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内容提要 目的：观察补肾法延缓免疫衰老的临床疗效及相应的实验研究。方法：老年人**对（++
名），采用随机分组，双盲给药（补肾方即补肾益寿胶囊和安慰剂）；实验研究则比较两个补肾方（右归饮和补

肾益寿胶囊）和活血方（桃红四物汤）对老年大鼠,细胞凋亡及-./、-./0基因表达的调控作用。结果：临床

结果显示补肾组,细胞凋亡率比安慰剂组明显降低（!"(1()），-./0基因表达亦明显降低（!"(1(2）。动

物实验显示两个补肾方组老年大鼠,细胞凋亡率均明显降低（!"(1(2），-./0基因表达亦明显降低（!"
(1()），而活血方组均无变化。结论：补肾法对老年人与老年大鼠,细胞-./0基因的转录具有负调控作用，

这是补肾法下调老年人与老年大鼠,细胞过度凋亡的分子机理之一。
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在肾本质研究中，我们证实了,细胞功能减退是

老年肾虚的重要特征（)）。)%%W年美国免疫衰老研究

权威X7CC=E指出，研究衰老时激活诱导的,细胞凋亡

有助于阐明老年,细胞功能改变的机理（*），此后Y<8
=C"HP.B以及OLL.EQ.C的研究中相继证实衰老时,细

胞呈过度凋亡（$，+），但尚未有提出对,细胞凋亡的调

控手段或报道。

我们从)%%&年起对健康老年人采取随机分组、双

盲给药（补肾方即补肾益寿胶囊和安慰剂），比较,细

胞凋亡率及-./、-./0基因调控的差异。又采用“以药

测证”的方法比较分析了两个补肾方（右归饮和补肾益

寿胶囊）和活血方（桃红四物汤）对老年大鼠,细胞凋

亡率及-./、-./0基因表达的调控作用（2，W），旨在探讨

老年肾虚,细胞功能减退的原理，并以此比较肾虚、

血瘀与衰老的关系。

临 床 研 究

) 材料与方法

)1) 临床资料 经体检及心电图、血液和生化指

标等常规检查的健康老年人（W(!&%岁）++名进入实

验，按性别（男*(名，女*+名）、年龄配对后，随机分为
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补肾益寿组和安慰剂组。另外选取!"名#$!!"岁健

康年轻人，男女各#%名作为对照组（简称青年组）。

#&’ 药物 补肾益寿胶囊由制首乌、黄精、人参、

枸杞子、仙灵脾、灵芝等组成，每粒含生药()，由四川

涪陵太极集团提供。安慰剂胶囊与补肾益寿胶囊在外

观上无任何差别，所用胶囊编为#号药和’号药，每次

"&*)，每日!次，连服!个月。直至实验全部结束，统

计出结果才揭盲。

#&! 细胞制备及激活 采用肝素抗凝，用+,-.//
密度梯度离心法分离出单个核细胞，淘洗法制备0细

胞，调整细胞浓度为’&%1#"*／2/，在*孔培养板（345
6783，9:;2<=>）中用含#"?胎牛血清（@,A-.产品，

4BC）、’%;)／2/抗69!单抗（DE<=2,;):;产品）、’"F／

2/重组白介素5’（=G75’，上海华新生物公司产品）的

HDIG#*J"（@,A-.产品）培养基，于!KL、%?68’条

件下培养J$E，离心收集细胞，重悬于含胎牛血清和

=G75’的HDIG#*J"培养基，在培养的第*天，加入抗

+<M单抗（DE<=2,;):;产品），其终浓度为#")／2/，培

养#*E。

#&J 043N7标记的流式细胞术检测 离心收

集细胞，用J?多聚甲醛（B,)2<产品）固定*"2,;，按

照细胞凋亡检测试剂盒（O.:E=,;):=I<;;E:,2，@:=5
2<;P）说明书进行043N7标记；另设阴性对照组。

用 流 式 细 胞 仪（+C6B6</,AF=，O:-Q.;9,->,;M.;，

4BC）参照对照计算出凋亡细胞百分率（?）。

#&% 细胞总H3C的提取 参照0HGR./H:<):;Q
（@,A-.）说明书，每组取#1#"K个细胞，采用#2/0HG5
R./H:<):;Q裂解，然后加"&’2/氯仿离心分相，取水

