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补肾、活血类复方对老年大鼠 * 细胞凋亡

相关基因表达调控模式的比较研究!
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内容提要 目的：探讨两个补肾复方（右归饮和补肾益寿胶囊）及活血复方下调老年大鼠 * 细胞凋亡的

基因调控模式。方法：用 *+!,- 标记的流式细胞检测和荧光实时定量 .*/01. 技术，研究老年大鼠和年轻大

鼠 * 淋巴细胞抗凋亡和促凋亡基因（234、234-、567/(、538、*!2.9、*!2.(）的表达以及凋亡级联反应中半胱氨

酸蛋白酶（如 134:34;< 和 134:34;$）活性的差异，及比较两个补肾复方和活血复方对老年大鼠 * 细胞抗凋亡

和促凋亡基因表达的调控以及对 134:34; 活性的影响。结果：两个补肾复方均能够有效地降低老年大鼠 * 细

胞的过度凋亡，下调 234- 及 *!2.9 基因的转录和 134:34;< 及 134:34;$ 的活性。而活血复方对于 * 细胞的过

度凋亡无显著作用。结论：激活诱导的 * 细胞过量凋亡与肾虚密切相关，两个补肾复方均可下调促凋亡基因

234- 和 *!2.9 的转录，从而抑制老年大鼠过度的 * 细胞凋亡，是补肾法所特有的对老年 * 细胞凋亡相关基

因的调控模式。

关键词 补肾复方 活血复方 老年大鼠 激活诱导 * 细胞凋亡 凋亡相关基因
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"7P M3I，36I@J3I@"B @BPH6@BK */6;77 3:":I"4@4，3:":I"4@4 M;73I;P K;B;

目前，免疫衰老与 * 细胞凋亡关系的研究已深入到 基因水平。9’’< 年美国 TKK3MO37 等（9）首次报道了免疫

衰老时 * 细胞凋亡与 234、234-、567/( 等基因表达调控的

改变密切相关。我们最近的工作观察到补肾复方能下

调老年大鼠激活诱导的 * 细胞过度凋亡（(），并对老年大

鼠 * 细胞 234- 基因的转录具有负调控效应（$）。因此，本
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实验通过研究补肾复方对老年大鼠 ! 淋巴细胞抗凋亡

和促凋亡基因（"#$、"#$%、&’()*、&#+、!,"-.、!,"-*）表达

的调控以及对凋亡级联反应中半胱氨酸蛋白酶（如 /#$)
0#$1）活性的影响，进一步了解补肾复方下调老年大鼠 !
细胞凋亡的调控模式，从而进一步阐明中药抗衰老的作

用机制。

材料与方法

. 药物制备 右归饮（补肾复方）药物组成：附

子、肉桂、熟地、山茱萸、淮山药、仙灵脾、茯苓、炙甘草，

用量比例为 * 2 . 2 3 2 * 2 3 2 3 2 3 2 .；活血复方的药物组成：

桃仁、红花、生地、白芍、当归、川芎，用量比例为 .45 2 .
23 2.45 2.45 2.45。上述中药复方由上海童涵春堂药店

制成浓度为 .467 8 9( 的原液，灭菌后 :;储存。使用前

用双蒸水稀释成浓度为 34<=（> 8 >）的使用液。补肾益

寿胶囊（补肾复方）由制首乌、黄精、人参、枸杞子、仙灵

脾、灵芝等组成，四川涪陵太极集团提供，每 ?43 克含

生药 @7，用双蒸水制成浓度为 .467 8 9( 原液，灭菌后

:;储存。使用前用双蒸水稀释成浓度为 34<=（> 8 >）
的使用液。

* 动物及分组 .5 月龄 AB$C#D 大鼠 :? 只，雌雄

各半，由复旦大学医学院实验动物部提供，于清洁级动

物房喂养至 .6 月龄，再随机分为老年对照组、右归饮

组、补肾益寿胶囊组、活血组，每组 .? 只。各药物组每

日按体重口服相应药物，具体给药剂量见参考文献（*），

连续 < 个月。本次实验中以 *: 月龄大鼠作为老年大

鼠，另设年轻组（5 月龄大鼠）.? 只。老年对照组及年

轻组常规喂养。

3 测定指标及方法

34. 细胞制备及激活 见参考文献（*）方法。

34* !E,F% 标记的流式细胞术检测 见参考文

献（*）方法。

343 细胞总 -,G 的提取 见参考文献（3）方法。

34: 引物设计、合成 在 H1I&#IJ 中找出大鼠

（-#CCK$ ILD>17B’K$）的 "#$（GMN). 8 /O@5）、"#$%、!,"-. 8
!,"-*、&#+、HGMOP 的基因序列，使用 MDB91D F+0D1$$ 软

