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糖基化终末产物对小鼠皮肤成纤维细胞衰老的影响 

刘 露 ，龙媛媛 ，郭宗雨 ，唐 维 ，果 磊 

(重庆医科大学附属第一医院 1．烧伤整形外科；2．神经外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立糖基化终末产物(advanced glycation end products，AGEs)诱导小鼠皮肤成纤维细胞(NCTC clone 929，L929) 

衰老模型，并探讨其相关生物学变化机制。方法：实验选用 L929细胞株为实验对象，随机分为5组：空白对照组(L929+完全培 

养基)、实验组A(L929+0．05 g／L AGEs)、实验组 B(L929+0．1 g／L AGEs)、实验组C(L929+0．2 g／L AGEs)、阳性对照组(L929+10 g／ 

L D一半乳糖)。通过CCK一8检测24、48、72 h各组细胞增殖情况；作用48 h后检测 B一半乳糖苷酶染色、细胞周期分析及衰老相 

关蛋白p16、CyclinD1表达水平验证 L929衰老模型成立；活性氧和超氧化物歧化酶(superoxide dismutate，SOD)、丙二醛(mal— 

ondialdehyde，MDA)、过氧化氢酶(catalase，CAT)检测细胞内氧化应激水平。结果：CCK一8提示 AGEs可抑制细胞增殖，刺激48 h 

细胞活力明显下降。与空白对照组相比，AGEs呈浓度梯度性增高p一半乳糖苷酶活性(B：24±3．4，C：43±10．0，均P=0．000)和 

G1期阻滞率 (A：69．90±2．13，B：74．74±1．49，C：79．29±3．38，均 P=0．000)，p16蛋白表达上调(B：0．53±0．20，C：0．63±0．11，P： 

0．001。P=O．000)，CyclinD1蛋白表达下调(B：1．07±0．14，C：0．63±0．11，P=0．O1，P=-0．000)，SOD及CAT活性降低(B：29．19±6．67， 

C：15．13±5．21，P=0．001，P=0．000；A：3．73±0．42，B：1．59±0．16，C：1．20±0．20，均 P=0．000)，MDA和活性氧水平增高 (A：1．19± 

0．08，B：2．02±0．12，C：2．49±0．03，均 P=0．000；A：1．49±0．04，B：1．81±0．34，C：1．92±0．04，P=-0．006，P=-O．000，P=-0．000)；与阳性对 

照组相 比，实验组 A p一半乳糖苷酶阳染细胞数和 G1期细胞数降低【(12．0±3．6)vs．(45．0±8．2)，P=O．004；(69．90±2．13)vs． 

(76．59±0．61)，P=O．001】，p16蛋白表达下调[(0．34±0．12)vs．(0．64±0．04)，P=0．001]，CyclinD1蛋白表达上调【(1．32±0．09)vs． 

(0．51±0．16)，P=O．000]，SOD及 CAT活性增高[(39．53±4．24)vs．(27．09±6．25)，P=O．018；(3．73±0．42)vs．(1．64±0．09)，P： 

0．000】，MDA和活性氧水平降低[(1．19±0．08)vs．(2．39±0．07)，P=0．000；(1．47±0．04)vs．(1．84±0．09)，P=0．020】；上述实验结 

果提示实验组B、C与阳性对照组比较差异没有统计学意义(P>0．05)。结论：0．1 g／L和0．2 g／L AGEs作用 48 h均可建立 L929 

体外衰老模型，这可能与细胞发生氧化应激及胞内衰老相关蛋白p16、CyclinD1表达改变有关。 

【关键词】D一半乳糖；晚期糖基化终末产物；衰老；氧化应激 

【中图分类号】R965．1 【文献标志码】A 【收稿日期】2017—05—3l 

Effects of advanced glycation end products on aging of L929 

Liu Lui．Long Yuanyuanl，Guo Zongyui，Tang Wei2，Guo Leii 

( ．Department ofBurn and Plastic Surgery；2．Department ofNeurosurgery， 

The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To establish the aging model of NCTC clone 929(L929)induced by advanced glycation end products(AGEs) 

and to explore its biological mechanism．Methods：In this study，L929 was randomly divided into five groups：blank control group 

