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地黄花对秀丽线虫寿命的影响
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摘要# 目的!探讨地黄花对秀丽线虫寿命的干预效果与机制’ 方法!将秀丽线虫分为对照组和地黄花脂肪油( 地黄花
多糖及地黄花水提醇沉上清液各药物干预组& 观察在各组药物干预下秀丽线虫在急行热应激和慢性氧化应激条件下&
其生存时间的变化& 并比较各组药物对秀丽线虫生殖能力和延缓寿命的作用效果& 同时对抗氧化相关指标超氧化物歧
化酶 ".MN# 进行检测’ 结果!与空白对照组相比地黄花各部位均能延长秀丽线虫在热应激和氧化应激条件下生存时
间& 延长正常培养条件下秀丽线虫平均生存时间及提高秀丽线虫体内 .MN活性& 其中地黄花水提醇沉上清液部位效
果最为显著’ 地黄花各部位对线虫生殖能力均无明显影响’ 结论!地黄花能延长秀丽线虫的寿命& 地黄花水提醇沉上
清液部位效果最佳& 其作用机制可能与提高机体 .MN活性& 增强应激能力有关’
关键词! 秀丽线虫$ 地黄花$ 寿命
中图分类号! B#*%F%!!!!!文献标志码! J!!!!!文章编号! "’’")"%#*"#’"*#’#)’<%#)’<
!"#!"’F&171DQ$;RRO$"’’")"%#*F#’"*F’#F’<#

!!中药地黄为玄参科 ".?[@‘LS6:[;:?5:5# 多年生草本植
物地黄 "O-5G&’’*& (B%0*’2/& V;Z@R?L$# 的新鲜或干燥块
根)"* ’ 现代药理学研究发现地黄具有抗氧化( 护肝( 抗衰
老( 抗抑郁( 止血( 增强记忆力( 降血糖( 保护胃黏膜等
多种药理作用)#)"’* ’ +本草纲目, 记载! 地黄花研末服用&
功同地黄& 如肾虚腰脊疼痛& 将其研为末& 用酒送服)""* ’
但是目前地黄花在临床上的应用较少& 关于地黄花的基础
研究也较少& 对地黄花药理作用进行研究有利于开发地黄
新的药用部位& 保证地黄资源的有效利用’

