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摘要：目的 研究党参水提物对衰老模型小鼠肝组织microRNA（miRNA）表达谱的影响，探究中药党参抗衰老的分子机制。方法 将100只昆明种小鼠，随机分为正常对照组，D-半乳糖致衰老模型组，低、中、高党参剂量干预组。连续造模42 d，随时监测模型小鼠的一般症状和体重变化；并在造模结束后检测各组小鼠血清谷丙转氨酶 （ALT）和碱性磷酸酶（ALP）的值变化；利用Affymetrix miRNA 4.0 微阵列芯片筛选了D-半乳糖致小鼠衰老和高剂量党参干预衰老过程中差异表达的的miRNA，利用生物信息学工具对芯片结果进行了聚类及信号通路分析。结果 与正常小鼠比较，衰老模型小鼠血清ALT和ALP值显著升高（P＜0.05）, 与衰老模型比较，党参干预组小鼠血清ALT和ALP值有下降趋势，其中高剂量干预组ALP下降较显著（P＜0.05）；芯片聚类分析显示衰老组的miRNA表达谱与正常组和高剂量党参干预组明显分开，而高剂量党参干预组和正常对照组的miRNA表达谱聚在一起；D-半乳糖致衰老和党参抗衰老相关的差异表达miRNA主要都属于7个miRNA基因簇（miR-466a/b cluster、miR-297a cluster、miR-145a cluster、miR-486 cluster、miR-299a cluster、miR-127 cluster和miR-134 cluster）；生物信息学分析显示致衰老过程中差异表达miRNA的靶基因功能显著富集于29条信号通路（P＜0.01），党参干预过程中差异表达miRNA的靶基因，参与调控的信号通路有67（P＜0.01）。结论 miRNA的靶向调控作用在D-半乳糖致衰老及党参抗衰老过程中发挥着重要作用。
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The effect of the aqueous extract of Codonopsis pilosula (CPPS) on the micorRNA expression profiling of liver of aging mouse induced by D-galactose
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Abstract: Objective To explore the mechanisms underlying the effect of aqueous extract of Codonopsis pilosula (CPPS) on D-galactose induced model of aging mice. Methods 100 mouse (Kunming) were devided into normal control group, aging model group and low/middle/high dose of CPPS inerventional groups randomly. Treating for 42 days, the changes of the general symptom and body weight were observed at any time; the ALT and ALP in in mouse serum was examined after treatment; the Affymetrix miRNA 4.0 microarray was employed to identify the differentially expressed microRNA (miRNA) related with these processes, and the bioinformatic tools were also used to further analyze the cluster of miRNA microarrys and the pathways which the target genes of miRNA are involved in. Results Compared to normal control group, the levels of ALB and ALP in mouse serum were increased (P＜0.05); compared to aging model group, the levels of ALB and ALP in CPPS inerventional groups were decreased, in which high dose of CPPS can significantly inhibit the level of ALP (P＜0.05). The cluster analysis showed the miRNA expression profiling of high CPPS inerventional group and control gourp were brought together, while the profiling of aging model group was clearly divided with the other groups. The most of differentially expressed miRNA identified in this study were attributed to 7 miRNA clusters （miR-466a/b cluster, miR-297a cluster, miR-145a cluster, miR-486 cluster, miR-299a cluster, miR-127 cluster, and miR-134 cluster）. The target genes of differentially express miRNAs in aging indced were significantly enriched in 29 signal pathways (P＜0.01）; the target genes of differentially expressed miRNAs in CPPS inervention primarily participated in 69 signaling pathways（P＜0.01）. Conclusion The miRNA targeting reulation plays an important role in the D-galactose induced aging and the anti-aging effect of CPPS. 
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MicroRNA（miRNA）是一类长约20-25nt的非编码RNAs，通过对靶mRNA的转录后抑制作用调控其表达，在人的各种生命活动，如发育、衰老和肿瘤发生等过程中，发挥着重要功能[1]。党参，味甘性平、补中益气，是甘肃有名的道地药材，很多研究发现其有明显的抗衰老作用[2]。目前关于党参抗衰老作用及机制的研究已有很多报道，但衰老是一个复杂的多环节生物学过程，而且以中医的延年养生之道干预这一过程，必须考虑整体观念和辩证论治的结合[3-5]。而目前从系统水平研究党参抗衰老机制研究却鲜有报道。因此，本研究利用生物芯片和生物信息学工具分析党参水提物对D-半乳糖致衰老小鼠后肝组织的miRNA表达谱的影响，以及miRNA的靶基因功能分析，拟从miRNA组学水平探讨党参抗衰老作用的机制。
1 材料与方法
1.1动物 SPF级昆明种小鼠100只，2月龄，雌雄各半，体质量（18±2）g，购自甘肃中医药大学科研实验动物中心，合格证号：SCXK（甘）2011-0001。
1.2 药物与试剂 党参，采自甘肃岷县，经甘肃中医药大学中药学教研室鉴定为白条党参。取党参100 g，分2次煎煮，第1次加10倍量水煎煮1 h，第2次加6倍水煎煮1 h，合并两次提取液，过滤后，浓缩成含生药0.5 g·mL-1 的水煎剂，置4℃冰箱备用，水煎液每5 d制备1次。D-半乳糖，美国Sigma公司产品，批号24895207，临用前用生理盐水配制成12 g·L-1，备用。谷丙转氨酶（ALT）和碱性磷酸酶（ALP）测试试剂盒购于上海酶联生物诊断技术有限公司，批号分别为ml002169和ml002235。
1.3 仪器　7020全自动生化分析仪，日本日立公司；GeneChip® Scanner 3000激光扫描仪，美国Affymetrix公司。
1.4 实验分组、模型复制及给药方法 将100只小鼠，随机分为正常对照、衰老模型组和低、中、高剂量党参干预共5组，每组20只，雌雄各半。衰老模型组和党参低、中、高剂量干预组，每日每只小鼠颈背部皮下注射50 g·L-1的D-半乳糖溶液，注射量为0.025 mL·g-1，正常对照组注射等体积量生理盐水。党参干预组采用灌胃给药法，每日上午按相当于生药量5，10，15 g·kg-1剂量给药，正常对照组和衰老模型组灌服等体积生理盐水，以上连续造模42 d。
1.5 生化指标测定 动物处死前，先进行尾静脉取血1 mL，3000 r·min-1离心10 min，分离血清，用生化分析仪测定ALT和ALP。
1.6 miRNA芯片检测 利用液氮和Trizol提取各组小鼠肝组织的总RNA，采用Affymetrix miRNA 4.0微阵列芯片（生物芯片北京国家工程研究中心提供），共有探针数目30424条（包含所有物种）进行检测分析。整个实验过程严格按照博奥Affymetrix miRNA 4.0微阵列芯片实验指南进行。杂交完成的芯片采用GeneChip® Scanner 3000激光扫描仪进行扫描，再用AGCC 软件（Affymetrix® GeneChip® Command Console® Software）对扫描得到的芯片图像进行分析，经过归一化和“坏点”剔除，选择荧光信号值在1000以上，Cy5/Cy3≥2.0或≤0.5以上的miRNA为表达差异miRNA。
1.7 生物信息学分析 利用Cluter V3.0对芯片数据进行聚类分析，利用miRBase Release 21 （http://www.mirbase.org/）数据库分析miRNA cluster, 采用Argonaute数据库（该数据库收录的miRNA靶基因是已被文献报道和实验证实过的）分析差异表达miRNA的靶基因[6]，在此基础上利用博奥晶芯生物分子功能注释系统MAS V4.0（http://bioinfo.capitalbio.com/mas/）分析其所参与的信号通路显著性[7]。
1.8 统计学处理方法 实验数据分析用Excel软件进行 实验结果表示用均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

