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蒙花苷消除衰老骨髓间充质干细胞的衰老表型发挥抗衰老作用 *

崔 直 王珮琳 滕松松 马春晖 俞银贤 易诚青△
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摘要目的：探讨蒙花苷(Linarin，LR)是否可以消除衰老骨髓间充质干细胞（BMSC）的衰老表型发挥抗衰老作用。方法：取 4周龄

80 g-100 g的雄性 SD大鼠大腿骨髓腔内的骨髓间充质干细胞，用含 10 %胎牛血清的 DMEM/F12培养基培养至三代，使用 D-gal

诱导骨髓间充质干细胞衰老，使用 SA-茁-gal染色、活性氧检测、蛋白免疫印迹验证骨髓间充质干细胞细胞衰老状态，通过蛋白免
疫印迹检测衰老 BMSC与正常 BMSC中细胞保护性蛋白 sirt1、sirt6及衰老相关蛋白 p16、p21、p53的表达水平。之后，我们通过

不同浓度 LR处理衰老骨髓间充质干细胞。最后，通过蛋白印迹分析检测未处理组与 LR处理组衰老相关蛋白表达情况。观察蒙

花苷能否可以消除衰老的大鼠骨髓间充质干细胞衰老表型。结果：衰老的骨髓间充质干细胞细胞保护性蛋白 sirt1、sirt6降低及衰

老相关蛋白 p16、p21、p53明显增高，衰老细胞中与 DNA损伤相关的细胞核内蛋白 酌-H2AX表达明显增加。而蒙花苷处理后，衰
老细胞组衰老相关蛋白 p16、p21、p53明显降低，酌-H2AX蛋白阳性细胞明显减少。结论：蒙花苷可以剂量依赖性的消除衰老的大
鼠骨髓间充质干细胞的衰老表型发挥抗衰老作用。
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Linarin Play an Anti-aging Role by Eliminates the Senescent Phenotype of
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells *

To investigate whether linarin (LR) can eliminate the aging phenotype of aging bone marrow mesenchymal

stem cells (BMSC) and play an anti-aging role. The bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) in the thigh marrow cavity

of male SD rats aged from 80 g to 100 g were used %DMEM / F12 medium of fetal bovine serum was cultured to the third generation.

D-gal was used to induce the aging of BMSCs. SA-茁-gal staining, active oxygen detection and Western blotting were used to verify the

aging state of BMSCs. The expression of SIRT1, SIRT6 and p16, p21 and p53 were detected by western blotting Level. After that, we

treated the aged BMSCs with different concentrations of LR. Finally, Western blot analysis was used to detect the expression of aging

related proteins in the untreated and LR treated groups. To observe whether Linarin can eliminate the aging phenotype of bone marrow

mesenchymal stem cells in aging BMSC. In senescent cells, SIRT1 and SIRT6 decreased, p16, p21 and p53 increased, and the

expression of 酌-H2AX related to DNA damage increased significantly. However, after LR treatment，p16, p21, p53 and 酌-H2AX protein

positive cells were significantly decreased. Linarin can eliminate the aging phenotype of aging bone marrow mesenchymal

stem cells in a dose-dependent manner and play an anti-aging role.
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前言

细胞衰老是一种细胞生长停滞的状态[1]，衰老通常是由于

细胞应激而引发的免疫应答[2]。细胞衰老能够有效防止细胞的

异常复制 (如癌变)[3]，但另一方面，细胞衰老是导致人类退行性

疾病和功能缺陷的主要病理因素[4]。据最近文献报道，细胞衰老

会激活 cGAS/STING信号通路[5]，进而表现出溶酶体、茁-半乳
糖苷酶活性的增加，促炎因子、趋化因子、生长因子和基质重塑

酶等一系列衰老相关分泌表型(SASP)的分泌[6]，细胞核 DNA

损伤反应蛋白的表达等[7]。衰老细胞的逐渐累积并长期存活会

导致组织功能障碍，影响细胞微环境，持续存在的 SASP会产

生局部的慢行炎症、组织老化破坏以及加速周围细胞衰老等病

理作用[8]。因此，对细胞衰老及年龄相关疾病的相关研究具有重

要意义[9，10]。

蒙花苷(Linarin, LR)是一种来源于野菊的天然成分，也是

野菊中活性最高的黄酮类成分，分子式为 C28H32O14，分子量为
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592.54，属于 Flavonoids黄酮类[11]。据文献报道，LR具有抗菌、

