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2-O-肉桂酸厚朴酚抗衰老及机制研究
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摘要: 厚朴酚是含有烯丙基侧链的联苯二酚, 是厚朴抗氧化和抗衰老的主要活性成分之一。为了增强厚朴酚的

抗衰老活性, 改善厚朴酚的分子内氢键, 本实验将厚朴酚与肉桂酸反应得到2-O-肉桂酸厚朴酚。基于秀丽隐杆线虫

模型对 2-O-肉桂酸厚朴酚的抗衰老活性进行研究。结果表明, 2-O-肉桂酸厚朴酚可以减少线虫体内的脂褐素累积, 

且效果优于厚朴酚。2-O-肉桂酸厚朴酚可以延长线虫的寿命, 减少正常衰老和氧化应激下线虫体内的活性氧自由

基水平并提高线虫在热应激和氧化应激下的抗逆性。2-O-肉桂酸厚朴酚可以诱导 DAF-16 与 GFP 融合表达的

TJ356线虫中的DAF-16从细胞质转移到细胞核, 并上调编码超氧化物歧化酶的 sod-3基因的表达, 2-O-肉桂酸厚朴

酚没有改善 hsp-16.2线虫在氧化应激下的存活率, 说明 2-O-肉桂酸厚朴酚提高氧化应激下线虫的抗逆性可能与

sod-3和 hsp-16.2有关。此外, 2-O-肉桂酸厚朴酚没有延长 daf-16和 age-1线虫的寿命, 说明 2-O-肉桂酸厚朴酚抗衰

老作用可能与 age-1和 daf-16有关。研究结果表明, 2-O-肉桂酸厚朴酚具有提高抗氧化能力和延缓衰老的潜力, 其

作用机制可能与胰岛素/类胰岛素生长因子信号通路有关。
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Anti-aging and mechanism of 2-O-cinnamic acid magnolol
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Abstract: Magnolol, a hydroquinone containing an allyl side chain, is one of the major active components of 

magnolia for antioxidation and anti-aging. To enhance the anti-aging activity and improve the intramolecular 

hydrogen bonding of magnolol, magnolol was reacted with cinnamic acid to obtain 2-O-cinnamic acid magnolol by 

esterification. The anti-aging activity of magnolol 2-O-cinnamate was investigated based on Caenorhabditis 

elegans model. The results showed that 2-O-cinnamic acid magnolol can reduce lipofuscin accumulation in the 

nematode body, and the effect is better than that of magnolol. 2-O-Cinnamic acid magnolol can extend nematode 

lifespan, reduce ROS levels in nematodes during normal aging and oxidative stress and improve nematode stress 

resistance under heat stress and oxidative stress. 2-O-Cinnamic acid magnolol could induce DAF-16 translocation 

from the cytoplasm to the nucleus and upregulate the expression of the sod-3 gene encoding superoxide dismutase 

in the nematode TJ356 expressing DAF-16 fused with GFP. 2-O-Cinnamic acid magnolol did not improve the 

survival rate of hsp-16.2 gene deficient nematodes under oxidative stress, indicating that 2-O-cinnamic acid 

magnolol improves stress resistance of nematodes under oxidative stress may be associated with sod-3 and 

hsp-16.2. Moreover, 2-O-cinnamic acid magnolol did not extend the lifespan of daf-16 and age-1 mutants, 
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indicating that age-1 and daf-16 are required for 2-O-cinnamic acid magnolol to delay aging. It showed that 

magnolol 2-O-cinnamic acid has the potential to improve antioxidant capacity and delay aging, and the mechanism 

may be related to the insulin/insulin-like growth factor signaling pathway.
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衰老被定义为组织、器官和神经元功能的进行性

