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人参皂苷Rg1对阿尔茨海默病大鼠脑片模型tau蛋白磷酸化的影响 
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【摘  要】目的  观察人参皂苷Rg1对阿尔茨海默病（AD）大鼠脑片模型中磷酸化tau蛋白（P-tau）及钙调神经磷酸酶

（CaN）表达的影响，探讨人参皂苷Rg1是否通过上调CaN表达从而抑制AD模型大鼠脑片tau蛋白磷酸化。方法  制备5

周龄雄性SD大鼠脑片（含皮质和海马），随机分为4组：对照组、模型组和人参皂苷Rg1组，人参皂苷Rg1＋他克莫司

（FK506）（一种CaN抑制剂）组，每组10张脑片。各组脑片首先置于人工脑脊液中孵育1h，之后人参皂苷Rg1组和人

参皂苷Rg1＋FK506组分别加入人参皂苷Rg1作用2h，然后除对照组外的各组分别加入冈田酸作用3h。干预结束后脑片

经多聚甲醛固定后做冰冻切片，采用免疫组织化学染色、图像分析技术等方法检测各组大鼠脑片P-tau、CaN的表达水

平。结果  与对照组比较，模型组各脑区P-tau表达水平增加（P＜0.05），CaN表达水平减少（P＜0.05）；与模型组比较，

人参皂苷Rg1组各脑区P-tau表达水平减少（P＜0.05），CaN表达水平增加（P＜0.05）；与人参皂苷Rg1组比较，人参皂

苷Rg1＋FK506组P-tau表达水平增加（P＜0.05），CaN表达水平减少（P＜0.05）。结论  人参皂苷Rg1可能通过上调CaN

蛋白表达途径抑制AD大鼠脑片模型tau蛋白磷酸化，从而发挥抗痴呆作用。 
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Effect of gensenoside Rg1 on tau phosphorylation in rat brain slice model of 
Alzheimer’s disease 
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【Abstract】 Objective  To determine the effect of ginsenoside Rg1 on the expression of phosphorylated tau protein(P-tau) and 

calcineurin (CaN) in a rat brain slice model of Alzheimer’s disease (AD) induced by okadaic acid (OA), and to investigate whether 

gensenoside Rg1 inhibits tau phosphorylation through up-regulating CaN in the process. Methods  Brain slices (containing cerebral 

cortex and hippocampus) in 400 µm thickness were obtained from 5-week-old SD rats, and then randomly divided into control, model, 

ginsenoside Rg1 and ginsenoside Rg1＋tacrolimus (FK506, CaN inhibitor) groups, with 10 slices in each group. All these brain slices 

were cultured with artificial cerebrospinal fluid (ACSF) firstly, and then ginsenoside Rg1 with or without FK506 was added into the 

ACSF of the corresponding groups for 2 h. Then, OA was administrated into ACSF of model, ginsenoside Rg1 and ginsenoside 

Rg1+FK506 groups separately for 3 h to induce tau phosphorylation to prepare AD model. There was no any intervention for the control 

group. Expression of P-tau and CaN proteins in brain slices as determined by immunohistochemical staining, and the results were 

analyzed by image acquisition and analysis system. Results  Compared with the control group, the level of P-tau protein was 

significantly higher (P＜0.05) and that of CaN protein was obviously lower (P＜0.05) in the model group. Compared with the model 

group, the expression of P-tau was markedly lower (P＜0.01) and that of CaN protein was remarkably higher (P＜0.05) in the 

ginsenoside Rg1 group. Compared with the ginsenoside Rg1 group, the expression of P-tau was higher (P＜0.01) and the expression of 

CaN protein was lower (P＜0.05) in the ginsenoside Rg1+FK506 group. Conclusion  Ginsenoside Rg1 inhibits tau phosphorylation 

probably by enhancing CaN expression in rat brain slice model of AD, and thus exerts anti-dementia effect. 
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阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD）的核

