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基于酿酒酵母体系的人参皂苷抗衰老活性筛
选及评价

陈静静，白雪媛，边　帅，吉世禹，王思明*

（长春中医药大学吉林省人参科学研究院,吉林长春 130000）

摘　要：以酿酒酵母作为模式生物对人参皂苷进行抗衰老活性筛选并对其活性展开初步探讨。基于模式菌酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae BY4742）的生长曲线筛选出人参皂苷的最适给药浓度，在此基础上，根据酵母的生长

曲线和超氧化物歧化酶 SOD 活性筛选八种人参皂苷单体 Rb1、Rb2、Rg1、Rg2、Rg3、Rh1、Rh2、Rd 的抗衰老

作用，找出效果最佳的一种单体皂苷，再通过抗氧化指标检测及细胞形态变化分析，初步探究人参皂苷的抗衰老

作用。同时提取酿酒酵母蛋白进行蛋白组学分析，确定具有显著差异的蛋白，结合 GO 富集分析相关生物学分

析，对差异蛋白的功能通路、属性和代谢通路等进行分析研究。结果表明，人参皂苷的最适给药浓度是 180 μg/mL，
常用的八种单体皂苷中人参皂苷 Rg1 具有明显的抗衰老作用，能延缓酵母进入衰亡期。人参皂苷 Rg1 可以不同程

度提高酵母细胞内的抗氧化酶：超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和过氧化物酶（POD）活性，减

少活性氧（ROS）含量和丙二醛（MDA）含量。蛋白组学分析结果显示人参皂苷延缓酿酒酵母衰老可能与 14 个显

著差异蛋白有关，同时与细胞代谢有密切关系。
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Screening and Evaluation of Anti-aging Activity of Ginsenosides Based
on Saccharomyces cerevisiae System

CHEN Jingjing，BAI Xueyuan，BIAN Shuai，JI Shiyu，WANG Siming *

（Jilin Ginseng Academy, Changchun University of Traditional Chinese Medicine, Changchun 130000, China）

Abstract：Saccharomyces  cerevisiae was  used  as  a  model  organism to  screen  the  anti-aging activity  of  ginsenosides  and
explore its activities. The optimal concentration of ginsenoside was screened out based on the growth curve of the model
strain Saccharomyces cerevisiae BY4742.  On this  basis,  the anti-aging effects  of  eight  ginsenoside monomers Rb1,  Rb2,
Rg1,  Rg2,  Rg3,  Rh1,  Rh2  and  Rd  were  screened  out  based  on  the  growth  curve  of  yeast  and  the  activity  of  superoxide
dismutase  SOD  to  find  out  the  monomer  saponin  with  the  best  effect.  The  anti-aging  effect  of  ginsenoside  was  initially
explored through the detection of antioxidant indicators and cell morphological changes. At the same time, the protein of S.
cerevisiae was  extracted  for  proteomic  analysis  to  identify  the  proteins  with  significant  differences,  and  the  functional
pathways, attributes and metabolic pathways of the differential proteins were analyzed and studied in combination with the
biological analysis related to GO enrichment analysis. The results showed that the optimal concentration of ginsenoside was
180  μg/mL.  Among  the  eight  monomer  saponins  commonly  used,  ginsenoside  Rg1  had  significant  anti-aging  effect  and
could delay the yeast entering the decline phase. Ginsenoside Rg1 could improve the activities of antioxidant enzymes such
as  superoxide  dismutase  (SOD),  catalase  (CAT)  and  peroxidase  (POD)  in  yeast  cells  to  varying  degrees,  and  reduce  the  
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contents of reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde (MDA). Proteomic analysis showed that ginsenoside could
delay  the  senescence  of S. cerevisiae by  involving  14  significantly  different  proteins  and  was  closely  related  to  cell
metabolism.

