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浮羊管总黄酮延援衷老 的研 究

口沈 自尹
∗  复旦大学附属华山医院 上海 � � � � + �!

摘 要 , 目的 , 淫羊蓉总黄 酮  − .! 延缓人胚肺二倍体成 纤维 细胞衰老及神经 内分泌
、

免 疫衰老

的机制
。

方法 ,
采用含 − . 的血 清对人二倍体成纤维细 胞 / 01 细胞株进行处理

,

观察 / 0 1 细胞寿命 2

采用 荧光 实时定量 34 5 法检测 3) 6 基因 7 5 ( 8 的表达 2 −9: 18 法检测 细胞总视 网膜母细胞瘤蛋 白

 5; ! 和磷酸化 5 ; 蛋 白 的含量 2 < 5 8 3 一 = >; 单管一步法检测 细 胞端粒酶活性 2 端粒限制性片段

 < 5.! 1∃ ?≅ ΑΒ ΧΔ ;% ∃≅ 法检测 / 0 1 细胞端杠长度变化
。

采用基因芯片技术
,

检测 下丘脑
、

垂体
、

肾上

腺
、

脾脏淋 巴 细胞的基因表达谱
。

结果 , −. 能够延长 /0Ε 细胞的传代寿命 2 下调 /0Ε 细胞 Φ %6 基 因

7 5 ( 8 的表达 2 增加磷酸化 5 ; 蛋 白的含量 2 延缓衰老细 胞端粒 长度的缩短
,

并未激 活细 胞端粒酶

活性 2 − . 上调 = 38< 轴 多种神经递质
、

激素
、

细胞 因子或其受体表达
。

结论
, 淫羊蓉总黄酮通过抑

制 Φ %6 基因表达
,

促进磷酸化 5 ; 蛋 白的产生
,

从而延缓衰老细胞端粒长度的缩短
,

发挥延缓细胞

衰老的作 用
。

−. 能上调神经递质受体 的表达并通过 ( −: 网络的下行通路激活神经 内分泌和免疫

系统 2 通过下 调促凋 亡
、

杭增殖基 因
,

上调抗凋 亡
、

促增殖基因的表达
,

重塑淋 巴细胞基因表达的平

衡
,

延缓免疫 衰老
。

关键词
, 淫羊霍 淫羊蓉总黄酮 细胞衰老 细胞寿命 端粒长度 基因表达谱 免疫衰老 神

经 内分泌免疫

我们长期研究表明
『” ,

肾虚与衰老具有相同的神 − . 延缓细胞衰老的调控机制和作用环节
,

我们发现
,

经内分泌免疫  (−: !网络功能低下
,

而含有淫羊蕾的 含 −. 血清可 明显延长人二倍体成纤维 细胞的传代

温补肾阳类复方可以提高 (−: 网络功能 2 而且在延缓 寿命
,

其延缓细胞衰老主要是通过 Φ )6
一

Φ 5 ;途径延缓

衰老方面淫羊霍总黄酮  −.! 可以代表温肾复方
。

我 衰老细胞端粒的缩短
,

可能是药物有效调节端粒长度

们主要从两个方面探索 − . 延缓衰老的机制
,
鉴于衰 实验的首次报道

。

另一方面
,

摘取下丘脑
一
垂体

一
肾

老始于细胞衰老
,

采用国际公认的细胞衰老模型研究 上腺
一
淋巴细胞 = 38< !轴

,

利用基因芯片技术
,

研究

—
− . 延缓神经内分泌免疫衰老 的机制

。
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一
、

材料与方法

)
&

实验动物

清洁级雄性 1 Υ 大鼠 ∀ � 只
,

体重 � ∀ � Η 土 )�
&

∀ Η

 复旦大学医学院动植物科学部提供 !
。

�
&

药物

辽宁产朝鲜淫羊霍
,

由上海市医药工业研究院

中药室 提取 −.
,

实验 时 以蒸馏水配制为 )
&

∀ Η Ρ

)� � 7 %
。

Γ
&

试剂和仪器

1ς0 5 Ω 5 − − ( 5 Ι Β% < ϑ7 Ι 345 3Χ∃ ≅∃ ΙΒ% 试剂盒

 美国 3− 公司 !
。

总 5 ; 及磷酸化 5 ; 蛋 白 − 9:18 检

测试剂盒  美国 0ϑ ∃Ε ∃? ΧΕ Ι
公司 !