件（Q1D$BLI . R?，M1DJBI)F(91D G00(B1S &BL$T$C19$）设计引

物。设计的引物序列如下：

-#C "#$ "LDU#DS：5VH!G/G/HHG/GHHGGG)/G/!3V
-#C "#$ -1>1D$1：5V/G//!H/G/!!HH!G!!/!H3V
-#C "#$% "LDU#DS：5V/!//G/!GGH///!/!GGGH3V
-#C "#$% -1>1D$1：5VGGHH/!H!HH!!HH!HGG/!3V

-#C HGMOP "LDU#DS：5V/G!/GG/HG////!!/G!!H3V
-#C HGMOP -1>1D$1：5VHGGHG!HH!HG!HHH!!!//3V
-#C &#+ "LDU#DS：5VHH!!!/G!//GHHG!/HGH/G3V
-#C &#+ -1>1D$1：5V/H!/GH/GG!/G!//!/!H/G3V
-#C &’.* "LDU#DS：5V!HHG/GG/G!/H/!/!H!HHG3V
-#C &’.* -1>1D$1：5V!/GGG/GHGHH!/H/G!H/!H3V
-#C !,"-. "LDU#DS：5VH/G//GGH!H//G/GGGHH)GG3V
-#C !,"-. -1>1D$1：5V!H/HGGH/!H!GGGHH!H//!3V
-#C !,"-* "LDU#DS：5V/GG/////G!/G!!HGG//GG3V
-#C !,"-* -1>1D$1：5V!/H//GH!//!GG/G!/GH/G3V

引物由上海生物工程公司使用美国 MF 公司 3@.
型 O,G 自动合成仪合成引物。

345 逆转录反应及标准 M/- 检测引物设计与合

成的质量 逆转录反应及标准 M/- 均在 @<?? M/- 仪

（M1DJBI)F(91D G00(B1S &BL$T$C19$，EWG）上进行。M/- 反

应结束后，取 M/- 产物 .?!( 进行电泳鉴定，于 .45=琼

脂糖凝胶，.?Q 8 ’9 凝胶的电压下电泳。

34< 实时定量 M/- 检测 ! 细胞凋亡相关基因的

表达 M/- 反应采用 WX&- HD11I M/- 试剂，在 5Y?? 实

时定量 M/- 仪（M1DJBI)F(91D G00(B1S &BL$T$C19$，EWG）

上进行 M/- 反应，并使用 W1ZK1I’1 O1C1’CBLI WT$C19 软

件分析 M/- 过程各检测样本的 /C（C[D1$[L(S ’T’(1）值。

/C 值的变化随模板浓度的增大而减小，因此 /C 值越

大，则表示其 9-,G 表达水平越低，反之亦然。

34Y /#$0#$1 活性的检测 按照 /#$0#$1 活性检

测试剂盒（/(LIC1’[）使用说明书，检测 /#$0#$1 6 和 /#$)
0#$1 3 的活性。

: 统计学处理 组间比较采用 ! 检验。

结 果

. 各组大鼠 ! 细胞凋亡百分率测定结果 见表

.。老年对照组 ! 细胞凋亡率显著高于年轻组（ " \
?4?.），右归饮组、补肾益寿胶囊组 ! 细胞凋亡率与老

年对照组比较均显著下降（" \ ?4?5 和 " \ ?4?.）；活

血组与老年对照组比较差异无显著性。

* 各组大鼠 ! 细胞凋亡相关基因 9-,G 表达测

表 ! 各组大鼠 ! 细胞凋亡测定结果比较 （=，!# ] $）

组别 % ! 细胞凋亡

年轻 .? 3:4? ] 64*
老年对照 6 :646 ] @4@"

右归饮 .? :.4. ] :4Y#
补肾益寿 .? 364< ] *45##

活血 .? :*43 ] <46

注：与 年 轻 组 比 较，" " \ ?4?.；与 老 年 对 照 组 比 较，#" \

?4?5，##" \ ?4?.
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表 ! 各组大鼠 ! 细胞促凋亡基因、抗凋亡基因的 "#$% 水平测定结果比较 （&’ 值，!! ( "）