秀丽隐杆线虫 "4&-’2.5&D7*0*/VB-(&’/& 简称线虫# 是
存在土壤中的一种低等生物’ 由于其易于饲养和保存( 生

长周期短( 进化中高度保守( 遗传信息清晰等优点& 使得
秀丽线虫成为抗衰老药物( 功能因子研究的理想模
型)"#)"&* ’ 衰老是多种因素导致的身体机能的下降& 同时伴
随着生化和生理功能的衰弱& 因此对外界环境( 压力( 挑
战等反应会有所降低& 更易患上年龄相关的疾病而死
亡)"<* ’ 故本实验以国际公认的模式生物秀丽线虫为研究对
象& 测定了地黄花不同部位对秀丽线虫抵抗急行热应激和
慢性氧化应激的能力& 生殖能力& 寿命的长短及以 .MN为
代表的抗氧化指标的影响& 探讨地黄花不同部位对秀丽线
虫寿命的影响及其可能的机制& 为地黄花的开发利用奠定
基础’
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IJ材料与方法
"F"!菌株与试剂!大肠杆菌 "V/85-.*85*& 82B*# MK%’( 野
生型秀丽隐杆线虫 "4#-B-(&’/# 中国人民解放军军事医学
科学院惠赠$ 琼脂粉及牛肉蛋白胨购自北京奥博星生物技
术有限责任公司$ 地黄花于 #’"7 年 < 月中下旬采自河南焦
作& 为玄参科 " .?[@‘LS6:[;:?5:5# 植物地黄 "O-5G&’’*&
(B%0*’2/& V;Z@R?L$# 的新鲜花$ 超氧化物歧化酶 ".MN# 检
测试剂盒 "批号 #’"7’"’*# 及考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒
购自南京建成生物工程研究所 "批号 #’"7’"’*#’
"F#!实验仪器!_i,)#%’J)2电热恒温培养箱 "上海博迅
实业有限公司#$ .2%" 解剖显微镜 "日本奥林巴斯#$ \I)
*%’ 超净工作台 "江苏苏净集团有限公司#$ _S6];RE:O/a
全波长多功能酶标仪 "美国4L5[9@/;RL5[.?;5O];̂;?公司#’
"F&!实验方法
"F&F"!实验药物!将地黄花自然晾干& 粉碎& 过 *’ 目筛&
称取 %’ C& 置于 " ’’’ 9V圆底烧瓶中& 加入 %’’ 9V石油
醚& #’ p超声 " L& 过滤& 滤液低温减压浓缩干燥& 得地
黄花脂肪油部位& 提取率为 &F1&!$ 滤渣加 %’’ 9V水煎煮
# 次& &’ 9;OD次& 过滤合并滤液& 常温减压浓缩干燥& 将
干燥药物配制成质量分数为 &%!的溶液& 加 1%!乙醇& 使
溶液中乙醇终浓度为 *’!& 静置& # ’’’ [D9;O& 离心
% 9;O& 过滤& 下层沉淀物为地黄花多糖& 干燥后称定质
量& 提取率为 ""F1<!& 上层醇溶液干燥后为水提醇沉上
清液部位& 提取率为 "7F&%!’
"F&F#!线虫培养!采用 J[5OO5[)"%*的方法& 将雌雄同体线
虫饲养于涂布大肠杆菌 MK%’ "V#82B*MK%’# 的线虫标准
培养基 " O59:]@I5C[@X]L 95I;S9& -+_# 上& 培养温度
#’ p& 观察线虫生长情况’ -+_ 培养基的配制! 每
" ’’’ 9V培养基含有琼脂 "* c#% C& 牛肉蛋白胨 #F( C&
4[;R)Z:R5’F%% C& 4[;R)Aa6’F#( C& -:a6# C& "#" p高压蒸
汽灭菌#’ 9;O’
"F&F&!线虫寿命测定!在同期化后第 < 天& 挑取大小一致
的线虫放入添加 & 种不同药物的培养基中进行培养& 药物
终质量浓度均为 %’ 9CDV& 并且选取普通-+_培养基作为
空白对照组’ 每 #< L 将各平板上线虫转移至相同的新平
板& 以分组当天记为线虫生命起始第 ’ 天& 从生命起始到
终止的时间记为线虫寿命期’ 死亡判断标准! 无移动及吞