。

端粒酶活性检测试

剂盒  华美生物工程公司 !
。

5 Β≅ Ω ΙΔ
∃ 7 Ι ? Γ+ 8 8

ΧΧΒ>
 美国 8ΣΣΞ 7 Ι ≅Χϑ Ψ

公司 !
。

+
&

含药血清制备

大鼠随机分为空 白对照组和用药组
。

用药组 −.

按 �
&

�6 Η Ρ ΖΘ 0[ Ρ Π 灌胃 2 每天上午
、

下午各 ) 次
,

连续 Γ Π
。

第 Γ Π 末次给药 )Α 后
,

麻醉
,

采血
,

分离

血清
,

过滤
,

分装
,

临用时 ∀6 ℃灭活 Γ� 7 ϑΔ
。

∀
&

细胞寿命实验

/ 0 1 细胞常规培养
,

用 Τ− Τ 培养基
。

分组为
,

空

白血清对照组
、

含药血清对照组
、

年轻组
,

当细胞传

代连续 + 周后不能够融合长满
,

则记为最后一代
。

以 Γ � 代细胞为年轻组细胞
,

∀ � 代为老年细胞
。

6
&

实时定量 34 5 检测 Φ )6 基因 7 5 ( 8 表达

提取细胞总 5 ( 8
,

引物序列
,
上游引物 Ω 4<

∴

Ω 8 <Ω 4<8 4< Ω 8 Ω Ω8 Ω 448
,

下游引物 448 < 48< 48 <
∴

Ω8 44< Ω Ω < 4<ς 4<
,

采 用 1ς05 Ω 5 − − ( 5 Ι Β% < ϑ7 Ι

Φ 45 3Χ∃
≅∃ Ι Β %

,

在 Ω Ι Δ Ι8 7 Φ ∀ ∋ � � 1 Ι ] ? Ι Δ Ι Ι Υ Ι ≅Ι Ι ≅ϑ∃ Δ

1>Ε ≅Ι 7 进行扩增
。

∋
&

−= 18 法检测总 5 ; 和磷酸化 5; 的含量

抽提蛋白
,

− %% 18 检测按试剂盒说明书操作
。

⊥
&

端粒酶活性检测

按端粒酶活性检测试剂盒说明书操作
。

Η
&

端粒 限制性片段  < 5 . ! 1∃ ? ≅ΑΙ ΧΔ ;%∃ ≅ 法检测

/ 01 细 胞端拉长度

收集 ) Ψ )� 6 个细胞
,

抽提基因组 Υ ( 8
,

限制性

酶切
、

消化基因组 Υ (8
,

琼脂糖凝胶电泳
,

凝胶脱嗓

吟 Γ ∃ 7 ϑΔ
,

1∃? ≅ΑΙ 7 转移过夜
,

紫外交联仪中交联固

定
,

预杂交
、

杂交
,

磷屏扫描成像仪成像
。

)�
&

基因表达谱检刚

� Γ 月龄 1Υ 大鼠随机分为 � 组
,
老年对照组

、

− . 组
。

另取 ∋ 只 + 月龄 1 Υ 大鼠作为年轻对照组
。

− . 组给予 −.
,

按 �
&

�6 Η Ρ Ζ Θ 0_ Ρ Π 灌胃 2 老年对照组

给予蒸馏水灌胃
,

时间 Γ 个月
。

取下丘脑
、

垂体
、

肾上腺
、

脾脏并制备脾淋 巴细胞悬液
,

细胞内总

5 (8 抽提
,

纯化
,

合成
Ο Υ ( 8 第一链

、

第二链
。

双链
Ο Υ (8 产物纯化后合成生物素标记的

Ο 5 ( 8
, Ο 5 ( 8

产物片段化
,

片段化的
Ο 5 ( 8 即可用于杂交

,

洗涤
,

染色
,

对芯片进行扫描
。

数据采用 8街7 Ι≅ Χϑ Ψ Τ ϑ
∴

ΙΧ ∃

ΒΧΧ Β> Ε? ϑ≅ Ι Ε
&

� 软件分析
。

表达倍数 〕 � 倍为表达

上调
,

表达倍数 感 � 倍为表达下调
,

有统计学意义
。

二
、

结 果

)
&

含 −. 血清对 /01 细胞传代 次数的影响

− . 组其传代次数为 6 +
&

∀ � 士 �
&

⊥ �
, Δ 二 6

,

比空

白血清组  ∀Γ
&

⊥Γ 士 �
&

+ �
, Δ ⎯

6! 明显增加
,

差异有显

著性  3 α �
&

� ) !
。

�
&

含 −. 血清对 /0 1 细胞 Φ %6 7 5 (8 表达的影响

空 白血清组 Φ )6 7 5 ( 8 拷贝数为 �Γ
&

∃∃ Ψ 一�
+ 士

) Η
&

⊥ � Ψ ��
+ , Δ ⎯ 6

,

与年轻组  6
&

6 + Ψ ) �
+ 士 �

&

6 ∀ Ψ

) �
‘ , Δ 二 6 !比较 Φ )6 7 5 ( 8 表达明显增加

,

差异有显

著性  3 α �
&

� ) !
。

− .组  Η
&

6 ) Ψ )�
+ 土 )