(cultivated L929 with common incubation media)，experimental group A(L929+AGEs，0．05 g／L)，experimental group B(L929+AGEs， 

0．1 g／L)，experimental group C(L929+AGEs，0．2 g／L)，positive control group(L929+D—galactose，10 g／L)．Cell proliferation was de— 

tected by CCK一8 at 24，48，72 hours．The establishment of aging model in L929 was evaluated by senescence aging 3-galactosidase 

(SA—p—ga1)staining and cell cycle assay，and the expressions of p16 and CyclinD1 were detected by Western blot．The levels of re— 

active oxygen species associated with oxidative stress in the cells，and aging indicators such as superoxide dismutase(SOD)，malondi— 

aldehyde(MDA)and catalase(CAT)were examined．Results：CCK8 showed that AGEs could inhibit L929 proliferation and cell via— 

bility was decreased significantly after being cultivated for 48 hours．Compared with blank control group，AGEs increased the activity 

of B—galactosidase(B：24．0±3．4，C：43．0±10．0，P=0．000)and the blocking rate of phase G1(A：69．90±2．13，B：74．74±1．49， 

作者介绍：刘 露，Email：395019936@qq．con， 

研究方向：中医药延缓皮肤衰老。 

通信作者：果 磊．Email：841602937@qq．COB。 

基金项目：重庆市卫生局中医药科技资助项 目(编号：ZY20132123)。 

优先出版：http：／／kns．cnki．net／kcms／detail／50．1046．R．20171128．1647．002．html 

(2017—11-28) 

C：79．29±3．38，P=O．000)and protein expression of p16(B： 

0．53±0．20，C：0．63±0．11，P=0．001，P=O．000) in a dose—de— 

pendent manner，while AGEs decreased CyclinD 1 expression 

[(1．32±0．09)vs．(0．51±0．16)，P=0．ooo1．AGEs decreased 

the activity of SOD and CAT(B：29．19±6．67，C：15．13±5．21。 

P =0．001，P =0．000；A：3．73 ±0．42，B：1．59 ±0．16，C：1．20 ± 
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0．20，P=O．000)and increased the level ofMDA and reactive oxygen species【(1．19±0．08)vs．(2．39_+0．07)，P=0．000；(1．47-4-0．04) 

vs．(1．84±0．09)，P=O．020]．The number of cells in phase G1 and 13-galactosidase positive staining cells was significantly lower in 

experimental group A than in positive control group【(12．0±3．6)vs．(45．0±8．2)，P=0．004；(69．90±2．13)vs．(76．59±O．61)，p= 

o．ool1．The expression of pl6 protein was significantly decreased in experimental group A than in positive control group[(0．34±0．12) 

vs．(O．54±0．04)，P=0．001]，while the expression of CyclinD1 protein was higher than that in positive control group[(1．32±0．09)vs． 

(0．51±0．16)，P=0．000]．The a&ivities of SOD and CAT were significantly higher than those of positive control groutS[(39．53± 

4．24)vs．(27．09±6．25)，P=0．018；(3．73±0．42)vs．(1．64±0．09)，P=0．000]，while the levels of MDA and reactive oxygen species 

were significantly lower than those in positive control group[(1．19±0．08)vs．(2．39±0．07)，P=0．000；(1．47±0．04)vs．(1．84±0．09)， 

P=0．021．There was no significant difference between experimental B and C and positive control group in these respects(P>0．05)． 

