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摘  要：目的  探讨黄精对自然衰老大鼠心脏的保护作用及其分子机制。方法  2021年8月-2022年12月，按体质量随机将18月龄SD雄性大鼠分为衰老组、黄精低、中、高剂量组，每组14只，另取14只2月龄SD雄性大鼠为青年组。青年组和衰老组灌胃等量蒸馏水，黄精低、中、高剂量组灌胃黄精水煎液1、2、4 g(kg-1，每天1次，连续灌胃12周。第4、12周时，每组取8只大鼠麻醉处死，分离心脏并计算心重指数，观察心脏组织病理变化，检测心脏组织总抗氧化能力（T-AOC）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）的含量及毛细血管共济失调突变基因（ATM）、ATM与Rad3相关蛋白激酶（ATR）通路相关蛋白的表达。结果 随周龄增加，衰老组大鼠在第12周时其心肌纤维化面积增多，心脏组织GSH-Px含量降低、MDA含量升高、细胞周期检测点激酶1（Chk1）蛋白表达上调（P < 0.05）；同周次内比较，衰老组大鼠较青年组心重指数降低，心脏组织T-AOC、SOD、GSH-Px含量降低，MDA含量升高；ATM、ATR通路相关蛋白表达均显著上调（P < 0.05）；经黄精干预后，衰老大鼠心重指数有所升高，心肌细胞结构较为完整、心肌纤维化面积降低；心脏组织T-AOC、GSH-Px、SOD含量升高，MDA含量降低；ATM、ATR通路相关蛋白表达均显著下调（P < 0.05）。结论  黄精对自然衰老大鼠心脏具有较好的保护作用，其作用可能与抑制DNA损伤应答ATM、ATR通路有关。
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Abstract: Objective To observe the cardioprotection of Rhizoma Polygonati (RP) in natural aging rat and its molecular mechanism. Methods 16 SD rats aged 2 months were selected as the young group, another 64 SD rats aged 18 months were randomly divided into 4 groups: an old group, a RP-low, a RP-medium and a RP-high dose group, with 16 rats in each group. The RP-low, RP-medium and RP-high dose groups were administered of RP (1,2,4 g(kg-1) by gavage, the old and young groups were given the same amount of distilled water once a day for 12 weeks. At week 4 and 12, eight rats from each group were sacrificed under anesthesia and hearts were isolated. Then cardiac weight index (CI) were measured and the histopathologic observation was assessed. The contents of total antioxidant capacity (T-AOC), glutathione peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) were measured, and the expression of ataxia-telangiectasia mutated gene (ATM), ATM and Rad3-related kinase (ATR)-related protein in cardiac tissue were detected. Results With the increase of weeks of age, the fibrosis area in the old group was increased. The content of GSH-Px was decreased while MDA was increased；the expression of Chk1 was also up-regulated (P<0.05). At week 4 or 12, compared