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淫羊藿总黄酮保护衰老细胞端粒长度缩短
的实验研究
胡作为 沈自尹 黄建华

摘要 目的 探讨淫羊藿总黄酮(EF)延缓人胚肺二倍体成纤维细胞衰老以及保护端粒缩短的作用机

制。方法 采用含EF的血清对人二倍体成纤维细胞2BS细胞株进行处理，观察2BS细胞寿命；采用荧光实

时定量PCR法检测p16基因mRNA的表达；ELISA法检测细胞视网膜母细胞瘤(retinoblastoma，Rb)蛋白

和磷酸化Rb蛋白的含量；TRAP—Hyb单管一步法检测细胞端粒酶活性；端粒限制性片段(TRF)Southern

blot法检测2Bs细胞端粒长度变化。结果 淫羊藿总黄酮能够延长2Bs细胞的传代寿命；下调2Bs细胞

p16基因mRNA的表达；增加磷酸化Rb蛋白的含量；延缓衰老细胞端粒长度的缩短，而不是激活细胞端粒

酶活性。结论 2Bs细胞衰老时，p16基因mRNA的表达增加，磷酸化Rb蛋白含量减少，细胞端粒长度缩

短；淫羊藿总黄酮可能通过抑制p16基因表达，促进磷酸化Rb蛋白的产生，从而延缓衰老细胞端粒长度的

缩短，具有延缓细胞衰老的作用，而不是通过激活细胞端粒酶的活性。
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Objective To investigate the mechanism of senescence delay of human diploid fibroblast(2BS)and pro—

tecting telomere length by epimedium flavonoids(EF)． Methods The drug sera of EF were used to treat the

2BS．The population doublings of 2BS cells were obserVed，the mRNA expression of p1 6 gene were determined

by fluorescence real—time quantitative RT—PCR， the telomerase activation of 2BS cells were determined by

TRAP—Hyb，the total retinoblastoma(Rb)and phosphorated Rb protein content were detected by ELISA，the

telomere 1ength of 2BS cells were determined by telomere restricti。n fragment(TRF)Southern blot assay．Re-

sults EF could significantly extend the population doublings of 2BS cells，the expression of p16 mRNA was de—

creased and the content of phosphorated Rb protein were increased by EF．The telomere lengthening of 2BS cells

were improved by EF，but the telomerase was not activated． Conclusion In senescence human fibroblasts 2BS

cells，p16 gene mI己NA expres§ion increased， content of phosphorated王之b protein decreased and the telomere

length of 2BS shortened，EF might delay the aging of ceUs through inhibiting the p1 6 gene expression，promot—

ing the production of phosphorated Rb protein and to protect the length of telomere， but not activating the

telomerase．

Key words Epimedium flavonoids，senescence；human diploid fibroblast；p16；retinoblastoma；telomere

length；telomerase
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是人类细胞特异性的衰老生物学标志，而有关端粒的

重建，即延缓端粒的缩短，则成为延缓细胞衰老的根本

目的。我们长期研究表明u“一，肾虚与衰老具有相同

的神经一内分泌一免疫(neuro—endocrino—immune，

NEI)网络功能低下，而含有淫羊藿的温补肾阳类复方

可以提高NEI网络功能；而且在延缓衰老方面淫羊藿
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总黄酮(epimedium flavonoids，EF)可以代表温。肾复方。

