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摘要 目的：比较补肾、健脾、益气、活血法对衰老细胞周期基因表达的调控作用。方法：采用上述)种
不同的含药血清对衰老的人胚肺二倍体成纤维细胞+=>细胞株进行处理，通过细胞寿命实验、流式细胞仪、

?,3@A?、B-C<-D8E."<方法研究不同中药对衰老细胞周期及其相关基因（@(1F!G)、AH:.68I(及@A!J）的

4?!J转录和蛋白表达的影响。结果：补肾、益气中药对衰老细胞周期有一定的促进作用，并可下调衰老细
胞增殖抑制基因@(1和周期蛋白AH:.68I(的4?!J／蛋白表达；上调细胞周期促进增殖基因@A!J4?!J／
蛋白的表达。而健脾、活血中药对细胞周期及其相关基因和蛋白表达的作用不明显。结论：补肾、益气方药

对细胞周期有促进作用，其中的作用可能是通过促进@(1途径的基因表达来实现。
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C:D*6’()*：,":"4S5D-<;--77-:<C"7,AT<;-D5S-R<6:SD68:6S.-C"7<"867H689>;-8（,>），E-8-76<689U6
（=U），68V69"D5<689@6（F@）58W5:<6V5<689E.""W:6D:R.5<6"8（J=A）;-DEC68D-9R.5<689<;-9-8--XSD-CC6"868
C-8-C:-8:-D-.5<-W:-..:H:.-#<*’0"-7：IDR9C-D5:"8<568689,AT;-DEC"7<;-5E"V-34-8<6"8-WSD68:6S.-CY-D-
RC-W<"<D-5<<;-59-W;R458W6S."6W76ED"E.5C<:-...68-+=>#,;--77-:<"7,AT"8<;-C-8-C:-8:-D-.5<-W:-..
:H:.-58W6<CD-.5<-W9-8--XSD-CC6"8（@(1F!G)，AH:.68I(58W@A!J）Y-D--X5468-WEH4-58C"7:-..SD".67-D53
<6V-W"RE.689C，7."Y:H<"4-<DH，?,3@A?58WB-C<-D8E."<585.HC6C#1*7,3’7：,AT;-DEC"7,>58W=U:"R.W
64SD"V-<;-:-..:H:.-，W"Y83D-9R.5<-<;-@(158WAH:.68I(4?!J／SD"<-68-XSD-CC6"8，RS3D-9R.5<-@A!J
4?!J／SD"<-68-XSD-CC6"8，Y;6.-,AT;-DEC"7F@58WJ=AC;"Y-W68C698676:58<-77-:<"8<;-C-68W-X-C#!"/>
63,7("/：,AT;-DEC"7,>58W=U;5V--77-:<6864SD"V689:-..:H:.-，6<45HE-5:;6-V-W<;D"R9;SD"4"<689<;-
@(1S5<;Y5H"79-8--XSD-CC6"8#
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综观历代文献中有关“耐老”、“不老”等方药，其治

法基本属于补肾、健脾、益气、活血范畴。近代研究已

表明上述)种方药在抗氧化、抗自由基、调节免疫功
能，提高性腺功能、促进肝脏蛋白质合成等方面均有不

同程度的作用〔(〕。为了深入研究上述不同治法延缓衰

老的分子生物学机理，我们根据中医学理论从补肾、健

脾、益气、活血经典方中分别选择出几味有代表性的中

药组成小复方，以人胚肺成纤维细胞为模型，应用细胞

与分子生物学技术，从细胞增殖调控角度，比较)种方
药对衰老有关的细胞周期调控基因表达的影响，以探

讨)种治法延缓衰老作用的异同点。实验采用中药含
药血清方法进行。

材料与方法

( 药物组成 补肾方药由熟地、何首乌、肉苁蓉
组成（取自《圣济总录》地精丸）；健脾方药由白术、淮山

药、扁豆组成（取自参苓白术散）；益气方药由党参、黄
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芪、炙甘草组成（取自《时氏医道》保元汤）；活血方药由

