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大花红景天介导 PI3K/AKT-HDAC2 轴对人胚肺成纤维二倍体细胞衰

老的调控作用 
    

许志连，杨惠卿，洪顺福，阮菲(浙江中医药大学附属杭州市中医院药剂科，杭州 310007) 
 

摘要：目的  探究大花红景天中杞柳苷(salipurposide，Sali)、红景天苷(salidroside，Sal)、异柳糖苷(isotachioside，Isota)
对人胚肺成纤维二倍体细胞(2BS)衰老调控作用及可能机制。方法  显微镜下观察并选取年轻 28 代龄 2BS(28PD)细胞和

衰老 50 代龄 2BS(50PD)细胞。MTT 试验测定 1.25，2.5，5.0，7.5，10.0 μmol·L–1 Sal，2.5，5.0，7.5，10.0，12.5 μmol·L–1 
Sali 以及 Isota 对 50PD 细胞活性的影响。根据 MTT 结果，5.0 μmol·L–1 Sal 和 10.0 μmol·L–1 Sali、Isota 用于进行后续实验。

28PD 和 50PD 细胞分为 28PD 组、50PD 组、50PD+Sali 组、50PD+Sal 组、50PD+Isota 组，各组相应药物干预 24 h。测定

细胞衰老相关 β-半乳糖苷酶(senescence associated-beta-galactosidae，SA-β-gal)表达情况，细胞丙二醛(malondialdehyde，

MDA)、活性氧(reactive oxygen species，ROS)含量以及超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)、谷胱甘肽过氧化酶

(glutathione peroxidase，GSH-PX)活性情况，实时荧光定量 PCR 和蛋白质印迹法分别测定细胞磷脂酰肌醇三羟基激酶

(phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K)、蛋白激酶 B(AKT)、组蛋白去乙酰化酶 2(histone deacetylase 2，HDAC2)的 mRNA
表达以及 PI3K、磷酸 AKT(p-AKT)、HDAC2 蛋白表达情况。结果  与 28PD 组比较，50PD 组细胞 SA-β-gal 表达增加，

MDA、ROS 含量增加，SOD、GSH-PX 活性降低，PI3K、AKT、HDAC2 的 mRNA 以及相应蛋白表达降低(P<0.01)。
50PD 细胞经 Sali、Sal、Isota 干预后，SA-β-gal 表达显著降低(P<0.01)，MDA、ROS 含量显著降低(P<0.01)，SOD、

GSH-PX 活性显著提高(P<0.01)，PI3K、AKT、HDAC2 的 mRNA 以及相应蛋白表达均显著增加(P<0.05 或 P<0.01)。结

论  大花红景天中 Sali、Sal、Isota 能降低 50PD 细胞 SA-β-gal 表达，其作用可能与抑制氧化应激、调控 PI3K/AKT-HDAC2
轴表达有关。 
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Regulatory Effect of Rhodiola Crenulata on Senescence of Human Embryo Lung Fibroblasts Diploid Cells 
Through PI3K/AKT-HDAC2 Axis 
 
XU Zhilian, YANG Huiqing, HONG Shunfu, RUAN Fei(Department of Pharmacy, Hangzhou Hospital of Traditional 
Chinese Medicine Affiliated to Zhejiang University of Traditional Chinese Medicine, Hangzhou 310007, China) 

