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双齿围沙蚕超滤组分对秀丽隐杆线虫的
延缓衰老作用及其机制

苏　炬，朱国萍*，曹文红，陈忠琴，谭明堂，郑慧娜，高加龙，林海生

（广东海洋大学 食品科技学院，国家贝类加工技术研发分中心（湛江），广东省水产品加工与安全

重点实验室，广东省海洋生物制品工程实验室，广东省海洋食品工程技术研究中心，广东省水产预制

食品加工与品质控制工程技术研究中心，广东湛江 524088）

摘　要：本研究以双齿围沙蚕酶解产物超滤组分为原料，研究双齿围沙蚕 3种超滤组分 EPU-1（<5 kDa）、EPU-
2（5~8 kDa）和 EPU-3（>8 kDa）对秀丽隐杆线虫的延缓衰老作用。实验测定了沙蚕超滤组分的基本营养成分，

以羟自由基和超氧阴离子清除能力为指标，评价其体外抗氧化能力；以秀丽隐杆线虫为模型，研究超滤组分对线

虫抗应激能力、寿命、运动能力、繁殖能力、脂褐素积累的影响，测定线虫胰岛素/IIS信号通路相关基因表达水

平，探究双齿围沙蚕延缓衰老的作用机制。实验结果显示，超滤组分 EPU-1、EPU-2富含多肽，含量分别为

44.20%、40.41%，但 EPU-3多肽含量仅为 4.60%。3种沙蚕超滤组分均具有较强的体内外抗氧化活性及延缓线虫

衰老的作用，且 EPU-1的抗氧化活性及延缓衰老的作用最强，EPU-1的羟自由基和超氧阴离子清除能力显著高于

EPU-2（P<0.05）、EPU-3（P<0.05），与空白组相比，EPU-1能显著提高线虫抗急性氧化应激损伤（P<0.05）、

热应激损伤的能力（P<0.05），延长线虫寿命且增加线虫产卵量（P<0.05），3种组分均能显著提高线虫的运动能

力且显著减少线虫脂褐素积累（P<0.05）；此外，EPU-1可显著下调 daf-2 和 age-1 基因的表达（P<0.01），上调

daf-16 和 skn-1 基因的表达（P<0.05）。综上，双齿围沙蚕酶解产物超滤组分具有良好的抗氧化活性及延缓衰老作

用，其中 EPU-1抗氧化及延缓衰老的功效最优，实验结果可为其在食品、功能产品的开发和利用提供参考。
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Anti-aging Effect of Ultrafiltration Components of Perinereis
aibuhitensis on Caenorhabditis elegans and Its Mechanism

SU Ju，ZHU Guoping*，CAO Wenhong，CHEN Zhongqin，TAN Mingtang，
ZHENG Huina，GAO Jialong，LIN Haisheng

（College of Food Science and Technology, Guangdong Ocean University, National Research and Development Branch
Center for Shellfish Processing (Zhanjiang), Guangdong Provincial Key Laboratory of Aquatic Products Processing and
Safety, Guangdong Province Engineering Laboratory for Marine Biological Products, Guangdong Provincial Engineering

Technology Research Center of Seafood, Guangdong Provincial Engineering Technology Research Center
of Prefabricated Seafood Processing and Quality Control, Zhanjiang 524088, China）

Abstract： This  study  investigated  the  anti-aging  effects  of  three  ultrafiltration  fractions  (EPU-1  (<5  kDa),  EPU-2  (5~
8 kDa),  and EPU-3 (>8 kDa))  derived from the  enzymatic  hydrolysate  of Perinereis  aibuhitensis on Caenorhabditis ele-  
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gans. The basic nutritional composition of each fraction was determined, and their in vitro antioxidant activity was evalu-
ated  based  on  hydroxyl  radical  and  superoxide  anion  scavenging  capacities.  Using  nematode  as  the  model  organism,  the
effects  of  these  fractions  were  assessed  with  respect  to  stress  resistance,  lifespan,  locomotion,  fecundity,  and  lipofuscin
accumulation.  Furthermore,  the  expression  levels  of  gene  expression  associated  with  the  insulin/IGF-1  signaling  (IIS)
pathway  were  measured  to  explore  the  underlying  anti-aging  mechanisms.  The  results  indicated  that  EPU-1  and  EPU-2
were rich in peptides, with contents of 44.20% and 40.41%, respectively, whereas EPU-3 contained only 4.60% peptides.
All three fractions exhibited strong in vitro and in vivo antioxidant activities and significantly delayed aging in nematode.
Among them, EPU-1 demonstrated the most potent antioxidant and anti-aging effects. Its hydroxyl radical and superoxide
anion scavenging capacities were significantly higher than those of EPU-2 and EPU-3 (P<0.05). Compared with the control
group,  EPU-1  significantly  enhanced  the  nematode's  resistance  to  acute  oxidative  stress  (P<0.05)  and  thermal  stress
(P<0.05),  extended  lifespan,  and  increased  brood  size  (P<0.05).  All  three  fractions  significantly  improved  locomotor
capacity  and  reduced  lipofuscin  accumulation  (P<0.05).  Moreover,  EPU-1  significantly  downregulated  the  expression  of
daf-2  and age-1  (P<0.01)  and  upregulated daf-16  and  skn-1  (P<0.05).  In  conclusion,  the  ultrafiltration  fractions  of Per-
inereis aibuhitensis enzymatic hydrolysate possess notable antioxidant and anti-aging properties, with EPU-1 exhibiting the
strongest  efficacy.  These  findings  provide  a  scientific  basis  for  the  potential  application  of  these  fractions  in  functional
foods and related health products.

