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摘要： 目的　 探究诺丽果 （Ｎｏｎｉ） 延长秀丽隐杆线虫寿命的作用机制。 方法　 将线虫随机分为空白组和 ５０、 １００、 ２００
μｇ ／ ｍＬ Ｎｏｎｉ 组， 观察其寿命、 运动、 咽泵频率、 应激反应以及油红 Ｏ 染色； 测定线虫体内脂褐素和 ＲＯＳ 水平； ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法检测衰老及脂代谢相关基因 ｍＲＮＡ 表达， 以及观察突变株 ｄａｆ⁃１６ （ＣＦ１０３８）、 ｄａｆ⁃２ （ＣＢ１３７０） 寿命和 ｄａｆ⁃
１６：： ＧＦＰ （ＴＪ３５６） 的核转移。 结果　 与空白组比较， Ｎｏｎｉ 组有效延长了线虫的寿命， 减少了脂褐素和脂滴的积累，
提高了线虫的运动和咽泵能力， 增强了抗应激能力， 并降低了体内 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 此外， Ｎｏｎｉ 组还

促进了 ｄａｆ⁃１６ 转录因子的核转移， 但对突变株 ｄａｆ⁃２、 ｄａｆ⁃１６ 的寿命无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 Ｎｏｎｉ 组上调了 ｄａｆ⁃１６、
ｓｋｎ⁃１、 ｓｏｄ⁃３、 ｇｓｔ⁃４、 ｈｓｐ⁃１２􀆰 ６ ｍＲＮＡ 表达， 同时下调了 ｄａｆ⁃２、 ａｇｅ⁃１、 ｓｂｐ⁃１、 ｆａｔ⁃５、 ｆａｔ⁃６、 ｆａｔ⁃７ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 诺丽果延长寿命的作用机制与 ＩＩＳ 信号通路和脂代谢相关基因的表达密切相关。
关键词： 诺丽果； 秀丽隐杆线虫； 衰老； 氧化应激； 脂代谢； ＩＩＳ 信号通路
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　 　 衰老是机体随时间推移自发发生结构和功能衰

退的过程， 伴随细胞衰老、 ＤＮＡ 损伤、 端粒缩短、
蛋白质稳态失衡、 表观遗传调控异常、 线粒体功能

障碍及氧化应激的积累等多种改变［１］。 全球人口

老龄化加剧， 导致衰老相关的慢性疾病 （如心血

管疾病、 阿尔茨海默病、 神经退行性疾病和糖尿

病） 发病率显著上升［２］。 延缓衰老、 提升健康寿

命及防治慢性疾病已成为全球关注的焦点［３］。 天

然产物因多成分、 多靶点、 毒副作用少和作用持久

等优点［４］， 成为抗衰老研究的热点。 海巴戟为茜

草科巴戟天属植物， 其果实俗称诺丽 （ Ｎｏｎｉ），
《本草纲目》 中提到： “海巴戟， 生岭南．．．．．．， 强
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筋骨， 安五脏， 补中增志益气”。 现代研究显示，
诺丽果富含多糖、 酚类、 三萜类及黄酮类等多种生

物活性成分［５］， 具有抗氧化、 降脂等丰富营养价

值， 可作为抗衰老的研究对象。
秀丽隐杆线虫 Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ 是用于建

立衰老经典模型的常用动物， 其生命周期短、 遗传

背景清晰、 实验操作简便、 表型易于观察等突出优

势［６］。 其衰老机制与胰岛素 ／胰岛素样生长因子 １
（ｉｎｓｕｌｉｎ ／ ＩＧＦ⁃１， ＩＩＳ） 信号通路、 饮食限制和氧化

应激等高度保守［７⁃９］。 本研究基于诺丽果的抗氧化

与降脂特性， 探究其延缓衰老的作用机制， 以期为

天然产物抗衰老的研究提供新思路。
１　 材料

１􀆰 １　 线虫　 秀丽隐杆线虫菌株包括野生型秀丽隐

杆 线 虫 （ Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ， Ｎ２ ）、 ＴＪ３５６ （ ｄａｆ⁃１６：：
ＧＦＰ ）、 ＣＦ１０３８ （ ｄａｆ⁃１６ ［ ｍｕ８６ ］ Ｉ ）、 ＣＢ１３７０
（ｄａｆ⁃２ ［ｅ１３７０］ Ⅲ） 菌株均购自美国明尼苏达公