川芎、当归、赤芍组成（取自经方四物汤），中药制剂采

用水提醇沉法进行。

! 含药血清制备 健康雄性"#大鼠$%只，由
上海中医药大学实验动物中心提供。随机分为补肾、

益气、健脾、活血和空白组，各给药组按照成人每日药

量&%倍计算，空白组喂生理盐水，均灌胃给药，连续&
天，第’天上午末次给药’%()*后，乌拉坦腹腔注射麻
醉，在严格无菌条件下腹主动脉取血，室温静置+,，

!$%%-／()*，离心+$()*，分离血清，过滤除菌，密封，

./%0冰箱保存，临用时$10灭活&%()*。

& 细胞培养 !2"人胚肺成纤维细胞株，引自
北京生物制品研究所。用343培养基，补充+%5小
牛血清，青霉素+%%6／(7，链霉素+%%!8／(7，9:谷氨酰
胺!%%!8／(7，&;0、$5<=!孵育箱培养，细胞长满时
以+>!比例进行传代。

’ 细胞分组 人胚肺!2"成纤维细胞株传代至

’%代以上，即认为其已达到衰老。本实验检测的细胞
均为’%代以上的衰老细胞。细胞分组为：空白组、血
清对照组（简称正常组）、补肾组、健脾组、益气组、活血

组、阳性药组。空白组未作任何处理，正常组采用未给

药大鼠的血清进行培养，以排除鼠血清对细胞的影响，

阳性对照药采用维生素4+%%!8／(7。’个给药组分别
采用相应的含药血清。

$ 细胞群体倍增数测定 按文献〔!〕方法测定细
胞寿命，即细胞常规培养，各给药组给+%5的含相应
药物血清，阳性药组给维生素4+%%!8／(7。各组细胞
长满时，以+>!的比例进行传代，并记为一代。随着细
胞代龄的增高，传代间隔时间逐渐延长，当细胞传代后

连续’周不能够融合，则认为细胞已达寿限。

1 细胞周期测定 细胞接种于!$(7培养瓶中，
待细胞贴壁，用含%?$5小牛血清的培养基处理’/,，
使细胞同步化后，分别用药物处理;!,，收集细胞，在
流式细胞仪上检测。

; @A:B<@法〔&〕 分组经药物处理的细胞，常规
消化收集，按照A-)CD7试剂盒（美国EF2<=公司产
品），按说明书一步法抽提总@GH。@A:B<@扩增参
考《B<@实用技术实验指南》方法略作修改，采用两步
法进行。逆转录I#GH第一链合成，采用 3:39J酶
进行逆转录。@A:B<@引物设计如下：B+1：（’1%KL）

MN*MN：$O:EEHE<HE<HAEEHE<<AA<:&O
P*Q)MN*MN：$O:A<HHA<EEEEHAEA<AEHEE:&O <R:
I7)*#+（//;KL）

MN*MN：$O:HAEEHH<H<<HE<A<<AEAE:&O

P*Q)MN*MN：$O:A<HEHAEA<<H<EA<<<E<H:&OB<GH
（;/$KL）

MN*MN：$O:E<<H<A<<E<<H<<HAEAA:&O
P*Q)MN*MN：$O:<AHHEHA<<AA<AA<HA<<A<:&O ":
PIQ)*（&;/KL）

MN*MN：$O:<<HE<<HAEAH<EAAE<AHA<<HE:&O
P*Q)MN*MN：$O:EEHH<<E<A<HAAE<<HHAEEAEH:&O
B<@扩增反应体系总体积$%!7，扩增程序为：S$0T
&%M!（变性S’0T&%M!退火$$0T+()*!延伸

;!0T!()*）T&%M循环!;!0T$()*!’0保存。根
据目的片段的长短，以及引物的A(值进行设置退火
温度及延伸时间。B<@产物电泳鉴定电泳，紫外灯下
观察，图像分析系统扫描。

/ UNMQN-*K7DQQ)*8法蛋白条带测定 参照《分
子克隆实验指南》〔’〕进行操作。将药物血清处理过的

细胞，加单去污细胞裂解液（@FBH）冰浴’%()*。将细
胞刮下，’0，+!%%%8／()*，离心$()*，取上清，9DV-R
法测定蛋白含量，.!%0冰箱保存，临用时，各组蛋白
各取&%!8上样，进行"#":BHE4电泳和免疫印迹反
应，最后采用"WLN-M)8*P74<9发光剂荧光显色，X光
胶片曝光，观察蛋白条带。

