
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.11 JUN.2023

·基础研究·

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2023.11.001

人参皂苷 Rg1与栀子苷配伍对 PS1 D385A小鼠脑血管 A茁水平的
影响研究 *

陈伟航 1 华 茜 2 张华伟 3 彭甜甜 1 刘小鸽 1 邓晨耕 1 司展华 1 常珂馨 1

王 旭 3 谭 琰 2△

（1北京中医药大学针灸推拿学院 北京 100029；2北京中医药大学生命科学学院 北京 100029；

3北京中医药大学中医学院 北京 100029）

摘要 目的：基于 PS1 D385A基因敲进模型小鼠，观察人参皂苷 Rg1（Ginsenoside Rg1）与栀子苷（Geniposide, GP）配伍对脑血管内

淀粉样斑块清除和脑血管生成的影响，探讨其影响对阿尔兹海默症（Alzheimer's Disease, AD）治疗的意义。方法：以 PS1 D385A

KI/+小鼠为模型,对 PS1 D385A KI/+小鼠进行 Rg1和 GP灌胃给药，并以同窝健康小鼠作为对照，采用免疫荧光技术和 Western

blot技术，检测各组小鼠大脑皮层及海马区血管内淀粉斑块清除和血管生成水平。结果：Rg1+GP组皮质区和海马区 CD31的表达

量显著降低；Rg1+GP组皮质顶叶颞叶区和海马齿状回区 CD31标记的血管网信号密度明显降低；与 KI/+组小鼠相比，Rg1+GP

组小鼠海马区血管内 A茁40沉积水平显著降低。结论：Rg1与 GP配伍可以减少 PS1 D385A KI/+成年小鼠皮质顶叶颞叶区和海马

齿状回区的血管生成异常的情况。
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Effect of Ginsenoside Rg1 and Gardenoside on Cerebral Vascular A茁 of PS1
D385A Mice Study on the Impact of Level*

Based on the PS1 D385A gene knock-in model mice, to observe the effect of Rg1 and GP compatibility on

the clearance of amyloid plaque in cerebral blood vessels and cerebral angiogenesis, and to explore the significance of its effect on the

treatment of AD（Alzheimer's disease). Taking PS1 D385A KI/+mice as the model, the PS1 D385A KI/+mice were given Rg1

and GP by gavage, and the healthy mice in the same litter as the control. The levels of starch plaque clearance and angiogenesis in the

cerebral cortex and hippocampus of mice in each group were measured by immunofluorescence and Western blot. The expres-

sion of CD31 in cortex and hippocampus of Rg1+GP group was significantly decreased; In Rg1+GP group, the signal density of CD31

labeled vascular network in the temporal lobe of the parietal lobe and the dentate gyrus of the hippocampus decreased significantly; Com-

pared with KI/+group mice, the level of A茁40 deposition in the hippocampus of Rg1+GP group mice was significantly decreased.

The combination of Rg1 and GP can reduce the abnormal angiogenesis in the temporal lobe of the parietal cortex and the dentate

gyrus of the hippocampus of PS1 D385A KI/+ adult mice.
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前言

早老素基因（Presenilin , PS, PSEN）的突变是家族性阿尔

兹海默症（FAD）的主要遗传因素。目前研究发现，已有超过

300个来自 PSEN基因的突变位点与 FAD相关（https：//www.

alzforum.org/mutations），发病年龄通常在 21-62 岁，病程 4-10
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年[1]。其中达 90%左右的 FAD是由 PSEN基因突变所导致的[2]，

平均发病年龄明显早于 APP突变 [3]。PS1参与淀粉样蛋白 -茁
（A茁）的产生，而 A茁的沉积参与家族性阿尔茨海默病（FAD）的
发生和发展[4]。天冬氨酸是 PS1蛋白上的第 385位，是该蛋白的

