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【摘 要】 目的 研究人参皂苷 Ｒb1 通过磷脂酰肌醇-3 激酶 /蛋白激酶 B /糖原合成激酶 3β ( PI3K /AKT /
GSK3β) 信号通路调控线粒体自噬对脓毒症血管内皮的保护作用及机制。方法 健康 SPF 级雄性昆明小鼠 30 只随
机分为 5组: 假手术组( Sham 组) 、脓毒症组( CLP 组) 、人参皂苷 Ｒb1+脓毒症组( 人参皂苷 Ｒb1 组) 、PI3K 抑制剂
LY294002+人参皂苷 Ｒb1+脓毒症组( LY294002 组) 和线粒体自噬抑制剂 Mdivi-1+人参皂苷 Ｒb1+脓毒症组( Mdivi-1
组) ，每组 6只。采用盲肠结扎穿孔术( CLP) 复制脓毒症小鼠模型，每组给予相应药物处理。术后观察小鼠一般情况，
24 h后取主动脉组织样本，通过苏木素—伊红( HE) 染色观察主动脉组织病理学改变，免疫组织化学法检测 vWF、p-
AKT、p-GSK3β及线粒体自噬相关蛋白 Parkin的水平。结果 Sham组及人参皂苷 Ｒb1组小鼠一般情况及腹腔感染情
况较轻，主动脉组织内膜结构完整，细胞排列较整齐，形态分布规则; CLP 组和抑制剂组均可见不同程度的内膜损伤
突起，中膜增生且排列紊乱，管壁厚薄不一。免疫组化结果显示，与 Sham组比较，CLP 组小鼠主动脉 vWF、Parkin表达
升高( P＜0．05) ，p-AKT、p-GSK3β表达降低( P＜0．05) 。与 CLP 组比较，人参皂苷 Ｒb1组 vWF表达明显降低( P＜0．05) ，
p-AKT、p-GSK3β及 Parkin表达升高( P＜0．05) 。与人参皂苷 Ｒb1组比较，LY294002组 p-AKT、p-GSK3β及 Parkin表达
降低，vWF升高( P＜0．05) ，Mdivi-1组 p-AKT及 p-GSK3β表达差异无统计学意义( P＞0．05) ，Parkin表达明显降低，vWF
升高( P＜0．05) 。与 LY294002 组比较，Mdivi-1 组 p-AKT、p-GSK3β 表达明显升高( P＜0．05) ，Parkin 表达降低( P＜0．
05) 。结论 人参皂苷 Ｒb1通过激活 PI3K /AKT /GSK3β信号通路促进血管内皮细胞线粒体自噬，进而对脓毒症血管
内皮起保护作用。
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【Abstract】 Objective To study the protective effect and mechanism of ginsenoside Rb1 on vascular endothelium of

sepsis by regulating mitophagy through phosphatidylinositol-3 kinase /protein kinase B/glycogen synthase kinase 3β (PI3K/
AKT/GSK3β) signaling pathway. Methods Healthy male Kunming mice were randomly divided into 5 groups: Sham opera-
tion group (Sham group), sepsis group (CLP group), ginsenoside Rb1+ sepsis group (ginsenoside Rb1 group), PI3K inhibitor
LY294002+ ginsenoside Rb1+ sepsis group (LY294002 group) and mitophagy inhibitor Mdivi-1+ ginsenoside Rb1+ sepsis
group (Mdivi-1 group). The sepsis mouse model was replicated by cecal ligation and puncture (CLP). Each group was treated
with corresponding drugs. The general condition of mice was observed after operation. After 24 hours, aortic tissue samples
were taken to observed the pathological changes by Hematoxylin-eosin (HE) staining and detected the expression levels of
vWF, p-AKT, p-GSK3β and Parkin by immunohistochemistry. Ｒesults The general condition and abdominal infection of
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mice in the Sham group and the ginsenoside Rb1 group were mild, the intima structure of the aortic tissue was complete, the
cells were arranged neatly, and the shape distribution was regular. In the CLP group and the inhibitor group, there were differ-
ent degrees of intimal damage hyperplasia and disordered arrangement of the media, and different thickness of the wall. Immu-
nohistochemical results showed that compared with the Sham group, the expression of vWF and Parkin in the CLP group was
increased(P ＜0.05), and the expression of p-AKT and p-GSK3β was decreased(P ＜0.05). Compared with the CLP group, the
expression of vWF in the ginsenoside Rb1 group was significantly decreased (P ＜ 0.05), and the expression of p-AKT, p-
GSK3β and Parkin was increased(P ＜0.05). Compared with ginsenoside Rb1 group, the expression of p-AKT, p-GSK3β and
Parkin were decreased in LY294002 group(P ＜0.05), and the expressions of p-AKT and p-GSK3βwere not significantly different
in Mdivi-1 group, but the expression of Parkin was significantly decreased(P ＜0.05). Compared with LY294002 group, the ex-
pression of p-AKT and p-GSK3β was significantly increased(P ＜0.05), and the expression of Parkin was decreased in Mdivi-1
group(P ＜0.05). Conclusion Ginsenoside Rb1 promotes mitophagy by activating PI3K/AKT/GSK3β signaling pathway, which
has a protective effect on vascular endothelium in patients with sepsis.
【Key words】 Sepsis; Ginsenoside Rb1; Vascular endothelium; Mitochondrial autophagy; PI3K/AKT/GSK3β signaling

