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人参皂苷 Re 对鱼藤酮致 SH-SY5Y 细胞帕金森病模型的保护作用机制 
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摘  要：目的  探究人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞帕金森病（Parkinson’s disease，PD）模型的保护作用机制。

方法  利用 0.3 μmol/L 鱼藤酮建立 SH-SY5Y 细胞 PD 模型，给予 2.5、5 μmol/L 人参皂苷 Re 或 10 μmol/L 左旋多巴（levodopa，

L-DOPA）处理 24 h，通过 CCK-8 试剂盒检测细胞存活率；流式细胞仪检测细胞周期、凋亡、线粒体膜电位及活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）含量变化；能量代谢分析仪检测细胞糖酵解功能及线粒体氧化磷酸化功能；ELISA 检测细胞内三磷酸

腺苷（adenosine triphosphate，ATP）含量变化；免疫荧光检测细胞内 Parkin 和 PTEN 诱导性激酶蛋白-1（PTEN induced putative 

kinase-1，Pink-1）的表达情况；Western blotting 检测细胞内 Parkin、Pink-1、细胞色素 C（cytochrome C，Cyt-C）、B 淋巴细

胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-

asparate protease-3，Caspase-3）、cleaved Caspase-3、核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）、

血红素氧合酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、谷氨酸半胱氨酸连接酶亚基（glutamate-cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）

和 NADPH 醌氧化还原酶-1（NADPH quinine oxidoreductase-1，NQO-1）蛋白表达的变化。结果  以 0.3 μmol/L 鱼藤酮建立

SH-SY5Y 细胞 PD 模型，细胞存活率显著下降（P＜0.01），细胞阻滞于 G0/G1 期，细胞凋亡比例显著升高（P＜0.01），线粒

体膜电位及 ATP 含量显著下降（P＜0.01），ROS 生成量显著升高（P＜0.01），糖酵解 PER 值、细胞的最大呼吸能力、备用

呼吸能力及 ATP 合成能力均显著下降（P＜0.01），Parkin、Pink-1、Bcl-2、HO-1、GCLC、NQO1 蛋白表达显著下调（P＜

0.01），Cyt-C 从线粒体向胞质大量释放（P＜0.01），Nrf2 核转移降低（P＜0.01），Bax、cleaved Caspase-3 蛋白表达显著上调

（P＜0.01）；给予 L-DOPA 或人参皂苷 Re 干预后，明显增加细胞存活率（P＜0.05、0.01），降低细胞凋亡率（P＜0.01），减

轻细胞 G0/G1 期阻滞作用（P＜0.05、0.01），增强细胞糖酵解 PER 值、细胞的最大呼吸能力、备用呼吸能力及 ATP 合成能力

（P＜0.05、0.01），维护了线粒体功能稳态，表现为线粒体膜电位、ATP 含量显著增加（P＜0.05、0.01），ROS 生成量显著减

少（P＜0.05、0.01），Parkin、Pink-1、Bcl-2、HO-1、GCLC、NQO1 表达显著上调（P＜0.05、0.01），抑制 Cyt-C 从线粒体

向细胞质释放（P＜0.05、0.01），Nrf2 核转移增加（P＜0.05、0.01），Bax、cleaved Caspase-3 表达显著下调（P＜0.05、0.01）。

结论  人参皂苷 Re 可明显改善鱼藤酮诱导的细胞毒性，其机制可能是人参皂苷 Re 通过活化 Parkin 及 Pink-1 蛋白，维护线

粒体功能稳态，激活 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Kelch like ECH associated protein 1，Keap1）-Nrf2-抗氧化反应元件（antioxidant 

response element，ARE）信号通路，抑制线粒体介导的 Caspase 级联反应，从而抑制神经细胞凋亡，发挥神经保护作用。 
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Abstract: Objective  To explore the protective mechanism of ginsenoside Re against rotenone-induced Parkinson’s disease (PD) 

model in SH-SY5Y cells. Methods  PD model of SH-SY5Y cells was established induced by 0.3 μmol/L rotenone, cells were treated 

with 2.5, 5 μmol/L ginsenoside Re or 10 μmol/L levodopa (L-DOPA) for 24 h, cell survival rate was detected by CCK-8; The changes 

of cell cycle, apoptosis, mitochondrial membrane potential and reactive oxygen species (ROS) content were detected by flow 

cytometry; The cell glycolysis function and mitochondrial oxidative phosphorylation function were detected by energy metabolism 