抗衰老作用[12]、抗缺氧作用、抗不良刺激作用、对机体双向调节

作用、抗疲劳作用等多种药理作用[13, 14]。尽管 LR具有上述多种

有益作用，但目前，几乎没有文献及报告阐述其对骨髓间充质

干细胞(BMSC)的抗衰老作用效果。因此，我们通过使用 LR处

理不同状态 BMSC，并观察衰老相关分泌表型，对 LR是否可

以起到抵御 BMSC衰老及作用效果进行研究。为研发新型抗

衰老及治疗年龄相关性疾病药物提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用的 SD大鼠由上海交通大学附属第一人民医

院动物实验中心购买。DMEM/F12培养基，胎牛血清，双抗购自

美国 Gibco 公司。P16 抗体、P21 抗体、P53 抗体、Sirt1抗体、

Sirt6抗体和 GAPDH抗体购自英国 abcam公司。酌-H2AX抗体
购自于美国 CST公司。蒙花甘药物购自于上海源叶生物科技

有限公司。

1.2 大鼠原代 BMSCs的分离培养

取 4 周龄 80 g-100 g 的雄性 SD 大鼠，麻醉处死后，用

75 %酒精浸泡 5 min，无菌条件下分离出大鼠双下肢的股骨和

胫骨，仔细剔除肌肉等软组织，将完整的腿骨放入灭菌的 PBS

缓冲液培养皿中，用灭菌 PBS缓冲液冲洗三次，转入含 10 %胎

牛血清的 DMEM/F12培养基的培养皿中。用灭菌手术剪剪去

两侧干骺端，显露骨髓腔，用 1 mL注射器吸取培养基反复冲洗

骨髓腔至骨髓腔内骨髓冲净。将混有骨髓冲洗液的培养基转移

至 15 mL离心管中，1000 r/min，离心 3 min，弃上清，用培养基

反复吹打沉淀成细胞悬液，将悬液转移至新无菌 10 cm培养皿

中，置于 37℃、5 %CO2的细胞培养箱内培养。48 h后换液，以

后每两天换液一次，倒置显微镜下每天观察细胞状态。

1.3 细胞培养

将 BMSCs 接种于直径 10 cm 的培养皿中 (含 89 %

DMEM/F12培养基，10 %胎牛血清，1 %双抗)，置于 37℃、5 %

CO2的细胞培养箱内培养，每隔两天换液一次。当培养皿内细

胞密度超过 90 %时用 0.25 %胰蛋白酶消化，并重悬于新 10 cm

培养皿中，传代至第三代开始实验。

1.4 CCK-8试剂盒检测细胞增殖活力

用 96孔板重悬细胞，每孔 100 滋L细胞悬液，约 10000个细

胞，用不同浓度(0、1、5、10、50、100 滋M)LR处理不同时间(48 h、

72 h)，按不同处理时间分组，每组设三个复孔，到达预定时间后

每孔加入 10 滋L CCK-8溶液，2 h后在酶标仪下测定吸光度。
1.5 茁-半乳糖苷酶染色

将正常 BMSCs与衰老 BMSCs接种于六孔板中，细胞贴

壁且密度达到 70 %后进行下一步实验。清除细胞培养基，用

PBS清洗一遍，加入 1 mL固定液，室温固定 15 min后吸掉固

定液，PBS清洗三遍，每孔加入 1 mL工作液，放置于 37℃温箱

中孵育过夜。12 h后清除工作液，再用 PBS清洗三遍，将 6孔

板置于普通光学显微镜下，随机选取 6个视野，统计衰老细胞

比例。

1.6 免疫荧光

培养细胞贴壁后用 4%对甲醛（PFA）固定 30min，加入 10%

山羊血清和 1 %牛血清白蛋白（BSA）封闭缓冲液，室温孵育

1 h，酌-H2AX抗体（1:200稀释），细胞在 4℃孵育过夜，然后用

PBST溶液洗涤细胞 3次，每次 5分钟，然后用 Alexa Fluor 488

（美国 Life Technologies公司）结合羊抗兔 IgG抗体在 PBS中

在暗室中孵育温度 30 min，用 PBST溶液洗涤细胞 3次，每次

