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维生素C对衰老大鼠红细胞抗氧化能力的修复

作用及其机制探讨
王月明  于振海  陈仲全  崔  倩  张  慧  杨赛赛  盖欣欣  张  娅  崔钰莹  熊延连*

(滨州医学院基础医学院人体解剖学教研室, 烟台 264000)

摘要      该文探讨了维生素C对衰老大鼠红细胞的抗氧化能力的修复作用及机制。将40只雄性

SD大鼠按年龄分为4组: 年轻对照组(Y)、年轻维生素C组(Yc)、年老对照组(A)和年老维生素C组(Ac)。
对各组大鼠红细胞GSH、GSSG、GSH/GSSG和TFG含量进行检测。评估各组红细胞L-半胱氨酸转

运能力及三价铁降低抗氧化能力差异。构建黄嘌呤/次黄嘌呤氧化酶体外氧化体系, 观察各组大鼠

红细胞在体外氧化条件下脂质过氧化、血红蛋白含量差异。研究发现, 与年轻组大鼠相比, 年老组

大鼠红细胞中GSSG含量增加, GSH、TFG含量下降, GSH/GSSG比值显著降低。在年老组中, 维生

素C补充使TFG含量显著增加, L-半胱氨酸转运能力和三价铁降低抗氧化能力显著提升。体外氧化

条件下, 维生素C补充组大鼠红细胞所受氧化损伤程度显著减少, L-半胱氨酸转运能力增加。研究证

明, 衰老过程伴随着红细胞抗氧化能力的下降, 腹腔注射维生素C可以通过提高红细胞L-半胱氨酸

转运能力增加GSH抗氧化物含量, 提高细胞抗氧化潜能, 从而减少氧自由基诱导的损伤。
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Abstract       The main purpose of the present study was to investigate the effects of vitamins C supplements on the 
antioxidant capacity of erythrocytes obtained from young and aged rats. Rats were assigned based on age to four groups: 
young (Y) group, young vitamin C supplement group (Yc), aged (A) group and aged vitamin C supplement group (Ac). 
The contents of GSH, GSSG, GSH/GSSG and TFG of red blood cells collected from different age stages were evaluated. 
L-cysteine transport and ferric-reducing antioxidant power (FRAP) value were studied. An in vitro oxidation system was 
constructed to explore the lipid peroxidation and methemoglobin levels. The results showed that compared with young 
group, the GSH content, TFG content and GSH/GSSG ratio decreased significantly, meanwhile, GSSG content increased 
significantly in aged group. In the aged group, vitamin C supplementation induced significantly increase in TFG content 
and significantly improved L-cysteine transport capacity and antioxidant capacity. Under oxidative conditions in vitro, 
the lipid peroxidation and methemoglobin levels and L-cysteine influx rate significantly decreased in vitamin C treatment 
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group. We present evidence of an improvement in the antioxidant capacity of RBCs by enhancing the influx rate of 
L-cysteine through intraperitoneal injection of vitamin C in aged rats.

Keywords       aging; erythrocyte; vitamin C; L-cysteine transport capacity

衰老是一种不可避免的自然现象, 它会造成

生物体机能的衰退、抵抗力的减弱和结构的退行

性变化。20世纪60年代, Harman[1]提出的衰老的

自由基学说已被人们广泛接受。自由基是生物

体代谢的自然产物, 种类繁多, 具有强大的氧化

性和高度的活泼性, 能够使蛋白质、核酸等大分

子交联, 影响机体正常功能。血液作为机体循环

系统的重要组分, 不仅能运输各种代谢物, 而且

在维持机体内环境酸碱平衡、渗透压平衡、清

除体内自由基等方面起着至关重要的作用[2]。 
生物体内与细胞氧化损伤和衰老等代谢活动相

关的自由基绝大多数是游离氧自由基。活性氧

(reactive oxygen species, ROS), 是生物体有氧代谢

过程中的一类产物, 包括氧离子、过氧化物和含氧

自由基等。红细胞(red blood cells, RBCs)正常的新

陈代谢过程中会持续产生ROS, 而由于红细胞本身

具有一套完整的抗氧化损伤体系, 主要有非酶类抗

氧化剂谷胱甘肽(glutathione, GSH)、维生素C、维

生素E、辅酶Q10及褪黑色素等和酶类抗氧化剂超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)等, 在正

