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人参皂苷Rk3通过抑制mTOR增强细胞自噬减轻视网膜色素上皮细胞衰老
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［摘要］ 目的 探索人参皂苷Rk3在减轻视网膜色素上皮（retinal pigment epithelial，RPE）细胞衰

老及治疗新生血管性老年性黄斑变性（neovascular age-related macular degeneration，nAMD）的作用及机

制。方法 通过过氧化氢诱导ARPE-19细胞衰老模型和 nAMD小鼠模型，验证人参皂苷Rk3减轻RPE
细胞衰老和缩小脉络膜新生血管（choroidal neovascularization，CNV）面积的药物活性；通过转录组测序

分析差异基因表达谱变化；通过蛋白免疫印迹实验检测 mTOR、S6K1、p-S6K1、4EBP1、p-4EBP1、p62、
LC3A/B 等蛋白的表达水平；通过分子对接和动力学模拟分析人参皂苷 Rk3 与 mTOR 蛋白的亲和力。

结果 ①细胞实验发现人参皂苷Rk3显著减轻ARPE-19细胞衰老（P<0. 05）；②动物实验证实人参皂苷

Rk3 显著缩小 nAMD 小鼠视网膜 CNV 面积（P<0. 01），且与临床一线治疗药物阿柏西普效果相当

（P>0. 05）。③转录组测序提示人参皂苷Rk3导致PI3K-Akt信号通路富集，蛋白免疫印迹实验显示人参

皂苷 Rk3 可抑制 mTORC1信号的过度激活（P<0. 05），同时增强细胞自噬（P<0. 05）。④分子对接和动

力学模拟研究进一步验证人参皂苷 Rk3很可能靶向 mTOR蛋白减轻 RPE细胞衰老。结论 人参皂苷

Rk3通过抑制mTOR增强细胞自噬，减轻了RPE细胞衰老并缩小了nAMD小鼠视网膜CNV面积。
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Ginsenoside Rk3 alleviates retinal pigment epithelial cell senescence by enhancing 
autophagy via mTOR inhibition
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［Abstract］ Objective　To investigate the role and mechanism of ginsenoside Rk3 in alleviating the 
senescence of retinal pigment epithelial (RPE) cells and in treating neovascular age-related macular 
degeneration (nAMD).  Methods　An ARPE-19 cell senescence model induced by hydrogen peroxide and an 
nAMD mouse model were subjected to validate the pharmacological activity of ginsenoside Rk3 in reducing 
RPE cell senescence and shrinking choroidal neovascularization (CNV) area.  Transcriptome sequencing was 
performed to analyze the changes in differential gene expression profiles.  Western blotting was used to detect 
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the expression levels of mTOR, S6K1, p-S6K1, 4EBP1, p-4EBP1, p62, and LC3A/B.  Molecular docking and 
dynamics simulations were conducted to analyze the binding affinity of ginsenoside Rk3 with mTOR protein.  
Results　① Cell experiments showed that ginsenoside Rk3 significantly alleviated the senescence in ARPE-19 
cells (P<0. 05).  ② Animal experiments confirmed that ginsenoside Rk3 significantly reduced the retinal CNV 
area in nAMD mice (P<0. 01), and its efficacy was comparable to the first-line clinical drug aflibercept (P>
0. 05).  ③ Transcriptome sequencing suggested that ginsenoside Rk3 led to enrichment of the PI3K-Akt 
signaling pathway.  Western blotting showed that ginsenoside Rk3 inhibited the overactivation of mTORC1 
signaling (P<0. 05) and simultaneously enhanced cellular autophagy (P<0. 05).  ④ Molecular docking and 
dynamics simulations further validated that ginsenoside Rk3 probably targets mTOR to alleviate RPE cell 
senescence.  Conclusion　Ginsenoside Rk3 alleviates RPE cell senescence and reduces retinal CNV area in 
nAMD mice by enhancing autophagy through inhibition of mTOR.  

