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研究原著

文题释义：

人参皂苷Rb1：为人参的主要活性成分之一，具有良好的抗氧化、抗炎和抗细胞凋亡作用。

Wnt/β-catenin信号通路：当Wnt信号存在时，糖原合酶激酶3β的活性被抑制，β-catenin的生物降解复合物(主要由轴蛋白、糖原合酶激酶3β
和大肠腺瘤息肉样蛋白构成)形成受到抑制，β-catenin得以发生核易位，与转录因子TCF/LEF结合，最终调控下游基因的表达。

摘要

背景：课题组前期研究证明，人参皂苷Rb1改善脑缺血再灌注损伤的神经保护作用可能与Wnt/β-catenin信号通路相关，但具体作用机制仍

不清楚。

目的：探讨人参皂苷Rb1减轻小鼠脑缺血再灌注损伤的分子机制。

方法：将 100 只 C57BL/6 小鼠随机分为 4 组：假手术组 (n=25) 不建模，脑缺血再灌注损伤组 (n=25) 采用线栓法制备小鼠大脑中动脉阻塞

模型，人参皂苷 Rb1 组 (n=25) 采用线栓法制备小鼠大脑中动脉阻塞模型前 3 d 每天腹腔注射人参皂苷 Rb1，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组 (n=25)
采用线栓法制备小鼠大脑中动脉阻塞模型前 3 d 每天腹腔注射人参皂苷 Rb1 与 Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂 XAV939。造模 3 d 后，采用

Zea Longa 评分、平衡木测试评估小鼠神经功能缺损，TTC 染色观察脑梗死体积，干湿质量法检测小鼠脑水肿程度，比色法检测缺血侧脑顶

叶超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶活性及丙二醛浓度，免疫荧光检测小胶质细胞标志物 Iba1与诱导型一氧化氮合成酶 (或精氨酸酶 1)
共表达情况，Western Blot 检测水通道蛋白 AQP4、炎症相关因子及 Wnt/β-catenin 通路蛋白糖原合酶激酶 3β、β-catenin 磷酸化水平，q-PCR
检测炎症因子 mRNA 表达。

结果与结论：①与脑缺血再灌注损伤组相比，人参皂苷Rb1组小鼠神经功能缺损症状、脑梗死灶及脑组织水肿、氧化应激与炎症反应均

减轻，M1型(Iba1与诱导型一氧化氮合成酶共表达)小胶质细胞数量增减少，M2型(Iba1与精氨酸酶1共表达)小胶质细胞数量增多，磷酸化

糖原合酶激酶3β、磷酸化β-catenin蛋白表达降低；与人参皂苷Rb1组相比，人参皂苷Rb1+抑制剂组小鼠神经功能缺损症状、脑梗死灶及脑

组织水肿程度、氧化应激与炎症反应均加重，M1型小胶质细胞数量增加，M2型小胶质细胞数量减少，磷酸化糖原合酶激酶3β、磷酸化

β-catenin蛋白表达升高。②结果表明，人参皂苷Rb1可调控小胶质细胞向M2型极化、缓解脑缺血再灌注损伤后的氧化应激损伤和炎症反

应，其机制可能与Wnt/β-catenin信号通路介导的β-catenin核易位相关。
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0   引言   Introduction
脑卒中具有高发生率、高致残率和高死亡率的特点，

每年约有 79 万多人患有新发或复发性脑卒中
[1]
，其中缺

血性脑卒中占比高达 85%[2]
。目前国内外对缺血性脑卒中

的主要治疗方式是静脉注射重组组织型纤溶酶原激活剂

和血管内机械取栓
[3-4]

，目的是快速恢复血液灌流，然而

这两种治疗方式均对时间窗有严格要求，注射重组组织

型纤溶酶原激活剂要求患者在脑卒中发病后 4.0-5.0 h 内

进行
[5]
，而机械取栓时间窗在 6 h 左右

[6]
，所以仅有 1%-2%

的患者能受益于这两种治疗方法
[5]
。临床上大多数血管再

通后极易发生脑缺血再灌注损伤
[7-8]

