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灰毡毛忍冬乙醇提取物减缓 D–半乳糖致小鼠胚胎 
成纤维细胞氧化应激的效果 

韩少凡 1，程满 2，王懿文 1，陈彦超 1，朱登峰 3，彭国平 1，饶力群 1，汪启明 1*  

(1.湖南农业大学生物科学技术学院，湖南 长沙 410128；2.中国科学院生物物理研究所，北京 100101；3.隆回县

农业农村局，湖南 隆回 422200) 

摘 要：为探讨灰毡毛忍冬乙醇提取物对 D–半乳糖诱导小鼠胚胎成纤维细胞(MEF)氧化应激的保护作用及其

潜在机制，通过广泛靶标代谢组测序和高效液相色谱法检测灰毡毛忍冬乙醇提取物中活性物质，采用 20 mg/mL

的 D–半乳糖处理 MEF 细胞，建立细胞衰老模型，试验设置对照组(0 mg/mL 的 D–半乳糖)、模型组(20 mg/mL

的 D–半乳糖)、灰毡毛忍冬乙醇提取物组(100、500、1000 μg/mL 的灰毡毛忍冬乙醇提取物添加 20 mg/mL 的 D–

半乳糖)、阳性对照组(50 μg/mL 的三七总皂苷添加 20 mg/mL 的 D–半乳糖)，按照试验分组，将细胞在 37 ℃、

5%的 CO2 培养箱中培养 48 h，检测细胞抑制率、超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量、线粒体膜电

位(MMP)和线粒体活性氧(mtROS)水平，以及 p53、p16、线粒体复合体基因、Bcl–2、Caspase–3 的表达水平。

结果表明：灰毡毛忍冬乙醇提取物中含有酚酸、黄酮、有机酸、萜类等大量活性物质；与对照组相比，模型组

细胞抑制率显著增加，细胞数量显著减少，MMP 下降，mtROS 水平增加，SOD 含量降低，MDA 含量增加，

线粒体复合体蛋白 NDUFV1 和抑凋亡蛋白 Bcl–2 明显下降，Caspase–3 明显上升；与模型组相比较，灰毡毛忍

冬乙醇提取物组和阳性对照组有效降低了细胞抑制率，显著提高了细胞数量和 SOD 活性，降低了 MDA 含量，

提高 MMP 水平，降低 mtROS 含量，有效降低 p53、p16、Caspase–3 的蛋白水平，升高 Bcl–2、NDUFV1 的蛋

白水平。说明在 MEF 细胞中，灰毡毛忍冬乙醇提取物可通过增加线粒体复合体 I 蛋白富集和减缓细胞凋亡来

减弱 D–半乳糖所诱导的氧化应激效应。 
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Abstract: In order to investigate the protective effect of the ethanol extract of Lonicera macranthoides on oxidative stress 
induced by D-galactose in mouse embryonic fibroblasts(MEF) and its potential mechanism, the active substances in the 
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ethanol extract of Lonicera macranthoides were detected by extensive target metabolome sequencing and high 
performance liquid chromatography. The MEF cells were treated with 20 mg/mL D-galactose to establish a cell aging 
model. According to experimental groups, the MEF cells of the control group(0 mg/mL D-galactose), model group(20 
mg/mL D-galactose), Lonicera macranthoides ethanol extract group(100, 500, 1000 μg/mL ethanol extract of Lonicera 
macranthoides added with 20 mg/mL D-galactose) and positive control group(50 μg/mL Panax notoginseng saponin 
added with 20 mg/mL D-galactose) had been grew for 48 hours, observed the number of cells with ordinary light 
microscope, detected the inhibition rate of cells with CCK-8 method, detected the activity of superoxide dismutase(SOD) 
and the content of malondialdehyde(MDA) with biochemical method, detected the level of mitochondrial membrane 
potential(MMP) and mitochondrial reactive oxygen species(mtROS) with flow cytometry, and detected the expression of 
p53, p16. Besides, the expression of mitochondrial complex gene, Bcl-2, Caspase-3, and the expression of mitochondrial 
complex protein, Bcl-2, Caspase-3 were detected by Western Blot. The results showed that the ethanol extract of Lonicera 
macranthoides contained phenolic acids, flavonoids, organic acids, terpenoids and other active substances. Compared 
with the control group, the inhibition rate of cells in the model group was significantly increased andcompared with the 
model group, the ethanol extract group of Lonicera macranthoides and the positive control group effectively reduced the 
cell inhibition rate(P＜0.05), significantly increased the number of cells(P＜0.05, P＜0.01) and SOD activity, decreased 
the content of MDA(P＜0.05, P＜0.01), increased MMP, decreased the level of mtROS(P＜0.01), effectively reduced the 
protein levels of p53, p16, Caspase-3, and increased the protein levels of Bcl-2 and NDUFV1(P＜0.05). It showed that in 
MEF cells, the ethanol extract of Lonicera macranthoides can resist the oxidative stress induced by D-galactose by 
increasing the concentration of mitochondrial complex I protein and slowing down cell apoptosis. 