因此我们采用国际上公认的细胞衰老模型，探讨EF

延缓衰老的分子机制及调控环节。

材料与方法

1 实验动物 清洁级雄性sD大鼠50只，体重

(250．0±12．5)g，由复旦大学医学院动植物科学部提

供。

2药物 辽宁产朝鲜淫羊藿，由上海市医药工业

研究院中药室提取EF，实验时以蒸馏水配制为1．59／

100ml。

3 试剂和仪器 Trizol Reagent试剂盒为美国

Invitrogen公司产品。SYBR GREEN Real Time PCR

Protocal试剂盒为美国PE公司产品。总Rb及磷酸化

Rb蛋白ELISA检测试剂盒为美国Biosourse公司产

品。端粒酶活性检测试剂盒购自华美生物工程公司。

GeneAmp 5700 Sequence Detection System实时定量

PCR仪为美国ABI公司产品。

4 实验方法

4．1 含药血清制备 大鼠随机分为空白对照组

和用药组。用药组EF按每天0．069／kg体重灌胃；每

天上午、下午各1次，连续3天。灌胃给药第3天末次

给药lh后，麻醉，无菌心脏采血，无菌分离血清，过滤，

分装，置于一20℃冰箱保存备用。临用时56℃灭活

30min，以10％加入培养基中。空白组以生理盐水代

替EF制备血清。

4．2细胞寿命实验 常规培养，用MEM培养

基。2BS人胚肺二倍体成纤维细胞株(北京生物制品

研究所提供)分组为：空白血清组(KB组)、含药血清

对照组(EF组)，年轻组(zH组)。EF组在培养基中

补充10％含药血清，待细胞长满(铺满单层)时以1：2

比例进行传代，并记为一代。空白组以空白血清代替

含药血清。当细胞传代连续4周后不能够融合长满，

则记为最后一代。本实验以30代细胞为年轻细胞，50

代为老年细胞。

4．3 实时定量PCR检测p16基因mRNA表达

按Trizol Reagent试剂盒说明提取细胞总RNA，测

A260／A280为1．7～1．9。引物序列：上游引物GCT—

GATGCTACTGAGGAGCCA，下游引物CCATCAT—

CATGACCTGGTCTTCT，由上海生物工程公司使用

美国PE公司391型DNA自动合成仪合成。阳性标

准模板的制备：取逆转录反应产物cDNA 5扯l，加入上

下游引物、TaqDNA多聚酶、dNTPs、DMSO等，在

9600PCR仪上进行。荧光实时定量PCR测定：采用

SYBR GREEN Real Time PCR Protocal，同时将定量模

板梯度稀释，做标准曲线，在GeneAmp 5700 sequence

Detection system进行扩增。反应结束后将样本与标

准曲线对比得到p16基因mRNA表达的拷贝数。

4．4 ELISA法检测总Rb和磷酸化Rb的含量

抽提蛋白：收集细胞；细胞裂解液溶解细胞，置冰上

30min，离心；转移至离心管中，4℃13 000r／min，离心

10min。ELISA检测：按试剂盒说明书操作。

4．5端粒酶活性检测 主要分细胞端粒酶的提

取，端粒重复序列扩增和产物杂交检测3个步骤，具体

操作按端粒酶活性检测试剂盒说明书操作。

4．6 端粒限制性片段(TRF)Southern bIot法检

测2Bs细胞端粒长度 收集l×106个细胞，抽提基因

组DNA，A260／A280为1．9左右。限制性酶切、消化基

因组DNA：基因组DNAl5肚1，H，O 65扯1，10×NEB

bufferⅡ10肚l，RsaI 5”l，HinfI 5肛l，RNAse A(10mg／

m1)0．02肚l，37℃消化过夜，用0．25mol／L HCl过夜预

处理胶盒、瓷盘和梳子，在20cm×20cm 0．7％琼脂糖

凝胶中点3_ug已消化的DNA样品，电泳，紫外灯下观

察并拍照。凝胶在0．25mol／L HCl中脱嘌呤30min，

在1．5mol／L NaCl，0．5mol／L NaOH中浸泡各30min，

在lmol／L T“s 7．4，1．5mol／L NaCl中浸泡各30min，

轻轻摇动。Southern转移过夜。从凝胶上取出滤膜，

用saran wrap包好，在紫外交联仪中交联固定。取出

滤膜，在盛水的瓷盘中漂洗。将滤膜放在杂交管中，加

入50m1预杂交液，密封。放入杂交炉中，60℃封闭

0．5h。将所有纯化后的探针加热至100℃10min，立

即插入冰水中，然后加入杂交管5ml杂交液，60℃孵育

过夜。从杂交管中取出滤膜，在60℃预热的wash so一

1ution(0．5×SSC+0．5％SDS)中漂洗，15min×3次。

盖葛计数器进行探测端粒信号。用saran wrap包住

滤膜，磷屏曝光过夜，磷屏扫描成像仪成像。

5统计学方法所有数据均以孟±s表示，采用

方差分析及￡检验，由SPSS 11．0统计软件处理。

结 果

1 含EF血清对2Bs细胞传代次数的影响 见

表1。EF处理2BS细胞，其传代次数比空白血清组明

显增加，差异有显著性(P<0．01)。

表1 EF对2BS细胞传代次数的影响 (次，j±s)

