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文题释义：

骨髓间充质干细胞：为骨髓基质成纤维细胞，是一类起源于中胚层的成体干细胞，具有自我更新及多向分化潜能，可分化为多种间质组

织，如骨髓、软骨、脂肪、骨髓造血组织等。此外，还具有独特的细胞因子分泌功能，使骨髓间充质干细胞在多种疾病中发挥一定的治疗

效果。

内源性反转录病毒：是几百万年前古老的反转录病毒入侵人类基因组并整合的遗迹，约占人类基因组序列的8%，绝大多数的内源性反转

录病毒会积累各种突变，从而在宿主基因组中失活或片段化，异常激活后会诱导疾病的发生，也会增加病毒蛋白的翻译以及病毒样颗粒在

衰老细胞中的累积。

摘要

背景：人体增龄衰老可能是由于体内各种干细胞的衰老和耗竭。骨髓间充质干细胞具有重要的生理功能并对多种疾病展现出一定的疗效，

研究骨髓间充质干细胞的衰老及机制具有重要意义。

目的：探讨人骨髓间充质干细胞是否伴随供者年龄的增加而呈现衰老表型，并进一步检测内源性反转录病毒是否驱动骨髓间充质干细胞的

增龄衰老，为干细胞衰老机制研究提供新参考。 
方法：采用流式细胞术、β-半乳糖苷酶染色、qPCR、免疫印迹法及EdU荧光成像对不同年龄段的骨髓间充质干细胞进行衰老表征研究。收

集不同年龄段供者的骨髓间充质干细胞及细胞培养上清，通过qPCR法检测人内源性反转录病毒的含量，进一步采用高灵敏的液滴式数字

PCR检测细胞培养上清中内源性反转录病毒颗粒的表达，并用ELISA检测不同年龄段骨髓血浆样本中的内源性反转录病毒含量。

结果与结论：骨髓间充质干细胞具有明显的增龄衰老，包括显著的形态学改变、β-半乳糖苷酶染色阳性细胞比例升高、衰老标志物P16和
P21蛋白表达升高，LMNB1蛋白表达下降，细胞增殖能力减弱。不同年龄段骨髓间充质干细胞中的内源性反转录病毒含量无显著性差异，

培养上清中几乎不存在内源性反转录病毒颗粒，不同年龄段骨髓血浆样本中内源性反转录病毒无显著性差异。结果表明，人骨髓间充质干

细胞具有正常生理性增龄衰老，但不是通过内源性反转录病毒的异常激活介导的，可能具有更加复杂的驱动机制。
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• 表面标志物

• β-半乳糖苷酶染色

• EdU 增殖

• 衰老标志物 P16、P21、LMNB1

衰老表型研究

在正常生理条件下，老年骨髓间充质干细胞的衰老
并非是由人内源性反转录病毒激活驱动引起的
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0   引言   Introduction
衰老随着年龄的增长而发生，由多种因素引起，如端

粒缩短
[1]
、DNA 损伤

[2-3]
、线粒体功能障碍

[4]
、表观遗传改 

变
[5-8]

、氧化应激等
[9]
。一方面衰老细胞分化能力降低

[10]
，

另一方面衰老细胞释放出的因子会加速机体衰老
[11]
。衰老会

诱导相关疾病，如糖尿病
[12]
、阿尔茨海默病

[13]
、帕金森病

[14]
、

多发性硬化症
[15]
、心血管疾病等

[16]
。预计到 2050 年，全球

老年人口将显著增加，且全世界 80 岁及以上的成年人将诊

断出 690 万新发癌症病例，其中超过 1/4 将发生在中国，对

于衰老机制的研究近年来成为医学研究的热点
[17]
。

人体的衰老被认为与干细胞的衰老和耗竭有关
[18-23]

，如

果能有效延缓体内干细胞衰老，或许能在一定程度上延缓机

体的衰老。间充质干细胞是一种多能干细胞，最早是从骨髓

中发现，称为骨髓间充质干细胞 (bone marrow mesenchymal 

stromal cells，BMSCs)[24]
，不仅具有自我更新增殖能力，还具

有成骨、成脂、成软骨分化潜能以及免疫调节功能
[25-26]