［Key words］ neovascular age-related macular degeneration； ginsenoside Rk3； retinal pigment 
epithelial cells； cellular senescence； autophagy
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新生血管性老年性黄斑变性（neovascular age-

related macular degeneration，nAMD）是一类以视网膜

脉络膜新生血管（choroidal neovascularization，CNV）为

典型临床表现的老年性眼病，随着中国老龄化的加

剧，这类疾病的发病人数逐年上升［1］。nAMD 的发病

机制复杂，受到多种因素影响，包括遗传易感性、衰老

相关功能障碍、视网膜稳态失衡、脂质代谢紊乱、免疫

失调和慢性炎症、氧化应激和细胞外基质功能障碍

等［2］。既往的研究已经证实，视网膜色素上皮（retinal 
pigment epithelial，RPE）细胞的功能障碍为 nAMD的发

展奠定了基础［3］。
作为与衰老密切相关的眼病，RPE细胞的衰老在

AMD 的病理进展中发挥着至关重要的作用。既往的

研究已经在AMD患者视网膜上分离的RPE细胞中发现

了如p21CIP1和p16等衰老特征性基因表达的上调［4-5］。
人类AMD-RPE的表观遗传转录组分析也揭示了RPE
衰老与表观遗传失调之间的关联［6］。衰老相关分泌表

型（senescence-associated secretory phenotype，SASP）的

激活作为衰老细胞发挥其多效性生物学功能的重要

机制，同样在RPE衰老和AMD进展中发挥重要作用。

一方面，RPE细胞不断接受其他衰老视网膜细胞分泌

的炎症因子的损害，发生应激诱导的早衰。另一方

面，衰老的RPE细胞通过触发免疫系统的异常激活和

炎症因子的大量释放，这种级联效应进一步加剧了血-

视网膜屏障的破坏和视网膜细胞的损害。

人参在传统中国医学理论体系和实践应用中均

占有重要地位。这种草药自古就被认为具有延长寿

命和延缓衰老的功效［7］。人参的根部提取出的人参皂

苷被认为是人参发挥药理活性的主要分子，越来越多

的证据表明，人参中的多种人参皂苷成分在改善多种

眼部疾病中发挥重要的作用［8-10］。人参皂苷Rk3是从

人参中提取的人参皂苷的一种稀有亚型，在多种疾病

中具有显著的药理功效。之前的研究已经强调了人

参皂苷Rk3在阿尔兹海默病、糖尿病和肝癌等年龄相

关性疾病中的独特作用［11-13］。但在眼科疾病尤其是

nAMD中发挥的药理功效仍然少有报道。本研究发现

人参皂苷Rk3能显著减轻RPE细胞衰老并在nAMD小

鼠模型中验证了Rk3改善视网膜CNV的显著疗效。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

雌性 C57BL/6 小鼠（体质量 20~25 g）购自斯贝福

（北京）生物技术有限公司，于陆军特色医学中心动物中

心饲养。实验起始周龄为6～8周。本研究经陆军军医

大学动物研究伦理委员会批准（AMUWEC20247108）。
1. 2　实验细胞

本实验所用细胞为永生化ARPE-19细胞系，购自

巴而斯生物技术有限公司，并经 STR 基因型检测确

认。ARPE-19细胞采用 DMEM/F12培养基培养，添加

10%胎牛血清及 1%青链霉素，于 37 ℃、5%CO₂条件下

培养。

1. 3　试剂与仪器

主要试剂：30% 过氧化氢（C0404510123，南京化

学）；DMEM/F12培养基（C3130-0500，中国，VivaCell）；
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胰 酶 -EDTA（25200056，美 国 ，Gibco）；胎 牛 血 清