analyzer; ELISA was used to detect the intracellular adenosine triphosphate (ATP) content changes; Immunofluorescence was used to 

detect intracellular expressions of Parkin and PTEN induced kinase protein-1 (PINK-1); Western blotting was used to detect 

intracellular Parkin, Pink-1, cytochrome C (Cyt-C), B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein (Bax), cysteine aspartate 

protease-3 (Caspase-3), cleared Caspase-3, nuclear factor E2 related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1), glutamate cysteine 

ligase catalytic subunit (GCLC) and NADPH quinine oxidoreductase-1 (NQO-1) expressions. Results  PD model of SH-SY5Y cells 

was established with 0.3 μmol/L rotenone, cell survival rate was significantly decreased (P < 0.01), cells were arrested in G0/G1 phase, 

percentage of apoptosis was significantly increased (P < 0.01), mitochondrial membrane potential and ATP content were significantly 

decreased (P < 0.01), ROS production was significantly increased (P < 0.01), glycolytic PER value, maximum respiratory capacity, 

standby respiratory capacity and ATP synthesis capacity were significantly decreased (P < 0.01), Parkin, Pink-1, Bcl-2, HO-1, GCLC 

and NQO1 protein expressions were significantly decreased (P < 0.01), Cyt-C was released in large quantities from mitochondria to 

cytoplasm (P < 0.01), Nrf2 nuclear transfer was reduced (P < 0.01), Bax and cleaved Caspase-3 protein expressions were significantly 

upregulated (P < 0.01); After intervention with L-DOPA or ginsenoside Re, cell survival rate was significantly increased (P < 0.05, 

0.01), cell apoptosis rate was reduced (P < 0.01), cell G0/G1 phase arrest was reduced (P < 0.05, 0.01), cell glycolysis PER value, cell 

maximum respiratory capacity, standby respiratory capacity and ATP synthesis capacity were enhanced (P < 0.05, 0.01), functional 

stability of mitochondria was maintained, manifested as mitochondrial membrane potential, ATP content were significantly increased 

(P < 0.05, 0.01), ROS production was significantly decreased (P < 0.05, 0.01), Parkin, Pink-1, Bcl-2, HO-1, GCLC and NQO1 

expressions were significantly upregulated (P < 0.05, 0.01), Cyt-C release from mitochondria to cytoplasm was inhibited (P < 0.05, 

0.01), Nrf2 nuclear transfer was increased (P < 0.05, 0.01), Bax and cleaved Caspase-3 expressions were significantly downregulated 

(P < 0.05, 0.01). Conclusion  Ginsenoside Re can significantly improve the cytotoxicity induced by rotenone, and its mechanism may 

be that ginsenoside Re maintains mitochondrial functional homeostasis by activating Parkin and Pink-1 proteins, activating Kelch like 

ECH associated protein 1 (Keap1)-Nrf2-antioxidant response element (ARE) signaling pathway, and inhibiting mitochondrial mediated 

Caspase cascade reaction, thus inhibiting neuronal apoptosis and exerting neuroprotective effects. 

Key words: ginsenoside Re; Parkinson’s disease; SH-SY5Y cells; energy metabolism; mitochondrial homeostasis; oxidative stress 

