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Ｄ－半乳糖诱导间充质干细胞衰老的研究
杨孟恺　易诚青

摘　要　目的　利用 Ｄ－半乳糖诱导建立间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）体外衰老模型，并探讨其潜在机制。

方法　以正常培养的 ＭＳＣｓ做对照组，以分别用 １、１０、１００ｇ／ＬＤ－半乳糖诱导的 ＭＳＣｓ作为处理组，培养 ４８ｈ后，采用免疫蛋白印

迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞内 ＡＫＴ与 ｍＴＯＲ蛋白磷酸化水平以及衰老相关蛋白 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ的变化。同时使用 β－半乳糖苷酶试剂

盒检测 ＭＳＣｓ中 β－半乳糖苷酶（ＳＡ－β－ｇａｌ）表达量的变化。最后用 ＡＫＴ抑制剂预处理 Ｄ－半乳糖诱导组以明确 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ

信号通路在 ＭＳＣｓ衰老中的作用。结果　与对照组相比，１０ｇ／ＬＤ－半乳糖作用 ４８ｈ后 ＭＳＣｓ中 β－半乳糖苷酶表达和衰老相关

蛋白 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ含量明显增加，同时 ｐ－ＡＫＴ与 ｐ－ｍＴＯＲ含量也较对照组增加，加入 ＡＫＴ抑制剂后，衰老组 β－半乳糖苷酶表达和

衰老相关蛋白 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ含量皆有所下降。结论　Ｄ－半乳糖能成功诱导构建 ＭＳＣｓ体外衰老模型，ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路参与了这

一过程。

关键词　Ｄ－半乳糖　信号通路　间充质干细胞　衰老
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ；Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）
由于具备易获取性，低免疫原性以及自我更新和多向

分化的能力，所以被广泛应用于组织工程和再生医学

领域。迄今为止，人们已经从骨髓、脐带血、滑膜、胎

盘等组织中成功培养出了 ＭＳＣｓ［１］。并且 ＭＳＣｓ能分
化成多种细胞系，如骨、软骨、脂肪等

［２］
。但是有研

究者发现，ＭＳＣｓ的功能会随着年龄增长而下降［３］
。

比如骨髓间充质干细胞的数量会随着年龄增加而减

少，同时出现成骨分化能力减弱，细胞增殖抑制的现

象
［４］
。正是干细胞的衰老造成这一现象，影响了

ＭＳＣｓ的治疗效果，限制了其在临床上的广泛应用。
目前，ＭＳＣｓ衰老的机制还未研究清楚，仍没有很好的
办法延缓 ＭＳＣｓ衰老。细胞端粒酶的减少，细胞微环
境中过量的活性氧累积，甚至细胞内信号通路的改变

都会造成 ＭＳＣｓ衰老［５～８］
，所以细胞衰老是个复杂的

过程。故能建立合适的 ＭＳＣｓ体外衰老模型，对研究
ＭＳＣｓ衰老发生的机制以及治疗因 ＭＳＣｓ衰老引起的
临床疾病都有重要意义。

Ｄ－半乳糖是一种还原性乙醛糖，因为具有价格
实惠，方便易行等优点，已经被广泛应用于诱导各种

动物衰老模型的建立，普遍认为它能通过诱导动物体

内糖代谢紊乱，增强体内细胞氧化应激水平，导致细

胞损伤难以自我修复，最终成功建立衰老模型
［９，１０］

。

但是，Ｄ－半乳糖在 ＭＳＣｓ中的应用还比较少，尤其是
在 ＭＳＣｓ的体外衰老模型中，并且其诱导 ＭＳＣｓ衰老
的具体作用机制尚不明确。所以本实验主要探讨

Ｄ－半乳糖如何诱导建立 ＭＳＣｓ体外衰老模型，以及
明确其潜在的作用机制。

材料与方法

１．主要材料和试剂：α－ＭＥＭ培养基、ＰＢＳ购自
美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；澳洲胎牛血清、ＰＳ（青霉素 ＋链霉
素）、胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｄ－半

