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淋巴细胞基因表达谱揭示淫羊藿总黄酮重建

衰老免疫稳态的分子机制

陈 瑜! 沈自尹!! 陈伟华

摘要 目的：探讨淫羊藿总黄酮重建衰老免疫稳态的基因调控模式。方法：（&）采用流式细胞技术定量
分析老年组、年轻组及淫羊藿总黄酮组大鼠脾淋巴细胞凋亡百分率。（)）采用基因芯片技术分析各组淋巴细
胞基因表达谱。结果：（&）细胞凋亡百分率：老年组与年轻组比较，淫羊藿总黄酮与老年组比较，差异均有显
著性（!"$>$&）。（)）基因表达：与年轻组比较，老年组上调的基因有&&.个，下调的基因有)&?个。与老年
组比较，淫羊藿总黄酮上调的基因有%%@个，下调的基因有%?.个。涉及细胞凋亡、细胞增殖调控等方面。
结论：（&）以促凋亡基因表达上调、抗凋亡基因表达下调为主要特征的表达模式是衰老免疫稳态失衡的重要
基因背景。（)）淫羊藿总黄酮的作用规律在于逆转功能对立的促凋亡基因与抗凋亡基因、促增殖基因与抗增
殖基因在衰老淋巴细胞中表达的异常，重塑基因表达的良性平衡，重建衰老免疫稳态。
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衰老伴随着免疫稳态的打破，表现为免疫细胞数

量减少、增殖能力下降、免疫效能降低等。免疫衰老是

老年个体感染性疾病、肿瘤、自身免疫病等患病率、死

亡率增高的重要因素，亦是老年个体寿命预后的重要

参数。免疫稳态在衰老进程中的成功重建，将有助于

降低老年个体相关疾病的发病率、死亡率，提高生存质

量，延缓衰老〔&〕。

有研究表明，淋巴细胞过度凋亡及对凋亡刺激易

感性增高是衰老免疫稳态失衡的重要分子机制之
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一〔!〕。细胞凋亡参与了免疫衰老进程中淋巴细胞数量

的减少、增殖能力的下降及免疫效能的减低等，因此针

对细胞凋亡进行的有效干预将有助于衰老免疫稳态的

重建。故本研究拟对老年大鼠淋巴细胞即刻凋亡

（"#$%&’%($)"’#$#&$"*"）进行定量分析，并采用高通量
的基因芯片技术分析其基因表达谱。同时进一步观察

淫羊藿总黄酮（(#*+(,*)+-.’/$%$*,"，01）对淋巴细胞
凋亡及其基因表达谱的影响，目的是了解淫羊藿总黄

酮重建衰老免疫稳态的基因调控模式，以阐明淫羊藿

总黄酮重建衰老免疫稳态的分子机制。

材料与方法

2 动物分组 实验用清洁级34大鼠56只由复
旦大学动植物科学部提供，!5月龄，雌雄各半，随机分
为两组，即老年对照组、淫羊藿总黄酮组，每组27只。
淫羊藿总黄酮组给予01灌胃，老年对照组同时给予
蒸馏水灌胃，灌胃时间为5个月。另设8月龄34大
鼠9只作为年轻对照组。所有动物乙醚麻醉，无菌取
脾，分离脾脏淋巴细胞。

! 药物制备 采用辽宁产朝鲜淫羊藿（0#*+(,*:
)+;(<(’%)+=’>’*），由上海市医药工业研究院中药
室提取淫羊藿总黄酮，实验时用蒸馏水配制为5?／

266+.的溶液，根据每天6@6A?／>?体重灌胃。

5 试剂 淋巴细胞分离液为BC+#D$.C&(:E’&
（FB7687，F04GEBG=0，FG=G4G）；细胞凋亡检测
试剂盒G%%(H*%I:1JKF’#$#&$"*",(&(L&*$%>*&（M4
M*$"L*(%L(，N3G）；基因表达检测所需试剂：KEJO$.
E(’?(%&（PJMFQ MEB，B*-(&(LD%$.$?*("，N3G）；

E%(’"CR*%*;*&（S*’?(%，P(<+’%C）；采用P(%(FD*#
K9:$.*?$（,K）#<$+$&(<#<*+(<;*&及3)#(<"L<*#&!
EK合成L4G=第一链；采用0%O$M*$G<<’CT*?DU*(.,
E=GK<’%"L<*#B’V(.*%?;*&5（G--C+(&<*H，N3G）合成
生物素标记的LE=G；采用P(%(LD*#3’+#.(F.(’%)#
R$,).(纯化生物素标记的LE=G；采用K("&5G<<’C（

