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摘要 目的：研究人参中提取的小分子活性物质皂苷 Rg1能否促进大鼠骨髓间充质干细胞（marrow-derived mesenchymal stem

cells, MSCs）分泌血管内皮生长因子，并进一步探究其作用机制与缺氧诱导因子 1琢（Hypoxia-inducible factor，HIF-1）的相关性。方

法：用酶联免疫吸附剂测定法（enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）观察细胞培养上清中的血管内皮生长因子（vascular en-
dothelial growth factor，VEGF）以及蛋白印迹法（western blot）观察细胞中缺氧诱导因子相关蛋白的变化。结果：①通过对照组与人

参皂苷 Rg1处理组比较发现，1小时前血管内皮生长因子的分泌在两组之间没有明显差异，而在 1小时后人参皂苷 Rg1处理组

相比较于对照组的血管内皮生长因子分泌显著性增加；②进一步实验发现人参皂苷 Rg1处理的骨髓间充质干细胞中的 HIF-1琢
在 1小时后明显增加，而 HIF-1茁没有随时间有明显变化。结论：人参皂苷 Rg1具有促进骨髓间充质干细胞分泌 VEGF的功能，并

且发现 HIF-1琢在这一过程中发挥关键作用，为将来人参皂苷 Rg1在临床中的广泛应用提供了重要的理论依据。

关键词：骨髓间充质干细胞；人参皂苷 Rg1；缺氧诱导因子 1琢；血管内皮生长因子
中图分类号：Q95-3，R285.5，R541 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）04-617-04

Ginsenoside-Rg1 Promote VEGF Production Via
Hypoxia-inducible Factor-1琢*

To investigate the promotive effects of Ginsenoside-Rg1 on the marrow-derived mesenchymal stem cells
producing VEGF via HIF-1琢. Mononuclear cells derived from rat bone marrow were isolated by density-gradient centrifugation

and were cultured on fibronectin-coated plates, supplied with bovine pituitary extract. After Ginsenoside-Rg1acting on the marrow-deriv-

ed mesenchymal stem cells, we compared the production of VEGF by ELISA, the protein expression of HIF-1琢 in different groups by

western blot. ① the production of VEGF had significantly increased with Ginsenoside-Rg1. ② Rg1 induced a robust
accumulation of HIF-1琢 protein in MSCs under normoxic conditions, which was clearly detectable after 1 h. In contrast, Rg1 did not

change levels of HIF-1茁 protein. HIF-1琢 had crucially effects on the marrow-derived mesenchymal stem cells for VEGF

production and it provides important theoretical basis for future ginsenoside Rg1 widely used in clinical.
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前言

慢性损伤性疾病中尤其是缺血性心脏病，没有足够的血管

生成是主要的致病病理因素。而治疗性血管生成就是通过物

理、化学以及生物方法刺激新生血管生成从而解决这个问题以

求最终达到治愈此类疾病的目的[1]。因此，鉴于已经发现的血管

内皮生长因子在血管新生中的重要作用，它已成为血管生成治

疗的重要工具。但是由于通过外源性血管内皮生长因子过表达

后的异常功能作用，以及在临床试验中并没有取得的良好治疗

效果。缺氧诱导因子 1，一种能够刺激血管内皮生长因子生成

的内源性因子，已经建议替代外源性血管内皮生长因子治疗方

式[2]。人参皂苷 Rg1，一种从人参中提取的无毒单一化学小分子

物质具有很好的血管新生治疗作用，但是其作用的机制尚不明

确[3, 4]。受之前研究学者启发，我们的研究是在体外实验中用原

代大鼠骨髓间充质干细胞，经过人参皂苷 Rg1处理后，观察
VEGF分泌并探讨其机制与 HIF-1的相关性，希望通过对人参

皂苷 Rg1治疗作用机制的深入研究，以便为将来的临床应用提

供充足的理论依据。
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1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

实验使用 SD雄性大鼠 4只，体重约 125g，由沈阳军区总

医院动物实验科提供。人参皂苷 Rg1由辽宁中医药大学提供；

参胎牛血清由美国 GIBCOBRL公司提供；DMEM培养基由美

国 GIBCOBRL 公司提供；胰蛋白酶由 Sigma 公司提供；抗

HIF-1琢、HIF-1茁、茁-actin 抗体由美国 R&D 公司提供，VEGF

ELISA试剂盒由美国 R&D公司提供。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 大鼠骨髓间充质干细胞的分离 取约 150 g雄性成年 SD

