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摘要：目的　探究桂附地黄丸对衰老小鼠肠道脂质吸收功能减退的改善作用及可能的作用机制。方法　将２６只ＳＰＦ级雄性１１月
龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠饲养至２１月龄，随后分为衰老模型组（Ｍｏｄｅｌ组）和桂附地黄丸给药组（ＧＦＤＨＷ，１１７ｇ·ｋｇ－１），给药组小鼠采
用饲料给药的方法，持续给药３个月，给药期间自由饮水，Ｍｏｄｅｌ组小鼠给予正常饲料饲养，期间自由饮水，记录各组小鼠每周的体质
量变化，于２４月龄时进行处理取材；９只ＳＰＦ级雄性８月龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为青年对照组（Ｃｏｎ组），适应性饲养１周后进
行处理取材。取材处理前，各组小鼠禁食２４ｈ，禁食结束后各组小鼠灌胃０２ｍＬ橄榄油，取材处理前３０ｍｉｎ，各组小鼠灌胃
０２ｍＬ半固体营养液。小肠推进运动实验检测小鼠小肠运动能力；生化试剂盒检测各组小鼠血清甘油三酯（ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＧ）、
总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）的含量；透射电镜观察各组肠上皮细胞中脂滴数量
变化；钙钴法碱性磷酸酶染色检测各组肠道碱性磷酸酶（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＩＡＰ）活性；苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色观察各组肠上皮形态；免疫组织化学法检测各组小鼠小肠Ｏｌｆｍ４、Ｌｇｒ５、ＰＣＮＡ、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１以及Ｖｉｌｌｉｎ的表达；免疫印记
法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测各组小鼠小肠脂质吸收相关分子蛋白表达水平。结果　与Ｃｏｎ组小鼠相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠体质量下降较
快，小肠运动能力下降，血清ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ含量增加，肠上皮细胞中脂滴数量增多，ＧＦＤＨＷ组小鼠较衰老小鼠小肠运动能力有所
提升，血清ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ含量降低，肠上皮细胞中脂滴数量减少；ＨＥ染色Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠绒毛排列紊乱、断裂，绒毛长度缩短，
隐窝深度降低，隐窝数量减少，与衰老小鼠相比，ＧＦＤＨＷ组小鼠小肠绒毛排列整齐、连续，绒毛长度增加，隐窝深度升高，隐窝数
量增多；免疫组化结果显示，与Ｃｏｎ组小鼠相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠Ｏｌｆｍ４、ＰＣＮＡ、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｖｉｌｌｉｎ蛋白表达降低，与衰老小鼠
相比，ＧＦＤＨＷ组小鼠上述指标蛋白水平升高；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与Ｃｏｎ组小鼠相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠ＣＤ３６、ＦＡＴＰ４、ＳＲＢＩ、
ＡＣＡＴ２、ＦＡＢＰ１和ＭＴＴＰ蛋白表达下降，与衰老小鼠相比 ＧＦＤＨＷ组小鼠上述指标蛋白水平升高。结论　ＧＦＤＨＷ通过提高
Ｎｏｔｃｈ１表达促使肠干细胞向吸收细胞分化以及提高脂质吸收途径中相关分子蛋白表达水平，从而改善衰老小鼠小肠脂质吸收功能。
关键词：桂附地黄丸；衰老；脂质吸收；小肠；肠吸收细胞
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ＧＦＤＨＷｇｒｏｕｐｍｉｃｅｓｈｏｗｅｄｉｍｐｒｏｖｅｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｅｒｕｍＴＧ，ＴＣ，ａｎｄＬＤＬｌｅｖｅｌｓＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄｄｉｓｏｒ
ｄｅｒｅｄａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔａｎｄｆｒａｃｔｕｒｅｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｉ，ｓｈｏｒｔｅｎｅｄｖｉｌｌｕｓｌｅｎｇｔｈ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｒｙｐｔｄｅｐｔｈ，ａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｃｒｙｐｔｎｕｍｂｅｒｓｉｎ
Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｍｉｃｅ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅＧＦＤＨＷ ｇｒｏｕｐｍｉｃｅｅｘｈｉｂｉｔｅｄｏｒｄｅｒｌｙａｎｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｉ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｖｉｌｌｕｓｌｅｎｇｔｈ，ｈｉｇｈｅｒｃｒｙｐｔｄｅｐｔｈ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｒｙｐｔｎｕｍｂｅｒｓ．ＴｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＣｏｎｇｒｏｕｐ
ｍｉｃｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｌｆｍ４，ＰＣＮＡ，Ｎｏｔｃｈ１，Ｈｅｓ１，ａｎｄＶｉｌｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆｔｈｅＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐｍｉｃｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＧＦＤＨＷｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｍｉｃｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅＣｏｎ
ｇｒｏｕｐｍｉｃｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ３６，ＦＡＴＰ４，ＳＲＢＩ，ＡＣＡＴ２，ＦＡＢＰ１ａｎｄＭＴＴＰｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆｔｈｅＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐｍｉｃｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＧＦＤＨＷｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｍｉｃｅＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＧＦＤＨＷｉｍｐｒｏｖｅｓｌｉｐｉｄ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎａｇｉｎｇｍｉｃｅｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＮｏｔｃｈ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｔｏａｂｓｏｒｐｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｌｉｐｉｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ＧｕｉｆｕＤｉｈｕａｎｇＷａｎ；ａｇｉｎｇ；ｌｉｐｉｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ；ｉｎｔｅｓｔｉｎｕｍｔｅｎｕｅ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｃｅｌｌ

　　随着人类寿命的不断提高，老龄化问题日益严
重。世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）
预计，到２０５０年，６０岁及以上的人口数量将增加一
倍，而８０岁及以上的人口数量将在２０２０年至２０５０年
之间增加两倍［１］。衰老会导致肠道许多功能发生变

化，例如胃肠道蠕动减慢、消化吸收和代谢功能下降

等，且肠道上皮正常吸收功能的丧失可导致营养不良

和其他疾病，这对老年人和体弱者尤其有害［２３］。肠

道中膳食的脂质消化吸收对维持全身能量稳态非常

重要，对健康和疾病的防治有重要影响［４５］。中老年

人普遍存在血脂异常的情况，严重的则会导致高脂血

症、动脉粥样硬化等一系列疾病产生。因此，改善老

年人脂质消化吸收功能对其身体健康意义重大。

肠道的功能依赖于肠干细胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＩＳＣ），衰老会导致ＩＳＣ数量减少和功能减退，进
而影响肠道功能［６７］。桂附地黄丸（ＧｕｉｆｕＤｉｈｕａｎｇ
Ｗａｎ，ＧＦＤＨＷ）由肉桂、附子、山药、牡丹皮、茯苓、地
黄、泽泻以及山茱萸八味药制成，功在温补肾阳，以促

“阳化气”。本研究以自然衰老小鼠作为研究对象，基

于“阳化气，阴成形”理论，研究ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠
肠道脂质吸收的改善作用及可能的机制，为临床运用

补肾方药改善老年血脂异常提供实验依据，进一步为

防治高脂血症诱发心脑血管疾病提供新思路。

１　材料与仪器
１１　实验动物

无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级雄

性１１月龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２６只，ＳＰＦ级雄性８月龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠９只，均购自于三峡大学实验动物中
心，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１７００１２。
所有实验小鼠饲养于三峡大学实验动物中心，温度

（２２±２）℃，湿度（６０±５）％，光照明暗交替，喂养期间
实验小鼠均自由活动及摄食饮水，所有动物实验根据

“三峡大学实验动物护理和使用指南”进行，并获得三

峡大学动物实验伦理委员会批准。

１２　实验药物
ＧＦＤＨＷ（河南省宛西制药股份有限公司），由

肉桂、附子、山药、牡丹皮、茯苓、地黄、泽泻以及山茱

萸八味药制成，国药准字 Ｚ４１０２１８９８，药物批号：
２１１２０１，根据人和小鼠体表面积换算法计算给药剂
量，实验中将ＧＦＤＨＷ研磨成粉末，由饲料公司加工
制成含药饲料。

