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摘要： 目的　 探讨右归丸含药血清对过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２） 诱导衰老细胞线粒体能量代谢的影响。 方法　 原代培养大鼠

肾小管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ）， 并将细胞分为①空白组、 模型组、 空白血清组、 含药血清组； ②ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ⁃
ＮＣ 组、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 组、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组； ③空白血清组、 含药血清

＋ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ＮＣ 组、 含药血清＋ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 组、 含药血清＋ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组， 采用双荧光素酶报

告基因实验确定 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 对 ＵＱＣＲＢ 的靶向调控关系。 然后采用 Ｈ２Ｏ２ 诱导大鼠肾小管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ） 发

生衰老， 并给予右归丸含药血清干预， 通过 β⁃半乳糖苷酶染色法检验细胞发生衰老情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测衰老相

关蛋白 （Ｐ１６、 Ｐ２１） 表达， 以此确证细胞发生衰老。 进而采用脂质体转染技术， 转染 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ ／ ｎｈｉｂｉｔｏｒ 进
入细胞， 再用 ｑＰＣＲ 法检测细胞 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ、 ＵＱＣＲＢ ｍＲＮＡ 表达及线粒体 ＤＮＡ 拷贝数 （ｍｔＤＮＡ） 变化， 透射电镜

观察肾脏线粒体超微结构， ＪＣ⁃１ 荧光探针法检测线粒体膜电位， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测细胞内活性氧 （ＲＯＳ） 水平， 试剂

盒检测线粒体三磷酸腺苷 （ＡＴＰ） 水平。 结果　 双荧光素酶报告基因实验证实 ＵＱＣＲＢ 是 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 的直接作用靶

点。 与空白组比较， 模型组 β⁃半乳糖苷酶染色阳性细胞率升高和衰老相关蛋白 （Ｐ１６ 和 Ｐ２１） 表达升高， 检测结果均

确认 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞模型成功。 与空白组比较， 模型组 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线粒体膜电位、 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ
水平和 ＵＱＣＲＢ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 右归丸含药血清组 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线粒

体膜电位、 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ 水平和 ＵＱＣＲＢ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较， ｍｉＲ⁃
１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 组线粒体 ＡＴＰ、 ｍｔＤＮＡ、 线粒体膜电位水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组比较， ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组线粒体 ＡＴＰ、 ｍｔＤＮＡ、 线粒体膜电位水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 右归丸可改善衰老细胞的线粒体能量代谢水平， 其作用机制可能

与抑制 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 表达从而上调 ＵＱＣＲＢ 表达量有关。
关键词： 右归丸； 细胞衰老； ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ； ＵＱＣＲＢ； 线粒体能量代谢

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２５）１２⁃４１６１⁃０７
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２５􀆰 １２􀆰 ０４４

　 　 细胞衰老是指细胞进入稳定的周期停滞状态， 细胞在

这种状态下的生理功能逐渐发生衰退直至细胞死亡［１］ 。 细

胞衰老可由多种因素触发， 如 ＤＮＡ 损伤、 线粒体功能障

碍、 高氧等［２］ 。 细胞衰老是造成多种增龄相关疾病如骨质

疏松症、 癌症、 ２ 型糖尿病等的重要原因之一， 因此消除

衰老细胞是缓解或治疗这些疾病的有效方法［３⁃４］ 。 研究发

现， 通过减少线粒体活性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）
的产生， 可以减缓端粒缩短的速度， 延长培养细胞的寿命，
提示线粒体途径可能是一个消除细胞衰老的有效方法［５］ 。
近年来， 补肾中药在缓解衰老或治疗衰老相关疾病方面发

挥了巨大作用， 右归丸是代表方剂之一。 课题组前期研究

发现， 右归丸可明显改善肾损伤模型大鼠的线粒体功

能［６］ 。 由此推断， 右归丸可能对衰老肾皮质细胞的线粒体

损伤也具有修复作用， 其作用机制可能与线粒体基因的转

录后调控作用有关。
ｍｉＲＮＡｓ 为长度约 ２２ｎｔ 的内源性非编码 ＲＮＡ， 通过 ３′

ＵＴＲ 碱基互补配对介导靶 ｍＲＮＡ 降解或翻译阻滞， 实现转

录后基因表达调控［７］ ， 可作为疾病治疗的潜在靶点。 前期

研究发现， ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 和 ＵＱＣＲＢ 均在右归丸干预后显

著表达［６］ ， 且根据生物信息学预测结果， 二者呈靶向调控

关系， 提示右归丸对衰老细胞线粒体损伤的修复作用可能

与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 对 ＵＱＣＲＢ 的靶向调控作用有关。 因此，
本实验选择 Ｈ２Ｏ２ 诱导的衰老 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞模型［８］ ， 通过