Key words：Perinereis aibuhitensis；ultrafiltration components；Caenorhabditis elegans；anti-aging；mechanism

衰老是一个复杂的生物过程，其特征是生理功

能逐渐下降，导致对疾病的易感性增加，最终导致死

亡[1]。随着全球老龄化的加剧，延缓衰老已然成为全

球关注的热点问题。衰老过程中的多种细胞和分子

损伤的累积是导致衰老的核心机制，其中活性氧的过

量产生是关键的因素之一，因此，抗氧化是延缓衰老

的关键[2]。目前对于抗氧化的措施主要包括补充抗

氧化剂以及生活方式干预，其中来自天然产物的抗氧

化功效活性物质被发现在改善机体氧化应激状态的

过程中呈现出延缓机体衰老的作用，如鳕鱼胶原蛋白

肽[3]、鲍鱼肽[4]、马尼拉蛤蜊肽[5] 等。来源于海洋的

生物活性物质由于高压高盐的环境使其具有独特结

构和高生物活性的特征，从而具有开发延缓衰老功能

食品、化妆品等高值化利用价值。

双齿围沙蚕（Perinereis aibuhitensis）富含氨基

酸、蛋白质等营养物质，享有“海中冬虫夏草”的美

誉。湛江养殖的双齿围沙蚕氨基酸总量为 11.73%[6]，

总抗氧化能力[7] 较强的蛋氨酸、组氨酸、赖氨酸、精

氨酸和酪氨酸含量占总氨基酸的 24.81%；沙蚕干物

质中均富含粗蛋白质，天然沙蚕和养殖沙蚕粗蛋白质

含量均达到 60%以上[8]。朱国萍等[9] 发现，分子量

小于 5 kDa的沙蚕酶解产物具有良好的 DPPH自由

基清除作用；黄琳等[10] 通过 DPPH法观察双齿围沙

蚕提取物抗氧化活性，证实沙蚕具有较强的还原力和

清除 DPPH自由基的能力；Liu等[11] 对比了沙蚕水

解液冻干和喷雾干燥后的理化性质，发现冻干粉和喷

干粉均具有较强的抗氧化活性。综上，双齿围沙蚕富

含蛋白质，其氨基酸含量丰富，且其具有良好的抗氧

化活性，是制备延缓衰老功效活性成分的理想原料。

目前尚无关于双齿围沙蚕活性肽抗衰老功效的报道。

秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）是一种

经典的无脊椎动物模型，具有寿命短、容易观察、实

验周期短和基因组序列完整等特点[12]，由于其寿命周

期短，与人类遗传类似的特点，在衰老研究中被广泛

用作模型生物。同时，线虫信号通路与人类高度保

守，其人类同源基因占 60%~80%，表明利用秀丽隐

杆线虫对人类相关的衰老机制研究高度可行且极具

价值，是研究衰老表型和信号通路机制的理想动物模

型[13]。目前国内外已有大量将线虫模型应用于抗氧

化、抗衰老、调节脂质代谢和防治神经退行性疾病的

研究，因此用线虫评价天然产物活性成分的营养和功

能特性高度可靠[14]。

综上，本研究拟以双齿围沙蚕作为原料，以秀丽

隐杆线虫作为模式生物，测定双齿围沙蚕酶解产物超

滤组分的体内外抗氧化活性，探究双齿围沙蚕酶解产

物超滤组分的干预对秀丽隐杆线虫寿命、运动能力、

繁殖能力及脂褐素积累程度及衰老基因表达量的影

响，初步探讨双齿围沙蚕酶解产物超滤组分延缓衰老

的作用机制，实验结果可为双齿围沙蚕开发延缓衰老

功效产品提供理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

双齿围沙蚕　遂溪腾飞生物科技有限公司；

N2野生型秀丽隐杆线虫、OP50大肠杆菌　福建上

源生物科学技术有限公司；碱性蛋白酶（200 U/mg）
　上海源叶生物科技有限公司；邻二氮菲、焦性没食

子酸（EGTA）、三（羟甲基）氨基甲烷　国药集团化学

试剂有限公司；硫酸亚铁　广州化学试剂厂；NGM
线虫培养基　石家庄西默科技有限公司；LB琼脂　

北京陆桥技术股份有限公司；LB肉汤、琼脂粉　北

京索莱宝科技有限公司；盐酸四咪唑、5-氟脱氧尿苷

（FUdR）　上海麦克林生化科技有限公司；次氯酸钠

　上海易恩化技术有限公司；氢氧化钠　西陇科学

股份有限公司。

DF-101T集热式恒温加热磁力搅拌器　上海科

升仪器有限公司；Thermo Lynx 6000高速落地离心
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机　美国 Thermo Fisher Scientific 公司；Varioskan
LUX全自动酶标仪　美国 Thermo公司；Masterflex
L/S超滤设备　上海默西科学仪器有限公司；EYELA
N-1300旋转蒸发仪　上海爱朗仪器有限公司；LGJ-
12冷冻干燥机　北京松源华兴科技发展公司；FOSS
Kjeltec 8200自动凯氏定氮仪　上海瑞玢国际贸易

有限公司；SOX606全自动脂肪测定仪　海能基石技

术有限公司；B60F正立式荧光显微镜　广州道一科

学技术有限公司；SW-CJ-2F双人单面垂直送风净化

工作台　苏州博莱尔净化设备有限公司；SRL7045
体式显微镜　北京天诺翔科学仪器有限公司；FQD-
96C荧光定量 PCR仪　杭州博日科技股份有限公

司；SMA4000微量核酸定量仪　美林恒通（北京）仪

器有限公司；9600基因扩增仪　珠海黑马生物科技

有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   双齿围沙蚕超滤组分的制备　参考李丽娟

等[15] 的方法进行制备：称取新鲜双齿围沙蚕，匀浆后

以料水比为 1:5（g:mL）的比例加水，按 3000 U/g
原料比例加入碱性蛋白酶，调节 pH8.5，恒温搅拌水

浴 50 ℃ 酶解 7 h后，沸水浴灭酶 10 min，高速落地

离心机 8000 r/min，4 ℃ 离心 20 min取上清液，依次

过 8 kDa和 5 kDa超滤膜，得到分子量大于 8 kDa
（EPU-3）、5~8 kDa（EPU-2）和小于 5 kDa（EPU-1）的
沙蚕超滤组分，冷冻干燥备用。

 1.2.2   基本营养成分的测定　对 EPU-1、EPU-2、
EPU-3进行一般营养成分的测定。蛋白质测定：

GB5009.5-2016《食品中蛋白质的测定 凯氏定氮法》；

脂肪测定：GB5009.6-2016《食品中脂肪的测定 索氏

提取法》；总糖测定：GB/T9695.31-2008《肉制品 总糖

含量测定 苯酚-硫酸法》；总灰分测定：GB5009.4-
2016《食品中灰分的测定 高温灼烧法》。多肽含量测

定：参照鲁伟等[16] 的双缩脲法稍作修改。样品溶液

与 10%三氯乙酸（TCA）以体积比 1:1混匀后静置

10 min，离心取上清液，加入同等体积双缩脲试剂，摇

匀避光静置反应 10 min后，测定 OD540 nm，相同程序

配制谷胱甘肽测 OD绘制标准曲线，根据标准曲线

计算样品溶液多肽含量。

 1.2.3   双齿围沙蚕超滤组分的体外抗氧化活性评价

 1.2.3.1   羟自由基清除能力测定　参照 Zhu等 [17]

