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不同年龄小鼠骨来源间充质干细胞衰老相关特性与成骨分化能力的比较研究
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　　［摘要］　目的　探索不同年龄组小鼠骨来源的间充质干细胞（ｂｏｎｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）衰老相关的生物学特性及骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）诱导成
骨分化能力的改变。方法　将８只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为青年组（４周龄，体质量约为１０～１５ｇ，ｎ＝４）和
老年组（１２月龄，体质量约为２０ｇ～２５ｇ，ｎ＝４），每组雌雄各半。分别从２组小鼠的整骨中提取间充质
干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），通过流式细胞术鉴定２组ＢＭＳＣｓ的表面标志物，通过β半乳糖
苷酶染色比较２组ＢＭＳＣｓ的衰老程度，通过ＭＴＴ和ＥｄＵ掺入实验比较２组ＢＭＳＣｓ的增殖及自我更新
能力。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析２组 ＢＭＳＣｓ中周期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１的表达情况。采用 ＡＬＰ染色和茜
素红Ｓ染色及ＲＴｑＰＣＲ评估２组ＢＭＳＣｓ的体外成骨分化能力，使用 ＲＮＡｓｅｑ分析比较２组 ＢＭＳＣｓ经
ＢＭＰ２诱导后的差异基因表达，并用流式分析验证测序结果。结果　流式细胞术分析结果显示，分离培
养的小鼠ＢＭＳＣｓ符合间充质干细胞判定标准。β半乳糖苷酶染色结果显示，老年组 ＢＭＳＣｓ的衰老水
平显著高于青年组（Ｐ＜０．０５）。而ＭＴＴ和ＥｄＵ掺入实验结果表明，老年组ＢＭＳＣｓ的细胞活力和增殖能
力显著低于青年组（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与青年组比较，老年组 ＢＭＳＣｓ的细胞周期蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达水平较低，而细胞周期阻抑因子Ｐ２１蛋白表达水平显著增高（Ｐ＜０．０５）。ＡＬＰ染色和茜素
红Ｓ染色及ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＢＭＰ２诱导后青年组ＢＭＳＣｓ的成骨分化能力显著高于老年组（Ｐ＜
０．０５）。ＲＮＡｓｅｑ结果显示，ＢＭＰ２诱导后，整合素αＶ重组蛋白（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ５１，ＣＤ５１）在青
年组和老年组中的表达趋势相反。而流式细胞术分析结果显示，青年组 ＣＤ５１＋细胞在 ＣＤ４５－细胞中占
比明显高于老年组（Ｐ＜０．０１）。结论　老年组 ＢＭＳＣｓ中 ＣＤ５１＋细胞在 ＣＤ４５－细胞中占比下降与 ＣＤ５１＋

细胞对ＢＭＰ２的成骨诱导响应性下降密切相关。
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　　随着我国人口老龄化的加剧，骨质疏松症的患病
率持续上升，根据全国骨质疏松症流行病学调查数据

显示，６５岁以上的人群中，骨质疏松症的患病率为
３２．０％，且大部分在骨折就诊时发现［１］。老年性骨质

疏松可引发骨痛、驼背（脊椎压缩性变形）、脆性骨折

等症状，是影响老年人身心健康的一种退行性病变。

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是一
类起源于中胚层的成体干细胞，广泛存在于骨、骨髓和内

外骨膜中，作为成骨细胞的前体，其维持自我更新和多向

分化的能力在骨形成的动态平衡中具有重要意义［２］。

其中，骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＳＣｓ）是研究中最常见的类型。然而，
近年来，有研究发现，与 ＢＭＭＳＣｓ比较，定植于整骨
（包括松质骨、骨骺及骨膜）中的ＭＳＣｓ在骨骼形成、维
持和修复中扮演着更为重要的角色［３］。与ＢＭＭＳＣｓ比
较，骨来源的间充质干细胞（ｂｏｎｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）集落形成更加迅速且形态稳定，造
血系和内皮系来源的细胞污染也较少［４］。近年来，随