，脑缺血再灌注损伤

是缺血脑组织恢复血液灌流过程中出现的一种常见并发

症，发病机制主要涉及氧化应激、细胞内钙超载、自噬

和炎症反应等过程
[9]
，其中氧化应激和炎症反应在脑缺血

再灌注损伤的病程中发挥重要作用
[10]
。炎症反应主要与

小胶质细胞相关，小胶质细胞在缺血缺氧后迅速增殖，

转变为“阿米巴样”形态，极化为 M1 和 M2 两种表型
[11]
，

其极化状态的改变导致神经炎症的不同结果
[12]
，M1 型小

胶质细胞释放促炎因子加重神经炎症
[13]
，M2 型小胶质细

胞则通过分泌抗炎因子清除死亡组织碎片
[14]
。有文献报

道，在脑缺血早期梗死周围区以M2小胶质细胞激活为主，

在恢复血流灌注后的一长段时间转为以 M1 小胶质细胞激
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Abstract
BACKGROUND: Previous studies by the research team have shown that the neuroprotective effect of ginsenoside Rb1 on improving cerebral ischemia-
reperfusion injury may be related to the Wnt/β-catenin signaling pathway, but the specific mechanism of action remains unclear.
OBJECTIVE: To explore the molecular mechanism of ginsenoside Rb1 in alleviating cerebral ischemia-reperfusion injury in mice.
METHODS: 100 C57BL/6 mice were randomly divided into four groups. The sham operation group (n=25) did not undergo model establishment. In the cerebral 
ischemia-reperfusion injury group (n=25), the middle cerebral artery occlusion model was established by thread embolism. In the ginsenoside Rb1 group (n=25), 
the middle cerebral artery occlusion model was established by thread embolism and ginsenoside Rb1 was intraperitoneally injected every day for 3 days before 
the establishment. In ginsenoside Rb1+inhibitor group (n=25), the middle cerebral artery occlusion model was established by thread embolism and ginsenoside 
Rb1 and Wnt/β-catenin signaling pathway inhibitor XAV939 were intraperitoneally injected every day for 3 days before the establishment. Three days after 
modeling, Zea Longa score and balance beam test were used to evaluate the neurological deficits of mice. TTC staining was used to observe the volume of 
cerebral infarction. The dry-wet mass method was used to detect the degree of brain edema in mice. The activities of superoxide dismutase and glutathione 
peroxidase and the concentration of malondialdehyde in the parietal lobe of the ischemic side were detected by colorimetry. The co-expression of microglial 
marker Iba1 and inducible nitric oxide synthase (or arginase 1) was detected by immunofluorescence. The levels of aquaporin AQP4, inflammatory-related 
factors, and phosphorylation of Wnt/β-catenin pathway proteins glycogen synthase kinase 3β and β-catenin were detected by western blot assay. The mRNA 
expression of inflammatory factors was detected by q-PCR.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with cerebral ischemia-reperfusion injury group, the neurological deficit symptoms, cerebral infarction foci and 
brain tissue edema, oxidative stress and inflammatory response of the mice were alleviated; the number of M1 microglia (Iba1 and inducible nitric oxide 
synthase co-expressed) decreased; the number of M2 microglia (Iba1 and arginase 1 co-expressed) increased; the expression of phosphorylated glycogen 
synthase kinase 3β and phosphorylated β-catenin protein decreased in ginsenoside Rb1 group. Compared with ginsenoside Rb1 group, the neurological 
deficit symptoms, cerebral infarction foci and brain tissue edema, oxidative stress and inflammatory response of the mice were aggravated; the number of 
M1 microglia increased; the number of M2 microglia decreased; the expression of phosphorylated glycogen synthase kinase 3β and phosphorylated β-catenin 
protein increased in ginsenoside Rb1+inhibitor group. (2) The results indicate that ginsenoside Rb1 can regulate the polarization of microglia to M2 type 
and alleviate oxidative stress damage and inflammatory response after cerebral ischemia-reperfusion injury. Its mechanism may be related to the nuclear 
translocation of β-catenin mediated by the Wnt/β-catenin signaling pathway.
Key words: cerebral ischemia-reperfusion injury; ginsenoside Rb1; microglia; Wnt/β-catenin signaling pathway; neuroinflammation; oxidative stress; 
neuroprotection; engineered tissue construction 
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活为主
[15-16]

，与此同时加重脑缺血再灌注损伤。氧化应激

与炎症反应密切相关，机体发生氧化应激反应后产生大

量活性氧激活炎症通路
[17]
，促进小胶质细胞向M1型极化，

增加促炎因子表达。Wnt/β-catenin 信号通路在脑缺血再

灌注损伤中起重要作用
[18]
，主要通过促进 β-catenin 核易

位调控下游基因表达发挥作用。在缺血性脑卒中模型中，

激活 Wnt/β-catenin 信号通路可以调节小胶质细胞向 M2

表型极化，改善神经元炎性微环境
[19]
，但起作用的分子

机制尚不清楚。

中医药在神经系统疾病治疗中得到了广泛而深入的

研究。人参皂苷 Rb1 属于人参二醇型皂苷，是人参的主

要活性成分之一
[20]
，具有抗氧化、抗炎和抗细胞凋亡等

神经保护作用
[21]
。课题组前期研究证明，人参皂苷 Rb1

改善脑缺血再灌注损伤的作用可能与 Wnt/β-catenin 信

号通路相关
[22]
，但具体作用机制仍不清楚。在前期研究

基础上，此次实验进一步探讨人参皂苷 Rb1 调控 Wnt/

β-catenin 信号通路改善脑缺血再灌注损伤的具体机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，符合正态分布、方差齐性

的计量资料，采用单因素方差分析；正态分布、方差不

齐或非正态分布的计量资料，采用非参数检验。
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1.2   时间及地点   实验于 2024 年 8 月在贵州医科大学完

成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物与分组   成年雄性 C57BL/6 小鼠 100 只，

