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管花肉苁蓉麦角甾苷对衰老小鼠端粒酶活性和免疫功能的影响

张洪泉，翁晓静，陈莉莉，李　心
（扬州大学医药研究所，江苏 扬州　２２５００１）

摘要：目的　观察管花肉苁蓉麦角甾苷（ＣＴＷＡ）对实
验性衰老小鼠心、肝和脑组织中丙二醛（ＭＤＡ）含量、端
粒酶活性和免疫功能的影响。方法　小鼠ｓｃ１０％ Ｄ
半乳糖１０ｍＬ·ｋｇ－１，每天１次，连续８周，建立亚急性
衰老模型。给药组小鼠从造模第９周起，分别ｉｇ给予
ＣＴＷＡ１０，２０和４０ｍｇ·ｋｇ－１，每天１次，连续２周。硫
代巴比妥酸比色法检测ＭＤＡ含量；ＰＣＲＥＬＩＳＡ法检测
端粒酶活性；［３Ｈ］ＴｄＲ掺入法测定淋巴细胞增殖反应；
中性红实验测定小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能；放射免

疫法测定外周血白细胞介素２（ＩＬ２）含量。结果　模
型组小鼠心、肝和脑ＭＤＡ含量明显增加，心和肝端粒
酶活性明显降低，淋巴细胞增殖反应、腹腔巨噬细胞吞

噬功能和外周血ＩＬ２含量均显著下降。给予ＣＴＷＡ２
周，小鼠心、肝和脑 ＭＤＡ含量明显降低，ＣＴＷＡ４０
ｍｇ·ｋｇ－１组小鼠心和脑组织端粒酶活性明显升高，淋巴
细胞增殖反应、腹腔巨噬细胞吞噬功能和外周血ＩＬ２
含量明显升高。结论　ＣＴＷＡ能拮抗自由基损伤，增
强衰老小鼠心和脑组织端粒酶活性和机体免疫功能，

这些可能与ＣＴＷＡ的抗衰老作用有关。
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　　 管花肉苁蓉 〔Ｃｉｓｔａｎｃｈｅｔｕｂｕｌｏｓａ（Ｓｃｈｅｕｋ）
Ｗｈｉｇｈｔ〕归入列当科植物肉苁蓉属，以干燥带鳞片的
肉质茎为正品入药，是常用的补肾壮阳中药，具有补

肾益精、润燥的功能，在历代抗老延年古方中出现
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的频率仅次于人参。现代医学研究表明，管花肉苁

蓉具有一定的抗衰老作用，其总提取物在延长实验

动物寿命、增强机体免疫功能和降低体内褐脂质堆

积等方面显示出一定的活性［１］。为了深入探讨管

花肉苁蓉抗衰老的活性成分及其作用机制，本研究

制备衰老小鼠模型观察管花肉苁蓉麦角甾苷

〔Ｃｉｓｔａｎｃｈｅｔｕｂｕｌｏｓａ（Ｓｃｈｅｕｋ） Ｗｈｉｇｈｔａｃｔｅｏｓｉｄｅ，
ＣＴＷＡ〕延缓小鼠衰老的作用。

１　材料与方法

１．１　动物、药物、试剂及仪器
３月龄ＩＣＲ小鼠，清洁级，２６～３２ｇ，雌雄各半，

由扬州大学实验动物中心提供，实验动物质量合格

证号：ＳＣＸＫ（苏）２００２０００９。室温 １８～２６℃，自然
照明，实验前适应环境饲养 １周。ＣＴＷＡ（纯度 ＞
９９．７％，批号２００６０２０５，蒸馏水溶解），和田帝辰沙
生药物开发有限公司；Ｄ半乳糖（Ｄｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄ
Ｇａｌ），上海试剂二厂；端粒酶活性检测试剂盒，美国
ＢＰＢ公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂
盒和小鼠白细胞介素 ２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）ＥＬＩＳＡ
试剂盒，南京建成生物工程研究所。７２２型分光光
度计，上海精密科学仪器有限公司；ＰＴＭＲ３１００Ｄ
组织匀浆机，瑞士 Ｐｏｌｙｔｒｏｎ公司；ＥＬＸ８００ＵＶ酶标
仪，美国ＢｉｏＴｅｋ公司；台式低温高速离心机，德国
Ｈｅｔｔｉｃｈ公司；ＢＰ１１ＯＳ电子天秤，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公
司；ＴＨＺ９５恒温振荡仪，太仓医疗器械厂；ＨＨＷ
２１６００Ａ电热恒温水浴箱，黄石市恒丰医疗器械有
限公司。

１．２　亚急性衰老小鼠模型的制备及给药
按文献［２］方法制备衰老小鼠模型。注射用水

配制１０％ ＤＧａｌ，小鼠颈背部皮下注射１０ｍＬ·ｋｇ－１，
每天１次，连续８周。小鼠随机分为５组：正常对照
组、模型对照组、ＣＴＷＡ１０，２０和４０ｍｇ·ｋｇ－１组，每
组８只。模型组和ＣＴＷＡ给药组小鼠依法造模，从
第９周起，分别灌胃给予ＣＴＷＡ０，１０，２０和４０ｍｇ·
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ｋｇ－１，容量为２０ｍＬ·ｋｇ－１，每天１次，连续２周。正
常对照组小鼠相应注射等体积的注射用水和灌胃给