着流式细胞分选和谱系示踪技术的广泛应用，关于骨

组织发育和再生修复的研究愈发聚焦于定植在松质

骨、骨膜以及骨骺生长板等组织中的骨祖细胞，并提出

了骨骼干细胞（ｓｋｅｌｅｔａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＳＳＣｓ）及其定向分化
产生后续祖细胞至成骨细胞的概念［５］。

　　骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，
ＢＭＰ２）通过促进ＭＳＣｓ的增殖、趋化性和多向分化，诱
导成骨细胞成熟、基质矿化，在骨发育、骨再生和修复

中起关键作用［６］。大量临床前动物实验研究发现，将

ＢＭＰ２以重组蛋白、病毒或ＭＳＣｓ细胞荷载的不同方式
治疗骨折，可显著促进骨折缺损处的骨痂形成和骨折

愈合过程［７］。而比较老年性骨质疏松患者和正常对

照组来源的 ＭＳＣｓ对 ＢＭＰ２信号通路的响应性，骨质
疏松患者的ＭＳＣｓ对外源性 ＢＭＰ２的成骨诱导的反应
性明显减弱［８］。

　　尽管ＢＭＳＣｓ在骨骼形成、维持及修复过程中的重
要性得到了广泛认可，但关于这些细胞如何随年龄增

长而发生改变的深入理解仍相对有限。因此，深入研

究ＢＭＳＣｓ与年龄因素之间的关系，对于理解骨骼老化
的机制以及开发有效的治疗策略具有重要意义。本研
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究以 ＢＭＰ２作为成骨诱导因子，通过对比不同年龄组
ＢＭＳＣｓ在衰老相关生物学特性上的改变，来揭示年龄
对ＢＭＳＣｓ功能的影响，为骨骼相关疾病的预防和治疗
提供了新的视角和潜在策略。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　本研究所用的４周龄（体质量为１０～１５ｇ，ｎ＝４）、
１２月龄（体质量为２０～２５ｇ，ｎ＝４）ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠均购自重庆医科大学实验动物中心，雌雄各半。本

研究中动物操作均经过重庆医科大学附属儿童医院伦

理委员会批准（ＣＨＣＭＵＩＡＣＵＣ２０２００４２４０１２）。
１．２　实验试剂
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养基、ＴｒｙｐｌｅＴＭ Ｅｘｐｒｅｓｓ酶以及
胎牛血清（ＦＢＳ）均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＤＨａｎｋｓ缓冲
液、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓＲＮＡ提取试剂、ＲＴｑＰＣＲ和逆转录试
剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；流式细胞术检测所用抗
体均购自美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司；衰老相关 β半乳糖苷
酶染色试剂盒、ＭＴＴ试剂盒茜素红 Ｓ染色试剂盒、
ＥｄＵ４８８细胞增殖检测试剂盒、蛋白裂解液 ＲＩＰＡ、
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、青链霉素均购自上海碧云
天试剂公司；胶原酶Ⅱ购自上海科雅生物科技有限公
司；ＡＬＰ活性染色试剂盒、β甘油磷酸钠、抗坏血酸购
自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体自杭州华安生物有
限公司；Ｐ２１抗体购自武汉爱博泰克生物有限公司。
１．３　方法
１．３．１　实验设计及分组　　本研究将健康的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠分为２组：青年组（４周龄）和老年组（１２月龄），
每组４只，每组雌雄各半。进一步将这 ２组小鼠的
ＢＭＳＣｓ分别感染ＡｄＢＭＰ２和ＡｄＧＦＰ（作为对照），得
到４个实验组：青年＋ＢＭＰ２组、青年＋ＧＦＰ组、老年＋
ＢＭＰ２组、老年＋ＧＦＰ组。通过体外实验，比较各组体
外成骨能力，以揭示在 ＢＭＰ２诱导下年龄因素对
ＢＭＳＣｓ体外成骨能力的影响。
１．３．２　ＢＭＳＣｓ的分离培养　　将二氧化碳窒息法处
死后的小鼠浸泡在 ７５％酒精中 ２ｍｉｎ，分离出完整的
股骨、胫骨、肱骨，并用无菌纱布清理干净附着的肌肉

