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人参皂苷 Rg1调控 miR-153/Nrf2/HO-1 减轻肌萎缩 
侧索硬化模型小鼠损伤 
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摘要: 本文主要通过肌萎缩侧索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis, ALS) 模型小鼠 (SOD1 G93A) 研究人
参皂苷 Rg1 对 ALS 病程及病理的影响, 并对其作用机制进行分析。通过体重及生存率监测小鼠病程, 转棒实验
测试小鼠肌肉运动协调能力, 甲苯胺蓝染色及免疫荧光检测小鼠脊髓运动神经元及小胶质细胞改变, Western 
blot检测氧化应激相关蛋白 Nrf2等的表达, 并对其及相关 miRNA进行干预, 验证 Rg1的作用及相关机制。结果
显示 20 mg∙kg−1∙d−1 Rg1可明显延缓 ALS小鼠病程, 改善其运动症状, 减少脊髓运动神经元丢失并抑制小胶质细
胞激活。进一步研究发现 Rg1通过抑制 ALS小鼠脊髓 miR-153表达, 解除其对 Nrf2转录后抑制, 使其表达明显
上调, 进而激活 HO-1抗氧化信号通路。本研究表明 Rg1通过调节 miR-153/Nrf2/HO-1抗氧化损伤, 对 ALS小鼠
发挥神经保护作用, 为将 Rg1开发为有效的 ALS治疗药物提供理论依据。 
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Abstract: The impact of Rg1 in the disease progress and pathology of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 

was investigated in mouse model (SOD1 G93A).  Body weight and survival rate were monitored to check the 
course of disease.  Rotarod test was used to evaluate the coordination of  muscle movement.  Toluidine blue 
staining and immunofluorescence were used to check the effect of Rg1 on motor neuron and microglia.  The 
expression of oxidative stress related protein Nrf2 and the miRNA were tested to investigate the mechanism of 
Rg1.  We found that 20 mg ∙kg−1∙d−1 Rg1 significantly postponed the disease onset and process, improved the 
motor syndrome, reduced the loss of motor neuron and inhibited the activation of microglia cells.  Rg1 inhibited 
the aggregation of miR-153 in the spinal cord of ALS mice, which relieved the inhibition of Nrf2 and contributed 
to its up-regulation in the activation of HO-1 anti-oxidative signal pathway.  Our study confirmed that Rg1 
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could protect ALS mice from oxidative damage through the up-regulation of miR-153/Nrf2/HO-1, which       
provides a theoretical foundation for Rg1 application to the ALS treatment. 

Key words: amyotrophic lateral sclerosis; ginsenoside Rg1; oxidative stress damage; NF-E2-related factor 2; 
miR-153 

                                                                                                          

肌萎缩侧索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis, 
ALS) 也称 Lou Gehrig病, 是选择性累及上、下运动
神经元的严重致死性运动神经元病  (motor neuron 
disease, MND), 患者生存期短, 大多在起病 3～5 年
后死于呼吸衰竭[1]。目前仍无有效的治疗药物, 理解
其致病机制及寻找有效治疗药物刻不容缓。 

氧化应激主要由活性氧 (reactive oxygen species, 
ROS) 经有氧代谢产生。过量的 ROS 均为高活性的
氧化剂, 能够损伤蛋白、脂及 DNA等生物大分子, 如
改变蛋白构象、通过氧化不饱和脂肪酸改变细胞膜动

力学等。ALS 患者脑脊液及尸检脊髓等组织切片发
现, ALS 患者与正常人样本相比氧化应激明显增加, 
脊髓[2]及运动皮层[3]中蛋白质羰基水平升高, 约 20%
家族性 ALS 中存在着超氧化物歧化酶 (superoxide 
dismutase 1, SOD1) 基因突变[4]。SOD1 G93A小鼠中
过表达人突变的 SOD1 基因 (hSOD1), 表现出明显的
ALS样症状, 是被公认的 ALS小鼠模型, 对阐述此疾
病的病理机制及研发临床治疗药物具有重要意义[5, 6]。

