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虾青素通过自噬改善快速老化小鼠心脏组织损伤

靳可青，刘银玥，王萌，张绪梅

（天津医科大学公共卫生学院营养与食品卫生学系，天津 300070）

研究虾青素对快速老化小鼠心脏组织形态以及纤维化的影响，并探讨自噬及氧化应激在其中的作用。 将 8
只正常老化小鼠（SAMR1）作为正常对照组。将 56只快速老化小鼠（SAMP10）随机分为模型对照组（16只）、虾青素低剂量[0.4
mg/（g·d）]干预组（8只）、虾青素中剂量[0.8 mg/（g·d）]干预组（16只）、虾青素高剂量[1.6 mg/（g·d）]干预组（8只）和虾青素中剂量
加 3-甲基腺嘌呤（3-MA）抑制剂组（8只）。苏木精-伊红（HE）染色法检测小鼠心脏组织细胞形态改变。Masson染色检测小鼠
心肌组织纤维化程度。比色法检测血浆和心脏组织中氧化应激指标丙二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）的水平。蛋白免疫印
迹检测各组小鼠心脏组织微管相关蛋白 1轻链 3（LC3）和自噬效应蛋白（Beclin-1）的表达。 与 SAMR1组相比，SAMP10模
型对照组小鼠心肌细胞纤维疏松、排列紊乱、纤维化严重；血浆和心脏组织 MDA水平显著升高、SOD活力显著降低、心脏组织
LC3和 Beclin-1蛋白表达显著降低（F=23.73、9.43、7.04、14.81、13.73、15.38，均 P<0.05）。与 SAMP10模型对照组相比，虾青素干
预后 SAMP10小鼠心肌组织形态及纤维化显著改善；血浆和心脏组织 MDA水平显著降低，SOD活力显著升高，心肌组织 LC3
和 Beclin-1蛋白表达均显著增加（均 P<0.05），且高剂量改善作用最为明显；与中剂量虾青素干预组相比，中剂量虾青素加 3-
MA抑制剂组心脏纤维化程度升高，血浆和心脏组织 MDA水平升高、SOD活力降低、心脏组织 LC3和 Beclin-1蛋白表达降低
（F=18.75、6.353、15.77、14.08、22.83、8.657，均 P<0.05）。 虾青素通过增强自噬、降低氧化应激，从而改善 SAMP10衰老小鼠
心脏组织损害。
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Astaxanthin improves cardiac tissue damage in rapidly aging mice through autophagy
JIN Keqing，LIU Yinyue，WANG Meng，ZHANG Xumei
（Department of Nutrition and Food Science，School of Public Health，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To investigate the effect of astaxanthin on cardiac morphology and fibrosis in rapidly aging mice，and to explore the
role of autophagy and oxidative stress.Methods：Eight normal aging mice（SAMR1）were used as normal control group. 56 rapidly aging
mice（SAMP10）were randomly divided into model control group（16 mice），astaxanthin low-dose[0.4 mg/（g·d）] group（8 mice），astaxan原
thin medium-dose [0.8 mg/（g·d）] group（16 mice），and astaxanthin high-dose [1.6 mg/（g·d）] group（8 mice）and astaxanthin medium
dose plus 3-MA inhibitor group（8 mice）. Hematoxylin-eosin（HE）staining was used to detect the morphological changes of mouse
heart tissues. Masson staining was used to detect the degree of myocardial fibrosis. The levels of oxidative stress indexes such as malondi
aldehyde（MDA）and superoxide dismutase（SOD）in plasma and heart tissue were detected by colorimetry. The expressions of micro原
tubule associated protein 1，light chain 3（LC3）and autophagy effector protein 1（Beclin-1）in heart tissue were detected by Western blot原
ting. Results：Compared with SAMR1 group，SAMP10 model control group showed loose cardiomyocyte fibers，disordered arrangement，
increased fibroblasts，severe fibrosis，and significantly increased MDA levels in plasma and heart tissue，SOD activity significantly
decreased，LC3 and Beclin-1 protein expression in heart tissue were significantly decreased（F=23.73，9.43，7.04，14.81，13.73，15.38，
all P<0.05）. However，compared with the SAMP10 model control group，the myocardial morphology and fibrosis were significantly im原
proved，and the plasma and cardiac MDA levels were significantly decreased after astaxanthin intervention in SAMP10 mice，SOD activity
significantly increased，and LC3 and Beclin-1 protein expression in myocardial tissue were significantly increased（all P<0.05），and the
effect of high dose was the most obvious. Compared with the medium-dose astaxanthin group，the degree of cardiac fibrosis in the medium-
dose astaxanthin intervention plus 3-MA inhibitor group was increased，MDA levels in plasma and heart tissue were increased，SOD activi原
ty was decreased，LC3 and Beclin-1 protein expression in heart tissue were decreased（F=18.75，6.353，15.77，14.08，22.83，8.657，all
P<0.05）. Conclusion：Astaxanthin can improve cardiac tissue damage in SAMP10 aging mice by enhancing autophagy and reducing ox原
idative stress.
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随着我国老龄化程度加剧，由年龄导致的心血

