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D-半乳糖浓度诱导 BMECs 衰老细胞模型的探讨

陈柳1,邱敏2,丁相荣1,霍姝汭2,王文广1,陆彩霞1∗,代解杰1∗

(1. 中国医学科学院 /北京协和医学院医学生物学研究所,昆明　 650118;2. 昆明医科大学,昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立树鼩永生化脑微血管内皮细胞(brain microvascular endothelial cells,BMECs),明确 D-半
乳糖对 BMECs 衰老的影响,探索其潜在机制。 方法　 用携带 SV40T 基因的慢病毒转染 BMECs,传至 50 代后进行

形态观察、生长曲线测定以及免疫荧光和核型鉴定;再用不同浓度 D-半乳糖(D-galactose,D-gal)诱导 BMECs,通过

细胞增殖实验确定最适诱导条件,用衰老相关 β 半乳糖苷酶染色分析细胞衰老情况,Western Blot 检测衰老相关蛋

白 p53 的表达水平,超氧化物歧化酶和脂质氧化检测试剂盒检测细胞内氧化应激水平。 结果　 永生化的细胞生长

状态较好,不同代次的细胞形态一致,单个细胞呈短梭形或多角形,整体呈典型的铺路石状;细胞生长曲线显示细

胞数量在第 2 ~ 5 天时处于对数生长期,在第 6 天时达到高峰,之后缓慢增长进入平台期;免疫荧光显示该细胞特

异蛋白 vWF 和 CD31 及永生化基因 SV40T 为阳性;细胞核型结果显示永生化细胞染色体数目与滇西亚种树鼩的染

色体数量相符;D-gal 诱导 BMECs 抑制细胞增殖,有时间和浓度依赖性;实验组,即浓度为 10 g / L 的 D-gal 诱导 48 h
的 BMECs,β-半乳糖苷酶染色阳性明显增多、衰老相关蛋白 p53 显著增多、细胞内 SOD 酶活性降低和 MDA 含量增

多。 结论　 成功构建树鼩永生化脑微血管内皮细胞系,10 g / L 的 D-gal 是建立永生化 BMECs 衰老模型的适合浓

度,D-gal 在体外促进细胞衰老可能是通过促进氧化应激水平、抑制细胞增殖来实现的。
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　 　 【Abstract】 　 Objective　 Establish immortalized brain microvascular endothelial cells from tree shrews, clarify the
effect of D-galactose on senescence of brain microvascular endothelial cells, and explore the potential mechanisms.
Methods BMECs were transfected with a lentivirus carrying the SV40T gene, and immortalized cells were characterized by
morphological observation, growth curve determination, immunofluorescence, and karyotype after expansion for > 50
passages. Next, BMECs were treated with various concentrations of D-gal, and the optimal concentration was determined by
cell proliferation assays. Senescence was analyzed by staining with senescence-associated β-galactosidase. Expression of
senescence-associated p53 was measured by Western Blot. Intracellular oxidative stress levels were measured by superoxide
dismutase and lipid oxidation assays. Results 　 Immortalized cells grew with consistent morphology throughout passages.
Single cells were shaped as short spindles or polygonal with a typical paving stone shape. The cell growth curve showed cells
were in the logarithmic growth phase on days 2 ~ 5. Cell growth peaked at day 6 and then the cells grew slowly to a plateau.
High levels of tree shrew vWF, CD31, and SV40T were detected by immunofluorescence. Karyotyping showed that the
number of chromosomes in immortalized cells matched the number of chromosomes in tree shrew ( Tupaia belangeri
chinensises). D-galactose reduced BMEC proliferation in time- and dose-dependent manners. In the experimental group, i.e.
BMECs treated by D-gal at a concentration of 10 g / L for 48 h, positive β-galactosidase staining was significantly increased,
p53 was significantly increased, intracellular SOD activity was reduced, and MDA content was increased. Conclusions　 A
tree shrew immortalized brain microvascular endothelial cell line was established successfully. The optimal concentration to
establish an immortalized BMEC senescence model was 10 g / L D-gal. The mechanism by which D-gal promotes cellular
senescence in vitro may be mediated through promotion of oxidative stress and inhibition of cell proliferation.