司； 大肠杆菌 （Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０） 由昆明植物研究所

罗怀荣团队提供。
１􀆰 ２　 试剂 　 Ｅａｓｔｅｐ 􀅺 Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒

［普洛麦格 （北京） 生物技术有限公司， 批号

００００５４６５２４］； ＲＮＡｐｕｒｅ Ｆａｓｔ Ｔｉｓｓｕｅ ＆ Ｃｅｌｌ Ｋｉｔ 试剂

盒、 ＳｕｐｅｒＳｔａｒ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、
ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃ｏｎｅ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒

（江苏康为世纪生物科技股份有限公司， 批号

２４９２４、 ２１９２４、 ２４２２４ ）； Ｈｉｅｆｆ 􀅺 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ［翌圣生物科技 （上海） 股份有

限公司， 批号 ＷＨ６４１１０２０］； 油红 Ｏ 染色试剂盒

（江 苏 凯 基 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司， 批 号

２０２４０９１９）； 活性氧 （ＲＯＳ） 检测试剂盒 （兰杰柯

科技有限公司， 批号 ２１３３７８２４）。
１􀆰 ３　 仪器　 低速台式离心机 （上海安亭科学仪器

厂）； 高速低温组织研磨仪 （武汉赛维尔生物科技

有限公司）； 梯度 ＰＣＲ 扩增仪 （海南星诺生物科技

有限公司）； 立式高压蒸汽灭菌锅 （上海申安医疗

器械厂）； 倒置显微镜成像系统 （宁波永新光学股

份有限公司）； 光学显微镜 （麦克奥迪医疗）。
２　 方法

２􀆰 １　 诺 丽 果 水 提 取 物 制 备 　 诺 丽 果 （ 批 号

２０２２０３０４） 购于五指山万家宝科技有限公司， 经

安徽省中鼎检测技术有限公司检测合格。 取 １００ ｇ
进行粉碎， 按照中药煎煮标准， 将其粉碎物放入煎

药砂锅， 加入常温水没过药面并浸泡 ３０ ｍｉｎ， 煮沸

后文火煮 ３０ ｍｉｎ， 滤出药液， 重复 １ 次， 将 ２ 次药

液混合， 过滤， 得到的澄清滤液通过旋转蒸发器

５５ ℃旋转蒸发萃取， 重复 ２ ～ ３ 次， 直至液体充分

蒸发成膏状物质， 将获得的浓缩水提取物放至烘干

箱干燥， 即得诺丽果水提取物固体 ２２􀆰 ４ ｇ， 得率为

２２􀆰 ４％ 。 最后， 将 １００ ｍｇ 诺丽果水提取物溶于 １００
ｍＬ 双重去离子水 （ｄｄ Ｈ２Ｏ） 中， 得到质量浓度为

１ ｍｇ ／ ｍＬ 的诺丽果水提物， 备用。
２􀆰 ２　 秀丽隐杆线虫培养与同步化

２􀆰 ２􀆰 １　 ＮＧＭ 培养基制备 　 将 ２ ｇ 蛋白胨、 １３􀆰 ６ ｇ
琼脂粉、 ２􀆰 ４ ｇ 氯化钠、 ８００ ｍＬ ｄｄ Ｈ２Ｏ、 ２０ ｍＬ
１ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸钾缓冲液加入 １ ０００ ｍＬ 烧瓶， １２１ ℃
高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ， 放置于 ５５ ℃水浴锅中冷却，
再依次加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４ 溶液 （ ｄｄ Ｈ２Ｏ 配制，
高温灭菌）、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２ 溶液 （ｄｄ Ｈ２Ｏ 配制， 高

温灭菌）、 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 胆固醇溶液 （无水乙醇配制，
避光） 各 ８００ ｍＬ， 摇匀即得到完全培养基， 在超净

台下将其倒入无菌培养皿内， 紫外线灯照射 ３０ ｍｉｎ，
待其完全冷却凝固后置于 ４ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 菌液制备 　 称取 ２􀆰 ５ ｇ ＬＢ 肉

