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人参皂苷Rgl延缓 D一半乳糖大鼠脑衰老作用及机制 

的初步研究 

彭 彬 ，陈茂山 ，蒲 莹 ，王亚平 

(1．川北医学院组织学与胚胎学教研室，南充 637007；2．重庆医科大学干细胞与组织工程研究室，重庆 400016) 

【摘 要】lil的：探讨人参皂苷Rgl延缓 D一半乳糖所致大鼠脑衰老后的学习记忆能力、SOD活性、MDA含量及衰老相关基因 

P16r,x~、 1 mRNA及蛋白的表达水平。方法：将 15只 3月龄 sD大鼠随机分为对照组、脑衰老组[120 meg(kg·d)D一半乳糖 

颈背部皮下注射 6周】、Rgl抗脑衰老组【同衰老模型组处理 ，并于第 3周起腹腔注射人参皂苷 Rgl 20 meg(kg·d)共注射 4周】。 

Morris水迷宫评估各组大鼠的空间学习记忆能力；比色法测定脑皮质内的 SOD活性及 MDA含量；实时荧光定量RT—PCR检测 

海马组织内P16 、JD21 CAp- mRNA的表达水平；Western blot检测衰老相关基因P16 、P21 蛋白的表达。结果：与脑衰 

老组相比，Rgl抗脑衰老组大鼠学习记忆能力显著提高，脑组织内 SOD活性显著升高，MDA含量显著降低 ，P16～ 、P21 Cip 

mRNA及蛋白的表达水平也显著降低。结论：Rgl具有延缓 D一半乳糖大鼠脑衰老的作用。其机制可能与增强脑组织的抗氧化 

能力，下凋脑组织内Pl6 、JD21 mRNA及蛋白的表达水平有关。 
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Anti-aging effects of Ginsenoside Rgl and it’S mechanisms on brain aging 

rats induced bV D—galactose 

PENG Bin，et al 

(Department of Histology and Embryology，North Sichuan Medical College) 

【Abstract】Objective：To explore the effects of Ginsenoside Rgl on the spatial learning and memory capacity，the activities of SOD，the 

amounts of MDA．the expression of P16 and尸21 mRNA and protein in brain aging rats induced by D-galactose．Methods：15 

normal adult SD rats were randomly divided into control group，brain aging model group and Rgl anti-brain aging group．In the brain aging 

model group and the Rgl anti-brian aging group，D-galactose(120 meg(kg‘d))was given to rats for 6 weeks by subcutaneous injection． 

Ginsenoside Rgl(20 meg(kg‘d))Was also given to rats by intra—peritoneal injection for 4 weeks after 2 weeks in the Rgl anti—aging 

group，and saline was given to the control group by subcutaneous and iutra-peritoneal injection or to the aging group by intra-peritoneal 

injection．Learning and memory abilities were measured by a Morris water maze test 42 days after modeling．The activities of SOD and the 

amounts of MDA in brain were quantified by chromatometry． The changes in the expressions of P16 and P21 mRNA or protein in 

brain were determined by real time quantitative RT-PCR and Western blot．Results：Compared with the brain aging group，the spatial 

learning and memo／~r capacities were significandy enhanced：the SOD activities were significantly increased while the MDA levelⅥ as 

significantly reduced and the expressions of the P16 or P21唧’ mRNA and protein in brain were reduced in the Rgl anti—brian aging 

group．Conclusion：Improvement ofthe antioxidation ability，downregulation ofthe expressions ofaging—associated P16 “and P21。 

mRNA and protein in brain may be the underlying anti-aging mechanism of Ginsenoside Rg1． 
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人参 (Panaxginseng)是我国传统的名贵中药 ，素有 “百 

草药王”的美称，人参皂苷 Rgl是人参中的主要药物活性成 

分之一。现代研究认为：人参具有抗疲劳、抗衰老、抗癌、增强 

记忆力、提高免疫力等作用 ，但作用机理与相关成分不清 
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楚。当今世界和我国人口已进入老龄化社会 ，脑衰老伴随的 

生理功能和行为能力改变严重影响了老年人群的生活质量。 

探讨延缓脑衰老的机理，寻找有效的抗衰老药物已成为医学 

生物学领域的研究热点之一。本研究采用 D一半乳糖大剂量 

连续注射制备大鼠脑衰老模型，探讨 Rgl对衰老大鼠学习记 

忆能力、脑组织内SOD、MDA水平及衰老相关基因pl&x4~、 

P21 mRNA及蛋白表达水平的影响，旨在为阐述脑衰老 
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机理和探讨 Rgl抗脑衰老的可能机制提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试 剂与仪器 