咽动作& 轻触后无任何反应’ 依据线虫生存( 死亡的条数
绘制生存曲线’
"F&F<!热应激实验!将同期化幼虫置于含或不含药物的
-+_板中& 每组 & 个板& 每板 "’ 条& 给药组线虫经药物
处理 <* L后与空白对照组线虫同时置于 &% p培养箱中进
行观察& 每隔 " L 计数线虫死亡( 存活数目& 直至线虫全
部死亡& 重复 # 次& 死亡标准同寿命实验’
"F&F%!氧化应激实验!将同期化幼虫置于含或不含药物的
-+_板中& 每组 & 个板& 每板 "’ 条& <* L 后发育至成虫&
然后把各组线虫转移到含有 ’F< 99@6DVA#M# 的线虫标准
培养基板中进行观察& 每隔 " L 记录线虫存活数目& 直至
线虫全部死亡& 重复 # 次& 死亡标准同寿命实验’
"F&F7!生殖能力测定!有效产卵量的测定& 每组挑取 "’
条V< 期的线虫到含或不含药物的 -+_板中& 每板放置 #
条线虫’ 每隔 #< L将线虫转移至新板中& 直至线虫生殖能
力丧失’ 换下的旧板倒置于 #’ p培养 #< L& 记录幼虫数
量& 将每天产生的子代数目相加即为线虫终身产卵量’
"F&F(!.MN活性检测!将同期化幼虫置于含或不含药物的
-+_板中& 每个平板放入 &’ c&% 只线虫& 每 #< L 将各平
板上线虫转移至相同的新平板中& % L后收集含药或不含药
的-+_板上成虫于8K管中& 液氮中反复冻融 & 次提取线
虫蛋白& 经离心收集上清液& 严格按照 .MN检测试剂盒说
明书要求操作’
"F&F*!统计方法!采用 .K.. "(F’ 统计分析软件对线虫寿
命及应激实验的数据进行 H:‘6:O)_5;5[法的生存分析$ 线
虫生殖能力及 .MN活性检测数据进行 @O5)X:U0-Mb0分
析& 组间比较采用V.N法检验& 以 !P’F’% 为差异有统计
学意义’
NJ结果与分析
#F"!地黄花不同部位对线虫寿命的影响!寿命长短是衰老
过程研究中的一个主要依据& 经 H:‘6:O)_5;5[生存分析得
出 "表 "#& 地黄花不同部位干预的线虫平均寿命及最大寿
命均较空白对照组延长& 与空白对照组相比有统计学差异
"!P’F’%& !P’F’"#’ 线虫的生存曲线如图 " 所示& 与空
白对照组相比& 地黄花各部位均能使线虫生存曲线右移&
延长线虫的平均寿命’ 效果以水提醇沉上清液部位效果最
好& 其次为地黄花脂肪油部位’

表 IJ地黄花不同部位对线虫寿命的影响

组别 ’ 平均寿命DI 改变率D! 最大寿命DI 改变率D!
空白对照组 %7 "&F#" e’F%* f "(F&& e’F%* f
地黄花多糖组 7" "<F7% e’F%"! "’F1’ #’F’’ e"F’’! "%F<"
水提醇沉上清液组 %* "7F#< e’F<*!! ##F1< ##F&& e"F%&!! #*F*%
地黄花脂肪油组 (% "%F7* e’F&1!! "*F(’ #"F7( e#F’*!! #%F’<

!!注!与空白对照组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"

#F#!地黄花不同部位对热应激条件下线虫寿命的影响!
&% p条件下& 检测地黄花不同部位干预的线虫抵抗热应激
能力& 经H:‘6:O)_5;5[生存分析得出 "见表 ##& 与空白对
照组相比& 地黄花不同部位干预组线虫抵抗热应激的能力
显著增强 "!P’F’%& !P’F’"#& 热应激条件下线虫的生存

曲线如图 # 所示& 与空白对照组相比& 地黄花不同部位均
能使线虫生存曲线右移& 延长线虫热应激条件下平均寿命&
作用强弱顺序为地黄花水提醇沉上清液 m地黄花脂肪油 m
地黄花多糖’
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图 IJ地黄花不同部位对线虫生存曲线的影响

表 NJ地黄花不同部位对热应激条件下线虫寿命的影响

组别 ’ 平均寿命DL 改变率D!
空白对照组 1< 7F(( e’F&% f
地黄花多糖组 (* *F1’ e’F<7!! &"F<#
水提醇沉上清液组 7* "’F<< e’F77!! %<F#&
地黄花脂肪油组 7# *F*< e’F77!! &’F%<

!!注!与空白对照组比较&!!!P’F’"

图 NJ地黄花不同部位对热应激条件下线虫生存曲线的影响

#F&!地黄花不同部位对氧化应激条件下线虫寿命的影响!
经H:‘6:O)_5;5[生存分析得出 "表 &#& 与空白对照组相比&
地黄花不同部位干预组线虫抵抗氧化应激的能力显著增强
"!P’F’%& !P’F’"#’ 氧化应激条件下线虫生存曲线如图 &
所示& 与空白对照组相比& 地黄花各部位线虫生存曲线均明
显右移& 热应激条件下线虫平均寿命延长& 作用强弱顺序为
地黄花水提醇沉上清液m地黄花脂肪油m地黄花多糖’
表 OJ地黄花不同部位对氧化应激条件下线虫寿命的影响

