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补肾复方对慢性疲劳综合征线虫模型的影响

聂立锦$蔡外娇$张新民$沈自尹

摘要$目的$以各种应激状态在线虫上模拟应激疲劳综合征!

D@H1.=D I<J=A-/ KC.LH1;/

"

'MN

#"评估

补肾复方对成年线虫应激生存状态及整体寿命的影响$ 方法$在高%中%低浓度!

8""

%

!8"

%

#"" ;AGO

#补肾

复方干预下"观察成年线虫对体外环境的热应激!

&8

%#%氧化应激!

!8" !AG;O

#及体内毒性蛋白应激

!

P"

#

"

$!

转基因突变株
'O$#6%

#的耐受能力和平均存活时间"评估补肾复方对正常状态下线虫平均生存时

间!

!8

%#%

!" K

运动距离%

&" K

咽泵运动频次及生殖能力的作用效果$ 结果$与对照组比较"补肾复方干

预各组均能增加线虫热应激存活时间!

Q R"

!

"#

#&高%中浓度干预组可增加线虫氧化应激存活时间"减轻蛋

白毒性作用"延长线虫生存时间!

Q R"

!

"#

"

Q R"

!

"8

#&高浓度干预组亦能增加线虫的运动距离和咽泵运动

频次!

Q R"

!

"#

#$ 各组间生殖能力比较"差异无统计学意义!

Q S"

!

"8

#$ 结论$补肾复方能增强线虫对内

外环境压力的应激能力"延长线虫寿命的同时不干扰线虫正常生殖"提高生命质量"为补肾复方在防治
'MN

方面的进一步机制探索及药理研究奠定基础$

关键词$应激&秀丽线虫&补肾复方&慢性疲劳综合征
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$$应激是机体对各种内外环境的损伤因子产生应答 和自我修复调节的整体反应过程' 适度刺激可激活下

丘脑 "垂体 "肾上腺轴(

@CT1J@<2<;=D

#
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)和神经 "内分泌 "免疫 $
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% 网络"提高机体的适应

能力&而过强或过长时间的刺激会造成机体
XQP

轴紊

乱"蛋白错误折叠等进而引发多器官受损"

4:)

网络功

能失衡"导致慢性疲劳综合征$
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%"并诱发早衰及多种其他伴随疾病如老年

痴呆症等"甚至诱发猝死"严重降低寿命预期"影响生命

质量(

#

)

' 目前现代医学对此尚无有效防治措施' 中医

学将
'MN

归为*虚劳+脏躁,等范畴"临床多以补肾复方

为主"疗效较佳"从临床补肾为主的治疗方药中筛选鉴

定出对
'MN

具有确切疗效的药物及组合具有重要意

义' 本课题组前期研究发现"以淫羊藿及其提取物等为

代表的补肾药及其补肾复方如补肾益寿胶囊+自拟右归

饮等"能改善老年人群及肾阳虚证患者的
XQP

轴和

4:)

网络功能"增强细胞免疫功能"激活老年大鼠沉默

干细胞"延缓线虫衰老等(

!

"

&

)

"但对
'MN

探索不多' 本

研究从临床使用频次较高的效方精简成由淫羊藿+何首

乌+女贞子组成的补肾复方"并以秀丽线虫为受试生物"

探讨补肾复方对线虫
'MN

模型方面的影响"为其防治

'MN

的机制及药理研究做基础'

材料与方法

#

$受试生物及培养$本实验采用
&

种型号秀丽

隐杆线虫雌雄同体株#野生型
4!

$

'3 /2/A<.K 7H=KJ12

4!

%+ 限食型长寿株
/<J

#

!

和
P"

#

"

$!

转基因株

'O$#6%

"其全称为
L[)K!6

(

TPM!5

$

;C1

#

&GP"

#

"

$!

G

2/J \*U

%

b TUM$

$

H12

#

%

$

K-#""%

%)&线虫饲养菌株

为
:3D12= FQ8"

' 均由美国明尼苏达大学线虫遗传中

心惠赠' 除非特殊说明"线虫株均遵照标准程序(

$

)生

长在
!"

%涂布
FQ8"

菌落的
4Y,

琼脂培养基上'

!