汤， 加 １００ ｍＬ ｄｄ Ｈ２Ｏ， １２１ ℃ 高压蒸汽灭菌 ２０
ｍｉｎ， 冷却后置于 ４ ℃保存备用。 使用无菌接种环

沾取 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 菌液在不含抗生素的固体 ＬＢ 平

板上划取单个菌落， 在 ３７ ℃恒温箱培养 １２ ｈ， 用

封口膜封口后于 ４ ℃冰箱保存备用。 用 １０ μＬ 无菌

枪头挑取单个菌落于 １００ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中， 置

于 ３７ ℃恒温箱摇床中振荡过夜培养 １２ ｈ， 于 ４ ℃
冰箱保存备用。
２􀆰 ２􀆰 ３　 培养及同步化　 采用无菌接种环将适量 Ｅ．
ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 菌液均匀涂抹于新的 ＮＧＭ 培养基表面，
用于日常线虫培养。 用 ｄｄ Ｈ２Ｏ 冲洗 ２～３ 次有多个

处于高产卵期的 Ｎ２ 虫体的 ＮＧＭ 培养基， 将冲洗

下来的内容物置于 １５ ｍＬ 离心管中， 常温静置 ３～５
ｍｉｎ， 去除废液， 沉淀物再加入 ｄｄ Ｈ２Ｏ 冲洗 ２ 次。
沉淀物加入 １ ｍＬ 裂解液 （按照 １０％ 次氯酸钠 ∶ ５
ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠 ∶ ｄｄ Ｈ２Ｏ＝ １ ∶ １ ∶ ８ 比例进行配制，
避光保存）， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ， 重复裂解 １
次。 沉淀物用 ｄｄ Ｈ２Ｏ 洗涤后， 最后加入适量 ｄｄ
Ｈ２Ｏ 混匀， 置于新的 ＮＧＭ 培养基， ２０ ℃恒温箱倒

置培养 ４８ ｈ， 即得 Ｌ４ 期幼虫， 用于后续实验。
２􀆰 ３ 　 分组及给药 　 将 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 菌液 ３ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， 加入不同体积的诺丽果

水提物和 ｄｄ Ｈ２Ｏ 使溶液体积最终均为 １０ ｍＬ， 配

制得到质量浓度为 ０ （只含 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 菌液的空

白对照组培养液）、 ５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的诺丽果
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水提物培养液， 分别加于空白 ＮＧＭ 板中央， ３７ ℃
恒温箱烘干， 置于 ４ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 ４　 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 生长测定 　 参考文献 ［１０］ 报

道方法， 将 １００ μｇ ／ ｍＬ 诺丽果水提物培养液与

Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 菌液按照 １ ∶ ９ 比例进行混合， 分组

为 ＬＢ 肉汤 （４ ０００ μＬ， 不含 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０， 排除

ＬＢ 肉汤干扰）、 ＬＢ＋Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＯＰ５０ （４ ０００ μＬ）、 ＬＢ＋
Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ ＋ １００ μｇ ／ ｍＬ 诺丽果水提物培养液

（ＬＢ＋Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ ３ ６００ μＬ＋１００ μｇ ／ ｍＬ 诺丽果水

提物培养液 ４００ μＬ）； 接种于 ９６ 孔板， 每组 ３ 复

孔， 每孔加 ２００ μＬ， 在 ６００ ｎｍ 波长处测定吸光

度， 记为初始读数， 之后将剩余溶液放于 ３７ ℃恒

温摇床内， 每隔 １ ｈ 进行测定， 共测定 ６ 次， 最后

进行数据分析。
２􀆰 ５　 寿命实验　 参考文献 ［１１］ 报道方法， 将同

步化后的 Ｌ４ 期幼虫， 挑至含有 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０＋不同

质量浓度 （５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 诺丽果水提物

培养液和只含有 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ （空白组） 的 ＮＧＭ
平板上， 置于 ２０ ℃恒温箱中培养， 为避免其子代

