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三七皂甙 Rb1 对大鼠慢性阻塞性肺疾病
线粒体的防护作用

刘鹏年摇 李忆兰摇 张路摇 谢飞摇 李剑瑜摇 武凡

揖摘要铱 摇 目的 摇 探讨三七皂甙 Rb1 对大鼠慢性阻塞性肺疾病( chronic obstructive pulmonary
disease,COPD)线粒体的保护作用及作用机理。 方法摇 将 40 只大鼠随机分为 4 组,分别为对照组、
COPD 组、Rb1 10 mg / kg 组和 Rb1 20 mg / kg 组。 用烟熏法复制 COPD 大鼠模型,用低温差速离心法

提取肺脏组织线粒体,紫外分光光度法测定肺脏线粒体呼吸链复合体玉、域、芋、郁的活性及 ATP 合

酶活性。 用荧光分光光度计测量肺脏线粒体的膜电位,采用荧光标记与荧光偏振法测定线粒体膜

偏振度,计算膜的微黏度。 ELISA 法检测肺脏线粒体分泌型磷脂酶 A2(secretory phospholipase A2,
sPLA2)的活性。 结果摇 COPD 组降低线粒体膜电位,增加膜的偏振度、微黏度,降低膜的流动性。
Rb1 组显著增加呼吸链复合体玉、芋、郁的活性(P<0郾 01),提高 ATP 合酶活性(P<0郾 01)。 生物物理

学证实 Rb1 组增加线粒体膜电位,减低膜的偏振度、微黏度,增加膜的流动性。 Rb1 10 mg / kg 和 Rb1
20 mg / kg 组均抑制 sPLA2 活性的升高(P<0郾 05,P<0郾 01)。 结论摇 三七皂甙 Rb1 通过保护大鼠肺脏

线粒体结构与功能而起到防治 COPD 的作用。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To investigate the protection mechanism of panax notoginseng saponins
Rb1 on mitochondria of rats with chronic obstructive pulmonary disease ( COPD) 郾 Methods 摇 40 rats
were randomly divided into 4 groups: control group, COPD group, 10 mg / kg Rb1 group and 20 mg / kg
Rb1 group郾 COPD rat models were established by using smoking method郾 Mitochondrias in rat lungs were
extracted by using hypothermal differential centrifugation method, and the activity of mitochondrial
respiratory complex 玉, 域, 芋 and 郁 in lungs was determined by using ultraviolet
spectroscopy郾 Pulmonary mitochondrial membrane potential (MMP) was determined by using fluorescence
spectrophotometer郾 Polarization degree of mitochondrial membrane and microviscosity of membrane were
determined and calculate by using fluorescence tagging and fluorescence polarization methods郾 The activity
of secretory phospholipase A2 ( sPLA2 ) secreted by pulmonary mitochondria was tested by using
ELISA郾 Results摇 The mitochondrial membrane potential and membrane fluidity were decreased, and po鄄
larization degree and microviscosity of mitochondrial membrane were increased in rats in COPD group郾 The
activity of mitochondrial respiratory complex 玉,芋 and 郁 and ATP synthase were increased significantly
in rats in Rb1 group (P<0郾 01)郾 An increase in mitochondrial membrane potential and membrane fluidity
and a decrease in polarization degree and microviscosity of mitochondrial membrane in rats of Rb1 group
was proved by biophysiology郾 10 mg / kg and 20 mg / kg Rb1could inhibit the sPLA2 activity (P<0郾 05,
P<0郾 01) . Conclusion 摇 Panax notoginseng saponins Rb1 could prevent and treat COPD through
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protective effect on pulmonary mitichondrial structure and function of rats郾
揖Key words铱 摇 Panax notoginseng saponins Rb1;摇 Chronic obstructive pulmonary disease;摇 Mito鄄

chondrial

慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic obstructive
pulmonary disease,COPD)以持续气流受限为特征,
是导致高致残率和高致死率的呼吸系统的慢性疾