；此外，

还通过旁分泌方式分泌各种细胞因子和生长因子，促进组织

修复
[27]
，调节各种生理功能，包括血管生成，为维持造血

干细胞提供所需的基本支持
[28-29]

，以及成骨功能，促进骨修 

复
[30-32]

。这些特性使 BMSCs 对多种生理功能的维持及多种衰

老相关疾病都有一定的治疗效果
[33-36]

。然而与年轻 BMSCs 相

比，衰老 BMSCs 对疾病的治疗效果显著下降
[37-38]

，并且体内

衰老 BMSCs 不断累积，达到一定程度后不被及时清理，可能

会使机体稳态失调，从而导致机体衰老。BMSCs 的衰老是一

个动态过程，伴随着代谢、表观遗传、转录和翻译变化
[39]
，

且衰老机制较为复杂，如何能有效延缓 BMSCs 衰老是目前迫

切需要解决的一大难题。现阶段研究发现药物、自噬、基因

Abstract
BACKGROUND: Aging of human body may be due to the senescence and depletion of various stem cells in the body. Bone marrow mesenchymal stromal cells 
have important physiological functions and have shown certain therapeutic effects on various diseases. It is of great significance to study the senescence and 
mechanism of bone marrow mesenchymal stromal cells. 
OBJECTIVE: To investigate whether human bone marrow mesenchymal stromal cells exhibit senescence phenotypes with increasing donor age, and further 
determine whether endogenous retrovirus drives the senescence of bone marrow mesenchymal stromal cells, offering a novel reference for the investigation 
of stem cell senescence mechanism.
METHODS: The senescence of bone marrow mesenchymal stromal cells at different ages was characterized by flow cytometry, β-galactosidase staining, qPCR, 
western blotting, and EdU fluorescence imaging. Bone marrow mesenchymal stromal cells and cell culture supernatant were collected from donors of different 
ages. The content of human endogenous retrovirus was detected by qPCR. Furthermore, highly sensitive droplet digital PCR was used to detect the expression 
of endogenous retrovirus-like particles in the cell culture supernatant. The content of endogenous retrovirus in bone marrow plasma samples of different ages 
was detected by ELISA.
RESULTS AND CONCLUSION: Bone marrow mesenchymal stromal cells exhibited obvious senescence with increasing age, including significant morphological 
changes, increased proportion of β-galactosidase positive cells, increased expression of senescence markers P16 and P21 protein, decreased expression of 
LMNB1 protein, and reduced cell proliferation ability. There was no significant difference in the content of endogenous retrovirus in bone marrow mesenchymal 
stromal cells at different ages, almost no endogenous retrovirus-like particles in the cell culture supernatant. There was no significant difference in endogenous 
retrovirus-like particles detected in bone marrow plasma samples at different ages. These findings indicate that human bone marrow mesenchymal stromal 
cells have normal physiological senescence with increasing age, but the mechanism of senescence is not mediated by abnormal activation of endogenous 
retroviruses, which may have a more complex driving mechanism. 
Key words: bone marrow mesenchymal stromal cell; aging mechanism; cellular senescence; bone marrow plasma; endogenous retrovirus; endogenous 
retrovirus-like particle; droplet digital PCR

Funding: National Natural Science Foundation of China (General Program), No. 82070459 and No. 82270701 (to WB)
How to cite this article: WANG YP, GAO TY, WANG B. Senescence of human bone marrow mesenchymal stromal cells with increasing age is not dependent on 
the mediation of endogenous retroviruses. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2026;30(1):10-20. 

