
骨髓间充质干细胞（BMMSCs）是最早发现且研究

最为广泛的一种间充质干细胞（MSCs），具有自我更新

的能力和向多种组织分化的潜能［1］，其中自体来源

BMMSCs是组织工程和干细胞治疗领域研究和应用的

热点［2］。然而，自体来源BMMSCs的生物学特性与供体

年龄密切相关，衰老个体来源BMMSCs的增殖能力和

分化潜能明显低于年轻个体，在很大程度上限制了自体

来源BMMSCs的体外扩增和应用［3］。研究表明，衰老个

体来源BMMSCs增殖能力降低主要是由于端粒缩短、

端粒酶活性下降导致的，其中端粒酶逆转录酶（TERT）

的表达水平降低是端粒酶活性下降的关键因素［4-5］。

近年来，维生素C（Vc）作为一种制取容易、安全性

高的小分子化合物，广泛用于各类细胞尤其是干细胞的

培养体系中。研究表明，Vc能够增强BMMSCs体外培
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摘要：目的 观察维生素C（Vc）能否通过升高端粒酶活性促进衰老个体来源骨髓间充质干细胞（BMMSCs）的增殖能力。方法

以骨特异性早衰小鼠（SAMP6）为实验组，不发生早衰的R品系小鼠（SAMR1）为对照组，采用显微CT扫描技术验证SAMP6小

鼠的骨衰老表型。分离培养两组小鼠的BMMSCs，其中SAMP6小鼠来源的BMMSCs分别应用不同浓度的Vc进行处理。采用

MTT法检测BMMSCs的增殖能力，绘制生长曲线，使用端粒酶试剂盒检测端粒酶活性，并用PCR和Western blot方法检测端粒

酶逆转录酶（TERT）的表达水平。结果 SAMP6小鼠具有骨衰老表型，SAMP6小鼠来源的BMMSCs的增殖能力和端粒酶活性

均低于SAMR1小鼠来源的BMMSCs，差异均有统计学意义（P<0.05）。加入Vc后，在一定浓度范围内SAMP6小鼠来源的

BMMSCs增殖能力随Vc浓度的升高而显著改善（P<0.05），同时其端粒酶活性和TERT表达水平有所提高（P<0.05），与增殖能

力具有相关性。其中，Vc发挥促进作用的最适浓度为100 μg/mL，在1000 μg/mL时有抑制作用。结论维生素C能够增强衰老

个体来源BMMSCs的增殖能力，且这种作用可能是通过升高端粒酶活性实现的。
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基础研究

Abstract：Objective To investigate whether vitamin C can promote the proliferation ability of bone marrow mesenchymal
stem cells (BMMSCs) derived from aging mice. Methods The senescence-accelerated mouse prone 6 (SAMP6) mice and
senescence-accelerated mouse resistant 1 (SAMR1) mice were used as the test group and the control group, respectively, and
the SAMP6 mice were examined by micro-CT to verify the senescent phenotype. BMMSCs were harvested from the two mouse
lines and cultured in vitro, and the cells from SAMP6 mice were subjected to treatment with different concentrations of vitamin
C. The proliferation ability of the cells from the two mouse lines was tested using MTT assay and growth curves, and
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA was used to measure the telomerase activity; PCR and Western blotting were performed
to detect the expression level of telomerase reverse transcriptase (TERT) in the cells. Results The SAMP6 mice displayed a
bone senescent phenotype. The proliferation ability of BMMSCs derived from SAMP6 mice and their telomerase activity were
significantly lower than those derived from SAMR1 mice (P<0.05). Vitamin C treatment significantly enhanced the
proliferation ability of BMMSCs derived from SAMP6 mice in a dose-dependent manner (P<0.05) and increased telomerase
activity and TERT expression in the cells (P<0.05). At the concentration of 100 μg/mL, vitamin C produced the strongest effect
in promoting the proliferation of BMMSCs from SAMP6 mice, while at the concentration of 1000 μg/ml, growth suppression
occurred in the cells. Conclusion Vitamin C can promote the proliferation of BMMSCs from aging mice possibly by increasing
the cellular telomerase activity.
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养时的增殖能力，并能保持细胞的固有表型和分化潜