（C04001-050X10， 中国，VivaCell）；青-链霉素（C3423-

0100， 中国，VivaCell）；DMSO（67-68-5，美国，Sigma）；

β -半乳糖苷酶染色试剂盒（C0602，中国，碧云天）；

CCK-8（G3580，中国，白鲨）；免疫染色通透液（P0096，
中国，碧云天）；4% 多聚甲醛溶液（BL539A，中国，白

鲨）；免疫染色封闭液（P0260，中国，碧云天）；免疫染

色一抗稀释液（P0262，中国，碧云天）；免疫染色二抗

稀释液（P0265，中国，碧云天）；抗荧光淬灭封片液

（P0131，中国，碧云天）；Ki-67 抗体（9129S， 美国，

CST）；p21抗体（2947，美国，CST）；β-Actin抗体（4967，
美国，CST）；Alexa Fluor 594 抗体（ab150080，美国，

Abcam）；P-S6K抗体（AP0564，中国，Abclonal）；S6K抗

体（A4898，中国，Abclonal）；4EBP1 抗体（9644，美国，

CST）；P-4EBP1 抗体（2855，美国，CST）；Human IL-6 、
IL-8、TNF-α、VEGF-α ELISA Kit（中国，Elabscience）；

RNAiso Plus（9109， 日本，TaKaRa）；RNA 反转录（HY-

K0511A， 美 国 ，MCE）；盐 酸 奥 布 卡 因 滴 眼 液

（J20100128，日本，参天）；复方托吡卡胺滴眼液

（J20180051，日本，参天）；左氧氟沙星眼用凝胶

（H20040234，中 国 ，远 大）；氧 氟 沙 星 滴 眼 液

（BH20080023，日本，参天）；碘伏（DF-100ML，中国，海

氏海诺）；OCT包埋剂（BL557A，中国，白鲨）；生理盐水

（DB01-1-0701，中国，大冢）；Isolectin GS-IB4（I21411，
美 国 ，Thermo）；PEG300（A446605，中 国 ，生 工）；

