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基于葡萄糖诱导的秀丽隐杆线虫模型探讨黄芪抗氧化的作用及机制
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摘要: 本研究考察黄芪对高糖诱导的秀丽隐杆线虫的作用并探讨其作用机制。采用UPLC-MS法鉴定黄芪的

成分。以秀丽隐杆线虫为模式生物 , 建立高糖模型 , 测定黄芪对线虫的体长、头尾摆动、咽泵运动能力、活性氧 

(reactive oxygen species, ROS) 的影响; 运用实时荧光定量聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, PCR) 检测黄

芪对BZIP结构域蛋白 1 (protein skinhead-1, SKN-1) 信号通路相关基因mRNA表达的影响。结果显示, 与正常组相

比, 高糖状态下线虫体长、头尾摆动、咽泵频率表达均显著降低, 体内ROS含量显著增加; 黄芪给药后体长、头尾摆动、

咽泵频率表达均显著增加, ROS含量显著降低 (P < 0.01)。与正常组相比, 高糖状态下秀丽隐杆线虫中 SKN-1、超氧

化物歧化酶 3 (superoxide dismutas-3, SOD-3)、抗氧化基因谷胱甘肽 S-转移酶 4 (glutathione S-transferase 4, GST-4)、

谷胱甘肽S-转移酶7 (glutathione S-transferase 7, GST-7) 的表达均显著降低; 黄芪给药后SKN-1、SOD-3、GST-4、GST-7

表达均显著增加 (P < 0.01)。本研究表明, 在秀丽隐杆线虫内, 黄芪通过调控 SKN-1信号通路改善高糖引起的氧化

应激反应。
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Abstract: The objective of this study was to observe the effect of Astragalus membranaceus on high sugar-

induced Caenorhabditis elegans, and to explore its mechanism of action. UPLC-MS method was used to identify 

the components of Astragalus membranaceus. A high glucose model was established by using Caenorhabditis 

elegans as a model organism, and the effects of Astragalus membranaceus on body length, body bending, 

swallowing frequency, and reactive oxygen species (ROS) of the nematode were determined; the effects of 
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Astragalus membranaceus on the expression of mRNA of genes related to the protein skinhead-1 (SKN-1) 

signaling pathway were examined by using the real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 

(PCR). The results showed that compared with the normal group, the nematode body length, body bending, and 

swallowing frequency expression were significantly reduced and the ROS content in the body was significantly 

increased in the high glucose state; after the administration of Astragalus membranaceus, the body length, body 

bending, and swallowing frequency expression were significantly increased, and the ROS content was significantly 

reduced (P < 0.01). Compared with the normal group, SKN-1, superoxide dismutas-3 (SOD-3), glutathione 

S-transferase 4 (GST-4), and glutathione S-transferase 7 (GST-7) expression were significantly decreased in 

Caenorhabditis elegans in the high glucose condition; SKN-1, SOD-3, GST-4, and GST-7 expression were 

significantly increased after administration of Astragalus membranaceus (P < 0.01). In the present study, we 

demonstrated that Astragalus membranaceus has an effect on high glucose-induced Caenorhabditis elegans 

nematodes, and its mechanism of action may be through the modulation of the SKN-1 signaling pathwaym in order 

to ameliorate the oxidative stress response induced by high glucose.

Key words: Astragalus membranaceus; Caenorhabditis elegans; oxidative stress; protein skinhead-1; high 

