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2种乌贼墨黑色素对衰老小鼠心脏糖基化末端产物的清除作用 

赵  云, 杨  华, 冀雄飞, 宋微微*, 王春琳, 母昌考, 李荣华 
（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315832）  

摘要: 分析和比较了曼氏无针乌贼墨汁黑色素(Melanin from Sepiella Maindroni Ink, MSMI)和虎

斑乌贼墨黑色素(Melanin from Sepia pharaonis Ink, MSPI)对 D-半乳糖糖基化模型小鼠心脏内糖

基化产物的影响. 将 80只 ICR小鼠随机分为 8组, 包括空白对照组、衰老模型组以及 2种乌贼

墨汁黑色素低剂量组(120 (mg∙kg-1)∙d-1)、中剂量组(240 (mg∙kg-1)∙d-1)、高剂量组(480 (mg∙kg-1)∙d-1). 

空白对照组皮下注射生理盐水, 其他组皮下注射 200 (mg∙kg-1)∙d-1的半乳糖, 连续灌胃 45 d后, 对

小鼠心脏组织中 AGEs、RAGE、esRAGE、sRAGE及血清中 Hb-AGE的含量进行检测. 结果表

明, 2种乌贼墨汁黑色素具有清除 AGEs及其受体、血清中的 Hb-AGE的能力, 作用效果与摄入

的剂量成正比; 其中低剂量与中剂量的MSMI清除血清中的Hb-AGE的效果更明显, 但相同高剂

量的MSPI清除血清中Hb-AGE的效果更明显. 总体看MSMI对心脏组织中的AGEs的清除效果

更强、对机体合成 RAGE、sRAGE、esRAGE的抑制更为明显. 
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衰老是生命体随着年龄增长而发生的组织、器

官衰退的复杂多因子过程, 具有普遍性、内生性、

渐进性和危害性 . 晚期糖基化终产物(Advanced 

Glycation End Products, AGEs)是指蛋白质、脂质、

核酸等大分子与还原糖类如葡萄糖经过非酶糖基

化反应生成的一组异质性大分子[1]. 糖基化衰老学

说表明, AGEs 随着细胞内糖基化反应不断合成, 

以及通过进食将食物中存在的 AGEs摄入, 在体内

不断积累, 会引起各种慢性退化性疾病, 如肾病、

白内障、阿尔茨海默病和动脉粥样硬化等[2]. AGEs

通过和人体各种组织细胞中的相关受体结合, 破

坏这些组织细胞, 从而对人体造成不可修复性损

害. 机体中最常见的糖基化产物受体有 3 种: 晚期

糖基化终末产物受体(RAGE)、内源型分泌性晚期

糖基化终末产物受体(esRAGE)和可溶性晚期糖基

化终末产物受体(sRAGE)[3].  

乌贼属软体动物门、头足纲、乌贼目, 乌贼墨

平时储存在墨囊中, 防御敌害时会喷射墨液, 达到

麻痹对手的效果. 虎斑乌贼(Sepia pharaonis)属于

乌贼科乌贼属, 曼氏无针乌贼(Sepiella maindroni)

属于乌贼科无针乌贼属[4-5]. 黑色素是曼氏无针乌

贼与虎斑乌贼墨汁中的主要成分之一, 是吲哚-5、

6-醌(Ⅰ)与 2-羧基吲哚-5、6-醌(Ⅱ)形成的共聚物. 

黑色素可作为自由基清除剂和抗氧化剂, 具有抗

紫外辐射、螯合金属离子等作用, 应用前景广泛[6-8]. 

目前关于乌贼黑色素抗氧化的研究鲜有报道, 周

越月等[9]依据自由基衰老学说证明了曼氏无针乌

贼墨汁黑色素具有一定的抗氧化、抗衰老功能; 甄

天元等[10]通过测定亚急性衰老模型小鼠内 SOD和

CSH-PH 等酶活力变化, 证明了黑色素有抗衰老的

作用.  

本研究通过给衰老模型小鼠灌胃 2 种乌贼墨

汁黑色素, 以小鼠心脏组织中的糖基化相关产物

及受体含量的变化为参考指标, 对比 2种乌贼黑色

素对 D-半乳糖模型小鼠心脏衰老的影响, 评价墨

汁黑色素的抗衰老作用, 同时比较不同墨汁之间
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作用的差异. 