细胞转染技术过表达或抑制 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 表达， 观察右归

丸含药血清对衰老细胞线粒体功能及 ＵＱＣＲＢ 表达的影响，
探讨对衰老细胞线粒体损伤的修复作用及其分子机制。
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１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 透射电镜 （日本 ＨＩＴＡＣＨＩ 公司）； 电热恒温鼓

风干燥箱 （上海精宏实验设备有限公司）； 组织研磨器

（上海净信实业发展有限公司）； ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ ３ 多功能酶标仪

（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； 倒置显微镜 （广州明美光

电技术有限公司）； ＰＣＲ 仪 （东胜创新生物科技有限公

司）； 流式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； 低速离心机 （可
成科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 右归丸 （主要由熟地黄、 炮附片、 肉

桂、 山药、 酒萸肉、 菟丝子、 鹿角胶、 枸杞子、 当归、 盐

杜仲组成） 购自北京同仁堂股份有限公司， ９ ｇ ／丸， 批号

２２０１０２１２。 ＣＣＫ８ 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒 （美国

ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司， 批号 ＨＹ⁃Ｋ０３０１）； ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司， 批号 １１６６８⁃０１９）； 线粒体膜电位检

测试剂盒、 ＡＴＰ 检测试剂盒、 细胞 ＲＯＳ 检测试剂盒、 双荧

光素酶报告基因检测试剂盒 （上海碧云天生物技术股份有

限公司， 批号 Ｃ２００６、 Ｓ００２６、 Ｓ００３３Ｓ、 ＲＧ０２７）； ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺
ＩＩ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（南京诺唯赞生物科技股份有限公司， 批号 Ｒ２３３、 Ｑ１１１⁃
０２）； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 （美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司， 批号 １５５９６⁃０２６）； 戊

二醛 （美国 Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 公司， 批号 Ａ１７８７６）； 硝酸铅 （美
国 ＳＰＩ⁃ＣＨＥＮ 公 司， 批 号 １００８８⁃７４⁃８ ）； ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ ／ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ［金拓思 （武汉） 生物科技有限公司］。
１􀆰 ３　 细胞株和动物　 大鼠肾小管上皮细胞 （ＮＲＫ⁃５２Ｅ） 购

自武汉普诺赛生命科技有限公司。 ８ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大

鼠， 体质量 （２５０～３００） ｇ， 购自湖北省实验动物研究中心

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂） ２０２０⁃００１８］， 适应性

饲养 ７ ｄ， 动物实验内容已通过陕西中医药大学实验动物伦

理委员会审核 （伦理号 ＳＵＣＭＤＬ２０２２０３１１００１）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞分组　 实验分 ３ 个部分： （１） 为了确定右归丸含

药血清是否对 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞的线粒体能量

代谢具有改善作用， 将 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞分为空白组、 模型

组、 空白血清组、 右归丸含药血清组 （简称为含药血清

组）； （２） 为了验证 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ ／ ＵＱＣＲＢ 对细胞线粒体

功能是否存在调控作用， 将 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞分为 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃
１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组 （ 简 称 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组 ）、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃
ｍｉｍｉｃ 组 （简称 ｍｉｍｉｃ 组）、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组

（简称 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组）、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 （简称

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组）； （３） 为了探究右归丸含药血清对衰老细胞

ＵＱＣＲＢ 的调控作用是否与 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 水平相关， 将

Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞分为空白血清组、 Ｈ２Ｏ２ ＋含药血清 ＋
ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ＮＣ 组 （简称含药血清＋ＮＣ 组）、 Ｈ２Ｏ２＋含药

血清＋ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 组 （简称含药血清＋ｍｉｍｉｃ 组）、
Ｈ２Ｏ２＋含药血清 ＋ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 （简称含药血

清＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组）。
２􀆰 ２　 细胞培养与转染 　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞用含 １０％ 胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养。 取对数