to the young group, the CI was reduced, and the contents of T-AOC, SOD, GSH-Px were decreased while MDA was increased; the expression of ATM, ATR-related proteins were all significantly up-regulated in cardiac tissue of old group (P<0.05). After RP treatment, the CI was elevated, the structure of cardiomyocytes were intact and the myocardial fibers were arranged neatly, the fibrosis area was lowered. The contents of T-AOC, GSH-Px, SOD were increased while MDA was decreased. The expression of ATM, ATR -related proteins were significantly down-regulated in cardiac tissue (P<0.05). Conclusion RP could protect the heart in natural aging rats, and its mechanism may be related to the regulation of DNA damage response ATM, ATR signaling pathway.
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衰老是心血管疾病的首要危险因素，衰老过程中心脏会出现退变并使得心力衰竭、冠心病、心肌病等更加易感，从而增加多种心脏疾病的患病率，进而影响人类健康和寿命[1]。随着全球人口老龄化形势的日益加剧，寻找有效干预衰老相关心脏退变的药物对提高老年人群的生活质量十分重要。研究发现[2-4]衰老过程中心脏退变与氧化应激、DNA损伤、线粒体功能障碍、心肌细胞衰老等因素有关，SIRT2蛋白在心脏衰老中也扮演着关键角色[5]，SIRT2蛋白可通过抑制细胞周期阻滞基因CDKN28的表达从而逆转衰老心脏的功能，但市面上尚缺乏特异性的SIRT2激动剂，且基因治疗存在一定的潜在风险。在中医药宝库中，应用黄精抗衰延寿历史悠久，《神农本草经》早有记载“黄精，味甘，平，无毒。主补中益气，除风湿，安五脏。久服轻身延年不饥。黄帝曰：太阳之草名曰黄精，饵之可以长生”。《神仙芝草经》中也提及黄精能“宽中益气，使五脏调良，肌肉充盛，骨髓坚强，其力增倍，多年不老，颜色鲜明，发白更黑，齿落更生”。同样，现代药理学研究[6-8]表明黄精及其有效成分黄精多糖、黄精皂苷均具有较好的抗衰老作用，其机制[9-11]涉及降低氧化应激水平、保护线粒体结构功能、抑制DNA损伤应答关键通路毛细血管共济失调突变基因（Ataxia-telangiectasia mutated gene，ATM）、ATM与Rad3相关蛋白激酶（ATM and Rad3-related kinase，ATR）等。同时，黄精及其多糖成分对心脏具有良好的保护作用：黄精复方[12]可减轻阿霉素诱导的心肌细胞毒性，降低心肌酶、抑制心肌重塑；黄精多糖[13-16]还可改善人体大强度运动后心肌微损伤和心脏内分泌功能、减轻糖尿病大鼠心肌炎症、改善低压低氧暴露大鼠心脏能量代谢，保护急性心肌梗死大鼠心肌损伤。然而，黄精对衰老机体心脏退变的作用还尚未可知。为此，本研究拟在自然衰老大鼠模型上，观察黄精对衰老大鼠心脏退变的短期干预和长期干预效果，并基于DNA损伤应答ATM、ATR通路探讨其可能机制。
1  材料与方法
1.1  动物
SPF级SD大鼠80只，其中2月龄大鼠16只，18月龄大鼠64只，雌雄各半，分笼适应性饲养1周，灭菌饮用水与标准鼠饲料进行喂养。全部大鼠购自贵州医科大学实验动物中心，动物生产许可证号：SCXK（黔）2018-0001，贵州医科大学实验动物伦理批准号：1800014。
1.2  药物及试剂
黄精（贵州威宁天露生物科技开发有限公司，批号：01137009），经贵州医科大学药学院龙庆德教授鉴定为多花黄精，按前期文献[9]制备为生药含量为500 g(L-1的黄精水煎液。