【Keywords】　 tree shrew; brain microvascular endothelial cells; immortalization; D-galactose; senescence model
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　 　 脑 微 血 管 内 皮 细 胞 ( brain microvascular
endothelial cells, BMECs) 是构成血脑屏障 ( blood-
brain barrier,BBB)的主要成分,而 BBB 是哺乳动物

最重要的生理屏障,作为血液和大脑之间的连接

点,它能限制许多循环病原体、毒素、化合物、炎症

因子和免疫细胞进入中枢神经系统,从而维持大脑

稳态[1]。 在正常的 BBB 中,脑微血管内皮细胞与星

形胶质细胞和周细胞共同协作,通过能量依赖、载
体介导的系统控制极性溶质进入中枢神经系统,运
输氨基酸、一元羧酸、核苷和维生素[2]。 当 BMECs
结构的完整性遭到破坏时,会严重影响 BBB 的结构

和功能,有可能引起精神损伤和神经退行性疾

病[3]。 同样的,衰老也会引起微血管内皮功能和表

型失调,这在血管性认知障碍和阿尔茨海默病等疾

病中起重要作用[4-5]。 已有研究显示 BMECs 在脑

血管相关疾病[6] 及神经退行性疾病[3] 等多种疾病

的发病过程中起到重要作用,Castillo-Carranza 等[5]

发现 tau 聚积体在人类阿尔兹海默病和进行性核上

性麻痹患者的脑血管中积累,这与微血管内皮细胞

有关,在路易体痴呆患者中也发现了 tau 寡聚体的

脑血管沉积。
目 前 已 成 功 分 离 出 兔 BMECs[7]、 小 鼠

BMECs[8]、大鼠 BMECs[9]、猪 BMECs[10],并根据不

同物种的 BMECs 开展了脑相关疾病的研究。 树鼩

作为攀鼩目小型哺乳动物,其生理特征,如解剖结

构、神经发育和心理压力,与包括人类在内的灵长

类动物高度相似,已被用于神经相关疾病及精神疾

病模型的研究[11],我们前期也对树鼩 BMECs 进行

了分离培养[12],但体外培养的原代细胞增殖能力有

限,随着代次增多,细胞会发生形态变化及表型丢

失,从而显著降低实验的重复性。 在本研究中,我
们建立了树鼩脑微血管内皮永生化细胞系,克服了

原代细胞难以重复、耗时长和效率低下的缺点,为
后续树鼩 BMECs 的应用奠定了基础。

D-半乳糖(D-galactose,D-gal)是一种己醛糖,正
常情况下,半乳糖激酶和尿苷基转移酶将 D-gal 代谢

成葡萄糖。 而过量的 D-gal 会产生活性氧(ROS),从
而导致细胞衰老和凋亡[13]。 大量研究证实 D-gal 在
果蝇[14]、小鼠[15]和大鼠[16]等动物模型上能显著致衰

老,而且方法简单、重复性好、短时间内能快速建模,
所以作为致老剂被广泛应用。 但是以上动物的生理

结构和免疫学基础与人类相差较大,细胞衰老的过程

往往与人类细胞并不一致,所以需要选用与人类细胞

亲缘性更高的细胞作为样本来进行衰老研究。 本研

究观察了在不同剂量的 D-gal 刺激下,对树鼩 BMECs
增殖、衰老和氧化应激水平产生的影响,探究 D-gal
浓度差异对 BMECs 衰老过程的影响,以确定体外构

建 BMECs 衰老模型的最佳 D-gal 浓度,为探讨
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BMECs 衰老提供一定的理论基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

1 只 1 日龄普通级新生雄性树鼩(中缅树鼩滇

西亚种),体重 8 ~ 10 g,由中国医学科学院医学生

物学研究所树鼩种质资源中心提供 【 SCXK(滇)
K2018-0002】;实验均在中国医学科学院医学生物

学研究所树鼩种质资源中心进行【SYXK(滇)K2018
-0002】,饲养室为普通环境动物隔离室,环境温度

控制在 20 ~ 25℃,湿度控制在 40% ~ 70%,人工光

照每天 12 h,换气次数每小时超过 15 次。 本实验经

中国医学科学院医学生物学研究所伦理审查委员

会审批(DWSP202108002),并遵循实验动物使用的

3R 和福利伦理原则。
1. 1. 2　 细胞

本团队前期用该动物分离建立了原代 BMECs,
该 BMECs 由本团队王文广老师保存惠赠[12]。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