 
ABSTRACT:  OBJECTIVE  To explore the regulatory effect and mechanism of salipurposide(Sali), salidroside(Sal) and 
isoflavone(Isota) from Rhodiola crenulata on senescence of human embryo lung fibroblast diploid cells(2BS). METHODS  
Observing and selecting young 28 generations 2BS(28PD) cells and senescence 50 generations 2BS(50PD) cells under the 
microscope. MTT method was used to determine the effects of 1.25, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 μmol·L–1 Sal, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 
12.5 μmol·L–1 Sali and Isota on the activity of 50PD cells. The 5.0 μmol·L–1 Sal, 10.0 μmol·L–1 Sali and Isota were used for the 
following experiments according to MTT results. 28PD and 50PD cells were divided into 28PD group, 50PD group, 50PD+Sali 
group, 50PD+Sal group, 50PD+Isota group, intervention for 24 h. The senescence associated-beta-galactosidae(SA-β-gal); 
malondialdehyde(MDA), reactive oxygen species(ROS), superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GSH-PX) levels of 
cells were measured with the test kits; the mRNA expression of phosphatidylinositol-3-kinase(PI3K), protein kinase B(AKT), 
histone deacetylase 2(HDAC2) and the protein expression of PI3K, p-AKT, HDAC2 were detected by qRT-PCR and Western 
blotting respectively. RESULTS  Compared with the 28PD group, 50PD group cell SA-β-gal expression was increased, the 
content of MDA and ROS were increased, the activity of SOD and GSH-PX were decreased, the mRNA expression of PI3K, 
AKT, HDAC2 and related protein expression were decreased(P<0.01). 50PD cells after intervention with Sali, Sal, and Isota, 
SA-β-gal expression were decreased(P<0.01), the content of MDA and ROS were decreased significantly(P<0.01), the activity of 
SOD and GSH-PX were increased(P<0.01), the mRNA expression of PI3K, AKT, HDAC2 and related protein expression were 
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significantly increased(P<0.05 or P<0.01). CONCLUSION  Sali, Sal and Isota from Rhodiola crenulata can reduce the 
expression of SA-β-gal of 50PD cells, its effect may related to the inhibition of oxidative stress and regulation of expression of 
PI3K/AKT-HDAC2 axis.  
KEYWORDS: cellular senescence; Rhodiola crenulata; senescence associated-beta-galactosidae; histone deacetylase 2; 
PI3K/AKT 

 
人口老龄化已成为世界各国日益突出的社会

问题，据统计，中国 60 周岁以上老龄人群占比逐

渐增加，所伴随的衰老相关疾病发病率也逐年增

加[1]。机体衰老可有对外界应答能力下降，机体内

环境失衡，年龄相关慢性疾病风险增加等表现[2]。

细胞衰老是驱动机体衰老的主要因素之一[3]。细

胞衰老可使衰老表型因子分泌增加，引起细胞增

殖、凋亡、炎症反应，导致机体组织的修复能力

减弱[4-5]。靶向衰老相关分子，延缓细胞衰老是治

疗衰老相关疾病的一种重要策略[6]。 
大花红景天(Rhodiola crenulata)为景天科红景

天属植物，在体外可抵御紫外线对皮肤的促衰老

作用[7]。笔者所在课题组前期基于网络药理学的分

析 手 段 从 大 花 红 景 天 中 筛 选 出 的 杞 柳 苷

(salipurposide，Sali)、红景天苷(salidroside，Sal)、
异柳糖苷(isotachioside，Isota)3 种主要活性成分，

及细胞衰老表型调控基因组蛋白去乙酰化酶

2(histone deacetylase 2，HDAC2)[8]。基于此，本研

究通过体外实验初步探究 Sali、Sal、Isota 是否能

通过介导 PI3K/AKT-HDAC2 信号轴调控人胚肺成

纤维二倍体(2BS)细胞衰老，以期为其作为抗衰老

中药开发提供理论可行性依据。 
1  材料与方法 
1.1  药品及试剂 
1.1.1  药品  Sali(20 mg，批号：N26A9C57834；
纯度≥98%)、Sal(250 mg，批号：R14C0C59840；
纯度≥98%)、Isota(5 mg，批号：Y35C9E59740；
纯度≥95%)均购自上海源叶生物科技有限公司。 
1.1.2  试剂  2BS 细胞(西安基恩科生物科技有限

