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固本延龄丸对衰老小鼠负性情绪及氧化应激的影响

华 伊,李思怡,夏琪珊,林松洋,乐广斌,宋明霞,邓先清

(井冈山大学 医学部,江西 吉安343009)

摘 要 探讨固本延龄丸对衰老小鼠的负性情绪及氧化应激的影响。小鼠随机分为空白对照组、模型组及

固本延龄丸低、中、高剂量组(0.59g/kg、1.17g/kg、2.34g/kg),皮下注射D-半乳糖(150mg/kg)复制衰老

小鼠模型的同时,各组灌胃给予相应药物。观察各组小鼠的毛发变化、行为活动等表征及体重增长率;检测

高架十字迷宫及悬尾行为学;检测脑中总超氧化物歧化酶(T-SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性及丙二醛

(MDA)含量;尼式染色观察脑内杏仁核区的神经元形态结构变化及神经元数量。固本延龄丸能够改善衰老

小鼠自主活动减少、精神不振等表征,使衰老小鼠的体重增长率显著增加(P<0.05,P<0.01),悬尾不动时

间显著减少(P<0.01),开臂/总入臂次数(%)及开臂/总运动时间(%)显著增加(P<0.01),脑内杏仁核区

形态结构损伤得到明显改善且神经元数量显著增加(P<0.01),脑中T-SOD、CAT活性明显升高(P<0.
05,P<0.01),MDA含量明显降低(P<0.01)。结论:固本延龄丸对衰老小鼠的焦虑、抑郁等负性情绪具有

一定的抑制作用,其作用机制可能与提高抗氧化酶活性、降低脂质过氧化、改善杏仁核区神经元损伤有关。
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Abstract ToinvestigatetheeffectofGubenYanlingPillonnegativeemotionandoxidativestressinaging
mice.Methods:Themicewererandomlydividedintoblankcontrolgroup,modelgroupandGubenYan-
lingPilllow,mediumandhighdosegroups(0.59g/kg,1.17g/kg,2.34g/kg).Theagingmicemodels
wereestablishedbysubcutaneousinjectionofD-galactose(150mg/kg).Atthesametime,eachgroupwas

givencorrespondingdrugsbygavage.Observethegeneralappearancecharacteristicssuchashairchanges,

behavioralactivityandweightgrowthrateofmiceineachgroup;theelevatedcrossmazeandtailsuspension
behaviorwereexamined;totalsuperoxidedismutase(T-SOD),catalaseenzyme(CAT)activityandmalondialdehyde
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(MDA)contentinbrainweredetected;Nisslstainingwasusedtoobservetheneuronalmorphologicaland

structuralchangesandthenumberofneuronsintheamygdalaregionofthebrain.GubenYanlingPillcan

improvethecharacteristicsoftheagingmice,suchasthedecreaseofautonomousactivityandlistlessness,

andtheweightgrowthratesoftheagingmiceweresignificantlyincreased(P<0.05,P<0.01),theimmo-
bilitytimeoftailsuspensiontestwassignificantlyreduced(P<0.01),thenumberofopeningarm/total
armentering(%)andthetimeofopeningarm/totalmovement(%)weresignificantlyincreased(P<0.
01),themorphologicalandstructuraldamageoftheamygdalaregioninthebrainwassignificantlyim-

proved,andthenumberofneuronswassignificantlyincreased(P<0.01),theactivityofT-SODandCAT
weresignificantlyincreased(P<0.05,P<0.01),andthecontentofMDAwassignificantlydecreased(P
<0.01).GubenYanlingPillhasacertaininhibitoryeffectonnegativeemotionssuchasanxietyandde-

pressioninagingmice,anditsmechanismmayberelatedtoincreasingtheactivityofantioxidantenzymes,

reducinglipidperoxidationandimprovingtheneuronalmorphologicalandstructuraldamageoftheamyg-

dalaregion.