5 min，用 DAPI（日本多津多）染色 5 min，洗涤 3次，每次5 min，

用 PBS覆盖培养皿，用荧光共聚焦显微镜（日本奥林巴斯）拍

摄图像。

1.7 Western blot蛋白印迹分析

细胞密度达到 90%以上进行下一步实验，将培养皿置于冰

上，吸液器吸出培养基后加入蛋白裂解液提取各组细胞总蛋

白，然后使用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。使用 10 %SDS-PAGE

凝胶电泳，蛋白分离后，转膜至 PVDF膜，在封闭液中室温下

封闭 30 min，并在装有匹配的一抗孵育盒中孵育，4 ℃摇床孵

育过夜。12 h后 TBST洗膜，三次，每次 15 min。室温下孵育二

抗 60 min，TBST再次洗涤三次，使用化学发光试剂盒检测信

号条带。

1.8 统计学分析

采用 GraphPad prism 5绘制柱状图，采用 SPSS21.0统计学

软件对数据进行统计分析，数据表示为平均值依标准差。多组之
间采用单因素方差分析，两组之间采用 t检验。认为 P＜0.05是

统计显著性的标准。

2 结果

2.1 D-gal诱导骨髓间充质干细胞衰老

实验所用细胞为正常骨髓间充质干细胞(BMSCs)及其衰

老状态的细胞。我们通过 10 g/L剂量的 D-gal诱导 BMSCs 48

h使其达到衰老状态。之后，我们使用 SA-茁-gal染色来确认细
胞处于衰老状态，并进一步使用免疫荧光来确认衰老细胞与正

常细胞的状态区别。发现与正常细胞相比，衰老细胞组中 SA-

茁-gal阳性细胞比例明显升高(图 1A)。根据文献报道，衰老细胞

中氧自由基等超氧化物累积，我们通过活性氧检测试剂盒检测

发现，衰老细胞组的活性氧阳性细胞比例较正常 3代 BMSCs

明显增高(图 1B)。免疫荧光显示，衰老细胞中与 DNA损伤相

关的细胞核内蛋白酌-H2AX表达明显增加 (图 1C)。结果表明

D-gal能够诱导正常 BMSCs衰老。

2.2 衰老细胞的衰老相关分泌表型 p16、p21、p53等表达增高

p53/p21WAF1和 p16Ink4a细胞周期抑制途径的激活被认

为是衰老的标志。我们观察到，与正常 3代 BMSCs相比，在衰

老细胞中，p16、p21、p53蛋白表达均显著增加 (图 2A)。Sirt1、

Sirt6蛋白为细胞中起保护作用的蛋白，在衰老细胞中，二者表

达减少。因此，我们认为，细胞衰老会激活上述两种细胞周期抑

制途径，使衰老相关分泌表型(SASP)表达增高。而抑制细胞保

护蛋白的表达。

2.3 蒙花苷消除衰老骨髓间充质干细胞的衰老表型

我们用不同浓度（0、1、10、25、50滋M）LR处理衰老 BMSCs

24h。并检测衰老相关蛋白 p16、p21、p53的表达。结果表明，随

着 LR浓度的升高，p16、p21、p53表达量均降低，且差异具有统

计学意义(图 3A)。随后，我们再一次使用免疫荧光观察酌-H2AX
的表达情况，与未使用 LR处理的衰老细胞相比，LR处理后的
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图 2衰老细胞与正常三代 BMSCs中的 p16、p21、p53、Sirt1、Sirt6表达差异。通过Western blotting分析，衰老细胞中，

p16、p21、p53蛋白表达都增加，Sirt1、Sirt6蛋白在衰老细胞中表达降低。

Fig. 2 The expression of p16, p21, p53, SIRT1 and SIRT6 in senescent cells was different from that in normal BMSCs of the third generation.