HBLV-SV40T-3xflag-PURO 由 汉 恒 生 物 科 技

(上海)有限公司构建,病毒滴度为 1 × 109 TU / mL。
PBS ( Hyclone ); 0. 25% Trypsin-EDTA 胰 蛋 白 酶

(Gibco); 青 - 链霉素 ( Gibco); 胎牛血清 ( FBS)
(BI);无血清冻存液(Cyagen);DMEM / F12 基础培

养基(BI);兔抗 vWF 单克隆抗体( ImmunoWay);鼠
抗 CD31 单克隆抗体(GeneTex);兔抗 SV40T 单克隆

抗体(Abcam);羊抗兔和羊抗鼠二抗(Abcam);鼠抗

p53 单克隆抗体(Abcam);羊抗鼠二抗(Affinit);秋
水仙素 ( Sigma); Giemsa 染液 (索莱宝);香柏油

(Nikon);D-半乳糖(D-gal)(Sigma);细胞衰老 β 半

乳糖苷酶试剂盒(碧云天);脂质氧化(MDA)检测试

剂盒(Biosharp);超氧化物歧化酶(SOD)测定试剂

盒(南京建成)。 细胞计数仪(Bio-Rad,美国);酶标

仪(BioTek,美国);生物安全柜和 CO2 恒温培养箱

(Forma,美国);台式高速离心机(Beckman,美国);
倒置荧光相差显微镜(Nikon,日本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 树鼩脑微血管内皮永生化细胞系的建立

(1)慢病毒转染树鼩 BMECs
将生长较好的 BMECs 按 1 × 105 cells / mL 细胞

密度接种 6 孔板,每孔含 2 mL 完全培养基(含 10%
FBS、1%双抗的 DMEM / F12),放入 37℃、5% CO2 培

养箱中培养。 当细胞长满单层,PBS 清洗 3 次,每孔

加入含助转剂(4 μg / mL)的培养液 1 mL,按 MOI =
30 接种 HBLV-SV40T-3xflag-PURO 慢病毒,并设置

空白对照,继续培养 4 h 后补加 1 mL 含助转剂的培

养液,24 h 后更换为完全培养液继续培养。 24 h 之

后更换为含嘌呤霉素(4 μg / mL)的完全培养液,每
48 h 换液 1 次,直至对照孔细胞完全死亡。

(2)有限稀释法挑取单克隆

将上 述 经 慢 病 毒 转 染 后 的 细 胞 用 0. 25%
Trypsin-EDTA 胰蛋白酶消化并计数,将细胞密度调

整为 103 cells / mL,10 倍梯度稀释,直至细胞浓度为

10 cells / mL 左右,每孔按 100 μL 在 96 孔板里每个

浓度梯度接种 16 个孔,置 37℃、5% CO2 培养箱中,
每隔 24 h 进行观察,标记单个细胞复制生长形成的

细胞群落。 细胞群落长满单层后消化至 24 孔板中

培养,之后继续扩大培养,每消化 1 次记为 1 代。
(3)树鼩 BMECs 传代

当细胞长满单层时,弃培养液,PBS 清洗,胰蛋

白酶消化,当镜下大部分细胞变圆变亮时,加入含

血清的培养液终止消化,按 1 ∶ 7 传代培养,定期显

微镜观察拍照。
(4)树鼩脑微血管内皮永生化细胞系生长曲线

的测定

取生长状态良好的第 53 代细胞,胰酶消化后按

照 1 × 105 cells / mL 细胞密度接种于 48 孔板,每孔

250 μL,设置 3 个复孔,连续 8 d 进行胰酶消化,细
胞计数仪测定每孔细胞总数,检测细胞的增殖情

况,绘制细胞增殖动力曲线图。
(5)免疫荧光鉴定

取生长状态良好的第 53 代细胞,胰酶消化后按

照 1 × 105 cells / mL 细胞密度接种于 24 孔板,每孔

500 μL,设置 2 个复孔。 待细胞长至 80%时,PBS 清

洗 2 次,使用 4℃预冷的 4%多聚甲醛于室温固定细

胞 30 min,PBS 清洗 3 次,每次 5 min。 向装有细胞

的孔中加满枸橼酸缓冲液,放入微波炉中,中火加

热 4 min,然后补足挥发的枸橼酸缓冲液,再中火加

热 3 min,取出自然冷却至室温,PBS 洗 3 次,每次 5
min。 加入 0. 5%的 TritonX-100 室温通透 20 min,
PBS 清洗 3 次,每次 5 min,加入 5%的 BSA 封闭 30
min,PBS 清洗 3 次,每次 5 min。 分别加入1 ∶ 200 的

