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四君子汤对D一半乳糖衰老模型小鼠心、肝、脑组织
MDA含量及端粒酶活性的影响
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摘要 目的 研究四君子汤(sJ)对D一半乳糖(D—gal)衰老模型小鼠心、肝、脑组织丙二醛(MDA)含量及

端粒酶活性的影响。方法60只小鼠分为5组，除正常对照组外其余4组采用10％的D—gal 0．019儋注射

于小鼠颈背部皮下，每日1次，连续6周，建立小鼠衰老模型；于造模同时，3个给药组(低、中、高剂量)分别

按69／(妇·d)、129／(妇·d)、249／(妇·d)的药量(容积为0．2ml／109体重)喂饲四君子汤，连续用药6周；正

常对照组和模型对照组喂饲同体积的蒸馏水。TBA比色法检测小鼠心、肝、脑组织MDA含量；PCR—ELISA

法检测小鼠心、肝、脑组织端粒酶活性。结果 与正常对照组相比，模型对照组小鼠心、肝、脑组织MDA含

量明显增加(P<0．01)，心、肝脏组织端粒酶活性明显降低(P<0．01)，脑组织端粒酶活性无明显变化(P>

0．05)；与模型对照组比较，3个给药组小鼠心、肝、脑MDA含量明显减少(P<O．01)，低、中剂量给药组小鼠

心脏组织端粒酶活性有升高的趋势，但差异不显著(P>0。05)，高剂量给药组小鼠心脏组织端粒酶活性明显

升高(P<0．05)；3个给药组小鼠肝组织端粒酶活性均无明显变化(P>0．05)；低、中剂量给药组小鼠脑组织

端粒酶活性无明显变化(P>0．05)，高剂量给药组小鼠脑组织端粒酶活性明显升高(P<0．01)。结论 四

君子汤能拮抗自由基损伤，减少D—gal衰老模型小鼠心、肝、脑组织MDA含量，并能提高其心、脑组织端粒酶

活性，但对肝组织端粒酶活性无影响。
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Abstract Objective To investigate the effect of Sijunzi decoction(SJZD)on malondiaIdehyde(MDA)

content and telomerase activity in heart， liver and brain tissues 0f D—galactose(D—gal)induced aging model

mice． Methods D—gal aging mice model was established by cervicodorsaI region subcutaneous inj ection with

10％D—gal once a day for six successive months．The model mice in the low一，middle—and high—dose SJZD treat—

ed groups were treated with SJZD in a dose of 6 g／kg，12 g／kg，24 g／kg per day respectiVely in the Volume of

0．2 ml／10 g for 6 successive weeks．While the mice in the normal control group(NCG，non—modeled)and the

model contr01 group(MCG，modeled but untreated)were treated with distilled water instead．The MDA con—

tent and telomerase activitv in heart，liver and brain tissues of mice was measured with TBA colorimetric method

and PCR—ELISA respectively．Results In MCG，the MDA content in heart，1iver and brain tissues was signifi—

cantly higher(P<0．01)，and the telomerase activity in hver and heart tissues was significantly lower(P<

0．01)but that in brain tissue was insignificant different to that in NCG(P>0．05)respectively．As compared

with MCG，the MDA content was significantly lower in the three SJZD treated group(P<0．01)．In compa“一

son of telomerase activity between MCG and SJZD treated groups，it was shown that in heart tissue，there was

an increased trend of the activity in the low—dose and middle—dose group，but with statistical insignificance(P>

0．05)，but it did show a significant increase in the high—dose group(P<0．05)；in liVer tissue no significant

difference was shown between the three SJZD treated groups and MCG(P>0．05)；as for that in brain tissue，

significant increase only shown in the high—dose group(P<0．01)．Conclusion SJZD can antagonize free radi—

calinjury，decreaSe the MDA content of heart，liver and brain in D—gal aging mice，and increase the telomerase