的实验方法并作适当的修改。向试管中依次加入

1.2 mL邻二氮菲（5 mmol/L），0.8 mL磷酸盐缓冲液

（0.2 mol/L，pH7.4），2 mL样品溶液，1.2 mL EDTA-
2Na（ 15  mmol/mL） ， 1.2  mL  FeSO4（ 5  mmol/mL） ，
1.6 mL H2O2（0.1%），定容至 10 mL混匀，37 ℃ 水

浴 90 min，离心处理后用紫外分光光度计在 536 nm
波长下测吸光值，样品浓度为 2.5、5.0、7.5、10.0、
12.5 mg/mL。损伤组：用超纯水代替样品，其他步骤

与样品管一致。非损伤组：用超纯水代替 H2O2，其他

步骤与损伤管一致，每个浓度做 3个平行，实验结果

采用羟自由基清除率表示：

羟自由基清除率(%) =
A0 −A1

A2 −A1

×100 式（1）

式中：A0 表示样品组的吸光度值；A1 表示损伤

组的吸光度值；A2 表示非损伤组的吸光度值。

 1.2.3.2   超氧阴离子清除能力测定　参照 Alashi
等 [18] 的实验方法并作适当的修改。试管中加入

1 mL样品（浓度分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、
3.5 mg/mL），加入 4.5 mL Tris-HCL缓冲液（0.01 mol/
L，pH8.2），在 25 ℃ 下恒温 20 min，取出后立即加入

4.2 mL超纯水以及 0.3 mL、25 ℃ 预热后的邻苯三

酚溶液，快速摇匀后倾入比色皿中，在 325  nm
波长下每隔 0.5 min测一次吸光值 A1，一共测 5 min，
计算样品溶液吸光度随时间的变化率 ΔA1，以相同

体积的水代替样品作空白对照，测得吸光度随时间的

变化率 ΔA0，最终结果以超氧阴离子清除率表示：

超氧阴离子清除率(%) =
∆A0 −∆A1

∆A0

×100 式（2）

式中：ΔA0 表示空白对照吸光度随时间的变化

率；ΔA1 表示样品溶液吸光度随时间的变化率。

 1.2.4   秀丽隐杆线虫的培养及同期化　参照魏润霞

等[19] 的方法稍作修改：线虫生长培养基（NGM）的制

备：培养基 121 ℃ 高压灭菌后，倒入 60 mm无菌培

养皿中冷却凝固，于培养板上滴入 50 μL OP50菌

液，晾干，于 20 ℃ 培养箱中培养出菌斑，得到线虫培

养板。线虫裂解液的制备：取浓度为 1 mol/L NaOH
溶液与质量分数为 10%的次氯酸钠以及无菌水按

1:1:8体积比混合，现配现用。

线虫同期化：将待产卵线虫用 M9缓冲液洗至

2 mL离心管中，静置，待线虫沉淀后除去上清液，重

复清洗 3次，加入 1 mL裂解液，振荡 1~2 min使线

虫完全裂解，离心 30 s，除去上清液得到虫卵沉淀，使

用 M9缓冲液重复清洗 5~6次，直至刺鼻味消失，将

洗涤后的虫卵转移至含有 OP50的 NGM培养基中，

于 20 ℃ 培养箱中孵化 48 h后，得到同期化线虫。

 1.2.5   沙蚕超滤组分对急性氧化应激损伤线虫的影

响　收集 L4期同期化线虫，分别使用浓度为 1、4、
8 mg/mL的 EPU-1、EPU-2、EPU-3处理线虫，设置

对照组，每组 3个平行，每个平行 30条线虫，培养 3 d
后，把线虫转移至每 10 mL培养基含有 10 μL 30%
过氧化氢的培养板中，每隔 1 h观察一次并统计存活

数、消失数、死亡数，直至线虫全部死亡，绘制生存曲

线。每小时线虫存活数之和与线虫总数之比为平均

寿命；以对照组平均寿命为 100%，样品组平均寿命

与对照组平均寿命之比表示线虫寿命延长程度。

 1.2.6   沙蚕超滤组分对热应激损伤线虫的影响　收

集 L4期同期化线虫，分别使用浓度为 1、4、8 mg/mL
的 EPU-1、EPU-2、EPU-3处理线虫，设置对照组，每

组 3个平行，每个平行 30条线虫，培养 3 d后，将线

虫转移至不含食物的培养板中，于 35 ℃ 培养箱中培
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养 8 h，再转移至 20 ℃ 培养箱中恢复 12 h，统计存

活数，计算存活率。

 1.2.7   沙蚕超滤组分对线虫寿命的影响　收集 L4
期同期化线虫，将线虫随机转移至含有 OP50和

150 mmol/L  FUdR的 NGM培养板中，使用 50 μL
不同浓度（1、4、8 mg/mL）的 EPU-1、EPU-2、EPU-
3处理，对照组以超纯水代替样品，每组 3个平行，每

