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人参拮抗高皮质激素血症致神经元损伤的作用
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  [ 摘要]  目的: 探讨人参保护高皮质激素血症致神经元损伤的作用机制。方法: 皮下注射皮质酮建立高皮质激素血症的

动物模型, 在模型的制备过程中同时 ig 给予高、中、低( 7. 2, 3. 6, 1. 8 g·kg - 1 ) 3 个剂量的人参水煎剂, 实验进行 4 周, 行为学检

测后处死动物, 取脑剥离海马, 对神经微丝蛋白( NF-L) 、突触囊泡总蛋白( SYP) 、脑源性神经营养因子( BDNF) 、胶质源性神经

营养因子( GDNF) 进行蛋白免疫印迹。结果: 模型组动物在行为学检测中, 静止不动时间明显增加, 与正常组有显著差别; 体重

较正常组显著降低并有显著差异。相关蛋白检测 NF-L, SYP, BDNF, GDNF 表达水平与正常组比较显著下调。人参高、中剂量

组能够改善动物行为学变化及体重变化, 人参各剂量组对神经元蛋白及神经营养因子均表现出明显的上调作用。结论: 人参

可通过上调神经营养因子的表达发挥神经元保护作用。
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Preventive Effects of Panax ginseng on Neuron
Damage Induced by Hypercortisolism

WANG Zhong-li, DAI Jian-guo, CHEN Lin, HUANG Yu-fang, ZHAO Yu-nan*

( Nanjing University of Chinese Medicine, Nanjing 210046, China)

[ Abstract]  Objective: To explore the mechanism underlying preventive effects of ginseng on neuron damage

induced by hypercortisolism. Method: Mouse model of hypercortisolism was developed by subcutaneous

corticosterone injection. Different dosage of ginseng water decoction ( 7. 2, 3. 6, 1. 8 g·kg
- 1

) was orally

administrated to mice during reproducing animal model. After four weeks, the mice were sacrificed by decapitation

after behavioral tests. Then, the hippocampal tissues were rapidly collected for Western blot analysis of four important

proteins, neurofilament light chain protein ( NF-L) , synaptic vescle protein ( SYP) , brain-derived neurotrophic factor

( BDNF) and glial-derived neurotrophic factor ( GDNF) . Result: In contrast to the control, depression-like behavior

was obviously increased, and protein levels of NF-L, SYP, BDNF and GDNF were significantly decreased in the

model group. In contrast to the model group, all dosage of ginseng water decoction not only could significantly

improve depression-like behavior, but also obviously up-regulate protein levels of NF-L, SYP, BDNF and GDNF in

the hippocampal tissues. Conclution: Ginseng can provide neuroprotection by up-regulating protein expression of

neurotrophic factors.

[ Key words]  Panax ginseng; corticosterone; neurotrophic factors; neuron damage

  高皮质激素血症是由于各种原因导致的血浆中 皮质激素水平显著升高, 并由此引起相应的病理表
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现的一组症状。皮质激素在人体内分泌系统中发挥

着重要作用, 正常情况下即生理剂量主要参与机体

的物质代谢。而生理剂量范围之外, 其会随着剂量

的变化发挥不同的作用, 所以近半个世纪来皮质激

素在临床上得到广泛应用, 可以用于抗炎、抗过敏、

自身免疫性疾病、肾功能不全、哮喘、爆发性肝炎等

多系统的多种疾病
[ 1 ]

。然而, 大量的应用外源性激

素治疗疾病, 在发挥良好疗效的同时, 不可避免的导

致了高皮质激素血症。此外, 体内外环境的变化也

能够影响体内皮质激素的水平
[ 2 ] , 如: 应激状态下,

包括强烈短暂应激和慢性长期应激, 人体皮质激素

水平均显著升高。除了上述因素, 自身疾病也是导

致高皮质激素血症的主要原因之一, 如垂体瘤、嗜铬

细胞瘤等肿瘤疾病, 均能够通过影响皮质激素的生

成, 使血浆中皮质激素水平升高。诸多研究表明, 皮

质激素长期维持在较高水平对神经系统具有损伤作

用, 可导致海马神经元出现轴突变短消失、突触减

少、胞膜被破坏甚至细胞核碎裂
[ 3 ]