生长期的细胞， 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ ２０００ 转染试剂说明书

方法严格操作， 将 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 分

别转染至各组细胞中， 转染 ７２ ｈ 后， 通过荧光显微成像系

统评估转染率， 若视野内 ８０％ 以上细胞携带绿色荧光， 荧

光较强且稳定， 则视为有效转染。 收集符合标准的转染细

胞， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， ６ ｈ 后吸出混合液换

入正常培养基， 继续于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ。
２􀆰 ３　 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞模型的建立　 取 “２􀆰 ２” 项下各组

细胞， 按每孔 ５× １０５ 个的密度接种于 ６ 孔板， 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱培养 ２４ ｈ； 吸弃培养液， 模型组、 空白血清

组、 含药血清组、 含药血清＋ＮＣ 组、 含药血清＋ｍｉｍｉｃ 组、
含药血清＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组分别加入终浓度 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２，
培养 ２４ ｈ， 建立衰老细胞模型； 其余处理组不加 Ｈ２Ｏ２， 培

养 ２４ ｈ。
２􀆰 ４　 右归丸含药血清制备及细胞给药　 称取右归丸 １０ ｇ，
以 ０􀆰 ９％ 氯化钠注射液溶解至给药质量浓度为 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ。
将 ８ 只大鼠随机分为右归丸含药血清组 （６ 只） 和空白血

清组 （２ 只）。 所有大鼠常规饲养 ７ ｄ 后开始给药， 含药血

清组灌胃给予右归丸混悬液 １７ ｍＬ ／ ｋｇ （给药质量浓度参照

实验动物学用药剂量换算［９］ ）， 空白组灌胃给予等体积蒸

馏水， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 于末次给药 １ ｈ 后， 大鼠麻醉

后在无菌条件下腹主动脉插管取血， 全血室温静置 １ ｈ， 在

２～８ ℃、 １ ０００×ｇ 条件下离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清， 即血清，
５６ ℃灭活 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤除菌后分装， 于

－２０ ℃冰箱保存备用。
取处于对数生长期的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞， 以 ５×１０５ 个 ／孔

的密度接种于 ６ 孔板， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜

后， 空白血清组加入 １０％ 空白血清， 其余各组加入 １０％ 右

归丸含药血清［１０］ ， 继续培养 ２４ ｈ 后， 留待检测。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测衰老相关蛋白（Ｐ１６、 Ｐ２１） 表达　 收

集各组 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞， 加入含有 １０％ ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解

液， 在 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ５ ｍｉｎ 后取上清， 使

用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度， 加入 ＳＤＳ 蛋白

上样缓冲液， 在沸水中水浴加热 １０ ｍｉｎ 进行变性。 蛋白上

样， ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白， 转移到 ＰＶＤＦ 膜

上， 用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封闭 ２ ｈ， 加入 Ｐ１６、 Ｐ２１、
ＧＡＰＤＨ 抗体 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜后， 加入二抗室温

孵育 ２ ｈ， 通过 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件分析胶片灰度值， 实验

重复 ３ 次。
２􀆰 ６　 衰老相关 β⁃半乳糖苷酶 （ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ） 染色　 吸除各组

细胞培养液， 细胞用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加入 １ ｍＬ β⁃半乳糖苷

酶 （ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ） 染色固定液， 室温固定 １５ ｍｉｎ， 弃去固定

液， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每孔加入 １ ｍＬ β⁃ｇａｌ 染色工作液，
３７ ℃孵育过夜， 于光学显微镜下观察细胞染色情况。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＵＱＣＲＢ ｍＲＮＡ 表达 　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法
提取 ＲＮＡ， 分离得到的 ＲＮＡ 按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＩＩ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （ＶＡＺＹＭＥ） 试剂盒说明书操作， 逆转
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录成 ｃＤＮＡ， 然后按照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ＶＡＺＹＭＥ）
试剂盒说明书进行 ＰＣＲ 扩增反应， 反应程序为 ９５ ℃，
３０ ｓ， １ 个循环； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 内参

