
·论  著·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.21.002
网络首发 https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20200629.1502.032.html(2020-06-29)

短散布核元件RNA对衰老小鼠的抗疲劳和抗氧化作用*
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  [摘要] 目的 探讨基因工程小鼠短散布核元件(SINE)B1反义RNA(B1as
 

RNA)对抗疲劳,抗氧化和清

除衰老细胞中活性氧的作用。方法 将36只自然衰老BALB/c小鼠分为A、B、C
 

3组,每组12只,分别注射

B1as
 

RNA,LacZ3F3R
 

RNA和盐水,转棒疲劳仪检测抗疲劳能力。另选6周龄年轻健康小鼠12只(D组),不

做任何处理作为对照。测定各组小鼠活性氧,超氧化物歧化酶(SOD),谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和丙二

醛水平;检测Sesn1和Sesn2基因的mRNA的表达水平,线粒体DNA拷贝数(mtDNAcn)和脾脏组织细胞中

β-半乳糖苷酶(SA-β-gal)阳性率。结果 A组小鼠第6~8次在转棒疲劳仪上停留的时间明显长于B、C组

(P<0.01);A、B、C、D组小鼠脾脏组织细胞中SA-β-gal阳性细胞比率分别为24.63%、36.02%、37.14%、
0.76%,A组明显低于B、C组(P<0.05),高于D组(P<0.01)。C组小鼠肝脏和脾脏组织中的 mtDNAcn明

显高于D组小鼠(P<0.01),A组小鼠肝脏和脾脏组织中mtDNAcn明显低于C组(P<0.05)。C组小鼠外周

血细胞活性氧、丙二醛水平明显高于D组(P<0.01);A组小鼠的活性氧、丙二醛水平明显低于B、C组(P<
0.05);A组小鼠的SOD、GSH-px活性明显高于C组(P<0.05);A组小鼠肝脏、脾脏中Sesn1、Sesn

 

2抗氧化

防御基因的mRNA表达量明显高于C组(P<0.05),但低于D组(P<0.01)。结论 B1as
 

RNA具有抗疲劳

和抗氧化活性,并能清除衰老细胞中积累的活性氧。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

anti-fatigue,antioxidant
 

and
 

eliminating
 

reactive
 

oxygen
 

effect
 

in
 

senescent
 

cells
 

of
 

short
 

interspersed
 

nuclear
 

element
 

(SINE)
 

B1
 

antisense
 

RNA
 

(B1as
 

RNA)
 

of
 

genetically
 

engineered
 

mice.Methods Thirty-six
 

naturally
 

senescent
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

3
 

groups
 

(A,B
 

and
 

C
 

)
 

with
 

12
 

cases
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

groups
 

were
 

injected
 

by
 

B1as
 

RNA,LacZ3F3R
 

RNA
 

and
 

normal
 

saline
 

respectively.
 

The
 

anti-fatigue
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

rotating-bar
 

fatigue
 

instrument.
 

In
 

addition,12
 

healthy
 

young
 

6
 

weeks
 

old
 

mice
 

(group
 

D)
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

without
 

any
 

treatment.
 

The
 

levels
 

of
 

active
 

oxygen,ROS,superoxide
 

dismutase
 

(SOD),glutathione
 

peroxidase
 

(GSH-Px)
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

were
 

detected.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Sesn1
 

and
 

Sesn2
 

genes
 

were
 

detected.
 

The
 

mitochon-
drial

 

DNA
 

copy
 

number
 

(mtDNAcn)
 

and
 

positive
 

rate
 

of
 

β-galactosidase
 

in
 

spleen
 

tissue
 

cells
 

were
 

detected.
Results The

 

time
 

of
 

staying
 

on
 

the
 

rotating-bar
 

fatigue
 

instrument
 

for
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

A
 

was
 

longer
 

than
 

that
 

in
 

the
 

group
 

B
 

and
 

C
 

(P<0.01);the
 

ratio
 

of
 

SA
 

β-galactosidase(SA-β-gal)
 

positive
 

cells
 

in
 

spleen
 

cells
 

of
 

the
 

groups
 

A,B,C
 

and
 

D
 

were
 

24.63%,36.02%,37.14%
 

and
 

0.76%
 

respectively,the
 

group
 

A
 

was
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

the
 

group
 

B
 

and
 

C
 

(P<0.05)
 