SPF 级，8-10 周龄，体质量 25-30 g，由贵州医科大学实

验动物中心提供，许可证号：SYXK( 贵 )2023-0002。实验

动物在明暗各 12 h 交替环境下自由进食饮水。采用随机

数字表法将 100只 C57BL/6小鼠随机分为假手术组 (n=25)、

脑缺血再灌注损伤组 (n=25)、人参皂苷 Rb1 组 (n=25) 与

人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组 (n=25)。

实验已通过贵州医科大学动物伦理委员会批准，伦

理批准号：No.2200054。
1.3.2   主要试剂和仪器   人参皂苷 Rb1( 中国上海源叶生

物有限公司 生产批号：MFCD00153848，纯度≥ 98%)；
Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂 XAV939( 美国 APExBIO 公

司 )；2，3，5-氯化三苯基四氮唑 (2，3，5-triphenyltetrazolium 

chloride，TTC) 染液 ( 中国北京索莱宝科技有限公司 )；

线栓 ( 中国北京西浓科技有限公司 )；兔抗糖原合酶激

酶 3β(glycogen synthase kinase-3β，GSK-3β)、p-GSK-3β、
β-catenin、p-β-catenin、白细胞介素 6、白细胞介素 1β、

转化生长因子 β1、精氨酸酶 1、β-actin、AQP4( 中国沈

阳万类生物技术有限公司 )；羊抗兔二抗 ( 中国武汉三鹰

生物技术有限公司 )；兔抗 Iba1、羊抗精氨酸酶 1( 美国

Abcam 公司 )、羊抗诱导型一氧化氮合成酶 ( 美国赛默飞

公司 )；DAPI 溶液 ( 中国北京索莱宝科技有限公司 )；q-PCR

仪 ( 美国 Bio-Rad 公司 )；激光共聚焦显微镜 ( 日本奥林巴

斯株式会社 )；冰冻切片机 ( 德国塞利公司 )。
1.4   方法   

1.4.1   小鼠大脑中动脉阻塞模型的建立   除假手术组外

( 仅分离右侧颈总动脉及颈内、外动脉 )，其余 3 组均建

立右侧大脑中动脉阻塞模型。腹腔注射 1% 戊巴比妥钠 

(50 mg/kg) 麻醉小鼠，缓慢分离颈总动脉、颈内动脉和颈

外动脉，结扎颈外动脉远心端，剪断颈外动脉近心段后

用电凝笔对切口充分止血，接着用动脉夹临时阻断颈总

动脉近心段及颈内动脉，在颈外动脉与分叉口之间剪一

小口，将专用线栓沿此小口插入颈外动脉，调整角度经

分叉口进入颈内动脉，最终到达大脑中动脉起始段后固

定线栓，堵塞 50 min 后拔出线栓实现再灌注。造模后 2 h，

参考 Zea Longa 评分标准进行神经功能缺损评分
[23]
，评分

1-3 分视为造模成功，纳入实验。剔除无神经缺损症状或

死亡的小鼠并补充样本量，保证每组 25 只小鼠。

1.4.2   分组干预   造模前 3 d，人参皂苷 Rb1 组小鼠腹腔注

射 20 mg/(kg•d) 人参皂苷 Rb1，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组

小鼠同时腹腔注射 20 mg/(kg•d) 人参皂苷 Rb1 与 5 mg/kg 

Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂 XAV939[24]
，连续注射 3 d。

1.4.3   取材   造模 3 d 后，首先进行神经行为评估。随后

腹腔注射 1% 戊巴比妥钠麻醉小鼠后快速取脑，分别进行

TTC 染色、脑组织含水量分析、脑组织氧化应激、免疫荧

光染色、Western Blot 与 q-PCR 检测。

1.4.4   神经行为学评分   造模 3 d 后，采用 Zea-Longa 评分

和平衡木测试小鼠神经行为
[23]
。

Zea-Longa 评分标准：0 分，无神经功能缺损症状；

1 分，提尾倒悬时，左前肢向胸前屈曲；2 分，左侧腿阻

力下降，伴前肢屈曲，无转圈行为；3 分，同 2 分行为，

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 探究人参皂苷 Rb1 对小鼠脑缺血再灌注损伤的作用机制

选择动物的条件 SPF 级，雄性，体质量 25-30 g，8-10 周龄

模型与所研究疾

病的关系

实验建立的脑缺血再灌注损伤模型与人脑缺血再灌注损伤病理

机制相似

动物来源及品系 贵州医科大学实验动物中心提供的 C57BL/6J 小鼠

造模技术描述 腹腔注射 1% 戊巴比妥钠 (50 mg/kg) 麻醉小鼠，缓慢分离颈总

动脉、颈内动脉和颈外动脉，结扎颈外动脉远心端，剪断颈外

动脉近心段后用电凝笔对切口充分止血，接着用动脉夹临时阻

断颈总动脉近心段及颈内动脉，在颈外动脉与分叉口之间剪一

小口，将专用线栓沿此小口插入颈外动脉，调整角度经分叉口

进入颈内动脉，最终到达大脑中动脉起始段后固定线栓，堵塞 

50 min 后拔出线栓实现再灌注

动物数量及分组

方法

采用随机数字表法将 100 只 C57BL/6 小鼠随机分为假手术组

(n=25)、脑缺血再灌注损伤组 (n=25)、人参皂苷 Rb1 组 (n=25) 与

人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组 (n=25)。除假手术组外 ( 仅分离右侧颈

总动脉及颈内、外动脉 )，其余 3 组均建立右侧大脑中动脉阻塞

模型。造模前 3 d，人参皂苷 Rb1 组小鼠腹腔注射 20 mg/(kg·d)