和结缔组织，浸没在含有 １２．５％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
完全培养基中，如图１所示。使用无菌剪刀剪开骨髓
腔末端，用１ｍＬ注射器抽取完全培养基，并冲洗骨髓
腔多次，将冲洗好的骨头剪成１～２ｍｍ２的骨碎并置于
１ｍＬ含有 ０．１％ Ⅱ型胶原酶的完全培养基中重悬，
５％ＣＯ２、３７℃ 孵育 ３０ｍｉｎ后，加入新鲜的完全培养
基，并接种到培养皿中培养，首次换液在 ４ｈ后进行，
１２ｈ后再次进行换液。其间用 ＤＨａｎｋ’ｓ缓冲液反复
冲洗骨碎３次，镜下观察是否残留漂浮的杂细胞，待

６～１０ｄ后，骨碎周围形成明显的细胞集落，用ＴｒｙｐｌｅＴＭ

Ｅｘｐｒｅｓｓ酶消化中和后重新接种，每 ２～４天进行后续
正常培养传代。

骨髓冲刷前 骨髓冲刷后

青
年
组

老
年
组

图１　青／老年组小鼠四肢骨骨髓冲洗前后的观察结果

１．３．３　流式细胞术检测 ＣＤ４５－ＢＭＳＣｓ表面特异性标
志物　　取 ２组 ＢＭＳＣｓ第 ３代细胞进行 ＴｒｙｐｌｅＴＭ

Ｅｘｐｒｅｓｓ酶消化中和，将单细胞悬液加入适量的 ＦＩＴＣ
偶联的ＣＤ４５抗体共染，室温避光孵育３０ｍｉｎ，然后用
ＤＨａｎｋ’ｓ缓冲液清洗细胞，４００×ｇ离心５ｍｉｎ，并用流
式分选仪对细胞进行分选，筛选出 ＣＤ４５－的 ＢＭＳＣｓ群
体，将细胞按照５×１０５个／孔接种于６孔板中，后续正
常培养传代。

　　取分选后培养的 ＣＤ４５－的 ＢＭＳＣｓ第 ３代细胞，
ＴｒｙｐｌｅＴＭＥｘｐｒｅｓｓ酶消化中和后，将所得的单细胞悬液
分别与适量 ＦＩＴＣ偶联的 ａｎｔｉＳｃａ１、ＣＤ２９、ＣＤ４４、
ＣＤ３１、ＣＤ１１ｂ抗体在室温避光条件下孵育 ３０ｍｉｎ，清
洗细胞，４００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，后上机做流式分析，使用
Ｆｌｏｗｊ软件分析数据。
１．３．４　β半乳糖苷酶染色检测ＢＭＳＣｓ衰老情况　　
取２组ＢＭＳＣｓ第３代细胞以５×１０５个／孔接种于６孔
板中，当细胞达到６０％融合时，将 β半乳糖苷酶底物
加入染色缓冲液中，按照说明书指定的比例配制染色

液进行染色。

１．３．５　ＢＭＳＣｓ增殖及自我更新能力检测
１．３．５．１　ＭＴＴ法比较２组ＢＭＳＣｓ的细胞活力　　取
２组ＢＭＳＣｓ第３代细胞以５×１０３个／孔接种于９６孔板
中，每组设置为６个复孔，待细胞贴壁后，分别于１、２、
３、４、５、６、７ｄ分别加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃孵
育４ｈ后终止培养，吸弃孔内培养液，每孔加入１５０μＬ
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ＤＭＳＯ，并充分振摇１０ｍｉｎ，用多功能酶联免疫检测仪
测量每孔的光密度值［Ｄ（４９０）］，绘制生长曲线。
１．３．５．２　ＥｄＵ掺入法比较２组ＢＭＳＣｓ的增殖能力　
　取２组ＢＭＳＣｓ第３代细胞以１×１０５个／孔的密度接
种于２４孔板中，每组设置３个复孔，细胞贴壁后添加
ＥｄＵ（１０μｍｏｌ／Ｌ），继续培养 ２４ｈ，根据说明书配制
ＣｌｉｃｋＡｄｄｉｔｉｖｅ染液对细胞进行染色，并在荧光显微镜
下随机计数１０个视野，比较２组ＢＭＳＣｓ的ＥｄＵ掺入率
（掺入率＝ＥｄＵ阳性细胞数／光镜下总细胞数×１００％）。
１．３．５．３　比较 ２组 ＢＭＳＣｓ克隆形成　　取 ２组
ＢＭＳＣｓ第３代细胞以１×１０３个／孔的密度接种于６孔
板中，每组设置３个复孔，每２天更换培养液１次，培
养１４ｄ后，对细胞进行结晶紫染色并镜下观察，以含
细胞数目＞５０的集落记为１个克隆，计数各实验组克
隆形成的数目。

