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基于非稳态负荷评估雄性 ＳＤ 大鼠衰老进展
及左归丸的干预作用
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（１． 复旦大学附属华山医院中西医结合研究所，上海　 ２０００４０；２． 上海交通大学药学院，上海　 ２００２４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用非稳态负荷（ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ，ＡＬ）的理论与方法评估衰老以及左归丸对自然衰老雄性 ＳＤ
大鼠模型的影响。 方法　 自然衰老雄性 ＳＤ 大鼠，分别在 ２、５、８、１４、１８、２１ 月龄剪尾取血，其中 １８ 月龄时随机分为

老年对照组、左归丸低剂量组和左归丸高剂量组。 左归丸干预 ３ 个月后，取用血样以及肌肉、肝等组织样本。 血样

用流式细胞术检测 Ｔ 淋巴细胞数量和凋亡率，并检测血清生化指标，包括低密度脂蛋白胆固醇 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃ｃ）、 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＨＤＬ⁃ｃ ）、 甘 油 三 酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、总胆固醇 （ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＴＣ）、游离脂肪酸 （ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ＦＦＡ）、 ２５ 羟维生素 Ｄ （ ２５
ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）、皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）、Ｃ 反应蛋白（Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）、白细胞介素⁃６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，ＩＬ⁃６）。 将 ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、ＨＤＬ⁃ｃ、ＦＦＡ、ＴＧ、ＣＯＲＴ、ＩＬ⁃６、ＣＲＰ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋

巴细胞凋亡率共 １１ 项指标用于 ＡＬ 评分。 结果　 大鼠血清 ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＧ、ＴＣ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 随增龄发生显著改

变，但变化模式有所不同。 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数随增龄显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率

随增龄显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 左归丸干预后，老年大鼠血清 ＣＯＲＴ 水平显著提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋

亡率显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＡＬ 评分自 ５ 月龄开始升高，至 １８ 月龄到达峰值。 结论　 与单一指标比较，ＡＬ 能更好

地表征衰老过程。 左归丸可以提高衰老大鼠的应激反应能力，延缓其免疫衰老。
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 衰老已被证明是人类大多数慢性疾病，如心血

管疾病、癌症和神经变性等疾病的重要危险因

素［１］。 迄今，已经提出了多种学说用于解释衰老的

形成机制，如干细胞衰老、端粒缩短、炎症衰老、自
由基损伤、免疫衰老等［２－３］。 但衰老的确切机制仍

未明确，并且针对衰老尚无特异性的生物学表征，
缺乏统一的评价标准和方法。

非稳态负荷（ａｌｌｏｓｔａｔｉｃ ｌｏａｄ，ＡＬ）是近年提出的

用于解释某些健康问题的新理论架构。 内外环境

变化会触发机体启动多系统调节活动，传统生理学

自稳态（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ）概念强调内环境的动态平衡，
暗含这些调节活动有一个确定的能够返回的