pathway; Mechanism

脓毒症是由于宿主对感染的反应失调而导致的危

及生命的器官功能障碍，是威胁人类生命健康的主要

原因之一。血管内皮功能障碍可导致炎性反应失衡、
毛细血管渗漏和凝血异常，在脓毒症相关的器官功能

障碍的发病机制中起着重要作用［1］。因此，血管内皮
是治疗脓毒症的一个潜在靶点。通过深入研究血管内
皮功能障碍的分子机制，或能找到更有效的治疗方法

来降低脓毒症的病死率。
人参皂苷 Ｒb1 是我国传统中药人参发挥药效的

主要成分之一。有研究者发现，人参皂苷 Ｒb1 可以激
活 PI3K /AKT /GSK3β ( phosphatidylinositol-3 kinase /
protein kinase B /glycogen synthase kinase 3β) 信号通路
来提高血管内皮生长因子及其受体的表达水平［2］。本
课题组前期研究发现，人参皂苷 Ｒb1能够减轻脓毒症和
感染性休克引起的器官损伤，其机制可能与拮抗炎性因

子，抑制内质网应激的过表达有关［3-5］。内质网应激时，
经由线粒体相关内质网膜( MAM) 介导，Ca2+大量进入线
粒体，造成线粒体钙超载，引起线粒体功能障碍［6］。线
粒体自噬是选择性清除受损线粒体的过程［7］。脓毒症
时，通过激活线粒体自噬，清除受损线粒体，维持细胞稳

态，对各组织器官起保护作用［8-9］。然而对于脓毒症血
管内皮损伤时，人参皂苷 Ｒb1干预对线粒体自噬的影响
及 PI3K/AKT /GSK3β信号通路在其中发挥的作用尚不
清楚。本研究拟通过盲肠结扎穿孔术复制脓毒症小鼠
模型，观察人参皂苷 Ｒb1对脓毒症小鼠血管内皮损伤的
保护作用，并探讨其与线粒体自噬以及 PI3K/AKT /
GSK3β信号传导通路的关系，报道如下。
1 材料与方法
1．1 动物 6～8周龄健康 SPF级雄性昆明小鼠 30 只
( 体质量 35～40 g) ，购自斯贝福( 北京) 生物技术有限
公司［许可证号 SCXK( 京) 2019-0010］，动物于室温 23

～25℃，相对湿度 50% ～ 70%的环境下，适应性喂养 1
周。自由饮水摄食，明暗节律 12 h /12 h。动物实验遵
守国际实验动物伦理学要求，本研究已由郑州市中心

医院伦理委员会审核批准( 202372) 。
1．2 主要试剂与仪器 人参皂苷 Ｒb1( 上海源叶生物
科技有限公司，批号: G01O11Y1264291 ) ; HE 染色试
剂盒( 广州硕谱生物科技有限公司，批号 22059595) ;
线粒体自噬抑制剂 Mdivi-1( 美国 MCE 公司，批号 HY-
15886) ; 乌拉坦( 合肥巴斯夫生物科技有限公司，批
号: BSF201009) ; vWF抗体、Parkin抗体( 武汉 Abclonal
公司，批号分别为 3500012029、3523041463 ) ; p-AKT
抗体、p-GSK3β抗体( 美国 invitrogen公司，批号分别为
1944235、WE3280654) ; 山羊抗兔 IgG 抗体( 上海中杉
金桥试剂公司，批号为 210060324) ; 光学显微镜( 日本
Nikon公司) 。
1．3 实验方法 实验于 2022年 8月—2023年 6 月在
河南省天然药物提取和医疗技术应用工程研究中心进

