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三七皂苷 Ｆｃ对高糖损伤血管内皮细胞保护作用
刘晶晶　马　旭　冯丽帅　王建波

摘　要　目的　探讨三七皂苷 Ｆｃ对体外高糖诱导大鼠血管内皮细胞损伤的保护作用。方法　体外培养大鼠血管内皮细胞

（ＲＡＯＥＣ），加入 ３０ｍｍｏｌ／ＬＤ－葡萄糖造成细胞损伤。加入不同浓度三七皂苷 Ｆｃ进行干预，采用 ＣＣＫ－８法测定细胞活性，筛选

出最适用药浓度。将细胞均匀接种于 ６孔板内，分为 ４组，即正常对照组、高糖组、正常对照 ＋Ｆｃ组、高糖 ＋Ｆｃ组，用

Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２荧光染色法对各实验组进行细胞凋亡的检测 ；采用细胞划痕实验检测各组细胞的伤口修复情况；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

法观察各组过氧化物酶体增殖物激活受体 －γ（ＰＰＡＲ－γ）的蛋白表达。结果　高糖 ＋Ｆｃ组内皮细胞凋亡率明显低于高糖组，而

修复率却明显高于高糖组，差异均有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）；高糖 ＋Ｆｃ组 ＰＰＡＲ－γ蛋白表达量明显高于高糖组，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。结论　三七皂苷 Ｆｃ可抑制高糖引起的血管内皮细胞凋亡，并促进高糖状态下血管内皮细胞的增殖修复 。其

作用机制可能与三七皂苷 Ｆｃ促进高糖状态下血管内皮细胞的 ＰＰＡＲ－γ蛋白表达有关。

关键词　三七皂苷 Ｆｃ　过氧化物酶体增殖物激活受体 －γ　高糖　血管内皮细胞
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　　随着人们生活水平提高、生活方式改变及人口老
龄化，糖尿病 （ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）的发生率逐年上
升，已成为威胁人类健康的重大疾病

［１］
。血管病变

是临床上最常见的糖尿病并发症，近年研究表明 ２型
糖尿病患者合并的冠状动脉、大脑动脉及下肢动脉的

血管病变，具有发生率高、起病早、进展快、预后差等

特点，是 ＤＭ患者致残、致死的主要原因［２］
。因此，糖

尿病血管病变的治方法亟待探索。中药具有多层次、

多位点、整体调节的优势，可作用于血管病变发生、发

展过程中的多个环节。近年来，越来越多的学者发现

三七的主要活性成分三七皂苷可以通过扩张血管、降

低心肌耗氧量、清除自由基、抗炎、抗氧化等进程有效

发挥心血管保护作用
［３］
。然而，三七总皂苷含有多

种单体成分，各单体成分对血管的作用需要研究。本

实验采用体外培养大鼠血管内皮细胞研究三七总皂

苷新单体成分三七皂苷 Ｆｃ对高糖条件下血管内皮
细胞的作用，初步探讨三七皂苷 Ｆｃ的作用机制，为
糖尿病血管病变的治疗提供新的思路和方法。

材料与方法

１．细胞培养：大鼠血管内皮细胞（ＲＡＯＥＣ）购自

·２１１·
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美国模式培养物集存库（ＡＴＣＣ）。培养条件为高糖
ＤＭＥＭ培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ公司）加入 １０％ 胎牛血
清 （美国 Ｇｉｂｃｏ公司），于 ３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培

养，每周换液 ２～３次，使细胞密度保持（２～８）×１０６

个／升，实验均采用复苏后传至第３代以上的细胞。
２．实验材料：ＣＣＫ－８（日本同仁公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３３４２（上海碧云天生物科技有限公司）；一抗 ＰＰＡＲ－
γ（英国 Ａｂｃａｍ公司）；一抗 ＧＡＰＤＨ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇ公司）；山羊抗兔 ＩｇＧ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公
司）；细胞裂解液（ＲＩＰＡ）（上海碧云天生物技术有限
公司）；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＢＣＡ
蛋白测定试剂盒（上海碧云天生物科技有限公司）；