$试剂与仪器$胆固醇 $

N=A;<

公司"批号#

%5""9!#$

%+

8

#氟脲嘧啶 $

8

#

I2-1H1L/1>C-H=L=./

"

8

#

M-

"

N=A;<

公司"批号#

E9$#9

%+胡桃醌$

N=A;<

公

司"批号#

"%&#8XX

%+胰蛋白胨$

FZF)E

公司"批号#

56%##%

%+琼脂粉$日本株式会社" 批号#

8#$%#9#

%

等"其余为市售分析纯'

NM'

#

##

体式显微镜#

,1J=D

公司产品&

W+Q

#

P##8"

低温恒湿生化培养箱#上海智

城仪器有限公司&

89#"U

离心机#

:TT/.L1HI

公司&

&5#&

恒温培养箱#

*@/H;1 ND=/.J=I=D

公司等'

&

$药物及分组$补肾复方$以下简称
7N

%由淫

羊藿
&" A

$制首乌
&" A

$女贞子
&" A

组成"药材浓

缩剂由江阴天江药业公司惠赠"每
# A

浓缩剂含生药

!" A

"避光干燥恒温保存"去离子水配制并过滤成药

液"终浓度为
# AG;O

"按实验所需剂量添加入
4Y,

培养基"使药物干预组浓度从高到低分别
8""

+

!8"

+

#"" ;AGO

"对照组不含药物' 参考
W@/.A Nc

文

献(

8

)

"为避免
:3D12= FQ8"

对药物干预的影响"

%8

%处

理
&" ;=.

以灭活' 组别分别命名为对照组+

7N

#

#

$

8"" ;AGO

%组+

7N

#

!

$

!8" ;AGO

%组+

7N

#

&

$

#"" ;AGO

%

组"仅在寿命实验中增加
/<J

#

!

组为长寿阳性参照'

$

$检测指标及方法

$

!

#

$热应激状态测试$参考
`<;Td

&

JJ/H P

等(

%

)描述"将同期化的
O$

期$成虫期%

4!

线虫转入对

照组+

7N

#

#

+

7N

#

!

+

7N

#

&

各组培养板中"

&"

条
G

板' 各组

培养基中均添加
#!

!

8 ;AGO 8

#

M-

以阻止虫卵孵化' 取

!"

%下经药物干预
$

天的
4!

线虫"转入
&8

%"进行热

应激耐受测试"每隔
# @

统计线虫生死数目至全部死

亡' 死亡标准#无任何活动且轻触线虫头部无任何

反应'

$

!

!

$氧化应激状态测试$参考
E/ '<KJH1

等(

6

)

描述"将同期化的
O$

期$成虫期%

4!

线虫转入对照及

干预各组"同热应激实验' 取
!"

%下经药物干预

$

天的野生型线虫"分别转入含胡桃醌终浓度为

!8" !AG;O

的
4Y,

板"每隔
# @

统计线虫存活+死

亡+删失数目至全部死亡'

$

!

&

$蛋白毒性耐受测试$参考
Y-J=/HH/?

#

W/

#

T/L< P

等(

9

) 描述"将同期化的
O#

期 $幼虫期%

'O$#6%

转至对照组+

7N

#

#

+

7N

#

!

+

7N

#

&

各组板"

&"

条
G

板"

#%

%培养
8" @

至
O&

期$线虫青年期%后"

温度升至
!&

%以诱导线虫
P"

#

"

$!

毒性蛋白表达' 以

同时期
4!

作参照"继续培养
!$ @

后"每
! @

统计各

组线虫的非瘫痪率"直至所有线虫瘫痪' 瘫痪标

准(

5

)

#轻触线虫仅头部能摆动"或线虫头部周围出现

*月晕,状菌区'

$

!

$

$寿命分析$参照
O=]=.< 4

等(

#"

)方法' 将

同期化并在
!8

%下生长的
O$

期$成虫期%

4!

线虫

株"随机挑取每组
#!"

条至对照组+

7N

#

#

+

7N

#

!

+

7N

#

&

+

/<J

#

!

各组培养皿中"每板约
&"

条"为排除限食

等干扰因素"以同时期
/<J

#

!

线虫株作限食阳性参照'

继续在
!8

%下培养' 每天将它们转移至新鲜板到生

育期结束"以后视食物充足情况每
! e&

天转移
#

次'

O$

期起始转板日记录为第
"

天$

L"

%' 隔天记录线虫

生死数至全部死亡' 剔除标准#爬出培养皿+意外伤亡

或体内孵化出幼虫' 利用
`<T2<.

#

,/=/H

法(

##

)计算

各组线虫生存率并绘制曲线"并用时序检验比较各组

生存曲线"得出平均存活时间及延寿百分比$和对照

组比较%"以描述
7N

对群体生存的影响'

$

!

8

$运动能力检测$参照
X-<.A '

等(

#!

)方法'

将
!8

%下
O$

期$成虫期%线虫转入对照组+

7N

#

#

两

组的培养板中"每块
!