苏木精-伊红（HE）染液、Masson染液（武汉塞维尔生物科技有限公司，批号：CR2103154、CR2103039）；总抗氧化能力（Total antioxidization capacity，T-AOC）测定试剂盒（南京建成生物工程研究所，货号：A015-3-1）；谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GSH-Px）活性检测试剂盒、丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量检测试剂盒、超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）活性检测试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号：BC1195、BC0025、BC0175）；BCA蛋白浓度检测试剂盒、SDS-PAGE凝胶制备试剂盒、细胞裂解液（北京索莱宝科技有限公司，货号：PC0020、P1200、R0100）；ATR抗体、细胞周期检测点激酶1（Cell cycle checkpoint kinase 1，Chk1）抗体、细胞周期检测点激酶2（Cell cycle checkpoint kinase 2，Chk2）抗体、p53抗体（美国CST公司，批号：13934、2360、2662、32532）；ATM抗体、p21抗体（英国Abcam公司，批号：ab201022、ab109199）；GAPDH抗体（武汉三鹰生物科技有限公司，批号：10494）；β-actin抗体、辣根过氧化物标记羊抗兔二抗（美国CST公司，批号：4970、7074）；ECL化学发光试剂盒（美国Millipore公司，批号：WBKLS0100）。
1.3  实验仪器 
手持式电动匀浆机（上海净信实业发展有限公司，型号：MY-20）；台式冷冻离心机（德国艾本德股份公司，型号：5810R）；倒置显微镜（日本Nikon公司，型号：TS100）；酶标仪（成都锦世昌祥科技公司，型号：160323A）；Mini-PROTEAN电泳系统（美国BIO-RAD公司，型号：Molecular Imager® Chemi Doc™ XR System）；高级化学发光成像系统（美国BIO-RAD公司，型号：ChemiDoc Imaging System）。
1.4  动物分组及处理 
将64只衰老大鼠（18月龄）按体质量随机分为衰老组、黄精低、中、高剂量组，每组16只；另将16只2月龄大鼠设为青年组。黄精灌胃剂量参照人与动物体表面积折算的等效剂量比值标准换算，即每日推荐临床剂量为0.32 g(kg-1，大鼠等效剂量为人的6.3倍，即2 g(kg-1，设为中剂量组，中剂量的2倍为高剂量组，即4 g(kg-1；中剂量的一半为低剂量组，即1 g(kg-1；衰老组和青年组均予以等量蒸馏水灌胃。以上各组每天灌胃1次，持续12周。在第4、12周时，每组取8只大鼠检测相关指标。
1.5  心重指数的测定
第4、12周时，先称取各组大鼠体质量，麻醉后迅速取出心脏，清洗残血，滤纸吸干水分，称量全心重量，计算大鼠心重指数（心重指数=心脏重量/大鼠体质量）。
1.6  心脏组织病理切片制备及观察
采用4%多聚甲醛固定心脏组织，吸干水分后常规石蜡包埋，组织切片，脱蜡复水，二甲苯透明后进行HE染色和Masson染色，光学显微镜下观察各组大鼠心脏组织形态学变化，利用Image-Pro Plus 6.0显微图像处理系统测量HE染色切片中胞间间隙和Masson染色组织切片中心肌纤维化面积。
1.7  心脏组织T-AOC、GSH-Px、SOD、MDA含量的检测  
按试剂盒操作说明，各组取等量心脏组织，加入1 mL提取液，冰上匀浆，4 ℃下以8000 g
离心10 min后取上清，BCA法测定蛋白含量，采用微量法检测心肌组织T-AOC、GSH-Px、SOD和MDA的含量。
1.8  心脏组织ATM、ATR通路相关蛋白表达的检测
各组取等量心脏组织，加入裂解液匀浆后，BCA法测定蛋白浓度。取等量蛋白上样，经SDS-PAGE电泳、转膜后，用封闭液封闭2 h，加入一抗后于4℃下孵育过夜；加入二抗后在室温孵育2 h，ECL显影并扫描，ATM和ATR蛋白以β-actin为内参；Chk1、Chk2、p53和p21蛋白均以GAPDH为内参，采用Image J软件
计算目的条带灰度值，并对目的蛋白进行半定量分析。
1.9  统计学处理方法  
采用SPSS 25.0统计软件进行数据分析；计量资料以均数±标准差（(x ± s）表示；方差齐性条件下，采用单因素方差分析，组间比较采用LSD-t检验；方差不齐，采用Kruskal-Wallis秩和检验；以P＜0.05为差异有统计学意义。
2  结果
2.1  各组大鼠心重指数的比较
随周龄的增加，青年组大鼠心重指数有所降低，余各组无明显变化。同周次内，与衰老组比较，青年组及黄精低、中、高剂量组大鼠心重指数显著升高（P < 0.05），见表1。
表1 各组大鼠心重指数的变化（(x ± s，n = 8）

