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摘 要：目的：研究温和灸对亚急性衰老大鼠肝组织羰基毒化及 p19ARF、p53 mRNA表达的影
响。方法：SD大鼠随机分为正常组、模型组、艾灸治疗组和维生素 E治疗组。连续大剂量腹腔注射 D-
半乳糖制备亚急性衰老大鼠模型，艾灸治疗组采用温和灸“肾俞”穴进行治疗。采用生物化学比色法检

测各组大鼠肝组织蛋白质羰基含量，应用荧光定量 PCR技术检测大鼠肝组织 p19ARF、p53 mRNA的
表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠肝组织蛋白质羰基含量显著升高（P<0.01），p19ARF、p53
mRNA表达均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，艾灸治疗组、维生素 E治疗组肝组织蛋白质羰基含
量显著下降(P<0.01，P<0.05)，p19ARF、p53 mRNA表达均显著降低（P<0.01，P<0.05）。结论：温和灸“肾
俞”穴能降低亚急性衰老大鼠肝组织蛋白质羰基含量，下调肝组织 p19ARF、p53 mRNA的表达。
关键词：艾灸 衰老 羰基毒化 p19ARF p53
doi: 10.3969/j.issn.1674-3849.2010.06.009

衰老是生物体在其生命的后期阶段所进行的

全身性、多方面、十分复杂、循序渐进的退化过程。

通常所讲的衰老是指生物体在其生命过程中，生

长发育到达成熟期以后，随着年龄的增长，生物体

在形态结构和生理功能方面出现的一系列慢性、

进行性、退化性的变化 [1 ]。艾灸具有疏通经络、温补
肾阳、延年益寿的作用，在延缓衰老方面具有独特

的优势，历来被认为是养生保健、延缓衰老的重要

方法。越来越多的研究表明羰基毒化反应造成的

蛋白质等生物大分子物质的损伤在衰老的发生中

具有重要的作用和意义 [2 ~4]。蛋白质羰基化已被广
泛地用作衡量氧化损伤和导致相关的蛋白质功能

异常的重要标准[5 ]。另外，p19ARF/p53/p21Cip1 途径
是公认的细胞衰老信号转导途径之一，这一途径

中的关键调节因子发生突变，细胞将发生早老或

绕过衰老程序继续增殖。本研究采用 D-半乳糖制
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备亚急性衰老大鼠模型，观察温和灸“肾俞”穴对

亚急性衰老大鼠肝组织羰基化含量及 p19ARF、p53
mRNA 表达的影响，探讨艾灸延缓衰老的可能机
制。

一、材料与方法

员援 实验动物
由上海中医药大学实验动物中心提供的 2月龄

雄性（裔）清洁级 SD（Sprague-Dawley）大鼠共 48 只
（动物合格证 SCXK（沪）20030-002），体重 160依20g。
适应性饲养 1周，按体重随机分为正常组、模型组、
艾灸治疗组和维生素 E治疗组，每组 12只。

圆援 主要试剂与仪器
D-半乳糖（Amresco公司）；蛋白质羰基测试盒

(（南京建成生物工程研究所）；紫外线核酸蛋白分析
仪（美国伯乐有限公司）；低温高速离心机(Herus)；
ABI-7500型 Real-time检测仪(美国应用生物系统公
司)；生物安全柜 TYPE B2(美国 Sigma公司)；FQ-PCR
试剂盒（上海达为科生物科技有限公司）；焦碳酸二

