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　　［摘要］　目的　探讨当归多糖（Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＡＳＰ）拮抗氧化致衰剂 Ｄ半乳糖
（Ｄｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄｇａｌ）致大鼠脑衰老的作用。方法　将ＳＤ大鼠分为对照组、ＡＳＰ组、衰老模型组、ＡＳＰ衰
老模型组。采用水迷宫检测各组大鼠空间学习记忆能力；衰老相关 β半乳糖苷酶（ＳＡβＧａｌ）染色检测
脑组织细胞衰老；色谱法测量海马匀浆 ＳＯＤ、ＭＤＡ和 ＧＳＨ的含量；ＥＬＩＳＡ法检测海马组织匀浆中
ＩＬ１β，ＩＬ６的含量；Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测海马细胞端粒长度，ＴＲＡＰＰＣＲ检测端粒酶活性。从ＳＤ胎鼠脑组
织中分离、培养、鉴定神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）。将培养第３代ＮＳＣｓ分为对照组、ＡＳＰ组、衰
老模型组、ＡＳＰ衰老模型组。色谱法测定细胞内ＭＤＡ含量；流式细胞仪测定细胞内ＲＯＳ水平；ＲＴＰＣＲ
检测衰老相关基因的ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３ｍＲＮＡ的表达。结果　与衰老模型组相比，ＡＳＰ衰老模型组大鼠空
间学习记忆能力明显改善；脑组织中ＳＡβＧａｌ染色阳性的细胞数减少（Ｐ＜０．０５）；海马区 ＳＯＤ、ＧＳＨ含
量增高，ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５）；ＩＬ１β，ＩＬ６的分泌水平降低（Ｐ＜０．０５）；端粒长度和端粒酶活性增
加。成功分离并鉴定出ＮＳＣｓ；与ＮＳＣｓ衰老组相比，ＡＳＰ衰老组 ＮＳＣｓ中 ＭＤＡ含量和 ＲＯＳ水平显著降
低（Ｐ＜０．０５）；衰老相关基因ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＳＰ可能通过调控细胞
端粒长度和端粒酶活性，下调衰老相关基因表达，降低炎症因子表达，提高细胞抗氧化能力，进而拮抗

Ｄｇａｌ对ＮＳＣｓ和海马细胞的致衰作用。
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　　人口老龄化进程加快，研究衰老生物学与老年性
疾病是当今社会科学和生命科学共同关注的研究课

题。阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森
病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）等神经系统退行性疾病随
年龄增长而发病率增高。目前认为，神经元退变、衰

老、丢失和死亡是慢性神经性系统退行性疾病的关键

因素，这与神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）衰老密
切相关［１－５］，迄今还没有找到有效防治方法。

　　当归是中医临床“补血”要药，有补益气血，延缓
衰老，修复损伤等作用［６］。课题组前期研究证明：当

归多糖（Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＡＳＰ）是当归中
重要的抗衰老成分，可以通过抗氧化应激损伤调控组

织细胞衰老［７］。本研究通过构建 Ｄ半乳糖（Ｄ
ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄｇａｌ）致大鼠脑衰老模型和 ＮＳＣｓ体外衰老
模型，探讨 ＡＳＰ拮抗氧化致衰剂 Ｄｇａｌ对脑衰老与
ＮＳＣｓ衰老影响及其机制。本研究旨在为阐释祖国医
学抗衰老理论和现代医学抗衰老新理论提供实验依

据，也为抗衰老天然药物有效成分用于防治神经退行

性疾病提供新思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　３月龄 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠 ４０只，体质量 １８０～
２００ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供［合格证号
ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１］。

１．２　主要试剂
　　包括：ＡＳＰ（陕西慈缘生物技术公司，纯度≥９５％）；
Ｄｇａｌ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＧＳＨ试剂盒（南京建成科技
有限公司）；衰老相关β半乳糖苷酶（ＳＡβＧａｌ）、超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒（上海
碧云天生物技术研究所）；ＩＬ１β、ＩＬ６试剂盒（武汉博
士德公司）；Ｎｅｓｔｉｎ抗体（武汉三鹰公司）；神经干细胞
完全培养基（广州赛业公司）；ｑＲＴＰＣＲ试剂盒（日本
ＴａＫａＲａ公司）。
１．３　大鼠衰老模型构建与分组给药
　　大鼠分为４组，每组１０只。衰老模型组：皮下注射
Ｄｇａｌ［１２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），４２ｄ］；ＡＳＰ衰老模型组，同衰老
模型组处理，第１５天起腹腔注射ＡＳＰ［１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），
２８ｄ］；对照组，皮下注射等量生理盐水４２ｄ；ＡＳＰ对照
组，注射等量生理盐水１４ｄ，第１５天起腹腔注射 ＡＳＰ
（同ＡＳＰ衰老模型组）。于药物注射完成第２天进行
相关指标检测。