and
 

higher
 

than
 

the
 

group
 

D
 

(P<0.01).The
 

mtDNAcn
 

level
 

in
 

liver
 

and
 

spleen
 

tissues
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

group
 

D
 

(P<0.01),
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the
 

mtDNAcn
 

level
 

in
 

liver
 

and
 

spleen
 

tissues
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

A
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

group
 

C
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

and
 

MDA
 

in
 

peripheral
 

blood
 

cells
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

C
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

group
 

D
 

(P<0.01);the
 

levels
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

group
 

A
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

groups
 

B
 

and
 

C
 

(P<0.05);the
 

SOD
 

and
 

GSH-PX
 

activi-
ties

 

in
 

the
 

group
 

A
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

group
 

C
 

(P<0.05);the
 

mRNA
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

antioxidant
 

defense
 

genes
 

Sesn1
 

and
 

Sesn
 

2
 

in
 

the
 

liver
 

and
 

spleen
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

group
 

A
 

were
 

signifi-
cantly

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

group
 

C
 

(P<0.05),but
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

group
 

D
 

(P<0.01).Conclu-
sion B1as

 

RNA
 

has
 

the
 

anti-fatigue
 

and
 

antioxidant
 

activities
 

and
 

can
 

remove
 

the
 

accumulated
 

ROS
 

in
 

senes-
cent

 

cells.
[Key

 

words] genetically
 

engineered
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B1
 

antisense
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tioxidant

 

activities;mitochondrial
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number

  人类衰老过程中,抵抗压力和疾病的能力逐渐下

降,伴随着各种年龄相关的疾病,包括糖尿病、心血管

疾病、神经退行性疾病和癌症的发生[1-3]。活性氧主

要是线粒体呼吸的副产物,调节失衡可导致活性氧水

平升高和氧化应激,这被认为是多种代谢和神经退行

性疾病及衰老发生的主要原因。随着生活水平的提

高,世界各地的人们越来越关心健康问题。防治老年

病已成为许多人关注的一个重要课题[4-5]。有研究表

明,氧化应激发生在多种年龄相关疾病的发病过程

中[6-8]。通过干扰细胞内过量的活性氧,清除自由基,
增强抗氧化防御能力是目前广泛采用的抗衰老策

略[1]。短散布核元件(SINE)是哺乳动物基因组中最

重要的重复序列,占基因组的10%,Alu元件是人类

基因组中主要的SINE,B1元件是小鼠基因组中主要

的SINE[9-11]。SINE
 

RNA在基因表达调控中起重要

作用。近 期 研 究 发 现,重 复 序 列 涉 及 多 种 细 胞 过

程[12-13]。有 研 究 报 道,Alu 元 件 可 抑 制 基 因 表

达[14-16],但也有研究报道,从 Alu元件转录的 Alu
 

RNA具有激活基因表达的作用[17]。Alu和B1元件

在灵长类-啮齿类动物分离后各自独立进化,但是二者

在基因组中的分布有类似性[18],均倾向于分布在基因

丰富的区域和基因侧翼[19-20]。B1
 

SINE能调节基因

表达,在培养细胞和活体动物中具有很强的绝缘子活

性[21]。RNA作为调节基因表达的重要因子,越来越

受到人们的重视[11]。有研究表明,RNA可以上调或

下调基因表达[22-23]。为了研究SINE
 

RNA的作用,
已有研究建立了从大肠埃希菌(E.coli)菌株中制备基

因工程SINE
 

RNA的技术方法[24]。本文以自然衰老

BALB/c小鼠为实验模型,研究B1反义 RNA(B1as
 

RNA)是否具有抗疲劳和抗氧化活性进而清除衰老细

胞中积累的活性氧。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物

SPF级自然衰老的BALB/c小鼠36只,14月龄

以上;另选6周龄年轻健康小鼠12只,均由华中医科

大学实验动物中心提供。在整个研究过程中,所有小

鼠随意饮水和采食。所有动物实验经过了华中医科

大学实验动物伦理与福利委员会的批准。
1.1.2 试剂及仪器

活性氧检测试剂盒购自北京碧云天生物技术公

司;细胞衰老相关β-半乳糖苷酶(SA-β-gal)染色试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司;超氧化物歧化酶