Keywords: Lonicera macranthoides; ethanol extract; D-galactose; mouse embryonic fibroblasts; mitochondrion; 
oxidative stress 

 
细胞是组成生物体的基本单位，细胞衰老最终

引起器官的功能异常，从而导致生物体的衰老[1–2]；

因此，建立细胞水平的衰老模型对于研究生物体衰

老具有重要意义。研究[3–4]发现，D–半乳糖可以加

快细胞衰老，使细胞渗透压失衡、细胞肿胀，最终

导致代谢失调。D–半乳糖作为促衰老剂在国内外被

广泛研究。D–半乳糖处理可导致机体产生氧化应激

反应，从而使线粒体功能失调和细胞凋亡，最终使

机体功能衰退[5]。 
灰毡毛忍冬是山银花的一种药源植物，主要种

植于湖南、重庆、贵州等地，具有消炎解热、抗病

毒、抗氧化、抗衰老等功能[6]。目前，山银花中已有

200 多种物质被鉴定，主要包括有机酸(如绿原酸、

奎宁酸、咖啡酸等)，黄酮类化合物(如木犀草素、木

犀草苷等)，三萜及皂苷类(如灰毡毛忍冬皂苷乙、川

续断皂苷乙等)，环烯醚萜类(如马钱子苷、四乙酰断

马钱子苷等)[7]。山银花黄酮类化合物可减轻过氧化

氢(H2O2)诱导的内皮细胞和心肌细胞氧化损伤[8]。宫

璀璀等[9]研究发现，金银花提取物可以增加 SOD 含

量，降低 MDA 含量，提高抗氧化能力，其抗氧化的

主要成分为绿原酸。路国辉等[10]研究发现，金银花

提取物可以减缓大鼠 PC12 细胞的损伤，发挥功能的

主要物质也是绿原酸。朱振宝等[11]研究发现，金银

花醇提物的抗氧化作用高于水提物。金银花与山银

花功效相似，但灰毡毛忍冬调控氧化应激的机制还

不清楚。本试验以灰毡毛忍冬乙醇提取物为材料，

采用 HPLC、CCK–8、生化法、荧光定量 PCR、蛋

白质印迹法，研究灰毡毛忍冬调控细胞氧化应激的

作用，旨在分析山银花抗氧化、抗衰老的机制。 

1 材料与仪器 

1.1 供试材料 

灰毡毛忍冬采自湖南邵阳隆回山银花种植基地。 

1.2 细胞、药物与试剂 

小 鼠 胚 胎 成 纤 维 细 胞 (mouse embryonic 
fibroblast，MEF)第五代来自中国科学院生物物理研

究所线粒体生物学研究组。 
三七总皂苷购自北京索莱宝公司(批号 S4820，

纯度≥95%)；D–半乳糖购自 Thermo；超氧化物歧

化酶测定试剂盒和细胞丙二醛测定试剂盒购自南

京建成生物工程研究所；CCK–8 细胞增殖–毒性检

测 试 剂 购 自 日 本 同 仁 化 学 研 究 所 ； Bcl–2 、

Caspase–3、NDUFV1、SDHB、UQCRFS1、ATP5H，

β–actin 抗体来自 ABclonal；COX4 购自 HuaXing
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公司；GAPDH 抗体来自 Zenbioscience；二抗来自

Jackson Immuno Research。 

2 方法 

2.1 灰毡毛忍冬成分分析 

2.1.1 灰毡毛忍冬乙醇提取物的制备 

参照文献[12]制备醇提取液。将山银花药材于

45 ℃烘干 3 h，经中药粉碎机粉碎过筛(孔径 0.425 
mm)，称取粉末 100 g，加入 1 L 50%乙醇，浸泡 24 
h，用纱布过滤后加入 1 L 50%乙醇，60 ℃浸泡 3 h，

再过滤。将 2 次滤液约 2 L 于 65 ℃旋转蒸发浓缩至

无醇味，加蒸馏水定容至 100 mL，即得到质量浓度

为 1 g/mL 的提取物。用时将灰毡毛忍冬乙醇提取物

过 0.45 μm 的滤膜 2 次。 

2.1.2 HPLC测定灰毡毛忍冬乙醇提取物中的绿原酸 

将绿原酸的储备液用 70%甲醇配制为最终质

量浓度为 0.4 mg/mL 的溶液，再用 70%甲醇稀释成

试验所需浓度。进样之前用 0.45 μm 的滤膜过滤 2
次。洗脱液 A 为乙腈；洗脱液 B 为 0.5%的乙酸：0 
min 时为 12%，10~20 min 时为 20%，45 min 时为