活性中心，PS1 D385A突变敲除小鼠（PS1 D3852A KI）是在该

活性中心将天冬酰胺突变为丙氨酸。KI/KI小鼠出生时的表型

表现为出生致死、骨胳发育障碍、神经元祖细胞大量丢失、严重

脑出血等现象，与 PS1基因敲除（PS1-/-）小鼠表型相似[5]；KI/+

小鼠表型与同窝野生型（WT）相似，无明显表型，但脑血管内皮

细胞标记蛋白 CD31表达量显著增加。由于 KI/KI小鼠出生致

死，我们培养了 KI/+小鼠至 10月龄，检测后发现 KI/+小鼠脑

部海马区有显明的脑血管淀粉样斑块，皮质区与海马区的脑血

管网密度也表现出增加异常等。

本文旨在探索栀子与三七主要成分人参皂苷 Rg1与栀子

苷 GP的配伍是否可以清除 PS1 D385A基因敲进模型小鼠脑

血管内的淀粉样斑块；在该基因型小鼠血管生成增加异常时，

该配伍的作用效果是促进还是抑制？本文使用 PS1 D385A KI/+

成年小鼠，9月龄开始用药，连续用药 1个月，试图初探栀子与

三七配伍对脑血管内淀粉样斑块清除和脑血管生成的影响，为

寻找 AD药物的新靶点提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

PS1 D385A KI/+小鼠 21只，由本实验室自行制备；同窝

WT小鼠 12只，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司。三七主

要有效成分 Rg1购于 Sigma公司，货号 00370580；栀子有效成

分 Geniposide 购于 Sigma 公司，货号 SML0153；CD31 购于

Abcam公司，货号 ab9498；A茁1-40购于 Covance公司，货号

SIG-39140；Alexa Fluor 488 购于 Thermo Fisher 公司，货号

A-11008；Alexa Fluor 594 购于 Thermo Fisher 公司，货号

A-11005；Actin 购于 Sigma 公司，货号 A5441；山羊抗兔

800CW购于 LI-Cor公司，货号 926-32211；山羊抗小鼠 680LT

购于 LI-Cor公司，货号 926-68020，BCA蛋白定量试剂盒购于

碧云天生物技术公司，货号 P0010。电泳仪品牌为 Bio-Rad，型

号为 PowerPAC Basic；扫膜仪品牌为 LI-COR，型号为

Odyssey；冰冻切片机品牌为 Leica，型号为 CM1950；荧光倒置

显微镜品牌为 Olympus，型号为 IX71。

1.2 方法

1.2.1 实验动物给药策略 PS1 D385A KI/+小鼠和同窝 WT

小鼠养至 9月龄时开始灌胃给药，给药时长 1个月。采用三七

主要有效成分人参皂苷 Rg1和栀子有效成分栀子苷 GP（Geni-

poside）配伍，比例为 GP：Rg1=5:1。实际药量使用情况为 Rg1，

0.003851567 mg/g/d；栀子苷 0.018680102 mg/g/d。分组情况为：

WT组（雄性鼠 n=12），KI+组（雄性鼠 n=10），Rg1+GP组（雄性

鼠 n=13）。其中，WT 组和 KI/+ 组应用生理盐水进行灌胃，

Rg1+GP组对 KI/+鼠应用三七有效成分 RG1和栀子有效成分

GP的配伍进行灌胃。给药周期结束后，将小鼠进行灌流取材，

取材后的大脑平均分为左右两半，备用。

1.2.2 制备冰冻切片 完整取出小鼠脑组织后，置于 4 %多聚

甲醛中，4℃，24 h后换液至 25 %蔗糖中，4℃，24 h。提前预冷

冰冻切片机，设置温度为 -20℃。切片前调整冰冻切片机温度

为箱体 -20℃，冷冻头 -15℃。用无尘纸将组织擦干，在待切组

织上垂直滴加 OCT（optimal cutting temperature）包埋胶，均匀

包埋好后置于冰冻切片机冷冻箱中，等待 20 min，组织完全冻

好后开始切片。设置组织厚度为 10 滋m/片，切片后将片子置于
-20℃冰箱储存，备用。

1.2.3 免疫荧光 将制备好的片子进行封闭，室温，1 h；一抗，