glucose

糖尿病是一种以高血糖为特征的慢性代谢性疾

病。流行病学数据表明, 全球的糖尿病患者数量已经

达到 4.15 亿[1]。糖尿病并发症涉及血管、眼、肾和足 , 

致残致死率高, 严重危害机体健康和生活质量。糖尿

病及其并发症的发生发展与氧化应激密切相关。氧化

应激的产生来自于自由基的产生与抗氧化防御系统能

力之间的不平衡[2], 若平衡被打破, 则产生氧化应激反

应, 导致细胞、组织和器官的结构和功能损伤, 从而损

伤生物体的健康和生存[3]。新近研究显示, 他汀类药

物、血管紧张素转化酶抑制剂、血管紧张素Ⅱ受体拮抗

剂、噻唑烷二酮类等药物具有很强的细胞内抗氧化能

力, 用于防治糖尿病并发症[4]。但这些药物不良反应

多, 存在局限性, 因此, 寻求药效高且毒副作用小的药

物刻不容缓。

黄芪 (Astragalus membranaceus, AM) 又名黄耆 , 

是豆科植物蒙古黄芪或荚膜黄芪干燥的根[5]。研究发

现黄芪具有抗氧化活性, 可显著改善DPPH自由基、羟

基自由基、ABTS自由基的清除能力[6]。另外, 黄芪多

糖提高超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD)、

过氧化氢酶 (catalase, CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶 

(glutathione peroxidase, GSH-PX) 等抗氧化酶的水平 , 

降低丙二醛 (malonaldehyde, MDA) 含量, 调节大鼠体

内氧化应激反应 ; 同时降低空腹血糖 (fasting blood 

glucose, FPG)、血清总胆固醇 (total serum cholesterol, 

TC)、甘油三酯 (triglyceride, TG)、低密度脂蛋白胆固

醇 (low density lipoprotein-cholesterol, LDL-C) 水平 , 

从而影响糖脂代谢[7]。黄芪甲苷可以通过抗氧化应激

和激活钙蛋白酶-1活性改善血管内皮功能障碍[8]。黄

芪的总黄酮类化合物通过清除超氧化物和羟基自由

基, 从而改善动脉粥样硬化[9]。虽然黄芪及其有效部

位可以调节糖代谢, 抑制氧化应激, 但是黄芪在高糖环

境中发挥抗氧化的机制尚未得到科学的阐释, 严重限

制其在防治糖尿病及其并发症的应用。

秀丽隐杆线虫是目前研究氧化应激的理想模型之

一, 它以大肠杆菌为食, 身体呈透明状; 生长周期通常

分为 L1、L2、L3、L4 四个时期以及成虫期 , 生命周期

短, 生长迅速, 培养简单, 繁殖能力强, 遗传途径完整且

与人类有同源的基因; 此外, 线虫的氧化应激反应可通

过探针可视化, 而且高等动物体内的氧化应激反应、基

本生理过程以及诸多重要通路在秀丽线虫模型内都有

一定的体现[10-13]。因此, 本课题组采用葡萄糖诱导的

秀丽隐杆线虫深入探讨黄芪的抗氧化作用。

本研究观察葡萄糖刺激后, 线虫的体长、咽泵运

动、生存率以及体内活性氧水平, 并应用 qRT-PCR 实

验揭示黄芪对 BZIP 结构域蛋白 1 (protein skinhead-1, 

SKN-1)、SOD-3、抗氧化基因谷胱甘肽 S-转移酶 4 

(glutathione S-transferase 4, GST-4)、谷胱甘肽S-转移酶

7 (glutathione S-transferase 7, GST-7) 基因表达的影响。

本课题将为黄芪抗氧化的规律提供实验依据, 为黄芪

的二度开发奠定基础。

材料与方法

线虫及菌株 野生型秀丽隐杆线虫N2; 转基因线

虫 CF1553 (muls84 [(pAD76) sod-3::GFP]), 均为中国

科学院遗传与发育生物学研究所惠赠。

主要试剂 胰蛋白胨 (3438287)、酵母提取物 

(2495802)(赛默飞世尔 Oxoid 公司); 琼脂粉 (Solarbio

公司, 711A0217); 蛋白胨 (北京奥博星生物技术有限

责任公司, 01-001); 胆固醇 (北京博奥拓达科技有限公
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司 , 180805); 磷酸二氢钾 (20210705)、磷酸二氢钠 