30%，然后在 5 min 内返回到 12%。以 1 mL/min 的

流速和 30 ℃的恒定柱温进样 10 μL 样品提取物。获

取 330 nm 处的色谱图，用于测定绿原酸的含量。 

2.1.3 广泛靶标代谢组分析灰毡毛忍冬乙醇提取物 

测序公司为武汉迈特维尔生物科技有限公司。

将样品从–80 ℃冰箱取出，解冻后旋涡混匀，取 200 
μL 样品于 2 mL EP 管中，加入 200 μL 70%甲醇内

标提取液，旋涡混匀。 
12 000g、4 ℃离心 10 min，取上清液，用 0.22 

μm 滤膜过滤，放置于样品瓶中保存，用于超高效

液相色谱和串联质谱测试(LC–MS/MS)。 
色谱柱为 Agilent SB–C18(1.8 μm，2.1 mm× 100 

mm)。流动相 A 相为超纯水，加入 0.1%的甲酸；B
相为乙腈，加入 0.1%的甲酸。洗脱梯度：0 min B
相比例为 5%；9 min 内 B 相比例线性增加至 95%，

保持 1 min；10.00~11.10 min，B 相比例降低为 5%，

平衡 14 min。进样流速 0.35 mL/min；柱温 40 ℃；

进样量 4 μL。 
质谱条件：电喷雾离子源温度为 550 ℃，离子

喷雾电压 5500 V(正离子模式)/–4500 V(负离子模

式)，离子源气体 I、离子源气体 II 和气帘气分别设

置为 50、60、25 psi，碰撞诱导电离参数设为最高，

在 QQQ 和 LIT 模式下分别用 10 和 100 μmol/L 聚

丙二醇溶液进行仪器调协和质量校准。QQQ 扫描使

用 MRM 模式，将碰撞气体设置为中等，通过进一

步的去簇电压(DP)和碰撞能优化(CE)，完成各个

MRM 离子对的 DP 和 CE。根据每个时期洗脱的代

谢物，在每个时期检测一组特定的 MRM 离子对。

使用 Analyst 1.6.3 处理质谱数据。 

2.1.4 广泛靶标代谢组分析灰毡毛忍冬花蕾 

测序公司为武汉康之代谢生物科技有限公司，

试验步骤同 2.1.3。 

2.2 细胞培养及传代 

将 MEF 细胞置于含 10%胎牛血清的 DMEM 培

养基中培养，放置在 37 ℃、5%的 CO2 培养箱中培

养至 80%左右进行传代。吸走原来的培养基，用

1×PBS 清洗，再加入 1 mL 胰酶浸润所有细胞，吸

去胰酶，消化 3 min 后用含有 10%胎牛血清的培养

基重悬，按 1∶3 进行传代。试验分为 4 组：对照

组，正常 10%胎牛血清的 DMEM；D–半乳糖组，

10%胎牛血清 DMEM 含 20 mg/mL D–半乳糖；山银

花乙醇提取物组，含 20 mg/mL D–半乳糖的 10%胎

牛血清的 DMEM 中加入 100、500、1000 μg/mL 的

灰毡毛忍冬乙醇提取物；阳性对照组，含 20 mg/mL 
D–半乳糖的 10%胎牛血清的 DMEM 中加入 50 
μg/mL 的三七总皂苷。统一在 37 ℃、5%的 CO2 培

养箱中培养 48 h。 

2.3 显微镜观察细胞形态 

将 3 代细胞以 4×104/mL 接种于 12 孔板，按 2.2
处理后，放置普通光学显微镜下观察细胞形态。 

2.4 CCK–8 法检测细胞增殖活性 

将计数的 MEF 细胞按照 4×104/mL 铺于 96 孔

板，每组设置 6 个重复，使用正常培养基培养，2 h
后细胞贴壁，更换培养基，按 2.2 处理，每孔添加

10 μL CCK–8 再培养 2 h，在酶标仪上检测 450 nm
处的吸光值，按公式(1)计算细胞抑制率。 

a=(b–c)/(b–d)×100%                   (1) 
式中：a 为抑制率；b 为对照 OD 值；c 为试验

OD 值；d 为空白 OD 值。 
试验设置 3 组生物学重复，采用 GraphPad Prism 7

进行统计分析；组间比较采用单因素方差分析。 
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2.5 流式细胞术检测 MMP 和 mtROS 水平 

