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牛樟叶水提物对 Ｄ－半乳糖致衰老模型小鼠的作用机制研究

张 蓓 １，余潇苓 ２，万永艳 １，梁学政 １，覃开羽 １△

（１．广西壮族自治区柳州市中医医院，广西 柳州 ５４５０２６； ２．浙江中医药大学附属第一医院，浙江 杭州 ３１０００６）
摘要：目的 探讨牛樟叶水提物（ＡＥＣＬ）对 Ｄ－半乳糖致衰老模型小鼠的作用机制。方法 取 ＫＭ小鼠，于颈背部皮下注射 Ｄ－半乳糖
（１００ｍｇ／ｋｇ，连续２０ｄ），建立衰老小鼠模型。另取１０只同批健康小鼠作为正常对照组（Ａ组）；模型小鼠随机分为模型组（Ｂ组），阳性
对照组（Ｃ组，维生素 Ｅ２００ｍｇ／ｋｇ），ＡＥＣＬ高、中、低剂量组（Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组，生药２０，１０，５ｇ／ｋｇ），各１０只。Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组
小鼠灌胃给药，每日２次，连续３０ｄ；Ａ组和 Ｂ组给予等体积生理盐水。末次给药２ｈ后，剖取肝脏、心脏、肾脏和脑，制备成 １０％ 组织
匀浆，以酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法检测上述组织、器官匀浆中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）、
一氧化氮（ＮＯ）和总抗氧化能力（Ｔ－ＡＯＣ）的水平。结果 与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠血清中 ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，Ｔ－ＡＯＣ水平均显著降低
（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组小鼠血清中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ－Ｐｘ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｃ组、Ｄ１组 Ｔ－ＡＯＣ水平均显著
升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠肝组织匀浆中ＳＯＤ和 ＣＡＴ水平均显著降低牗Ｐ＜０．０５牘；与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组肝
组织匀浆中ＳＯＤ和 ＣＡＴ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠肾脏组织匀浆中 ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比
较，Ｃ组、Ｄ２组 ＳＯＤ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠心脏组织匀浆中 ＳＯＤ显著降低牗Ｐ＜０．０５牘；与 Ｂ组比较，Ｃ组和
Ｄ２组 ＳＯＤ均显著升高，Ｄ１组 ＣＡＴ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠脑组织匀浆中 ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，ＮＯ水平均显
著降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组 ＮＯ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论 ＡＥＣＬ具有延缓衰老的作用，其作用机制可能与改
善机体心、脑、肝、肾等器官的抗氧化能力有关。
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