组别 # )*+ , -%./0 )*+1 , -%./0 23456 , -%./0 2*7 , -%./0 !$)#8 , -%./0 !$)#6 , -%./0
年轻 89 8:;<= ( 9:9>; 8:;?@ ( 9:9=8 8:8A9 ( 9:9@; 8:6<A ( 9:9>A 8:>6; ( 9:9=9 8:6@A ( 9:9;A

老年对照 ? 8:;6> ( 9:9@;" 8:;8? ( 9:9;8"" 8:6@6 ( 9:9@<" 8:6=? ( 9:9=> 8:;6? ( 9:9=9"" 8:;8? ( 9:9?A"
右归饮 89 8:;@8 ( 9:96A 8:;<A ( 9:9=A# 8:6;= ( 9:96@ 8:6=< ( 9:9;= 8:;?= ( 9:9><# 8:6<A ( 9:9;;

补肾益寿 89 8:;=; ( 9:9>? 8:;== ( 9:9@<# 8:66= ( 9:9>; 8:6=< ( 9:9@6 8:>9> ( 9:9=?# 8:6A< ( 9:9@=
活血 89 8:;>6 ( 9:9>8 8:;>; ( 9:9=9 8:68= ( 9:9>8 8:6@6 ( 9:9@; 8:;?< ( 9:9@9# 8:6?= ( 9:9>9

