转至 PVDF 膜，5%脱

脂奶粉室温封闭 1 h; 1 ∶ 1000 比例稀释一抗，4℃
孵育过夜，TBST 清洗后以 1 ∶ 4000 比例稀释二

抗，室温孵育 1 h; TBST 清洗后 ECL 显色，成像系

统采集 Nrf2、Keap1 和 GAPDH 的蛋白图像，Image
J 软件对蛋白条带图像进行定量分析，结果以对

照组为 1. 00，计算其他各组的蛋白相对表达量。
1. 10 qＲT-PCＲ 法检测细胞 Nrf2 和 Keap1 的

mＲNA 表达

Trizol 提取细胞总 ＲNA，测定 ＲNA 和 DNA 含

量，各组 ＲNA 含量调整一致，首先用试剂盒去除

DNA，然后反转录成 cDNA，进行基因扩增，反应

条件: 95℃ 3 min，95℃ 15 s( 40 个循环) ，51. 6℃
( Nrf2) 或 58℃ ( Keap1) 20 s，72℃ 30 s; 在 NCBI
上 下 载 Nrf2、Keap1 和 GAPDH 全 序 列，采 用

DNAMAN 找出基因片段，Primer Premier 5 设计引

物，引物由生工生物工程股份有限公司合成，引物

序列见表 1。
表 1 引物序列

基因 正向( 3’-5’) 反向( 3’-5’)

Nrf2 GACTCTACCACTGTTCCCAA CCATTCTTATTTCACCGACG
Keap1 TTCAAGCCGCAGTTGCTCA TTAGTCACCAGCGGGACG
GAPDHCCTTCTACCACTACCCTA TTTGACACCGCACTACC
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1. 11 统计学分析

SPSS 21. 0 软件用于数据分析，结果以平均

值±标准差表示，One Way ANOVA 法进行组间比

较，P＜0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 人参皂苷 F2 对 HEK-293 细胞的毒性作用

1. 25、5 和 20 μmol /L 人参皂苷 F2 处理后，

HEK-293 细 胞 活 力 分 别 为 ( 97. 46 ± 3. 28 ) %、
( 97. 41±3. 02) %和 ( 100. 04±1. 65) %，与对照组

差异无统计学意义( P＞0. 05) 。
2. 2 人参皂苷 F2 对 HEK-293 细胞的保护作用

0. 4 mmol /L H2O2 处理后 HEK-293 细胞活力

为( 53. 78 ± 3. 48 ) %，与 损 伤 组 相 比，1. 25、5 和

20 μmol /L人参皂苷 F2 孵育组的细胞活力显著提

高，分别为( 61. 85±3. 74) %、( 67. 36±3. 66) %和

( 75. 45± 3. 87 ) %，各组间差异均有统计学意义

( P＜0. 05) ，且呈浓度依赖效应。
2. 3 人参皂苷 F2 对 HEK-293 细胞 ＲOS 水平的

影响

如图 1 所示，过氧化氢损伤组的绿色荧光与对

照组相比显著增强，说明 H2O2 处理后细胞内产生

大量 ＲOS，不同浓度人参皂苷 F2 预处理组细胞荧

光强度逐渐减弱。以对照组 ＲOS 含量为标准 1，则

损伤组 ＲOS 相对量为 1. 88±0. 10( P＜0. 05) ，经人

参皂苷 F2 预处理组细胞 ＲOS 相对量呈浓度依赖

性降低，分别为 1. 73±0. 09、1. 48±0. 09、1. 34±0. 05，

各组间差异均有统计学意义( P＜0. 05) 。

图 1 人参皂苷 F2 对过氧化氢损伤人胚肾 293( HEK-293) 细胞活性氧水平的影响( ×150)

2. 4 人参皂苷 F2 对 HEK-293 细胞 MDA 水平

的影响

如表 2 所示，过氧化氢处理后细胞 MDA 水平

约是对照组的 3. 46 倍( P＜0. 05) ，不同浓度人参

皂苷 F2 预处理后 MDA 水平显著降低( P＜0. 05) ，

并随人参皂苷 F2 浓度增大而呈浓度依赖性降低。
表 2 人参皂苷 F2 对过氧化氢损伤人胚肾 293( HEK-293) 细胞丙二醛( MDA) 水平和超氧化物歧化酶( SOD)、

谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px)、过氧化氢酶( CAT) 活性的影响( n=3，珔x±s)