SOD1 G93A小鼠模型中发现的脑及脊髓中蛋白、脂
及核酸等生物大分子的氧化应激损伤明显增加[7]。上

述研究结果均表明氧化应激损伤在 ALS 病理进程中
起重要作用[8]。 

NF-E2-相关因子 2 (NF-E2-related factor 2, Nrf2) 
能够调控抗氧化酶的产生 , 包括血红素氧合酶 -1 
(heme oxygenase-1, HO-1)、NAD(P)H 脱氢酶醌 1 
[NAD(P)H dehydrogenase quinone1 (NQO1)]、谷氨酰
半胱氨酸连接酶修饰亚单位 [(catalytic or modified 
subunit of glutamate-cysteine ligase (GCLC/GCLM)] 
等[9, 10], 因此调控 Nrf2 信号对 ALS 病程的缓解有重
要意义。 

人参皂苷 Rg1 具有抗炎、抗氧化和缓解疲劳等
功效。研究表明, Rg1对 3-硝基邻苯二甲酸 (3-nitro-
phthalic acid) 诱导的纹状体氧化应激损伤具有保护
作用[11], 且可通过影响 Nrf2缓解四氯化碳[7]及酒精[12]

造成的肝损伤; Rg1在帕金森氏病[13, 14]等神经退行性

疾病中表现出良好的神经保护作用, 然而其在 ALS
中的作用未见报道。因此, 本研究旨在检测 Rg1是否
对 ALS 具有神经保护功能, 并对其机制进行深入探
讨, 为将 Rg1 开发为有效的 ALS 治疗药物提供理论

依据。 
 

材料与方法 
药品与主要试剂  Rg1 (由云南极粹生物科技有

限公司提供, 纯度> 98%); 细胞培养基 DMEM、胎牛
血清、青链霉素混合液、Lipofectamine 2000、Alexa 
Fluor® 546标记驴抗兔抗体、Alexa Fluor® 488标记驴
抗羊抗体 (Life Technology 公司); 噻唑蓝 (MTT)、
多聚赖氨酸、DMSO (Sigma 公司); 微孔滤膜 (默克
密理博公司); miR-153及对照 (上海吉玛制药技术有
限公司); RIPA裂解液、ECL超敏发光液 (北京普利
莱基因技术有限公司), 其他试剂购自北京化工厂。 

实验动物及处理   B6SJL-Tg (SOD1 G93A) 
1Gur/JNju小鼠 (J002726), SPF 级, 许可证号: SCXK 
(苏) 2015-0001, 购自南京大学南京生物医药研究所, 
饲养繁殖于斯贝福 (北京) 生物技术有限公司, Tg 
(SOD1 G93A) 雄性与野生型 B6SJL雌性繁殖得半合
子。实验动物分两批: 第一批分为 4 组, 每组 10 只, 
雌雄各半。小鼠经过 3 天适应期后, 进行灌胃给药, 
一天一次。对照组给水, 实验组给予 Rg1 (10、20和
40 mg·kg−1)。小鼠出生后 70天至死亡每周记录体重。
从小鼠体重降低开始每天观察记录各组死亡率。死亡

终点判定方法: 从伦理学角度考虑, 按文献 [15]报道

小鼠侧卧平板上 25 s 不能自主翻身至正常体式则判
定小鼠死亡并给予安乐死。从小鼠体重降低开始每周

进行转棒行为学实验; 第二批 4 组给药同前, 每组 6
只, 雄性, 测量体重, 至对照组死亡终点统一取材检
测病理改变, 每组 3 只灌流石蜡切片检测病理; 3 只
取材进行蛋白核酸等含量检测。 

转棒实验  用于评价小鼠运动协调能力。小鼠首
先进行转棒适应, 转棒 5 min内从 5 r·min−1均匀加速

到 10 r·min−1。小鼠完成转棒适应后, 调节转棒 5 min
内从 5 r·min−1均匀加速到 30 r·min−1。记录小鼠停留

在转棒上的潜伏时间, 测量 3 次取平均值, 每次至少
间隔 30 min。 

脊髓病理切片  动物麻醉后固定, 用 0.1 mol·L−1 
PBS 经心脏灌流至肝脏白色, 换 4%  多聚甲醛灌流    
10 min, 取小鼠脊髓腰段置于 4%  多聚甲醛固定 48 h
送石蜡切片 (武汉谷歌生物科技有限公司), 每片厚    
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4 μm, 1%  甲苯胺蓝染色 30 min, 镜检观察。 
免疫荧光  脊髓腰段切片用 0.1 mol·L−1 PBS洗