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是发病率

仅次于阿尔茨海默病的神经退行性疾病，以其在老

年人群中的高发性和对社会的危害性而倍受关注，

主要表现为震颤、肌肉强直、运动迟缓和姿势反射

障碍等，严重影响患者的生活能力[1-2]。PD 确切的

致病机制尚不明确，随着对 PD 致病机制的不断探

索，线粒体功能障碍与氧化应激学说已逐渐证实在

PD 的发生和发展中扮演者重要角色，抑制 PD 模型

中的线粒体功能损伤与氧化应激已成为当前抵抗

PD 的重要策略[3-5]。目前临床对于 PD 的治疗主要

采取对症治疗，当下复方左旋多巴（levodopa，L-

DOPA）为治疗 PD 的最佳方案，但由于其严重的不

良反应，给 PD 的药物治疗前景蒙上了阴影[6]。因

此，探寻不良反应小的有效治疗药物已成为 PD 研

究的首要问题。 

中药资源丰富，从天然产物中筛选出疗效确切、

安全无毒防治 PD 的药物具有得天独厚的优势[7]。

人参皂苷 Re 作为“百草之王”人参 Panax ginseng 

C. A. Mey.中重要的活性成分，属于四环三萜类衍生

物，已被证明具有突出的神经保护作用。据报道，

人参皂苷 Re 对 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶（1-

methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine，MPTP）

阳离子诱导的人骨髓神经母细胞瘤 SH-SY5Y 细胞

损伤具有明显的保护作用，人参皂苷 Re 也可挽救

PTEN 诱导性激酶蛋白-1（PTEN induced putative 

kinase-1，Pink-1）特异性缺失导致的线粒体电子传

递链复合物 IV 活力改变，人参皂苷 Re 还可逆转 PD

小鼠多巴胺神经元凋亡一系列调控基因和蛋白的异

常表达来实现多巴胺神经元的保护作用，如减少诱

导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，

iNOS），从而减少一氧化氮（nitric oxide，NO）的生

成，下调 PD 小鼠黑质部促凋亡蛋白 p53 的表达，

抑制 MPTP 诱导小鼠黑质星形胶质细胞增生、调节

脑内阿片肽和抗黑质多巴胺能神经元凋亡等[8-11]。
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课题组前期已对人参皂苷 Re 在 PD 发生及发展过

程中的作用途径进行了初步探索[12]，本研究旨在深

入剖析人参皂苷 Re 潜在的神经保护作用途径及作

用机制，为人参类中药防治 PD 供科学依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

SH-SY5Y 细胞购自东莞赛尔生物科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

人参皂苷 Re（批号 B21055，质量分数≥98%）

购自源叶生物科技（上海）有限公司；L-DOPA（批

号 B21710）购自源叶生物科技（上海）有限公司；鱼

藤酮（批号 MB5842）购自大连美仑生物技术有限公

司；Annexin V-FITC（批号 556547）购自美国 BD 公

司；CCK-8 试剂盒（批号 AR1199）、线粒体蛋白提取

试剂盒（批号 C3601）、细胞核蛋白抽提试剂盒（批

号 P0028）、线粒体膜电位（mitochondrial membrane 

potential，MMP）检测试剂盒（批号 C2008S）、细胞

周期检测试剂盒（批号 C1052）、活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）检测试剂盒（批号 S0033S）、

三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）检测试剂

盒（批号 S0027）均购自上海碧云天生物技术有限公

司；β-actin 抗体（批号 3700S）、二抗（批号 14708S）、

Parkin 抗体（批号 4211S）、Pink-1 抗体（批号 6946S）、

B 淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）抗体（批

号 15071S）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X 

protein，Bax）抗体（批号 14796S）、半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）

抗体（批号 9662S）、cleaved Caspase3 抗体（批号

9664S）、细胞色素 C（cytochrome C，Cyt-C）抗体（批

号 4280S）、核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2，Nrf2）抗体（批号 12721S）、

血红素氧合酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）抗体（批

号 26416S）、谷氨酸半胱氨酸连接酶亚基（glutamate-

cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）抗体（批号

48005S）、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ，

NADPH ） 醌 氧 化 还 原 酶 -1 （ NADPH quinine 

oxidoreductase-1，NQO-1）抗体（批号 3187S）均购

自美国 CST 公司；牛血清白蛋白（bovine serum 

albumin，BSA，批号 A1933）购自默克（中国）有限

公司；Seahorse XF 细胞线粒体压力测试试剂盒（批

号 103015-100）、Seahorse XF 糖酵解速率测定试剂盒

（批号 103344-100）均购自美国 Agilent 公司。 

1.3  仪器 

AMF5000 型 EVOS™成像系统、371 型 CO2 培

养箱、1410101 型 Multiskan™ FC 酶标仪（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；PL203 型天平、S210

型 pH 计（梅特勒托利多有限公司）；SX-700 型高

压蒸汽灭菌锅（上海博讯实业有限医疗设备厂）；

WP-UP-YJ-40 型号超纯水机（沃特浦）；1645050 型

电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；FL1000 型蛋白成像

系统（上海哈灵生物技术有限公司）；Amnis 

FlowSight 流式细胞仪（美国 Merck 公司）；Seahorse 

XF HS Mini 能量代谢分析仪（美国 Agilent 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

SH-SY5Y 细胞用含 10%胎牛血清、1%双抗的

DME/F12 培养基，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。 

2.2  PD 细胞模型的构建及人参皂苷 Re、L-DOPA

安全浓度的摸索 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞以 2×104/孔接

种于 96 孔板，待其融合度达到 70%时，加入预先

配制好的 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、1.0 μmol/L 的鱼

藤酮工作液处理 12、24、48 h，随后按 CCK-8 试剂

盒操作说明检测各孔吸光度（A）值，计算细胞存活

率，筛选出鱼藤酮的最适建模浓度及最佳建模时间。 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞以 2×104/孔接