１３　实验试剂
甘油三酯（ＴＧ）检测试剂盒、总胆固醇（ＴＣ）检

测试剂盒、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）检测试剂盒（南京建
成科技有限公司，货号：Ａ１１０１１、Ａ１１１１１、Ａ１１３１
１）；增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉ
ｇｅｎ，ＰＣＮＡ）抗体（苏州睿

"

生物技术有限公司，货

号：ＲＬＭ３０３１）；神经源性位点缺口同源蛋白１（ｎｅｕ
ｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＮＯＴＣＨ１）抗体
（万类生物科技有限公司，货号：ＷＬ０３０９７ａ）；嗅素蛋
白４（ｏｌｆａｃｔｏｍｅｄｉｎ－４，Ｏｌｆｍ４）、Ｓｐｌｉｔ多毛增强子１重
组蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ１，
Ｈｅｓ１）（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，货号：

·４１５１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１６　　　　　　　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年８月第５９卷第１６期



３９１４１、１１９８８）；绒毛蛋白重组兔单克隆抗体（ｖｉｌｌｉｎ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，Ｖｉｌｌｉｎ）、Ｂ类清道夫受体１（ｓｃａｖ
ｅｎｇｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃｌａｓｓＢｍｅｍｂｅｒ１，ＳＲＢＩ）一抗（武汉三
鹰生物技术有限公司，货号：６６０９６１Ｉｇ、２１２７７１
ＡＰ）；血小板糖蛋白４（ｐｌａｔｅｌｅｔｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ４，ＣＤ３６）
一抗、长链脂肪酸运输蛋白 ４（ｌｏｎｇｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎ４，ＦＡＴＰ４）一抗、乙酰辅酶 Ａ乙酰转
移酶 ２重组蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２，ＡＣＡＴ２）一抗、重组人脂肪酸结合
蛋白１（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
１，ＦＡＢＰ１）一抗、微粒体甘油三酸酯转运蛋白重组蛋
白（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＭＴＴＰ）一抗、βａｃｔｉｎ一抗、甘油醛 －３－磷酸脱
氢酶（ＧＡＤＰＨ）一抗（美国 Ａｂｃｌｏｎａｌ公司，货号：
Ａ１９０１６、Ａ１６１０１、Ａ１３９９、Ａ８８９５、Ａ１７４６、ＡＣ２０６）；
ＧＡＰＤＨ一抗（武汉塞维尔生物科技有限公司，货
号：ＧＢ１５００４）。
１４　实验仪器

超纯水仪（四川纯洁科技有限公司）；超薄切片

机（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；ＬＥＩＣＡＴＰ１０２０自动脱水机
（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；各量程移液器（芬兰 Ｂｉｏｈｉｔ公
司）；包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；摊片烤片机

（上海寰熙医疗器械有限公司）；全波长酶标仪（瑞

士Ｔｅｃａｎ公司）；组织匀浆仪（湖北新纵科病毒疾病
工程技术有限公司）；染色机（米兰 ＤＩＡＰＡＴＨ公
司）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；化学
发光凝胶成像自动显影仪（上海勤翔科学仪器有限

公司）；ＥａｓｙＳｃａｎ数字切片扫描仪（麦克奥迪实业集
团有限公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ型高速冷冻离心机
（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＤＧＧ９２４０Ｂ型电热恒温鼓
风干燥箱（上海森信实验仪器有限公司）；透射电子

显微镜、ＴＬ４光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
Ｈ７５００型透射显微镜（日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司）。

２　方　法
２１　动物模型的分组及给药

将２６只ＳＰＦ级雄性１１月龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
饲养至２１月龄，随后分为衰老模型组（Ｍｏｄｅｌ组）组
和ＧＦＤＨＷ给药组（１１７ｇ·ｋｇ－１），给药组小鼠采用
饲料给药的方法，持续给药３个月，给药期间自由饮
水，Ｍｏｄｅｌ组小鼠给予正常饲料饲养，期间自由饮水，
记录各组小鼠每周的体质量变化，于２４月龄时进行
处理取材；ＳＰＦ级雄性８月龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作
为青年对照组，适应性饲养１周后进行处理取材。

