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摘要： 目的　探索不同年龄骨髓间充质干细胞中 ｍｉＲ２０３的表达变化，及其对骨髓间充质干细胞自我更新的作用机制。 方法
　分别分离培养 ４周龄和 １８ ～２４月龄的 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠 ＢＭＳＣｓ，对比不同年龄小鼠 ＢＭＳＣｓ增殖潜能的差异，并检测不同年龄小
鼠 ＢＭＳＣｓ中 ｍｉＲ－２０３的表达变化差异，从而探讨 ｍｉＲ－２０３在骨髓间充质干细胞增殖调节中的作用机制。 结果　根据干细胞
贴壁特性获得了稳定的骨髓间充质干细胞，其在分化诱导条件下可获得经茜素红染色呈红色结节及油红 Ｏ 染色显示有脂质
沉淀，且成骨诱导后Ⅰ型胶原蛋白显著表达。 在增殖条件下，与年轻 ＢＭＳＣｓ相比，老年 ＢＭＳＣｓ增殖（传代）能力明显下降。 年
轻小鼠（４周龄）ＢＭＳＣｓ中 ｍｉＲ－２０３远低于老年小鼠（１８ ～２４月龄）ＢＭＳＣｓ中 ｍｉＲ－２０３ 表达（P ＜０．０５）。 结论　年轻骨髓间充
质干细胞增殖能力优于老年骨髓间充质干细胞，可能与 miR－２０３表达较低有关。
关键词： 骨髓间充质干细胞；miR２０３；增殖
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Abstract： Objective　To investigate the differential expression of miR２０３ in bone marrow mesenchymal stem cells （BMSCs）
with different age， and to explore the mechanism of miR２０３ during the self－renew of BMSCs．Methods 　BMSCs from ４－week
and １８－２４－month Balb／c mice were isolated and cultured．The proliferation potential of BMSCs in mice with different age was
compared．And the different expression level of miR－２０３ in BMSCs with different age was also detected， in order to identify the
mechanism of miR－２０３ in regulating the proliferation of BMSCs．Results　BMSCs were acquired and stably cultured in vitro using
adherent separation method．After the induction of BMSCs， the result of Alizarin red staining showed salmon tubercles in BMSCs，
while the result of oil red O staining showed lipid sediment in BMSCs．After the osteogenic induction， the significant expression of
type I collagen was observed．The capability of proliferation of aged BMSCs was distinctively decreased compared with that of
young BMSCs during proliferation．The expression of miR－２０３ in BMSCs from young mice （４ weeks） was significantly lower than
that in BMSCs from the aged mice （１８ －２４ months， P ＜０．０５）．Conclusion　The capability of proliferation in BMSCs from
young mice is superior to that in BMSCs from the aged mice， which may be related to the low expression level of miR－２０３．
Key words： Bone marrow mesenchymal stem cells； MiR２０３； Proliferation
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　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是来源于中胚层的一类非造血系
统多能干细胞，现常用于组织工程的种子细胞［１］ 。
年轻 ＢＭＳＣｓ的细胞干性优于老年 ＢＭＳＣｓ，但详细机
制不明，本研究以 ４ 周龄和 １８－２４ 月龄的 Ｂａｌｂ／ｃ 小
鼠作为年轻和老年 ＢＭＳＣｓ细胞模型，研究其增殖能
力的差别，并发现 ｍｉＲ２０３ 在两组细胞中差异显著，
从而推测 ｍｉＲ２０３可能参与年轻和老年 ＢＭＳＣｓ的调
控分子，并为进一步分子机制的探索奠定理论基础。

1　材料和方法
1．1　材料

选用小鼠分 ４ 周龄组（年轻组）及 １８ ～２４ 月龄
组（老年组），每组各 １０ 只，由广州军区广州总医院
动物中心提供。 试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ－１２（１∶１）培养基、胎
牛血清、胰蛋白酶（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；β－甘油磷酸
钠、地塞米松、维生素 Ｃ、骨形态发蛋白－２ （美国
Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＴ －ＰＣＲ 检测试剂盒（Ｏｍｅｇａ）；茜素
红（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。
1．2　ＢＭＳＣｓ的分离培养及鉴定