１．３．５．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ２组 ＢＭＳＣｓ中 ＣｙｃｌｉｎＤ１
和Ｐ２１的表达水平　　取２组ＢＭＳＣｓ第３代细胞，以
５×１０５个／孔的密度接种于６孔板中，每组设置３个复
孔，待细胞生长至９０％时，用裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，取等量样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分
离后电转到 ＰＶＤＦ膜，将 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 Ｐ２１抗体均按
１∶１０００对条带进行孵育，以 βａｃｔｉｎ作为内参，用
ＩｍａｇｅＬａｂ软件进行条带灰度值分析。
１．３．６　ＢＭＳＣｓ成骨分化能力检测
１．３．６．１　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色比较 ＢＭＰ２诱导后
ＢＭＳＣｓ成骨早期指标　　取２组 ＢＭＳＣｓ第３代细胞
以２０％～３０％的密度均匀铺板至２４孔板中，２组均进
行ＡｄＢＭＰ２和 ＡｄＧＦＰ的感染，感染后第 ３、５、７天，
按照ＡＬＰ活性染色试剂盒说明书配制并混匀 ＡＬＰ活
性染色工作液，置于室温待用。吸弃培养基，加入上述

染液，室温避光孵育３０～６０ｍｉｎ，光镜下观察，出现变色
即终止反应并拍照。

１．３．６．２　茜素红Ｓ染色比较ＢＭＰ２诱导后 ＢＭＳＣｓ矿
化结节的形成　　取 ２组 ＢＭＳＣｓ第 ３代细胞以
２０％～３０％的密度接种于 ２４孔板中，２组均进行
ＡｄＢＭＰ２和ＡｄＧＦＰ的感染，同时培养基中加入终浓
度为５０ｇ／ｍＬ的抗坏血酸和 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的 β磷酸甘
油，每３天更换１次成骨诱导液，培养至第２１天后用
４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，用ｐＨ值为４．５的ＤＨａｎｋ’ｓ
缓冲液清洗 ３次，进行 ２％茜素红 Ｓ染色，１ｈ后用
ｄｄＨ２Ｏ清洗并在镜下观察并拍照。
１．３．６．３　ＲＴｑＰＣＲ检测ＢＭＰ２诱导后ＢＭＳＣｓ下游成
骨相关功能基因的表达　　取２组 ＢＭＳＣｓ第３代细
胞，以５×１０５个／孔的密度接种于６孔板，贴壁过夜后，
２组均进行ＡｄＢＭＰ２和ＡｄＧＦＰ的感染，３ｄ后每孔加

入５００μＬ的ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取细胞的总ＲＮＡ，后反转
录为 ｃＤＮＡ，用 ＲＴｑＰＣＲ检测成骨相关基因 ＡＬＰ、
ＲｕｎＸ２、Ｏｓｘ在 ２组细胞中的表达差异，选择小鼠
ＧＡＰＤＨ基因为内参，引物序列如表１所示，目的基因
的相对表达倍数用２－△△Ｃｔ公式计算。

表１　成骨相关功能基因的引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

Ｇａｐｄｈ
正向：ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴ
反向：ＡＣＴＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＴＴＴＧＣＣ

２０
２０

Ｒｕｎｘ２
正向：ＣＣＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧＧＡＴ
反向：ＧＧＧＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧＣＴＴＣ

１８
１８

Ｏｓｘ
正向：ＧＧＧＡＧＣＡＧＡＧＴＧＣＣＡＡＧＡ
反向：ＧＧＧＡＧＣＡＧＡＧＴＧＣＣＡＡＧＡ

１８
１８

Ａｌｐ
正向：ＧＡＣＴＡＣＣＡＣＴＣＧＧＧＴＧＡＡ
反向：ＧＣＴＧＡＴＡＴＧＣＧＡＴＧＴＣＣＴＴＧ

１８
２０

１．３．７　ＲＮＡｓｅｑ检测２组 ＢＭＳＣｓ差异基因表达　　
用ＲＮＡｉｓｏ提取２组细胞样品总 ＲＮＡ，分别进行反转
录合成ｃＤＮＡ。用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对构建好的
文库进行质检，应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台的双端测序模
式其进行高通量测序，根据测序数据，应用注释、可视

化和 综 合 发 现 数 据 库 （ＤａｔａｂａｓｅｆｏｒＡｎｎｏｔａｔｉｏｎ，
ＶｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＤｉｓｃｏｖｅｒｙ，ＤＡＶＩＤ）。对获
得的重叠基因进行功能富集化分析包括基因的表达水

平和差异分析。筛选出基因的表达变化倍数＞２．０的
基因，通过韦恩分析 ２组 ＢＭＳＣｓ经 ＢＭＰ２诱导后与
ＧＦＰ对照组间的差异表达基因。
１．３．８　流式细胞术分析２组 ｍＳＳＣｓ标记物的表达　
　为进一步验证实验结果，使用流式细胞术检测２组
细胞ｍＳＳＣｓ相关标记物 ＣＤ５１的表达情况，将第 ３代
ＢＭＳＣｓ的单细胞悬液与适量 ＦＩＴＣａｎｔｉＣＤ４５、ＰＥａｎｔｉ
ＣＤ５１抗体共染后做流式分析，后续操作同方法１．３．３。
１．４　统计学分析
　　所有数据使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进行统计
分析和处理。计量资料的描述以 珋ｘ±ｓ的形式表示。对
于多个样本均值的比较，采用单因素方差分析进行分

析。对于 ２组正态分布的定量资料间比较采用
Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验 。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ形态学观察
　　初次培养４８ｈ后，少量细胞开始陆续从骨碎中迁
移出来，７２ｈ后形成了少量细胞集落。青年组通常在
Ｐ０代培养６～７ｄ后，细胞融合达到７０％～８０％。而老
年组达到相同的融合程度需要 １０～１１ｄ。此外，骨碎
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周围爬出的成纤维状细胞在形态上呈现出长梭形或纺

锤形，达到对数生长期后会呈旋涡状生长。

２．２　流式细胞术检测ＣＤ４５－ＢＭＳＣｓ表面ＣＤ分子表达
　　经过流式分选，筛选出 ＣＤ４５－ＢＭＳＣｓ细胞群体。
经过３ｄ的培养后，这些细胞显示出形态稳定均一的
特征且无杂细胞污染，见图２Ａ。
　　流式分析代表性结果显示，ＣＤ４５－ＢＭＳＣｓ表面干
细胞标志物 Ｓｃａ１和间充质标记物 ＣＤ４４、ＣＤ２９均呈
阳性，而造血系标记物ＣＤ１１ｂ和内皮细胞标记物ＣＤ３１
均呈阴性，符合间充质干细胞的表型特征，见图２Ｂ。
２．３　２组ＢＭＳＣｓ衰老水平比较
　　细胞发生衰老后，在 ｐＨ值为６．０时会表达高酶
活性的β半乳糖苷酶，以ＸＧａｌ为底物，催化生成蓝色
沉淀物，通过镜下观察细胞蓝染程度来判断细胞衰老

水平。结果显示，青年组仅有少量细胞呈现轻度蓝染，

而老年组 ＢＭＳＣｓ细胞则广泛出现较深的蓝染（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）。老年组ＢＭＳＣｓ的衰老水平显著高于青

年组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　２组ＢＭＳＣｓ自我更新能力比较
２．４．１　２组ＢＭＳＣｓ生长曲线　　通过连续监测２组
细胞７ｄ的光密度值并绘制生长曲线，结果显示，第３天
时，２组细胞均进入了对数生长期。而老年组在第５天
就达到了平台期，出现细胞生长停滞，整体生长曲线明