２２　小肠运动实验
各组小鼠禁食２４ｈ，禁食结束后，各组小鼠灌胃

０２ｍＬ容积营养性半固体糊，３０ｍｉｎ后处理小鼠，
打开腹腔，分离出肠。用镊子轻轻提取上端至幽门、

下端至回盲部的肠管，平铺于试验台上，不牵扯，轻

轻将小肠拉成直线，用直尺测量小肠全长长度

（Ｌ１）以及幽门至炭末所达最远端的长度 （Ｌ２），按
公式１计算肠推进率：

小肠推进率（％）＝（Ｌ２／Ｌ１）×１００％ 公式（１）
２３　碱性磷酸酶染色

提前将蜡块放置 －２０℃冷冻１ｈ，冷冻完成后
开始进行切片。取出冷冻好的蜡块固定在切片机

上，使其切面平行于固定架，随后固定好刀片，慢慢

调动切片刀与蜡块的距离，待切片刀能正好切到蜡

块为止。先粗切修出组织，待切片上可见完整的组

织后调整为４μｍ厚度，进行细切，取连续的且无刀
痕的完整的横截面石蜡切片，用镊子和毛笔轻取下

来将放在６０℃水中摊平，再将切片捞出使其黏附在
病理载玻片上，标注好编号，放入 ６０℃烘箱烤片
４～６ｈ，烤片完成后，将切片保存于４℃冰箱备用。
将石蜡切片放入３７～６０℃的烘箱中１０ｍｉｎ左右，
待石蜡融化，放入二甲苯中脱蜡。将已脱蜡的切片

依次放入体积分数９５％乙醇２ｍｉｎ、体积分数７５％
乙醇 ２ｍｉｎ、体积分数 ３０％乙醇 ２ｍｉｎ、蒸馏水洗
２ｍｉｎ（３次）进行水合。按照试剂盒的方法进行染
色。在玻片上滴加数滴基质液，覆盖在样本上，

３７℃避光孵育１５ｍｉｎ，孵育完成后甩掉多余的染液，
不要水洗；立即滴加试剂四染液染色５ｍｉｎ，水洗３０ｓ，
甩去多余的水，注意保持样本湿润；再滴加试剂五染

色３０ｓ左右，水洗３０ｓ，甩去多余的水，注意保持样本
湿润；最后滴加试剂六复染３０ｓ，水洗３０ｓ，甩干，镜
检。待玻片晾干后，用 ＭｏｔｉｃＤＳＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅＬｉｔｅ扫描
采集图像，并用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件分析。
２４　小鼠血清ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ水平的检测

小鼠眼球取血，室温静置 ３０ｍｉｎ后 ４℃
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清后按照相应试剂
盒说明书的方法和要求，用移液器将血清以及相应

试剂依次加入９６孔板中，同时设置好空白对照孔和
标准品对照孔，震荡孔板混匀，３７℃孵育１０ｍｉｎ，在酶
标仪设置好相应波长进行检测，根据光密度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值以及说明书上的计算公式算出血清
ＴＧ、ＴＣ和ＬＤＬ的含量。
２５　透射电镜观察肠上皮细胞中的脂滴

各组小鼠禁食２４ｈ后，灌胃０２ｍＬ橄榄油，６ｈ
·５１５１·
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后处理小鼠，置于冰上快速取材，取０６ｃｍ近端小
肠组织，立即放入电镜固定液中固定２４ｈ，固定完成
后用ＰＢＳ漂洗样品３次，每次１５ｍｉｎ，再将组织放入
体积分数１％锇酸溶液固定２～３ｈ，所有固定均在
４℃进行。固定完成后，样品经磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）漂洗３次，经梯度乙
醇依次脱水，每个浓度依次将切片放入体积分数为

１００％、９５％、８５％、７５％ 的乙醇中依次浸泡各
１５～２０ｍｉｎ，再用体积分数 ９０％丙酮处理样品
１５～２０ｍｉｎ，最后经无水丙酮处理３０ｍｉｎ；脱水完成
后，将样品置于环氧树脂和丙酮的混合液中进行包

