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［摘要］ 目的 探讨加味四君子汤延缓小鼠脾脏组织衰老作用及其可能机制。方法  将 40 只 8 周龄雄性昆明

小鼠随机分为加味四君子汤低剂量组、加味四君子汤高剂量组、模型组和对照组，每组 10 只。加味四君子汤低剂量

组、加味四君子汤高剂量组和模型组小鼠通过腹腔注射 0.2 g/kg D- 半乳糖溶液建立衰老模型，加味四君子汤低剂量

组和高剂量组分别予以加味四君子汤 1.6、6.4 g/kg，模型组及对照组每天予等体积生理盐水，连续灌胃给药 42 d。观

察小鼠脾脏组织病理变化，计算脾脏指数，检测血清 IgG 水平，采用 qRT-PCR 检测脾脏组织中哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）信号通路相关因子磷脂酰肌醇 3- 激酶（PI3K）、p70 核糖体蛋白 S6 激酶（p70S6K）和真核细胞翻译起

始因子 4E 结合蛋白 1（4E-BP1）mRNA 表达水平。结果 模型组小鼠脾脏组织发生明显病理改变，脾脏指数和血清

IgG 水平较对照组均下降（P均＜0.05），脾脏组织中 PI3K、p70S6K mRNA 表达水平较对照组均升高（P均＜0.05）。

加味四君子汤高剂量组和低剂量组脾脏组织形态病理改变程度较模型组轻，加味四君子汤高剂量组脾脏指数、血清

IgG 水平均高于模型组（P 均＜0.05），且加味四君子汤低剂量组和高剂量组脾脏组织中 PI3K、p70S6K mRNA 表达水

平均低于模型组（P 均＜0.05）。结论 加味四君子汤能够改善小鼠脾脏组织衰老性退化，其机制可能与抑制 mTOR
信号通路有关。
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Jiawei Sijunzi decoction delays aging of mouse spleen tissue through mTOR signaling pathway
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［Abstract］ Objective To investigate the role of Jiawei Sijunzi decoction (JSD) in delaying aging of mouse spleen 
tissue and its possible mechanism. Methods Forty 8-week-old male Kunming mice were evenly randomized into low-dose 
group, high-dose group, model group and control group (n＝10). The aging models were established by intraperitoneal 
injection of 0.2 g/kg D-galactose in the low-dose, high-dose and model groups. The low-dose and high-dose groups were 
given JSD 1.6 and 6.4 g/kg by gavage, respectively, and the model group and control group were given the same volume of 
normal saline for 42 consecutive days. The pathological changes of the spleen tissue were observed, the spleen index was 
calculated, and the serum immunoglobulin G (IgG) level was detected. The mRNA expression levels of phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3K), p70 ribosomal protein S6 kinase (P70S6K) and eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 
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(4E-BP1) of mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway were detected by quantitative real-time polymerase 
reaction (qRT-PCR). Results With obvious pathological changes, the spleen index and the serum IgG level of the model 
group were significantly lower than those of the control group (all P＜0.05), while the mRNA expression levels of PI3K and 
P70S6K in spleen tissue were significantly higher than those in the control group (all P＜0.05). The pathological changes 
of the spleen tissue in the high-dose and low-dose groups were lighter than those in the model group, the spleen index and 
the serum IgG level in the high-dose group were significantly higher than those in the model group (all P＜0.05), while the 
mRNA expression levels of PI3K and P70S6K in the spleen tissue of the low-dose and high-dose groups were significantly 
lower than those of the model group (all P＜0.05). Conclusion JSD can improve the aging degeneration of spleen tissue in 
mice, and the mechanism may be related to the inhibition of mTOR signal pathway.

［Key words］ Jiawei Sijunzi decoction; mammalian target of rapamycin; aging; spleen
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(12): 1410-1413］  

衰老是生物个体正常生理功能出现衰退的过

程，也是老年病发生、发展的重要危险因素［1］。四

君子汤是益气健脾的代表方剂，包含党参、茯苓、白

术、甘草 4 味中药，能够提高机体免疫力，我们前期

研究发现添加了黄芪组成的加味四君子汤能够延缓

小鼠脑组织衰老，其机制与抑制哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）信

号通路有关［2］。脾脏是重要的免疫器官，本研究拟

观察加味四君子汤对小鼠脾脏组织的抗衰老作用，

并从 mTOR 信号通路角度探讨其可能的作用机制。

1 材料和方法

1.1 药物和试剂 加味四君子汤由华中科技大

学同济医学院附属梨园医院中草药房提供（由

白术、党参、茯苓、甘草、黄芪组成，批号：

201512240911），经水煮醇沉法制备成含生药 l g/mL 
的药液，然后用蒸馏水配制成分别含生药 1.0、0.25 
g/mL 的溶液，于 4 ℃冰箱保存备用。精确称取适量

