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银耳多糖对实验性衰老小鼠的保护作用

李　燕, 蔡东联, 胡同杰, 陈小莉 (第二军医大学长海医院营养科, 上海 200433)

[摘要 ]　目的: 观察银耳多糖对D 2半乳糖所致衰老小鼠的作用。方法: 40 只雄性 ICR 小鼠, 随机分为 5 组, 正常对照组腹腔

注射生理盐水, 其余 4 组每天腹腔注射D 2半乳糖 120 m gökg, 连续 60 d, 建立亚急性衰老模型。同时在这 4 组中, 衰老对照组灌

胃生理盐水, 其余 3 组每天分别灌胃 800、400 和 200 m gökg 银耳多糖。实验结束后, 比色法检测各组小鼠心、脑中氧化性指标

丙二醛 (M DA )与脂褐质 (L P)的含量, 抗氧化酶 SOD 与 GSH 2Px 的活性以及小鼠皮肤中羟脯氨酸含量, 免疫组化法检测肾脏

中细胞周期调节因子 P21 的表达情况,M T T 法检测ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖转化。结果: 各银耳多糖干预组 SOD

及 GSH 2Px 高于衰老对照组, 而M DA 及L P 低于衰老对照组, 并均有显著性差异 (P < 0. 05) ; 银耳多糖能明显促进ConA 诱

导的小鼠淋巴细胞增殖转化; 各银耳多糖干预组肾脏 P21 的表达量比衰老对照组低 (P < 0. 05) , 而皮肤羟脯氨酸含量比衰老

对照组高 (P < 0. 05)。结论: 银耳多糖对D 2半乳糖所致的衰老有一定的改善作用。
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[ABSTRACT ]　Objective: To observe the p ro tect ive effect of trem ella po lysaccharides (T P) on mouse aging model induced

by D 2galacto se. M ethods: Fo rty m ale ICR m ice w ere divided in to 5 group s (Group A : treated w ith 800 m gökg T P; Group B:

treated by 400 m gökg T P; Group C: treated by 200 m gökg T P; Group D: aging con tro l; Group E: no rm al con tro l). Excep t

fo r Group E, o ther group s w ere in jected w ith D 2galacto se [ 120 m gö(kg·d) ] fo r 60 d to estab lish subacu te aging model.

Group A , B and C w ere treated w ith 800, 400 and 200 m gökg T P respect ively v ia in tragastric ( i. g. ) adm in istra t ion. Six ty

days later, the sp leen, heart, k idney and b rain w ere co llected to determ ineM DA , L P, SOD , GSH 2Px and con ten ts of hydrox2
yp ro line by co lo rim etry. Exp ression of P21 in the k idney w ere detected by imm unoh ischem ical techn ique. P ro liferat ion and

transfo rm ation of sp leen lymphocytes induced by ConA w ere determ ined by M T T m ethod. Results: A n tiox idan ts SOD and

GSH 2Px activity of T P treated group s w ere h igher than aging con tro l group (P < 0. 05) ; M DA and L P of T P treated group s

w ere also low er than tho se of aging con tro l group (P < 0. 05). T P obviously p romo ted the lymphocytes to p ro liferate induced

by ConA in v itro. Fu rthermo re, in T P treated group s, the k idney exp ression of cell cycle regu lato r P21 w ere low er and hy2
droxyp ro line con ten ts in the sk in w ere h igher than tho se in Group D (P < 0. 05). Conclusion: It is suggested that T P can p re2
ven t aging of m ice induced by D 2galacto se.
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Ξ 　 银耳是高等真菌, 属于有隔担子菌亚纲银耳科。

