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肾虚衰老与线粒体 氧化损伤关系的研究

王学美
’

富 宏
‘

刘庚信
’

摘要 口的 观察肾虚衰老与外周血线粒体 缺失及线粒

体呼吸链复合酶活力的相关性
。

方法 用聚合酶链反应

和酶动力学技术
。

结果 老年肾虚组线粒体 缺失较青年组

和老年对照组明显增多
、

呼吸链复合酶
、

的活力较青年组

和老年对照组明显降低
。

补肾方五子衍宗丸可明显减少线粒体

缺失
、

提高呼吸链复合酶
、

的活力
。

结论 提示线粒体

的氧化损伤可能是肾虚的重要原因之一
。

主题词 肾虚 遗传学
,

线粒体 遗传学

中医认为
,

肾虚与衰老密切相关
。

本研究从 自由基

对线粒体 氧化损伤入手
,

于 年 月

年 月观察了肾虚老年人外周血线粒体 缺失及

其呼吸链复合酶的活力
,

并观察
一

五子衍宗丸对其的

影响
,

以期在基因水平上探讨肾虚的物质基础
。

材料和方法

观察对象及分组 岁男性 例
,

为经临

床心
、

肺
、

肝
、

脾
、

尿液
、

血压等检测正常的健康老年人
,

符合中华医学会老年医学学会规定标准
,

再结合中

医虚证辨证标准
,

选出无肾虚者 例
,

为老年对照组
,

平均年龄 士 岁
。

老年肾虚者 例
,

从随机

数字表中查取随机数字
,

随机数字奇数者为治疗组

例
,

平均年龄 士 岁
,

服用五子衍宗胶囊 随

机数字偶数者为对照组 例
,

平均年龄 士

岁
,

服用安慰剂
,

两组年龄差异无显著性
。

本研究采用

单盲法
。

五子衍宗药粉 按药典配方 构祀子
,

冤

丝子
,

覆盆子
,

五味子
,

车前子 购

自北京同仁堂医药集团
,

依照药典服用量分装胶囊
,

每

粒胶囊
,

日 次
,

每次 粒
。

淀粉购 自北京医药公

司
,

分装胶囊
,

其外形
、

用世与治疗组完全一样
。

疗程

个月
。

另自本院血库选择 岁的健康献血男性

例
,

为青年组
。

肾虚辨证标准 参照中医虚证辨证参考标准进

行图
。

肾虚证的主要依据 腰膝酸痛 外伤性除外

胫酸膝软或足跟痛 耳鸣或耳聋 发脱或齿

摇 健忘 尿后有余沥或失禁 性功能减退
。

具有上述 项者选为观察对象
。

基金项目 国家自然科学基金资助项目

北京大学第一医院中西医结合研究所
,

北京西城区西安门大

街 号

收稿 日期 一 一 修回 日期 一 一

主要试剂及仪器 酶
、 、

蛋自酶
、

胰

酶
、 、

重蒸酚
、

丙烯酸胺
、

还原辅酶
、

甘露醇

等购 自北京华美生物工程公司
,

细胞色素 为

原装
,

其它试剂均为国产分析纯
。

一 型 扩

增仪
、 ,

型激光扫描仪
、

岛津 一 紫外分光光度计等
。

外周血白细胞线粒体复合酶
、

活力测定 外

周血自细胞线粒体提取参照文献
。

挣脉取血
,

肝素抗凝
,

分离自细胞
。

在冰浴中超声破碎
,

低温高速

离心
,

提取线粒体
。

用酶动力学方法检测
,

参照伍期 专

方法进行叫
。

自细胞线粒体 缺失的检测 采用聚合酶

链反应 方法
。

引物 由北京赛 百盛生物工程公 司合成
。

参 照 文 献 〔 」自 行 设 计 沼 ’

一
’ 一 和

’一
尸

八

一 ’ 一 用于扩增野生型 片断
,

反映

正常 含 址
,

以 此 作 为内参照
碑 ’

二 二 一 ’ 一

’
一 子 子 子 子

产

子
一 ’