D- 半乳糖粉末，配成 0.02 g/mL 的溶液，置于 4 ℃密

封储存。TRIzol 试剂盒（货号 15596-026）购自美国

Invitrogen 公司，RevertAid 第一链 cDNA 合成试剂

盒（货号 K1622）购自美国 Thermo 公司，FastStart 
Universal SYBR Green Master（Rox）荧光定量试剂

盒（货号 04913914001）购自瑞士 Roche 公司，IgG
检测试剂盒购自宁波美康生物科技股份有限公司。

1.2 动物分组及给药 40 只 8 周龄 SPF 级雄性昆

明小鼠购自湖北省疾病控制中心［动物使用许可证

号：SYXK（鄂）2010-0057］。将小鼠随机分为加

味四君子汤低剂量组、加味四君子汤高剂量组、

模型组和对照组，每组 10 只。加味四君子汤低剂

量组和高剂量组每天分别予以加味四君子汤 1.6、 
6.4 g/kg 灌胃给药，同时腹腔注射 D- 半乳糖溶液 

0.2 g/kg；模型组每天予以等体积生理盐水灌胃，

同时腹腔注射 D- 半乳糖溶液 0.2 g/kg；对照组每天

予以等体积生理盐水灌胃。每周称小鼠体重 1 次，

依据体重调整给药剂量，连续给药 42 d。
1.3 观察指标 观察各组小鼠一般状态，如摄食、

饮水情况、体重的增减、行动力、毛色、皮肤弹

性等变化。末次给药 24 h 后，称小鼠体重，于尾部

采集静脉血并用试管留置血样，常温下静置后离心

取血清，使用 IgG 检测试剂盒测定小鼠血清 IgG 含

量。随后断颈处死小鼠，迅速摘取脾脏，用电子天

平称湿重，计算脾脏指数：脾脏指数（mg/g）＝脾

脏湿质量（mg）/ 体重（g）。将脾脏剖开，一部

分用于 qRT-PCR 检测；另一部分放入 4% 多聚甲醛

溶液中固定，予以常规石蜡包埋并行 H-E 染色，光

镜下观察脾脏组织形态学变化。

1.4 qRT-PCR 检测 mTOR 信号通路的表达 采用 
TRIzol 试 剂 盒 提 取 样 本 组 织 的 总 RNA，使 用

RevertAid 第一链 cDNA 合成试剂盒将 RNA 反转

录 成 cDNA。 使 用 FastStart Universal SYBR Green 
Master（Rox）荧光定量试剂盒加样，样品在 qRT-
PCR 仪（7300 型，美国 ABI 公司）中进行扩增反

应。mTOR 信号通路相关因子磷脂酰肌醇 3- 激 
酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）、p70 核 糖

体 蛋 白 S6 激 酶（p70 ribosomal protein S6 kinase，
p70S6K）、真核细胞翻译起始因子 4E 结合蛋白 1
（eukaryotic translation initiation factor 4E binding 
protein 1，4E-BP1）及 GAPDH 引物由美国 Invitrogen
公司合成。反应体系：2×qRT-PCR Mix 12.5 μL，7.5 
μmol/L 基因引物 2.0 μL，cDNA 模板 2.5 μL，ddH2O  
8.0 μL；反应条件：95 ℃预变性 10 min，95 ℃ 15 s、
60 ℃ 1 min 连续进行 40 个循环。以 GAPDH 为内参

照，采用 2－ ΔΔCt 法计算产物相对表达量。

第 12 期．高 啸，等．加味四君子汤通过mTOR信号通路延缓小鼠脾脏组织衰老



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2020 年 12 月，第 41 卷· 1412 ·

1.5 统计学处理 采用 SPSS 17.0 软件进行统计学

分析。呈正态分布的计量资料以 x±s 表示，多组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用最小显著

性差异法。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 各组小鼠一般状态的比较 各组小鼠饮食、

进水基本正常。对照组小鼠行动敏捷，毛发浓密、

光亮，皮肤弹性良好。与对照组相比，模型组和加

味四君子汤低剂量组小鼠表现出精神萎靡、行动迟

缓、喜欢蜷缩，毛色暗淡，腹部有脱毛现象，皮肤

弹性差，体重下降明显（P＜0.05，表 1）。加味四

君子汤高剂量组小鼠在行动、毛色及皮肤状态方面

均好于模型组，体重改变不明显（P＞0.05，表 1）。

表 1 各组小鼠体重、脾脏指数、IgG 及脾脏组织 PI3K、p70S6K、4E-BP1 mRNA 表达的比较

                                                  n＝10, x±s

组别 体重 (g) 脾脏指数
(mg • g－1)

IgG
(g • L－1) PI3K mRNA p70S6K mRNA 4E-BP1 mRNA

对照组 32.26±4.53 5.32±0.26 6.01±0.51 0.24±0.06 0.24±0.13 1.25±0.52
模型组 24.56±2.37* 3.59±0.88* 4.23±0.63* 1.23±0.22* 1.18±0.48* 0.97±0.68
加味四君子汤低剂量组 26.32±3.79* 3.60±0.83* 4.23±0.52* 0.73±0.24*△ 0.63±0.20*△ 1.35±0.10
加味四君子汤高剂量组 30.59±4.80△ 4.82±0.77△ 5.12±0.40△ 0.39±0.07△ 0.32±0.02△ 1.06±0.49