能，具有显著的延缓体外复制性衰老的作用［6］。此外，

Wei等［7］发现Vc可以增强牙周膜干细胞的端粒酶活性

和TERT基因表达水平，同时细胞的增殖能力也有明显

提高。然而，Vc能否增强衰老个体来源BMMSCs的增

殖能力还未见研究。本研究以骨特异性早衰小鼠

（SAMP6）为模型，取其BMMSCs进行相关检测，旨在

探讨不同浓度Vc能否通过升高端粒酶活性增强衰老个

体来源 BMMSCs 的增殖能力，从而促进自体来源

BMMSCs的体外扩增和应用。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 以SAMP6小鼠为实验组，不发生早衰

的R品系小鼠（senescence accelerated mouse resistant

1, SAMR1）为对照组，两种小鼠均繁殖自日本Kyoto大

学SAM研究所提供的种鼠。随机抽取6月龄雌雄性小

鼠用于实验，每组8只，雌雄各4只。

1.1.2 主要试剂 α-MEM液体培养基、胎牛血清和Vc

购自 Invitrogen公司；0.25%胰蛋白酶和MTT试剂购自

MP Biomedicals 公司；TeloTAGGG Telomerase PCR

ELISA 试剂盒购自 Roche 公司；Trizol Reagent 和

RT-PCR试剂盒购自Takara公司；PCR引物由上海生工

生物工程有限公司根据设计合成；PVDF 膜购自

Millipore公司；TERT兔来源小鼠一抗购自Santa公司；

β-actin兔来源小鼠一抗购自Abcam公司；FITC标记二

抗购自Boster公司。

1.2 主要方法

1.2.1 显微 CT（micro-CT）检测 SAMP6 实验组和

SAMR1对照组小鼠经颈椎脱臼处死后，取出股骨，去除

附着的肌肉及软组织，固定在 4%多聚甲醛中。采用

micro-CT 系 统 (eXplore Locus SP, GE Healthcare,

Fairfield, AL, USA)对含远端的一段10 mm股骨进行扫

描（电压80 kV，电流80 μA）［8］，扫描结束后采用自带的

分析软件进行三维图像重建和三维结构分析。选取距

股骨远端生长板0.3~0.6 mm的一段区域作为感兴趣区

（region of interest, ROI），分 析 骨 小 梁 的 密 度

（trabecular bone mineral density, Tb. BMD），距股骨远

端生长板2.3~2.6 mm的一段区域作为ROI分析皮质骨

的厚度（cortical thickness, Cor.Th）。

1.2.2 BMMSCs分离培养及形态学观察 颈椎脱臼处

死SAMP6组和SAMR1组小鼠，浸泡于75%酒精中2~

3 min，取其股骨、胫骨，剔除附着的肌肉及软组织，剪去

两端暴露骨髓腔，使用1 mL注射器吹出骨髓，吹散后接

种于含 20%胎牛血清的α-MEM培养液中，37 ℃、5%

CO2常规培养。每2 d进行换液，当细胞融合密度达到

80%以后，以2×105/mL密度传代。采用倒置显微镜观

察P3代细胞的生长形态。

1.2.3 BMMSCs的增殖能力检测 取两组小鼠P3代的

BMMSCs，PBS清洗，胰酶消化后，离心弃上清，用含

20%胎牛血清的α-MEM培养液重悬，以1×103/孔的密

度接种到96孔板中。接种1、2、3、4、5、6 d每孔加入20 μL

5 mg/mL MTT液孵育4 h，吸出液体后使用180 μL二甲

基亚砜提取沉淀物，酶联免疫检测仪测定490 nm波长

处吸光度值，绘制出细胞生长曲线，并对第6 d吸光度值

进行统计学分析。

按照培养液中加入Vc浓度的不同将SAMP6组

BMMSCs 分为 6 组，分别加入 0、1、10、50、100、

1000 μg/mL Vc，依照上述方法检测加入Vc后SAMP6