(SOD)测试盒、丙二醛测试盒及谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-PX)测试盒购自南京建成生物工程研究所;
TRIzol、DNase

 

Ⅰ、RNasin、RevertAid逆 转 录 酶 和

6nt随机引物购自美国Thermo
 

Scientific公司;异丙

基硫代半乳糖苷(IPTG)购自北京索莱宝科技有限公

司;DNeasy
 

Blood
 

&
 

Tissue
 

Kit
 

购自德国Qiagen公

司;Wizard
 

SV
 

96
 

Genomic
 

DNA纯化系统购自Pro-
mega(Madison,WI,USA)公司;转棒疲劳仪(YLS-
4C)购自广东东莞博之远生物科技发展有限公司。
1.2 方法

1.2.1 基因工程鼠源B1as
 

RNA的制备

根据文献[25]的报道,本研究制备了基因工程鼠

源B1as
 

RNA。基本过程如下:B1元件插入pET-28α
质粒构建表达载体,转化BL21-DE3(DE3)大肠埃希

菌,获得pET-B1as
 

DE3菌。将pET-B1as
 

DE3菌于

37
 

℃培养至OD600
 

1.0,IPTG(终浓度0.2
 

mg/mL)
诱导2

 

h,从pET-B1as
 

DE3菌中获得无内毒素污染

的基因工程B1as
 

RNA。利用相同的技术手段,获得

大肠埃希菌 LacZ基因片段 LacZ3F3R的基因工程

RNA(LacZ3F3R
 

RNA)作为无关RNA对照。
1.2.2 动物分组及给药

衰老的BALB/c小鼠适应1周后,随机分为 A、
B、C

 

3组,每组12只。A组小鼠,每只经尾静脉注射

20
 

μg
 

B1as
 

RNA,每周1次;B组小鼠,每只注射20
 

μg
 

LacZ3F3R
 

RNA,每周1次;C组小鼠,每只注射等

体积的生理盐水(NS)。12只6周龄年轻健康小鼠(D
组),不做任何处理作为对照。
1.2.3 抗疲劳能力检测

从注射药物的第4周开始用转棒疲劳仪检测

B1as
 

RNA的抗疲劳作用,每周测量1次,每只小鼠测

量3次,计算小鼠停留在转棒上时间的均值,共测量8
周。测量时转棒的转速设置为7

 

r/min,旋转周期设

置为10
 

min。

1153重庆医学2020年11月第49卷第21期



1.2.4 生化指标检测

使用活性氧检测试剂盒,根据厂家的说明书,检
测外周血细胞活性氧水平,观察B1as

 

RNA是否能清

除血 细 胞 中 积 累 的 活 性 氧;用 SOD,丙 二 醛 以 及

GSH-Px测试盒,根据说明书检测血清中抗氧化活性

指标,即SOD,GSH-Px的活性及丙二醛水平,来观察

B1as
 

RNA是否具有抗氧化防御活性。使用细胞SA-
β-gal染色试剂盒检测脾脏细胞中SA-β-gal的活性,
该试剂盒的底物在SA-β-gal的催化下生成蓝色产物,
在光学显微镜下观察到蓝染细胞为染色阳性细胞。
1.2.5 实时荧光定量PCR(qPCR)检测线粒体DNA
拷贝数(mtDNAcn)

 

使用DNeasy
 

Blood
 

&
 

Tissue
 

Kit
 

或 Wizard
 

SV
 

96
 

Genomic
 

DNA纯化系统,按照说明书从肝脏和脾

脏组织中提取基因组DNA(gDNA)。细胞色素C氧

化酶2(Cox2)是位于线粒体上的基因,qPCR扩增量

与线粒体个数成正比,36b4是核基因组单拷贝基因,
用于作为细胞数量参照。Cox2基因上游引物:5'-
ATA

 

ACC
 

GAG
 

TCG
 

TTC
 

TGC
 

CAA
 

T-3',下游引

物:5'-TTT
 

CAG
 

AGC
 

ATT
 

GGC
 

CAT
 

AGA
 

A-3';
36b4基因的上游引物:5'-ACT

 

