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归芪定年方通过调节 JAK2/STAT 通路活性延缓小鼠
肾系膜细胞衰老

孙文平 1，伍志伟 2，3*，薛娜 2

（1. 甘肃省肿瘤医院，兰州 730000；2. 甘肃中医药大学，兰州 730000；

3. 甘肃省高校重大疾病分子医学与中医药防治研究重点实验室，兰州 730000）

［摘要］ 目的：探讨归芪定年方（GDP）对 D-半乳糖（D-gal）诱导致衰型小鼠肾系膜细胞中 Janus酪氨酸蛋白激酶 2（JAK2）/

信号转导与转录激活因子（STAT）信号通路相关分子表达水平的影响。方法：以 D-gal 10 g·L-1诱导复制小鼠肾系膜细胞衰老

模型，经 GDP 40 mg·L-1水煎剂处理 3 d 后，衰老相关 β-半乳糖苷酶（SA-β-gal）染色测定细胞衰老状态，流式细胞术检测细胞周

期，细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测细胞存活率，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α），白细胞介素-6（IL-6），核转录因子-κB（NF-κB）和白细胞介素-1α（IL-1α）mRNA 表达水平，蛋白免疫印迹法（Western

blot）测定细胞中 JAK2/STAT 信号通路相关分子 STAT1，磷酸化 STAT1（p-STAT1），STAT3，p-STAT3 蛋白水平。结果：CCK-8 结

果显示 GDP 最佳药物质量浓度为 40 mg·L-1。与空白组比较，模型组 SA-β-gal 细胞阳性率显著升高（P<0.01），G0/G1期细胞百

分数明显升高（P<0.05），G2/M 期和 S 期细胞百分数显著降低（P<0.01），TNF-α，IL-6，NF-κB 和 IL-1α mRNA 表达水平显著上调

（P<0.01），STAT1，p-STAT1，STAT3 和 p-STAT3 蛋白水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，模型+GDP 组 SA-β-gal细胞阳性率

明显降低（P<0.05），G0/G1 期百分数明显降低（P<0.05），G2/M 期和 S 期细胞百分数显著增加（P<0.01），TNF-α，IL-6，NF-κB 和

IL-1α mRNA 表达水平明显下调（P<0.05），STAT1，p-STAT1，STAT3 和 p-STAT3 蛋白水平明显降低（P<0.05）。结论：GDP 可延

缓小鼠肾系膜细胞衰老的进程，其作用机制可能与下调细胞 JAK2/STAT 通路相关因子的表达水平相关。
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Guiqi Dingnian Prescription Delays Senescence of Mouse Mesangial Cells by

Regulating JAK2/STAT Pathway Activity
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［Abstract］ Objective： To investigate the effects of Guiqi Dingnian prescription（GDP） on the

expression of related molecules in Janus tyrosine kinase 2（JAK2）/signal transducer and activator of transcription

（JAK2/STAT）signaling pathway of D-galactose（D-gal）-induced senescent mesangial cells. Method： The

senescent mouse mesangial cells induced by 10 g·L-1 D-gal were continuously treated with 40 mg·L-1 GDP for
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three days. The senescence of the treated cells was determined by senescence-associated（SA）- β -gal staining.

The cell cycle was detected by flow cytometry. The cell viability was analyzed using the cell counting kit-8

（CCK-8）. The mRNA expression levels of tumor necrosis factor- α（TNF- α），interleukin-6（IL-6），nuclear

transcription factor-κB（NF-κB），and IL-1α were detected by real-time polymerase chain reaction（Real-time

PCR）. The protein expression levels of STAT1，phosphorylated STAT1（p-STAT1），STAT3，and p-STAT3 in

the JAK2/STAT signaling pathway were determined by Western blot. Result： CCK-8 results showed that the

optimal concentration of GDP was 40 mg·L-1. Compared with the blank group，the positive rate of SA-β -gal in

the model group was significantly higher（P<0.01），the percentage of cells in G0/G1 phase was significantly

increased（P<0.05），the percentage of cells in G2/M and S phase was significantly decreased（P<0.01）. The

mRNA expression levels of TNF-α，IL-6，NF- κB and IL-1α were significantly increased（P<0.01）. Compared

with the model group，the model + GDP group exhibited significantly decreased SA- β -gal-positive cells（P<

0.05），reduced cells in the G0/G1 phase（P<0.05），increased cells in the G2/M and S phases（P<0.01），and

down-regulated TNF-α，IL-6，NF-κB，and IL-1α mRNA expression（P<0.05）and STAT1，p-STAT1，STAT3，

and p-STAT3 protein expression（P<0.05）. Conclusion： GDP delays the senescence of mouse mesangial cells

possibly by down-regulating the expression of related molecules in the JAK2/STAT pathway.