4℃，过夜；PBS洗片，3次，5 min/次；二抗，室温避光，1 h；PBS

洗片，3次，5 min/次；DAPI染色，室温，10 min；PBS洗片，3次，

5 min/次。染色完成后进行封片，避光，室温晾干，进行拍照及

分析。

1.2.4 Western blot 提取鼠脑总蛋白质。加入提前预冷的

1XRIPA蛋白裂解液（含蛋白酶抑制剂）于鼠脑中，随后在冰上

进行充分匀浆操作，冰上静置 5 min后进行离心，4℃，14000

r/min，10 min，收集上清，备用。使用 BCA蛋白定量试剂盒测定

蛋白质浓度后进行蛋白质变性，将样品与 4× 上样缓冲液和

10X浓缩缓冲液混合，70℃水浴，10 min。然后利用 SDS电泳

缓冲液，电压 100-150 V，2-3 h。并在电泳液中加入抗过氧化物

溶液（Antioxidence），用量为 1 mL/L。之后利用 1XTris转膜液，

电流 350 mA，2 h，进行转膜。使用 5 %脱脂牛奶进行封闭，室

温，1 h。一抗孵育，PBST清洗 3次，60 r/min，5 min/次。二抗孵

育，PBST清洗 3次，60 r/min，5 min/次。最后使用扫膜仪进行

曝光；并进行数据分析。

1.2.5 数据统计 使用 Image J软件对Western blot条带的灰

度值进行分析，所有统计数据采用 Graphpad Prism软件进行处

理，以均值± 标准差（Means± SEM）表示：多个样本的均数比较

使用单因素方差分析(One-way ANOVA)，各组间数据使用 t检

验进行比较。*代表 P<0.05，为具有统计学差异。

2 结果

2.1 GP与 Rg1配伍可以抑制 PS1 D385A KI成年小鼠异常增

加的脑血管生成

使用Western blot和免疫荧光的方法对小鼠脑内 CD31的

表达及分布情况进行分析，来检测药物是否可对 PS1 D385A

KI/+小鼠脑血管生成情况产生影响。

Western blot分析时，在小鼠大脑的皮质区发现，Rg1+GP

组的 CD31的表达量显著低于 KI/+模型组小鼠；在小鼠大脑

的海马区发现，KI/+模型组小鼠 CD31的表达量明显高于WT

组，Rg1+GP组的 CD31表达量明显低于 KI/+模型组小鼠，但

由于组间差异问题，并未统计出显著性差异（图 1）。

为进一步验证该基因型小鼠大脑中 CD31的分布情况，使

用免疫荧光方法，分别对各组小鼠大脑的皮质颞叶区和海马齿

状回区的CD31表达情况进行了检测。为了使观察到的血管网密

度更清晰的呈现，使用 ImageJ软件增加了对 CD31（绿色）图像

的处理，将背景处理为白色，CD31阳性信号处理为黑色（图2）。

免疫荧光结果显示，在小鼠大脑的皮质顶叶颞叶区，KI/+

模型组小鼠 CD31标记的血管网信号的密集程度比 WT组明

显；在 Rg1+GP组中观察到 CD31标记的血管网信号密度明显

降低；同样，在海马齿状回区域观察到，KI/+模型组小鼠 CD31

标记的血管网信号密集程度比 WT组明显；Rg1+GP组 CD31
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标记的血管网信号密度明显降低。以上结果表明，Rg1与 GP配

伍可以减少 PS1 D385A KI/+成年小鼠皮质顶叶颞叶区和海马

齿状回区的血管生成异常的情况。

图 1 Rg1和 GP的配伍显著降低了 PS1 D385A KI/+小鼠 10月龄皮质中 CD31蛋白的表达水平

Fig.1 The compatibility of Rg1 and GP significantly reduced the expression level of CD31 protein in the cortex of PS1 D385A KI/+mice at the age of 10

months

图注：与 KI/+组相比，Rg1+GP组皮层区 CD31的蛋白质水平显著降低（*P<0.05）。
与WT组相比，KI/+组海马区 CD31蛋白水平更高；Rg1+GP组 CD31水平与 KI/+组相比有所降低。

