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益气养阴口服液对 Ｄ半乳糖衰老模型
小鼠 ＨＳＰ７０、ＴＮＦα表达的影响※

● 曾庆明

　　摘　要　目的：探讨益气养阴口服液对Ｄ－半乳糖衰老模型小鼠ＨＳＰ７０、ＴＮＦ－α表达的影响。方法：
６０只昆明小鼠，随机分为正常组、模型对照组、治疗组。跳台法测定小鼠学习记忆能力。免疫组化法、
ＥＬＩＳＡ法检测ＨＳＰ７０、ＴＮＦ－α表达水平。结果：与对照组比较，治疗组可使小鼠错误次数明显减少，潜伏
期明显延长（Ｐ＜００５）。与正常组相比，对照组、治疗组ＨＳＰ７０蛋白表达升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），但对
照组升高幅度小于治疗组（Ｐ＜００５）。与正常组相比，对照组、治疗组血清ＴＮＦ－α表达升高（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１）。结论：益气养阴口服液能够改善衰老模型小鼠学习记忆能力，同时，能够改善ＨＳＰ７０蛋白、ＴＮＦ
－α的表达，改善失衡的促－抗炎性反应体系，这可能是益气养阴口服液抗衰老的机制之一。
　　关键词　益气养阴　Ｄ半乳糖衰老模型　热休克蛋白７０　肿瘤坏死因子

　　益气养阴口服液是我们临床运用多年的抗衰老
制剂，先期临床与实验研究，表明该方能明显延长果

蝇寿命、增强小鼠记忆力、抑制小鼠脑、肝组织过氧化

脂质生成等作用［１］，本实验拟通过益气养阴口服液对

Ｄ半乳糖衰老模型小鼠 ＨＳＰ７０、ＴＮＦα的影响，进一
步探讨益气养阴口服液抗氧化、延缓衰老的机制。

１　材料与方法
１１　材料　（１）动物：采用２～３月龄纯系昆明种小
鼠，雌雄各半，体重１８～２２ｇ，由由广东省医学实验动物
中心提供。（２）药品与试剂：益气养阴口服液（由我院
中药制剂室提供），ＨＳＰ７０、ＴＮＦα试剂盒由购与武汉博
士德生物工程有限公司，其余均为市售国产分析纯级。

１２　方法　（１）衰老模型建立：６０只小鼠，随机分为
正常组（ｎ＝２０）、模型对照组（ｎ＝２０）、治疗组（ｎ＝
２０）。模型对照组和治疗组给予皮下注射％５Ｄ半乳
糖０２５ｍｌ／１０ｇ，正常组皮下注射等体积的生理盐水，
同时对照组用生理盐水灌胃２ｍｌ／次（按体表面积换

算），１次／ｄ。治疗组予益气养阴口服液 ｍｌ／次，１次／
ｄ。均连续６周。最后１天灌胃和注射 Ｄ半乳糖２ｈ
后，进行学习记忆训练实验，次日测定记忆成绩。然

后处死动物测定各项衰老指标。（２）标本取材：第１３
周测定小鼠记忆能力，由腹腔静脉取血，离心分离血

清，放入－２０℃冰箱保存。实验结束时，断头取脑，制
成石蜡切片。（３）衰老模型小鼠学习记忆能力测定
（跳台法）：将动物放入跳台箱内适应３ｍｉｎ，然后立即
通３６Ｖ交流电。动物受到电击，其正常反应是跳回平
台以躲避伤害性刺激，如此训练５ｍｉｎ。２４ｈ后重做测
验，此即记忆保持测验。记录小鼠第１次跳下平台的
潜伏期和５ｍｉｎ内的错误次数［２］。（４）衰老模型小鼠
ＨＳＰ７０、ＴＮＦα检测：免疫组织化学检测小鼠脑组织中
ＨＳＰ７０蛋白的表达，具体步骤按试剂盒要求进行操
作。ＤＡＢ显色光镜下观测，免疫组化染色结果判定：
胞浆或胞核呈棕黄色为阳性细胞。ＥＬＩＳＡ法检测小
鼠血清ＴＮＦα，具体步骤按试剂盒要求进行操作。
１３　统计学方法　数据采用 ｘ±ｓ表示，两样本比较
用ｔ检验，组间采用方差分析，各组均数采用 ｑ检验。
检验水准α＝００１或００５，统计软件采用ＳＰＳＳ１１０。

２　结果
２１　益气养阴口服液对衰老模型小鼠学习记忆的影
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响　与正常组相比，对照组小鼠记忆明显衰退，表现
为错误次数增加，潜伏期缩短（Ｐ＜００１）。与对照组
比较，治疗组可使小鼠错误次数明显减少，潜伏期明