种于 96 孔板，待其融合度达到 70%时，加入预先

配制好的 2.5、5、10、20、40、60 μmol/L 的人参皂

苷 Re 工作液处理 24 h，随后按 CCK-8 试剂盒操作

说明检测各孔 A 值，计算细胞存活率，筛选出人参

皂苷 Re 的安全浓度。 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞以 2×104/孔接

种于 96 孔板，待其融合度达到 70%时，加入预先

配制好的 2.5、5、10、20、40 μmol/L 的 L-DOPA 工

作液处理 24 h，随后按 CCK-8 试剂盒操作说明检测

各孔 A 值，计算细胞存活率，筛选出 L-DOPA 的安

全浓度。 

2.3  人参皂苷Re、L-DOPA对鱼藤酮诱导的SH-SY5Y

细胞活力的影响 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞以 2×104/孔接

种于 96 孔板，待其融合度达到 70%时，设置对照

组、模型组、L-DOPA（2.5、5、10 μmol/L）组和人

参皂苷 Re（2.5、5 μmol/L）组，模型组和各给药组

加入 0.3 μmol/L 鱼藤酮，各给药组再加入相应药物，

对照组加入不含药物的培养基，处理 24 h。按 CCK-8
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试剂盒操作说明检测各孔 A 值，计算细胞存活率。 