2.2 Rg1与 GP配伍可以清除 PS1 D385A KI/+小鼠海马区脑

血管内淀粉样蛋白沉积

随后，使用免疫荧光方法标记了脑血管内皮细胞标记物和

血管内淀粉样斑块，即 CD31标记血管内皮细胞、A茁40标记淀
粉样斑块，并使用二抗将 CD31标记为绿色、将 A茁40标记为
红色。

结果如图 3所示在WT型小鼠的海马区内未检测到血管

内淀粉样斑块的沉积；但在 KI/+小鼠中，可以明显的观察到血

管内淀粉样斑块沉积。为了进一步检验 KI/+成年小鼠血管内

淀粉样斑块的成分，进一步使用了 A茁42抗体染色，但未观察
到阳性信号，该结果表明此基因型小鼠血管内淀粉样斑的成分

为 A茁40。
灌胃干预 1个月后，发现 Rg1与 GP配伍组海马区的血管

内淀粉样斑块的沉积显著减少，斑块减少近 83%。这一结果表

明，二者配伍可以有效改善 PS1 D385A KI/+小鼠海马区内的

血管淀粉样斑块沉积状况。

3 讨论

AD是一种以大脑内 茁淀粉样蛋白(茁 amyloid，A茁)斑块沉
积[6]为典型表现并多发于老年人的中枢神经系统退行性疾病。

该病起病隐匿且病因复杂[7]，持续时间长，在出现症状前数十年

大脑内就已经可以检测到 A茁的存在。其病理特点为渐进性学
习、认知、记忆等能力障碍，甚至出现失语、焦虑、情绪波动大、

人格改变[7]等表现。近些年研究表明，AD的发生与免疫炎症反

应[8]、遗传因素[9]、肠道微生物群等因素相关，但其确切的发病机

制目前尚不明确，因此基于 AD特异性的预防和治疗措施仍然

缺乏[10]，而干预及治疗时间过晚也为药物治疗 AD失败的一个

重要的原因。由于 AD的发病机制复杂，临床上使用的抗 AD

药物大多为单一靶点且功能单一，疗效不明显。因此，开发源自

天然来源的多靶点和多功能抗 AD药物至关重要。

Rg1为三七的有效成分，可通过多途径发挥抗 AD的疗

效[6]，具有减轻 AD所导致的神经元氧化损伤、改善学习记忆功

能[7]、减轻海马组织病理异常、降低 A茁水平以及抑制血管异常
生成[11]等作用。栀子的主要有效成分 GP不但可改善 APP/PS1

小鼠认知缺陷，减少淀粉样蛋白斑块 茁的沉积，还可通过抗氧
化应激和调节肠道菌群途径发挥抗 AD的疗效[12]。近年来，诸

多研究团队对 Rg1、GP的药理活性、生物利用度及药代动力学

等方面进行了研究并产生了一些见解[13-15]。尤其发现，Rg1在改

善 AD模型的学习记忆功能方面的影响最大[16]，是通过多通道

抗 AD的潜在药物。

A茁 沉积是导致 AD患者发生神经退行性病变的主要因

素，是 AD患者的标志性病变之一[17]。过量沉积的 A茁可导致神
经细胞损伤[18]，诱发脂质过氧化和蛋白质等生物大分子的氧

化[19]，低聚态的 A茁蛋白也可进入细胞的线粒体，导致线粒体呼
吸链的 ATP(Adenosine Triphosphate)生成障碍，最终产生大量

活性氧(reactiveoxygenspecies, ROS)[20,21]，使机体抗氧化系统清

除 ROS和过氧化物的能力受损，诱导氧化应激发生，最终导致

神经元功能受损和 AD 病理变化产生。研究表明，Rg1 可使

ROS的产生显著降低[22]，并具有缓解 AD动物模型中的认知缺

陷，减少神经变性，及降低海马区 A茁水平的作用[23]。二者合用

2003窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress in Modern Biomedicine Vol.23 NO.11 JUN.2023

图 2 Rg1和 GP的组合明显降低了海马颞叶区和齿状回区的血管密度

Fig.2 The combination of Rg1 and GP significantly reduced the density of vascular ganglia in the temporal lobe and dentate gyrus of the hippocampus

图注：与WT相比，KI/+组皮层区 CD31（血管）阳性信号更高；与 KI/+小鼠相比，Rg1+GP组 CD31（血管）阳性信号降低。与WT相比，KI/+组海

马齿状回区 CD31（血管）阳性信号更高；与 KI/+小鼠相比，Rg1+GP组 CD31（血管）阳性信号降低。标尺 =50 滋m。

也可有效促进受损神经元的存活率的增加，以及促进神经元突

起的数目及长度的增加[24]。本文结果提示，Rg1与 GP的配伍

可以有效将 PS1 D385A KI/+小鼠海马区血管性淀粉样斑块沉

积清除，这与课题组前期在 APP/PS1小鼠中观察到的结果相

同[25]。此外，令人惊喜的是 Rg1与 GP配伍可以清除的血管斑

块高达到 80 %。随后对这一有效结果进行分析，认为可能的原

因是 10月龄或为 PS1 D385A KI/+小鼠斑块形成的早期，因此

使用药物进行干预后，获得的改善效果较明显。如需验证对这

一结果的猜测，后续研究还需要对该基因型小鼠脑内形成血管

性 A茁的时间做进一步的探索。
A茁 是阿尔茨海默病前体蛋白（Alzheimer Precursor Pro-

tein，APP）上一段大小为 4kDa的片段[26]，由 茁-分泌酶和 酌-分

泌酶对 APP进行两次蛋白裂解所产生[27]，再经由细胞膜分泌到

细胞外。具有神经毒性的 A茁40和 A茁42都包含在内，且数量突
出，A茁40含量可达 90 %[28]；由 A茁42聚集所形成的淀粉样斑块
主要沉积在细胞外[29]，血管性淀粉样斑块主要由A茁40的迁移
和沉积而形成[30,31]。淀粉样斑块的主要成分 A茁42聚集形成纤
维蛋白的速度要比 A茁40快[32]，一般认为，A茁42在病理条件下
更易于发生淀粉样病变。且虽然 A茁40占 A茁产量的 90 %，但