下降[1]。衰老是人类疾病的主要危险因素, 包括癌症、

糖尿病、心血管疾病等神经退行性疾病[2-4]。随着对衰

老研究的深入, 目前已经提出了多种理论, 包括自由基

衰老理论、端粒理论、免疫学说、线粒体理论及细胞凋

亡等[5]。根据自由基理论, 衰老是由体内过量的自由

基引起的 , 这会导致 mtDNA 的突变、缺失或积聚[6]。

许多研究表明, 调控和改变多种遗传途径及其代谢活

性可使寿命延长。这些途径主要包括饮食限制 

(dietary restriction, DR)、雷帕霉素靶蛋白信号通路 

(target of rapamycin, TOR) 和胰岛素/类胰岛素生长因子

信号通路 [insulin/insulin-like growth factors-1 (IGF-1) 

signal, IIS][6,7]。衰老虽然是无法避免的, 但是衰老的过

程可以通过抗氧化剂进行调节[7]。研究表明, 天然抗

氧化分子可以降低衰老相关疾病的风险。因此, 研究

人员对天然抗氧化分子越来越感兴趣。目前已报道的

具有显著抗氧化活性的化合物有 300多种, 其中包括

185种天然化合物[8-10]。

厚朴酚 (magnolol, MAG) 是从厚朴 (Houpoea 

officinalis) 中分离得到的含有烯丙基双酚的天然活性

单体。厚朴酚具有多种生物活性 , 如抗氧化[11]、抗

菌[12]、抗炎[13]和抗肿瘤[14]等。厚朴酚是厚朴抗炎、抗氧

化和抗衰老的主要活性成分。近年来, 关于厚朴酚结

构修饰在抗氧化和抗衰老方面受到的关注较少。有研

究发现, 厚朴酚的抗氧化活性与烯丙基和游离酚羟基

有关。为了减少其分子内氢键的影响, 本实验合成了

厚朴酚衍生物, 2-O-肉桂酸厚朴酚 (2-O-cinnamic acid 

magnolol, MAG-26)。

秀丽隐杆线虫是多细胞模式生物, 其体细胞发育

谱系已被明确研究[15]。秀丽隐杆线虫是第一个基因组

被完全测序的动物, 在线虫的两万个基因中, 大约有

15%～30%的基因是必需的。大约 40%与人类疾病相

关的基因在系统发育上与线虫中的基因相同[16]。因此

研究线虫得到的生物学信息同样适用于人和高等动

物[17], 并且由于其寿命短 (约 3周)、易于观察、遗传信

息高度保守以及荧光标记后的器官具有可视化的优

势, 所以秀丽隐杆线虫是遗传和抗衰老研究及其抗衰

老药物筛选的理想模型[18]。因此, 本实验基于秀丽隐

杆线虫模型, 探究MAG-26抗衰老的作用机制。

材料与方法

试剂与耗材 厚朴酚 (批号: XP037, CAS: 528-43-

8) 购自陕西新湃生物科技有限公司; 肉桂酸 (cinnamic 

acid, 批号: C10752350, CAS: 140-10-3)、二环己基碳二

亚胺 (dicyclohexylcarbodiimide, DCC, 批号: C13253532, 

CAS: 538-75-0) 购自上海麦克林生化科技有限公司; 4-

二甲氨基吡啶 (4-dimethylaminopyridine, DMAP, 批

号: A2003001, CAS: 1122-58-3) 购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司。

实验动物 所有线虫品系均来自遗传学中心 

(Caenorhabditis Genetics Center, CGC), 包括 N2 (野生

型)、CF1553 (muIs84 [(pAD76) sod-3:: GFP)])、DR26 

daf-16 (m26)、TJ356 (zIs356[daf-16p:: daf-16a/b:: GFP+

rol-6])、VC475 hsp-16.2 (gk249) 和 TJ1052 age-1 

(hx546)。在整个实验中, 所有线虫培养在接种有大肠

杆菌OP50的线虫生长培养基 (NGM) 平板上。

仪器 SPX-250型生化培养箱 (北京科伟永兴仪

器有限公司); 荧光倒置显微镜 (日本 Nikon 公司 , 

TS-2); 核磁共振仪 (德国布鲁克公司); 磁力搅拌器 (德

国 IKA公司)。

2-O-肉桂酸厚朴酚的合成方法 将厚朴酚 (266 mg)、

肉桂酸 (148.159 mg)、DMAP (24.4 mg) 溶于 15 mL 无

水CH2Cl2中, 将溶于5 mL无水CH2Cl2的DCC (825 mg) 