兔抗 vWF 单克隆抗体、1 ∶100 的鼠抗 CD31 单克隆

抗体和 1 ∶200 的兔抗 SV40T 单克隆抗体,4℃过夜,
隔天 PBS 清洗 3 次,每次 5 min;加入 1 ∶ 500 的羊抗
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兔和羊抗鼠二抗,37℃避光孵育,1 h 后用 PBS 清洗

3 次,每次 5 min。 加入 5 μg / mLDAPI 染色液染核,
室温避光孵育 5 min,PBS 清洗 3 次,每次 5 min,之
后置于荧光显微镜下观察拍照。

(6)细胞核型分析

取生长状态良好的第 53 代细胞,消化至新的培

养瓶中,根据奎秀莹等[17]的方法进行细胞染色体核

型检查,之后在显微镜下用油镜观察拍照。
1. 2. 2　 D-gal 诱导 BMECs 衰老

(1)细胞增殖活力检测

取生长状态良好的第 53 代细胞消化后调整细

胞密度为 1 × 105 cells / mL 接种于 48 孔板,每孔 250
μL,24 h 细胞贴壁后,PBS 清洗 2 次,基于 Wang
等[18]、Liu 等[19]的研究,加入含浓度分别为 0、5、10、
20、40 g / L 的 D-gal 的培养基,每孔 250 μL,每组 3
个复孔,分别在培养第 12、24、48 h 的时候消化细胞

计数,绘制细胞增殖活力图。
(2)β-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老情况

取生长状态良好的第 53 代细胞消化后调整细

胞密度为 1 × 104 cells / mL 接种于 24 孔板,,每孔

500 μL,24 h 细胞贴壁后,PBS 清洗 2 次,实验组加

入浓度为 10 g / L 的 D-gal,对照组加正常培养基,分
别在 48 h 和 120 h 时根据细胞衰老 β-半乳糖苷酶

染 色 ( senescence-associated-β-galactosidase, SA-β-
gal)试剂盒进行 β-半乳糖苷酶染色。 在光学显微

镜下拍照,取 5 个视野,每个视野 100 个细胞,计算

阳性细胞百分率。

注:A:第 20 代;B:第 30 代;C:第 41 代;D:第 54 代。

图 1　 不同代次的树鼩 BMECs
Note. A. 20th generation. B. 30th generation. C. 41th generation. D. 54th generation.

Figure 1　 BMECs of Chinese tree shrew in different generations

(3)Western Blot 检测 p53 蛋白表达

取生长状态良好的第 53 代细胞消化后调整细

胞密度为 1 × 105 cells / mL 接种于 6 孔板,每孔 2
mL,24 h 细胞贴壁后,PBS 清洗 2 次,实验组加入浓

度为 10 g / L 的 D-gal,对照组加正常培养基,48 h 时

用 RIPA 裂解法提取各组细胞总蛋白,BCA 法检测

蛋白浓度,以 25 μg 总蛋白进行 10% SDS-PAGE 电

泳,400 mA 湿转 25 min 至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉室

温孵育 1 h 封闭。 加入 p53 一抗(1 ∶ 200 稀释)4℃
过夜,第 2 天用 PBST 洗膜 3 次,加入二抗室温孵育

1 h,洗去未结合的二抗,滴加 ECL 显影液于凝胶成

像分析仪采集信号,用 Image J 软件分析蛋白条带灰

度值。 GAPDH 设为内参,实验重复 3 次。
(4)细胞氧化应激水平检测

取生长状态良好的第 53 代细胞消化后调整细

胞密度为 1 × 105 cells / mL 接种于 6 孔板,每孔 2
mL,24 h 细胞贴壁后,PBS 清洗 2 次,实验组加入浓

度为 10 g / L 的 D-gal,对照组加正常培养基,48 h 时

胰酶消化细胞,PBS 清洗 3 次后重悬细胞,反复冻融

3 次裂解细胞提取上清,调整蛋白浓度。 按照超氧

化物歧化酶(SOD)测定试剂盒与脂质氧化(MDA)
检测试剂盒说明书进行操作。
1. 3　 统计学分析

所有计量资料采用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)描
述,使用 GraphPad Prism 8 软件进行作图、统计分