大鼠，处死后 75%酒精浸泡 10 min。超净台中解剖分离出后肢

长骨，75%酒精浸泡 5 min后生理盐水冲洗 3遍。从中间剪断长

骨，暴露骨髓腔，以 10 mL DMEM完全冲洗骨髓腔及干骺端。

冲洗液以 TB针头抽吸过滤以初步剔除骨渣，然后收集至 15

mL离心管内，离心 1 000 rpm× 5 min，弃去上清，在试管内加

入 DMEM 5 mL，充分吹打混匀细胞。另取 15 mL离心管，加入
Ficoll分离液 5 mL，将细胞悬液沿管壁小心加至 Ficoll液面上

层，使两层间形成明显界面，离心 1 800 rpm× 30 min。吸取中间

界面软层细胞（MNCs），以 DMEM洗涤，离心 1 000 rpm× 5

min，重复 3次。

1.2.2 骨髓间充质干细胞的培养 取塑料培养皿浓度为 0.1

mg/mL FN进行包被，使之完全覆盖皿底，室温下静置 40 min，

吸净皿中 FN，室温下晾干，备用。将新鲜分离的 MNCs以 2×

106 /mL的密度接种于 FN 包被的培养皿中，培养液采用含

10%FBS的 DMEM，置 5% CO2、95%空气培养箱 37 ℃培养。第
4天行半量换液，以后每 3天换液 1 次，至贴壁细胞铺满皿底

80 %~90 %时消化传代。
1.2.3 酶联免疫吸附剂测定法（ELISA） 加被检样品：用稀释液

（DS01、AS01、AS02、AS03、AS04）将被检样品按实验设计稀

释，每孔 100 滋L，同时用稀释液作空白对照，封板封膜，室温放

置 2小时。洗涤：倒尽孔中液体，加满洗涤液（WS03），静置 10

秒，洗四次。加检测抗体，将生物素标记的检测抗体稀释适当浓

度（稀释液 DS01）,每孔 100 滋L封板封膜，室温放置一个小时。

再洗涤四次。加亲和素辣根过氧化酶稀释适当浓度（稀释液

HD01）每孔 100 滋L，封板封膜，室温放置 30分钟。加底物：新

鲜配制的四甲基苯胺溶液，每孔 100 滋L，室温暗处放 30分钟。

加终止液（SS01）：每孔 100滋L，立即读值。观察结果：酶标仪记

录 450 nm读数并换算。

1.2.4 蛋白印迹分析（Western blot）采用 BCA比色法试剂盒测

定裂解液中蛋白质的浓度，将 30 滋g总蛋白加入 4× Loading

buffer，95 ℃煮沸 5 min后，经 10%分离胶行 SDS-PAGE电泳，

并以预染蛋白 maker为标志，判定电泳终止时间。在 4 ℃的循

环水浴内以 350 mA电流将样品转至硝酸纤维素滤膜上，时间

为 80 min；于 5%的脱脂奶粉 TBS-T 缓冲液室温封闭 1 h；
TBS-T洗膜 3次，每次10 min；加入 1：3500 Anti-myc（或 1：
2500 Anti-His，或 1：5000 Anti-hCREG单克隆抗体）4 ℃孵育过

夜；TBS-T 洗膜 3次，每次 10 min；加入 HRP标记的羊抗小鼠

抗体 (1:2000稀释)，室温孵育 2 h；TBS-T洗膜 3次，每次 10

min；ECL化学发光显影。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数± 标准误(X± SE)表示，用
SPSS17.0软件处理数据，两组间均数比较用 t检验。检验水准

琢=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 常氧下人参皂苷 Rg1促进骨髓间充质干细胞分泌血管内

皮生长因子

对照组与人参皂苷 Rg1处理组分别取 4个时间点：0.25 h、
0.5 h、1 h、2 h，检测骨髓间充质干细胞上清液中分泌的血管内

皮生长因（VEGF）进行比较（图 1）。血管内皮生长因子已经证

明在血管新生中具有重要的促血管形成作用 [5]，而人参皂苷

Rg1作为一味中药的提纯物也有报道在人脐静脉内皮细胞中

具有促血管新生的能力[4]，所以实验选择观察人参皂苷 Rg1处
理骨髓间充质干细胞后上清液中 VEGF的变化。结果表明：人

参皂苷 Rg1处理骨髓间充质干细胞 1h后的血管内皮生长因子

分泌显著增加，并且与对照组相比也有明显增加。

图 1骨髓间充质干细胞 VEGF分泌变化比较。数据采用均数± 标准

误(X± SE)表示。对照组与人参皂苷 Rg1处理组比较，*#P<0.05。实

验重复三遍

Fig.1 Effect of stimuli on MSCs production of VEGF. Result are meas±

SE. The group of Ginsenoside-Rg1 was compared with the group of

control. *# P<0.05 N=3

2.2人参皂苷 Rg1处理的骨髓间充质干细胞中的 HIF-1琢在 1

小时后明显增加，而 HIF-1茁没有随时间有明显变化
为了进一步观察 Rg1是否是通过激活 HIF-1信号进而促

进 VEGF的旁分泌，我们对人参皂苷 Rg1处理过的骨髓间充

质干细胞观察了细胞中 HIF-1蛋白的随时间变化情况（图 2）。

HIF-1是由氧调节亚单位 HIF-l琢和结构亚单位 HIF-l茁构成的
异二聚体 [6]，常氧条件下细胞内 HIF-l琢迅速大量降解无法与
HIF-1茁结合发挥转录活性 [7, 8]，所以实验选择观察细胞内的