在无菌条件下，分别取年轻组和老年组小鼠双
侧胫骨和股骨细胞。 吹打均匀重悬细胞，以 １ ×
１０６ ／ｍＬ密度接种于培养瓶；２４ ｈ 后更换培养液，至
细胞贴壁细胞达 ８０％～９０％融合后，弃培养液，ＰＢＳ
清洗 ３次，用 ０．２５％胰酶消化；传代至新培养瓶中，
置培养箱 ３０ ｍｉｎ 后，轻轻吹打，弃悬浮以及贴壁不
牢细胞，加入 １０％胎牛血清以 １∶３比例开始传代培
养。 取扩增后第３代的 ＢＭＳＣｓ，检测细胞表面分子，
Ｃｅｌｌ－Ｑｕｅｓｔ软件分析。 同样的方法检测年轻小鼠和
老年小鼠的 ＢＭＳＣｓ。
1．3　茜素红染色

取体外培养年轻和老年的第３ ～４代 ＢＭＳＣｓ，培
养第 ２天置换成骨细胞诱导培养液（地塞米松 １ ×
１０ －８ ｍｏｌ／Ｌ，维生素 Ｃ （ＶｉｔＣ） ０．０５ ｇ／Ｌ，β－甘油磷酸
钠（β－ｓｏｄｉｕｍ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，β－ＧＰ） ０．０１ ｍｏｌ／Ｌ ＋
１００ μｇ／Ｌ ＢＭＰ－２，１０％胎牛血清）诱导。 培养 １４ ｄ。

年轻和老年 ＢＭＳＣｓ成骨诱导结束后，用 ０．１％
茜红素－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 溶液染色固定细胞，１０ ｍｉｎ 后 １％
醋酸溶液快速冲洗，不同浓度酒精依次脱水。 镜下
观察不同年龄个体来源的 ＢＭＳＣｓ成骨分化差异。
1．4　油红 Ｏ染色

油红Ｏ染色液中染色１５ ｍｉｎ后，用６０％异丙醇
清洗 ２ 遍后，再用蒸馏水清洗 ３ 遍。 镜下观察并照
相。

1．5　细胞增殖检测
取年轻和老年 ＢＭＳＣｓ各 １０００ 个，培养于 ６ ｃｍ

培养板，同上述 ＢＭＳＣｓ分离培养步骤；培养 １４ ｄ后
观察成纤维样细胞集落形成数目和大小；比较不同
个体 ＢＭＳＣｓ数目的差异。
1．6　Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ检测Ⅰ型胶原蛋白

取不同年龄成骨诱导后的 ＢＭＳＣｓ，ＲＩＰＡ冰上裂
解 ３０ ｍｉｎ，４℃，１５０００ ｒ／ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，收集上清
液。 用等量的蛋白质进行 １０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，３５０ ｍＡ
转膜 ７０ ｍｉｎ。 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，加入一抗 ４℃
孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入二抗孵
育 １．５ ｈ，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次。 用 ＥＣＬ 显影，对蛋白表达
进行检测。
1．7　ｍｉＲ２０３ 的检测

收集不同年龄 ＢＭＳＣｓ 及其成骨诱导细胞，用
Ｔｒｉｚｏｌ 法 提 取 ＲＮＡ。 采 用 ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试 剂 盒 进 行 反 转 录， 设 计
ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０３ 的 ＰＣＲ 引物，下游引物由试剂盒提
供，采用 Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ 荧光 ｑＲＴ－ＰＣＲ 的方法。 以 Ｕ６
作为内参照物，具体引物由试剂盒提供。
1．8　统计方法

所有数据用均数 ±标准差（珋x ±s） 表示，采用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件，以方差分析进行统计分析，P ＜
０．０５被认为有统计学差异。

2　结果
2．1　ＢＭＳＣｓ的形态学鉴定结果

经 ３ 次传代后即可获得形态均一、贴壁能力强
的 ＢＭＳＣｓ，呈现典型的“纺锤状”成纤维样细胞形态
（图 １）。 成骨诱导第 １０ 天，细胞呈集落样生长，细
胞间可见钙质沉积；２ 周后细胞结节中心的细胞逐
渐融合失去细胞结构，钙结节形成明显，经茜素红染
色呈红色结节（图 ２）。 同期对照组结果为阴性。 成
脂诱导 ７２ ｈ后，细胞内即开始有小脂滴出现，约 １０
ｄ后脂滴数量增加并相互融合，细胞由长梭形变为
圆形或多边形，油红 Ｏ 染色显示有脂质沉淀（图
３）。
2．2　诱导后的 ＢＭＳＣｓ 特异性基因表达