板每板
$"

条线虫"其余同寿命

实验' 全观测期内每日各组随机挑
8"

条情况相似的

线虫测定
!" K

移动距离$

;;

%"取平均值' 一个完整

的体长运动计为
# ;;

' 记录持续到全部死亡'
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!

%

$

!

%

$咽泵运动频率测定$参照
X-<.A '

等(

#!

)

步骤"同运动实验' 对照组+

7N

#

#

组各板随机隔日挑

!"

条线虫测定
&" K

咽动次数$次
G&" K

%"取平均值'

如线虫呈无规律吞咽状态"则
#

天内多次测定取平均

值"计数为当日咽动频率' 测定持续到全部死亡'

$

!

6

$生殖能力测定$参照
YH-]/H (P4

等(

#&

)

方法将在
!"

%生长的
O$

期$成虫期%线虫转至对照

组+

7N

#

#

板中"并在
!8

%下继续培养' 线虫每日转

板直至繁殖期结束"并从各组板中计数产卵数量"每条

线虫各板产卵总和即为产卵量' 所有数据测定均随机

挑取线虫"

#

条
G

板'

8

$统计学方法$运用
NQNN #6

!

"

软件进行处

理分析' 计量资料以
>

'

K

表示"组间比较采用单因素

方差分析"组间两两比较采用
_

检验"生存曲线绘制

采用
YH<T@T<L QH=K; 8

!

"

的时序检验生存分析'

Q R"

!

"8

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组
4!

成虫热应激+氧化应激模式和

'O$#6%

线虫毒性蛋白平均存活时间比较$表
#

%$热

应激模式#与对照组比较"

7N

#

#

+

7N

#

!

+

7N

#

&

组线虫

平均存活时间均延长"差异有统计学意义$

Q R"

!

"#

%"

与
7N

#

#

组比较"

7N

#

!

+

7N

#

&

组线虫平均生存时间减

少"差异有统计学意义$

Q R"

!

"#

%'

氧化应激模式#与对照组比较"

7N

#

#

+

7N

#

!

组线

虫平均存活时间均延长$

Q R"

!

"#

%"与
7N

#

&

组比较"

差异无统计学意义$

Q S"

!

"8

%' 与
7N

#

#

组比较"

7N

#

!

+

7N

#

&

组线虫平均存活时间明显缩短"差异有统计

学意义$

Q R"

!

"#

%'

毒性蛋白损伤模式#与对照组比较"

7N

#

#

+

7N

#

!

组线虫瘫痪时间分别延迟了约
&

!

# @

$

Q R "

!

"#

%+

#

!

# @

$

Q f "

!

"$"%

%"

7N

#

&

组无延迟作用 $

Q S

"

!

"8

%&与
7N

#

#

组比较"

7N

#

!

+

7N

#

&

组线虫平均存活

时间明显缩短"差异有统计学意义$

Q R"

!

"#

%'

表
#

$各组
4!

成虫热应激+氧化应激模式和
'O$#6%

线虫毒性蛋白平均存活时间比较$$

>

'

K

%

组别
.

存活时间 $

@

%

热应激模式 氧化应激模式 毒性蛋白损伤

对照
#!" 6

(

#

'

#

(

6 &

(

&

'

#

(

% &$

(

#

'

&

(

%

7N

#

# #!"

#"

(

"

'

!

(

!

!!

$

(

%

'

!

(

#

!!

&6

(

!

'

$

(

5

!!

7N

#

! #!"

9

(

6

'

#

(

5

!!"

&

(

5

'

#

(

9

!!"

&8

(

!

'

$

(

$

!"

7N

#

& #!"

6

(

5

'

#

(

5

!!"

&

(

%

'

#

(

6

"

&$

(

8

'

&

(

5

"

$$注#与对照组比较"

!

Q R "

!

"8

"

!!

Q R "

!

"#

&与
7N

#

#

组比

较"

#

Q R"

!

"#

$$

!

$各组
4!

成虫平均生存时间比较$表
!

%$与

对照组比较"

7N

#

#

组+

7N

#

!

组与
/<J

#

!

均能使
4!

线

虫生存时间延长$

Q R"

!

"#

"

Q R"

!

"8

%'

7N

#

#

组延长

平均寿命达
#$

!

9g

"

/<J

#

!

延寿百分比为
#9

!

6g

"两

组比较"差异无统计学意义$

Q S"

!

"8

%'

表
!

$各组
4!

成虫平均生存时间比较

组别
.

$删失

$数目%

生存时间

$天"

>

'

K

%

延寿百分比

$

g

%

Q

值

对照
#"$

$

#%

%

#9

(

!

'

$

(

5

- -

7N

#

# ##!

$

9

%

!"

(

5

'

6

(

9

!!