三七皂苷 Ｆｃ（上海经科化学科技有限公司，ＨＰＬＣ检
验纯度≥９８％）。

３．实验分组：实验分为 ４组，即正常对照组 （ＮＧ
组）（葡萄糖 ５．６ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖组（ＨＧ组）（葡萄糖
３０ｍｍｏｌ／Ｌ）、正常对照 ＋三七皂苷 Ｆｃ组 （Ｎ＋Ｆｃ
组）、高糖 ＋三七皂苷 Ｆｃ组（Ｈ＋Ｆｃ组）。

４．ＣＣＫ－８检测细胞活力：待细胞融合生长至
７０％ ～８０％，取对数生长期的第 ３～５代细胞接种于
９６孔培养板中 （密度 １×１０４个／孔），为了确定三七
皂苷 Ｆｃ可以改善高糖对内皮细胞生长抑制作用，以
不同浓度三七皂苷 Ｆｃ（０、１、１０、２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）＋
高糖（葡萄糖浓度为 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ）对内皮细胞进行干
预处理，每组设置 ５个复孔。作用 ２４ｈ后，每孔加入
ＣＣＫ－８溶液 １０μｌ终止培养，３７℃孵育 ２ｈ后，检测
４９０ｎｍ处吸光度值（Ａ４９０）。以对照组作为空白参照
（细胞活力 １００％），计算其他各组细胞活力 ＝［处理
组 Ａ４９０／空白参照组 Ａ４９０］×１００％。

５．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色：Ｈｏｅｃｈｓｔ将正常细胞核染
成均匀蓝色，而凋亡细胞早期细胞膜通透性改变，进

入凋亡细胞中的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２比正常细胞多，因此
凋亡细胞的细胞核呈致密浓染，或呈碎片状致密浓

染。本研究将荧光显微镜下细胞核呈致密浓染细胞

所占比值记为内皮细胞的凋亡率进行观察。将 ６孔
板细胞用浓度为 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖及 ２０μｍｏｌ／Ｌ的
三七皂苷 Ｆｃ按相应分组处理２４ｈ后，吸弃上清，每孔
加入配置好的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２１ｍｌ染色液，置于 ３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养 ２０～３０ｍｉｎ，弃掉染色液，用
ＰＢＳ洗涤２～３次，荧光倒置显微镜下观察并拍照，观
察细胞凋亡情况。

６．细胞划痕实验：细胞划痕法是简便测定细胞迁
移运动与修复能力的方法。４０万 ～５０万生长良好的

内皮细胞接种于６孔板内并增殖生长至 ７０％ ～８０％
的融 合 状 态，用 浓 度 为 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ的 葡 萄 糖 及
２０μｍｏｌ／Ｌ三七皂苷 Ｆｃ处理相应孔板中的细胞后，吸
弃之前的培养液，用枪头垂直于 ６孔板底部每孔划 ３
条痕，不同孔之间使用同一只枪头 。用 ＰＢＳ洗细胞
２～３次，洗净划下的细胞，每组中均加入 ２ｍｌ完全培
养基。先拍照留取 ０ｈ时细胞划痕，放人 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱，培养２４ｈ后，取出再次拍照，使用 ＩｍａｇｅＪ
软件，计算每孔细胞间距离的均值，细胞增殖修复能

力 ＝（０ｈ细胞间距 －２４ｈ细胞间距）／０ｈ细胞间距。
７．免疫印迹法检测细胞 ＰＰＡＲ－γ蛋白表达水

平：对上述各组细胞在冰上进行蛋白裂解提取，用

ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度后，加入上样缓冲液，
１００℃煮蛋白１０ｍｉｎ使其变性，以每孔 ３０μｇ蛋白量加
样，用体积分数为 １０％ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）进行分离，转至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）
膜上，５％ 脱脂牛奶封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ５ｍｉｎ×４次，
根据所需目的蛋白分子质量的不同和 ｍａｒｋｅｒ所指示
的分子质量进行裁膜，放入孵育盒中一抗抗体４℃ 孵
育过夜：β－ａｃｔｉｎ、ＰＰＡＲ－γ；次日 ＴＢＳＴ洗膜 ５ｍｉｎ×４
次；羊抗兔二抗室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×４次。
加入 ＥＣＬ发光剂，化学发光成像系统曝光成像，应用
ＩｍａｇｅＪ软件测定条带灰度值，各实验组之间进行半
定量分析，比较各蛋白的相对表达量。