Conclusion：0．1 g／L and 0．2 g／L AGEs can establish aging L929 in vitro model，which may be related to the changes of oxidative 

stress and associated protein expression of pl6 and CyclinD1 

【Key words]D—galactose；advanced glycation end pr_0ducts；aging；oxidative stress 

机体衰老以皮肤的衰老最为直观。皮肤衰老反 

映在细胞水平即为细胞衰老．皮肤成纤维细胞是真 

皮内主要的构成细胞。在皮肤老化的过程中扮演重 

要角色。当皮肤衰老时，成纤维细胞出现不可逆生 

长抑制、活力降低、细胞自身修复能力下降等改变_1_。 

目前国内外学者根据众多衰老学说发现多种 

衰老模型诱导剂，其中较为公认的诱导剂为D一半乳 

糖 ，其体外最佳诱导浓度为 10 g／L[~，能成功诱导 

成纤维细胞、神经元细胞、骨髓间充质干细胞及心 

肌细胞衰老[7-8]。D一半乳糖可与机体内大分子物质如 

蛋白质、核酸及脂质等发生一系列复杂氧化加成反 

应 。最终生成糖基化终末产物(advanced glycation 

end products，AGEs)。AGEs本身可能就是一种衰老 

诱导剂。研究发现AGEs参与氧化应激、炎症反应等 

病理变化，还参与慢性肾脏病、糖尿病肾病、动脉粥 

样硬化等疾病的方式及发展过程，证明AGEs与人 

体组织器官的衰老密切相关[1o-lll。而外源性AGEs能 

否具有与D一半乳糖一样诱导皮肤成纤维细胞衰老 

的作用，目前尚未见相关研究证实。本实验以小鼠 

皮肤成纤维细胞(NCTC clone 929，L929)为实验对 

象。探讨不同浓度AGEs对成纤维细胞的致衰老作用 

及相关分子机制，建立一种更接近人体衰老过程的 

体外细胞衰老模型，为皮肤衰老的研究提供基础。 

1 材料与方法 

1．1 试 剂 

D一半乳糖、D一甘油醛、苯甲磺酰氟均购于Sigma公司； 

PD—G25色谱透析柱购于GE Heahheare Life Sciences公司； 

Gemini胎牛血清、Gibco MEM培养基、日本同仁 CCK一8试剂 

盒 、超氧化物歧化 酶(superoxide dismutate，SOD)、丙二醛 

(malondialdehyde，MDA)和过氧化氢酶(catalase，CAT)商业 

试剂盒均购于南京建成生物工程研究所：3-半乳糖苷酶细胞 

化学染色试剂盒、DCFH—DA活性氧检测试剂盒和 BCA增强 

型蛋白分析试剂盒均购自碧云天生物科技有限公司；p16、 

CyclinD1、13-actin一抗均购于沈阳万类生物科技有限公司； 

鼠和兔二抗购 自CST公司；Vimentin一抗购自美国 Sigma公 

司；Alexa Flou 94标记山羊抗兔(H+L)购自中杉金桥公司。 

1．2 AGEs的制备与鉴定 

参照文献f 21制备 AGEs：50 mg／mL胎牛血清，100 mmol／L 

D一甘油醛，1 mmol／L苯甲磺酰氟在 37℃下 PBS(pH 7．4)中超 

声波促溶混匀，0．22 m滤器过滤，于无菌条件下放置在37℃ 

恒温孵育箱中避光反应7 d。以PD—G25脱盐柱去除色谱，条 

件如下 ：4℃缓慢上样，保持上样速度为 0．5 mL／min，上样范 

围为0．1—0．5 mL／次，使用PBS(pH 7．4，0．02 mol／L)洗脱，收集 

上清液，重复脱盐2次，确保充分去除未结合物质。 

参照文献[13】鉴定 AGEs：以同样方法处理胎牛血清作为 

对照组，采用荧光分光光度计鉴定，PBS(pH 7．4)调零，于激 

发波长360 nm，狭缝 3 nm，发射波长 430 nm，狭缝3 nm，测 

定荧光值并荧光光谱扫描。测得底物中AGEs含量为 89．0l 

U／mg，一20℃保存备用。根据国际酶活性单位换算：1 U=0．5 

ng，计算得到底物质量分数为4．45％，使用完全培养基稀释 

为本实验所用终浓度：0．05、0．1、0．2 g／L。 

1I3 实验方 法 

1．3．1 免疫荧光标记Vimentin鉴定 L929 小鼠皮肤成纤维 

细胞株(NCTC clone 929，L929)购于上海江林生物科技公司 

(货号为JL10293，由中国科学院上海生命科学研究院细胞资 

源中心引进)。用 PBS洗涤细胞 3 min×2次．多聚甲醛室温固 

定 30 min。PBS洗涤 10 min×3次 。0．5％Triton—X100 37℃ 

透膜30 min，PBS洗涤 10 min x 3次，正常山羊血清37℃封 

闭 1 h，Vimentin一抗(1：200)4℃孵育过夜 ，复温 1 h，PBS洗 
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涤 10 min x 3次，早抗兔 lgG(绿色荧 光，1：200)室 ，I孵 育 

