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枸杞对秀丽隐杆线虫寿命和产卵的 
影响及其抗氧化作用

吕振宇，孟 姣，孙传鑫，陈 畅*
（中国科学院生物物理研究所，北京 100101）

摘  要：目的：研究枸杞对秀丽隐杆线虫（以下简称线虫）寿命和产卵的影响，探讨其抗氧化的相关机制。方法：采

用铁离子还原/抗氧化能力法体外检测，比较了宁夏中宁、青海、甘肃3 个产地的枸杞抗氧化能力的差异。采用活性氧

（reactive oxygen species，ROS）-敏感染料2’,7’-二氯-二氢荧光素乙酰乙酸盐检测枸杞对线虫体内ROS的影响，同时采

用实时荧光定量聚合酶链式反应检测枸杞对线虫体内相关抗氧化酶水平的影响。将同步化后L4时期的线虫分别放置

于对照或添加枸杞提取物的NGM平板上培养，检测枸杞对线虫产卵和寿命的影响。采用两种转基因（Pmyo3::HyPer
和roGFP2::Orp1）线虫为模型检测枸杞提取物对线虫胞质中H2O2的清除能力，采用荧光染料MitoSox Red检测枸杞提

取物对线虫细胞线粒体中超氧阴离子自由基的清除能力。结果：3 个产地的枸杞均具有很强的体外抗氧化能力，它们

之间没有明显差异。枸杞可以降低线虫体内ROS水平以及提高抗氧化酶的水平。枸杞对线虫寿命和产卵能力并没有明显

的影响。枸杞可以清除线粒体超氧阴离子自由基，但不影响胞质H2O2水平。结论：枸杞在体外与体内均有一定的抗氧化

能力，其主要通过清除线粒体超氧阴离子自由基在体内发挥抗氧化作用，枸杞对线虫的寿命和产卵数没有明显影响。
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Effect of Goji Berries (Lycium barbarum) on Lifespan and Spawning of Caenorhabditis elegans and Its Antioxidant Capacity
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Abstract: Objective: To evaluate the effect of Goji berries (Lycium barbarum) on the lifespan and spawning of 

Caenorhabditis elegans, and to explore its antioxidant capacity. Methods: The ferric reducing/antioxidant power (FRAP) 

method was used to assess and compare the antioxidant capacity of Goji berries from three different areas of Ningxia, 

Qinghai and Gansu provinces. The effect of Goji berries on the level of reactive oxygen species (ROS) in nematodes was 

detected using the fluorescent dye 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate, and the effect on the expression of antioxidant 

enzymes in nematodes was evaluated by real-time quantitative polymerase chain reaction. In addition, in order to determine 

the effect of Goji berries on the lifespan and spawning, L4 stage nematodes were placed on NGM plates and incubated with 

and without added Goji berries. The scavenging capacity of Goji berries against H2O2 in the cytoplasm was detected using 

two transgenic nematodes: Pmyo3::HyPer and roGFP2::Orp1. The fluorescent dye MitoSox Red was used to measure the 

scavenging capacity against superoxide anion radical in the mitochondria. Results: Goji berries from all three areas had 

strong antioxidant activity in vitro with no significant difference being found between them. Goji berries could reduce the 

level of ROS and increase the levels of antioxidant enzymes in nematodes. However, Goji berries had no significant effect 

on the lifespan or spawning ability. Goji berries could scavenge mitochondrial superoxide anion radicals but not cytoplasmic 

H2O2. Conclusion: Goji berries can exert antioxidant capacity in vitro and in vivo, and its antioxidant effect in vivo is 

achieved by reducing the level of mitochondrial superoxide anion radicals. In addition, Goji berries do not dramatically 

affect the lifespan or the total number of eggs laid in nematodes.
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枸杞是我国传统名贵中药，其果实为枸杞子，