［Key words］ Guiqi Dingnian prescription（GDP）； Janus tyrosine kinase 2（JAK2）/signal transducer

and activator of transcription（JAK2/STAT）signaling pathway；mouse mesangial cells；D-galactose（D-gal）；
senescence

近年来，随着人口老龄化日益加剧，老龄问题

为我国社会经济发展带来了新的考验。如何让老

年人健康、有质量地生存，是国家、社会和人类面临

的一个重要议题。目前，大多学者认为通过延缓衰

老能使这一问题在很大程度上得到缓解。在其驱

使下，依据衰老发生的机制，从自然界寻找具有延

缓衰老功效的活性物质 ，已成为近年来研究的

热点［1］。

中医作为我国传统医学，在抗衰老方面有着自

身的优势，形成了独特的方法和理论体系。从肾

虚、脾胃虚弱、阴阳失调等理论出发，应用具有抗自

由基、增强免疫、调节神经分泌等功能的中药复方

或单体，在延缓衰老研究中取得了一定的成效［2-3］。

于博文等［4］报道延缓内皮微粒（EMPs）诱导的人脐

静脉内皮衰老细胞经人参 -三七 -川芎提取物处理

后，经衰老相关 β-半乳糖苷酶（SA-β-gal）活性测定、

流式细胞周期检测等分析发现，人参 -三七 -川芎提

取物可通过 EMPs 作用延缓血管内皮细胞衰老；吴
爽等［5］以 40 代人胚肺二倍体成纤维衰老细胞为研

究对象，经发酵黄芪处理后，通过细胞形态学观察，

细胞增殖与活性检测（CCK-8）细胞计数，SA-β-gal

活性分析及细胞周期相关蛋白 CD1 和 CD4 检测发

现，黄芪发酵物通过促进细胞增殖、降低 SA-β-gal活

性和抑制衰老相关蛋白的表达，发挥抗细胞衰老的

作用。然而，中医抗衰老理论通常以复方整体理念

为出发点，经药物配伍建立对立统一、相生相克等

的复杂治法，通过各味药及组分在体内的相互作用

达到治疗的目的。同时，衰老是由多因素共同作用

引起的一种复杂疾病，至今尚没有任何一种理论能

够完全阐释其发生的机制。因此，选用复方制剂进

行抗衰老治疗具有一定的优势。Janus 酪氨酸蛋白

激酶 2（JAK2）/信号转导与转录激活因子（STAT）信
号通路是细胞信号转导的一条重要通路，广泛参与

体内外细胞的增殖、分化及免疫调节等过程，是众

多细胞因子信号转导的重要途径。

传统医学认为“肾精不足、肾虚渐亏”所致的脏

腑精气亏虚是导致人体衰老的根本原因［6-7］。基于

“益气活血抗衰老”之理论和细胞增殖与分化通路

的前提研究，课题组推测归芪定年方（GDP）可能通

过调控 JAK2/STAT 通路活性发挥抗衰老作用。本

研究以 D-半乳糖（D-gal）诱导建立小鼠肾系膜细胞

衰老模型，经具有补肾益气、化瘀疏肝、润肠通便功

效的 GDP（由黄芪、当归、大黄、白术、麦冬、阿胶 6 味

药组成）处理后，分析细胞内 JAK2/STAT 信号通路

相关分子 STAT1，磷酸化 STAT1（p-STAT1），STAT3

和 p-STAT3 和衰老相关分泌表型（SASP）因子表达

水平，探讨 GDP 抗衰老的分子机制。

1 材料

1.1 细胞 小鼠肾系膜细胞株［青旗（上海）生物技

术发展有限公司，批号 BFN608006378］。
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1.2 药 材 与 试 剂 黄 芪（Astragali Radix），当 归