1 h．PBS漂洗 10 rain x 3次 ，DAP1(雌色荧光)避 光染卡发 

10 nfin．PBS漂洗 l0 rain x 3次．50％tf油封片，荧光{I 微镜 

下采集』冬1片 对照讥使．L}J PBS作为 ·抗，处理方法同 

1．3_2 细胞培芥 j分组 L929使J+J禽存 10％胎牛血清 、1％ 

抗生素的 MEM培养液．置于 5％CO!，l 化孵育箱rfl 37 c【： 

培养，_尤m【清培养液 步 24 h后，随机分为 5组 ：空 埘．11f{ 

组(L929+完伞培养基)、实验 A(1929+0．05 L A( s)、实 

验组 B(1,929+0．I g／1 AGEs)、实验纰 C(L929+0．2 g／L A(；Es)、 

阳性时j!f{ (I,929+l0 g／I D一'I~2L精)．实验·t，所用药物均川 

完全培养臻作为稀释剂 、 

1．3．3 CCK一8愉测细胞活力 以 5x10 个／孑L接种 96孔 

饭，每 没5个复孔， 门X~~fl-qthl1入完全培养液，实验 分 

别加入／f ̈ 浓度 AGEs(0．05、0．1、0．2 g／l )，阳性对照纰JJJ1人 

1)一半乳精(10 g／1 ) 分圳培养 24、48、72 ll后取I叶I 96孔板． 

4L／m入 i00 1．(10％)CCK一8培养液，，：450 I1II1处测僻 

度值．以九细胞 CCK一8培养液作卒 r1比色，以(州药 一 t I 

组)／(对照 一- 组)计算细胞活力，使Jtj Grapl1patIl rism 5 

制 符 实验 弧复 3次 

1．3．4 艇 卡f1火 3-半乳糖千{：胁细胞染色 参照 B一半乳糖 

牌染色 刹 说明 少骤进行 、 通光 、 ： 微镜 卜呈 染 

耙老纠胞，符 随机选收 4个 f 镜视野汁数每 100个 胞 

【f1⋯染fill Jlf~数 各 实验 复 3次 

1．3．5 流』l=川胞 期 收集符 细胞 ，1)l{s(pH 7．4) 怂 

1×lOn个／ml ．Jt J颅冷的 70％乙孵 4 o【：闹定过夜，碘化f I吐 

37℃避光染色，流式细胞仪愉'=【l!IJ细胞 期，使州多 软仆 

进行分析 符 实验曩复 3次 

1．3．6 、、'esl 1 hlnt分析衰老卡l1火蚩 t l表达 十帧 48 IlJ一 

RIPA 液于}“捉符ft{-flil胞总 n．BCA试剂盒检测 I I浓 

度．符引【以 3() g勾 J 佯浓度， ■烷琏硫酸钠一聚丙烯眦胺 

凝胶电泳．然 转 PVDF膜 电转 ，窜温 封 2 h f,5滤 

纸吸 1 条 ；：，JJIl入 【JI6、Cyclin1)1和 p—ac：tin一抗(均 1：500) 