１．４　衰老大鼠空间学习记忆能力检测（水迷宫实验）
　　定位航行实验：每天１次，共６ｄ，大鼠背朝池壁，
轮流从４个入水点下水，记录在 １２０ｓ内寻找到平台
的时间（逃避潜伏期），如果１２０ｓ以上未找到平台，则
潜伏期记为１２０ｓ，引导大鼠上平台并停留３０ｓ。空间
探索试验：第７天，撤去隐形平台，将大鼠由某一入水
点下水，记录大鼠入水后１２０ｓ内的游泳轨迹，计算大
鼠逃避潜伏期、穿越原平台所在位置的次数及在原平

台象限停留时间的百分比。
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１．５　脑组织衰老检测（ＳａβＧａｌ染色）
　　制备海马冠状部冷冻切片，按照 ＳＡβｇａｌ试剂盒说
明书进行操作，３７℃孵育过夜，光学显微镜观察海马ＤＧ
区蓝染细胞即为衰老神经细胞，采用用ＩｍａｇｅＪ图像分析
法计算ＳＡβＧａｌ染色阳性区相对光密度值（ＲＯＤ）。
１．６　海马匀浆中 ＩＬ１β、ＩＬ６含量与 ＳＯＤ、ＭＤＡ和

ＧＳＨ活性检测
　　制备海马组织匀浆，离心并收集上清液，ＢＣＡ法测
定蛋白浓度。按试剂盒说明方法测定海马匀浆中ＩＬ１β、
ＩＬ６（ｐｇ／ｍｇ）含量与 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）、ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ）、
ＧＳＨ（μｍｏｌ／Ｌ）活性。
１．７　检测海马细胞端粒长度（Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ法）与海

马端粒酶活性（ＴＲＡＰＰＣＲ银染法）
　　提取海马组织 ＤＮＡ，３７℃酶消化２ｈ，１％琼脂糖
凝胶电泳分离ＤＮＡ，虹吸法转移 ＤＮＡ至尼龙膜，预杂
交１ｈ，加入端粒探针，４２℃杂交过夜。洗膜３０ｍｉｎ，
封闭液封闭 １５ｍｉｎ。用 ＳｔｒｐｔａｖｄｉｎＨＲＰ缓冲液 ３７℃
振荡４０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，ＤＡＢ显色液显色１０ｍｉｎ后，
置Ｘ线片夹中显影。按Ｌ＝Σ（ＯＤｉ∶ｌ∶Ｌｉ）／Σ（ＯＤｉ）公
式计算端粒长度；ＯＤｉ为所测条带中对应于每一个
Ｍａｒｋｅｒ位置上的光密度值，Ｌｉ为对应的每一个 Ｍａｒｋｅｒ
的分子长度。取新鲜海马组织，生理盐水清洗组织后

按照试剂盒说明书要求进行端粒酶活性测量。酶活力

比值＝荧光强度／蛋白浓度，计算端粒酶活力。
１．８　神经干细胞分离纯化与分组
　　取ＳＤ胎鼠，取全脑分离、纯化与培养细胞，培养
至第３代，用 Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光鉴定 ＮＳＣｓ。将 ＮＳＣｓ以
５×１０５／ｍＬ接种至细胞培养瓶中，分为４组：对照组，常
规培育４８ｈ；ＡＳＰ组，常规培养２４ｈ，再添加ＡＳＰ（终浓
度１００μｇ／ｍＬ）共同培育２４ｈ；衰老模型组，加入Ｄｇａｌ
（终浓度１０ｍｇ／ｍＬ）培育４８ｈ；ＡＳＰ衰老模型组，加入
Ｄｇａｌ培育２４ｈ，再加入 ＡＳＰ共同培育２４ｈ。于建模
结束后第２天检测相关指标。
１．９　流式细胞仪检测ＮＳＣｓ的ＲＯＳ水平
　　收集并调整 ＮＳＣｓ为１×１０６／ｍＬ，悬浮于稀释好的
ＤＣＦＨＤＡ中，３７℃孵育２０ｍｉｎ，无血细胞培养基洗涤
细胞３次，去除未进入细胞内的 ＤＣＦＨＤＡ；流式细胞
仪检测细胞内 ＲＯＳ水平，以 ＤＣＦ的平均荧光强度表
示其含量。