2.4  细胞周期的检测 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞以 4×104/孔接

种于 6 孔板，待其融合度达到 70%时，设置对照组、

模型组、L-DOPA（10 μmol/L）组和人参皂苷 Re（2.5、

5 μmol/L）组，模型组和各给药组加入 0.3 μmol/L 鱼

藤酮，各给药组再加入相应药物，对照组加入不含

药物的培养基，处理 24 h。按细胞周期试剂盒操作

说明加入 RNase/PI 染色工作液，通过 Amnis 流式

细胞仪检测各组细胞在 G1、S、G2期的含量分布。 

2.5  细胞凋亡检测 

取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞以 4×104/孔接

种于 6 孔板，待其融合度达到 70%时，按“2.4”项

下方法分组并给药，胰蛋白酶消化收集细胞并用预

冷的 PBS 漂洗，4 ℃、1500 r/min 离心 10 min，弃

上清，用 500 μL 1×Binding Buffer 重悬细胞，加入

5 μL 的 Annexin V-FITC 与 5 μL 的碘化丙啶（PI）

染液，混匀后避光静置 15 min，通过流式细胞仪检

测各组细胞凋亡水平。 

2.6  细胞能量代谢检测 

2.6.1  细胞线粒体压力测定  取对数生长期的 SH-

SY5Y 细胞以 2×104/孔接种于 XF 细胞培养板中，

待其融合度达到 70%时，按“2.4”项下方法分组并

给药，弃去培养液，每孔加入 200 μL XF RPMI 培

养液，弃去，反复清洗 3 次后加入 XF RPMI 培养

液，使各孔终体积为 180 μL，放于 37 ℃无 CO2 培

养箱中静置 1 h，随后按细胞线粒体压力测定试剂盒

操作说明上机检测。 

2.6.2  细胞糖酵解速率测定  取对数生长期的 SH-

SY5Y 细胞以 2×104/孔接种于 XF 细胞培养板中，

待其融合度达到 70%时，按“2.4”项下方法分组并

给药，弃去各孔培养液，每孔加入 200 μL XF RPMI

培养液，弃去，反复清洗 3 次后加入 XF RPMI 培养

液，使各孔终体积为 180 μL，放于 37 ℃无 CO2 培

养箱中静置 1 h，随后按细胞糖酵解测定试剂盒操作

说明上机检测。 

2.7  线粒体功能检测 

2.7.1  MMP的检测  取对数生长期的 SH-SY5Y细

胞以 4×104/孔接种于 6 孔板，待其融合度达到 70%

时，按“2.4”项下方法分组并给药，胰蛋白酶消化

收集细胞，并用预冷的 PBS 漂洗，4 ℃、1500 r/min

离心 10 min，弃上清，用 1 mL 罗丹明 123 染色工

作液重悬细胞，37 ℃避光孵育 30 min，1500 r/min

离心 5 min，弃上清加入适量 PBS 重悬细胞，通过

流式细胞仪检测各组细胞 MMP 的变化[13]。 

2.7.2  细胞内 ROS 检测  取对数生长期的 SH-

SY5Y 细胞以 4×104/孔接种于 6 孔板，待其融合度

达到 70%时，按“2.4”项下方法分组并给药，按 ROS

试剂盒操作说明对各组细胞进行染色，通过荧光显

微镜及流式细胞仪检测各组细胞 ROS 含量的变化。 

2.7.3  细胞内 ATP 含量检测  取对数生长期的 SH-

SY5Y 细胞以 4×104/孔接种于 6 孔板，待其融合度

达到 70%时，按“2.4”项下方法分组并给药，弃去

培养基，按 ATP 检测试剂盒操作说明使用酶标仪检

测细胞内 ATP 含量的变化。 

2.8  线粒体相关蛋白表达的检测 

2.8.1  免疫荧光检测 Parkin、Pink-1 表达  取对数

生长期的 SH-SY5Y 细胞以 4×104/孔接种于 6 孔

板，待其融合度达到 70%时，按“2.4”项下方法分

组并给药，PBS 缓慢清洗各孔细胞，加入适量 4%多

聚甲醛，于 37 ℃固定 20 min，弃去多聚甲醛并用

PBS 清洗各孔细胞，加入 0.5% TritonX-100 置于

37 ℃孵育 15 min，PBS 洗涤后加入 5% BSA 封闭

30 min，加入配制好的一抗，4 ℃孵育过夜，次日

弃去一抗，加入相应二抗，室温孵育 1 h，PBS 清洗

后加入适量 DAPI 染色 20 min，通过荧光显微镜观

察 Parkin、Pink-1 阳性表达情况。 

2.8.2  Western blotting 检测 Parkin、Pink-1、Bax、

Bcl-2、cleaved Caspase-3、Caspase-3、Cyt-C、Nrf2、

HO-1、GCLC 和 NQO1 蛋白表达 

（1）蛋白提取：取对数生长期的 SH-SY5Y 细胞

以 4×104/孔接种于 6 孔板，待其融合度达到 70%

时，设置对照组、模型组和人参皂苷 Re（2.5、5 

μmol/L）组，模型组和各给药组加入 0.3 μmol/L 鱼

藤酮，各给药组再加入相应药物，对照组加入不含

药物的培养基，处理 24 h。弃去培养基，用 PBS 洗

涤 1 遍，用胰蛋白酶消化细胞，4 ℃、1200 r/min 离

心 5 min 收集细胞，弃上清，PBS 洗涤 2 次，按线

粒体蛋白提取试剂盒说明书提取线粒体蛋白，按细

胞核蛋白抽提试剂盒说明书提取细胞核蛋白。 

（2）Western blotting 检测：采用 BCA 蛋白浓度

测定试剂盒检测蛋白浓度，蛋白样品经十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后

加入一抗，4 ℃孵育过夜，次日 PBST 洗膜后加入

二抗，室温孵育 2 h，PBST 洗膜后加适量 ECL 荧光

剂显影，分析条带灰度值。 
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2.9  统计学分析 

数据以 x s 表示，应用 GraphPad Prism 6 软件

进行统计学分析，多组间差异分析应用 One-way 

ANOVA 分析方法中 LSD 分析，两组间差异分析应

用 T 检验。 

3  结果 

3.1  鱼藤酮建模浓度及建模时间的确定 

如图 1 所示，与对照组比较，SH-SY5Y 细胞给

予不同浓度的鱼藤酮处理 12、24、48 h 后，细胞存

活率呈剂量和时间相关性地降低。0.3 μmol/L 鱼藤

酮处理 24 h 后，细胞存活率为（51.67±4.22）%，

处理 48 h 与 24 h 相比，细胞存活率无显著性变化，

因此选择 0.3 μmol/L 处理 24 h 作为鱼藤酮的最佳建

模浓度及建模时间。 

3.2  人参皂苷 Re 安全浓度的确定及对鱼藤酮诱导

SH-SY5Y 细胞损伤的保护作用 

如图 2 所示，SH-SY5Y 细胞给予不同浓度的人

参皂苷 Re 处理后，当人参皂苷 Re 的浓度达到 10 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 1  鱼藤酮对 SH-SY5Y 细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of rotenone on survival rate of SH-SY5Y cells 

( x s , n = 3) 