1 材料与方法 

1.1 材料 

本实验所用小鼠由宁波大学实验动物中心提

供, 为 ICR 雄性小鼠(SPF) 80 只, 鼠龄 6 周, 雌雄

各半, 体质量(20.4±2.3) g. 所用曼氏无针乌贼 300

只, 从宁波菜市场购得, 胴长 9.2~15.7 cm, 平均胴

长 10.9 cm; 体质量 97.0~231.7 g, 平均体质量

133.7 g. 虎斑乌贼 100 只, 由象山来发水产养殖场

提供, 胴长 12.1~22.3 cm, 平均胴长 14.9 cm; 体质

量 345.0~931.7 g, 平均体质量 533.7 g. 

1.2 方法 

1.2.1 黑色素的制备 

粗提: 剖取曼氏无针乌贼和虎斑乌贼墨囊, 剖

开后用蒸馏水冲洗, 得到粗提墨汁, 用 3~5 层纱布

过滤, 如效果不佳, 可多次过滤. 然后 4℃用离心机

(Eppendorf 公司)离心(8 000 r∙min-1, 15 min), 去除

上清液, 用台式冷冻干燥机(FreeZone4.5, Labconco

公司)冷冻干燥, 得到黑色素粗提粉末. 

精提: 将粗提黑色素加蒸馏水溶解, 加入碱性

蛋白酶酶解, 温度 50℃, pH 10.5, 粗提黑色素浓度

为 2％, 碱性蛋白酶浓度为 1.5％, 水解 4 h后得到墨

汁酶解溶液. 然后离心提纯, 4℃离心(6 000 r∙min-1, 

10 min), 去除上清液, 加等量蒸馏水, 再在相同条

件下离心 6 次, 最后冷冻干燥, 得到精提的曼氏无

针乌贼墨汁黑色素(Melanin from Sepiella Maindroni 

Ink, MSMI)和虎斑乌贼墨黑色素 (Melanin from 

Sepia pharaonis Ink, MSPI)成品. 

1.2.2 小鼠模型的建立和小鼠灌胃 

将 80只小鼠随机分为 8组, 包括空白对照组、

糖基化模型组、MSMI 和 MSPI 的低剂量组(120  

(mg∙kg-1)∙d-1)、中剂量组(240 (mg∙kg-1)∙d-1)、高剂量

组 (480 (mg∙kg-1)∙d-1). 在各组小鼠皮下注射 200  

(mg∙kg-1)∙d-1 的半乳糖(上海伯奥生物科技有限公

司), 建立糖基化衰老小鼠模型, 在空白对照组小

鼠皮下注射等量生理盐水. 各剂量组灌胃用提取

的黑色素, 空白对照组及糖基化模型组灌胃用生

理盐水. 灌胃 45 d, 最后一次灌胃后禁食(不禁水)

处理 12 h, 随后对小鼠称重, 眼球取血后处死, 剥

离小鼠心脏组织, 液氮速冻保存. 

1.2.3 指标测定 

取剥离后 8组小鼠的心脏组织, 加等量生理盐

水, 用内切式匀浆机(T-18Basic, IKA 公司)将其制

成组织匀浆, 并离心, 取上清液备用. 采用 AGEs 

ELISA剂盒、RAGE ELISA试剂盒、sRAGE ELISA

试剂盒、esRAGE ELISA 试剂盒、Hb-AGEELISA

试剂盒(均由上海雅吉生物科技有限公司提供), 按

各试剂盒说明书, 对小鼠心脏组织及血清进行处

理. 用酶标仪(SPECTRA max190, Molecular Devices 

公司 )对心脏组织中 AGEs、RAGE、sRAGE、

esRAGE及血清中 Hb-AGE的含量进行检测. 

1.2.4 数据分析 

实验数据用(平均值±标准差)表示, 用 SPSS 

21.0软件进行单因素方差分析和回归分析. 

2 结果 

2.1 MSMI 对小鼠血清中 Hb-AGE 及心脏组织中

AGEs、RAGE、sRAGE、esRAG的影响 

表 1为喂养 45 d后, MSMI 对各组小鼠血清中

Hb-AGE 及心脏组织中 AGEs 及其受体 RAGE、

sRAGE、esRAGE 的影响. 从表 1 可知, 与空白对

照组相比, 糖基化衰老模型组的小鼠血清中的 Hb- 

AGE、心脏组织中 AGEs、RAGE、sRAGE、esRAG

的含量显著上升, 模型组的各受体量均提高 1倍以

上, 证明糖基化衰老小鼠模型建立成功. 