	组别
	剂量
（g(kg-1）
	心重指数（%）

	
	
	第4周         第12周

	青年组
	-
	0.423 ± 0.114**
	0.406 ± 0.013**#

	衰老组
	-
	0.267 ± 0.004
	0.261 ± 0.010

	黄精低剂量组
	1 
	0.277 ± 0.001*
	0.273 ± 0.003*

	黄精中剂量组
	2 
	0.277 ± 0.009*
	0.277 ± 0.004**

	黄精高剂量组
	4 
	0.281 ± 0.007**
	0.277 ± 0.004**


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；同组内，与第4周相比，#P＜0.05。
2.2  各组大鼠心脏组织形态的比较
青年组大鼠心肌细胞形态正常，结构清晰，胞间间隙较小，心肌细胞排列整齐，结构完整；衰老组大鼠心肌细胞出现不均匀性肥大，肥大和萎缩的心肌细胞交错排列，心肌细胞走向紊乱，心肌细胞萎缩致使胞间间隙明显增宽；心肌间质纤维化。与衰老组比较，黄精各剂量组大鼠心肌组织形态有所改善，心肌细胞结构较为完整，心肌细胞排列较为整齐，胞间间隙宽度减少（P < 0.01），以黄精中、高剂量组较为明显，见图1，表2。
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图1 各组大鼠心脏组织形态学的比较（HE染色，×200）
表2 各组大鼠心肌胞间间隙宽度的比较（(x ± s，n = 3）

	组别

	剂量
（g(kg-1）
	胞间间隙（μm）

	
	
	第4周         第12周

	青年组
	-
	0.22±0.08**
	0.39±0.11**

	衰老组
	-
	2.83±0.74
	3.20±0.38

	黄精低剂量组
	1
	2.18±0.47**
	2.49±0.57**

	黄精中剂量组
	2
	1.77±0.27**
	1.86±0.47**

	黄精高剂量组
	4
	1.69±0.31**
	1.29±0.30**


注：同周次内，与衰老组比较，**P＜0.01；同组内，与第4周相比，##P＜
0.01。
2.3  各组大鼠心脏组织纤维化面积的比较
Masson染色后大鼠心肌组织纤维化呈蓝色。随周龄增加，青年组和衰老组大鼠心肌纤维化面积均显著增多（P < 0.05）；同周次内，衰老组较青年组心脏纤维化面积显著增多（P < 0.01）；而黄精中、高剂量组均可显著降低第4、12周衰老大鼠心脏纤维化面积，黄精低剂量仅能降低第12周衰老大鼠心脏纤维化面积（P < 0.05）。见图2，表3。
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图2 各组大鼠心脏组织纤维化面积的比较（Masson染色，×200）
表3 各组大鼠心脏组织纤维化面积的比较（(x ± s，n = 3）

	组别

	剂量
（g(kg-1）
	纤维化面积（CF/Aa %）

	
	
	第4周         第12周

	青年组
	-
	0.77±0.39**
	2.17±0.57**#

	衰老组
	-
	11.42±1.21
	18.99±1.25##

	黄精低剂量组
	1
	9.33±0.68
	15.20±2.44**#

	黄精中剂量组
	2
	8.45±1.99*
	10.26±0.82**

	黄精高剂量组
	4
	3.54±0.89**
	5.63±1.43**


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；同组内，与第4周相比，#P＜0.05，##P＜0.01。
2.4  各组大鼠心脏组织氧化应激水平的比较
随周龄增加，衰老组大鼠心脏组织GSH-Px含量降低，MDA含量显著增多（P < 0.05）；青年组心脏组织仅有MDA含量增多，其余指标无明显变化。同周次内，衰老组大鼠较青年组心脏组织T-AOC、SOD、GSH-Px含量降低，MDA含量增多（P < 0.01）；黄精干预至第4周，黄精中、高剂量组T-AOC和SOD含量增多，MDA含量降低；干预至第12周，黄精各剂量组T-AOC、SOD及GSH-Px含量均有所增多，MDA含量降低（P < 0.05）；在降低MDA水平方面，黄精高剂量干预12周优于4周。见表4和表5。
表4 各组大鼠心脏组织T-AOC、SOD含量的比较（(x ± s，n = 3）