缓慢加入上述溶液, 室温搅拌 5 h。反应结束后, 加入

20 mL 二氯甲烷稀释反应物 , 再分别用 5% HCl (3×

50 mL)、饱和 NaHCO3 (3×50 mL) 和饱和 NaCl (3×

50 mL) 进一步洗涤后, 用旋转蒸发仪旋干得粗品, 将

其湿法拌样后上样, 通过硅胶柱层析 (正己烷∶乙酸乙

酯=20∶1) 纯化, 得到2-O-肉桂酸厚朴酚白色粉末[19]。

2-O-肉桂酸厚朴酚 白色固体 , 产率 32.7%。纯

度 > 98%。mp: 79.5～81.5 ℃。ESI-MS: m/z 419.222 6 

[M+Na] +。 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.67 (1H, d, 

J = 16.0 Hz, H-3″), 7.51−7.36 (5H, m, H-5″, H-6″, H-7″, 

H-8″ , H-9″ ), 7.29 (1H, dd, J = 8.2, 2.2 Hz, H-4), 7.23 

(1H, d, J = 2.2 Hz, H-6), 7.20 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-3), 7.03 

(1H, dd, J = 8.3, 2.3 Hz, H-4′), 6.98 (1H, d, J = 2.2 Hz, 

H-6′ ), 6.89 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-3′ ), 6.41 (1H, d, J = 

16.0 Hz, H-2″), 5.95 (2H, m, H-8, H-8′), 5.18−5.09 (2H, m, 

H-9), 5.04−4.95 (2H, m, H-9′), 3.45 (2H, d, J = 6.8 Hz, 

H-7), 3.30 (2H, d, J = 6.6 Hz, H-7′); 13C-NMR (DMSO-
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d6, 101 MHz) δ 170.81, 165.17, 153.36, 146.78, 146.09, 