属于枸杞属（Lycium），主要包括宁夏枸杞（Lycium 
barbarum L.）和中华枸杞（Lycium chinense Mill.）。枸

杞子性平味甘，药用成分多样，具有滋补肝肾、益精明

目、延缓衰老等众多功效。《本草纲目》中记载枸杞子

“久服坚筋骨，轻身不老，耐寒暑”。

衰老是一个生理功能持续退化，器官功能损伤，

对疾病敏感性增加的一个过程，基于衰老的自由基学

说，衰老与细胞的氧化损伤密不可分。作为天然抗氧化

剂，枸杞的抗氧化、抗衰老功能受到了科学家的广泛 

关注 [1-3]。研究发现，枸杞可以通过下调生长抑制因子

p53和p16的表达促进细胞增殖，从而延缓细胞复制性 

衰老[4-5]。枸杞可以抑制衰老、高脂饮食、缺氧、过量运

动诱导的氧化应激[6-10]，上调各组织中抗氧化酶的活性，

提高抗氧化能力，抑制脂质过氧化水平[11-12]。在临床应用

方面也有研究发现，连续30 d饮用枸杞饮料可以提高老

人血清中抗氧化酶（超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化

物酶）的水平，下调脂质过氧化水平，从而提高机体抗

氧化能力[13-14]。虽然已经有很多研究证实了枸杞的抗氧化

作用，但对于其作用的具体机制还不清楚。秀丽隐杆线

虫（Caenorhabditis elegans）是经典的模式生物，具有易

于培养、生长周期短、后代数量多等特点，这赋予其在

衰老功能研究方面的极大优势[15-16]。本研究以秀丽隐杆线

虫（以下简称线虫）为模型，分析了枸杞总提取物对线

虫寿命及产卵能力的影响，并进一步探讨了其抗氧化能

力，从亚细胞水平解释了枸杞的抗氧化作用机制，为其

开发利用与应用研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

枸杞果实分别取自宁夏中宁、青海和甘肃。

线虫品系 B r i s t o l  N 2 来自于明尼苏达大学

Caenorhabditis elegans  Genetics Center；线虫品系

Pmyo3::HyPer、roGFP2::Orp1由实验室前期构建，其含

有HyPer、Orp1的质粒由德国癌症研究中心的Tobias P. 
Dick教授惠赠。

蛋白胨 美国BD公司；2’,7’-二氯-二氢荧光素乙

酰乙酸盐（2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate，

DCFH-DA） 上海碧云天生物技术有限公司；线粒

体超氧化物红色荧光探针MitoSox Red、TRIzol试剂  
美国Invitrogen公司；M-MLV逆转录酶、核糖核酸酶抑 

制剂  美国Promega公司；SYBR Green荧光染料  
南京诺唯赞生物科技有限公司；抗氧化标准物质水溶

性VE（Trolox）、三吡啶基三嗪（tripyridyltriazine，
TPTZ）、胆固醇 美国Sigma公司；琼脂粉、白藜芦

醇、Oligo（dT）、dNTP 生工生物工程（上海）股份

有限公司；DEPC水 上海翊圣生物科技有限公司；冰

醋酸、醋酸钠、三氯化铁、氯化钙、无水乙醇、三氯甲

烷、异丙醇、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、氯化钠、硫酸

镁、磷酸氢二钾、氢氧化钠、次氯酸钠溶液 国药集团

化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

普通体视显微镜 日本Olympus公司；恒温生化培养箱  
武汉瑞华仪器设备有限公司；恒温振荡培养箱 上海智

城有限公司；生物洁净工作台 海尔股份有限公司； 

离心机 德国Sigma公司；LSM750激光共聚焦显微镜、

荧光体视镜 德国Zeiss公司；实时荧光定量聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）仪、多功能酶 