Keywords GubenYanlingPill;aging;negativeemotion;oxidativestress

1 引言

由于身体机能的下降以及心理和社会功能的退化,老年群体更易出现焦虑、抑郁、孤独等负性情绪。调

查显示,我国老年人抑郁症患病率高达25.55%[1],焦虑症状在老年群体中检出率约为12.15%[2]。这些负

性情绪不仅大大降低老年人的生活质量和主观幸福感,而且提高老年群体罹患认知障碍的风险,甚至加速老

年人的死亡[3,4]。近年来,对于老年群体负性情绪的诊断与治疗愈来愈引起人们的重视。

固本延龄丸出自明朝名医龚廷贤所著《万病回春》一书,主要含有人参、麦冬、五味子、天冬等中药,具有

固本培元、滋阴、补髓填精、强壮筋骨之功效,主治虚劳损伤、腰痛体倦、心悸失眠等衰老症状。固本延龄丸的

临床使用已有上百年的历史,现代运用也取得了显著效果[5,6]。但迄今为止,有关固本延龄丸拮抗衰老个体

负性情绪作用的实验报道极少。

研究表明,体内D-半乳糖水平过高时,D-半乳糖被氧化为醛糖和过氧化物[7]。其中过氧化物结构不稳

定,易分解生成大量的氧自由基,破坏机体抗氧化系统平衡,加速脂质过氧化并诱发衰老;而醛糖被转化为不

能被代谢的半乳糖醇并贮积在细胞内,造成细胞结构与功能受损,引发衰老[8,9]。基于此机制,研究者们利

用D-半乳糖构建亚急性动物衰老模型,可诱导实验动物表现出与自然衰老动物相似的衰老体征[10]。且有

报道称,实验动物经D-半乳糖处理后,会出现焦虑抑郁样行为,可用于进行老年群体负性情绪的研究[11,12]。

研究通过D-半乳糖诱导小鼠衰老模型,考察固本延龄丸对衰老小鼠的一般生物学表征、高架十字迷宫

及悬尾行为学、内源性抗氧化酶体系各物质水平、以及大脑杏仁核区神经元形态结构的影响,探讨固本延龄

丸拮抗衰老小鼠负性情绪的作用及作用机制,为固本延龄丸的临床合理运用与老年群体负性情绪相关疾病

治疗药物的开发提供科学依据。

2 材料与方法

2.1 仪器

XR-XX203型悬尾实验箱、XR-XG201型高架十字迷宫(上海欣软信息科技有限公司),AR224CN型分

析天平(奥豪斯仪器上海有限公司),AF2-2001-U型超纯水机(美国艾科浦国际有限公司),Z36HK型超速

离心机(德国赫姆勒上海仪器科技有限公司),iMark型酶标仪(美国伯乐生命医学产品上海有限公司),

FSH-2型可调高速匀浆机(常州国华电器有限公司),RM2235型切片机、EG1150型包埋机(德国徕卡公

司),IX53型显微镜(日本奥林巴斯株式会社)。
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2.2 药物及试剂