组别 ’ 平均寿命DL 改变率D!
空白对照组 (< 7F1# e’F#* f
地黄花多糖组 *# *F## e’F<’!! "*F(1
水提醇沉上清液组 %( "’F<# e’F77!! %’F%*
地黄花脂肪油组 7( 1F#% e’F<1!! &&F7(

!!注!与空白对照组比较&!!!P’F’"

图 OJ地黄花不同部位对氧化应激条件下线虫生存曲线的影响

#F<!地黄花不同部位对线虫生殖能力的影响!经 @O5)X:U
0-Mb0分析得出表 <& 空白对照组线虫平均产卵 #"1F(%
枚& 与空白对照组相比& 地黄花各部位干预组线虫平均产
卵数有下降趋势& 但与空白对照组比较无显著性差异’ 对
各组线虫每天子代数目分析可以发现& 地黄花干预组线虫
的生殖期较空白对照组略有延迟’

表 VJ地黄花不同部位对线虫生殖能力及机体:AB活性的影响

指标 空白对照组 地黄花多糖组 水提醇沉上清液组 地黄花脂肪油组
" ID"个/I f"# ##F(% e&F*7 #*F(% e#F%’!! "(F%’ e"F#1! "&F%’ e#F&*!!

# ID"个/I f"# (#F#% e7F7’ <7F(% e"’F<<!! #1F#% e&F&’!! #1F%’ e&F*(!!

& ID"个/I f"# (#F(% e7F<’ *"F’’ e<F%% 1%F(% e1F#%!! (#F%’ e7F<%
< ID"个/I f"# #*F%’ e&F"" ""F(% e"F("!! <&F#% e#F##!! %*F’’ e#F1<!!

% ID"个/I f"# "<F’’ e’F*# "*F’’ e#F1<!! 7F(% e’F17!! "&F#% e"F("
7 ID"个/I f"# 1F’’ e’F*# "&F’’ e#F1<!! "F(% e’F17!! *F#% e"F("
( ID"个/I f"# ’F%’ e’F%* ’F%’ e’F%* <F(% e’F17!! #F#% e’F17!!

* ID"个/I f"# ’F’’ e’F’’ "F#% e’F%’!! ’F’’ e’F’’ #F’’ e’F*#!!

总子代数D个 #"1F(% e""F(& #’"F’’ e##F#1 "11F’’ e"&F’1 "11F#% e1F**
.MND"T/9C‘[@]f"# &’F#1 e%F"( <7F"% e<F&7! *’F*< e"’F(%!! 7*F’* e*F(’!!

!!注!与空白对照组比较&!!P’F’%&!!!P’F’"

#F%!地黄花不同部位对线虫4).MN活性的影响!4).MN作
为线虫体内最主要的抗氧化酶& 主要清除机体内过量的超
氧化物自由基’ 经 @O5)X:U0-Mb0分析得出表 <& 与空白
对照组相比地黄花不同部位干预组线虫体内相对酶活力显
著增强 "!P’F’%& !P’F’"#& 地黄花( 多糖地黄花水提醇

沉上清液( 地黄花脂肪油部位线虫体内相对酶活力分别较
空白对照组升高 %#F&7!( "77F*(!及 "#<F(7!’
OJ讨论

本研究采用线虫这一模式生物& 以整体动物寿命实验
作为检测手段& 观察地黄花对线虫寿命的影响& 发现地黄
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花不同部位对线虫均有延寿作用& 其中地黄花水提醇沉上
清液部位效果最佳 "见表 "( 图 "#’ 此外& 地黄花不同部
位干预的线虫抵抗外界不良应激的能力显著增强& 从生存
曲线及平均寿命上看& 地黄花不同部位干预组线虫生存曲
线右移& 平均寿命延长& 效果强弱顺序为地黄花水提醇沉
上清液m地黄花脂肪油 m地黄花多糖 "见表 # c&& 图 # c
&#’ 同时通过观察正常生长条件下线虫寿命的变化发现&