Tween80（A458113，中国，生工）；BCA蛋白浓度测定试

剂盒（P0009，中国，碧云天）；RIPA裂解液（P0013B，中

国，碧云天）；蛋白酶抑制剂混合物（P1005，中国，碧云

天）；人参皂苷 Rk3（T6S1495，中国，陶术）阿柏西普眼

内注射溶液（SJ20180010，德国，拜尔）。

主要仪器：激光共聚焦显微镜（FV3000，日本，

Olympus）；视网膜光凝术激光仪（VISULAS 532s，德
国，蔡司）；冰冻切片机（CM1860，德国，Leica）；荧光显

微镜（DMi8，德国，Leica）；多功能酶标仪（Paradigm，美

国，Molecular Devices）；高速低温离心机（Micro-17R，

美国，Thermo）；电热恒温培养箱（DHP-9012，中国，

一恒）。

1. 4　细胞衰老模型构建及细胞实验分组

将融合度 50% 的 ARPE-19 细胞与不同浓度的过

氧化氢以时间梯度共孵育（37 ℃，5%CO₂），以确定过

氧化氢的最适浓度和最佳处理时间，建立细胞衰老模

型。细胞分组如下：Con 组在培养皿中添加人参皂苷

Rk3等量溶剂，H2O2组在培养皿中添加指定浓度的过

氧化氢和人参皂苷Rk3等量溶剂， Rk3组在培养皿中

添加指定浓度的人参皂苷Rk3。
1. 5　β-半乳糖苷酶衰老染色

按衰老 β-半乳糖苷酶染色试剂盒操作：PBS漂洗

细胞/组织切片，固定液固定 15 min，PBS 漂洗 3 次，加

入染色工作液（1 mL/孔），37 ℃无CO₂孵育过夜。光学

显微镜成像并计算蓝染细胞比例。半乳糖苷酶染色

阳性细胞比例大于80%被认为衰老模型建立成功［14］。
1. 6　免疫荧光染色

细胞爬片至 80% 融合度后，PBS漂洗，4% 多聚甲

醛固定 15 min，0. 5% TritonX-100透化 20 min，3%山羊

血清室温封闭1 h，一抗稀释液配制一抗：p21（1∶200）、

Ki-67（1∶200），Alexa Fluor 594 标记二抗（1∶1 000），

DAPI封片，显微镜成像。

1. 7　激光诱导CNV模型建立及动物实验分组

1%戊巴比妥钠（50 mg/kg）腹腔麻醉，复方托吡卡

胺滴眼液散瞳。根据文献［15］中的方法，532 nm 激

光仪于视神经周围均匀制作 4 个激光斑（350 mW， 
550 μm， 0. 1 s/斑），Bruch膜击穿以气泡形成为判定标

准。激光术后 24 h行玻璃体腔注射 1 μL药物或载体：

Rk3（0. 5 mmol/L）或阿柏西普（40 mg/mL）［16］。动物实

验分组如下：Blank 组为健康小鼠，Con 组玻璃体腔注

射人参皂苷 Rk3等量溶剂，Rk3组玻璃体腔注射 1 μL
指定浓度的人参皂苷Rk3，Aflibercept组玻璃体腔注射

1 μL指定浓度的阿柏西普。

1. 8　CNV面积评估

注射后 7 d处死小鼠，摘取眼球。4%多聚甲醛固

定1 h，分离RPE-脉络膜-巩膜复合体甲醇固定30 min，
封闭液（3%山羊血清+0. 1% Triton X-100）孵育 1 h，异
凝集素B4荧光标记，共聚焦显微镜成像，Image J量化

CNV面积。

1. 9　实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR，

qPCR）

RNAiso Plus提取总 RNA，取 500 ng RNA反转录，

ChamQ SYBR qPCR 预混液于 CFX96系统扩增。反应

程序：95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s；60 ℃ 30 s，40 个循环。

CFX maestro 1. 0 软件分析，β-actin 为内参，引物序列

见表1。
1. 10　蛋白免疫印迹（Western blot）

RIPA裂解液+蛋白酶抑制剂冰上裂解细胞20 min，
4 ℃离心（13 000×g，5 min）。BCA法定量蛋白，SDS-PAGE
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电泳，转 PVDF 膜。一抗稀释液配制：p16（1∶1 000）、