涤, 0.5% Triton X-100室温孵育 30 min, 5% BSA室温
封闭 1 h, 一抗 (ChAT兔多抗 1∶200, Iba1羊多抗 1∶
200) 4 ℃孵育过夜, PBS漂洗 3次, 荧光二抗 (Alexa 
Fluor® 546标记驴抗兔荧光二抗 1∶500, Alexa Fluor® 
488标记驴抗羊荧光二抗 1∶500, Hochest 33342 1∶    

1 000) 室温孵育 1 h, PBS漂洗后封片, 荧光显微镜下
观察。 

Western blot  小鼠断头处死, 冰上分离脊髓组
织腰段 , 液氮速冻后加入 RIPA 裂解液超声破碎 , 
BCA 蛋白定量, 加入 loading buffer 后 95 ℃处理 5 
min, −20 ℃保存。蛋白上样量为 30 μg, 将蛋白转印
至 PVDF膜, 以 3% BSA封闭 1 h, 一抗 (Nrf2、HO-1、
β-actin) 4 ℃孵育过夜, 二抗室温孵育 2 h, PBST漂洗
后加入 ECL发光液显影。使用 Gelpro凝胶分析软件
对蛋白条带进行灰度分析。 

RNA提取及定量  脊髓新鲜腰段组织用miRNA
提取试剂盒  (ER601-01) 提取 , 经 miRNA 两步

qRT-PCR (AQ202-01) 检测 miR-153丰度。 
细胞培养  NSC-34 鼠神经元细胞 (广州吉妮欧

生物科技有限公司) 用 DMEM 高糖培养基  (10% 
FBS和 1%青链霉素) 培养[16]。Lipofectamin 2000 转
染 pcDNA-SOD1 G93A。 

细胞存活/死亡率检测  细胞存活率用 MTT 法检
测。细胞接种于 96孔板 (5×103个细胞/孔), 24 h后转
染 pcDNA-SOD1 G93A/Nrf2 siRNA/miR-153, 6 h 后
换完全培养基含或不含Rg1。48 h后加入 0.5 mg·mL−1 
MTT 10 μL, 37 ℃处理 4 h后加入三联液 100 μL作用
8 h溶解结晶。检测 570 nm吸光度。 

统计分析  数据用 x ± s 表示, 采用 GraphPad 
Prism 6软件进行统计分析。数据组间比较采用单因素
方差分析 (one-way ANOVA) 结合 post hoc Newman-   
Keuls test检验。以 P < 0.05为具有统计学差异。 
 

结果 
1  Rg1可推迟 ALS小鼠发病时间并延迟其生存期 

前期研究[13]表明, 10～40 mg·kg−1 Rg1表现出明
显的神经保护作用, 故本实验 Rg1的给药剂量为 10、
20和 40 mg·kg−1。文献报道 SOD1 G93A小鼠体重最
高点可被认为是其发病的起点[15, 17], 对其体重监测
发现 13 周左右 SOD1 G93A 小鼠体重达到最大值, 
Rg1 10 mg·kg−1剂量组在 14～15周体重持平, 15周后
开始下降。20及 40 mg·kg−1 Rg1明显推迟起病时间, 

40 mg·kg−1与 20 mg·kg−1相比未表现出显著性差异 
(图 1A)。对其生存率进行统计发现, 20及 40 mg·kg−1 
Rg1明显延长了其生存期 (图 1B)。 
 

 
Figure 1  Rg1 treatment postponed the onset age of amyotrophic 
lateral sclerosis (ALS) (A) and improved the survival interval (B).  
n = 10, x ± s 
 
2  Rg1改善 ALS小鼠运动能力 

后肢肌肉的逐步萎缩是 ALS 小鼠发病的典型特
征。转棒实验可被用于快速检测小鼠运动协调能力。

结果显示, 17 周以后 SOD1 G93A 小鼠及 Rg1 10 
mg·kg−1 剂量组的运动能力开始出现降低。20 与 40 
mg·kg−1剂量组运动能力下降趋势明显, 较 ALS小鼠
缓慢 (图 2A)。对腓肠肌进行病理检测发现, SOD1 
G93A 小鼠纤维束明显变得不规则, 纤维间肌内膜空
间明显增大, 纤维增生引起的核高度聚集化表明肌
肉萎缩明显。Rg1 10 mg·kg−1剂量组中上述现象出现

