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基于线粒体自噬-凋亡途径探讨人参皂苷 Rh4 拮抗顺铂致肠黏膜屏障功能
损伤的作用机制  
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摘  要：目的  探讨人参皂苷 Rh4对顺铂致肠黏膜屏障功能损伤的作用机制。方法  ICR小鼠 ig给予人参皂苷 Rh4（10、20 

mg/kg）10 d，给药第 7天单次 ip顺铂（20 mg/kg）诱导肠损伤，对小鼠生化指标、肠组织病理变化进行观察，利用 ELISA、

免疫荧光染色和Western blotting探究血清中二胺氧化酶（diamine oxidase，DAO）活性、肠黏膜炎症反应、肠屏障功能和线

粒体自噬相关蛋白的表达。利用顺铂致 IEC-6细胞损伤筛选出最佳造模剂量，并采用不同浓度的人参皂苷 Rh4处理细胞，采

用线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，MMP）试剂盒、流式细胞术和Western blotting探究人参皂苷 Rh4对顺

铂致肠黏膜细胞凋亡、线粒体自噬相关蛋白表达的影响。结果  与对照组比较，顺铂组小鼠血清中 DAO活性、炎症因子水

平和肠组织丙二醛水平显著升高（P＜0.01、0.001），肠黏膜上皮紧密连接蛋白表达水平显著降低（P＜0.01），肠组织谷胱甘

肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）和过氧化氢酶（catalase，CAT）活性显著降低（P＜0.01）；给予人参皂苷

Rh4 干预后能显著逆转上述指标的变化（P＜0.05、0.01），并改善肠黏膜组织的病理学变化以及肠黏膜的通透性。与顺铂组

比较，人参皂苷 Rh4 能显著调控小鼠肠组织和 IEC-6 细胞中 p21/p53/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅激活因子-1α

（peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator-1α，PGC-1α）通路、线粒体自噬和凋亡相关蛋白表达（P＜0.05、0.01），

显著升高顺铂致 IEC-6细胞中 MMP 水平（P＜0.05、0.01）。结论  人参皂苷 Rh4通过调控线粒体自噬和凋亡途径改善顺铂

致肠黏膜屏障功能损伤。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of ginsenoside Rh4 on intestinal mucosal barrier damage induced by cisplatin. 

Methods  ICR mice were orally administered with ginsenoside Rh4 (10, 20 mg/kg) for 10 d. On the 7th day of administration, single 

ip cisplatin (20 mg/kg) was used to induce intestinal injury. Biochemical indicators and pathological changes in intestinal tissue were 

observed in mice. ELISA, immunofluorescence staining and Western blotting were used to explore the activity of diamine oxidase 

(DAO) in serum, intestinal mucosal inflammatory response, intestinal barrier function and expressions of mitochondrial autophagy 

related proteins. The optimal modeling dose was screened for cisplatin-induced IEC-6 cell damage, and cells were treated with different 

concentrations of ginsenoside Rh4. The effects of ginsenoside Rh4 on cisplatin-induced intestinal mucosal cell apoptosis and 
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mitochondrial autophagy related protein expressions were investigated using mitochondrial membrane potential (MMP) assay kit, flow 

cytometry and Western blotting. Results  Compared with control group, DAO activity in serum, levels of inflammatory cytokines in 

serum and malondialdehyde level in intestinal tissue of mice in cisplatin group were significantly increased (P < 0.01, 0.001), while 

the expression levels of tight junction protein in intestinal mucosal epithelium were significantly decreased (P < 0.01), activities of 

glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) in intestinal tissue were significantly decreased (P < 0.01); After intervention 

with ginsenoside Rh4, the changes in the above indicators were significantly reversed (P < 0.05, 0.01), and the pathological changes of 

intestinal mucosal tissue and intestinal mucosal permeability were improved. Compared with cisplatin group, ginsenoside Rh4 

significantly regulated the p21/p53/peroxisome proliferator activated receptor γ coactivator-1α (PGC-1α) pathway, mitochondrial 

autophagy, and apoptosis related protein expressions in intestinal tissue of mice and IEC-6 cells (P < 0.05, 0.01), and significantly 

increased MMP levels in cisplatin induced IEC-6 cells (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Ginsenoside Rh4 improves cisplatin-induced 

intestinal mucosal barrier dysfunction by regulating mitochondrial autophagy and apoptosis pathways. 