人参皂苷 Rgl(宏久生物科技股份有限公司，纯度 98％)， 

D一半乳糖 (Amersco公司 )，SOD活性检测试剂盒，MDA浓度 

比色法定量检测试剂盒(美国Genmed公司)，DC蛋白定量试 

剂盒 (美国 Bio—Rad公司)，TR1ZOL试剂 (美国Invitrogen公 

司 )，RT试剂盒 、荧光定量 PCR试剂盒 (美国 MBI公司 )， 

BM20OOmarker(Biomed公司)，PCR引物由上海生工公司合 

成，兔抗鼠P16r~,、P21~ ．a一抗，羊抗兔二抗 (Santa Cruz公 

司 )，细胞核蛋白／浆蛋白抽提试剂盒(北京博迈德公司 )， 

ECL发光试剂盒 (Pierce公司)。SLY—WMS型Morris水迷宫 

(北京硕林苑科技有限公司)，酶标仪(Model 550)，荧光定 

量 PCR仪(ABI7900)。 

1．2 实验动物分组、模型制备及给药 

3月龄清洁级雄性 SD大鼠 15只 ，体重 212—253 g，由成 

都中医药大学实验动物中心提供。随机将大鼠分为空白对照 

组、脑衰老模型组和人参皂苷 Rgl抗脑衰老组 ，每组 5只。脑 

衰老模型组和人参皂苷 Rgl抗脑衰老组每 日颈背部皮下注 

射 D一半乳糖 120 mg／kg，连续注射 42 d ；空白对照组颈背 

部皮下注射等量等时的生理盐水。人参皂苷Rgl抗脑衰老 

组，从模型复制的第 15天起每日腹腔注射 20 mg／kg，连续注 

射28 d。空白对照组和脑衰老模型组腹腔注射等量生理盐水 

28 d。室温维持在 2o℃ 25cC，自然照明，自由饮水和摄食。 

1．3 Morris水迷宫测试 

采用 SLY—WMS型电脑 自动程控 Morris水迷宫检测各 

组大鼠的空间学习记忆能力[51。首先进行 7 d的定位航行 II练， 

大鼠轮流从 4个象限的固定入水点入水 ，记录从入水至爬上 

平台的时间。在第 8天移除平台，进行空间探索试验，记录大 

鼠从某一固定入水点 (随机选择 )入水 ，记录从入水至第 1 

次跨越原平台位置的时间(逃避潜伏期 )以及 120 S内在原 

平台所在象限逗留时间百分比及跨越原平台位置次数。 

1．4 SOD、MDA的检测 

所有动物在 Morris水迷宫测试后的第 2天被断头处死， 

夹取大脑皮层组织制备组织匀浆。用 Bradford方法测定组织 

蛋白质含量，按照试剂盒说明书的步骤采用比色法进行SOD、 

MDA含量测定。 

1．5 荧光定量 RT-PCR检测P16r~、尸21cip舢 mRNA表达水平 

1．5．1 总 RNA制备及 cDNA的合成 所有动物断头处死 

后，在冰上迅速分离出 1侧(左侧或右侧，随机选择)海马组 

织 ，加入 1 ml Trizol，分别提取各组动物海马组织总 RNA。紫 

外分光光度计测定总 RNA的 OD D280值，取适量 RNA用 

1％琼脂糖凝胶 电泳鉴定其完整性。按 RT-PCR试剂盒操作 

步骤将总 RNA反转录为相应的cDNA，逆转录反应条件 ：42~C 

孵育40min，99~C孵育5min后终止反应，冰上冷却。合成的 

cDNA置于 一7O℃保存备用。 

1．5．2 PCR反应 引物的设计、合成均由上海生工公司合成 

(表 1)，取上述逆转录产物进行荧光定量 PCR，反应使用 96 

孔板，以 1个孔中加入双蒸水替代逆转录得到的模板 cDNA 

为阴性对照，用内参基因 13一actin对 RNA含量的变异进行校 

正。反应体系为：上、下游引物各 0．25 Ill，模板 cDNA 2 p．1， 

MaximaTM SYBR Green qPCR Master Mix(2．5×)12．5 l， 

DDW 10 Ill，共 25 l，稍离心混匀 ，反应步骤如下 ：循环参数 

为 ：94~C预变性 5 min，94℃变性 15 S，60℃ 60 S，延伸 (采集 

荧光 )l min，共 40个循环 ，最后制备融解曲线。将所扩增的 

产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。 

1．6 Western blot检测 P16 、P2lGpltw,,a蛋白的表达 

细胞核／浆蛋白抽提收集各组大鼠另一侧海马组织(约70 

