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连翘叶水提物保护线粒体及抗衰老研究
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摘 要：研究连翘叶水提物(FLA)对自由基所致的线粒体损伤的保护作用，并研究其抗氧化能力、

活性氧的清除活性及抗衰老机制。采用硫代巴比妥酸(TBA)比色法测定丙二醛(MDA)含量、分光

光度法测线粒体的肿胀度，并以还原型辅酶I一氮蓝四唑一吩嗪硫酸甲酯(NADH—NBT—PMS)为

超氧阴离子生成系统测定对超氧阴离子的清除能力。利用钼酸胺比色法、黄嘌呤氧化酶法、二硫

代二硝基苯甲酸比色法、Fenton反应显色法分别测定FI。A对小鼠肝匀浆过氧化氢酶(CAT)、超氧

化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—Px)及抗羟自由基活力的影响。FLA可明显抑制

线粒体的损伤及线粒体肿胀，并呈剂量依赖关系，清除超氧阴离子的能力显著，且能明显增强

CAT、SOD、GSH—Px及抗羟自由基活力。FLA能通过清除活性氧自由基及提高抗氧化酶活力来

保护线粒体，具有一定的抗氧化及抗衰老药用价值。
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Abstract：The objective of this study was tO investigate protective effects and mechanism of

Forsythia suspensa leavies(FLA)aqueous extract on mitochondrial injury induced by free

radicals．Process：The neck back of mice were injected subcutaneously with D-galactose to induce

aging model at a dose of 1 00 mg／(kg·d)for 7 weeks and a set of interesting results were

achieved：FI，A efficient inhibit mitochondrial injury and swelling induced by Fe2+一L—Cys in a

concentration—dependent manner and also had significant 02一scavenging effect．Moreover，the

activities of CAT，SOD，GSH—Px and anti—hydroxyl radical in mice liver homogenate were

increased significantly by FLA．FI。A protects mitochondria by scavenging reactive oxygen

species，and increasing the activities of antioxidases．The results present here strong suggested

that FLA is a potential drug for antioxidant and anti—aging．
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连翘为木犀科植物连翘Forsythia Suspensa

(Thunb．)Vahl的干燥果实，始载于《神农本草

经》，具有清热解毒、散结消肿、清肝利胆、除湿退黄

等功效，主治温热、丹毒、斑疹、痈疡肿毒、瘰疬、小

便淋闭等症。连翘味苦，无毒，性微寒，为中医常用

的清热解毒药，历来被视为疮家圣药，主要含木脂

素类、黄酮及其苷类、萜类等多种成分，具有广谱抗

菌、抗炎、解热、镇痛、抗内毒素、抗病毒等作用[1-3]。

连翘叶在我国民间药用已有较长历史，在我国河

北、陕西等地有将连翘叶制成珠茶作为保健饮料饮

用的习惯，连翘叶中的连翘苷、连翘酯苷、齐墩果

酸、木脂素、咖啡碱、糖苷等有效成分含量高于果

实[4]，连翘叶中芦丁、氨基酸和矿物元素的含量均

较高，具有清热解毒、保肝作用，主治心肺积热、风

热感冒、高热烦躁、麻疹癍疹、丹毒乳痈等症。连翘

叶茶具有明显的抗菌、抗氧化、降血脂、抗应激、调

节免疫功能等药理作用，且抗菌效果优于果实[5]。

为更好地开发利用这一自然资源，作者系统地研究

了连翘叶对线粒体损伤的保护作用及对3种抗氧

化酶一CAT、SOD、GSH-Px和抗羟自由基活力的

影响，为连翘叶资源的科学开发利用提供依据。

1材料与方法

1．1动物与材料

实验用昆明种清洁级雄性小鼠(20～24 g，6周

龄)，由大连大学医学实验动物中心提供(实验动物

质量合格证号：2002—5)；考马斯亮蓝G一250与吩嗪

硫酸甲酯(PMS)为Fluka产品；牛血清白蛋白、还

原型辅酶I(NADH)与氮蓝四唑(NBT)为Boe-

hringer Mannheim公司产品；硫代巴比妥酸

(TBA)、l，l，3，3一四乙氧基丙烷(TEP)为Sigma公

司产品；HEPES为Merck公司产品；Tris为GiBco

公司产品。

过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—Px)及抗羟自由基试剂

盒均购自南京建成生物工程研究所；维生素E(VE)