μmol/L 时，细胞存活率明显下降（P＜0.05），且呈

剂量相关性，因此选择 2.5、5 μmol/L 的人参皂苷 Re

进行后续实验。SH-SY5Y 细胞给予不同浓度的 L-

dopa 处理后，当 L-DOPA 浓度达到 20 μmol/L 时，

细胞存活率明显下降（P＜0.05），且呈剂量相关性，

因此选择 2.5、5、10 μmol/L L-DOPA 进行后续考察。 

SH-SY5Y 细胞经鱼藤酮诱导损伤后，细胞存活

率显著下降（P＜0.01）；给予 2.5、5 μmol/L 人参皂

苷 Re 或 5、10 μmol/L L-DOPA 处理后，细胞存活

率明显上升（P＜0.05、0.01），其中 5 μmol/L 人参

皂苷 Re 与 10 μmol/L L-DOPA 作用效果相比无差

异，由此可得出人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的细胞

毒性具有良好的改善作用。 

3.3  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

周期的影响 

如表 1 所示，与对照组比较，模型组 G0/G1 期

细胞比例显著升高（P＜0.01），S 期与 G2/M 期细胞

比例显著降低（P＜0.01），表明鱼藤酮可诱导 SH-

SY5Y 细胞出现明显的 G1期阻滞作用；与模型组比

较，各给药组 G0/G1 期细胞比例显著降低（P＜0.05、

0.01），S 期与 G2/M 期细胞比例显著升高（P＜0.05、

0.01），以 5 μmol/L 人参皂苷 Re 作用效果最为显

著，表明人参皂苷 Re 可显著缓解鱼藤酮诱导 SH-

SY5Y 细胞周期的改变。 

3.4  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

凋亡的影响 

鱼藤酮可诱导细胞损伤，从而导致细胞发生

G0/G1期阻滞，诱发细胞凋亡，因此接下来检测给药

前后细胞凋亡的变化，如图 3 所示，与对照组比较，

模型组细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，各给药组细胞凋亡率均显著下降（P＜0.01）。

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 2  人参皂苷 Re 及 L-DOPA 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effects of ginsenoside Re and L-DOPA on survival rate of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 
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表 1  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞周期的影响 ( x s , n = 3) 

Table 1  Effect of ginsenoside Re on cell cycle of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μmol·L−1) 
细胞周期 

G0/G1/% S/% G2/M/% 

对照 — 21.62±2.03 41.83±3.44 30.75±2.68 

模型 — 57.49±2.41** 10.69±2.87** 12.78±2.28** 

L-DOPA 10 37.28±2.15## 22.67±3.87# 20.29±1.73# 

人参皂苷 Re 2.5 49.25±2.08# 16.83±1.59# 18.12±1.92# 

 5 32.56±2.67## 27.70±3.12## 24.51±1.62## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，表 2 同 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as table 2 

 

图 3  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of ginsenoside Re on apoptosis of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 

3.5  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

糖酵解功能及线粒体氧化磷酸化功能的影响 

接下来对细胞糖酵解及线粒体氧化磷酸化功能

进行检测，如图 4-A、C 所示，与对照组比较，模型

组细胞内糖酵解 PER 值显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，各给药组细胞内糖酵解 PER 值明显升高

 
A、C-细胞糖酵解功能  B、D-线粒体氧化磷酸化功能 

A, C-cell glycolysis function  B, D-mitochondrial oxidative phosphorylation function 

图 4  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞能量代谢的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of ginsenoside Re on energy metabolism of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 
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（P＜0.05、0.01）。如图 4-B、D 所示，与对照组比

较，模型组细胞的最大呼吸能力、备用呼吸能力及

ATP 合成能力均显著降低（P＜0.01），质子漏显著

增加（P＜0.01），从而造成线粒体功能损伤；与模

型组比较，各给药组细胞的最大呼吸能力、备用呼

吸能力及 ATP 合成能力均显著增强（P＜0.01），质

子漏降低（P＜0.05、0.01），其中以 5 μmol/L 人参

皂苷 Re 作用效果最为显著。 

3.6  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

线粒体功能紊乱的保护作用 

3.6.1  人参皂苷 Re 对细胞 MMP 的保护作用  接

下来对线粒体功能进行一致性评价，首先检测MMP

水平的变化，如图 5 所示，与对照组比较，模型组

胞内 MMP 水平显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，各给药组细胞内 MMP 明显升高（P＜0.05、