修饰等能不同程度地延缓 BMSCs 衰老
[40-41]

，但是效果并不是

十分理想，还应进一步研究出可以有效对抗 BMSCs 衰老的策

略。

在人类基因组进化过程中，存在一类潜伏在基因组中

的病毒起源的 LTR 反转录转座因子，它们是古代反转录病毒

感染的遗迹，约占人类基因组的 8%，称为内源性反转录病

毒。研究发现人类内源性反转录病毒 K(human endogenous  

retrovirus K，HERVK) 是最近整合到人体基因组且最活跃的内

源性反转录病毒亚族，HERVK 维持开放的阅读框和编码病毒

颗粒形成所需的蛋白质
[42]
，在健康的成体细胞中不表达，但

在异常条件下可以被解锁转录病毒基因并产生反转录病毒样

颗粒 (retrovirus-like particles，RVLPs)，进而诱导一些疾病的

发生，如胎盘发育性疾病
[43]
、癌症

[44]
。此外，HERVK 与机

体和细胞衰老也有一定的联系，最近有文献报道衰老体细胞

中 HERVK 异常表达以及 RVLPs 积累，HERVK 与 RVLPs 构成了

一个可传递的信息，在年轻体细胞中引发衰老表型。此外，在

老年人血清中也观察到内源性反转录病毒的活化，抑制内源性

反转录病毒能减轻细胞衰老和组织退化，并在一定程度上减

缓机体衰老，内源性反转录病毒是延缓衰老的靶点
[6，45]

。

目前针对于内源性反转录病毒激活介导的体细胞程序性

衰老的作用已被报道，然而内源性反转录病毒是否也驱动干

细胞衰老的研究较少，尤其是间充质干细胞。间充质干细胞

对人体生理功能维持及临床应用具有很大前景，然而随着间

充质干细胞衰老，其功能特性及对疾病的疗效受到很大限制。

该研究主要探讨 BMSCs 是否伴随供者年龄的增加而呈现出增

龄衰老表型，以及 HERVK 是否被激活来介导细胞衰老过程，

为 BMSCs 的衰老机制及延缓甚至逆转衰老提供新思路。
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研究结果表明不同年龄段 BMSCs 具有明显的增龄衰老

表型，然而 HERVK 在正常生理性衰老过程中并未异常激活，

证明 BMSCs 增龄衰老与体细胞的衰老机制不同，并非是由

HERVK 异常激活而驱动的，可能具有更为复杂的驱动机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞体外实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 11 月至 2024 年 7 月在南京

大学医学院附属鼓楼医院临床干细胞研究中心完成。

1.3   材料

1.3.1   样本   人 BMSCs 及人骨髓血浆样本来源于南京大学医

学院附属鼓楼医院，胎儿组 BMSCs 来源于无先天性疾病的流

产胎儿，年轻组 BMSCs 来源于年轻供者，中年组 BMSCs 来

源于中年供者，老年组 BMSCs 来源于老年供者；老年人皮肤

组织样本来源于南京大学医学院附属鼓楼医院，所有样本均与

供者或其家属签署知情同意书后，在无菌条件下获取。

   临床组织标本的获取得到南京大学医学院附属鼓楼医院医

学伦理委员会批准 ( 批准号：2017-161-08；审批日期：2023-

11-29)。

1.3.2   实验试剂和仪器 

(1) 实验试剂：DMEM 基础培养基 (10567014，GIBCO，

美国 )；胎牛血清 (12664025，GIBCO，美国 )；细胞消化

液 (Tryple) (12563011，GIBCO， 美 国 )；DPBS(A12858-01， 

GIBCO，美国 ) 及青链霉素 (BC-CE-007，生航生物，南京 )；

β- 半乳糖苷酶试剂盒 (C0602，碧云天，上海 )；EdU 检测试

剂盒 (C10310-1，锐博，广州 )；RNA-easy 分离试剂 (R711-01， 

诺唯赞，南京 )；HiScript III RT Super Mix for qPCR(+gDNA wiper) 

(R323-01，诺唯赞，南京 )；Flash SYBR Green Master Mix，2× 

(TC015-A，源启生物，苏州 )；DEPC 水 (DNase、RNase free)