１．１０　酶标比色法检测ＮＳＣｓ的ＭＤＡ含量
　　制备 ＮＳＣｓ培养上清液，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
按试剂盒说明书方法测定光密度值 Ｄ（５３２），计算
ＮＳＣｓ上清液的ＭＤＡ含量。
１．１１　ｑＲＴＰＣＲ检测ＮＳＣｓ的ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３ｍＲＮＡ表达
　　用 ＴＲＩｚｏｌ方法提取 ＮＳＣｓ的 ＲＮＡ，通过 Ｄ（２６０）／

Ｄ（２８０）的比例检测 ＲＮＡ的质量。逆转录进行 ｃＤＮＡ
的合成。９４℃预变性 ５ｍｉｎ，１个循环；变性 ９４℃
５ｍｉｎ，退火６１℃ ５ｍｉｎ，延伸７２℃ ５ｍｉｎ，３０个循环；
延伸７２℃ ３ｍｉｎ。引物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列与片段长度

引物 引物序列（５＇→３＇） 片段长度／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
上游：ＣＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡ
下游：ＴＧＧＣＡＧＧＴＴＴＣＴＣＣＡＧＧＣＧＧＣ

６０６

ｐ１９
上游：ＡＣＣＣＣＡＡＧＴＧＡＧＧＧＴＴＴＴＣＴ
下游：ＧＡＴＣＣＴＣＴＣＴＧＧＣＣＴＣＡＡＣＡ

１０６

ｐ２１
上游：ＧＴＧＡＴＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧＴＴＣＣ
下游：ＧＣＡＡＡＧＴＴＣＣＡＣＣＧＴＴＣＴＣ

１３９

ｐ５３
上游：ＧＣＣＡＴＣＴＡＣＡＡＧＡＡＧＴＣＡＣＡＧＣ
下游：ＧＡＴＧＡＴＧＧＴＡＡＧＧＡＴＡＧＧＴＣＧＧ

２８５

１．１２　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０统计
软件进行单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　小鼠衰老生物学动态情况
　　随着注射 Ｄｇａｌ时间和累积剂量的增加，衰老模
型组小鼠毛发逐渐枯燥，色暗淡，精神不振，活动力下

降，进食减少，大便不成形，体质量增加缓慢，呈典型的

自然衰老体征，其余３组无明显衰老体征。
２．２　ＡＳＰ对脑衰老大鼠空间学习记忆能力的影响
　　定位航行实验结果显示：衰老模型组大鼠找到隐
形平台前的逃避潜伏期显著长于对照组，ＡＳＰ衰老模
型组的逃避潜伏期短于衰老模型组（Ｐ＜０．０５，图１）；
空间探索实验结果显示：衰老模型组大鼠跨越原平台

所在位置的次数和在原平台象限停留时间的百分比显

著低于对照组，ＡＳＰ衰老模型组跨越原平台的次数和
在原平台象限停留时间的百分比明显高于衰老模型组

（Ｐ＜０．０５，表２）。
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图１　ＡＳＰ对脑衰老大鼠定位航行实验的影响
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Ａ：ＳＡβｇａｌ染色；Ｂ：统计分析结果　１：对照组；２：ＡＳＰ组；３：衰老模型组；４：ＡＳＰ衰老模型；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与衰老模型组比较

图２　ＡＳＰ对脑衰老大鼠海马神经细胞衰老的影响

表２　ＡＳＰ对脑衰老大鼠空间探索实验的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
跨越原平台次数

／次·２ｍｉｎ－１
原平台象限停留

时间百分比（％）

对照组 １０．２０±１．８５ ３５．９１±７．６４

ＡＳＰ组 １０．７０±１．４６ ３７．３３±５．３４

衰老模型组 ８．８０±１．８７ａ ２６．４８±３．１４ａ

ＡＳＰ衰老模型组 ９．９６±１．４５ｂ ３９．２２±４．４６ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与衰老模型组比较

