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枳　子提取物对 D 2半乳糖致亚急性衰老小鼠氧化损伤的保护作用
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摘要 :目的　观察枳　子提取物 (Sem en hoven iae extract, SHE)对 D 2半乳糖诱导的亚急性衰老小鼠氧化损伤的保护作用 ,并探

讨其保护作用的可能机制。方法　N IH小鼠随机分为 6组 :空白对照组 ,衰老模型组 ,维生素 E组 (200 mg·kg- 1·d - 1 ) , SHE

低、中、高剂量组 (50, 100, 200 mg·kg- 1·d - 1 ) ,小鼠颈背部皮下注射 D 2半乳糖 (100 mg·kg- 1·d - 1 )造成小鼠亚急性衰老模

型 ,同时按分组灌胃给予相应药物 ,每天一次 ,连续给药 45 d后进行实验 ,以小鼠水迷宫测定衰老小鼠的学习记忆能力 ;比色

法测定小鼠肝脏及脑组织中超氧化合物歧化酶 ( SOD )、谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2Px)活力及丙二醛 (MDA )含量 ,蛋白含量

测定用考马斯亮蓝法。结果　水迷宫实验中 ,与模型组小鼠相比 ,各剂量给药组小鼠到达平台的潜伏期明显缩短 ,进入盲端

的错误次数显著减少 ;肝、脑组织匀浆测定结果显示 :各给药组 SOD、GSH2Px活力显著增加 ,MDA含量明显减少。结论　不同

剂量的 SHE均能改善 D 2半乳糖致亚急性衰老小鼠的学习记忆能力 ,具有延缓衰老的作用 ,此作用可能部分是通过增加体内抗

氧化酶的活性 ,减少过氧化脂质的生成 ,提高机体抗氧化能力而导致的。
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ABSTRACT: O BJECT IVE　To study the p rotective effect and investigate the underlying mechanism s of Sem en hoveniae extract

( SHE) on oxidative injury in subacute senile m ice induced by D 2galactose1 M ETHOD S　 N IH m ice were random ly divided into 6

group s: control group , aging model group , vitam in E (positive control) group (200 mg·kg- 1·d - 1 ) , and SHE group s (50, 100,

200 mg·kg- 1·d - 1 ) 1 The subacute aging model of m ice were induced by D 2galactose ( 100 mg·kg- 1·d - 1 ) following s1c1 ad2
m inistration, at the same time, SHE or vitam in E were given ig for 45 d1 The learning and memory ability of m ice were tested by wa2
ter maze, the activities of superoxide dismutase ( SOD ) , glutathione ( GSH2Px) and the contents of malondialdehyde (MDA ) in the

brain and liver were measured by colorimetric method1RESUL TS 　Compared with the model group , the escape latency was shortened

and the times of entry errors were decreased significantly in the m ice of SHE treatment group s and vitam in E group. The extract obvi2
ously strengthened the activities of SOD and GSH2Px in liver and brain tissue, reduced the content ofMDA1 CO NCL US IO N　SHE

could imp rove the learning and memory ability of senile m ice, the extract has significant p rotective effect on oxidative injury and the
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mechanism s p robably related to its imp rovement of antioxidases and reduction of lip id peroxidation1
KEY WO RD S: Semen hoveniae; D 2galactose ; oxidative injury; anti2oxidation