将 MEF 细胞以 4×104/mL 接种于 12 孔板，正

常培养 2 h 后更换培养基，按 2.2 处理后上机检测。

3 次重复。 

2.6 SOD 活性和 MDA 含量检测 

2.6.1 Wst–1 法检测 SOD 含量 

将计数的 MEF 细胞按 4×104/mL 接种于 12 孔

板，等待 2 h 后待其贴壁，按 2.2 处理 48 h 后弃去

培养基，用 PBS 洗涤，胰酶消化 3 min，1 mL 培养

基重悬，500g 离心 5 min，弃去上清，破碎细胞(在
装有细胞的 EP 管中加入蒸馏水，放入液氮 5 s 后立

即转入–20 ℃冰箱 30 s，室温解冻，反复 3 次)，用

BCA 法测定蛋白浓度，按试剂盒操作说明加入相应

的溶液，37 ℃反应 20 min，在 450 nm 处测定吸光

度。分别按公式(2)(3)计算 SOD 抑制率和 SOD 活力。 
e=(b–f)–(c–e)/(b–f)                     (2) 
h=(e/50%)×(i/j)/k                     (3) 
式中：b 为对照 OD 值；c 为试验 OD 值；e 为

SOD 抑制率；f 为对照空白 OD 值；g 为试验空白

OD 值；h 为 SOD 活力；i 为反应体系；j 为稀释倍

数；k 为待测样本蛋白浓度。 

2.6.2 微板法检测 MDA 含量 

将计数的 MEF 细胞按 4×104/mL 接种于 12 孔

板，等待 2 h 后待其贴壁，更换试验所需培养基。

按 2.2 处理 48 h 后弃去培养基，用 PBS 洗涤 1 次，

胰酶消化 3 min，1 mL 培养基重悬，500g 离心 5 min，

弃上清，加提取液 500 μL，混匀，再将细胞破碎(超

声，功率 300 W，冰水浴，每 3～5 s 超声 1 次，间

隔 4 次，每次间隔 30 s)，取 100 μL 于 1.5 mL EP
管中(用针头扎 1 个小孔)，空白管、标准管、测定

管各添加 1 mL 工作液，其澄清液、贮备液、显色

液的体积比为 0.2∶3∶1，涡旋混匀，95 ℃水浴 40 
min，取出后用流水冷却，4000g 离心 10 min，吸取

250 μL 反应液至 96 孔板中，用酶标仪测定 530 nm
处的吸光度。按公式(4)计算 MDA 含量。 

l=(c–d/m–d)×n/k                       (4) 
式中：l 为 MDA 含量；c 为试验 OD 值；d 为

空白 OD 值；m 为标准 OD 值；n 为标准品浓度；k
为待测样本蛋白浓度。 

2.7 qPCR 检测相关基因表达 

将 MEF 细胞以 4×104/mL 接种于 12 孔板，正

常培养基培养 2 h 后按 2.2 处理 48 h，吸走培养基，

加 1 mL PBS 清洗 3 次，再加 1 mL Trizol 裂解 5 min，

转移至 1.5 mL EP 管中，加 200 μL 氯仿，充分混匀，

静置 3 min，在 4 ℃、12 000g 离心 15 min，取 400 μL
上清液加入等体积提前预冷的异丙醇，混匀，–30 ℃
沉淀 10 min，12 000g 离心 10 min，倒掉上清液，

添加预冷的 1 mL 75%的乙醇清洗 1 次，5000g 离心

5 min，弃上清液，室温风干 3 min，每个样品加 20 
μL DEPC 配置的超纯水溶解，用酶标仪检测浓度和

纯度，采用 HiScript III 1st Strand cDNA 合成逆转录

试剂盒将 RNA 反转成 cDNA，通过 NCBI(national 
center for biotechnology information)设计引物(表

1)；最后通过荧光定量 PCR 检测特定基因的表达

量，计算出相对表达量。3 次重复。 

表 1 qRT–PCR 引物序列 
Table 1 The sequence of qRT-PCR primers 

引物名称 引物序列(5'–3') 引物名称 引物序列(5'–3') 

GAPDH–F TCCCACTCTTCCACCTTC UQCRFS1–F TGCTTCTGCTGACGTACTGG 
GAPDH–R CTGTAGCCGTATTCATTGTC UQCRFS1–R TATGGCGCACAAACAGAGGT 
P53–F CACCTCACTGCATGGACGAT COX4–F TCACTGCGCTCGTTCTGATT 
P53–R GTGGAAGCCATAGTTGCCCT COX4–R TGGCCTTCATGTCCAGCATT 
P16–F TTCTTGGTGAAGTTCGTGCG ATP5H–F GTGGAGGTCATGCCCCAAAA 
P16–R CGTGAACGTTGCCCATCATC ATP5H–R TAAGCCCAGTCAATCGCAGG 
18S–F TTATGGTTCCTTTGGTCGCTC β–actin–F GATATCGCTGCGCTGGTCG 
18S–R CGGGTTGGTTTTGATCTGAT β–actin–R GATATCGCTGCGCTGGTCG 
NDUFV1–F AAGCCATCGCTCGTCTCATT Caspase–3–F TGGCTTGCCAGAAGATACCG 
NDUFV1–R TCTCCCTTCACAAATCGGGC Caspase–3–R CCACGACCCGTCCTTTGAAT 
SDHB–F AGTGCGGACCTATGGTGTTG Bcl–2–F TGGCATCTTCTCCTTCCAGCC 
SDHB–R AGACTTTGCTGAGGTCCGTG Bcl–2–R ACGACGGTAGCGACGAGAG 
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2.8 WB(Western Blot)检测 Bcl–2、Caspase–3