各组及对照SAMR1组BMMSCs的增殖能力，绘制出

细胞生长曲线，并对第6 d吸光度值进行统计学分析。

1.2.4 BMMSCs的端粒酶活性检测 各组分别取1×106

个细胞进行裂解，裂解液离心后取 2 μL上清液按照

TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA 试剂盒的说明书

进行检测。首先进行端粒酶催化的特异底物反应的

PCR，后用 DIG 标记的特异探针与变性后的产物杂

交，抗DIG抗体进行ELISA反应，用酶标仪测定波长

450 nm处的吸光度值，减去阴性对照后所得结果代表

端粒酶活性。

1.2.5 RT-PCR检测 使用Trizol提取各组细胞总RNA，

检测RNA的浓度后反转录合成cDNA，以cDNA为模

板,按照PCR试剂盒说明书进行TERT和β-actin基因扩

增，并用ABI7500 RT-PCR仪进行检测。20 μL PCR反

应体系为：ddH2O 4 μL、cDNA 2 μL、上游引物2 μL、下

游引物2 μL、SYBR 10 μL。引物序列：TERT F-5'ACT

CAGCAACCTCCAGCCTA'，R-5'CATATTGGCACTC

TGCATGG3'；β-actin F-5'CATCCGTAAAGACCTCT

ATGCCAAC3'，R-5'ATGGAGCCACCGATCCACA3'。

1.2.6 Western blot检测 使用细胞裂解液裂解各组细

胞，提取细胞总蛋白，测定蛋白浓度。蛋白样品经SDS

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转移到PVDF膜上，5%脱脂

奶粉封闭1 h，印迹膜用一抗1∶1000 4 ℃孵育过夜，PBS

洗涤，二抗 1∶4000 室温孵育 1 h，PBS 洗涤后使用

BioRad成像系统进行分析。

1.3 数据处理

运用 SPSS 17.0 统计软件进行分析，Microsoft

Excel 2010进行作图，两组数据间差异采用双尾成组 t
检验（two-tailed unpaired Student's t test）分析，多组数

据间差异采用单因素方差（ANOVA）分析。数据以均

数±标准误表示，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SAMP6小鼠和SAMR1小鼠的骨表型和BMMSCs

表型比较
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作为一种骨特异性早衰模型，SAMP6小鼠在3~4

个月骨量达到峰值，然后随年龄增加骨量降低，但其峰

值骨密度和骨量均低于SAMR1小鼠［9］。通过比较两组

小鼠股骨micro-CT扫描后断面（图1A）及三维重建的

图像（图 1B）和相应形态学参数，可以发现 6 月龄

SAMP6小鼠股骨的骨小梁密度（Tb.BMD）及皮质骨厚

度（Cor.Th）均显著低于同龄SAMR1小鼠，差异具有统

计学意义（P<0.05），表明SAMP6小鼠具有骨衰老表型。

SAMR1 SAMP6 SAMR1 SAMP6

图1 SAMP6小鼠和SAMR1小鼠的骨表型
Fig.1 Bone phenotypes of SAMP6 mice and SAMR1 mice. A: Micro-CT images of the trabecular metaphyses of the femora; B:
Micro-CT images of the cortical metaphyses of the femora.
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倒置显微镜观察P3代SAMP6小鼠和SAMR1小鼠