138.58, 138.04, 137.31, 134.36, 132.01, 131.86, 131.19, 

131.16, 129.99, 129.43, 129.27, 128.97, 128.93, 128.28, 

124.25, 123.21, 117.96, 116.50, 115.91, 115.71, 60.23, 

39.06。

体长测定 将厚朴酚及2-O-肉桂酸厚朴酚溶解在

大肠杆菌 OP50 中, 获得 100 μmol·L-1 MAG 培养液及

12.5、50和100 μmol·L-1 MAG-26培养液, 将同步化的L4

线虫随机转移到空白对照组及不同给药浓度的NGM

平板中。培养 24 h后, 用荧光倒置显微镜测量线虫从

头顶到尾巴尖端的长度。独立重复实验3次。

运动能力测定和咽泵测定 将同步化的野生型

L4线虫在给药板上培养。分别于第 4天和第 8天在显

微镜下计数 20 s内线虫的身体弯曲次数。于第 5天和

第 9天在显微镜下计数 20 s内线虫的咽泵频率。每组

20条线虫, 独立重复实验3次。

脂褐素的测定 同步化的野生型 L4幼虫在空白

及其含有厚朴酚和不同浓度的 2-O-肉桂酸厚朴酚的

NGM 平板上处理 5天。用荧光倒置显微镜在明场和

暗场中观察线虫形态, 拍摄单个线虫的图像, 并使用

Image J软件分析线虫体内的荧光强度。独立重复实

验3次。

急性氧化应激条件下的生存率检测 同步化的野

生型L4幼虫转移到空白及其含有厚朴酚和不同浓度

的 2-O-肉桂酸厚朴酚的NGM平板上培养 4天后, 将线

虫转移到含有 450 μmol·L-1胡桃醌的新板上。每 1 h计

数一次线虫的死亡数, 直到所有线虫死亡。独立重复

实验3次。

急性热应激条件下的生存率检测 同步化的 L4

线虫转移到空白及其含有厚朴酚和不同浓度的2-O-肉

桂酸厚朴酚的 NGM平板上培养 4天后, 在 37 ℃下孵

育3 h后, 每1 h计数一次线虫的死亡数, 直到所有线虫

死亡。独立重复实验3次。

线虫体内活性氧自由基 (reactive oxygen species, 

ROS) 含量的测定 将同步化的野生型L4幼虫转移到

空白及其含有厚朴酚和不同浓度的2-O-肉桂酸厚朴酚

的 NGM 平板上培养 , 5 天后用 M9 缓冲液洗涤线虫 , 

20 μmol·L-1 H2DCFDA 在 20 ℃染色 2 h后, 用M9洗涤

线虫以除去染料。用荧光倒置显微镜在明场和暗场中

观察形态, 拍摄单个线虫的图像, 并使用 Image J软件

分析线虫体内的荧光强度。独立重复实验3次。

热应激后线虫体内 ROS含量的测定 同步化的

野生型L4幼虫转移到空白及其含有厚朴酚和不同浓

度的 2-O-肉桂酸厚朴酚的NGM平板上培养, 5天后用

M9缓冲液洗涤线虫, 20 μmol·L-1 H2DCFDA在 20 ℃染

色, 同时在 37 ℃孵育 2 h。用荧光倒置显微镜在明场

和暗场中观察形态 , 拍摄单个线虫的图像 , 并使用

Image J 软件分析线虫中的荧光强度。独立重复实

验3次。

寿命试验 将至少 50只同步化的野生型L4幼虫

转移到空白及其含有厚朴酚和 2-O-肉桂酸厚朴酚的

NGM平板上。将L4幼虫转移到实验板的天数定为第

0天。通过机械刺激判断线虫是否死亡。每天计算活

的和死亡的线虫, 直到所有线虫死亡。每天将线虫转

移到新的实验板上。独立重复实验3次。

DAF-16 核转位测定 使用转基因线虫 TJ356 

(zls356IV) 测定DAF-16::GFP的亚细胞位置。同时加

入 0.25 mg·mL-1 维生素 C (vitamin C) 作为阳性对照 , 

同步化的线虫卵用 vitamin C、MAG和MAG-26处理。

4天后, 用荧光倒置显微镜拍摄单个线虫的图片, 线虫

根据 DAF-16::GFP的定位分为 3类, 统计各类别的线

虫数量。独立重复实验3次。

转基因线虫 CF1553 中 sod-3 的表达 转基因线

虫CF1553 (muIs84 [Psod-3::GFP]) 线虫是 sod-3与GFP

融合表达的线虫, 将同步化的转基因线虫卵用MAG和

MAG-26处理4天, 通过倒置荧光显微镜拍摄单个线虫

图片, 使用 Image J软件分析各组线虫的GFP荧光强度

来检测线虫体内 sod-3的表达量。独立重复实验3次。

MAG-26 对 hsp-16.2、daf-16 和 age-1 线虫存活的

影响 hsp-16.2、daf-16和age-1线虫是将hsp-16.2、daf-16

和age-1基因片段敲除的线虫, 将同步化的突变体线虫

L4 幼虫转移到用或不用 100 μmol·L-1 药物治疗的

NGM板上, 并在 20 ℃下孵育。线虫每天都被转移到

新的 NGM 板上。在第 4 天 , 将它们转移到含有

450 μmol·L-1胡桃醌的新板上。触碰无反应则判定线

虫死亡 , 每隔 1 h 计数线虫的死亡数。独立重复实

验3次。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 8 (GraphPad 

Software Inc.)、origin2021 生成图形。使用 GraphPad 

Prism 8 (GraphPad Software Inc.) 比较寿命。采用

SPSS 26 统计软件进行统计分析 , 结果用 x ± s 表示。

多组间比较如符合正态分布且方差齐则用单因素方差

分析 ANOVA, 不符合正态分布则采用 Wilcoxon 秩和

检验, P < 0.05时差异有统计学意义。

结果

1　MAG-26对秀丽隐杆线虫生长发育的影响

线虫的体长、身体弯曲和咽泵频率可以反映线虫

的生长发育状态, 同时体长还可以反映药物的毒性[20]。

有毒药物使线虫生长缓慢, 从而导致同样的条件下, 有
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毒药物处理的线虫比正常生长的线虫身体长度短。在