以及线粒体超级复合体蛋白的表达量 

将 MEF 细胞以 4×104/mL 接种于 12 孔板，处

理 48 h 后采用 WB 方法检测 Bcl–2、Caspase–3 以

及线粒体超级复合体蛋白；运用凝胶成像仪显影拍

照；采用 Image J 分析条带。3 次重复。 

2.9 数据处理与分析 

采用 SPSS 18.0 和 Prism 7 进行统计处理，数值

以均值加减标准差表示；组间比较采用单因素方差

分析。 

3 结果与分析 

3.1 灰毡毛忍冬乙醇提取物的成分分析 

3.1.1 广泛靶标代谢组分析灰毡毛忍冬花蕾和灰

毡毛忍冬花蕾乙醇提取物成分 

通过广泛靶标代谢组分析，发现灰毡毛忍冬花

蕾和灰毡毛忍冬花蕾乙醇提取物中均含有 12 种酚

酸(如绿原酸、异绿原酸、隐绿原酸等)、30 种黄酮

类化合物(如木犀草苷、木犀草素等)、5 种萜类(如
灰毡毛忍冬皂苷甲、川续断皂苷乙等)、13 种有机

酸(如奎宁酸、脱落酸、琥珀酸等)、18 种氨基酸及

其衍生物(如 L–鸟氨酸、L–组氨酸等)、14 种核苷酸

及其衍生物(如鸟苷、胞苷等)、6 种脂质(如反油酸、

肉豆蔻酸、亚油酸等)、4 种维生素(如烟酰胺、维生

素 C 等)、18 种生物碱(如腐胺、哌啶、吲哚等)。按

照《中华人民共和国药典》(简称《中国药典》)[6]

规定的方法测得绿原酸含量为 4.027%，符合国家药

典标准。 

3.1.2 HPLC 测定灰毡毛忍冬乙醇提取物中绿原酸

成分 

采用高效液相色谱法检测绿原酸含量。绿原酸

标准品的保留时间为 11～12 min，样品中绿原酸的

保留时间与标准品一致，测得灰毡毛忍冬乙醇提取

物中绿原酸的质量分数为 7 mg/g。 

3.2 D–半乳糖诱导 MEF 细胞衰老模型的建立 

3.2.1 不同质量浓度D–半乳糖处理的MEF细胞抑

制率 

从表 2 可以看出，细胞的抑制率随着 D–半乳

糖浓度的增加而增加，当 D–半乳糖的质量浓度为 5 

mg/mL 及以上时，细胞抑制率明显高于对照组，D–

半乳糖的浓度为 40 mg/mL 时，抑制率为 70%左右，

已经影响细胞的正常生长。根据文献[13–15]，抑制

率为 50%左右较为合适；因此，选取对 MEF 细胞

起毒性作用的临界浓度 20 mg/mL 作为后续模型组

浓度。 

表 2 不同质量浓度的 D–半乳糖处理的 MEF 细胞抑

制率(n＝3) 
Table 2 Inhibition rate of MEF cells treated with  different mass 

concentrations of D-galactose(n＝3) 

组别 D–半乳糖的质量浓度/ 
(mg·mL–1) 

细胞抑制率/% 

对照组  0 0 

D–半乳糖组  5 (28.68±6.25)## 

 10 (39.74±3.98) ## 

 20 (54.37±2.42) ## 

 40 (70.23±4.55) ## 

“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。 

3.2.2 β–半乳糖苷酶染色结果 

为进一步确定 MEF 细胞在不同质量浓度 D–半

乳糖处理时的衰老程度，对其用 β–半乳糖苷酶染

色，染色结果如图 1 所示，与正常组相比，20 mg/mL 

D–半乳糖处理的细胞中阳性细胞数明显增多，高达

30%以上，根据文献[13–14]，阳性细胞数达 30 %以

上可做模型组浓度。综合 3.2.1 的结果，将 20 mg/mL

作为模型组浓度。 
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A 对照组；B 模型组；C 灰毡毛忍冬+ D–半乳糖组；D 三七总

皂苷+ D–半乳糖组。“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。 

图1 不同质量浓度D–半乳糖诱导MEF细胞衰老的鉴定结果 
Fig.1 Identification of aging of MEF cells induced by different 

mass concentrations of D-galactose  

3.3 灰毡毛忍冬乙醇提取物对 D–半乳糖诱导 MEF

细胞抑制率的影响 

从表 3 可以看出，与对照组相比，模型组细胞

阳
性

细
胞

比
/%
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抑制率显著上升；与模型组相比，灰毡毛忍冬乙醇

提取物和三七总皂苷的添加能够明显减缓 D–半乳

糖对 MEF 细胞的抑制，且随着灰毡毛忍冬乙醇提

取物质量浓度的增加，细胞抑制率逐渐降低，灰毡

毛忍冬乙醇提取物组的质量浓度为 1000 μg/mL 时

抑制率最低，为(20.87±6.31)%。 

表 3 不同质量浓度灰毡毛忍冬乙醇提取物处理的 D–
半乳糖诱导 MEF 细胞抑制率(n＝3) 

