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五子衍宗丸对男性老年肾虚者外周血白细胞线粒体

*!+缺失及线粒体呼吸链酶复合体活力的影响!
王学美 富 宏 刘庚信

内容提要 目的：研究五子衍宗丸对男性老年肾虚者外周血白细胞线粒体*!+缺失、线粒体呼吸链酶
复合体活力的影响。方法：$&例男性老年肾虚者采用单盲法，随机分为五子衍宗丸治疗组和安慰剂对照组，
服药$个月。分别用聚合酶链反应（,-.）和酶动力学方法检测治疗前后外周血白细胞线粒体*!+缺失及
线粒体呼吸链酶复合体的活力。结果：五子衍宗丸可提高男性老年肾虚者外周血白细胞线粒体呼吸链酶复

合体!、"活力，减少线粒体*!+缺失（!"’/’0，!"’/’(）。结论：五子衍宗丸对男性老年肾虚者白细胞
线粒体*!+氧化损伤有保护作用。
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近几年研究发现，补肾方药延缓衰老的作用，与其

降低过氧化脂质、提高超氧化物酶的活力有关。其中

补肾对自由基氧化损伤的诸多机制有待研究。补肾能

否从基因水平作用于自由基对线粒体*!+氧化损伤
尚不清楚。本研究在过去研究的基础上（(），观察了补

肾方五子衍宗丸对男性老年肾虚者外周血白细胞线粒

体*!+缺失及线粒体呼吸链酶复合体!、"活力的
影响，探讨补肾方对男性老年肾虚者线粒体*!+氧
化损伤的作用。

资料和方法

( 观察对象 来自北京市西城区厂桥街道的

X’#&’岁男性V)&人，经临床心、肺、肝、脾、尿液、血
压、血糖等检测为正常的健康老年人，符合中华医学会

老年医学学会规定标准（V），再结合中医虚证辨证标

准（$），选出无肾虚者(’名，为老年健康组，平均年龄为
（Y(/Y’Z0/&Y）岁。老年肾虚组$&例，从随机数字表
中查取随机数字，奇数者为治疗组，偶数者为对照组。

治疗组(%例，平均年龄（X%/(XZ)/%’）岁；对照组(%
例，平均年龄（X%/$VZX/XY）岁，两组年龄差异无显著
性。

V 用药方法 采用单盲法观察，治疗组服用五子
衍宗丸〔五子衍宗丸药粉购自北京同仁堂医药集团，依

照药典的服用量（每日服生药%=），分装胶囊，每粒胶
囊含生药(=〕，(日$次，每次$粒。对照组服用安慰
剂（淀粉购自北京医药公司，分装胶囊，其外形、用量与

治疗组完全一样）。两组疗程均为$个月。

$ 观察指标及检测方法 服药前后各取血(’7K
（肝素抗凝）进行外周血白细胞线粒体复合酶!、"活
力测定，取血’/07K（[*A+抗凝）进行白细胞线粒体

*!+缺失的检测。外周血白细胞线粒体复合酶活力
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测定采用酶动力学方法。外周血白细胞线粒体提取参

照文献（!），分离白细胞，在冰浴中超声破碎，低温高速

离心，提取线粒体，参照伍期专方法（"）进行测定。白细

胞线粒体#$%缺失采用聚合酶链反应（&’(）方法，其
线粒体#$%提取采用玻璃奶吸附法（)）。&’(引物由
北京赛百盛生物工程公司合成。参照文献（*）自行设

计：+,-*-（"./01’0’01%%%0’01011%1’/2.,-*-/
,-34）和 5,!42（"./%00%0110111’’%0%’1/
10%10%/2.,!42/,2*,）用于扩增野生型 67#$%片
段，反映正常67#$%含量，以此作为内参照；+,-!,
（"./%’’111110%0%’0%’110’/2. ,-!,/,-)3）