(20210331)、无水硫酸镁 (20210112)(天津市光复科技

发 展 有 限 公 司); 氯 化 钠 (7647-14-5)、氢 氧 化 钠 

(1310-73-2)、无水氯化钙 (10043-52-4)(大茂化学试剂

厂); 胡 桃 醌 ( 上 海 麦 克 林 生 化 科 技 有 限 公 司 , 

H861192)。

主要仪器 电子天平 (德国赛多利斯公司, Sartorius 

BSA124S-CW); 荧光倒置显微镜 (日本 Nikon 公司 , 

D-LH/LC); 迷你离心机 (中国其林贝尔仪器制造有限

公司, LX-300); 激光共聚焦显微镜 (德国Leica, SP8)。

黄芪水提物的制备  称取黄芪饮片 50 g, 放置在

圆底烧瓶内, 加 10倍量去离子水煎煮 2 h, 用纱布过滤

黄芪饮片, 重复上述步骤 2次后, 合并滤液, 蒸发减压

浓缩滤液为浸膏, 将盛放浸膏的蒸发皿放置于真空干

燥箱内, 在 60 ℃下干燥 12 h, 将干燥后的黄芪水提物

浸膏研磨为细粉状, 制成黄芪水提物粉末。

黄芪样品溶液的制备 取上述黄芪水提物粉末 

(过 4 号筛) 约 1 g, 加入甲醇充分涡旋 30 s, 4 ℃静置

2 h, 15 000 r·min-1离心 15 min, 取上清液, 0.22 μm微孔

滤膜过滤, 摇匀, 即得。

含糖菌液的配制 向大肠杆菌内加入葡萄糖以构

建高糖环境。将19.800 mg葡萄糖加入至2 mL大肠杆菌

菌液内, 充分混合均匀后即配制成浓度为 50 mmol·L-1

含糖菌液。

含药菌液的配制 在无菌环境下培养秀丽隐杆线

虫及CF1553线虫, 线虫通常以尿嘧啶缺陷型大肠杆菌

为食物。给药前, 将黄芪水提物加至大肠杆菌菌液内

配制成不同组别所需的浓度备用。

UPLC-MS检测条件

色 谱 条 件 色 谱 柱 : 采 用 Waters ACQUITY 

UPLC BEH C18色谱柱 (100 mm×2.1 mm, 1.7 µm); 流

动相 : 0.1% 甲酸水溶液 (A)-乙腈 (B), 梯度洗脱 (0～

15.5 min, 8%～35% B; 15.5～32.5 min, 35%～95% B; 

32.5～32.6 min, 95%～8% B; 32.6～35.6 min, 8% B); 

体积流量0.2 mL·min-1; 柱温35 ℃, 进样量5 µL。

质谱条件 电喷雾离子源 (ESI); 正负离子模式; 