Key words：ginsenoside；Saccharomyces cerevisiae；anti-aging；oxidative stress

 

酿酒酵母是抗衰老研究中最为简单的生物模

型[1]，也是最成熟的真核生物表达系统。其正常细胞

的衰老新陈代谢反应机制与人体正常细胞的衰老新

陈代谢反应机制很相似[2]。它生长周期短、易大规模

培养，具有相对较短、易于测量的时间和复制寿命，

并已完成基因组测序，有完整的核苷酸序列[3]，并与

哺乳动物有高度的同源性。酿酒酵母衰老模型作为

一种单细胞生物模型，不仅能够高通量筛选药物活

性，更能够进一步从细胞水平探寻衰老的机制[4]。目

前国内外用酿酒酵母作为研究衰老的模式生物已有

30 余年，基于酵母模式生物，相关研究已经发现了多

酚白藜芦醇和天然多胺亚精胺可作为潜在的抗衰老

剂[5]。酵母细胞同哺乳动物类似，其中存在着超氧化

物歧化酶、过氧化氢酶等抗氧化酶[6−11]。蛋白质组学

是在大规模水平上研究蛋白质的特征，包括蛋白质的

表达水平、翻译后的修饰、蛋白与蛋白相互作用等，

由此可以获得蛋白水平上的关于酿酒酵母衰老发生

及给药后细胞的整体而全面的认识[12]。

人参被誉为“百草之王”，具有很大的药用价值[13]。

人参皂苷是人参中的重要活性成分之一，它也已经被

证明是具有抗衰老作用的药物之一，在抗衰老过程中

起非常重要的作用[14−16]。经查阅文献资料，最终确定

选用较多人使用研究的和人参中含量较高的人参皂

苷单体进行实验，因此前期筛选使用了八种人参皂

苷 Rb1、Rb2、Rg1、Rg2、Rg3、Rh1、Rh2、Rd[17−19]。

然而人参皂苷抗衰老涉及到多种作用机制，目前尚不

清楚，其中，具有明显抗衰老作用的单体皂苷也不甚

明晰，本实验旨在探究人参皂苷减弱氧化应激从而达

到延缓酿酒酵母衰老的作用及确定出效果最为明显

的一种或多种单体皂苷对其进行活性评价[20]。

以往研究人参皂苷的抗衰老作用，用动物或细

胞作为研究模型较多，但研究不够深入，未清楚其作

用机制[21]，以酿酒酵母作为抗衰老模型，不仅可说明

人参皂苷在不同物种上的保守性，也能为后期人参皂

苷的作用机制研究提供方便。本文以酿酒酵母作为

模型生物进行实验，为人参皂苷更进一步的有效使用

提供一定参考。以比较有代表性的 SOD 作为抗氧

化指标，筛选出较为有效的单体皂苷。后面再通过

ROS 含量、MDA 含量以及多种抗氧化酶活性进行

验证人参皂苷是否具有抗氧化作用从而达到抗衰老

作用。通过对酿酒酵母的正常组及给药组的蛋白质

组比较分析，找到某些“衰老特异性的蛋白质分子”

与药物产生抗衰老作用的主要途径。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

酿酒酵母 BY4742　淼灵生物公司；YPD 培养

基：1% 酵母膏、2% 蛋白胨、2% 葡萄糖，溶于蒸馏水

中，121 ℃ 灭菌 20 min，YPD 固体培养基是在液体

培养基中加入 2% 的琼脂；人参皂苷标准品　源叶生

物科技有限公司；酵母膏、蛋白胨、葡萄糖、琼脂、

MTT、二甲基亚砜、DNS、卡那霉素、磷酸盐缓冲

液、愈创木酚、TCA、过氧化氢酶检测试剂盒　索莱

宝科技有限公司；BCA 试剂盒、活性氧检测试剂盒、

MDA 检测试剂盒　碧云天生物试剂公司；SOD 试剂

盒　南京建成生物工程研究所。

EYELA 恒温培养箱　东京理化公司；infinite
M200PRO 酶标仪　瑞士 TECAN 公司；SCIENTZ
超声波细胞粉碎机　宁波新芝生物有限公司；SX-
700 蒸汽灭菌器　日本 Tomy Digital Biology 公司；

SW-CJ-2D 型双人净化工作台　苏州净化设备有限公

司；innova40 全温振荡培养箱　德国 Eppendorf 公
司；KQ-600E 型超声清洗器　昆山超声仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   酿酒酵母活化与培养　将购买的菌种在 YPD
固体培养基上进行划线或涂布，于 28 ℃ 培养箱倒置

