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茯苓三种活性成分对秀丽隐杆线虫的
体内抗衰老作用
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摘要:目的　 研究茯苓三种活性成分对秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓꎬ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓꎬ Ｎ２ 线虫)寿命和应激能

力的影响及机制ꎬ初步探究茯苓抗衰老的潜力ꎮ 方法　 采用溶剂法提取茯苓中水溶性多糖、酸性多糖和三萜ꎻ评
估 ３ 种活性成分对 Ｎ２ 线虫寿命、抗应激、生殖能力和运动能力以及活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)和脂褐

素水平的影响ꎻ采用实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ)测定衰老相关基因的表达ꎮ 结果　 与空白组相比ꎬ５００ μｇ / ｍＬ 水溶性多糖组、６２.５ μｇ / ｍＬ 酸性多

糖组和 ５００ μｇ / ｍＬ 茯苓三萜组的 Ｎ２ 线虫寿命分别延长 １２.７２％、１５.０７％和 １２.５５％ꎬ并增强其抗氧化应激能力(Ｐ<
０.０５)ꎻ酸性多糖和三萜能提高 Ｎ２ 线虫在热应激和紫外应激状态下的生存率ꎬ降低 Ｎ２ 线虫体内 ＲＯＳ 水平ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ３ 种活性成分可显著降低 Ｎ２ 线虫体内脂褐素水平(Ｐ<０.０５)ꎬ并不影响其产卵量和运动

能力(Ｐ>０.０５)ꎮ 茯苓 ３ 种活性成分可通过上调 ｄａｆ￣１６ 和 ｃｔｌ￣２ ｍＲＮＡ 及下调 ｄａｆ￣２ 和 ａｇｅ￣１ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ延长

Ｎ２ 线虫寿命ꎮ 结论　 茯苓 ３ 种活性成分在 Ｎ２ 线虫中表现出抗氧化和抗衰老的作用ꎬ其机制可能与调控胰岛素 /
胰岛素样生长因子 １ 信号通路中衰老相关基因的表达有关ꎮ
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　 　 由年龄增长引起的认知、运动和感官功能下

降以及慢性病等健康问题在降低老年人生活质量

的同时ꎬ也增加了个体和社会的经济和医疗负担ꎮ
我国的老龄化程度正逐步加深ꎬ社会养老压力也

随之增加[１] ꎮ 加强抗衰老研究不仅有助于提高老

年人的生活质量ꎬ也对社会和经济有积极意义ꎮ
研究表明ꎬ许多源于药食同源资源的小分子药

物或天然产物具有潜在抗衰老功效ꎬ已成为相关领

域的研究热点[２￣４]ꎮ 茯苓是多孔菌科真菌茯苓 Ｐｏｒｉａ
ｃｏｃｏｓ (Ｓｃｈｗ.)Ｗｏｌｆ 的干燥菌核ꎬ主要活性成分为多

糖和三萜ꎬ对糖尿病、心血管疾病、癌症和神经退行

性疾病等衰老相关疾病均有一定的治疗作用[５￣８]ꎮ
胰岛素 /胰岛素样生长因子信号 ( ｉｎｓｕｌｉｎ / ＩＧＦ￣ｌｉｋｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬ ＩＩＳ)通路是调节衰老的关键通路之一ꎬ能
从多条途径干预衰老及相关疾病的发生发展[９￣１０]ꎮ
有研究表明茯苓多糖可通过调控 ＩＩＳ 通路下游重要

转录因子 ｓｋｎ￣１ 发挥延缓衰老的作用[１１￣１２]ꎮ 本研究

以秀丽隐杆线虫为模式生物ꎬ研究茯苓 ３ 种活性成

分(三萜、水溶性多糖和酸性多糖)的抗衰老作用及

相关机制ꎬ为其作为食品、保健品或药物的开发利用

提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

１.１.１　 实验材料

野生型(ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ)Ｎ２ 秀丽隐杆线虫和尿嘧啶

缺陷型大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ) ＯＰ５０ 及

ＮＡ２２ 均购买于美国明尼苏达大学下属的秀丽隐杆

线虫遗传信息保藏中心ꎮ
１.１.２　 主要试剂

茯苓菌核购自安徽亳药千草国药 股 份 有

限公司ꎻ 琼 脂 粉 ( ＥＺ３４１２Ｃ３０３ꎬ 德 国 Ｂｉｏｆｒｏｘｘ 公

司)ꎻ胰蛋白胨 ( ２８５５０６０ꎬ英国 ＯＸＯＩＤ 公司)ꎻ酵

母粉 ( ２７４６２４６￣０２ꎬ 英 国 ＯＸＯＩＤ 公 司 )ꎻ 蛋 白 胨

(２０１９０５２０ꎬ北京双旋微生物培养基制品厂)ꎻ胆固

醇(１１０７Ｋ０３２ꎬ北京索莱宝科技有限公司)ꎻ硫酸镁

(２０１００３１５ꎬ上海强顺化工有限公司)ꎻ５￣氟尿嘧啶

(纯度> ９９％ꎬＤ０４２８Ａꎬ大连美仑生物技术有限公

司)ꎻ百草枯(纯度 ９８％ꎬＡ１８２５０７０ꎬ上海阿拉丁生化

科技股份有限公司)ꎻＫＨ２ＰＯ４(２００７０６１２)、ＭｇＳＯ４

(２０１００３１５)、ＮａＣｌ(２０１９０５１５)、ＣａＣｌ２(２０１９０７１３)、
Ｎａ２ＨＰＯ４ (２０１６００１６)、ＮａＯＨ (２０１８１２１９)、ＫＣｌ(２０１５
０３１３)、ＮａＣｌＯ ( ２０１９０５１６)、Ｋ２ＨＰＯ４ ( ２０１５０３１２)、乙