予等体积的生理盐水。

１．３　ＭＤＡ含量和端粒酶活性的测定
给药８周后摘眼球取血，处死小鼠，快速摘取心、

肝和脑，在低温条件下进行新鲜组织匀浆，离心，取上

清。硫代巴比妥酸比色法测定 ＭＤＡ含量。ＰＣＲ
ＥＬＩＳＡ法检测端粒酶活性，操作步骤按试剂盒说明书
进行，酶标仪４５０ｎｍ处测定吸光度（Ａ４５０ｎｍ）值。
１．４　淋巴细胞增殖反应测定

小鼠脾脏细胞悬液，调细胞密度为２×１０９Ｌ－１，
刀豆蛋白Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，ＣｏｎＡ）作为刺激原在
体外培养５ｄ后，［３Ｈ］ＴｄＲ掺入法测定细胞增殖反
应。结果以刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＳＩ）表示
（ＳＩ＝实验组ｃｐｍ值／对照组ｃｐｍ值）。
１．５　中性红法测定腹腔巨噬细胞吞噬功能

无菌收集小鼠腹腔液，４℃离心，２５０×ｇ，１０
ｍｉｎ，Ｈａｎｋｓ液洗涤细胞３次，１６４０培养液制备细胞
悬液。取３ｍＬ置培养皿中，３７℃，５％ＣＯ２培养２ｈ，
巨噬细胞黏附于容器表面，用 ４℃ Ｈａｎｋｓ液吹吸，收
集黏附细胞，血球计数板计数并调整细胞密度为

２×１０９Ｌ－１，置３７℃培养箱培养２ｈ后，弃上清和非
贴壁细胞。取贴壁巨噬细胞，加０．１％ 中性红生理
盐水，３７℃继续培养３０ｍｉｎ，弃中性红，用３７℃ ＰＢＳ
反复冲洗巨噬细胞，用 ５０％乙酸和 ５０％乙醇稀释
后，用７２２型分光光度计测Ａ５４０ｎｍ值。
１．６　放射免疫法测定外周血ＩＬ２含量

小鼠眼球取血于试管中，待凝固后分离血清，按

照试剂盒说明书操作，在计数器上测定ｃｐｍ值。

１．７　统计学分析
实验数据表示为 珋ｘ±ｓ，采用 ＳＰＳＳ１１．０版软件

进行单因素方差分析和组间ｔ检验。

２　结果

２．１　ＣＴＷＡ对衰老小鼠心、脑和肝 ＭＤＡ含量的
影响

与正常对照组比较，模型组小鼠心、肝和脑的

ＭＤＡ含量明显增加。灌胃给予 ＣＴＷＡ１０～４０ｍｇ·
ｋｇ－１２周，小鼠心、脑和肝 ＭＤＡ含量较模型组呈剂
量依赖性降低，高剂量组 ＭＤＡ含量接近正常水平
（表１）。
２．２　ＣＴＷＡ对衰老小鼠心、脑和肝组织端粒酶活
性的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠心、肝和脑组织

的端粒酶活性明显降低。灌胃给予 ＣＴＷＡ１０～４０
ｍｇ·ｋｇ－１２周，能剂量依赖性升高心脏组织中端粒
酶活性，高剂量组接近正常对照组水平。ＣＴＷＡ
１０～４０ｍｇ·ｋｇ－１对衰老小鼠肝脏组织端粒酶活性
无明显影响；而４０ｍｇ·ｋｇ－１使衰老小鼠脑组织端粒
酶活性明显升高，甚至超过正常组水平（表２）。
２．３　ＣＴＷＡ对衰老小鼠淋巴细胞增殖反应、腹腔
巨噬细胞吞噬功能和外周血ＩＬ２含量的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠淋巴细胞增殖

反应、腹腔巨噬细胞吞噬功能和外周血 ＩＬ２含量均
显著下降。灌胃给予 ＣＴＷＡ１０～４０ｍｇ·ｋｇ－１２周，
高剂量组小鼠的淋巴细胞增殖反应、腹腔巨噬细胞

吞噬功能和外周血ＩＬ２含量显著升高（表３）。

Ｔａｂ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｉｓｔａｎｃｈｅｔｕｂｕｌｏｓａ（Ｓｃｈｅｕｋ）Ｗｈｉｇｈｔａｃｔｅｏｓｉｄｅ（ＣＴＷＡ）ｏｎｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）
ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｈｅａｒｔ，ｌｉｖｅｒａｎｄｂｒａｉｎｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＤＧａｌ）

Ｇｒｏｕｐ
ＭＤＡ／μｍｏｌ·ｇ－１ｗｅｔｗｅｉｇｈｔ

Ｈｅａｒｔ　　 Ｌｉｖｅｒ　　 Ｂｒａｉｎ　　

Ｎｏｒｍａｌ １０６±９ １０１±５ １００±５

ＤＧａｌ ３０８±１９ ２６２±１３ ３０６±１５

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ１０ ２１５±８＃＃ １９２±１０＃＃ ２２８±１３＃＃