缓解, 而 Rg1 20及 40 mg·kg−1剂量组可见纤维排列

较为正常, 同期肌肉萎缩现象不明显 (图 2B)。 
3  Rg1 减少脊髓运动神经元丢失并抑制小胶质细胞
激活 

对小鼠进行病理检测发现, ALS小鼠对照组在病
程晚期脊髓前角细胞丢失明显, 而同时取材的 Rg1 
20及 40 mg·kg−1剂量组小鼠与 ALS对照组相比, 脊
髓前角运动神经元的丢失明显降低, 表明 Rg1 具有
运动神经元保护功能 (图 3A)。胶质细胞的激活在
ALS 疾病进程中发挥重要作用[18], 为了检测小胶质
细胞的活化, 本研究用 Iba1抗体对脊髓切片进行染色,  
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Figure 2  Rg1 treatment alleviated the motor dysfunction of 
ALS mice (A, n = 3−10, x ± s) and muscle atrophy (B, Scale    
bar = 50 μm) 
 

为了进一步验证小胶质活化情况对脊髓运动神经元

的影响, 同时用胆碱乙酰转移酶抗体 (ChAT) 特异
性标记脊髓运动神经元进行免疫荧光染色, 发现 Rg1
在降低 Iba1 激活的同时能够明显增加 ChAT 阳性细
胞数 (图 3B)。 
4  Rg1调节 Nrf2/HO-1信号通路参与脊髓运动神经
元保护作用 

上述结果表明, 给予 Rg1能够缓解运动功能损伤, 
降低神经元丢失, 抑制小胶质细胞激活, 为进一步检
测其作用机制, 采用Western blot检测脊髓中 Nrf2和
HO-1的表达情况。Nrf2作为转录因子能够结合抗氧
化应激反应元件 (antioxidant response element, ARE), 
进而调控胞内抗氧化及抗炎相关因子的表达, 其中
HO-1等发挥了重要作用。结果显示, Rg1组 Nrf2和
HO-1的表达升高 (图 4A)。为进一步验证Nrf2在 Rg1
抗 ALS 中的作用, 采用 NSC-34 细胞过表达 hSOD1 
G93A制备细胞模型, 对其同时转染Nrf2 siRNA或对
照 siRNA 后给予 Rg1, 观察 Rg1 的作用。结果显示
Nrf2 siRNA处理明显抑制了 Rg1引起的 Nrf2的升高 
(图 4B)。采用 MTT 检测细胞活力发现, Rg1 对细胞
的保护作用受到抑制 (图 4C), 以上结果表明 Rg1通
过 Nrf2在 ALS病程中发挥保护功能。 
5  Rg1抑制 miR-153上调 Nrf2表达 

为研究 Rg1 对 Nrf2 的调控机制, 本研究检测了
靶向 Nrf2的 miR-153表达。对实验动物脊髓 miR-153
表达进行检测发现, Rg1给药组与ALS小鼠对照组相 

 
Figure 3  Attenuation of motor neuron loss and microglia acti-
vation in the spinal cord by Rg1.  (A) Toluidine blue staining     
of lumbar segments of spinal cord.  Scale bar  = 100 μm.  (B)    
Immunohistochemical staining of motor neuron (ChAT, red)     
and microglia (Iba1, green).  Scale bar  = 100 μm 
 

比, 脊髓中 miR-153 的表达明显降低 (图 5A)。为验
证 miR-153的作用, 在转染 SOD1 G93A的细胞中加
入 miR-153 后检测 Rg1对 Nrf2 和 HO-1 及细胞生存
率的影响。结果显示加入 miR-153 后降低了 Rg1 对
Nrf2的上调作用, 削弱其对细胞生存率的改善, 表明
Rg1 通过 miR-153 上调 Nrf2 表达发挥保护作用 (图
5B, C)。 
 

讨论 
中枢神经系统因含有高浓度易被超氧化的多不

饱和脂肪酸而对氧化应激损伤特别敏感, 同时中枢
神经系统几乎不具有再生修复功能, 抵抗外界损害
的能力更为降低。鉴于上述因素, 针对氧化应激介导
的病理损伤的抑制已成为改善中枢神经退行性疾病

的研究焦点。Nrf2-ARE 信号通路是重要的内源性抗 
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Figure 4  Rg1 functions through Nrf2 in ALS treatment.  (A)  Effects of Rg1 treatment on the expression of Nrf2 and HO-1.  (B)      
The expression of Nrf2 and HO-1 after transfection of Nrf2 siRNA in Rg1 treated NSC-34 cells.  (C) Cell viability was tested by MTT.  
n = 4, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 
 