的BMMSCs（图2A、B），可以看到传代后第3天SAMR1

小鼠来源的BMMSCs密度达到80%左右，大部分细胞

呈细长梭形，放射状贴壁生长，有克隆集落形成。而

SAMP6小鼠来源的BMMSCs密度较低，形态较不规

则，克隆数目减少。观察两组细胞的生长曲线（图2C），

SAMP6组细胞生长曲线低于SAMR1组（0.394+0.011

vs 0.446+0.004），且两组细胞在6 d所测得的吸光度值

有显著性差异（P<0.05），表明 SAMP6 小鼠来源

BMMSCs的增殖能力低于SAMR1来源的BMMSCs。

图2 SAMP6小鼠和SAMR1小鼠BMMSCs的增殖能力
Fig.2 Proliferation ability of BMMSCs derived from SAMP6 mice and SAMR1 mice. A, B: Microscopic images of passage 3 BMMSCs;
C: Growth curves of BMMSCs.
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2.2 不同浓度Vc处理对BMMSCs增殖能力的效应

观察各组细胞的生长曲线及6 d所测得的吸光度

值（图3），随Vc浓度增加，SAMP6组BMMSCs增殖能

力逐渐增强，其中100 μg/mL组的增殖能力最强，几乎

可以达到与SAMR1组相同的水平，表明Vc可以促进

SAMP6小鼠BMMSCs的增殖能力，且这种促进作用具

有浓度依赖性。但是，1000 μg/mL组BMMSCs的生长

曲线明显降低，表明过高浓度Vc对BMMSCs具有抑制

增殖甚至诱导凋亡作用。

2.3 不同浓度Vc作用下BMMSCs的端粒酶活性

端粒酶活性试剂盒检测结果（图4A）表明SAMP6

小鼠 BMMSCs 的端粒酶活性低于 SAMR1 小鼠的

BMMSCs（P<0.05），加入 Vc 可以提高 SAMP6 小鼠

BMMSCs的端粒酶活性，且随Vc浓度增加，端粒酶活
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性逐渐升高，其中100 μg/mL组的端粒酶活性最强，几