正常衰老过程中, 大多数动物都会经历肌肉能力和协

调能力的下降。随着年龄的增长, 单位时间内线虫的

弯曲次数和吞咽次数会随之下降[21]。本实验用不同剂

量的MAG-26处理后, 研究MAG-26对线虫体长、身体

弯曲和咽泵频率的影响。与对照组相比, MAG-26处

理后的线虫体长没有变化; 同时MAG-26对线虫的咽

泵频率和运动能力也没有产生影响。以上实验结果表

明 , MAG-26 对线虫的生长发育没有影响 , 也表明

MAG-26对线虫没有产生毒性。

2　MAG-26对秀丽隐杆线虫体内脂褐素水平的影响

脂褐素可以从整体反映线虫的衰老[22]。脂褐素被

广泛认为是衰老的生物标志物, 是由体内不饱和脂肪

酸氧化产生的一种不溶性颗粒[23], 脂褐素随着生物体

年龄的增长而积累 , 可以作为健康或者衰老速度的

标志物 [24]。因此本实验使用不同剂量的 MAG-26 处

理后发现 (图 1A～E), 与对照组和 MAG 组相比 , 50、

100 μmol·L-1 MAG-26 可以显著降低线虫肠道脂褐素

的荧光强度, 说明MAG-26可以降低线虫体内的脂褐

素水平 , 改善线虫整体水平的衰老。 50 μmol·L-1 

MAG-26处理后降低线虫脂褐素的水平显著高于厚朴

酚 (图1F)。

3　MAG-26 对急性应激下秀丽隐杆线虫存活率的

影响

热应激和氧化应激已被证明可以加速生物体内细

胞的氧化, 可以在短时间内对线虫造成高强度的氧化

损伤 , 产生大量的 ROS, 进而导致线虫的衰老[25]。图

2A是线虫在热应激下的生存曲线, 从图中可以看出, 

MAG-26可以延长热应激下线虫的中位生存期。如图

2B所示, 在热应激实验中, 模型组线虫的中位生存期

为 2.5 h, MAG和 50 μmol·L-1 MAG-26组线虫的中位生

存期分别为 3.33和 3.67 h。与模型组相比, MAG-26可

以提高线虫的中位生存期 , 且 MAG-26 的效果优于

MAG。如图 2C所示, 模型组的平均寿命为 2.73 h, 各

浓度 MAG-26 组线虫的平均寿命分别为 3.097、3.597

和 3.387 h。与模型组相比, MAG-26可以延长热应激

下线虫的平均寿命, 其中 50 μmol·L-1 MAG-26组线虫

的平均寿命更长。

图 2D是线虫在氧化应激下的生存曲线, 从图中可

以看出, MAG-26可以延长氧化应激下线虫的中位生

存期。如图 2E 所示 , 在胡桃醌诱导的氧化应激实验

中, 模型组、MAG、12.5、50、100 μmol·L-1 MAG-26组线

虫的中位生存期分别为 4、5、4.667、6.16和 4 h, 说明经

12.5、50 μmol·L-1 MAG-26 处理后的线虫的中位生存

期, 与模型组相比显著延长。如图 2F所示, 模型组的

平均寿命为 3.953 h, 50 μmol·L-1 MAG-26组线虫的平

均寿命为 6.313 h, 与模型组相比, MAG-26可以改善氧

化应激下线虫的平均寿命。

从本实验结果可见, MAG-26可以显著延长热应

激和氧化应激下线虫的中位生存期, 说明MAG-26在

氧化应激和热应激下对线虫具有保护作用, 可以增强

线虫在急性应激下的抗逆性, 并且从该实验结果中可

以看出, 50 μmol·L-1 MAG-26增强线虫急性应激下抗

逆性的效果最显著。

Figure 1　Effect of 2-O-cinnamic acid magnolol (MAG-26) on lipofuscin levels in wild-type C. elegans. A−E: Control group, 100 μmol·L-1 

MAG group, 12.5 μmol·L-1 MAG-26 group, 50 μmol·L-1 MAG-26 group and 100 μmol·L-1 MAG-26 group of C. elegans spontaneous blue 

fluorescence of intestinal lipofuscin; F: Relative fluorescence intensity of lipofuscin accumulation in each group. n = 40, x ± s. **P < 0.01, 
***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control group; #P < 0.05 vs MAG group
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4　MAG-26对秀丽隐杆线虫细胞内ROS水平的影响