数据采集模式: 全扫描和自动触发二级质谱扫描 (full 

MS/dd-MS2); 扫描范围为m/z 100～1 500, 一级质谱分

辨率 70 000, 二级质谱分辨率 17 500; 喷雾电压正负离

子模式下分别为 3.8、3.0 kV; 碰撞能量 (CE) 为 20、35、

60 eV; 脱溶剂气体温度正负离子模式下分别为 310、

350 ℃, 毛细管温度正负离子模式下分别为320、350 ℃。

线虫培养及传代 线虫通常放置于 22 ℃的恒温

培养箱内培养。在无菌环境下, 将线虫接种于滴有大

肠杆菌菌液的 NGM 培养基中培养, 将培养皿放置在

22 ℃的恒温培养箱内[14]。

线虫同步化 取生长发育良好且正处于产卵期的

成虫 NGM 培养基, 抽取适量的 M9缓冲液冲洗 NGM

培养基, 尽量将NGM培养基上的线虫完全冲下来, 转

移至1.5 mL灭菌的离心管内, 10 000 r·min-1离心90 s, 弃

上清。加入1 mL线虫裂解液, 涡旋4 min, 待虫体完全裂

解且离心管内含有大量虫卵时, 终止涡旋, 10 000 r·min-1

离心90 s, 弃上清。再加入1 mL M9缓冲液, 10 000 r·min-1

离心90 s, 重复上述步骤3次以洗去裂解液。第三次离

心后保留 100 μL液体, 将含有虫卵的剩余液体转移至

滴有大肠杆菌的NGM培养基上, 为避免污染, 应滴加

在非大肠杆菌所在区域。放置于 22 ℃的恒温培养箱

中培养约 36 h, 待其生长至 L4 时期即可开展后续

实验[15]。

黄芪对秀丽隐杆线虫身体长度的影响 将经过同

步化处理且生长发育至L4时期的线虫分为不同组别, 

每组线虫数量不少于 60条, 给药 24 h后, 收集线虫至

1.5 mL离心管内, 10 000 r·min-1离心 90 s, 离心弃上清, 

加入 20 μL麻药, 吹打均匀, 抽取线虫将其放置在载玻

片上, 并用倒置显微镜仔细观察拍摄, 用NIS-Elements

软件测量线虫的身体长度。

黄芪对秀丽隐杆线虫头部摆动的影响 将经过同

步化处理且生长发育至L4时期的线虫移至各组。每

组线虫数量不少于 10条。给药 3天后, 将线虫转至含

有M9缓冲液但不含有大肠杆菌的空白培养基上。在

观察线虫头部摆动前, 让线虫在 M9缓冲液中适应性

生存 1 min, 再使用显微镜仔细观察 20 s内线虫的头部

摆动次数并记录。线虫头部摆动的方向须以身体方向

为基准, 视为一次摆动。

黄芪对秀丽隐杆线虫咽泵运动的影响 将经过同

步化处理且生长发育至L4时期的线虫移至各组。每

组线虫数量不少于 10条。给药 5天后, 将线虫转至不

含有大肠杆菌的空白培养基上, 在显微镜下仔细观察

20 s内线虫咽泵运动次数并记录。将线虫咽泵与头部

上下移动1次视为1次运动。

黄芪对秀丽隐杆线虫 ROS的影响 将经过同步

化处理且生长发育至L4时期的线虫移至各组。每组

线虫数量不少于30条。给药4天后, 用M9缓冲液冲洗

收集各组线虫, 转移至 1.5 mL离心管内, 10 000 r·min-1

离心 90 s, 弃上清, 避光向离心管内加入 50 μL浓度为

100 μmol·L-1 DCFH-DA荧光探针, 于 37 ℃恒温箱内孵

育 30 min, 用M9缓冲液冲洗 3次后, 向离心管内加入

20 μL麻药, 吹打均匀, 抽取线虫将其放置在载玻片上, 

并用激光共聚焦显微镜仔细观察拍摄线虫体内的荧光

成像情况, 荧光强度用 Image J软件分析。
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黄芪对线虫 SOD-3 的检测 将经过同步化处理

