
※营养卫生	                            食品科学	 2017, Vol.38, No.21   165

乙醇对秀丽隐杆线虫寿命的影响及其分子机理
王 晋，王虹元，金玲玲，郭长禄，张治洲*

（哈尔滨工业大学（威海）海洋科学与技术学院，山东 威海 264200）

摘  要：以秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）作为模式生物，在其生长培养基中分别添加4、40、400 mmol/L 
的乙醇试剂，观察乙醇对线虫寿命的调控作用。通过检测对照组和喂食乙醇溶液实验组线虫体内寿命相关基因

（age-1、pdk-1、akt-1、let-363）的表达差异，探究乙醇调控线虫寿命的分子机制。结果表明，喂食400 mmol/L乙
醇可有效提高线虫寿命，分别将寿命中位数和平均寿命提高了11.76%和15.78%，且与对照组相比均具有显著性差异

（P＜0.05）。利用实时荧光定量聚合酶链式反应检测基因表达，结果表明乙醇可能通过抑制age-1基因表达，引发胰

岛素信号传导通路中一系列相应下游基因表达变化从而延长线虫寿命；雷帕霉素受体信号传导通路中let-363基因也因

乙醇的摄入及胰岛素信号传导通路下游基因的抑制作用而表达下降，两者联合达到显著延长线虫寿命的作用效果。
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Effect of Ethanol on Caenorhabditis elegans Lifespan and Its Potential Molecular Mechanisms
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Abstract: In this paper, the effect of ethanol on Caenorhabditis elegans lifespan was investigated by culturing it in a 

medium with different concentrations (4, 40 and 400 mmol/L) of ethanol. The results showed that 400 mmol/L ethanol 

could significantly extend the median lifespan by 11.76% and the mean lifespan by 15.78% (P < 0.05). The expression of 

lifespan-related genes (age-1, pdk-1, akt-1 and let-363) was detected using real-time quantitative polymerase chain reaction 

(qPCR) to explore the potential molecular mechanisms. Our results demonstrated that ethanol induced lifespan extension in 

C. elegans could be due to the suppressed expression of the above four genes and consequent regulation of the downstream 

genes in both the insulin/IGF signalling (IIS) and mammalian target of rapamycin (mTOR) pathways.
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随着社会的进步和科技的迅猛发展，通过药物和

食品延缓衰老在技术水平上成为可能。生物体的寿命长

短如何受外来因素的影响？衰老的内在调控机制到底是

什么？随着胰岛素信号（insulin/IGF signalling，IIS）
和雷帕霉素受体信号（mammalian target of rapamycin，
mTOR）等传导通路对衰老调控作用的机制被一一解开，

衰老研究在分子生物学上取得突破性进展，并成为生物

学研究领域的热点课题[1-2]。基因的突变能够使生物体寿

命发生显著改变，如daf-2基因突变体线虫寿命是正常线

虫寿命的2～3 倍，而daf2/clk-1双基因突变体线虫寿命

可提高5～6 倍[3]，Insulin/IGF-1通路相关基因突变会使

实验动物衰老表征得到大幅度改善[4]。然而寿命的调控

是一个复杂的过程，除了受到遗传的控制之外，也与人

类的生存环境和生活习惯息息相关。由于秀丽隐杆线虫
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（Caenorhabditis elegans）具备生命周期短、在实验室易

于培养且易于操作、繁殖快、容易获取大量同期化样本

以消除个体差异等优势[5-6]，因此选用秀丽隐杆线虫作为

寿命研究的模式生物。

以乙醇为主要成分的酒类饮料是中国人在社交、

庆典等活动中不可缺少的特殊饮品，在日常生活中也

占有十分重要的地位。我国自古便有“酒乃百药之长”

一说，这是古人对酒的高度评价。可以说酒在医学上

的应用是祖国医药学的发明之一，酒有“通血脉、散湿

气”、“行药势、杀百邪恶毒气”、“除风下气”、“开

胃下食”、“温肠胃、御风寒”、“止腰膝疼痛”等功

效，而且在行医的过程中将酒入药可推进药效发挥
[7]。 

在近年来的研究中发现乙醇作为酒中的主要成分具有一

定的增寿作用：2011年于笑坤[8]发现在低乙醇体积分数

（1%～2%）的刺激之下，线虫寿命有所延长而且爬行速

度较快。而2012年美国加州大学科学家发现L1期线虫幼

虫通过摄食乙醇（体积分数0.4%）并将其转化为脂肪酸

而达到增寿作用[9]。

为了进一步探究摄食乙醇可显著延长秀丽隐杆线虫

寿命的分子机制，本实验以N2野生型秀丽隐杆线虫作为

模式生物，通过喂食4、40、400 mmol/L 3 种不同浓度乙

醇，观察乙醇对其寿命的影响，从IIS和mTOR两个经典

的衰老调控信号传导通路中选择寿命相关基因（age-1、
pdk-1、akt-1和let-363）（表1）。其中age-1、pdk-1、
akt-1基因是IIS传导通路关键基因，其对生物体表型的作