在正常衰老过程中会不断产生ROS, ROS具有很

强的氧化能力, 因此ROS被认为是引起衰老的主要原

因。氧化应激和热应激的实验结果表明, MAG-26可

以显著提高秀丽隐杆线虫的抗逆性, 但其作用机制尚

不明确。为了研究MAG-26提高线虫应激下的生存能

力是否是通过降低体内的ROS水平来实现的, 本实验

检测了空白组和给药组在正常衰老和热应激条件下, 

线虫体内 ROS的荧光强度。如图 3A所示, 正常衰老

过程中, 与空白组相比, MAG组和50 μmol·L-1 MAG-26

组可以显著降低线虫体内的ROS水平 (P < 0.05), 进而

改善线虫的衰老。如图 3B所示, 在热应激条件下, 与

模型组和 MAG 组相比 , 50 μmol·L-1 MAG-26 可以显

著降低热应激后线虫体内的ROS水平, 说明MAG-26

的抗氧化效果显著优于 MAG, 也进一步说明了

MAG-26 提高线虫的抗逆性与降低线虫体内 ROS 水

平相关。从以上实验结果中可以得出 , 50 μmol·L-1 

MAG-26的效果最佳, 100 μmol·L-1 MAG-26的抗衰老

效果开始下降或者没有抗衰老效果, 推测可能是因为

MAG-26的抗衰老效果存在中低浓度促进、高浓度抑

制的情况。

5　MAG-26对秀丽隐杆线虫寿命的影响

上述结果表明, 50 μmol·L-1 MAG-26效果最佳, 因

此后续实验选取本浓度为给药浓度。为了研究MAG-26

是否可以延长秀丽隐杆线虫的寿命, 本实验以野生型

Figure 3　 Effect of MAG-26 on the level of reactive oxygen 

species (ROS) in C. elegans. A: Relative fluorescence intensity of 

intracellular ROS in C. elegans after MAG-26 treatment under 

normal aging; B: Relative fluorescence intensity of intracellular 

ROS in MAG-26 treatment under heat stress conditions. n = 30, x 

± s. *P < 0.05 vs control group; $P < 0.05, $$P < 0.01 vs model 

group; ##P < 0.01 vs MAG group

Figure 2　Survival curve of C. elegans under acute stress after MAG-26 treatment. A: Survival curve of C. elegans under the stimulation of 

high temperature stress (37 ℃); B: Median survival period of C. elegans under high temperature stress (37 ℃) stimulation; C: Mean lifespan 

of C. elegans under high temperature stress (37 ℃) stimulation; D: Survival curves of C. elegans under stimulation with 450 μmol·L-1 carob 

quinone; E: Median survival of C. elegans under stimulation with 450 μmol·L-1 carob quinone; F: Mean lifespan of C. elegans under 

stimulation with 450 μmol·L-1 carob quinone. n = 40, x ± s. $P < 0.05, $$P < 0.01, $$$$P < 0.000 1 vs model group; #P < 0.05, ####P < 0.000 1 

vs MAG group
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秀丽隐杆线虫为模型, L4期给药探究MAG-26对线虫

衰老的影响。如图 4A 所示, 与空白组相比, MAG-26

组线虫寿命的生存曲线向右移动显著 (P < 0.05), 并且

MAG-26组线虫的最大生存天数与空白组和 MAG组

相比更长。如图 4B所示, 空白组的中位寿命为 16.83

天, MAG-26处理后线虫的中位寿命为 17.67天。与空

白组相比, MAG-26可以显著延长线虫的中位生存期。

如图4C所示, 空白组线虫的平均寿命为16.99天, MAG-26

处理后线虫的平均寿命为 18.17 天。与空白组相比 , 

MAG-26 可以显著提高线虫的平均寿命。综上所述, 

MAG-26可以延长线虫的中位生存期和平均寿命, 其

线虫的最大生存天数也显著右移, 说明MAG-26可以

显著延长线虫的寿命。

6　MAG-26对DAF-6核转位的影响

TJ356 线虫是 DAF-16 与 GFP 融合表达的线虫。

FOXO转录因子 DAF-16对于线虫的 dauer期形成、寿

命延长和抗逆性都是不可或缺的, 受胰岛素信号通路

抑制[26]。在正常生长条件下, TJ356线虫DAF-16主要

保留在细胞质中 (图 5A), 但用 MAG-26干预后, 能够

促进DAF-16由细胞浆转入细胞核 (图 5B、C)。与对照

组相比 , MAG-26 可以显著激活 DAF-16 向细胞核转

移 (图5D)。结果表明, MAG-26的抗衰老机制与DAF-16

密切相关。

7　MAG-26对秀丽隐杆线虫 sod-3表达的影响

DAF-16入核后激活其 DAF-16下游基因 sod-3表

达 , sod-3 编码线虫的超氧化物歧化酶 (superoxide 

dismutase, SOD), 参与体内氧化与抗氧化平衡[27]。

CF1553线虫是 sod-3与GFP融合表达的线虫, 本实验

通过倒置荧光显微镜观察各组线虫的 GFP 荧光强度

来检测线虫体内 sod-3的表达量。如图 6所示, 与对照

Figure 5　MAG-26 induces nuclear localization of DAF-16::GFP. A: DAF-16 in the cytoplasm of TJ356 nematodes; B: Partial transfer of 