（Angelicae Sinensis Radix），大 黄（Rhei Radix et

Rhizoma） ， 白 术 （Atractylodis Macrocephalae

Rhizoma），麦冬（Ophiopogonis Radix），阿胶（Asini

Corii Colla）（甘肃中医药大学中药房提供，批号分

别 为 20190627，20190326，20190101，20190217，

20181223，20181121），由甘肃中医药大学药学系李

成义教授鉴定均符合 2015 年版《中华人民共和国药

典》要求；高糖 DMEM，0.25% 胰酶，青-链霉素双抗，

胎牛血清（FBS），Maxima SYBR Green/ROX 实时荧

光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）Master Mix

［赛默飞世尔科技（中国）有限公司，批号分别为

11965092，15050057，15140163，10100147，k0221］；
D-gal（美国 Sigma 公司，批号 L3625）；SA-β-gal 染色

试剂盒，细胞增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒，

RIPA 裂解液，PVDF 膜（上海碧云天生物技术有限

公司，批号分别为 C0602，C1052，P0013C，FFP24）；
β - 肌 动 蛋 白（β -actin），STAT1，p-STAT1，STAT3，

p-STAT3 单克隆抗体，辣根过氧化物酶（HRP）标记

的 兔 抗 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 G（IgG）（ 美 国 Cell

Signaling Technology 公司，批号分别为 3700，9176，

8062，9139，9145，7074）；聚 氰 基 丙 烯 酸 正 丁 酯

（BCA）蛋白浓度测定试剂盒，十二烷基硫酸钠聚丙

烯氨酰凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶配制试剂盒（北

京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 PC0020，

P1200）；蛋白质/DNA/RNA 共提取试剂盒［天根生

化科技（北京）有限公司，批号 DP423］；Takara 增强

化学发光法（ECL）化学发光试剂盒［宝生物工程（大

连）有限公司，批号 T7104Q］。

1.3 仪器 IX51 型倒置光学显微镜（日本 Olympus

株式会社）；蛋白凝胶转印系统，iMARK 型酶标仪，

ChemiDoc XRS+型凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公

司）；1-14K 型高速低温冷冻离心机（美国 Sigma 公

司）；HZQ-F160A 型恒温振荡器（上海一恒科学仪器

有限公司）；MCO-18AIC 型二氧化碳培养箱（日本

三洋公司）；FACSCelesta 型流式细胞仪（美国 BD 公

司）；CFX96 型实时荧光 PCR仪（美国伯乐公司）。

2 方法

2.1 GDP 水煎剂的制备 将当归（6 g），白术（6 g），
黄芪（10 g），生地黄（4 g），阿胶（2 g），麦冬（4 g）于
一起混合均匀后，置于煎药容器，加生水 1 L，浸泡