个平行 30条虫，于 20 ℃ 培养箱中培养。转移当天

记为第 0 d，每隔 24 h更换 NGM培养板并记录线虫

存活数、消失数、死亡数（挑针轻微接触无任何反应

且呈僵直状，则视为死亡），直至所有线虫死亡，绘制

生存曲线。每天线虫存活数之和与线虫总数之比为

平均寿命；以对照组平均寿命为 100%，样品组平均

寿命与对照组平均寿命之比表示线虫寿命延长程度。

 1.2.8   沙蚕超滤组分对线虫运动能力的影响　收集

L4期同期化线虫，按照 1.2.7的方法处理线虫，设置

对照组，每组 3个平行，每个平行 5条线虫，培养期

间在第 3、6、9 d观察并记录线虫运动次数。线虫运

动测定方法如下：挑取一条线虫置于 M9缓冲液中，

待其适应 30 s后，观察记录线虫 10 s内运动次数（线

虫头尾往返摆动一次记为运动一次）。

 1.2.9   沙蚕超滤组分对线虫繁殖能力的影响　收集

L4期同期化线虫，按照 1.2.7的方法处理线虫（不加

FUdR），设置对照组，每组 6个平行，每个平行 1条

线虫，线虫开始产卵当天记为第 1 d，同时开始计数

产卵量，每 24 h更换培养板并计数，直至产卵结束，

统计总产卵量。

 1.2.10   沙蚕超滤组分对线虫脂褐素积累的影响　收

集 L4期同期化线虫，按照 1.2.7的方法处理线虫，设

置对照组，每组 3个平行，每个平行 15条线虫，培养

5 d后，用 0.1%盐酸四咪唑溶液麻醉线虫，转移至

2%琼脂糖载玻片，荧光显微镜观察并采集图片，使

用 Image J软件分析线虫平均荧光强度，以对照组为

基准归一化处理，结果表示为脂褐素相对含量（%）。

 1.2.11   衰老相关基因表达水平的测定　收集 L4期

同期化线虫，使用 EPU-1（4 mg/mL）处理 72 h，设置

对照组，每组 3个平行，用 M9缓冲液冲洗至 2 mL
EP管中，每根管约 1000条虫，−80 ℃ 速冻保存。采

用试剂盒提取总 RNA并通过逆转录合成 cDNA。

采用 SYBR染料法进行实时定量 PCR。PCR扩增

体系：2×qPCR Mix 10 μL，7.5 μmol/L基因引物 2 μL，
反转录产物 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR扩增条件：95 ℃
预变性 2 min，95 ℃ 变性 10 s，60 ℃ 退火 30 s，共
45个循环。通过 RT-qPCR评估基因 daf-2、daf-16、
age-1、skn-1 的 mRNA表达水平，actin 为内参基因，

基因表达量以 2−ΔΔCt 法计算，引物设计如表 1所示。

 1.3　数据处理

实验均重复 3次，使用 GraphPad Prism 9、Image
J软件对实验数据进行处理分析并作图，使用 IBM
SPSS Statistics 27进行显著性分析，实验结果以平均

值±标准差表示。

 2　结果与分析

 2.1　双齿围沙蚕超滤组分基本营养成分

测定沙蚕酶解产物三种超滤组分的营养成分，

对比其基本营养成分的差异性，实验结果如表 2所

示，三种沙蚕超滤组分基本营养成分均以总蛋白的含

量最高，其中 EPU-1组的总蛋白含量为 60.55%，显

著高于 EPU-2、 EPU-3组 （ P<0.05） ， EPU-2组与

EPU-3组总蛋白含量分别为 58.89%和 56.35%，且

EPU-2组与 EPU-3组相比有显著性差异（P<0.05）；
三种沙蚕超滤组分多肽含量差异性较大，EPU-3所

含的多肽含量仅为 EPU-1、EPU-2的 1/9，显著低于

EPU-1、EPU-2（P<0.05）；总糖含量方面，EPU-3的总

糖含量显著高于 EPU-2（P<0.05），这与大于 8 kDa
超滤膜截留了大分子多糖直接相关，但 EPU-1总糖

含量高于 EPU-3，这可能是由于 EPU-3中含的单糖

较多；三种超滤组分的粗脂肪含量均较低，分别为

0.76%、1.14%和 3.32%，存在显著差异（P<0.05）；三
种超滤组分粗灰分含量分别为 13.84%、14.73%和

15.94%，其中 EPU-1组含量最低，与 EPU-3组具有
 

表 1    定量聚合酶链式反应中所用引物序列

Table 1    Primer sequences used in quantitative polymerase chain reaction

基因 上游引物（5′-3′） 下游引物（5′-3′）

actin GATGTCGCCGAGGAGAAGCAAC ACTGGGGTAGAGTGGAGCTTGG
daf-2 TGAAAGCGAAGCAGCGAGAAGG CGTCCGAACTTCCGCATCACTC
daf-16 CGGGAGAGAGGGACACGCTTC ACGGAATTGCTCAGCCACCATG
age-1 CGCCACGGCAACATCCTCAG GGCTGCTCAATCGCCAACTCC
skn-1 GCCAGCGGACAACGGAAGC GGAACGCCGACACTGGAAGC

 

表 2    沙蚕超滤组分基本营养成分

Table 2    Basic components of ultrafiltration components of sandworm

组别 总蛋白（%） 多肽含量（%） 总糖（%） 粗脂肪（%） 粗灰分（%）

EPU-1 60.55±0.52a 44.20±0.44a 9.51±0.07a 0.76±0.05c 13.84±0.37b

EPU-2 58.89±0.73b 40.41±0.58b 5.64±0.08c 1.14±0.09b 14.73±0.47ab

EPU-3 56.35±0.61c 4.60±0.20c 8.29±0.11b 3.32±0.09a 15.94±0.50a

注：同列不同字母之间表示有统计学差异，P<0.05，以干基计。
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显著差异（P<0.05）。综上，不同超滤组分的沙蚕酶解

产物基本营养成分存在一定差异，对其生物活性可能

造成一定影响。

 2.2　双齿围沙蚕超滤组分的体外抗氧化活性评价

 2.2.1   羟自由基清除能力　不同质量浓度的双齿围

沙蚕超滤组分对羟自由基清除率如图 1所示，三种

沙蚕超滤组分均有一定清除羟自由基能力，且与质量

浓度存在剂量关系，随着浓度增加，三种超滤组分羟

自由基清除率呈上升趋势。EPU-1、EPU-2、EPU-
3的 IC50 值 分 别 为 5.64±0.11、 6.21±0.01、 7.02±
0.01 mg/mL，EPU-1羟自由基清除能力极显著高于

EPU-2和 EPU-3（P<0.0001）。
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图 1    EPU-1、EPU-2、EPU-3的羟自由基清除能力
Fig.1    Hydroxyl radical scavenging capacity of EPU-1, EPU-2,

EPU-3
注：A.三种组分的羟自由基清除率曲线，B.三种组分的羟自由
基清除率 IC50 值；****表示极显著差异，P<0.0001，图 2同。
 

 2.2.2   超氧阴离子清除能力　如图 2所示，三种沙蚕

超滤组分的超氧阴离子自由基清除能力随着质量浓

度的加大而增强，存在剂量关系，且 EPU-1清除率

最高，EPU-3最低。EPU-1、EPU-2、EPU-3的 IC50

值分别为 1.45±0.05、2.30±0.11、3.14±0.09 mg/mL，
EPU-1超氧阴离子清除能力极显著高于 EPU-2和

EPU-3（P<0.0001）。
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图 2    EPU-1、EPU-2、EPU-3的超氧阴离子自由基清除能力
Fig.2    Superoxide anion radical scavenging capacity of EPU-1,