埋，最后置于徕卡超薄切片机上切片，厚度６０ｎｍ，
切片经醋酸铀枸橼酸铅双染色处理，置于 Ｈ７５００
型透射显微镜下观察小肠上皮细胞中脂滴的形态大

小以及数量变化，取图并统计分析。各组小鼠禁食

２４ｈ后，灌胃０２ｍＬ橄榄油，６ｈ后处理小鼠，置于
冰上快速取材，取０．６ｃｍ近端小肠组织，立即放入
电镜固定液中固定２４ｈ，固定完成后用 ＰＢＳ漂洗样
品３次，每次１５ｍｉｎ，再将组织放入体积分数为１％
锇酸溶液固定２～３ｈ，所有固定均在４℃进行。固定
完成后，样品用ＰＢＳ溶液漂洗３次，漂洗完成后依次
加入体积分数为３０％、５０％、７０％、９０％、９５％、１００％
的乙醇，每个体积分数的乙醇脱水时间约为

１５～２０ｍｉｎ，处理完成后，脱水、切片、观察步骤同前。
２６　苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观察
小肠上皮形态变化

取出已准备好的石蜡切片置于全自动染色机

中，进行脱蜡水化，脱蜡后，将切片放入装有苏木

精的染缸里，染色３ｍｉｎ，体积分数１％盐酸乙醇分
化１ｓ，流水冲洗１０ｍｉｎ反蓝，双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）润
洗１ｍｉｎ，再将切片放入体积分数１％伊红溶液中
染色１ｍｉｎ。将切片按照梯度乙醇进行脱水透明，
待脱水透明结束后，将切片架从二甲苯中拿出，将

切片平铺在桌面上，向组织上滴加一滴中性树胶，

取出干净的载玻片将其覆盖，置于阴凉通风处风

干。风干后用数字切片扫描仪采集各组病理图

像，统计分析。

２７　免疫组化检测相关指标的表达水平
将先前准备好的小肠组织切片拿出来，做好标

记，将切片放于６０℃烘箱内进行烘烤，烤至切片上
的石蜡完全融化，进行脱蜡；将脱蜡完成后的玻片架

放入含有５００ｍＬ修复液的烧杯中，水煮沸后将烧杯
放入高压锅进行高压修复，修复结束后拿出来冷却

至室温；随后灭活内源性过氧化物酶、封闭、孵育相

应一抗（βａｃｔａｉｎ１∶１０００００、ＧＡＤＰＨ１∶１００００、Ｖｉｌｌｉｎ
１∶２０００、ＣＤ３６１∶１５００、ＦＡＴＰ４１∶１５００、ＳＲＢＩ
１∶１５００、ＡＣＡＴ２１∶２０００、ＦＡＢＰ１１∶２０００、ＭＴＴＰ
１∶１５００、ｍＴＯＲ１∶１５００）、二抗（１６０００）、二氨基联苯
胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，最后取图分析统计。
２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脂质吸收途径相关分子蛋白
表达水平

从－８０°冰箱取回肠组织约 ５０ｍｇ，使用 ＲＩＰＡ
裂解液（含蛋白酶抑制剂混合物）在冰上裂解组织，

提取组织总蛋白，蛋白定量（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｉｃｄａｓ
ｓａｙ，ＢＣＡ）法定量蛋白浓度。通过十二烷基硫酸钠
聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分离出相关蛋白 ＣＤ３６、
ＦＡＴＰ４等一抗二抗的浓度，一抗４℃过夜，二抗室温
孵育１ｈ，用增强型化学发光试剂（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉ
ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影液在成像系统显影，ＩｍａｇｅＪ
分析灰度值。

２９　统计学分析
所有实验数据均采用统计软件 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ

７０进行统计分析以及作图，实验数据以均数 ±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示；各组数据显著性检验采用单因素
方差分析 （ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行组间比较；
Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。