G--C+(&<*H）进行预实验，以确定M*$&*%:.’V(.(,LE=G
质量。K("&FD*#检测之后，采用E’&P(%$+(N58G
G<<’C（G--C+(&<*H），对各组LE=G样品进行检测。

8 细胞凋亡百分率检测 采用流式细胞仪，WM3
洗涤淋巴细胞!次，以2XV*%,*%?V)--(<调整细胞浓
度为2X26A个／+.；取266".样品，加入7".G%%(H*%I
和7".WJ；轻微混匀细胞，!7Y暗室孵育27+*%；每份样
品中加入866".2XV*%,*%?V)--(<；流式细胞仪检测分
析G%%(H*%I（Z）、WJ（[）的细胞百分率。

7 淋巴细胞基因表达谱检测 采用基因芯片检

测并比较分析老年对照组和年轻对照组、淫羊藿总黄

酮组和老年对照组差异表达的基因。具体方法如下：

细胞内总E=G抽提、纯化、鉴定及定量之后，合成L4:
=G第一链、第二链。双链L4=G产物纯化后，采用

0%O$M*$G<<’CD*?DC*(.,E=G&<’%"L<*#.’V(.*%?>*&5合
成生物素标记的LE=G。进一步对LE=G产物进行定
量和鉴定后，进行LE=G产物的片断化，片断化后的

LE=G 即可用于杂交。杂交反应在 DCV<*,*O’&*$%
Q/(%A86（’--C+(&<*H）中进行。进一步洗涤及染色，反
应在-.)*,*L""&’&*$%866（’--C+(&<*H）中进行，采用

\’"D*%?V)--(<G、\’"D*%?V)--(<M进行洗涤；采用

3&<(#&’/’,*%#DCL$(<C&D<*%"&’*%"$.)&*$%进行染色。采
用"L’%%(<（’--C+(&<*H）进 行 扫 描，扫 描 过 程 在

G--C+(&<*HR*L<$’<<’C3)*&(7@6的控制下进行。

A 数据处理

A@2 凋亡细胞百分率采用均数]标准差表示，
用3W3322@6-$<\*%,$\"软件包，!检验进行统计学
处理。

A@! 基因芯片检测数据采用’--C+(&<*H+*L<$’<:
<’C")*&(7@6软件分析。数据分析采用3&’&*"&*L’.G.:
?$<*&D+。在对单个样本表达分析的前提下，即根据

"!6@68为显现；6@68#6@6A为临界；"6@6A为缺失，
进一步进行两组间比较，根据"*?%’..$?<’&*$’’（3BE）
判断。3BE"2（即表达倍数"![2）为表达上调，有统
计学意义；3BE![2（即表达倍数!![2）为表达下
调，有统计学意义。

结 果

2 淫羊藿总黄酮对老年大鼠淋巴细胞细胞凋亡
的影响 见表2。老年对照组脾淋巴细胞凋亡百分率
显著高于年轻对照组，提示老年大鼠体内淋巴细胞存

在过度凋亡；淫羊藿总黄酮组与老年对照组比较显著

降低，提示淫羊藿总黄酮可显著干预老年大鼠免疫稳

态失衡的重要机制即淋巴细胞过度凋亡，具有老年大

鼠重建免疫稳态的作用。

表! 各组大鼠脾淋巴细胞凋亡百分率比较 （^，##]$）
组别 % 细胞凋亡百分率

年轻对照 9 26@_2]A@96$
老年对照 9 !7@‘2]_@22
淫羊藿总黄酮 9 22@_7]8@5‘$

注：与老年对照组比较，$"!6@62

! 5组大鼠淋巴细胞基因表达谱比较 老年对
照组与年轻对照组比较，表达上调的基因有22A个，表
达下调的基因有!27个。老年大鼠淋巴细胞特征性的
基因表达模式有以下特点：（2）具有促进细胞凋亡作用
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的基因表达显著上调，如：参与细胞凋亡发生中心控制

和效应环节的!"#$"#%&、!"#$"#%’；!"&$"()!、*)"#%"、

+,-*%&."、/)($’0、$12等，具有抗凋亡作用的基因如

-".3%$#()/、4."&等表达显著下调。（5）具有抗增殖
作用的基因表达显著上调，如67、").(8$9:&(;%9".(<%;"!8
.:9（/=>0）等。具有促进细胞增殖作用的基因表达显
著下调，如!8?@!、!8;:#、<8AB)、C89";；6D!’5、-@!&()/0、