为上海信谊药厂产品；D-半乳糖(D-gaD为上海试

剂二厂产品；其它试剂均为国产分析纯。连翘叶采

自大连经济技术开发区童牛岭。

1．2连翘叶水提物(FLA)的制备

称取干燥连翘叶20 g，加400 mL水煮沸40

min，滤出煎液，药渣中再加300 mL水煮沸30 min，

滤出煎液，合并两次滤液，浓缩至100 mL(O．2 g生

药／mL)，置4℃冰箱中备用。

1．3体内实验动物分组及给药

实验用昆明种清洁级小鼠60只，随机分为6

组，即对照组(Contr01)，模型组(Model)，阳性对照

组(VE)及各给药组，每组10只。采用灌胃给药，

FLAl、2、3组(分别为低、中、高剂量组)灌胃连翘叶

水提物0．4、0．8、1．6 g／(kg·d)，阳性对照组灌胃

VE 0．1 g／(kg·d)，对照组与模型组灌胃等体积的

生理盐水；模型组，阳性对照组及各给药组小鼠颈

背部皮下注射肛半乳糖lOO rag／(kg·d)，对照组

皮下注射等量注射用水，造模及给药7周后测定各

项指标。

1．4鼠肝匀浆及肝线粒体的制备

将小鼠脱臼处死后，立即取出肝脏，用预冷的

生理盐水在电动玻璃匀浆机上制成10％匀浆，于冰

浴中保存备用。差速离心法分离线粒体[6]，小鼠脱

臼处死后，立即取出肝脏，于预冷的生理盐水中洗

去血迹，分别放入匀浆器中，用预冷的线粒体分离

介质(含0．25 mol／L蔗糖，0．5 mmol／L EDTA，3

mmol／L HEPES，pH 7．4)匀浆，1 000 g，4℃离心

10 min，取上清液于12 000 g，4℃离心10 min，沉

淀用分离介质洗涤二次，每次于12 000 g，4℃离心

10 min，沉淀即为线粒体，悬于一定量分离介质中，

冰浴中保存备用。以牛血清白蛋白为标准，Brad—

ford法测定线粒体蛋白质含量口]。

1．5丙二醛(MDA)的测定

用TBA显色法测定[8]。不同浓度的FLA(模

型组中无药物)与0．20 mL 10％组织匀浆液或0．5

mg线粒体蛋白预先在37℃温育5 min，然后加入

50 t_￡mol／L FeS04(正常组不加FeSO。)和0．2

mmol／L的L-Cys，用pH值7．4、0．1 mol／L的磷

酸盐缓冲液(PBS)补充体积至1 mL(空白参比管不

加组织匀浆、线粒体和药物)，37℃温育30 min后，

加入20％三氯乙酸(TCA)0．5 mL终止反应，9 000

g离心10 min，取1 mL上清，加入1 mL 0．67％硫

代巴比妥酸(TBA)，1000 C煮沸10 min，以空白参

比管调零，于532 rim处测吸光度A，以TEP为外

标，经线性回归分析计算MDA含量。药物的作用

以MDA的抑制率(IR％)表示

IR％一(MDA模型一MDA样品)／MDA模型～MDA正常)

×100％

1．6线粒体肿胀测定

反应系统含0．5 mg线粒体蛋白，0．5 mmol／L

FeSO。(正常组不加FeS04)，0．2 mmol／L的L—Cys

和不同浓度的药物(模型组中无药物)，以pH值

7．4、0．1 mol／L的PBS为缓冲体系，反应液终体积

为2 mL，37℃温育0～15 min，在520 nm处测定
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0、5、10、15 rain每管的吸光度[9|。

1．7超氧阴离子(O：一)的测定

以NADH—NBT—PMS为02’一生成系统，以

NBT还原法测定02’一的生成情况H 0|。16 mmol／

L的Tris—HCl缓冲液(pH 8．0)中含NADH 73

pmol／I。，NBT 50“mol／L，PMS 15 tLmol／L，空白’

管不加PMS，对照组不加药物，总体积为3 mL，以

空白管调零，于560 nm处测定吸光度，2 rain时准

确记录数据，并计算抑制率。

1．8过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧

化物酶以及抗羟自由基活力的测定

按照试剂盒说明书方法测定。

1．9统计学分析

数据以；±s表示，采用t检验进行统计分析，

以P<O．05为有显著性差异。

2结果与分析

2．1连翘叶水提物对肝匀浆丙二醛(MDA)的影响

连翘叶水提物对Fe2+一L一半胱氨酸诱发的小鼠

脑、肝匀浆及脑、肝线粒体丙二醛生成有抑制作用，

且随浓度升高，抑制作用明显增强，并呈剂量一效应

关系(见表1、表2)。

表l 连翘叶水提物(FLA)对鼠脑及肝匀浆丙二醛(MDA)生成的影响(；±J，n--6)

Tab．1 Effect of FLA on generation of MDA in mice brain and liver bomogenate(x'4-s，一26)

注：‘，一，⋯分别表示与模型组比较，P<0．05，P<o．Ol，P<O．001

表2 FLA对鼠脑及肝线粒体MDA生成的影响(；士s，n=6)