管事件的发生率和严重程度也显著增加，为老年人

的生活和健康带来了极大的负担。心脏衰老与心血

管疾病的发生、发展密切相关。衰老心肌的细胞生

物学变化主要表现为心肌肥大和纤维化、蛋白质错

误折叠和功能失调以及线粒体积累[1-3]。寻找延缓心

肌细胞衰老的有效方法对防治年龄相关的心血管

疾病的发生、发展具有重要意义。

虾青素是一种酮式类胡萝卜素，在海洋生物、

藻类、真菌及少数植物中广泛存在[4]。近年来，虾青

素已被证明具有广泛的生物效应，例如抗氧化、抗

炎和抗肿瘤特性[5-7]。研究发现，虾青素通过上调和

激活沉默调节蛋白 1（SIRT1）对高脂饮食诱导的大
鼠心脏损伤和纤维化具有保护作用，但虾青素对衰

老过程中心脏损伤的影响及具体的调控机制尚不

清楚[8]。

研究显示，虾青素在多种不同疾病模型、组织

中均具有调控自噬的能力[9]。自噬是一种进化上保守

的过程，可通过降解细胞器和细胞质蛋白来响应各

种形式的应激（如氧化应激）从而维持细胞存活。在

健康生理状态下，自噬能够限制错误折叠的蛋白质

积累、线粒体功能障碍和氧化应激，从而调节心脏

稳态和保护心脏功能。3-MA是经典自噬抑制剂，被
广泛应用于自噬研究，Wu等[10]研究发现，3-MA下调
了白细胞介素-33（IL-33）诱导的自噬，导致内质网
应激和细胞凋亡增加，减少了 IL-33对糖尿病小鼠
心脏舒张功能的保护作用。Sun等[11]发现，3-MA通
过抑制自噬预防阿霉素诱导的心脏毒性。在衰老心

脏中，自噬活性通常会降低，从而影响心脏的结构

和功能[12]。因此，增强自噬可能是延缓心脏衰老和预

防心脏疾病的一个可能靶点。本研究旨在通过使用

不同剂量的虾青素对快速老化小鼠进行干预，观察

虾青素对衰老心脏组织形态的影响，进一步探讨自

噬在虾青素延缓心脏衰老过程中的作用。

1
1.1
1.1.1 试剂 AstaReal A1010虾青素由汤臣倍健公
司提供；3-MA购自 Sigma-Aldrich；兔抗 茁-actin抗
体、兔抗 Beclin 1抗体、兔抗 LC3抗体购自美国 CST
公司；山羊抗兔二抗、BCA蛋白定量试剂盒、苏木素
伊红（HE）染色试剂盒购自中国思科捷公司；丙二醛
（MDA）检测试剂盒、超氧化物歧化酶（SOD）活性检
测试剂盒、Masson染色试剂盒购自中国索莱宝公司。
1.1.2 仪器 倒置荧光显微镜（IX81）（日本OLYM原
PUS公司）；电泳仪、ChemiDocTM XRS成像系统（美

国 Bio-RAD公司）；酶标仪（奥地利 TECAN公司）；
高速低温离心机（德国 sigma公司）。
1.2
1.2.1 动物分组及干预 64只雄性 6月龄、SPF级
的 SAM小鼠，购自天津中医药大学附属医院[许可
证号：SYXK（京）2019-0002]，包括 8 只 SAMR1 和
56只 SAMP10小鼠。小鼠于南开大学附属医院动物
实验中心饲养。在干预之前进行 1周的适应性喂养。
本实验已获天津医科大学动物伦理委员会批准