８．统计学方法：使用ＳＰＳＳ２１．０统计学软件进行
统计分析，所有数据均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间显著性检验采用 ｔ检验进行比较，每次实验
至少重复３次，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．三七皂苷 Ｆｃ改善高糖对内皮细胞生长抑制

作用：用不同浓度（０、１、１０、２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）的三
七皂苷 Ｆｃ＋高糖（葡萄糖浓度为 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ）对内皮
细胞干预处理 ２４ｈ后，细胞活力如图 １所示，三七皂
苷 Ｆｃ可改善高糖对内皮细胞生长抑制作用，并在其
作用浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ时细胞活力最高，故后续实验
均采用２０μｍｏｌ／Ｌ三七皂苷 Ｆｃ作用２４ｈ进行观察。

２．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色显示内皮细胞凋亡情况：
按上述方法处理各组细胞 ２４ｈ后，高糖组血管内皮
细胞的凋亡率明显高于正常对照组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１），３０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖对内皮细胞凋亡
诱导作用明显。与高糖组比较，高糖 ＋Ｆｃ组血管内
皮细胞凋亡率显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），三七皂苷 Ｆｃ能抑制高糖状态下血管内皮细胞
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图 １　不同浓度三七皂苷 Ｆｃ对内皮细胞活力的影响

与空白组比较，＃Ｐ＜０．０１；与０μｍｏｌ／Ｌ三七皂苷 Ｆｃ＋高糖组比较，
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

的凋亡。而正常对照 ＋Ｆｃ组血管内皮细胞的凋亡率
与正常对照组之间差异无统计学意义（图２）。

图 ２　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２染色（荧光倒置显微镜，×４００）及

各组内皮细胞凋亡率比较

与 ＮＧ组比较，＃Ｐ＜００１；与 ＨＧ组比较，Ｐ＜０．０５

　

３．内皮细胞增殖修复能力：按上述方法处理各组
细胞 ２４ｈ后，高糖组血管内皮细胞的增殖修复率明
显低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），表明
３０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖对内皮细胞增殖修复抑制作用明
显。与高糖组比较，高糖 ＋Ｆｃ组血管内皮细胞增殖
修复率显著增加，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５），表
明三七皂苷 Ｆｃ能促进高糖状态下血管内皮细胞的增

殖修复。而正常对照 ＋Ｆｃ组血管内皮细胞的增殖修
复率与正常对照组之间比较，差异无统计学意义（图

３）。

图 ３　２４ｈ时内皮细胞迁移（倒置显微镜，×５０）及

各组内皮细胞增殖修复率比较

与 ＮＧ组比较，＃Ｐ＜０．０１；与 ＨＧ组比较，Ｐ＜０．０５

　

４．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测不同实验组细胞 ＰＰＡＲ－γ
表达量的变化：高糖组内皮细胞过氧化物酶体增殖物

激活受体 －γ（ＰＰＡＲ－γ）的蛋白表达量明显低于对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），在高糖条件下，
ＰＰＡＲ－γ蛋白水平的表达明显受到抑制。高糖 ＋Ｆｃ
组 ＰＰＡＲ－γ蛋白表达量明显高于高糖组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），三七皂苷 Ｆｃ促进高糖状态下

血管内皮细胞的 ＰＰＡＲ－γ蛋白表达（图４）。
讨　　论

糖尿病血管病变发病机制复杂，诸多因素参与

其中，而高糖引起的血管内皮细胞损伤是导致血管

并发症发生的主要启动因子
［４］
。高糖不仅可以引起

血管内皮细胞凋亡，同时还可使内皮细胞的 ＮＦ－κＢ
信号通路激活，引起 ＴＮＦ－α、ＩＣＡＭ－１、ＭＣＰ－１等
炎性因子表达增多，引发炎性反应从而进一步加重高

糖诱导的细胞损伤
［５］
。因此从理论上说，是防治糖

尿病血管并发症发生最有效策略就是控制血糖水平，

但临床研究发现糖尿病患者血糖控制有效率低的问

·４１１·
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图 ４　各组内皮细胞 ＰＰＡＲ－γ相对蛋白表达量比较