剂量（ｇ／ｋｇ）

０．２０
２０
１０
５

ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ）

１６．１６±３．３６
１２．１３±２．６２＃

１６．４０±４．２２

１５．３２±３．１２

１４．６５±３．０３

１１．５２±２．０３

ＧＳＨ－Ｐｘ（Ｕ）

２４０．１７±３１．４３
２１５．６９±１９．０７＃

２４３．９７±３６．２３

２３３．２８±１７．２２

２３６．７２±２８．６７

２３６．７２±３２．６９

Ｔ－ＡＯＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

２．８３±０．０６
２．７３±０．０９＃

２．８２±０．０６

２．８０±０．０６

２．７３±０．０９
２．６９±０．０６

牛樟 ＣｉｎｎａｍｏｍｕｍＫａｎｅｈｉｒａｅＨａｙａｔａ分布在中国南
部，为台湾特有树种，近年来被中国大陆地区多地引进

栽培。其根、皮、果、叶均可入药，但功效略有不同，牛樟

叶的功效以祛风除湿、止痛、杀虫为主犤１犦。现代研究主要

以牛樟的无性繁殖、引种栽培、生长特性和分子鉴定为

主犤２－３犦，药学部分仅见牛樟叶精油成分研究，未见药理

和化学成分的报道犤４犦。衰老是生物生命周期的重要组成

部分，是任何生命活动的必然规律，虽不可阻滞，但可延

迟。随着世界人口老龄化的加快，探讨延缓衰老作用机

制和抗衰老研究已成为医学领域的热门课题之一。自由

基理论是衰老机制的重要理论之一，以氧化应激为特点

的氧化还原失衡是衰老的重要病理进程犤５－６犦。多糖类物

质是抗衰老的活性成分犤７犦。课题组前期研究发现，牛樟

叶富含多糖成分，但尚未阐明牛樟叶多糖延缓衰老的药

效和作用机制。本研究中建立 Ｄ－半乳糖衰老小鼠模
型，以抗氧化相关酶为指标，探讨了牛樟叶水提物

牗ＡＥＣＬ牘的抗衰老作用及其作用机制。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物

仪器：Ｅｐｏｃｈ型全波长酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；
ＭＥ２０４Ｅ型分析电子天平（梅特勒－托利多仪器＜上海＞
有限公司，精度为０．０１ｍｇ）；ＵＶ１７８０－５型紫外分光光
度计（岛津企业管理 ＜中国＞有限公司）；ＫＱ５２００Ｂ型
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率为２４０Ｗ，
频率为４０ｋＨｚ，转速为５００～５０００ｒ／ｍｉｎ）。

试药：维生素 Ｅ（桂林南药股份有限公司，批号为
ＶＥ１８１１０１）；Ｄ－半乳糖（上海惠兴生化试剂有限公司，
批号为１２０２１４）。超氧化物歧化酶牗ＳＯＤ牘试剂盒（批号为
２０１９０８１５），谷胱甘肽过氧化物酶牗ＧＳＨ－Ｐｘ牘试剂盒
（批号为 ２０１９０４１４），一氧化氮牗ＮＯ牘试剂盒（批号为
２０１８１１１４），总抗氧化能力牗Ｔ－ＡＯＣ牘试剂盒（批号为
２０１９０８０１），过 氧 化 氢 酶 牗ＣＡＴ牘试 剂 盒 （批 号 为
２０１９０７１９），ＢＣＡ试剂盒（批号为 ２０１９０８１５），均购自南
京建成生物工程研究所。牛樟叶由柳州市天姿园艺有限

公司提供，经广西中医药大学药学院杨柯教授鉴定为正

品，标本保存于广西壮族自治区柳州市中医医院药学部

标本室。

动物：清洁级 ＫＭ小鼠 ６０只，体质量（２０±２）ｇ，雌
雄各半，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产

许可证号为 ＳＣＸＫ（湘）２０１６－０００２。饲养环境为温度
（２３±２）℃，相对湿度 ６０％～６５％，明暗 １２ｈ／１２ｈ交
替，分笼饲养，给予标准饲料，自由进食、饮水。

１．２ 方法

１．２．１ 衰老动物模型建立

每天于小鼠颈背部皮下注射 Ｄ－半乳糖１００ｍｇ／ｋｇ，

连续造模２０ｄ后，每周周一、周四按相同方法造模２次，
共３周犤８犦。

１．２．２ 分组及给药

称取干燥牛樟叶 １０ｋｇ，按物料 ３０倍、２０倍加水，
加热提取３次，每次３ｈ，合并３次滤液，常压加热，浓缩
至流浸膏，分装，４℃冰箱冷藏保存，备用，流浸膏１ｇ相当
于８．８０５ｇ牛樟叶，即得 ＡＥＣＬ。取造模后１０ｄ的 ＫＭ小
鼠，雌雄各半，按体质量随机分为５组，即模型组牗Ｂ组牘，阳
性对照组（Ｃ组，维生素Ｅ，２００ｍｇ／ｋｇ），ＡＥＣＬ高、中、低剂
量组犤Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组，给药剂量相当于每１ｋｇ体质量
２０，１０，５ｇ牗生药牘犦，每组１０只；另取１０只同批健康 ＫＭ
种小鼠，雌雄各半，作为正常对照组牗Ａ组牘。Ｃ组和 Ｄ１，
Ｄ２，Ｄ３组灌胃给药，每日２次，连续３０ｄ，Ａ组和 Ｂ组给
予等体积生理盐水。末次给药２ｈ后，摘取眼球取血，分
离血清，立即处死动物，剖取肝脏、心脏、肾脏、脑。