次要的 A茁42产物更具有疏水性，被认为是 A茁聚集的核心物
质，导致 AD大脑中淀粉样斑块沉积[33]。针对 APP和早老素 -1

基因（PS1）在 AD中过表达的问题，有研究团队建立了 APP和

PS1诱导的 AD转基因模型，并对 Rg1的作用进行探讨，发现

Rg1明显降低了 A茁 的表达，其途径是通过降低小鼠模型中
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图 3 Rg1和 GP的配伍显著减少了海马区的脑血管淀粉样斑块

Fig.3 The compatibility of Rg1 and GP significantly reduced the cerebral vascular amyloid plaques in the hippocampus

图注：WT组，海马区未检测到脑血管淀粉样斑块。KI/+组，海马区明显可见脑血管淀粉样斑块。Rg1+GP组与 KI/+小鼠相比，脑血管淀粉样斑

块急剧减少达 83.3%。数据表示为平均值± SEM。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

APP的表达所介导[34]。然而，虽然 Rg1在治疗 AD方面显示出

巨大的治疗潜力，但仍存在一些不容忽视的缺点。药代动力

学研究表明，Rg1的口服生物利用度不高，只有低水平进入大

脑。但我们发现 GP也可用于恢复血脑屏障（BBB）的功能。有

研究团队通过建立体外 BBB模型，以研究 GP对 BBB的影

响，结果表明 GP可降低 BBB的通透性，有效改善血脑屏障功

能[35]。本文结果表明，用药后 PS1 D385AKI/+小鼠大脑皮层和

海马区的淀粉斑块 茁有所减少，其可能的原因是 Rg1和 GP配

伍，提高了原有的药物入脑量，最终通过降低 APP的表达，从

源头抑制 A茁的产生和积累，从而对 AD发挥保护作用。我们

还使用 A茁40和 A茁42两种抗体染色对小鼠的脑组织来识别
PS1 D385A KI/+成年小鼠血管 A茁的主要成分。最终观察到

A茁40信号呈阳性且明显，而未在染 A茁42的组织切片中检测
到阳性信号。该结果表明 PS1 D385A KI/+小鼠的血管 A茁主
要成分为 A茁40。

此外，血管生成的失衡也是许多疾病的原因之一，该现象

也存在于 AD患者的脑实质中[36]，通过促进或抑制血管生成或

许可以开辟一种新的疾病干预途径[37]。通常情况下，血管生成

可使大脑代谢毒性病理产物的功能增强[38]，从而降低 AD患者

脑内 A茁的沉积。但我们在 AD中观察到的血管生成似乎导致

了更为严重的后果。相关研究表明，PS1是血管新生的一个主

要调控因子；与血管新生相关的蛋白如 VEGFR-1、Notch、

ErbB-1、IGFI-R等均是 酌-分泌酶的底物[39]，在 PS1 -/-细胞中，

血管内皮生长因子受体 1（VEGFR-1）的去磷酸化被抑制，在
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PS1全长蛋白过表达的体中，VEGFR-1的去磷酸化被激活，表

明 PS1全长蛋白可能是 VEGFR-1去磷酸化的一个主要调控因

子，参与调控血管新生[40]。再者，体内实验中，PS1 -/-小鼠出现

了严重的脑出血现象[5]；PS1 -/-小鼠脑部毛血管的分支减少、血

管的直径扩增，表明 PS1基因与血管分支、塑造和血管新生相

关[41]。本文对 10月龄的 PS1 D385A KI/+小鼠脑血管密度进行

了检测，在该基因型小鼠大脑的皮质区和海马区，我们观察到

了增加异常显著的脑血管网密度，给与 Rg1与 GP配伍用药

后，这一现象明显减少。该结果证明 Rg1与 GP配伍可以有效

抑制脑部血管异常生成。为进一步验证这一实验结果，我们还

需要在 APP/PS1模型小鼠（血管生成抑制）中再次验证。此外，

以往也有研究表明，Rg1具有促进了血管生成的作用[42]。我们

研究药物对 PS1 D385A小鼠作用的过程中，还发现该模型小

鼠具有肿瘤高发情况。以上结果表明，血管异常增生可能是

PS1突变的一个病理变化，Rg1与 GP配伍可能对血管生成具

有双向调节作用。因此，调节血管功能或将是防治 AD的新药

物靶点。本文为临床上寻找新的针对 AD防治的药物靶点提供

了部分实验依据。
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