Ⅰ型胶原蛋白检测 经成骨诱导培养后第 ７ 天，
Ⅰ型胶原蛋白的表达量较对照组明显升高，差异有
显著性意义（P ＜０．０１），图 ４。
2．3　不同年龄 ＢＭＳＣｓ增殖能力的差异

比较了年轻小鼠（４ 周龄）ＢＭＳＣｓ 和老年小鼠
（１８ ～２４ 月龄）ＢＭＳＣｓ 的增殖能力，结果发现：在增
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图 1　Ｂａｌｂ／ｃ 小鼠 ＢＭＳＣｓ（ＯＬＭＰＵＳ 倒置相差显
微镜　 ×１００）
Fig．1　ＢＭＳＣｓ ｏｆ Ｂａｌｂ／ｃ ｍｉｃｅ （ＯＬＭＰＵＳ ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ×１００）
　

图 2　Ｂａｌｂ／ｃ 小鼠 ＢＭＳＣｓ 第 ３ 代成骨诱导分化
１４天（茜素红染色 ×１００）

Fig．2　Ｔｈｅ ３ ｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｆ Ｂａｌｂ／ｃ ｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒ １４－ｄａｙ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ （ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ×１００）
　

殖条件下，与年轻 ＢＭＳＣｓ 相比，老年 ＢＭＳＣｓ 增殖
（传代）能力明显下降，图 ５。
2．4　ｍｉＲ２０３在不同年里 ＢＭＳＣｓ中的表达差异

ｍｉＲ－２０３在年轻和老年小鼠 ＢＭＳＣｓ 中变化显
著，年轻小鼠（４ 周龄）ＢＭＳＣｓ 中 ｍｉＲ－２０３ 远低于老
年小鼠（１８ ～２４ 月龄）ＢＭＳＣｓ中 ｍｉＲ－２０３ 含量（P ＜
０．０５），图 ６。

3　讨论
3．1　骨质疏松与 ＢＭＳＣｓ

骨质疏松是全世界共同面对的年龄相关“流
行”疾病。 成年人在骨发育成熟后，通过骨吸收与
骨形成两个过程来维持骨的新陈代谢［２］ 。 老年
ＢＭＳＣｓ增殖能力和成骨分化潜能降低是老年人骨
质疏松的一个重要病因，同时也限制 ＢＭＳＣｓ相关治

图 3　Ｂａｌｂ／ｃ小鼠 ＢＭＳＣｓ 第 ３ 代成脂诱导分化
１０天（油红 Ｏ染色×１００）

Fig．3　Ｔｈｅ ３ ｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｆ Ｂａｌｂ／ｃ ｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒ １０－ｄａｙ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ （ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ
ｓｔａｉｎｉｎｇ×１００）
　

图 4　Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ对Ⅰ型胶原蛋白检测
Fig．4　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ
　

图 5　老年 ＢＭＳＣｓ 的长期增殖能力低于年轻
ＭＳＣｓ
Fig．5　Ｔｈｅ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｇｅｄ ＢＭＳＣｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ＢＭＳＣｓ
　

疗策略在老年患者的应用［３］ 。 阐明老年 ＢＭＳＣｓ 增
殖能力和成骨分化潜能降低的分子机制，有望发现
能够同时增强 ＭＳＣｓ增殖和成骨分化潜能的分子靶
点，对认识老年骨质疏松具有重要意义。
3．2　细胞衰老相关研究

细胞衰老也称细胞老化，一般是指细胞在信号
转导作用下不可逆地脱离细胞周期并丧失增生能力

后进入的一种相对稳定状态。 细胞衰老是生物体中
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图6　ｍｉＲ－２０３在老年ＭＳＣｓ中表达显著增高（P ＜０．０５）
Fig．6 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ －２０３ ｉｎ ａｇｅｄ ＭＳＣｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ＢＭＳＣｓ
（P ＜０．０５）
　