相比于空白对照组& 地黄花不同部位干预组线虫生存曲线
右移& 延缓了线虫衰老的时间& 显著提高了线虫的平均寿
命& 结果与上述应激实验结果一致’

在众多衰老理论中& 寿命与生殖的关系最具争议& 一
些生物学家认为长寿与生殖之间存在 -权衡利弊. 的关
系& 即寿命的延长是通过降低或丧失生殖力为代价的)"7* ’
另一部分生物学家认为 -权衡利弊. 不是总起作用)"(* ’ 本
实验研究发现地黄花不同部位干预组线虫平均寿命和最大
寿命较空白对照组延长& 生殖期较空白对照组略有延迟&

生殖能力较空白对照组有降低趋势& 但与空白对照组比较
无显著性差异 "见表 <#& 这一结果说明地黄花不同部位对
线虫寿命的延长作用可能不是以降低或丧失其生殖能力为
代价的’

衰老自由基学说最早由A:[9:O提出& 认为体内形成的
各种自由基可使机体慢性中毒& 促使机体衰老)"** ’ .MN作
为体内主要的抗氧化物酶& 在清除自由基方面发挥关键性
作用’ 本实验观察了地黄花不同部位干预后线虫体内 .MN
活力变化情况& 结果发现地黄花不同部位均可增强线虫体
内 .MN酶活力& 效果强弱顺序为地黄花水提醇沉上清液 m

地黄花脂肪油m地黄花多糖 "见表 <#& 该结果与上述应激
实验及寿命实验结果一致& 提示地黄花不同部位延长线虫
寿命的机制可能与其增强线虫体内 .MN酶活力& 增强机体
抗氧化能力有关’

总之& 本研究探讨了地黄花对线虫寿命的影响’ 结果
发现地黄花干预后线虫的平均寿命和不良应激环境下的平
均生存时间延长& 并且体内抗氧化酶 .MN活性增强& 其作
用机制可能与其增强线虫应激能力相关’ 该发现为进一步
研究利用地黄花& 开发功能性食品或医疗保健品奠定理论
基础’

目前& 关于地黄抗衰老作用机理及物质基础研究相对
较多& 如地黄中的梓醇( 酚类化合物)"1)#’*具有神经保护作
用或抗氧化作用& 可能是其发挥抗衰老作用的物质基础&

但是& 关于地黄花抗衰老作用及其物质基础的相关研究还
未见报导& 地黄花化学成分的系列研究也未见报导& 地黄
花发挥抗衰老作用的物质基础是否与地黄一样也不清楚&

因此进一步对其成分进行分析& 是明确其抗衰老作用物质
基础的前提& 也是地黄花开发利用的基础& 同时也是制定
其质量标准的前提条件& 这些均需要进一步的研究和探索’
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摘要# 目的!制备羟基喜树碱聚乙二醇化聚十六烷基氰基丙烯酸酯 "K8+)KANa0# 纳米粒& 并进行表征’ 方法!酯
化( 缩聚法制备K8+)KANa0& 凝胶渗透色谱法 "+Ka# 测定新合成材料的相对分子质量& 纳米沉淀法制备纳米粒&
测定其粒径( 载药量( 包封率& 透析法考察其体外释药特性’ 结果!所得纳米粒相对分子质量为 # &’’ c# (’’& 能较
好地包埋喜树碱& 平均粒径为 "*7F% e(F## O9& 25]:电位为 " f"7F&< e#F<# 9b& 包封率和载药量分别为
"1’F#& e"F"&#!和 "&F"( e’F"%#!’ 载药体系能实现药物良好的体外缓释’ 结论!K8+)KANa0适合作为纳米制剂
的载体’ 羟基喜树碱K8+)KANa0纳米粒能提高药物的水溶性& 并可实现其体外缓释’
关键词! 羟基喜树碱$ K8+)KANa0$ 纳米粒$ 制备$ 表征
中图分类号! B1<<!!!!!文献标志码! J!!!!!文章编号! "’’")"%#*"#’"*#’#)’<%7)’&
!"#!"’F&171DQ$;RRO$"’’")"%#*F#’"*F’#F’<&