固本延龄丸(批号:20211102),江西大自然制药有限公司;D-半乳糖(99%,批号:C13170745)、无水乙醇

(批号:C12509570),上海麦克林生化科技有限公司;羧甲基纤维素钠(CMC-Na)(批号:F21020715),国药集

团化学试剂有限公司;生理盐水(批号:B22020109),浙江国镜药业有限公司;4%多聚甲醛组织固定液(批

号:21351381),白鲨生物科技有限公司;苏木素染液(批号:CR2112069),伊红染液(批号:CR2203013),武汉

赛维尔生物科技有限公司;总超氧化物歧化酶(T-SOD)检测试剂盒(批号:20220511)、过氧化氢酶(CAT)检

测试剂盒(批号:20220516)、丙二醛(MDA)检测试剂盒(批号:20220516),南京建成生物工程研究所。

2.3 动物

KM小鼠,体质量(18±2)g,雌雄各半,SPF级,由长沙市天勤生物技术有限公司提供,动物生产许可证

号:SCXK(湘)2019-0014。动物饲养与实验环境温度维持为(22±2)℃,相对湿度维持为(50±5)%,噪声小

于等于40dB,整个实验过程中所有动物不限制饮食饮水。

2.4 动物分组、造模及给药

选取小鼠50只,随机分为空白对照组、模型组、固本延龄丸低剂量组、固本延龄丸中剂量组及固本延龄

丸高剂量组(以下简称低剂量组、中剂量组及高剂量组),每组各10只。除空白对照组外,其余各组动物颈背

部皮下注射D-半乳糖(150mg/kg),空白对照组皮下注射同等体积的生理盐水,每日1次,连续6周。造模

的同时,固本延龄丸低、中、高剂量组分别灌胃给予固本延龄丸的0.5%CMC-Na溶液(0.59、1.17、2.34g/kg),

空白对照组与模型组灌胃给予同等体积的0.5%CMC-Na溶液,每日1次,连续6周。固本延龄丸给药剂量

是由成人每日每人服用固本延龄丸9g,换算得出的小鼠剂量作为固本延龄丸中剂量组给药剂量。

2.5 一般生物学表征观察

实验期间,观察记录小鼠的一般表征情况,包括其外观毛发变化、行为活动情况、精神状态等。

2.6 体重增长率计算

实验期间,每周同一时间称量各组小鼠体重,计算体重增长率公式如

Wr =
Wf -Wi

Wi
×100%, (1)

式中Wr 为体重增长率(%),Wf 为终体重(g),Wi 为初始体重(g)。

2.7 高架十字迷宫行为学实验

利用高架十字迷宫实验评价各组小鼠的焦虑水平:将小鼠头朝开放臂放入迷宫箱中央区,观察5min内

实验动物的行为表现,统计小鼠在迷宫箱内的各项行为学指标,公式如

ηE=
EO

EO+EC
×100% , (2)

式中ηE 为开臂/总入臂次数占比(%),EO 为进入开臂次数,EC 为进入闭臂次数。

ηT=
TO

TO+TC
×100%, (3)

式中ηT 为开臂/总运动时间占比(%),TO 为开臂运动时间(s),TC 为闭臂运动时间(s)。

2.8 悬尾行为学实验

利用悬尾实验评价各组小鼠的抑郁水平:小鼠呈倒悬状态,用医用胶布粘在小鼠尾端2cm左右处,将其

固定在一个高55cm、宽35cm且不透明的长方体盒内,让其上下左右都难以接触盒壁,并使小鼠头部朝下

时离底部有20~25cm,观察6min内实验动物的行为表现。以停止挣扎、身体倒垂、四肢静止不动为标准,

统计后5min各组小鼠的不动时间。

2.9 氧化应激指标检测

脱椎处死小鼠,取出小鼠脑组织并精密称重,加入9倍量4℃的生理盐水,置于冰水浴环境中匀浆,组织

匀浆液在4℃下2500r/min离心10min,取上清液备用。按照各检测试剂盒说明书方法,检测各组小鼠脑
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组织中的T-SOD、CAT活性以及 MDA含量。

2.10 组织形态学观察

取出小鼠脑组织,生理盐水清理血迹,置于4%多聚甲醛溶液中进行固定。经脱水、石蜡包埋、切片后,

进行尼式染色,光学显微镜下观察各组小鼠脑组织杏仁核区域的形态学变化,并运用Imagepro-Plus6.0图

像软件进行图片处理,统计视野下神经元数量。

2.11 统计学分析

运用SPSS27.0统计软件进行数据分析,实验结果均以均数±标准差(X±SD)表示,采用单因素方差

分析法(One-wayANOVA)进行检验,LSD-t法进行两两比较,以P<0.05和P<0.01分别表示有显著性

差异和极显著性差异。

3 结果与讨论

3.1 固本延龄丸对衰老小鼠一般生物学表征的影响

本研究采用皮下注射D-半乳糖复制小鼠亚急性衰老模型,并给予固本延龄丸灌胃干预,造模与给药期

间观察小鼠的一般生物学表征。如表1、图1所示,本研究发现,空白对照组小鼠毛发顺滑有光泽,攀爬直立

等自主活动多,反应灵敏,精力充沛;与空白对照组比较,模型组小鼠出现毛发粗糙无光泽、炸毛脱毛、自主活

动减少、行动迟缓、反应迟钝、状态不活跃等表征;与模型组比较,固本延龄丸低、中、高剂量组小鼠的外观表

现较为正常,自主活动增多,行动较敏捷,精神状态良好,毛发较光亮顺滑。此结果表明,D-半乳糖能够诱发

小鼠的衰老体征,符合既往报道[13],而固本延龄丸可以抑制D-半乳糖引起的小鼠衰老表征。同时,衰老小

鼠表现出更少的积极情绪,固本延龄丸的干预能够增多衰老小鼠的积极情绪表现,但此现象还需更多的数据

支撑。
表1 小鼠一般生物学表征观察(n=10)