（伦理审批号：IRM-DWLL-2019063）。根据不同的
目的，实验分组如下：第一批正常对照组（con-R1）、
模型对照组（con-P10）、低剂量虾青素组 [AST L
（0.4 mg/（g·d）]、中剂量虾青素组 [ AST M（0.8 mg/
（g·d）]、高剂量虾青素组[AST H（1.6 mg/（g·d）]、第
二批模型对照（con-P10）、中剂量虾青素组（ASTM）、中
剂量虾青素+抑制剂组（AST M+3-MA）。AstaReal
A1010虾青素溶于橄榄油中每天通过灌胃干预小鼠
3个月，con-R1和 con-P10每天灌胃同等量的橄榄油。
3-MA（1.5 mg/kg）于处死前 5 d起每天腹腔注射。
1.2.2 样品制备

1.2.2.1 血清样品 小鼠干预结束后，颈椎脱臼法处

死前，股动脉取血放入 3mL促凝采血管中，3 000 r/min
离心 15min后取上层分离出血清，储存于-80益冰箱。
1.2.2.2 石蜡切片 将小鼠心脏组织完整取出（每

组 4只），立即浸泡在 4%多聚甲醛中，进行固定 48 h
左右，在梯度酒精中脱水，分别为：75%，1 h；80%，
1 h；95%，2 h；100%，5 h。浸泡于二甲苯中使其透明
化，3次，每次 10 min。用 56耀58益溶解的石蜡包埋组
织，冷却。将包埋好的脑组织蜡块按冠状位方向用

自动切片机切片，每张厚度约为 5 滋m。
1.2.2.3 心脏组织样本 小鼠干预结束后，颈椎脱臼

法处死后，将小鼠心脏组织分离并放于冻存管中，液

氮中速冻后于-80益冰箱储存。
1.2.3 HE染色 根据制造商说明，将石蜡切片脱

蜡水化后，苏木素染液染色 5耀20 min，冲洗后用伊
红染液染色 30 s耀2 min，冲洗后脱水、透明、封片、镜
下观察拍照。

1.2.4 Masson染色 根据制造商说明，将石蜡切片

脱蜡水化后，用 Weigert 铁苏木素染色液染色 5耀
10 min，酸性乙醇分化 5耀15 s后用 Masson蓝化液反
蓝 3耀5 min。冲洗后用丽春红品红染液染色 5耀
10 min，放入苯胺蓝染色液中染色 1耀2 min。冲洗后
脱水、透明、封片、镜下观察拍照。

1.2.5 氧化指标检测 按照 SOD、MDA 试剂盒的
说明书，检测小鼠心脏组织和血清中 MDA、SOD活
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性。操作过程均参照相应检测试剂盒说明书进行。

1.2.6 Western印迹检测心脏组织 LC3和 Beclin-1
的蛋白表达 心脏组织加入裂解液后使用超声仪

匀浆提取蛋白，通过 BCA蛋白检测试剂盒测定蛋白
浓度。通过 SDS-PAGE电泳，并转移到 PVDF膜，
5%脱脂牛奶室温封闭 1 h。再加入 LC3、Beclin-1抗
体（1 颐 1 000）和 茁-actin 抗体（1 颐 1 000）4益过夜。
TBST清洗后加相应二抗室温孵育 1 h，使用 Chemi原
DocTM XRS+成像系统进行观察，Image J 2.0软件进
行定量分析。