DAF-16 into the nucleus of TJ356 nematode; C: Complete transfer of DAF-16 into the nucleus of TJ356 nematode; D: MAG-26 induces the 

proportion of DAF-16 nuclear translocations in TJ356 nematodes. n = 30, x ± s

Figure 4　Effect of MAG-26 on the longevity of C. elegans. A: Survival curve of C. elegans after MAG-26 treatment; B: Median lifespan 

of C. elegans after MAG-26 treatment; C: Average lifespan of C. elegans after MAG-26 treatment. n = 40, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 

control group
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组相比, MAG-26组线虫体内荧光水平明显增强, 说明

MAG-26 可以显著提高 CF1553 线虫体内的 sod-3 水

平, 增强抗氧化应激基因的表达, 进一步说明药物可能

是通过增加 sod-3的表达来改善氧化应激下线虫的存

活率。

8　MAG-26对基因缺失线虫存活的影响

DAF-16的下游靶标包括参与体内氧化与抗氧化

平衡的基因 sod-3、小分子热休克蛋白基因 (hsp-16.2), 

这些基因的过表达可以有效延长线虫的寿命, 提高线

虫抵抗外界应激的能力。上述实验已经表明, MAG-26

可以提高线虫体内 sod-3的表达。本实验使用hsp-12.6

线虫, 该线虫是将 hsp-16.2基因片段敲除的线虫。如

图 7A所示, MAG-26并不能提高 hsp-12.6线虫氧化应

激后的存活率。进一步说明MAG-26改善氧化应激下

的存活率可能与hsp-16.2有关, MAG-26可能是通过激

活应激反应信号通路延长了秀丽隐杆线虫的寿命。

IIS通路是一个与寿命、应激耐受、代谢调节、蛋白

平衡等相关的信号通路。AGE-1/PI3K 和 DAF-16/

FOXO 分别是该通路的中游和下游的两个主要节点, 

常用于判断秀丽隐杆线虫抗氧化、抗衰老活性的基因

相关指标。age-1线虫是第一个发现的与线虫寿命相

关的基因, 并且通过胰岛素信号通路发挥抗衰老作用, 

如图 7B所示, 在胡桃醌损伤条件下, MAG-26处理后

对 age-1线虫并没有保护作用, 说明MAG-26抗衰老作

用可能与 age-1有关。daf-16是胰岛素信号通路下游

的关键节点, 如图7C所示, MAG-26并不能延长daf-16线

虫的存活时间。通过以上实验结果初步表明, MAG-26对

线虫的保护作用可能与age-1、daf-16有关。

讨论

近年来, 随着我国老龄化人口所占比例逐渐增加, 

与衰老相关疾病的患者数量呈上升趋势。研究表明, 

癌症、糖尿病和神经退行性疾病都与衰老有关[28]。

秀丽隐杆线虫是研究抗衰老的理想模型。线虫的

体长、身体弯曲和咽泵频率可以反映线虫的生长发育

状态 , 同时体长还可以反映药物的毒性。本实验中

MAG-26处理后并没有影响线虫的体长、身体弯曲和

咽泵频率, 说明MAG-26对线虫的生长发育没有影响, 

也表明该药物对线虫没有产生毒性作用。线虫中脂褐

素的含量随着年龄的增长而逐渐增加。脂褐素被广泛

认为是衰老的生物标志物, 不能通过胞吐作用排泄, 并

且随着时间的推移可以在细胞中积累[29]。脂褐素累积

过多会对线虫的身体造成损害, 最终加速线虫的衰老。

本实验结果表明MAG-26可以减少线虫体内脂褐素的

累积, 改善线虫整体水平的衰老。本实验研究了MAG-

26对线虫的寿命的影响, 结果发现MAG-26处理后延

长了线虫的平均寿命和中位寿命, 说明MAG-26在不影

响线虫生理状态的前提下改善了线虫的衰老。

热应激和氧化应激会在短时间内对秀丽隐杆线虫