#$

(

9 R"

(

"#" "

7N

#

! ##"

$

#"

%

#5

(

5

'

6

(

"

!

5

(

$ "

(

"&5 9

7N

#

& #"9

$

#!

%

#9

(

%

'

8

(

" !

(

! "

(

886 &

/<J

#

! #"6

$

#&

%

!#

(

%

'

%

(

5

!!

#9

(

6 R"

(

"#" "

$$注#与对照组比较"

!

Q R"

!

"8

"

!!

Q R"

!

"#

&

$全观测期内对照组与
7N

#

#

组对线虫运动能

力比较$图
#

%$全观测期内
7N

#

#

组线虫日平均移动

距离为$

!

!

&

'

#

!

8

%

;;

"对照组为$

#

!

6

'

#

!

!

%

;;

"

两组比较"差异有统计学意义$

Q R"

!

"8

%'

7N

#

#

组线

虫日平均移动距离比对照组最大提高
&$3!g

"且
7N

#

#

组线虫活跃期比对照组多
$

天'

图
#

$全观测期内对照组与

7N

#

#

组日平均移动距离

$

$全观测期内对照组与
7N

#

#

组线虫咽泵运动

频次比较$图
!

%$在观测初期$第
!

+

$

天%"对照组线

虫咽泵运动频次$分别为
##"

!

%

'

5

!

#

+

#"!

!

8

'

6

!

"

%与

7N

#

#

组$分别为
###

!

"

'

%

!

"

+

#"8

!

"

'

#"

!

"

%比较"差

异无统计学意义$

Q S"

!

"8

%"从第
%

"

#$

天"

7N

#

#

组

$分 别 为
#""

!

"

'

9

!

&

+

9#

!

8

'

6

!

%

+

$"

!

5

'

9

!

!

+

#8

!

%

'

$

!

#

+

#"

!

9

'

%

!

8

%与对照组$分别为
9"

!

"

'

%

!

9

+

8$

!

"

'

##

!

$

+

#&

!

&

'

8

!

%

+

"

!

6

'

#

!

#

+

"

%比较"差异有统

计学意义$

Q R"

!

"#

%"且
7N

#

#

组日平均咽泵运动频次

$

%%

!

$

'

$&

!

#

% 次
G &" K

与对照组 $

8#

!

%

'

$6

!

%

%

次
G&" K

比较"差异有统计学意义$

Q f"

!

"#!

%'

8

$高浓度
7N

对线虫生殖能力的影响 $表
&

%$与

对照组比较"

7N h #

组线虫生殖期内各天产卵量差异
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!

%

!!(*$$!

表
&

$观测期内线虫对照组与
7N h #

组生殖能力比较$$

>

'

K

%

组别
.

生殖期内各天产卵数量

第
#

天 第
!

天 第
&

天 第
$

天 第
8

天 第
%

天

对照
9 88

(

%

'

#"

(

" #"8

(

"

'

5

(

$ &$

(

"

'

6

(

# &&

(

"

'

6

(

" #8

(

%

'

&

(

" $

(

%

'

!

(

6

7N

#

# 9 88

(

5

'

9

(

" #"9

(

"

'

%

(

" &5

(

"

'

$

(

& &9

(

"

'

#"

(

6 #6

(

9

'

8

(

$ %

(

5

'

!

(

%

$$注#与对照组比较"

!

Q R"

!

"#

图
!

$全观测期内对照组与
7N

#组线虫

咽泵运动频次的比较

无统计学意义$

Q S"

!

"8

%' 平均产卵总量
7N h #

组

$

!%8

!

8

'

##

!

8

%个与对照组$

!$9

'

!8

%个"两组比

较"差异无统计学意义$

Q f"

!

"56#

%' 在体式显微镜

下观察线虫生殖器官等亦无明显异常'

讨$$论

'MN

临床症状描述最早见于.灵枢!海论/"表现

为长时间不能自行缓解的头晕耳鸣+腰膝酸软+肢体倦

怠+肌痛+记忆减退等症候群"并提示主要病机为肾精

不足"髓海失充' .素问!生气通天论/则强调肾藏精

以调节机体稳态"并提示肾精是脏腑功能正常运转的

物质储备"并能*起亟,以防护机体应激损伤' 现代生

活压力增大"极端天气增多"各种应激源使机体长期处

于过度的应激环境中"损耗肾精"致使机体适应能力下

降"机体稳态失衡"造成
XQP

轴紊乱"病理蛋白蓄积

进而影响器官功能"出现全身性症状"导致
'MN

发生"

并进一步影响人类寿命和生活质量'