1.3 采用 SPSS 21.0软件对数据进行
统计分析，当数据满足正态分布及方差齐性时，采

用单因素方差分析进行多组比较，若多组间存在显

著性差异，进一步组间比较采用 SNK-q 或 Dunnett-
t检验。方差不齐或不满足正态分布采用 Kruskal-

wallis秩和检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2
2.1 SAMP10

HE染色可见，con-R1组心肌结构
清晰，细胞排列整齐。con-P10组心肌细胞肿胀，排
列疏松，细胞间隙增大，成纤维细胞增多，胶原纤维

增生明显。虾青素干预组与 con-P10组相比，小鼠
心肌细胞均有所改善，且 AST H组心肌细胞排列较
整齐，纤维完整。

Masson 染色结果显示，con-R1 组心肌细胞间
胶原纤维网完好，分布均匀。con-P10组心肌细胞间
胶原纤维排列紊乱、分布不均，胶原纤维增生明显。

虾青素干预组与 con-P10组相比，小鼠心肌组织纤
维化减少，且 AST H组胶原纤维增生减轻更明显，
见图 1。

注：A：心肌组织 HE染色（比例尺=50 滋m）；B：心肌组织 Masson染色，蓝色区域为心肌纤维化范围，红色区域为正常心肌范围（比例尺=50
滋m）；con-R1：正常对照组；con-P10：模型对照组；AST L：低剂量虾青素干预组；AST M：中剂量虾青素干预组；AST H：高剂量虾青素干预组；n=4

1 HE Masson
Fig.1 HE staining and Masson staining of heart tissue

2.2 SAMP10
与 con-R1组比较，con-P10组

血浆和心脏组织 MDA水平显著升高（F=23.73、9.43，
均 P<0.05），而 SOD 活力显著降低（F=7.04、14.81，
均 P<0.05）。与 con-P10组相比，虾青素干预后，P10
小鼠血浆和心脏组织 MDA 水平显著降低（均 P<
0.05），而 SOD活力显著升高（均 P<0.05），见图 2。
2.3 SAMP10

与 con-R1组相比，con-P10组心肌组织
LC3域/LC3玉和 Beclin-1蛋白表达显著降低（F=13.73、
15.38，均 P<0.05）。与 con-P10组相比，虾青素干预
后小鼠心肌组织 LC3域/LC3玉和 Beclin-1蛋白表达
均增加（均 P<0.05），见图 3。
2.4 SAMP10

与 AST M组相比，AST M+3-MA组心肌细
胞肿胀，排列疏松，细胞间隙增大，成纤维细胞增

con-R1 con-P10 AST L AST M AST H

con-R1 con-P10 AST L AST M AST H

注：A：心脏组织 MDA水平；B：血浆 MDA水平；C：心脏组织SOD
活力；D：血浆 SOD活力；与 con-R1组相比，aP<0.05；与 con-P1组相
比，bP<0.05；MDA：丙二醛；SOD：超氧化物歧化酶；con-R1：正常对
照组；con-P10：模型对照组；AST L：低剂量虾青素干预组；AST M：中
剂量虾青素干预组；AST H：高剂量虾青素干预组；n=4

2 MDA SOD
Fig.2 MDA and SOD levels in mouse cardiac tissue and plasma

1.5

1.0

0.5

0

a

b b
b

A 20

15

10

5

0

a

b
b

b

B

250

200

150

100

50

0

a
b b

b
C 100

80

60

40

20

0

a
b b b

D

A

B

靳可青，等.虾青素通过自噬改善快速老化小鼠心脏组织损伤 37



第 30卷天津医科大学学报

多，胶原纤维增生明显，心脏组织和血浆中 MDA升
高，SOD活力降低，自噬相关蛋白 LC3域/LC3玉和

Beclin1 表达降低 （F =18.75、6.353、15.77、14.08、
22.83、8.657，均 P<0.05），见图 4。

1.5

1.0

0.5

0.0

a
b b

b

con-R1 AST Hcon-P10 AST L AST M 1.5

1.0

0.5

0.0

a b b bBeclin-1

LC3

茁-actin

注：与 con-R1组相比，aP<0.05；与 con-P1组相比，bP<0.05；LC3：微管相关蛋白 1轻链 3；beclin-1：自噬效应蛋白；con-R1：正常对照组；

con-P10：模型对照组；AST L：低剂量虾青素干预组；AST M：中剂量虾青素干预组；AST H：高剂量虾青素干预组；n=4
3 Western LC3 Beclin-1

Fig.3 Expression of Beclin-1 and LC3 detected by Western blotting

注：A：心肌组织 HE染色（比例尺=50 滋m）；B：心肌组织 Masson染色，蓝色区域为心肌纤维化范围，红色区域为正常心肌范围（比例尺=50
滋m）；C：柱形图显示各组小鼠心脏组织及血浆 MDA和 SOD水平；D：Western印迹检测 LC3和 Beclin-1蛋白表达；与 con-R1组相比，aP<0.05；
与 AST M组相比，bP<0.05；con-P10：模型对照组；AST M：中剂量虾青素干预组；AST M+3MA：虾青素中剂量干预+3MA抑制剂组