5-2,--（"./1’1%111’0101%10000%1/2.-2,--/
-2*38）用于扩增缺失型67#$%片段，反映片断缺失
型67#$%含量。&’(反应条件为3!9预变性"6:;，
一个循环；3!9变性-6:;，")9退火-6:;，*89延伸

-6:;，24个循环；*89延伸-46:;。&’(产物经特异
性酶切位点<=>?限制性内切酶酶切（识别序列为0!
’0%1%）来证明。&’(扩增产物经,@聚丙烯酰胺凝
胶电泳，硝酸银染色观察结果。用激光光密度扫描仪

进行扫描，取得积分吸光度，计算缺失型67#$%与野
生型67#$%含量的百分比。

! 实验试剂 0>A酶、B$0&、蛋白酶C、胰($%
酶、D#D、重蒸酚、丙烯酰胺、还原辅酶!、甘露醇等购
自北京华美生物工程公司，细胞色素’为D:A6>原
装，其他试剂均为国产分析纯。仪器为&E/3)44型

&’(扩增仪、&F>G6>H:>+C$I?7G>JH>;<+型激光扫
描仪、岛津IK/8"44紫外分光光度计等。

" 统计学方法 采用D&DD,L4统计软件的!检
验及配对!检验。

结 果

- 老年肾虚组与老年健康组外周血白细胞线粒
体#$%缺失及其线粒体复合酶!、"活力的变化。

-L- &’(产物鉴定 &’(产物经<=>?限制性
内切酶酶切（识别序列为0!’0%1%），证明人白细胞
线粒体#$%约有"L4M=的缺失，见图-。

-L8 老年肾虚组与老年健康组外周血白细胞线
粒体#$%缺失及其线粒体复合酶!、"活力的比较
见表-。老年肾虚组外周血白细胞缺失67#$%／内参

67#$%较老年健康组增高，其线粒体复合酶!、"活
力较老年健康组降低，两组比较，差异有显著性（""
4L4-）。

8 五子衍宗丸对老年肾虚外周血白细胞线粒体

#$%缺失及其线粒体复合酶!、"活力的影响 见表

8。治疗前两组白细胞线粒体#$%缺失及其线粒体
复合酶!、"活力差异无显著性（"#4L4"）。治疗后，
治疗组白细胞缺失67#$%／内参67#$%较治疗前明
显降低（""4L4-），白细胞线粒体复合酶!、"活力均
较治疗前明显升高（""4L4-，""4L4"）。对照组与
治疗前比较各项指标的变化差异无显著性（"#
4L4"）。白细胞67#$%缺失及线粒体复合酶!治疗
前与治疗后的差值，治疗组与对照组比较差异均有显

著性（""4L4-）。老年健康组及服药各组白细胞线粒
体#$%缺失比较，见图8。

图- &’(产物酶电泳图
注：N为#$%分子量标准，-、8分别为酶切前后产物

图8 各组白细胞线粒体#$%缺失&’(电泳图
注：-、8、2、!、"分别为老年健康组，对照组治疗前、后，治疗组治疗前、

后野生67$#%；-.、8.、2.、!.、".分别为老年健康组，对照组治疗前、后，治疗

组治疗前、后缺失67$#%；N为#$%分子量标准
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表! 老年肾虚与老年健康组外周血白细胞缺失!"#$%／
内参!"#$%及其线粒体复合酶!、"活力比较 （!!&"）

组别 例数
缺失!"#$%／内
参!"#$%（’）

复合酶! 复合酶"
（(!)*·!+,-./·!0(./）

老年健康/1 23/4&1352 67328&/23/4 99356&53/:
老年肾虚95 839/&7386" 953:/&5388" 293/5&:372"