乙酯（上海生物工程技术公司）；TRIZOLTM（联合生
物集团公司）；氯仿（HPLC 级，上海试剂一厂）；异丙
醇（HPLC级，苏州振亚化工厂）。

猿援 造模方法
SD 大鼠适应性饲养 1 周后，按 5% D-半乳糖

500mg·kg-1·d-1 腹腔注射，连续注射 8周造成亚急性
衰老大鼠模型[6~9]。

源援 分组与处理
（员）正常组。
正常情况下饲养 9周。造模阶段给予等剂量的

生理盐水腹腔注射。

（圆）模型组。
适应性饲养 1周后，按 5% D-半乳糖 500mg·kg-1·d-1

腹腔注射，连续注射 8周造成亚急性衰老大鼠模型。
（猿）艾灸治疗组。
大鼠造模的同时，温和灸单侧“肾俞”穴，每日 1

次，两侧穴位交替使用，每次 5 min，6d 为 1疗程，每
个疗程结束后，休息 1d，进行下 1 个疗程，共灸治 8
个疗程。

（源）维生素 E治疗组。
大鼠造模的同时，采用 0.4%维生素 E 乳悬液

25mg·kg-1·d-1灌胃，每日 1次，疗程同艾灸治疗组[10~11]。
缘援 指标检测

（员）大鼠肝组织蛋白质羰基含量检测。
制备肝组织匀浆，采用生物化学比色法测定肝

组织蛋白质羰基含量。

（圆）大鼠肝组织 p19ARF、p53 mRNA表达的检测。
采用荧光定量 PCR法。P19ARF上游引物序列为

5’- ACCCCAAGTGAGGGTTTTCT-3’，下游引物序列
为 5’-GATCCTCTCTGGCCTCAACA-3’，探针序列为
5’-CCTGGGATCCTCGCGACCCAGGT -3’；P53 上游
引物序列为 5’-GTTCCGAGAGCTGAATGAGG-3’，下
游引物序列为 5’-CTTCGGGTAGCTGGAGTGAG-3’，
探针序列为 5’-cagcagggctcactccagcta-3’；GAPDH 上
游引物序列为 5’-CCGAGGGCCCACTAAAGG -3’，
下游引物序列为 5’-GCTGTTGAAGTCACAGGAGA原
CAA-3’，探针序列为 5'-CATCTGGGCTACACTAG原
GACCA-3’。抽提肝组织总 RNA；逆转录 cDNA；将制
备好的 cDNA 进行 PCR 扩增，扩增体系为 5伊PCR
buffer 10uL，上游引物 F 0.5uL，下游引物 R 0.5uL，
dNTPs 0.5uL，TaqMan 荧光探针 0.5uL，Taq 酶 1uL，
ddH2O 32uL，cDNA模板 5uL。总体积 50ul；扩增条件
为淤50益，2min；于95益，5min；盂95益，15s；60益，45s；
40Cycle。；反应结束后直接读取数据，数据采用仪器
自带软件分析（ABI Prism 7500 SDS Software）。目的
基因相对表达量=2-吟Ct伊100%，吟Ct=目的基因 Ct
值-内参基因（GAPDH）Ct值。

远援 统计学处理
所有实验数据采用 SPSS 16.0 统计软件进行统

计学处理。对数据作正态分布检验，当计量资料符合

正态分布时采用均数依标准差（x依s）表示；当计量资
料为偏态分布时采用中位数和四分位数来表示。若

资料服从正态分布，组间差异采用单因素方差分析

(One-way ANOVA)，方差齐时采用最小显著差法
（Least significant difference, LSD）比较组间差异性，
方差不齐时用 Games-Howell比较组间差异性，检验
水准 琢=0.05，以 P<0.05作为差异有统计学意义。若
资料不服从正态分布，采用秩和检验。

二、结 果

员援 艾灸对各组大鼠肝组织蛋白质羰基含量的影响
与正常组比较，模型组大鼠肝组织蛋白质羰基

含量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，艾灸治疗
组、维生素 E治疗组大鼠肝组织蛋白质羰基含量均
降低，其中尤以艾灸治疗组的效果显著，接近正常组
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图 1 p19ARF（m RNA）基因 PCR扩增动力学曲线