与糖基化模型组相比, MSMI各个剂量组的小

鼠血清中的 Hb-AGE、心脏组织中 AGEs、RAGE、

sRAGE、esRAG均显著降低(P<0.01). MSMI高剂

量组与中剂量组相比, 血清中Hb-AGE和心脏组织

中 AGEs、RAGE 含量明显下降 , 而 sRAGE、

esRAGE的含量下降不明显.  

2.2 MSPI 对小鼠血清中 Hb-AGE 及心脏组织中

AGEs、RAGE、sRAGE、esRAG的影响 

表 2为喂养 45 d后, MSPI 对各组小鼠血清中

Hb-AGE 及心脏组织中 AGEs 及其受体 RAGE、

sRAGE、esRAGE 的影响. 从表 2 可知, 糖基化衰

老模型组的小鼠血清中的 Hb-AGE、心脏组织中

AGEs及其受体含量与 MSMI组一致, 证明糖基化

衰老小鼠模型建立成功. 

MSPI 低剂量组、中剂量组和高剂量组与糖基

化模型组相比较, 各个剂量组小鼠心脏组织中 AGEs
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受体含量水平均有显著降低(P<0.01). MSPI高剂量

组与中剂量组相比, 血清中Hb-AGE和心脏组织中

AGEs含量下降明显, 而 RAGE、sRAGE、esRAGE

含量下降不明显.  

2.3 MSMI和MSPI对小鼠各指标的影响比较 

通过比较 2 种乌贼墨不同剂量黑色素对小鼠

血清中 Hb-AGE、心脏组织中 AGEs及其受体的含

量的影响发现：经乌贼墨黑色素灌胃后，Hb-AGE、

AGEs 及其受体均有显著下降, 且灌胃的黑色素剂

量越大, Hb-AGE、AGEs及其受体含量越低. 

与模型组相比, MSMI低剂量组 Hb-AGE含量

下降了 21％, 中剂量组下降了 27％, 高剂量组下

降了 32％; 而MSPI低剂量组下降了 12％, 中剂量

组下降了 25％, 高剂量组下降了 39％. 且随着使

用黑色素量的增加, MSMI 组小鼠心脏中 Hb-AGE

的含量下降趋势变缓, 但MSPI下降趋势仍较明显.

在相同低剂量与中剂量时 , MSMI 的乌贼墨对

Hb-AGE 的抑制效果更强, 而相同高剂量的 MSPI

黑色素较MSMI对 Hb-AGE的抑制效果更强. 

与模型组相比, MSMI低剂量组 AGEs含量下

降了 26％, 中剂量组下降了 34％, 高剂量组下降

了 42％; MSPI 低剂量组 AGEs 含量下降了 12％, 

中剂量组下降了 23％, 高剂量组下降了 31％. AGEs

下降指标与所灌胃的黑色素剂量呈一定的相关性, 

且灌胃的黑色素达到一定剂量后, 随着黑色素剂

量的增加, 小鼠体内 AGEs下降趋势变缓. 

与模型组相比, MSMI低剂量组 RAGE含量下

降了 25％, 中剂量组下降了 34％, 高剂量组下降

了 45％; 而MSPI低剂量组下降了 16％, 中剂量组

下降了 28％, 高剂量组下降了 29％. 剂量相同时, 

MSMI组的RAGE浓度更低, 且随着使用黑色素量

的增加, MSMI组小鼠心脏中 RAGE的含量一直处

于非常明显的下降趋势. 但 MSPI的高剂量组与中

剂量组相比, 下降趋势不是很明显. 说明MSMI对

RAGE的抑制效果更强, 高剂量组中MSMI效果仍

十分明显, 而MSPI效果变化不大. 

与模型组相比, MSMI低剂量组 sRAGE含量下

降了 21％, 中剂量组下降了 42％, 高剂量组下降

了 45％; 而MSPI低剂量组下降了 14％, 中剂量组

下降了 26％, 高剂量组下降了 31％. 受机体对黑

色素吸取能力的影响, 故高剂量组与低剂量组相

比较整体差距不是很明显.  