S 统计学方法 @A:B<@、UNMQN-*:K7DQ结果采
用电脑扫描。所有数据采用方差分析及!检验，经

"B""S?%统计软件进行处理。

结 果

+ ’种中药复方对细胞传代代龄的影响 见表

+。与正常组比较，阳性药组、补肾组、益气组传代次数
增加（""%?%$），而健脾和活血药作用不明显。提示
补肾药、益气药与维生素4能够延长衰老细胞的寿
限。

表! 各组细胞传代代龄比较 （代，##Y$）
组别 % 代龄

空白 1 ’’?/Y%?/
正常 1 ’$?$Y%?1
阳性药 1 ’;?1Y+?%$
补肾 1 $%?/Y+?S$
益气 1 ’/?!Y!?&$
健脾 1 ’$?+Y+?$
活血 1 ’$?&Y+?%

注：与正常组比较，$""%?%+

! ’种中药复方对细胞周期的影响 见表!。
流式细胞仪检测结果表明，与正常组比较，补肾、益气

两组表现为E%／E+期细胞减少，"ZE!／3期细胞增
加，显示其有促进衰老细胞增殖的作用，而健脾、活血

两组表现不明显。
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表! 各组衰老细胞周期结果比较 （!）

组别 "#／"$期 %&"’／(期
空白 )*+,- $-+#.
正常 ))+,/ $$+#/
阳性药 ))+-’ $$+*)
补肾 .0+-) ’/+*’
益气 ..+,0 ’’+#*
健脾 ),+-# $#+.#
活血 ))+,/ $$+#/

- 0种中药复方对衰老相关细胞周期调控基因

1234表达的影响 见图$、’、-。256782表达显
示：与正常组比较，补肾、益气组7$*基因1234表达
明显下调；补肾组89:;<=>$1234明显下调；7834
基因1234以补肾组、益气组上调最明显。

图! 7$*256782产物琼脂糖凝胶电泳
注：(：分子量标准；$+空白组；’+正常组；-+阳性药组；0+

补肾组；/+益气组；*+健脾组；.+活血组；图’、-同

图" 89:;<=>$256782产物琼脂糖凝胶电泳

图# 7834256782产物琼脂糖凝胶电泳

0 0种复方中药对衰老相关的细胞周期调控基
因蛋白表达的影响 见图0。蛋白印迹条带显示，与
正常组比较，补肾组和阳性药组7$*蛋白表达明显下
调；各用药组89:;<=>$均有不同程度的下降，但以补
肾组、益气组最明显；7834蛋白条带则以补肾组上调
最明显。

图$ 7$*、89:;<=>$、7834蛋白印记表达
注：从左到右依次为$+空白组；’+正常组；-+阳性药组；

0+补肾组；/+益气组；*+健脾组；.+活血组；印迹的大小表示
蛋白表达量的多少，其中!6?:@<=为内参照

讨 论

正常人类的细胞，在体外组织培养的序列传代过

程中，逐渐丧失其增殖传代的能力，最终达到一种不可

逆的增殖停滞状态。这一现象是由A?9B;<:C及其同事
在$,*$年研究人类二倍体成纤维细胞时最早报道
的〔/〕。这种增殖停滞状态细胞，可保持代谢活力的稳

定状态，并能够维持数月甚至数年。这种似乎是无限

期的增殖停滞状态被命名为衰老（DE=ED:E=:E），而细胞
达到衰老状态时的传代次数称为寿限。衰老是由细胞

所经历的传代次数决定的，而与时间无关。一般来讲，

人类胚胎的成纤维细胞在达到衰老时，能够复制/#代
左右（FGFH;?@<G=IGHJ;<=KD，7>D），由于这种衰老是由
分裂传代而达到的，故将这一过程命名为复制衰老

（LEF;<:?@<MEDE=ED:E=:E）。细胞周期停滞是细胞衰老的
一个关键特征〔*，.〕，研究发现衰老细胞的>34含量与

"$期细胞的>34含量相同，因此认为衰老细胞停滞

于"$期，不能顺利进入%期。生长停滞状态可分为可
逆与不可逆两种。而细胞衰老是一种不可逆的生长停

滞。细胞周期"$期的关卡是衰老的关键调控点。
近年来对细胞周期的研究取得了许多突破性的进

展，发现并确立了细胞周期蛋白（:9:;<=）、细胞周期蛋
白依赖性激酶（:9:;<=IEFE=IE=@C<=?DE，8>N）和细胞
周期蛋白依赖性激酶抑制因子（:9:;<=IEFE=IE=@C<6
=?DE<=O<J<@GL，8NP）在真核生物细胞周期调控中的重
要作用〔)，,〕。细胞能够顺利进行细胞周期主要是由