与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与高糖组比较，Ｐ＜０．０５

　

题普遍存在
［６］
。故在强调血糖控制研究的同时，积

极探索高糖引发血管内皮细胞损伤的防治措施对于

控制糖尿病血管并发症具有十分重要的现实意义。

以往研究表明高糖呈剂量依赖性方式显著抑制血管

内皮细胞活力，其半数抑制浓度（ＩＣ５０）约为３０ｍｍｏｌ／Ｌ，
故本研究以三七皂苷 Ｆｃ单用，采用 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖进行体外诱导，观察中药单体成分对高糖诱导的内

皮细胞保护作用。

三七皂苷 Ｆｃ是三七总皂苷的一种新型单体成
分，是一种原人参二醇型皂素，具有很好的抗血小板

聚集能力
［７］
。而三七皂苷 Ｆｃ对血管内皮细胞的作用

尚不明确。近年来国内外许多学者的大量研究表明，

三七总皂苷及其单体成分可以从多种途经发挥血管

保护作用。例如，人参皂苷 Ｒｂ１可以通过激活 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路来降低高半胱氨酸诱导的内皮功能损
伤

［８］
。人参皂苷 Ｒｇ３可以通过抑制单核细胞 －内皮

细胞的黏附，起到保护内皮细胞、抗动脉粥样硬化的

作用
［９］
。三七皂苷 Ｒ１可以减轻氧化低密度脂蛋白

诱导的人血管内皮细胞炎性反应
［１０］
。由此可见，研

究三七皂苷 Ｆｃ的血管内皮细胞保护作用，具有十分
重要的临床意义。本研究发现，三七皂苷 Ｆｃ能显著
改善高糖状态下大鼠主动脉内皮细胞损伤，三七皂苷

Ｆｃ可能成为防治糖尿病血管病变的极具开发潜力的
新型药物。

为了进一步探究三七皂苷 Ｆｃ血管内皮细胞保
护作用的机制，本实验通过蛋白免疫印迹法对内皮细

胞 ＰＰＡＲ－γ的表达进行检测。过氧化物酶体增殖物
激活受体 －γ（ＰＰＡＲ－γ）是核受体超家族中的一种

由配体激活的核转录因子，被配体激活后，可与目的

基因启动子内反应元件相结合，从而调控基因的转

录，具有多种生物学效应
［１１］
。多项研究已表明，

ＰＰＡＲ－ｙ的活化能够抑制与内皮细胞功能障碍相关
的细胞活化、内分泌障碍与炎性反应，具有抗动脉粥

样硬化的作用
［１２～１４］

。本实验研究发现，与 对照组

比较，高糖组血管内皮细胞 ＰＰＡＲ－ｙ表达明显上
升，而高糖 ＋三七皂苷 Ｆｃ组 ＰＰＡＲ－ｙ蛋白表达水
平较高糖组显著下降。因而，推断三七皂苷 Ｆｃ可
能通过抑制 ＰＰＡＲ－ｙ蛋白表达，从而发挥内皮细胞
保护作用。

综上所述，三七皂苷 Ｆｃ可以显著减少高糖诱导
的血管内皮细胞凋亡，促进高糖状态下血管内皮细胞

的增殖修复，具有血管内皮细胞损伤的保护作用，作

用机制可能与其促进高糖状态下内皮细胞的ＰＰＡＲ－
γ蛋白表达及相关通路有关。具体分子生物学机制
有待进一步深入研究，后续实验将从国家倡导的基础

实验与临床相结合的理念出发，继续探讨三七皂苷

Ｆｃ内皮细胞保护作用的关键信号通路及作用靶点，
为其最终成为防治糖尿病血管病变的新型药物奠定

基础。
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