mg)的总蛋白，BCA法定量后经 SDS—PAGE，电转膜 ，免疫抗 

体反应，最后化学增强发光法显带，具体步骤按文献[6]操作。 

1．7 统计学处理 

所有的数据以均数 ±标准差(x±S)表示，运用 SPSS11．0 

统计软件进行单因素方差分析，以P<O．05表示差异有统计学 

意义。 

2 结 果 

2．1人参皂苷 Rgl对脑衰老大鼠学习记忆功能的影响 

在空间探索试验中，与对照组相比，脑衰老模型组在 2 min 

的测试时间内跨越原平台所在位置的次数和在原平台所在 

象限停留的时间均显著降低 (P<0．05)；逃避潜伏期 (首次 

穿越原平台所在位置的时间)显著增加 (见表 2)。与脑衰老 

模型组比较 ，Rgl抗脑衰老模型组在 2 min的测试时间内跨 

越原平台所在位置的次数和在原平台所在象限停留的时间 

表 1 PCR反应引物序列 

组别 逃避潜伏期(s／2 min) 跨越原平台次数(次／2 min) 原平台象限停留时间百分比(％) 

注：‘P<O．05与空白对照组比较； <0．05与脑衰老模型组比较 
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3 讨 论 

人参应用于中圜临床已有两千多年的历史，中国最早的 

药书《神农本草经》中就描述了人参的促智、抗衰老等药理 

功能 。随着现代科技的发展，人们已从人参植物中分离出 

了40多种人参皂苷单体。但是人参皂苷真正用于制作抗衰 

老药物的还很少，其作用机制尚不十分清楚，目前主要有自 

由基损伤学说、端粒丢失学说、基因调控学说等 ，并有研究 

显示细胞周期蛋 白依赖激酶抑制因子 P16r~'、P21C~ 等是 

细胞衰老的主要效应物 。因此 ，本研究从 Rgl抗 自由基损伤 

和调控衰老相关基因P16 、P21C~VWm mRNA及蛋白表达水 

平两方面的作用，对其延缓脑衰老的机制进行了研究。 

本研究采用 D一半乳糖连续 42 d注射建立大鼠脑衰老模 

型。D一半乳糖是机体的正常营养成分，当半乳糖过多时，可由 

半乳糖氧化酶催化生成醛糖和过氧化氢，产生超氧阴离子 自 

由基。空间探索试验及脑组织内 SOD的活性、MDA的含量检 

测结果显示，长期低剂量注射 D一半乳糖引起了大鼠空间学习 

记忆能力降低、脑皮质细胞抗氧化能力下降等脑衰老表现。与 

脑衰老模型组比较，经人参皂苷Rgl处理的抗衰老组动物的 

空间学习记忆能力显著高于脑衰老组，脑组织内的 SOD活性 

显著升高，MDA含量显著降低，说明Rg1人参皂苷Rgl可通 

过提高脑组织的SOD’潘胜，增强对脑组织对 自由基的清除能 

力。自由基损伤学说是目前公认的衰老学说之一。自由基可造 

成机体内的 DNA、蛋白质和脂类的损伤㈣，过量的氧 自由基 

可引起神经元的损伤，造成动物学习记忆能力下降等类似于 

自然衰老的改变 。 

细胞衰老最主要的特征是细胞在很长一段时间内仍维 

持代谢活性 ，但因阻滞于 G。期，失去了对有丝分裂原的反应 

和合成 DNA的能力，不能进入分裂期[21。P16 蛋白在正常 

生长细胞中表达水平较低 ，但在细胞多次复制接近衰老时其 

表达水平逐渐增高，2004年有学者提出 P16m 可作为测定 

细胞衰老的分子标记[1l1。P21一P则是细胞周期依赖激酶的非 

特异性抑制剂，具有抑制Rb磷酸化，阻遏E2F释放，使细胞 

周期停留 G．／S点不能进入 S期的作用。已有大量研究表明， 
一 旦收到来 自 6 、P21一P途径 的衰老信号后 ，P16一 、 

p21c~p 蛋白就成为控制衰老过程的中心环节 ，细胞则进入衰 

老程序，停止增殖并且发生一系列形态和功能上的变化_12～41。 

本研究结果显示，D一半乳糖诱导脑衰老组大鼠脑组织 

内的 P16 、P21~P1／Wail mRNA和蛋白表达均高于对照组，这 

与上述细胞衰老过程中细胞周期调控基因及蛋白的变化一 

致。Rgl抗脑衰老组大鼠脑组织内P16 、P21C~p mRNA和 

蛋白的表达则均低于脑衰老组。这提示 Rgl可通过下调 D一 

半乳糖脑衰老大鼠P16～ 、P21 ~．nmRNA及蛋白的表达，阻 

止脑组织内的细胞进入衰老程序而发挥其延缓脑衰老的作 

用。 
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