基因为 ＧＡＰＤＨ， 引物由北京擎科生物科技股份有限公司合

成， 序列见表 １。 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ＵＱＣＲＢ ｍＲＮＡ 相对表

达表达。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡ

反向 ＣＣＡＧＡＧＣＡＧＴＡＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴ

ＮＤ１ 正向 ＣＧＣＣＴＧＡＣＣＡＡＴＡＧＣＣＡＴＡＡ

反向 ＡＴＴＣＧＡＣＧＴＴＡＡＡＧＣＣＴＧＡＧＡ

ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧ

反向 ＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴ

ＵＱＣＲＢ 正向 ＡＣＴＧＧＧＧＴＴＡＡＴＧＣＧＡＧＡＴＧ

反向 ＴＣＡＣＴＴＣＴＴＣＧＣＣＣＡＣＴＣＴＴ

２􀆰 ８　 双荧光素酶报告基因实验　 使用双荧光素酶报告基因

检测试剂盒检测萤火虫和海肾的荧光素酶活性， 并测定转

染 ２４ ｈ 后的相对荧光素酶单位 （ＲＬＵ） 值。
２􀆰 ９　 线粒体功能检测

２􀆰 ９􀆰 １　 线粒体超微结构　 收集各组细胞， ＰＢＳ 洗涤 ６ 次，
用 ２􀆰 ５％ 戊二醛固定 ４ ｈ 后， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心沉降细胞后，
更换新鲜的 ２􀆰 ５％ 戊二醛于 ４ ℃下固定 ４ ｈ。 样本用含 １％ 锇

酸和 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液 （ｐＨ ７􀆰 ４） 于室温条件下固定

２ ｈ， 依次用 ５０％ 、 ７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 、 ９５％ 、 １００％ 乙醇脱

水， 每次 １５ ｍｉｎ。 ６０ ℃聚合 ８ ｈ， ６０～ ８０ ｎｍ 切片， 铀铅双

染色后于透射电镜观察下各组细胞线粒体超微结构变化。
２􀆰 ９􀆰 ２　 线粒体膜电位　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞用胰蛋白酶消化后，
重悬于含血清和酚红的细胞培养液中， 然后加入 ＪＣ⁃１ 染色

工作液， ３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ， 弃上

清， 加入 ＪＣ⁃１ 染色缓冲液， 流式细胞仪上机分析， 通过检

测红 ／绿荧光强度的比值分析线粒体膜电位的极化状态。
２􀆰 ９􀆰 ３　 细胞活性氧 （ＲＯＳ） 水平　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞用胰蛋白

酶消化后， 用含 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 的无血清培养液 ３７ ℃ 孵育 ２０
ｍｉｎ， １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， 加 ＰＢＳ 重悬， 流式

细胞仪上机检测分析。
２􀆰 ９􀆰 ４　 线粒体 ＡＴＰ 水平 　 细胞裂解后， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 取上清， 按照 ＡＴＰ 检测试剂盒说明书

操作。
２􀆰 ９􀆰 ５　 线粒体 ＤＮＡ （ｍｔＤＮＡ） 表达　 按照 “２􀆰 ７” 项下方

法， 通过实时定量 ＰＣＲ 法进行检测， 内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ，
引物序列见表 １。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈｄＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行处理，
实验数据以平均数±标准差 （ ｘ±ｓ） 表示， ２ 组之间比较采

用非配对 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞发生衰老 　 与空白组比较，
模型组 Ｐ１６ 和 Ｐ２１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染
色阳性率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

发生衰老， 见图 １。

注： Ａ 为各组 Ｐ１６、 Ｐ２１ 蛋白条带图， Ｂ ～ Ｃ 为各组 Ｐ１６、 Ｐ２１ 蛋白表达比较， Ｄ 为各组 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色图，

Ｅ 为各组 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色率比较。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 Ｈ２Ｏ２ 对 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 Ｐ１６、 Ｐ２１ 表达及 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色阳性率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 右归丸对 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞 ＵＱＣＲＢ 及线粒体能量代

谢的 影 响 　 与空白组比较， 模型组 ＵＱＣＲＢ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 线粒体膜电位、 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线粒体结构呈现病理性

肿胀， 胞质内空泡形成， 嵴密度显著降低且空间构象异常，
甚至消失， 说明 Ｈ２Ｏ２ 可使 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ＵＱＣＲＢ 表达降低

并发生线粒体功能损伤； 与模型组比较， 右归丸含药血清

组 ＵＱＣＲＢ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 线粒体膜电位、 ｍｔＤＮＡ、

３６１４

２０２５ 年 １２ 月

第 ４７ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １２



ＡＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线

粒体内空泡减少， 基质较均匀， 说明右归丸含药血清可升

高 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞的 ＵＱＣＲＢ 表达， 并修复衰老细胞的

线粒体功能， 见图 ２。

注： Ａ 为各组 ＵＱＣＲＢ 表达； Ｂ 为各组 ｍｔＤＮＡ 表达； Ｃ 为各组 ＡＴＰ 水平； Ｄ 为各组线粒体膜电位水平；
Ｅ 为各组 ＲＯＳ 表达； Ｆ 为各组超微结构观察。 蓝色正方形代表细胞核； 黄色五角星代表正常线粒体，
线粒体双层膜完整， 嵴结构清晰； 红色倒三角形代表损伤线粒体， 双层膜完整， 但嵴有断裂； 绿色圆