注：与年轻组比较，"$ B 9:9@，""$ B 9:98；与老年对照组比较，#$ B 9:9@；-%./0 为内参照基因

定结果比较 见表 6。与年轻组比较，老年对照组大

鼠促凋亡的 )*+、)*+1、!$)#8 基因的转录水平均高于

年轻组大鼠（$ B 9:9@ 或 $ B 9:98），2*7 基因未见显著

变化，而抗凋亡的 23456、!$)#6 基因的转录水平则低

于年轻组大鼠（$ B 9:9@ 或 $ B 9:98），提示老年大鼠 !
细胞过度凋亡与促凋亡基因的高表达以及抗凋亡基因

的低表达相关。从两个补肾方（右归饮与补肾益寿胶

囊）及活血方与老年对照组的比较中，可见两个补肾方

都可下调促凋亡的 )*+1、!$)#8 基因的表达，活血方仅

表现能下调促凋亡的 !$)#8 基因表达。

; 各组大鼠 ! 细胞 &*+C*+D ?、&*+C*+D ; 活性测定

结果比较 见表 ;。与年轻组比较，老年对照组大鼠 !
细胞凋亡级联反应中的 &*+C*+D ? 和 &*+C*+D ; 均被激

活。从两个补肾方（右归饮与补肾益寿胶囊）及活血方

与老年对照组的比较中，可见两个补肾方均可削弱

&*+C*+D ? 和 &*+C*+D ; 的活性，活血方对 &*+C*+D ? 和

&*+C*+D ; 的活性无干预作用。

表 " 各组大鼠 ! 细胞 &*+C*+D ?、&*+C*+D ; 活性

测定结果比较 （E/ 值，!! ( "）
组别 # &*+C*+D ? &*+C*+D ;
年轻 = 9:;A8 ( 9:886 9:>>> ( 9:9<8

老年对照 = 9:==? ( 9:8;<" 9:@A8 ( 9:9><"
右归饮 = 9:>>A ( 9:9@># 9:><6 ( 9:9?8#

补肾益寿 = 9:>6> ( 9:88># 9:><? ( 9:9?8#
活血 = 9:@6A ( 9:9A8 9:@96 ( 9:9?6

注：与年轻组比较，"$ B 9:98；与老年对照组比较，#$ B 9:9@

讨 论

凋亡是一种受基因调控的程序性细胞死亡过程。

程序性细胞死亡过程为遗传决定的复杂分子过程，包

括 ; 个基本时相，即启动诱导相、效应相和清除降解

相（>）。启动相是接受了体内外指令性凋亡信息分子或

信号如 $E、!$)!、&/; 等的触发诱导；效应相则是很多

促凋亡和抗凋亡基因处于相互促进、相互制约的形式，

组成一个完整的细胞凋亡机制网络系统保持动态平

衡，一旦失去平衡则进入清除降解相。&*+C*+D 家族在

凋亡机制网络中居中心地位（@），以 )*+、)*+1 介导的凋

亡为例，&*+C*+D? 是级联反应的启动酶，被激活后形成

诱导 死 亡 信 号 复 合 体（FD*’G5HIFJ3HIK +HKI*44HIK 3L"5

C4D7），作用于级联反应的效应酶 &*+C*+D;，也就是最后

的执行者，由此激活核酸内切酶，使 /$% 降解，从 @9MN
的大片段碎裂到 8?9 O 699NC 的寡聚体这样的小片段，

导致了凋亡。

本研究采用目前国际上广泛运用的抗 &/; 单抗激

活诱导细胞凋亡的研究模型，还使用荧光实时定量

#!5.&# 代替常规 #!5.&#，通过分析各待测标本的 &’
值的变化进行定量。此次观察到两个补肾复方均能下

调老年大鼠促凋亡 )*+1 基因的表达，而 )*+ 基因未见

变化，这一事实重复了我们以前的结果（6，;）。

)*+1 是"型膜蛋白，属于肿瘤坏死因子家族，是

一种“死亡因子”。)*+1 与 )*+ 的结合可诱导表达 )*+
的细胞死亡，)*+1 与 !$)#8 具有一同源结构域（现已

定义为死亡域）（=），此次观察到用抗 &/; 单抗为诱导

物，两个补肾复方并未上调抗凋亡基因的表达，而是通

过下调促凋亡的 )*+1 及 !$)#8 基因表达，同时抑制清

除降解相的蛋白水解酶 &*+C*+D ? 与 &*+C*+D ; 的活性，

形成了补肾法所特有的 ! 细胞凋亡基因调控模式。

至于促凋亡基因 )*+1 与 !$)#8 之间的关系，有人

设计了小鼠体外 ! 细胞凋亡 )*+1 与 !$)#“时间差”的

动力学实验中，观察到 !$)# 引起的死亡比 )*+ 引起的

死亡推迟了 6>G 左右（<），提示在本研究中，影响促凋亡

的过程仍以 )*+1 为主导。

尽管活血复方也可下调 !$)#8 的转录水平，但是

对于老年大鼠 ! 细胞的过度凋亡无明显改善。以药测

证本是验证中医学理论的强有力手段，因此，本研究进

一步证明在老年大鼠采用激活诱导的 ! 细胞过度凋亡

与肾虚密切相关，也就是说衰老是生理性肾虚。补肾

复方下调促凋亡基因 )*+1 与 !$)#8 的转录从而下调

老年时过度的 ! 细胞凋亡是补肾法所特有的调控模

式，也是补肾延缓免疫衰老的重要途径。
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山绿茶降压片与卡托普利逆转高血压左室肥厚的疗效比较
惠元诚" 束志勤’

"Z 江苏省张家港市中医院（江苏 ’"I&$$）；’Z 江苏省张家港市第一

人民医院

"##. 年 / 月 [ ’$$$ 年 ( 月，我们用山绿茶降压片与卡托普

利逆转高血压左室肥厚（-\6），并进行疗效比较，报道如下。

临床资料

" 病例选择 参照 "#H. 年 ]6> 的高血压病诊断标准，

选择：（"）坐 位 收 缩 压（F^0）!"&$OO6= 和（或）坐 位 舒 张 压

（_^0）!#IOO6= 的原发性高血压患者；（’）左室重量指数（-\S
4X）男 ‘ "’I= a O’，女 ‘ "’$= a O’〔张维忠，等 !中国高血压病杂志

"##(；（"）% I—.〕。排除：（"）继发性高血压；（’）严重的心、肝、肾

疾患；（(）对血管紧张素转换酶（;N5）抑制剂和噻嗪类利尿剂有

禁忌症者；（/）服 ;N5 抑制剂超过 . 周者。

’ 一般资料 (( 例按随机数字表法分成两组。治疗组 "H
例，男 "’ 例，女 I 例；年龄 I/ [ H( 岁，平均（&HZ’ b ""Z$）岁；病程

（"IZ( b (Z#）年。对照组 "& 例，男 "’ 例，女 / 例；年龄 IH [ H/
岁，平均（&.Z" b "$Z.）岁；病程（"&Z/ b /ZH）年。两组资料比较差