公司，批号：GC-C-005)；DMEM 高糖培养基(Gibco
公司，批号：2130493)；四唑盐(methyl thiazolyl 
tetrazolium，MTT，批号：112020210209)、活性氧

(reactive oxygen species，ROS，批号：101121220128)、
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活性

检测试剂盒(批号：121121220215)、衰老相关 β-半乳

糖苷酶(senescence associated-beta-galactosidae，
SA-β-gal)染色试剂盒(批号：052521220128)、二喹

林甲酸(bicinchoninic acid，BCA)蛋白定量试剂盒

(批号：120219200721)均购自碧云天试剂有限公

司；丙二醛(malondialdehyde，MDA，批号：20220314)、
谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase ，

GSH-PX，批号：20220424)测定试剂盒购于南京建

成生物工程研究所有限公司；磷脂酰肌醇-3-激酶

(pho-phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K)抗体(批
号：54f8512)、磷酸化-蛋白激酶 B(phosphor-protein 
kinase B，p-AKT)抗体(批号：34d5362)、HDAC2
抗体(批号：78p5366)均购自 Affinity 抗体公司。 
1.1.3  仪器  BB150 型细胞培养箱、Micro17R 型

低温高速离心机均购自德国 Thermo 公司；

CMaxPlus 型酶标仪(美国 MD 公司)；ICX41 型光

学显微镜(中国舜宇仪器公司)；610020-9Q 型化学

发光仪(中国勤翔公司)。 
1.2  方法 
1.2.1  细胞及培养鉴定  2BS 细胞用含 10%胎牛

血清的 DMEM 低糖培养基于 37 ℃、5% CO2 的培

养箱中培养。制备单细胞悬液进行 96 孔板接种(每
孔 3 000 细胞)进行培养。参照文献方法[9]，计数

细胞，进行细胞代龄计算。按照文献报道，选取

<30 代龄的年轻细胞和 50 代龄的衰老细胞进行后

续实验[10]。 
1.2.2  MTT 检测不同浓度 Sali、Sal、Isota 对 50PD
细胞活性的影响  50PD 细胞加入 96 孔板中，分

别加入 Sal(1.25，2.5，5.0，7.5，10.0 μmol·L–1)，
Sali(2.5，5.0，7.5，10.0，12.5 μmol·L–1)和 Isota(2.5，
5.0，7.5，10.0，12.5 μmol·L–1)处理 24 h，对照细

胞加入等量空白溶剂处理。每孔细胞中加入 MTT
试剂，在培养箱内孵育 2 h。酶标仪测定 450 nm
处的各孔细胞吸光度值，按照计算公式计算细胞

活性：细胞活性＝(实验组 A 值−空白调零 A 值)/(对
照组 A 值−空白调零 A 值)×100%，计算不同浓度

Sal、Sali、Isota 对 PD50 细胞活性的影响。选取

适浓度进行后续实验。 
1.2.3  细胞分组和处理  50PD 细胞分为 50PD
组、50PD+Sali 组、50PD+Sal 组、50PD+Isota 组，

另设 28PD 组作为对照。28PD、50PD 组细胞加等

量空白溶剂，余下各组加入 适剂量 Sali、Sal、
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Isota(10.0，5.0，10.0 μmol·L–1)，处理 24 h，进行