4℃卵孚 过仪，次 Il PBS(pH 7．4)洗膜 ．滤纸li发1 条带 ， 人 

兔二抗(I：10 000)／鼠 抗(1：19 000)37 孵育 1 h，洗怏．涑 

根过氧化物胁 的增强型化 发光液 色，凝胶成像仪果 

集 像 ．采川 hnagc I a1]以同的 l t／13一actin作半定 分析 

各组实验币= 3次 

1．3．7 I)Cb’̈一I1A愉测细胞内活性铽水甲 参照 DC⋯ 一I)A 

剂盒说【lJ JI5，收集符组细胞 ．他川流 细胞仪检测荧 参 

数 以洲定引【／ l l绀汁算符 川对半均荧光强度。各 验 

重复 3’欠 

1．3．8 抗瓴化 活性分析 收集符-fitf1]l}]l~，冰浴下超J i 做芥 

为细胞裂斛液，裂解液中的SO1)、MDA和1 CAI、含量测定均参 

照说明 }j步骤进" 各绀实验 复 3次 

1．4 统计学分析 

他川软件 SPSS I9．0．实验数 果JIJ均数 ±标准 (． ± 

)丧爪，多 IhJ处 采JtJ 素 袷分忻卡̈折 厅差分析． 

组问两 比较采川 I,SI)一，法，榆验水准 d=0．05． 

2 结 果 

2．1 免疫 荧光标记 Vimenlin鉴定结果 

Hj绿色荧)匕标 Viinerilin f f． 包荧光(DAP1) f 

细胞核 荧此 般镜 1 i见察到成纤维 胞的标忠物 Vililtmtin 

为 肚，iil{l 发1 929～成纤维细胞( 1 1 

Vf『11P⋯iII IJAPJ 

1)IIS DAP1 Merge 

图 1 L929中Vimentin的免疫荧光表达(200 x) 

Fig。1 Immunofluorescence expression of Vimentin in L929 

(200 x) 

2．2 CCK一8捡测细胞生长活力 

应川 CCK一8法榆i~iJfllr[胞活 ．符_fl[_fill胞十 24 tl lJ、J进入 

埘数生K ，之后符 ，卜K趋势J『：始 埘小H变化， I -f 

照绀继续怏速增 ， 验引1 ；日 VI：x,J !,q-ffl⋯现增殖抑制( 

2)经过析 没汁力‘ 分析比较 ， ¨ 圳处州埘CCK～8的 

效心订统汁 卷义(F=26．265，P=O．01)0)， l州ll,j-I'u]点处．hi 

c( K一8的效心仃统 、I 、 意义(，’-1 1．234．，J二0．000)，组圳和川、J 

川埘 CCK一8的影响存 交互作川(F=4．480，P=O．001，表 1)， 

【q此 48 h叫‘ 胞活 J卜降最明 ，细JJ乜数 卜降约 3l％ 、⋯ 

J}E{秆 断 A(；Es(0．1、0．2 g／[ )能够扪J 削l 929细胞增殖， 诱 

1．929衰老 h，l l一／l：：flqtlmtf"J为 48 il、 
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Fig．2 The viability of each group was detected by CCK一8 
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表 1 不同浓度 AGEs对 L929活力的影响 

Tab 1 Effect of IBFTF at various cOncentratiOns on the activity 

of L929 

注 ．{1， ·绀7j『_的24 I1比较．P<0．05；h： _jll 一H,jq'u J处 的宅白 

对照川比较．P<()．05； 引司 一时问处娜的实验 A比较．／ <()．05 

2 3 B一丰乳 糖苷酶 染色结 果 

I 1埘照 十1i比，实验组 A 13一、 乳糖f{：麟⋯ I"t-．flit胞 

数 无统 ：意义(P=O．063，冈 3)，实验 i B、( f1l rt-：埘旦f{ 

组的 t3一、I"-2L精 啉⋯染细胞数髓lJ14明{ll!_增多(均 P=O．000， 

4)： 『iII性×- f{ 相比，实验 R、c『；I1 Fkfllt胞数 尤统计 

’ 意义(P=U．735，P=O．865)；实验 比较， 爪实验组 B、C阳 

性细胞数jl{=IJ』J 离 J：实验组 A(P=0．008，， =0．003，P=O．004， 

表 2) 

实验 l 

A(0．05) 

、( l s． I1) 

l{( 

图3 AGEs对衰老 L929 13一半乳糖苷酶活性的影I]f~(400 X) 

Fig．3 Effect of Advanced glycation end products on activity of 

SA一13一gal staning in L929(400 X) 
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图4 B一半乳糖苷酶阳染细胞定量分析 