　　自由基参与多种疾病和损伤的发病机制 ,自

1956年提出衰老的自由基理论以来 ,关于自由基与

衰老关系的研究受到了重视 ,大量实验证实自由基

能通过与细胞组成物质脂类、蛋白质、核酸等发生反

应 ,产生脂质过氧化物 ,对细胞产生损害 ,引发衰

老 [ 1 ] ,衰老的自由基机制提示 ,提高体内抗氧化酶

活性或减少体内自由基将有助于防治衰老性疾病。

枳　子 ( Sem en hoven iae)为鼠李科 (Rhamnaceae) 拐

枣属 ( Hoven ia Thunb ) 植物枳 　 ( Hoven ia du lcis

Thunb) 的干燥成熟种子 , 有研究表明 ,枳　子有显

著的解酒、抗肝纤维化作用 [ 223 ] ,有关其延缓衰老方

面的研究迄今未见报道 ,本实验采用皮下注射 D2半
乳糖的方法通过氧化损伤建立亚急性衰老小鼠模

型 ,并观察枳　子醇提物 ( SHE)对衰老小鼠的作用 ,

并对其作用机制进行探讨 ,以期为延缓衰老寻找新

的药物 ,并为枳　子的应用和推广提供理论依据。

1　材料与方法

111　药物与试剂

枳　子 [北京同仁堂 (亳州 )饮片有限公司 ,批

号 : 601000024,经第二军医大学陈万生教授鉴定为

鼠李科拐枣属枳 　成熟果实 ]; D 2半乳糖 (Am resco

公司 ) ;维生素 E (Merck公司 ) ;超氧化物歧化酶

( SOD )、丙二醛 (MDA )、谷胱甘肽过氧化物酶

( GSH2Px)试剂盒 (南京建成生物工程研究所 )。羧

甲基纤维素 (CMC, Sigma公司 )。

112　仪器

SF - 300型高速粉碎机 (上海中联制药装备有

限公司 ) ; 100型多功能中药提取罐 (武汉制药机械

厂 ) ; SMG - 2型程控水迷宫 (中国医学科学院药物

研究所 ) ; DY89 - Ⅱ型电动玻璃匀浆机 (宁波新芝生

物科技股份有限公司 ) ; 752紫外光栅分光光度计

(上海第三分析仪器厂 ) ;低温离心机 (上海安亭科

学仪器厂 )。

113　枳　子提取物制备

取枳　子一次性过粉碎机 ,破碎成粗粉 ,粗粉至

提取罐内加 4倍量体积分数为 75%乙醇回流煮提 3

次 ,提取液合并后过 400目筛并减压浓缩至膏状 ,真

空干燥。以芦丁为对照品 ,测得枳　子中总黄酮质

量分数为 (2157 ±0103) %。

114　实验动物

N IH小鼠 , 27～30 g,雌性 (南方医科大学实验

动物中心 ,合格证号 : 2006A045)。

115　实验方法

11511　亚急性衰老小鼠模型的制备及给药　60只

小鼠按体重随机分组 [ 4 ]
,分为空白对照组、模型组、

给药组 (50, 100, 200 mg·kg- 1·d - 1 )、阳性对照组 ,

空白组注射无菌生理盐水 ,其他各组每天颈背部皮

下注射 D 2半乳糖 100 mg·kg
- 1·d

- 1
,同时 ,给药组

分别灌服 SHE 50, 100, 200 mg·kg
- 1·d

- 1 (分别相

当于生药 0135, 0170, 1140 g·kg
- 1·d

- 1 ) ,阳性对

照组灌以维生素 E 200 mg·kg
- 1·d

- 1
, SHE及维生

素 E均用 1% CMC配制 ,空白组和模型组灌以等体

积 1% CMC。皮下注射 D 2半乳糖及给药均是每天 1

次 ,连续 45 d。

11512　小鼠水迷宫实验 [ 5 ] 　水迷宫由黑色有机玻

璃板组成 ,共有 4个盲端及 A, B , C 3个入水点 ,终

点区有一高出水面的安全平台 , ABC入水点与平台

的距离依次增大 ,即 C点距平台最远 ,水深 13 cm,

水温 (23 ±1) ℃,第 46 d进行小鼠水迷宫训练 ,训

练进行 3 d,平台周围设置标志物 ,训练前先将小鼠

置平台 10 s,使其熟悉周围环境 ,第 1天将小鼠放入

A入水点 ,让其寻找平台 ,第 2天放入 B入水点 ,第

3天放入 C入水点 ,如 240 s内未找到平台 ,则将其

引导上平台 ,第 4天进行实验 ,将小鼠置 C入水点 ,

记录其游至平台的时间为潜伏期 ,超过 240 s则以

240 s计。其进入盲端的次数为错误次数 ,以潜伏期

和错误次数作为小鼠学习记忆的成绩。

11513　各组织 SOD、MDA、GSH2Px含量测定 [ 627 ] 　