相，用"&%2/异丙醇沉淀，弃去上清，H3C沉淀，用

K%?乙醇洗后，重溶于’""/无H3C酶水中，S$"L储

存，取#"/稀释至#"""/，测C’*"和C’$"。另取’"/作电

泳分析。本次H3C样品C’*"／’$"为#&K!#&(。

#&* 引物设计、合成 设计的引物序列如下：

+<M上游引物：%T0@CC@@C6C0@@600C@CC@0@!T
+<M下游引物：%T@@0@6CC@@@06C6C@0@00!T
+<M探针：%T（+CI）CCC60@6C666@@C666C@CC0C6
6（0CIHC）!T
+<M7上游引物：%T@6C@666006CC00C666C0!T
+<M7下游引物：%T6C@C@@00@@C6C@@@CC@CC!T
+<M7探 针：%T（+CI）06666C@C060C60@@@0@@C
6C@6（0CIHC）!T
@CD9U（为 内 参 照 基 因）上 游 引 物：%T@CC@@0@CC@@0
6@@C@06!T
@CD9U下游引物：%T@CC@C0@@0@C0@@@C0006!T
@CD9U探针：%T（+CI）6CC@600666@00606C@66

（0CIHC）!T
使用美国DN公司!(#型93C自动合成仪合成引物。超

纯水稀释引物，配成引物储备液浓度为%"V2./／"/。

#&K 逆转录反应及标准D6H检测 逆转录反应

在(*""D6H仪 上 进 行。标 准D6H反 应 条 件 如 下：

(%L，%2,;，加 入 0<W酶，(!L !"M；%$L J%M；K’L
#2,;，!"个循环后，K’L%2,;。取D6H产物#""/，于

#&%?琼脂糖凝胶，#"X／-2凝胶的电压条件下电泳。

#&$ 荧光实时定量D6H检测 D6H反应采用

0<WI<;@./YD6H试剂在先进的%K""荧光实时定量

D6H仪（D:=>,;5N/2:=CVV/,:YO,.MPMQ:2M，4BC）上进

行，使用B:WF:;-:9:Q:-Q,.;BPMQ:2软件分析各检测样

本的6Q（0E=:ME./Y-P-/:）值。6Q值的变化随模板浓度

的增大而减小，因此6Q值越大，则表示其2H3C表达

水平越低，反之亦然。

#&( 统计学方法 组间比较采用!检验。

’ 结果

’&# 补肾益寿方对老年人0细胞凋亡的影响

见表#。补肾益寿组和安慰剂组服药前0细胞凋亡率

均显著高于青年组（"!"&"#）。补肾益寿组和安慰剂

组服药前0细胞凋亡率差异无显著性；补肾益寿组服

药后 与 服 药 前 比 较，0细 胞 凋 亡 率 显 著 降 低（"!
"&"#），而安慰剂组服药前后其0细胞凋亡率无显著

改变。

我们在流式细胞术检测中比较了磺化丙啶（DG）染

色和043N7（末端）标记法，前者属传统的生化反应，

后者属分子生物学研究，发现043N7标记法检测0
细胞凋亡率有较高的敏感性。

表! "组0细胞凋亡测定结果比较 （?，"#Z$）

组别 例数 治疗前 治疗后

安慰剂 ’’ ’*&"KZ#"&J’# ’%&’#Z#"&!(
补肾益寿 ’’ ’K&"!Z#"&"%# #(&%*ZK&K"$

青年 !" #$&("Z%&’( —

注：与青年组比较，#"!"&"#；与本组治疗前比较，$"!"&"#

’&’ 补肾益寿方对老年人0细胞+<M、+<M7基因

2H3C水平的影响 见表’。补肾益寿组和安慰剂组

服药前0细胞+<M基因的2H3C水平均显著高于青

年组（"!"&"%）。服用药物和安慰剂对0细胞+<M基

因的转录均无显著影响。

补肾益寿组和安慰剂组服药前0细胞+<M7基因

的2H3C水平均显著高于青年组（"!"&"#）。补肾

益寿组和安慰剂组服药前0细胞+<M7基因的2H3C
水平差异无显著性；补肾益寿组服药后与服药前相比

其0细胞+<M7基因的 2H3C水平显著降低（"!
"&"%），而安慰剂组服药前后0细胞+<M7基因的2H5
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!"水平无显著改变。说明补肾益寿方下调老年人原

已升高的#$%&基因’(!"水平，从而降低了)细胞

凋亡率。

表! 补肾益寿胶囊对老年人)细胞#$%、#$%&
基因’(!"的影响 （*+，!!,"）

组别 例数 #$%／-"./0 #$%&／-"./0
安慰剂 11 治疗前 23145,63652" 23714,63227""