标仪 美国Thermo Fisher公司。

1.3 方法

1.3.1 枸杞提取物的制备

称取采集到的宁夏中宁、青海、甘肃3 个产地枸

杞果实100 g，蒸馏水清洗5 次，室温下在1 L蒸馏水

（pH 7）中浸泡12 h，加入2 L蒸馏水煎煮2.0 h，之后再

加入2 L蒸馏水继续煎煮1.5 h。采用空心纤维膜趁热过滤

煎煮过的枸杞液，合并两次所得滤液进行浓缩（1 kPa、
45 ℃），最终获得100 mL浓缩液（－20 ℃储存）。提取

获得的枸杞水煎液质量浓度为1 g/mL，成分主要包括枸

杞多糖、枸杞黄酮、枸杞色素等水溶性成分。青海枸杞

和甘肃枸杞采用同样的流程获得水煎液。

1.3.2 线虫培养

所有线虫均采用接种有大肠杆菌OP50的标准NGM琼

脂平板在20 ℃下进行培养。枸杞提取物依据不同的稀释

质量浓度与大肠杆菌OP50混合涂布于NGM平板上。同步

化后L4时期的线虫分别放置于对照或混合有枸杞提取物

的NGM平板上培养。
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1.3.3 线虫同步化

为了保证实验过程中线虫生长时期基本一致，需要

对线虫进行同步化。培养线虫至成虫，以体内含有较多

虫卵为佳。使用M9缓冲液将线虫从培养板上洗下，转

移至15 mL离心管中，并用M9缓冲液将液体体积补充至

12 mL，2 000×g离心2 min，小心去除上清液，使用M9
缓冲液重悬洗涤1 次。离心去除上清液后，在管中加入

4 mL Bleach液，不断摇晃并镜检观察，约5～6 min后，

大部分虫体断裂，释放出虫卵。立即使用M9缓冲液补充

管内液体体积至12 mL，终止反应。2 000×g离心2 min，
去除上清液，用M9缓冲液重新悬浮，洗涤3 次。离心

去除上清液后，在管中加入4 mL M9缓冲液，20 ℃恒温

200 r/min培养过夜，保证虫卵孵化。此时线虫均同步化

在L1期。

1.3.4 体外抗氧化能力检测

采用亚铁离子还原/抗氧化能力（ferric reducing/

antioxidant power，FRAP）法[17-18]检测3 种枸杞提取物

的总抗氧化能力。其原理为在酸性条件下，淡黄色的 

F e3＋ - T P T Z可被样品中还原性物质还原为蓝色的 

Fe2＋-TPTZ形式，于593 nm波长处具有最大吸光度，在

Fe3＋-TPTZ过量的情况下，检测蓝色物质的生成量可以反

映样品的总抗氧化能力。以Trolox为标准溶液，绘制标

准曲线，再求得样品相应Trolox的浓度（mmol/L），定

义为FRAP值，FRAP值越大，抗氧化活性越强。因此将

新配制的190 μL TPTZ工作液置于96 孔酶标板中预热到

37 ℃，于593 nm波长处读取吸光度（A1），加入10 μL稀
释枸杞提取物样品、标准品、双蒸水（空白对照）并混

匀，反应5 min后于593 nm波长处读取吸光度（A2），以

A1与A2的差值作为最终的吸光度。最后通过标准曲线求

得各样品的FRAP。
1.3.5 ROS水平和O2

－•荧光强度检测

用M9缓冲液将线虫从培养板上洗下，转移至1.5 mL
离心管中，采用活性氧（reactive oxygen species，ROS）-敏 

感染料DCFH-DA、线粒体红色荧光探针（MitoSox Red）
进行检测。线虫在含有20 μmol/L DCFH-DA或1 μmol/L 
MitoSox Red的M9缓冲液中20 ℃处理30 min，2 000×g
离心2 min，去除上清液，用M9缓冲液重新悬浮，洗涤

3 次。然后用200 μL M9重悬，转移到黑色96 孔酶标板

中，立即在全自动多功能酶标仪中进行检测，DCFH-DA
的激发光和发射光波长分别为485 nm和535 nm，MitoSox 
Red的激发光和发射光波长分别为510 nm和580 nm。