乳糖购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ｐ１６ＩＮＫ４ａ抗体，ＧＡＰＤＨ抗体
购自英国 Ａｂｃａｍ公司；ＡＫＴ抑制剂，ｍＴＯＲ抑制剂购
自美国 ＭＣＥ公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白裂解液、Ｗｅｓｔｅｒｎ封闭
液、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳液、Ｗｅｓｔｅｒｎ转膜液、Ｗｅｓｔｅｒｎ一
抗稀释液、Ｗｅｓｔｅｒｎ二抗稀释液、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶配
置试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、衰老染色试剂
盒、ＣＣＫ－８试剂盒购自上海碧云天生物生物技术有
限公司。

２．细胞培养：将骨髓 ＭＳＣｓ接种于 １７５ｃｍ２培养
瓶中（８９％α－ＭＥＭ培养基，１０％胎牛血清，１％双
抗），并置于３７℃、含体积分数为５％的 ＣＯ２饱和湿度
培养箱中培养，隔 ３天换 １次液。细胞密度约 ９０％
时用０．２５％胰蛋白酶消化，并重悬于 ６ｃｍ培养皿里
开始试验。

３．Ｄ－半乳糖处理、ＡＫＴ抑制剂处理、ｍＴＯＲ抑
制剂处理：Ｄ－半乳糖处理：为排出复制性衰老的影
响，当细胞密度达到６０％时即分别加入 １、１０、１００ｇ／Ｌ
Ｄ－半乳糖（在培养基中稀释），共孵育 ４８ｈ。确定
１０ｇ／ＬＤ－半乳糖为实验浓度后，再分别孵育 ０、６、
１２、２４、４８ｈ，提取蛋白液，以进一步明确 Ｄ－半乳糖的
作用。ＡＫＴ抑制剂处理：使用终浓度 ５μｍｏｌ／Ｌ的 ＭＫ
－２２０６预处理细胞 ２ｈ，再加入终浓度 １０ｇ／ＬＤ－半
乳糖共孵育４８ｈ，以明确 ＡＫＴ抑制剂的作用。ｍＴＯＲ
抑制剂处理：使用终浓度 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ的雷帕霉素预处
理细胞 ２ｈ，再加入终浓度 １０ｇ／ＬＤ－半乳糖共孵育
４８ｈ，以明确 ＡＫＴ抑制剂的作用。

４．ＣＣＫ－８试剂盒检测抑制剂对细胞增殖的影
响：在９６孔板中加入１００μｌ细胞悬液，提前处理２４ｈ，
然后分别加入 ５μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＫＴ抑制剂与 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ
的 ｍＴＯＲ抑制剂作用１２、２４、４８ｈ，到达预定时间后每
孔加入１０μｌ配置好的 ＣＣＫ－８溶液，作用 １．５ｈ后在
酶标仪下测定吸光度。

·２３·
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５．β－半乳糖苷酶染色：β－半乳糖苷酶染色法
是一种对衰老细胞染色测的方法，主要是染细胞中的

衰老相关 －β－半乳糖苷酶。最后在普通光学显微
镜下即可检测到细胞衰老情况。待细胞用药物处理

完成后，清除细胞培养液，ＰＢＳ洗一遍，加入 １ｍｌ固定
液，室温下固定 １５ｍｉｎ。清除细胞固定液，ＰＢＳ洗 ３
遍。每组加入 １ｍｌ工作液后置入 ３７℃温箱孵育过
夜。１２ｈ后去除染色液，ＰＢＳ再洗３遍后，将６孔板倒
置显微镜下拍照。随机选取６个视野，统计衰老细胞
的比例。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中的蛋白变化：将培
养皿置于冰上，吸出培养基，ＰＢＳ洗 １遍，加入蛋白裂
解液后提取各处理组细胞总蛋白，使用 ＢＣＡ试剂盒
测定蛋白浓度，将蛋白进行电泳、转膜，牛奶封闭 １ｈ，
置于一抗中 ４℃过夜，最后室温下二抗孵育 ２ｈ，利用
ＥＣＬ发光试剂显影成像。以 ＧＡＰＤＨ为内参半定量
衰老相关蛋白 ｐ１６的变化，以及 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路蛋
白的变化。