水迷宫实验结束后 ,脱臼处死各组小鼠 ,迅速取其大

脑及肝脏 ,冰水浴中制成 10%匀浆 , 4 ℃离心取上

清 ,备用。SOD、MDA、GSH2Px含量测定按试剂盒说

明书进行。蛋白定量采用考马斯亮蓝法。

11514　统计学方法 　结果用 珋x ±s表示 ,采用

SPSS1310软件进行单因素方差分析。

2　实验结果及分析

211　小鼠水迷宫实验

与正常对照比较 ,小鼠连续给予 D 2半乳糖 45 d

后 ,模型组小鼠到达平台的时间显著延长 ,进入盲端

的次数显著增多 ,说明造模成功 ;与模型组比较 ,各

给药组能显著缩短小鼠到达平台的时间 ,减少进入

盲端的次数 ,低剂量组略好于高、中剂量。阳性对照

组也有同样的效应 (表 1)。实验结果提示 ,枳　子
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能明显改善 D 2半乳糖致衰老小鼠的学习记忆能力。
表 1　各组小鼠行为学实验结果 1n = 10,珋x ±s

Tab1 1　Comparison of behavioral changes among group s1n =

10,珋x ±s

Group Dose /mg·kg - 1·d - 1 Latency/ s Error time

Normal control 30 ±211) 312 ±2141)

Model control 100 73 ±433) 716 ±4103)

V itam in E 200 37 ±211) 412 ±4122)

SHE 50 38 ±291) 314 ±1181)

100 45 ±262) 416 ±2142)

200 42 ±232) 413 ±2142)

注 :与模型组比较 , 1) P < 0101, 2) P < 0105;与对照组比较 , 3) P < 0101

Note: compared w ith model control group , 1) P < 0101, 2) P < 0105; compared with

normal control group , 3) P < 0101

212　SHE对衰老小鼠肝、脑中 MDA含量 , SOD及

GSH2Px活性的影响

与正常对照组小鼠相比 , D 2半乳糖致衰老模型
小鼠肝、脑组织中 MDA含量明显升高 , SOD及 GSH2
Px活性均显著下降 ,枳　子各给药组能剂量依赖性

地降低肝、脑组织中 MDA的含量 ,提高 SOD及

GSH2Px的活性 (表 2,表 3)。
表 2　SHE对衰老小鼠肝脏中 MDA含量 , SOD及 GSH2Px活

性的影响 1n = 10,珋x ±s

Tab1 2　Effect of SHE on SOD,MDA and GSH2Px levels in liv2
er tissues of aging m ice1n = 10,珋x ±s

Group
Dose

/mg·kg - 1·d - 1

SOD

/U·mg

(p rot) - 1

MDA

/nmol·mg - 1

GSH2Px

/U·mg

(p rot) - 1

Normal control 181 ±561) 1106 ±01251) 148 ±241)

Model control 100 56 ±223) 1158 ±01423) 64 ±263)

V itam in E 200 141 ±391) 1101 ±01481) 118 ±301)

SHE 50 106 ±472) 1132 ±0156 95 ±342)

100 128 ±362) 1116 ±01352) 124 ±321)

200 144 ±631) 1109 ±01372) 135 ±401)

注 :与模型组比较 , 1) P < 0101, 2) P < 0105;与对照组比较 , 3) P < 0101

Note: compared w ith model control group , 1) P < 0101, 2) P < 0105; compared with

normal control group , 3) P < 0101

3　讨　论

随着年龄的增加 ,由于抗氧化酶活力的不断下

降 ,体内产生的过量自由基无法得到及时清除 ,过剩

的自由基可诱发动脉粥样硬化、糖尿病、肿瘤等多种

疾病 ,也是加速机体衰老的重要因素之一 [ 8 ]。同

时 ,机体的免疫系统功能也逐渐衰退 ,从而加速衰老

过程 [ 9 ] ,由于氧自由基与脂质过氧化及衰老的发生

密切相关 ,因此 ,寻求改善自由基、抗氧化平衡的药

物成为延缓衰老和防治慢性疾病的重要方向。

在一定时间内连续给小鼠注射 D 2半乳糖是人
造小鼠衰老模型的经典方法。机体内半乳糖浓度升

高 ,在醛糖还原酶作用下 ,还原成半乳糖醇 ,破坏机

体抗氧化防御系统 ,同时在半乳糖被还原成半乳

　　表 3 　SHE对衰老小鼠脑组织中 MDA含量、SOD及 GSH2Px

活性的影响 1n = 10,珋x ±s

Tab1 3　 Effect of SHE on SOD, MDA and GSH2Px levels in

brain tissues of aging m ice1n = 10,珋x ±s

Group
Dose

/mg·kg - 1·d - 1

SOD

/U·mg

(p rot) - 1

MDA

/nmol·mg - 1

GSH2Px

/U·mg

(p rot) - 1

Normal control 210 ±421) 118 ±0131) 95 ±491)