行。将 30只小鼠随机分为 5组: 假手术组( Sham组) 、
脓毒症组( CLP 组) 、脓毒症+人参皂苷 Ｒb1组( 人参皂
苷 Ｒb1 组) 、脓毒症+人参皂苷 Ｒb1+PI3K 抑制剂组
( LY294002组) 和脓毒症+人参皂苷 Ｒb1+线粒体自噬
抑制剂组( Mdivi-1组) ，每组 6只。采用盲肠结扎穿孔
术( CLP) 复制脓毒症小鼠模型。小鼠术前适应性喂养
7 d。术前禁食 12 h，20%乌拉坦( 2 000 mg /kg) 腹腔注
射进行麻醉，麻醉成功后于左下腹做 1．0 ～ 1．5 cm纵行
切口，游离肠系膜及盲肠，在距盲肠盲端 2 /3长度处环
行结扎，在距盲肠末端 1 cm 处贯通穿刺，挤出少许粪
便，回纳肠系膜和盲肠入腹腔，逐层缝合关腹。其中
Sham组仅进行开腹关腹，不进行结扎穿孔; 人参皂
苷 Ｒb1 组 腹 腔 注 射 80 mg /kg 人 参 皂 苷 Ｒb1 ;
LY294002 组腹腔注射 0． 3 mg /kg LY294002 ( PI3K
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特异性抑制剂) ，30 min 后给予 80 mg /kg 人参皂苷
Ｒb1 腹 腔 注 射; Mdivi-1 组 腹 腔 注 射 25 mg /kg
Mdivi-1( 线粒体自噬抑制剂) ，30 min 后给予 80
mg /kg 人参皂苷 Ｒb1 腹腔注射; Sham 组和 CLP 组
术后腹腔注射同等体积的生理盐水。各组药物每 8
h 腹腔注射 1 次，共 3 次。
1．4 检测指标与方法
1．4．1 小鼠一般情况观察: 造模术后观察小鼠一般情
况，包括有无萎靡、脓性尿、黏液便、眼角分泌物增加及
进食、活动情况。处死动物后观察小鼠结扎盲肠情况，
有无缺血、乌黑、坏疽、周围有无大量脓液; 观察腹水情
况，有无脓性、血性腹水，有无恶臭等。
1．4．2 HE 染色观察主动脉组织病理学变化: 模型制
备成功后，在 CLP 后 24 h进行取材。小鼠 20%乌拉坦
( 2 000 mg /kg) 麻醉后，取主动脉，置于 4%多聚甲醛中
固定，梯度酒精脱水后进行石蜡包埋和切片。将切片依
次浸入二甲苯及梯度酒精中进行脱蜡至水。蒸馏水冲
洗后依次进行苏木素染色液染色、分化液分化、伊红染
色。最后将切片依次浸入梯度酒精及二甲苯中进行脱
水，最后使用中性树胶封片，光学显微镜下观察。
1．4．3 免疫组化检测主动脉组织蛋白水平: 取小鼠主
动脉 4%多聚甲醛固定、梯度酒精脱水、石蜡包埋、切
片后，使用二甲苯及梯度酒精脱蜡至水，然后置于柠檬

酸( pH6．0) 抗原修复液中，微波炉加热进行抗原修复，
之后放于 3%过氧化氢溶液中阻断内源性过氧化物
酶，3% BSA均匀覆盖组织，37℃封闭 30 min。甩掉封
闭液，滴加相应按一定比例配置好的一抗 ( vWF、
p-AKT、p-GSK3β或 Parkin 抗体) ，玻片平放于湿盒内
4℃孵育过夜。次日滴加与一抗相应种属的二抗( 山羊
抗兔或山羊抗小鼠) ，37℃孵育 30 min。PBS 洗涤后依
次进行 DAB显色、苏木素复染、1%盐酸酒精分化、返蓝
液返蓝，将切片依次放入梯度酒精及二甲苯中脱水，中