显低于青年组。说明老年组 ＢＭＳＣｓ的细胞活力较青
年组低（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。
２．４．２　２组ＢＭＳＣｓＥｄＵ掺入情况　　２组 ＢＭＳＣｓ固
定染色后，镜下观察结果所示，青年组呈现强烈的绿色

荧光信号，而老年组中绿色荧光信号较弱（Ｐ＜０．０１，图
３Ｃ）。青年组 ＥｄＵ掺入率为（８７．６７±６．８）％，老年组
ＥｄＵ掺入率为（４７．３３±７．５）％。
２．４．３　２组ＢＭＳＣｓ克隆形成情况　　连续观察细胞
接种后生长情况，１４ｄ后，２组均可见克隆形成单位，
但老年组 ＢＭＳＣｓ形成的克隆数量明显少于青年组
（Ｐ＜０．０１，图３Ｄ）。
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图２　小鼠ＢＭＳＣｓ的分离培养及鉴定
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与青年组比较
Ａ：２组ＢＭＳＣｓβ半乳糖苷酶染色及活性定量分析；Ｂ：２组ＢＭＳＣｓＭＴＴ生长曲线；Ｃ：２组ＢＭＳＣｓＥｄＵ染色及ＥｄＵ
掺入率定量；Ｄ：２组ＢＭＳＣｓ克隆形成实验及定量分析；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析２组ＢＭＳＣｓ中ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１的表达

图３　青年组和老年组ＢＭＳＣｓ的衰老相关特性比较

２．４．４　细胞周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１在２组ＢＭＳＣｓ中
的表达情况　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，青年组
ＢＭＳＣｓ中ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达较老年组高，而老年组中
Ｐ２１的表达则较青年组高（Ｐ＜０．０５，图３Ｅ）。
２．５　２组ＢＭＳＣｓ成骨能力比较结果
２．５．１　早期成骨指标ＡＬＰ染色　　ＡＬＰ染色的深浅

可评估ＡＬＰ的活性水平，镜下观察２组均有阳性蓝染
细胞，但青年组在 ＢＭＰ２诱导后３、５、７ｄ的 ＡＬＰ活性
染色明显高于 ＧＦＰ对照组。而老年组在 ＢＭＰ２诱导
后，与 ＧＦＰ对照组比较，ＡＬＰ活性染色差异不明显
（图４Ａ）。
２．５．２　晚期成骨茜素红 Ｓ染色　　茜素红 Ｓ染色的
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深浅程度可以反映结节的矿化程度，经过体外成骨诱

导培养２１ｄ后，青年组 ＢＭＳＣｓ镜下可见大面积的红
褐色矿化结节染色（图 ４Ｂ），且 ＢＭＰ２诱导后青年组
ＢＭＳＣｓ的染色较ＧＦＰ组明显较深（Ｐ＜０．０５），而ＢＭＰ２
诱导后老年组 ＢＭＳＣｓ的染色较 ＧＦＰ组差异不明显
（图４Ｃ）。

２．５．３　ＢＭＰ２诱导后２组 ＢＭＳＣｓ的成骨相关基因表
达水平　　为进一步比较２组 ＢＭＳＣｓ体外成骨能力，
采用ＲＴｑＰＣＲ检测成骨特异性调控因子Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ、
Ｏｓｘ的表达，结果显示，在 ３、５、７ｄ，２组细胞经 ＢＭＰ２
处理后，Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｘ、ＡＬＰ的表达水平均有上调，但老年
组较青年组上调幅度明显下降（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与青年组ＢＭＰ２组比较
Ａ：青年组与老年组ＢＭＳＣｓ感染ＢＭＰ２及ＧＦＰ后的ＡＬＰ染色观察；Ｂ：青年组与老年组ＢＭＳＣｓ感染ＢＭＰ２及ＧＦＰ后
茜素红Ｓ染色观察；Ｃ：茜素红Ｓ染色活性定量分析；Ｄ：青年组与老年组ＢＭＳＣｓ感染ＢＭＰ２及ＧＦＰ后下游成骨基因
表达水平