Table 3 Inhibition rate of MEF cells induced by D-galactose 

treated with different mass concentrations of ethanol 

extracts of Lonicera macranthoides(n＝3) 

组别 质量浓度/ 
(μg·mL–1) 

细胞抑制率/%

对照组  0 
模型组  (55.37±6.13)## 
灰毡毛忍冬乙醇提取物组  100 49.59±2.75 
灰毡毛忍冬乙醇提取物组  500 (32.22±5.48)** 
灰毡毛忍冬乙醇提取物组 1000 (20.87±6.31)** 
三七总皂苷组   50 (18.24±4.29)** 

“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)；“**”示与

模型组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。  

3.4 灰毡毛忍冬乙醇提取物对 D–半乳糖诱导

MEF 细胞数量的影响 

从图 2 可以看出，与对照组相比，模型组细胞

数量明显减少，但添加灰毡毛忍冬乙醇提取物和三

七总皂苷后细胞数量明显增多。通过计数对比发现，

随着灰毡毛忍冬乙醇提取物浓度的升高，细胞数量

逐渐增多，呈剂量依赖性，说明灰毡毛忍冬乙醇提

取物可以改善由 D–半乳糖造成的细胞生长抑制。 
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A 对照组；B 模型组；C 100 μg/mL 灰毡毛忍冬乙醇提取物+20 

mg/mL D–半乳糖组；D 500 μg/mL 灰毡毛忍冬乙醇提取物+20 mg/mL 

D–半乳糖组；E 1000 μg/mL 灰毡毛忍冬乙醇提取物+20 mg/mL D–半

乳糖组；F 50 μg/mL 三七总皂苷+20 mg/mL D–半乳糖组。“##”示与对

照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)；“*” “**”分别表示与模型组比较，

差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)。 

图 2 不同浓度灰毡毛忍冬乙醇提取物处理的 D–半乳

糖诱导的 MEF 细胞数 
Fig.2 The number of MEF cells induced by D-galactose treated 

with different mass concentrations of ethanol extracts of 

Lonicera macranthoides  

3.5 灰毡毛忍冬乙醇提取物对 D–半乳糖诱导

MEF 细胞 p53、p16 蛋白的影响 

从图 3 可以看出，与对照组相比，模型组 p16、

p53 的相对表达量显著升高；与模型组相比，灰毡

毛忍冬高剂量乙醇提取物组和三七总皂苷组显著

降低 p16、p53 的表达。说明灰毡毛忍冬乙醇提取

物可以抑制与衰老相关因子的蛋白的表达。 
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a 细胞周期抑制因子蛋白表达；b 蛋白富集统计图。a 图中泳道 1 为对照组，泳道 2 为模型组；泳道 3 为灰毡毛忍冬+D–半乳糖组；泳道 4 为

三七总皂苷+D–半乳糖组。“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)；“**”示与模型组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。 

图 3 灰毡毛忍冬乙醇提取物处理的 D–半乳糖诱导 MEF 细胞衰老相关蛋白的表达水平 
Fig. 3 Expression of senescence related proteins in MEF cells induced by D-galactose treated with ethanol extract of Lonicera macranthoides  

3.6 灰毡毛忍冬乙醇提取物对 MEF 衰老细胞

SOD 和 MDA 水平的影响 

从表 4 可以看出，与对照组相比，模型组 SOD

水平显著下降，MDA 水平显著上升；与模型组相

比较，添加 500、1000 μg/mL 灰毡毛忍冬乙醇提取

物组和三七总皂苷组显著提升了 D–半乳糖诱导
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MEF 细胞的 SOD 水平，降低了 MDA 水平。说明

灰毡毛忍冬乙醇提取物可以明显改善 D–半乳糖处

理下的 MEF 细胞的氧化应激水平。 

表 4 不同质量浓度的灰毡毛忍冬乙醇提取物处理的 D–半乳糖诱导 MEF 细胞 SOD 活性和 MDA 含量(n＝5) 
Table 4 SOD activity and MDA content in MEF cells induced by D-galactose treated with different mass concentrations of ethanol 

extracts of Lonicera macranthoides(n＝5) 

组别 SOD 活性/(kU·g–1) MDA 含量/(mol·g–1) 