银耳多糖 ( t rem ella po lysaccharides, T P ) 是银耳中

有活性作用的成分, 有多种药理作用, 如调节人体免

疫功能、抗肿瘤、抗辐射及抗衰老作用[ 1 ]。近年来, 人

们对抗衰老的研究不断深入, 但据目前资料, 国内仅

有少量文献报道[ 1 ]T P 能明显降低小鼠心肌组织脂

褐质含量, 增加其脑和肝组织中 SOD 的活性, 延长

果蝇寿命, 但尚未对 T P 的抗衰老作用机制深入探

讨。

为进一步阐述 T P 的抗衰老作用机制, 本研究

建立了衰老小鼠模型, 并用 T P 干预, 以观察 T P 对

各衰老相关指标的影响。

1　材料和方法

1. 1　试剂　D 2半乳糖为 Sigm a 公司产品, P21 抗

体及免疫组化试剂盒都为DA KO 公司产品, 丙二醛

(M DA )、脂褐质 (L P)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH 2
Px )、超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superox ide d ism u tase,

SOD )、羟脯氨酸检测试剂盒以及蛋白定量试剂盒都

是南京建成生物制品研究所产品, R PM I 1640 为
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Gibco 公司产品,M T T、DM SO 为上海生工生物工

程有限公司产品, 其他化学试剂都为国产分析纯试

剂。T P 由福建三明菌草研究所林树钱研究员惠赠,

提取方法如下: 将银耳孢子经沸水浸泡提取, 三氯醋

酸2正丁醇除蛋白, 活性炭脱色, 透析膜透析, 乙醇沉

淀, 得 T P 半精品, 再经溴化十六烷基三甲铵

(CTAB ) 络合法进一步精制, 得 T P 精品干粉, 经气

相色谱法测定, 此精品含糖量达 80% 左右, 其中糖

醛酸含量为 13. 38% [ 2 ]。将此 T P 精品用生理盐水分

别稀释成所需浓度 (10 和 20 m göm l) , 贮存于 4℃,

备用。

1. 2　小鼠分组、复制模型及给药　清洁级 ICR 纯

系雄性小鼠, 体质量 (19±2) g, 由上海西普尔2必凯

公司提供。小鼠 40 只, 随机分为 5 组, 每组 8 只。正

常对照组小鼠腹腔注射生理盐水, 其余 4 组每天按

120 m gökg 腹腔注射D 2半乳糖连续注射 60 d 建立

衰老模型。同时, 在这 4 组中, 衰老对照小鼠灌胃生

理盐水, 其余 3 组分别每天灌胃 800、400 和 200

m gökg T P, 连续 60 d。末次给药后, 称体质量, 处死

小鼠, 无菌取血样, 并取心、脑、肾等器官, 分别检测

指标。

1. 3　小鼠心、脑组织中 SOD、M DA、L P、GSH 2Px

的检测　取心、脑组织在预冷的 0. 9% 生理盐水中

漂洗, 除去血液, 并用生理盐水将组织制备成 10%

匀浆液, 离心后取上清。先用考马斯亮蓝法进行蛋白

定量, 再按试剂盒说明书分别测定各组的 SOD、

M DA、GSH 2Px、L P 含量。

1. 4　免疫组化法检测小鼠肾组织 P21 的表达　取

肾组织, 甲醛固定, 乙醇脱水, 石蜡包埋后, 做病理切

片, 免疫组化染色。P21 蛋白染色需用柠檬酸盐缓冲

液微波加热修复抗原 8 m in, P21 抗体稀释 1∶50,

最后显色, 苏木精复染, 用 PBS 液取代一抗作阴性

对 照。 根 据 阳 性 细 胞 所 占 比 例, 半 定 量 分

为+ (1%～ 24% )、6 (25%～ 49% )、7 (≥50% ) 等

3 个等级。

1. 5　小鼠脾淋巴细胞增殖转化的检测　在超净台

中无菌取小鼠脾, 按常规方法制成无菌脾细胞悬液,

并用 0. 6% 锥虫计数活细胞, 再用R PM I 1640 培养

液调整细胞密度至 1×107öm l。于 96 孔培养板中,

依次加入脾细胞悬液 100 Λl, 含 ConA 5 Λgöm l 的

R PM I 1640 培养液 100 Λl, 置于 37℃ 5%CO 2 培养