1 h 后煎煮，温火煎 1 h，过滤收集药液；药液加热浓

缩至 100 mL 后制成本研究所需水煎剂（相当于

320 g·L-1），置于 4 ℃冰箱保存备用。

2.2 细胞培养与衰老细胞模型建立 小鼠肾系膜

细胞接种于含 10% FBS 和 100 U·mL-1 青 -链霉素的

高糖 DMEM（常规培养基），于 37 ℃ 5% CO2环境下

培养，每隔 1 d 换液 1 次，待细胞融合度至 90% 时，按

1∶4 传代。传代细胞融合度为 50% 时，以含 D-gal

10 g·L-1的上述培养液持续诱导 72 h，复制细胞衰老

模型［8］。

2.3 药物浓度与处理时间筛选 对数生长期小鼠

肾系膜细胞以 0.8×103 个/孔接种于 96 孔板，培养细

胞至贴壁后，以含 D-gal 10 g·L-1常规培养基诱导培

养 72 h，200 μL/孔，每天换液 1 次；弃培养液，加入含

不同浓度（0，10，20，40，50，60，70 mg·L-1）GDP 药剂

的常规培养液，每组 6 个重复，200 μL/孔，每天换液

1 次；分别培养 24，48，72，96 h 后，弃培养液，每孔加

入含 10% CCK-8 的常规培养基 200 μL，于 37 ℃孵

育 1 h，450 nm 下测定各孔吸光度 A，计算细胞存活

率，确定 GDP 最佳作用时间和浓度。

2.4 细胞分组与药物处理 对数生长期小鼠肾系

膜细胞以 1.2× 105 个/孔接种于 6 孔板，将其分为空

白组，模型组，GDP 组和模型+GDP 组，每组 6 个重

复；加入常规培养基（2 mL/孔），待细胞培养至融合

度为 50% 时，弃培养液；空白组和 GDP 组加入常规

培 养 液 ，模 型 组 和 模 型 +GDP 组 加 入 含 D-gal

10 g·L-1 常规培养液，2 mL/孔，每天换液 1 次，持续

培养 72 h。弃培养液，空白组和模型组加入常规培

养液，GDP 组和模型+GDP 组加入含 GDP 40 mg·L-1

常规培养液，2 mL/孔，每天换液 1 次，持续培养

72 h。

2.5 细胞形态学观察 细胞培养结束后，将各组细

胞置于光学显微镜下观察和记录细胞形态的变化。

2.6 SA-β-gal 染色 药物处理结束后，弃培养液，

以磷酸盐缓冲液（PBS）缓冲液清洗细胞 1 次；加入

SA-β-gal 染色液染色，具体操作参照 SA-β-gal 染色

试剂盒说明书；染色后，于 37 ℃ 无 CO2条件下培养

3～12 h；光学显微镜下观察细胞染色情况，随机选

取 5 个视野，计数细胞数量，计算细胞阳性率。

2.7 细 胞 周 期 检 测 以 0.25% 胰 酶 消 化 细 胞 ，

800 r·min-1离心 5 min（离心半径 7.4 cm，下同），弃培

养液，PBS 清洗 2 次；加入 70% 乙醇于 4 ℃过夜固

定；应用细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒染色，于

FACSCelesta流式细胞仪检测和分析细胞周期。

2.8 RNA 和 蛋 白 质 提 取 收 集 处 理 细 胞 ，

1 000 r·min-1 离心 5 min，弃培养液；应用蛋白质/

DNA/RNA 共提取试剂盒提取细胞总 RNA 和蛋白
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质，具体操作参照试剂盒说明书。