病之一,目前尚无有效的治疗方法。 三七总皂甙是

五加科人参属植物三七的主要有效的活性成分,其
中以三七皂甙 Rg1、Rb1 及三七皂甙 R1 含量最高,
目前对三七皂甙 Rg1 研究较多,但对 Rb1 知道甚

少,而且机制尚不明确[1]。 对三七皂甙 Rb1 的研究

主要是探讨三七皂甙对自由基和细胞因子的影响,
对其防护 COPD 线粒体的作用机理目前鲜见报

导[2]。 课题组用烟熏法复制大鼠 COPD 模型,从组

织学、生物化学、生物物理学等方面多层次地研究

三七皂甙单体 Rb1 对慢性阻塞性肺疾病大鼠线粒

体的作用及作用机理,为开发三七单体 Rb1 在临床

防护 COPD 的应用提供尽可能详尽的试验依据和理

论基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要试剂

三七皂甙 Rb1 购自昆明植物研究所;呼吸链复

合体玉、域、芋、郁及 ATP 合酶试剂盒购自 R&D
system 公司;亲脂性阳离子荧光染料 Rhodamine123
购于 sigma 公司;1,6鄄二苯基鄄1,3,5 乙三稀(1,6鄄
diphenyl鄄1,3,5鄄hexatriene,DPH)购自瑞典 Fluka 公

司;分泌型磷脂酶 A2 ( secretory phospholipase A2,
sPLA2)试剂盒购自 assay kit,R&D system 公司,采用

全自动酶免分析仪测定,sPLA2 活性的测定严格按

照说明书进行。
1郾 2摇 实验动物

雄性 Wistar 大鼠 40 只,体质量(200依10) g,动
物购自河北医科大学动物试验中心,合格证号:冀
医动字号 04056。
1郾 3摇 动物模型复制

参照文献[3]并加以改进,将 40 只大鼠随机分为

4 组,每组 10 只,玉组 PBS 灌胃作为对照组,域组

COPD 模型制作:第 1 天和第 14 天向气管内滴入

LPS 各 1 g / L,2 ~ 13 日和 15 ~ 42 日在 80 cm伊50 cm
伊40 cm 密闭箱内香烟熏蒸 0郾 5 小时(烤烟型,焦油

量 14 mg,烟气烟碱量 1郾 1 mg),芋保护组在制模同

时每日腹腔注射 Rb1 10 mg / kg 为 Rb1 组低剂量,郁

保护组每日腹腔注射 Rb1 20 mg / kg 为 Rb1 组高剂

量组,COPD 模型组每日腹腔注射等剂量生理盐水。
制模后处死各组大鼠,提取肺脏线粒体作呼吸链复

合体活性、ATP 合酶活性、线粒体膜电位、线粒体荧

光偏振度及 sPLA2 活性测定。
1郾 4摇 标本采集

1郾 4郾 1摇 线粒体的提取摇 制模后处死大鼠,迅速取出

新鲜大鼠肺脏,加入带有冰渣的分离介质中,电动

匀浆器匀浆,制成 10% 的肺组织匀浆液,用低温差

速 600 g 离心 10 分钟,取上清,再以 12500 g 离心 10
分钟,留沉淀,此为肺脏组织线粒体。 沉淀用分离

介质再次悬浮,以 12500 g 离心 10 分钟,本次沉淀

为提纯的线粒体,沉淀加入分离介质制成线粒体悬

液,用以下面各指标测定。
1郾 4郾 2摇 呼吸链复合体玉、域、芋、郁及 ATP 合酶的

测定摇 用于测定呼吸链复合酶的线粒体悬液稀释

成 2 mg / mL,分装后-70益保存,测定前反复冻融 3
次使之成为线粒体膜片段,呼吸链复合体玉、域、
芋、郁及 ATP 合酶的测定,严格按照说明书用分光

光度法测定,呼吸链的活性单位 nmol / (min·mg)蛋
白质。 ATP 合酶的活性单位为 滋molPi / (min·mg)。
1郾 4郾 3摇 线粒体膜电位和线粒体膜流动性的测定摇
参照 文 献[4] 提 取 线 粒 体, 以 阳 离 子 荧 光 染 料