常情况下红细胞产生的ROS不会导致太大影响, 处
于氧化–还原平衡态。而当红细胞中高氧化的ROS
不断产生、积累, 则会诱导自身细胞氧化损伤。因

此, 自由基积累引起的氧化损伤是引起红细胞衰老

的一个重要因素。

维生素C又称为L-抗坏血酸, 是一种水溶性抗

氧化剂, 能保护机体免受自由基的破坏, 清除体内超

负氧离子( )、羟自由基(OH•)、有机自由基(R•)和
有机过氧基(ROO•)等自由基[3]。维生素C对维持红

细胞ATP酶活性、维持红细胞SOD的活性、降低血

浆丙二醛含量、降低血浆钾离子等方面具有良好的

作用[3-4]。目前, 国内外学者对维生素C的抗氧化作

用已进行了大量研究[5-7], 而对老年个体红细胞抗氧

化能力的修复作用及其机制仍不清楚。

本研究探讨了衰老大鼠红细胞抗氧化能力的

变化及其对红细胞L-半胱氨酸(L-cysteine)转运能力

的影响, 并对维生素C促进衰老大鼠红细胞的抗氧

化能力的作用及其机制进行初步的探讨。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

谷胱甘肽、巯基基团(thiol groups, SH-groups)、
丙二醛(malondialdehyde, MDA)和ROS检测试剂

盒均购于南京凯基生物公司。其余均为国产试剂

(分析纯)。分光光度计购于Thermo Scientific公司。

次黄嘌呤、黄嘌呤氧化酶购自Sigma公司。GSH/
GSSG检测试剂盒均购于武汉艾美捷科技有限公司。

1.2   实验对象和动物模型

选用雄性SD大鼠40只(3月龄20只, 24月龄20只, 
由第三军医大学提供), 国家标准啮齿类动物饲料

喂养, 自由进食及饮水。相对湿度45%~55%, 室温

22±5 °C, 光照时间8:00~20:00的条件下饲养。适应

性喂养1周后, 大鼠分为4组: 年轻组(young, Y)、年

轻维生素C补充组(young rats treated with vitamin C, 
Yc)、年老组(aged, A)和年老维生素C补充组(aged 
rats treated with vitamin C, Ac), 每组10只。年轻维生

素C组腹腔注射维生素C溶橄榄油200 mg/kg/d, 并持

续6周。而年轻对照组则仅腹腔注射等量橄榄油6周。

年老组处理方式同上。

各组大鼠均采用心脏取血的方法采集血液。用

PBS洗涤4次, 然后3 000 r/min离心3 min, 获取RBC, 
冷冻备用。

1.3   红细胞抗氧化指标检测

在红细胞裂解液中加全血体积2倍的无水乙

醇(2 mL), 在漩涡振荡器上充分混匀30 s。再加全

血体积2倍的三氯甲烷(2 mL)漩涡振荡器上充分混

匀1 min, 3 000 r/min离心10 min。按照试剂盒操作

说明, 样品提取好后, 加入DTNB[5,5′-Dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid)]反应液, 测412 nm处吸光度(D412)
值。通过标准曲线计算膜蛋白SH、GSH含量和

GSH/GSSG比值。红细胞游离谷胱甘肽总含量(total 
free glutathione, TFG)通过GSH+2×GSSG计算。

1.4   L-半胱氨酸转运能力检测

1.4.1   L-半胱氨酸流入速度检测      取0.25 mL红细

胞, 悬浮于1 mL PBS葡萄糖缓冲液(含10mmol/L L-
半胱氨酸)中, 37 °C孵育1 h。3 000 r/min离心3 min
去除上清液, 按照YiLdiz等[8]的方法检测自由巯基
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(free-SH)含量。L-半胱氨酸流入速度按照以下公式