EPU-2, EPU-3
注：A.三种组分的超氧阴离子清除率曲线；B.三种组分的超氧
阴离子清除率 IC50 值。
 

 2.3　沙蚕超滤组分对急性氧化应激损伤线虫寿命的

影响

过氧化氢作为细胞内常见的活性氧，过量的活

性氧诱导会导致生物体细胞的结构及分子功能发生

氧化损伤[20]。本研究测定过氧化氢诱导的急性氧化

应激下，不同浓度的沙蚕超滤组分对线虫寿命的影

响。如表 3低剂量组、图 3A所示，浓度为 1 mg/mL
 

表 3    沙蚕超滤组分对线虫急性氧化应激条件下寿命的影响

Table 3    Effect of ultrafiltration components of sandworm
on lifespan of C. elegans under acute oxidant stress

样品处理组 组别 平均寿命（h） 百分比（%）

低剂量组
（1 mg/mL）

对照组 2.41±0.04 100.0
EPU-1 2.57±0.14 106.6
EPU-2 2.50±0.05 103.7
EPU-3 2.48±0.13 102.9

中剂量组
（4 mg/mL）

对照组 2.57±0.03 100.0
EPU-1 3.16±0.10* 122.9
EPU-2 2.71±0.08 105.4
EPU-3 2.64±0.07 102.7

高剂量组
（8 mg/mL）

对照组 2.53±0.03 100.0
EPU-1 2.87±0.11* 113.4
EPU-2 2.64±0.09 104.3
EPU-3 2.59±0.06 102.4

注：*表示存在统计学差异，P<0.05。
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图 3    沙蚕超滤组分对线虫急性氧化应激条件下寿命的影响

Fig.3    Effect of ultrafiltration components of sandworm
on lifespan of C. elegans under acute oxidant stress

注：A.3种组分 1 mg/mL处理组；B.3种组分 4 mg/mL处理
组；C.3种组分 8 mg/mL处理组。
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时，对照组线虫平均寿命为 2.41±0.04 h，与对照组

相比（以对照组的平均寿命为 100%），EPU-1、EPU-

2、EPU-3组的平均寿命分别延长了 6.6%、3.7%和

2.9%，生存曲线无明显右移，均无显著性差异（P>
0.05） ；如表 3中剂量组、图 3B所示 ，浓度为

4 mg/mL时，对照组线虫平均寿命为 2.57±0.03 h，与

对照组相比（以对照组的平均寿命为 100%），EPU-

1处理组线虫平均寿命显著延长了 22.9%（P<0.05），
生存曲线明显右移，EPU-2和 EPU-3组在一定程度

上延长了线虫平均寿命，但无显著变化（P>0.05）；如
表 3高剂量组、图 3C所示，浓度为 8 mg/mL时，对

照组线虫平均寿命为 2.53±0.03 h，与对照组相比（以

对照组的平均寿命为 100%），EPU-1组平均寿命显

著延长了 13.4%（P<0.05），生存曲线明显右移，但

EPU-2和 EPU-3组仍无显著变化（P>0.05）。综上，

EPU-1具有较好的自由基清除能力，可以通过清除

体内自由基，减轻自由基对机体损伤，提高线虫抗氧

化应激能力，从而延缓衰老。

 2.4　沙蚕超滤组分对线虫热应激损伤的影响

35 ℃ 高温致线虫代谢紊乱，活性氧累积引发细

胞组织损伤，从而缩短其寿命。如图 4A所示，热应

激处理后，对照组存活率为 55.83%，浓度为 1 mg/mL

的 EPU-1、EPU-2、EPU-3处理组的线虫存活率分别

为 66.67%、60.83%、56.67%，与对照组相比，EPU-1

组显著提高了 10.84%（P<0.01），EPU-2、EPU-3组分

别提高了 5.00%、0.84%但无显著性差异（P>0.05）；
如图 4B所示，浓度为 4 mg/mL的 EPU-1、EPU-2处

理组的线虫存活率分别极显著提高了 23.33%（P<
0.0001）和显著提高了 13.33%（P<0.01），而 EPU-3组

提高了 5.83%（P>0.05），EPU-1组效果最好；如图 4C
所示，浓度为 8 mg/mL的 EPU-1、EPU-2处理组的

线虫存活率分别高显著提高了 15.00%（P<0.001）和
提高了 9.17%（P<0.05），EPU-3组提高了 3.33%（P>
0.05）。结果表明，EPU-1、EPU-2、EPU-3能一定程

度上提高受热应激后线虫的存活率，EPU-1的作用

更强。综上所述，沙蚕超滤组分对线虫热应激损伤有

保护作用，能提高线虫抗热应激能力。

 2.5　沙蚕超滤组分对线虫寿命的影响

寿命的长短是衡量线虫衰老最重要的指标[21]。

如表 4所示，正常培养条件下，对照组线虫平均寿命

为 11.49±0.56 d，用不同浓度（1、4、8 mg/mL）EPU-
1组分处理后，与对照组相比（以对照组的平均寿命

为 100%），线虫平均寿命分别延长了 8.4%、13.9%、

7.3%，其中浓度为 4 mg/mL时效果显著（P<0.05），使
线虫最长寿命从 18 d延长至 22 d，而不同剂量浓度

的 EPU-2和 EPU-3组虽然均有一定程度地延长线

虫寿命，但是不呈显著差异（P>0.05）。如图 5所示，

与对照组相比，3种沙蚕超滤组分在不同浓度下均能

延长线虫平均寿命，生存曲线右移。综上，沙蚕超滤

组分能延长线虫寿命，其中质量浓度为 4 mg/mL时

EPU-1的作用最佳。
 
 