相关实验指标检测。 
1.2.4  检测指标 
1.2.4.1  细胞 SA-β-gal 表达检测  调整细胞浓度

至每毫升 1×105 个。1 mL 细胞悬浮液加至 12 孔板

中。PBS 洗涤，1 mL SA-β-gal 染色固定液室温下

固定 15 min。吸除染色固定液，PBS 清洗 3 遍，

加入 1 mL SA-β-gal 染色工作液，保鲜膜封锁，

37 ℃孵育过夜。取出后光学显微镜下观察并计数

SA-β-gal 阳性表达细胞，计算细胞比例。 
1.2.4.2  细胞氧化应激相关指标检测  收集各组

细胞，振荡，离心，收集上清液。根据试剂盒内

的操作说明书测定 MDA、ROS、SOD、GSH-PX
水平。 
1.2.4.3  实时荧光定量 PCR 检测细胞 PI3K、

HDAC2、AKT mRNA 表达  Trizol 提取细胞质

RNA。逆转录 PCR 进行 DNA 扩增，实时荧光定

量 PCR 检测 PI3K、AKT、HDAC2 mRNA 表达。

反应条件为变性 95 ℃，10 min，扩增反应，95 ℃ 
15 s，60 ℃ 60 s，40 次，溶解曲线，95 ℃ 15 s，
60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。采用 2–△△CT法对结果进行

相对定量分析。引物序列见表 1。 
 
表 1  引物序列 
Tab. 1  Primer scquence 

基因(ID) 正向引物 反向引物 
PI3K(5290) GAAGAGCCCCGAGC

GTTTCT 
GTCCAGAAGTTCCATA

GCCTGT 
HDAC2(3066) ATGGCGTACAGTCA

AGGAGG 
TGCGGATTCTATGAGGC

TTCA 
AKT(207) CCTCCACGACATCG

CACTG 
TCACAAAGAGCCCTCC

ATTATCA 
GAPDH(2597) TGTGGGCATCAATG

GATTTGG 
ACACCATGTATTCCGGG

TCAAT 
 
1.2.4.4  Western blotting 检测细胞 PI3K、HDAC2、
p-AKT 蛋白表达  裂解细胞，离心后提取上清液。

BCA 试剂盒测定细胞总蛋白含量。转膜，封闭。

加入稀释的 PI3K(1∶1 000)、p-AKT(1∶1 000)、
HDAC2(1∶1 000)、GAPDH(1∶5 000)抗体，4 ℃
下摇床振荡孵育过夜。隔天室温下振荡 30 min，
将上层液体轻轻吸出，TBST 清洗 3 遍。封闭，孵

育二抗。化学发光显影，GAPDH 作为内参对照，

计算各蛋白相对表达含量。 
1.3  统计学分析 

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据分析，多组

间数据比较采用 One-way-ANOAY 单因素方差分

析，组间两两比较采用 Tukey 检验。所有数据以

sx ± 表示，P<0.05 为差异有统计学意义。 
2  结果 
2.1  不同代龄 2BS 细胞鉴定结果 

光学显微镜下各代龄细胞形态见图 1。左为年

轻 2BS 细胞(28PD)：细胞饱满竖状排列、界限清

晰、立体感强、折光度好；右为衰老 2BS 细胞

(50PD)：细胞排列紊乱、形状短圆、胞内颗粒物聚

集、折光度下降。 
 

 
 

图 1  年轻 2BS 细胞(28PD)与衰老 2BS 细胞(50PD)形态

(200×) 
Fig. 1  Morphology of young 2BS cells(28PD) and 
senescent 2BS cells(50PD)(200×) 
 