p21（1∶1 000）、β -actin（1∶50 000）。HRP 标记二抗

（AS014， 1∶1 000；MK101A， 1∶50 000）。超敏 ECL 发

光液显影，化学发光成像仪采集图像。

1. 11　分子对接分析

活性成分三维结构取自PubChem数据库，靶标分

子蛋白结构源自 RCSB PDB 数据库。采用 SYBYL-X 
2. 1. 1 软件的 Surflex-Dock 模块进行分子对接：使用

Surflex-Dock GeomX 方案执行高精度对接，关键参数

设置为：每个分子附加起始构象数设为 10以保证构象

多样性，搜索密度设为 9以增强配体构象采样，其余参

数保持默认。结果评估采用 3项核心指标：Total-Score
（分值越高表明配体-口袋互补性越佳，>4分具有统计

学显著性）和 Polar（基于配体定位评估结合口袋极性

匹配）。通过 PyMOL 与 LIGPLOT+可视化优化后的对

接构象，解析氢键及疏水作用等分子互作模式。

1. 12　分子动力学模拟

基于 Amber16 软件包执行分子动力学模拟及结

合自由能计算，在 100 ns 轨迹内探究关键靶蛋白与

Rk3 的相互作用机制。蛋白体系采用 ff14SB 力场（经

广泛验证的蛋白-配体互作参数集），配体参数通过通

用安培力场（general Amber force field，GAFF）生成。

体系置于 TIP3P水模型中进行溶剂化处理，并添加适

量 Na⁺/Cl⁻离子维持电中性和生理离子环境。能量优

化采用最速下降法与共轭梯度法直至收敛。体系平

衡依次通过恒温恒容与恒温恒压系统实现，逐步稳定

温度至298. 15 K、压力至1 atm（1 atm=101 325 Pa）。后

续执行100 ns生产态MD模拟。轨迹分析通过cpptraj模
块计算均方根偏差（root mean square deviation，RMSD）、

回转半径（radius of gyration，Rg）、氢键动态变化及相

互作用能分解。结合自由能采用 AmberTools 工具包

中的 MMPBSA. py 脚本，基于 MM/PB（GB）SA 方法对

100 ns轨迹进行定量评估。

1. 13　统计分析

使用 GraphPad Prism 9. 0 软件进行统计分析，所

有数据以 x̄±s 表示。单因素方差分析（ANOVA）配合

Tukey多重比较检验进行统计分析。每项实验至少重

复 3 次以确保结果的稳健性。P<0. 05 代表差异具有

统计学意义。

2　结果

2. 1　人参皂苷Rk3显著减轻ARPE-19细胞衰老

细胞衰老 -β -半乳糖苷酶（senescence-associated 
β-galactosidase，SA-β-gal）的活性水平检测是评估细胞

衰老的重要方法。当以200 μmol/L浓度H2O2孵育12 h
后，衰老细胞比例达 92. 36%（图 1A、B）。ARPE-19 细

胞经过氧化氢诱导衰老后，通过 SA-β-gal染色检测了

人参皂苷 Rk3 的抗衰老活性水平。结果显示与衰老

组相比，人参皂苷 Rk3 以浓度梯度依赖形式降低 SA-

β-gal阳性细胞比例，当浓度为 20 μmol/L时，衰老细胞

比例较 H2O2组降低了 46. 12%（P<0. 01，图 1C、D），将

该浓度确定为后续细胞实验的给药浓度。除了对半

乳糖苷酶的影响，Rk3还显著影响了P21蛋白的表达。

作为细胞周期蛋白酶抑制剂，P21在细胞周期停滞时

表达量明显升高，这与本研究的结果吻合。并且，Rk3
给药明显降低了衰老的 ARPE-19 细胞中 P21 蛋白的

表达（P<0. 05，图 1E、F）。Ki67 作为一种增殖细胞相

关抗原，其功能与有丝分裂密切相关，在细胞增殖中

是不可或缺的。本研究结果显示，H2O2导致ARPE-19
细胞中Ki67表达明显降低（P<0. 01），而Rk3给药显著

升高了Ki67阳性细胞的比例（P<0. 05），提示Rk3一定

程度上恢复了衰老细胞的有丝分裂，逆转了ARPE-19
细胞的衰老（图 1E、G）。细胞衰老的另一个重要的标

志是 SASP 的激活，本研究检测了 4 种 SASP 在衰老和

Rk3给药后的 mRNA 变化。结果显示，与正常对照组

相比，H2O2 明显提高了 IL-β、IL-6、CXCL8 和 VEGF 的

mRNA 水平（P<0. 01），而 Rk3 给药显著降低了这 4 种

SASP因子的mRNA水平（P<0. 01，图 1H~K）。综上所

述，人参皂苷 Rk3 能显著减轻由过氧化氢导致的

ARPE-19细胞衰老。

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences for qPCR

Primer

H-CXCL8

H-IL-1β

H-IL-6

H-VEGFA

GAPDH

Primer sequences（5′→3′）
Forward primer： ACTGAGAGTGATTGAGAGTGACC
Reverse primer： AACTTCTCCACAACCCTCTGC
Forward primer： AGGGACAGGATATGGAGCAACAAG
Reverse primer： CAGCTGTAGAGTGGGCTTATCATC
Forward primer： CCTGAACCTTCCAAAGATGGCTG
Reverse primer： AGCTCTGGCTTGTTCTCACTAC
Forward primer： GGAGGGCAGAATCATCACGAAG
Reverse primer： GCACACAGGATGGCTTGAAGATG
Forward primer： CCTTCCGTGTCCCCACT
Reverse primer： GCCTGCTTCACCACCTTC
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图1　人参皂苷Rk3减轻ARPE-19细胞衰老

Figure 1　Ginsenoside Rk3 alleviates senescence in ARPE-19 cells
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2. 2　人参皂苷 Rk3 减轻 nAMD 小鼠视网膜衰老和