的干扰， 每隔 ４８ ｈ 将线虫转移到新的 ＮＧＭ 平板

上。 转移后每天在显微镜下观察线虫的生存状况，
用铂针轻触线虫， 若触碰后身体僵直、 不弯曲或头

部不摆动， 则判定为死亡。 记录存活和死亡数量，
直至线虫完全死亡， 最后记录线虫寿命时间， 计算

平均寿命延长率， 公式为平均寿命延长率＝ ［ （给
药组平均寿命－空白组平均寿命） ／空白组平均寿

命］ ×１００％ 。 每个 ＮＧＭ 板上 ３０ 条线虫， 进行 ３ 次

重复。
２􀆰 ６　 生殖实验　 将同步化后的 Ｌ４ 期幼虫， 挑至含

有 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０＋１００ μｇ ／ ｍＬ 诺丽果水提物培养液

和只含有 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ （空白组） 的 ＮＧＭ 平板上，
２０ ℃恒温箱培养， 为避免其子代的干扰， 每天将

线虫更换至新的 ＮＧＭ 平板上， 直到线虫不再产

卵， 在显微镜下观察并记录每天的产卵数量。 统计

每日产卵数量的总和为线虫总产卵数量。 每组观察

１ 条线虫， 进行 ３ 次重复。
２􀆰 ７　 咽泵频率和运动能力　 将同步化后的 Ｌ４ 期幼

虫培养至第 ５ 天， 在显微镜下观察并记录单条线虫

吞咽、 头部摆动、 静态下线虫进行自发正弦运动以

及刺激其头后进行身体弯曲的次数， 观察时间分别

为 ３０、 ３０、 ３０、 ２０ ｓ。 每组观察 ５ 条线虫， 进行 ３
次重复。
２􀆰 ８　 热应激实验　 将同步化后的 Ｌ４ 期幼虫培养至

第 ５ 天， 将所有线虫分别挑到新的只含 Ｅ． ｃｏｌｉ

ＯＰ５０ 的 ＮＧＭ 平板中， 置于 ３７ ℃恒温箱进行热刺

激培养， 每隔 １ ｈ 在显微镜下观察并记录线虫存活

情况， 直至所有线虫全部僵直死亡， 最后统计线虫

的存活率并绘制生存曲线图。 每组 ３０ 条线虫， 进

行 ３ 次重复。
２􀆰 ９　 氧化应激实验　 将同步化后的 Ｌ４ 期幼虫培养

至第 ５ 天， 将所有线虫分别挑到新的含有 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＯＰ５０＋１００ μＬ ３％ Ｈ２Ｏ２ 的 ＮＧＭ 平板中， 室温下培

养， 每隔 ０􀆰 ５ ｈ 在显微镜下观察并记录线虫的存活

和死亡情况， 直至所有线虫僵直死亡， 统计线虫的

存活率并绘制生存曲线图。 每组 ３０ 条线虫， 进行

３ 次重复。
２􀆰 １０　 线虫体内脂核素积累水平和 ＲＯＳ 水平检

测　 将同步化后的 Ｌ４ 期幼虫培养至第 ７ 天， ｄｄ
Ｈ２Ｏ 清洗 ２ 次， 使用 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸左旋咪唑进行

麻醉固定。 ＲＯＳ 水平检测， 使用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃
ＤＡ 探针 ２０ ℃避光染色 ３０ ｍｉｎ； 脂核素积累水平则

不染色。 各组随机挑选线虫， 将其放置于载玻片

上， 使用倒置荧光显微镜观察并拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件进行荧光定量分析。
２􀆰 １１　 油红 Ｏ 染色 　 参考文献 ［１２］ 报道方法，
将同步化后的 Ｌ４ 期幼虫培养至第 ７ 天， ｄｄ Ｈ２Ｏ 清

洗 ２ 次， 用 ４％ 甲醛固定 ５ ｍｉｎ， 孵育液孵育 １０
ｍｉｎ， 油红 Ｏ 染色液染色 １５ ｍｉｎ， 脱色液 Ａ、 脱色

液 Ｂ 冲洗 ２ 次， 苏木素染核 ２０ ｓ， 脱色液 Ｂ 冲洗 ２
次。 各组随机挑选线虫， 将其放置于载玻片上， 使

用倒置荧光显微镜观察并拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

进行定量分析。
２􀆰 １２ 　 线虫 ｄａｆ⁃１６：： ＧＦＰ 荧光检测 　 参考文献

［１３］ 报道方法， 将同步化后 Ｌ４ 期的 ｄａｆ⁃１６：：
ＧＦＰ 线虫挑至含有 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０＋１００ μｇ ／ ｍＬ 诺丽