2.2  实验浓度确定 
50PD 细 胞 活 性 较 28PD 细 胞 显 著 降 低

(P<0.01)，而各浓度 Sali、Sal、Isota 处理后 50PD
细胞活性均有不同程度提高。其中与 50PD 组比

较，10.0，12.5 μmol·L–1 Sali 可显著增加 50PD 细

胞活性(P<0.01)；除 1.25 μmol·L–1 Sal 外，与 50PD
组比较，各 Sal 浓度可显著增加 50PD 细胞活性

(P<0.01)，以 5.0 μmol·L–1 Sal 对 50PD 细胞活性增

加效果 为明显；与 50PD 组比较，7.5，10.0，
12.5 μmol·L–1 Isota 均可显著增加 PD50 细胞活性

(P<0.01)，7.5，10.0 μmol·L–1 Isota 的效果相近。

本研究随后根据 MTT 结果采用 5.0 μmol·L–1 Sal
和 10.0 μmol·L–1 的 Sali、Isota 对细胞进行处理。

MTT 试验结果见图 2。 
2.3  Sali、Sal、Isota 对 50PD 细胞 SA-β-gal 表达

的影响 
SA-β-gal 染色结果见图 3。28PD 细胞 SA-β-gal

表达极微弱，且细胞形态学观察细胞结构正常，

而 50PD 细胞 SA-β-gal 表达明显增加，细胞形态

萎缩，Sali、Sal、Isota 干预后 50PD 细胞 SA-β-gal
表达均下降，以 50PD+Sal 组的效果 明显。

SA-β-gal 阳性细胞结果见表 2，与 28PD 组相比，

50PD组SA-β-gal阳性细胞比例显著增加(P<0.01)。
与 50PD 组相比，50PD+Sali、50PD+Sal、50PD+Isota
组 SA-β-gal 阳性细胞比例显著减少(P<0.01)。 
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2.4  Sali、Sal、Isota 对 50PD 细胞氧化应激指标

的影响 
与 28PD 组相比，50PD 组细胞 MDA、ROS

含量均显著升高(P<0.01)，而 SOD、GSH-PX 活性

均显著降低(P<0.01)。与 50PD 组相比，50PD+Sali、
50PD+Sal、50PD+Isota 组细胞 MDA、ROS 含量均

显著下降(P<0.01)，SOD、GSH-PX 活性均显著上

升(P<0.01)。结果见图 4。
 

 
 

图 2  不同浓度 Sali、Sal、Isota 对 50PD 细胞活性的影响 
与 28PD 组相比，1)P<0.01；与 50PD 组相比，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effect of various concentrations of Sali, Sal, Isota on the activity of 50PD cells 
Compared with 28PD group, 1)P<0.01; compared with 50PD group, 2)P<0.01. 

 

 
 

图 3  SA-β-gal 染色结果(200×) 
Fig. 3  Results of SA-β-gal staining(200×) 

 

 
 

图 4  各组细胞氧化应激情况( sx ± ，n=3) 
与 28PD 组相比，1)P<0.01；与 50PD 组相比，2)P<0.01。 
Fig. 4  Oxidative stress of cells in each group( sx ± , n=3) 
Compared with 28PD group, 1)P<0.01; compared with 50PD group, 2)P<0.01. 
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表 2  各组 SA-β-gal 阳性细胞情况( sx ± ，n=3) 
Tab. 2  SA-β-gal positive cells in each group( sx ± , n=3) 

组别 SA-β-gal 阳性细胞/% 
28PD 组 5.23±0.98 
50PD 组 62.12±4.821) 
50PD+Sali 组 34.83±3.822) 
50PD+Sal 组 19.02±1.502) 
50PD+Isota 组 30.48±4.012) 

注：与 28PD 组相比，1)P<0.01；与 50PD 组相比，2)P<0.01。 
Note: Compared with 28PD group, 1)P<0.01; compared with 50PD group, 
2)P<0.01. 
 

2.5  Sali、Sal、Isota 对 50PD 细胞 PI3K、HDAC2、
AKT mRNA 表达的影响 

与 28PD 组相比，50PD 组细胞 PI3K、HDAC2、
AKT 的 mRNA 相对表达量均显著降低(P<0.01)。
与 50PD 组相比，50PD+Sali、50PD+Sal、50PD+Isota
组细胞 PI3K、HDAC2、AKT 的 mRNA 相对表达

量均显著上升(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 5。 
2.6  Sali、Sal、Isota 对 50PD 细胞 PI3K、HDAC2、
AKT 蛋白表达的影响 