±s），组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05为差别有统计学意义。
2 结果
2.1 党参对D-半乳糖致衰老小鼠形态和体重的影响 造模4周后，模型小鼠开始出现精神萎靡、倦怠少动、食量下降、皮毛疏松欠光泽等一系列的衰老症状；正常对照组小鼠依然活泼好动，皮毛顺滑有光泽，无明显脱毛现象；党参干预组动物接近正常对照组，而且高剂量党参干预组小鼠表现得较活跃。各组小鼠在造模42d中的平均体重变化见图1，与正常对照组比较，衰老模型小鼠的平均体重随造模时间的延长增加的幅度最小; 与衰老模型组比较，低剂量党参干预组小鼠体重变化差异不大，而中剂量和高剂量组小鼠体重均增加较明显，其中高剂量党参干预组显著高于衰老模型组，与正常对照组体重增加相当。
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图1  D-半乳糖致衰老小鼠体重增长变化及党参干预作用（n=20）
Figure1  Body weight changes of aging mouses induced by D-galactose and interventional effect of CPPS（n=20）
2.2 党参对D-半乳糖致衰老小鼠肝功能的影响 与正常对照组比，衰老模型组小鼠肝功能指标中血清ALT和ALP明显上升 （P>0.05）；与衰老模型组相比，各浓度党参干预组小鼠血清ALT和ALP有下降趋势，其中党参高剂量干预组ALP下降更明显（P<0.05），接近正常对照组水平(图2)。
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注：与正常对照比较，∆P<0.05; 与衰老模型比较，*P<0.05。