箱中培养 72 h, 轻轻吸弃上清 50 Λl, 加入M T T 溶

液 50 Λl, 振荡 1 m in, 置培养箱中反应 4 h, 吸弃上

清, 每孔加入DM SO 溶解液 100 Λl, 振荡 30 s, 酶标

仪 590 nm 波长处读取光密度 (D 590)值。

1. 6　小鼠皮肤羟脯氨酸含量测定　在末次给药造

模干预后 24 h, 分别取各组小鼠背部皮肤约 1 cm 2,

去毛及脂肪, 用 1∶1 丙酮2乙醚脱脂, 切碎晾干,

精密称取20 m g, 用试剂盒进行羟脯氨酸含量的测

定。

1. 7　统计学处理　数据以 xθ±s 表示, 经等方差分

析进行 t 检验等统计学处理。

2　结　果

2. 1　T P 对各组小鼠组织匀浆的抗氧化作用的效

果　由表 1 可见, 正常对照组及各 T P 干预组组织

匀浆中M DA 与 L P 含量低于衰老对照组 (P <

0. 05) , 而正常对照组及各 T P 干预组组织匀浆中

GSH 2Px 与 SOD 活性高于衰老对照组 (P < 0. 05)。

同时, 800、400 m gökg T P 干预组的M DA 与L P 含

量低于 200 m gökg T P 干预组, 而其 GSH 2Px 与

SOD 活性高于 200 m gökg T P 干预组 (P < 0. 05) ,

各 T P 干预组的M DA 与 L P 含量及 GSH 2Px 与

SOD 活性与 T P 的剂量呈一定的量效关系。

表 1　TP 对各组心脑组织匀浆的抗氧化作用的效果

Tab 1　Effects of TP on an tiox idan ts in tissue hom ogenate of heart and bra in
(n= 8, xθ±s)

Group M DA (m Bönmo l·m g- 1) L P (w BöΛg·g- 1) GSH 2Px (zBöU ·g- 1) SOD (zB öU ·m g- 1)

T P 800 m gökg 7. 82±0. 783 △ 58. 92±1. 543 △ 78. 14±3. 213 △ 200. 12±10. 823 △

　400 m gökg 8. 24±0. 823 △ 65. 43±1. 983 △ 75. 12±3. 093 △ 198. 71± 9. 543 △

　200 m gökg 12. 20±0. 193 68. 71±0. 873 70. 39±1. 233 156. 43±12. 343

A ging contro l 15. 58±1. 43 79. 58±2. 56 58. 93±4. 15 126. 73±10. 21

N o rm al contro l 9. 12±1. 233 65. 43±1. 683 68. 53±6. 173 195. 25± 8. 163

　　3 P < 0. 05 vs aging contro l group; △P < 0. 05 vs 200 m gökg T P group

2. 2　T P 对各组小鼠肾组织的 P21 表达情况的影

响　经免疫组化染色 (图 1) 后, 光镜下可见 P21 蛋

白主要定位于细胞质中, 呈粗大的棕黄色颗粒状, 部

分细胞核质同时 P21 蛋白染色阳性。以上各组 P21
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的免疫组化染色表明: 衰老对照组 P21 高表达, 主

要在肾小管中, 呈强阳性 (7 ) , 正常对照组 P21 表

达呈阴性 (- ) , 各 T P 组与衰老对照组相比 P21 的

表达明显降低。

图 1　TP 对衰老小鼠肾组织 P21 表达的影响

F ig 1　Effect of trem ella polysacchar ide on P21 expression in rena l tissue of aged m ouse (×200)

A : 800 m gökg T P; B: 400 m gökg T P; C: 200 m gökg T P; D: A ging contro l; E: N o rm al contro l