Key words: ginsenoside Rh4; cisplatin; intestinal mucosal barrier; IEC-6 cells; mitochondrial autophagy; apoptosis 

顺铂是当前临床上用于治疗多种恶性肿瘤最

有效的铂类药物之一[1-3]，但长期应用会产生较为严

重的肝肾毒性、胃肠功能障碍以及听觉毒性等[4]。

由于小肠的解剖位置和生理特性具有宽表面积、高

细胞周转率等特征，小肠对顺铂等化疗药物的不良

反应高度敏感[5]，其中以十二指肠不良反应尤为明

显，临床上以胃肠道黏膜损伤、胃肠动力延迟、恶

心、呕吐和腹泻为主要症状[6-7]。研究表明，顺铂诱

发的胃肠毒性主要与肠机械屏障，氧化应激、炎症

反应、细胞凋亡以及线粒体功能等机制有关[8-9]。过

氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅激活因子 -1α

（peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator- 

1α，PGC-1α）和腺苷酸活化蛋白激酶（（adenosine 5’-

monophosphate-activated protein kinase，AMPK）是

评价线粒体功能的主要调控因子，AMPK 能促进

PGC-1α的激活，进而调控线粒体自噬、凋亡及炎症

反应的发生[10]，对维持细胞稳态和肠黏膜屏障功能

有关键作用[11]。PGC-1α 能通过调节线粒体自噬，

清除受损线粒体，从而维持线粒体的结构与功能完

整性。当 PGC-1α 表达降低时，线粒体自噬作用减

弱，线粒体功能受损，进而引起细胞凋亡和炎症反

应的发生[12]。 

人参皂苷 Rh4是三醇型人参皂苷 Rg1经糖苷键

断裂、异构化所产生的稀有皂苷，具有抗肿瘤、抗

炎、调节免疫等作用[13]。现代药理学研究表明，人

参皂苷 Rh4在清除炎症反应、抑制细胞凋亡、恢复

线粒体功能等方面发挥独特功效[14-15]。研究发现，

人参活性成分人参皂苷和酚酸能显著抑制由 X 射

线（（10 Gy）引起的肠隐窝细胞凋亡，促进肠隐窝细

胞增殖，并激活Wnt/β-catenin信号通路，从而改善

肠道损伤[16-17]，初步揭示了人参皂苷的肠道保护活

性。本研究通过构建顺铂致肠道损伤模型，以小鼠

十二指肠为研究对象，肠黏膜屏障损伤为切入点，

深入探究人参皂苷 Rh4改善顺铂致肠道损伤的药效

作用以及修复肠黏膜屏障功能的作用机制。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

SPF级雄性 ICR小鼠 40只，体质量 22～25 g，

由长春亿斯实验动物有限公司提供，合格证号

SCXK（（吉）2021-0012。动物饲养于恒温（（22±2）℃、

12 h明暗循环的环境中，自由进食饮水。动物实验

经北华大学实验动物伦理委员会批准（（伦理批准号

BH-2023-009）。 

肠隐窝上皮细胞（（IEC-6）购自中国科学院上海

细胞库。 

1.2  药品与试剂 

人参皂苷 Rh4从红参中分离纯化得到，为实验

室自制，质量分数为 96.5%；顺铂（批号 B24464，

质量分数≥98%）购自上海源叶生物科技有限公

司；二胺氧化酶（diamine oxidase，DAO）ELISA

试剂盒（批号 TW9514）、白细胞介素 -1β

（ interleukin-1β， IL-1β）ELISA 试剂盒（批号

TW56961）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）ELISA试剂盒（批号 TW47851）购自

上海通蔚实业有限公司；丙二醛（malondialdehyde，

MDA）试剂盒（批号 A003-1-2）、谷胱甘肽过氧化

物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）试剂盒（批

号 A005-1-2）、过氧化氢酶（catalase，CAT）试剂

盒（批号 A007-2-1）、苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染色试剂盒购自南京建成生物研究所；

AnnexinV-FITC 细胞凋亡检测试剂盒（批号

C1062M）、JC-1 线粒体膜电位测定试剂盒（批号
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C2005）、BCA蛋白浓度测定试剂盒（批号 P0010）、

Hoechst 33258 染色试剂盒（批号 C1011）购自上

海碧云天生物技术有限公司；免疫荧光染色

SABC-DyLight44染液试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司；胎牛血清（批号 PWL217-4）、