（“ｈｏｍｅ”）设定点和平衡点，维持稳态即目的，而非

稳态理论认为机体的生理调节是为了应对变化，增
加存活的机会，但反复以及不能有效地及时开启或

关闭调节，会给机体带来多系统的、累积性的损伤，
这些损伤是机体适应性调节过程中所付出的“成
本” ［４］。 非稳态理论目前已经发展了一种称为非稳

态负荷评分的方法以定量描述该类损伤［５］。 ２０ 世

纪 ９０ 年代启动的一项临床研究首次使用了 ＡＬ 评

分来评估健康老年人的死亡风险［６－７］，选用 ９ 种涵

盖各系统的指标，这些指标均处于正常范围，依据

是否位于该指标分布的上或下 ２５％分位，给予“０”
或“１”的评分，最后形成一个综合评分，结果发现具

有高 ＡＬ 评分的老人，７ 年后全因死亡风险升高。
２０１４ 年一项研究显示，ＡＬ 评分每上升一个百分点，
１０ 年后全因死亡率升高 ２０％，并且评分升高越快，

死亡率越高，进一步确认了如此构建的复合指数即

ＡＬ 评分是衰老相关死亡风险的重要预测因子［８］。
迄今，ＡＬ 评分作为重要的健康评估工具，在衰老、精
神分裂症、心血管疾病、焦虑、抑郁、痴呆、癌症等领

域引起了广泛关注［９］。
中医学理论认为，衰老与精气盛衰关系紧密。

《素问·上古天真论》中提及，出生后男子、女子的

精气逐渐充实，到男子四八、女子四七的年龄时，精
气最为旺盛，之后逐渐衰减。 左归丸是明代著名医

家张景岳创制的补肾填精、滋养真阴经典方剂，以
大补精血为特长。 现代研究已表明，左归丸可以提

高自然衰老大鼠的学习记忆能力［１０］，在临床应用中

还能延缓卵巢功能的衰退［１１］ 等。 衰老和 ＡＬ 具有

显著的相似性，均涉及多系统损伤、均在时间中逐

渐积累，但尚未见到增龄和 ＡＬ 关系的相关研究报

道［１２］。 因此，本文拟采用大鼠年龄序列（２、５、８、１４、
１８、２１ 月龄），研究增龄和 ＡＬ 评分的关系；对老年大

鼠采用左归丸干预，并基于 ＡＬ 评价左归丸是否具

有延缓衰老作用，从整体出发，寻找左归丸延缓衰

老的客观证据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ２ 月龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重 ２００ ±
２０ ｇ，购于浙江维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１】。 环境温度 ２２ ～ ２４ ℃，湿

４５７
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度 ５５％ ± １０％，１２ ｈ 昼夜节律，自由饮水和摄食（标
准饲料），适应性喂养 １５ ｄ 后进行实验，饲养于复旦

大学附属浦东医院实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪）２０２０－
０００５】。 本实验通过复旦大学实验动物科学部实验

伦理审核（２０２３１００２０Ｚ）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

大鼠皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ） ＥＬＩＳＡ 试剂

盒（ＬＤＮ），总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三

酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇（ ｈｉｇｈ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃ｃ）、低密度脂蛋

白胆固醇 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃
ｃ）、游离脂肪酸（ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ＦＦＡ）测定试剂（南
京建成生物工程研究所），大鼠 Ｃ⁃反应蛋白 （ Ｃ⁃
ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（联科生物），２５⁃
羟维生素 Ｄ（２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）试剂盒

（ＩＤＳ），Ｒａｔ ＣＤ３ ＡＰＣ １Ｆ４、Ｒａｔ ＣＤ４ ＢＢ７００ ＯＸ⁃３５Ｒ、
Ｒａｔ ＣＤ８Ａ Ｈｏｒｉｚｏｎ Ｖ４５０ ＯＸ⁃８、 Ａｐｏｐ Ｄｔｅｃ Ｋｉｔ Ｉ
（ ＢＤ ）， 羧 甲 基 纤 维 素 钠 （ １０００ ～ １４００ ｍｐａ，
Ａｌａｄｄｉｎ），左归丸（上海雷允上封浜制药有限公司）。

冷冻 离 心 机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， 德 国 ）， 酶 标 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国），流式细胞仪（赛默飞，美国），洁
净工作台（上海博讯实业医疗设备厂，中国），超低

温冰箱（Ｈｅｔｏ Ｕｌｔｒａ Ｆｒｅｅｚｅ，丹麦）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与干预

自然衰老 ＳＤ 雄性大鼠，分别在 ２、５、８、１４、１８、
２１ 月龄剪尾取血，剪尾前将鼠尾置于 ４０ ℃ 水中

２ ～ ３ ｍｉｎ 使血管扩张，将鼠尾末端剪断 １ ～ ２ ｍｍ，
取血时使鼠尾处于最低位，尽量避免挤压按摩以防

发生溶血，取血结束后在切口处涂抹 ６％火棉胶涂

敷止血［１３］。 肝素钠抗凝管取 ３００ μＬ 全血用于流式

细胞术检测 Ｔ 淋巴细胞数量、分类及凋亡，另取全

血 １ ｍＬ，分离血清，储存于－８０ ℃备用。 大鼠于 １８
月龄时随机分为老年对照组、左归丸低剂量组、左
归丸高剂量组。 给药剂量根据标准成人体重（７０
ｋｇ）与大鼠表面积折算等效比率（０􀆰 ０１８）换算，大鼠