计算: L-半胱氨酸流入速率=孵育前悬液free-SH含

量–孵育后悬液free-SH含量。

1.4.2   L-半胱氨酸流出速度检测      取0.25 mL红细

胞, 分别悬浮于含不同浓度半胱氨酸的1 mL PBS缓
冲溶液中, 将其置于37 °C温水水浴1 h, 使其充分吸

收半胱氨酸。水浴后将红细胞离心去除上清液, 再
将红细胞置于1 mL新鲜的PBS葡萄糖溶液中, 37 °C
孵育1 h。3 000 r/min离心3 min, 取上清, 检测上清

液中自由巯基含量。计算单位时间内L-半胱氨酸流

出细胞量, 即为L-半胱氨酸流出速度。

1.5   三价铁还原抗氧化能力 (ferric-reducing 
antioxidant power, FRAP)检测

采用Benzie等[9]的方法, 取100 μL浓度分别为25、
52、100、150、200 μg/mL的样液与1.0 mL FRAP工作

液(0.3 mol/L pH3.6乙酸钠缓冲液、10 mmol/L TPTZ
和20 mmol/L三氯化铁以体积101׃1׃混合), 37 °C
反应10 min, 于593 nm处测吸光度(D593)值。实验中

选定相同浓度的维生素C和2,4-二叔丁基甲基苯酚

(butylated hydroxytoluene, BHT)为阳性对照。

1.6   红细胞内活性氧含量检测

加入以PBS稀释荧光探针DCFH-DA, 使其终浓

度为10 mol/L, 37 °C摇床孵育20 min, 使探针与细胞充

分结合, DCFH-DA与ROS反应后生成带有荧光特性

的二氯荧光素PBS洗涤细胞3次, 彻底去除未进入细

胞的DCFH-DA PBS将红细胞重悬后, 流式细胞仪选

择激发波长488 nm和发射波长530 nm检测荧光强度。

1.7   黄嘌呤/次黄嘌呤氧化酶体外氧化体系的建立

用次黄嘌 /黄嘌呤氧化酶 (hypoxanthine/xanthine 
oxidase, HX/XO)体系构建体外氧化模型。将红细胞

血影和洗涤后未受损伤的红细胞均等分配, 并加入

1.5 mmol/L的次黄嘌呤和0.2 U/mL的黄嘌呤氧化酶, 
然后将其放于震动加热炉(37 °C)中进行10 min体外

孵育。同时, 向样品中加入1 mmol/L的别嘌呤醇来

抑制过氧化物的产生。在体外孵育后, 等渗PBS缓冲

液清洗, 并测定氧化损伤和抗氧化参数。

1.8   膜质过氧化程度检测

膜质过氧化(thiobarbituric acid-reactive substances, 
TBARS)程度测量采用MDA试剂盒。取红细胞裂解

液100 μL为加样量, 空白组则不加TBA反应液, 以
532 nm处的净吸光值求算MDA浓度, 最终以每mg
膜蛋白所对应的MDA含量表示膜质TBARS水平, 即

nmol MDA/mg protein。
1.9   高铁血红蛋白含量检测

取全血400 μL加于含双蒸馏水1.1 mL的试管中, 
充分混匀。3 min后, 加入低渗磷酸盐缓冲液500 μL, 
充分混匀。10 min后, 3 000 r/min离心15 min。吸取

上清液1.2 mL置于A管、上清液0.1 mL置于B管中, 并
在B管中加入铁氰化钾–磷酸盐缓冲液1.1 mL, 充分

混匀, 置室温30 min。以双蒸馏水为空白管, 分别测

定A、B管632 nm处的吸光度, 即D1和D2。测定完

毕, 分别在A、B管中加入中性氰化物溶液40 μL, 混
匀。1 min后, 再分别测定A、B管的吸光度D3和D4。
MetHb计算公式为: 