二胺四乙酸二钠(ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｄｉｓｏ￣
ｄｉｕｍ ｓａｌｔꎬ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ ) ( ２０１４１１２８)、 ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
(２０１４０１１０)、ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ(２０１７０７１６)、ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
(２０１５０６１４)、ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ(２０１４０７１２)均购自国药集

团化学试剂有限公司(上海)ꎻ引物由武汉赛维尔生

物科技有限公司合成ꎮ 序列见表 １ꎮ
１.１.３　 主要仪器

ＳＷ￣ＣＪ￣２ＦＤ 超净工作台(苏州苏净安泰空气技

术有限公司)ꎻＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５ 酶标仪(美国Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司)ꎻＩＸ５１ 荧光倒置显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司)ꎻＭｉｃｒｏｆｕｇｅ ２２Ｒ 冷冻离心机(韩国 Ｒｅｃｋｍａｎ 公

司)ꎻＣＦＸ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 茯苓 ３ 种活性成分的分离

茯苓加 ８ 倍质量 ７０％ (体积分数)乙醇浸泡

１２ ｈ后ꎬ回流提取 ２ 次ꎬ第 １ 次 ２ ｈꎬ第 ２ 次 １ ｈꎻ过
滤并合并滤液ꎻ减压干燥得三萜成分ꎬ为棕色粉

末ꎮ 醇提后的药渣挥干乙醇ꎬ加 ８ 倍质量的水回

流提取 ３ 次ꎬ１ ｈ /次ꎻ过滤并合并滤液ꎻ减压干燥得

水溶性多糖成分ꎬ为棕黄色粉末ꎮ 水提后的药渣

用浓度为 ０.５ ｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠溶液搅拌提取１ ｈꎻ过
滤ꎻ盐酸中和后除 ＮａＣｌꎻ冷冻干燥后得酸性多糖成

分ꎬ为白色粉末[１３￣１４] ꎮ
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表 １　 β￣ａｃｔｉｎ、ａｇｅ￣１、ｄａｆ￣２、ｄａｆ￣１６、ｃｔｌ￣２ 的上游引物和下游引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ β￣ａｃｔｉｎ ａｇｅ￣１、ｄａｆ￣２、ｄａｆ￣１６ ａｎｄ ｃｔｌ￣２

基因 方向 引物序列 长度(碱基对)

β￣ａｃｔｉｎ
正 ５′￣ＧＡＡＣＧＣＣＴＡＣＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣ￣３′

１７１反 ５′￣ＴＡＴＣＴＧＣＡＣＴＣＣＴＴＴＣＣＧＴＣＣＴ￣３′

ａｇｅ￣１
正 ５′￣ＡＧＡＣＣＧＡＧＡＡＴＧＧＣＡＡＡＧＧＡ￣３′

１１１反 ５′￣ＣＡＡＧＡＡＡＣＣＡＣＧＧＡＡＡＴＡＣＴＡＣＡＣＴ￣３′

ｄａｆ￣２
正 ５′￣ＣＧＴＣＡＡＴＣＧＴＣＡＣＣＧＴＴＴＡＴＣＴＣ￣３′

１８０反 ５′￣ＧＴＴＡＴＴＧＧＣＡＡＴＴＧＡＣＡＣＡＧＴＴＣＣ￣３′

ｄａｆ￣１６
正 ５′￣ＡＡＡＧＡＣＡＡＣＧＡＣＣＡＧＡＣＧＧＡＡＣ￣３′

１６３反 ５′￣ＡＣＴＧＴＴＣＧＡＡＴＣＴＣＣＣＴＴＡＴＣＣＣ￣３′

ｃｔｌ￣２
正 ５′￣ＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＧＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＣ￣３′

２０４反 ５′￣ＴＣＡＣＡＴＡＧＡＴＡＧＣＣＴＴＴＣＣＧＴＣＣ￣３′

１.２.２　 茯苓 ３ 种活性成分含量测定

１.２.２.１　 多糖含量测定

取 １ ｍＬ 浓度为 ０.５ ｍｇ / ｍＬ 的样品水溶液加入

至 ２５ ｍＬ 具塞试管ꎻ向试管中加入 ５％(体积分数)
苯酚溶液 １ ｍＬꎻ然后加入 １０ ｍＬ ９８％(质量分数)浓
硫酸混匀ꎬ沸水浴反应 １５ ｍｉｎꎻ冷却至室温后在

４９０ ｎｍ处测定吸光度ꎮ 使用葡萄糖为标准品ꎬ以吸

收度对浓度作回归计算ꎬ得线性回归方程为:Ｙ ＝
３.１５７ ６Ｘ＋ ０.０１２ ８ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ ６ꎮ
１.２.２.２　 三萜含量测定