DMEM高糖培养基（批号 MA0212-2）、胰酶（批

号 MA0232）、青霉素-链霉素溶液（批号 PWL062）

购自大连美仑生物技术有限公司；闭锁小带蛋白 1

（zonula occludens-1，ZO-1）抗体（批号 HL1185）、

Occludin抗体（批号 EPR20992）、PGC-1α抗体（批

号 EPR25162-281）、p21 抗体（批号 EPR3993）、

p53 抗体（批号 PAb240）、p-AMPK 抗体（批号

EPR3051）、微管相关蛋白 1轻链 3-I/II（microtubule-

associated protein light chain 3-I/II，LC3-I/II）抗体

（批号 EPR18709）、β-actin抗体（批号 1A4）购自

英国 Abcam 公司；自噬蛋白 3（autophagy-related 

protein 3，Atg3）抗体（批号 3415）、Atg5抗体（批

号 12994）、Atg7 抗体（批号 2631）、Atg14 抗体

（批号 5504）、Beclin-1抗体（批号 3495）、p-Beclin-

1 抗体（批号 8496）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR）抗体（批

号 2983）、Unc-51样激酶 1（Unc-51-like autophagy 

activating kinase 1，ULK1）抗体（批号 8654）、p-

mTOR抗体（批号 5536）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）抗体

（批号 9662）、Caspase-9抗体（批号 9508）、cleaved 

Caspase-3抗体（批号 9664）、cleaved Caspase-9抗

体（（批号 9509）、Bcl-2相关 X蛋白（（Bcl-2 associated 

X protein，Bax）抗体（批号 2772）、B细胞淋巴瘤-2

（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（批号 15071）、

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号 2118）、p-ULK1

抗体（批号 14202）、Parkin 抗体（批号 2135）、

AMPK抗体（批号 2532）、细胞色素 C（cytochrome 

C，Cyt-C）抗体（批号 4280）购自美国 CST公司。 

1.3  仪器 

BP211D 型分析天平（德国 Sartorius 公司）；

Heraeus Multifuge X3R 型高速冷冻离心机、

VLBLATGD2型Varioskan™ LUX多功能酶标仪（（美

国 Thermo Fisher Scientific公司）；DL-820E型智能

超声波提取器（上海之信仪器有限公司）；IKAT10

型手持匀浆机（德国 IKA 公司）；TB-718E 型生物

组织自动包埋机（湖北泰维科技实业有限公司）；

RM2235 型石蜡切片机、DM750 型光学显微镜、

TCSSP8型荧光显微镜（德国 Leica公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模、给药与取材 

小鼠适应性喂养 1周后，随机分为对照组、顺

铂组和顺铂＋人参皂苷 Rh4 低、高剂量（10、20 

mg/kg）组，每组 10只。由于目前临床上尚无针对

顺铂致肠道损伤的特效药物，故本研究未设置阳性

对照药物。各给药组 ig相应药物，对照组和顺铂组

ig等体积的生理盐水，1次/d，连续给药 9 d。第 7

天给药 1 h后，除对照组外，其余小鼠单次 ip顺铂

（（20 mg/kg）诱发肠损伤模型。于第 10天取材，造

模及取材前禁食不禁水，每天记录小鼠体质量。小

鼠 ip 3%戊巴比妥钠（1 mL/kg）麻醉，腹主动脉采

血，4 ℃、3 500 r/min离心 10 min，分离血清，用

于 DAO活性及 TNF-α、IL-1β水平的测定。分离出

与胃相连的十二指肠，观察其病理形态；切断与胃

相连约 2 cm处的十二指肠，取一小段于 4%多聚甲

醛溶液中固定，用于后续组织病理学染色，其余部

分用生理盐水洗净后迅速冷冻于−80 ℃，用于后续

组织匀浆以及Western blotting实验。 

2.2  细胞培养 

IEC-6 细胞用含 10%胎牛血清和 1%青霉素/链

霉素的 DMEM培养基，于 37 ℃、5% CO2的培养

箱中培养。每隔 48 h更换 1次培养液，细胞融合度

达到 80%～90%时用于后续实验。 

2.3  细胞活力测定 

IEC-6细胞以 5×104个/孔接种于 96孔板中，

培养过夜，待其生长形态饱满、密度约 80%开始实

验，加入不同浓度（（0.25、0.50、1.00、2.00、4.00、

8.00、16.00、32.00 μmol/L）的顺铂或不同浓度

（（0.625、1.250、2.500、5.000、10.000、20.000 μmol/L）

的人参皂苷 Rh4处理 24 h，另设置不含药物的对照

组。PBS洗涤 2次，加入MTT溶液（5 mg/mL），

采用酶标仪测定 490 nm处的吸光度（（A）值，计算

细胞活力。 

 细胞活力＝A 实验/A 对照 

为考察人参皂苷 Rh4对顺铂诱导 IEC-6细胞活

力的影响，设置对照组、顺铂组和顺铂＋人参皂苷

Rh4（（0.625、1.250、2.500、5.000、10.000、20.000 

μmol/L）组。各给药组加入不同浓度的人参皂苷 Rh4

处理 24 h，弃去上清液，再加入顺铂（1 μmol/L）

处理 24 h，对照组加入不含药物的培养基，测定细
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胞活力。在确定最佳给药剂量后，再探究人参皂苷