&

+ � Ψ )�
+

!与

空白血清组比较 Φ %6 7 5 ( 8 表达明显降低
,

差异有

显著性 3 α �
&

� ) !
。

Γ
&

含 − .血清对 / 01 细胞磷酸化 5 ;含量的影响

年轻组 / 0 1 细胞 的磷 酸化 5 ; 蛋 白含量为

⊥
&

6 Γ 土 �
&

)6
, Δ ⎯ 6

,

明显高于老年组  �
&

� Γ 土 �
&

Γ �
,

Δ ⎯ 6 !
,

差异有显著性  Φ α �
&

� ) ! 2 − . 组  Γ
&

� � 士

�
&

∋�
, Δ ⎯

6! 明显高于 老年组
,

差异有显著性  3

α �
&

� 一!
。

+
&

含 − . 血清对 / 01 细胞端粒酶活性的影响

结果显示年轻组
、

空白血清组
、

−. 组的细胞均

没有检测到端粒酶活性
。

∀
&

含 − . 血清对 / 01 细胞端粒长度 的影响

〔, ;刁冠 β‘
召

ΔΟΙ
Β 刀Μ <Ι

Ο ΑΔ 习%哪理 Ρ Τ∃ 故χ:∋ 砚耘Β ≅
ΑΒ ∃Σ <Χ Β Π ϑ而ΔΒ% 以ϑΔΙ

Ε。
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空 白血清组的端粒长度为 �
&

Η 6 土 �
&

)Γ
, Δ ⎯ 6,

与年轻组  6
&

∀∀
土 �

&

�∀ ! 比较
,

端粒长度明显缩短
,

差异有显著性  3 α �
&

∃ Χ ! , − . 组  ∀
&

Η Γ 土 �
&

� ∀
, Δ 二

6! 与老年组 比较
,

/ 01 细胞端粒长度明显延长
,

差异

有显著性 3 α �
&

� ) !
。

6
&

基因芯片结果

老年大鼠与年轻大鼠比较下丘脑显示 � 多种

神经递质或其受体低表达
,

如 , 氨基丁酸 � 受体等

 生长激素低表达
。

垂体显示
! � 多种促性腺激素

及垂体本身分泌的激素或其受体低表达
,

包括卵泡

刺激素
、

黄体生成素
、

促性腺激素释放激素等
。

 与

细胞生长相关的多种生长因子或受体低表达
。

肾上

腺 ∀# ∃ #
、

%& ∋(∀。

下调
。

淋巴细胞显示
! � 促凋亡基

因 )∗ + ,∗ + − . 、 / 0 ∗ + − , 等表达显著上调
,

抗凋亡基因

− ∗ 12 − 3 + 40 (
、

56� 一显著下调
。

 抗增殖基因 # 7 等

表达显著上调
,

促增殖基因显著下调
,

包括
) 一 8 9:

、

) 一 ;< + 、 , 一 => 0
等癌基因

,

− 9− .4 0 ( % 等参与细胞周期

调控的基因
。 ? ∋ 作用后

,

对老年大鼠 ≅ ∀� 轴基因
,

包括多种神经递质受体
、

促性激素多肤
、

生长激素

表达明显上调
,

并有生长抑素 Α ΒΒΧ 在下丘脑及肾上

腺下调
。 ? ∋作用后

,

上调抗凋亡基因的同时下调促

凋亡基因的表达 Δ 上调促增殖基因的同时下调抗增

殖基因的表达 Δ 神经肤 Ε 表达显著上调
。

三
、

讨 论

Φ
Γ

? ∋保护衰老细胞端粒长度缩短
,

延缓细胞衰老

细胞是机体的基本组成单位
,

机体的衰老始于

细胞衰老
。 Η (Ι 细胞是国际公认的人类细胞衰老模

型
,

同时其寿命试验亦是细胞水平上抗衰老研究所

必须
。

端粒是真核细胞染色体末端的特殊结构
,

端粒

的功能是完成染色体末端的复制
,

起着保护染色体

末端的作用
。

人体细胞端粒长度随年龄增加而缩短
,

端粒长度是人类细胞特异性的衰老生物学标志
。

影响端粒长度可以通过 3 .ϑ 基因或端粒酶的途

径
。

3 .ϑ 基因是一种重要的抑癌基因
,

也是控制衰老

进程的主导基因
, 3 .ϑ 基因的激活通过降低 3 # 7 蛋

白磷酸化水平
,

来缩短端粒长度
,

加速衰老进程
。

端

粒酶位于端粒末端
,

其功能是合成端粒中重复 / Κ �

序列加到端粒末端而维持端粒的长度
,

以抵消端粒

随细胞分裂的不断缩短
,

可能延缓衰老进程
。

但大

多数正常体细胞不表达端粒酶活性
,

而且端粒酶的

激活有导致细胞永生化及癌变的可能
。

童坦君等报

道
〔” 将 3 .ϑ 基因的重组载体导人成纤维细胞

,

使得

3 .ϑ 高表达
,

结果细胞衰老加快 Δ 但将其反义重组载

体导入细胞后
,

抑制了 3 .ϑ 的表达
,

提高了 3 # 7 蛋

白的活性
,

而非激活端粒酶起作用
,

这样就不至于

发生细胞永生化而癌变的可能
。

结果与衰老相关的

端粒缩短减慢
,

衰老速度减慢
,

细胞寿命延长
。

本研究采用 ? ∋进行的寿命试验
,

使 Η (Ι 细胞

的传代次数由 ΒΛ 代延长至 ϑΜ 代
,

效果 明显
。

与此同

时
,

观察到 ? ∋ 亦是抑制了 3 .ϑ 基因表达
,

提高 3 # 7

蛋白的活性
,

而非激活端粒酶的活性
,

由此保护 了

衰老时端粒长度的自然缩短
。

这比对单基因进行重

组改造而获得长寿的方法远为生理而安全
‘Μ ’。

迄今

尚未见有中药有效成分调节端粒长度的报道
。

Ν
Γ

? ∋ 延缓神经内分泌免 疫衰老

Α .Χ 在老年大鼠和青年大 鼠之间的比较
,

可见老

年大鼠在 ≅以6 轴各层次上与生长
、

发育
、

衰老相关

的基因如神经递质和神经肤
、

& ≅ 、

促性腺激素以及

淋巴细胞抗凋亡
、

促增殖
、

参与免疫效应信号通路分

子均呈低表达 Α差异表达两倍以上 Χ
,

反映了老年大

鼠 ≅ ∀�6 轴上的基因表达谱是以衰退的表现为主
。

ΑΝ Χ ? ∋ 在下丘脑
,

除了有如此众多的 / ∗ / % #
、

/ ∗ / Η # 、
。Φ ? # 、

& � (� 一 � #
、

&. > #
、

Β 一 ≅ 6 % # 神经

递质受体
,

还有 &≅ 显著上调
,

已 知 & ≅ 是受这 ϑ 种

神经递质的调节
‘Β 一 ϑ ’,

多种神经递质的共同释放可

起协同作用
。

以此为启动因素激发 & ≅ 以及垂体肾

上腺皮质轴上各种激素或因子的上调
。

在垂体
,

可

见促性腺激 素和性激素以 及和 & ≅ 相关 ∀# ∃ #
、

%& ∋(∀Ι 显著上调
,

ΙΙ 显著下调
,

在肾上腺也有性激

素的显著上调
。

在淋巴细胞可见 Κ∀Ε 显著上调
,

其

功能可促进淋巴细胞的增殖与抗凋亡
Ο Π ’,

而作为细

胞增殖
、

细胞凋亡的上游因子 6 & ∋3 【
Ι Θ
显著上调

,

可

能由此诱导一系列免疫效应及调节因子上调
,

在下

调促凋亡基因的同时
,

上调抗凋亡基因
,

在下调抗

增殖 #7 基因的同时上调促增殖基因
。

结合我们曾

ΦΜ 汇肠Ρ.Σ Ι: 4: 0: < ∗0 Σ 6−: 20< .。群 Τ 5< Σ−Ρ
0

恻
4< 0 <; 6Ρ 口 Σ 41勿0∗ . )2 40−+

。

肠Σ4: 40− ∗ 0Σ 5 Σ如
∗ 几肠Σ 4: ∗
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发现 −. 对皮质酮大鼠显著下调 < 淋巴细胞凋亡率