取 １ ｍＬ 浓度为 ０.４ ｍｇ / ｍＬ 样品甲醇溶液加入

至 １０ ｍＬ 具塞试管ꎬ挥干溶液ꎻ加入新配制的 ５％
(质量分数)香草醛－冰醋酸溶液 ０.２ ｍＬ 及 ７０％(质
量分数)高氯酸 ０.８ ｍＬꎻ充分摇匀后在 ７０ ℃水浴中

加热 １５ ｍｉｎꎻ流水冷却至室温ꎬ加入冰醋酸 ５ ｍＬ 摇

匀ꎻ室温放置 ３０ ｍｉｎ 后于 ５５６ ｎｍ 波长处测定吸光

度ꎮ 使用熊果酸为标准品ꎬ以吸收度对浓度作回归

计算ꎬ得线性回归方程为:Ｙ ＝ ０.００７ ３Ｘ－ ０.０４２ ５ꎬ
Ｒ２ ＝ ０.９９９ ０ꎮ
１.２.３　 试剂配制

Ｓ􀅰Ｂａｓａｌ 缓冲液:分别称取 ２.９２５ ｇ ＮａＣｌ、０.５ ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４ 和 ３ ｇ ＫＨ２ＰＯ４ 于试剂瓶中ꎬ加 ５００ ｍＬ 超

纯水溶解ꎻ１２１ ℃ 灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后加入

０.５ ｍＬ ５ ｍｇ / ｍＬ胆固醇乙醇溶液ꎮ
微量金属元素溶液:分别称取 ０.９３ ｇ ＥＤＴＡ￣

Ｎａ２、０. ３４５ ｇ ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、０. １ ｇ ＭｎＣｌ２ 􀅰４Ｈ２Ｏ、
０.１４５ ｇ ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、０.０１２ ５ ｇ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏꎬ溶于

５００ ｍＬ 超纯水中ꎻ超声使其完全溶解后 １２１ ℃高压

灭菌 ５０ ｍｉｎꎻ冷却至室温后于 ４ ℃密封保存备用ꎮ
Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲液:取 ５００ ｍＬ Ｓ􀅰Ｂａｓａｌ 缓冲液ꎬ

加入 ５ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸钾缓冲液、５ ｍＬ 微量金

属元素溶液、 １. ５ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 及 １. ５ ｍＬ
１ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４混匀ꎮ

Ｍ９ 缓 冲 液: 分 别 称 取 １. ５ ｇ ＫＨ２ＰＯ４、 ３ ｇ

Ｎａ２ＨＰＯ４ 和 ２. ５ ｇ ＮａＣｌ 于试剂瓶中ꎬ加超纯水

５００ ｍＬ 溶解ꎻ１２１ ℃灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后加入

０.５ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ꎮ
秀丽隐杆线虫固体培养基 ( ｎｅｍａｔｏｄｅ ｇｒｏｗｔｈ

ｍｅｄｉｕｍꎬ ＮＧＭ):分别称取 １.５ ｇ ＮａＣｌ、１０ ｇ 琼脂和

１.２５ ｇ 胰蛋白胨ꎬ加 ５００ ｍＬ 超纯水溶解ꎻ１２１ ℃灭菌

３０ ｍｉｎꎬ待温度降至 ５５ ℃时ꎬ加入 ０.５ ｍＬ ５ ｍｇ / ｍＬ
胆固醇乙醇溶液、０. ５ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２、０. ５ ｍＬ
１ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ 和 １２.５ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＨＰＯ４ 混匀ꎬ
趁热倒入 ９０ ｍｍ 无菌培养板中ꎬ凝固后倒置备用ꎮ

线虫裂解液:等比例混合 ５％ (质量分数)
ＮａＣｌＯ溶液和 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液ꎮ

含吐温－２０ 的磷酸盐缓冲液:取 ０.１ ｍＬ 吐温
－２０ 加入 １００ ｍＬ磷酸盐缓冲液中ꎮ
１.２.４　 Ｎ２ 线虫培养

依据参考文献[１５]并略作修改:在 ＮＧＭ 固体

培养基中央滴加 １００ μＬ 光密度值(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ
ＯＤ)为 ０.４~ ０.５ 的 ＯＰ５０ 菌液作为食物ꎬ将平板倒

置于 ２０ ℃培养箱培养过夜后得 ＮＧＭ 板ꎮ 保存备

用ꎮ 上述操作均在超净台中完成ꎮ Ｎ２ 线虫的培养

温度为 ２０ ℃ꎬ每板 ２００ ~ ３００ 条ꎬ培养 ２ ~ ３ ｄꎬ待
ＮＧＭ 食物耗尽ꎬ用 Ｍ９ 缓冲液将 Ｎ２ 线虫洗至

１.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ离心半径 ８.７ ｃｍꎬ ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ再用 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲液清洗ꎬ离心半

径 ８. ７ ｃｍꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重复

３ 次ꎻ将 Ｎ２线虫转至新的 ＮＧＭ 板ꎮ
１.２.５　 Ｎ２ 线虫同步化

依据参考文献[１６]并略作修改ꎮ 收集含有产

卵期 Ｎ２ 线虫的 ＮＧＭ 板ꎬ用 Ｍ９ 缓冲液将 Ｎ２ 线虫

冲洗至 ＥＰ 管中ꎬ离心半径 ８.７ ｃｍꎬ ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１ ｍｉｎꎻ用 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲液清洗虫体至上清液澄清