人参皂苷 Rb1，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组小鼠同时腹腔注射 

20 mg/(kg·d) 人参皂苷 Rb1 与 5 mg/kg Wnt/β-catenin 信号通路

抑制剂 XAV939[24]
，连续注射 3 d

造模成功评价指

标

造模后 2 h，参考 Zea Longa 评分标准进行神经功能缺损评分
[23]
，

评分 1-3 分视为造模成功，纳入实验

造模后观察指标 造模后 3 d，采用神经功能评分和平衡木测试评估小鼠行为学

改变，TTC 染色评估小鼠脑梗死体积，干湿质量法测定小鼠脑

水肿程度，氧化应激试剂盒测定氧化应激指标丙二醛、谷胱甘

肽过氧化物酶和超氧化物歧化酶水平，免疫荧光染色检测梗死

侧脑皮质 Iba1 与诱导型一氧化氮合成酶、精氨酸酶 1 共表达情

况，Western Blot 小鼠梗死侧脑皮质中水通道蛋白 AQP4、Wnt/

β-catenin 信号通路相关蛋白及相关炎症因子的蛋白表达，q-PCR

检测相关炎症因子 mRNA 表达

造模过程中动物

死亡原因

麻醉过量、造模过程中失温、造模损伤过重、出血过多等

如何补充造模过

程中缺失的动物

在造模过程中，脑缺血再灌注损伤组死亡 5 只，人参皂苷 Rb1

组死亡 3 只，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组死亡 8 只。另脑缺血再灌

注损伤组和人参皂苷 Rb1 组各有 2 只未通过神经行为学评分，

未纳入统计结果。最后每组补足 25 只小鼠，共计 100 只小鼠进

入后续实验

造模后动物处理 造模前各组进行相应预处理，造模 3 d 后麻醉处死，取材进行后

续相关检测

伦理委员会批准 实验方案经贵州医科大学伦理委员会批准 ( 伦理批准号：

No.2200054)
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同时伴自发性向左侧转圈；4 分，有意识障碍，没有自发