水平。见表 1。
圆援 各组大鼠肝组织 p19ARFmRNA的表达
经统计分析，各组大鼠肝组织 p19ARFmRNA数

据总体呈非正态分布，故用非参数检验，经秩和检验

各组差异具有统计学意义（P<0.01）。与正常组比较，
模型组 p19ARFmRNA 表达量明显高于正常组（P<
0.01）；与模型组比较，艾灸治疗组、维生素 E治疗组
的 p19ARFmRNA 表达量明显低于模型组（P<0.01，
P<0.05）；艾灸治疗组与维生素 E治疗组比较差异无
统计学意义。见表 2和图 1。

猿援 各组大鼠肝组织 p53 mRNA表达的测定
经统计分析，各组大鼠肝组织 p53mRNA 数据总

体呈非正态分布，故用非参数检验，经秩和检验各组

差异具有统计学意义（P<0.01）。与正常组比较，模型
组的 p53mRNA表达量显著高于正常组（P<0.01），艾
灸治疗组的 p53mRNA表达量高于正常组（P<0.05）；
与模型组比较，艾灸治疗组、维生素 E治疗组的 p53
mRNA 表达显著低于模型组（P<0.01，P<0.05）；艾灸
治疗组与维生素 E 治疗组比较差异无统计学意义。
见表 3和图 2。

三、讨 论

羰基毒化反应造成蛋白质等生物大分子物质的

损伤在衰老的发生中具有重要作用[12]。老龄动物体内
羰基化蛋白含量显著增加，最高可达蛋白含量的

40豫~50豫。由于蛋白水解酶的羰基化使机体清除氧
化蛋白的能力下降，导致氧化蛋白在机体的积聚，加

速了细胞与机体的衰老。对大鼠 D-半乳糖衰老模型
的研究表明，在 D-半乳糖造模过程中模型大鼠蛋白
质羰基含量较正常大鼠显著增高，说明 D-
半乳糖致大鼠衰老可能通过羰基毒化机制

致使大鼠体内蛋白质功能丧失，进而引起一

系列的衰老改变[13]。虽然衰老的发生发展的
机制尚不十分清楚，但羰基毒化作用在衰老

及延缓衰老中均具有重要的作用 [14]，是机体
衰老发生发展的关键环节之一。本实验的研

究结果发现，D-半乳糖衰老模型大鼠肝组
织羰基化蛋白含量较正常大鼠显著增高，与

国内外学者的研究结果一致 [15~17]，表明温和
灸和维生素 E治疗可以不同程度地降低大
鼠肝组织蛋白质羰基含量，有助于减轻羰

基毒化对机体的损伤，延缓衰老。

迄今为止，p19ARF/ p53/ p21CiP1途径是比较公
认的细胞衰老信号转导途径之一。当这一途径中的关

键调节因子发生突变，细胞将发生早老或绕过衰老程

序继续增殖，而后者可进一步导致肿瘤的发生[18~19]。处
于此衰老诱导途径核心位置的是几个抑癌基因的产

物，包括 p19ARF、p53抑癌蛋白。p19ARF蛋白是一种
核蛋白，位于亚核区，由 169 个氨基酸组成，可表达
于各种组织器官，但表达量存在着组织特异性和细

胞周期依赖性。p19ARF表达水平很低，正常组织几
乎检测不到。在一些癌基因如 c-myc [20]、E2F1 [21]、H-
ras[22]等作用下，p19ARF与 MDM2结合诱导 p53，加速
MDM2降解，恢复和稳定细胞 p53水平，增强 p53 在
G1-S和 G2-M的限制点效应，最终使细胞阻滞于G1
表 1 各组大鼠肝组织蛋白质羰基含量(n=12, x依s, nmol/mgprot)

组别 肝组织羰基化蛋白含量

正常组 3.57依1.04
模型组 6.65依1.29元元
艾灸治疗组 4.51依2.26##

维生素 E治疗组 5.07依2.27元#

注: 与正常组比较 : 元P<0.05，元元P<0.01；与模型组比较: #P<
0.05, ##P<0.01。
表 2 各组大鼠 p19ARFmRNA 表达结果[M(Q25,Q75),n=12]