培养 48 h 活化[22]。再进行单克隆培养即挑单菌落于

灭完菌的小体积 YPD 液体培养基里扩大培养，再进

行大体积的二次扩大培养，培养条件为 28 ℃、180 r/min，
每次培养 24 h 即可连续传代培养使用。培养基中均

加入卡那霉素 50 mg/mL 作抗生素，避免染菌[23]。 

1.2.2   酵母细胞生长曲线的绘制及降糖能力测定　

取经两次扩大培养后的菌液，以 2% 的接种量接种于

新的培养基中置于合适条件下培养，将此时记为 0 h
（初始接种期），每隔 4 h 从中取样，用 MTT 法测定

OD600 值。菌浓度以 OD600 值表示。取样测定绘制

酿酒酵母的生长曲线[24]。

采用二硝基水杨酸（DNS）法测定菌液中的残糖

含量，先绘制出葡萄糖标曲，测定 OD540 值，用空白

管进行调零，即可绘制出检测还原糖的标准曲线。

样品测定：取发酵液 1 mL，8000 r/min 离心 10 min
取上清液，加入 0.75 mL 的 DNS 混匀，煮沸 5 min，
立即冷却，加入蒸馏水稀释到 10 mL，测定 OD540

值，将结果带入标曲即可得到各时间点菌液的残糖含

量。若 OD 值不在标曲内，可以先稀释样品找出合

适的浓度。 

1.2.3   酿酒酵母不同时期凝絮能力比较　根据

1.2.2 的生长曲线，选出分别处于稳定前期、稳定中期

和衰老期的三个时间点，将菌液浓度用生理盐水稀释

至 2.0×104~3.0×104 CFU/mL，摇匀，取等体积稀释后

样品 1 mL 于 Ep 管中，用 PBS 定容至 20 mL，室温

静置，每隔 30 min 从管中取样，测定其 OD600 值。 
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1.2.4   最适给药浓度筛选　查阅文献，选出药物浓度