-@!&()>8"##:!(".%*E()"#%等。（’）参与淋巴细胞活化
增殖及免疫反应等基本信号通路的组成元件中，多个

重要信号分子的表达显著下调，如酶关联受体信号途

径重要信号分子 F%9()%／=39%:)()%$9:.%()E()"#%、

!C4+*%$%)*%).$9:.%()E()"#%、-"5G／!"&?:*B&()8*%8
$%)*%).$9:.%()E()"#%5、#$&%%).@9:#()%E()"#%、():#(.:&
.9(#$3:#$3".%9%!%$.:9#B7.@$%’（H+’6）、6C-$9:.%()
E()"#%D"??"、DB")B&".%!@!&"#%、$9:.%()8.@9:#()%8$3:#8
$3"."#%等。（1）免疫细胞效应及功能的基本调节因子
表达异常，如4I-#类抗原表达显著上调，4I-!类
抗原表达显著下调；HJK8"及-L51表达显著下调等。

’ 淫羊藿总黄酮对老年大鼠淋巴细胞基因表达
的影响 淫羊藿总黄酮干预后的老年大鼠淋巴细胞基

因表达谱与老年对照组比较，表达上调的有112个，表
达下调的基因有1MN个，淫羊藿总黄酮调控老年大鼠
淋巴细胞基因的作用模式有如下特点：（0）显著下调促
凋亡基因的转录的同时显著上调抗凋亡基因的转录。

如具有促进细胞凋亡作用的基因!"#$"#%0、!"#$"#%5、

!"#$"#%’、!"#$"#%N、!"&$"()#!".3%$#()I、!".3%$#()F、

*)"#%"、+,-*%&."等在淫羊藿总黄酮组的表达显著下
调。与此同时，-".3%$#()/、4."&、KJ8E"$$"/、K:.!3
等具有抗凋亡作用的基因表达显著上调。（5）淫羊藿
总黄酮可调节细胞增殖相关基因的表达，具体表现在：

显著上调促进细胞生存及增殖的!8AB)、+-KC、C89";；

6D!’5、-@!&()>8"##:!(".%*E()"#%等基因的转录，同时
显著下调抗增殖的67等基因的转录。（’）淫羊藿总
黄酮显著上调淋巴细胞活化及免疫效应相关的基本信

号传导组成元件中多个信号分子的表达，如F%9()%／

=39%:)()%$9:.%()E()"#%、F%9()%／=39%:)()%$9:.%()E(8
)"#%（$(?’）、F%9()%／=39%:)()%$9:.%()E()"#%（.$05）；

!C4+*%$%)*%).$9:.%()E()"#%、+H’,、():#(.:&.9(#$3:#8
$3".%9%!%$.:9#B7.@$%’（H+’6）、+H’,6%!%$.:9、$9:8
.%()8.@$9:#()%8$3:#$3"."#%、$9:.%()E()"#%-8%."、$9:.%()
E()"#%等基因的转录在淫羊藿总黄酮显著上调。（1）
淫羊藿总黄酮显著上调免疫细胞效应及功能的基本调

节因子的表达，如淫羊藿总黄酮显著上调-L5、-L’、

-LM、=-6、HO85、HO856（-L5M）、-L5P、-=OC1等基因

的表达。

因此，淫羊藿总黄酮在上调抗凋亡基因转录的同

时下调促凋亡基因的转录；在上调促增殖基因转录的

同时下调抗增殖基因的转录；上调促进淋巴细胞活化

信号传导、免疫效应调控等基因的转录。

讨 论

老年大鼠脾淋巴细胞基因表达谱呈现这样的特

征：促凋亡基因表达上调的同时抗凋亡基因表达下调；

促增殖基因表达下调的同时抗增殖基因表达上调；多

个促进细胞活化增殖信号传导、促进免疫应答的基因

表达显著下调。衰老淋巴细胞基因表达的总体趋势是

促进凋亡、抑制增殖。这一研究结论与我们以往的研

究结论相一致〔’QM〕。

淫羊藿总黄酮显著降低老年大鼠淋巴细胞的过度

凋亡。淫羊藿总黄酮的作用涉及细胞凋亡、细胞增殖、

信号传导、免疫效应等多组功能基因群，而对促凋亡和

抗凋亡相关基因群表达的协同调控作用尤为突出。以

-"#$"#%家族与KJ8E"$$"/为例，-"#$"#%家族各成员
的动员，是细胞凋亡的关键环节即中心效应及控制环

节，被喻为细胞凋亡的“发动机”〔N〕。相反，-"#$"#%家
族促凋亡级联效应受到另一重要功能基因KJ8$/的
有力对抗和制约。KJ8$/是调控一系列与免疫细胞增
殖、分化及免疫功能有关基因表达的重要转录因子〔2〕。