与模型组相比, MSMI低剂量组 esRAGE含量

下降了 31％, 中剂量组下降了 43％, 高剂量组下

降了 44％; 而MSPI低剂量组下降了 15％, 中剂量

组下降了 26％, 高剂量组下降了 27％. 当黑色素

的量达到 240 (mg∙kg-1)∙d-1后, 2种乌贼墨的小鼠的

esRAGE 含量基本没有下降. 因此可以得知, 当灌

                      表 1  MSMI对小鼠心脏组织中 RAGE、sRAGE、esRAG的影响                pg∙mg-1 

项目 空白对照组 糖基化模型组 MSMI低剂量组 MSMI中剂量组 MSMI高剂量组

Hb-AGE 126.37±11.51 284.52±8.35## 225.89±14.56** 207.68±10.46** 193.83±9.61** 

AGEs 367.51±51.82 871.08±15.64## 645.63±62.48** 575.54±32.81** 506.79±51.73** 

RAGE 55.21±8.99 144.55±8.65## 108.22±6.64** 95.25±7.11** 78.82±6.94** 

sRAGE 27.03±1.68 61.54±4.67## 48.79±1.05** 35.58±3.31** 33.97±4.44** 

esRAGE 23.05±1.65 55.34±3.19## 38.33±3.11** 31.32±1.10** 30.78±1.75** 

注: #表示 P<0.05, ##表示 P<0.01与正常对照组相比; *表示 P<0.05, **表示 P<0.01与糖基化模型组相比. 下表同. 

                      表 2  MSPI对小鼠心脏组织中 RAGE、sRAGE、esRAG的影响                pg∙mg-1 

项目 空白对照组 糖基化模型组 MSMI低剂量组 MSMI中剂量组 MSMI高剂量组

Hb-AGE 126.37±11.51 284.52±8.35## 249.53±18.20** 213.91±18.86** 174.24±5.32** 

AGEs 367.51±51.82 871.08±15.64## 766.17±41.99** 672.86±47.22** 605.45±63.36** 

RAGE 55.21±8.99 144.55±8.65## 121.26±10.25** 103.76±7.42** 101.94±3.34** 

sRAGE 27.03±1.68 61.54±4.67## 52.99±3.32** 45.23±3.49** 42.59±2.32** 

esRAGE 23.05±1.65 55.34±3.19## 47.14±2.49** 40.75±2.10** 40.41±1.41** 
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胃的乌贼墨达到一定量时, 对于 sRAGE、esRAGE

这 2种受体已经没有更强的抑制作用.  

3 讨论 

衰老是一种正常的生理现象, 年龄相关性疾

病与之有密切关系. 关于衰老的学说较多, 如线粒

体学说、自由基学说、糖基化衰老学说、端粒学说、

中医脾肾学说等[11]. 自 1991 年龚国清等首次构建

了 D-半乳糖小鼠衰老模型后, 该模型现已广泛应

用于各种抗衰老药物的研究中, 该模型在生理、生

化等指标上能有效模拟自然衰老[12].  

黑色素具有抗衰老抗氧化功能已被证实[9-10,13], 

而大多证实抗衰老抗氧化功能所依据的理论是自

由基衰老学说, 该学说是通过检测机体内和自由

基相关的酶活力变化, 进而得出黑色素具有抗衰

老抗氧化作用的结论. 本实验根据糖基化理论学

说, 以糖基化相关产物及受体作为检测指标, 研究

黑色素的抗衰老途径以及抗衰老的作用机制, 更

直接证明乌贼墨黑色素的抗衰老功能. 

一般情况下, 随着机体的美拉德反应生成的

晚期糖基化终末产物(AGEs)以及摄入的 AGEs 的

累积, 机体细胞处于高糖基化状态, 但如果机体患

有高血糖或者某些疾病, 且长期不愈也会导致记

得糖基化水平显著升高[14]. D-半乳糖一般是以乳

糖的成分存在于牛奶中, 可以通过机体正常的葡

萄糖代谢转变为葡萄糖, 但过量的摄入会导致机

体正常代谢紊乱, 其可以使糖醇-山梨醇类物质向

果糖的转化速度显著提升, 然后果糖经过磷酸化、

水解、重组等一系列反应后生成 AGEs, 且此过程

不可逆转, 故 AGEs 在体内累积, 指数升高[15]. 所

以在小鼠的颈背部皮下直接注射 D-半乳糖, 可以

使小鼠血液中的 AGEs水平迅速升高, 快速扩散到

小鼠的各组织器官中, 能在短时间内建立糖基化

衰老小鼠模型. 而 AGEs作为糖基化衰老学说中的

重要指标, 能直接反应小鼠的衰老状态和体内的

糖基化水平[16].  