的CF1553线虫的虫卵, 移至各组。每组线虫数量不少

于 30 条。给药 3 天后 , 收集线虫至 1.5 mL 离心管内 , 

10 000 r·min-1离心 90 s, 弃上清, 向离心管内加入 20 μL

麻药, 吹打均匀, 抽取线虫, 将其放置在载玻片上, 用激

光共聚焦显微镜仔细观察并拍照, 使用 Image J软件分

析线虫体内的荧光强度。

实时荧光定量 PCR 将经过同步化处理且生长

发育至L4时期的线虫移至各组。每组线虫数量不少

于 1 000条。给药 4天后, 用M9缓冲液冲洗线虫, 并转

移至 1.5 mL离心管内 10 000 r·min-1, 离心 90 s, 弃上清, 

收集至1.5 mL离心管内。Trizol法提取组织总RNA, 测

得 RNA的浓度, 参照逆转录试剂盒说明书以 RNA为

模板逆转录合成cDNA, 采用PCR仪检测基因表达, 2-∆∆CT

法计算相对基因表达量。各基因引物序列见表1。

统计学分析 采用 SPSS20.0统计软件进行分析。

结果以均值 ± 标准差 (x ± s) 表示 , 符合正态分布者 , 

多组间比较采用方差分析, 方差齐组间两两比较采用

LSD法, 方差不齐用Tamhane检验。非正态性分布者, 

选择卡方检验 (Kruskal-Wallis test), 当P < 0.05时差异

具有统计学意义。

结果

1　黄芪的质量控制研究

采用 UPLC-MS技术, 以 0.1% 甲酸溶液 (A)-乙腈 

(B) 为流动相进行梯度洗脱, 并采用ESI离子源, 分别

在正、负离子模式进行全扫描和二级质谱扫描, 获得化

合物的一级和二级质谱数据, 结合文献报道对黄芪进

行分析鉴定。鉴定出黄芪中黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅲ、

黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮苷、芒柄花苷、芒柄

花素、异黄芪皂苷Ⅰ 8种化合物 (表2)。

2　黄芪对秀丽隐杆线虫身体长度的影响

实验结果表明 (图 1), 与对照组相比, 模型组秀丽

隐杆线虫体长显著缩短 (P < 0.001)。与模型组相比, 

5、10和20 mg·mL-1黄芪给药组均能显著增加秀丽隐杆

线虫的体长 (P < 0.001)。由此可见, 黄芪对秀丽隐杆

线虫的生长发育具有明显的改善作用。

3　秀丽隐杆线虫头部摆动的影响

实验结果表明 (图 2), 与对照组相比, 模型组秀丽

隐杆线虫头部摆动显著降低 (P < 0.001)。与模型组相

比, 5、10和 20 mg·mL-1黄芪给药组均能显著提高秀丽

Figure 1　Effect of Astragalus membranaceus (AM) on the body 

length of C. elegans. n = 60, x ± s. ###P < 0.001 vs control; ***P < 

0.001 vs model

Table 1　The primers using for RT-qPCR analyses

Gene
SKN-1

GST-4

GST-7

SOD-3

β-Actin

Primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer

Sequence (5' to 3')
ACTCCCACCCGAATGTCACT
GCCGTGTTGATCCACCTGTT
TTTGATGCTCGTGCTCTTGC
GGAGTCGTTGGCTTCAGCTT
GTCAGATCTTGGCCTACGCT
CCAAGTAACGGGCGATAGCA
TCTACTGCTCGCACTGCTTC
TGTTCACGTAGGTGGCATGA
AGGATCTATCCTCGCCTCCC
TCCGTAAGGCAGATGACGTT

Table 2　LC-MS data of Astragalus membranaceus chemical constituents

No.
1

2
3

4

5
6
7

8

Identification
Astragaloside I

Astragaloside III
Astragaloside A

Calycosin

Calycosin-7-glucoside
Ononin
formononetin

Isoastragaloside I

Formula
C45H72O16

C44H86O26

C41H68O14

C16H12O5

C22H22O10

C22H22O9

C16H12O4

C45H72O16

Ion mode
[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+H]+

Detected
869.482 7

1 031.548 0
785.020 8

285.192 3

447.129 2
429.125 9
269.136 3

869.667 9

Expected
869.489 3

1 031.543 9
785.468 1

285.075 7

447.128 5
429.118 0
269.080 8

869.489 3

MS/MS fragmentation (m/z)
689.426 9, 671.416 2, 653.405 8,

635.400 6, 473.361 5, 455.352 5,

437.341 9, 419.331 3, 157.048 9
869.491 4, 437.342 0, 217.071 0
587.391 7, 569.382 4, 587.391 7,

473.362 3, 437.342 4, 419.330 8,

143.106 9, 125.096 4
270.052 6, 253.049 5, 225.055 8,

214.062 1, 197.059 6, 137.023 7
285.076 0, 270.052 5, 253.049 6
256.133 4, 112.984 6, 269.081 1
253.050 1, 237.055 0, 225.054 9,

197.060 3, 118.041 7
689.431 2, 671.420 1, 653.405 1,

473.362 2
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隐杆线虫的头部摆动频率 (P < 0.01, P < 0.001)。由此