后收集沉淀的 Ｎ２线虫ꎻ在 Ｎ２ 线虫中加入 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ
缓冲液和等体积裂解液ꎬ剧烈震荡直至大部分 Ｎ２
线虫虫体破碎并释放出虫卵ꎻ迅速将混合液体分装



　 ４　　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６３ 卷 ６ 期　

至含有 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲液的 ＥＰ 管中ꎬ离心半径

８.７ ｃｍꎬ５ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｓꎬ收集并合并沉淀ꎻ在
沉淀加入 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲液ꎬ继续清洗至 ｐＨ 中性

后收集同步化的虫卵ꎻ将虫卵置于 １ ｍＬ Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ
缓冲液中ꎬ２０ ℃孵育过夜获得处于 Ｌ１ 期的 Ｎ２ 线

虫ꎬ加入含食物的培养基上继续培养 Ｎ２ 线虫至 Ｌ４
期ꎻ收集备用ꎮ
１.２.６　 Ｎ２ 线虫氧化损伤实验

取 １.２.５ 中的 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎬ随机分为空白组

(０.５％二甲基亚砜水溶液)、维生素 Ｃ(Ｖｉｔａｍｉｎ Ｃꎬ
Ｖｃ)组(１ ｍｇ / ｍＬ)、水溶性多糖组(３１.２５、６２.５、１２５、
２５０、５００、１ ０００ μｇ / ｍＬ)、酸性多糖组(３１.２５、６２.５、
１２５、２５０、５００、１ ０００ μｇ / ｍＬ)和三萜组(３１.２５、６２.５、
１２５、２５０、５００、１ ０００ μｇ / ｍＬ)ꎮ 处理 ３ ｄ 后ꎬ分别挑

入 ９６ 孔板中ꎬ每孔 １０ 条ꎻ每组设 ３ 个平行ꎮ 每孔加

入 １００ μＬ 含 ＯＰ５０ 菌液和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 百草枯的

Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ缓冲液ꎻ每隔 １２ ｈ 记录 Ｎ２ 线虫死亡数ꎬ
直至全部死亡[１７]ꎮ 统计死亡 Ｎ２ 线虫的数量ꎬ并分

别计算水溶性多糖、酸溶性多糖和三萜的最佳实验

浓度ꎮ
１.２.７　 Ｎ２ 线虫寿命实验

根据 １.２.６ 的结果ꎬ取 １.２.５ 中的 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎬ随
机分为空白组、Ｖｃ 组、水溶性多糖组(５００ μｇ / ｍＬ)、酸
性多糖组(６２.５ μｇ / ｍＬ)和三萜组(５００ μｇ / ｍＬ)ꎬ
每板 ４０ 条ꎻ每组设 ３ 个平行ꎮ 在 ＮＧＭ 板中加入对

应药物并置于 ２０ ℃培养箱中培养ꎮ 每日更换培养

基ꎬ挑出并记录死亡 Ｎ２ 线虫的数量ꎬ直至全部死

亡ꎮ 丢失的 Ｎ２ 线虫不计入总数ꎮ
１.２.８　 急性热应激实验

实验分组同 １.２.７ꎮ 每板 ３０ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎻ
每组设 ３ 个平行ꎮ 给药处理 ３ ｄ 后将 Ｎ２ 线虫转移

至 ３７ ℃培养箱ꎬ每 ２ ｈ 统计生存和死亡数ꎬ直至全

部死亡ꎮ
１.２.９　 急性紫外应激实验

实验分组同 １.２.７ꎮ 每板 ３０ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎻ
每组设 ３ 个平行ꎮ 给药处理 ３ ｄ 将 Ｎ２ 线虫后转移

至 ２５４ ｎｍ 紫外灯下ꎬ每 ２ ｈ 统计生存和死亡数ꎬ直
至全部死亡ꎮ
１.２.１０　 生殖能力实验

实验分组同 １.２.７ꎮ 每板 １ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎬ
每组设 ３ 个平行ꎮ 于每日的同一时间点将 Ｎ２ 线

虫转移至新的含药 ＮＧＭ 板ꎮ ５ ｄ 后统计各组总产

卵量ꎮ
１.２.１１　 Ｎ２ 线虫咽泵运动实验

实验分组同 １.２.７ꎮ 每组 ５０ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎮ

分别在第 ４、９、１４ ｄꎬ从每组随机挑选 １０ 条 Ｎ２ 线虫

置于显微镜下ꎬ统计 ３０ ｓ 内每条 Ｎ２ 线虫咽泵运动

的次数ꎮ
１.２.１２　 Ｎ２ 线虫身体摆动运动实验

实验分组同 １.２.７ꎮ 每组 ５０ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎮ
分别在第 ５、１０、１５ ｄꎬ从每组随机挑选 １０ 条 Ｎ２ 线虫

转移至新的 ＮＧＭ 培养基ꎬ滴一滴 Ｍ９ 缓冲液让其

自由运动 ３０ ｓ 后ꎬ在显微镜下统计 Ｎ２ 线虫 ３０ ｓ 内

身体摆动次数ꎮ
１.２.１３　 Ｎ２ 线虫体内 ＲＯＳ 水平检测

实验分组同 １.２.７ꎮ 每组 ５０ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎮ
给药 ４ ｄ 后ꎬ加入 ５０ μＬ ２′ꎬ７′￣二氯荧光黄双乙酸盐