治疗后 23158,63696 23777,63691
补肾益寿 11 治疗前 23766,63687" 23716,6369:""

治疗后 2367;,63689 23744,63226#
青年 76 237:4,63652 23:61,63227

注：与 青 年 组 比 较，"#$6368，""#$6362；与 本 组 治 疗 前 比

较，##$6368；-"./0为内参照基因

实 验 研 究

2 材料与方法

232 药物 经典补肾复方（右归饮）组成：附子、

肉桂、熟地、山茱萸、山药、仙灵脾、茯苓、甘草。自拟补

肾复方（补肾益寿胶囊）组成：制首乌、黄精、枸杞子、仙

灵脾、人参、灵芝等。经典活血复方（桃红四物汤）组

成：桃仁、红花、生地、白芍、当归、川芎。右归饮和桃红

四物汤 分 别 水 煎 醇 提，过 滤 取 上 清，调 药 物 浓 度 至

166<，高压灭菌备用。补肾益寿胶囊由四川涪陵太极

集团提供，用双蒸水制成浓度为234=／’>原液，使用前

稀释成浓度为73;<（?／?）的使用液。

231 动物及分组 24月龄雄性@/大鼠:6只，

随机分老年对照组、右归饮组、补肾益寿组、桃红四物

组，每组26只；药物组每日按26=／A=体重口服相应药

物（自由饮用），连续;个月；老年对照组常规喂养。本

次实验以1:月龄作为老年鼠，另设8月龄年轻对照组

（26只）。

237 细胞制备及激活 用#BCD>>密度梯度离心

法分离出大鼠脾单个核细胞，淘洗法制备)细胞，于

预先包被了抗*/7单抗的1:孔培养板中，用含26<
胎牛 血 清、16E／’>FG&H1的 (.IG2;:6培 养 基，在

79J、8<*K1条件下培养24L。

23: )M!N&标记的流式细胞术检测 参见临

床研究23:。

238 细胞总(!"的提取 参见临床研究238。

23; 引物合成 #$%、#$%&、-"./0引物及.*(
()H.*(引物由-GO*KO(&公司合成。引物序列为：

#$%7P：*)*--")**)-")"**"-*"*)--"-*"-
#$%8P：*)*-""))**)*)*)-)-"*"*)-))")*
#$%&7P：*)*--")***""-"*)-"****--""-)"
#$%&8P：*)*-""))*)-**)**"*)""-***)*)"
-"./07P：*)*--")****)-*))*"**"**))*)H)-
-"./08P：*)*-""**")*"**")*))**"H--"-

.*(反应采用5;66型热循环仪，每管.*(产物

均以电泳鉴定。

239 .*(产物的克隆、测序及转录 克隆参照

分子克隆实验指南，用四色荧光/!"自动测序法测

定/!"序列，体外转录参照/G-!DF+LQFR@+$F+QFSB+
说明书进行。

234 (!"酶保护 参照文献（9）及/G-!DF+LQFR
@+$F+QFSB+（ODQLFBR=QFI$RRLQB’-’T0）说明书进

行。

235 统计学方法 组间比较采用$检验。

1 结果

132 补肾、活血复方对)细胞凋亡的影响 见

表7。与年轻组相比，老年对照组)细胞凋亡率明显

增高（#$6362），提示老年期)细胞处于过度凋亡状

态；与老年对照组比较，右归饮组和补肾益寿胶囊组)
细胞凋亡率明显降低（#$6368），桃红四物组)细胞

凋亡率差异无显著性，提示老年期)细胞过度凋亡与

肾虚相关。

表" 补肾、活血复方对老年大鼠)细胞

凋亡的影响 （<，.,@U）

组别 % )细胞凋亡率

年轻 26 11329,6384
老年对照 26 :9366,6396"