表 4    沙蚕超滤组分对秀丽隐杆线虫寿命的影响
Table 4    Effect of ultrafiltration components of sandworm

on lifespan of C. elegans

组别 浓度（mg/mL） 平均寿命（d） 百分比（%） 最长寿命（d）

对照组 0 11.49±0.56 100.0 18

EPU-1
1 12.46±0.66 108.4 19

4 13.09±0.34* 113.9 22
8 12.33±0.67 107.3 18

EPU-2
1 12.13±0.42 105.6 19
4 12.58±0.12 111.0 22
8 11.87±0.76 103.3 19

EPU-3
1 12.34±0.39 107.4 20
4 12.24±0.61 106.5 19
8 12.10±0.78 105.3 20

注：*表示有统计学差异，P<0.05。
 

 2.6　沙蚕超滤组分对线虫运动能力的影响

线虫的运动能力能直观地反映线虫神经系统衰

老的程度以及状态[22]。本研究以线虫在 M9缓冲液

中每 10 s的头尾摆动次数为生理指标，探讨沙蚕超

滤组分对线虫运动能力的影响。实验结果表明，在

第 3、6、9 d，对照组线虫运动次数分别为 14.82次、

7.87次和 2.33次，随着时间的推移，线虫头尾摆动次

数减少（P<0.05）。如图 6A所示，沙蚕超滤组分处

理 3 d后，与对照组相比，线虫运动能力相近，无显著
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图 4    沙蚕超滤组分对线虫热应激损伤的影响

Fig.4    Effect of ultrafiltration components of sandworm on heat
stress damage in C. elegans

注：A.3种组分 1 mg/mL处理组；B.3种组分 4 mg/mL处理
组 ；C.3种组分 8  mg/mL处理组 ； *表示有统计学差异 ，
P<0.05； **表示显著差异 ， P<0.01； ***表示高显著差异 ，
P<0.001；****表示极显著差异，P<0.0001；图 6、图 7、图 9、
图 10同。
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差异（P>0.05）；如图 6B、C所示，随着时间的增加，

在第 6 d和第 9 d时，对照组线虫运动次数减少，而

与对照组相比，三种沙蚕超滤组分处理的线虫均能增

加头尾摆动次数，且浓度为 4 mg/mL时，EPU-1组

第 6 d运动次数为 11.47次，与对照组相比显著增加

了 3.60次（P<0.001），第 9 d为 8.20次，与对照组相

比极显著增加 5.87次（P<0.0001）。综上，3种沙蚕

超滤组分能够延缓线虫神经系统的衰老，从而提高衰

老线虫运动能力。

 2.7　沙蚕超滤组分对线虫繁殖能力的影响

生殖能力是许多生物体衰老的关键指标，衰老

导致线虫产卵期缩短，产卵量显著降低[23]。为了探究

沙蚕超滤组分延长线虫寿命时对其繁殖能力的影响，

对线虫产卵总量进行统计。如图 7所示，对照组产

卵总数为 147.67个，与对照组相比，样品浓度为 1、

8 mg/mL时，线虫产卵量有所增加，但是没有显著性

差异（P>0.05），但样品浓度为 4 mg/mL时，EPU-1组

线虫的产卵数为 178.17个，比对照组显著增加了

20.65%（P<0.05）。综上，沙蚕超滤组分在延长线虫

寿命的同时不会导致线虫繁殖能力下降，且当样品浓
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图 6    沙蚕超滤组分对线虫运动能力的影响

Fig.6    Effect of ultrafiltration components of sandworm
on motility of C. elegans

注：A.第 3 d头尾摆动次数；B.第 6 d头尾摆动次数；C.第 9 d
头尾摆动次数。
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图 5    三种沙蚕超滤组分对线虫寿命的影响

Fig.5    Effect of three kinds of ultrafiltration components
of sandworm on lifespan of C. elegans

注：A.不同剂量浓度 EPU-1处理组；B.不同剂量浓度 EPU-2
处理组；C.不同剂量浓度 EPU-3处理组。
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图 7    沙蚕超滤组分对线虫繁殖能力的影响

Fig.7    Effect of ultrafiltration components of sandworm
on fecundity of C. elegans
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度为 4 mg/mL时，EPU-1能显著促进线虫繁殖。

 2.8　沙蚕超滤组分对线虫脂褐素积累的影响

脂褐素又称为“年龄斑块”，是线虫衰老的标志

物[24]。本研究分析线虫体内脂褐素积累情况，旨在探

究沙蚕超滤组分对线虫的延缓衰老作用。如图 8、
图 9所示，与对照组相比，不同浓度的 EPU-1、EPU-
2和 EPU-3均能极显著降低线虫体内脂褐素的积累

（P<0.0001）；低剂量和高剂量浓度的 EPU-1线虫平

均荧光强度极显著小于 EPU-3组（P<0.0001），与
EPU-2组没有显著性差异（P>0.05），而剂量浓度为

4 mg/mL时，EPU-1、EPU-2和 EPU-3线虫相对平均

荧光强度分别为 18.67%±6.48%、44.85%±10.20%
和 83.43%±6.04%，EPU-1降低线虫脂褐素积累的作

用极显著优于 EPU-2和 EPU-3（P<0.0001）。综上，

3种沙蚕超滤组分均能降低线虫体内脂褐素的积累，

且 EPU-1的作用最显著。
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图 8    沙蚕超滤组分对线虫体内脂褐素荧光强度图
Fig.8    Fluorescence intensity maps of lipofuscin in C. elegans

in vivo by ultrafiltration components of sandworm
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图 9    沙蚕超滤组分对线虫脂褐素相对含量的影响
Fig.9    Effect of ultrafiltration components of sandworm on rela-