对照组 17.24±0.65 1.17±0.37 

模型组 (14.33±0.51)## (2.62±0.39)## 

20 mg/mL D–半乳糖+灰毡毛忍冬乙醇提取物 100 μg/mL 14.88±0.35 2.37±0.15 

20 mg/mL D–半乳糖+灰毡毛忍冬乙醇提取物 500 μg/mL (15.67±0.52)** (1.79±0.26)** 

20 mg/mL D–半乳糖+灰毡毛忍冬乙醇提取物 1000 μg/mL (16.82±0.29)** (1.27±0.63)** 

20 mg/mL D–半乳糖+三七总皂苷 50 μg/mL (17.21±0.17)** (1.02±0.64)** 

“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)；“**”示与模型组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。  

3.7 灰毡毛忍冬乙醇提取物对 MMP 和 mtROS 水

平的影响 

从表 5 可以看出，与对照组相比，模型组 MMP

水平下降，mtROS 含量升高；与模型组相比，灰毡

毛忍冬乙醇提取物和三七总皂苷组 MMP 水平显著

升高，mtROS 含量显著降低。说明灰毡毛忍冬乙醇

提取物在一定程度上对线粒体损伤有恢复作用。 

表 5 高剂量(1000 μg/mL) 灰毡毛忍冬乙醇提取物处

理的 D–半乳糖诱导的 MEF 细胞的 MMP 和

mtROS 水平 
Table 5 The MMP and mtROS levels in MEF cells induced by 

D-galactose treated with high dose(1000 μg/mL)ethanol 

extract of Lonicera macranthoides                % 
处理 mtROS 含量 MMP 水平

对照组 100.00 100.00 

模型组 213.33## 77.67## 

毡毛忍冬+D-半乳糖组 153.67** 89.00** 

三七总皂苷+D-半乳糖组 132.33** 90.66** 

“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)；“**”示与

模型组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。  

3.8 灰毡毛忍冬乙醇提取物对线粒体超级复合体

相关基因的影响 

从图 4 可以看出，相对于对照组，模型组、灰

毡毛忍冬乙醇提取物组、三七总皂苷组线粒体复合

体基因 NDUFV1、SDHB、UQCRFS1、COX4、ATP5H

均无明显变化。说明在转录水平上，D–半乳糖对

MEF 细胞线粒体复合体无明显影响，且添加灰毡毛

忍冬乙醇提取物对 D–半乳糖致 MEF 细胞氧化应激

亦没有明显的影响。  
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图 4 高剂量灰毡毛忍冬乙醇提取物处理的 D–半乳糖

诱导 MEF 细胞线粒体复合体基因的表达 
Fig.4 The mRNA expression of mitochondrial complex genes in 

MEF cells induced by D-galactos treated with high dose 
(1000 μg/mL) ethanol extract of Lonicera macranthoides  

3.9 灰毡毛忍冬乙醇提取物对线粒体复合体相关

蛋白的影响 

从图 5 可以看出，与对照组相比，模型组

NDUFV1、SDHB、ATP5H 明显下降；与模型组相

比，灰毡毛忍冬乙醇提取物组和三七总皂苷组

NDUFV1 明显上调，ATP5H 虽然有上升趋势，但是

不具有统计学意义。说明灰毡毛忍冬乙醇提取物可

以增加 D–半乳糖诱导的 MEF 细胞复合体 I 亚基

NDUFV1 蛋白的富集丰度。 
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                                                 蛋白 

a 线粒体复合体蛋白表达；泳道 1 为对照组，泳道 2 为模型组；泳道 3 为灰毡毛忍冬+D–半乳糖组；泳道 4 为三七总皂苷+D–半乳糖组。b 蛋

白富集定量统计图。“#”“##”示与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)；“**”示与模型组比较，差异有统计学意义(P<0.01)。 

图 5 高剂量(1000 μg/mL) 灰毡毛忍冬乙醇提取物处理的 D–半乳糖诱导 MEF 细胞线粒体复合体在蛋白水平上的表达量 
Fig.5 The protein level expression of mitochondrial complexes gene in MEF cells induced by D-galactose treated with high dose (1000 μg/mL) 

ethanol extract of Lonicera macranthoides  

3.10 灰毡毛忍冬乙醇提取物对 Bcl–2、Caspase–3 
RNA 和蛋白表达的影响 

从图 6 可以看出，与对照组相比，模型组 Bcl–2
显著下降，Caspase–3 显著上升(P＜0.01)；与模型组 
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b 图中泳道 1 为对照组，泳道 2 为模型组；泳道 3 为灰毡

毛忍冬+D–半乳糖组；泳道4 为三七总皂苷+D–半乳糖组。“##”示

与对照组比较，差异有统计学意义(P<0.01)；“**”示与模型组比

较，差异有统计学意义(P<0.01)。 

图 6 高剂量(1000 μg/mL)灰毡毛忍冬乙醇提取物处

理的 D–半乳糖诱导 MEF 细胞凋亡相关因子在

RNA 和蛋白水平上的表达量 
Fig.6  Expression of apoptosis related factors in MEF cells 

induced by D-galactose treated with high dose(1000 
μg/mL) ethanol extract of Lonicera macranthoides at 
RNA and protein levels  