, 患者可表现出学

习记忆能力下降, 以及焦虑、抑郁等情感障碍, 是高

皮质激素血症临床主要不良反应之一。

人参是中医临床上最为常用的药物之一, 有大

补元气、补脾益肺、生津止渴、安神增智等功效。近

年来发现, 人参在保护神经元损伤方面显示出良好

的效果。例如人参皂苷对脑缺血有保护作用, 可缓

解缺血引起的海马组织锥体细胞损伤, 显著提高缺

血再灌注后海马组织的细胞数量
[ 4]

; 体外试验发现:

几种人参皂苷单体成分在适宜的浓度内对缺血培养

的小鼠、胎鼠皮质神经细胞具有保护作用, 而且呈浓

度依赖性; 人参皂苷还可以通过对抗谷氨酸( Glu) 和

海人酸( KA) 的兴奋性毒性作用和抗氧化应激作用

保护损伤的脊髓神经元
[ 5]

。鉴于人参对多种原因致

神经元损伤均表现出保护作用, 本研究的实验目的

即是探讨人参是否能拮抗高皮质激素血症导致的神

经元损伤及其中的作用机制。

1 材料

1.1 动物  成年健康雄性 C57BL/6 小鼠, 体重 18

～22 g, 购于上海斯莱克实验动物有限责任公司, 许

可证号 SCXK( 沪) 2007-0005。饲养于南京中医药大

学动物实验中心恒温恒湿动物房, 明暗交替时间为

12 h, 动物可以自由饮食进水。

1.2 药物、试剂 人参 Panax ginseng C. A. Mey的

生药购于南京市先声药店。皮质酮( Corticosterone)

购自 Sigma 公司, 批号 079K1594; 氟西汀由苏州制药

有限 公 司 生 产, 批 号 8146B。β-actin 和 突 触 素

( SYP) 单克隆抗体购自 Santa Cruz, 神经微丝轻链

( NF-L) 单克隆抗体购自 Invitrogen, 脑源性神经营养

因子( BDNF) 多克隆抗体、胶质源性神经营养因子

( GDNF) 多克隆抗体购自 Santa Cruz。HRP 标记的

山羊抗小鼠 IgG 及山羊抗兔 IgG 购自 Gene Script。

其他试剂均为分析纯, 购自南京化学试剂公司。

2 方法

2.1 动物模型的制备  皮质酮皮下注射复制高皮

质激素血症小鼠模型参考 Zhao 等人的研究
[ 6]

。首

先将皮质酮溶于二甲基亚砜 ( DMSO) 中作为储液,

根据所需浓度用蒸馏水稀释使用。动物随机时间点

sc 皮质酮, 注射剂量为 20 mg·kg
- 1
。

2.2 生药水煎剂的制备及给药剂量  生药在砂锅

中浸泡 30 min, 武火煮沸后, 文火煎煮 20 ～30 min,

滤出药汁, 反复 3 次, 混合药汁, 浓缩即得, 生药质量

浓度计为 g·mL
- 1
。生药水煎剂 ig 给予动物, 给药剂

量由人临床常规用量换算成小鼠用量, 设置高、中、

低 3 个人参剂量组 7. 2, 3. 6, 1. 8 g·kg - 1
。阳性药物

氟西汀根据临床使用剂量, 换算成小鼠用量为 3. 6

mg·kg - 1
。

2.3 分组  根据小鼠体重随机分为 6 组 ( 每组 8

只) , 即正常对照组、模型组、氟西汀组 ( 阳性药对照

组) 、人参高、中、低剂量组。除正常组外其他各组均

给予造模处理。给药与造模同时进行, 正常组和模

型组给予蒸馏水 ig, 其他各组给予相应剂量人参 ig。

实验共进行 4 周( 期间每周各组动物称重 1 次, 记录

体重变化) ; 第 4 周进行行为学测试, 包括: 强迫游泳

实验和悬尾实验。行为学实验结束后, 将小鼠脱颈

椎处死, 取脑分离海马, 采用 Western-blot 技术检测

神经元标志性蛋白 ( NF-L, SYP) 及神经元营养因子

( BDNF, GDNF) 的表达变化。

2.4 Western-blot蛋白免疫印迹 双侧海马组织用

1 mL的 RIPA 缓冲液( 50 mmol·L- 1 Tris-HCL, 0. 1%

SDS, 1% NP-40, 1 mmol·L
- 1

EDTA, 150 mmol·L
- 1

NaCl, 1 mmol·L
- 1
苯甲基磺酰氟 ( PMSF) , 1 mg·L

- 1

抑肽酶, 1 mg·L
- 1
亮抑肽酶, 去离子水配置, pH 7. 5)