果水提物的培养液和只含有 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ （空白

组） 的 ＮＧＭ 平板上， 于 ２０ ℃恒温箱中培养至第 ５
天， 为避免其子代的干扰， 每天将线虫更换至新的

ＮＧＭ 平板上， ｄｄ Ｈ２Ｏ 清洗 ２ 次， 使用 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸左旋咪唑进行麻醉固定， 每组随机挑选线虫，
将其放置于载玻片上， 使用倒置荧光显微镜观察并

拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行荧光定量分析。
２􀆰 １３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测　 将同步化后的 Ｌ４ 期幼虫培

养至第 ５ 天， ｄｄ Ｈ２Ｏ 清洗 ２ 次， 用高速低温组织

研磨仪对线虫进行研磨， 在冰上低温提取总 ＲＮＡ；
再按照逆转录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ； 最后按照

ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒说明书设定循

环条件进行基因扩增， 检测目标基因表达情况。 以
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ｃｄｃ⁃４２ 为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣＴ法对数据进行分析。
所有引物均由广州艾基生物技术有限公司合成， 序

列见表 １。 每组 ３ 个样本， 每个样本线虫数达 ６００
条以上。

表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 基因 序列（５′→３′）
ｄａｆ⁃２ 正向 ＧＧＴＧＧＡＡＧＧＴＴＣＧＣＴＧＡＣＡＡ ｈｓｐ⁃１２􀆰 ６ 正向 ＡＧＣＣＣＡＴＡＡＣＴＴＣＣＣＣＣＡＡ

反向 ＡＡＡＡＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴＣＣＡＧＴ 反向 ＴＣＣＡＴＧＴＧＡＡＴＣＧＡＡＧＴＴＧＣＴＣ
ｄａｆ⁃１６ 正向 ＧＴＣＡＧＣＡＡＣＣＡＴＴＣＣＣＣＡＴ ｎｈｒ⁃４９ 正向 ＧＣＣＡＡＴＧＣＧＡＣＡＡＣＴＴＣＡＧＡ

反向 ＴＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＧＡＧＡＧＧＡＡ 反向 ＴＧＡＧＴＣＡＧＡＧＣＣＴＴＧＡＧＡＧＣ
ａｇｅ⁃１ 正向 ＡＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＴＴ ｆａｔ⁃５ 正向 ＴＣＣＧＡＣＡＡＡＴＧＣＡＧＧＡＡＧＡＧ

反向 ＣＣＡＴＣＧＴＴＴＧＣＡＧＴＴＧＴＧＧＡ 反向 ＣＣＣＡＴＣＣＡＡＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡ
ｓｋｎ⁃１ 正向 ＧＧＴＴＣＡＴＣＡＣＧＣＣＧＣＡＧ ｆａｔ⁃６ 正向 ＧＡＡＴＧＧＧＣＴＣＧＴＧＡＴＣＡＴＣＧ

反向 ＧＴＣＧＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣＧＴＣ 反向 ＴＧＧＡＡＧＡＣＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧＴＣ
ｓｏｄ⁃３ 正向 ＣＣＡＡＧＣＡＣＡＣＴＣＴＣＣＣＡＧＡＴ ｆａｔ⁃７ 正向 ＴＴＣＡＣＡＣＴＴＣＡＣＧＣＣＡＣＴＴＧ

反向 ＣＧＡＡＡＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＡＡＧＴＴ 反向 ＣＴＴＧＴＧＧＧＡＡＴＧＴＧＴＧＧＴＧＧ
ｇｓｔ⁃４ 正向 ＧＣＡＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＣＴＴＡＣＧＣ ｃｄｃ⁃４２ 正向 ＧＧＧＴＧＣＣＴＡＡＡＴＴＴＣＧＣＡＴ

反向 ＡＴＧＡＴＣＡＧＣＧＴＣＡＣＴＴＣＣＡＴ 反向 ＣＡＣＴＣＧＣＴＧＣＣＡＧＡＴＴＴＡＣＣ

２􀆰 １４　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５ 软件

进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用

单因素方差分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验； 生存曲

线实验结果采用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ 进行分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 诺丽果对 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 生长繁殖的影响　 与