8>ND的激活所介导的。8>ND主要通过与周期896
:;<=相结合形成复合物而被激活。不同的89:;<=68>N
调控细胞周期不同时相之间的转换，其中89:;<=周期
性积累与分解对细胞周期进程起着关键性作用。衰老
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细胞周期不可逆的停滞于!"期，!"期周期依赖性蛋
白激 酶#周 期 素 复 合 物 $%&’()*#$+,-，$%&’()+"#
$+,.／/活力受到抑制。研究发现，两种衰老细胞!"
期$+,抑制因子0"/和0-"的表达明显增高。年轻
细胞中导入0-"$10"、0"/12,.基因可出现衰老表现型，
因而3&$4))5’’认为0-"$10"和0"/12,.是细胞寿限的
关键调控基因〔"6〕。

本实验结果表明，与老龄加血清组（正常组）比较，

补肾、益气方药能够增加衰老细胞的传代次数，流式细

胞仪测试显示，补肾、益气方药对细胞进入7期有明显
的促进作用，表明该两种方药对衰老细胞周期有促进作

用。从基因892:表达和蛋白表达的角度来看，补肾、
益气中药对于增殖抑制基因0"/、$%&’()+"的892:和
蛋白的表达有下调作用，而对增殖促进基因0$2:的表
达有上调作用，提示补肾、益气中药对细胞的增殖活力

与细胞周期有促进作用，该作用可能是通过抑制0"/表
达，从而提高了周期蛋白，即周期蛋白依赖性蛋白激酶

（$%&’()#$+,）复合物的活性，进一步增加了视网膜神经
母细胞瘤蛋白;9<的磷酸化，引起了细胞增殖相关的一
系列基因的表达，最终推迟了细胞的寿限；而从本实验

的结果来看健脾、活血中药对上述基因表达的作用不

甚明显，推测其延缓衰老作用可能主要通过其他环节

而实现，其具体作用机制有待于进一步探讨。
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《中药新药与临床药理》杂志!""#年征订启事
《中药新药与临床药理》杂志是由国家食品药品监督管理

局主管，广州中医药大学主办的一份学术性杂志，是中药新药

开发和中药临床药理研究的核心刊物，为中国科技论文统计源

期刊。主要栏目有：论坛、专题报道、专家笔谈、临床研究、临床

用药、药效及毒理学研究、质量分析研究、工艺研究、中药现代

化、中药指纹图谱研究、不良反应与合理用药、新药介绍、新技

术与新方法、讲座、学术探讨、综述、论著摘要、药政法规、企业

之窗、信息、书评、国外药事、简讯等。

本刊为双月刊，逢单月-E日出版；每册订价"6元，全年/6
元，邮发代号：./#-"6。标准刊号1772"66?#>AC?，$2..#"?6C／

9，国外发行：中国国际图书贸易总公司（北京?>>信箱，本刊代
号./.AX3）。开户银行：中国农业银行广州市景泰办事处，帐
号：..#6/AE6"6.66666EC，帐户：中药新药与临床药理编辑部。
编辑部地址：E"6.6E广州市机场路"-号大院《中药新药与

临床药理》编辑部。电话：6-6\?/ECE.C?，?/ECE/"?，C/EE-?/A
*#8G(’：]]!GMK=&48=&)；]%S%’&!;P<=UPG)U]L4P=UM=&)

《中国中西医结合急救杂志》!""#年征订启事
《中国中西医结合急救杂志》系中国中西医结合学会主办、

天津市天和医院承办的全国性杂志（为中国中西医结合学会系

列杂志之一，由《中西医结合实用临床急救》杂志更名）。

本刊为双月刊，/.页，国际通用"/开大版本，C6克双胶纸
印刷。欢迎广大读者到当地邮局办理-66.年的订阅手续，邮
发代号：/\>?，定价：/̂>元／期，全年."̂.元。订阅本刊的读
者如果遇有本刊装订错误，请将刊物寄回编辑部调换，我们将

负责免费邮寄新刊。

《中国中西医结合急救杂志》已被国际著名检索系统———

俄罗斯《文摘杂志》（:D4H_121N1）列为来源期刊，并且已经进
入“中国期刊网”、“中国学术期刊（光盘版）”、“万方数据网络系

统（$L()G1)H4）”、“中文科技期刊数据库”、“58"-6=&48危重病
急救在线”和国家中医药管理局“中国传统医药信息网”。网址

为LQQ;：／／ZZZ=35M(&()5$L()G=&48。
地址：天津市和平区睦南道"--号天和医院内；邮编：

?666E6。
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