活动。

平衡木测试主要评估小鼠的运动协调能力
[25]
。评分

标准：0 分，小鼠无法在横杆上行走；1 分，小鼠可以抓

住横杆但无法移动；2 分，小鼠试图通过横杆但失败并在

途中掉落；3 分，小鼠在通过横杆时脚滑超过 50%；4 分，

小鼠在通过横杆时脚滑少于 50%；5 分，小鼠仅用一只脚

通过横杆；6 分，小鼠在通过横杆时没有脚滑。

1.4.5   TTC 染色   造模 3 d 后，腹腔注射 1% 戊巴比妥钠麻

醉小鼠后快速取脑，置于 -20 ℃速冻 20 min，以 2 mm 厚

度为标准制作冠状切片共 6 片，置于 2%TTC 溶液中 37 ℃

避光孵育 20 min，每 5 min 翻转一次以保证染色均匀，

染色完成后吸弃 TTC 染液，置于 40 g/L 多聚甲醛溶液中

固定 24 h，观察脑梗死体积并拍照，利用 Image J 软件分

析每张脑片梗死区域并计算梗死体积比。脑组织相对梗

死体积 = 微梗死体积 / 总体积 =(S1+S2+……+Sn)×H/(S1 总 + 

S2 总 +……+Sn 总 )×H，Sn 为每片脑片的梗死面积，H 为脑片

厚度 2 mm。

1.4.6   脑组织含水量分析   造模 3 d 后，腹腔注射 1% 戊巴

比妥钠麻醉小鼠，取部分脑用冰盐水冲洗干净，去除延髓，

用定性滤纸吸除脑组织表面水分及血迹，将脑组织分为

左右 2 个半脑，此时质量为湿质量。将脑组织放入 65 ℃

烘箱中干燥 48 h，直至质量恒定不变，此时为干质量。

脑组织含水量 (100%)=[(湿质量 -干质量 )/湿质量 ]×100%。

1.4.7   氧化应激指标检测  

超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性检测：

按照脑组织质量 (g) ∶提取液体积 (mL)1 ∶ 5 的比例进行

冰浴匀浆，于 4 ℃条件下 8 000×g 离心 10 min，取上清，

置冰上待测。待测前将试剂水浴 (37 ℃ )5 min 以上，按照

试剂盒说明书加入试剂，于 37 ℃水浴 30 min 后，分别在

560 nm 和 412 nm 处测定各组吸光度值，计算酶活性。

丙二醛浓度检测：称取 0.1 g 脑组织，加入 1 mL 提取

液进行冰浴匀浆；于 4 ℃条件下 10 000×g 离心 10 min，

取上清，置冰上待测。按试剂盒说明书依次加入试剂，将

混合液在 100 ℃水浴中放置 60 min，冰浴冷却，10 000×g

离心 10 min，取上清，使用酶标仪测定各组上清液吸光

度值，计算丙二醛浓度。

1.4.8   免疫荧光染色   取脑组织冠状切片，先用 0.01 mol/L  

PBS 漂洗 5 min，共 3 次；置于单克隆兔抗离子 Iba1、羊

抗诱导型一氧化氮合酶 ( 或羊抗精氨酸酶 1)( 稀释比均为

1 ∶ 200) 于 4 ℃孵育过夜，再用 PBS 漂洗 5 min，共 3 次，

加入相应荧光二抗和 DAPI( 稀释比 1 ∶ 500) 于室温孵育 

2 h，用 PBS 漂洗 5 min，共 3 次，封固，置于激光共聚焦

显微镜下观察拍照，使用 Image J 分析诱导型一氧化氮合

酶 /Iba1、精氨酸酶 1/Iba1 阳性细胞计数。

1.4.9   Western Blot 检测   取缺血侧大脑顶叶组织 10 mg 加

入 100 μL 裂解液 (RIPA 与 PMSF 体积比 100 ∶ 1)，置于研

磨管内加入蛋白裂解液并研磨组织。研磨后的混悬液倒入

离心管中，4 ℃条件下12 000 r/min 离心20 min，取上清液。

120 V 凝胶电泳分离蛋白 120 min，转膜，用 TBST 洗膜 

10 min×3 次；5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h， 用 TBST 洗 膜 

10 min×3 次；分别加入多克隆兔抗鼠一抗 AQP4、GSK-3β、 
p-GSK-3β、β-catenin、p-β-catenin、白细胞介素 6、白细

胞介素 1β、转化生长因子 β1、精氨酸酶 1( 稀释比均为

1 ∶ 1 000) 及 β-actin( 稀释比 1 ∶ 5 000) 于 4 ℃孵育过夜，

用 TBST 洗膜 10 min ×3 次；加入相应二抗 (1 ∶ 5 000) 室

温摇床孵育 2 h，暗室曝光显影，利用 Image J 分析图像

分析蛋白条带灰度值。

1.4.10   q-PCR 检测   使用 RNA 提取试剂盒提取大脑顶叶

皮质总 RNA，测量 RNA 浓度及纯度，使用快速反转录试

剂盒进行反转录，运用已反转录合成的 cDNA 为模板进

行扩增。实时荧光定量 PCR 仪反应条件为：95 ℃ 30 s，
95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，40 个循环。所得结果用 2-ΔΔCt

和

GAPDH 归一化进行分析，以表示各基因 mRNA 的相对表

达水平。引物序列见表 1。

表 1 ｜ q-PCR 检测引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for q-PCR

基因 引物序列 (5′-3′) 产物长度 (bp)

诱导型一氧化氮

合成酶

正义链：CAA GCA CCT TGG AAG AGG AG 20
反义链：AAG GCC AAA CAC AGC ATA CC 20

肿瘤坏死因子 α 正义链：GAC GTG GAA CTG GCA GAA GAG 21
反义链：TTG GTG GTT TGT GAG TGT GAG 21

白细胞介素 10 正义链：CCA AGC CTT ATC GGA AAT GA 20
反义链：TTT TCA CAG GGG AGA AAT CG 20

YM1/2 正义链：CAG GGT AAT GAG TGG GTT GG 20
反义链：CAC GGC ACC TCC TAA ATT GT 20

GAPDH 正义链：AGA CAG CCG CAT CTT CTT GT 20
反义链：TAC TCA GCA CCA GCA TCA CC 20

1.5   主要观察指标   各组小鼠行为学改变、脑梗死体积、

氧化应激反应、脑水肿程度、梗死侧脑皮质 Iba1 与诱导

型一氧化氮合成酶、精氨酸酶1共表达情况、Wnt/β-catenin

信号通路蛋白以及相关炎症因子的蛋白、mRNA 表达。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 8.0 统计学软件进

行数据分析及作图，所有数据均采用 x-±s 表示。3 组及以

上数据先进行单因素方差分析 (one-way ANOVA)，再进行

组间 t 检验。2 组数据比较采用独立样本 t 检验或双因素

方差分析。当数据非正态分布或组间差异很大时，使用

非参数检验 ( 如，Kruskal-Wallis 检验或 Mann-Whitney U 

检验 )，P < 0.05 认为差异有显著性意义。该文章统计

学方法已由贵州医科大学基础医学院生物统计学专家审

核。
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2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   100 只小鼠全部进入结果分析。