组别 剂量/(g∙kg-1) 毛发变化 活动情况 精神状态

空白对照组 - 毛发顺滑有光泽 自主活动多,反应灵敏 精力充沛

模型组 - 毛发干枯无光泽、炸毛脱毛 自主活动减少、行动迟缓、反应迟钝 精神不振

低剂量组 0.59 毛发干枯有改善、炸毛减少 自主活动增多、反应较敏捷 精神状态较好

中剂量组 1.17 毛发较为光亮顺滑 自主活动增多、反应敏捷 精神状态较好

高剂量组 2.34 毛发较为光亮顺滑 自主活动增多、反应敏捷 精神状态较好

 注:(a)空白对照组;(b)模型组。

图1 空白对照组与模型组实验动物外观对比

3.2 固本延龄丸对衰老小鼠体重增长率的影响

衰老个体往往出现体重增长率下降的表现,本研究在造模与

给药期间检测每周实验动物的体重增长率。如表2所示,与空白

对照组比较,模型组小鼠第1、2、3、4周的体重增长率显著性减少

(P<0.01);与模型组比较,低剂量组第1、3周的体重增长率显著

性增加(P<0.05),中剂量组第1、2、3、4周的体重增长率显著性

增加(P<0.05,P<0.01),高剂量组第1、2、4周的体重增长率显

著性增加(P<0.05,P<0.01)。此结果表明,D-半乳糖能够明显

降低小鼠的体重增长率、诱导小鼠衰老,与前人研究结果一致[14]。

而固本延龄丸可以有效增加小鼠的体重增长率,进一步验证了固本延龄丸具有较好的抗衰老作用,且中、高

剂量组的效果较低剂量组更为明显。

3.3 固本延龄丸对衰老小鼠焦虑水平的影响

高架十字迷宫实验基于啮齿动物的趋避冲突心理,广泛运用于实验动物的焦虑水平评估。在高架十字

迷宫中,实验动物对高悬敞开的开臂的选择倾向与其焦虑水平呈反比[15]。本研究运用高架十字迷宫行为学

评价小鼠的焦虑水平,进一步讨论固本延龄丸拮抗衰老小鼠负性情绪的药效作用。如图2所示,与空白对照
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组比较,模型组小鼠的开臂/总入臂次数(%)、开臂/总运动时间(%)均显著性减少(P<0.01);与模型组比

较,固本延龄丸低、中、高剂量组的开臂/总入臂次数(%)、开臂/总运动时间(%)均显著性增加(P<0.01)。

此结果表明,D-半乳糖可以增加小鼠的焦虑水平,而固本延龄丸能够抑制衰老导致的焦虑水平升高,其中中

剂量组的改善效果最佳。
表2 固本延龄丸对衰老小鼠体重增长率的影响(X±SD,n=10)

组别
剂量/

(g∙kg-1)

体重增长率(%)

第1周 第2周 第3周 第4周 第5周 第6周

空白对照组 - 16.56±2.70 12.31±2.40 11.51±1.89 10.49±2.13 8.33±1.76 7.09±1.62

模型组 - 12.22±2.16** 9.35±1.87** 8.96±1.16** 8.21±1.68** 7.72±1.77 6.72±1.16

低剂量组 0.59 14.75±1.91# 10.80±1.65 10.68±1.91# 9.03±1.83 8.13±1.33 7.05±1.45

中剂量组 1.17 15.65±2.03## 11.74±1.79## 11.13±2.10# 10.22±2.31# 8.22±1.94 7.24±1.42

高剂量组 2.34 16.01±2.15## 11.27±2.01# 10.53±1.54 9.94±1.62# 8.30±1.62 7.15±1.41

  注:与空白对照组比较,**:P<0.01;与模型组比较,#:P<0.05,##:P<0.01。

注:(a)开臂/总入臂次数(%);(b)开臂/总运动时间(%);与空白对照组比较,**:P<0.01;与模型组比较,##:P<0.01。

图2 固本延龄丸对衰老小鼠高架十字迷宫行为学的影响(X±SD,n=10)