Rh4（10 μmol/L）在不同处理时间（1、3、6、12、

24 h）下对顺铂诱导 IEC-6细胞活力的影响。 

2.4  细胞分组和处理 

设置对照组、人参皂苷 Rh4（10 μmol/L）、顺铂

组和顺铂＋人参皂苷 Rh4（2.5、5.0、10.0 μmol/L）组。

各给药组加入不同浓度的人参皂苷 Rh4处理 24 h，弃

去上清液，再加入顺铂（1 μmol/L）处理 24 h，对

照组加入不含药物的培养基。 

2.5  生化指标测定 

取（ 2.1”项下小鼠十二指肠组织，制备组织匀

浆液，按照试剂盒说明书测定氧化应激指标 MDA

水平和 CAT、GSH-Px活性。取（ 2.1”项下小鼠血

清，按照 ELISA试剂盒说明书测定血清中 DAO活

性和 TNF-α、IL-1β水平。 

2.6  HE 染色观察十二指肠病理变化 

取 2.1”项下小鼠十二指肠组织，于 4%多聚

甲醛溶液中固定，每组随机取出 3个十二指肠组织

进行石蜡包埋，切成 5 µm 厚的组织切片，置于载

玻片上，经二甲苯、梯度乙醇脱蜡和水化处理后，

进行 HE染色，于光学显微镜下观察十二指肠的绒

毛断裂以及隐窝深度改变等病理学情况，并对十二

指肠病理学变化进行评分[18]。 

2.7  Hoechst 33258 染色检测十二指肠组织细胞凋

亡情况 

取（ 2.1”项下小鼠十二指肠组织切片，经二甲

苯、梯度乙醇脱蜡和水化处理后，加入 Hoechst 

33258染液（（10 μg/mL）避光染色 5 min，PBS洗涤

3 次，利用抗荧光猝灭封片剂封片，于荧光显微镜

下检测十二指肠细胞凋亡情况[19]。 

2.8  免疫荧光染色检测十二指肠 NF-κB 表达 

取（ 2.1”项下小鼠十二指肠组织切片，经脱蜡

和脱水处理后，滴加 NF-κB 抗体（1∶400），4 ℃

孵育过夜；PBS洗涤，滴加荧光标记的二抗，37 ℃

孵育 30 min 后，用 SABC-CY3（1∶100）再次标

记。采用 DAPI染色细胞核，于荧光显微镜下观察

NF-κB蛋白表达情况，采用 Image-Pro Plus 6.0软件

分析荧光强度[20]。 

2.9  线粒体膜电位的测定 

按（ 2.4”项下方法进行分组和处理，每孔加入

500 μL JC-1工作液，37 ℃孵育 20 min；弃去上清

液，用预冷的 JC-1染色缓冲液洗涤细胞 2次，于荧

光显微镜下观察并拍照[21]。 

2.10  流式细胞术测定细胞凋亡情况 

按（ 2.4”项下方法进行分组和处理，收集对照

组、顺铂组、顺铂＋人参皂苷 Rh4组 IEC-6细胞，

采用磷酸盐缓冲液洗 4 次，每组加入 450 μL 结合

缓冲液混悬；加入 9.0 μL AnnexinV-FITC试剂，混

匀，26 ℃避光孵育 30 min；加入 9 μL PI 试剂，

26 ℃避光孵育 30 min。采用流式细胞仪上机检测

各组 IEC-6细胞的凋亡情况[22]。 

2.11  Western blotting 检测紧密连接蛋白、线粒体

自噬及凋亡相关蛋白表达 

取（ 2.1”项下小鼠十二指肠组织和（ 2.4”项下

处理的 IEC-6 细胞，加入 RIPA 裂解液，于冰上提

取总蛋白，4 ℃、3 500 r/min离心后，采用 BCA试

剂盒测定蛋白浓度，加入上样缓冲液，沸水浴加热

使蛋白变性。蛋白样品经 12%十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛

奶封闭 2 h，分别加入 ZO-1、Occludin、PGC-1α、

p21、p53、p-AMPK、LC3-I/II、Atg3、Atg5、Atg7、

Atg14、Beclin-1、p-Beclin-1、mTOR、ULK1、p-

mTOR、Caspase-3、Caspase-9、cleaved Caspase-3、

cleaved Caspase-9、Bax、Bcl-2、β-actin和 GADPH

抗体（一抗稀释比例 1∶1 000，内参稀释比例 1∶

5 000），4 ℃孵育过夜；TBST洗涤 3次后，加入二

抗，室温孵育 2 h；加入 ECL发光液显影，用凝胶

成像仪曝光，并使用 Quantity One软件分析条带灰

度值。 

2.12  统计学分析 

所有数据均以 x s （表示，采用单因素方差分

析（One-way ANOVA）进行统计学分析，使用

GraphPad Prism 8.0软件绘图。 

3  结果 

3.1  人参皂苷 Rh4 对顺铂致小鼠肠损伤模型体质

量、肠组织形态变化以及肠黏膜屏障功能的影响 

如图 1-A所示，小鼠 ip顺铂后，胃内食物残留

量明显增多，十二指肠部位的肠壁明显变白、变薄，

同时伴有较为明显的充血症状，表明顺铂对小肠的

损伤部位主要体现在十二指肠。如图 1-B所示，与

对照组比较，小鼠于第 7天 ip顺铂后，体质量明显

下降，而人参皂苷 Rh4（（10、20 mg/kg）能不同程度

地缓解顺铂致小鼠体质量的下降。十二指肠组织

HE染色（（图 1-C）结果显示，对照组小鼠肠绒毛结

构清晰，隐窝排列整齐且深度较高；顺铂组十二指

肠组织显现出明显的病理性损伤，如隐窝损伤严重
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A-各组肠组织形态；B-各组小鼠体质量变化；C-各组肠组织病理变化及病理量化评分，红色箭头表示肠绒毛长度，蓝色箭头表示炎性细胞浸

润；D-各组血清中 DAO活性；E-各组肠组织 ZO-1、Occludin蛋白表达；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与顺铂组比较：

*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

A-morphology of intestinal tissue in each group; B-changes in body weight of mice in each group; C-pathological changes and quantitative scoring of 

intestinal tissues in each group, red arrow represents length of intestinal villi, and blue arrow represents inflammatory cell infiltration; D-DAO activity in 

serum of each group; E-expressions of ZO-1 and Occludin proteins in intestinal tissues of each group;#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control 

group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs cisplatin group, same as below figures. 