显延长（Ｐ＜００５）。见表１。
表１　益气养阴口服液对衰老模型小鼠学习记忆的影响（ｘ±ｓ）

组别 ｎ（只） 潜伏期（ｓ） 错误次数（次）

正常组 ２０ ２３２４±１１２５ ０８５４±１０３６
对照组 ２０ １３４９±１０６７△ ２３４１±１５２７△

治疗组 ２０ ２４２６±１１７４△ １５２４±１３２５△

　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与正常组比较，△Ｐ＜００１。

２２　益气养阴口服液对衰老模型小鼠脑组织 ＨＳＰ７０
蛋白表达的影响　与正常组相比，对照组、治疗组
ＨＳＰ７０蛋白表达升高（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），但对照
组升高幅度小于治疗组（Ｐ＜００５）。与正常组相比，
对照组、治疗组血清 ＴＮＦα表达升高（Ｐ＜００５或 Ｐ
＜００１），但对照组升高幅度大于治疗组。见表２。
表２　益气养阴口服液对衰老模型小鼠脑组织ＨＳＰ７０蛋白、血

清ＴＮＦα表达的影响（ｘ±ｓ）

组别 ｎ（只）
ＨＳＰ７０蛋白

阳性细胞数（个）
ＴＮＦα（ｐｇ／ｍ）

正常组 ２０ ０１７±００１ １０２４±１０８
对照组 ２０ ０２２±００４ １３７９±１６５△

治疗组 ２０ ０２７±００２ １１３５±１１２△

　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与正常组比较，△Ｐ＜００１。

３　讨论
随着老龄人口的比率越来越高，抗衰老研究已经

成为２１世纪国际医学研究中的热点前沿之一。目前
有许多研究认为，衰老的最大特点就是对各种应激反

应能力的减退。

近年来不少研究发现热休克蛋白（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）与衰老关系密切，ＨＳＰ表达的改变不
仅是判断细胞生理状态和应激能力的指标，而且可作

为机体衰老或细胞老化的一个重要因素。其中尤以

诱导型ＨＳＰ７０为ＨＳＰｓ中最受关注，是研究最深入的
一种。目前大量体内、外实验表明，随着机体衰老的

进程，诱导型 ＨＳＰ７０的表达呈下降趋势［３－５］，国外研

究发现通过转染 ＨＳＰ７０基因，能够延长果蝇、美丽线
虫的寿命［６，７］，由于ＨＳＰｓ参与了蛋白质的折叠、聚集、
信号转导、基因表达及细胞凋亡的调节等多个环节，

因此，可以认为，ＨＳＰｓ水平下降促进了衰老的发生。
同时，ＨＳＦ和ＨＳＰｓ活性的减弱可以导致细胞内氧化
还原作用失衡，清除变性损伤蛋白的能力降低，对衰

老引起的一系列病理改变起到了促进作用。同时有

研究表明 ＨＳＰ７０与 ＳＯＤ关系密切，诱导型 ＨＳＰ７０的
显著增高可增强人细胞内源性抗氧自由基能力，可提

高抗氧化酶的活性，防止自由基对机体的危害，对延

缓衰老过程有积极的作用。促炎性反应细胞因子

ＴＮＦα有“广谱炎症介质”之称，是目前研究和衡量炎
症反应程度通用的有效指标，可能是炎性衰老的炎性

细胞因子调控机制的核心。ＴＮＦα蛋白表达上升，说
明在炎性衰老进程中促炎性细胞因子蛋白高表达，使

机体处于高促炎性反应状态，机体促炎和抗炎反应平

衡失调，从而加重衰老过程。

祖国医学认为五脏的虚衰是衰老的根本原因。

我们以调补五脏、益气养阴延缓衰老为治则，采用补

益五脏气阴的药物制成“益气养明口服液”。方中主

要药物有：人参大补元气、补益五脏之气；麦冬补心肺

之阴、益胃生津；首乌、枸杞滋肝肾之阴；茯苓健脾宁

心，等。全方功能益气养阴、调补五脏，使五脏精气充

盛，本固邪去，健康延年。临床运用于抗衰老治疗，取

得良好疗效。

本实验研究发现，益气养阴口服液能够改善衰老

模型小鼠学习记忆能力，使小鼠错误次数明显减少，

潜伏期明显延长（Ｐ＜００５）。同时，益气养阴口服液
能够改善ＨＳＰ７０蛋白、ＴＮＦα的表达，改善失衡的促
－抗炎性反应体系，这可能是益气养阴口服液抗衰老
的机制之一。
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