用已被报道：与个体寿命、抗逆性、生育和胚胎发育都

具有明显相互关联[10-11]；mTOR传导通路中的let-363基因

为生物个体新陈代谢关键基因，通过调控生物个体新陈

代谢速率影响个体寿命的长短[12-13]。目前尚鲜见文献报道

上述4 个基因的表达是否受乙醇的影响。通过实时荧光定

量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）检

测第8天和第12天线虫体内age-1、pdk-1、akt-1和let-363
的表达情况，进而初步判断乙醇对寿命的调控作用与IIS
和mTOR两个经典信号传导通路之间的关系。

表 1 4 个与线虫寿命相关基因的基本信息

Table 1 Information about lifespan-related genes in C. elegans 

基因 作用功能

age-1 编码三磷酸磷脂酰肌醇激酶，调节细胞周期[14-16]

pdk-1 与细胞内DNA合成有密切关系[17]

akt-1 促进细胞分裂M期正常进行[18-19]

let-363 雷帕霉素靶基因，细胞营养信号感受器，调节细胞新陈代谢速率[20-21]

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

N2野生型秀丽隐杆线虫（C. elegans，the Bristol 
strain N2）和大肠杆菌（Escherichia coli）OP50由天津科

技大学王昌禄教授惠赠。

乙醇（100%）等试剂均购于上海生物（工程）有限

公司。

1.2 仪器与设备

SPX-250B-Z等系列生化培养箱、SW-CJ-1F型单

人双面垂直洁净工作台 上海博迅实业有限公司医疗

设备厂；电子天平 奥豪斯仪器（上海）有限公司； 

XYH-2A型连续变倍体式显微镜 上海永亨光学仪器

制造有限公司；TDL-60B/16B型台式离心机 上海安

亨科学仪器厂；HC-3018R型高速冷冻离心机 安徽中

科中佳科学仪器有限公司；Stepone实时荧光定量PCR仪  
美国ABI生物有限公司。

1.3 方法

1.3.1 线虫培养基的配制

称量3 g NaCl、2.5 g胰蛋白胨、17 g琼脂粉，添加

ddH2O至1 L，121 ℃高温高压灭菌20 min，待培养基冷却

至50～60 ℃时逐一添加CaCl2（1 mol/L）1 mL、MgSO4

（1 mol/L）1 mL、KPO4缓冲液（1 mol/L）25 mL、胆

固醇溶液1 mL，混合均匀[22]。在普通NGM（nematode 
growth medium）培养基冷却至50～60 ℃后分别加入对应

浓度乙醇溶液。

1.3.2 E. coli OP50的培养与涂布

将37 ℃振荡培养的E. coli OP50菌群涂布在NGM培养

基上，涂好菌的平板封口倒置放在37 ℃生化培养箱中培

养过夜后，放入4 ℃冰箱中保存，以备喂养线虫使用。

1.3.3 线虫的同期化培养

将线虫母液与同期化试剂（5 g/100 mL NaClO溶液与

5 mol/L NaOH溶液体积比为2∶1）以体积比7∶3的比例混

匀，不断振荡混匀，直至线虫解体溶液由浑浊变为澄清

（同期化时间控制在8～10 min），4 000 r/min离心50 s，
弃上清液收集EP管底部没有被同期化试剂破坏的虫卵，

将收集到的虫卵用dH2O清洗3 次，接种于涂布有E. coli 
OP50的NGM平板上，置于20 ℃生化培养箱中孵育[23]。

1.3.4 线虫寿命统计

从同期化3 d后的平板中选出大小一致且活跃度高

的线虫，各挑取35 只线虫至添加有4（0.024%，体积分

数，下同）、40（0.240%）、400 mmol/L（2.400%）

乙醇的培养基中进行培养，每组设置3 组平行实验，每

24 h更换一次培养基，直至培养基中的线虫全部死亡，

统计线虫寿命，并与对照组平板中线虫进行对比（数据

剔除由于意外在培养皿壁上干死的线虫）。将每天线虫

的死亡及存活数转换成线虫寿命，进行Kaplan-Meier生
存分析；同时，根据线虫存活天数排序按式（1）计算平

均寿命（mean of lifespan，MLS），平均寿命标准误差

（standard error，SE）按式（2）计算。

MLS dj

xj xj 1

2
1
n j

	 （1）
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SE MLS 2dj

xj xj 1

2
1

n n 1√
j

	 （2）

式中：j为线虫日龄；xj为该日龄线虫存活条数；dj为