	组别
	剂量
（g(kg-1）
	T-AOC（nmol(mg-1）
	SOD（U(mg-1）

	
	
	第4周
	第12周
	第4周
	第12周

	青年组
	-
	23.91±1.55**
	23.09±1.42**
	37.16±1.89**
	36.51±1.86**

	衰老组
	-
	16.73±0.61
	15.77±0.57
	25.05±0.92
	24.61±0.90

	黄精低剂量组
	1 
	17.47±0.72
	17.82±0.77*
	26.67±0.66
	27.28±1.72*

	黄精中剂量组
	2 
	19.39±1.00*
	19.99±1.03**
	30.10±1.55**
	31.18±1.61**

	黄精高剂量组
	4 
	21.24±1.58**
	20.95±0.97**
	31.78±0.65**
	32.92±0.68*


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
表5 各组大鼠心脏组织GSH-Px、MDA含量的比较（(x ± s，n = 3）

	组别
	剂量
（g(kg-1）
	GSH-Px（U(mg-1）
	MDA（nmol(mg-1）

	
	
	第4周
	第12周
	第4周
	第12周

	青年组
	-
	3.11±0.25**
	3.03±0.21**
	6.61±0.48**
	8.59±0.63**#

	衰老组
	-
	1.69±0.11
	1.23±0.17#
	12.92±0.59
	16.80±0.77##

	黄精低剂量组
	1 
	1.71±0.25
	1.63±0.09*
	10.83±1.44
	14.08±1.88*

	黄精中剂量组
	2 
	1.84±0.12
	2.06±0.14**
	10.17±1.89*
	13.22±2.46*

	黄精高剂量组
	4 
	1.99±0.13
	2.51±0.17**
	8.84±0.64**
	11.36±0.65**##


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；同组内，与第4周相比， #P＜0.05，##P＜0.01 。
2.5  各组大鼠心脏组织ATM、ATR通路相关蛋白表达的变化
随周龄增加，衰老组大鼠心脏组织Chk1和Chk2蛋白、青年组心脏组织Chk1和p21蛋白表达显著上调（P < 0.05）。同周次内，衰老组大鼠较青年组心脏组织ATM、ATR、Chk1、Chk2、p53、p21蛋白表达均显著上调（P < 0.05）；黄精干预至第4周，黄精中剂量组仅有ATR蛋白下调，黄精高剂量组ATM、ATR、Chk2、p53、p21蛋白均有所下调（P < 0.05）；干预至第12周，黄精中、高剂量组ATM、ATR、Chk1、Chk2、p21蛋白均有所下调；黄精高剂量组p53蛋白表达也有所下调；黄精低剂量组仅有ATM、Chk1、Chk2蛋白下调（P < 0.05）；但黄精各剂量组干预12周与4周比较，差异无统计学意义。见图3，表6、表7和表8。
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图3 各组大鼠心脏组织ATM、ATR通路相关蛋白表达的变化
注：1 青年组； 2 衰老组；3 黄精低剂量组；4 黄精中剂量组；5黄精高剂量组。
表6 各组大鼠心脏组织ATM、ATR蛋白表达的变化（(x ± s，n = 3）

	组别
	剂量
（g(kg-1）
	ATM/β-actin
	ATR/β-actin

	
	
	第4周
	第12周
	第4周
	第12周

	青年组
	-
	0.26±0.12**
	0.37±0.12**
	0.30±0.14**
	0.43±0.13*

	衰老组
	-
	0.71±0.08
	0.95±0.03
	0.80±0.09
	0.87±0.08

	黄精低剂量组
	1 
	0.54±0.25
	0.59±0.26*
	0.64±0.17
	0.75±0.37

	黄精中剂量组
	2 
	0.59±0.13
	0.41±0.18**
	0.41±0.23*
	0.50±0.21*

	黄精高剂量组
	4 
	0.33±0.19*
	0.43±0.21**
	0.43±0.22*
	0.42±0.18*


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
表7 各组大鼠心脏组织Chk1、Chk2蛋白表达的变化（(x ± s，n = 3）