注:与空白对照组比较,**:P<0.01;与模型组比较,

##:P<0.01。

图3 固本延龄丸对衰老小鼠悬尾行为学的

影响(X±SD,n=10)

3.4 固本延龄丸对衰老小鼠抑郁水平的影响

悬尾是经典的评价实验动物抑郁水平的行为学实验之一,
如果动物在悬尾处理中静止不动的时间越长,表示动物的绝望

感越强、抑郁水平越高[16]。本研究运用悬尾行为学评价小鼠

的抑郁水平,如图3,与空白对照组比较,模型组小鼠的悬尾不

动时间显著性增加(P<0.01);与模型组比较,固本延龄丸低、
中、高剂量组的悬尾不动时间均显著性减少(P<0.01)。此结

果表明,D-半乳糖诱导的衰老小鼠其抑郁水平升高,而固本延

龄丸能够抑制衰老小鼠的抑郁水平升高、拮抗其负性情绪。且

固本延龄丸中剂量组的抗抑郁效果更优于低、高剂量组,这与

本研究中对焦虑水平的检测结果一致。这一结果对于临床上

使用固本延龄丸治疗衰老个体负性情绪的剂量选择具有一定

的指导意义,但临床使用的最佳剂量还需更深入的研究确定。

3.5 固本延龄丸对衰老小鼠氧化应激的影响

  衰老个体负性情绪发生的生物学机制较为复杂,至今仍未完全阐明。近年来,众多研究发现,生物体内

氧化与抗氧化失衡造成的氧化应激损伤,与焦虑症、抑郁症等神经精神性疾病的发生发展密切相关[17,18]。
在机体衰老进程中,由于有氧代谢的持续进行,自由基不断累积或抗氧化酶功能退化使机体抗氧化能力下
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降,引起脱氧核糖核苷酸(DNA)、蛋白质等生物大分子结构的不可逆损伤,造成组织细胞的氧化应激损伤,

最终导致机体衰老并诱发相关疾病[19,20]。当这种情况发生在大脑中时,则会引起神经细胞损伤,导致中枢

神经系统疾病的发生[21]。动物及临床研究均证实通过抑制脑内过高的氧化应激可减少个体的焦虑抑郁样

行为[22]。如何抵抗氧化应激损伤、提高机体抗氧化能力,是防治衰老个体负性情绪相关疾病的关键所在。

内源性抗氧化酶体系中的超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT),是体内抵抗氧自由基攻击的两

个非常重要的抗氧化酶,其活性可反映组织细胞的抗氧化能力。而丙二醛(MDA)是由氧自由基诱导脂质过

氧化作用生成的毒性产物,其含量是考察组织细胞受氧化应激损伤的严重程度的指标之一[23]。如图4所

示,本研究发现,与空白对照组比较,模型组小鼠脑组织中的T-SOD、CAT活性均显著性降低(P<0.01),

MDA含量显著性升高(P<0.01);与模型组比较,固本延龄丸中剂量组及高剂量组的T-SOD、CAT活性均

显著性升高(P<0.05,P<0.01),MDA含量显著性降低(P<0.01)。此结果表明衰老小鼠脑内抗氧化能

力严重下降、脂质过氧化水平加剧。而固本延龄丸能够显著增加衰老小鼠脑组织中的T-SOD、CAT活性,
降低 MDA含量。这一结果提示,固本延龄丸可能通过提高衰老小鼠对氧自由基的抵抗能力、抑制脂质过氧