Model control 100 106 ±263) 418 ±0193) 51 ±123)

V itam in E 200 185 ±441) 219 ±0171) 86 ±292)

SHE 50 172 ±541) 313 ±0172) 83 ±222)

100 176 ±701) 218 ±0191) 91 ±401)

200 198 ±691) 211 ±0161) 92 ±321)

注 :与模型组比较 , 1) P < 0101, 2) P < 0105;与对照组比较 , 3) P < 0101

Note: compared with model control group, 1) P < 0101, 2) P < 0105; compared with

normal control group , 3) P < 0101

糖醇的过程中也产生超氧阴离子 ,过氧化物脂质增

加 ,出现衰老 [ 10 ]。有研究显示造模时给予半乳糖的

量超过 100 mg·kg
- 1·d

- 1时 ,其学习记忆的能力不

再随剂量的增加而减退 [ 11 ]
,故本实验中将半乳糖的

量定为 100 mg·kg- 1·d - 1。

MDA是脂质过氧化的产物 ,其高低间接反应了

机体细胞受自由基攻击的严重程度 ; SOD对机体的

氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用 ,此酶能清

除超氧阴离子自由基 ,保护细胞免收损伤 ; GSH2Px

是机体内一种重要的催化过氧化氢分解的酶 ,其特

异的催化还原型谷胱甘肽 ( GSH )对过氧化氢的还

原反应 ,可以保护细胞膜结构和功能完整的作

用 [ 12 ]
,故本实验选测这几项指标。

因雄性小鼠长期群居 ,好咬斗易造成受伤而影

响实验结果 ,故选用雌性小鼠。枳　子含有山柰酚、

斛皮素、双氢杨梅黄素等黄酮类活性成分 [ 13 ] ,这些

成分具有较强的抗氧化及自由基清除活性 [ 14 ]
,本实

验结果显示 , SHE组均能显著改善 D 2半乳糖诱导的
衰老小鼠的学习记忆能力。低剂量小鼠学习记忆成

绩略优于高、中剂量 ,但 SOD、GSH2Px、MDA测定结

果均有一定的剂量关系 ,这可能与行为学实验的个

体差异性有关 ;同时 ,结果显示 , SHE能减少肝脏及

脑组织内 MDA的生成 ,提高 GSH2Px和 SOD活性 ,

并且呈现剂量依赖性 ,说明枳　子既能减轻组织或

细胞的过氧化损伤 ,减少脂质过氧化物的形成 ,又能

增加体内抗氧化酶的活性以增加对自由基损伤的防

御功能 ,提示枳　子可通过自由基代谢发挥其保护

衰老小鼠氧化损伤的作用。
REFERENCES
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流失 ,提高角质层水合作用而促进其经皮渗透。

SLN对皮肤组织还具一定亲和性和靶向性 ,可增加

药物在皮肤中的贮留量和时间 ,在皮肤用药部位形

成含药量较高的药物储库 ,有助于延长释药时间和

提高药物经皮渗透量。SLN中的磷脂可与角质层脂

质融合 ,使其结构改变 ,细胞间隙扩大 ,经皮渗透性

提高 ;此外 ,磷脂有助于提高 SLN安全性并降低可

能因药物引起的过敏反应。

TDDS发展迅速 ,已成为目前最成功的非口服

控释给药系统之一。据预测 ,未来 10年内将有近

1 /3的现用药开发成 TDDS,其关键技术在于有效促

进药物经皮渗透。本实验结果表明 , N IM 2SLN具有

较佳的经皮渗透特性 ,促透效果优于常用的化学促

透剂 ,作为药物递送微载体可用于乳剂、霜剂、擦剂

及膜控储库型贴剂等多种 TDDS的设计 ;与化学促

透法联合使用 ,有助于缩短 N IM 2SLN透皮扩散的

tlag ,进一步提高其经皮渗透性能 ,从而获得更佳的

治疗效果。
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