Rhodamine123 所引起的递质中荧光值的变化反映线

粒体膜电位。 用荧光分光光度计测量,激发波长

500 nm,发射波长 525 nm,荧光基准值为 F1,再加入

100 滋L线粒体,5000 g 离心 10 分钟,取上清测定荧光值

F2,以DF=(F1-F2),线粒体蛋白量(mg)-1 计算每 mg
线粒 体 蛋 白 引 起 的 荧 光 变 化。 线 粒 体 摄 取

Rhodamine123 增 加, 则 膜 电 位 水 平 增 加。
Rhodamine123 在活细胞内主要与线粒体结合,线粒体

受损时,摄取 Rhodamine123 的量偏低,膜电位下降。
线粒体膜流动性的测定:取肺脏组织,参照文

献[4]提取线粒体内膜,采用荧光标记与荧光偏振

法,激发光波 362 nm,发射光波长 432 nm,在荧光分

光光度计上(加偏振片)测定膜荧光偏振度(P),按
公式 浊=2p / 0郾 46-P,求出平均微黏度。 荧光偏振度

越高,微黏度就越高,膜的流动性越低。
1郾 4郾 4摇 sPLA2 活性的测定 摇 采用全自动酶免分析

仪测定,sPLA2 活性的测定严格按照说明书进行。
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表 1摇 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线粒体呼吸链复合物(玉 ~吁)活性的影响

组别 复合体玉 复合体域 复合体芋 复合体郁 复合体吁

对照组 0郾 991依0郾 175 0郾 318 ±0郾 062 0郾 069 ±0郾 08 0郾 089 ±0郾 014 16郾 22 ±3郾 33

COPD 组 0郾 480依0郾 101 0郾 298 ±0郾 044 0郾 031 ±0郾 05 0郾 035 ±0郾 010 6郾 92 ±1郾 24

Rb1 10 mg / kg 组 0郾 634依0郾 124 0郾 285 ±0郾 042 0郾 049 ±0郾 06 0郾 057 ±0郾 011 13郾 92 ±2郾 24

Rb1 20 mg / kg 组 0郾 801依0郾 117 0郾 301 ±0郾 053 0郾 063 ±0郾 07 0郾 082 ±0郾 012 15郾 02 ±3郾 15

1郾 5摇 统计学处理

各组数据用 SPSS 16郾 0 统计软件分析进行数据

处理,计量资料用(x依s)表示,并经正态性检验及方

差齐性检验。 多组间均数比较采用单因素方差分

析,方差齐时两两比较采用组间 Q 检验,检测各资

料的统计学显著性差异, P < 0郾 05 为差异显著,
P<0郾 01为差异非常显著。

2摇 结果

2郾 1摇 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线粒体呼吸链复合物

(玉 ~吁)活性的影响

呼吸链(玉 ~郁)的活性单位 nmol / (min·mg)
蛋白质。 呼吸链吁即 ATP 合酶的活性单位为 滋mol
Pi / mg。 呼吸链复合体玉 ~ 郁称为线粒体电子传

递体。
本试验观察到与对照组相比,COPD 组大鼠肺

脏线粒体呼吸链复合物玉、芋、郁、吁活性显著下降

(P < 0郾 01),分别下降 51郾 0% 、55郾 3% 和 60郾 8% 、
57郾 3% 。 由表 1 可见,Rb1 10 mg / kg 治疗组和 Rb1
20 mg / kg 治疗组与 COPD 组相比有显著性差异