1.10   统计学处理

所有数据从3组或3组以上的重复实验中得出, 
以均值±标准差(mean±S.D.)的形式表示。组间统计

学差异通过Origin 7.5软件的One-Way ANOVA分析。

P<0.05表示差异显著, P<0.01表示差异极显著。

2   结果
2.1   检测血常规

检测各组大鼠血常规, 结果显示, 与年轻组

相比, 年老组大鼠红细胞MCV和RDW显著升高, 
MCHC和MCH显著下降。对年老组进行维生素C补
充后, MCV显著下降, MCHC和MCH显著升高(表1)。
2.2   维生素C对不同年龄大鼠红细胞谷胱甘肽含

量的影响

对不同年龄大鼠维生素C补充前后红细胞谷

胱甘肽进行检测, 结果表明, 与年轻组相比, 年老组

大鼠红细胞GSH和TFG含量(Y组: 22.2±3.3 μmol/g 
Hb vs A组: 18.6±3.9 μmol/g Hb, P<0.05)显著下降, 
GSSG显著增加, GSH/GSSG比值显著降低。在年

老组中, 维生素C补充后大鼠红细胞GSSG显著降

低, GSH/GSSG比值显著升高, GSH和TFG含量(A
组: 18.6±3.9 μmol/g Hb vs Ac组: 21.3±4.3 μmol/g Hb, 
P<0.05)显著增加(图1)。
2.3   维生素C对不同年龄大鼠红细胞L-半胱氨酸

转运能力的影响

对不同年龄大鼠的维生素C补充前后红细胞

L-半胱氨酸转运能力进行检测, 结果表明, 与年

轻组相比, 老年大鼠红细胞L-半胱氨酸流入(Y组: 
2.81±0.35 μmol/h/mL Hb vs A组: 2.96±0.42 μmol/h/mL 

(MetHb占总Hb百分数)%=
D1−D3

(D2−D4)×12
×100。
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图1   维生素C对不同年龄大鼠红细胞谷胱甘肽的影响

Fig.1   Effects of vitamin C treatment on glutathione of RBCs in rats of different groups

表1   维生素C对不同年龄大鼠血常规参数的影响

Table 1   Effect of vitamin C supplementation on hematological parameter of young and aged rats
    年轻组 年轻维生素C补充组 年老组 年老维生素C补充组

Young Young+Vc Aged Aged+Vc

HCT (%) 43.3±4.8 43.1±4.7 45.2±6.5 44.4±4.9

MCV (fL) 48.4±1.1 47.9±0.9 53.6±1.2** 51.2±1.4#

MCHC (g/L) 39.4±0.6 36.4±0.5 32.9±0.7* 36.1±0.9#

MCH (pg) 22.1±1.1 22.5±0.9 19.2±1.0* 20.6±1.1

RDW (%) 12.6±0.3 12.6±0.2 13.4±0.4* 12.9±0.3#

HCT: 血球容积计; MCV: 红细胞平均体积; MCHC: 红细胞平均血红蛋白浓度; MCH: 平均红细胞血红蛋白量; RDW: 红细胞分布

宽度。*P<0.05, **P<0.01, 与年轻组比较。#P<0.05, ##P<0.01, 与老年组比较。

HCT: hematocrit ;  MCV: mean corpuscular volume; MCHC: mean corpuscular hemoglobin contentration; MCH: 
mean corpuscular hemoglobin; RDW: red cell distribution width. *P<0.05, **P<0.01 vs Young group; #P<0.05, ##P<0.01 vs Aged 
group.