图 1  人参皂苷 Rh4对顺铂致小鼠肠损伤模型体质量、肠组织形态变化以及肠黏膜屏障功能的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 1  Effect of ginsenoside Rh4 on body weight, intestinal tissue morphology and intestinal mucosal barrier function in 

cisplatin-induced intestinal injury model in mice ( x s , n = 8)

及炎症反应导致绒毛长度减少（（P＜0.05、0.01）；人

参皂苷 Rh4预处理能明显减轻隐窝损伤数目，且绒

毛长度较顺铂组保留较好（P＜0.01）。肠黏膜屏障

功能是顺铂诱导肠损伤的主要特征，DAO以及肠黏

膜机械屏障相关蛋白（（ZO-1和 Occludin）是评价其

功能的主要指标，是体现肠黏膜损伤重要依据。如

图 1-D、E 所示，与对照组比较，顺铂组小鼠血清

中 DAO 活性显著升高（P＜0.01），紧密连接蛋白

ZO-1和 Occludin表达水平显著降低（（P＜0.01），表

明顺铂能诱发肠黏膜损伤，破坏肠黏膜屏障功能；

与顺铂组比较，人参皂苷 Rh4预处理后小鼠血清中

DAO 活性显著降低（P＜0.05、0.01），ZO-1 和

Occludin表达水平显著升高（（P＜0.05、0.01），表明

人参皂苷 Rh4能改善顺铂诱导的肠黏膜损伤。 

3.2  人参皂苷 Rh4 对顺铂诱导的 IEC-6 细胞活力

的影响 

通过构建顺铂致 IEC-6细胞损伤模型，从体外

角度进一步探究人参皂苷 Rh4对 IEC-6细胞的保护

作用，根据文献报道，顺铂在造模时间为 24 h时对

细胞损伤程度最佳[23]。利用 MTT 法筛选顺铂对

IEC-6 细胞损伤的最佳剂量，结果如图 2-A 所示，

0.50～32.00 μmol/L 顺铂对细胞活力有不同程度的

抑制作用，顺铂为 1 μmol/L时细胞活力达到 75.2%，

故选用 1 μmol/L顺铂为后续造模剂量。如图 2-B所 
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A-顺铂对 IEC-6细胞活力的影响；B-人参皂苷 Rh4对 IEC-6细胞活力的影响；C-人参皂苷 Rh4对顺铂诱导的 IEC-6细胞活力的影响；D-人参皂

苷 Rh4作用不同时间对顺铂诱导的 IEC-6细胞活力的影响。 

A-effect of cisplatin on viability of IEC-6 cells; B-effect of ginsenoside Rh4 on viability of IEC-6 cells; C-effect of ginsenoside Rh4 on viability of cisplatin-

induced IEC-6 cells; D-effect of ginsenoside Rh4 on viability of cisplatin-induced IEC-6 cells at different time points. 

图 2  人参皂苷 Rh4对顺铂诱导的 IEC-6 细胞活力的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 2  Effect of ginsenoside Rh4 on viability of cisplatin-induced IEC-6 cells ( x s , n = 8) 