相比，灰毡毛忍冬乙醇提取物组和三七总皂苷组可

以显著促进Bcl–2的表达，抑制Cleaved–Caspase–3的

表达(P＜0.01)。说明灰毡毛忍冬乙醇提取物在转录

水平上对凋亡相关因子Bcl–2和Cleaved–Caspase–3起

正调控作用，可以有效降低细胞的凋亡水平。 

4 结论与讨论 

D–半乳糖是一种天然存在于体内和许多食物中

的还原糖。在高水平下，它可以在半乳糖氧化酶的

催化下转化为醛糖和H2O2，产生ROS。ROS升高可

能导致氧化应激、线粒体功能障碍和细胞凋亡[16]。

本研究通过20 mg/mL的D–半乳糖处理MEF细胞建

立衰老模型，证明D–半乳糖可以导致ROS增加，产

生氧化应激，主要特征为细胞存活率下降、细胞数

减少、衰老细胞数增多、细胞周期抑制因子表达增

强，这与赖亚宇等[17]、王彩霞等[18]的研究结果基本

一致。氧化应激被认为是导致衰老和疾病的一个重

要因素。SOD可以降低机体内多余的氧自由基的含

量。自由基损伤的中间产物是MDA，因此SOD和

MDA的水平可以间接地反映机体内ROS的水平[19]。

金银花中的黄酮成分可以显著增加免疫抑制小鼠的

SOD含量，降低MDA水平，增加其抗氧化能力[20]。

本试验结果显示，D–半乳糖诱导的MEF细胞衰老与

氧化应激损伤有关，灰毡毛忍冬抗衰老的效应与缓

解MEF细胞的氧化应激存在一定的联系。 

细胞内 MMP 和 mtROS 水平异常会引发线粒体

功能障碍，导致衰老[21–22]。本试验结果显示，D–

半乳糖处理可以导致 MEF 细胞 MMP 降低和
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mtROS 上升；而灰毡毛忍冬乙醇提取物处理可以减

缓 D–半乳糖导致的 MMP 降低和 mtROS 上升，对

D–半乳糖诱导的 MEF 细胞线粒体功能障碍有改善

作用。线粒体复合体 I(CI)的 FMN 位点是线粒体

ROS 产生的主要位置，当复合体 I 缺陷时，ROS 会

大量增加，导致线粒体功能障碍[23–25]。本研究发现，

添加 D–半乳糖和灰毡毛忍冬乙醇提取物对 MEF 细

胞的复合体基因转录水平表达无影响，但 MEF 细

胞中添加 D–半乳糖可导致 CI 亚基 NDUFV1 蛋白丰

度降低，且添加灰毡毛忍冬乙醇提取物可显著增加

CI 亚基 NDUFV1 的丰度，但复合体 II、III、IV、V

均无明显变化。基因的表达分为转录和翻译 2 个部

分，真核基因的转录和翻译发生的位点和时间存在

时空间隔，转录后的基因表达调控存在加工、翻译、

翻译后加工及修饰等几个层面，所以 mRNA 水平的变

化与蛋白质水平的变化存在差异[26]，推测 NDUFV1 基

因转录后可能存在响应细胞氧化应激的蛋白丰度

调控反应，但具体机制还不清楚，还需要进一步试

验研究。 

细胞凋亡是由基因控制的细胞自主的有序的

死亡，是促凋亡因子和抗凋亡因子相互作用的结

果。Bcl–2 作为抗凋亡因子具有抑制细胞色素 c 释

放并且稳定线粒体功能的作用，保护细胞免受凋亡

损害。促凋亡因子可以促进细胞色素 c 从线粒体释

放，从而激活半胱氨酸天冬氨酸酶的级联反应，导

致 Caspase–3 被激活，引发细胞凋亡[27–28]。绿原酸

可以抑制 ROS 和 Caspase–3 的产生，保护心肌细胞

免受 H2O2 导致的凋亡[29]。三七总皂苷具有减缓氧

化应激和细胞凋亡的作用[30–32]。本研究发现，灰毡

毛忍冬乙醇提取物能通过调控 Bcl–2/Caspase–3 信

号通路增加 Bcl–2 的丰度，减低 Caspase–3 和

Cleaved–Caspase–3 的丰度，减缓细胞凋亡从而起到

减弱氧化应激的作用。 

综上所述，本研究初步证明了灰毡毛忍冬乙醇

提取物能够通过增加线粒体复合体 I 蛋白的富集丰

度来改善线粒体功能障碍，改变 Bcl–2 和 Caspase–3

蛋白富集抑制细胞凋亡，从而减缓 D–半乳糖诱导

的 MEF 细胞氧化应激。 
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