与 28PD 组相比，50PD 组细胞 PI3K、HDAC2、
AKT 蛋白相对表达量均显著降低 (P<0.01)。与

50PD 组相比，50PD+Sali、50PD+Sal、50PD+Isota
组细胞 PI3K、HDAC2、AKT 蛋白相对表达均显

著上升(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 6。 
3  讨论 

细胞衰老是指细胞执行生命活动过程中，细

胞增殖与分化的能力以及其他生理功能发生衰退

的过程[11]。细胞衰老具有细胞周期停滞、衰老表

型表达、大分子损伤及代谢等典型特征[12-14]。而

“衰老自由基理论”提出衰老是氧化应激损伤累

积的结果[15]。许多中药可通过抑制细胞脂质过氧

化，改善细胞能量代谢等发挥抗衰老作用[16]。其中，

红景天提取物具有较高的抗氧化活性，可提高线 

虫的各项健康生命指标，表明其具有良好的抗衰

老应用前景[17]。 
SA-β-gal 是常用的识别细胞衰老标志物之

一[18]。本研究中，50PD 细胞的 SA-β-gal 表达显著

升高，而 Sal、Sali、Isota 干预则能显著减少细胞

SA-β-gal 表达，表明 3 种大花红景天成分具有调控

细胞衰老表型表达的作用。研究证实，在氧化应

激条件下，Sal 可抑制内皮细胞 ROS 水平[19]。在

体内，Sal 可通过增加组织 SOD、GSH-PX 水平，

降低 MDA、ROS 含量，起到减轻组织损伤的作

用[20]。本研究发现 50PD 细胞 MDA、ROS 水平升

高，SOD、GSH-PX 活性降低，而 Sal 抑制 MDA、

ROS 水平，提高 SOD、GSH-PX 活性，Sali 和 Isota
也具有相同作用。 

PI3K/AKT 信号通路表达与细胞周期改变、凋

亡有关，其在衰老动物模型组织内表达降低[21]。

研究表明，Sal 可通过介导 PI3K/AKT 信号转导以

减轻脑衰老损伤[22]。HDAC 是一类调节细胞组蛋

白乙酰化和甲基化的功能蛋白，HDAC2/HDAC1 两

者协同在稳定线粒体内稳态、DNA 修复以及抗细胞

衰老、氧化应激等方面发挥进化保守的作用[23-24]。

在早衰诱导的骨骼肌细胞中 HDAC2 表达降低，而

逆转 HDAC2 蛋白下降水平可减少骨骼肌细胞早衰，

提示 HDAC2 的表达可能具有抗衰老作用[25-26]。

PI3K/AKT 可上调 HDAC2 参与细胞周期改变[27]。

本研究发现 50PD 细胞 PI3K、AKT、HDAC2 mRNA
表达下降，PI3K、p-AKT、HDAC2 蛋白表达降低，

而 Sal、Sali、Isota 处理则能上调细胞中 PI3K、AKT、

HDAC2 转录，促进相应蛋白表达，因此推测 Sal、
Sali、Isota 或通过激活 PI3K/AKT- HDAC2 信号轴

干预细胞衰老。 
 

 
 

图 5  各组细胞 PI3K、HDAC2、AKT mRNA 表达情况( sx ± ，n=3) 
与 28PD 组相比，1)P<0.01；与 50PD 组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 5  mRNA expression of PI3K, HDAC2 and AKT in cells of each group( sx ± , n=3) 
Compared with 28PD group, 1)P<0.01; compared with 50PD group, 2)P<0.05, 3)P<0.01.  
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图 6  各组细胞 PI3K、HDAC2、AKT 蛋白表达情况( sx ± ，n=3) 
与 28PD 组相比，1)P<0.01；与 50PD 组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 6  Protein expression of PI3K, HDAC2 and AKT in cells of each group( sx ± , n=3) 
Compared with 28PD group, 1)P<0.01; compared with 50PD group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 

综上所述，本研究发现大花红景天中的 Sal、
Sali、Isota 可降低衰老 2BS 细胞 SA-β-gal 表达，

其作用与其能够抑制氧化应激，调控 PI3K/AKT- 
HDAC2 信号轴有关。 
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