(５０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎻ用 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲溶

液清洗虫体３次至上清液不含荧光探针ꎻ加入 ＮａＮ３

溶液(３０ ｍｍｏＬ / Ｌ)麻醉后转移至新的 ＮＧＭ 培养板

上ꎮ 从每组随机挑选 １０ 条 Ｎ２ 线虫ꎬ在倒置荧光显

微镜下观测体内荧光并拍摄照片ꎮ 荧光强度用

ＩｍａｇｅＪ １.５４ ｆ 软件分析ꎮ
１.２.１４　 Ｎ２ 线虫脂褐素水平的测定

实验分组同 １.２.７ꎮ 每组 ５０ 条 Ｌ４ 期 Ｎ２ 线虫ꎮ
给药 １０ ｄ 后ꎬ用 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 缓冲溶液清洗虫体至上

清液澄清ꎻ加入 ＮａＮ３ 溶液(３０ ｍｍｏＬ / Ｌ)麻醉后转

移至新的 ＮＧＭ 培养板上ꎮ 从每组随机挑选 １０ 条

Ｎ２ 线虫ꎬ在倒置荧光显微镜下观测体内荧光并拍摄

照片ꎬ荧光强度用 ＩｍａｇｅＪ １.５４ｆ 软件分析ꎮ
１.２.１５　 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 ＩＩＳ 通路关键因子的

ｍＲＮＡ 表达

实验分组同 １.２.７ꎮ 取同步化后处于 Ｌ４ 时期的

Ｎ２ 线虫ꎬ分别加入至含 ０.５％(质量分数)二甲基亚

砜及相应药物的 Ｓ􀅰Ｍｅｄｉｕｍ 中ꎬ以终 ＯＤ 值为 ０.４ ~
０.５ 的 ＮＡ２２ 菌液作为食物ꎮ 每日更换药物ꎮ 培养

６ ｄ 后ꎬ收集 Ｎ２ 线虫至 ５０ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ以离心半径

８.７ ｃｍꎬ２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎻ用含吐温－２０ 的磷

酸盐缓冲液洗涤 Ｎ２ 线虫 ３ 次ꎬ再用灭菌水洗涤３ 次

以去除表皮残留的大肠杆菌ꎻ 收集 Ｎ２ 线虫至

１.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎮ 管中加入 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取 ＲＮＡꎬ
再逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ采用

２－ΔΔＣｔ法计算 ａｇｅ￣１、ｄａｆ￣２、ｄａｆ￣１６、ｃｔｌ￣２ ｍＲＮＡ 的相

对表达水平ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２５.０ 统计学软件ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ
表示ꎮ 采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析各实验参数的相

关性ꎻ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 法 评 估 Ｎ２ 线 虫 的 存 活 率ꎻ
Ｌｏｇ￣ｒａｎｋ检验和 Ｂｒｅｓｌｏｗ 检验比较各组间差异ꎮ 各

个测定时间点的组间比较采用多因素方差分析ꎻ组
件两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 矫正ꎮ 其他数据比较采
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用单因素方差分析ꎮ 若符合方差齐性ꎬ则多重比较

使用 Ｄｕｎｃａｎ 法ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 茯苓 ３ 种活性含量测定

含量测定结果显示ꎬ茯苓 ３ 种活性成分水溶性

多糖、酸性多糖、三萜的质量分数分别为 ３５.４０％、
８６.９％、５０.００％ꎮ

２.２　 茯苓三种活性成分抗氧化损伤药效结果

抗氧化损伤结果显示ꎬ５００ μｇ / ｍＬ 水溶性多糖

组、６２.５ μｇ / ｍＬ 酸性多糖组和 ５００ μｇ / ｍＬ 三萜组

Ｎ２ 线虫的生存期较空白组的差异有统计学意义

(Ｆ＝ ４.４１２ꎬＰ ＝ ０. ０３６ꎻ Ｆ ＝ １２. １８６ꎬ Ｐ < ０. ００１ꎻ Ｆ ＝
１０.３２７ꎬＰ＝ ０.００１)ꎮ 见图 １ꎬ表 ２ꎮ Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关的

分析结果显示ꎬ水溶性多糖组(ｒ＝ ０.１００ꎬＰ＝ ０.０６０)、
酸性多糖组 ( ｒ ＝ ０.０６２ꎬＰ＝ ０.１３７) 和三萜组 ( ｒ ＝
０.０４７ꎬＰ＝ ０.２９０)的浓度与生存率均无显著相关性ꎮ

图 １　 百草枯氧化胁迫下 Ｎ２ 线虫的生存曲线(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组)
Ａ:饲喂水溶性多糖 Ｎ２ 线虫的存活率ꎻ Ｂ:饲喂酸性多糖 Ｎ２ 线虫的存活率ꎻ Ｃ:饲喂三萜 Ｎ２ 线虫的存活率ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｐａｒａｑｕａｔ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒ￣ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻ Ｂ: Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｆｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｉｄｉｃ ｐｏｌ￣
ｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻ Ｃ: Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｆｅｄ.

