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摘要 ：目的  探讨小鼠骨髓间充质干细胞（BM-MSCs）自噬与衰老的关系。方法  通过体外分离培

养年轻组小鼠（8 周龄）和老年组小鼠（18 个月龄）BM-MSCs，流式细胞术检测细胞表型，TUNEL 染色检

测细胞凋亡，ELISA 试剂盒检测 BM-MSCs 分泌蛋白 VEGF、bFGF、IGF-1、HGF 的表达，Western blot 检

测自噬相关蛋白 LC3- Ⅰ、LC3- Ⅱ、Beclin 1、ATG12-5、p62 及信号通路蛋白 p-Akt、Akt、p-mTOR、

mTOR 的表达。结果  与年轻组比较，老年组 BM-MSCs 凋亡增加（P <0.05），分泌功能下降（P <0.05），自

噬相关蛋白 LC3- Ⅰ、LC3- Ⅱ、Beclin 1、ATG12-5 表达水平下降（P <0.05），相反 p62 蛋白表达水平升高

（P <0.05），自噬信号通路相关蛋白 p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR 表达升高。结论  老年小鼠 BM-MSCs

凋亡增加，自噬活性及旁分泌功能下降。
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Abstract: Objective  To investigate the effect of autophagy of bone marrow mesenchymal stem cells (BM-
MSCs) on the aging process in mice. Methods  BM-MSCs were  isolated from the bone marrow of young (8 w) 
and elderly (18 m) mice respectively. BM-MSCs were cultivated in vitro , and characterized using flow cytometry. 
Apoptosis was detected by TUNEL staining. Meanwhile,  the expressions of VEGF, bFGF, IGF-1 and HGF in the 
BM-MSCs were detected by ELISA kits. The expressions of autophagy-related proteins (such as LC3-I, LC3-II, 
Beclin 1, ATG12-5 and p62) and signal pathway proteins (such as p-Akt, Akt, p-mTOR and mTOR) were evaluated 
by Western blot.  Results  Compared with  the young group,  the apoptosis  in  the aged group was significantly 
increased (P  < 0.05), while the secretory function was decreased (P  < 0.05). Furthermore, the expressions of LC3-I, 
LC3-II, Beclin 1 and ATG12-5 were decreased (P  < 0.05), whereas p62 was increased (P  < 0.05) in the aged group. 
The expressions of p-Akt, Akt, p-mTOR and mTOR were increased in the aged group.  Conclusions  In aged mice, 
apoptosis of BM-MSCs increases, paracrine function and autophagy activity decrease.
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近 年 来 研 究 发 现， 骨 髓 间 充 质 干 细 胞（bone 