2.9 Real-time PCR 检测 TNF-α，IL-6，核转录因子-

κB（NF- κB）和 IL-1α mRNA 表 达 将 提 取 的 总

RNA 逆转录为 cDNA，应用 Real-time PCR 技术检测

TNF-α，IL-6，NF-κB 和 IL-1α mRNA 的表达水平。

PCR 扩增条件（反应体系为 25 µL）为 95 ℃预变性 5

min；95 ℃变性 15 s，58 ℃退火 25 s；72 ℃延伸 15 s，

共 40 个循环，以 β -actin 为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算

mRNA 的相对表达水平，引物序列由上海生工生物

工程有限公司合成，引物序列见表 1。

2.10 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 STAT1，

p-STAT1，TAT3 和 p-STAT3 蛋白表达 将上述提取

蛋白应用 BCA 蛋白检测试剂盒检测定量，采用

SDS-PAGE 电泳分离后，转印至 PVDF 膜；经封闭、

一抗孵育（稀释度均为 1∶500），洗涤，二抗孵育（稀

释度为 1∶800），洗涤后，应用 Takara ECL 化学发光

试 剂 盒 于 凝 胶 成 像 系 统 中 检 测 细 胞 内 STAT1，

p-STAT1，STAT3 和 p-STAT3 的蛋白水平。

2.11 统计学方法 数据应用 SPSS 18.0 软件进行

统计分析，结果以 x̄± s 表示，组间比较采用 t检验，多

组间比较采用单因素方差分析；计数资料以百分率

表 示 ，比 较 采 用 χ2 检 验 。 检 验 水 准 α =0.05，以

P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 最佳药物浓度与处理时间筛选 以不同质量

浓度（0，10，20，40，50，60，70 mg·L-1）GDP 分别处理

D-gal 诱导衰老型细胞 24，48，72，96 h 后，经 CCK-8

活 细 胞 检 测 分 析 结 果 表 明 ，GDP 质 量 浓 度 10~

40 mg·L-1在 24~72 h 培养期内具有促进诱导致衰细

胞增殖作用，且随着药物浓度的提高，增殖作用逐

渐增强，72 h 后细胞增殖速度开始下降，与模型组相

比 差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05，P<0.01）；GDP

40 mg·L-1在 24~96 h 培养期内与空白细胞的增殖速

率基本保持一致；GDP 50~60 mg·L-1在 24~48 h 具有

缓慢促进细胞的增殖作用，48 h 后活细胞数量减少；
GDP 60 mg·L-1 以上整个培养期内均呈现抑制细胞

增 殖 效 应 。 由 此 得 出 本 实 验 最 佳 质 量 浓 度 为

40 mg·L-1，最佳处理时间为 72 h。后续 2.2~2.6 项实

验条件均为质量浓度 40 mg·L-1，作用时间为 72 h。

见表 2。

3.2 对细胞形态的影响 经 D-gal 诱导后，细胞呈

现体积增大、空泡化、排列不规则、双核和多形核细

胞数量增加、折光形增强等衰老迹象［9］。经 GDP

40 mg·L-1 培养液培养后，细胞排列逐渐整齐，双核

和多形核细胞数量减少，体积较小、梭形、边界清晰

的正常细胞数量增加。见图 1。

3.3 对 SA-β-gal 染色的影响 空白组，GDP 组，模

型组和模型+GDP 组 SA-β-gal 染色细胞阳性率分别

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

基因

TNF-α

IL-6

NF-κB

IL-1α

β-actin

序列（5'-3'）
上游 5'-TGGCAAATGTGAGAAACGAG-3'

下游 5'-AAACCAGAACAGACCCAACG-3'

上游 5'-CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA-3'

下游 5'-CCAGTTTGGTAGCATCCATCATTTC-3'

上游 5'-ATGGCAGACGATGATCCCTAC-3'

下游 5'-TGTTGACAGTGGTATTTCTGGTG-3'

上游 5'-GCACCTTACACCTACCAGA-3'

下游 5'-AAACTTCTGCCTGACGAGC-3'

上游 5'-GTGCTATGTTGCTCTAGACTTCG-3'

下游 5'-ATGCCACAGGATTCCATACC-3'

长度/bp

213

197

418

256

278

表 2 GDP对诱导衰老型小鼠肾系膜细胞存活率的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of GDP on the survival rate of inducingsenescent mesangial cells from mice（x̄± s，n=6） %

组别

空白

模型

GDP

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

50

60

70

0 h

24.87±0.68

24.61±0.93

25.04±0.86

24.37±1.17

23.96±1.02

25.02±1.96

25.32±1.09

25.62±1.58

24 h

72.14±4.131）

39.23±0.94

51.08±2.10

55.39±0.99

63.76±1.591）

44.48±1.67

42.34±2.08

36.78±1.34

48 h

144.67±6.892）

52.92±3.19

92.18±5.671）

102.33±4.952）

126.20±8.132）

72.06±2.941）

57.68±3.72

34.79±2.17

72 h

278.55±9.872）

47.65±1.79

163.84±7.132）

187.58±7.252）

251.16±8.382）

64.33±5.19

54.08±3.49

32.88±2.95

96 h

154.31±10.232）

31.89±0.67

121.63±5.822）

142.36±4.972）

149.74±6.142）

51.06±2.491）

44.61±1.93

27.05±1.21

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01。
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为 12.59%±1.17%，13.07%±1.32%，93.21%±7.56% 和