CNV渗漏。

激光损伤能模拟 nAMD小鼠的视网膜 CNV，在既

往的研究和本研究结果中发现，激光照射视网膜后会

导致 RPE 层受损，血-视网膜屏障功能障碍以及新生

血管生长，是 nAMD研究中的常见和可靠的模型。如

图 2A 所示，在第 0天对小鼠视网膜进行激光造模后，

第 1 天进行了玻璃体腔注药，在第 8 天时进行视网膜

平板铺片，使用 Isolectin GS-IB4标记视网膜平板铺片

中的新生血管。结果显示，与激光损伤组相比，Rk3和

阿柏西普玻璃体腔给药均明显降低了CNV的面积（P<
0. 01），且 Rk3 组和阿柏西普组之间没有明显差异

（图 2B~C）。同时， SA-β-gal染色也显示，激光损伤导

致了 RPE 层的衰老（P<0. 01，图 2D~E）。以上结果均

表明人参皂苷 Rk3 能显著减轻由激光损伤导致的小

鼠RPE衰老及CNV渗漏，且其治疗效果与临床一线药

物阿柏西普相当。

2. 3　人参皂苷 Rk3 通过靶向 mTORC1-细胞自噬通路

减轻RPE细胞衰老

为了深入探究人参皂苷Rk3减轻RPE细胞衰老的

分子机制，本研究通过转录组测序及京都基因与基因

组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，
KEGG）对差异基因进行富集分析，结果显示人参皂苷

Rk3导致差异基因显著富集在 PI3K-Akt信号通路（图

3A）。PI3K-Akt信号通路是细胞中一个关键的信号传

导网络，它可被多种细胞刺激或毒性损伤所激活。

mTOR 是 PI3K-Akt最常见的下游效应因子之一，与细

胞衰老的关系十分密切。为了探究mTOR信号通路在

过氧化氢诱导的细胞衰老中的作用，以及人参皂苷

Rk3在减轻 RPE细胞衰老中的作用机制，本研究检测

了 mTOR及下游信号和细胞自噬标志物的蛋白含量。

首先，对衰老 ARPE-19细胞中 mTOR磷酸化状态的评
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图2　人参皂苷Rk3减轻nAMD小鼠CNV和衰老的活性验证

Figure 2　Ginsenoside Rk3 alleviates CNV area and senescence in a mouse model of nAMD
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估显示，mTOR 的磷酸化水平较对照组显著增强（P<
0. 01），同时伴随下游 S6K1的磷酸化激活（P< 0. 01）及

4EBP1的磷酸化抑制（P < 0. 01）。经Rk3干预后，有效

抑制了 mTOR（P < 0. 01）与 S6K1 的磷酸化（P<0. 05），

同时显著增强4EBP1的磷酸化（P<0. 01，图3B~G）。

此外，自噬流分析表明衰老ARPE-19细胞存在自

噬功能障碍并伴随底物蓄积，而Rk3给药可恢复自噬

功能并促进底物清除（P<0. 01，图 4）。上述结果说明，

过氧化氢诱导的 RPE细胞衰老中，mTOR 通路的过度

激活，导致了下游自噬通路的抑制；人参皂苷 Rk3 通

过抑制mTOR信号的过度激活，增强了细胞自噬，减轻

了细胞衰老。

2. 4　分子对接和分子动力学模拟进一步验证了

mTOR-Rk3的相互作用

分子对接与分子动力学模拟技术可以深入地阐

述分子间的相互作用，并可以形象地解释相互作用的

机理。如图 5 所示，人参皂苷 Rk3 分子与 mTOR 蛋白

之间表现出显著亲和力，其对接得分达到了 10. 0。通

过持续 100 ns的分子动力学模拟，表征了关键靶蛋白

mTOR与Rk3之间的相互作用。结果显示，mTOR-Rk3
体系中 mTOR 蛋白的主链波动幅度较高（约 5 Å），而

Rk3则保持相对稳定（2~3 Å）。该复合物的回转半径

（radius of gyration， Rg）值在初始 20 ns 内下降约 1 Å，

随后稳定在 19. 5～～20. 0 Å。20 ns 后体系持续维持

4 个稳定氢键，其中范德华力与静电相互作用（尤其来

自Asp68残基）构成主要稳定作用力。以上结果提示，

人参皂苷Rk3可能通过靶向mTOR蛋白减轻RPE细胞

衰老。
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A ：Bubble plot showing KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes from RNA sequencing； B~G： Western blot 
analysis of mTOR and phosphorylation of key proteins in its downstream signaling pathway.  a： P<0. 01， b： P<0. 05