性树胶封片。光学显微镜下拍照观察，使用 Image-pro
plus 6．0软件进行图像分析，计算免疫组化图片平均光
密度值( 累计光密度值与面积的比值，OD/Area) 。
1．5 统计学方法 应用 SPSS 26．0软件对数据进行统
计分析。符合正态分布的计量资料以 珋x±s 表示，多组
间比较采用单因素方差分析( One-Way ANOVA) ，多重
比较采用 LSD( L) 法和 S-N-K( S) 法。P＜0．05 为差异
有统计学意义。
2 结 果
2．1 小鼠一般情况比较 与 Sham组及人参皂苷 Ｒb1
组相比，其余 3组小鼠术后表现精神萎靡，活动及进食
减少，出现竖毛、糊状便及脓性尿，开腹后可闻及腹腔
有恶臭，结扎盲肠有缺血、乌黑、坏疽，且被腹腔内肠道

等组织包裹，与周围粘连。
2．2 人参皂苷 Ｒb1 对脓毒症小鼠主动脉组织病理改
变的影响 HE染色显示，Sham组小鼠内膜光滑连续，
细胞排列整齐，各层结构完整，血管形态分布规则。
CLP 组小鼠内膜可见明显损伤突起，各层结构紊乱，
管壁厚薄不一，失去规则。人参皂苷 Ｒb1 组较 CLP 组
主动脉组织病理改变明显改善，内膜较光滑，中膜少量

增生变厚，各层结构较为完整，形态分布规则。
LY294002组和 Mdivi-1 组较人参皂苷 Ｒb1 组主动脉
组织损伤加重，各层结构紊乱，中膜明显增生，管壁厚

薄不一，见图 1。
2．3 各组小鼠主动脉组织 vWF 水平比较 与 Sham
组比较，CLP 组小鼠主动脉 vWF 蛋白水平升高，差异
具有统计学意义( P＜0．05) ; 与 CLP 组比较，人参皂苷
Ｒb1组小鼠主动脉 vWF蛋白水平明显降低，差异具有
统计学意义 ( P ＜ 0． 05 ) ; 与人参皂苷 Ｒb1 组比较，
LY294002组和 Mdivi-1 组小鼠主动脉 vWF 蛋白水平
呈现不同程度升高，差异具有统计学意义( P＜0．05) ，
见图 2、表 1。
2．4 各组小鼠主动脉组织 p-AKT水平比较 与 Sham
组比较，CLP 组小鼠主动脉 p-AKT 蛋白水平降低，差
异具有统计学意义( P＜0．05) ; 与 CLP 组比较，人参皂
苷 Ｒb1组 p-AKT水平升高，差异具有统计学意义( P＜
0．05) ; 与人参皂苷 Ｒb1 组比较，LY294002 组 p-AKT
蛋白水平明显降低，差异具有统计学意义( P＜0．05) ，
Mdivi-1组 p-AKT 蛋白水平差异不明显( P＞0．05) ; 与
LY294002组比较，Mdivi-1 组 p-AKT 蛋白水平明显升
高，差异具有统计学意义( P＜0．05) ，见图 3、表 1。
2．5 各组小鼠主动脉组织 p-GSK3β 水平比较 与
Sham组比较，CLP 组小鼠主动脉 p-GSK3β 蛋白水平
降低，差异具有统计学意义( P＜0．05) ; 与 CLP 组比较，
人参皂苷 Ｒb1组 p-GSK3β水平升高，差异具有统计学
意义( P＜0．05) ; 与人参皂苷 Ｒb1 组比较，LY294002 组
p-GSK3β蛋白水平降低，差异具有统计学意义( P＜0．
05) ，Mdivi-1 组 p-GSK3β 蛋白水平差异不明显( P＞0．
05) ; 与 LY294002组比较，Mdivi-1组 p-GSK3β 蛋白水
平明显升高，差异具有统计学意义( P＜0．05) ，见图 4、
表 1。
2．6 各组小鼠主动脉组织 Parkin水平比较 与 Sham组
比较，CLP组小鼠主动脉 Parkin蛋白水平升高，差异具有
统计学意义( P＜0．05) ; 与 CLP 组比较，人参皂苷 Ｒb1组
小鼠主动脉 Parkin蛋白水平明显升高，差异具有统计学
意义( P＜0．05) ; 与人参皂苷 Ｒb1组比较，LY294002组和
Mdivi-1组小鼠主动脉 Parkin 蛋白水平明显降低，差异
具有统计学意义( P＜0．05) ，见图 5、表 1。
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图 1 各组小鼠主动脉组织病理变化比较( HE染色，×200)
Fig．1 Pathological changes in aortic tissue of mice in each group ( HE staining，× 200)