 
Figure 5  miR-153 participates in the regulation of Rg1 on Nrf2.  (A) The expression of miR-153 in the lumbar segments of spinal 
cord.  (B) The expression of Nrf2 and HO-1 after transfection of miR-153 or scramble control in Rg1 treated NSC-34 cells.  (C) Cell 
viability was tested by MTT.  n = 5, x ± s.  **P < 0.01, ***P < 0.001 
 

氧化应激信号通路。正常稳态下 Nrf2半衰期很短, 在
绝大多数细胞系中几乎检测不到, 其在胞质中结合
一个同型二聚体蛋白 Keap1, 可将 Nrf2 递呈至泛素
蛋白酶体系统降解 Nrf2。氧化剂及亲电子试剂如泛
醌等与 Keap1 中的半胱氨酸反应, 使其不能与 Nrf2
结合, 导致 Nrf2 入核与 bZip 形成二聚体, 结合 II相
酶基因启动子区的 ARE, 使其转录活性增加, 抗氧
化能力增强。但外界损伤加剧, 仅依靠自身抗氧化反
应无法达到稳态平衡, 且许多外界因素本身对 Nrf2/     
ARE系统有破坏, 如Wang等[19]报道 NSC-34细胞中
转染 SOD1 G93A可损伤 Nrf2-ARE信号通路活性。 

人参具有抗炎、抗氧化和抗细胞凋亡的作用, 并

能刺激免疫应答, 增加机体抵抗力。有报道人参根对
SOD1 G93A小鼠具有保护作用, 小鼠 30天后将人参
混于饮用水中服用, 其运动功能减退出现的时间及
存活率与对照组相比明显延长[20]。研究发现, 人参可
以增加培养的皮质神经元存活率, 并促进神经突起生
长[21, 22], 为人参用于 ALS的治疗提供了理论依据。在
对人参成分的研究中发现, 人参皂苷 Rb1及 Rg1能够
保护脊髓神经元免受谷氨酸及卡因酸诱导的兴奋毒

性损伤及过氧化氢引起的氧化应激损伤, 可能是治
疗脊髓损伤的有效因子[23]。此外, Rg1对 3-硝基邻苯
二甲酸诱导的纹状体氧化应激损伤具有保护作用[11], 
可通过对 Nrf2 的调控缓解四氯化碳[7]及酒精[12]造成 
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的肝损伤; Rg1 在 PD 等神经退行性疾病中也表现出
良好的神经保护作用, 因此推测 Rg1 可能通过抗氧化
应激损伤对 ALS发挥神经保护作用。研究中 Rg1无
论对 ALS 小鼠模型抑或 NSC-34 细胞模型都能增加
Nrf2的表达, 具有神经保护作用。对其机制进一步研
究发现miR-153可调节Nrf2的表达, 增加的miR-153
降低 GCLC及 GSR的表达, 导致依赖 Nrf2的氧化还
原失衡[24]。百草枯及H2O2等能明显增加脑内miR-153
的表达, 并降低Nrf2及GCLC和NQO1的表达[25], 上
述研究均表明 miR-153对 Nrf2的抑制具有病理意义。
本研究中发现 Rg1可降低 SOD1 G93A导致的脊髓组
抑制, 发挥抗氧化功能, 表明 Rg1 对 miR-153/Nrf2/    
HO-1的调控介导其在 ALS中的保护作用, 而 Rg1如
何调控 miR-153 有待进一步研究。另外, Rg1 在 10 
mg·kg−1对 miR-153 的影响虽然没有显著性差异, 但
其趋势相当明显, 而其下游 Nrf2 表现出显著变化也
是非常客观的结果, 推测可能是对其效应的放大, 也
可能潜在其他 microRNA 共同调控, 甚至是对 Nrf2
的其他层面的调节, 需要研究者后继的进一步论证。
同时值得注意的是任何疾病都是多种致病因素协作

的结果, ALS也不例外。研究报道, 人参皂苷 Rg1具
有抗炎、抗氧化和缓解疲劳等功效, 且具有多靶点效
应, 将其应用于 ALS 的治疗中可能较单一靶点药物
具有更明显的治疗优势。此外, ALS发病率本身存在
性别差异, 本实验采用雌雄各半的小鼠, 发现 Rg1对
其都有保护作用, 然而其对 ALS 的治疗效果是否存
在性别差异仍有待进一步检测。 
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