匀浆, 12 000 r·min - 1
离心后, 取上清液。对所得上

清液进行蛋白定量以确定电泳时样品的上样量, 然

后按比例加入上样缓冲液( 1% SDS, 1% 二硫苏糖醇

( DTT) , 10 mmol·L- 1 Tris-HCL, 10% 甘油, 1 mmol·
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L- 1 EDTA, 0. 2% 溴酚兰, 去离子水配置, pH8. 0) 。

混合后, 在 95 ℃水浴中变性 5 min。变性的样品液

经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 湿法将胶上的蛋白

转移 到 PVDF 膜 上。转膜 成 功 后, 用 PBST ( 含

0. 05% 吐温-20 的 PBS 液) , 稍加漂洗后放入封闭液

( 含 5% 脱脂奶粉的 PBST液) 中, 37 ℃震荡 1 h。封

闭结束后, 一抗室温轻摇孵育 2 h 或 4 ℃静置过夜。

PBST漂洗 3 次后( 每次 5 min) , 二抗室温孵育 1 h。

PBST再次漂洗 3 次, 采用化学发光法, 暗室曝光显

影胶片。最后, 将胶片上目的条带扫描进电脑, 用

Bandscan 软件进行灰度分析。

2.5 强迫游泳实验  强迫游泳实验采用 Porsolt 等

报道的方法
[ 7]

: 将小鼠分别放入加有 10 cm 水深的

2 000 mL的玻璃烧杯中, 水温在 25 ℃左右。使小鼠

在其中游泳 6 min, 记录动物在实验中最后 4 min 的

不动时间。持续不动被界定为没有主动活动, 逃脱

行为例如: 游泳、跳跃、躬起身体、探查和水下动作。

2.6 强迫悬尾实验 强迫悬尾实验采用 Steru 等人

报道的方法
[ 8]

。在结束强迫游泳实验后, 小鼠休息

24 h, 实验时用胶带将小鼠悬挂于距桌面 58 cm的

支架边缘上, 胶带黏贴位置在距小鼠尾尖 1 cm 处。

每只小鼠悬挂 5 min, 记录实验中最后 4 min 小鼠不

动时间。小鼠静止不动的界定是小鼠被动的顺从或

完全的不动。

2.7 数据处理  用 SPSS 16. 0 统计软件包对实验

数据进行统计学处理, 计量资料用 珋x ±s 表示, 多组

比较采用单因素方差分析, 组间两两比较采用 Sidak

检验, P < 0. 05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 动物体重变化  实验开始各组动物初始体重

正常组、模型组、氟西汀组、人参高、中、低剂量组分

别为( 19. 9 ±1. 03) , ( 19. 8 ±0. 65) , ( 19. 8 ±0. 69) ,

( 19. 8 ±0. 57) , ( 19. 8 ±0. 57) , ( 19. 9 ±0. 60) g。组

间无显著性差异。

实验进行 4 周后各组体重发生变化, P < 0. 01,

组间存在显著性差异, 两两比较发现模型组体重显

著低于正常组( P <0. 01) , 下降约 25. 6% ; 与模型组

相比, 人参高、中剂量组动物体重均显著增高 ( P <

0. 05) , 分别升高约为 18% 和 27. 8% ( 表 1) 。

3.2 动物行为学变化 两两比较发现: 强迫悬尾实

验中, 与正常组比较, 模型组动物静止不动时间明显

延长( P < 0. 01) , 约 35. 4% ; 氟西汀 ( P < 0. 01) 、人

参高剂量( P < 0. 01) 以及人参中剂量 ( P < 0. 05) 均

能显著拮抗模型组动物静止不动时间的延长, 下降

分别约为 38. 5% , 30. 4% 和 18. 9% 。强迫游泳实验

中, 与正常组相比, 模型组动物静止不动时间也显著

增加( P < 0. 01) , 约 25. 4% ; 而氟西汀 ( P < 0. 01) 、

高剂量人参( P < 0. 05) 以及中剂量人参( P < 0. 05)

也均能显著抑制模型组动物静止不动时间的延长,

下降分别约为 27% , 15. 3% 和 16. 2% ( 表 1) 。
表 1 实验 4 周动物体重与行为学结果 ( 珋x ±s, n = 8)

分组 剂量 / g·kg - 1 体重 / g 悬尾静止时间 / s游泳静止时间 / s

正常 - 26. 0 ±1. 05 120 ±2. 5 99 ±2. 1

模型 - 20. 1 ±1. 011) 154 ±3. 01) 126 ±2. 71)