总体来说, 与糖基化衰老模型组相比, 使用乌

贼黑色素对实验组小鼠进行灌胃培养后, 其心脏

组织中的AGEs以及血清中的Hb-AGE水平显著降

低, 细胞膜表面的受体的 RAGE 的合成也随之降

低, 导致 RAGE水平先降低, 从而 esRAGE以及游

离的 sRAGE 合成受影响, 且明显降低. 就 AGEs

及其受体的指标来看, 灌胃相同乌贼黑色素时, 高

剂量组明显低于中剂量组和低剂量组, 低剂量组

明显高于中剂量组, 说明 2种乌贼黑色素都可以清

除心脏组织内 AGEs、RAGE、sRAGE、esRAGE

含量, 降低其水平. 这可能是由于黑色素清除了部

分AGEs以及血清中的Hb-AGE, 致使其水平降低, 

心脏组织细胞膜上的AGEs受体受到AGEs的刺激

减弱 , 导致 RAGE 的合成强度随之减弱 , 然后

sRAGE、esRAGE的合成速度也受到抑制, 进而表

现出各实验组心脏组织细胞中 AGEs、RAGE、

sRAGE、esRAGE含量普遍降低. 

研究表明, 乌贼墨中的黑色素可以通过清除

糖基化小鼠心脏组织内的 AGEs 抑制 RAGE、

sRAGE、esRAGE的合成, 表现出对小鼠心脏抗衰

老的效果, 而且小鼠心脏组织中的 AGEs以及血清

中的Hb-AGE的清除效果与黑色素剂量成正比. 曼

氏无针乌贼墨汁黑色素效果与虎斑乌贼墨汁黑色

素相比较, 低剂量与中剂量的 MSMI 清除血清中

的 Hb-AGE 的效果更明显, 但相同高剂量的 MSPI

清除血清中 Hb-AGE的效果更明显; MSMI对心脏

组织中 AGEs的清除效果更强、对 RAGE、sRAGE、

esRAGE的合成影响更加明显. 
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Scavenging effects of two sepia melanins on glycosylation 
end products in aging mice 

ZHAO Yun, YANG Hua, JI Xiongfei, SONG Weiwei*, WANG Chunlin, MU Changkao, LI Ronghua 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315832, China ) 

Abstract: The current study was designed to compare the scavenging effects of two melanins, melanin from 
Sepiella maindroni ink (MSMI) and melanin from Sepia pharaonis ink (MSPI), on glycosylation end products 
and receptors. ICR mice were the subjects and randomly divided into eight groups, including control group, 
D-galactose group, MSMI treated groups with low (120 (mg∙kg-1)∙d-1), medium (240 (mg∙kg-1)∙d-1) and high 
(480 (mg∙kg-1)∙d-1) dosage, MSPI treated groups with low (120 (mg∙kg-1)∙d-1), medium (240 (mg∙kg-1)∙d-1) and 
high (480 (mg∙kg-1)∙d-1) dosage. Except for the control group, the remaining groups were treated with 200  
(mg∙kg-1)∙d-1 D-galactose with subcutaneous injection. A series of indicators were evaluated to determine the 
effects of melanin as AGEs, RAGE, esRAGE, sRAGE and serum Hb-AGE. The results showed that the two 
types of squid ink melanin had the ability to clear AGEs and its receptors, and Hb-AGE in serum. The effect was 
dose dependent. The effect of low- and medium-dose MSMI in clearing serum Hb-AGE was more pronounced, 
but the high dose of MSPI showed the most significant effects. Overall, MSMI has a greater effect on the 
clearance of AGEs in heart tissue and inhibition of RAGE, sRAGE and esRAGE to a greater extent. These 
results indicate that MSMI has an effective anti-aging effect. 
Key words: melanin; D-galactose; anti-aging; advanced glycation end products 
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