析,采用单因素方差分析或 t 检验比较组间差异,P
< 0. 05 表示有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 树鼩脑微血管内皮永生化细胞系的建立

2. 1. 1　 不同代次的树鼩 BMECs 形态学观察

复苏的树鼩 BMECs 增殖较快,按 1 ∶7传代后 2
d 即长满培养瓶。 观察第 20、30、41 和 54 代,单个

细胞形态均呈短梭形或多角形,总体呈旋涡状和铺

路石样生长排列,为典型的内皮细胞形态(见图 1)。
2. 1. 2　 生长曲线测定

生长曲线测定结果显示第 54 代细胞在第 2 ~ 5
天时增殖快速,处于对数生长期,第 6 天时达到高

峰,之后进入平台期(图 2)。
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图 2　 第 54 代树鼩 BMECs 生长曲线

Figure 2　 Growth curve of Chinese tree shrew
BMECs in the 54th generation

2. 1. 3　 免疫荧光鉴定

血管 性 血 友 病 因 子 ( von Willebrand factor,
vWF)和 CD31 是内皮细胞特异蛋白,荧光结果显示

注:A:BMECs vWF(绿色);B:BMECs 核 DAPI(蓝色);C:BMECs vWF 与细胞核重叠;D:BMECs CD31(红色);E:BMECs 核 DAPI(蓝色);F:
BMECs CD31 与细胞核重叠;G:BMECs SV40T(绿色);H:BMECs 核 DAPI(蓝色);I:BMECs SV40T 与细胞核重叠。

图 3　 第 54 代树鼩脑微血管内皮细胞 vWF、CD31 和 SV40T 免疫荧光鉴定

Note. A. vWF expression of BMECs ( green) . B. DAPI of BMECs (blue) . C. vWF overlaps with the nucleus in BMECs. D. CD31 expression of
BMECs (red) . E. DAPI of BMECs (blue) . F. CD31 overlaps with the nucleus in BMECs. G. SV40T expression of BMECs ( green) . H. DAPI of
BMECs (blue) . I. SV40T overlaps with the nucleus in BMECs.

Figure 3　 vWF、CD31、SV40T identification of Chinese tree shrew BMECs in the 54th generation by immunofluorescence

胞质处 vWF 和 CD31 信号强阳性(图 3),胞核处有

明显的 SV40T 信号,证明实验所得细胞为树鼩

BMECs,并且成功转入了永生化慢病毒基因。
2. 1. 4　 核型分析

对第 54 代树鼩 BMECs 进行核型分析,细胞染

色体数为 62 条(图 4),与滇西亚种中缅树鼩的染色

体数目一致[20],证明此细胞来源是树鼩。
2. 2　 不同 D-gal 浓度诱导 BMECs 衰老

2. 2. 1　 D-gal 对细胞增殖的影响

用不同浓度的D-gal 刺激 BMECs 后,不同时间点

的检测结果显示细胞增殖活力随着 D-gal 浓度的增

高与处理时间的增加而降低。 0 g / L 的 D-gal 诱导的

细胞为对照组,其他为实验组。 与未用 D-gal 处理的

对照组相比,10 g / L 处理 48 h、40 g / L 处理 12 h 差异

有显著性(P < 0. 01),20 g / L 处理 48 h,40 g / L 处理

24 h、48 h 差异有极显著性(P < 0. 001)。 D-gal 抑制

细胞增殖有时间依赖性和浓度依赖性(图 5)。 后续

选择浓度为 10 g / L 的 D-gal 诱导 48 h 的细胞为实验

组,0 g / L 的 D-gal 作用 48 h 为对照组。
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图 6　 D-gal 诱导 48 h 时衰老 SA-β-gal 染色结果

Figure 6　 Result of senility SA-β-gal at 48 h of D-gal induction

注:A:β-半乳糖苷酶染色,实验组阳性细胞数增多;B:β-半乳糖苷酶染色阳性细胞数目统计结果。

图 7　 D-gal 诱导 120 h 时衰老 SA-β-gal 染色结果

Note. A. β-Galactosidase staining, the number of positive cells increases in the experimental group. B. Statistical reault of positive cells number of β-
Galactosidase staining.