HIF-l琢与 HIF-1茁在有无人参皂苷 Rg1处理情况下随时间变化

情况。结果表明：人参皂苷 Rg1处理骨髓间充质干细胞 1h后

HIF-1琢显著增加，而 HIF-1茁没有明显变化。
3 讨论
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某些器官组织损伤后其部位经过干细胞移植治疗后通过

一些生物活性因子的旁分泌作用达到修复的目的，包括改善其

损伤后的功能甚至包括慢性缺血再灌注损伤组织的功能[9]。这

样的因子包括：细胞因子，趋化因子和生长因子[10]。然而也有研

究认为器官组织损伤后的修复和功能改善是自体细胞的信号

分子自分泌作用而不是移植后的干细胞旁分泌作用，但是不管

是通过哪种方式可以肯定的是包括血管内皮生长因子（VEGF）

和成纤维生长因子 2（FGF-2）在内的生物活性因子发挥了重要

作用[11, 12]。还有研究发现过表达 VEGF的骨髓间充质干细胞可

以更有效地保护损伤组织[13]。所以，血管内皮生长因子（VEGF）

是当前血管新生相关研究中的热点。

缺氧诱导因子是血管新生的主要转录调控因子。缺氧诱导

因子 1（HIF-1）是由 HIF-1琢和 HIF-1茁构成的异二聚体。常氧条
件下，细胞内 HIF-1琢的半衰期不足 5分钟，在细胞内很不不稳

定，转录合成的蛋白很快被氧依赖降解结构域介导的泛素蛋白

酶体降解。而低氧情况下，HIF-1琢的降解得到抑制，细胞浆中
的 HIF-1琢迅速增加积累，并且不断发生核转位，与细胞核内与
HIF-1茁亚单位结合成二聚体 HIF-1，HIF-1再与目的基因缺氧
反应元件(HRG)结合从而激活相关转录过程[8]。而 HIF-1琢的激
活根据不同类型的细胞或者不同的刺激因子受不同的信号通

路调控[14]。HIF-1一旦激活则发生核转位转录血管新生相关重

要基因，如：血管内皮生长因子（VEGF）、血小板衍生生长因子

（platelet-derived growth factor 、PDGF）以及转化生长因子 琢
（transforming growth factor 琢、TGF琢）[15]。因此，HIF-1成为非常

热门的药物治疗的靶点。

最新的一些研究发现，小肽分子例如皂苷由于其良好的促

血管新生作用具有非常好的临床应用前景[16]。人参，主要的活

性成分就是皂苷，作为中国传统医学中非常重要的中草药，在

治疗糖尿病以及心血管疾病中具有非常好的疗效，与此同时其

毒副作用却非常小[17]。人参皂苷 Rg1就是人参中提取出来的一

种新型小分子肽[3]。我们的研究是国内首次报道其在骨髓间充

质干细胞中促血管内皮生长因子分泌，并且发现其作用机制是

与 HIF-1相关。然而，总体来讲在临床上靶向治疗对血管疾病

的治疗疗效很一般，很大一部分是由于药物很难作用到准确的

靶点[18]。所以，毒副作用少的植物来源的小分子激活剂很有希

望将来作为临床治疗新的药物。

尽管前期的相关研究普遍认为 HIF-1的调控是依赖于细

胞内氧的浓度，但是也有越来越多的研究发现 HIF-1调控可以
与一些非缺氧相关，诸如：生长因子、细胞因子和致癌信号[19]。

有研究发现伤口的微环境是不缺氧的[20]，这一研究成果提示伤

口部位的血管新生不是由于缺氧而启动或增强而是由于血管

新生生长因子的产物作用结果。

有趣的是，通过我们的实验结果也证实了人参皂苷 Rg1也

正是这样一个调控 HIF-1的因子。据我们的调查，我们是首先

证实人参皂苷 Rg1促进血管新生主要是通过促进血管内皮生

长因子旁分泌，并且是第一个在机制探所研究中发现人参皂苷

Rg1是通过激活缺氧诱导因子 1琢从而促进内源性血管内皮生
长因子增加。目前还没有此类研究的相关报道。因此，人参皂苷

Rg1作为新发现的促血管新生因子具有广阔的临床应用前景，

并且随着其作用机制的深入探索研究也为其临床应用提供了

理论依据。
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