By Western blotting analysis, the expression of p16, p21 and p53 protein increased in senescent cells, and the expression of SIRT1

and SIRT6 protein decreased in senescent cells.

Note: Data were expressed as the mean 依 SD, n=3, P<0.05, compared with Control group.

图 1正常三代 BMSCs与衰老 BMSCs的 茁-半乳糖染色及定量 (A)；活性氧检测正常三代 BMSCs与衰老 BMSCs活性氧等代谢产物差异(B)；免

疫荧光显示衰老细胞细胞核内蛋白酌免疫荧光显表达明显增加(C)

Fig. 1 茁 - galactose staining and quantification of normal third generation BMSCs and aging BMSCs(a); the difference of active oxygen and other

metabolites between normal third generation BMSCs and aging BMSCs was detected by active oxygen (b); immunofluorescence showed that the

expression of protein 酌 - H2AX in the nucleus of aging cells increased significantly (c)

Note: Data were expressed as the mean 依 SD, n=6, P<0.05, compared with Control group.
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3 讨论

随着社会的进步，医疗条件及水平的提高，人们的平均寿

命已经大幅提高。但是，随之带来负面影响就是老龄化问题，社

会老龄化使许多年龄相关性疾病的危害逐渐凸显[3，15，16]。因此，

近些年，衰老相关研究已经成为许多学科领域的研究热点。这

其中，细胞衰老的相关研究也成为一个热门，细胞衰老是一种

细胞生长停滞状态，衰老细胞的增殖能力由于各种形式的细胞

应激而受到限制甚至丧失[17，18]。细胞的衰老能够相对的防止一

些疾病的发生(如癌前病变)[2]，但是，细胞衰老更是导致人类退

行性疾病和功能缺陷的主要病理因素[19]，细胞衰老会表现出溶

酶体、D- 半乳糖苷酶活性的增加，促炎因子、趋化因子、生长

因子和基质重塑酶等一系列衰老相关分泌表型(SASP)的分

泌[6，20]，细胞核 DNA损伤反应蛋白的表达等[7]。逐渐累积并长期

存活的衰老细胞会导致组织功能障碍，影响细胞微环境，持续

存在的 SASP会产生局部的慢行炎症、组织老化破坏以及加速

周围细胞衰老等病理作用[21, 22]。许多年龄相关性疾病，如糖尿

病[23]，神经系统疾病[24]，骨关节炎等[7, 25]，都证实与相关细胞衰老

图 3蒙花苷抑制 BMSCs衰老。通过Western blotting分析，p16、p21、p53蛋白表达随 LR浓度增加表达达逐渐降低(A)；

免疫荧光检测酌免疫荧光检表达情况(B)。

Fig. 3 Linarin inhibited the senescence of BMSCs. Western blotting analysis showed that the expression of p16, p21 and p53 protein decreased gradually

with the increase of LR concentration (a); the expression of 酌 - H2AX was detected by immunofluorescence (b)

Note: Data were expressed as the mean 依 SD, n=3, P<0.05, compared with Control group.

衰老 BMSCs细胞核内酌-H2AX表达明显下降(图 3B)。因此，我

们认为蒙花苷可以降低与衰老相关蛋白的表达情况，从而发挥

抗衰老的作用。为了确定 LR对衰老 BMSC的影响是否与该药

物的潜在毒性有关，我们采用 CCK-8法检测 LR的细胞毒性。

结果表明，在 50 滋M剂量范围内，LR对衰老 BMSC细胞活力

无明显影响（图 4B），提示 LR对衰老 BMSC衰老表型的抑制

作用不是由 LR的细胞毒性产生的。

3410窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.18 SEP.2020

图 4蒙花苷分子结构及细胞毒性检测。蒙花苷分子结构(A)；CCK-8检测 LR对大鼠衰老 BMSCs活力的影响(B)

Fig. 4 Molecular structure and cytotoxic test of linarin. Molecular structure of linarin (a);

CCK-8 test the effect of LR on the activity of senescent BMSCs (b)

Note: Data were expressed as the mean 依 SD, n=3, P<0.05, compared with Control group.