图2  D-半乳糖致衰老小鼠的肝功能与党参干预的影响（n=20）
Figure2  Liver function of aging mouse induced by D-galactose and inverventional effect of CPPS (n=20)

2.3 党参对D-半乳糖致衰老小鼠肝组织miRNA表达谱的影响 提取正常对照组、衰老模型组和高剂量党参干预组小鼠肝组织的总RNA，先分别将各实验组的样本收集在一起，每组共20个样本，再利用试剂提取合并后样本的总RNA，然后进行miRNA芯片检测。每个样本分别检测到1909个小鼠miRNA探针信号变化，将检测到的所有数据做聚类分析，发现衰老模型组和正常对照组的miRNA表达谱被明显分开，而高剂量党参干预组与正常对照组的miRNA表达谱却聚类在了一起（图3）。这表明D-半乳糖致衰老过程中，miRNA的表达出现了异常调控，而党参干预可以逆转miRNA的异常表达。在芯片结果中，许多差异表达的miRNA属于一些miRNA基因簇，即染色体上彼此紧密相邻的两个或多个基因构成的基因群[8]，如表1所示。
2.4 党参干预D-半乳糖致衰老小鼠肝组织miRNA靶基因的信号通路分析 利用Argonaute数据库和MAS分析工具，发现在D-半乳糖致小鼠衰老过程中差异表达的miRNA有197个已证实的靶基因，参与到72条KEGG信号通路中，通过显著性分析，其有29条通路显著富集（P＜0.01）。在高剂量党参干预衰老过程中，差异表达miRNA已证实的靶基因有123个，其参与的信号通路有91条，其中67条通路显著富集（P＜0.01）。根据P值排序，将分析结果中的前20条信号通路整理于表2。
[image: image4.jpg]



图3  正常对照、衰老模型和高剂量党参干预小鼠肝脏组织miRNA表达谱聚类分析图

Figure3  The cluster analysis of miRNA expression profilings of normal control group，aging model group and high dose of CPPS inverventional group
表1  正常组比衰老组、高剂量党参干预组比衰老组差异表达的miRNA基因簇
Table 1  The differentially expressed miRNA clusters of normal control goup vers aging model goup, and high dose of CPPS inverventional group vers aging model goup

	正常对照组比衰老模型组
	高剂量党参干预组比衰老模型组

	miRNA基因簇
	miRNA
	表达变化
倍数
	miRNA基因簇
	miRNA
	表达变化
倍数

	miR-466a
	miR-297a-5p
	5.8838
	miR-127
	miR-127-3p
	2.0684

	
	miR-669a-5p
	2.5875
	
	miR-665-3p
	2.8329

	
	miR-466h-5p
	6.9203
	miR-299a
	miR-379-5p
	4.0511

	
	miR-669m-5p
	5.9147
	
	miR-667-3p
	8.50889

	
	miR-669o-5p
	7.6251
	miR-134
	miR-382-5p
	2.0766

	miR-466b
	miR-669p-5p
	2.5875
	
	miR-541-5p
	2.415

	miR-297a-2
	miR-669b-5p
	6.8929
	miR-145a
	miR-145a-5p
	0.4539

	
	miR-466f-5p
	3.8841
	miR-466a
	miR-669c-5p
	0.395

	
	miR-669d-5p
	2.7605
	
	miR-466h-3p
	0.398

	
	miR-669f-5p
	6.8388
	miR-486
	miR-486-5p
	0.332

	
	miR-669e-5p
	6.6678
	
	miR-3107-5p
	0.332

	
	miR-669l-5p
	4.2115
	

	
	miR-466m-5p
	5.9147
	

	miR-145a
	miR-145a-5p
	0.3785
	

	
	miR-143-3p
	0.4216
	


	miR-486
	miR-486-5p
	0.4421
	

	
	miR-3107-5p
	0.4421
	

	miR-299a
	miR-379-5p
	0.4589
	

	
	miR-667-3p
	0.6775
	


表2  正常对照组比衰老模型组、高剂量党参干预组比衰老组差异表达miRNA的靶基因所参与的信号通路（前20位）

Table 2  The signaling pathways associated with the taget genes of differentially expressed miRNAs of normal control group vers aging model group, and high dose of CPPS inverventional group vers aging model group （Top 20）
	正常对照组比衰老模型组
	高剂量党参干预组比衰老模型组