空白组比较， Ｎｏｎｉ 组对 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 生长繁殖无明

显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １。

图 １　 诺丽果对 Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 生长繁殖的影响 （ｎ＝６）

３􀆰 ２　 诺丽果对秀丽隐杆线虫寿命的影响　 与空白

组 （２１ ｄ 寿命） 比较， ５０、 １００、 ２００ μｇ ／ ｍＬ Ｎｏｎｉ
组最长寿命分别为 ２３、 ２５、 ２３ ｄ， 平均寿命分别延

长了 １０􀆰 ７５％ 、 ２２􀆰 ７８％ 、 ８􀆰 ４８％ ， 其中 １００ μｇ ／ ｍＬ
Ｎｏｎｉ 延长寿命效果最为显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。

表 ２　 诺丽果水提取物溶液对线虫寿命的影响 （ｎ＝３）

组别 平均寿命 ／ ｄ
平均寿命延

长率 ／ ％
最长寿命 ／ ｄ

空白组 １２􀆰 ２０±０􀆰 ０５２ ０ ２１
５０ μｇ ／ ｍＬ Ｎｏｎｉ 组 １３􀆰 ６７±０􀆰 ０５４ １０􀆰 ７５ ２３
１００ μｇ ／ ｍＬ Ｎｏｎｉ 组 １５􀆰 ８０±０􀆰 ０５６ ２２􀆰 ７８∗ ２５
２００ μｇ ／ ｍＬ Ｎｏｎｉ 组 １３􀆰 ３３±０􀆰 ０５１ ８􀆰 ４８ ２３

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 诺丽果对秀丽隐杆线虫生殖能力的影响　 与

空白组比较， Ｎｏｎｉ 组产卵数量无明显变化 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 见图 ２。

图 ２　 诺丽果对秀丽隐杆线虫生殖能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 诺丽果对秀丽隐杆线虫运动能力的影响　 随

着年龄增长， 线虫的体壁肌肉细胞衰老、 肌动蛋白

纤维降解以及神经肌肉接头退化， 导致身体蠕动速

度显著下降， 单位时间内身体弯曲频率减少、 运动

轨迹紊乱［１４⁃１６］。 与空白组比较， 不同质量浓度

Ｎｏｎｉ 组线虫静态 ３０ ｓ 正弦运动次数、 刺激 ２０ ｓ 身

体弯曲次数以及 ３０ ｓ 头部摆动次数均增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 提示运动能力提高， 其中 １００
μｇ ／ ｍＬ 质量浓度效果最为显著， 故后续实验均采

用此质量浓度， 见图 ３。
３􀆰 ５　 诺丽果对秀丽隐杆线虫咽泵能力的影响　 与

空白组比较， Ｎｏｎｉ 组咽泵能力提高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
见图 ４。
３􀆰 ６　 诺丽果对秀丽隐杆线虫抗应激能力的影响　 与

空白组比较， Ｎｏｎｉ 组延长了热应激环境下线虫的

寿命 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 上调了热休克蛋白 ｈｓｐ⁃１２􀆰 ６ 的

ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 逆转了 Ｈ２Ｏ２ 对线虫的
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 诺丽果水提物对秀丽隐杆线虫运动能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 诺丽果水提物对秀丽隐杆线虫咽泵的影响 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝５）

　 　 　

损害， 延长了其寿命 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。 结果表

明， 诺丽果显著提高了线虫的抗压能力。
３􀆰 ７　 诺丽果对秀丽隐杆线虫脂核素积累的影响　 与

空白组比较， Ｎｏｎｉ 组荧光强度减弱 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
表明脂核素积累减少， 见图 ６。
３􀆰 ８　 诺丽果对秀丽隐杆线虫 ＲＯＳ 积累及抗氧化基

因表达的影响 　 与空白组比较， Ｎｏｎｉ 组线虫 ＲＯＳ
积累减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｋｎ⁃１、 ｓｏｄ⁃３、 ｇｓｔ⁃４ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
３􀆰 ９　 诺丽果对秀丽隐杆线虫脂质积累及脂代谢相