可见, 黄芪能有效延缓肌肉的萎缩退化, 提高其运动

能力。

4　秀丽隐杆线虫咽泵的影响

咽泵运动次数是线虫实验常用的一种定量指标, 

可以反映线虫的进食情况、基本运动能力和健康状况

等。实验结果表明 (图 3), 与对照组相比, 模型组秀丽

隐杆线虫咽泵频率显著降低 (P < 0.001)。与模型组相

比, 5、10和 20 mg·mL-1黄芪给药组均能显著提高秀丽

隐杆线虫的咽泵频率 (P < 0.01, P < 0.001)。由此表

明, 黄芪干预后能增强线虫的运动和消化能力。

5　黄芪对秀丽隐杆线虫ROS的影响

实验结果表明 (图 4), 与对照组相比, 模型组秀丽

隐杆线虫ROS水平显著升高 (P < 0.001)。与模型组相

比, 10和 20 mg·mL-1黄芪给药组均能显著降低秀丽隐

杆线虫的ROS水平 (P < 0.01)。这表明黄芪能有效降

低线虫体内的 ROS, 减缓 ROS对线虫的损伤, 提高其

生存能力。

6　黄芪对CF1553线虫SOD-3的影响

CF1553线虫是一种含有绿色荧光蛋白GFP融合

SOD-3的转基因线虫, 实验结果表明 (图 5), 与对照组

相比 , 模型组 CF1553 线虫荧光表达量显著降低 (P < 

0.001)。与模型组相比 , 5、10 和 20 mg·mL-1黄芪组均

能显著提高 CF1553 线虫的荧光表达量 (P < 0.001)。

由此可见, 黄芪显著提高 SOD-3蛋白的表达, 从而减

轻秀丽隐杆线虫的氧化损伤程度。

7　黄芪对SKN-1、GST-4、GST-7、SOD-3表达的影响

氧化应激是体内氧化和抗氧化作用失衡的一种状

态, 体内的抗氧化系统会减少自由基产生的影响。实

验结果表明 (图 6), 与对照组相比, 模型组秀丽隐杆线

虫的 SKN-1表达显著降低 (P < 0.05), GST-4、GST-7和

SOD-3 表达亦显著降低 (P < 0.001)。与模型组相比 , 

20 mg·mL-1黄芪给药组能显著提高秀丽隐杆线虫的

SKN-1表达 (P < 0.01); 10和 20 mg·mL-1黄芪给药组均

能显著提高秀丽隐杆线虫GST-4和GST-7的表达 (P < 

0.001); 5、10 和 20 mg·mL-1的黄芪给药组均能显著提

高秀丽隐杆线虫 SOD-3的表达 (P < 0.05, P < 0.01, P <

0.001)。由此可见, 黄芪可能通过调控 SKN-1信号通路

以改善高糖对秀丽隐杆线虫的氧化损伤。

讨论

一定浓度的糖和脂质会促进线虫的生长发育, 长

Figure 3　Effects of AM on swallowing frequency in C. elegans. 

n = 10, x ± s. ###P < 0.001 vs control; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 

model

Figure 2　 Effects of AM on body bending frequency of C. 

elegans. n = 10, x ± s. ###P < 0.001 vs control; **P < 0.01, ***P < 

0.001 vs model

Control Model

AM 20 mg·mL-1 AM 10 mg·mL-1 AM 5 mg·mL-1

Figure 4　Effect of different concentrations of AM on the levels of reactive oxygen species (ROS) in C. elegans. Scale bar: 500 μm. n = 30, 

x ± s. ###P < 0.001 vs control; **P < 0.01 vs model
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期过量的糖和脂质产生抑制作用。研究表明在线虫生