marrow mesenchymal stem cells, BM-MSCs） 具 有 自 我

更新和多向分化的潜能，也具有组织修复和抑制自身

免疫的潜在可能性，是自身干细胞治疗理想的种子细

胞 [1-2]。而老年患者自身的 BM-MSCs 也处于衰老状

态下，移植入组织后活力及增殖能力下降，严重限制

了临床疗效。因此，明确 BM-MSCs 衰老损伤的机制，

是提高自体干细胞疗效的关键问题。衰老是生物体内

损伤的分子、细胞、组织不断积聚，导致生物体功能

减退和细胞正常生理功能改变的过程 [3]。前期研究证

实，自噬通过清除细胞内受损的细胞器和错误折叠或

聚集的蛋白质等，来维持细胞功能，并参与细胞衰老

过程 [4]。本实验探讨衰老细胞中自噬水平的变化及其

相关机制。

1    材料与方法

1.1    主要试剂与仪器

C57/6 健康小鼠（第四军医大学动物实验中心），

胎牛血清、α-DMEM 培养基购自美国 Hyclone 公司，

淋巴细胞分离液（上海化学试剂二厂），胰蛋白酶、

LC3 抗体购自美国 Sigma 公司，鼠抗 p62、Beclin-1 抗

体、β-actin 抗体购自英国 Abcam 公司，p-Akt 抗体（美

国 CST 公司），血管内皮生长因子（vascular endothe 

growth factor, VEGF）ELISA 试 剂 盒、 碱 性 成 纤 维

细 胞 生 长 因 子（basic fibroblast growth factor, bFGF）

ELISA 试剂盒、胰岛素样生长因子 -1（insulin-like 

growth factor, IGF-1）ELISA 试剂盒、肝细胞生长因

子（hepatocyte growth factor, HGF）ELISA 试剂盒购自

美 国 R&D 公 司，GFP-LC3 质 粒（ 美 国 Invivogen 公

司），X-treme GENEHP DNA 转染试剂、脱氧核糖核

苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（Terminal 

deoxynucleotidly transferase mediated dUTP nick end 

labeling, TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒购自美国罗氏

公司，Akt 活性检测试剂盒（美国 Bio Vision 公司），

酶联免疫检测仪（美国 BIO-TEK 公司），BX50 型显

微镜（日本 Olympus 公司），Nikon A1 激光共聚焦显

微镜（日本尼康公司），流式细胞仪（美国 Beckman 

Coulter 公司）。

1.2    方法

1.2.1       小鼠 BM-MSCs 的分离和培养     年轻小鼠

（8 周龄）和老年小鼠（18 个月龄）麻醉脱颈椎处死

后，在无菌状态下分离其股骨和胫骨。用磷酸盐缓冲

液（phosphate buffered saline, PBS）冲出骨髓，比重

1.077 的淋巴细胞分离液作梯度离心（2 000 r/min 离

心 30 min），收集单个核细胞，PBS 洗涤，将含 10% 胎

牛血清的 α-DMEM 培养基放入培养皿，在 5% 二氧

化碳 CO2、37℃孵箱中培养。换液 1 次 /3 d。待细胞

融合接近 80%，用 0.25% 胰蛋白酶（0.1 ml/cm2）消化

2 ～ 3 min，将细胞以 1×104 个 /ml 传代。采用第 3 代

细胞进行实验。

1.2.2    流式细胞仪    取第 3 代小鼠 BM-MSCs，胰酶

消化 3 min，离心后 PBS 洗涤重悬 2 次，细胞以 1.5× 

106 个 /ml 接种于 4 个 1.5 ml EP 管中，分别加入抗小

鼠 CD31、CD45、CD90、CD29，置于 4℃冰箱，避光

孵育 30 min，PBS 洗涤后用流式细胞仪检测、分析。

1.2.3      TUNEL 细胞凋亡检测    在预置玻片的 24 孔

板上按 3×104 个 /ml 培养两组 BM-MSCs，PBS 清洗。

按分组情况，用含 10% 胎牛血清的 α-DMEM 培养基

培养 24 h，加终端转移酶和荧光素标记的 dUTP，37℃

孵育 45 min。PBS 洗涤细胞 3 次后，加入 DAPI 染色

识别细胞核，PBS 洗涤细胞 3 次后，用 Nikon A1 激光

共聚焦显微镜观察染色结果。TUNEL 标记阳性（绿

色荧光）的细胞为凋亡细胞。凋亡细胞的百分比作为

凋亡指数。所有操作在暗室中完成。

1.2.4      ELISA      培 养 两 组 BM-MSCs 6×106 个 /ml， 

PBS 清 洗。 按 分 组 情 况， 用 含 10% 胎 牛 血 清 的

α-DMEM 培养基培养 24 h，提取细胞上清液，0.22μm

滤 器 抽 滤， 按 照 VEGF、bFGF、IGF-1、HGF 蛋 白

ELISA 试剂盒说明书进行操作。

1.2.5      Western blot 检测      按分组情况，培养 BM-

MSCs 5×106 个 /ml。4℃条件下冰上裂解细胞 5 min。

裂 解 液 包 含 TBS、Triton-X100 破 膜（1 mm， 美 国

Sigma 公司）、4% 丙三醇、二乙胺四乙酸（1 mm，美

国 Sigma 公司）和蛋白酶抑制剂 PMSF（1 mm，美国

Roche Molecular Biochemicals 公司），12 000 r/min 离心

10 min 后提取蛋白液。两组分别取 50μg 蛋白样品，

12% SDS-PAGE 凝胶电泳 90 min、120 V，转至硝酸

纤维素薄膜 300 mA、40 min，蛋白膜在封闭液中封闭

60 min。分别添加兔抗鼠 LC-3 抗体（1 ∶ 500）、Akt

抗 体（1 ∶ 500），p-Akt 抗 体（1 ∶ 500）、β-actin

抗体（1 ∶ 2000）抗体，4℃孵育过夜。PBS 洗膜，用

辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG（1 ∶ 200），室温孵

育 90 min，洗膜，采用 ECL 试剂按步骤检测蛋白表达，

Image-Pro Plus 6.0.1 软件分析各条带吸光度值作定量

分析。
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1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 18.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用 t 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    小鼠 BM-MSCs 表型比较