关基因表达的影响 　 与空白组比较， Ｎｏｎｉ 组线虫

　 　 　

注： Ａ 为热应激环境下线虫的寿命； Ｂ 为 ｈｓｐ⁃１２􀆰 ６ ｍＲＮＡ 表达比较； Ｃ 为氧化应激环境下线虫的寿命。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 诺丽果水提物对线虫抗压能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 诺丽果水提物对丽隐杆线虫脂核素累积的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

体内脂滴数量减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｎｏｎｉ 组 ｎｈｒ⁃４９
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｂｐ⁃１、 ｆａｔ⁃５、 ｆａｔ⁃６、
ｆａｔ⁃７ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
３􀆰 １０　 诺丽果通过调控胰岛素信号通路对秀丽隐杆

线虫寿命的影响　 与空白组比较， Ｎｏｎｉ 组线虫 ＩＩＳ
通路 上 游 基 因 ｄａｆ⁃２、 ａｇｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｄａｆ⁃１６ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
见图 ９Ａ。

为了验证诺丽果是否通过抑制 ＩＩＳ 通路来延缓

秀 丽 隐 杆 线 虫 衰 老， 采 用 突 变 株 ｄａｆ⁃１６
（ＣＦ１０３８）、 ｄａｆ⁃２ （ＣＢ１３７０） 进行寿命实验， 并在

荧光显微镜下观察突变株 ｄａｆ⁃１６：： ＧＦＰ 入核情况。
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注： Ａ 为 ＲＯＳ 荧光染色； Ｂ 为 ｓｋｎ⁃１、 ｓｏｄ⁃３、 ｇｓｔ⁃４ ｍＲＮＡ 表达比较。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 诺丽果水提物对秀丽隐杆线虫 ＲＯＳ 积累及抗氧化基因表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为油红 Ｏ 染色； Ｂ 为 ｎｈｒ⁃４９、 ｓｂｐ⁃１、 ｆａｔ⁃５、 ｆａｔ⁃６、 ｆａｔ⁃７ ｍＲＮＡ 表达比较。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 诺丽果水提物对秀丽隐杆线虫脂质积累以及脂代谢相关基因表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

结果表明， 与空白组比较， 给予诺丽果水提物培养

液处理的突变株寿命并没有延长 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ｄａｆ⁃
１６：： ＧＦＰ 经诺丽果水提物培养液处理后入核增

加， 说明诺丽果可通过调控 ＩＩＳ 通路延缓秀丽隐杆

线虫衰老， 见图 ９Ｂ～９Ｃ。
４　 讨论

秀丽隐杆线虫随时间进程性衰老且生理功能逐

渐下降， 这一过程与人类高度相似［１７］。 因此， 本

研究以线虫模型为研究对象， 发现诺丽果可延长线

虫生存时间； 提高身体摆动次数和吞咽频率。 线虫

衰老时热休克蛋白表达降低， 热应激下其介导的蛋

白正确折叠功能受损， 致使细胞稳态失衡［１８⁃１９］。
本结果显示， 诺丽果可延缓应激环境下线虫的衰

老， 上调热休克蛋白 ｈｓｐ⁃１２􀆰 ６ ｍＲＮＡ 表达， 增强其

抗逆性。 另外， 随着衰老线虫体内抗氧化酶 （如
超氧化物歧化酶、 过氧化氢酶） 活性降低， 引起

５１６

２０２６ 年 ２ 月

第 ４８ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． ２



注： Ａ 为 ｄａｆ⁃２、 ｄａｆ⁃１６、 ａｇｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达比较； Ｂ 为突变株 ｄａｆ⁃１６ （ＣＦ１０３８）、 ｄａｆ⁃２ （ ＣＢ１３７０）

寿命实验； Ｃ 为突变株 ｄａｆ⁃１６：： ＧＦＰ 核移位图像。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 诺丽果通过调控胰岛素信号通路对秀丽隐杆线虫寿命的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