为 100、150、180、200、250 μg/mL 给药[25−26]，确定

较合适的给药浓度。进行后续实验，每隔 6 h 取样测

定，绘制给药后酵母细胞生长曲线，与未给药的正常

生长曲线进行对比，观察是否延长酵母细胞的时序寿

命，实验做三组平行。 

1.2.5   有效人参皂苷初步筛选　根据前期药物浓度

筛选确定药物浓度，于酵母菌刚进入稳定期时进行，

分别给药人参皂苷 Rb1、Rb2、Rg1、Rg2、Rg3、
Rh1、Rh2、Rd。之后隔 12 h 取样，根据 MTT 实验

结果确定细胞浓度，绘制生长曲线，进行比较。同时

在将要进入衰老期时测定不同皂苷作用的酵母菌抗

氧化酶超氧化物歧化酶（SOD）含量，以确定效果较好

的人参皂苷单体进行后续实验。 

1.2.6   不同时期酵母细胞的形态观察　取经磷酸盐

缓冲液洗涤 2 次的酵母细胞，用 PBS 稀释细胞悬液

到适当浓度，置于干净的聚酰胺玻片上，进行爬片，洗

涤，固定，用扫描电镜观察细胞形态。 

1.2.7   粗酶液制备　取 1 mL 菌液，用反复冻融加超

声波破碎细胞法进行处理，3000 r/min 离心 6 min 得

到的细胞沉淀用 PBS 洗涤三次，再加入 0.5  mL
PBS，功率 300 W，工作 3 s，间歇 9 s，置于冰水浴中

持续 10 min 进行超声处理。得到的细胞破碎液于

4 ℃，12000 r/min 的条件下离心 10 min，取上清即得

到粗酶液。由于蛋白易降解失活，要将粗酶液置于

−20 ℃ 下并分装保存，避免反复冻融。 

1.2.8   抗氧化指标测定　 

1.2.8.1   ROS 含量的测定　采用荧光探针 DCFH-
DA 检测法 [9] 进行测定。YPD 液体培养基稀释

DCFH-DA 探针使终浓度为 10 μmol/L，收集细胞悬

浮于稀释好的 DCFH-DA 中，细胞浓度为 1.0×106 ~
2.0×106 CFU/mL，37 ℃孵育 20 min，PBS 清洗三次，

使用荧光酶标仪在 488  nm 激发波长和 525  nm
发射波长下测定。 

1.2.8.2   POD 酶活性的测定　采用愈创木酚法[9] 进

行测定。依次加入 2 mL 0.2 mol/L 的磷酸盐缓冲

液、0.1 mL 0.05 mol/L 愈创木酚溶液、0.1 mL 的粗

酶液、1.0 mL 的 2% H2O2，充分摇匀，在 37 ℃ 水浴

保温 15 min，立即加入 2% 的 TCA 溶液 2 mL 终止

反应，混匀，用双蒸水调零，在 470 nm 处测吸光度

值，以每分钟吸光度值变化 0.01 为一个酶活单位

（U）。使用 BCA 试剂盒测定粗酶液中的蛋白含量。

POD活力(U/(mg ·min)) =
∆A470

0.01×N×C×T

式中：ΔA470 表示样品在 470 nm 下的吸光度值；

N 表示加酶量，mL；C 表示蛋白浓度，mg prot/mL；
T 表示反应时间，1 min。 

1.2.8.3   SOD 酶活性的测定　采用 WST-1 法[23] 进

行测定。取 1.2.7 得到的粗酶液稀释 10 倍，测定孔

接 20 μL 稀释好的粗酶液，再加入酶工作液 20 μL
和 200 μL 底物应用液，混匀后，37 ℃ 孵育 20 min，
450 nm 测吸光度 A。测定空白孔同测定孔用酶稀释

液代替酶工作液，其余步骤相同。在反应体系中

SOD 抑制率达 50% 时所对应的酶量为一个 SOD 活

力单位（U）。按公式计算 SOD 抑制率：

SOD抑制率(%) =
[(Ah −Ai)− (Aj −Ak)]

(Ah −Ai)
×100

SOD活力(U/mg prot) =
SOD抑制率×2×K×12

C待测

式中：Ah 表示对照孔 450 nm 下的吸光度值；

Ai 表示空白对照孔 450 nm 下的吸光度值；Aj 表示

测定孔 450 nm 下的吸光度值；Ak 表示空白测定孔

450 nm 下的吸光度值；K 表示反应体系稀释倍数；

C 待测表示待测样本蛋白浓度，mg prot/mL。 

1.2.8.4   CAT 酶活性的测定　采用微量法[23] 进行测

定。取 30 μL菌液加 1 mL CAT 提取液，超声破碎，

离心取上清（与 1.2.7 相同）。取 10 μL 粗酶液加入

190 μL 检测工作液，记录每 min 样品在 240 nm 下

的吸光度变化值。使用 BCA 试剂盒测定粗酶液中

的蛋白含量。CAT 活力计算公式如下：

CAT(U/mg prot) =
∆A×V总/(εH2O2 ×d)×106

(Cpr ×V样)×T
=

765.4×∆A
Cpr

εH2O2

式中：ΔA 表示每分钟样品在 240 nm 下的吸光

度变化值；V 总表示反应总体积，mL； 表示

H2O2 的摩尔消光系数，43.6 L/mol/cm；d 表示孔板光

径，0.6 cm；Cpr 表示样品蛋白浓度，mg prot/mL；V样

表示样品体积，mL；T 表示反应时间，min。 

1.2.8.5   MDA 含量测定　TBA 显色法[27]。取 1.2.7
得到的粗酶液 100 μL，加入 0.2 mL MDA 检测工作

液，混匀，沸水浴 15 min，水浴冷却至室温，1200 r/min
离心 10 min 后取 200 μL 上清加入到 96 孔板中，随

后用酶标仪在 535 nm 测定吸光度。由此通过比色

法对样品中的 MDA 进行定量检测。 

1.2.9   蛋白质组学分析　取 68 h 的给药与空白样品

各 3 个，离心回收沉淀，清洗两次，液氮研磨成细胞

粉，加入四倍体积裂解液，超声三次，收集上清液进行

蛋白质提取，再以 1:50 的比例进行胰酶酶解，再用

TMT 肽段标记，标记的肽段用高 pH 反向液相色谱

进行分离，质谱检测分子量进行成分分析和结构分

析，最后进行蛋白质的定性与定量分析。 

1.2.9.1   TMT 标记及肽段分级　将各样品得到的所

有蛋白进行酶解，肽段定量。按照 TMT 标记试剂盒

说明书，每份样品分别取 100 μg 肽段进行标记，标记

试剂解冻后用乙腈溶解，与肽段混合后室温孵育

2 h，标记后的肽段混合后除盐，真空冷冻干燥。首先

采用乙腈和 0.1% 三氟乙酸 （TFA） 进行柱平衡，然

后将混合的标记肽段样品上样，将其脱盐处理、梯度
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洗脱、真空干燥后用适量 0.1% FA 溶液复溶冻干样