氟西汀 0. 003 6 20. 3 ±0. 78 95 ±2. 62) 91 ±2. 62)

人参 7. 2 22. 0 ±1. 043) 108 ±2. 62) 107 ±2. 43)

3. 6 24. 0 ±1. 072) 124 ±2. 43) 105 ±2. 63)

1. 8 20. 7 ±1. 38 145 ±2. 7 125 ±3. 0

  注 : 与正常组比较 1) P < 0. 01 ; 与模型组比 较2) P < 0. 01 , 3) P <

0. 05 ( 表 2 同 ) 。

3.3 神经元标志性蛋白、神经营养因子含量变化 

结果见图 1、表 2。

NF-L蛋白: 与正常组相比, 模型组小鼠海马组

织内的该蛋白表达明显下调, 降低约 35. 7% ( P <

0. 01) ; 氟西汀( P < 0. 05) 、人参高剂量 ( P < 0. 01) 、

人参中剂量( P < 0. 05) 以及人参低剂量( P < 0. 01)

均能显著上调模型组小鼠海马组织内 NF-L 蛋白的

表 达, 升 高 分 别 约 为 15. 5% , 51. 3% , 19. 5% ,

42. 9% 。

SYP 蛋白: 与正常组相比, 模型组小鼠海马组织

内该蛋白表达明显下降( P < 0. 01) , 约 33. 8% ; 氟西

汀( P < 0. 05) 、人参高剂量 ( P < 0. 01) 、人参中剂量

( P < 0. 05) 以及人参低剂量( P < 0. 01) 均能著性上

调模型组小鼠海马组织内 SYP 蛋白的表达, 分别上

调约 7% , 23. 3% , 16% , 28. 4% 。

BDNF蛋白: 与正常组相比, 模型组小鼠海马组

织内该蛋白表达明显下降( P <0. 01) , 约 65. 5% ; 氟

西汀组( P < 0. 05) 、人参高剂量组( P < 0. 01) 、人参

中剂量组( P < 0. 01) 以及人参低剂量组( P < 0. 05)

均能著性上调模型组小鼠海马组织内 BDNF 蛋白的

表达, 分别上调约 37. 5% , 97. 1% , 76. 7% , 57% 。

GDNF蛋白: 与正常组相比, 模型组小鼠海马组

织内该蛋白表达明显下降( P <0. 01) , 约 45. 5% ; 氟

西汀组( P < 0. 05) 、人参高剂量组( P < 0. 05) 、人参
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中剂量组( P < 0. 05) 以及人参低剂量组( P < 0. 05)

均能著性上调模型组小鼠海马组织内 GDNF 蛋白的

表达, 分别上调约 2. 5% , 18. 3% , 22. 5% , 16. 5% 。

表 2 各组大鼠神经元蛋白的含量变化 ( 灰度值 , 珋x ±s, n = 8)

分组 剂量 /g·kg - 1 NF-L SYP BDNF GDNF

正常 - 1. 11 ±0. 02 1. 58 ±0. 025 1. 19 ±0. 02 1. 11 ±0. 015

模型 - 0. 68 ±0. 012 1) 1. 08 ±0. 021) 0. 39 ±0. 011) 0. 48 ±0. 01 1)

氟西汀 0. 003 6 0. 79 ±0. 015 3) 1. 12 ±0. 0213) 0. 59 ±0. 0113) 0. 60 ±0. 0123)

人参 7. 2 1. 09 ±0. 022) 1. 35 ±0. 0262) 0. 82 ±0. 0152) 0. 75 ±0. 0143)

3. 6 0. 80 ±0. 016 3) 1. 18 ±0. 0193) 0. 79 ±0. 0162) 0. 77 ±0. 0133)

1. 8 0. 98 ±0. 015 2) 1. 39 ±0. 0242) 0. 62 ±0. 0143) 0. 73 ±0. 0123)

图 1 人参对高皮质激素血症神经元损伤小鼠海马

神经元蛋白 Western blot灰度的影响

4 讨论

4.1 人参可拮抗高皮质激素血症导致的神经损伤

 本实验通过皮下注射皮质酮, 模拟啮齿类动物高

皮质激素血症, 并进一步观察由此引发的神经系统

损伤。实验结果显示, 模型动物与正常动物相比较,

体重明显降低, 行为学测试中静止不动时间延长, 海

马神经元标志性蛋白( NF-L, SYP) 的水平明显下降。

上述结果与 Zhao 等人
[ 6 ]