4 AST SAMP10
Fig.4 AST improves cardiac tissue fibrosis in SAMP10 mice by autophagy
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3
快速老化小鼠能够在较短时间内达到衰老状

态，是研究衰老相关问题的优势模型，SAMP小鼠与
许多人类衰老相关疾病的生物学改变相类似，而

SAMR亚系的各项生理指标及存活期限与正常小鼠
相类似，大量相关 SAMP不同品系研究均以 SAMR
系作为正常对照[13]。本研究发现 SAMP10小鼠心肌
细胞排列疏松，细胞间隙增大，成纤维细胞增多，胶

原纤维增生明显。虾青素干预改善了心脏组织衰老

的表现，表明虾青素可以延缓心脏衰老。

自噬是一种内源性自我保护机制，是维持心脏

稳态和功能的主要调节因子[14]，并且在心脏衰老过

程中逐渐减少，这表明自噬的下调是心脏衰老进展

的基础[15]。越来越多研究表明，激活自噬可能改善心

脏衰老，延长寿命。Eisenberg等[16]研究发现，给老龄

小鼠口服亚精胺能够显著提高心脏的自噬水平，改

善心肌肥厚，增强舒张功能，延缓心脏的衰老，进而

延长寿命。自噬的关键成分 Beclin-1和 LC3是常用
的自噬标志物，Beclin-1是第一个被发现的哺乳动
物自噬蛋白，也是第一个确定的哺乳动物必需酵母

自噬基因 Atg6的同源物[17]，Beclin-1的缺失会削弱
自噬活性，上调 Beclin-1的表达可诱导自噬。当自
噬启动时 LC3玉会被水解，转变为 LC3域，结合在自
噬小体膜上，LC3II/LC3玉的比值可反映自噬水平。
本研究中 LC3域/LC3玉和 Beclin-1 在心脏衰老过
程中被下调，而在虾青素干预后显著增加。加入自
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噬抑制剂后，虾青素诱导的自噬被部分抵消，且改

善心肌组织结构能力减弱，表明虾青素可以诱导衰

老心脏自噬水平上调，且自噬对于虾青素改善衰老

心脏结构和功能，延缓衰老至关重要。

氧化损伤是一些衰老相关疾病病理的主要原
因，累积的氧化损伤往往在细胞大分子中普遍存在，

引起细胞的蛋白质结构和功能改变、脂质过氧化、

RNA降解和 DNA断裂[18]。特别是持续作用于心脏

组织，后者更容易发生氧化损伤。氧化应激可促进

心脏组织纤维化[19]。虾青素有强大的抗氧化作用，有

研究发现其能够改善心肌组织的氧化应激[20-21]。MDA
作为脂质过氧化物的标志物，常用来评价机体氧化

应激和氧化损伤程度，本研究发现虾青素会显著减

少 SAMP10小鼠心脏组织和血浆 MDA 的含量，增
强 SOD活性。这些结果表明虾青素主要是通过增加
抗氧化酶和减少脂质过氧化来改善衰老的心脏组

织纤维化。虾青素是海洋动物产生的一种类胡萝卜

素，具有很强的抗氧化活性，作用机制是猝灭单线

态氧，清除自由基对脂质过氧化的作用[22]。自噬是一

种分解代谢过程，通过清除自由基改善细胞微循

环，从而达到抗衰老的效果[23]。本研究用自噬抑制剂

3-MA加中剂量虾青素进行干预，显示 3-MA可降
低中剂量虾青素对衰老心脏氧化损伤的改善作用，

表明虾青素改善的 SAMP10小鼠心肌组织氧化应
激水平可能部分是由自噬介导的。然而，关于虾青
素诱导心脏组织自噬的具体作用机制，还有待进一

步研究。

综上，本研究发现，衰老会导致小鼠心脏组织
损伤、心肌组织纤维化、氧化应激水平增高以及自

噬降低。虾青素会改善 SAMP10衰老小鼠心脏组织
纤维化，氧化应激以及自噬抑制，从而保护心脏组织。

同时，本研究证明了虾青素改善的 SAMP10小鼠心
肌组织氧化应激水平降低部分是由自噬介导的，为

有关虾青素的抗衰老产品的开发应用提供了依据。
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