普遍存在的一种不可逆的生长停滞现象，是器官衰
老的基础，存在于任何生命的任何时期［４］ 。
细胞衰老是由遗传因素与环境因素共同作用的

结果。 研究表明，ｍｉＲＮＡｓ 可以通过调控这些衰老
相关蛋白所在的信号通路，促进或延缓细胞衰
老［５］ 。 细胞的复制衰老是生物体生命周期在细胞
水平上的重演。 细胞复制衰老所经历的群体倍增时
间（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｏｕｂｌｅ ｔｉｍｅ， ＰＤＴ）取决于细胞所来源
的种属和个体特性，如供体年龄和遗传背景等，而非
简单的传代次数和培养时间［６］ 。
本研究比较了年轻小鼠（４周龄）ＢＭＳＣｓ和老年

小鼠（１８ ～２４月龄）ＭＳＣｓ的增殖能力，结果发现：在
增殖条件下，与年轻 ＢＭＳＣｓ相比，老年 ＢＭＳＣｓ增殖
（传代）能力明显下降。 这就提示了随着年龄的增
长，ＢＭＳＣｓ作为骨组织工程的瓶颈在于体外增殖能
力的局限性。 因此，探明如何提高 ＢＭＳＣｓ的体外增
殖能力、使其在一定时间安全有效的扩增为足够数
量的干细胞意义重大。
3．3　ｍｉｃｒｏＲＮＡ在干细胞研究中的应用

微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）是一类在生物进化过程中高度
保守的由 １８ ～２２ 个核苷酸组成的单链非编码
ＲＮＡ。 ｍｉＲ 结合于 ｍＲＮＡ ３’端的非编码区 （３’
ＵＴＲ），通过抑制靶 ｍＲＮＡ 的翻译或降解靶 ｍＲＮＡ
起作用，从而调控靶标基因的表达［７］ 。 研究表明，
ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与细胞分化发育和众多生理病理过
程［８］ 。 ＳＩＲＴ１、胰岛素／ＩＧＦ－１ 和 ｍＴＯＲ 的衰老相关
通路等，已有更多的衰老相关蛋白及其信号通路被
研究发现［９］ 。 ｍｉＲＮＡｓ 如何调控这些衰老相关蛋白
的表达及影响其所在的信号通路仍有待深入研究。
目前尚未清楚 ｍｉＲＮＡｓ 如何协同调控各衰老相关信
号通路，以及对衰老相关疾病发生和发展的影响。

相信随着对衰老相关 ｍｉＲＮＡｓ 研究的深入，将进一
步揭示它们影响衰老和衰老相关疾病的分子机制，
为衰老相关疾病提供新的诊断依据和治疗途径。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ同样是细胞增殖和周期调节的重要
分子。 ｍｉＲ－１５ａ能调节 Ｃｄｃ２５Ａ的表达，抑制细胞进
入 Ｓ期。 ｍｉＲ－１４３ 也可改变 ＥＲＫ５ 的表达，调节细
胞周期［１０］ 。 综上可见，微小 ＲＮＡ 的差异表达在成
骨细胞增殖分化中发挥广泛而又重要的作用，但其
作用机制、作用靶点还不甚清楚，是近年来的研究热
点。
既往研究发现，ｍｉＲ－２０３ 在包括食道癌、胃癌、

结肠癌、肝癌、前列腺癌在内的多种肿瘤细胞和组织
中表达普遍降低，扮演抑癌基因的功能。 在转移性
的前列腺癌中，ｍｉＲ－２０３ 几乎检测不到［１１］ 。 而肿瘤
是由于细胞分化障碍，特别是转移性肿瘤细胞更被
认为是肿瘤干细胞；从这个角度而言，低水平的
ｍｉＲ－２０３ 可能是干细胞状态维持的重要分子。
Ｏｐｈｉｒ［１２］等研究发现，Ｂｍｉ１ 在干细胞调控中发挥着
重要作用，其与细胞的干性密切相关，生物信息学分
析发现 ｍｉＲ２０３是 Ｂｍｉ１的调控分子，其可能通过调
节 Ｂｍｉ１及下游的靶分子实现对细胞干性的调控，
因此，ｍｉＲ２０３对骨髓间充质干细胞衰老中可能发挥
着重要作用，同时也可以作为微小 ＲＮＡ药物的筛选
奠定理论基础。
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素 Ｄ缺乏，控制血糖的同时，积极补充维生素 Ｄ 预
防骨质疏松症，是十分必要的。
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