	信号通路
	P值
	信号通路
	P值

	Adipocytokine signaling pathway
	8.56E-08
	Prostate cancer
	7.87E-19


	Melanoma
	8.56E-08
	Melanoma
	7.68E-18

	p53 signaling pathway
	8.56E-08
	Maturity onset diabetes of the young
	9.26E-18

	MAPK signaling pathway
	2.40E-07
	MAPK signaling pathway
	5.86E-17

	Cell cycle
	3.50E-07
	Adipocytokine signaling pathway
	4.34E-16

	Regulation of actin cytoskeleton
	2.48E-06
	Melanogenesis
	1.86E-14

	Calcium signaling pathway
	6.15E-05
	p53 signaling pathway
	1.09E-13

	Neurodegenerative Disorders
	6.15E-05
	Type II diabetes mellitus
	3.02E-13

	Acute myeloid leukemia
	1.21E-04
	Insulin signaling pathway
	3.15E-13

	Glioma
	1.33E-04
	Small cell lung cancer
	8.83E-13

	Renal cell carcinoma
	1.33E-04
	TGF-beta signaling pathway
	9.63E-13

	VEGF signaling pathway
	1.33E-04
	Glioma
	6.3E-12

	PPAR signaling pathway
	1.33E-04
	Cell cycle
	7.91E-12

	Adherens junction
	1.33E-04
	Pancreatic cancer
	1.28E-11

	ErbB signaling pathway
	1.56E-04
	Colorectal cancer
	5.99E-11

	Prostate cancer
	1.56E-04
	Apoptosis
	5.99E-11

	Colorectal cancer
	1.56E-04
	Endometrial cancer
	1.06E-10

	Small cell lung cancer
	1.56E-04
	Focal adhesion
	3.06E-10

	GnRH signaling pathway
	1.56E-04
	Cell Communication
	6.41E-10

	Melanogenesis
	1.56E-04
	Adherens junction
	1.11E-09


3 讨论
衰老过程涉及遗传和环境等多个复杂因素，表现为各个组织器官功能的衰退和紊乱，是一个不可逆转的现象[9]。虽然不可逆，但是可以缓解，随着人民生活水平的提高，探讨衰老的机制以及寻求抗衰老的方法，成为当今医学界的研究热点之一。本研究从动物学实验模型和肝功能生化检测，证实了党参水提物在抗衰老研究中的重要作用。为了探寻其中的机制，本研究从miRNA进行入手，这是近些年发现的一类在细胞中起重要调控作用的小分子RNA。在2013年Cell杂志上列出的9个衰老标志物，其中就涉及miRNA[10]。通过聚类分析，研究证实党参的确从分子水平影响和干预了我们构建的衰老模型。另外，研究发现与党参抗衰老研究相关的差异表达miRNA大都属于一些基因簇，其中典型的有7个（miR-466a/b cluster、miR-297a cluster、miR-145a cluster、miR-486 cluster、miR-299a cluster、miR-127 cluster和miR-134 cluster）。有研究报道miRNA基因簇的表达和功能有协同性的特点[11]，本研究结果与报道相一致。
值得注意的是，在衰老模型组比正常对照组中表达上调的miR-466a cluster在党参干预组比衰老模型组中表达下调了；而在衰老模型组比正常对照组中表达下调的miR-299a cluster在党参干预组比衰老模型组中却显著上调了，这表明这些miRNA基因簇在党参干预D-半乳糖致小鼠衰老的过程中发挥着重要的功能。研究已报道miR-466a cluster位于2号染色体Sfmbt2基因的内含子10中，是一系列促凋亡因子，参与调控哺乳动物的凋亡通路[12]。而且miR-299 cluster中的miR-379也被研究证实调控CyclinB1，在肿瘤、衰老等疾病中表达下调[13,14]。本研究再一次证明了这些miRNA在调控细胞凋亡增殖方面的功能，并提示其可能是党参抗衰老机制中的靶点。
研究通过分析miRNA靶基因所富集的信号通路，发现D-半乳糖致衰老过程中，主要涉及的信号通路有p53通路、MAPK通路和细胞周期等；在党参抗衰老过程中，主要参与的通路也出现了p53通路、MAPK通路和细胞周期，表明这些通路在党参抗衰老机制中起到非常重要的作用。另外，研究发现凋亡通路也参与党参的抗衰老作用，这与之前的研究报道一致[15]。除此以外，本研究还发现TGF-β信号通路、胰岛素信号通路、脂肪细胞因子信号通路和细胞粘连等与党参的抗衰老也有密切关系，这些结果在之前的研究中没有被报道过。
总结，本研究利用miRNA表达谱芯片筛选了与D-半乳糖致小鼠衰老和党参水提物抗衰老相关的差异表达miRNA；并结合生物信息学工具揭示了在这些过程中起显著作用的信号通路，为研究衰老及党参抗衰老治疗提供了重要资料。
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