７．统计学方法：采用 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ５绘制柱状
图，采用 ＳＰＳＳ２１．０统计学软件对数据进行统计分
析，计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因
素方差分析进行组间数据差异比较，多组间采用 ＬＳＤ
法进行两两比较，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ｄ－半乳糖诱导 ＭＳＣｓ衰老：首先分别加入 １、

１０、１００ｇ／Ｌ的 Ｄ－半乳糖与 ＭＳＣｓ共孵育 ４８ｈ，４８ｈ后
在显微镜下发现１００ｇ／ＬＤ半乳糖组 ＭＳＣｓ出现不少
凋亡细胞，１０ｇ／Ｌ组 ＭＳＣｓ形态出现宽厚肥大的衰老
变化，１ｇ／Ｌ组和对照组相比细胞形态变化不明显。
与先前的研究相符合

［１１］
。遂选择 １０ｇ／Ｌ浓度的 Ｄ－

半乳糖进行后续实验。已有研究证明 ｐ１６ＩＮＫ４ａ蛋白含
量增加意味着细胞增殖抑制，因此 ｐ１６可以用作细胞
衰老的标志物

［１２］
。用蛋白裂解液分别提取对照组，

１ｇ／ＬＤ－半乳糖组，１０ｇ／ＬＤ－半乳糖组，１００ｇ／Ｌ各
组细胞的蛋白，检测每组蛋白的 ｐ１６ＩＮＫ４ａ蛋白表达情
况，发现１０ｇ／ＬＤ和 １００ｇ／Ｌ半乳糖组 ｐ１６含量较对
照组明显增多（图 １），差异有统计学意义（Ｐ＜０．
０５）。Ｄ－半乳糖诱导 ＭＳＣｓ衰老具有浓度依赖性，接
着选择浓度为 １０ｇ／ＬＤ－半乳糖分别处理 ＭＳＣｓ６、
１２、２４、４８ｈ后提取蛋白，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析发
现 ｐ１６的含量表达随 Ｄ－半乳糖作用时间增加而增
加，具有时间依赖性（图 ２），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

图 １　不同浓度 Ｄ－半乳糖处理下 ｐ１６蛋白表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ２　Ｄ－半乳糖作用不同时间后 ｐ１６蛋白表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

２．Ｄ－半乳糖诱导下 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路蛋白的变
化：随着 Ｄ－半乳糖作用浓度的增加，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
分析发现 ｐ－ＡＫＴ与 ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达逐渐增加，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路激活
（图３）。而随着 １０ｇ／ＬＤ－半乳糖分别处理 ６、１２、
２４、４８ｈ，ｐ－ＡＫＴ与 ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达随着时间延
长也在不断增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图
４）。Ｄ－半乳糖对 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的影响既具有浓
度依赖性，也具有时间依赖性。

３．ＡＫＴ抑制剂及 ｍＴＯＲ抑制剂延缓 Ｄ－半乳糖
诱导的 ＭＳＣｓ衰老：首先利用 ＣＣＫ－８验证了本次实
验工作浓度的抑制剂对细胞增殖无明显影响（图 ５），
然后先验证 ＡＫＴ抑制剂对 ＭＳＣｓ衰老的影响，将细胞
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图 ３　不同浓度 Ｄ－半乳糖处理下 ｐ－ＡＫＴ与

ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

分为３组，第 １组正常 ＭＳＣｓ组，第 ２组 Ｄ－半乳糖
组，第３组 ＡＫＴ抑制剂 ＋Ｄ－半乳糖组，发现 Ｄ－半
乳糖组的衰老相关蛋白 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ表达量较对照组明显

增加，而经 ＡＫＴ抑制剂预处理后的第 ３组 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ表
达量较第２组下降（图 ６），差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。笔者利用 β－半乳糖苷酶染色试剂盒对处理
后的３组细胞进行检测，结果发现 Ｄ－半乳糖组 β－
半乳糖苷酶染色后衰老细胞明显较对照组增多，而在

ＡＫＴ抑制剂的干预下衰老细胞数量下降（图７），差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。接着验证 ｍＴＯＲ抑制剂
对 ＭＳＣｓ衰老的影响，将细胞分为 ３组，第 １组正常
ＭＳＣｓ组，第 ２组 Ｄ－半乳糖组，第 ３组 ｍＴＯＲ抑制
剂 ＋Ｄ－半乳糖组，发现所得结果与 ＡＫＴ抑制剂一致
（图８、图 ９），进一步证明 Ｄ－半乳糖能通过 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路诱导 ＭＳＣｓ衰老。

讨　　论
目前，ＭＳＣｓ因为其具有多向分化能力，归巢性，

免疫调节作用等优点被大量用于组织工程和再生医

学中。但是，干细胞容易出现衰老现象，影响它在临

图 ４　Ｄ－半乳糖作用不同时间 ｐ－ＡＫＴ与

ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

图 ５　抑制剂对细胞增殖无明显影响
　

床上的进一步应用。因此，为了解决 ＭＳＣｓ衰老问
题，需要弄清楚影响 ＭＳＣｓ衰老的主要因素以及其中
涉及的具体机制。然而老年 ＭＳＣｓ提取不方便，而且
数量不多且增殖能力较弱，体外稳定培养难度很大，

影响 ＭＳＣｓ衰老的研究进展［１３］
。所以，构建稳定的

ＭＳＣｓ体外衰老模型对研究 ＭＳＣｓ衰老有重大意义。
邢玉芝等

［１４］
首次利用 Ｄ－半乳糖构建 ＭＳＣｓ体

外衰老模型，但 Ｄ－半乳糖对细胞衰老相关蛋白的表

·４３·
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图 ６　ＡＫＴ抑制剂减少 Ｄ－半乳糖诱导的 ｐ１６蛋白的表达
Ｐ＜０．０５

　

图 ７　ＡＫＴ抑制剂减少 Ｄ－半乳糖诱导的衰老细胞数量
Ｐ＜０．０５

　

图 ８　ｍＴＯＲ抑制剂减少 Ｄ－半乳糖诱导的

ｐ１６蛋白的表达
Ｐ＜０．０５　

图 ９　ｍＴＯＲ抑制剂减少 Ｄ－半乳糖诱导的衰老细胞数量
Ｐ＜０．０５

　

达以及 Ｄ－半乳糖的作用机制并不明确，而颜冰希
等

［１１］
明确了 Ｄ－半乳糖对 ＭＳＣｓ衰老相关蛋白的表

达及其存活能力的影响，并且进一步指出促进细胞内

氧化应激水平升高可能是 Ｄ－半乳糖诱导细胞衰老
的作用机制。但是，Ｄ－半乳糖除了促进氧化应激水
平升高引起细胞衰老外，是否还影响某些信号通路

呢，对这一问题的深入研究有助于理解 Ｄ－半乳糖究
竟是如何诱导 ＭＳＣｓ衰老的。不少研究发现 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ信号通路与细胞衰老有关，Ｍａｉｅｓｅ等［１５］

发现

细胞内过量 ＲＯＳ的累积会激活 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通
路，进而导致细胞衰老损伤。Ｄｏｎｇ等［１６］