(P<0郾 01)。 而对于复合物郁的活性,Rb1 10 mg / kg
治疗组与 Rb1 20 mg / kg 治疗组相比,差异有显著性

(P<0郾 05)。 提示:COPD 严重影响大鼠肺脏线粒体

呼吸链复合物的活性,尤其是复合物郁即限速酶的

活性;Rb1 对大鼠肺脏线粒体膜的呼吸链复合物玉、
芋、郁、吁的活性有显著保护作用。
2郾 2摇 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线粒体膜电位和膜流

动性的影响

实验结果显示:与对照组相比,COPD 组大鼠摄

取 Rhodamine 123 显著降低,相对荧光强度低,线粒

体膜电位显著低于对照组(P<0郾 01),说明线粒体膜

的结构受损。 COPD 组线粒体膜的偏振度增加,膜
的微黏度升高,导致线粒体膜的流动性下降。 Rb1
10mg / kg 组和 Rb1 20mg / kg 组与 COPD 组相比有明

显差异(P<0郾 01),提示 Rb1 对慢阻肺线粒体膜的

保护作用。 见表 2。

表 2摇 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线粒体膜

电位和膜流动性的影响

组别
膜电位

(相对荧光强度)

膜流动性

P 浊
对照组 650郾 19依58郾 9 0郾 313依0郾 01 1郾 96依0郾 08
COPD 组 380郾 89依32郾 2 0郾 545依0郾 02 3郾 8 1依0郾 11

Rb1 10mg / kg 组 492郾 03依52郾 1 0郾 361依0郾 01 2郾 36依0郾 08
Rb1 20mg / kg 组 620郾 22依50郾 1 0郾 343依0郾 01 2郾 13依0郾 07

2郾 3 摇 三七皂甙 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线粒体

sPLA2 活性的影响

与对照组相比, COPD 组大 鼠 肺 脏 线 粒 体

sPLA2 于制模后迅速增高,P<0郾 01;与 COPD 组相

比,Rb1 10mg / kg 组和 Rb1 20mg / kg 组 sPLA2 活性

明显低于相应的 COPD 组,P<0郾 01;与 Rb1 10mg / kg
组相比,Rb1 20mg / kg 组 sPLA2 活性有显著性差异,
说明 Rb1 减低 sPLA2 活性的剂量依赖性。 见表 3。

表 3摇 三七皂甙 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线

粒体 sPLA2 活性的影响

组别 SPLA2 活性的测定

对照组 46郾 22依7郾 13
COPD 组 192郾 58依27郾 58

Rb1 10mg / kg 组 101郾 75依14郾 22
Rb1 20mg / kg 组 54郾 49依8郾 73

3摇 讨论

De鄄Luca 等[4]认为 COPD 患者肺实质破坏的典

型表现为小叶中央型的肺气肿,由炎症介质引起的

肺脏线粒体结构与功能的改变及细胞因子网络的

紊乱被认为是肺脏线粒体结构破坏的主要机制。
目前对 COPD 主要采用对症治疗,现有的治疗方法

令人堪忧。 本实验详细的研究 COPD 大鼠肺脏线粒

体膜复合物的结构与功能的改变、细胞因子 sPLA2
的变化,探讨三七皂甙 Rb1 对 COPD 大鼠肺脏线粒

体的防护作用及作用机理。
线粒体呼吸链的电子传递是由 5 个酶复合体构

成的,呼吸链复合体玉 ~ 郁称为线粒体电子传递

体,进行电子传递和将质子跨膜到线粒体内膜外的

功能。 呼吸链复合体郁是线粒体电子传递链的末
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端转移酶,是氧化磷酸化的限速酶[5]。 当质子顺此