activitv in heart and brain tissues but with no effect on that in liver tissue．

作者单位：1．长春中医学院(长春130117)；2．河南中医学院；3．吉林大学

通讯作者：杨 靖，博士，Tel：043l 6172306，E—mail：dryan函ing@sohu．com

 万方数据



中国中西医结合杂志2005年6月第25卷第6期CJITwM，June 2005，V。1．25，No．6

Key words Sij unzi decoction；a酉ng；malondialdehyde；telomerase

四君子汤是中医学健脾益气的代表方剂，原方出

自《太平惠民和剂局方》，由人参、白术、茯苓、炙甘草组

成。功效补气健脾，用于治疗脾胃虚弱、气短乏力、语

言轻微、食少便溏。现代药理研究表明，四君子汤能提

高机体抗氧化酶活性，调节代谢、内分泌及免疫功能

等。本研究从衰老的自由基学说和端粒学说人手，采

用D一半乳糖(D—gal)衰老小鼠模型，观察四君子汤对其

心、肝、脑组织丙二醛(MDA)含量及端粒酶活性的影

响，并对其作用机理进行初步探讨。

材料与方法

1材料

1．1 动物 3月龄昆明种小鼠，雌雄各半，体重

22～289，由吉林省药品检验所实验动物中心提供，动

物合格证号：10—1008。实验室温度18～26℃，相对湿

度60％～20％，自然照明。实验前适应环境饲养1周。

1．2药物 人参(红参)、茯苓、白术(炒)、甘草

(炙)，由长春中医学院附属医院药局一次性购进，经生

药学鉴定均为合格药材。上述4味中药各取等分，煎

煮2次，药液浓缩成每毫升相当于0．69生药的浓度。

1．3试剂 D—gal(批号980923，上海试剂二厂产

品)，牛血清白蛋白(BsA中国科学院上海生化所产

品)，三氯乙酸(TCA，北京化学试剂公司产品)，正丁醇

(北京化学试剂公司产品)，端粒酶活性检测试剂盒(中

国联星实业有限公司产品)。其余均为国产分析纯。

1．4 仪器 恒温水浴(瑞典LKB公司)，PCR仪

(上海HEAL FORCE TCS一24)，酶标仪(Bio—Rad450)。

UV一120型分光光度计(日本岛津公司)，台式低温高

速离心机(德国HettichMIK022R公司)，DY89一I型玻

璃匀浆机(宁波新芝科器研究所)。

2方法

2．1模型制备按文献⋯方法操作。将D—gal溶

于注射用水，浓度10％，注射容量为0．01ml／g体重，

颈背部皮下注射，每天1次，连续6周。

2．2动物分组与处理小鼠随机分为5组：正常

对照组(N)、模型对照组(M)、四君子汤低剂量组

(sD)、四君子汤中剂量组(sz)、四君子汤高剂量组

(SG)，每组12只。模型对照组和SD、Sz及SG组小

鼠依法造模，正常对照组注射同体积的注射用水。在

造模的同时，SD、sz及sG组分别按69／(kg·d)、129／

(kg·d)、249／(妇·d)的给药量(容量为0．2ml／109体

重)喂饲四君子汤，连续用药6周。模型对照组和正常

对照组分别喂饲同体积的蒸馏水。实验6周后处死小

鼠，快速摘取心、肝、脑，在低温条件下进行新鲜组织匀

浆，离心，取上清检测。

2．3检测指标及方法 (1)MDA含量测定：TBA

比色法旧’，用分光光度法定量。具体操作如下：取样品

0．3 ml，加入20％的TcA 2．5 ml，边加边摇，混匀；加

入0．67％TBA 1．0 ml，再次摇匀，沸水浴30 min，流

水冷却至室温，加入正丁醇4．0 ml，振荡或颠倒混匀

数次。5000 r／min，离心10 min，吸取上清于535 nm

处比色。(2)端粒酶活性检测：采用PCR—ELISA法∞。。

操作步骤按试剂盒说明书进行。

2．4统计学方法实验结果采用SPSS 11．0版

本进行处理。两组问均数比较采用f检验；多组间均

数比较采用单因素方差分析。

结 果

1 各组小鼠心、脑、肝MDA含量比较见表1。

与N组比较，M组小鼠心、脑、肝MDA含量明显增加

(P<0．01)，与M组比较，SD、SZ、SG组小鼠心、脑、肝

MDA含量均明显减少(P<0．01)，减少的程度依次为

SG组>SZ组>SD组。

表1 各组小鼠心、肝、脑中MDA含量比较 (OD值，王±s)