１．３ 观察指标

分离血清和肝、心、肾、脑组织匀浆后，严格按试剂

盒说明书方法检测相应组织器官的 ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，
ＣＡＴ，Ｔ－ＡＯＣ，ＮＯ水平。
１．４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件处理数据，结果以 Ｘ±ｓ
表示，行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 药效学评价

Ｄ－半乳糖干预 ５周后，小鼠出现行动迟缓，皮毛
逐渐无光泽和变灰色，体质量逐渐下降，表现出明显的

衰老特征。与Ａ组比较，Ｂ组小鼠血清中ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，
Ｔ－ＡＯＣ水平均明显下降（Ｐ＜０．０５），表明成功构建
Ｄ－半乳糖衰老小鼠模型。与 Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２
组小鼠血清中ＳＯＤ和ＧＳＨ－Ｐｘ水平均明显升高，Ｃ组、
Ｄ１组 ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，Ｔ－ＡＯＣ水平差异均显著升高
（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

注：与Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５。下表同。
Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＡ，＃Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＢ，Ｐ＜０．０５；ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

表１ ＡＥＣＬ对 Ｄ－半乳糖衰老小鼠血液生化指标的影响
（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．１ ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＥＣＬｏｎｂｌｏｏｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｏｆＤ－

ｇａｌａｃｔｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄａｇｉｎｇｍｉｃｅ（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

剂量（ｇ／ｋｇ）

０．２０
２０
１０
５

ＳＯＤ（Ｕ／μｇｐｒｏ）

４２．３０±２．５５
２８．６５±９．２４＃

３３．５３±７．９５
３３．１４±７．５２
３２．１７±７．８０
３３．６８±７．９８

ＧＳＨ－Ｐｘ（活力单位 ／μｇｐｒｏ）

１４８．４８±５０．５２
１０４．３７±２９．６５＃

１３６．６５±４６．８１
１２３．３７±３０．６１
１１７．７９±３９．５０
１１２．１９±４０．１９

ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ）

１４．２１±８．９６
６．６４±５．４６＃

２３．３２±１２．０４

１６．０３±８．０６

１０．０７±７．６０
１０．３２±６．０１

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

０．２０
２０
１０
５

ＳＯＤ
２７．８５±１．２３
２１．４３±２．５８＃

２６．６９±２．６０

２９．９１±１．６９

３２．２４±２．２６

３２．３４±２．４８

ＣＡＴ
１９７．８７±９２．９３
１１３．２２±３４．２１＃

２２１．５８±８６．０１

２１５．４６±１１０．４３

２２０．１９±１３５．４８

２２０．７９±１３０．３３

ＳＯＤ
３５．４３±１８．００
２０．１３±１１．５１＃

３９．１４±２５．９６

４２．６９±３６．９２
８０．１４±７９．９１

３０．１３±１９．３９

ＣＡＴ
９３．９１±４４．５８
５６．６６±４８．０７
１０３．７１±５９．１８
１３８．３３±８６．２２

１２８．０８±１０７．４５
６４．５６±５１．１４

３２１．２５±５４．４２
２５９．０５±４１．７７＃

２９４．４５±３４．８７
３０５．３５±３５．６０

２９６．２９±３３．４８

２８７．３１±３９．７

表２ ＡＥＣＬ对 Ｄ－半乳糖衰老小鼠肝脏、心脏 ＳＯＤ和 ＣＡＴ及肾脏 ＳＯＤ的影响（Ｘ±ｓ，Ｕ／μｇｐｒｏ，ｎ＝１０）
Ｔａｂ．２ ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＥＣＬｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＣＡＴｉｎｌｉｖｅｒａｎｄｈｅａｒｔ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＳＯＤｉｎｋｉｄｎｅｙｏｆＤ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄａｇｉｎｇｍｉｃｅ

（Ｘ±ｓ，Ｕ／μｇｐｒｏ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｇ／ｋｇ）
肝组织 心脏

２．２ 对肝脏ＳＯＤ和ＣＡＴ的影响
与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠肝组织匀浆中 ＳＯＤ和 ＣＡＴ