流式细胞术检测显示，年轻组和老年组 BM-

MSCs 均为 CD31、CD45 阴性，而 CD90 和 CD29 表达

阳性，提示两组 BM-MSCs 细胞表型无明显差异。见

图 1、2。

2.2    两组细胞凋亡率比较

年 轻 组 和 老 年 组 BM-MSCs 经 TUNEL 和 DAPI

染 色 的 免 疫 荧 光 检 测 图 见 图 3。 年 轻 组 BM-MSCs

细 胞 凋 亡 率 为（12.583±1.212）%， 老 年 组 为

（37.831±3.432）%，经 t 检验，差异有统计学意义

（t =9.128，P =0.000），老年组 BM-MSCs 细胞凋亡率高

于年轻组（见图 4）。

2.3    BM-MSCs 分泌蛋白 VEGF、bFGF、IGF-
1、HGF 水平

年 轻 组 BM-MSCs 分 泌 VEGF、bFGF、IGF-1、

HGF 分 别 为（424.545±88.735）、（14.587±4.413）、

（36.334±2.952）和（15.335±5.915）pg/ml， 老年组

BM-MSCs 分 泌 VEGF、bFGF、IGF-1、HGF 分 别 为

（335.737±65.574）、（8.132±2.248）、（28.764±4.252）

和（9.723±1.835）pg/ml，经 t 检验，差异有统计学意

义（t =2.673、4.423、3.273 和 2.867，P =0.014、0.000、

0.014 和 0.010），老年组分泌蛋白水平均低于年轻组。

见图 5。

2.4    BM-MSCs 自 噬 相 关 蛋 白 LC3- Ⅰ /LC3-
Ⅱ、Beclin 1、ATG12-5、p62 的表达

年 轻 组 小 鼠 BM-MSCs 的 LC3- Ⅰ /LC3- Ⅱ、

Bclin 1、ATG12-5、p62 蛋 白 相 对 表 达 量 分 别

为（0.68±0.13）、（1.16±0.12）、（1.12±0.12） 和

（1.01±0.11）， 老 年 组 小 鼠 BM-MSCs 的 LC3- Ⅰ /

LC3- Ⅱ、Bclin 1、ATG12-5、p62 蛋白相对表达量分

别 为（0.32±0.02）、（0.41±0.09）、（0.30±0.04） 和

（2.67±0.31），经 t 检验，差异有统计学意义（t =4.985、

图 2    两组小鼠 BM-MSCs 细胞表型
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9.315、11.38 和 8.794，P =0.007、0.007、0.003 和 0.001），

老 年 组 自 噬 相 关 蛋 白 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ、Bclin1、

ATG12-5 表达水平低于年轻组，p62 表达水平高于年

轻组。见图 6、7。

2.5    BM-MSCs 自噬调节通路蛋白 p-Akt、Akt、
p-mTOR、mTOR 的表达

Western blot 检 测 结 果 表 明， 年 轻 组 与 老 年 组

BM-MSCs 中 Akt 和 mTOR 无差异，而老年组 p-Akt

和 p-mTOR 蛋白表达水平高于年轻组（见图 8）。年

轻 组 和 老 年 组 的 p-Akt/Akt 蛋 白 相 对 表 达 量 分 别

（0.25±0.05）和（0.51±0.09），经 t 检验，差异有统

计学意义（t =5.647，P =0.000），老年组高于年轻组。

年轻组和老年组的 p-mTOR/mTOR 蛋白相对表达量分

别（0.14±0.02）和（0.27±0.03），经 t 检验，差异有

统计学意义（t =8.062，P =0.000），老年组高于年轻组

（见图 9）。

图 3    BM-MSCs 自噬相关免疫荧光
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† 与年轻组比较，P <0.05

图 4    两组小鼠 BM-MSCs 细胞凋亡率比较    （x±s）
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图 5    两组小鼠 BM-MSCs 分泌蛋白 VEGF、bFGF、IGF-1、HGF 水平比较    （x±s）

年轻组            老年组

†

20

15

10

5

0

H
G

F/
（

pg
/m

l）

年轻组            老年组

†

60

40

20

0

V
E

G
F/

（
pg

/m
l）

年轻组            老年组

†

20

15

10

5

0

bF
G

F/
（

pg
/m

l）

年轻组            老年组

†

60

40

20

0

IG
F-

1/（
pg

/m
l）

50μm——— 50μm——— 50μm———

50μm——— 50μm——— 50μm———



· 17 ·

第 17 期 孙志敏，等 ：小鼠骨髓间充质干细胞自噬与衰老的关系

图 6    BM-MSCs 自噬相关蛋白的表达
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图 7    两组小鼠 BM-MSCs 自噬相关蛋白表达水平比较    （x±s）
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图 8    BM-MSCs 自噬调节通路蛋白的表达
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图 9    两组小鼠自噬调节通路蛋白表达水平比较    （x±s）
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3    讨论