Hb, P<0.05)和流出 (Y组 : 0.63±0.03 nmol/h/mL Hb 
vs A组: 0.52±0.06 nmol/h/mL Hb, P<0.01)速度显著

下降。而对老年大鼠进行维生素C补充后大鼠红细

胞L-半胱氨酸流入(A组: 2.96±0.42 μmol/h/mL Hb vs 
Ac组: 3.69±0.46 μmol/h/mL Hb, P<0.05)和流出(A组: 
0.52±0.06 nmol/h/mL Hb vs Ac组: 0.59±0.08 nmol/h/mL 
Hb, P<0.05)速度显著增加(图2)。
2.4   维生素C对不同年龄大鼠红细胞FRAP和
ROS水平的影响

对不同年龄大鼠的维生素C补充前后红细胞

FRAP进行检测, 结果表明, 与年轻组相比, 年老组大

鼠红细胞FRAP水平显著降低(Y组: 1 765±136 μmol 
Fe(II)/L vs A组 : 1 436±134 μmol Fe(II)/L, P<0.05)。
对年老组大鼠进行维生素C补充后红细胞FRAP水
平显著增加(A组: 1 436±134 μmol Fe(II)/L vs Ac组: 
1 746±206 μmol Fe(II)/L, P<0.01)(图3A)。

对不同年龄大鼠的维生素C补充前后红细胞

ROS进行检测, 结果表明, 与年轻组相比, 年老组大

鼠红细胞ROS水平显著增加(Y组: (100.0±12.1)% 
vs A组: (158.3±16.2)%, P<0.01)。对年老组大 鼠 进

行维生素C补充后红细胞FRAP水平显著降低(Y组: 
(158.3±16.2)% vs A组 : (123.6±11.2)%, P<0.01)(图
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3B)。
2.5   体外氧化对不同年龄大鼠红细胞维生素C补充

前后氧化损伤参数和L-半胱氨酸流入速度的影响

对不同年龄大鼠维生素C补充前后红细胞在

黄嘌呤/次黄嘌呤氧化酶体外氧化体系下氧化损伤

程度进行检测。结果表明, 体外氧化诱导年轻组和

年老组大鼠红细胞TBARS水平和高铁血红蛋白含

量显著增加。在年老组中腹腔注射维生素C处理大

鼠红细胞TBARS(A组 : 39.6±3.4 mmol/g Hb vs Ac
组: 31.3±3.7 mmol/g Hb, P<0.05)水平和高铁血红蛋

白含量 [A组 : (4.15±0.29)% vs Ac组 : (3.13±0.39)%, 
P<0.05]明显低于未补充组(图4)。

体外氧化条件下, 年老组和年轻组大鼠红细

胞L-半胱氨酸流入速度均出现显著下降, 而维生

素C补充后年老组大鼠红细胞出现明显恢复(A组: 
0.92±0.29 μmol/h/mL Hb vs Ac组: 1.83±0.39 μmol/h/mL 
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图2   维生素C对不同年龄大鼠红细胞L-半胱氨酸转运能力的影响

Fig.2   Effects of vitamin C treatment on L-cysteine transport capacity of RBCs in rats of different groups
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图3   维生素C对不同年龄大鼠红细胞FRAP和ROS水平的影响

Fig.3   Effects of vitamin C treatment on FRAP and ROS levels of RBCs in rats of different groups
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图4   体外氧化条件下维生素C对不同年龄大鼠红细胞的影响

Fig.4   Effects of vitamin C treatment on RBCs in rats of different groups under in vitro oxidation conditions
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Hb, P<0.05)(图4)。