化损伤程度,进而起到降低负性情绪水平的作用。同时,结果显示高剂量组的抗氧化作用最佳,这与本研究

的行为学结果有所差异,推测是由于固本延龄丸抑制衰老个体负性情绪的作用并不只是与抵抗氧化应激损

伤有关,具体原因还需进一步研究。

注:(a)SOD活性;(b)CAT活性;(c)MDA含量;与空白对照组比较,**:P<0.01;与模型组比较,#:P<0.05,##:P<0.01。

图4 固本延龄丸对衰老小鼠氧化应激指标的影响(X±SD,n=10)

3.6 固本延龄丸对衰老小鼠脑内杏仁核区神经元形态结构的影响

杏仁核是大脑边缘系统的重要组成部位,被广泛认为在情绪,尤其是焦虑、抑郁等负性情绪的处理过程

中起到关键作用[24]。杏仁核接受各感觉器官或前额叶皮层、海马等脑区的投射,对外界刺激信号进行整合

分析,经过处理后再激活下丘脑、臂旁核等脑区,产生一系列的情绪反应[25]。研究表明,焦虑状态下的实验

动物其杏仁核区域神经元放电异常增加[26],而杏仁核损伤后的病人无法识别恐惧、愤怒等负性情绪[27]。结

构是功能的基础,杏仁核区的形态结构变化在一定程度上能够代表个体对于负性情绪的调节状态。
本研究通过尼式染色观察各组小鼠脑内杏仁核区的神经元形态结构变化。如图5所示,空白对照组杏
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仁核区神经元清晰完整、数量较多,细胞内核仁清晰,胞质内尼氏小体丰富;与空白对照组比较,模型组杏仁

核区神经元损伤严重,细胞坏死较多,核仁结构模糊,胞质内尼氏小体减少明显,部分神经元尼氏体破裂、胞
质淡染;与模型组比较,固本延龄丸低、中、高剂量组杏仁核区神经元结构较完整,细胞内核仁清晰、尼氏小体

增多。如表3所示,与空白对照组比较,模型组小鼠杏仁核区神经元数量显著性减少(P<0.01);与模型组

比较,固本延龄丸低、中、高剂量组杏仁核区神经元数量显著性增多(P<0.01)。此结果表明,D-半乳糖诱导

的衰老小鼠其杏仁核区神经元形态结构受损,而固本延龄丸能够改善衰老小鼠杏仁核区的形态结构损伤、增
加存活神经元数量,提示固本延龄丸拮抗衰老小鼠负性情绪的作用机制可能与保护杏仁核区神经元结构有

关。

注:(a)空白对照组;(b)模型组;(c)低剂量组;(d)中剂量组;(e)高剂量组。

图5 固本延龄丸对衰老小鼠脑内杏仁核区域形态结构的影响(尼式染色,×200)

表3 固本延龄丸对衰老小鼠脑内杏仁核区域神经元数量的影响(X±SD,n=10)

组别 剂量/(g∙kg-1) 神经元数量(个/视野)

空白对照组 - 92.70±9.08

模型组 - 45.60±6.06**

低剂量组 0.59 80.60±8.58##

中剂量组 1.17 94.80±9.26##

高剂量组 2.34 97.30±7.70##

注:与空白对照组比较,**:P<0.01;与模型组比较,##:P<0.01。

4 结语

本研究通过D-半乳糖复制小鼠亚急性衰老模型,探讨固本延龄丸对衰老小鼠负性情绪的干预作用,并
从氧化应激方面初步探索其作用机制。研究结果表明,固本延龄丸能够有效改善衰老模型小鼠的衰老表征、
提高其体重增长率,且能显著降低行为学实验中衰老小鼠的焦虑水平及抑郁水平。同时,固本延龄丸可以明

显增加衰老小鼠脑组织中T-SOD和CAT的活性、降低MDA含量、改善其杏仁核区的形态结构损伤并增加

存活神经元数量。以上结果表明,固本延龄丸对衰老小鼠的负性情绪具有一定的抑制作用,其作用机制可能

与提高脑内抗氧化酶活性、降低脂质过氧化、改善杏仁核区神经元损伤有关。本研究结果可为固本延龄丸的

临床合理运用与老年群体负性情绪相关疾病治疗药物的开发提供科学依据。
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