tive lipofuscin content in C. elegans
 

 2.9　EPU-1对线虫衰老相关基因表达水平的影响

胰岛素/胰岛素样生长因子（IGF）信号传导（IIS）
通路是影响线虫寿命的典型信号通路之一，具有高度

保守性，调节动物的许多过程和性状，包括生长发

育、能量代谢、繁殖和抗应激性等[25]。下调胰岛素/

胰岛素样生长因子（IGF）信号传导（IIS）通路是一个

已知的延长寿命的干预措施[26]。秀丽隐杆线虫的长

寿与 daf-16 表达水平增加和 daf-2 表达水平降低有

关。daf-2 的错义突变使秀丽隐杆线虫的寿命增加一

倍，这是衰老研究领域最重要的开创性发现之一。

daf-2 是 IIS通路的生长因子受体，在线虫生长和代

谢中起主要作用。daf-2 能下调线虫代谢活性，降低

daf-2 的表达，使下游激酶级联反应的活性降低，同时

激活了转录因子 daf-16，从而延长寿命，秀丽隐杆线

虫的 daf-16 基因为 FOXO同源物，是 IIS通路的核

心转录靶点，在调节寿命、应激、繁殖等生物过程发

挥积极作用，提高其表达量能延长线虫寿命[27]。age-
1 是线虫中经典的长寿基因之一，编码磷脂酰肌醇 3-

激酶（PI3K）的催化亚基，PI3K是胰岛素/胰岛素样生

长因子（IIS）信号通路的关键组成部分，该通路对代

谢、生长和寿命具有重要调控作用；skn-1 是秀丽隐

杆线虫中的一个关键转录因子，是哺乳动物中

Nrf2蛋白的功能同源物，在应激反应和代谢稳态方

面起着重要的调控作用[28,29]。

为了初步了解沙蚕酶解产物延长线虫寿命的作

用机制，本研究对 3种超滤组分中具有显著延长寿

命及提高抗应激能力的 EPU-1作进一步的探究实

验，测定 EPU-1干预后的线虫衰老基因的表达。实

验结果如图 10所示，经 EPU-1干预后，与对照组

相比，daf-2 和 age-1的 mRNA表达水平显著降低

（图 10A、B），分别降低了 20.99%（P<0.01）和 18.43%
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图 10    EPU-1对线虫 IIS通路相关基因表达水平的影响

Fig.10    Effects of EPU-1 on expression levels of IIS pathway
related genes of C. elegans

注：A.daf-2 基因水平表达量；B.age-1 基因水平表达量；C.daf-
16 基因水平表达量；D.skn-1 基因水平表达量。
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（P<0.01），而 daf-16 和 skn-1 的 mRNA表达水平显