异无显著性（! ‘ $Z$I），具有可比性。

方 法

" 治疗方法 治疗组用山绿茶降压片（每片含生药 "Z.=，
桂林永福制药厂生产）每次 ’ 片，每天 ( 次口服；’ 周后血压 ‘
"H$ a "$$OO6= 者（"$ 例）剂量加倍；/ 周后血压 ‘ "&$ a #IOO6= 者

（"( 例）加氢氯噻嗪每天 "’ZI [ ’IO=。对照组用卡托普利（常州

制药厂生产）每次 "’ZI [ ’IO=，每天 ’ [ ( 次口服。如血压同

上，’ 周后剂量加倍（"$ 例）；/ 周后加氢氯噻嗪每天 "’ZI [

’IO=（# 例）。两组疗程均为 & 个月。治疗期内不加用其他降压

药物。

’ 测定方法 治疗前 ’ 周停用降压药，给予安慰剂。清

洗期末非同日测量 ( 次血压，每次测量 ( 次，取平均值作为基

础血压。血压测量用校正的水银柱式血压计。测血压前即刻

测量心率（6W）。用彩色多普勒超声仪（;BC=11.$$、;)- 6_X Y
($$$、F_ Y .$$$）由专人负责〔按照美国超声心动图学会（;F5）

推荐方法〕测量舒张末期室间隔厚度（X\F)）、舒张末期左室壁

厚度（-\0]）、舒张末期左室内径（-\_:），取 ( 个心动周期的均

值。根据 _1?1317c 校正公式计算左室重量（-\4）。每月随访 "
次血压和心率，询问不良反应。& 个月后复查超声心动图。治

疗前后查肝、肾功能，空腹血糖，血电解质。统计学方法：采用 "
检验。

结 果

" 两组患者治疗前后血压、心率及 -\6 逆转情况 见表

"。& 个月后，两组 F^0 和 _^0 比治疗前均有明显下降（ ! d
$Z$"）。治疗组 -\6 各项指标治疗后与治疗前比较差异无显著

性。对照组 -\4X 治疗后与治疗前比较差异有显著性（ ! d
$Z$I）。两组 6W 治疗前后比较差异均无显著性。

’ 不良反应 治疗组服药期间有 ’ 例出现低钾血症（与

口服氢氯噻嗪有关），余未见明显不良反应。对照组干咳 I 例，

血肌酐一过性升高 " 例。

表 ! 两组患者治疗前后血压、6W 和左室肥厚指标测定结果比较 （"# b $）

组别 例数
F^0 _^0

（OO6=）
6W

（次 a OA<）

X\F) -\0] -\_:
（OO）

-\4X

（= a O’）

治疗 "H 治疗前 "H"Z’ b .Z( "$/ZI b (ZI H.Z$ b #Z’ "’Z# b "Z’ "’Z/ b "Z" /HZ’ b (ZI "(’ZH b ’"Z/
治疗后 "I(Z" b .ZI## #(Z# b /Z/## .$Z# b "$Z’ "’Z( b "Z$ "’Z’ b $Z# /HZ( b (Z( "’HZ" b "IZ.

对照 "& 治疗前 "H’Z/ b #Z" "$IZ& b /Z. H#Z$ b "$Z# "(Z" b "Z( "’ZI b "Z$ /HZ/ b (ZH "(IZ/ b ’(Z(
治疗后 "I"Z’ b HZ(## #’Z/ b (ZI## HHZ. b ""ZI "’Z" b "Z" ""Z# b $ZH /HZ" b (Z/ "’’Z’ b "HZ"#

注：与本组治疗前比较，#! d $Z$I，##! d $Z$"

讨 论 山绿茶（ %&’# ()*+)+’+$*$ 4133!）系冬青科冬青属植

物，其叶片提取物含黄酮、三萜、酚类、鞣酸及山绿茶甙等成分，

由提取物制成的山绿茶降压片有降压作用。本研究结果初步

认为山绿茶降压片可延缓 -\6 进展，但逆转 -\6 的作用尚

未证实。推测原因如下：（"）-\6 逆转需要 & [ . 个月以上治疗，

本研究仅观察 & 个月，可能观察时间不够长。（’）可能与山绿茶

降压作用机制有关。高血压病干预治疗时，无合并症患者重点

在于把血压控制到理想的目标血压。山绿茶降压片因其服用

安全，副作用少，有临床应用价值。

（收稿：’$$" Y $I Y ". 修回：’$$" Y "’ Y ’$）
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