Tab．2 Effect of FLA on generation of MDA in mice brain and liver mitochondria(x+s，n=6)

注：’，一，⋯分别表示与模型组比较，P<o．05，P<O．01，P<O．001

2．2连翘叶水提物对肝线粒体肿胀的影响

连翘叶水提物对肝线粒体肿胀的抑制作用在0

rain时不显著，但随时问的延长抑制作用明显增强，

且高质量浓度(O．60 g／L)比低质量浓度(O．30 g／L)

抑制作用更加显著(见表3)。

2．3连翘叶水提物对NADH—NBT-PMS系统产生

的超氧阴离子(02。一)的影响

连翘叶水提物可抑制O。’一的生成，效果显著，
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且呈剂量一效应关系(表4)。

表3 FLA对鼠肝线粒体肿胀的影响(；士s，辟=6)

Tab．3 Effect of FLA on mice liver mitochondrial swelling induced by Fe2+一L-Cys(x+s，n。6)

注：’，一分别表示与模型组比较，P<0．05，P<0．01

表4 FLA对02‘一的清除作用(x-t-s，辟=6)

Tab．4 Scavenging effect of FLA on 02’一produced by

NADH-NBT-PMS system(x-t-s．刀=6)

注：一，⋯分别表示与模型组比较，P<0．01，P<0．001

2．4连翘叶水提物对CAT、SOD、GSH—Px及抗羟

自由基活力的影响

模型组CAT、SOD、GSH—Px及抗羟自由基(·

0H)活力显著降低，说明造模成功，低剂量连翘叶

水提物(0．4 g／kg·d)对CAT、GSH—Px及抗羟自

由基活力的增加不明显，而中、高剂量(0．8，1．6 g／

kg·d)却显著增加，且均呈剂量一效应关系(见

表5)。

表5 FLA对CAT，SOD，GSH-Px及抗羟自由基活力的影响(工±s，n=10)

Tab．5 Effect of兀A on the CAT，SOD，GSH-Px and anti—hydroxyl radical activities in mice liver homogenate in vivo．(j士s，一2

10)

注：’，～分别表示与模型组比较，P<0．05，P<0．01

3 结 语

线粒体是真核细胞氧化磷酸化产生ATP的场

所，线粒体还承担血红素的生物合成，氨基酸、脂肪

酸代谢，细胞凋亡的主开关等许多重要功能，这些

功能主要是通过调整能量代谢和活性氧(ROS)的

生成实现的[1¨。线粒体也是所有细胞ROS生成的

主要来源，机体95％以上的活性氧都来自线粒体电

子漏。线粒体呼吸所耗氧的0．2～2％被复合体I

和Ⅲ转化为超氧化物。O。是呼吸链的最终电子受

体且是高度亲电子的，当O：从复合体I或从复合体

Ⅲ的泛半醌得到一个电子便生成超氧阴离子

(0：’一)。正常情况下，O。‘一被线粒体抗氧化酶

CAT、SOD和GSH—Px的综合作用所解毒E12]。

O。‘～被Mn SOD迅速歧化为Hz Oz，H：0：可能会

继续被GSH—Px或CAT完全还原为羟自由基(·

OH)，·OH是自然界最强烈的氧化剂之一，H：O。

也可进一步被CAT和GSH—Px转化为水[1引。当生

成过量的ROS不能被抗氧化系统充分清除时便会

发生氧化应激。因此，线粒体又是自由基损伤最敏

感的靶部位，一些学者称线粒体为衰老的“生物

钟”。衰老的一个重要表现是自由基生成增多引发

链锁反应并损伤生物大分子，又进一步损伤线粒
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体，形成恶性循环。因此线粒体功能变化在衰老的

发生发展过程中起重要作用。

0z。一和·OH作为生物体内主要的活性氧自

由基，不断地通过非酶反应与酶反应产生，介导机

体组织脂质过氧化、蛋白质解聚、聚合、核酸断裂等

生化过程，引发组织细胞病变而导致各种疾病发生

并加速机体衰老。因此，适量补充外源性活性氧清

除剂，可预防这类损伤和病变的发生与发展。VE

是哺乳动物主要的脂溶性抗氧化剂，其抗氧化作用

得到广泛认可[1引。服用VE可通过保持SOD、

CAT、GSHPx、谷胱甘肽还原酶(GSSG-Rx)活力，

GSH和VE水平并下调多氯联苯诱导的大鼠脂质

过氧化物、·0H和H。O。的生成水平而维持细胞

的氧化还原状态[1引。体内实验以VE为阳性对照，

证明了其可明显提高三种抗氧化酶及抗羟自由基

活力，显示了其抗氧化作用，中剂量连翘叶水提物

(FLA)的抗氧化作用与其相当；FLA能明显抑制
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