一 用 扩增缺失型 片断
,

反映片

断缺失型 含遗
。

自细胞线粒体 提取及 反应条件

静脉取血
,

抗凝
,

采用玻璃奶吸附法提取

线粒体 闭
。

的反应条件为 预变性 分

钟
,

个循环 变性 分钟
,

退火 分钟
,

延伸 分钟
,

个循环
‘

延伸 分钟
。

产物鉴定及定址 产物经特异性酶

切 位点 限制性 内切酶酶切 识别序列 为 ,

来证明
。

扩增产物经 聚丙烯酞胺凝

胶电泳
,

硝酸银染色
,

观察结果
。

用激光光密度扫描仪

进行扫描
,

取得积分吸光度
,

计算缺失型 与野

生型 含量的百分比
。

统计学方法 采用 。统计软件的方差分

析
、

配对 检验和 检验
。

结果

产物鉴定 产物经 限制性内切酶

酶切 识别序列为 ,
,

证明人白细胞约有
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表 各组外周血自细胞缺失
、“ 内参 八 及其线粒体复合酶

、

活力比较 二 斗

组别

青年组

例数 缺失
, 八 厂 参

艾合酶 川

︸宁口力叫
︸

口 屯 了宁

老年对照组

老年衍虚组

, ’,片年组比较一

吕
”

复合酶

士

魂 七

士
甘 八

污

几

」

, ’ 老年义
·

仗乡士比较 △

表 治疗前后两组外周血
’

细胞缺失 , 八勺参 川 八 及其线粒体复合酶
、

刊 活力比较 沈
,

比

红工别 缺失 , 内参
‘

写

矛台疗组

对照组

台疗 一汀

犷台疗 亏

旅 笼

台疗前

于台疗 了

推 仇

斗 飞

卜 了
卜 ’

吕 乃 二

川〕 几

上

十

尸 。 ‘丁对照组差依比较 廿 。

复合酶

士

二七
各 书

士 井

士

落 士

士

义合酶

玉仁

二 ’

, 扮

七

上

二

与治疗前比较
, 二 , , , ,

·

的缺失
。

老年肾虚 与外周血自细胞线粒体 缺失
、

线

粒体复合酶
、

活力的关系 见表
,

结果表明
,

老年

肾虚组和老年对照组外周血
‘

于细胞 缺失率明

显高 几
青年组

,

其线粒体复合酶
、

活力较 泞年组明

显降低 老年肾虚组州胡证自细咆
缺失率及线粒体复合酶

、

活力又较 老年对照组明

显增高和降低 尸
。

补肾方 瓦 广衍宗丸对老年肾 叔外周 勺细咆线

粒体 缺失及其线粒体复合酶
、

活力的影响
,

见表
。

治疗前两组自细胞线粒体 缺失及其线粒

体复合酶
、
刊 活力无明显差异 尸

。

治疗后治

疗组自细胞缺失 八勾参 较治疗前明报

降低 尸 。
,

自细饱线粒体复合酶
、

活力均较

治疗前明显升高 或
。

对照组 与治

疗前相比
,

各项指标的变化差异无城著性
。

自细胞 缺失及线粒体复合酶 治疗前与治疗

后的差值比较
,

治疗组与对照组差异均有 撇著性
。

讨论

本研究结果发现无论是无肾虚老年人还是肾虚老

年人其外周血自细胞 缺失率明显高
几

青年

人
,

线粒体复合酶
、

活力明显低 青年人
。

说明

的氧化损伤在 正常的 青
、

老年人均 可出现
,

这

种损伤随年龄增加
,

由
几

损伤比例较小
,

正常

代偿 损伤 所至的不良影响
,

临床无

任何表现
。

当 损伤累计 累计效应 到
一

定程

度
,

的生成低 所需能址最低域值时 阂值效

应
,

导致细胞能童的缺陷
,

临床 上则出现 厂
·

系列衰

老的变化
。

这可能是本研究发现的肾虚老年人州司血
自细胞 缺失率及线粒体复合酶

、

活力较

无肾虚老年人明显增高和降低的原因
。

囚此

损伤可能是 导致肾虚衰老的重要凉因之
。 。

中医认为
“

肾
”

为先天之本
,

上生长发育衰老的过

程
。

瓦 户衍宗丸为补肾益精的代表方
,

方中构祀
、

冤

丝 广补肾
,

覆盆 子滋精
,

丘味子生津
,

乍前子利肾固精
。

要用 厂肾气不足
、

阳窿早衰
、

精寒无 户
、

小便余沥等

症
。

研究证明
,

该方有明显改善老年肾虚衰症状
、

降低

血中过诚化脂质含址
、

提高 活力等延缓衰老的作

用
‘了 。

本研究结果表明
,

该方可明显减少肾虚老年人外

周血自细胞线粒体 缺失
,

提高肾虚老年 人线粒

体复合酶
、

列 活力
。

说明补肾可以减少 氧化

损伤
,

证明 肾虚与 氧化损伤的相关性
,

并在

基因水平提供 补肾延缓衰老的作用机理
。
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