心病理变化之一是神经原纤维缠结（neurofibrillary 

tangle，NFT）形成，其产生原因是tau蛋白过度磷酸

化致使微管正常功能丧失所致[1]。并且NFT的数目与

AD患者的痴呆程度密切相关[2]。研究表明，钙调神

经磷酸酶（calcineurin，CaN）的活性下降在AD的tau

蛋白异常磷酸化中发挥了重要的作用[3]。而且，CaN

活性缺陷所致的tau蛋白异常磷酸化是一个可逆的生

理过程，CaN激活剂有望在这一过程中扮演重要的角

色。人参皂苷Rg1是人参的主要成分之一，有增强记

忆和认知功能的作用[4]。目前研究已证实人参皂苷

Rg1 可以通过抑制细胞周期蛋白依赖性激酶 5

（CDK5）的表达[5]，下调蛋白激酶A（PKA）的表达
[6]等途径以抑制tau蛋白磷酸化，但其对CaN的研究未

见报道。因此，本实验采用磷酸酯酶抑制剂冈田酸

（okadaic acid，OA）孵育大鼠脑片制备tau蛋白过度

磷酸化AD大鼠脑片模型，观察人参皂苷Rg1对AD大

鼠脑片模型中磷酸化 tau蛋白（phosphorylated tau 

protein，P-tau）及CaN表达的影响，拟阐明人参皂苷

Rg1是否通过上调CaN蛋白表达途径以降低AD大鼠

脑片模型中P-tau水平，从而发挥抗痴呆作用。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

5周龄健康雄性 SD大鼠 10只，体质量 110～

130g，清洁级，购自西安交通大学医学院实验动物

中心，合格证号为SCXK（陕）2007-001。 

1.2  主要试剂 

人参皂苷Rg1，纯度98.99%，吉林宏久生物科技

股份有限公司；OA，美国Alexis生物制剂公司；CaN

多克隆抗体，北京博奥森生物技术有限公司；他克莫

司（tacrolimus，FK506），爱尔兰Fujisawa公司；P-tau

（Ser202）多克隆抗体及SABC试剂盒、抗体稀释液，

武汉博士德生物工程有限公司。 

1.3  主要仪器 

振动切片机（上海之信仪器有限公司，型号：

ZQP-86）；冰冻切片机（德国Microm公司，型号：

HM500）；图像处理与分析系统（德国Leica公司，型号：

Qwin550CW）；6孔培养板（美国Millipore公司）。 

1.4  实验方法 

1.4.1  AD大鼠脑片模型制备  SD大鼠经水合氯醛

麻醉后，断头取脑，快速置于0～4℃的人工脑脊液冰

水混合物中，振动切片机以振幅8档，速度3档行冠状

切片所切脑片含皮质和海马，平均厚度400µm。挑选

形态较好的脑片（含皮质和海马）置入盛有人工脑脊

液的6孔板中孵育，温度（32.0±0.5）℃，整个过程

人工脑脊液中持续通入混合氧气（95%O2＋5%CO2）。

人工脑脊液成分（mmol/L）：NaCl 150， CaCl2 2，

MgSO4 1.2，KH2PO4 0.5，K2HPO4 1.5，葡萄糖 10，

pH7.4。 

1.4.2  分组及干预  脑片随机分为4组：对照组、模型

组、人参皂苷Rg1组、人参皂苷Rg1＋FK506组，每组

10张脑片。人工脑脊液孵育1h，人参皂苷Rg1组加入

人参皂苷Rg1 240µmol/L，人参皂苷Rg1＋FK506组加

入人参皂苷Rg1 240µmol/L、FK506 1.25µmol/L，培养

2h，然后模型组、人参皂苷Rg1组和人参皂苷Rg1＋

FK506组分别加入OA（1µmol/L）孵育3h。对照组不

加任何处理因素。 

1.4.3  P-tau、CaN蛋白表达检测  干预结束后，各

组大鼠脑片经4%多聚甲醛固定4h，然后转入30%蔗

糖溶液浸泡至沉底，做冰冻切片，切片10µm厚，每

张切片含皮层、海马、齿状回。采用免疫组化染色

（SABC法）分别检测各组脑片皮质和海马P-tau、

CaN的蛋白表达情况。P-tau（Ser202）、CaN一抗浓

度分别为1∶1000和1∶600，染色步骤按说明书进

行，PBS代替一抗作阴性对照。采用图像处理与分

析系统检测脑片阳性反应物质的平均灰度值，每张

切片同一区域中，随机选取6个视野，检测面积相同，

取其平均灰度值代表该切片目标区域的蛋白表达水

平。灰度值越低，阳性表达量越高，反之灰度值越

高，阳性表达量越低。 

1.5  统计学处理 

数据统计分析使用SPSS13.0统计软件，正态性

检验采用 Shapiro-Wilk检验，方差齐性检验采用

Levene检验，多组间比较采用one way-ANOVA，组

间两两比较采用LSD-t检验。所有数据以 x±s表示。

P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  OA处理后脑片P-tau、CaN表达情况 

与对照组比较，模型组各脑区P-tau阳性反应物

质表达增加（P＜0.05），CaN阳性反应物质表达减

少（P＜0.05；表1）。 
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表1  OA对AD大鼠培养脑片P-tau和CaN表达量的影响  
                Table 1  Effect of OA on the expression of P-tau protein and CaN in rat brain slices       (n =10, x±s )                                  