梯度经复合体吁(ATP 合酶) F0 部分回流时,其 F1
部分催化 ADP 和 Pi 生成 ATP,因此 ATP 合酶能直

接反 应 线 粒 体 的 呼 吸 功 能[6]。 本 实 验 支 持

Makabe[5]的观点,观察到 COPD 大鼠线粒体呼吸链

复合物玉、芋、郁、吁活性显著下降,表明 COPD 不仅

对以 NADH 为底物的呼吸链起始端有影响,且对呼

吸链的限速酶复合物郁影响尤为显著(P<0郾 01)。
由于线粒体电子传递体功能下降,不能建立起有效

的质子跨膜梯度,因此 ATP 生成减少;同时本实验

观察到能直接反应线粒体呼吸功能的 ATP 合酶活

性下降,进一步 ATP 生成减少,加重线粒体的损害。
三七皂甙 Rb1 组与 COPD 组相比,三七皂甙 Rb1 明

显增高呼吸链复合物玉、芋、郁、吁复合物的活性、
总 ATPase 活性,P < 0郾 01。 本实验表明三七皂甙

Rb1 对 COPD 大鼠线粒体呼吸链复合体有显著的保

护作用,有利于线粒体结构与功能的恢复。
Makabe[5]报道线粒体呼吸链复合物的损伤可

促进线粒体膜通透性增高,离子转运功能紊乱,影
响线粒体膜电位的正常维持。 本实验观察到 COPD
大鼠肺脏线粒体膜电位显著下降,与对照组相比

P<0郾 01,三七皂甙 Rb1 明显增高线粒体膜电位,提
高线粒体的功能。

正常的线粒体膜流动性为膜发挥各种生理功能,
呼吸链上电子传递过程和氧化磷酸化过程均依赖与

呼吸链活性成分在内膜中的侧向扩散和碰撞,即膜的

流动性[7]。 本实验采用荧光偏振法。 实验检测到

COPD 大鼠线粒体膜流动性明显下降,其差异均有统

计学意义,P<0郾 01,提示大鼠线粒体呼吸链复合物的

损伤,导致线粒体膜刚性增加,流动性下降,与李忆兰

等[8]研究的急性 COPD 大鼠线粒体膜偏振度相比,没
有明显差异,说明急性和慢性 COPD 大鼠线粒体膜的

流动性均下降明显。 与 COPD 组大鼠线粒体相比,三
七皂甙Rb1 10 mg / kg 组和Rb1 20 mg / kg 组减低荧光

偏振度,降低微黏度,导致膜流动性显著增加,
P<0郾 01,保护了线粒体膜,使其发挥正常的功能。

DeLuca 等[9]提出 sPLA2 参与肺组织炎症的产

生和肺泡表面活性物质的代谢,在急慢性肺损伤中

起着重要作用,有可能成为肺损伤治疗的靶点。 目

前有学者报道[10]在正常情况下,磷脂酰丝氨酸位于

磷脂双分子层的内侧不易被 sPLA2 水解。 当肺脏

线粒体受损时,线粒体膜分子重排,磷脂酰丝氨酸

暴露在胞膜外侧,而 sPLA2 水解的最适底物为磷脂

酰丝氨酸,因此 sPLA2 迅速水解磷脂酰丝氨酸产生

并释放脂类介质,加重了 COPD 线粒体的损害,而线

粒体损害使 sPLA2 活性进一步增高,sPLA2 在这个

级联反应中处于关键位置。 三七皂甙 Rb1 明显降

低 sPLA2 活性并对其有明显剂量依赖性,因而降低

COPD 线粒体损伤的产生与扩散。
总之 COPD 的形成是一个综合的多因素参与的

过程,sPLA2 对线粒体膜磷脂酰丝氨酸的水解造成

线粒体膜的结构与功能的改变。 三七皂甙 Rb1 通

过降低 sPLA2 活性和脂类介质对 COPD 线粒体的损

害,维持了肺脏线粒体正常膜电位,恢复膜的流动

性,使呼吸链复合物活性恢复,改善了线粒体能量

代谢,对 COPD 大鼠肺脏线粒体有显著的保护作用,
从而起到防治 COPD 的作用。
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