表 ２　 百草枯氧化胁迫下 Ｎ２ 线虫寿命
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｐａｒａｑｕａｔ

组别
浓度 /

(μｇ / ｍＬ)
平均

寿命 / ｈ Ｆ Ｐ

空白组 ５４.０９±３.９１
Ｖｃ 组 ７３.４３±５.３５ ８.１０１ ０.００４
水溶性多糖组 １ ０００ ７３.３３±８.１９ ４.５３６ ０.０３３

５００ ７４.０７±８.５３ ４.４１２ ０.０３６
２５０ ６９.９７±５.２７ ４.９６０ ０.０２６
１２５ ６４.７１±７.２９ １.３８１ ０.２４０
６２.５ ７３.２０±９.２１ ４.９５０ ０.０２６
３１.２５ ７５.４８±８.６３ ６.０８８ ０.０１４

续表

组别
浓度 /

(μｇ / ｍＬ)
平均

寿命 / ｈ Ｆ Ｐ

酸性多糖组 １ ０００ ７１.６１±８.５８ ３.８０５ ０.０５１
５００ ７９.３６±５.０５ １６.１５９ <０.００１
２５０ ６２.７１±４.７２ ２.４２３ ０.１２０
１２５ ６５.３８±５.４１ ２.７１９ ０.０９９
６２.５ ８０.１７±６.３７ １２.１８６ <０.００１
３１.２５ ７６.６０±６.２７ １０.４１９ ０.００１

三萜组 １ ０００ ８１.６０±７.２４ １２.５５４ <０.００１
５００ ８４.００±８.２８ １０.３２７ ０.００１
２５０ ６４.９８±５.３４ ２.９４６ ０.０８６
１２５ ６７.３９±４.０９ ６.２３２ ０.０１３
６２.５ ６８.５７±６.２３ ２.４７４ ０.１１６
３１.２５ ６４.０７±４.８６ ２.３７２ ０.１２４
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２.３　 茯苓三种活性成分延寿药效结果

寿命实验结果显示ꎬＶｃ 组和茯苓各活性成分组

Ｎ２ 线虫的生存曲线均向右移动ꎬ与空白组的差异有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ Ｖｃ、水溶性多糖、酸
性多糖和三萜平均寿命分别较空白组延长 １１.２５％、
１２.７２％、１５.０７％和 １２.５５％ꎮ 见表 ３ꎮ

图 ２　 标准条件下 Ｎ２ 线虫的生存曲线(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｏｎｄｉ￣

ｔｉｏｎｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)

表 ３　 标准条件下 Ｎ２ 线虫寿命
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
组别 平均寿命 / ｄ Ｐ
空白组 １６.５７±０.６９
Ｖｃ 组 １８.４４±０.７２ ０.０１８
水溶性多糖组 １９.２２±０.７８ ０.００５
酸性多糖组 １８.７０±０.７３ ０.０１６
三萜组 １８.６５±０.７２ ０.０４２

２.４　 各组急性热应激实验结果

急性热应激结果显示ꎬＮ２ 线虫的存活率随时

间延长呈现下降趋势ꎬ见图 ３ꎮ 与空白组相比ꎬＶｃ
组和酸性多糖处理组的 Ｎ２ 线虫生存期延长ꎬ与空

白组的差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０.０３９、Ｐ<０.００１)ꎻ
水溶性多糖组、酸性多糖组和三萜组的平均寿命

分别提高了 ２１.７４％、７.９２％和 ２１.６３％ꎮ 见表 ４ꎮ

图 ３　 急性热应激下 Ｎ２线虫的生存曲线(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ａｃｕｔｅ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)

表 ４　 急性热应激下 Ｎ２ 线虫寿命
Ｔａｂｌｅ ４　 ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ａｃｕｔｅ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

组别 平均寿命 / ｈ Ｐ

空白组 ６.２９±０.２２

Ｖｃ 组 ６.８７±０.２８ ０.０３９

水溶性多糖组 ７.６５±０.２３ <０.００１

酸性多糖组 ６.７８±０.３１ ０.１３１

三萜组 ７.６５±０.２３ <０.００１

２.５　 各组急性紫外应激实验结果

急性紫外应激结果显示ꎬＶｃ 组和茯苓各活性

成分组 Ｎ２ 线虫的生存期较空白组均延长ꎬ且酸性

多糖组和三萜组生存期较空白组有统计学意义

(Ｐ ＝ ０.００６ꎬＰ < ０. ００１ )ꎬ 其 平 均 寿 命 分 别 延 长

１８.２９％和 ２５.６８％ꎮ 见图 ４、表 ５ꎮ

图 ４　 急性紫外应激下 Ｎ２ 线虫的生存曲线(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空
白组)

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ａｃｕｔｅ ＵＶ ｓｔｒｅｓｓ
(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)

表 ５　 急性紫外应激下 Ｎ２ 线虫寿命
Ｔａｂｌｅ ５　 ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｕｎｄｅｒ ａｃｕｔｅ ＵＶ ｓｔｒｅｓｓ