(R0022，碧云天，上海 )；BCA 蛋白定量试剂盒 (E112-02，诺

唯赞，南京 )；P16 抗体 (ab108349，Abcam，英国 )；P21 抗

体 (2947T，Cell Signaling，美国 )；LMNB1 抗体 (S0B0243，

STARTER，杭州 )；GAPDH 抗体 (A19056，爱博泰克，武汉 )；

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L) (A0208，碧云天，

上海 )；辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG(H+L)(A0216，

碧云天，上海 )；QIAamp Viral RNA Mini Kit(Cat# 52904，

QIAGEN，德国 )；Human HERVK_7p22.1 provirus ancestral Env 

polyprotein(ERVK6) ELISA Kit(CSB-EL007812HU，CUSABIO，武汉 )；

ddPCR Supermix for probes(64463542，BIO-RAD，美国 )。

(2) 实验仪器：生物安全柜 (Thermo Scientific，美国 )；

二氧化碳培养箱 (Thermo Scientific，美国 )；高速离心机

(Thermo Scientific，美国 )；电动移液器 (Thermo Scientific，

美国 )；匀浆机 ( 净信，上海 )；NanoDrop 分光光度计 (Thermo 

Scientific，美国 )；QuantStudio™ 6 Flex 实时荧光定量 PCR 系

统 (Thermo Fisher，美国 )；化学发光成像系统 ( 天能，上海 )；

大型离心机 (BECKMAN COULTER，美国 )；荧光共聚焦显微镜

(Leica TCS SP8 STED，德国 )；QX200 Droplet Digital PCR 系统

(BIO-RAD，美国 )。

1.4   实验方法   

1.4.1   临床级 BMSCs 的分离和培养   样本按年龄分为 4 组，

胎儿组 (7月龄，n=3)、年轻组 (< 30岁，n=3)、中年组 (30-40岁，

n=3)、老年组 (> 50 岁，n=3)。采用密度梯度离心法分离人骨

髓单核细胞，并通过差异附着特性纯化 BMSCs，将 BMSCs 接

种在含体积分数 15% 胎牛血清、1% 青链霉素的 DMEM 培养

基中，每3 d更换1次培养基，当细胞融合度达到80%-90%时，

细胞传代
[46]
。

1.4.2   不同年龄段 BMSCs 的生物学性状鉴定

(1) 不同年龄段 BMSCs 形态：将第 6 代不同年龄段

BMSCs 以 1×105
个 / 孔密度培养在 6 孔板中，待细胞融合至

70%-80% 后，倒置显微镜观察拍照。

(2) 不同年龄段 BMSCs 的表面标志物鉴定：取第 6 代不

同年龄段 BMSCs，加 Tryple 消化，用 DMEM 完全培养基终

止消化，1 200 r/min 离心 5 min，弃掉上清，分别收集不同

年龄段 BMSCs 各 2×105
个，加 100 μL PBS 与细胞混匀，室温

条件下加抗体 CD14、CD19、CD34、CD45、CD73、CD90、

CD105、HLA-DR 混合，避光处理 30 min，加 PBS 清洗 2 次，

向细胞中加 100 μL 缓冲液吹打均匀，通过 C6 流式仪器上机，

将所得数据用软件 Flowjo 10 处理。

(3) 不同年龄段 BMSCs 衰老 β- 半乳糖苷酶染色：将第 6

代不同年龄段 BMSCs 以 2×105
个 / 孔密度接种在 6 孔板中，

待细胞培养 24 h 贴壁，弃去细胞培养基，每孔加入 1 mL PBS

清洗 1 次，弃掉 PBS，每孔加 1 mL 染色固定液，室温静置

15 min，弃掉固定液，每孔加入 1 mL PBS 清洗 3 次，每次 

3 min，去除 PBS，每孔加入 1 mL 染色工作液 ( 配染色工作

液的相关试剂如表 1 所示 )，37 ℃孵育过夜，将 6 孔板用封

口膜包封，避免孔板中的液体蒸发，用倒置光学显微镜对孔

板中的细胞进行观察并拍照，通过 Image J 软件对 β- 半乳糖

苷酶染色阳性细胞数进行统计
[47-48]

。

表 1 ｜衰老 β- 半乳糖苷酶染色工作液
Table 1 ｜ Senescent β-galactosidase staining working solution

试剂组分 用量

染色液 A 10 μL
染色液 B 10 μL
染色液 C 930 μL
5-溴 -4-氯 -3-吲哚 -β-D-半乳糖苷溶液 50 μL
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(4)qPCR 检测不同年龄段 BMSCs 衰老指标 P16、P21、