2.2   人参皂苷 Rb1 改善脑缺血再灌注损伤后的神经功能缺

损症状   各组小鼠 Zea-Longa 评分与平衡木测试得分见图

1 所示。假手术组小鼠未见神经功能缺损症状，提尾时四

肢可自由伸展，行走正常无倾倒转圈；与假手术组相比，

脑缺血再灌注损伤组评分显著升高 (P < 0.001)，小鼠出现

偏瘫症状，行走时向健侧倾倒或转圈；与脑缺血再灌注

损伤组相比，人参皂苷 Rb1 组小鼠 Zea Longa 评分显著降

低 (P < 0.05)，神经损伤症状有所缓解；人参皂苷 Rb1+ 抑

制剂组小鼠 Zea Longa 评分与脑缺血再灌注损伤组相比无

差异 (P > 0.05)，但高于人参皂苷 Rb1 组相比 (P < 0.05)。

平衡木测试结果显示，假手术组小鼠均能平稳通过

平衡木且无滑倒情况；与假手术组相比，脑缺血再灌注

损伤组小鼠平衡木测试评分明显降低 (P < 0.01)；与脑缺

血再灌注损伤相比，人参皂苷 Rb1 组平衡木测试评分升

高 (P < 0.05)；人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组小鼠平衡木测试评

分低于脑缺血再灌注损伤组、人参皂苷 Rb1 组 (P < 0.05)，

说明抑制 Wnt/β-catenin 信号通路可逆转人参皂苷 Rb1 对

于脑缺血再灌注损伤的神经保护作用。

2.3   人参皂苷 Rb1 改善脑缺血再灌注损伤后的脑梗死体

积   各组小鼠脑组织 TTC 染色与脑梗死体积检测结果，见

图 2。假手术组小鼠脑组织切片均匀红染，未见白色梗死

区域，其余 3 组可见不同程度白色梗死灶。与假手术组

相比，脑缺血再灌注损伤组小鼠脑梗死体积比升高 (P < 

0.01)；与脑缺血再灌注损伤组相比，人参皂苷 Rb1 组小

鼠脑梗死体积比降低 (P < 0.05)；与人参皂苷 Rb1 组相比，

人参皂苷 Rb1+抑制剂组小鼠脑梗死体积比升高 (P < 0.01)。
2.4   人参皂苷 Rb1 减轻脑缺血再灌注损伤后的脑水肿程

度   各组小鼠水通道蛋白 AQP4 表达与脑组织含水量检测

结果，见图 3。与假手术组相比，脑缺血再灌注损伤组水

通道蛋白 AQP4 表达及脑组织含水量均升高 (P < 0.01)；与

脑缺血再灌注损伤组相比，人参皂苷 Rb1 组水通道蛋白

AQP4 表达与脑组织含水量均降低 (P < 0.01，P < 0.05)，人

参皂苷 Rb1+ 抑制剂组水通道蛋白 AQP4 表达与脑组织含

水量均升高 (P < 0.05)；与人参皂苷 Rb1 组相比，人参皂

苷 Rb1+ 抑制剂组水通道蛋白 AQP4 表达与脑组织含水量

均升高 (P < 0.01，P < 0.05)。
2.5   人参皂苷 Rb1 减轻脑缺血再灌注损伤后的脑组织氧

化应激反应   各组小鼠脑组织中氧化应激指标检测结果，

见图 4。与假手术组相比，脑缺血再灌注损伤组超氧化物

歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性降低 (P < 0.01)，丙二

醛浓度升高 (P < 0.001)；与脑缺血再灌注损伤组相比，人

参皂苷 Rb1 组超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活

性升高 (P < 0.01)、丙二醛浓度降低 (P < 0.01)，人参皂苷

Rb1+ 抑制剂 XAV939 组超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化

物酶活性降低 (P < 0.05，P < 0.01)，丙二醛浓度升高 (P < 

0.01)；与人参皂苷 Rb1 组相比，人参皂苷 Rb1+XAV939 组

超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性显著降低 (P < 

0.01)，丙二醛浓度升高 (P < 0.01)。
2.6   人参皂苷 Rb1 改变脑缺血再灌注损伤后脑皮质小胶

质细胞表型变化   使用免疫荧光染色检测 M1 型小胶质细

胞标志物诱导型一氧化氮合成酶、M2 型小胶质细胞标志

物精氨酸酶 1 与小胶质细胞标志物 Iba1 的共表达情况，

见图 5。与假手术组相比，脑缺血再灌注损伤组 M1 型小

胶质细胞数量明显增多且细胞形态发生变化，由静息时

的细长分支状变为胞体圆润且树突状分支减少甚至消失

的“阿米巴样”激活态；与脑缺血再灌注损伤组相比，

人参皂苷 Rb1 组 M1 型小胶质细胞数量减少且 M2 型小胶

质细胞数量增多，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组 M1 型小胶质

细胞数量增多、M2 型小胶质细胞数量减少；与人参皂苷

Rb1 组相比，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组 M1 型小胶质细胞

数量明显增加，M2 型小胶质细胞数量减少。结果证明人

参皂苷 Rb1 促进小胶质细胞向 M2 抗炎表型极化，但加入

Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂 XAV939 后小胶质细胞向

M1 促炎表型极化。

2.7   人参皂苷 Rb1 改变脑缺血再灌注损伤后脑皮质 Wnt/

β-catenin 信号通路蛋白的表达   如图 6 所示，与假手术

组相比，脑缺血再灌注损伤组 p-GSK-3β 和 p-β-catenin 蛋

白表达均升高，表明在脑缺血再灌注损伤发生后 Wnt/

β-catenin 信号通路被抑制；与脑缺血再灌注损伤组相比，

人参皂苷 Rb1 组 p-GSK-3β 和 p-β-catenin 蛋白表达均降低，

说明人参皂苷 Rb1 活化了 Wnt/β-catenin 信号通路，人参

皂苷Rb1+抑制剂组p-GSK-3β和p-β-catenin蛋白表达升高；