示，0.625～20.000 μmol/L人参皂苷 Rh4对 IEC-6细

胞活力无明显影响，表明人参皂苷 Rh4在该剂量范

围内无细胞毒作用。如图 2-C所示，与顺铂组比较，

0.625～20.000 μmol/L 人参皂苷 Rh4处理 IEC-6 细

胞 24 h后，细胞活力均显著升高（（P＜0.05、0.01）；

如图 2-D所示，10 μmol/L人参皂苷 Rh4处理 IEC-6

细胞 3～24 h 后，细胞活力显著升高（P＜0.05、

0.01）。故选用 2.5、5.0、10.0 μmol/L人参皂苷 Rh4

用于后续体外实验。 

3.3  人参皂苷 Rh4 对顺铂致小鼠肠损伤模型氧化

应激和炎症反应的影响 

通过测定小鼠肠道组织中氧化应激相关指标

和血清中炎症因子水平，进一步探究人参皂苷 Rh4

发挥肠道保护活性的分子机制。如图 3-A～E所示，

与对照组比较，顺铂组肠组织中 MDA水平显著升

高（（P＜0.01），GSH-Px和 CAT活性显著降低（（P＜

0.01），血清中 TNF-α和 IL-1β水平显著升高（P＜

0.001）；与顺铂组比较，人参皂苷Rh4各剂量组MDA

水平显著降低（（P＜0.05、0.01），GSH-Px和 CAT活

性显著升高（（P＜0.05、0.01），血清中 TNF-α和 IL-

1β水平显著降低（P＜0.05、0.01）。 

采用免疫荧光和 Hoechest 33258染色研究肠道

组织的炎症损伤程度和肠黏膜上皮细胞凋亡程度，

结果如图 3-F、G所示，与对照组比较，顺铂组肠组

织细胞凋亡率和 NF-κB 阳性表达显著升高（P＜

0.01）；与顺铂组比较，人参皂苷 Rh4各剂量组肠组

织细胞凋亡率和 NF-κB 阳性表达显著降低（P＜

0.05、0.01），表明人参皂苷 Rh4能有效改善顺铂致

肠黏膜损伤的炎症反应。 

3.4  人参皂苷 Rh4 对顺铂致小鼠肠损伤模型和

IEC-6 细胞损伤模型 p21/p53/PGC-1α 通路的影响 

PGC-1α的表达与线粒体ROS以及线粒体功能

密切相关。通过 Western blotting 考察 p53/PGC-1α

通路在维持线粒体稳态中的作用，如图 4所示，体

内外实验结果一致，与对照组比较，顺铂组 p21和

p53蛋白表达水平明显升高（（P＜0.01），PGC-1α和

p-AMPK 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；与顺

铂组比较，人参皂苷 Rh4各剂量组 p21和 p53蛋白

表达水平明显降低（（P＜0.05、0.01），PGC-1α和 p-

AMPK蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01）。 
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A～C-各组肠组织中氧化应激相关指标水平；D、E-各组血清中炎症因子水平；F-Hoechest 33258染色检测各组小鼠肠组织细胞凋亡情况（×200），

箭头表示肠组织中凋亡阳性细胞；G-免疫荧光检测各组小鼠肠组织 NF-κB蛋白表达（×200）。 

A—C-levels of oxidative stress indicates in intestinal tissues of each group; D, E-levels of inflammatory factors in serum of each group; F-apoptosis of 

intestinal tissue cells in each group of mice detected by Hoechest 33258 staining (× 200), arrows indicate apoptotic positive cells in intestinal tissue; G-

NF-κB protein expression in intestinal tissues of mice in each group detected by immunofluorescence (× 200). 

图 3  人参皂苷 Rh4对顺铂致小鼠肠损伤模型氧化应激和炎症反应的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 3  Effect of ginsenoside Rh4 on oxidative stress and inflammatory responses in cisplatin-induced intestinal injury model 

in mice ( x s , n = 8) 

3.5  人参皂苷 Rh4 对顺铂致小鼠肠损伤模型和

IEC-6 细胞损伤模型自噬及线粒体相关蛋白表达的

影响 

为深入揭示人参皂苷 Rh4改善肠黏膜屏障功能

与调节线粒体功能之间的关系，通过 Western 

blotting检测线粒体自噬相关蛋白的表达水平，进一

步证明 PGC-1α 途径对线粒体自噬通量的重要作

用。如图 5所示，与对照组比较，顺铂组小鼠肠组

织 p-mTOR、p62、p-Beclin-1蛋白表达水平显著升

高（（P＜0.01），p-ULK1、Parkin、Atg14、Atg7、Atg5、  
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图 4  人参皂苷 Rh4对顺铂致小鼠肠损伤模型 (A) 和 IEC-6 细胞损伤模型 (B) p21/p53/PGC-1α 通路的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 4  Effect of ginsenoside Rh4 on p21/p53/PGC-1α pathway in cisplatin-induced intestinal injury model in mice (A) and 

IEC-6 cells damage model (B) ( x s , n = 8) 

Atg3蛋白表达水平显著降低（（P＜0.01）；与顺铂组

比较，人参皂苷 Rh4 各剂量组 p-mTOR、p62、p-

Beclin-1蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01），

p-ULK1、Parkin、Atg14、Atg7、Atg5、Atg3蛋白表

达水平显著升高（（P＜0.05、0.01），表明人参皂苷 Rh4

通过 PGC-1α促进线粒体自噬通量。 

体外实验结果如图 6所示，与对照组比较，顺

铂组 IEC-6细胞 p-mTOR、p62、LC3-I/II蛋白表达

水平显著升高（（P＜0.01），p-ULK1、Atg14、Atg7、

Atg5、Atg3蛋白表达水平显著降低（（P＜0.05、0.01）；

与顺铂组比较，人参皂苷 Rh4各剂量组 p-mTOR、

p62、LC3-I/II 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.01），p-ULK1、Atg14、Atg7、Atg5、Atg3蛋白表