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ２０ １５２±５＃＃ １４１±７＃＃ １５３±８＃＃

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ４０ １１５±７＃＃ １０１±７＃＃ ９９±９＃＃

Ｍｉｃｅｗｅｒｅｇｉｖｅｎｓｃ１０％ ＤＧａｌ１０ｍＬ·ｋｇ－１，ｏｎｃｅｄａｉｌｙｆｏｒ８ｗｅｅｋｓｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｏｄｅｌｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ．ＣＴＷＡ１０，２０ａｎｄ４０ｍｇ·ｋｇ－１

ｗｅｒｅｇｉｖｅｎｉｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｒｏｍｔｈｅｎｉｎｔｈｗｅｅｋｏｎｃｅｄａｉｌｙｆｏｒ２ｗｅｅｋｓ．Ｍｉｃｅｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｓｃａｎｄｉｇｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ
ｉｎｇｖｏｌｕｍｅｏｆｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝８．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤ
Ｇａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．
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Ｔａｂ２．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＴＷＡｏｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｅａｒｔ，ｌｉｖｅｒａｎｄｂｒａｉｎｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
Ｄｇａｌａｃｔｏｓｅ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ（Ａ４５０ｎｍ）

Ｈｅａｒｔ　　 Ｌｉｖｅｒ　 Ｂｒａｉｎ　

Ｎｏｒｍａｌ ５４±１０ ２３±６ ９４±２７

ＤＧａｌ ２８±９ ９±４ ７１±１４

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ１０ ３１±１４ ９±５ ９５±１９

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ２０ ３７±１１＃ １２±６ ９６±２６

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ４０ ４３±１１＃＃ １３±７ １４２±２６＃＃

ＳｅｅｌｅｇｅｎｄｏｆＴａｂ１ｆｏｒｍｏｕｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝８．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈＤＧａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ３．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＴＷＡｏｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｏｆｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｐｅｒｉｐｈ
ｅｒａｌｂｌｏｏｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２（ＩＬ２）ｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤｇａｌａｃｔｏｓｅ

Ｇｒｏｕｐ Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
（Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ）

Ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｏｆｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ（Ａ５４０ｎｍ）

ＩＬ２ｃｏｎｔｅｎｔ
／μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｏｒｍａｌ ７２±１７ ０．１４２±０．０３２ １０．８±２．１

ＤＧａｌ ５４±１２ ０．０８７±０．０１３ ６．８±１．５

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ１０ ６０±１４ ０．０９８±０．０１９ ７．２±１．７

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ２０ ６５±１５ ０．１２７±０．０２０＃＃ ８．２±１．９

ＤＧａｌ＋ＣＴＷＡ４０ ７０±１７＃ ０．１４０±０．０２７＃＃ １０．０±１．６＃
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ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＧａｌｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

衰老是生命过程中正常而又复杂的生理现象，

是机体内各种生化反应的综合过程。医学界对衰老

机制及抗衰老的研究日益增多，专家们从不同的方

面来阐述衰老的机制，如①遗传基因学说：人的正常
体细胞分裂次数达到最大限度（Ｈａｙｆｌｉｃｋ′ｓｌｉｍｉｔ）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 Ｇ１期和 Ｇ２／Ｍ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］。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
５０～２００ｂｐ，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［４］，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［５］。②自由基学说：随着机体的增龄变化，
其代谢过程必然会产生一些自由基，这些自由基与

体内某些成分（蛋白质、脂肪）发生反应，对机体造

成损害，从而引起衰老［６］。③免疫学说：现代研究
表明，与自身免疫有关的某些疾病都随增龄而增加，

自身抗体的发生率也随增龄上升［７］。此外，免疫组

织和免疫器官的功能状态与衰老的发生与发展密切

相关，老年人的各种特异性抗体都较年轻人少，机体

免疫功能的失调，可以诱发严重的疾病，加剧细胞、

组织和器官的衰老过程［８］。

本研究结果显示，ＣＴＷＡ能明显减少心、脑和肝
组织中ＭＤＡ含量，表明其在拮抗自由基损伤方面具
有良好作用。ＣＴＷＡ４０ｍｇ·ｋｇ－１能提高 ＤＧａｌ衰老
模型小鼠心、脑组织端粒酶活性，从而达到延缓衰老

的作用。在免疫功能方面，ＣＴＷＡ４０ｍｇ·ｋｇ－１能提高
衰老模型小鼠淋巴细胞增殖反应、腹腔巨噬细胞吞噬

功能和外周血ＩＬ２含量。由此推断，ＣＴＷＡ可以促进
淋巴细胞增殖，提高机体非特异性细胞免疫和免疫调

节功能，通过提高Ｔ淋巴细胞产生ＩＬ２、增强老年小
鼠免疫功能而达到延缓免疫老化的作用。

·２７２· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００８　Ａｕｇ；２２（４）
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