注：与KB组比较，”P<0．01
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2 含EF血清对2Bs细胞p16 mRNA表达的影

响 见表2。KB组与ZH组比较2BS细胞p16 mR—

NA表达明显增加，差异有显著性(P<0．01)。EF组

与KB组比较，p16 mRNA表达明显降低，差异有显著

性(P<0．01)。

表2 EF对2BS细胞p16 mRNA表达的

影响 (平均拷贝数，f±s)

注：与zH组比较，+P<O．01；与KB组比较，“尸<O．ol；表3，4 f司

3 含EF血清对2BS细胞磷酸化Rb含量的影响

见表3。zH组2Bs细胞的磷酸化Rb蛋白含量明显高

于KB组，差异有显著性(P<0．01)；EF组2Bs细胞

的磷酸化Rb蛋白水平明显高于KB组，差异亦有显著

性(P<0．01)。

表3 EF对2Bs细胞磷酸化Rb含量的影响 (j±s)

组别 ” 2Bs细胞磷酸化Rb含量(u／m1)

4 含EF血清对2BS细胞端粒酶活性的影响

本实验采用TRAP—Hyb单管一步法检测2Bs细胞的

端粒酶活性，结果显示ZH组和KB组的细胞没有检

测到端粒酶活性，EF组也没有激活端粒酶活性。

5含EF血清对2BS细胞端粒长度的影响 见

表4、图l。KB组与ZH组比较，2BS细胞的端粒长度

明显缩短，差异有显著性(P<0．01)；EF组与KB组

比较，2BS细胞端粒长度明显延长，差异亦有显著性

(P<0．01)。

图1 含淫羊藿总黄酮血清对2BS细胞端粒长度的影响

注：ZH：年轻组：EF：含药血清对照组：KB：空白血清对照

组：M：分子量标示

表4 含EF血清对2BS细胞端粒长度的影响 (．r±s)