左归丸干预低剂量为 ２􀆰 ４３ ｇ ／ ｋｇ，高剂量为低剂量的

３ 倍，即 ７􀆰 ２９ ｇ ／ ｋｇ。 左归丸干预组每天灌胃含药

０􀆰 ５％去甲基纤维素钠溶液 ２ ｍＬ，老年对照组给予

０􀆰 ５％去甲基纤维素钠溶液 ２ ｍＬ，持续给药 ３ 个月。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｔ 淋巴细胞数量及凋亡检测

取大鼠全血样本 １００ μＬ 至肝素钠抗凝管中，加
入鼠 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ 抗体 ２􀆰 ５ μＬ，室温下避光 １５

ｍｉｎ 加入红细胞裂解液，室温下避光 １５ ｍｉｎ。 将管

中液体转移至相应的 ２ ｍＬ Ｅｐ 管中，１４７７ ｒ ／ ｍｉｎ × ５
ｍｉｎ 离心，弃去上清，每管加入 ＰＢＳ １ ～ ２ ｍＬ，移液

枪轻轻吹打后转移至新的 ２ ｍＬ Ｅｐ 管中，１８０９ ｒ ／ ｍｉｎ
× ５ ｍｉｎ 离心，弃去上清。 每管加入 １００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，再加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ ５ μＬ、ＰＩ ５ μＬ，
室温下避光 １５ ｍｉｎ。 将所有 Ｅｐ 管置于冰上避光保

存，立即用流式细胞仪检测。 用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０􀆰 ８􀆰 １ 软

件处理相关数据。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清生化指标检测

血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃ｃ、 ＨＤＬ⁃ｃ、 ＦＦＡ、 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、
ＣＯＲＴ、ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 水平检测按说明书操作，使用酶标

仪在相应波长进行检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＡＬ 相关指标选择及评分规则

本研究共检测 １５ 个生化指标用于评估衰老，通
过计算各指标的方差膨胀因子（ＶＩＦ）识别指标间共

线性问题，纳入 ＶＩＦ ＜ １０ 的指标进行 ＡＬ 评分，包
括：ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、ＨＤＬ⁃ｃ、ＦＦＡ、ＴＧ、ＣＯＲＴ、 ＩＬ⁃６、ＣＲＰ、
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞

凋亡率。 以 ５ 月龄大鼠数据分布为基线建立各项指

标界值，ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、ＦＦＡ、ＴＧ、ＩＬ⁃６ 水平高于该指标

分布 ９０％分位数，记 １ 分；ＨＤＬ⁃ｃ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平低

于该指标分布 １０％分位数，记 １ 分；ＣＯＲＴ 水平高于

该指标分布 ９０％分位数，或低于该指标分布 １０％分

位数，均记 １ 分；ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数低于 ３０％，
ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率高于 ３０％，记 １ 分。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ４􀆰 １ 进行数据处理和图

像绘制，数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 多组

间比较采用单因素方差分析；两两组间比较，正态

分布数据采用独立样本 ｔ 检验，非正态分布数据采

用 Ｆ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 衰老过程中各生化指标呈现不同的变化趋势

如图 １ 所示，１５ 个检测指标中，脂代谢指标（血
清 ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＧ、ＴＣ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ）、炎症指标（血清 ＣＲＰ、
ＩＬ⁃６），免疫指标（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞数

量及凋亡率）共 １２ 项有统计学意义。 与 ５ 月龄组相

比，１４、１８、２１ 月龄组大鼠血清 ＴＣ 水平显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中 ２１ 月龄组又显著高于

８ 月龄组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ５、８、１４、１８ 月龄组相比，２１
月龄组大鼠血清 ＬＤＬ⁃ｃ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；

５５７
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注：与 ２ 月龄组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ５ 月龄组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ８ 月龄组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 １４ 月龄

组相比，□Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，□□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 １８ 月龄组相比，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各月龄大鼠衰老相关生化指标比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ２ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ５ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ８

ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ１４ ｇｒｏｕｐ， □Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， □□Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ１８ ｇｒｏｕｐ， △△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ
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与 ２、５、８ 月龄组相比，１４、１８、２１ 月龄组大鼠血清

ＴＧ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ２、５
月龄组相比，１４ 月龄组大鼠血清 ＣＲＰ 水平显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 １４ 月龄组相比，２１ 月

龄组大鼠血清 ＣＲＰ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ２、
２１ 月龄组相比，８、１４、１８ 月龄组大鼠血清 ＩＬ⁃６ 水平