图４　ＢＭＰ２诱导后青／老年组ＢＭＳＣｓ的成骨分化能力比较
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２．６　ＲＮＡｓｅｑ分析 ＢＭＰ２诱导后２组 ＢＭＳＣｓ差异基
因的表达

　　青年组和老年组 ＢＭＳＣｓ进行 ＡｄＢＭＰ２和 Ａｄ
ＧＦＰ的感染处理后，对比２组 ｍＲＮＡ测序数据库筛选
差异基因，结果显示，青年＋ＢＭＰ２组与青年＋ＧＦＰ组比
较，筛选出了４５５个差异表达基因。老年＋ＢＭＰ２组与
老年＋ＧＦＰ组比较，筛选出了３４９个差异表达基因。为

进一步探索差异基因的功能，使用ＤＡＶＩＤ数据库对差
异基因进行ＧＯ富集，在青年组中，ＢＭＰ２诱导后的差
异基因主要涉及细胞对低氧环境的响应机制及细胞外

基质的组织调控，并在正向调控细胞迁移、细胞黏附和

转录过程中发挥重要作用。而在老年组中，ＢＭＰ２诱
导后的差异基因主要涉及细胞的炎症反应，以及正

向调控蛋白质磷酸化和细胞因子的产生，见图５Ａ、Ｂ。
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图５　ＲＮＡｓｅｑ分析ＢＭＰ２诱导后青／老年组ＢＭＳＣｓ的差异基因
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对比２组细胞各自的差异基因进行了韦恩分析，进一
步筛选２组细胞经ＢＭＰ２诱导后调控不同步的差异基
因，包括 Ｉｔｇａｖ、Ａｎｋｒｄ１、Ａｔｒ、Ｃａｌｃｒｌ、Ｃｘｃｌ５、Ｐｒｒｇ１、Ｚｂｔｂ２６
（图５Ｃ）。Ｉｔｇａｖ又称为整合素αＶ重组织蛋白（ｃｌｕｓｔｅｒ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ５１，ＣＤ５１），该细胞表面标记分子与成
骨发育密切相关，研究结果发现，该基因表达水平在青

年＋ＢＭＰ２组中较青年＋ＧＦＰ组下调了０．４１倍，在老年
＋ＢＭＰ２组中较老年＋ＧＦＰ组相比上调了２．１５倍。
２．７　流式细胞术检测 ＣＤ４５－ＢＭＳＣｓ中 ｍＳＳＣｓ特异标

记物的表达

　　进一步通过流式细胞术分析２组ＣＤ４５－ＢＭＳＣｓ中
ＣＤ５１的占比，在青年组中，ＣＤ５１＋细胞亚群在 ＣＤ４５－

细胞中占比为（９７．６±０．４０）％；而老年组中 ＣＤ５１＋细
胞亚群在 ＣＤ４５－细胞中占比为（８６．５±２．１５）％，表明
青年组ＣＤ５１＋细胞亚群在ＣＤ４５－细胞中占比明显高于
老年组（Ｐ＜０．０１，图６）。

３　讨论

３．１　老年性骨质疏松的研究现状
　　第７次全国人口普查显示，我国６０岁及以上老年
人口超过２．６亿。随着老龄化加剧，老年性骨质疏松
问题日益严重［９］。朱洁云等［１０］研究表明，预计到

２０３５年，我国将面临近 ５００万例骨质疏松性骨折，而
干细胞工程展现出了在老年骨质疏松诊疗方面的广阔

的应用前景［１１］。作为最适合移植治疗的干细胞类型，

ＭＳＣｓ不受免疫排斥、易于分离和扩增，并且具备自我
更新和多向分化的潜能，能够有效促进骨形成、提高骨

密度，并通过分泌生长因子和细胞因子来修复受损组

织，成为治疗骨质疏松症等疾病的理想选择［１２－１３］。

３．２　ＢＭＳＣｓ衰老的影响：细胞特性变化与功能下降
　　随年龄增长而出现的自然衰老和由疾病损伤等原
因造成的复制性与应激性衰老导致ＭＳＣｓ的形态学、染
色质结构、迁移归巢、再生分化、代谢平衡和旁分泌等细