1.3.6 线虫体内抗氧化物酶基因表达水平的测定

用M 9缓冲液将线虫从培养板上洗下，转移至

1.5 mL离心管中，加入1 mL TRIzol试剂，根据说明书

提取总RNA，之后采用M-MuLV逆转录酶将mRNA逆

转录为cDNA，通过实时荧光定量PCR系统检测mRNA

的相对水平，具体流程如下：样品加热到 9 5  ℃，

停留 2  m i n，接下来进行 4 0  个循环（变性 9 4  ℃，

1 min；退火58 ℃，1 min；延伸72 ℃，1 min），

72 ℃延伸10 min。引物序列如下：sod-1上游引物：

5’-CGTAGGCGATCTAGGAAATGTG-3’、下游引物：

5’-AACAACCATAGATCGGCCAACG-3’；sod-2上游引

物：5’-AGCTTTCGGCATCAACTGTC-3’、下游引物：

5’-AAGTCCAGTTGTTGCCTCAAGT-3’；gcs-1上游引

物：5’-GTGCAAGTGTCGACGATCGTAC-3’、下游引

物：5’-GCGAATATGTTTTGCCAGTGGCTC-3’。

1.3.7 线虫产卵计数

挑取20 只L4时期的线虫分别放置于10 组对照和枸杞

接种的NGM平板上培养，之后每天将线虫挑取至新平板

后统计虫卵数量到线虫不再产卵为止。

1.3.8 线虫寿命统计

线虫同步化后L4时期的线虫分别挑取50 只放置于对

照或枸杞接种的NGM平板上培养，之后每天统计死亡线

虫的数量直到全部线虫死亡为止。

1.3.9 细胞质H2O2水平的检测

本实验采用两种转基因（ P m y o 3 : : H y P e r 和
roGFP2::Orp1）线虫为模型检测不同枸杞提取物对线虫

胞质中H2O2的清除能力，将同步化后L4时期的两种转基

因线虫分别放置于对照或混合有枸杞提取物的NGM平板

上培养。4 d后用M9缓冲液将线虫转移至1.5 mL离心管

中，用M9缓冲液洗涤3 次。然后用200 μL M9缓冲液重悬

后转移到黑色96 孔酶标板中并检测。HyPer和Orp1探针

特异性感知胞质氧化还原状态，HyPer探针氧化态和还原

态的激发光波长分别为488 nm和405 nm，发射光波长为

530 nm，以480 nm与405 nm波长处荧光强度的比值表示

胞质H2O2相对含量。Orp1探针氧化态和还原态的激发光

波长分别为405 nm和488 nm，发射光波长同为530 nm，

以405 nm与488 nm波长处荧光强度的比值表示胞质H2O2

的相对含量。

1.4 数据统计分析

实验结果采用 ±s表示。利用SPSS 19.0软件对实

验数据进行t检验和方差分析（analysis of variance，
ANOVA），P＜0.05为差异显著，P＜0.01为差异极

显著。

2 结果与分析

2.1 不同产地枸杞体外抗氧化能力评价

本实验利用FRAP法[19]体外检测比较不同产地枸杞抗

氧化能力的差异，同时以Trolox为对照评估枸杞样品质量

浓度与抗氧化力之间的关系。



186  2019, Vol.40, No.05             食品科学	 ※营养卫生

表 1 不同产地枸杞提取物体外总抗氧化能力（n＝3）

Table 1 Total antioxidant capacity of Goji berries at different 

concentrations (n = 3)