GGT
 

CTA
 

GGA
 

CCC
 

GAG
 

AAG-3',下游引物:5'-TCA
 

ATG
 

GTG
 

CCT
 

CTG
 

GAG
 

ATT-3'。qPCR条件为95
 

℃预变性10
 

min
 

1个循环,95
 

℃变性15
 

s,60
 

℃
 

退火10
 

s,72
 

℃
延伸15

 

s,共45个循环。mtDNAcn相对于参考单拷

贝核基因按2-ΔCt 方程计算[25]:2
 

(Cttar-Ct36b4),其
中Ct为 阈 值,Cttar为 目 标 基 因 Cox2 的 Ct值;
Ct36b4为单拷贝参考基因36b4的Ct值。
1.2.6 逆转录-定量PCR(RT-qPCR)

RT-qPCR的实验过程参照文献[17]进行。用

Trizol从肝脏和脾脏组织中提取总RNA,用DNase
 

I
和RNasin消化剩余DNA,用0.5%十二烷基硫酸钠

(SDS)-5%苯酚灭活 DNase
 

Ⅰ,用乙醇沉淀。使用

RevertAid逆转录酶和6-nt随机引物进行逆转录。
对2

 

μL的cDNA进行实时PCR。β-actin的上游引

物:
 

5'-CTG
 

TGC
 

CCA
 

TCT
 

ACG
 

AGG
 

GCT
 

AT,下
游引物:5'-TTT

 

GAT
 

GTC
 

ACG
 

CAC
 

GAT
 

TTC
 

C;
Sesn1基 因 的 上 游 引 物:5'-TCT

 

GAA
 

GAG
 

CGT
 

CGA
 

GGA
 

A,下游引物:5'-GAC
 

CCA
 

AAG
 

CAG
 

CAA
 

AGG。Sesn2基因的上游引物:5'-CTT
 

CCG
 

TGC
 

CCA
 

GGA
 

TTA,下游引物:5'-TGG
 

CGA
 

TGG
 

TGT
 

TAT
 

AGG
 

TG。β-actin、Sesn1、Sesn2基因的

扩增的长度分别为155、152、131
 

bp。
2 结  果

2.1 各组小鼠转棒疲劳仪测定

抗疲劳能力检测发现,在第6~8次(第9~11
周)测定时,A组小鼠在转棒疲劳仪上停留的时间明

显长于B、C组
 

(P<0.01),各组小鼠抗疲劳能力比

较,见图1。
2.2 各组小鼠脾脏组织细胞中SA-β-gal的活性比较

A、B、C、D组小鼠脾脏组织细胞中SA-β-gal阳性

细胞比率为24.63%、36.02%、37.14%、0.76%,A组

明显低于B、C组(P<0.05),高于D组(P<0.01),
B、C组比较差异无统计学意义(P>0.05)。各组小鼠

脾脏组织细胞中SA-β-gal阳性细胞,见图2。

  a:P<0.01,与B、C组比较。

图1  各组小鼠转棒疲劳仪测定结果比较

  A:A组;B:B组;C:C组;D:D组。

图2  镜下观察各组小鼠脾脏细胞中SA-β-gal阳性细胞(SA-β-gal染色,×150)

2.3 各组小鼠外周血细胞生化指标及肝脏和脾脏中

Sesn1、Sesn2水平比较
    

C组小鼠外周血细胞活性氧、丙二醛水平明显高

于D组(P<0.01);A小鼠的活性氧、丙二醛水平明

显低于B、C组(P<0.05),与D组小鼠比较差异无统

计学意义(P>0.05)。A组小鼠的SOD、GSH-px活

性明显高于C组(P<0.05),与D组比较差异无统计

学意义(P>0.05)。A 组小鼠肝脏、脾脏中Sesn1、
Sesn2抗氧化防御基因的 mRNA表达量明显高于C
组(P<0.05),但低于D组(P<0.01),与B组小鼠比

较差异有无统计学意义(P>0.05),见图3。
2.4 各组小鼠肝脏和脾脏组织中mtDNAcn水平比较

C组小鼠肝脏和脾脏组织中的mtDNAcn明显高

于D组小鼠(P<0.01);A组小鼠肝脏和脾脏组织中
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  a:P<0.05,与A组比较;b:P<0.01,与C组比较。