!!羟基喜树碱是从珙桐科植物喜树中分离得到的细胞周
期性抗肿瘤生物碱)"* & 能选择性抑制 N-0拓扑异构酶)&
进而抑制N-0复制( 转录和有丝分裂& 促使细胞凋亡’ 羟
基喜树碱抗瘤谱广& 疗效确切& 目前主要用于胃癌( 肝癌(
膀胱癌等疾病的治疗)#)&* & 但其半衰期短( 稳定性和水溶性
差等缺点严重影响了临床疗效’ 目前& 临床所用的羟基喜
树碱注射液是用-:MA溶液调节 ‘A值& 该制剂中羟基喜树
碱的羟基内酯环打开& 形成水溶性钠盐& 但抗肿瘤活性降
低 1’!)<)%* ’ 为了提高药物稳定性和水溶性& 延长半衰期&
提高疗效& 降低不良反应& 本实验选择泊洛沙姆 "** 和聚
乙二醇化聚十六烷基氰基丙烯酸酯 "K8+)KANa0# 作为载
体材料& 纳米沉淀法制备载羟基喜树碱的纳米& 并考察其
理化性质和体外释放特性’
IJ材料与仪器
"F"!材料!羟基喜树碱注射液 "湖北黄石药业有限公
司#’ 单甲氧基聚乙二醇 "相对分子质量 " 1’’& 中国医药
上海化学试剂公司#$ 羟基喜树碱 "上海龙翔生物医药开
发有限公司#$ 泊洛沙姆 "** "J0./中国上海分公司#’ 氰
基乙酸 "常州佳纳化工有限公司#$ 乙腈为色谱纯 "天津
四友化学品有限公司#$ 其他试剂均为分析纯’
"F#!仪器!A;]:?L;-;9:??[)#"+)WW超速离心机 "日本日立

公司#$ 激光粒度测定仪 "美国 J5?E9:O 公司#$ .3)< ’’’
H高效液相色谱仪 "德国 H0-T8B有限公司#$ Hl)&’’J
超声波清洗器 "昆山市超声仪器有限公司#’
NJ方法
#F"!K8+)KANa0制备"7#!取单甲氧基聚乙二醇 #F’ C( 氰
基乙酸 ’F#% C& 溶于二氯甲烷和乙酸乙酯中& <)二甲氨基
吡啶 "N_0K# 作为催化剂& 二环己基碳二亚胺 "Naa#
作为脱水剂& 氮气保护下制得聚乙二醇氰基乙酸酯 "_5)
K8+a0#’ 取氰基乙酸 1F% C( 十六醇 "&F% C& 溶于二氯甲
烷和乙酸乙酯中& 催化剂( 脱水剂同上& 氮气保护下制得
十六烷基氰基乙酸酯 "ANa0#’ 取 _5K8+a0"F’ C( AN)
a0’F% C& 溶于二氯甲烷和乙醇中& 滴加甲醛和吡咯烷& 氮
气保护下室温搅拌反应& 盐酸洗涤& 二氯甲烷萃取后& 蒸
馏水洗涤有机相& 无水硫酸钠干燥& 减压旋干至黏稠状后&
真空干燥固化& 即得’
#F#!K8+)KANa0相对分子质量测定!采用凝胶渗透色潜
法 "+Ka#’ 取 K8+)KANa0% 9C于 "’ 9V量瓶中& 四氢呋
喃溶解定容’ 色谱条件为G:]5[R"%"% 色谱泵& G:]5[R#<"<
示差折光检测器& 凝胶色谱柱$ 流动相四氢呋喃$ 柱温
<’ p$ 进样量 %’ "V$ 对照品聚苯乙烯’
#F&!K8+)KANa0差示扫描量热 &N.a’ 测定!以空铝坩
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