胞特性发生显著改变，这些变化导致ＭＳＣｓ的分化能力
和自我更新能力大幅下降，进而影响其整体功能和活

力［１４－１５］。有研究表明，长期体外培养的人脐带间充质

干细胞和人体造血干细胞均表现出增殖能力减弱和衰

老特征，增加了老年人患肿瘤等疾病的风险［１６－１７］。同

样，老年小鼠的肌源性干细胞也表现出增殖再生功能减

弱［１８］。本研究也发现，青年组的ＢＭＳＣｓ在自我更新和
体外成骨分化能力方面均优于老年组，因此，衰老ＢＭＳＣｓ
功能失调机制的清晰阐明在解决老年性骨退行性病变

的预防保健和治疗康复等问题方面凸现出重要价值。
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图６　流式细胞术分析青／老年组细胞中ｍＳＳＣｓ表面分子标记
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３．３　ＣＤ５１与ＳＳＣｓ：成骨过程中的关键角色及其随年
龄变化的影响

　　２０１５年，ＣＨＡＮ等［１９］从新生鼠的四肢骨中成功分

离出一类特定的细胞群体———ＳＳＣｓ（ＣＤ５１＋ＣＤ４５－

Ｔｅｒ１１９－Ｔｉｅ２－），这类细胞与多向分化潜能的 ＭＳＣｓ不
同，具有分化为软骨细胞、成骨细胞和基质细胞的能

力，但缺乏分化成脂肪细胞的能力。其中，ＣＤ５１是一
种在成骨细胞谱系中广泛表达的纤连蛋白受体膜蛋

白，尤其在生长板克隆形成区呈现高度富集［２０］。随后

的研究揭示了ＣＤ５１在成骨过程中的重要性。在成骨
不全症小鼠模型中，经过体外培养并移植的骨髓间充

质干细胞在长达 ３个月的成骨干预治疗后，表达了
Ｓｃａ－１＋ＣＤ５１＋标记物［２１］。同样，ＡＬＶＡＲＥＺ等［２２］通过

ＣＤ５１标记从牙周膜细胞中分离出牙间充质干细胞，并
观察到其表达随着细胞复制性衰老而减少。进一步在

ＢＭＰ２修复下颌骨缺损的实验中，发现新骨形成区富
含ＣＤ５１＋ＣＤ２００＋的ＳＳＣｓ及其后代（ＣＤ５１＋ＣＤ１０５＋），
且ＢＭＰ２的诱导促进了ＳＳＣｓ子代细胞（ＣＤ５１＋ＣＤ１０５＋）
的比例［２３］。本研究还发现，与老年组比较，青年组

ＢＭＳＣｓ中ＣＤ４５－ＣＤ５１＋ＳＳＣｓ亚群的细胞数量显著较
高，这表明整骨定植细胞中ＣＤ５１＋ＳＳＣｓ的数量随着年
龄增长而减少，这可能是导致老年小鼠成骨能力下降

的关键因素。

　　综上所述，本研究通过 β半乳糖苷酶染色、细胞
增殖实验（ＭＴＴ和ＥｄＵ掺入）揭示青年组ＢＭＳＣｓ具有
更强的自我更新能力和较低的衰老程度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析显示，老年组细胞周期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达减少，
而细胞周期抑制因子 Ｐ２１表达增加。此外，在 ＢＭＰ２
诱导后，通过ＡＬＰ染色、茜素红染色及 ＲＴｑＰＣＲ检测
发现青年组ＢＭＳＣｓ的成骨分化能力显著高于老年组。
ＲＮＡｓｅｑ和韦恩分析进一步揭示，包括Ｉｔｇａｖ（ＣＤ５１）在
内的７个基因在２组细胞中差异表达，且ＣＤ４５ＣＤ５１＋

细胞亚群在老年组 ＢＭＳＣｓ中的比例显著降低。尽管
ＢＭＰ２诱导能部分提高衰老细胞ＣＤ５１表达，但未能逆
转其干性和成骨能力的下降趋势。因此，ＭＳＣｓ衰老过
程中ＳＳＣｓ数量减少的机制仍需深入研究。
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