形代表损伤线粒体， 但线粒体完全破裂， 双层膜消失。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型

组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 右归丸对 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞 ＵＱＣＲＢ 表达和线粒体 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ、 膜电位、 ＲＯＳ

水平及线粒体超微结构的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 调控 ＵＱＣＲＢ 对衰老细胞线粒体功能的

影响　 双荧光素酶报告基因实验表明， ＵＱＣＲＢ 为 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃
１⁃３ｐ 的靶基因， 见图 ３。 与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较， ｍｉｍｉｃ⁃组
ＵＱＣＲＢ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组 比 较，
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 ＵＱＣＲＢ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃
３ｐ 可负向调控 ＵＱＣＲＢ 表达， 见图 ４。

与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较， ｍｉｍｉｃ 组线粒体 ＡＴＰ、 ｍｔＤＮＡ、
线粒体膜电位水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线粒体结构呈现病理性肿胀， 胞质内空泡

形成， 嵴密度显著降低且空间构象异常； 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组

比较， ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组线粒体 ＡＴＰ、 ｍｔＤＮＡ、 线粒体膜电位水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线

注： 与 ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 双荧光素酶报告基因实验 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ 组比

较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 对衰老细胞 ＵＱＣＲＢ 表达的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　

粒体超微结构完整， 嵴系统呈现密集层状排列且折叠结构

显著， 基质区电子密度均匀， 内外膜连续完整， 未见病理

性水肿或空泡形成， 说明 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 可调控 ＵＱＣＲＢ 表

达， 影响衰老细胞的线粒体功能， 见图 ５。
３􀆰 ４　 右归丸调控 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ ／ ＵＱＣＲＢ 对衰老细胞线粒体

功能的影响　 与空白血清组比较， 含药血清＋ｍｉｍｉｃ 组和含

药血清＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 ＵＱＣＲＢ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 线粒体膜

电位、 ＡＴＰ、 ｍｔＤＮＡ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＲＯＳ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 线粒体内外膜结构较清晰， 线粒体

嵴排列较清晰， 气泡小且少， 说明右归丸含药血清对衰老

细胞的 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 水平具有双向调节作用， 通过调节

ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 的平衡维持 ＵＱＣＲＢ 表达而修复衰老细胞的线

粒体功能， 见图 ６。

注： Ａ 为各组 ｍｔＤＮＡ 表达； Ｂ 为各组 ＡＴＰ 水平； Ｃ 为各组线粒体膜电位水平； Ｄ 为各组 ＲＯＳ 表达； Ｅ 为各组超微结构观察。 蓝色正

方形代表细胞核； 黄色五角星代表正常线粒体， 线粒体双层膜完整， 嵴结构清晰； 红色倒三角形代表损伤线粒体， 双层膜完整， 但

嵴有断裂； 绿色圆形代表损伤线粒体， 但线粒体完全破裂， 双层膜消失。 与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ

组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 对衰老细胞线粒体 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ、 膜电位、 ＲＯＳ 水平及线粒体超微结构的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

衰老是指随着年龄的增长， 机体自身内环境稳定能力

减弱和应激适应力降低， 进而引发细胞与器官功能衰退、
组织结构损伤等变化， 最终导致生理功能和形态结构出现

退行性改变的生理、 病理现象［１１］ 。 衰老机制众多， 其中线

粒体功能障碍被认为是衰老发生最重要的机制［１２］ 。 肾虚衰

老是中医衰老学说的核心。 肾藏精， 寓元阴和元阳， 为各

脏腑阴阳之根本［１３］ 。 肾中阴阳互根互用是肾主生长发育之

基础［１４］ 。 其中肾阳为五脏阳气之根本， 若肾阳虚衰， 阳气

之温煦和推动功能减弱， 则会出现阴寒内盛、 代谢产物堆

积的状态， 因此肾阳虚衰是衰老的重要因素之一［１５］ 。 右归

丸是温补肾阳的经典方剂， 前期研究发现， 右归丸可通过
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注： Ａ 为各组 ＵＱＣＲＢ 表达； Ｂ 为各组ｍｔＤＮＡ 表达； Ｃ 为各组 ＡＴＰ 水平； Ｄ 为各组线粒体膜电位水平； Ｅ 为各组