显著降低，其中 ８ 月龄组又显著低于 ５ 月龄组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ２ 月龄组相比，６ 月龄组大鼠

血清 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平显著升高，与 ５ 月龄组相比，１４、
１８ 月龄组大鼠血清 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；各组大鼠 ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数水平随月龄增

加显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ２、５ 月龄组相比，８、１４ 月

龄组大鼠 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞计数水平显著降低；与
５ 月龄组相比，８、１４ 月龄组大鼠 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞计

数水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ５、８、１４ 月龄组相比，
１８、２１ 月龄组大鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡

水平均显著升高，其中 ２１ 月龄组大鼠 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞凋亡水平显著低于 １８ 月龄组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

为了更清晰地显示各指标和年龄的关系，将
６ 个月龄分组进行整合，２、５ 月龄为青年组，８、１４ 月

龄为中年组，１８、２１ 月龄为老年组，其中 Ｔ 淋巴细胞

凋亡相关的 ３ 个指标以 ５ 月龄单独为青年组。 如图

２ 所示，大鼠血清 ＴＣ、ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＧ 水平及 Ｔ 淋巴细胞

凋亡率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），血清 ２５⁃
ＯＨ⁃Ｄ 水平、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞数量显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与青年组相比，中年组 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞数

量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞数量显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 血清 ＣＲＰ 水平随月龄呈现先

升高再下降的趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而血清

ＩＬ⁃６ 水平呈现先下降再升高趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 免疫、代谢与衰老过程显著相关

将原有 １５ 个指标中 ＶＩＦ ＜ １０ 的指标作为自变

量，月龄为应变量，拟合多元回归方程，包括 ＬＤＬ⁃ｃ、
ＨＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、 ＴＧ、 ＦＦＡ、 ２５⁃ＯＨ⁃Ｄ、 ＣＯＲＴ、 ＩＬ⁃６、 ＣＲＰ、
ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率，见
表 １。 多元回归分析结果显示 ＬＤＬ⁃ｃ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴

细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率的回归系数分别

为 Ｐ ＜ ０􀆰 １、Ｐ ＜ ０􀆰 ００１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 回归方程能解释

８３􀆰 ８４％的年龄变异。 多元逐步回归分析显示仅纳

入 ＬＤＬ⁃ｃ、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数、ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞

凋亡率即可解释 ８５􀆰 ６５％的年龄变异。 以上结果均

显示免疫和代谢在衰老过程中变化明显。

表 １　 各指标多元回归分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｎｄｅｘ

指标
Ｉｎｄｅｘ

回归系数
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｐ
方差膨胀

因子
ＶＩＦ

截距
Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ３８􀆰 ８１１ １３６ １􀆰 ５９ｅ⁃０６ －

低密度脂蛋白胆固醇
ＬＤＬ⁃ｃ １􀆰 ０８０ ７８６ ０􀆰 ０９９ ５８ １􀆰 ９０４ １２８

高密度脂蛋白胆固醇
ＨＤＬ⁃ｃ

－０􀆰 ９３３ ７５２ ０􀆰 ３２８ ０３ ２􀆰 ８００ ９７７

总胆固醇
ＴＣ ０􀆰 ７２６ ７１０ ０􀆰 ５４６ ８７ ４􀆰 １０９ ９６３

甘油三酯
ＴＧ

－０􀆰 ５３７ ２９６ ０􀆰 ２５６ ２８ ２􀆰 １１８ ２６０

游离脂肪酸
ＦＦＡ ２􀆰 ６８４ ２４０ ０􀆰 ３０２ ８８ １􀆰 ４９５ ３１９

２５⁃羟维生素 Ｄ
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ

－０􀆰 ０５４ ６４７ ０􀆰 ４９６ ７４ ２􀆰 １２３ ０８１

皮质醇
ＣＯＲＴ ０􀆰 ００２ ６６２ ０􀆰 ９４６ ９０ １􀆰 ５０２ ５４９

白细胞介素⁃６
ＩＬ⁃６

－０􀆰 ０００ ９１７ ０􀆰 ２４９ ５９ １􀆰 ６８５ ８６６

Ｃ 反应蛋白
ＣＲＰ ０􀆰 ００１ ４０７ ０􀆰 ７７９ ８９ １􀆰 ２７８ ３８４

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔ

－０􀆰 ７１１ ７６８ １􀆰 ０３ｅ⁃０９ ２􀆰 ９８６ ６００

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ

－０􀆰 ０９９ ５５２ ０􀆰 ００４ ９３ ２􀆰 ３０２ ４８２

２􀆰 ３　 左归丸可提高大鼠血清 ＣＯＲＴ 水平，降低

ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率

与 ２１ 月龄组相比，高剂量组大鼠血清 ＣＯＲＴ 水

平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 将 ２ 月龄组、５ 月龄组合

并为青年组，将 ８ 月龄组、１４ 月龄组合并为中年组，
将 １８ 月龄组、２１ 月龄组合并为老年组，同时将高、
低剂量组合并为左归丸组。 与老年组相比，左归丸

组大鼠血清 ＣＯＲＴ 水平显著提高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），具体

见图 ３。
２􀆰 ４　 ＡＬ 评分可有效评估衰老过程

５ 月龄大鼠纳入 ＡＬ 评分各指标界值见表 ２，考
虑到 Ｔ 淋巴细胞计数和凋亡数据方差较大，指定

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数低于 ３０％，ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞

凋亡率高于 ３０％，记 １ 分。 如图 ４ 所示，与 ５ 月龄

组、８ 月龄组、１４ 月龄组相比，１８ 月龄组、２１ 月龄组

大鼠 ＡＬ 评分均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
整合后，与青年、中年组相比，老年组大鼠 ＡＬ 评分

也显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 左归丸干预后，与 ２１ 月龄

组比较，低剂量组大鼠 ＡＬ 评分降低，高剂量组大鼠

ＡＬ 评分升高，但均没有统计学意义。 对不同月龄组

７５７
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注：与青年组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与中年组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 青、中、老年大鼠各生化指标的变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｙｏｕｔｈ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｙｏｕｎｇ， ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ， ａｎｄ ｅｌｄｅｒｌｙ ｒａｔｓ

注：Ａ：不同剂量左归丸干预对相关指标的影响；Ｂ：整合后左归丸干预对相关指标的影响； 与老年组相比，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 左归丸干预对相关指标的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｄｅｒｌｙ ｇｒｏｕｐ， ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ

８５７
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ＡＬ 评分、月龄进行函数拟合，发现可用 ３ 次多项式

拟合两者之间的关系，对 ＡＬ 评分 ／月龄求导，发现

自 ５ 月龄后导数均下降，提示 ＡＬ 评分在 ５ 月龄升

高得最快，该结果提示大鼠衰老可能在青中年时期
表 ２　 ５ 月龄大鼠各指标 ＡＬ 评分界值

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｕｔ ｐｏｉｎｔ ｆｏｒ ＡＬ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ５⁃ｍｏｎｔｈ⁃ｏｌｄ ｒａｔｓ
指标
Ｉｎｄｅｘ

最小值
Ｍｉｎｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ

最大值
Ｍａｘｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ

中位数
Ｍｅｄｉａｎ

第 １０ 分位数
１０ｔｈ ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅｓ

第 ９０ 分位数
９０ｔｈ ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅｓ

低密度脂蛋白胆固醇
ＬＤＬ⁃ｃ ０􀆰 ４４ ３􀆰 ８９ １􀆰 ４１ ０􀆰 ６２ １􀆰 ６３

高密度脂蛋白胆固醇
ＨＤＬ⁃ｃ １􀆰 ３４ ４􀆰 ５２ ２􀆰 ９２ １􀆰 ８５ ３􀆰 ６０

总胆固醇
ＴＣ １􀆰 ２５ ４􀆰 １５ ２􀆰 ３４ １􀆰 ４８ ２􀆰 ４４

甘油三酯
ＴＧ ０􀆰 ８０ ７􀆰 ９１ １􀆰 ９４ １􀆰 ０２ ２􀆰 ７９

游离脂肪酸
ＦＦＡ ０􀆰 ３３ １􀆰 ３２ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ４２ １􀆰 ０２