Figure 7　 Result of senility SA-β-gal at 120 h of D-gal induction

2. 2. 2　 β-半乳糖苷酶染色结果

10 g / L 浓度的 D-gal 作用细胞 48 h,如图 6 所

示,实验组与对照组相比,SA-β-gal 阳性细胞数无明

显变化;延长 D-gal 作用时间,将 10 g / L 浓度的 D-
gal 作用细胞 120 h,如图 7 所示,SA-β-gal 阳性细胞

数明显增加(P < 0. 001)。

图 4　 第 54 代树鼩 BMECs 核型分析

Figure 4　 Karyotype identification of Chinese tree
shrew BMECs in the 54th generation

注:D-gal 处理 12 h 时与对照组比较,##P < 0. 01;D-gal 处理

24 h 时与对照组比较, $ $ $ P < 0. 001;D-gal 处理 48 h 时与

对照组比较,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。 (下图同)

图 5　 D-gal 抑制细胞增殖

Note. Compared with control group at 12 h of D-gal treatment,
##P < 0. 01. Compared with control group at 24 h of D-gal

treatment, $ $ $ P < 0. 001. Compared with control group at 48 h

of D-gal treatment, ∗∗P < 0. 01, ∗∗∗P < 0. 001. (The same in
the following figures)

Figure 5　 D-gal inhibits cell proliferation
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注:A:p53 蛋白电泳图;B:蛋白表达统计分析结果。

图 8　 Western Blot 分析 p53 蛋白表达

Note. A. Western Blot of p53. B. Result of statistic alanalysis of protein.

Figure 8　 Western Blot results for p53

2. 2. 3　 p53 蛋白表达结果

10 g / L 浓度的 D-gal 作用细胞 48 h,如图 8 所

示,细胞衰老相关蛋白 p53 表达量显著增高(P <
0. 001)。
2. 2. 4　 细胞氧化应激水平检测结果

10 g / L 浓度的 D-gal 作用细胞 48 h,如图 9 所

示,实验组细胞 SOD 活力显著降低(P < 0. 001),
MDA 含量显著增高(P < 0. 05)。

注:与对照组比较,∗P < 0. 05。

图 9　 衰老 BMECs 的 SOD 和 MDA 水平变化

Note. Compared with control group, ∗P < 0. 05.