P-tau CaN 
Group 

CA1 CA3 DG Cortex CA1 CA3 DG Cortex 

Control 153.34±2.63 149.45±1.92 147.81±1.83 155.32±2.03 173.44±1.94 171.68±1.10 174.60±1.29 173.43±1.37 

Model 143.43±1.42* 142.08±1.41* 141.60±1.32* 141.36±1.35* 182.40±1.31* 181.79±1.47* 182.16±1.16* 180.36±1.77* 

OA: okadaic acid; AD: Alzheimer’s disease; CA1: CA1 area of hippocampus;CA3: CA3 area of hippocampus; DG: dentate gyrus. Compared with 
control group, *P＜0.05 

 
2.2  人参皂苷Rg1干预后各组大鼠脑片P-tau表达

情况 

与模型组比较，人参皂苷Rg1组P-tau阳性反应

物质均有不同程度减少（P＜0.05），与人参皂苷Rg1

组比较，人参皂苷Rg1＋FK506组P-tau阳性反应物质

均有不同程度增加（P＜0.05；表2，图1）。 

2.3  人参皂苷Rg1干预后各组脑片CaN表达情况 

与对照组比较，模型组CaN阳性反应物质

表达明显减少（P＜0.05）。与模型组比较，人

参皂苷Rg1组CaN阳性反应物质表达明显增加

（P＜ 0.05）；与人参皂苷Rg1组比较，人参皂

苷Rg1＋FK506组CaN阳性反应物质表达明显减

少（P＜0.05；表3，图2）。  

 

 
图1  各组大鼠脑片CA3区P-tau蛋白表达(免疫组织化学染色，×400) 
Figure 1  Expression of P-tau in CA3 of hippocampus in different 

groups (SABC ×400) 
A: control group; B: model group; C: ginsenoside Rg1 group; D: 

ginsenoside Rg1+FK506 group. P-tau ( tan color ) is expressed in the 
cytoplasm of neurons in the brain slices, and P-tau expression is 

stronegest in model group, followed by ginsenoside Rg1+FK506 group, 
and the lowest in ginsenoside Rg1 and control groups 

 
图2  各组大鼠脑片海马齿状回CaN蛋白表达(免疫组织化学染

色，×400) 
Figure 2  Expression of CaN protein in dentate gyrus of 

hippocampus in different groups (SABC ×400) 
A: control group; B: model group; C: ginsenoside Rg1 group; D: 

ginsenoside Rg1+FK506 group. CaN (tan color) is expressed in the 
cytoplasm of neurons in the brain slices, and CaN expression is 

strongest in the control group, followed by ginsenoside Rg1 group, and 
the lowest in ginsenoside Rg1+FK506 and model groups 

 

3  讨  论 

NFT是AD患者脑内主要病理改变之一，其产生

的原因是tau蛋白的过度磷酸化。tau蛋白是神经元微

管相关蛋白，过度磷酸化后，会促进微管组装的生

物活性丧失，导致细胞骨架的结构异常而形成

NFT[7]。目前已发现tau蛋白有45个磷酸化位点，其

中包括Ser202位点。OA是蛋白磷酸酶的高效选择性

抑制剂，目前被广泛应用于诱导tau蛋白的过度磷酸

化[8,9]，研究者在大鼠脑内注射OA可诱导tau蛋白在

Ser-198/Ser-199/Ser-202，Ser-396/Ser-404位点发生

磷酸化，导致大鼠空间记忆障碍 [10]。本实验选用

Ser202位点磷酸化进行研究，结果发现模型组大  

 
表2  人参皂苷Rg1对AD模型大鼠脑片P-tau表达的影响 

                  Table 2  Effect of ginsenoside Rg1 on the expression of P-tau protein in rat brain slices        (n =10, x±s )                             