（xj＋xj＋1）期间死亡的线虫条数；n为线虫的总条数。

1.3.5 线虫寿命相关基因的表达

由于线虫生命周期较短，选取8 d成熟期线虫作为对

照模板（对照组）；因其于第15天左右开始出现死亡个

体，故选取第12天线虫作为衰老模板。在第8、12天分别

从对照组及具有显著延寿作用的400 mmol/L乙醇实验组

中各挑取线虫20 只，使用Trizol进行裂解，根据乙醇提取

法提取RNA，并使用对应试剂盒进行反转录实验，最终

获取cDNA样本。使用实时荧光定量PCR仪检测其寿命相

关基因的表达情况。实验所用所有引物均为2 μmol/L且
每对引物均以浓度1∶1混合（表2）。调整各个基因引物

对添加量使得各基因最终扩增效率均在1左右，最终确定

12 μL实时荧光定量PCR反应体系如表3所示，循环条件

为：94 ℃预变性6 min；94 ℃变性20 s，61 ℃退火32 s，
72 ℃延伸40 s，反应循环数为40；72 ℃完全延伸2 min。

表 2 实时荧光定量PCR引物对信息

Table 2 qPCR primers used in this study

基因 引物对编号 上游引物（5’→3’） 下游引物（5’→3’）
age-1 p2 TGTGGGGACACTGACGCTG TTGGCAGTCGGTTCAGGAG
akt-1 p9 GCCTAAGGAAGGACAACCG ATGAATCCAACGCTGACGA

let-363 p12 CACAGGCGAACTAATACCGT TTTCCGAGTTGCTTGATGAT

pdk-1 p4 CACAAGAATGCGGTGGTCA CTTCCTCCTCATCCGAATAGA

GAPDH p20 CACCACTAACTGCCTTGCTC ACATCTGGGGTTGGGACA

注：GAPDH为内参基因。

表 3 实时荧光定量PCR反应体系设计

Table 3 qPCR reaction systems

试剂
添加体积/μL

age-1 pdk-1 akt-1 let-363
ddH2O 2.8 3 3 3.1

NPK62 PCR缓冲液 6.0 6.0 6.0 6.0
cDNA模板 2.0 2.0 2.0 2.0
引物对 1.0 0.8 0.8 0.7
Taq酶 0.2 0.2 0.2 0.2

1.4 数据处理

数据均以 ±s表示，以SPSS 19.0、Excel 2010等软件

进行数据处理并作图，进行Kaplan-Meier生存分析、相关

性检验、单因素方差分析和LSD多重比较，以P＜0.05表
示有显著性差异，以P＜0.01表示有极显著性差异。

2 结果与分析

2.1 不同浓度乙醇对线虫寿命的影响

不同浓度乙醇对线虫寿命的影响情况如图1、表4所
示。从生存函数可以看出400 mmol/L乙醇可有效提高线

虫整个生命周期内生存率，摄食4 mmol/L和40 mmol/L乙
醇线虫与对照组线虫相比不存在显著性差异。通过对数

据进行单因素方差分析和LSD多重比较发现，400 mmol/L 
乙醇实验组线虫寿命中位数和平均寿命分别提高了

11.76%和15.78%，与其他3 组相比均存在显著性差异 

（P＜0.05）。由此可见400 mmol/L乙醇具有延寿作用。
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图 1 不同浓度乙醇对线虫生存函数的影响

Fig. 1 Survival function of C. elegans fed with different concentrations 

of ethanol

表 4 不同浓度乙醇对线虫寿命的影响

Table 4 Lifespan of C. elegans fed with different concentrations  

of ethanol

乙醇浓度/（mmol/L） 线虫总条数 寿命中位数/d 平均寿命/d
0 92 17.000±0.772a 16.494±0.700a

4 99 17.000±0.613a 16.821±0.632a

40 101 16.000±0.716a 16.210±0.754a

400 103 19.000±0.672b 19.096±0.545b

注：同列肩标字母不同表示组间差异显著（P＜0.05）。

2.2 不同浓度乙醇对寿命相关基因表达水平的影响
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A.基因age-1；B.基因pdk-1；C.基因akt-1；D.基因let-363；*.与
对照组相比差异显著（P＜0.05）；**.与对照组相比差异极显著