Fig．4 Quantitative analysis of activity of SA一13一gal 

表2 不同浓度 AGEs对细胞 13一半乳糖苷酶活性的影响 

Tab．2 Effect of IBFTF at various concentrations on the activity 

of SA-13一gal in cells 

注：a， I'I列照绀比较．P<O．05；I，： 实验组 ^比较．P<O．05 
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图5 AGEs对衰老 L929 G1期细胞数量的影响 

Fig 5 Effect of Advanced gtycation end products on the number 

of L929inG1 phase 
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表 3 各组 G1期细胞数量 

Tab．3 The number of L929 in G1 phase 

注：a，与空白对照组比较，P<0．05；b：与阳性对照组 比较 ，P<0．05 

c：与实验组 A比较 ，P<0．05 

2．5 Western blot检测 P16、CyclinD1蛋白表达 

与空白对照组相比．实验组 A p16和 CyclinD1表达均无 

统计学意义(P=0．131，P=0．635)，实验组 B、C与阳性对照组 

p16表达明显升高(P=0．001，P=0．000，P=O．000，图6A)，cy— 

clinD1表达明显降低(P=0．01，P=0．000，P=O．000)；与阳性对 

照组相比，实验组 B、C p16表达量无统计学意义(P-0．148， 

P=0．848)，实验组B CyclinDl表达量升高(P=0．002)，实验组 

C CyclinDl表达量无统计学意义(P=0．129，表 4)；实验组 比 

较显示B、C组p16表达量高于A组(尸=0．017，P=-0．002)，B、C 

组 CyclinDl表达量低于 A组(P=-0．024，P=0．000，图 6B)。 

酬 

跚 

p16 16 kD 

CyclinD1翩 嘲 譬 斓 36 kD 

13-acti ’ 黔 |__ 黼 __ 43 kD 

舶 对照组 旦
AG Es WL 

2 实验组( 
， ) ⋯ ⋯  

A．蛋白免疫印迹法检测p16和C~linDl蛋白表达水平 

p16 

固 空白对照组 

圈 实验组 A 

Ej 实验组 B 

D卫 实验组 c 

E 阳性对照组 

B．p16和C~linDl蛋白相对表达水平定量分析 

a：与空白对照组比较 ，P<O．05；b：与阳性对照组 比较，P<0．05； 

c：与实验组 A比较 ，P<O．05 

图6 AGEs对 pl6和 CyclinD1蛋白表达水平的影响 

Fig．6 The advanced glycation end products influenced the 

expression of p1 6 and CyclinD1 

2．6 AGEs对活性氧水平的影响 

实验组 A、B、c与阳性对照组活性氧水平明显高于空白 

对照组 ，差异有统计学意义 (P=0．006，P=0．000，P=0．000，P= 

0．000，图7)；与阳性对照组相比，实验组 A活性氧水平降低 

(P~--O．020)，实验组 B、C活性氧水平无明显改变(P_0．810，尸一 

0．582)；实验组比较显示 B、C组活性氧水平明显高于A组，差 

异有统计学意义( 0．03，P=0．008，表5)。 

表 4 AGEs对 pl6和 CyclinD1蛋白表达水平的影响 

Tab．4 The advanced glycation end products influenced the 

expression of pl 6 and CyclinD1 

注：a，与空白对照组比较 ，P<O．05；b：P<0．05，与阳性对照组 比较； 

c：与实验组 A比较 ，P<0．05 

空白对照组 A(0．05)B(0．1) c(o．2 

实验组(AGEs， L) 

阳性对照组 

(D一半乳糖) 

a：与空白对照组比较，P<0．05．b：与阳性对照组比较，P<0．05； 

c ：与实验组 A比较 ，P<0．05 

图7 AGEs诱导活性氧自由基的产生 

Fig．7 AGEs induced in the generation of reactive oxygen 

species 

表5 细胞内活性氧水平 

Tab．5 The R0S levelin cells 

注：a，与空白对照组相 比，P<0．05；b：与阳性对照组相比，P<0．05 

c：与实验组 A相比，P<0．05 

2．7 AGEs对 L929细胞中抗氧化酶活性的影响 

实验结果见表 6。 

5  O  5  0  5  0  

2  2  l  l  0  0  
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表 6 AGEs对细胞中 SOD、MDA及 CAT含量的影响 