Group CA1 CA3 DG Cortex 

Control 153.34±2.63 149.45±1.92 147.81±1.83 155.32±2.03 

Model 143.43±1.42* 142.08±1.41* 141.60±1.32* 141.36±1.35* 

Ginsenoside Rg1 150.20±1.38# 146.43±1.85# 143.98±1.87# 153.15±1.33# 

Ginsenoside Rg1+ FK506 147.41±2.53#△ 144.96±0.96#△ 142.79±2.76#△ 148.52±3.12#△ 

AD: Alzheimer’s disease; CA1: CA1 area of hippocampus; CA3: CA3 area of hippocampus; DG: dentate gyrus. Compared with control group, 
*P＜0.05; compared with model group, #P＜0.05; compared with ginsenoside Rg1 group, △P＜0.05  
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表3  人参皂苷Rg1对AD模型大鼠脑片CaN表达的影响 
                    Table 3  Effect of ginsenoside Rg1 on the expression of CaN protein in rat brain slices       (n =10, x±s ) 

Group CA1 CA3 DG Cortex 

Control 173.44±1.94 171.68±1.10 174.60±1.29 173.43±1.37 

Model 182.40±1.31* 181.79±1.47* 182.16±1.16* 180.36±1.77* 

Ginsenoside Rg1 175.36±1.37# 175.06±2.06# 174.62±1.16# 175.34±0.95# 

Ginsenoside Rg1+ FK506 178.93±2.04#△ 177.57±2.41#△ 178.27±0.76#△ 178.96±2.49#△ 

CA1: CA1 area of hippocampus; CA3: CA3 area of hippocampus; DG: dentate gyrus. Compared with control group, *P＜0.05; compared with 

model group, #P＜0.05; compared with ginsenoside Rg1 group, △P＜0.05 

 
鼠脑片可见少量细胞结构破坏，胶质细胞增生，

未见细胞层厚度变化；免疫组化染色结果表明模

型组大鼠脑片P-tau蛋白表达较对照组增加，推测

OA可能诱导了大鼠脑片 tau蛋白在Ser202位点发

生磷酸化。实验结果还表明，人参皂苷Rg1组P-tau

蛋白表达较模型组明显降低，而且人参皂苷Rg1

这种作用可以被CaN抑制剂FK506有效抑制（人参

皂苷Rg1＋FK506组与人参皂苷Rg1组之间比较，P

＜0.05）。这表明人参皂苷Rg1能有效减轻OA引起

的Tau蛋白过度磷酸化，且这种作用可能与CaN相

关。 

tau蛋白的磷酸化主要受蛋白激酶和蛋白磷酸

酶的调节，蛋白磷酸酶活性的降低可能比蛋白激

酶活性的升高在 tau蛋白的磷酸化过程中起更大的

作用 [11]。体外磷酸化的 tau蛋白去磷酸化可以使

NFT松解，恢复 tau蛋白的连接微管及发挥促微管

组装的功能 [12]。研究发现，将CaN的抑制剂注入

小鼠脑室腔里，可导致 tau蛋白几个特殊位点过度

磷酸化 [13]。体外实验研究证实蛋白磷酸酶均可使

P-tau蛋白发生去磷酸化，其中CaN导致P-tau去磷

酸化的位点最多，另外CaN也是海马区最主要的

P-tau去磷酸化磷酸酶 [14]。本实验采用人参皂苷

Rg1对AD样 tau蛋白磷酸化大鼠脑片模型干预后，

结果表明大鼠脑片CaN表达明显增多，这种作用同

样可以被CaN抑制剂FK506有效抑制。这表明人参

皂苷 Rg1可能通过上调 CaN表达途径从而促进

P-tau去磷酸化。另外，本实验还发现CaN抑制剂

FK506对人参皂苷Rg1下调P-tau作用的抑制是不

完全的，推测除上调CaN途径外，人参皂苷Rg1还

可通过其他途径促进P-tau去磷酸化，这在未来实

验中需要进一步的证实。  

总之，本研究证实了人参皂苷Rg1可能通过上

调CaN蛋白表达途径以降低AD大鼠脑片模型中磷

酸化tau蛋白水平，从而发挥抗痴呆作用，为人参皂

苷Rg1治疗AD的研究提供了新靶点、新思路。 
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