著提高（图 10C、D），分别提高了 27.38%（P<0.01）
和 22.53%（P<0.05）。综上，EPU-1通过下调基因

daf-2、age-1 以及上调基因 daf-16、skn-1 来干预线

虫的生长发育、能量代谢、抗应激能力等，从而延长

线虫的寿命。

 3　讨论与结论
多肽的分子量、疏水性、氨基酸组成和肽序列等

结构特征与其抗氧化活性密切相关。食源性抗氧化

肽分子量主要分布于 500至 1800 Da之间，现有研

究表明，低分子量肽段与较高分子量肽段相比，通常

表现出更强的抗氧化活性[30]。疏水性是肽抗氧化活

性的重要决定因素，Ala、Leu、Ile、Val等疏水残基的

存在使抗氧化肽能够与脂溶性自由基相互作用，以更

好地发挥清除自由基的作用[31]。芳香族氨基酸对肽

的抗氧化活性也有重要影响，Trp、Tyr、Phe的氨基酸

残基向缺电子的自由基提供氢质子来清除自由基[32]。

氨基酸组成和肽序列也会影响肽的抗氧化活性，抗氧

化肽序列中通常富含 Pro、His、Tyr、Trp、Met和
Cys，且通常在 N端含有疏水残基[33]。实验结果表

明，三种沙蚕超滤组分富含蛋白质，且蛋白质含量均

最高，其中 EPU-1、EPU-2多肽含量较高，分别为

44.20%、40.41%，分别占总蛋白含量的 73%和 69%，

而 EPU-3组分的多肽含量仅为 4.60%，这是由于大

部分小分子肽通过 8 kDa超滤膜组成组分 EPU-1
和 EPU-2，而部分小分子肽残留，与大分子蛋白和肽

段共同组成组分 EPU-3，因此推测沙蚕酶解产物超

滤组分主要生物活性物质可能是多肽。课题组前期

研究发现，EPU-1、EPU-2、EPU-3的疏水氨基酸含量

较高，各占总氨基酸的 40.94%、39.58%、38.33%，支

链氨基酸（Leu、Ile、Val）总量各占 19.63%、18.75%、

18.29%，酪氨酸和苯丙氨酸两种芳香族氨基酸各占

4.37%、4.05%、3.86%和 6.73%、6.60%、6.25%[15]，因

此，EPU-1、EPU-2、EPU-3可能具有潜在的抗氧化

活性。综上，三种沙蚕酶解产物超滤组分主要成分为

蛋白质，EPU-1、EPU-2多肽含量较高，均富含疏水

性氨基酸以及芳香族氨基酸，具有较强的潜在抗氧化

活性。

ROS活性氧物质包括超氧阴离子（O2
−）、过氧化

氢（H2O2）、羟自由基（·OH）等，过量的氧化 ROS会

对细胞造成损伤，而抗氧化肽可以通过提供氢原子或

使电子与自由基发生反应直接清除 ROS[34]。ROS
的清除率能直观地反映生物活性物质的抗氧化能力。

因此，本研究以羟自由基清除能力、超氧阴离子自

由基清除能力为指标，探究三种沙蚕超滤组分的体外

抗氧化作用。王倩倩等[35] 研究发现，低水解度海参

肽 SCP-L和高水解度海参肽 SCP-H的羟自由基半

数清除率分别为 11.58 mg/mL和 9.89 mg/mL，具有

较好的羟自由基清除能力，且分子量更小的 SCP-H
清除能力比 SCP-L强。王怡菊等[36] 研究发现，南极

磷虾酶解液>10、5~10、<5 kDa三个超滤组分具有较

好的抗氧化能力，其中分子量<5 kDa组分的抗氧化

效果最好，浓度为 10 mg/mL时，其羟自由基、超氧阴

离子清除率分别为 91.36%和 61.92%。与王倩倩

等[35]、王怡菊等[36] 研究结果相似，EPU-1、EPU-2、
EPU-3均具有较好的羟自由基、超氧阴离子自由基

清除能力，且分子量更小的 EPU-1自由基清除能力

最强，羟自由基、超氧阴离子清除率 IC50 值分别为

5.64±0.11和 1.45±0.05  mg/mL，其次为 EPU-2和

EPU-3。3种组分的体外抗氧化能力差异，是由于经

过超滤初步分离后，具有较强抗氧化活性的小分子活

性肽主要截留在组分 EPU-1中，使组分 EPU-1的抗

氧化活性更强。综上所述，双齿围沙蚕酶解产物超滤

组分具有较强的抗氧化能力，且分子量越小，其抗氧

化活性越强，因此，发挥抗氧化作用的活性物质可能

为沙蚕多肽。

秀丽隐杆线虫的寿命与其抗应激能力具有很

强的正相关性，抗应激能力的提高会延长线虫的寿

命[37]。H2O2 是生物体内产生的主要活性氧（ROS）之
一，作为氧化应激的诱导剂，过氧化氢能穿透细胞膜，

在线虫体内产生活性极强的羟基自由基（·OH），这些

自由基会攻击并损伤各种生物大分子，使线虫寿命缩

短[38]。热应激是一种广泛使用的环境胁迫模型，当线

虫持续受到热应激损伤时，会导致线粒体电子传递链

功能紊乱，ROS过量产生，加剧氧化损伤，破坏蛋白

质稳态，导致线虫寿命缩短[39]。Wu等[40] 研究海参

肽对线虫在应激状态下的保护作用，发现海参肽能增

强线虫体内抗氧化能力，显著提高线虫在应激条件下

的寿命，缓解了线虫体内的氧化损伤，相关抗衰老基

因表达量也有所上调。Zhou等[41] 研究发现，贻贝肽

可显著增加秀丽隐杆线虫抗氧化应激能力并延长其

寿命，并可通过调节 daf-2 和 daf-16 的表达水平来延

缓线虫衰老。经过沙蚕酶解产物超滤组分干预后的

线虫受到过氧化氢的刺激后，生存曲线出现不同程度

的右移，其中 EPU-1可显著延长线虫平均寿命（P<
0.05），表明 EPU-1能缓解线虫急性氧化应激损伤，

并可能通过清除体内自由基，提高抗氧化应激能力来

发挥作用。经过沙蚕酶解产物超滤组分干预后，线虫

在热应激条件下存活率显著提高（P<0.05），且 EPU-
1组存活率最高，表明沙蚕酶解产物超滤组分可能通

过抑制热诱导的 ROS过量产生，调节胰岛素通路中

高温应激的核心转录因子 HSF-1[42]，提高线虫抗热

应激能力。

线虫抗氧化能力与其衰老进程密切相关，是线

虫延缓衰老的关键因素之一。寿命是衰老的直观表

现，减轻累积性氧化损伤有助于延缓细胞衰老，延长

寿命[43]；神经肌肉系统氧化损伤是运动衰退的原因之

一，抗氧化能力的提高能够减少神经系统损伤，维持

运动能力[44]；脂褐素由氧化损伤的生物大分子交联聚

合形成，其自发荧光强弱直接反映衰老程度，是衰老
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的重要指标之一[45]。本研究结果表明，经沙蚕酶解产

物超滤组分干预后，线虫的运动能力及产卵均显著提

高，并减少了脂褐素在体内的积累，表明沙蚕酶解产

物超滤组分能有效减轻线虫神经肌肉系统氧化损

伤、提高机体抗氧化能力减少脂褐素的积累、延缓机

体衰老从而提高线虫的繁殖能力。

胰岛素/胰岛素样生长因子（IGF）信号传导（IIS）
通路是影响线虫寿命的典型信号通路之一，具有高度

保守性，调节动物的许多过程和性状，包括生长发

育、能量代谢、繁殖和抗应激性等。在胰岛素信号通

路中，胰岛素样配体与 daf-2 受体结合后，激活 PI3K
同源物 age-1 的活性，促使 3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇

（PIP3）积累，进而触发丝氨酸/苏氨酸激酶 AKT的磷

酸化级联反应，最终通过磷酸化抑制转录因子 daf-
16 的核定位与功能活性。Lu等[46] 研究发现，浓度

为 200 μmol/L的毛蕊异黄酮调节胰岛素通路抗衰

老基因 daf-2、age-1、daf-16，使线虫寿命显著延长

21.42%，q-PCR结果显示，毛蕊异黄酮能够激活转录

因子 daf-16，上调其下游基因 hsp-16.2、sod-3 和 ctl-
1 的表达水平，提高抗应激能力。实验结果表明，

EPU-1抑制了 daf-2、age-1 的表达，从而降低 AKT
蛋白激酶的活性，这一过程激活了 daf-16 的表达，从

而延长了寿命；skn-1 通过 daf-2 调节氧化应激反应，

直接受到 IIS信号通路下游 AKT-1激酶的调节，经

EPU-1干预后的线虫 skn-1 明显上调，表明 EPU-1
激活了 skn-1，使线虫抗氧化应激能力提高，同时，daf-
16 的激活可能间接激活了其下游抗氧化基因的表

达，从而提高了线虫的抗氧化能力，这与 EPU-1干预

后线虫受到 H2O2 及热应激处理后线虫寿命显著性

延长的结果相对应；skn-1 作为抗氧化反应的主要调

控因子，能减少自由基对细胞的氧化损伤，抑制了脂

褐素的形成，而 daf-16 被激活后，不仅能提高抗氧化

能力，还能上调自噬，可清除部分已成型的脂褐素，说

明 EPU-1通过上调 daf-16、skn-1 的表达，提高机体

的抗氧化能力，减少线虫体内脂褐素的积累；线虫运

动能力的维持依赖于健康的神经细胞和肌肉细胞，经

过 EPU-1处理后线虫运动能力有所提高，可能是由

于 EPU-1激活了基因 daf-16，通过增强抗应激能力，

调节代谢提高能量利用率等机制减缓了肌肉细胞的

损伤，延缓了神经系统的衰老，从而提高了运动能力。

3种沙蚕酶解产物超滤组分的基本营养成分存

在一定的差异性，且沙蚕多肽组分 EPU-1具有良好

的体外抗氧化活性，能显著提高线虫体内抗应激能

力，延长平均寿命，提高运动能力，增加产卵量，降低

脂褐素积累，并通过调控胰岛素信号通路基因 daf-
2、age-1、daf-16 和氧化应激调控因子 skn-1 的表达，

有效延长线虫的寿命。后续将对沙蚕酶解产物超滤

组分 EPU-1进行多肽鉴定进一步筛选活性肽，开展

延缓衰老功能评价，多层次深入研究其延缓衰老作用

机制。总之，EPU-1作为一种天然来源的活性多肽，

具有良好的抗氧化活性，对增强机体抗氧化能力以及

延缓衰老有一定的积极作用，具有广阔的开发潜力，

本研究为双齿围沙蚕在延缓衰老功能产品的开发与

应用提供一定理论基础。
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