达水平显著升高（（P＜0.05、0.01），表明顺铂可抑制

IEC-6 细胞线粒体自噬，而人参皂苷 Rh4预处理能

有效促进细胞的线粒体自噬，进一步充分佐证了体

内实验结果。 

3.6  人参皂苷 Rh4 对顺铂致 IEC-6 细胞损伤模型

细胞凋亡的影响 

线粒体细胞膜电位是评价线粒体正常功能的

重要指标之一，不仅反映了线粒体功能的完整性，

对肠黏膜屏障功能、细胞凋亡的调控方面都具有重

要作用。此外，线粒体细胞膜电位变化是细胞凋亡

最早期的变化，亦是影响线粒体 ROS 产生以及肠

黏膜通透性的重要指标。为进一步探究细胞凋亡在

顺铂致肠黏膜损伤的作用，通过 JC-1染色以及流式

细胞术检测顺铂诱导的 IEC-6细胞凋亡情况，结果

见图 7-A、B，与对照组比较，顺铂组线粒体细胞膜 
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图 5  人参皂苷 Rh4对顺铂致小鼠肠损伤模型肠组织中线粒体自噬相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 5  Effect of ginsenoside Rh4 on mitochondria autophagy related protein expressions in intestinal tissues of cisplatin-

induced intestinal injury model in mice ( x s , n = 8) 

 

图 6  人参皂苷 Rh4对顺铂致 IEC-6 细胞损伤模型线粒体自噬相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 6  Effect of ginsenoside Rh4 on mitochondria autophagy related protein expressions in intestinal tissues of cisplatin-

induced IEC-6 cells damage model ( x s , n = 8)
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A-JC-1染色检测线粒体膜电位变化（×100）；B-流式细胞术检测细胞凋亡率；C-Western blotting检测凋亡相关蛋白表达。 

A-changes in mitochondrial membrane potential detected by JC-1 staining (× 100); B-apoptosis rate of cells detected by flow cytometry; C-expressions of 

apoptosis related proteins detected by Western blotting. 

图 7  人参皂苷 Rh4对顺铂致 IEC-6 细胞损伤模型细胞凋亡的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 7  Effect of ginsenoside Rh4 on apoptosis of cisplatin-induced IEC-6 cells damage model ( x s , n = 8) 

电位显著降低（P＜0.01），细胞凋亡率显著升高（P＜

0.01）；与顺铂组比较，人参皂苷 Rh4各剂量组线粒

体细胞膜电位显著升高（（P＜0.05、0.01），细胞凋亡

率显著降低（P＜0.01）。通过Western blotting检测

凋亡相关蛋白的表达，结果见图 7-C，与对照组比

较，顺铂组Bcl-2蛋白表达水平显著降低（（P＜0.05），

Bax、cleaved Caspase-3、cleaved Caspase-9和 Cyt-

C 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）；与顺铂组比

较，人参皂苷 Rh4各剂量组 Bcl-2 蛋白表达水平显

著升高（（P＜0.05、0.01），Bax、cleaved Caspase-3、

cleaved Caspase-9 和 Cyt-C 蛋白表达水平显著降低

（（P＜0.05、0.01），表明人参皂苷 Rh4能有效改善顺

铂诱导的 IEC-6细胞凋亡。 

4  讨论 
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对照   人参皂苷 Rh4    顺铂                 2.5         5.0          10.0 

对照  人参   顺铂   2.5   5.0    10.0 
皂苷Rh4          人参皂苷Rh4/(μmol·L−1)＋顺铂 

对照  人参   顺铂   2.5   5.0    10.0 
皂苷 Rh4         人参皂苷Rh4/(μmol·L−1)＋顺铂 

对照 人参 顺铂  2.5   5.0   10.0 
皂苷Rh4        人参皂苷Rh4/(μmol·L−1)＋顺铂 

对照               顺铂＋人参皂苷Rh4 2.5μmol·L−1 

人参皂苷Rh4       顺铂＋人参皂苷Rh4 5.0 μmol·L−1 

顺铂               顺铂＋人参皂苷Rh4 10.0 μmol·L−1 

 
 

Bax         Bcl-2  cleaved Caspase-3 cleaved Caspase-9 Cyt-C 
 
 
 

Bax 
 

Bcl-2 
 

Caspase-3 
 

cleaved Caspase-3 
 

Caspase-9 
 

cleaved Caspase-9 

 

Cyt-C 

 

GAPDH 
 
 
 

2.1×104 

2.6×104 

3.5×104 

1.7×105 

4.9×104 

3.5×104 

1.7×104 

3.7×104 

15 
 
 

10 
 
 

5 
 
 

0 
 

40 

 

30 

 

20 

 

10 

 

0 

 

3 

 

2 

 

1 

 

0 

 

JC
-1
红

/绿
荧
光
强
度
比
值

 

蛋
白
相
对
表
达
量

 

凋
亡
阳
性
细
胞
比
例

/%
 

JC-1聚合物 

 

 

JC-1单体 

 

 

Merge 

对照              人参皂苷Rh4             顺铂 

      

               

 
 