品，在吸光度 280 nm 处测定肽段浓度。 

1.2.9.2   液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）分析　采

用纳升流速的 HPLC 液相系统对每份分级样品进行

分离；样品经色谱分离后用 Q-Exactive 质谱仪进行

质谱分析，正离子检测方式，母离子扫描范围 300~
1800 m/z。多肽和多肽碎片的质量电荷比采集方式：

每次全扫描后采集 20 个碎片图谱（MS2 scan，HCD）。 

1.2.9.3   蛋白质鉴定和定量分析　LC-MS/MS 质谱

分析原始数据使用软件 Mascot  2.2 和  Proteome
Discoverer 1.4 进行查库鉴定及定量分析，最后生物

信息学分析得到差异蛋白筛选和 GO 功能集分析。 

1.3　数据处理

数据处理均采用 Prism 8 软件作图，结果用“平

均值±标准差”表示，数据用 ANOVA 方法作差异分

析（P<0.05）。实验均做 3 次平行。 

2　结果与分析 

2.1　酿酒酵母的生长曲线和残糖变化

由图 1 可知，酿酒酵母的迟滞期为 0~4 h，对数

生长期在 4~16 h，并在 16 h 进入稳定期（静止期），说

明这个时期的酵母菌个体形态及生理指标都较为稳

定，是菌种采样留种的好时期。在 68 h 开始进入衰

亡期（也叫衰老期）。与此对应的培养基残糖变化也

表明在对数生长期 16 h 之前残糖含量快速下降，说

明此时酵母菌生长消耗大量的葡萄糖，16~68 h 进入

稳定期，残糖含量下降缓慢，说明随着酿酒酵母培养

时间的增加，酵母细胞对葡萄糖的代谢能力逐渐变

慢，当培养到 68 h 时，残糖浓度下降极度缓慢基本保

持不变，由此可见细胞衰老使得酿酒酵母对糖的代谢

能力减弱。
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图 1    酿酒酵母的生长曲线和残糖变化图
Fig.1    Growth curve and residual sugar diagram of

Saccharomyces cerevisiae
  

2.2　不同时期的酵母菌凝絮能力变化

凝絮能力测定要选用比较有代表性的时间点样

品进行实验，因此选用了刚到达稳定期的 16 h、稳定

期中点的 44 h 和进入衰亡期的 68 h 的菌液进行絮

凝能力对比实验，由图 2 可知，16 h 的酿酒酵母凝絮

曲线斜率为 0.0006，44 h 凝絮曲线的斜率为 0.001，
68 h 斜率为 0.0015。随着酵母细胞培养时间的增

加，其絮凝速率明显加快，这可能是由于酵母在衰老

过程中，细胞经多次出芽繁殖，表面细胞壁褶皱程度

增加，导致了细胞间表面粘附力增强，从而促进了细

胞聚集引起絮凝速率加快，也有可能是由于菌体在衰

老过程中胞内活性氧积累，脂质过氧化加剧，产生氧

化应激，导致细胞损伤，从而导致细胞絮凝速率加

快[28]。还有可能是细胞衰老过程中，细胞活力下降，

导致絮凝能力增强。
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图 2    酿酒酵母不同时间凝絮能力变化
Fig.2    Changes of flocculation ability of Saccharomyces

cerevisiae at different time
  

2.3　筛选最适给药浓度

使用人参皂苷 Rg1 根据酵母菌的生长曲线筛选

出最适的给药浓度。根据图 3 生长曲线结果得出当

给药浓度是 150、180、200 μg/mL 时，均在 84 h 进入

衰亡期，有明显延长酵母菌稳定期的作用。而浓度

为 100 μg/mL、250 μg/mL 和空白组一样于 72 h 进

入衰老期，但由结果可知 180 μg/mL 时对酵母还具

有明显的增殖效果，说明当给药浓度为 180 μg/mL
时，既能延长酵母的稳定期同时具有明显增殖效果，

作用最佳。因此选定给药浓度为 180 μg/mL 进行后

续实验。
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图 3    不同给药浓度的生长曲线
Fig.3    Growth curve of different drug concentration