图3　人参皂苷Rk3通过抑制mTORC1信号通路减轻ARPE-19细胞衰老

Figure 3　Ginsenoside Rk3 alleviates senescence in ARPE-19 cells by inhibiting the mTORC1 signaling pathway

2346



陆军军医大学学报，2025，47（19）http：//aammt. tmmu. edu. cn

0

20

40

60

80

B

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

of
LC

3 
B/

A a

Rk3H2O2Con
0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

C

a
a

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

of
P6

2
(n

or
m

al
iz

e
to

co
nt

ro
l)

Rk3H2O2ConA
β-actin (45×10³)→

LC3 (15×10³)→

p62 (62×10³)→

Rk3H2O2Con

A~C： Western blot analysis and semi-quantitative analysis of LC3 and P62 protein levels.  a： P<0. 01
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Figure 4　Ginsenoside Rk3 enhances autophagy
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A： Two-dimensional and three-dimensional docking modes and interactions between ginsenoside Rk3 and mTOR； B： Molecular 
dynamics simulation analysis of the ginsenoside Rk3-mTOR protein complex， including root mean square deviation （RMSD）， 
radius of gyration （Rg）， number of hydrogen bonds， and energy decomposition.

图5　分子对接和动力学模拟验证人参皂苷Rk3结合mTOR蛋白

Figure 5　Molecular docking and dynamics simulation validate the binding of ginsenoside Rk3 to mTOR
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3　讨论