2. 3　T P 对小鼠淋巴细胞增殖转化的影响　经

M T T 法测定的各组小鼠淋巴细胞增殖转化的D 590

800 m gökg T P 组为 0. 367±0. 014, 400 m gökg T P

组为 0. 279±0. 012, 200 m gökg T P 组为 0. 245±

01013, 衰老对照组为 0. 189±0. 008, 正常对照组为

0. 415±0. 014, 由此可见, D 2半乳糖可致小鼠淋巴

细胞增殖转化效应降低 (P < 0. 05) , 而 T P 可显著拮

抗D 2半乳糖所致小鼠淋巴细胞增殖转化效应的降

低 (P < 0. 05) , 800、400、200 m gökg T P 干预组可使

小鼠淋巴增殖转化率比D 2半乳糖衰老模型组升高

分别为 94. 18%、47162% 和 29. 63%。

2. 4　T P 对小鼠皮肤羟脯氨酸含量的影响　各组

小鼠皮肤的羟脯氨酸的含量别为 800 m gökg T P 组

(12. 8±0. 1) Λgöm g, 400 m gökg T P 组为 (1115±

014) Λgöm g; 200 m gökg T P 组为 (10. 4±0. 5) Λgö

m g; 衰老对照组为 (7. 8±0. 3) Λgöm g; 正常对照组

为 (14. 7±0. 2) Λgöm g。由此可见, 各组衰老小鼠皮

肤羟脯氨酸含量都显著低于正常对照组 (P <

0105) , T P 干预组小鼠皮肤中的羟脯氨酸含量高于

衰老对照组 (P < 0. 05) 。

3　讨　论

D 2半乳糖致衰老模型是利用D 2半乳糖在体内

被还原成半乳糖醇后, 不能被细胞进一步代谢, 而堆

积在细胞内, 导致细胞肿胀, 代谢紊乱, 从而反映了

机体自然衰老时的病理变化。T P 在体内抗衰老的

作用机制可以用 T P 银耳多糖干预D 2半乳糖致衰

老模型来反映。本实验的衰老相关性指标均能较好

地反映出机体衰老时的退行性变化特征[ 3 ]。

自由基衰老学说认为: 衰老是由生命周期中代

谢产生的活性氧成分造成的积累损伤引起的[ 4～ 6 ]。

支持该理论的证据是抗氧化的转基因动物实验: 过

量表达 SOD 和过氧化氢酶的转基因果蝇比对照组

寿命延长 34% [ 7 ]; 转基因果蝇的成体神经元中表达

人的 SOD 能使其寿命延长 40% [ 8 ]。在本实验中以

M DA、L P、SOD 及 GSH 2Px 的测定来研究 T P 的抗

衰老作用是否与抗氧化有关。M DA 和L P 都是随年

龄的增加而不断积累, 而 SOD 和GSH 2Px 是体内抗

氧化的酶类。实验结果表明: T P 可以通过增加器官

内的 SOD 和 GSH 2Px, 降低M DA 和L P 达到抗氧

化、抗衰老的目的。

最新资料显示, 衰老与细胞增殖受抑有关。与细

胞增殖有关的细胞周期负调控因子 P21 蛋白的表

达量增高可导致细胞衰老[ 9 ]。P21 基因通过其蛋白

表达产物 P21 蛋白直接与 CD K 或 cyclin2CD K 复

合物结合, 抑制酶的活性, 使组蛋白 H 1、R b 蛋白发

生磷酸化, 使细胞停滞于 G1 期, 实现对细胞周期的

负调控作用[ 9～ 11 ] , 从而抑制细胞的增殖, 正常细胞

增殖受抑就意味着衰老发生[ 12 ]。本实验结果表明

T P 能使衰老小鼠体内的 P21 蛋白表达降低。

M acip 等[ 11 ]将氧化过程副产物活性氧 (RO S)