37.66%±5.84%；与空白组比较，GDP 组差异无统计

学意义，模型组 SA-β-gal 细胞阳性率显著升高（P<

0.01）；与模型组比较，模型+GDP 组 SA-β-gal细胞阳

性率明显降低（P<0.05）。见图 2。

3.4 对细胞周期的影响 与空白组比较，模型组

G0/G1 期细胞百分数明显升高（P<0.05），G2/M 期和

S 期细胞百分数显著降低（P<0.01）；与模型组比较，

模 型 +GDP 组 细 胞 G0/G1 期 百 分 数 明 显 降 低

（P<0.05），G2/M 期 和 S 期 细 胞 百 分 数 显 著 增 加

（P<0.01）。见表 3。

3.5 对 TNF-α，IL-6，NF-κB 和 IL-1α mRNA 表达水

平的影响 与空白组比较，模型组细胞内 TNF-α，

IL-6，NF- κB 和 IL-1α mRNA 表 达 水 平 显 著 上 调

（P<0.01）；与模型组比较，模型+GDP 组衰老细胞内

TNF-α，IL-6，NF-κB 和 IL-1α mRNA 表达水平明显

下调（P<0.05）。见表 4。

3.6 对 STAT1，p-STAT1，STAT3 和 p-STAT3 蛋白表

达 水 平 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ，模 型 组 细 胞 内

STAT1，p-STAT1，STAT3 和 p-STAT3 蛋白水平显著

升高（P<0.01）；与模型组比较，模型+GDP 组衰老细

胞内 STAT1，p-STAT1，STAT3 和 p-STAT3 蛋白水平

明显降低（P<0.05）。见表 5，图 3。

4 讨论

衰老是生物体随着年龄的增长而缓慢出现的

一种结构和功能不可逆的衰退过程，是机体在内外

环境作用下引起的体内生化反应的综合体现，通常

伴随着分子、细胞、组织和器官损伤的不断累积，从

而导致机体功能减退［10］。肾脏是人体中具有多种

生理功能的重要脏器之一，在维持健康和衰老进程

中发挥着重要的作用。而肾系膜细胞为肾脏中功

能最为活跃的组成部分，其表型与功能改变引起的

细胞增殖能力减退是造成器官衰老、机能衰退的根

表 3 GDP对诱导衰老型小鼠肾系膜细胞周期的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of GDP on cycle of inducingsenescent mesangial

cells from mice（x̄± s，n=6） %
组别

空白

模型

GDP

模型+GDP

剂量/ mg·L-1

1×104

40

1×104+40

G0/G1期细胞

63.26±3.12

91.63±5.331）

64.39±4.253）

71.26±6.423）

G2/M 期细胞

14.19±0.95

3.21±0.212）

11.67±0.894）

12.29±0.364）

S 期细胞

22.55±1.38

5.16±0.322）

23.94±1.694）

16.45±0.834）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组相比 3）P<0.05，

4）P<0.01（表 4，5 同）。

A. 空白组；B. GDP 组；C. 模型组；D. 模型+GDP 组（图 2，3 同）
图 1 GDP对诱导衰老型小鼠肾系膜细胞形态的影响（TEM，×200）
Fig. 1 Effect of GDP on morphology of inducingsenescent

mesangial cells from mice (TEM，×200)

图 2 GDP 对诱导衰老型小鼠肾系膜细胞中 SA-β-gal活性的影响

（SA-β-gal，×200）
Fig. 2 Effect of GDP on SA- β -gal activity in inducingsenescent

mesangial cells from mice（SA-β-gal staining，×200）

表 4 GDP对诱导衰老型小鼠肾系膜细胞 TNF-α，NF-κB，IL-1α和 IL-6 mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of GDP on expression levels of TNF-α, NF-κB, IL-1α and IL-6 mRNA of inducingsenescent mesangial cells from mice（x̄± s，n=6）

组别

模型

GDP

模型+GDP

剂量/ mg·L-1

1×104

40

1×104+40

TNF-α

2.81±0.382）

0.97±0.024）

1.75±0.213）

NF-κB

3.14±0.862）

1.07±0.064）

1.98±0.591,3）

IL-1α

4.79±0.912）

1.02±0.064）

2.15±0.371,3）

IL-6

3.68±0.802）

1.13±0.924）

2.01±0.641,3）

注：空白组 mRNA 表达为 1。
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本原因之一［11-12］。因此，以肾系膜细胞为研究对象，