活性均明显降低（Ｐ＜０．０５），表明 Ｄ－半乳糖衰老小鼠
肝脏抗氧化能力下降；与Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组小
鼠肝组织匀浆中ＳＯＤ和ＣＡＴ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。
结果见表２。
２．３ 对心脏ＳＯＤ和ＣＡＴ水平的影响

与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠心脏组织匀浆中 ＳＯＤ水平
明显降低（Ｐ＜０．０５），ＣＡＴ水平有降低趋势，但无显著
差异（Ｐ＞０．０５）；与Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ２组小鼠心脏组织
匀浆中 ＳＯＤ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ１组 ＣＡＴ水
平显著升高（Ｐ＜０．０５），表明 ＡＥＣＬ能显著提高衰老小
鼠心脏的抗氧化能力。详见表２。
２．４ 对肾脏ＳＯＤ的影响

与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠肾脏组织匀浆 ＳＯＤ水平明
显降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｄ１组、Ｄ２组小鼠肾脏
组织匀浆中ＳＯＤ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见表２。
２．５ 对脑组织ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，ＮＯ的影响

与Ａ组比较，Ｂ组小鼠脑组织匀浆中ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ，
ＮＯ水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组
小鼠脑组织匀浆中 ＮＯ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），
ＳＯＤ和 ＧＳＨ－Ｐｘ水平均呈升高趋势，但无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。详见表３。

３ 讨论

研究表明，机体衰老与氧化应激密切相关，生化指

标测定一般多集中在氧化应激相关酶的测定犤９犦。ＳＯＤ，
ＣＡＴ，ＧＳＨ－Ｐｘ可清除超氧阴离子，维持机体氧化还原
平衡犤１０犦。

本研究结果显示，与模型组比较，药物干预组动物

血清的 Ｔ－ＡＯＣ，ＳＯＤ，ＣＡＴ，ＧＳＨ－Ｐｘ生化指标均明显
改善，表明 ＡＥＣＬ有抗衰老作用。ＳＯＤ调节活性氧簇
（ＲＯＳ）和活性氮簇（ＲＮＳ）的水平，减少对蛋白质和核酸
的损害犤１１犦。本研究中，ＡＥＣＬ明显提高衰老模型小鼠肝
脏、肾脏和心脏匀浆的 ＳＯＤ水平，加快 ＲＯＳ的清除，维
持机体的氧化还原平衡。ＣＡＴ负责将 ＳＯＤ催化生成的
过氧化氢转化成氧分子，降低过氧化氢浓度，促进超氧

阴离子的清除犤１２犦。本研究中，ＡＥＣＬ处理后，衰老模型小
鼠心脏和肝脏匀浆的 ＣＡＴ水平明显升高，抗氧化能力
增强。ＮＯ可通过隔离铁离子的方式发挥抗氧化作用犤１３犦，

可通过调节 ＳＯＤ活性发挥抗氧化作用犤１４犦。ＡＥＣＬ可提
高心脏 ＳＯＤ水平，Ｄ２组小鼠 ＳＯＤ水平明显高于 Ｄ１组
和 Ｄ３组。由于中药具有多靶点、多组分的特点，各活性
成分间又存在协同作用及拮抗作用。因此，量效曲线可

能呈钟形曲线。ＡＥＣＬ处理 Ｄ－半乳糖衰老小鼠后，小
鼠脑组织匀浆中 ＮＯ水平明显上升，ＡＥＣＬ的抗衰老作
用可能与提高脑组织ＮＯ水平有关；脑组织匀浆中ＳＯＤ
和 ＧＳＨ－Ｐｘ水平并未显著改善，但影响心脏和肾脏中
ＳＯＤ水平，肝脏、心脏匀浆ＣＡＴ水平及脑组织匀浆中 ＮＯ
水平的详细作用机制还需进一步研究。

综上所述，ＡＥＣＬ具有一定的延缓衰老作用，其作
用机制可能与提高肝脏、心脏、肾脏和脑组织的抗氧化

能力有关，但详细作用机制需要作进一步探讨。
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表３ ＡＥＣＬ对 Ｄ－半乳糖衰老小鼠脑组织指标影响
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