３　结　果
３１　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠体质量的影响

记录各组小鼠每周体质量变化以及小鼠处理前

的体质量，结果见图１，随着时间的推移，Ｍｏｄｅｌ组小
鼠和ＧＦＤＨＷ组小鼠体质量呈现出下降趋势，与
Ｍｏｄｅｌ组相比，ＧＦＤＨＷ给药组小鼠体质量下降速度
较慢。

图１　桂附地黄丸（ＧＦＤＨＷ）对衰老小鼠体质量的影响。

ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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３２　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠小肠运动能力的影响
小鼠小肠运动实验结果表明（图２），与 Ｃｏｎ组

相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠中半固体营养糊推进距离
减少，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠运动能力下降（Ｐ＜０００１）；
与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＧＦＤＨＷ组小鼠小肠中半固体营
养糊推进距离增加，ＧＦＤＨＷ组小鼠小肠运动能力
有所提高（Ｐ＜００５）。

与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜０００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，２）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜０００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠小肠运动能力的影响。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｏｔｉｌｉｔｙｉｎａｇｉｎｇ
ｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３３　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠小肠碱性磷酸酶含量的
影响

与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠碱性磷酸
酶（ｉｎｔｅａｔｉｎａｌａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＩＡＰ）含量下降
（Ｐ＜００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组小鼠相比，ＧＦＤＨＷ组小
鼠小肠 ＩＡＰ含量有所增加，但无统计学意义，
见图３。
３４　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ及 ＬＤＬ水平
的影响

与Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ
浓度均升高（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），与
Ｍｏｄｅｌ组相比，ＧＦＤＨＷ组小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ浓
度降低（Ｐ＜００５），见图４。
３５　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠肠上皮细胞中脂滴数量
的影响

与Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠肠上皮细胞中脂
滴数量（黑色箭头）显著增多（Ｐ＜０００１）；与 Ｍｏｄｅｌ
组相比，ＧＦＤＨＷ组小鼠肠上皮细胞中脂滴数量有
所减少（Ｐ＜００１），见图５。

与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ．

图３　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠肠道碱性磷酸酶（ＩＡＰ）含量的影响（×４００）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｇｉｎｇｍｉｃｅ（×４００）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，４）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图４　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠血清甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）水平的影响。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｓｅｒｕｍＴＧ，ＴＣａｎｄＬＤＬｌｅｖｅｌｓｉｎａｇｉｎｇｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３６　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠肠上皮形态的影响
与Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠肠上皮绒毛排列紊

乱、断裂，且绒毛长度缩短、隐窝深度降低以及隐窝数

量减少（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
ＧＦＤＨＷ组小鼠绒毛排列整齐，绒毛连续、完整，且绒
毛长度、隐窝深度增加（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），见图６。

·７１５１·
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箭头－脂滴数量；与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜０００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，２）Ｐ＜００１。

ａｒｒｏｗ－ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓ；１）Ｐ＜０００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图５　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠肠上皮细胞中脂滴数量的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图６　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠肠上皮形态以及病理学改变的影响（标尺＝１００μｍ）。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３７　ＧＦＤＨＷ 对衰老小鼠小肠吸收细胞数量的
影响

通过免疫组化检测影响肠吸收细胞数量相关分

子的蛋白表达水平，与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小
肠Ｏｌｆｍ４、ＰＣＮＡ、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１以及 Ｖｉｌｌｉｎ表达下降
（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１）；与 Ｍｏｄｅｌ组小鼠相比，
ＧＦＤＨＷ组小鼠小肠 Ｏｌｆｍ４、ＰＣＮＡ、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１以

及Ｖｉｌｌｉｎ表达升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），见图７。
３８　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠小肠脂质吸收途径相关
分子蛋白水平的影响

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠道脂质吸收途径相关
分子的蛋白表达水平，与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小鼠
小肠 ＣＤ３６、ＦＡＴＰ４、ＳＲＢＩ、ＡＣＡＴ２、ＦＡＢＰ１以及
ＭＴＴＰ表达下降（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；
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ＩＯＤ－免疫组化染色累积光密度值；与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１；与Ｍｏｄｅｌ组比较，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。