与人参皂苷Rb1组相比，人参皂苷Rb1+抑制剂组 p-GSK-3β

和 p-β-catenin 蛋白表达均升高 (P < 0.01) ，表明在 Wnt/

β-catenin 信号通路抑制剂 XAV939 作用下人参皂苷 Rb1 的

对 Wnt/β-catenin 信号通路的活化作用被抑制。

2.8   人参皂苷 Rb1 改善脑缺血再灌注损伤后的神经炎症

反应   Western Blot 检测结果显示，与假手术组相比，脑

缺血再灌注损伤组白细胞介素 6、白细胞介素 1β、精氨

酸酶 1 蛋白表达均升高，转化生长因子 β1 蛋白表达降低；

与脑缺血再灌注损伤组相比，人参皂苷 Rb1 组白细胞介

素 6、白细胞介素 1β 蛋白表达均降低以及精氨酸酶 1、

转化生长因子 β1 蛋白表达均升高，人参皂苷 Rb1+ 抑制

剂组白细胞介素 6、白细胞介素 1β 蛋白表达均升高以及

精氨酸酶 1、转化生长因子 β1 蛋白表达均降低；与人参

皂苷 Rb1 组相比，人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组白细胞介素 6、

白细胞介素 1β 蛋白表达均升高，精氨酸酶 1、转化生长

因子 β1 蛋白表达均降低，见图 7A-E。
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图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 1 ｜各组小鼠 Zea-Longa 评分与平衡木测试评分 (n=10)
Figure 1 ｜ Zea-Longa scores and balance beam test scores of mice in each 
group (n=10)

图 2 ｜各组小鼠脑组织 TTC 染色及脑梗死体积比 (n=3)
Figure 2 ｜ TTC staining of brain tissue and cerebral infarction volume ratio 
of mice in each group (n=3)

图注：图 A，B 分别为大脑皮质水通道

蛋白AQP4表达免疫印迹图与定量分析；

C 为脑组织含水量。
aP < 0.05，bP < 0.01。

图 3 ｜各组小鼠大脑皮质水通道蛋白

AQP4 表达与脑组织含水量 (n=3)
Figure 3 ｜ Expression of water channel 
protein AQP4 in the cerebral cortex and 
water content in brain tissue of mice in 
each group (n=3)

图注：图 A 为脑组织中丙二醛浓度；B 为脑组织中谷胱甘肽过氧化物酶

和超氧化物歧化酶活性。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 4 ｜各组小鼠脑组织氧化应激指标检测结果 (n=3)
Figure 4 ｜ Detection results of oxidative stress indexes in brain tissue of 
mice in each group (n=3)

图注：图 A 为脑组织 TTC 染色，

假手术组小鼠脑组织切片均匀红

染，未见白色梗死区域，其余 3
组可见不同程度白色梗死灶，标

尺 =1 cm；B 为脑梗死体积比，
aP < 0.05，bP < 0.01。

qPCR 检测结果显示，与假手术组相比，脑缺血再灌

注损伤组诱导型一氧化氮合成酶、肿瘤坏死因子 α mRNA

表达均升高，白细胞介素 10、YM1/2 mRNA 表达均降低；

与脑缺血再灌注损伤组相比，人参皂苷 Rb1 组诱导型一

氧化氮合成酶、肿瘤坏死因子 α mRNA 表达均降低以及白

细胞介素 10、YM1/2 mRNA 表达均升高，人参皂苷 Rb1+

抑制剂组诱导型一氧化氮合成酶、肿瘤坏死因子 α mRNA

表达均升高以及白细胞介素 10、YM1/2 mRNA 表达均降

低；与人参皂苷 Rb1 组相比，诱导型一氧化氮合成酶、

肿瘤坏死因子 α mRNA 表达均升高，白细胞介素 10、
YM1/2 mRNA 表达均降低，见图 7F-I。

以上结果表明，脑缺血再灌注损伤发生后伴随着严

重的神经炎症反应，而人参皂苷 Rb1 能减轻神经炎症，

加入 Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂后神经炎症反应更为

严重，说明人参皂苷 Rb1 对神经炎症的保护作用与 Wnt/

β-catenin 信号通路密切相关。

3   讨论   Discussion
缺血性脑卒中是一种常见的脑血管疾病，临床治疗

缺血性脑卒中的主要方式是实现血管再通，而血管再通

易引发脑缺血再灌注损伤
[26]
。氧化应激和炎症反应在脑

缺血再灌注损伤中具有重要作用
[27]
，此次研究旨在阐明

人参皂苷 Rb1 在脑缺血再灌注损伤中的神经保护作用，

并探讨其作用机制。

人参皂苷 Rb1 作为人参主要活性成分之一具有丰富

的药理作用，已被证明具有抗氧化、抗细胞凋亡和抗炎

等作用
[28-29]

。有研究证明，人参皂苷 Rg1 通过调控 Wnt/
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图注：图 A，B 分别为 Iba1 与诱导型一氧化氮合

成酶共表达 (M1 型 ) 小胶质细胞免疫荧光染色与

定量分析结果；C，D 分别为 Iba1 与精氨酸酶 1
共表达 (M2 型 ) 小胶质细胞免疫荧光染色与定量

分析结果。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图5｜各组小鼠脑皮质小胶质细胞表型变化 (n=3)
Figure 5 ｜ Phenotypic changes of microglia in the 
cerebral cortex of mice in each group (n=3)