注：与N组比较，‘P<0．01；与SD组比较，oP<0．01；与SZ组比

较，‘P<O．01；与M组比较，。P<0．01

2各组小鼠心、脑、肝组织端粒酶活性比较 见

表2。在心脏组织中，与N组比较，M组小鼠端粒酶

活性明显降低(P<0．01)；与M组比较，SD组和sz

组端粒酶活性无明显变化(P>0．05)，即低、中剂量的

SJ对心脏组织端粒酶活性无明显作用，而SG组的端

粒酶活性升高(P<0．05)，即高剂量的SJ能提高D—

gal衰老模型小鼠心脏组织端粒酶活性。在肝脏组织

中，与N组相比，M组小鼠端粒酶活性明显降低(P<

0．01)；与M组相比，3个SJ给药组的端粒酶活性无明

显差异(P>0．05)，即SJ对D—gal衰老模型小鼠肝脏

组织端粒酶活性无影响。在脑组织中，与N组比较，

M组小鼠端粒酶活性无明显变化(P>0．05)；与M组

比较，SD和SZ两组小鼠脑组织端粒酶活性变化均不
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明显，两者比较差异无显著性(P>0．05)，SG组小鼠

脑组织组织端粒酶活性明显增高，差异十分显著(P<

0．01)。

表2 各组小鼠心、肝、脑组织端粒酶活性比较(0D值，j±s)

组别n
组织端粒酶活性

b 肝 脑

注：与N组比较，+P<0．01；与sD组比较，6P<O．01；与sz组比

较，1P<0．01；与M组比较，6P<0．05，”P<0．0l

讨 论

近年来，国际医学界对端粒缩短和端粒酶缺乏与

衰老关系的研究十分活跃，认为人的正常体细胞分裂

次数达到界限(Hayflick界限)时，染色体端粒长度缩

短到一定程度，有丝分裂便不可逆地被阻断在细胞周

期的G，期和G’伽期之间的某个时期，这时的细胞便
进入了老化期，随后死亡¨3。研究证明，端粒与细胞寿

命的控制密切相关。人类端粒长度大约2～15kb，由

于存在末端复制问题，DNA每复制1次，端粒DNA就

会丢失50～200b1)，随着细胞分裂次数的增加，端粒

DNA进行性地缩短，缩短到一定限度后，便不能维持

染色体的稳定，细胞便失去了分裂增殖能力而衰老死

亡¨。，这种缩短就是衰老的标志。因此，端粒也被称为

细胞的“生命钟”，细胞的衰老决定着整个机体的衰老。

端粒酶是目前发现的惟一由RNA和蛋白质构成

的核糖核蛋白酶，具有逆转录活性，能够以自身的

RNA为模板合成端粒DNA。端粒酶的功能主要有

二：一是对端粒DNA的延伸作用；二是能够修复断裂

的染色体末端，通过修复，可使染色体保持完整，防止

染色体的相互融合、重组及其它损害，从而保持基因组

的完整和稳定。目前认为，细胞内的端粒酶缺失，导致

端粒缩短，当端粒缩短到一个“临界长度”，染色体的稳

定性便被破坏，其DNA双链可能断裂并激活细胞的

自身检验系统，这时细胞便进入了“M．期死亡状态”，

随后染色体进一步遭到破坏，如染色体重排，双着丝粒

染色体的形成和非整倍性变化等异常情况发生，细胞

便进入了“M，期死亡状态”，最终便是死亡的来临。

如果是端粒酶活性的相对缺乏造成了端粒长度的

缩短并诱导细胞衰老，可推测通过激活端粒酶活性来

维持端粒长度及稳定。减缓端粒缩短的速率而延缓细

胞衰老。但如果重新激活端粒酶，这些重新获得端粒

酶活性的细胞将可能成为永生细胞，继而衍变成癌症。

体外实验证实，端粒酶的表达及端粒完整性的维持并

不能逃避细胞周期关卡的控制，从而造成基因不稳定；

端粒酶使细胞永生化也能防止或逆转衰老细胞生理功

能的丧失，而不会引起与癌相关的其他改变¨。。重建

端粒酶活性可使人的细胞寿命延长，而不改变其特征

性表现。因此，找出延缓衰老、预防癌症的最佳治疗

点，并寻找其中的调控机制是关键所在。

四君子汤是健脾益气的代表方剂，也是缓衰保健

类方剂的基本方。方中人参、白术、茯苓、甘草均为《神

农本草经》之上品，有“轻身延年”之功效。现代药理研

究表明，四君子汤能拮抗自由基损伤，增加机体免疫功

能，调节代谢功能等。本研究结果显示，四君子汤能明

显减少心、脑、肝组织中MDA含量(但其变化与端粒

酶活性无显著相关性)，表明四君子汤在拮抗自由基损

伤方面有良好作用。四君子汤对D—gal衰老模型小鼠

组织端粒酶活性的影响有组织器官的差别，它能提高

D—gal衰老模型小鼠心、脑组织中端粒酶活性，而对肝

组织端粒酶活性无明显影响。出现这样结果的机理尚

需探讨。
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