ＩＯＤ－ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ；１）Ｐ＜００１，２）Ｐ＜０００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图７　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠小肠吸收细胞数量的影响（标尺＝６０μｍ）。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎａｇｉｎｇｍｉｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝６０μｍ）．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

与Ｍｏｄｅｌ组小鼠相比，ＧＦＤＨＷ组小鼠小肠 ＣＤ３６、
ＦＡＴＰ４、ＳＲＢＩ、ＦＡＢＰ１及ＭＴＴＰ表达升高（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５）。ＡＣＡＴ２表达有升高的趋势，但无统计学
意义，见图８。

４　讨　论
随着年龄的增加，机体各组织器官的形态结构

随之发生改变。像大多数器官一样，肠道在衰老过

程中表现出多种变化，胃肠道蠕动减慢、消化吸收和

代谢功能下降等，有研究发现老年人对脂质和葡萄

糖的吸收存在特定缺陷，且肠道上皮的变化导致食

物吸收不良和屏障功能降低，从而增加疾病风险，这

对老年人和体弱者尤其有害［８］。中医理论认为，脾

与小肠经气感召而相通，小肠受盛、化物的功能赖肾

阳的温煦蒸化。年老肾阳（气）亏虚，蒸化无力，脾

运失健，水谷肥甘之物助湿生痰，从浊化而为膏，凝

而为脂，留滞于血脉，气血失其畅流敷布则百病丛

生，因而脂质异常是影响老年人群健康的重要因素

之一。ＧＦＤＨＷ源自《金匮要略》肾气丸，补肾阳之
虚，可促进“有形化无形”的气化过程。因此本研究

以自然衰老小鼠作为研究对象，研究 ＧＦＤＨＷ对衰
老小鼠肠道脂质吸收的改善作用及机制探讨。

肠道中脂质的处理在维持全身脂质和能量稳态

中起着重要作用，对健康和疾病的防治具有重要
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与Ｃｏｎ组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１；与Ｍｏｄｅｌ组相比，４）Ｐ＜００５，５）Ｐ＜００１．
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，５）Ｐ＜００１，ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ。

图８　ＧＦＤＨＷ对衰老小鼠小肠脂质吸收途径相关分子蛋白水平的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＦＤＨＷ ｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｌｉｐｉｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｉｎｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

意义［９］。小肠是营养物质消化吸收的主要部位，小

肠由丰富的肠绒毛组成，增加了吸收营养物质的肠

道表面积。在小肠黏膜所有的上皮细胞中，肠吸收

细胞是负责消化吸收的主要细胞，且吸收细胞的数

量最多，约占９０％以上。因此，肠吸收细胞的数量
以及功能对脂质的消化吸收至关重要。肠吸收细胞

来源于隐窝底部的ＩＳＣ，ＩＳＣ能长期自我更新和分化
成吸收细胞和分泌细胞［１０１１］。Ｎｏｔｃｈ信号是决定吸
收细胞和分泌细胞之间选择的关键，当 Ｎｏｔｃｈ表达
增加时，分化偏向吸收细胞，反之则偏向分泌细

胞［２１２］。研究发现，衰老相关吸收不良主要是由于

ＩＳＣ衰竭、活性降低、数量减少，导致绒毛大小和密
度降低［６］。并且多个研究表明，衰老状态会导致

ＩＳＣ数量减少以及功能下降［１３１４］。因此，衰老导致

ＩＳＣ数量和功能下降，进而导致吸收细胞数量的减
少，可能是导致衰老小鼠脂质吸收能力降低的原因。

小肠吸收来自饮食的膳食脂质（三酰甘油、胆

固醇酯和磷脂）、来自肠黏膜脱落的肠细胞和来自

肝脏胆汁的内源脂质［１５］。吸收细胞上的 ＣＤ３６和
ＦＡＴＰ４介导脂质的吸收，而胆固醇的摄取则由吸收
细胞上的 ＳＲＢＩ［１６１７］介导。在被肠细胞吸收后，脂
肪酸通过与 ＦＡＢＰ１结合，进一步合成三酰甘油；游
离胆固醇则被ＡＣＡＴ２酯化为胆固醇酯，并在内质网
膜上重新组装成三酰甘油、胆固醇酯和磷脂［４］。重