0.01），以 5 μmol/L 人参皂苷 Re 作用最为显著。 

3.6.2  人参皂苷 Re 对细胞内 ROS 生成的保护作用  

ROS 诱导的氧化应激与线粒体功能紊乱密切相关，

并且 ROS 也是调控细胞凋亡的重要因素之一。因此

接下来检测细胞内 ROS 生成量的变化，如图 6 所

示，与对照组比较，模型组细胞内 DCF 荧光强度显

著升高（P＜0.01），胞内 ROS 生成量显著增加（P＜

 

图 5  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞 MMP 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of ginsenoside Re on MMP of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 

    

 

图 6  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞内 ROS 生成的影响 ( x s , n = 3;×10) 

Fig. 6  Effect of ginsenoside Re on intracellular ROS production of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3; × 10) 
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0.01）；与模型组比较，各给药组细胞内 DCF 荧光

强度显著降低（P＜0.05、0.01），胞内 ROS 生成量

显著降低（P＜0.05、0.01），以 5 μmol/L 人参皂苷

Re 作用效果最为显著。 

3.6.3  人参皂苷 Re 对细胞内 ATP 含量的保护作用  

接下来进一步检测线粒体功能的关键指标——胞内

ATP 含量，如表 2 所示，与对照组比较，模型组细

胞内 ATP 含量显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，

各给药组细胞内 ATP 含量显著升高（P＜0.05、

0.01），以 5 μmol/L 人参皂苷 Re 作用最为显著。 

3.7  免疫荧光检测 Pakin 和 Pink-1 蛋白表达 

 Parkin、Pink-1 的异常表达与 PD 等神经性疾病

的发展密切相关，同时也在线粒体功能稳态的维护

中起着至关重要的作用[14]，因此本研究从 Parkin 与

Pink-1 对线粒体功能稳态与 PD 之间的关系进行深

入探讨，如图 7 所示，与对照组比较，模型组细胞

内 Parkin 和 Pink-1 蛋白表达减少；与模型组比较，

各给药组细胞内 Parkin 和 Pink-1 蛋白表达增强。 

表 2  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞内 ATP

含量的影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effect of ginsenoside Re on intracellular ATP 

content of SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 

组别 剂量/(μmol·L−1) ATP/(μmol·L−1) 

对照 — 9.64±0.22 
模型 — 2.76±0.38** 
L-DOPA 10 5.75±0.87# 
人参皂苷 Re 2.5 4.94±0.93# 

 5 7.52±0.52##  

  

 

图 7  免疫荧光检测人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞内 Parkin 和 Pink-1 表达的影响 (×10) 

Fig. 7  Immunofluorescence detection of effect of ginsenoside Re on expressions of Parkin and Pink-1 in SH-SY5Y cells induced 

by rotenone (× 10)
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3.8  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

Parkin、Pink-1、凋亡及抗氧化相关蛋白表达的影响 

3.8.1  人参皂苷Re对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

Parkin 和 Pink-1 蛋白表达的影响  如图 8 所示，与

对照组比较，模型组 Parkin 及 Pink-1 蛋白表达显著

下调（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组 Parkin

蛋白表达显著升高（P＜0.05、0.01），人参皂苷 Re

（5 μmol/L）组 Pink-1 蛋白表达显著升高（P＜0.01）。 

3.8.2  人参皂苷Re对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

凋亡相关蛋白表达的影响  如图 9 所示，与对照组

比较，模型组细胞线粒体内 Cyt-C 蛋白表达水平显

著下调（P＜0.01），胞质中 Cyt-C 蛋白表达水平显

著上调（P＜0.01），Bcl-2 蛋白表达显著下调（P＜

0.01），Bax 和 cleaved Caspase-3 蛋白表达显著上调

（P＜0.01），表明鱼藤酮可破坏细胞线粒体膜通透

性，导致 Cyt-C 大量释放，造成线粒体功能紊乱，

诱导凋亡蛋白 Bax、Bcl-2、cleaved Caspase-3 的异

常表达；与模型组比较，给予人参皂苷 Re 处理后，

可显著升高线粒体内 Cyt-C 蛋白表达（P＜0.05、

0.01），降低胞质中 Cyt-C 蛋白表达（P＜0.05、0.01），

降低 Bax、cleaved Caspase-3 的表达（P＜0.05、0.01），

上调 Bcl-2 的表达（P＜0.05、0.01），表明人参皂苷

Re 可通过改变线粒体膜的通透性，抑制 Cyt-C 的释

放，维护线粒体功能稳态，抑制细胞凋亡的发生。 

3.8.3  人参皂苷Re对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞

Nrf2、HO-1、GCLC 和 NQO1 蛋白表达的影响  人

参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导神经毒性的保护作用与线

粒体稳态的维系密切相关，线粒体是 ROS 产生的主

要场所，当 ROS 含量较高时会发生氧化应激反应，

氧化应激亦是诱导 PD 的主要病因之一，因此，针

对人参皂苷 Re 的抗氧化作用进一步研究。如图 10

所示，与对照组比较，模型组细胞 HO-1、GCLC 及

 