Figure 9　 Change of SOD and MDA in aging BMECs

3　 讨论

目前 BMECs 多为大小鼠来源细胞,我们课题组

前期分离了树鼩 BMECs,发现寨卡病毒感染时血脑

屏障的通透性发生改变[12]。 相比大小鼠来说,树鼩

作为小型哺乳动物,进化上接近非人灵长类,开展

树鼩 BMECs 衰老的研究可能会为衰老模型的研究

提供更多研究价值。 我们建立的树鼩永生化脑微

血管内皮细胞系,相比于原代细胞,具备更多优势:
细胞状态差别较小,实验重复性高,能够有效排除

实验结果的偶然性,保证实验数据的可靠性,对于

衰老细胞模型的研究更具参考意义。 有强有力的

证据表明,衰老引起的微血管内皮功能和表型失调

对血管性认知障碍和阿尔兹海默病的发病机制至

关重要[4-5]。 最近的研究表明,内皮细胞衰老有助

于脑微血管衰老表型的发生,包括微血管稀少、促
炎改变、血管舒缩功能障碍和血脑屏障破坏[21]。 所

以,体外建立可靠的 BMECs 衰老模型,对我们探索

与认知相关的脑部疾病的发病机制机理有重要的

基础研究意义。
本研究所建立的树鼩永生化脑微血管内皮细

胞生长状态较好,不同代次的细胞形态一致,呈典

型的铺路石状,符合内皮细胞特性,且与分离所得

的小鼠[8]和大鼠[9] 的 BMECs 形态一致。 目前在永

生化细胞系的建立方法中,化学和射线诱导[22] 可能

导致细胞出现其他无法预测的突变,基因自发突变

随机性太强可能导致细胞失去本来特性。 而 SV40T
抗原可与多种蛋白结合,包括 p53、pRB、DNA 聚合

酶 α-引物酶和热休克蛋白 70,以延长细胞周期和

促进细胞永生化相关基因的表达[23],这种慢病毒载

体介导的 SV40T 的基因转染是一种常见的获得永

生化细胞系的方法。 我们的实验结果显示 SV40T
免疫荧光呈阳性,表明其已被成功导入细胞内,内
皮细胞特异蛋白 vWF 和 CD31 免疫荧光鉴定结果

证实此细胞为 BMECs,且此永生化的细胞染色体数

量为 62 条,这与滇西亚种树鼩的染色体数量相

符[20],证实该细胞来源为树鼩。
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在已有的衰老模型中,D-gal 诱导的衰老模型因

其简单、副作用小、耗时短等优点被广泛使用。 本

实验用不同浓度的 D-gal 刺激 BMECs,检测不同时

间时细胞的增殖情况,发现随着时间和 D-gal 浓度

的增加,相比对照组,实验组细胞的增殖抑制作用

越来越明显,因此我们认为 D-gal 对 BMECs 的抑制

作用有时间和浓度依赖性。 有大量研究证明活性

氧在衰老过程中起着至关重要的作用[24],高水平活

性氧可诱导氧化应激,破坏 DNA、磷脂和蛋白质结

构,最终导致细胞和组织损伤,这是活性氧诱导衰

老的关键机制[25]。 同时,哺乳动物细胞有一种抗氧

化系统,能够清除高浓度的活性氧,总超氧化物歧

化酶(T-SOD)是这种抗氧化系统的关键成员。 而

MDA 是一种生物体脂质氧化的天然产物,被广泛用

作脂质氧化的指标。 p53 是“基因组的守护者”,是
细胞对各种压力反应的核心参与者。 p53 的激活可

导致增殖暂时停止,从而使细胞能够修复损伤并保

持克隆存活。 衰老是一种永久性增殖停滞,是 p53
激活的一种可能结果,p53 的表达及稳定性对维持

细胞的正常生命周期至关重要[26]。 我们选择

10 g / L 浓度的 D-gal 培养细胞 48 h 进行后续实验,
Western Blot 检测到实验组与衰老相关的蛋白 p53
的表达上调,抗氧化酶 SOD 活性降低,氧化指标

MDA 含量增高,这些结果都与细胞增殖结果一致。
因此我们认为,D-gal 在体外促进细胞衰老可能是通

过促进氧化应激水平、抑制细胞增殖来实现的。 然

而,实验组的衰老特异性半乳糖苷酶染色在 48 h 时

与对照组相比未见明显差异,我们推测此结果出现

的原因可能是细胞内基因表达先于表型表达,且永

生化细胞的增殖能力强,更加不易衰老,所以衰老

细胞阳性染色表型延迟出现,因此我们延迟 D-gal
的诱导时间,发现实验组在 120 h 时的细胞染色阳

性率显著增高。
目前尚缺乏可靠的方法来评估动物模型中的

BMECs 衰老程度,对其衰老机制的研究产生了阻

碍。 与衰老相关的 β-半乳糖苷酶的评估不足以持

续检测衰老的 BMECs,而检测其他衰老标志物的抗

体是非特异性的,且在同一细胞内检测多个衰老生

物标志物通常非常具有挑战性。 因此,迫切需要用

于鉴定、量化和表征衰老 BMECs 的新方法。 本研究

中,我们成功地建立了树鼩脑微血管内皮永生化细

胞系,并用 D-gal 在体外构建了 BMECs 的衰老模

型,确立了最适诱导浓度为 10 g / L,并使用该浓度作

用细胞 48 h。 树鼩永生化 BMECs 衰老模型的建立,
不仅为进一步研究 BMECs 的衰老机理及认知相关

疾病的发病机制提供了实验数据,还可能会对量化

衰老模型,探究新的衰老指标提供一种新的思路,
促进细胞衰老机制的研究。
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