  

2.4　不同人参皂苷对酿酒酵母作用结果

据图 4 可以比较直观的得出人参皂苷 Rb1、
Rb2、Rg1、Rg2、Rg3、Rh1 均有延缓酵母衰老的作

用，均延长了酿酒酵母进入衰老拐点的时间：空白组

是在 72 h 附近开始有菌浓度下降的趋势，而给药组

Rg1 在 96 h 附近开始下降，Rb2 是在 84 h 处出现下
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降趋势。同时，Rg3 有非常明显的酵母菌增殖效果，

Rb1、Rg2、Rh1 也都有一定的增殖作用。为了使结

果更清楚，选用了拐点附近的 5 个时间点 64、68、
70、72、76 h 进行抗氧化酶 SOD 活性的检测，以便

观察哪些药物有明显增强抗氧化酶活性的效果。由

图 5 可以得出，人参皂苷 Rg1、Rg3 有明显增强抗氧

化的作用，在各时间点均增大 SOD 活力（P<0.05）。
人参皂苷 Rb1、Rb2、Rh1 也有增加抗氧化酶活性的

作用，但效果不如 Rg1 和 Rg3。人参皂苷 Rg3 造价

较为昂贵且效果较 Rg1 稍低。由此，结合这两个实

验结果，最终确定使用人参皂苷 Rg1 进行接下来的

活性研究实验。
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Fig.5    Comparison of SOD activity in yeast cells under

different ginsenosides
注：Rb1、Rb2、Rd、Rg1、Rg2、Rg3、Rh1、Rh2 分别代指人参
皂苷 Rb1、Rb2、Rd、Rg1、Rg2、Rg3、Rh1、Rh2 给药组，空白
指空白对照酿酒酵母组。*表示给药组与空白组相比存在显
著差异，P<0.05；**表示给药组与空白组相比存在较显著差
异，P<0.01；***表示给药组与空白组相比存在高度显著差异，
P<0.001。
  

2.5　人参皂苷 Rg1 给药组与空白组的生长曲线对比

由图 6 给药组与空白组比较可知，给药后显著

延长了酵母细胞的时序寿命，约延长了 24 h。空白

组在 84 h 时已经进入衰老期，而给药组还处于稳定

期，且给药组于 96 h 进入衰亡期，细胞浓度较空白组

有较显著提升（P<0.01）。由此可以看出给药人参皂

苷 Rg1 使酿酒酵母稳定期延长，进入衰老期的时间

点延缓，且菌浓度较未给药的正常培养的酵母菌浓度

较高，说明人参皂苷 Rg1 具有延缓酿酒酵母衰老的

作用并能够促进酵母增殖。
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图 6    给药与未给药的生长曲线对比图
Fig.6    Comparison of growth curve between drug

administration and non drug administration
注：**表示人参皂苷 Rg1 给药组与空白组相比存在较显著差
异，P<0.01。
  

2.6　不同时期细胞形态对比

图 7 是不同时期的酵母细胞扫描电镜图。A 是

正常对照组在刚进入稳定期时的细胞形态，其形态稳

定，细胞呈不规则球状，表面光滑无皱褶。B 是正常

对照组在刚进入衰亡期的细胞状态，细胞经过多次出

芽生殖，表面粗糙产生大量絮状物，表面褶皱增加，出

现核仁碎片，细胞有明显衰亡痕迹。C 是在正常培养

基础上给药人参皂苷 Rg1，同样是 68 h 的细胞状态，

从图中可以看出细胞正在进行分裂，细胞表面虽有芽

痕，但细胞形态保留较为完好，与未给药组对比有明

显改善，因此可知人参皂苷 Rg1 在一定程度上可以

改善酵母细胞的衰老情况。
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图 7    酿酒酵母不同时期细胞形态
Fig.7    Cell morphology of Saccharomyces cerevisiae at

different stages
注：A-16 h 对照组细胞形态；B-68 h 对照组细胞形态；C-68 h
给药组细胞形态。
  

2.7　抗氧化指标测定

细胞内的活性氧含量越高，说明抗氧化能力越

弱。POD 和 CAT 是主要的抗氧化酶之一，含量越

高，说明抗氧化能力越强。SOD 水平与自由基含量
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呈负相关，其水平的高低可间接反映机体内自由基的