图 2 各组小鼠主动脉组织血管损伤标志物 vWF水平比较( 免疫组化染色，×200)
Fig．2 Comparison of vWF levels，a vascular injury marker in the aortic tissue of mice in different groups ( immunohistochemistry，× 200)

图 3 各组小鼠主动脉组织信号通路标志物 p-AKT水平比较( 免疫组化染色，×200)
Fig．3 Comparison of p-AKT levels in aortic tissue signaling pathway markers among different groups of mice ( immunohistochemistry，×

200)

图 4 各组小鼠主动脉组织信号通路标志物 p-GSK3β水平比较( 免疫组化染色，×200)
Fig．4 Comparison of p-GSK3 β levels in aortic tissue signaling pathway markers among different groups of mice ( immunohistochemistry，× 200)

图 5 各组小鼠主动脉组织血管损伤标志物 Parkin水平比较( 免疫组化染色，×200)
Fig．5 Comparison of Parkin levels，a marker of aortic tissue vascular injury，among different groups of mice ( immunohistochemistry，× 200)
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表 1 各组小鼠主动脉 vWF、p-AKT、p-GSK3β及 Parkin蛋白水平比较 ( 珋x±s)
Tab．1 Comparison of vWF，p-AKT，p-GSK3 β，and Parkin protein levels in the aorta of mice in each group

组 别 n vWF p-AKT p-GSK3β Parkin
Sham组 6 0．095±0．009 0．115±0．006 0．101±0．014 0．106±0．010
CLP 组 6 0．126±0．010a 0．100±0．005a 0．086±0．007a 0．119±0．007a

人参皂苷 Ｒb1组 6 0．097±0．010b 0．133±0．012b 0．112±0．007b 0．131±0．008b

LY294002组 6 0．111±0．006c 0．100±0．005c 0．086±0．005c 0．120±0．009c

Mdivi-1组 6 0．109±0．012c 0．132±0．024d 0．109±0．016d 0．110±0．003cd

注: 与 Sham组比较，aP＜0．05; 与 CLP 组比较，bP＜0．05; 与人参皂苷 Ｒb1组比较，cP＜0．05; 与 LY294002组比较，dP＜0．05。

3 讨 论
血管内皮细胞作为血管壁的重要组成部分，是维

持血管内皮功能的主要细胞［10］。脓毒症时血管内皮
细胞向促凋亡、促炎、促黏附和促凝表型转化［11］。适
当的内皮细胞改变可以起到限制细菌扩散、协调白细
胞募集以及细菌清除的作用，但是严重的、持续的内皮
表型改变可能会导致微循环血流受阻、组织灌注不足
和威胁生命的器官衰竭［12］。血管内皮在脓毒症发病
过程中经历了巨大的变化，是脓毒症治疗发展过程中