3   讨论
红细胞作为血液有型成分的主要组分, 在维系

机体内环境酸碱平衡、渗透压平衡和氧化–还原平

衡的过程中起着至关重要的作用[10-11]。因此, 在老

年个体中抗氧化药物对红细胞抗氧化能力的研究对

评估药物抗衰老效果具有重要的指导意义。

机体在衰老过程中会产生大量的自由基, 因而

引起生物膜发生损伤, 影响各种生命大分子的功能, 
加速机体老化的进程, 诱发冠心病、动脉硬化等心

血管疾病、恶性肿瘤、机会性感染等疾病[12-13]。本

研究对年轻和年老组大鼠红细胞检测结果表明, 年
老组大鼠红细胞还原型GSH含量显著降低, GSH/
GSSG比值也出现显著下降。这表明, 在年老组大鼠

体内红细胞内的氧化–还原平衡与年轻组相比偏向

氧化方向转移。TFG含量的检测结果表明, 年轻组

大鼠红细胞内谷胱甘肽总量显著高于年老组。这一

方面是由于老年大鼠体内较高的氧化水平导致的谷

胱甘肽含量下降, 另一方面则可能是由于年老组大

鼠中GSH的合成速度低于年轻组。我们对年老组进

行维生素C补充后, 还原型GSH含量显著增加。这意

味着, 维生素C补充增加了大鼠红细胞抗氧化能力, 
尤其是非酶类抗氧化物。由于维生素C是供氢体, 可
使年老组大鼠红细胞GSH/GSSH平衡向还原方向转

移。维生素C抗氧化作用表现在可以与 、HOO•及

OH• 迅速反应, 生成半脱氢抗坏血酸, 清除单线态氧, 
还原硫自由基, 其抗氧化作用依靠可逆的脱氢反应

来完成[14]。本研究中, 年老组大鼠进行维生素C补充

可明显提升抗氧化能力, 并减少红细胞内ROS含量。

谷胱甘肽在人体的生化防御系统中占有重要

的地位, 具有相当广泛的生理功能。除了能消除代

谢产生的自由基, 还可以提高人体的免疫功能[15]。

谷胱甘肽是一种含有γ-酰胺键和巯基的三肽, 红细

胞拥有由谷氨酸、L-半胱氨酸及甘氨酸合成GSH的

能力。Rizvi等[16]研究发现, L-半胱氨酸进入红细胞

速度是限制谷胱甘肽合成速度的主要因素。Kumar
等[17]对不同年龄阶段大鼠红细胞L-半胱氨酸转运能

力检测结果表明, 伴随着年龄增长, L-半胱氨酸转出

速率下降, 并伴随红细胞抗氧化能力的降低。本研

究发现, 对年老组大鼠红细胞L-半胱氨酸流入和流

出速率均出现显著下降。而维生素C的补充能够显

著地提升年老组中大鼠红细胞L-半胱氨酸流入和流

出速率。这提示, 腹腔注射维生素C可通过提升L-半
胱氨酸补给提高红细胞GSH合成效率, 从而提高细

胞抗氧化潜能。

由于在体内条件下年轻和老年大鼠体内红细

胞所处氧化–还原环境不同, 这种氧化环境的不同又

进一步影响到部分抗氧化酶的活性。因此, 为了探

讨维生素C对不同年龄阶段大鼠红细胞自身抗氧化

能力的影响, 我们对各组红细胞进行了体外氧化处

理。结果表明, 在相同的体外氧化条件下, 年老组和

年轻组大鼠均出现显著氧化损伤, 并导致L-半胱氨

酸流入速度的显著下降。这意味着, 在老年个体中

氧化应激损伤能够通过减少L-半胱氨酸流入导致红

细胞GSH合成效率的下降, 降低细胞抗氧化潜能。

而维生素C补充对老年和衰老组大鼠均有显著的恢

复作用, 减少氧化损伤程度。此外, 在体外氧化条件

下, 维生素C补充可显著提高年老组和年轻组大鼠

红细胞L-半胱氨酸流入速度。

随着人口老龄化趋势的发展, 衰老相关疾病的

发生率和致死率逐年上升。因此, 探讨衰老变化及

其发生机制, 研究抗衰老药物及其作用机理已成为

老年病学研究中的重要内容。本研究发现, 衰老过

程伴随着红细胞抗氧化能力的下降, 腹腔注射维生

素C可以通过提高红细胞L-半胱氨酸转运能力增加

GSH等抗氧化物含量, 提高细胞抗氧化潜能, 从而减

少氧自由基诱导的损伤。
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