２．３　ＡＳＰ对脑衰老模型大鼠海马神经细胞衰老的影响
　　衰老模型组大鼠海马 ＳＡβｇａｌ染色阳性细胞数
量较对照组明显增高；而ＡＳＰ衰老模型组较衰老模型
组阳性细胞数量明显降低（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．４　ＡＳＰ对脑衰老大鼠海马抗氧化能力的影响
　　衰老模型组大鼠海马中ＳＯＤ含量、ＧＳＨ活性较对
照组均降低，而ＭＤＡ含量显著增高；ＡＳＰ衰老模型组
大鼠海马中ＳＯＤ含量、ＧＳＨ活性较衰老模型组增高，
而ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５，图３）。
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图３　ＡＳＰ对脑衰老大鼠海马抗氧化能力的影响

２．５　ＡＳＰ对脑衰老大鼠海马ＩＬ１β，ＩＬ６含量的影响
　　衰老模型组大鼠海马区ＩＬ１β、ＩＬ６显著高于对照
组；而ＡＳＰ衰老模型组ＩＬ１β、ＩＬ６显著低于衰老模型
组（Ｐ＜０．０５，表３）。

表３　ＡＳＰ对脑衰老大鼠海马ＩＬ１β、ＩＬ６含量的影响
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＩＬ１β／ｐｇ·ｍｇ－１ ＩＬ６／ｐｇ·ｍｇ－１

对照组 ０．４６±０．０２ ５６．０５±３

ＡＳＰ组 ０．４５±０．０１ ５０．１７±９．３１

衰老模型组 ０．６２±０．０３ａ ７０．５４±１１．５８ａ

ＡＳＰ衰老模型组 ０．５６±０．０２ｂ ６２．０８±１０．１９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与衰老模型组比较

２．６　ＡＳＰ对脑衰老大鼠海马区端粒长度及端粒酶活
性的影响

　　衰老模型组大鼠海马区细胞的端粒长度缩短和端
粒酶活性下降较对照组明显；而ＡＳＰ衰老模型组较衰
老模型组明显增高（图４）。
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１：衰老模型组；２：ＡＳＰ组；３：ＡＳＰ衰老模型组；４：对照组；Ｍ：标准

图４　ＡＳＰ对衰老大鼠海马端粒长度（Ａ）和端粒酶
活性（Ｂ）的影响

２．７　ＮＳＣｓ的Ｎｅｓｔｉｎ表达鉴定
　　从ＳＤ胎鼠大脑中成功分离、培养出 ＮＳＣｓ。ＮＳＣｓ
可以继续培养成为神经球，免疫荧光鉴定 ＮＳＣｓ的
Ｎｅｓｔｉｎ表达呈阳性（绿色荧光），见图５。
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图５　免疫荧光染色鉴定ＮＳＣｓ的Ｎｅｓｔｉｎ表达

２．８　ＡＳＰ对衰老ＮＳＣｓ的ＲＯＳ水平和ＭＤＡ含量的影响
　　衰老模型组ＮＳＣｓ的ＲＯＳ水平、ＭＤＡ含量高于对
照组；而ＡＳＰ衰老模型组低于衰老模型组（Ｐ＜０．０５，
表４）。

表４　ＡＳＰ对衰老 ＮＳＣｓ的 ＲＯＳ水平和 ＭＤＡ含量的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＲＯＳ荧光强度 ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１

对照组 １２９．７４±３．８９ ９５．１０±６．３５

ＡＳＰ组 ９４．１０±２．４７ ８２．７０±５．３４

衰老模型组 １８７．７１±１２．２３ａ １１７．２０±７．５６ａ

ＡＳＰ衰老模型组 １６１．５０±９．４５ｂ ９７．４０±５．４１ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与衰老模型组比较

２．９　ＡＳＰ对衰老ＮＳＣｓ的ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３ｍＲＮＡ表达的
影响

　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：衰老组 ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３
ｍＲＮＡ表达较对照组明显增高；而 ＡＳＰ衰老模型组较
衰老模型组明显降低（Ｐ＜０．０５，图６）。
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图６　ＡＳＰ对衰老ＮＳＣｓ的ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３ｍＲＮＡ表达的影响