因此，在细胞凋亡的启动阶段，KJ8$/诱导的迅速的细
胞防御机制对于阻断细胞死亡信号传导是必要的。可

喜的是，淫羊藿总黄酮在下调细胞凋亡关键的执行蛋

白酶!"#$"#%0、!"#$"#%5、!"#$"#%’、!"#$"#%N基础表达的
同时，显著上调了抗凋亡关键转录因子KJ8$/的转
录，体现出协同调节功能相反的抗凋亡基因及促凋亡

基因表达的作用模式，最终体现出抗凋亡的效应。

我们曾采用皮质酮大鼠激活诱导的=细胞凋亡
模型研究了淫羊藿总黄酮调控细胞因子及相关基因表

达的分子机制〔P〕，结果表明淫羊藿总黄酮显著下调激

活诱导的=细胞过度凋亡，同时上调抗凋亡基因7!&85
等的转录，下调促凋亡基因J"#&、=KJ60等的转录，显
著降低-"#$"#%P、-"#$"#%’的活性。显示出淫羊藿总
黄酮调控凋亡相关基因表达的作用特点。本研究进一

步采用全基因组分析的基因芯片技术观察到老年大鼠

淋巴细胞增殖与凋亡基因表达失衡，而淫羊藿总黄酮

恰是在老年大鼠基因表达谱的基础上，表现为逆转了

功能对立的各个增殖与凋亡调控基因的表达，从而重

塑基因表达的平衡，体现出淫羊藿总黄酮重建衰老免

疫稳态的分子机制及作用规律。同时淫羊藿总黄酮所
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具有的多基因调控优势可避免单个基因强行干预延缓

衰老所存在的弊端〔!〕。因此，我们这一研究是从多基

因研究到基因表达谱的延伸，不仅丰富了对药物作用

机制的认识，同时为今后的研究奠定了良好的基础。
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中西医结合医疗之进展与前景专题研讨会于BCCM年""月L日在台北“国际会议中心”成功举办，这是台湾历史上第一次将中
西医结合纳入作为台湾主流医学的医学周的活动中。

参加医学周中西医结合活动的学者，有来自台湾最著名的台大医学院前院长扬思标教授、现任院长“中央研究院”院士陈立信

教授、台大医院院长戴东原教授、台湾中西整合医学会秀传医疗体系黄明和董事长、台湾中西整合医学会秘书长李春兴博士、台湾

“中国医药大学”校长叶纯甫教授、台湾“中国医药大学”教授中医师公会联合会理事长林昭庚教授、台湾“中国医药大学”中医学院

院长蔡辅仁教授、台湾针灸医学会张永贤理事长等，并特邀大陆中国科学院院士、中国中西医结合学会会长陈可冀教授、中国中西

医结合学会副会长兼秘书长陈士奎教授、北京医院中西医结合专家李文瑞教授、中国中西医结合杂志社常务副总编陈维养教授及

中国中医研究院西苑医院张京春副主任医师等，美国加州洛杉矶分院东西方医学中心许家杰教授、日本北里东洋医学综合研究所

所长花轮寿彦教授、台湾秀传纪念医院梁永昌副院长等参加。

陈可冀教授全面阐述了中国老年学研究的重大问题和对策，陈士奎教授详细地介绍了中国大陆中西医结合的现状。李文瑞教

授讲述了糖尿病中西医结合的研究进展。张京春副主任医师介绍急性心肌梗死的治疗进展。许家杰教授介绍了目前美国中西医

结合教育现状，花轮寿彦教授对日本中医药现状也作了深入地评述，梁永昌副院长饶有兴味地谈到了近期台湾医学界访问美国医

学界的见闻和感想。

会议产生了极大的轰动，为进一步扩大影响，""月!日在台南奇美医学中心由台湾中西整合医学会组织了第二场报告会。并
听取了台南市立医院中医部主任关于目前临床教学科研报告。

各地专家学者聚集一堂，交流各自在中西医结合领域的学术成果，分析目前台湾中西医结合现状，探讨如何借鉴大陆较为成熟

的中西医结合经验及梯队建设，为进一步完善台湾中西整合医学教学、科研、医疗体系共商对策。两岸学者一致认为需要加强两岸

学者的沟通交流。中国中西医结合学会与台湾中西整合医学会决定从明年开始将每年在两地交替召开一次海峡两岸的研讨会，为

弘扬中医药这一华夏子孙的共同遗产作贡献。

（张京春）
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