造成高强度的氧化损伤, 产生大量的 ROS, 进而导致

线虫的衰老[20]。本实验结果中, MAG-26可以显著增

加热应激和氧化应激后线虫的中位生存率 , 说明

MAG-26对秀丽隐杆线虫在氧化应激和热应激下具有

保护作用 , 可以增强线虫在急性应激下的抗逆性。

ROS被认为是引起衰老的主要原因, 在正常衰老过程

中就会不断产生ROS, 本实验发现给药后可以显著降

低正常衰老过程中和热应激下线虫体内的ROS水平, 

说明MAG-26通过降低ROS来改善线虫的衰老, 并且

从以上实验结果中发现, MAG-26在中低剂量时效果

很显著, 高剂量的MAG-26抗氧化、抗衰老的效果逐渐

减弱或没有效果, 推测可能是因为MAG-26存在中低

Figure 7　Effect of MAG-26 on survival of hsp16.2 (A), age-1 (B), daf-16 (C) mutant nematodes under oxidative stress condition. n = 40, 

x ± s

Figure 6　The effect of MAG-26 on the expression of sod-3 in C. 

elegans. n = 40, x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group
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浓度促进、高浓度抑制的现象。

TJ356 线虫是 DAF-16 与 GFP 融合表达的线虫。

MAG-26 可以显著激活 DAF-16 向细胞核转移 , 表明

MAG-26的抗衰老机制与DAF-16密切相关。CF1553

线虫是 sod-3与GFP融合表达的线虫, sod-3基因编码

线虫的超氧化物歧化酶, MAG-26处理后 sod-3的表达

显著上调。小分子热休克蛋白基因 (hsp-16.2) 的过表

达可以有效延长线虫的寿命, 提高线虫抵抗外界应激

的能力。在氧化应激下, MAG-26可以显著提高野生

型N2线虫的存活率, 这可能是由于MAG-26对热休克

蛋白 hsp-16.2表达上调的影响, 进而提高其抗逆性, 而

且 MAG-26 不能延长 hsp-16.2 线虫氧化应激后的寿

命, 表明MAG-26改善氧化应激下线虫的存活率的机

制可能与基因 sod-3和hsp-16.2有关。

IIS通路是第一条被确定的进化非常保守的衰老

调控通路。IIS通路在秀丽隐杆线虫和哺乳动物的寿

命调节中起主要作用, 即降低 IIS通路的活性会使寿命

延长, 而活性增加会加速衰老过程。衰老基因age-1编

码磷脂酰肌醇-3-OH激酶 (PI3K)[30,31], daf-16调节规范

IIS 级联下游的老化过程[32]。AGE-1/PI3K 和 DAF-16/

FOXO 分别是该通路上的中游和下游的两个主要节

点, 常用于判断秀丽隐杆线虫抗氧化、抗衰老活性的相

关基因指标。MAG-26可以显著延长野生型N2线虫在

氧化应激下的存活率, 但age-1、daf-16线虫在氧化应激

下的存活率与对照组相比没有显著性差异, 这表明age-

1、daf-16是MAG-26介导线虫延缓衰老所必需的。

据报道, 天然产物厚朴酚具有多种生物活性, 如抗

氧化、抗炎、抗肿瘤等。为了提高厚朴酚的抗衰老活

性, 本研究设计并合成了一种厚朴酚衍生物。为了验

证该化合物的抗衰老活性, 本研究用秀丽隐杆线虫模

型系统证明了MAG-26具有显著的抗氧化和抗衰老活

性并且效果优于厚朴酚。

本研究表明, MAG-26可以促进秀丽隐杆线虫的

寿命并减少脂褐素的累积, 显著提高秀丽隐杆线虫在

氧化应激下的抗逆性并降低热应激下线虫体内 ROS

水平。MAG-26可以显著激活DAF-16向细胞核转移, 

入核后激活其下游基因 sod-3 和 hsp-16.2 表达。此外

研究发现, MAG-26发挥抗衰老活性可能与 age-1、daf-

16基因有关, 这表明MAG-26可能通过 IIS通路来改善

秀丽隐杆线虫的衰老, 延长秀丽隐杆线虫的寿命。
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