活性氧过度积累， 导致蛋白质、 ＤＮＡ 及脂质氧化

损伤， 进而诱发细胞功能障碍与凋亡［２０⁃２１］。 有研

究表明， 发酵的诺丽果果汁通过 Ｎｒ⁃ｆ２ ／ ＡＲＥ 通路和

肠道菌群的协同作用， 有效缓解体内外实验的胰岛

素抵抗和氧化应激等症状［２２］。 脂核素积累是秀丽

隐杆线虫衰老的重要标志物， 在线虫体内， 自发荧

光的脂核素颗粒会随年龄增长成倍累积， 能直接反

映体内氧化损伤程度［２３］。 本研究结果显示诺丽果

可降低 ＲＯＳ 和脂褐素水平， 这与之前研究结果一

致， 证实了诺丽果具有一定的抗衰老作用。
胰岛素 ／ ＩＩＳ 信号通路是调控线虫寿命的关键通

路， 当转录因子 ｄａｆ⁃１６ （为 ＦＯＸＯ 同源基因） 功能

被抑制时， ｄａｆ⁃１６ 则被激活并转移至细胞核内， 上

调下游靶点超氧化物歧化酶 （ｓｏｄ⁃３）、 谷胱甘肽转

移酶 （ ｇｓｔ⁃４） 等抗氧化基因的表达， 增强应激抵

抗力， 从而延长寿命［２４］。 另一个重要成员 ｓｋｎ⁃１
（或称 Ｎｒｆ２ 同源物） 是秀丽隐杆线虫中的一种关键

转录因子， 共同参与调控抗氧化基因以及寿命相关

基因表达； 二者协同调控寿命， 提高氧化防御系

统［２５⁃２６］。 为了进一步明确诺丽果抗衰作用机制，
本研究检测了 ＩＩＳ 信号通路的相关基因 ｍＲＮＡ 表

达， 结果显示诺丽果促进 ｄａｆ⁃１６、 ｓｋｎ⁃１、 ｓｏｄ⁃３、
ｇｓｔ⁃４ ｍＲＮＡ 表达， 同时抑制 ｄａｆ⁃２、 ａｇｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达。 对 ｄａｆ⁃２ 突变株 ＣＢ１３７０、 ｄａｆ⁃１６ 突变株 ＣＦ１０３８
进行寿命实验， 并结合 ｄａｆ⁃１６：： ＧＦＰ 核转移实验，
结果显示， 诺丽果抗衰老作用被抑制， ｄａｆ⁃１６：：

ＧＦＰ 核转移增多， 证明诺丽果通过 ＩＩＳ 通路发挥延

缓衰老作用。
脂肪是机体不可或缺的结构成分， 也是储备

能量的重要组织； 衰老会导致体内脂代谢紊乱，
而脂代谢异常又会引起氧化应激、 炎症等反应加

速衰老进程［２７］ 。 近年多项研究表明， 诺丽果多种

活性成分可通过多途径发挥降脂作用［２８］ 。 ｓｂｐ⁃１
是 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ （固醇调节元件结合蛋白⁃１ｃ） 的同

源基因， 主要参与调控脂质合成； 其下游靶点

ｆａｔ⁃７ 是硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 （ ＳＣＤ１） 的同源

基因。 ｎｈｒ⁃４９ 是人类过氧化物酶体增殖物激活受

体 α （ＰＰＡＲα） 的同源基因， 参与脂肪酸 β⁃氧化

以及脂质转运相关基因的表达［２９］ 。 本研究发现，
经诺丽果处理的线虫体内脂滴积累减少； ｓｂｐ⁃１、
ｆａｔ⁃５、 ｆａｔ⁃６、 ｆａｔ⁃７ 等脂肪合成基因的 ｍＲＮＡ 表达

降低， 脂质生成受到抑制； ｎｈｒ⁃４９ ｍＲＮＡ 表达升

高， 脂肪酸 β⁃氧化增加， 表明诺丽果具有降脂

作用。
综上所述， 本研究首次揭示了诺丽果可调控

ＩＩＳ 通路和脂代谢相关基因， 发挥抗衰、 抗氧化以

及降脂作用。 本研究仅局限于秀丽隐杆线虫这一种

模型， 未来可对多种模型进行研究探索； 也可针对

性研究诺丽果单个活性成分 （如多糖、 黄酮类）
的具体作用靶点， 进一步探究诺丽果及其活性成分

在抗衰老领域的实际应用。
利益冲突： 所有作者均声明不存在利益冲突。
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