产地 枸杞质量浓度/（mg/mL） 总抗氧化能力/（mmol/L）

宁夏
中宁

5 0.80±0.06a

20 3.46±0.03b

50 8.47±0.06c

青海

5 0.89±0.05a

20 3.81±0.08b

50 8.84±0.34c

甘肃

5 0.98±0.01a

20 4.18±0.05b

50 8.69±0.93c

注：肩标小写字母不同表示相同质量浓度、不同产地间差异极显著 
（P＜0.01）。

由表1可知，3 个产地的枸杞均具有很强的体外抗氧

化能力，它们之间没有显著差异。随着枸杞质量浓度的

提高，其抗氧化能力梯度增加，因此后续实验选择枸杞

质量浓度50 mg/mL做进一步研究。

2.2 枸杞对线虫体内ROS和抗氧化酶水平的影响

枸杞在体外有明显的抗氧化作用，为深入探究宁夏

中宁枸杞在生物体内的抗氧化作用，本实验采用ROS-敏
感染料DCFH-DA检测枸杞对线虫体内ROS水平的影响。

由表2可知，枸杞可以降低线虫体内的ROS水平。同时实

时荧光定量PCR结果显示，枸杞可以提高抗氧化物酶基

因sod-1、sod-2、gcs-1的相对表达水平。

表 2 枸杞对线虫体内ROS水平和抗氧化物酶基因相对表达水平 

的影响（n＝3）

Table 2 Effect of Goji berries on the level of ROS and the relative 

expression of antioxidant enzymes in C. elegans (n = 3)

组别 ROS水平
sod-1相对
表达水平

sod-2相对
表达水平

gcs-1相对
表达水平

对照组 5.45±0.08 1.00±0.03 1.00±0.17 1.00±0.04

枸杞处理组
（50 mg/mL） 2.77±0.18** 1.87±0.15** 1.67±0.16* 1.41±0.08*

注：与对照组相比较，*.差异显著（P＜0.05），**.差异极显著（P＜0.01）。
下同。

2.3 枸杞对线虫寿命的影响  
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图 1 枸杞对线虫寿命的影响

Fig. 1 Effect of Goji berries on the lifespan of C. elegans

为了深入阐述枸杞在延缓衰老和延长寿命方面的功

效，以野生型N2线虫为模型统计了中宁枸杞对线虫寿命

的影响。已有研究报道白藜芦醇可以延长线虫寿命[20-21]，

本实验以白藜芦醇为阳性对照，分析了枸杞对线虫寿命

的影响，发现与阳性对照相比，枸杞对线虫的最长寿命

没有显著延长作用（图1）。

2.4 枸杞对线虫产卵能力的影响  

中医理论中，枸杞具有“益精补肾”的传统功效，

很多研究也发现枸杞多糖在保护生殖系统方面具有重要

作用[22-23]。有临床研究显示，每日服用枸杞子50 g，连续

10 d，可使男性血中睾酮含量显著升高，从而改善精子运

动能力，可以用于治疗弱精子症[24]，而且枸杞多糖能够

促进大鼠睾丸支持细胞体外增殖[25]。为了探索中宁枸杞

是否在改善线虫生殖方面具有一定的功效，以野生型N2
线虫为模型统计了枸杞对线虫产卵数量的影响。经过多

次重复实验，发现枸杞对线虫的产卵总数、开始产卵的

时间、结束产卵的时间以及产卵高峰期都没有明显的改

变（图2、3）。

0

200

100

300

400

图 2 枸杞对线虫产卵总数的影响

Fig. 2 Effect of Goji berries on the total number of eggs laid by C. elegans
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图 3 枸杞对线虫日产卵数的影响

Fig. 3 Effect of Goji berries on the number of daily eggs laid by C. elegans

2.5 枸杞通过清除线粒体超氧阴离子在体内发挥抗氧化

作用

虽然有研究分析了枸杞多糖对体外活性氧自由基的

清除作用[26]，但枸杞对细胞内不同细胞器中ROS的清除

作用鲜有报道。利用带有荧光标记可以感知胞质中H2O2

水平的Pmyo3::HyPer[27]和roGFP2::Orp1[28]两种转基因线虫

为模型，检测了枸杞提取物对胞质中H2O2的清除能力。

实验结果显示，枸杞总提取物对细胞质中H2O2水平都

没有显著的影响。利用O2
－•特异的荧光探针MitoSox Red 

进一步检测了枸杞提取物对野生型线虫体内O2
－•水平的影
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响，发现相对于对照组，枸杞提取物可以显著降低O2
－•水