引人注目的目标之一。
人参皂苷 Ｒb1具有多种生物活性，可以通过抑制

炎性反应、调节自噬和免疫等多种方式在疾病治疗中
发挥作用［13］。既往研究表明［5-7］，人参皂苷 Ｒb1 能够
减轻脓毒症小鼠心肌和肺组织内质网应激因子表达，

减轻脓毒症小鼠的感染程度，对脓毒症小鼠心肌和肺

组织具有保护作用。本研究发现，与 Sham 组比较，
CLP 组小鼠主动脉组织血管内皮损伤标志物 vWF 蛋
白水平明显升高，主动脉组织病理学改变明显，内膜见

明显损伤突起，各层结构紊乱，管壁厚薄不一，失去规

则，提示脓毒症诱导的炎性反应使小鼠主动脉组织损

伤明显。而人参皂苷 Ｒb1组相较于 CLP 组 vWF 蛋白
水平明显降低，主动脉组织病理改变对比明显，内膜较

光滑，中膜少量增生变厚，结构完整，形态分布规则，提

示人参皂苷 Ｒb1 对脓毒症小鼠主动脉组织也具有保
护作用。
脓毒症可通过增加氧化应激，降低抗氧化防御，导

致线粒体 ＲOS 过量产生，致使线粒体功能缺陷，引起
ＲOS产生增多和 ATP 生成障碍，进一步破坏线粒体功
能和稳态，加剧血管内皮损伤［14］。线粒体自噬则是清
除受损线粒体、维持线粒体功能的重要途径。越来越
多的研究表明，通过调控线粒体自噬可以减少血管内

皮的损伤［15-16］。PINK1 /Parkin 诱导的自噬是线粒体
自噬的主要方式［17］。有研究发现，人参皂苷 Ｒb1可以
增加 PINK1、Parkin的表达，表明人参皂苷 Ｒb1能够通
过激活线粒体自噬相关的 PINK1 /Parkin 通路，激活细

胞的线粒体自噬，以达到清除受损线粒体的作用［18］。
本研究发现，CLP 组小鼠主动脉组织损伤明显，Parkin
水平较 Sham 组升高，提示在脓毒症早期，线粒体功能
发生障碍，内皮细胞能够在一定程度上增强线粒体自

噬，以达到维持细胞稳态的目的。人参皂苷 Ｒb1 干预
后，vWF 蛋白水平降低，Parkin 水平进一步升高，线粒
体自噬水平明显升高，降低了主动脉组织的损伤程度。
而线粒体自噬抑制剂 Mdivi-1则部分阻断了人参皂苷
Ｒb1 对主动脉组织的保护作用，使血管内皮病理损
伤加重，vWF水平升高，Parkin 水平明显降低。这提
示人参皂苷 Ｒb1 可以作用于 PINK1 /Parkin通路调控
线粒体自噬水平，发挥其对脓毒症血管内皮的保护

作用。
PI3K /AKT信号通路是一种经典的细胞内信号转

导通路，能够调节细胞增殖、代谢、凋亡、生长和血管生
成等多种细胞生物过程。GSK3 参与了包括 PI3K /
AKT在内的许多与疾病病理相关的信号通路，是治疗
脓毒症等炎性疾病的有效靶点之一［19］。AKT 介导的
GSK3α和 GSK3β在 Ser21和 Ser9 位点的磷酸化可以
抑制 GSK3的活性。有研究者在实验中观察到，与正
常对照组比较，脓毒症小鼠心肌组织中 p-GSK3β 蛋白
水平降低［20］。GSK3β 能够参与线粒体能量代谢、运
动、凋亡等过程，抑制 GSK3β 活性可以上调线粒体自
噬相关蛋白 Parkin 水平［21］。此外，有研究者发现，人
参皂苷 Ｒb1 可以通过激活 PI3K /AKT 使 GSK3β 磷酸
化而失去活性［22］。本研究发现，与 CLP 组比较，人参
皂苷 Ｒb1组 p-AKT、p-GSK3β 及 Parkin 蛋白水平明显
升高，使用线粒体自噬抑制剂后，Mdivi-1 组较人参皂
苷 Ｒb1组 Parkin水平明显降低，线粒体自噬过程被抑
制，主动脉组织病理损伤加重。而使用 PI3K 抑制剂
LY294002后，p-AKT、p-GSK3β 及 Parkin 水平均降低，
主动脉组织损伤加重，接近 CLP 组。上述结果表明，
人参皂苷 Ｒb1 可以激活 PI3K /AKT /GSK3β 信号通路
促进血管内皮细胞线粒体自噬，进而对脓毒症血管内

皮起保护作用。
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综上所述，人参皂苷 Ｒb1 可以通过激活 PI3K /
AKT /GSK3β信号通路促进血管内皮细胞线粒体自
噬，显著改善脓毒症时小鼠血管内皮损伤。且在研究
中发现使用信号通路抑制剂后，线粒体自噬标志蛋白

水平仍高于线粒体自噬抑制剂组，线粒体自噬过程不

能被完全阻断。因此，人参皂苷 Ｒb1 可能也通过其他
途径调节线粒体自噬过程，其确切调节机制有待进一

步研究。
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