（P＜0.01）。相对表达量为所测基因与内参基因表达量的比值。

图 2 线虫寿命相关基因的相对表达量

Fig. 2 Lifespan-related gene expression in C. elegans as detected by 

qPCR analysis

检测线虫成虫后第8、12天4 个基因相对表达情况，

结果由图2可知，随着线虫衰老程度的增加，上述4 个
基因表达量均显著性下降（P＜0.05，P＜0.01）。喂食

400 mmol/L乙醇于线虫衰老阶段均显著抑制寿命相关基因

的表达（P＜0.05，P＜0.01），进而有效延缓衰老进程而显

著提高线虫寿命。

3 结 论

高剂量饮用酒精类饮品所带来的负面作用一直被

人们深恶痛绝，但医学上已经证明，适量饮酒可以对

人体产生真正的健康功效，比如降低胆固醇、强化智

能、提高心血管机能等。本研究表明，少量、适度地补

充乙醇亦存在潜在的增寿作用。通过喂食线虫4、40、 

400 mmol/L乙醇溶液，观察不同浓度乙醇对寿命长短的

影响（乙醇剂量的选择是通过对国内外文献数据以及本

研究室的前期实验结果比较总结而定[9]）。结果表明，摄

食400 mmol/L乙醇溶液具有延寿作用，喂食乙醇的实验

组线虫无论是寿命中位数还是平均寿命均发生显著性提

高（P＜0.05）。

衰老调控机理研究中， I IS传导通路调控寿命的

机理不仅已阐述得较为清楚，并且从酵母到小鼠都具

有较高的保守性，因而成为当代衰老研究中的核心 

通路[24]。该通路中daf-2可与细胞外的胰岛素配体相结合

而促使PI3K激活age-1的表达，进而通过一系列信号传导

激活下游AKT/PKB同源物[25-27]。AKT-1，AKT-2和SGK-1

组成的蛋白复合物受到因PDK-1磷酸化作用而被激活，

并抑制IIS传导通路若干下游基因（如daf-16）活性，继

而直接影响线虫寿命 [28]；而IIS传导通路下游基因还可

以调控mTOR传导通路上游基因所形成的蛋白聚合体的

生物学状态，继而影响寿命[29-30]。IIS传导通路下游基因

（如TSC1[31]和daf-16[28]）和mTOR传导通路上游基因（如

RHEB[32]和AKT1S1[33]）的表达情况如何受乙醇摄入的影

响将在本实验基础上详细研究并另行报道。

通过实验检测第8、12天线虫体内age-1、pdk-1、
akt-1和let-363的基因表达情况可知，上述基因随着衰老

进程均呈现表达量上升趋势，但喂食400 mmol/L乙醇可

显著抑制上述基因的表达。可以推断，一定剂量乙醇的

摄入有效抑制age-1和let-363基因的表达，在IIS传导通路

中age-1基因的下游基因pdk-1表达量下降，akt-1基因表达

因受到pdk-1的调控作用表达同样受到抑制。与此同时，

mTOR传导通路中let-363基因也因乙醇的摄入以及IIS传

导通路下游基因的抑制作用而表达下降，进而调控一系

列与衰老调控相关的基因导致寿命的延长。由此可见，

乙醇的增寿作用是通过调控IIS和mTOR两个传导通路共

同实现的（图3）。

let-363

age-1 pdk-1 akt-1

mTOR

IIS

A

PIP3

IIS

mTOR

let-363

age-1 pdk-1 akt-1

B

PIP3

IIS

mTOR

A.对照组；B.实验组。箭头代表促进作用，其他线条代表抑

制作用；图示基因字号大小分别体现其表达量的高低变化。

图 3 乙醇对秀丽隐杆线虫延寿作用的分子机制

Fig. 3 Molecular mechanism for the effect of ethanol on lifespan 

extension in C. elegans 

所以通过调节饮食来调节某一生物个体的寿命长

短在理论上是可行的，但是任何一种生物的寿命调控

的具体分子机制是非常复杂的，在本研究的基础上，

乙醇摄入如何带来IIS传导通路若干下游基因和mTOR

传导通路若干上游基因的表达变化，以及这些基因表

达变化如何在更深入的分子水平上影响线虫的寿命，

值得我们进一步研究。
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