右归饮 26 7231:,63:5#
补肾益寿 26 79325,63:;#
桃红四物 9 :73:6,63:5

注：与年轻组比较，"#$6362；与老年对照组比较，##$6368

131 补肾、活血复方对#$%、#$%&基因的表达的

影响 见 表:。与 年 轻 组 比 较，老 年 对 照 组 #$%／

-"./0、#$%&／-"./0比值（-"./0为内参照基因）

均明显增高（#$6362）；与老年对照组比较两个补肾

组#$%&／-"./0比值差异均有显著性（#$6362）；桃

红四 物 组#$%&／-"./0 比 值 差 异 无 显 著 性（#%
6368）。提示只有补肾复方具有下调#$%&基因转录的

作用。

表# 补肾、活血复方对老年大鼠#$%、#$%&基因

表达的影响 （比值，!!,"）

组别 % #$%／-"./0 #$%&／-"./0
年轻 26 637;,632; 631;,6321

老年对照 26 6342,6329" 634:,6321
右归饮 26 6394,6322 6392,6312#

补肾益寿 26 6394,6316 63;4,6328#
桃红四物 9 6355,637; 635:,6328

注：与年轻组比较，"#$6362；与老年对照组比较，##$6362

讨 论

有关衰老机理的学说不下数十种，自25;:年O>EH
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!"#$%&$等提出免疫衰老学说以来，人们特别关注于’
细胞凋亡和衰老的关系。由于细胞适当的凋亡是维持

机体稳态的重要手段；近年发现老年期’细胞过度凋

亡是免疫功能下降而致病的常见原因，故而通过调节

’细胞凋亡而延缓免疫衰老正成为一种新的抗衰老策

略。

中医学亦认为衰老是由多种原因所致，《素问·上

古天真论》中以女子七、男子八为基数递进的生长、发

育、壮盛、衰老，反映肾气盛衰曲线，是中医历代对衰老

原理有代表性的看法。自古至今亦有主张瘀血是衰老

的原因，因此在动物实验中设立两个不同的补肾复方

组，另以活血化瘀复方组进行比较。

本研究首先观察到老年人和老年大鼠’细胞凋

亡率都明显高于年轻人和年轻大鼠（!!()(*），说明

老年期’细胞的确处于过度凋亡的状态。’细胞凋

亡受到细胞内基因表达的严密控制，导致’细胞“自

杀”的杀手基因（+,--"./"#"）为0&1、0&12基因，其中

0&12为主导，与其受体0&1结合而启动凋亡途径，故

被称为死亡因子（3"&$%4&5$6.）。本研究亦证实了老年

鼠和老年人在’细胞过度凋亡的同时，伴有0&1、0&12
基因高表达，与老年’细胞过度凋亡的研究结论相一

致。

为观察补肾药对老年期’细胞凋亡的影响，临床

研究采用双盲、安慰剂对照的方法，结果老年人服用补

肾益寿胶囊组’细胞凋亡率显著下降（!!()(*），相

应见到0&12基因!789表达下调（!!()(*），而安

慰剂组均无变化。实验研究采用两个补肾复方组与老

年对照组相比，’细胞凋亡率都明显降低（!!()(*），

相应见到0&12基因!789水平均低于老年对照组

（!!()(*），而活血组与老年对照组相比，均无变化。

这样，老年人与老年鼠都呈现为相同的规律，即补肾法

使0&12基因高表达下调，从而调控老年人或老年鼠’
细胞不至于过度凋亡。

中医学着重于从证效关系来判断辨证的正确性，

两个不同的补肾复方都可延缓老年’细胞凋亡，表明

是补肾法干预了衰老的进程，并证明衰老是生理性肾

虚。从本研究采用补肾与活血（以药测证）的角度来推

测衰老的本质，符合于《内经》所说肾虚是衰老的根本

原因。
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第九次全国中西医结合肿瘤学术研讨会征文通知

根据中国中西医结合学会@((@年学术活动计划安排，定于@((@年*(月在北京召开第九次全国中西医结合肿瘤学术研讨会，

届时并进行肿瘤专业委员会换届改选，现将有关征文事宜通知如下。

* 征文内容 （*）新世纪中西医结合肿瘤研究及发展方向进行相关论证；（@）中医药防治肿瘤实验研究、临床研究；（G）中西医

结合防治肿瘤疗效评价、新方法、新药物及新进展；（?）中西医结合防治肿瘤放、化疗反应的研究；（>）其他防治肿瘤有效单方、验方、

土方等。

@ 征文要求 （*）来稿应实事求是，科学性强，并附单位介绍信或单位盖章；（@）寄全文（?(((字以内）*份，摘要（P((字）*份，

摘要应以目的、方法、结果、结论顺序表达，无摘要者恕不录用，附软盘一张；（G）来稿务必写清作者、单位、邮编，字迹工整，请自留底

稿，来稿一律不退；（?）截稿日期：@((@年<月G*日（以邮戳为准）。

G 征文送交地点 *((<((北京市东直门内北新仓*P号中国中西医结合学会 施克明收，或*(((>G北京市宣武区北线阁>号

中国中医研究院广安门医院肿瘤科 花宝金收，信封上请注明“肿瘤会议征文”；KN!&,-：%B&J&6\,#!16%B:56!
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