３　讨论

　　课题组前期研究证明：当归多糖可以延缓脑衰老
和ＮＳＣｓ的衰老［８］。本研究采用氧化致衰剂 Ｄｇａｌ［６］

构建衰老大鼠模型，探讨 ＡＳＰ拮抗 Ｄｇａｌ对脑衰老和
ＮＳＣｓ衰老的机制。ＳＡβｇａｌ染色是鉴定细胞衰老的
特异性生物学标志［９］，本研究发现：Ｄｇａｌ致衰大鼠表
现出明显的空间学习记忆能力降低，且 ＳＡβＧａｌ染色
显示衰老模型大鼠海马组织中衰老细胞数量明显增

多，提示脑衰老模型成功建立。注射 ＡＳＰ干预致衰过
程可以显著减轻Ｄｇａｌ对大鼠空间学习记忆能力的损
害，并减少海马组织中衰老细胞数量。

　　Ｄｇａｌ致衰机制是氧自由基所致的氧化应激损伤，
氧化应激损伤学说是细胞衰老的主流学说［１０－１１］，

ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ是评价细胞氧化应激损伤和衰老的重
要指标。本研究发现：Ｄｇａｌ可以诱导海马组织产生大
量的ＭＤＡ，并减少 ＳＯＤ含量，消耗 ＧＳＨ存量，这些都
是促进脑衰老发生的主要因素［１２］。注射 ＡＳＰ干预衰
老过程后，海马内ＭＤＡ含量明显减少，同时ＳＯＤ含量
增加，ＧＳＨ消耗量减少，提示 ＡＳＰ可通过提高海马的
抗氧化损伤与清除自由基的能力拮抗 Ｄｇａｌ对海马的
致衰作用。

　　氧化应激和炎症反应紧密相关，也是诱发衰老的
主流原因［１３］。文献［１４］报道：神经胶质细胞被激活是
脑源性炎症性细胞因子的根源，过多炎症因子释放使

神经元间相互作用发生障碍，进而导致空间学习记忆

功能受损。本研究观察到：注射ＡＳＰ干预衰老模型大
鼠或正常大鼠，使海马内ＩＬ１β、ＩＬ６水平显著降低，提
示ＡＳＰ可能通过抑制慢性炎症过程，从而拮抗致衰剂
对海马的损伤。

３４８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）



　　端粒损耗的速度是衡量“生物衰老”的重要方法，
端粒酶在维持端粒长度中起作用［１５－１７］。本研究发现：

衰老模型大鼠海马区端粒长度与端粒酶活性明显低于

正常对照组，注射 ＡＳＰ后，大鼠海马区端粒长度缩短
受到抑制，端粒酶活性降低得以阻滞，提示 ＡＳＰ可通
过调控端粒系统达到延缓脑衰老的作用。

　　ＮＳＣｓ是神经系统特定区域内具有高度自我更新
能力与多向分化潜能的未分化细胞，可增殖分化为神

经元、少突胶质细胞和星形胶质细胞等［１０］。ＮＳＣｓ对
中枢神经系统的发育、维持和修复有着极为重要的作

用。有研究结果表明：脑衰老与 ＮＳＣｓ衰老有密切相
关，干预ＮＳＣｓ衰老进程可以有效延缓脑衰老［１８］。本

研究从胎大鼠脑中成功的提取、纯化与鉴定了大鼠

ＮＳＣｓ［１９］，并建立了ＮＳＣｓ体外衰老模型。研究结果显
示：ＡＳＰ体外干预 Ｄｇａｌ致衰过程后，ＮＳＣｓ中的 ＭＤＡ
含量与ＲＯＳ水平显著降低，进一步验证了ＡＳＰ抗氧化
损伤作用。ｐ１９ｐ２１ｐ５３信号通路是控制细胞衰老的重
要通路［２０］。本研究发现：衰老 ＮＳＣｓ的 ｐ１９、ｐ２１、ｐ５３
ｍＲＮＡ表达明显增高，ＡＳＰ干预致衰过程后，ｐ１９、ｐ２１、
ｐ５３ｍＲＮＡ表达明显下降。提示 ＡＳＰ通过提高抗氧化
能力和降低衰老相关基因的表达拮抗了Ｄｇａｌ对ＮＳＣｓ的
致衰作用，也许是ＡＰＳ拮抗Ｄｇａｌ致脑衰老机制之一。
　　综上所述，ＡＳＰ可能通过调控细胞端粒长度和端
粒酶活性，下调衰老相关基因表达，降低炎症因子表

达，提高细胞抗氧化能力，进而拮抗 Ｄｇａｌ对 ＮＳＣｓ和
海马细胞的致衰作用。
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