含量。测定 MDA 含量即可得到细胞氧化脂质的情

况[29]。由图 8 可以看出，空白组酿酒酵母随培养时

间的增加，胞内活性氧含量出现先升高后下降的趋

势，而给药组能明显降低酵母的活性氧含量，特别在

刚给药后存在极显著差异（P<0.0001）。POD 也是酵

母中的主要抗氧化酶之一，随时间的延长，POD 出现

先上升后下降的趋势，同时给药后显著提升酵母细胞

内的 POD 活性（P<0.01）。由图 c 可知酿酒酵母 SOD

活力随培养时间的增加而增强，给药后能使酵母细

胞 SOD 活性更强，结果有显著性差异（P<0.05）。

CAT 同 POD 一样，都呈现先上升后下降的趋势，进

入衰老期后抗氧化酶活力便开始下降。由图 e 可知

MDA 含量随培养时间的增加而增大，在 68 h 进入衰

老期后细胞数减少所以 MDA 含量总体有所减少，但

给药后能显著降低细胞内 MDA 的含量，说明细胞抗

氧化能力显著增强（P<0.05）。从图中可以看出，给药

后不仅细胞中的活性氧含量有所降低，各抗氧化酶的

活力增强，在酵母进入衰老期抗氧化酶活力开始下降

后也能抵御活性氧或超氧阴离子带来的氧化损伤，尤

其是 POD 和 SOD 酶活力有明显增强，MDA 含量也

有明显降低。因此可以说明人参皂苷 Rg1 具有延缓

酿酒酵母衰老的作用，并且可以降低酿酒酵母的活性

氧含量，同时增加胞内抗氧化酶的活力，抑制脂质过

氧化率，可为后续的研究提供数据支撑。人参皂苷

Rg1 可能是通过抗氧化达到抗衰老的目的。 

2.8　蛋白组学分析结果

在差异蛋白质筛选中，以表达倍数>1.5 倍（上调

大于 1.5 倍或下调小于 0.67 倍）且 P-value<0.05（T-

test）为标准，得到比较组间的上调、下调的蛋白质数

目。将比较组间蛋白质以表达差异倍数和 P-

value（T-test）两个因素为标准绘制火山图（图 9），无

差异的蛋白质为灰色，显著下调的蛋白质以蓝色标注

（FC<0.67 且 P<0.05），下调蛋白质数量为 10 个。显

著上调的蛋白质以红色标注（FC>1.5 且 P<0.05），上

调蛋白质数量为 4 个，人参皂苷延缓酿酒酵母衰老

可能与 14 个显著差异蛋白有关。

为了全面了解蛋白在生物体中的功能、定位及
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图 8    给药与未给药的抗氧化酶活性及活性氧含量对比图

Fig.8    Comparison of antioxidant enzymes and reactive oxygen content between drug administration and non drug administration
注：（a）活性氧水平，（b）POD 活性，（c）SOD 活性，（d）CAT 活性，（e）MDA 含量；*表示给药组与空白组相比存在显著差异，
P<0.05；**表示给药组与空白组相比存在较显著差异，P<0.01；***表示给药组与空白组相比存在高度显著差异，P<0.001；****表
示给药组与空白组相比存在极显著差异，P<0.0001。
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Fig.9    Screening of differential protein in Saccharomyces
cerevisiae

注：横坐标为差异倍数（以 2 为底的对数变换），纵坐标为差异
的显著性 P-value（以 10 为底的对数变换）。图中红色点为上
调的显著性差异表达蛋白质，蓝色点为下调的显著性差异表
达蛋白质，灰点为无差异变化的蛋白质。标注 ID 的点为 P-
value 上下调差异蛋白最显著的 top10。
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参与的生物学途径，通过基因本体对蛋白质进行注