的同时
,

下调促凋亡基因 .Β Ε9
、

< ( .5 :
,

上调抗凋亡

基 因 0 Ι % 一 �
,

并显 著降低 凋 亡相关酶 4Β Ε Φ Β Ε Ι Ε
、

4ΒΕ 3Β ΕΙ Γ 的活性
,

从而重塑基因的平衡
。

这样就体现

出 − . 之所以能延缓免疫衰老
,

在于其重建衰老免

疫稳态的分子机制
。

 Γ !0
Β Ε Ι Π ∃ Ξ ΕΖ> 提出的 ( − :网络里

,

神经内分泌

能调控免疫  下行通路模式 !
,

免疫亦能调控神经内

分泌  上行通路模式!
,

三者形成完整的双向调节网

络
,

这个网络对维持机体防御功能和 内环境稳定具

有重要意义
。

从 − . 可在下丘脑激活众多神经递质

和神经肤
,

而未见作为启动上行通路最重要 的细胞

因子
,

如 :9 一 )
、

:9 一 6
、

:Χ ( ,
、

< (Χ 。 的出现
,

在淋巴

系统却可见到神经肚 ( 3ς 被激活
,

都说明 −. 是通

过下行通路这一模式而激活免疫系统
,

其中众多神

经递质的启动可能是关键基因
。

Γ
&

衰老是 多种 因素引起功能减退的综合过程
,

因此产 生多种 衰老原 因的学说
。

其 实各种学说并不

是孤立的
,

而 有其 内在联 系

神经 内分泌系统几乎控制体内每一种组织的

代谢活动
,

衰老时神经内分泌功能下降
,

导致器官

组织处于分解大于合成的代谢状态
。

4% ΒΧΖ 〔Η ’
提出由

Ω =
、

35 9
、

:Ω .Ε 这 Γ 个主要的合成代谢激素扮演了

整合人体的生长
、

保养
、

修复及免疫功能
。

本实验可

见 − . 促使老年大鼠 Ω =
、

35 9
、

:Ω .Ε
显著上调

,

这意

味着 − . 对老年大鼠可促进合成代谢
,

表现出可延

缓代谢上 的衰老
。

老年大鼠还可见 Ω Δ 5 =
、

.1=
、

9= 及性激素显著

下调
,

其中 Ω Δ 5 = ≅6 ’
是 (−: 网络中一种强有力的信

息传递因子
,

除了刺激 .1=
、

9= 的释放
,

刺激性腺

分泌性激素
,

还 以淋巴细胞为靶器官提高免疫机

能
,

−. 使 Ω Δ 5 =
、

.1 =
、

9= 及性激素显著上调
。

由于

Ω=
、

35 9 属于免疫增强类神经激素
,

亦都能促进淋

巴系统功能
,

可见 − . 在 = 38 < 轴上延缓多种衰老表

现的交叉并综合的机制
。

+
&

衰老 时控制机体的整合功能明显减退

随着增龄性变化
,

( −: 网络出现进行性损害
,

其

中最早出现并明显受损当属下丘脑
一

垂体
一

生长激

素轴和下丘脑
一

垂体
一

性腺轴
,

还有就是淋巴系统

中掌管细胞凋亡和细胞增殖的基因
。

本实验不但证实了衰老时 = 38< 轴的这 Γ 个方

面明显受损
,

− . 都能加以改善
,

而且从 −. 能广泛

而有效调动 的基因群中可 以分辨出除了作为启动

的众多神经递质和神经肚
,

还有如 Ω =
、

:Ω .Ε
、

Ω Δ 5 =
、

< Ω.Φ
、

( .δ 0 等关键基因
,

为 阐明 −. 延缓衰老的分

子机理提供科学依据
。
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日本将加强未知传染病预测花开究
日本东京大学和国立传染病研究所等单位组成联合研究小组

,

研究禽流感等传染病的扩散方法以及如何加强危险管理体制等问

题
。

据《日刊工业新闻》� � � + 年 6 月 �Γ 日报道
,

研究小组联合攻关的

目的是从分子生物学
、

基因组科学
、

免疫学等多角度查明一些病原体

跨物种传播的机理
,

找出各种传染病的共同之处
,

建立有关预防传染

病系统知识和预测未知传染病扩散的模型
,

确立危机管理的方法并

力争在 ∀ 年后应用于实际
。

研究小组以东京大学医学研究所为中心
,

除国立传染病研究所
、

国立国际医疗中心外
,

农业技术研究机构
、

北海道大学
、

东北大学
、

熊

本大学和麒麟啤酒公司的研究人员创名参与研究
。

该小组还计划与中

国科学院和中国医学科技院联合研究
。

∀ 年研究经费计划为 巧 亿日

元
,

日本文部科学省已经决定用科学技术振兴调整费支付
。
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