组别 p19ARFmRNA（%）
正常组 0.701（0.425，1.018）
模型组 2.703（1.191，8.565）元元
艾灸组 0.795（0.727，1.105）银银
维生素 E组 1.148（0.533，1.977）银

注: 与正常组比较：元元P<0.01；与模型组比较：银P<0.05,银银
P<0.01。
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图 2 p53（mRNA）基因 PCR扩增动力学曲线

表 3 各组大鼠 p53mRNA 表达结果[M(Q25,Q75),n=12]
组别 p53mRNA（%）

正常组 0.567（0.396，0.801）
模型组 3.694（3.271，4.809）元元
艾灸组 1.698（1.123，2.121）元银银
维生素 E组 1.705（0.655，3.172）银

注: 与正常组比较：元元P<0.01，元P<0.05；与模型组比较：银银
P<0.01，银P<0.05。

和 G2期。p53基因与人类和某些动物衰老的加速有
关。有学者认为，抑制肿瘤可能会加速衰老是由于基

因之间的相互影响，即在 p53抑制肿瘤时，也会使组
织和器官中的干细胞停止分裂或凋亡，这样在干细

胞数量有限的条件下，干细胞很快被用完，导致的结

果是易于衰老。p53蛋白在 1/2以上的人类肿瘤中失
活，在衰老的细胞中其活性增高 [23~24]。当 p53被激活
后会结合到许多下游目标基因的特殊序列上并增强

这些靶基因的表达，后者表达的许多产物与调控细

胞生长有关，包括细胞周期停滞、细胞凋亡和血管形

成的抑制等。本实验的研究结果发现，D-半乳糖衰老
模型大鼠肝组织 p19ARF、p53 mRNA表达显著升高，
温和灸“肾俞”穴能够降低 D-半乳糖衰老模型大鼠
肝组织的 p19ARF、p53 mRNA的表达，该作用可能是
温和灸“肾俞”穴延缓衰老的重要机制。衰老是一个

极其复杂的多因素、多环节、多途径的生理病理过

程，本研究仅在艾灸对大鼠肝组织羰基毒化及

P19ARF、P53 mRNA 表达的影响方面作了初步的探
讨，还有待于进一步的深入研究。
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Effect of Moxibustion on Carbonyl Stress and Expression of p19ARF and p53 mRNA
in the Liver of Subactue Senile Rats

Ma Xiaopeng1, Mo Wenquan1, Zhao Chen2, Wu Huangan1, Zhou Cili1, Zhang Shujing1, Cui Yunhua1,
Tan Linying1, Liu Huirong1

(1. Shanghai Institute of Acupuncture-Moxibustion and Meridian, Shanghai 200030, China;
2. Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)

Abstract: This work aimed to study the effect of warming moxibustion on carbonyl stress and expression of p19ARF
and p53 mRNA in the liver of subactue senile rats. SD rats were randomly divided into the normal group, model
group, moxibustion treatment group and vitamin E treatment group. Subactue senile rats were prepared via continu原
ous high-dose intraperitoneal injection of D-galactose. Moxibustion was performed at "Shenshu" points for the moxi原
bustion treatment group. Protein carbonyl contents in livers were detected by biochemical chromatometry. p19ARF
and p53 mRNA expressions in livers were detected by fluorescence quantitative PCR. Compared with normal rats,
the model group showed significantly higher protein carbonyl contents, p19ARF and p53 mRNA expressions (P<
0.01). Compared with the model group, the moxibustion treatment group and vitamin E treatment group showed sig原
nificantly decreased protein carbonyl contents, p19ARF and p53 mRNA expressions (P<0.01, P<0.05). The results
show that moxibustion at "Shenshu" points may reduce protein carbonyl contents, p19ARF and p53 mRNA expres原
sions in the liver of subactue senile rats.
Keywords: Moxibustion, Aging, The carbonyl stress, p19ARF, p53
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