LMNB1 的表达：将第 6 代不同年龄段的 BMSCs 按照 6×105
个

密度接种在 T75 培养瓶中，用含体积分数 15% 胎牛血清的低

糖 DMEM 完全培养基培养，待细胞传代到第 7 代，融合度达

到 80%-90% 时，加 Tryple 消化，用倒置相差显微镜观察细

胞消化情况，加入 DMEM 完全培养基终止消化，1 200 r/min 

离心 5 min，弃上清，向沉淀中加入 RNA-easy 试剂提取

RNA，用 NanoDrop 分光光度计检测提取的 RNA 浓度，用

HiScript Ⅲ RT Super Mix for qPCR(+gDNA wiper) 进行反转录，

将其用 Flash SYBR Green Master Mix 进行混合，反应组分如

表 2 所示，引物序列如表 3 所示，将引物序列提供给南京金

斯瑞生物科技股份有限公司，由公司合成引物，扩增过程如

表 4 所示，使用 qPCR 仪扩增，以 GAPDH 基因表达作为内参，

根据 2-ΔΔCt
进行统计。

表 4 ｜ qPCR 扩增程序
Table 4 ｜ Procedures of amplification of qPCR

阶段 温度 时间

预变性阶段 95 ℃ 2 min
扩增反应阶段 ×45 个循环 95 ℃ 10 s

60 ℃ 15 s
72 ℃ 20 s

熔解曲线阶段 95 ℃ 15 s
60 ℃ 1 min
95 ℃ 15 s

表 3 ｜衰老相关基因的引物序列
Table 3 ｜ Primer sequences of aging related genes

基因 引物序列 (5’-3’)

GAPDH[6] F：TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT
R：TTG CCA TGG GTG GAA TCA TA

P16[49] F：GAT CCA GGT GGG TAG AAG GTC
R：CCC CTG CAA ACT TCG TCC T

P21[49] F：TGT CCG TCA GAA CCC ATG C
R：AAA GTC GAA GTT CCA TCG CTC

LMNB1[49] F：AAG CAT GAA ACG CGC TTG G
R：AGT TTG GCA TGG TAA GTC TGC

表 2 ｜ qPCR 反转录的反应组分
Table 2 ｜ Components of reaction for qPCR reverse transcription

组分 体积

Flash SYBR Green Master Mix，2× 10 μL
cDNA 2 μL
正向引物 (2.5 μmol/L) 1 μL
反向引物 (2.5 μmol/L) 1 μL
RNase-free ddH2O to 20 μL