	组别
	剂量
（g(kg-1）
	Chk1/GAPDH
	Chk2/GAPDH

	
	
	第4周
	第12周
	第4周
	第12周

	青年组
	-
	0.17±0.07**
	0.65±0.04**##
	0.34±0.06**
	0.47±0.11**

	衰老组
	-
	0.85±0.26
	1.10±0.14#
	0.87±0.10
	1.16±0.14#

	黄精低剂量组
	1 
	0.79±0.20
	0.85±0.11*
	0.62±0.07
	0.64±0.06**

	黄精中剂量组
	2 
	0.74±0.27
	0.87±0.65*
	0.59±0.99
	0.61±0.10**

	黄精高剂量组
	4 
	0.65±0.24
	0.76±0.11**
	0.51±0.23*
	0.60±0.06**


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；同组内，与第4周相比，#P＜0.05，##P＜0.01。
表8 各组大鼠心脏组织p53、p21蛋白表达的变化（(x ± s，n = 3）

	组别
	剂量
（g(kg-1）
	p53/GAPDH
	p21/GAPDH

	
	
	第4周
	第12周
	第4周
	第12周

	青年组
	-
	0.38±0.12*
	0.51±0.12**
	0.35±0.05**
	0.54±0.06**#

	衰老组
	-
	0.84±0.10
	1.03±0.08
	0.90±0.12
	1.03±0.05

	黄精低剂量组
	1 
	0.86±0.09
	0.90±0.15
	0.86±0.04
	0.90±0.11

	黄精中剂量组
	2 
	0.70±0.26
	0.85±0.14
	0.87±0.05
	0.75±0.21*

	黄精高剂量组
	4 
	0.67±0.30*
	0.54±0.15**
	0.69±0.10*
	0.64±0.13**


注：同周次内，与衰老组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；同组内，与第4周相比，#P＜0.05。
3  讨论
心血管疾病的发病率和死亡率在全球范围仍处于较高水平，且患病率随年龄的增长而急剧增加，能有效干预心脏退变是治疗老年心血管疾病的可循途径。本研究在自然衰老大鼠模型上，观察了黄精对衰老大鼠心脏退变的短期干预（4周）和长期干预（12周）效果，结果表明黄精干预4周或12周，衰老大鼠心重指数均有上升、心肌纤维化面积均有减少、心脏组织均出现T-AOC和SOD含量增多，MDA含量降低，ATM、ATR、Chk2、p53、p21蛋白下调。研究还发现黄精干预4周时，心脏组织GSH-Px含量和Chk1蛋白无显著变化；但干预12周时，心脏组织GSH-Px含量有所增多，Chk1蛋白显著下调；同时在降低MDA水平方面，黄精干预12周的效果优于4周。由上可知，短期或长期使用黄精均能有效保护衰老大鼠的心脏退变，且长期使用对相关指标的改善更为显著。
首先，本研究表明黄精对自然衰老大鼠心脏具有保护作用。衰老涉及复杂的生物变化，表现为组织和器官功能的进行性衰退和丧失，心脏作为机体最重要的器官，在衰老过程不可避免地会出现泵血功能下降、室壁增厚、心肌肥厚、间质纤维化等退变迹象[17]。本研究也观察到衰老组大鼠的心重指数降低，心脏组织病理切片表现为心肌细胞肿大、胞间间隙增宽，心肌纤维交织、走向紊乱，心脏纤维化面积明显增多；且随着周龄的增加，这些病理变化更为明显。然而，经黄精干预后，自然衰老大鼠的心重指数均有上升，心脏组织形态有所改善，心肌细胞结构较为完整，心肌纤维排列较为整齐，心脏纤维化面积减少。