IgG：免疫球蛋白G；PI3K：磷脂酰肌醇 3-激酶；p70S6K：p70 核糖体蛋白S6 激酶；4E-BP1：真核细胞翻译起始因子 4E结合

蛋白 1．*P＜0.05 与对照组比较；△P＜0.05 与模型组比较

2.2 各组小鼠脾脏组织形态学比较 与对照组相

比，模型组小鼠脾脏组织形态结构紊乱，白髓和

红髓分界不清，白髓区明显缩小，红髓区扩张、充

血、纤维增多，淋巴细胞数量减少。与模型组相比

较，加味四君子汤低剂量组和高剂量组小鼠脾脏组

织形态均有一定的改善，白髓区扩大，淋巴细胞数

量增多，但白髓和红髓分界仍欠清晰（图 1）。

图 1 各组小鼠脾脏组织病理形态变化

A：加味四君子汤低剂量组；B：加味四君子汤高剂量组；C：模型组；D：对照组. H-E染色. Original magnification: ×200

2.3 各组小鼠脾脏指数和 IgG 的比较 由表 1 可

见，模型组和加味四君子汤低剂量组小鼠的脾脏指

数和血清 IgG 水平均低于对照组（P 均＜0.05），

而加味四君子汤高剂量组小鼠的脾脏指数和

血清 IgG 水平与对照组相比差异无统计学意义 
（P 均＞0.05）；加味四君子汤低剂量组小鼠的

脾脏指数和血清 IgG 水平与模型组比较差异无统

计学意义（P 均＞0.05），而加味四君子汤高剂量

组小鼠的脾脏指数和血清 IgG 水平均高于模型组 
（P 均＜0.05）。

2.4 各组小鼠的脾脏组织 PI3K、p70S6K、4E-BP1 
mRNA 表达的比较 由表 1 可见，模型组和加味四

君子汤低剂量组 PI3K 和 p70S6K mRNA 表达水平

均高于对照组（P 均＜0.05），加味四君子汤高剂

量组 PI3K 和 p70S6K mRNA 表达水平与对照组相

比差异无统计学意义（P＞0.05）；加味四君子汤

低剂量组、加味四君子汤高剂量组脾脏组织 PI3K
和 p70S6K mRNA 表达水平均较模型组降低（P＜ 

0.05）。各组中脾脏组织 4E-BP1 mRNA 表达水平

差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。

3 讨 论

现在药理学研究表明，四君子汤中所含的皂

苷、黄酮类、多糖等多种成分可通过调节免疫细

胞因子浓度来提高机体免疫力，延缓衰老［3］。在四

君子汤中加入同样具有增强免疫、抗炎和抗肿瘤

等作用的黄芪，可减轻机体的免疫抑制状态，提高

机体抗氧化酶活性，调节代谢、内分泌及免疫功能 
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等［4］。我们前期研究发现，加味四君子汤能够延缓

小鼠脑组织衰老，具有抗衰老作用［2］。

脾脏可产生淋巴细胞，并具有合成和分泌免

疫物质如免疫细胞及细胞因子的功能，在免疫功能

调控中起重要作用。本研究采用 D- 半乳糖诱导小

鼠衰老模型，结果发现模型组小鼠脾脏指数明显降

低，白髓区缩小，白髓、红髓分界不清，淋巴细胞

数目减少。给予低剂量或高剂量加味四君子汤干预

后，小鼠脾脏组织形态上较模型组有一定的改善，

白髓区扩大，淋巴细胞数目增多；并且加味四君子

汤高剂量组小鼠脾脏指数和血清 IgG 水平均较模型

组增高。上述结果表明加味四君子汤可改善小鼠脾

脏组织的衰老性退化，促进淋巴细胞分化增殖，提

高机体的体液免疫和细胞免疫水平。这与雷超等［5］

的研究结果相符。

mTOR 是是细胞生长和增殖的重要调节因 
子［6］，受上游调控因子 PI3K/Akt 调控［7-8］，下游主

要靶点为 p70S6K 和 4E-BP1［9-11］。mTOR 通路在

代谢、衰老等过程中起着重要的调控作用［12-13］。 
本研究结果显示，模型组小鼠脾脏组织 PI3K、

p70S6K mRNA 表达水平均较对照组升高（P 均＜ 

0.05），而加味四君子汤低剂量组、高剂量组脾脏

组织 PI3K、p70S6K mRNA 表达水平均较模型组

降低（P 均＜0.05）；4 组间小鼠脾脏组织中 4E-
BP1 mRNA 的表达水平差异无统计学意义。该结

果表明加味四君子汤可能通过下调 PI3K 的表达抑

制 mTOR 信号通路，使 p70S6K 的表达水平降低，

从而延缓小鼠脾脏衰老；而 4E-BP1 可能并不是

加味四君子汤抗衰老作用的下游靶蛋白。PI3K 和

p70S6K 可能是抗衰老治疗的潜在靶点，值得进一

步研究。
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