ＲＯＳ 表达； Ｆ 为各组超微结构观察。 蓝色正方形代表细胞核； 黄色五角星代表正常线粒体， 线粒体双层膜完整，
嵴结构清晰； 红色倒三角形代表损伤线粒体， 双层膜完整， 但嵴有断裂； 绿色圆形代表损伤线粒体， 但线粒体

完全破裂， 双层膜消失。 与空白血清组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 右归丸干预 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 对 ＵＱＣＲＢ 表达和线粒 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ、 膜电位、 ＲＯＳ 及线粒体超

微结构的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

改善肾阳虚模型线粒体功能来促进其恢复能量代谢平衡，
而衰老也是一个代谢、 免疫、 神经内分泌等多系统稳态失

衡的病理生理过程［１６］ ， 其中能量代谢失衡是其发生发展进

程中的重要环节之一［１７］ 。 因此， 具有温补肾阳功效的右归

丸可能通过改善机体能量代谢而对抗衰老。

为了证实右归丸对衰老细胞线粒体代谢是否存在调控

作用， 本研究建立了 Ｈ２Ｏ２ 诱导的肾小管上皮细胞衰老模

型， 通过 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色及衰老相关蛋白 （Ｐ１６、 Ｐ２１） 检测

确证衰老细胞模型造模成功。 线粒体功能检测结果显示，
与正常组比较， 衰老细胞组 ＲＯＳ 水平升高， 线粒体膜电位
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及 ｍｔＤＮＡ、 ＡＴＰ 水平降低， 而经右归丸含药血清干预后，
这些指标又能恢复至正常组水平， 提示衰老细胞存在显著

的线粒体功能损伤， 右归丸能够有效改善衰老细胞损伤的

线粒体功能。
ＵＱＣＲＢ 是线粒体呼吸链中复合物Ⅲ的亚基， 参与氧化

磷酸化过程， 在电子的传递和氧化还原相关质子运输方面

起重要作用［１８］ 。 ＵＱＣＲＢ 的突变可引起线粒体缺陷， 并通过

ＲＯＳ 介导的信号途径影响线粒体生物活性［１９］ 。 本研究发

现， 衰老细胞 ＵＱＣＲＢ 表达降低， 而右归丸含药血清可增加

其表达， 提示右归丸可通过上调 ＵＱＣＲＢ 表达来改善衰老细

胞的能量代谢水平。
ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 是 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 家族成员之一， 对细胞增

殖、 分化、 迁移、 凋亡等具有重要调控作用［２０］ 。 为了进一

步确认 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞中 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 对 ＵＱＣＲＢ 的调控关

系， 本研究首先利用生物信息学预测筛选 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 与

ＵＱＣＲＢ 的潜在结合位点， 再采用双荧光素酶报告基因实验

进行了确证。 进一步采用 ｍｉＲＮＡ 干扰技术， 发现促进细胞

的 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 表达后， 其 ＵＱＣＲＢ 表达降低， 线粒体功

能出现损伤； 而细胞的 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 表达被抑制后， 其

ＵＱＣＲＢ 表达升高， 线粒体功能又得以修复， 说明 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃
１⁃３ｐ 可负向调控衰老细胞 ＵＱＣＲＢ 的表达， ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 过

表达引起的 ＵＱＣＲＢ 表达降低可能是 Ｈ２Ｏ２ 诱导衰老细胞发

生线粒体功能损伤的重要机制。
为了进一步证实右归丸是否可通过 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ ／

ＵＱＣＲＢ 调控细胞衰老， 本研究又以右归丸含药血清干预经

ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 干扰后的衰老细胞， 发现衰老细胞的 ｍｉＲ⁃
１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 表达被过表达或抑制后， 右归丸含药血清均可增

加其 ＵＱＣＲＢ 表达量， 说明右归丸含药血清可通过调节衰老

细胞的 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ 水平， 维持 ＵＱＣＲＢ 表达的平衡， 从

而改善衰老细胞的线粒体功能。
综上所述， 右归丸含药血清可通过 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃１⁃３ｐ ／

ＵＱＣＲＢ 途径调控衰老细胞的线粒体功能， 改善衰老细胞的

能量代谢水平。 本研究为右归丸的补肾抗衰老作用提供了

一定的实验依据。
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