实验结论相一致, 提示模型

复制成功。

动物体重的降低主要由于高水平皮质激素加速

了糖原、蛋白质的分解, 来提供对抗应激所需的能

量, 人参中、高剂量均能对抗高皮质激素血症导致的

体重下降, 与传统中医认为人参具有强壮、补益的观

点相一致, 但其通过何种途径实现对体重的影响, 尚

需进一步研究。行为学测试中, 人参中、高剂量组均

能够显著拮抗模型小鼠静止不动时间的增加, 提示

人参可以改善高皮质激素血症引起的抑郁样行为。

尽管行为学出现变化是神经元损伤的结果, 但仅凭

此还不能够说明人参对高皮质激素血症诱导的神经

元损伤有保护作用。因为, 影响行为学的因素较多,

如动物体重、兴奋剂作用等。有研究表明: 人参具有

良好的抗疲劳作用, 且对运动系统有兴奋作用。因

此, 需检测神经元标志性蛋白的水平变化来进一步

验证实验结果。

判断神经元损伤的指标, 本研究选用 NF-L 和

SYP。NF是神经骨架蛋白含量最为丰富的一种, 是

神经元细胞存活并发挥正常功能的物质基础, 其亚

型 NF-L 与应激导致的神经元损伤关系最为密切, 并

且呈时程变化。SYP 主要存在于神经元相互连接的

突触膜上, 能够反映突触功能状态。突触的功能正

常, 神经元则可以正常的接受和传出信息, 同时突触

功能稳定与神经递质的正常分泌密切相关。此 2 种

蛋白的变化能够对神经元组织结构和功能状态做出

判断。实验结果显示: 人参各剂量组均能拮抗模型

小鼠此 2 种蛋白水平的下调, 说明人参可以保护由

高皮质激素血症导致的神经元损伤, 进而可能改善

了由此引起的小鼠抑郁样行为。

4.2 拮抗神经营养因子表达下调可能是人参发挥

保护作用的机制 神经营养因子缺乏是高皮质激素

血症致神经损伤的重要机制之一。文献报道
[ 9 ] : 腹

腔注射皮质酮或慢性不可预知性应激导致的高皮质

激素血症, 均能够引起脑内海马组织神经营养因子

表达的显著下调; 且损伤的严重程度与神经营养因

子的表达呈负相关。

脑内存在多种神经营养因子, 而其中含量最多

的是 BDNF, BDNF是神经营养因子家族中最为重要

的成员之一, 它是脑内分布最广的神经营养因子, 研

究发现 BDNF对神经元的生长、分化、可塑性及损伤

后的修复发挥重要作用。本文中还选用了 GDNF,

大量研究表明: GDNF 的表达能够对抗神经元凋亡,

促进神经元的存活, 尤其对运动神经元有强烈的营

养作用, 同时该营养因子还能对抗自由基、钙超载等

引起的神经元损伤。

实验结果显示: 与正常组相比, 模型组小鼠海马

神经元损伤的同时, BDNF 和 GDNF 的表达均显著

下降; 而人参各剂量组均能拮抗模型组小鼠海马组

·79·

第 16 卷第 16 期
2010 年 11 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No. 16
Nov. , 2010



织内 BDNF和 GDNF 表达的下降。该结果说明: 人

参拮抗高皮质激素血症致神经损伤的机理可能与其

抑制了神经营养因子表达的下调, 从而减轻了神经

元的损伤有关。

4.3 人参与氟西汀的疗效特点 本实验结果显示:

氟西汀和人参均能够逆转神经损伤导致的动物行为

学改变。生化检测结果显示: 氟西汀和人参对神经

元标志性蛋白 NF-L, SYP 及神经营养因子 GDNF,

BDNF均有上调作用。但氟西汀不能逆转模型动物

体重的降低, 而人参可以逆转, 尤其是中、高剂量组

与模型组比较存在显著性差异。该结果提示: 人参

和氟西汀拮抗高皮质激素血症致神经损伤以及神经

营养因子表达下调的作用原理可能不同。研究表

明: 长期给予氟西汀可上调正常动物海马细胞增殖,

促进新生神经元成熟, 并增加突触的可塑性; 机制与

增加突触间隙的神经递质, 进而直接上调神经营养

因子的表达有关。那么, 人参是如何上调模型小鼠

海马组织内神经营养因子的表达, 应是下一步的研

究方向。
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