有密切关系。最近有文献报道，骨关节炎疾病的最初病变起始

于软骨下骨骨髓间充质干细胞衰老[26]。且将衰老细胞移植至正

常小鼠体内可产生骨关节炎样的病变[27]。而清除衰老细胞或抑

制细胞衰老，可以明显延缓甚至逆转衰老造成的年龄相关性疾

病的发生和进展[28]。

衰老细胞可以对机体造成严重的损伤，因此，寻找清除或

逆转衰老细胞的药物或方法是非常重要的[29]。本研究也是以寻

找抑制细胞衰老的新药物为目的。我们从 4周龄 80-100 g雄性

大鼠中提取到了原代 BMSC，并培养传代至二代以用于接下来

的实验，我们通过 D-gal诱导方式将正常二代 BMSCs转变为

衰老 BMSCs。为验证我们制备的衰老细胞是否和通常衰老细

胞性质相似[17]，我们对一些重要的指标进行了检测，实验方式

包括 SA-茁-gal染色、衰老相关表行的蛋白印迹分析、活性氧检
测、免疫荧光实验。我们发现，与正常细胞相比。衰老细胞在各

方面指标都产生了一定程度的变化，SA-茁-gal染色实验中，衰
老细胞组中阳性细胞比例明显增加，而正常细胞组阳性细胞数

很少。在蛋白印迹分析中，我们发现，与正常细胞相比，衰老细

胞中，保护细胞的蛋白 Sirt1、Sirt6蛋白表达降低，而 p16、p21、

p53蛋白表达增加。酌-H2AX是细胞核内蛋白，是评估 DNA损

伤反应的重要蛋白，衰老细胞多数有 DNA的损伤累积，免疫荧

光实验中，我们观察到，细胞核内组蛋白酌-H2AX在衰老细胞
中表达明显增高[30]，而在正常细胞组中几乎没有表达。这些实

验结果与之前文献报道相一致，证实我们制备的衰老细胞符合

衰老细胞的特性。随后，我们根据文献报道及前期结果猜想，蒙

花苷对衰老细胞具有一定的效果。并进行了接下来的实验对猜

想进行验证。

蒙花苷是一种来源于野菊的天然成分，也是野菊中活性最

高的黄酮类成分，据文献报道，LR具有抗菌、抗衰老、抗缺氧等

多种药理作用。目前，Han等人证明，LR可以抑制 LPS诱导的

急性肺损伤造成的氧化应激和炎症反应[11]，而 Hyun Lim等人

证明 LR抑制衰老相关炎症的形成[12]。但是目前，并没有文献明

确 LR对衰老细胞的作用及具体作用机制。因此，为了明确其

中的抗衰老作用效果，特别是在对衰老 BMSC的作用，我们对

LR的抗衰老作用进行了进一步实验。我们用不同浓度 LR作

用于衰老 BMSCs。并检测衰老相关蛋白 p16、p21、p53的表达。

结果表明，LR剂量依赖性的降低 p16、p21、p53的蛋白表达，在

免疫荧光实验中，与未处理衰老细胞组相比，细胞核内组蛋白

酌-H2AX在处理组中表达明显降低。随后，我们通过药物毒性
实验验证了 LR可以作用于 BMSCs，证明 LR对衰老 BMSC衰

老表型的抑制作用不是由 LR的细胞毒性产生的。通过这些实

验结果，并结合文献，我们认为蒙花苷可以特定的清除衰老

BMSC的衰老表型，具有明确的抗衰老作用。而其是通过何种

途径，其作用的具体机制及作用通路仍需进一步实验来探讨。

综上所述，我们研究发现，衰老的 BMSC与正常 BMSC相

比多种生物学特性发生变化，衰老蛋白表达水平增高，而蒙花

苷特定对衰老细胞产生的衰老表型加以清除。利用该作用，我们

可以清除衰老细胞分泌的衰老表型，防止衰老细胞对周围组织

造成的有害作用。延缓年龄相关性疾病的进展。因此，我们认为，

蒙花苷药物有望成为新型抗衰老及治疗年龄相关性疾病药物。
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