存的培养基内加入葡萄糖建立高糖环境后, 线虫的寿

命、体长和生殖能力都有显著的抑制 , 同时线虫的

ROS 显著升高、MDA 含量降低、SOD 活性显著下

降[16,17]。此外, 线虫暴露于高葡萄糖浓度条件下时可

以通过积累甲基乙二醛衍生的晚期糖基化终末产物 

(advanced glycation end products, AGEs) 和破坏线粒体

功能来限制秀丽隐杆线虫的寿命[18]。本课题采用高浓

度葡萄糖培育秀丽隐杆线虫后, 与正常组相比, 高糖状

态下线虫体长、头尾摆动、咽泵频率表达均显著降低, 

氧自由基含量显著增加, 与文献报道一致。

SKN-1 (哺乳动物的 NRF1/2 同源基因) 是调节氧

化应激所必需的通路之一[19]。在秀丽隐杆线虫内, 抗

氧化酶主要通过 SKN-1调节[20]。GST-4、GST-7、SOD-3

同属于 SKN-1的下游靶基因。GST-4、GST-7归属于谷

胱甘肽S-转移酶家族, 能够缓解细胞或者DNA的氧化

损伤, 并催化GSH与环氧化合物、卤代化合物的结合, 

发挥抗氧化作用[21]。SOD是一种抗氧化金属酶, 能催

化超氧阴离子自由基歧化生成氧和过氧化氢, 该酶存

在于秀丽线虫线粒体膜上, 具有清除线粒体内氧自由

基的作用[22]。研究表明, 高糖刺激的秀丽隐杆线虫体

内 SKN-1的表达明显降低[23]; 此外, 通过百草枯诱导秀

丽隐杆线虫产生氧化应激反应, 可观察到 SKN-1的表

达水平明显降低[24]; 胡桃醌和H2O2诱导的氧化应激实

验中, GST-4、GST-7、SOD-3 mRNA的相对表达量均显

著降低[25,26]; 在自然衰老模型中, SOD-3和 SKN-1基因

的表达下调[27,28]。本课题采用高浓度葡萄糖培育秀丽

隐杆线虫后, 检测线虫体内 SOD-3以及GST-4的表达, 

结果表明高糖组 SKN-1、SOD-3、GST-4 mRNA 的表达

显著下降[29-31], 表明高糖在线虫体内抑制抗氧化酶及

上游信号通路的表达。

研究表明在百草枯建立的线虫氧化应激损伤中, 

黄芪显著延长线虫寿命[32,33]。另外 ,黄芪多糖可提高

SOD 活性, 抑制 ROS, 减少 MDA, 缓解秀丽隐杆线虫

内的氧化应激反应[34,35]。课题组发现在高糖环境中 , 

黄芪给药后线虫的体长、头尾摆动、咽泵频率表达均显

著增加; 氧自由基含量显著降低, SKN-1、SOD-3、GST-4、

GST-7表达均显著增加。这表明黄芪无论在正常的环

境中, 还是在高糖条件下, 均能提高线虫抗氧化能力, 

提示黄芪可以缓解糖尿病中的氧化应激, 可能通过抗

氧化改善糖尿病或糖尿病并发症。本文采用UPLC-MS

技术对黄芪所含化合物进行定性分析, 发现黄芪有黄

Control Model

AM 20 mg·mL-1 AM 10 mg·mL-1 AM 5 mg·mL-1

Figure 5　Effect of AM on the fluorescence expression of CF1553 nematodes. Scale bar: 500 μm. n = 30, x ± s. ###P < 0.001 vs control; 
***P < 0.001 vs model

Figure 6　 Effect of AM on the mRNA expression level of C. elegans. A: Protein skinhead-1 (SKN-1); B: Glutathione S-transferase 4 

(GST-4); C: Glutathione S-transferase 7 (GST-7); D: Superoxide dismutas-3 (SOD-3). n = 3, x ± s. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs control; *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model
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芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅲ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、毛蕊异

黄酮苷、芒柄花苷、异黄芪皂苷Ⅰ、芒柄花素等 8种化

合物。文献报道, 毛蕊异黄酮明显降低线虫体内ROS

的水平, 具有抗氧化能力[36]。黄芪甲苷通过提高线虫

体内 SOD 和过氧化氢酶的活性, 发挥抗氧化作用[37]。

文献提示, 毛蕊异黄酮与黄芪甲苷可能是黄芪抗氧化

的活性成分, 但是本实验并未对此两种成分在葡萄糖

环境中的药效进行确认, 而且未能深刻解析 SKN-1通

路在黄芪药效中发挥的核心作用。综上所述, 黄芪可

能通过调控 SKN-1信号通路提高线虫抗氧化能力, 降

低ROS水平, 增强运动能力, 改善消化功能, 从而改善

高糖诱导的损伤, 本实验为黄芪的深入研究奠定了理

论和实验基础。
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