酶抑制剂，置于冰上裂解 30 min，期间将样本涡旋振荡 2

次，将裂解的细胞收至 1.5 mL EP 管中，12 000×g/min 离心 

20 min，收集上清。用移液枪吸取 4 μL 上清，通过 BCA 法

测量样本的蛋白含量，向其余上清中按比例添加 5×SDS 样品

缓冲液，在 100 ℃金属浴中加热处理 10 min[50]
。取 20 μg 样

品用 10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白，使用湿转的转膜方法将

蛋白转移至 PVDF 膜 ( 用甲醇活化 10 s) 上，室温下用 5% 脱

脂牛奶封闭 1 h，PVDF 膜用封闭液配制的一抗 4 ℃孵育过夜

(P16 抗体稀释比例为 1 ∶ 2 000，P21 抗体稀释比例为 1 ∶ 

1 000，LMNB1 抗体稀释比例为 1 ∶ 1 000，GAPDH 抗体稀释

比例为 1 ∶ 300 000)，弃掉抗体，用 PBST 洗涤 4 次，每次 

5 min，加入用 1% 脱脂牛奶配制的 HRP 标记的二抗室温孵育

1 h，二抗稀释比例均为 1 ∶ 1 000，弃掉抗体，用 PBST 洗涤

4 次，每次 5 min，使用 ECL 显影液通过天能曝光机成像分析

系统分析蛋白表达。

(6)EdU 荧光成像法检测不同年龄段 BMSCs 的增殖能力：

取第 6 代处于对数生长期的不同年龄段 BMSCs，以 4×103
个 / 

孔密度接种于 96 孔板中，培养 24 h 后，配制浓度为 

50 μmol/L 含 EdU 的细胞培养基，取 100 μL 处理细胞 120 min

后，用 PBS 轻轻洗涤 2 次，再加 50 μL 固定液固定 30 min 左

右，吸出固定液，再加等体积的 2 mg/mL 甘氨酸至孔板中，

在摇床上室温放置 5 min，去除甘氨酸，加 PBS 洗 5 min，

去除 PBS，再加 100 μL 渗透剂，放于摇床上 10 min，再次

用 PBS 洗 5 min，加 100 μL Apollo® 溶液，在摇床上避光处理 

30 min，用 100 μL 渗透剂洗 2 次，再先后用 100 μL 甲醇和

100 μL PBS 洗涤，每次 5 min，加 100 μL 1×Hoechst 33342 活

细胞染色试剂，在摇床上处理 30 min，弃染色剂，用 100 μL 

PBS 洗 2 次，使用倒置荧光显微镜拍摄图片并用 Image J 软

件统计结果
[51]
。

1.4.3   不同年龄段 BMSCs 中 HERVK 含量检测  将第 6 代不同

年龄段的 BMSCs 按照 6×105
个密度接种在 T75 培养瓶中，用

含体积分数 15% 胎牛血清的低糖 DMEM 培养基培养，待细

胞传代到第 7 代，融合度达到 80%-90% 时，加 Tryple 消化，

用倒置相差显微镜观察细胞消化情况，加入 DMEM 完全培

养基终止消化，1 200 r/min 离心 5 min，弃上清，向沉淀中

加入 RNA-easy 试剂提取 RNA，胎儿皮肤组织和老年皮肤组

织用全自动样品冷冻研磨仪匀浆后，加入 RNA-easy 试剂提

取 RNA。用 NanoDrop 分光光度计检测提取的 RNA 浓度，用

HiScript Ⅲ RT Super Mix for qPCR (+gDNA wiper) 进行反转录，

将其用 Flash SYBR Green Master Mix 进行混合，体系组分如

表 2 所示，引物序列如表 5 所示，将引物序列提供给南京金

斯瑞生物科技股份有限公司，由公司合成引物，扩增过程如

(5) 免疫印迹法检测不同年龄段 BMSCs 衰老指标 P16、

P21、LMNB1 的表达：收集第 6 代不同年龄段的 BMSCs，

弃掉完全培养基，用预冷的 PBS 清洗 2 次，弃掉 PBS 后，

加入 RIPA 裂解液，同时加入 1× 蛋白酶抑制剂及 1× 磷酸
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表 4 所示，使用 PCR 仪扩增，以 ACTB 基因的表达作为内参，