组别 平均寿命 / ｈ Ｐ

空白组 ５.１４±０.１７

Ｖｃ 组 ５.４８±０.１９ ０.４１２

水溶性多糖组 ５.０２±０.１６ ０.４５

酸性多糖组 ６.０８±０.２４ ０.００６

三萜组 ６.４６±０.２２ <０.００１

２.６　 Ｎ２ 线虫生殖能力实验结果

生殖能力结果显示ꎬ Ｖｃ 组、水溶性多糖组、酸
性多糖组和三萜组 Ｎ２ 线虫的平均产卵量分别为

(２０５.６７±４７.５４)个、(１９３.６７±２８.９４)个、(２１６.３３±
４４.５２)个和(２０６.３３±１０.０７)个ꎬ与空白组的(２０９.３３±
３１.４７)个的差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 见图 ５ꎮ
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图 ５　 茯苓 ３ 种活性成分对 Ｎ２ 线虫繁殖能力的影响
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｐｏｒｉａ Ｃｏｃｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ

２.７　 咽泵运动实验结果

咽泵运动结果显示ꎬ在第 ９ 天时ꎬ三萜组 Ｎ２ 线

虫的平均咽泵运动次数为(１０６.５０±１８.８８)次 / ３０ ｓꎬ
较空白组的(６４.５０±１８.５１)和 Ｖｃ 组(５７.００±２４.７４)
次 / ３０ ｓ 的差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎻ在第 １４ 天

时ꎬＶｃ 组、水溶性多糖组和酸性多糖组 Ｎ２ 线虫的

平均咽泵运动次数分别为(７６.５０±１８.８３)、(８５.８０±
６.８４)和(７９.６０±１１.９４)次 / ３０ ｓꎬ与空白组(５０.８０±
１６.９９)次 / ３０ ｓ 相比ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ
见图 ６ꎮ

图 ６　 茯苓三种活性成分对 Ｎ２ 线虫咽泵运动能力的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｖｃ 组)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｐｕｍｐ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ. ｅｌｅｇａｎ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ.

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｖｃ ｇｒｏｕｐ)

２.８　 身体摆动运动实验结果

身体摆动运动实验结果显示ꎬ在第 １０ 天时ꎬ三
萜组 Ｎ２ 线虫的身体摆动次数为(４０.５０±１０.５０)次 /

３０ ｓꎬ较空白组(１８.７０±７.３３)次 / ３０ ｓ 差异有统计学

意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 见图 ７ꎮ

图 ７　 茯苓三种活性成分对 Ｎ２ 线虫身体摆动运动能力的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组)
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｐｏｒｉａ Ｃｏｃｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｏｓｃｉｌｌａｔｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)
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２.９　 Ｎ２ 线虫体内 ＲＯＳ 含量测定结果

ＲＯＳ 含量结果显示ꎬＶｃ 组、酸性多糖组和三萜

组 Ｎ２ 线虫的体内 ＲＯＳ 相对含量分别为 ９０.３２％ ±
５.０８％、８３.８４％±３.３４％和 ８５.４７％±６.１７％ꎬ较空白组

的差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ酸性多糖组较 Ｖｃ
组的差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０３６)ꎮ 见图 ８ꎮ
２.１０　 Ｎ２ 线虫体内脂褐素含量测定结果

脂褐素沉积结果显示ꎬＶｃ 组、水溶性多糖组、酸
性多糖组和三萜组处理的 Ｎ２ 线虫体内脂褐素相对

含量分别为 ８３. ４２％ ± ２. ６３％、 ８８. ５１％ ± ４. ９２％、
８６.８４％±３.０７％和 ８４.０５％±４.３６％ꎬ较空白组的差异

有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 见图 ９ꎮ 单因素方差分

析结果显示各组间整体差异有统计学意义 (Ｆ ＝
６.１８２ꎬＰ＝ ０.００１)ꎮ

图 ８　 Ｎ２ 线虫体内 ＲＯＳ 水平(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组ꎻ＃Ｐ<０.０５
ｖｓ. Ｖｃ 组)

Ｆｉｇｕｒｅ ８ 　 ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ (∗Ｐ < ０. ０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｖｃ ｇｒｏｕｐ)

图 ９　 Ｎ２ 线虫体内脂褐素积累(比例尺:２００ μｍ)
Ａ:空白组ꎻ Ｂ:Ｖｃ 组ꎻ Ｃ:水溶性多糖组ꎻ Ｄ:酸性多糖组ꎻ Ｄ:三萜组

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｆｕｓｃｉｎ ｉｎ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ (ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ２００ μｍ)
Ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｖｃ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: Ｗａｔｅｒ￣ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: Ａｃｉｄｉｃ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｅ: Ｔｒｉｔｅｒ￣
ｐｅｎｅｓ ｇｒｏｕｐ

２.１１　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与空白组相比ꎬ水溶性多

糖组、酸性多糖组和三萜组 Ｎ２ 线虫 ｄａｆ￣１６ 与 ａｇｅ￣１
的 ｍＲＮＡ 表达量差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻＶｃ

组、水溶性多糖组和三萜组 Ｎ２ 线虫 ｃｔｌ￣２ 的 ｍＲＮＡ
表达量差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻＶｃ 组和酸性