图注：图 A 为 Wnt/β-catenin 信号通路蛋白表达免疫印迹图；B，C 为 Wnt/β-catenin 信号通路蛋白表达定量分析结果。
aP < 0.05，bP < 0.01。

图 6 ｜各组小鼠脑皮质 Wnt/β-catenin 信号通路蛋白的表达 (n=3)
Figure 6 ｜ Expression of Wnt/β-catenin signaling pathway proteins in the cerebral cortex of mice in each group (n=3)

假手术组 
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假手术组 
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人参皂苷 Rb1+ 抑制剂组

β-catenin 信号通路抑制炎症因子释放，从而保护多巴胺

能神经免受伤害
[30]
。课题组前期工作已证实，人参皂

苷 Rb1 在脑缺血再灌注损伤小鼠中的神经保护作用可能

与 Wnt/β-catenin 信号通路的激活相关
[22]
。此次实验观察

Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂 XAV939 与人参皂苷 Rb1 对

脑缺血神经保护作用的关系，实验结果表明，人参皂苷

Rb1 组 β-catenin 和 GSK-3β 磷酸化水平降低，β-catenin 核

易位激活通路下游因子发挥作用，同时小胶质细胞表现出

抗炎表型，促炎因子表达降低且抗炎因子表达升高，表现

为小鼠脑梗死体积和脑水肿程度明显减轻，神经功能缺

损症状明显改善。人参皂苷 Rb1 的神经修复作用可能与

β-catenin 核易位介导的小胶质细胞由 M1 型向 M2 型极化

相关。

脑损伤后小胶质细胞被激活转变为 M1 促炎或 M2 抗

炎表型并相应地释放炎症相关因子
[31]
，抗炎效应随着时

间推移而下降，而炎症反应可以在损伤后长时间存在
[32]
。

此次实验结果显示人参皂苷 Rb1 可以促进小胶质细胞向

M2 抗炎表型转变，同时增加抗炎因子的释放，从而减轻

神经炎症；而阻断 Wnt/β-catenin 信号通路后，人参皂苷

Rb1 的神经保护作用被抵消，神经炎症反应较脑缺血再灌
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质细胞向抗炎 M2 型极化，减轻脑缺血再灌注损伤后的神

经炎症反应，这种神经保护作用在抑制 Wnt/β-catenin 信

号通路后被抵消，同时抑制 Wnt/β-catenin 信号通路可降

低超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化酶活性，加重氧化

应激损伤。因此，人参皂苷 Rb1 对神经炎症和氧化应激

损伤的抑制作用可能与 Wnt/β-catenin 信号通路的活化相

关。有文献证明，β-catenin 可以诱导单核细胞来源的树

突状细胞 M1 和 M2 表型极化及相关因子的释放，通过增

加 β-catenin 核含量来增加抗炎因子表达
[33]
，此次实验结

果与前人基本一致，证明了 β-catenin 核易位可以促进小

胶质细胞向 M2 型极化，从而增加抗炎因子释放，促进炎

症恢复。为了进一步探索其作用机制，此次实验在使用

人参皂苷 Rb1 的同时加入 Wnt/β-catenin 信号通路抑制剂

XAV939，发现 XAV939 可以促进小胶质细胞向 M1 表型极

化，同时增加促炎因子释放，加重神经炎症。大多研究聚

焦在人参皂苷 Rb1 的抗氧化与抗凋亡作用
[21，34]

，然而此

实验将人参皂苷 Rb1 的治疗作用聚焦在小胶质细胞表型

极化影响神经炎症方面，通过干预 Wnt/β-catenin 信号通

路来探索人参皂苷 Rb1 的神经保护作用是否与激活 Wnt/

β-catenin 信号通路相关。

综上所述，人参皂苷 Rb1 预处理可以改善脑缺血再

灌注损伤小鼠的病理表现，尤其是氧化应激和急性炎症反

应，作用机制与 Wnt/β-catenin 信号通路调控 β-catenin 核

易位密切相关。人参皂苷 Rb1 调控 Wnt/β-catenin 信号通

路介导小胶质细胞极化、减轻神经炎症和氧化应激损伤，

将为缺血性脑卒中的临床治疗提供实验依据和作用靶点。

尽管研究取得了一些进展，但实验数据集中在动物模型

上，并未深入到细胞层面，更加深入的分子机制仍需要

进一步研究。
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图注：图 A-E 为相关炎症因子蛋白表达免疫印迹图与定量分析结果；F-I
为相关炎症因子 mRNA 表达。

aP < 0.05，bP < 0.01。
图 7 ｜各组小鼠脑皮质相关炎症因子蛋白及 mRNA 表达 (n=3)
Figure 7 ｜ Expression of proteins and mRNA of inflammatory factors in 
the cerebral cortex of mice in each group (n=3)

注损伤组更为严重。从机制上来讲，人参皂苷 Rb1 通过

抑制 GSk-3β 的活性来提高 β-catenin 在细胞质内的浓度，

从而提高 β-catenin 核易位激活下游基因，最后促进小胶
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