  2.5                      5.0                  10.0 

0 103  104  105  106 

106 

105 

104 

103 

102 

FITC-A 

0 103  104  105  106 0 103  104  105  106 

106 

105 

104 

103 

102 

* ## 

** 

** 

** 

## 

** 

** 

* 
## 

** 
** 

* ## 

** 

** 

** 

## 

** 

** * 
## 

** 
** * 

## 

** 

** 

27.87% 

1.58% 36.95% 2.92% 

23.77% 21.19% 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 

细
胞
数

 
人参皂苷 Rh4/(μmol·L−1) ＋顺铂 

人参皂苷 Rh4/(μmol·L−1) ＋顺铂 



 中草药 2025年 5月 第 56卷 第 10期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 May Vol. 56 No. 10 ·3545· 

    

机体免疫力、恢复线粒体功能、抗炎以及抗氧化方

面具有显著的药理作用[14-15]。据此，本研究通过免

疫荧光染色、线粒体膜电位以及Western blotting等

方法，从胃肠道机械屏障、炎症反应、线粒体自噬

和细胞凋亡等角度阐明人参皂苷 Rh4缓解顺铂致肠

黏膜损伤的作用机制。 

研究表明，顺铂引起肠黏膜破坏和肠屏障功能

减弱，与线粒体功能密切相关[26]。血液中 DAO 活

性是早期诊断肠黏膜损伤的敏感指标[27]，机体血清

中 DAO 活性可以初步体现肠黏膜的受损程度。此

外，肠道机制屏障还与肠黏膜上皮细胞上的紧密连

接密切相关，其胞质跨膜蛋白与衔接子蛋白之间的

关系网络是紧密连接蛋白的重要组成部分，主要包

括 Occludin、claudin-1 和 ZO-1 等蛋白[28]。本研究

结果显示，小鼠 ip顺铂后血清 DAO活性显著升高，

肠黏膜严重损伤，绒毛断裂，隐窝损伤变形，杯状

细胞减少，ZO-1 和 Occludin 蛋白表达明显降低；

而人参皂苷 Rh4预处理可显著降低血清中 DAO 活

性，上调肠组织 ZO-1和 Occludin蛋白表达，表明

人参皂苷 Rh4可通过促进紧密相关蛋白的表达，恢

复肠黏膜屏障功能。 

此外，线粒体自噬与细胞凋亡对于维持肠黏膜

屏障功能以及细胞稳态至关重要[29]。线粒体自噬可

选择性地去除多余和受损的线粒体，并与线粒体生

物发生、线粒体的数量和质量密切相关[30]。在外界

环境因素的刺激下，细胞内线粒体会出现去极化损

伤并导致线粒体膜电位消散，加重线粒体功能障

碍，这与许多疾病的发病机制均有一定的联系[31]。

Scott等[32]研究发现，过表达的 PGC-1α可以激活溶

酶体的合成，维持线粒体合成与线粒体自噬的平

衡。Palikaras 等[33]研究发现，AMPK 通过 PGC-1α

维持线粒体生物合成与线粒体自噬之间的能量代

谢平衡。以上研究从不同角度证明了 PGC-1α 在协

同调节线粒体生物发生和线粒体自噬中的关键作

用。Han等[34]在敲除 p21WAF1/CIP1的结肠癌 HCT-

116 细胞中发现，p21 可通过 AMPK/PGC-1α 途径

增加线粒体生物合成的水平。在本研究中，顺铂能

导致线粒体功能受损，线粒体自噬和凋亡水平显著

升高，与先前研究结果一致。人参皂苷 Rh4通过调

节线粒体 PGC-1α 途径，有效抑制了自噬相关蛋白

p21、p53蛋白的表达，并缓解细胞凋亡的发生。这

充分表明人参皂苷 Rh4能明显恢复线粒体功能，激

活 PGC-1α 途径，调控线粒体自噬和细胞凋亡，改

善肠黏膜损伤，进一步彰显了中医药临床诊疗的优

势，也为人参皂苷 Rh4深度开发奠定基础。然而，

顺铂致肠黏膜损伤的机制复杂，本研究尚未阐明

PGC-1α 通路在顺铂诱导肠道损伤和炎症性肠病及

相关疾病中的作用的具体关系，而且人参皂苷 Rh4

改善线粒体功能是否与线粒体生物发生有关还有

待进一步探究。 

综上，本研究通过阐明人参皂苷 Rh4可显著恢

复肠道内源性抗氧化防御系统，改善肠道黏膜屏障

功能拮抗顺铂诱导小鼠肠道毒性，其分子机制可能

与激活 PGC-1α、促进线粒体自噬、抑制细胞凋亡途

径有关。本研究明确了人参皂苷 Rh4具有维持线粒

体功能的作用，促进人参皂苷 Rh4在临床治疗顺铂

致肠道损伤的应用和发展，为深入探究顺铂诱导肠

道损伤的分子机制提供新的思路，也为揭示人参皂

苷 Rh4在临床诊治肠黏膜屏障方面的应用提供新策

略；而且本研究阐述的 PGC-1α 与线粒体自噬途径

之间的关系，为临床探究顺铂不良反应的潜在靶点

提供科学依据。 
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