２５⁃羟维生素 Ｄ
２５⁃ＯＨ⁃Ｄ １２􀆰 ７１ ４５􀆰 ０２ ２７􀆰 ５０ ２７􀆰 ３６ ４５􀆰 ２０

皮质醇
ＣＯＲＴ ３􀆰 ５１ １２３􀆰 ５５ ２５􀆰 ５６ ７􀆰 ９３ ５９􀆰 １３

白细胞介素⁃６
ＩＬ⁃６ ２６０１􀆰 ３３ ６４６９􀆰 ６７ ３３６６􀆰 ３３ ３０２８􀆰 ６７ ４２３１􀆰 ６７

Ｃ⁃反应蛋白
ＣＲＰ １０４􀆰 １０ ６２３􀆰 １０ ２０６􀆰 ６０ １５３􀆰 ５９ ２４８􀆰 ３１

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞计数
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔ

９􀆰 ６８ ４７􀆰 ６０ ３０􀆰 １０ ３５􀆰 ０３ ４６􀆰 ５２

ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞凋亡率
ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ

０􀆰 ０９ ５７􀆰 ５０ １２􀆰 ６５ ０􀆰 ０６ １２􀆰 ６５

注：Ａ：各组 ＡＬ 评分比较；Ｂ：左归丸干预对 ＡＬ 评分的影响；Ｃ：大鼠 ＡＬ 评分与月龄函数拟合结果。

图 ４　 各组 ＡＬ 评分比较及 ＡＬ 评分变化分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ＡＬ ｓｃｏｒｅ． Ｃ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＬ ｓｃｏｒｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

９５７
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即开始，提前药物干预，延缓衰老效果可能更佳。
本研究中，左归丸作用后，低剂量组 ＡＬ 评分有降低

趋势，但与 ２１ 月龄组或老年组比较，均无统计学意

义，结合上述发现，左归丸在 ５ ～ ８ 月龄干预，可能

延缓衰老作用更佳。

３　 讨论

研究表明脂代谢在衰老过程中有 显 著 改

变［１４－１５］。 雌性和雄性衰老大鼠血清 ＴＧ 水平均显著

升高，ＴＧ 清除率显著降低［１６］。 本研究中大鼠血清

ＴＧ、ＬＤＬ⁃ｃ、ＴＣ、２５⁃ＯＨ⁃Ｄ 水平随增龄均发生显著变

化。 血清 ＦＦＡ 水平未见到显著增龄性改变，但左归

丸干预后，低剂量组大鼠血清 ＦＦＡ 水平显著降低。
在健康衰老人群和衰老大鼠的研究发现，血清

ＣＲＰ 水平均年龄依赖性增长［１７－１８］。 本研究大鼠血

清 ＣＲＰ 水平在中年达到高峰，之后下降。 大鼠血清

ＩＬ⁃６ 水平在青年时期较高，中年降低，而老年升高，
其原因需进一步研究。 左归丸干预对炎症因子没

有显著影响。
糖皮质激素是 ＡＬ 的主要介导物之一［４］。 研究

报道，老年人傍晚和晨间皮质醇浓度升高，晨间皮

质醇浓度峰值提前、日内皮质醇振幅降低、皮质醇

分泌模式不规则［１９－２０］。 与年轻小鼠相比，中年小鼠

皮质酮水平升高，老年则不明显［２１］。 本研究未发现

大鼠血清皮质酮水平的增龄性变化。 但左归丸干

预后，与老年组比较皮质酮水平显著升高，与沈自

尹等［２２］的报道相一致。 但本研究通过剪尾取血，皮
质酮水平的升高可能由于取血过程导致大鼠产生

应激反应，该结果提示，左归丸能提高衰老大鼠面

对损伤的应激反应能力。
免疫衰老是目前衰老机制的研究热点，免疫功

能受损与衰老可能相互促进。 胸腺退化是免疫衰

老的特征之一，研究发现，衰老时先天免疫细胞处

于持续激活状态［２３］。 衰老适应性免疫系统的主要

变化发生在 Ｔ 细胞亚群，随着胸腺逐渐退化，幼稚 Ｔ
细胞减少，导致 Ｔ 细胞多样性受损，此外衰老人群

的记忆 Ｔ 细胞免疫应答能力严重下调，不能产生和

维持保护性免疫应答反应［２４］。 衰老人群的研究发

现，ＣＤ３＋ Ｔ 淋巴细胞数量随着年龄的增长而减

少［２５］，与本研究相一致。 本研究还观察了 Ｔ 淋巴细

胞凋亡，老年大鼠（１８、２１ 月龄）ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞凋亡比例均显著高于青年（５ 月龄）与中年