组别
剂量 /

( μmol /L)
MDA/

( mmol /mg prot)
SOD /

( U/mg prot)
GSH-Px /

( U/mg prot)
CAT /

( U/mg prot)
对照组 4. 79±0. 28a 17. 21±1. 31a 58. 40±5. 10a 154. 74±7. 76a

H2O2 组 400 16. 63±0. 97b 5. 89±0. 81b 28. 61±2. 15b 50. 39±4. 26b

人参皂苷 F2 组 1. 25 14. 76±0. 17c 7. 96±1. 02c 35. 06±4. 41c 56. 81±6. 91b

5 9. 33±0. 70d 10. 99±0. 99c 38. 16±4. 60c 70. 14±5. 14c

20 7. 94±0. 12e 12. 79±0. 86d 45. 47±2. 90d 86. 22±7. 90d

注: 不同字母表示两组比较，P＜0. 05
2. 5 人参皂苷 F2 对 HEK-293 细胞 SOD、GSH-
Px 和 CAT 活性的影响

如表 2 所示，过氧化氢处理后细胞 SOD 和

GSH-Px 活力显著降低( P＜0. 05) ，人参皂苷 F2 预

处理后 SOD 和 GSH-Px 呈浓度依赖性提高 ( P＜
0. 05) ; 经过氧化氢损伤的细胞 CAT 活力降低了

2 /3( P＜0. 05) ，5 和 20 μmol /L 人参皂苷 F2 预孵

育后细胞 CAT 活力显著提高( P＜0. 05) 。
2. 6 人参皂苷 F2 对 HEK-293 细胞 Nrf2 /Keap1
通路的调节作用

如图 2 所示，过氧化氢损伤组 Nrf2 mＲNA 表

达量大于对照组，差异无统计学意义，而蛋白表达

量显著高于对照组( P＜0. 05) ; 1. 5、5 和 20 μmol /
L 人参皂苷 F2 处理后，Nrf2 的 mＲNA 表达量显著

增大( P＜0. 05) ，并且呈浓度依赖性升高，同样，蛋

白表达量也呈显著升高趋势( P＜0. 05) 。与对照

组相比，损伤组 Keap1 mＲNA 表达量略有降低，差

异无统计学意义，而 Keap1 蛋白表达量显著低于

对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 损 伤 组 比，1. 5、5 和 20
μmol /L 人参皂苷 F2 处理后，Keap1 mＲNA 表达

量显著降低( P＜0. 05) ，并且呈浓度依赖性，Keap1
蛋白表达量也显著降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，但 1. 25 与

5 μmol /L两组间差异无统计学意义。

3 讨论

人参皂苷 Ｒb1 是人参皂苷 F2 的一个前体皂

苷，有研究表明它可以通过调节小鼠肝星状细胞

的活化、增殖、纤维化等，有效抵抗过氧化氢导致
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不同字母表示两组比较，P＜0. 05
图 2 人参皂苷 F2 对人胚肾 293( HEK-293) 细胞 Nrf2 和 Keap1 表达的影响

的氧化应激，从而达到抗纤维化作用［5］。但本研

究发现 1. 25、5 和 20 μmol /L 人参皂苷 F2 预孵育

能明显提高 H2O2 损伤人胚肾 HEK-293 细胞活

力，且呈浓度依赖效应，并且该浓度范围的人参皂

苷 F2 对 HEK-293 细胞没有促增殖作用，说明 F2
提高氧化应激细胞活力与促进细胞增殖无关。本

研究发现人参皂苷 F2 预孵育 H2O2 诱导的氧化

应激损伤细胞，其 ＲOS 含量呈浓度依赖性降低，

说明人参皂苷 F2 可以通过抑制 ＲOS 产生和累积

从而抑制细胞氧化应激损伤。与前期研究发现人

参 总 皂 苷 能 够 保 护 细 胞 抵 抗 过 氧 化 氢 诱 导 的

HEK-293 细胞氧化损伤，主要表现在提高细胞活

力、减少细胞 ＲOS 生成量和维持正常细胞形态等

的结论相符［4］。
本研究发现人参皂苷 F2 预处理 H2O2 氧化损

伤细胞后 MDA 水平呈浓度依赖性降低，而 SOD、
GSH-Px 和 CAT 活力显著提高，说明人参皂苷 F2
能通过抑制细胞内脂质过氧化产物丙二醛的产生

和累积改善细胞氧化损伤，通过提高细胞抗氧化酶

( SOD、GSH-Px 和 CAT 等) 活力抵抗氧化应激损

伤。也有研究表明其他人参皂苷如 Ｒg2、Ｒb1、Ｒg5
等都可以通过提高 GSH-Px 和 SOD 活力，降低脂质

过氧化程度，降低 ＲOS 水平抑制氧化应激［6-8］。
本研究发现，人参皂苷 F2 呈浓度依赖性地增

加 Nrf2 的 mＲNA 表达量和蛋白表达量，提示人参

皂苷 F2 可能是通过促进 Nrf2 表达从而提高抗氧

化酶类的活力，进而抑制细胞氧化应激损伤。此

外，人参皂苷 F2 可以浓度依赖地下调 Keap1 的

mＲNA 表达量和蛋白表达量，提示人参皂苷 F2 可

能通过下调 Keap1 表达促进 Nrf2 与 Keap1 解离，

释放出更多的 Nrf2，从而抵抗 H2O2 诱导的氧化

应激损伤。相关研究表明，人参皂苷 Ｒg3 可以通

过增加 Nrf2 和 HO-1 的 mＲNA 和蛋白表达水平，

并抑制 Keap1 的过表达，实现心脏保护作用［9］。
人参皂苷 F2 的前体皂苷 Ｒb1 能通过调节 Nrf2、
丝裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( mitogen-activated protein
kinases，MAPKs) 等多条通路抑制氧化应激［10］。
次级皂苷 Ｒh1 可以通过 MAPKs 和 Nrf2 /AＲE 通

路上调Ⅱ相解毒酶基因的表达，预防由氧化应激

引起的神经退行性疾病［11］。
综上所述，人参皂苷 F2 能提高氧化损伤细胞

的活力，保护细胞对抗过氧化氢自由基和 ＲOS 产

生与 累 积，可 通 过 降 低 MDA 水 平，提 高 SOD、
GSH-Px 和 CAT 等 抗 氧 化 酶 活 性，调 节 Nrf2 /
Keap1 信号通路，以抵抗过氧化氢导致的细胞氧

化应激损伤。
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