释。GO 是一个标准化的功能分类体系，GO 功能注

释主要分为 3 类：生物过程，分子功能和细胞组分。

蛋白质可以根据 ID 序列注释的方法找到与之对应

的蛋白的功能以及组成。根据图 10 发现它们主要

包含细胞、细胞器等细胞组分（CC），具有结合和催化

活性等分子功能（MP），并参与细胞转化和代谢等生

物过程（BP）。一般情况下，某一功能类别对应的差

异表达蛋白质数目越多，说明该功能越重要，需要重

点关注或者进行后续深入的机制探讨，为后续的研究

提供思路。因此，酿酒酵母的差异蛋白在细胞组分和

分子功能的改变中较多，可能与细胞代谢有密切关系。 

3　讨论与结论
酿酒酵母的寿命包括时序寿命和复制寿命，此

次实验以其时序寿命为研究对象。本实验以酿酒酵

母体系为实验模型，在酵母刚进入稳定期时进行给

药，筛选确定药物浓度为 180 μg/mL。查阅文献可知

很多药物均被证明有抗衰老作用，例如姜黄素衍生物

（500 μg/mL），柳树提取物（0.1%）等[30−31]，相比较来

说，人参皂苷 Rg1 的给药浓度（180 μg/mL）要更小一

些也具有抗衰老作用。本文筛选的人参皂苷 Rb1、

Rb2、Rg1、Rg2、Rg3、Rh1 均有延缓酵母衰老的作

用，但人参皂苷 Rg1 的效果最为显著，据酵母生长曲

线得出 Rg1 可明显延缓酵母进入衰老期时间。结合

酿酒酵母空白组和给药人参皂苷 Rg1 组的生长曲线

图对比结果以及电镜下的细胞状态对比，加上给药组

与空白组的抗氧化指标对比结果，可以证明人参皂

苷 Rg1 有显著的延缓酿酒酵母衰老作用。

ROS 水平可以决定不同的生物学结果。低水平

的 ROS 可诱导细胞增殖和适应氧化，而高水平的

ROS 可促进衰老，造成 DNA、蛋白质或脂质损伤，最

终导致细胞死亡和疾病[32]。在酿酒酵母培养过程中

添加人参皂苷Rg1，可显著提高细胞内抗氧化酶类SOD、

CAT 及 POD 活性并且降低活性氧的含量，减少脂质

氧化，从而降低胞内活性氧对细胞的氧化损伤情况。

说明人参皂苷 Rg1 是通过上调了内源性抗氧化系统

组成部分 CAT、POD 与 SOD 的酶活水平并且降低

了酵母细胞内的 ROS 和 MDA 含量，从而达到有效
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图 10    酿酒酵母差异表达蛋白 GO 的分类及注释

Fig.10    Classification and annotation of differentially expressed protein GO in Saccharomyces cerevisiae
注：图中纵坐标表示 GO 二级功能注释信息（GO Level2），包含生物过程（Biological Process），分子功能（Molecular Function）和细
胞组分（Cellular Component），依次以蓝色，红色，橙色予以区分；横坐标（下）表示每个功能分类下的差异表达蛋白质数目，横坐标
（上）表示每个功能分类下的差异表达蛋白质数目占总的差异表达蛋白质数目的百分比。
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减缓氧化应激，延长酵母的存活时间的目的[33]。结果

也表明人参皂苷 Rg1 既可抑制自由基的产生，也可

直接对抗自由基对组织及细胞的损伤作用，或直接清

除自由基，还可增强机体本身抗氧化系统的功能，从

多个环节阻断自由基的损伤作用。蛋白组学分析结

果的差异蛋白筛选和 GO 富集分析为后续进一步验

证研究人参皂苷 Rg1 抗衰老提供理论与实验基础。

人参皂苷延缓酿酒酵母衰老可能与 14 个显著差异

蛋白有关，并且药物通过作用在细胞组分和细胞器中

产生疗效，同时很大部分作用在代谢过程中。

因此人参皂苷 Rg1 用来作为抗衰老药物前景较

好，具有治疗各种氧化或衰老所致疾病的巨大潜力，

也可以用来作为某些药物的辅助药物来使用。本实

验也为抗衰老与抗氧化之间的关系依据进一步进行

了验证。同时也为人参药物、保健、美容等系列产品

的开发利用提供了一定的理论指导。
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