　　在本研究中，通过细胞模型验证了人参皂苷 Rk3
能显著减轻RPE细胞衰老，并在 nAMD小鼠模型中验

证了人参皂苷Rk3缩小视网膜CNV面积的显著疗效。

最后，通过生物学验证、分子对接和动力学模拟，证实

了人参皂苷 Rk3 通过靶向 mTOR-细胞自噬通路发挥

其生物学效应。

3. 1　人参皂苷Rk3抑制nAMD中RPE衰老与CNV
人参皂苷 Rk3 作为人参中一种稀有的四环三萜

类皂苷，分子结构兼具亲水糖基与疏水苷元骨架，赋

予其独特的跨膜转运能力和调控活性。近年研究表

明，Rk3在神经退行性疾病、代谢紊乱及肿瘤等年龄相

关性疾病中展现出显著疗效［11-13］。在肝细胞癌和食

管癌模型中，Rk3 靶向抑制 PI3K/AKT/mTOR 信号通

路，同步诱导肿瘤细胞自噬与凋亡［11］。在阿尔茨海默

病模型中，Rk3通过激活AMPK-Nrf2通路减轻Aβ沉积

诱导的氧化损伤，并经由 CREB/BDNF 信号轴促进海

马区神经再生与突触可塑性，显著改善 APP/PS1转基

因小鼠的认知功能障碍［17］。尽管人参皂苷 Rk3 在衰

老相关疾病领域的研究已较为深入，但其在眼科疾

病，特别是 nAMD中的作用仍鲜有报道。对人参皂苷

Rk3 的类似物人参皂苷 Rg3 的研究表明，Rg3 可通过

减轻 RPE 细胞的氧化应激及活性氧水平，进而抑制

RPE细胞凋亡，从而发挥治疗AMD的作用［18-19］。氧化

应激与活性氧积累同样是 RPE 细胞衰老和 nAMD 发

病的核心机制之一［20］，因此上述线索提示，人参皂苷

Rk3在调控RPE细胞衰老及延缓 nAMD疾病进展方面

很可能具有潜在治疗价值。本研究发现，人参皂苷

Rk3 能显著减轻 RPE 细胞衰老，并明显缩小 nAMD 模

型小鼠视网膜的 CNV 面积，极大地拓宽了人参皂苷

Rk3在老年性眼病中的应用前景。并且，其在动物模

型中与现有临床一线药物阿柏西普的治疗效果相当，

展现了其作为 RPE 细胞衰老调节剂在 nAMD 中的治

疗潜力。

3. 2　人参皂苷Rk3经mTORC1通路减轻衰老与炎症

PI3K-Akt信号通路参与多种细胞生命活动过程，

是许多年龄相关性疾病发展的重要信号途径，能调控

细胞存活、转移和新陈代谢，在炎症因子募集中发挥

关键作用［21］。国内外的研究已经表明， mTORC1蛋白

激酶的机制靶标是一种重要的生长调节剂，影响蛋白

质、脂质和核苷酸合成，调节细胞的生长、凋亡、自噬

等［21-22］。既往的研究已经证实，mTOR 同样在细胞衰

老的进程中发挥关键作用，mTOR 抑制剂雷帕霉素是

目前唯一被证明能延长模式生物寿命的药物治疗方

法［23］。然而mTOR减缓衰老的发生机制仍不清楚，有

研究认为抑制 mTOR 其中一个亚型 mTORC1，可增加

细胞自噬，进而减缓细胞衰老［24］。细胞自噬有助于清

除受损的蛋白质和细胞器，如受损线粒体的积累也与

衰老和衰老相关疾病有关。还有研究认为 mTORC1
底物 S6K1 缺失减少了 mRNA 的翻译，降低蛋白毒性

和氧化应激的积累来减缓衰老［25］。以上研究结果在

本研究中得到了证实。除此之外，mTORC1与 SASP之

间也存在着紧密的调控关系。研究认为，mTORC1通

过磷酸化 IκB 激酶或抑制自噬，间接激活转录因子

NF-κB，后者直接驱动 IL-6、CXCL8 等促炎因子的转

录，形成 SASP的核心成分［26-27］。本研究同样发现，衰

老 增 强 了 IL-1β、IL-6、CXCL8 和 VEGF 等 SASP 的

mRNA水平，而人参皂苷Rk3显著降低了这些 SASP的

转录。并且本研究通过分子对接和动力学模拟进一

步验证了人参皂苷 Rk3 可能通过直接靶向 mTOR 蛋

白，启动下游信号通路，减轻细胞衰老。

3. 3　人参皂苷Rk3通过增强自噬减轻RPE细胞衰老

细胞自噬作为细胞内关键的稳态维持机制，在nAMD
的病理进展中扮演着复杂而关键的角色。nAMD视网

膜下纤维化的核心是 RPE 细胞功能障碍导致其通过

上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）
转化为肌成纤维细胞，并过度沉积细胞外基质。细胞

自噬通过降解EMT关键转录因子（如TWIST1）抑制这

一过程。自噬缺陷会加速 EMT，促进胶原堆积，而适

度激活自噬则能阻断TGF-β2/SMAD3通路——该通路

是纤维化的“主开关”［28］。此外。在既往的研究中已

经发现，细胞自噬能清除氧化损伤的线粒体和蛋白质

聚集体（如脂褐素），维持RPE功能。避免因脂褐素积

累诱发的氧化应激和NLRP3炎症小体活化，后者驱动

了玻璃膜疣的形成和 RPE 退化［29］。活性氧是 nAMD
的重要诱因之一，直接损伤RPE线粒体功能。研究表

明，自噬功能完整的 RPE 能有效抵抗氧化应激，激活

RPE细胞自噬可通过增强抗氧化酶活性，减少DNA断

裂并维持线粒体膜电位，达到保护 RPE 细胞的目

的［30］。本研究同样发现，衰老的RPE细胞中细胞自噬

被抑制，人参皂苷Rk3能显著增强自噬流并降低自噬

底物堆积，进而减轻RPE细胞衰老。

综上所述，人参皂苷 Rk3通过抑制 mTORC1的过
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度激活，增强了细胞自噬，降低了 SASP，最终减轻了

RPE细胞的衰老，缩小了 nAMD模型小鼠视网膜 CNV
面积。该研究成果对进一步理解 RPE 细胞衰老在

nAMD发病中的作用以及开发治疗 nAMD的新治疗对

策具有重要的科学意义及潜在的临床转化价值。
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