新合成后，肠脂在内质网腔中合成乳糜微粒或者以

脂滴的形式储存在细胞质溶胶中合成细胞质脂滴。

在乳糜微粒合成途径中，ＭＴＴＰ介导脂质包装成未
成熟的乳糜微粒，随后通过前乳糜微粒转运囊泡从

内质网运输到高尔基体成熟［１８１９］。

通过实验发现，ＧＦＤＨＷ可以提高衰老小鼠小
肠运动能力、降低衰老小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ含量、
改善衰老小鼠肠道脂质吸收功能。为了探究

ＧＦＤＨＷ改善衰老小鼠肠道脂质吸收功能的机制，
本研究从吸收细胞数量以及吸收途径两个方面进一

步研究。肠吸收细胞来源于ＩＳＣ，Ｎｏｔｃｈ１信号是ＩＳＣ
向吸收细胞分化的关键，Ｎｏｔｃｈ１表达增加会导致
ＩＳＣ向吸收细胞分化。通过免疫组化检测肠道干细
胞分化相关指标，结果显示，Ｍｏｄｅｌ组小鼠小肠
Ｏｌｆｍ４、ＰＣＮＡ、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１表达下降，给予 ＧＦＤＨＷ
后，Ｍｏｄｅｌ组小肠Ｏｌｆｍ４、ＰＣＮＡ、Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１表达升
高。这些结果均提示桂附地黄丸能增加老年小鼠肠

吸收细胞的数量。免疫组化检测吸收细胞标记物

Ｖｉｌｌｉｎ表达情况，Ｍｏｄｅｌ组小鼠肠吸收细胞标记物
Ｖｉｌｌｉｎ表达下降，ＧＦＤＨＷ给药组小鼠肠吸收细胞标
记物 Ｖｉｌｌｉｎ表达升高，这些结果均提示 ＧＦＤＨＷ能
增加老年小鼠肠吸收细胞的数量。在明确吸收细胞

数量改变后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脂质吸收途径相
关分子的蛋白表达水平，与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄｅｌ组小
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鼠小肠 ＣＤ３６、ＦＡＴＰ４、ＳＲＢＩ、ＡＣＡＴ２、ＦＡＢＰ１和 ＭＴ
ＴＰ蛋白表达下降，ＧＦＤＨＷ给药组小鼠小肠 ＣＤ３６、
ＦＡＴＰ４、ＳＲＢＩ、ＡＣＡＴ２、ＦＡＢＰ１和 ＭＴＴＰ蛋白表达升
高（图８）。因此，ＧＦＤＨＷ可改善衰老小鼠肠道脂
质吸收功能，其机制可能与通过提高 Ｎｏｔｃｈ１的表
达，使ＩＳＣ向吸收细胞分化，增加ＣＤ３６、ＦＡＴＰ４等脂
质吸收途径中相关分子表达水平有关。

综上所述，ＧＦＤＨＷ可改善衰老所致 ＩＳＣ功能
减退并促进其向吸收细胞分化，并且能提高脂质吸

收途径中ＣＤ３６和ＦＡＴＰ４等相关蛋白的表达，从而
改善肠道脂质消化吸收功能。由于临床上目前无有

效防治衰老所致小肠消化吸收功能减退的药物，故

本研究未设置阳性对照药。本实验中，用２４月龄的
小鼠（相当于人６９岁）作为衰老组，８月龄小鼠（相
当于人３０～３６岁）为对照［２０］，以观察 ＧＦＤＨＷ是否
对衰老小鼠小肠消化吸收功能减退有改善作用。为

排除雌激素对实验的影响，且相关衰老研究中大部

分以雄鼠为研究对象，因此本实验中也采用雄鼠作

为研究对象［２１２３］。随着研究的进一步深入，后续我

们将展开衰老小肠上皮细胞（Ｃａｃｏ２）实验的验证，
进一步研究ＧＦＤＨＷ改善脂质吸收功能的机制，为
阐释“阳化气，阴成形”的科学内涵提供实验依据。
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