加入人正常细胞中, 发现 P21 的表达水平相应增

加, 而如用RO S 抑制剂N 2乙酰2L 2半胱氨酸作用于

细胞, 就可以挽救由 P21 引起的细胞衰老, 同时发

现RO S 对 P16 所致细胞衰老无作用。Chen 等[ 13 ]发

现用 H 2O 2 作用于人正常细胞, 细胞中出现高表达

的 P21 和 P53, 使细胞在 G1 期被阻断, 而趋向于衰

老。可见 P21 引起的衰老与氧化衰老有一定的联

系。这与本实验中发现 T P 既可抗氧化又可降低

P21 的表达从而抗衰老是一致的。

机体衰老的另一特征是免疫功能低下, 尤其是

淋巴细胞免疫功能低下, 本实验观察到 T P 能显著
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对抗D 2半乳糖所致的小鼠对 ConA 诱导的淋巴细

胞转化的抑制作用, 表明 T P 能增强衰老小鼠的淋

巴细胞免疫功能。

羟脯氨酸是胶原蛋白的组成部分, 由脯氨酸羟

化而来的, 在胶原蛋白中占 13. 4%。大多分布在皮

肤、肌腱、软骨、血管等处, 人体在衰老过程中, 由于

氧气供应不足, 影响脯氨酸羟化过程, 因而造成皮肤

羟脯氨酸含量低下。本实验观察到 T P 可使小鼠体

内羟脯氨酸含量相对增加, 从而有助于恢复衰老小

鼠皮肤的弹性。
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·个案报告·
胺碘酮并低血钾致尖端扭转性室速二例报告
Torsade de po in tes caused by am iodarone and hypoka lem ia: a report of 2 ca ses

郝守艳1, 陈少萍2, 王燕娟1

(1. 吉林省通化钢铁集团公司职工医院心内科, 通化 134003; 2. 第二军医大学长海医院心血管内科, 上海 200433)
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Ξ
1　临床资料　例 1, 女, 69 岁, 因胸闷、胸痛 3 年余, 水肿 1

周入院。1 年前冠状动脉造影示 3 支血管病变, 行冠脉旁路

移植 ( IM A 2LAD ,AO 2SV G2PDA , AO 2SV 2L CX) 术。术后恢

复良好。既往高血压病史 30 年。查体: 心界向两侧扩大; 心率

66 次öm in, 心律不齐, 可闻及早搏 10 次öm in, 心尖部可闻及

2ö6 级收缩期杂音; 双下肢轻度水肿。心电图检查: 房扑, 频

发多源室早。心脏彩超提示: 二尖瓣中量反流, 右房及右室

大。动态心电图提示: 房扑, 频发室早时呈成对出现。入院当

天予螺内酯 20 m g、氢氯噻嗪 25 m g 每日 2 次, 胺碘酮 200

m g 每日 3 次, 口服。5 d 后胺碘酮改为 200 m g 每日 1 次。第

6 天复查血生化正常, 心电图测Q T c 为 0. 45 s。第 10 天下午

心电监护示尖端扭转性室速、室颤, 经静推肾上腺素、利多卡

因, 持续心脏按压, 电复律等抢救, 40 m in 后患者意识恢复。

心电监护示窦性心律。急查血钾为 2. 1 mmo löL , 心电图测

Q T c 为 0. 50 s, 立即停用胺碘酮, 补钾对症治疗, 患者未再发

作室速。

例 2, 女, 63 岁, 因胸闷、心慌 1 年余, 加重 1 周入院。1 年

前心脏彩超提示: 二尖瓣后叶脱垂伴大量反流。查体: 心率

68 次öm in, 心律不齐, 可闻及早搏 7 次öm in。心尖部可闻及

喀喇音及 4ö6 级收缩期杂音。心电图检查: 窦性心律, 多发室

早。心脏彩超提示: 二尖瓣后叶脱垂伴大量反流, 左室肌顺应
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