（８、１４ 月龄）大鼠。 多元回归分析显示，免疫指标与

衰老之间关系密切。 郑振等［２６］ 就在临床中发现补

肾中药能显著地降低老年人 Ｔ 淋巴细胞凋亡的升

高，本研究也发现左归丸对老年大鼠过度的 ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞凋亡有降低作用。 免疫衰老可能是中药

干预衰老及老年相关疾病的重要切入点。
关于 ＡＬ 损伤机体的具体机制，ＭｃＥｗｅｎ 提出了

“三阶段、四类型”和“能量模型”的学说，即神经内

分泌和自主神经系统失调，分泌的物质为“ ｐｒｉｍａｒｙ
ｍｅｄｉａｔｏｒｓ”。 这些中介物会引起靶组织细胞的生化

变化，产生“ｐｒｉｍａｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ”。 多种原初中介物和原

初效应的综合作用，产生“ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｏｕｔｃｏｍｅｓ”，常见

的胆固醇、低密度脂蛋白、血压、纤维蛋白原升高等

都属于该范围。 进一步发展，则到达第三阶段，产
生具体疾病或者严重的功能失调，被称为“ ｔｅｒｔｉａｒｙ
ｏｕｔｃｏｍｅｓ”。 从发生机制上，将 ＡＬ 分为重复应激导

致的、缺乏适应导致的、应激反应不消退和应激反

应不充分［４］４ 种类型。 ＡＬ 长期积累，最终还将导致

能量失调［２７］。 ＡＬ 评分作为一个综合的累积性损伤

的评价工具，在评价衰老及药物干预衰老的效果方

面似乎有独特的价值。 本研究发现，自 ５ 月龄起，
ＡＬ 评分随月龄的增长逐渐升高，到 １８ 月龄以后达

到高峰，并且在青、中年时期大鼠 ＡＬ 评分升高最

快，提示衰老过程可能在青中年时期启动，因而在

青、中年时期就开始衰老干预是否有更好的效果，
是值得进一步研究的问题。 此外，本研究中 ２ 月龄

大鼠 ＡＬ 评分，与 ５ 月龄相比，异常升高，主要是该

月龄组大鼠 Ｔ 淋巴细胞凋亡比例显著高于 ５ 月龄大

鼠，２ 月龄大鼠 Ｔ 淋巴细胞过度凋亡的原因亦需进

一步研究。
中医证候描述的领域与 ＡＬ 描述的领域大致相

当，中医证候描述了 ＡＬ 的类型，现代医学对 ＡＬ 进

行评分，但仅是评价 ＡＬ 量的变化，没有意识到 ＡＬ
分类、分型的问题［２８－３０］。 在中医学中，自然衰老常

被认为是肾虚模型，本研究结果显示 ＡＬ 评分和增

龄相关，提示 ＡＬ 在肾虚证程度及补肾药物效果的

评估中可能具有一定的价值。 ＡＬ 和其他中医证候

及药物疗效评估的关系也值得深入研究。
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ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｒｏｗｎ Ｎｏｒｗａｙ ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ，
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ａｇｉｎｇ， ａｎｄ ｉｎｃｉｄｅｎｔ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ Ｂ Ｐｓｙｃｈｏｌ Ｓｃｉ Ｓｏｃ Ｓｃｉ， ２０２２， ７７（９）： １６５４
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［１９］ 　 ＶＡＮ ＤＥＮ ＢＥＬＤ Ａ Ｗ， ＫＡＵＦＭＡＮ Ｊ Ｍ， ＺＩＬＬＩＫＥＮＳ Ｍ Ｃ， ｅｔ
ａｌ． Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｗｉｔｈ ａｇｅｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ
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２０１７， ５１（２）： １１－１６．

［２９］ 　 黄建华． 中医“证” 描述了非稳态负荷的类型———兼论病证

关系（中） ［Ｊ］ ． 上海中医药杂志， ２０１７， ５１（３）： １３－１７， ２５．
ＨＵＡＮＧ Ｊ Ｈ． Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ
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