Tab．6 Effect of Advanced glycation end productson the content of SOD，MDA and CAT in cells 

注：a，与空白对照组相比，P<0．05；b：与阳性对照组相比，P<0．05 与实验组 A相比，P<0．05 

与空白对照组比较 ，实验组 A细胞 SOD活性无 明显改 

变(e=-0．075)，实验组 B、C和阳性对照组细胞 SOD活性则明 

显降低(P=0．001，P=0．000，P=0．001)；与阳性对照组相比，实 

验组 B细胞 SOD活性无统计学意义(P=0．642)；实验组 C细 

胞 SOD活性明显低于阳性对照组(P=0．021)；实验组比较显 

示B、C组SOD活性明显低于A组(尸=0．040，P=0．000)。结果 

说明SOD活性随 AGEs浓度增高而降低。 

与空白对照组相比，实验组 A、B、C与阳性对照组 MDA 

含量明显增高(均 P=0．000)；与阳性对照组相比，实验组 A、B 

细胞 MDA含量降低(e=-0．000，P=-0．001)，实验组 C细胞 MDA 

含量无统计学意义(e=-0．169)；实验组比较显示 B、C组MDA 

含量高于A组(均P=0．000)。结果说明细胞中MDA含量随 

AGEs浓度增高而增高。 

与空白对照组相比，实验组 A、B、C与阳性对照组的CAT 

活性明显降低(均 P=0．000)；与阳性对照组相比，实验组 A 

细胞CAT活性增高(e=-0．000)，实验组 B、c细胞CAT活性无 

统计学意义(e=-o．804。P=0．075)；实验组比较显示 B、C组CAT 

活性低于A组(均 P=-0．000)。结果说明 CAT活性随 AGEs浓 

度增高而降低。 

3 讨 论 

AGEs是还原糖与蛋白质、脂质、核酸等非酶反 

应过程中形成的复杂化合物。近年来，AGEs与衰老 

过程之间的密切关系成为人们关注的焦点。有研究 

发现人皮肤组织内的AGEs随年龄呈进行性增加。 

AGEs可能是致皮肤衰老的重要诱因之一。皮肤真 

皮的成纤维细胞是皮肤组织的重要结构功能细胞． 

皮肤的衰老首先表现为细胞的衰老。有研究证明㈣ 

皮肤成纤维细胞增殖活力降低，生长抑制等均会导 

致皮肤真皮层中的弹力纤维、胶原纤维、网状纤维 

以及细胞外基质分泌减少，从而导致皮肤皱纹加深 

加长、色素沉着等衰老表现。因此延缓皮肤成纤维 

细胞的衰老是目前各个科研领域，美容界和化妆品 

公司等的研究热点。鉴于AGEs本身是皮肤衰老的 

重要诱因．且已有研究证实成纤维细胞可表达AGEs 

的受体RAGEt~。因此，建立体外AGEs诱导的成纤 

维细胞衰老模型并探究其机制，具有重要临床意义。 

研究证实当衰老细胞处于 pH 6．0的环境时，胞 

内B一半乳糖苷酶活性上升且呈高表达，因此与衰老 

相关的B一半乳糖苷酶可作为细胞衰老的分子生物 

检测标记『l61。本研究以公认的衰老诱导剂 D一半乳糖 

作为阳性对照_2_5l。为证实AGEs具有与D一半乳糖一 

样具有诱导皮肤成纤维细胞衰老的作用，我们观察 

了AGEs对成纤维细胞生长、细胞周期以及与衰老 

相关蛋白、酶的变化。结果显示：浓度为 0．1 g／L和 

0．2 g／L的AGEs刺激 L929细胞，B一半乳糖苷酶染 

色阳性细胞数量明显多于空白对照组，而与 D一半乳 

糖阳性对照组无明显差异。另一方面，通常衰老细 

胞周期阻滞在G1期。本研究结果也显示：0．1 g／L和 

0．2 g／L的AGEs均能导致处于 G1期的细胞数量明 