图4  各组小鼠外周血细胞生化指标及肝脏和脾脏中Sesn1、Sesn2水平比较

mtDNAcn明显低于 C组(P<0.05),与 D组小鼠

mtDNAcn水平比较差异无统计学意义(P>0.05);B
组小鼠mtDNAcn明显低于C组(P<0.05),但是明

显高于D组(P<0.01),见图4。

  a:P<0.05,b:P<0.01,与C组比较。

图3  各组小鼠肝脏和脾脏组织中 mtDNAcn水平比较

3 讨  论

  衰老是自然发生过程,涉及多个环节[26]。目前已

提出了多种衰老相关的机制,衰老与细胞氧化应激相

关的理论得到了广泛的支持[27-28]。
SINE是哺乳动物基因组中最重要的重复序列。

SINE
 

RNA在基因表达调控中起重要作用。有研究

表明,RNA可以上调或下调基因表达[22-23]。本研究

中,从大肠埃希菌菌株中制备了基因工程小鼠SINE
 

B1as
 

RNA,然后以自然衰老BALB/c小鼠为实验模

型,研究B1as
 

RNA在体内是否具有抗疲劳作用,并
探讨其分子机制。

衰老小鼠停留在转棒疲劳仪上的时间会缩短,本
研究表明,B1as

 

RNA治疗后的小鼠在转棒疲劳仪上

停留的时间明显高于盐水和 LacZ3F3R
 

RNA 对照

组,说明B1as
 

RNA 可以提高老年小鼠的抗疲劳能

力。mtDNAcn被认为是衰老的标志,并随年龄增加,
不同组织细胞中的mtDNAcn会增加或减少。BAEK
等[25]检测了C57BL/6雄性小鼠的12种不同组织中

mtDNAcn,发现随着年龄增长脾脏组织细胞中的

mtDNAcn增加。本研究结果表明,与年轻小鼠相比,
老龄小鼠肝脏和脾脏的 mtDNAcn升高,这一结果与

BAEK等[25]的结果一致。而B1as
 

RNA治疗的老龄

小鼠的mtDNAcn介于年轻小鼠和衰老小鼠之间,说
明B1as

 

RNA具有缓解mtDNAcn随年龄而变化的趋

势。衰老细胞通常体积变大,并表达在pH
 

6.0时有

高酶活性的SA-β-gal。经B1as
 

RNA治疗的衰老小

鼠的脾脏组织细胞中 SA-β-gal的活性 下 降,说 明

B1as
 

RNA有延缓衰老的作用。
衰老细胞积累过剩的活性氧,活性氧攻击生物膜

中的多不饱和脂肪酸,引发脂质过氧化反应,形成脂

质过氧化物,如醛(丙二醛)、酮基、羧基等,引起组织

和细胞的损伤。因此,丙二醛的测定可以反映脂质过

氧化程度,间接反映细胞损伤程度。SOD是一种广泛

存在于组织和细胞中的金属酶,用于催化超氧阴离子

自由基(O2-·)的歧化反应,对平衡机体的氧化和抗

氧化系统,避免活性氧损伤起着重要作用[2],因此,
SOD活性的高低间接反映了机体对活性氧的清除能

力。本研究结果表明,B1as
 

RNA可以清除衰老小鼠

外周血细胞积累的活性氧,提高血清中SOD和GSH-
Px的活性,降低衰老小鼠血清中丙二醛水平,提高肝

脏和脾 脏 组 织 中 抗 氧 化 防 御 基 因 Sesn1和
 

Sesn2
 

mRNA表达水平。这些结果表明,B1as
 

RNA可以增

加老龄小鼠的抗氧化防御能力。
本研究结果表明,基因工程B1as

 

RNA可提高衰

老小鼠的抗疲劳能力;与年轻小鼠相比,衰老小鼠肝

脏和脾脏的mtDNAcn升高,而B1as
 

RNA治疗可减

少衰老小鼠的 mtDNAcn;衰老细胞中聚集过量的活

性氧,B1as
 

RNA可以清除衰老细胞中积累的过量活

性氧,增强衰老小鼠的抗氧化防御能力。
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