图 8  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞 Parkin 和 Pink-1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of ginsenoside Re on Parkin and Pink-1 protein expressions in SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3)

 

      
图 9  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of ginsenoside Re on apoptosis related protein expressions in SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 
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图 10  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞抗氧化相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 10  Effect of ginsenoside Re on antioxidant related protein expressions in SH-SY5Y cells induced by rotenone ( x s , n = 3) 

NQO1 表达显著下调（P＜0.01），Nrf2 核转移显著

减少（P＜0.01）；给予人参皂苷 Re 处理后，细胞内

HO-1、GCLC 及 NQO1 表达显著上调（P＜0.05、

0.01），Nrf2 核转移显著增多（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

近年来，针对 PD 细胞模型的研究已逐渐成为

焦点，常用其探索发病机制、了解药物作用靶点及

研发新药等，目前常用于实验研究的细胞株有大鼠

肾上腺嗜铬细胞瘤 PC12 细胞系、SH-SY5Y 细胞系

及原代中脑细胞系等。其中 SH-SY5Y 细胞系具有

人类成熟神经元的形态，与原代海马神经元相比更

容易体外培养，因此被广泛用于中枢神经系统的体

外模型研究[15-18]。 

MPTP 可选择性地引起黑质致密部多巴胺能神

经元损伤，成为第一个被证实有中枢 DA 神经元毒

性的外源性化学物质，但 MPTP 在自然界中并不存

在[19-23]，鱼藤酮是一种线粒体复合物抑制剂，同时

作为 MPTP 的结构类似物，具有明显的神经毒性，

也具有高度亲脂性，容易越过血脑屏障，不需要任

何转运体即可进入多巴胺能神经元[24-27]。因此本研

究选用鱼藤酮作为化学诱导剂构建体外 PD 模型，

并从线粒体功能稳态与氧化应激等方面对机制进行

深入研究。 

本研究结果显示，SH-SY5Y 细胞经鱼藤酮诱导

损伤后，细胞存活率显著下降，细胞凋亡率显著上

升，细胞糖酵解能力及线粒体氧化磷酸化能力明显

丧失，推测鱼藤酮可能通过破坏线粒体膜的通透性，

导致 MMP 下降，进而造成线粒体内 ATP 合成障碍

及线粒体膜转换孔异常打开，从而抑制细胞糖酵解

能力及氧化磷酸化能力，诱导线粒体内 Cyt-C 大量

释放到细胞质，继而激活 Caspase-3 信号通路，启动

Caspase 级联反应，引起细胞凋亡，抑制神经细胞的

生长；给予人参皂苷 Re 处理后，上述 PD 样病理症

状均显著改善，推测人参皂苷 Re 可能通过修复线

粒体膜的通透性，抑制线粒体内 Cyt-C 的释放，继

而维护线粒体功能稳态，激活 Kelch 样 ECH 相关蛋

白 1（Kelch like ECH associated protein 1，Keap1）-

Nrf2-抗氧化反应元件（antioxidant response element，

ARE）信号通路，提高神经细胞的抗氧化活力，抑制

线粒体介导的 Caspase-3 凋亡信号通路，抑制神经元

细胞凋亡，从而发挥神经保护作用（图 11）。 

 

图 11  人参皂苷 Re 对鱼藤酮诱导的 SH-SY5Y 细胞的神经

保护作用机制 

Fig. 11  Neuroprotective mechanism of ginsenoside Re on 

SH-SY5Y cells induced by rotenone 
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综上，本研究以线粒体功能稳态与氧化应激学

说为切入点，利用化学诱导的方式建立 SH-SY5Y 细

胞体外 PD 模型，充分模仿散发性 PD 的主要病因

与病机，初步阐明了人参皂苷 Re 的神经保护作用

机制及靶点，为进一步探索散发性 PD 的环境病因

提供了大力支持，也为后续 PD 的中药治疗提供了

宝贵的科学依据。 
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