平（表3）。因此，枸杞提取物的抗氧化能力很可能是通

过清除细胞线粒体中O2
－•来实现的。

表 3 枸杞对细胞中线粒体和胞质ROS的清除能力（n＝3）

Table 3 ROS scavenging effect of Goji berries in mitochondria and 

cytoplasm (n = 3)

组别 O2
－•荧光强度

H2O2荧光强度
（Pmyo3::HyPer）

H2O2荧光强度
（roGFP2::Orp1）

对照组 1.45±0.24 0.54±0.05 0.83±0.13
枸杞处理组

（50 mg/mL） 0.61±0.17* 0.56±0.07 0.93±0.22

3 讨 论

衰老是指随着时间推移，生物的生理结构完整性

丧失，导致退行性病变和机能衰退，适应性和抵抗力

减退，死亡率增加的过程[29]。衰老伴随着机体各个组织

器官的老化和退行性病变，与肿瘤、心血管疾病、糖尿

病、神经退行性疾病等一系列严重威胁人类健康的疾病

密切相关。由于衰老对人类健康和生命造成了巨大威

胁，探索衰老的机制、寻求延缓衰老的方法既是一个古

老的问题，又是一个崭新的科研领域。为了验证并深入

探索《本草纲目》中记载的“枸杞子久服可轻身不老”

的功效，以线虫为动物模型开展了相关实验，虽然结果

显示枸杞提取物对线虫的最长寿命和产卵能力没有显著

影响，但这与其抗衰老功效并不矛盾，而且这与前人研

究发现枸杞对果蝇和小鼠的最长寿命没有显著影响是一

致的[3]，因为抗衰老并不等同于延长最长寿命。随着科技

进步，人们对于衰老机制的认识越来越深入，目前关于

诱导衰老的机制主要包括以下几个方面：基因组不稳定

性、端粒缩短、表观遗传学改变、蛋白质稳态丧失、营

养敏感度降低、线粒体功能障碍、细胞衰老、干细胞耗

竭和细胞间通讯改变等[29]。这些机制从各个方面阐述了

衰老诱导的机体变化和抵抗衰老效应的可能方法，所以

枸杞可能是通过调控细胞代谢、蛋白质稳态或线粒体功

能等来发挥促进健康衰老功效的，这还有待于进一步深

入研究。

自由基衰老学说是经典的衰老学说之一，其认为自

由基过度积累导致DNA损伤或蛋白质等大分子氧化损伤

是导致衰老的重要原因，所以抗氧化被认为是实现抗衰

老的重要方法。事实上，只有自由基的产生和抗氧化系

统严重失衡时才会导致组织的损伤。适量自由基的产生

不仅为机体提供和传递能量，还是体内多种代谢和信号

通路的启动者和调节者，参与体内炎症免疫、代谢、细

胞增殖、组织再生修复等各种生命过程的调节。而且细

胞内不同细胞器的氧化还原状态是不同的，细胞质和线

粒体是偏还原态的，而内质网是偏氧化态的，最近的研

究也发现随着衰老过程的发生，细胞中内质网向还原状

态转变，而细胞质和线粒体则向氧化态转变[30]。所以，

深入研究枸杞在体内发挥抗氧化能力的机制需要具体研

究其作用的细胞器。本实验利用感受不同细胞器中ROS
的荧光探针，检测了枸杞对细胞质和线粒体中ROS的清

除能力，实验结果显示，枸杞可以降低线粒体中O2
－•的

水平，主要在线粒体中发挥抗氧化作用。前期研究也发

现枸杞在阿尔茨海默病模式线虫中可以调控线粒体应

激反应[31]，这也提示了枸杞在线粒体中的重要功能。因

此，枸杞在线粒体中的抗氧化作用可能是其抗衰老作用

的一种机制。
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