探析机体衰老和药物抗衰老机制具有重要意义。

中医作为我国医学之精粹，在衰老与抗衰老方

面有着其独特的见解和治则。中医学经过多年的

临床实践与总结逐渐形成了肾虚致衰、脾胃虚弱致

衰和阴阳平衡致衰三大学说体系。肾虚致衰学说

认为“肾为先天之本，主生长发育，肾气盛则寿延，

肾气衰则寿夭，肾主骨生髓”，意为肾气虚衰与肾精

亏耗是导致衰老的主因［2，13］。在抗衰老方面，以治

未病为前提，采用平衡阴阳、调和气血、补益脏腑之

精气，从而达到阴平阳秘、气血调和的功效［14］。治

法治则与现代医学中衰老与抗衰老机制不谋而合，

具有异曲同工之效。基于以上学说与理论，本研究

选用具有补肾益气、化瘀疏肝、润肠通便功效的

GDP 为研究对象，以肾系膜细胞为载体，探讨其抗

衰老机制。研究结果表明，10～60 mg·L-1的 GDP 药

剂具有促进小鼠肾系膜细胞增殖的功能 ，其中

40 mg·L-1 的 GDP 促增殖作用极显著，这一结果表

明，GDP 具有延缓肾细胞衰老的功效。

衰老的发生是多因素共同作用的一个复杂过

程。D-gal 经体内半乳糖氧化酶作用形成细胞内醛

类，H2O2 和超氧阴离子蓄积，从而通过核酸、蛋白

质、脂质的氧化应激-自由基损伤等作用引起细胞形

态、功能异常，最终导致细胞衰老［15］。目前，中医临

床通常选用具有抗脂质过氧化、调节机体免疫功

能、清除自由基、减少 DNA 损伤功效的单味或多味

药物来治疗，经实验研究证实其作用确凿、疗效显

著［16-19］。细胞衰老往往伴随着细胞形态结构改变、

细胞增殖周期停滞、衰老相关分泌表型、大分子损

伤等特征［20］。本研究结果表明，经 D-gal 诱导致衰

小鼠肾系膜细胞呈现体积增大、空泡化、排列不规

则、双核和多形核细胞数量增加、折光形增强，G0/G1

期细胞百分数增加，G2/M 期和 S 期细胞百分数减

小 ，SA- β -gal 染 色 细 胞 阳 性 率 增 高 ；经 GDP

40 mg·L-1 处理后，排列整齐、体积较小、梭形、边界

清晰的正常细胞数量增加，G0/G1期衰老细胞百分数

减小，G2/M 期和 S 期细胞百分数增加，SA-β-gal细胞

阳性率下降，与前期研究结论基本一致［21］。

随着生物技术的快速发展和研究手段的不断

革新，衰老机制的研究进入了空前阶段。继上世纪

提出的“自由基氧化应激学说”之后，“DNA 损伤学

说”“端粒学说”“细胞凋亡学说”等一系列突破性研

究成果相继出现，为进一步诠释衰老发生的相关机

制奠定了坚实的理论基础［22-23］。以 NF-κB，SASP，

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）等细胞转导信号

通路为主的衰老机制研究成为目前研究的热点［24］，

LIU 等［25］研究发现活化的 NF-κB 可诱导衰老相关分

泌表型因子 IL-1α，IL-6，TNF-α的表达，进而上调

JAK2/STAT 信号通路中 STAT1，STAT3，p-STAT1，

p-STAT3 和抗氧化酶基因的表达水平，促进了机体

的衰老进程；抑制 NF-κB 可防止皮肤衰老，促使细

胞增殖，并延缓细胞衰老［26］。本研究结果表明，经

D-gal 诱导后，小鼠肾系膜细胞内 STAT1，STAT3，

p-STAT1，p-STAT 蛋白和 SASP 因子 NF-κB，IL-1α，

IL-6，TNF-α mRNA 水平均上调，经 GDP 40 mg·L-1

处理后，其相应因子水平得到下调。

综上所述，GDP 可能通过调控 JAK2/STAT 通路

中 STAT1，STAT3，p-STAT1，p-STAT3 和衰老相关分

图 3 小鼠肾系膜细胞中 STAT1，p-STAT1，STAT3和 p-STAT3蛋白

表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of STAT1, p-STAT1, STAT3 and p-STAT3

protein expression in mouse mesangial cells

表 5 GDP对诱导衰老型小鼠肾系膜细胞 STAT1，p-STAT1，STAT3和 p-STAT3蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of GDP on expression levels of STAT1, p-STAT1, STAT3 and p-STAT3 protein of inducing senescent mesangial cells from

mice（x̄± s，n=6）

组别

空白

模型

GDP

模型+GDP

剂量/ mg·L-1

1×104

40

1×104+40

STAT1/β-actin

0.19±0.01

0.81±0.042）

0.17±0.024）

0.26±0.013）

p-STAT1/β-actin

0.16±0.01

0.64±0.032）

0.13±0.014）

0.23±0.013）

STAT3/β-actin

0.11±0.01

0.71±0.052）

0.19±0.014）

0.32±0.023）

p-STAT3/β-actin

0.13±0.01

0.68±0.062）

0.13±0.024）

0.35±0.013）
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泌表型因子 NF-κB，IL-1α，IL-6 和 TNF-α的水平，从

而达到延缓小鼠肾系膜细胞的衰老过程。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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