讨 论

细胞是机体的基本组成单位，机体的衰老始于细

胞衰老。细胞和生物体一样，有一定的寿命，正常人的

二倍体成纤维细胞在体外培养条件下，经历有限的分

裂次数，进入一种不可逆的增殖停滞状态，因此2BS

细胞是国际公认的人类细胞衰老模型，同时其寿命试

验亦是细胞水平上抗衰老研究所必须。

端粒是真核细胞染色体末端的特殊结构，在正常

细胞分裂过程中，端粒自然逐渐缩短，当端粒缩短到一

定的极限，细胞不再分裂，也不能传代，细胞走向衰老、

死亡。端粒的功能是完成染色体末端的复制，起着保

护染色体末端的作用。人体细胞端粒长度随年龄增加

而缩短，因此端粒长度是人类细胞特异性的衰老生物

学标志。

影响端粒长度可以通过p16基因或端粒酶的途

径。p16基因是一种重要的抑癌基因，也是控制衰老

进程的主导基因，p16基因的激活通过降低pRb蛋白

磷酸化水平，来缩短端粒长度，加速衰老进程。端粒酶

位于端粒末端，其功能是合成端粒中重复DNA序列

加到端粒末端而维持端粒的长度，以抵消端粒随细胞

分裂的不断缩短，可能延缓衰老进程。但大多数正常

体细胞不表达端粒酶活性，而且端粒酶的激活有导致

细胞永生化及癌变的可能。

童坦君等b’叫报道将p16基因的重组载体导入成

纤维细胞，使得p16高表达，结果细胞衰老加快；但将

其反义重组载体导入细胞后，抑制了p16的表达，提高

了pRb蛋白的活性，而非激活端粒酶起作用，这样就

不至于发生细胞永生化而癌变的可能。结果与衰老相

关的端粒缩短减慢，衰老速度减慢，细胞寿命延长。

中医学认为肾藏精，肾中精气之盛衰决定着机体

的生长发育和衰老。李时珍日：“淫羊藿味甘气香，性

温不寒，能益精气，乃手足阳明三焦命门药也”。我们

多年研究证明。肾虚与衰老具有相同的NEI网络功能

低下¨。，而EF在衰老时T细胞过度凋亡及其基因调

控过程中，可以代表补肾复方保护NEI网络功能H’。

本研究采用EF进行的寿命试验，使2Bs细胞的传代

次数由53代延长至64代，效果明显。与此同时，观察

到EF亦是抑制了p16基因表达，提高pRb蛋白的活

性，而非激活端粒酶的活性，由此保护了衰老时端粒长
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度的自然缩短。这比对单基因进行重组改造而获得长

寿的方法远为生理而安全∽’。迄今尚未见有中药有效

成分调节端粒长度的报道。

我们采用基因芯片技术、9。，分别比较EF、补肾及

活血复方对老年大鼠HPAT轴基因表达谱的影响，结

果显示EF是通过NEI网络下行通路这一模式而激活

免疫系统，从而延缓免疫衰老。本研究从端粒、端粒

酶、p16基因与衰老的关系这一角度进一步阐明EF延

缓衰老的作用机制。
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《秦伯未医学名著全书》
定价158．00优惠价136．00

理论高深说理透彻 临床实用 思路开阔

上篇增补《谦斋医学讲稿》(新增37篇)

中篇谦斋专著汇编 《治疗格律》
《中医入门》、《中医临证备要》、《内经类证》

《清代名医医案精华》、《金匮要略杂病浅说》

《清代名医医话精华》、《内经知要浅解》
下篇谦斋医案荟萃内科、妇科、儿科、膏方

四十余年研究成果大总结 数十位学科带头人大手笔
《中国中西医结合I陆床全书》

定价480．00元优惠价：288．00元
上下两卷 16开豪华精装 700万字 3000余页

顾 问 崔月犁董建华 陈可冀 尚天裕高辉远 名誉主编 陈敏章主编李恩

我国中西医结合全科临床经典权威巨著，全书包括临床十一个学科(内、外、妇、儿、骨伤、皮肤、五官等)近千种病

症，每病按概述、病因病理、临床表现、实验室及其他检查、并发症、诊断与鉴别诊断、中医辨证、西医治疗、中医治疗、
中西医结合治疗，预防护理等项详述，有的还专列中西医结合研究一项，内容宏富、资料翔实、兼收并蓄、实事求是，是

迄今为止较为系统、全面、权威的中西医结合临床专著。该书问世后，好评如潮，连年畅销。

《谢海洲医学文集》
定价96．00元 优惠价：80．OO元

全书共分八篇，其中“医药丛谈篇”包括医学丛沦、方药漫

谈等；“专病论治篇”包括脑髓病论治和神志病、痹证及杂证论

治；“医案医话”篇收载56种病证医案和32则医话；“方药纵横

篇”包括中药选注，良方选注，常用中成药及自选良方四大部

分。涉及医药领域的各个方面，全面反映谢老深邃的医药理论、

丰富的临床经验、独特的学术见解和曲折的从医轨迹。

感经典震撼～陪千年医理

中医四大经典示范教学VCD
每门课程1500元优惠价1050元全套4000元

伤寒论(70盘) 金匮要略(80盘)

内 经(77盘) 温病学(72盘)

北京中医药大学等七所院校相关学科带头人主讲，配有中文字幕，

课堂学术氛围浓厚，闪光点频频迸发，看光盘如身临其境，亲耳聆听知名

教授、名师妙趣横生的讲授。

邮购办法：免费邮寄，汇款地址：北京39支局三想医药书店(北京五棵松·解放军医学图书馆内)。邮编：100039；联系人：张岩；

咨询电话：(010)68234503、68234504(传真)；66931860，备有书店详细书目(万余种医学图书可供选购)，函索即寄。
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