注：与老年健康组比较，"##131/
表" 两组治疗前后外周血白细胞缺失!"#$%／内参!"#$%
及其线粒体复合酶!、"活力比较 （!!&"）

组别例数
缺失!"#$%／
内参!"#$%（’）

复合酶! 复合酶"
（(!)*·!+,-./·!0(./）

治疗/4疗前83:7&9372 98369&434: 22359&:381
疗后73/8&9318"" 7:386&/138:"" 2538:&5391"
差值9375&2369$ 432/&43/5$ 6349&//3/1

对照/4疗前:344&6355 9438:&8379 29366&:325
疗后:3//&7315 7/328&8355 27395&53:9
差值1358&23/9 /36/&73/4 1352&7318

注：与本组疗前比较，"##1316，""##131/；与对照组差值比

较，$##131/

讨 论

衰老是一种复杂的病理生理现象，主要表现为机

体各种功能的下降。线粒体是细胞内能量合成的主要

场所，对维持细胞正常生理功能起着重要作用。近年

研究表明，线粒体不仅作为体内的“能量加工厂”，而且

还是产生体内活性氧的主要场所。由于线粒体#$%
（!"#$%）附着在线粒体内膜上，这个地方正好是细胞
中产生活性氧和脂质过氧化的主要部位，极易受到活

性氧的攻击，再加上!"#$%与细胞核#$%不同，没
有组织蛋白或其他结合蛋白来保护，使它的损伤产物

5.;<=+的含量比核#$%高51#211倍
（5）。此外，

线粒体缺乏校读机制（,-))>?-@A=0(+!ABC0(@-D），当

!"#$%复制时不能发现#$%的损伤，对已经损伤的

#$%缺乏修复功能，这样使得!"#$%的自由基性损
伤非常严重，由此产生的#$%突变率比核#$%大/:
倍，即!"#$%随着年龄老化发生大片段丢失。经常
发生丢失的范围是第888:#/:157E,之间，这个范围
正好位于!"#$%的重链区，这是许多重要基因的编
码区，如与电子传递链有关的还原型辅酶F（$%#<）去
氢酶、细胞色素氧化酶等的基因，以及与能量代谢有关

的%GH酶的基因编码都在这个区域，这样就造成有缺
陷的呼吸链，使细胞所需能量不足，即可表现出衰老的

症状。因此!"#$%氧化损伤与衰老的关系成为近年
来老年医学界研究的热点。魏耀辉等测定了从婴儿到

54岁高龄中国人肌肉、肝和睾丸!"#$%中7488E,和

879:E,两段丢失情况，结果表明发生丢失例数比率大
体上是随龄增多，尤其是7488E,!"#$%丢失的数量
占正常!"#$%数量的百分率在9种器官中都明显随

龄增大（5，4）。

近年来国内学者从衰老的自由基分子理论，初步

证明了自由基产物过氧化脂质的升高及超氧化物歧化

酶活力的降低可能是肾虚衰老的物质基础，补肾药物

可降低过氧化脂质的含量，升高超氧化物歧化酶的活

力，具有抗氧化的作用。但探讨肾虚与线粒体#$%
氧化损伤及补肾对线粒体#$%影响的研究未见报
道。本研究结果发现男性老年肾虚者外周血白细胞缺

失!"#$%／内参!"#$%较健康老年人明显增高，线
粒体复合酶!、"活力较健康老年人明显降低，提示

!"#$%的氧化损伤可能是肾虚衰老的物质基础之一。
五子衍宗丸可提高男性老年肾虚者白细胞线粒体呼吸

链酶复合体!、"活力，减少线粒体#$%缺失。说明
补肾方药可减少自由基对!"#$%的氧化损伤，从而
使其参与编码的复合体酶的亚单位的合成修复，减少

有缺陷的呼吸链，增加细胞所需的能量，达到维持细胞

的正常生理，起到延缓衰老的作用。目前，抗衰老的西

药作用机制多为单一，且有一定的副作用，对线粒体有

直接保护作用的药物还未见报道，而中药的作用是多

环节的，本研究以线粒体为主要靶目标，其结果无疑也

具有重要的实践价值。
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