缺血性心脏病是临床上死亡率较高的一种疾 

病 [5]。自体干细胞移植是一种新的治疗缺血性心脏病

的方法 [6]，但是干细胞移植入组织后活力及增殖能力

下降是治疗中遇到的最主要问题。BM-MSCs 具有较

强的多向分化和自我更新潜能 [7]，可以通过旁分泌作

用改善梗死的心肌组织 [8]，是治疗缺血性心脏病的一

种理想种子干细胞。缺血性心脏病多见于老年患者，

用于自体移植治疗的 BM-MSCs 同样处于衰老状态。

本实验前期研究证实，衰老的 BM-MSCs 移植入心肌

组织后，活力及增殖能力明显下降，疗效不理想 [9]。

因此，探究 BM-MSCs 衰老过程中活力及增殖能力下

降的机制，是提高其疗效的关键。

自噬是一种高度保守的生理过程，广泛存在于大

部分真核细胞中 [10]。自噬在细胞中具有双刃剑的作 

用 [11]。在生理条件下，细胞自噬水平较低，通过清除

细胞内功能受损的细胞器和错误折叠的蛋白质来维持

细胞的正常生理功能。但是在应激条件下，如细胞能

量缺失、缺血等，细胞自噬水平明显增高，过度降解

细胞自身成分，从而导致细胞损伤 [12]。在细胞衰老的

过程中，自噬也发挥一定作用。自噬的过程复杂，可

分为启动、形成和降解再利用 3 部分。启动阶段是由

mTOR 相关靶点诱导，在自噬相关基因（ATG）蛋白

的协同下，形成弧形凹陷的双层膜结构，即自噬前体。

然后自噬前体识别并包裹细胞内功能受损的细胞器和

错误折叠的蛋白质，双层膜结构逐渐延伸直至融合，

形成完全包裹细胞内物质的自噬体。自噬体形成后，

与溶酶体融合，形成自噬溶酶体，自噬体内层膜及细

胞内物质最终被降解，降解产物进入胞浆进行再利 

用 [13-15]。LC-3 和 Beclin 1 是自噬发生和形成过程中重

要的自噬相关分子，Beclin 1 能够聚集自噬体，并且在

自噬的过程中起正调控作用 [16]。在动物细胞自噬的过

程中，p62 是一种普遍表达的蛋白质，可与前自噬体

膜 LC-3 相互作用，并在 Atg12-5 的参与下形成自噬

体，自噬体在溶酶体的作用下降解，因此 p62 的水平

与自噬呈负相关 [17-19]。本研究中利用 Western blot 检

测自噬相关的蛋白，结果提示衰老 BM-MSCs 中 LC3-

Ⅰ、LC3- Ⅱ、Beclin 1、ATG12-5 表达减少，而 p62 表

达增多。提示衰老 BM-MSCs 自噬水平下调，与前期

研究结果一致。

衰老是生物体内受损和有缺陷的细胞不断进行

积累，造成生物体功能的衰退和器官老化的过程 [5]。 

本实验 TUNEL 结果提示，老年组细胞凋亡较年轻组

增加，提示衰老可以增加 BM-MSCs 的细胞凋亡。前

期研究结果表明，在整个衰老过程中，自噬相关蛋

白及自噬活性均有所下降，提示自噬的水平可能与

衰老损伤有关。BM-MSCs 可以分泌多种细胞因子，

如 VEGF、bFGF、IGF-1、HGF[20]，但是衰老对 BM-

MSCs 旁分泌作用的影响及机制仍不是很明确。本实

验通过 ELISA 检测 BM-MSCs 分泌细胞因子的能力，

结果发现老年组 BM-MSCs 中 VEGF、bFGF、IGF-1、

HFG 的分泌量较年轻组下降，提示衰老 BM-MSCs 旁

分泌功能受损。上述结果说明，在衰老过程中，BM-

MSCs 凋亡增加，自噬水平及旁分泌功能下降。

许多研究指出，自噬过程调节的一条重要途径

是 Akt-mTOR 途径 [21]。其中 Akt 又称为蛋白激酶 B，

是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶。mTOR 是一类大

分子蛋白，也是调控细胞生长、增殖及自噬的重要信

号 通 路。mTOR 有 mTORC1 和 mTORC2 2 种 复 合 物

形式，其中调节细胞增殖、凋亡及自噬等的主要是

mTORC1。在细胞因子的作用下，Akt 活化后将信号

下传至 mTOR，活化后的 mTOR 激活其下游的相关因

子，促进细胞蛋白质合成、增殖及生长，加速细胞代谢，

抑制细胞的自噬作用 [14-15]。在本实验中衰老组 BM-

MSCs 中 p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR 表达减少，细

胞凋亡增加。

通过实验笔者对自噬和衰老的分子机制及相互

作用有进一步的认识。实验结果表明，老年组 BM-

MSCs 细胞凋亡增加，分泌蛋白功能减弱，自噬及自

噬相关蛋白水平下降，p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR

蛋白表达增加。衰老是细胞自噬增加的一个影响因素，

自噬增加又能够引起衰老。
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