发现 ｍＴＯＲ
磷酸化可以导致下游衰老相关蛋白 ｐ１６表达增高。
因此，本实验主要是想研究 Ｄ－半乳糖诱导 ＭＳＣｓ体
外衰老模型是否与 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路有关，从而
进一步完善 Ｄ－半乳糖构建 ＭＳＣｓ体外衰老模型的
理论基础，为后续研究干细胞衰老及其原理提供更有

价值的实验数据。

以往研究发现，接触性抑制以及过度增殖皆可导

致细胞发生复制性衰老
［１７，１８］

。为排除这些因素干

扰，当细胞生长密度达 ６０％时，即加入 Ｄ－半乳糖处
理细胞。然后检测不同浓度 Ｄ－半乳糖处理 ＭＳＣｓ
４８ｈ后衰老相关蛋白含量变化，确定 Ｄ－半乳糖致衰
老作用的浓度依赖性。之后选择 １０ｇ／ＬＤ－半乳糖
分别处理 ＭＳＣｓ６、１２、２４、４８ｈ，发现衰老相关蛋白含
量逐渐增加，证明 Ｄ－半乳糖的致衰老作用也具有时
间依赖性，进一步明确了 Ｄ－半乳糖能够诱导 ＭＳＣｓ
衰老，与先前的实验结果吻合

［１１］
。而本实验的主要

目的是想验证 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路是否参与 Ｄ－半乳糖
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的致衰老过程，所以在检测衰老相关蛋白的同时也利

用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞内 ｐ－ＡＫＴ和 ｐ－ｍＴＯＲ
蛋白含量变化，发现随着 Ｄ－半乳糖浓度和作用时间
增加，ｐ－ＡＫＴ和 ｐ－ｍＴＯＲ含量变化趋势与衰老相
关蛋白 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ一致，均较对照组增加，初步表明 Ｄ－
半乳糖激活了 ＭＳＣｓ中的 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路。为
了确定 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路与 Ｄ－半乳糖诱导的 ＭＳＣｓ
衰老之间的关系，笔者想到在细胞中加入ＭＫ－２２０６
（一种 ＡＫＴ抑制剂）抑制 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路，观察
抑制 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路后能否延缓 Ｄ－半乳糖的致衰
老作用。结果发现，加入 ＭＫ－２２０６处理后，原先的
衰老相关蛋白 ｐ１６Ｉｎｋ４ａ表达下降且 β－半乳糖苷酶染
色阳性率也出现一定程度下降，证明 ＡＫＴ抑制剂能
够有效地延缓 Ｄ－半乳糖的致衰老作用，进而说明
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路参与了 Ｄ－半乳糖诱导的 ＭＳＣｓ
体外衰老模型的建立。

综上所述，笔者的实验证明了 Ｄ－半乳糖能够诱
导 ＭＳＣｓ衰老，并揭示了 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路可能
是 Ｄ－半乳糖诱导 ＭＳＣｓ衰老的机制，完善了利用
Ｄ－半乳糖构建 ＭＳＣｓ体外衰老模型的理论基础，为
深入研究 ＭＳＣｓ衰老提供了实验依据。
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１４　ＹａｎｇＧ，ＲｏｓｅｎＤＧ，ＬｉｕＧ，ｅｔａｌ．ＣＸＣＲ２ｐｒｏｍｏｔｅｓｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ
ｇｒｏｗｔｈｔｈｒｏｕｇｈｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，ｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｅｎ
ｈａｎｃｅｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，１６（１５）：３８７５－３８８６

１５　ＬｉａｎｇＨ，ＹａｎｇＣＸ，ＺｈａｎｇＢ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅａｔｔｅｎｕａｔｅｓｐｌａｔｅｌｅｔｓ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｓｕｒｇｅｒｙａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｐｌａｔｅｌｅｔｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＡｎｅｓｔｈ，
２０１６，３５：３０４－３１２ （收稿日期：２０１７－１０－１８）

（修回日期：２０１７－１０－２０）

·６３·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｌ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．７　　