乎可以达到与SAMR1组相同的水平，与细胞生长曲线

及6 d所测得吸光度值的变化趋势一致。

2.4 不同浓度Vc作用下BMMSCs的TERT表达水平

TERT 基因表达的 PCR 和 Western blot 结果（图

4B、C）显示，与SAMR1来源的BMMSCs相比，SAMP6

小鼠的 BMMSCs TERT 基因的表达水平降低（P<

0.05）。Vc干预组BMMSCs的TERT表达水平随Vc浓

度增加逐渐升高，与非干预组相比差异具有统计学意义

（P<0.05），其中100 μg/mL组的TERT表达水平最高，几

乎可以达到与SAMR1组相同的水平，与端粒酶活性的

检测结果一致。

3 讨论

随着供体年龄的增长以及体外扩增代数的增加，

BMMSCs的增殖能力和分化潜能随之降低，在很大程

度上限制了自体来源BMMSCs的应用［10］。因而，越来

越多的研究开始探索在培养体系中应用外源性物质以

改善BMMSCs的增殖能力从而促进其体外扩增和临床

应用［11］。Vc是一种广泛存在于多种新鲜蔬果中的人类

必需的营养素。研究表明，Vc在细胞培养方面具有很

好的应用价值，可以有效增强BMMSCs体外培养过程

中的增殖能力并能保持细胞原有的生物学特性［6］。本

研究中，我们通过micro-CT扫描、细胞分离培养及MTT

实验证实 SAMP6 小鼠出现了骨衰老表型，其来源

BMMSCs的增殖能力下降。我们将不同浓度Vc分别

加入到SAMP6小鼠来源的BMMSCs培养液中，并与

SAMR1小鼠的BMMSCs进行比较，发现Vc在一定浓

度范围内可以显著增强SAMP6小鼠来源BMMSCs的

增殖能力，且这种改善作用随Vc浓度增加而增强。其

中，Vc的浓度在100 μg/mL时效应最强，几乎可以使

SAMP6小鼠BMMSCs的增殖能力达到与SAMR1小

鼠BMMSCs相当的程度，表明100 μg/mL可能是这种

* * * * *
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图3 不同浓度Vc处理后BMMSCs的增殖能力
Fig.3 Proliferation ability of BMMSCs treated with different
concentrations of Vc. A: Growth curves of BMMSCs treated
with different concentrations of Vc; B: Absorbance at 490 nm
measured at 6 days after cell seeding in 96-well plates. *P<0.05
vs SAMR1 mice (n=8).
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图4 不同浓度Vc处理后BMMSCs的端粒酶活性和TERT表达水平
Fig.4 Telomerase activity and TERT expression level in BMMSCs
treated with different concentrations of Vc. A: Telomerase activity in
the treated BMMSCs; B: Expression levels of TERT mRNA in BMMSCs
detected by qRT-PCR; C: Expression level of TERT protein in BMMSCs
detected by Western blotting. *P<0.05 vs SAMR1 mice (n=8).
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效应的最适浓度。然而，Vc在1000 μg/mL时抑制细胞

增殖，提示浓度过高则对细胞产生毒性作用。由于我们

的实验是在早衰小鼠来源的BMMSCs上进行的，还需

要开展进一步的实验来明确Vc增强衰老人体来源

BMMSCs增殖能力的最适浓度。

目前认为，细胞衰老主要是端粒缩短产生DNA损

伤信号，使细胞停止分裂导致的［12-13］。与年轻个体相比，衰

老个体BMMSCs中端粒酶活性明显下降，导致其端粒

长度不断缩短，细胞增殖能力显著降低［4］。TERT是构

成端粒酶的催化亚基，其表达水平与端粒酶的活性密切

相关。研究表明，在细胞中转染并表达外源性TERT可

以提高细胞端粒酶活性，进而增强其增殖能力［14］。本研

究中，我们发现Vc可以提高SAMP6小鼠来源BMMSCs

的端粒酶活性和TERT表达水平，且这种作用具有浓度

依赖性，在100 μg/mL组达到最强，与增殖能力的变化

趋势一致，表明提高端粒酶的活性可能是Vc促进衰老

个体来源BMMSCs增殖能力的一种机制。后续还需要

进一步使用抑制剂等干预手段来抑制端粒酶的活性或

其蛋白的表达，进而观察Vc对衰老个体来源BMMSCs

的促增殖作用是否受到拮抗，从而进一步验证端粒酶在

Vc促进细胞增殖中的作用。Vc作为体内多种二价铁离

子/α-酮戊二酸依赖型加氧酶的辅酶，能够影响与表观遗

传修饰相关的DNA去甲基化酶和组蛋白去甲基化酶,

具有重要的表观遗传调控功能［15］。TERT基因的表达水

平也受到表观遗传机制的调控，与DNA甲基化和组蛋

白修饰均相关［16］。在我们的研究中，Vc处理SAMP6小

鼠BMMSCs后其TERT基因的mRNA和蛋白表达水平

均有所提高，提示Vc可能通过表观遗传调控的方式促

进TERT的表达，进而增强BMMSCs端粒酶的活性。

Vc还具有供应电子，清除自由基，保护机体免受自由基损

伤的作用。Kim等［17］发现Vc可以通过抑制活性氧的生

成减轻p53诱导的细胞复制性衰老，从而增强细胞的增

殖能力，是否与端粒酶活性和TERT基因表达水平相关

则未见报道。Vc对衰老个体来源BMMSCs增殖能力的

促进作用是否具有表观遗传效应，抗氧化机制是否在其

中发挥作用，还需要通过进一步的体内外实验来揭示。

综上所述，Vc可以有效促进衰老小鼠来源BMMSCs

的增殖能力。我们的研究结果提示可以将Vc应用到

BMMSCs的培养体系中，有效促进自体来源BMMSCs

的体外扩增和临床应用。
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