显多于空白对照组 ，而无异于阳性对照组．由此表 

明AGEs能诱导细胞停滞于G1期，细胞更新速度减 

缓，大多数细胞被阻滞于G0／G1期。不进行 DNA复 

制与有丝分裂，从而诱发衰老现 拥。进一步观察发 

现，0．1 g／L和0．2 g／L的AGEs刺激细胞后。与细胞周 

期调控相关蛋白pl6表达增高，而周期蛋白Cye]inD1 

表达下降，p16t ]的主要作用是通过抑制 Cyc]inD— 

CDK4／6一RB磷酸化负相调控细胞周期．使细胞生长 

被阻滞于 G1期；相反，细胞周期蛋白Cyc]inD1是 

G1／S期重要的正向调控因子，促进细胞周期进展 ， 

促使细胞增殖。p16表达水平上调可抑制Cyc]inDl 

的活性，使其表达下降，从而使细胞被阻滞于G1期 

而无法进入 S期，导致细胞周期停滞。这在 CCK一8 

的检测结果中也得以应证 ，0．2 g／L AGEs作用细胞 

48 h后，细胞增殖受抑．证明AGEs能抑制成纤维细 

胞增殖，且呈浓度依赖性。但如果AGEs浓度过大， 

如0-3 g／L的AGEs可能导致成纤维细胞凋亡【埘。最 

终 ．本研究结果表明：AGEs能成功诱导 L929细胞 
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衰老模型，浓度为0．1 g／L和O．2 g／L AGEs即可达D一 

半乳糖诱导细胞衰老的效果。 

． 大量活性氧的产生或累积是导致细胞／组织衰 

老的主要诱因。AGEs诱导成纤维细胞衰老可能主 

要是通过与细胞表面的AGEs受体(RAGE)结合后 

产生大量的活性氧，引发细胞内的氧化应激。细胞 

抗氧化能力下降。表现为细胞内SOD、CAT等抗氧 

化酶活力降低。对活性氧和过氧化氢的清除能力减 

弱。SOD是机体主要抗氧化酶，其活性水平可间接 

反映机体对活性氧自由基的清除能力，与机体衰老 

程度密切相关[20l。CAT主要作用为清除机体内过多 

的过氧化氢．起到维持细胞与机体内生物大分子物 

质(如蛋白质、核酸，脂质)的正常结构的功能，也是 

抗衰老研究中的主力军[21]。活性氧自由基能攻击生 

物膜中的多不饱和脂肪酸．引起脂质过氧化作用，并 

形成脂质过氧化物(如 MDA)以及新的活性氧 自由 

基等，脂质过氧化作用可放大活性氧的作用，进一 

步加重机体氧化应激反应，形成恶性循环。故MDA 

的含量可反映机体内脂质过氧化的程度。本实验 

中，活性氧与抗氧化酶活性检测结果提示，与空白 

对照组相比，AGEs作用48 h后，细胞内抗氧化酶 

SOD、CAT活力明显降低。而活性氧水平及 MDA含 

量明显增高。说明AGEs可能通过刺激细胞内活性氧 

水平增加。致使细胞发生氧化应激，从而促使衰老。 

因此本研究组认为．促使细胞内发生氧化应激反 

应是 AGEs诱导细胞衰老的可能机制。 

综上所述，本实验通过AGEs诱导L929发生生 

长增殖抑制、细胞周期停滞、老化相关蛋白p16表 

达上调、细胞周期蛋白CyclinD1表达下调以及细胞 

内的氧化应激状态等生物学特性变化，说明AGEs可 

作为新的细胞衰老模型诱导剂，0．1 g／L和 0．2 g／L 

均可作为体外诱导L929衰老的作用浓度。实验进 
一 步证实AGEs促使细胞衰老的可能机制是细胞内 

发生氧化应激反应所致。为临床上防治衰老的药物 

研究提供可靠的研究方向和实验依据。 
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