其次，黄精对自然衰老大鼠心脏具有抗氧化作用。衰老过程中心脏的退变与氧化应激关系密切[3-4,18]，虽然机体生物系统具有中和氧化应激的机制，但这些机制随着年龄的增长而下降，会发生氧化应激损伤，从而促进衰老的发生发展。T-AOC、SOD、GSH-Px和MDA是氧化应激反应酶或产物的变化指标，可在一定水平上反映心脏衰老的程度[19]。T-AOC指体内酶性和非酶性抗氧化物的能力，能够全面地反映机体内的抗氧化酶活性和抗氧化系统的功能状况；GSH-Px能很好地消除自由基引起的过氧化，从而减少自由基对组织的损伤；SOD可通过阻止超氧阴离子自由基对GSH-Px的进一步损害，从而保持GSH-Px的活力，因此可用来反映组织细胞清除氧自由基的能力；MDA是在活性氧作用下产生的一种脂类过氧化氢，其水平升高可直接反应机体损害[20]。本研究结果发现，与青年组比较，老年组大鼠心脏T-AOC、GSH-Px、SOD含量显著降低，MDA含量显著升高，这表明自然衰老大鼠心脏组织处于较高的氧化应激水平，而经黄精干预后，自然衰老大鼠心脏T-AOC、GSH-Px、SOD含量升高，MDA含量降低。
最后，黄精可能通过调节DNA损伤应答ATM、ATR通路以保护自然衰老大鼠心脏。研究[21]表明DNA损伤是诱发衰老的重要原因，而氧化应激是导致心脏DNA损伤的主要原因之一。为抵御DNA损伤，真核生物进化出了DNA损伤反应以维持基因组的稳定和完整。其中，磷脂酸肌醇3-激酶相关蛋白激酶家族成员——ATM、ATR和DNA依赖性蛋白激酶在DNA损伤反应中扮演了重要角色[22]，其中DNA依赖性蛋白激酶主要参与DNA双链断裂修复中的非同源末端链接修复，而ATM、ATR作用较为广泛，参与多种DNA损伤修复途径。具体来说，当DNA损伤时，ATM激酶快速磷酸化并活化其下游分子Chk2，Chk2通过磷酸化p53，而p53又通过调控p21，抑制DNA损伤后细胞向S期转化[23-24]。此外，DNA损伤激活ATR后，其下游的Chk1也被活化，Chkl与Chk2拥有类似的作用机制和底物，Chk1可活化p53，使细胞周期停滞；激活的ATM-Chk1信号也可以不经p53而直接调控细胞周期；ATM还可以通过ATR对Chk1的磷酸化及活性进行调控[22,25-26]。然而，当ATM、ATR被过度激活或发生突变时，细胞周期检测点功能失调，会对基因组的稳定性产生影响，造成细胞周期的过度阻滞，使细胞增殖不可逆地停滞，最终导致细胞衰老[27]。本研究结果显示，衰老组大鼠较青年组心脏组织ATM、ATR、Chk1、Chk2、p53、p21蛋白表达均显著升高，这提示自然衰老大鼠心脏组织DNA损伤应答ATM、ATR通路处于过度激活状态，而经黄精干预后，自然衰老大鼠心脏组织ATM、ATR、Chk1、Chk2、p53、p21蛋白表达均有所下调。
总而言之，自然衰老大鼠心脏随周龄增加，其形态结构会出现明显退变，心脏组织处于较高的氧化应激水平、其DNA损伤检测ATM、ATR通路处于过度激活状态；黄精在抗衰延寿方面疗效确切，可能通过降低氧化应激水平、抑制DNA损伤检测ATM、ATR通路来干预衰老大鼠的心脏退变。由于心脏退变还涉及到心脏收缩、舒张功能，传导功能，能量代谢等多方面的变化，黄精对心脏退变的干预机制仍需要进一步探索。
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