多糖组 Ｎ２ 线虫 ｄａｆ￣２ 的 ｍＲＮＡ 表达量差异有统计

学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 １０ꎮ

图 １０　 线虫体内与 ＩＩＳ 通路相关的 ｍＲＮＡ 表达情况(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 空白组ꎻ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｖｃ 组)
Ａ: ｄａｆ￣１６ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻ Ｂ: ｃｔｌ￣２ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻ Ｃ: ｄａｆ￣２ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻ Ｄ: ａｇｅ￣１ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍＲＮＡｓ ｗｈｉｃｈ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＩＳ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｖｃ
ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄａｆ￣１６ ｍＲＮＡꎻ Ｂ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｔｌ￣２ ｍＲＮＡꎻ Ｃ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄａｆ￣２
ｍＲＮＡꎻ Ｄ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｇｅ￣１ ｍＲＮＡ.
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３　 讨　 论

目前解释衰老机制的主要学说包括线粒体学

说、自由基学说、端粒学说等[１８] ꎮ 其中自由基学说

因明确阐释氧化应激与衰老的因果关系而成为研

究热点ꎮ 该理论指出过量自由基可诱导蛋白质、
核酸等生物大分子氧化损伤ꎬ进而破坏细胞稳态

并加速衰老进程ꎮ 多项研究表明ꎬ茯苓水溶性多

糖、酸性多糖和三萜可通过清除􀅰ＯＨ、Ｈ２Ｏ２、Ｏ２
－􀅰

等活 性 氧 自 由 基 发 挥 抗 氧 化 作 用ꎬ 进 而 延 缓

衰老[１９￣２１] ꎮ 茯苓菌核中多糖类物质占其干重的

７０％ ~ ９０％ꎬ其中水溶性多糖约占 ２％ꎬ其他为酸性

多糖ꎮ 但 目 前 茯 苓 药 材 的 综 合 利 用 率 仅 约

３％ [２２] ꎬ提示其开发潜力尚未被充分挖掘ꎮ 本研究

在经典的线虫模型上发现茯苓酸性多糖具有一定

的抗衰老作用ꎬ并初步研究了其分子机制ꎬ为茯苓

的进一步开发和应用提供了思路ꎮ
脂褐素是细胞衰老的典型标志物ꎬ其过量积累

可加速线虫衰老进程[２３]ꎮ Ｒｉｎｎｅｒｔｈａｌｅｒ 等[２４] 研究表

明ꎬ脂褐素的形成与氧化损伤密切相关:ＲＯＳ 可通

过氧化细胞组分(如脂质和蛋白质)ꎬ促使其形成不

可降解的聚合物ꎬ最终沉积为脂褐素ꎮ Ｈｕ 等[２５] 研

究发现ꎬ艾叶提取物可通过上调线虫体内的抗氧化

酶的活性ꎬ增强机体抗氧化防御能力抑制线虫体内

的脂褐素沉积ꎮ 本研究与上述研究一致ꎬ说明茯苓

有效成分可能是通过降低 ＲＯＳ 水平ꎬ减少脂褐素形

成来调控 Ｎ２ 线虫抗衰老ꎮ
ＩＩＳ 通路是首个被发现的与衰老进程相关的营

养感知通路ꎬ在衰老调控中发挥核心作用ꎮ 该通

路作为高度保守的寿命调控机制ꎬ其分子机制已

被详尽阐明[２６￣２７] ꎮ 在秀丽隐杆线虫中ꎬＩＩＳ 通路通

过关键基因 ｃｔｌ￣２、ｄａｆ￣２、ａｇｅ￣１ 和 ｄａｆ￣１６ 协同调控

衰老进程ꎮ 研究表明ꎬＩＩＳ 通路的调节可通过抑制

ｄａｆ￣２ 或激活转录因子 ｄａｆ￣１６ 延长线虫寿命[２８] ꎮ
作为 ＩＩＳ 通路的核心调控节点ꎬｄａｆ￣１６ 可通过调控

抗氧化防御系统(如超氧化物歧化酶 ＳＯＤ 表达)
和代谢稳态以及清除 ＲＯＳ 等方式延缓衰老[２９￣３０] ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[３１] 研究发现ꎬ黄精多糖通过促进 ｄａｆ￣１６
的核转位ꎬ下调 ａｇｅ￣１ 和 ｄａｆ￣２ ｍＲＮＡ 水平ꎬ并上调

ｄａｆ￣１６ ｍＲＮＡ 水平实现对 ＩＩＳ 通路的负调控ꎻＳｏｎｇ
等[３２]研究发现ꎬ覆盆子提取物通过抑制 ｃｔｌ￣２ 表达

延长秀丽隐杆线虫的寿命ꎮ 本研究结果与上述研

究一致ꎬ表明茯苓的抗衰老作用与 ＩＩＳ 通路调控直

接相关ꎬ并可通过 ｄａｆ￣１６ 介导的抗氧化基因网络

实现协同增效ꎮ

本研究有一定局限性:①仅测定了相关信号通

路中各组分的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ还需通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
等方法深入研究茯苓活性成分抗衰老的机制ꎻ②Ｎ２
线虫为无脊椎动物ꎬ生理系统相对简单ꎬ无法完全模

拟哺乳动物的衰老过程ꎬ需在小鼠等更高级的动物

模型上进一步验证研究结论ꎮ
综上所述ꎬ茯苓三种活性成分可通过调控抗衰

老相关基因的表达ꎬ提高机体抗氧化损伤的能力延

长 Ｎ２ 线虫的寿命ꎬ为后续抗衰老产品的研发提供

了新思路ꎮ
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