'MN

发病过程

中"以*因虚致瘀,为病机关键"而*肾精不足,则贯穿

始终' 本实验根据前期研究"结合临床常用
'MN

效方

频次分析"参考阴阳互根互用及药对研究的思想"精简

提炼补肾复方"方中淫羊藿温肾补阳温而不燥"意在阳

中求阴"何首乌+女贞子补肾填精"三药合用以提高机

体应激耐受力"修复机体应激损伤' 现代药理实验已

发现方中淫羊藿具有调节免疫功能及骨代谢+调节自

然衰老动物下丘脑神经递质等作用(

#$

)

"何首乌具有促

进神经细胞生长+减轻氧化应激损伤及抑制动脉粥样

硬化等作用(

#8

)

"女贞子具有抑制肿瘤生长+降低辐射

损伤+减轻肝损伤+增强免疫及抗炎抗衰老等作用(

#%

)

'

目前
'MN

研究常用大小鼠造模测量相关局部表

征和生化指标"但成本高"周期长"测量指标缺乏整

体性"制约了
'MN

研究(

#6

)

' 秀丽线虫作为国际通用

的模式生物"整体生命功能活动及相关调控路径与

人类高度同源"且生存周期短"成本低"操作便捷"是

研究应激相关疾病的良好素材' 本研究采用热应

激+氧化应激及体内异常蛋白毒性构建多种单因素

'MN

模型"模拟人类常见致病高危应激因子如极端

气温$致使卒中及死亡率上升%

(

#9

)

+氧化损伤$老年

退行性变等%及病理蛋白的慢性蓄积(

#5

)如阿尔茨海

默病等%"并通过相关生存状态及指标测试反映
'MN

整体性发病特点' 如上述"应激条件下线虫生存率

较正常下降"存活时间严重缩短"运动能力受损&镜

下线虫摄食行为减退"咽泵运动紊乱"基本符合
'MN

的整体发病特征'

本实验发现
7N

能提高线虫热耐受力"减轻线虫

氧化损伤和体内病理蛋白造成的运动损伤"提高应激

条件下线虫存活率"以高浓度
7N

效果最佳' 同时进

行寿命分析"进一步了解
7N

是否具有延长正常状态

线虫生存时间的效果' 结果发现低浓度
7N

对线虫生

存时间无明显作用"而中+高浓度
7N

从成虫期对线虫

开始干预"可延长线虫平均和最大寿限"以
8"" ;AGO

浓度效果佳' 和
/<J

#

!

这一咽部肌肉存在缺陷的限食

长寿株比较"延寿效果相当"但限食延寿缺乏可行性"

因此
7N

干预研究更有现实意义' 因此笔者选取寿命

分析筛选的高浓度
7N

测定生命活力相关指标'

!" K

运动距离是体现线虫运动能力和反应灵敏度的重要指

标"

&" K

咽泵运动频次是体现线虫摄食能力和机体健

康程度的重要指标' 本结果显示
8"" ;AGO 7N

可增

加线虫的平均运动距离和活跃时间$

Q R"

!

"#

%"有助

于延缓线虫中后期咽泵运动频次的衰减"延长咽泵运

动期$

Q R"

!

"#

%"提示
7N

可提高线虫寿命质量' 产

卵过程需要机体神经肌肉功能相互协调"生殖能力同

时可反映神经和肌肉协调能力' 本研究结果示高浓度

7N

不影响线虫生殖能力"对正常线虫生殖进程和神

经协调功能无异常干扰"这与方剂配伍*以平为期,治

疗理念是相符的'

应激相关疾病与衰老研究的机制高度相关(

!"

)

'
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%

目前认识主要包括调节胰岛素
G

胰岛素样生长因子 "

#

信号传导通路$

).K-2=.G)YM

#

#

%+提高热休克蛋白表达+

热量限制及毒物兴奋效应等(

!#

)

' 前期补肾单味药研

究发现淫羊藿总黄酮能上调模型大鼠热休克蛋白表

达(

!!

)

"而淫羊藿次苷
$

则通过
).K-2=.G)YM

#

#

通路延

长线虫寿命(

!&

)

"基于此"推测高浓度
7N

能有效治疗

'MN

线虫模型可能和热休克蛋白保护作用有关"同时

).K-2=.G)YM

#

#

通路及毒物兴奋效应机制也可能参与其

中"但具体作用机制有待进一步探索'

综上"本研究利用模式生物建立多种单因素
'MN

模型"证实补肾复方对多种应激模式下的线虫具有保

护作用&在不干扰正常生殖同时延长线虫寿命"提高生

命质量"为进一步探索补肾复方治疗
'MN

的机制及药

理研究奠定基础'
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