根据 2-ΔΔCt
进行统计。

1.4.4   不同年龄段 BMSCs 上清中 RVLPs 含量检测   第 6 代

不同年龄段 BMSCs 融合度达到 80%-90% 时，换无血清

DMEM 培养基培养 48 h 后，收集不同年龄段 BMSCs 条件

培养基各 10 mL，300×g/min 离心 10 min，将上清加载到

Amicon® Ultra 离心超滤管中，4 000×g/min 离心 20 min 浓

缩上清。用 QIAamp Viral RNA Mini Kit 提取上清中的病毒

RNA，向 560 μL AVL 缓冲液中加入 5.6 μL 载体 RNA，试管

翻转 10 次，轻轻混合，制备成含有载体 RNA 的缓冲 AVL，

取 560 μL 含 有 载 体 RNA 的 缓 冲 AVL(AVL 是 QIAamp Viral  

RNA Mini Kit 病毒 RNA 试剂盒中提供的一种缓冲液 ) 放入 

1.5 mL 离心管中，向离心管中加入 140 μL 浓缩后的上清样

本，涡旋 15 s，在室温条件下静置 10 min，之后短暂离心，

向样本中加入 560 μL 无水乙醇，涡旋 15 s 后，短暂离心。

将溶液小心加载到 QIAamp Mini 色谱柱上 6 000×g/min 离心

1 min，将 QIAamp Mini 色谱柱放入干净的 2 mL 收集管中，

丢弃含有滤液的管子，向 QIAamp Mini 色谱柱中加入 500 μL 

Buffer AW1，盖上盖子，6 000×g/min 离心 1 min，将 QIAamp 

Mini 色谱柱放入干净的 2 mL 收集管中。向 QIAamp Mini 色

谱柱中加入 500 μL Buffer AW2，盖上盖子，20 000×g/min 离

心 3 min，将 QIAamp Mini 色谱柱置于新的 2 mL 收集管中，

20 000×g/min 离心 1 min，将 QIAamp Mini 色谱柱置于 1.5 mL  

RNase-free EP 管中，加入 60 μL AVE 缓冲液至室温平衡，

盖上盖子，室温孵育 10 min，6 000×g/min 离心 1 min，用 

NanoDrop 分光光度计检测提取的 RNA 浓度，用 HiScript 

Ⅲ RT Super Mix for qPCR(+gDNA wiper) 进行反转录。用 qPCR

检测上清中 RVLPs 表达情况，引物如表 5 所示，反应程序如

表 4 所示。接下来用更加灵敏的 QX200TM
微滴式数字 PCR 系

统进行检测并分析，具体步骤如下：将 cDNA、引物、探针、

ddPCR 预混液进行混合，体系组分如表 6 所示，引物和探针

序列如表 7 所示，将引物和探针的序列提供给南京金斯瑞生

物科技股份有限公司，由公司合成引物和探针，将 ddPCR 反

应体系添加至微滴发生器芯片的小孔中，制备微滴。将微滴

转移至 96 孔 PCR 反应板中并密封，进行微滴 PCR，ddPCR

反应程序如表 8 所示。PCR 反应后，将 96 孔 PCR 反应板

转移至微滴分析仪上，分析每个样品的微滴的荧光信号，

根据阴性微滴的比例，结合泊松分布原理，定量分析浓度 

(copies/μL)。

表 8 ｜ ddPCR 程序
Table 8 ｜ Procedures for ddPCR

阶段 温度 时间

预变性阶段 95 ℃ 10 min
扩增反应阶段 ×40 个循环 94 ℃ 30 s

60 ℃ 1 min
后处理 98 ℃ 10 min

表 7 ｜ ddPCR 引物及探针序列
Table 7 ｜ Primer and probe sequences for ddPCR

基因 引物和探针 序列 (5’-3’)

HERVK6 HERVK6-F GGA GAG AAG CTG TCC TGT GG
HERVK6-R TGA CTG GAC TTG CAC GTA GG

VIC(2.5 μmol/L) P1 AGC TAG GAG AGA AGC TGT CCT GTG GCG

表 6 ｜ ddPCR 体系
Table 6 ｜ ddPCR system

组分 体积

ddPCR Supermix for probes 10 μL
cDNA 2 μL
正向引物 (5 μmol/L) 1.8 μL
反向引物 (5 μmol/L) 1.8 μL
探针 -VIC(2.5 μmol/L) 0.6 μL
RNase-free ddH2O to 20 μL

表 5 ｜人内源性反转录病毒 K(HERVK) 的引物序列
Table 5 ｜ Primer sequences of human endogenous retrovirus K (HERVK)

基因 序列 (5’-3’)

ACTB[6] F：AGA GCT ACG AGC TGC CTG AC
R：AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG

LTR_5Hs[6] F：GGG CAG CAA TAC TGC TTT GT
R：CAA TAG TGG GGA GAG GGT CA

HERVK-env[6] F：TCG AAG CAT CAA AAG CCC
R：GCA GAC TAA CAA CAG ACA AAA C

HERVK-gag[6] F：AAA TAA GAC CCA ACC GCC AGT AGC
R：GAA TTG CCA TGC CTC AGT ATC TCC

HERVK-pol[6] F：GCC GAT GAA AAA GCC CGT AAG G
R：TTG ACA CTC AGG ATT GGC GTT TTC

HERVK6[6] F：GGA GAG AAG CTG TCC TGT GG
R：TGA CTG GAC TTG CAC GTA GG

1.4.5   不同年龄段 BMSCs 微环境中 HERVK 含量检测   取不

同年龄段人骨髓血浆样本，300×g/min 离心 10 min，取上

清液浓缩 10 倍，用 Human HERVK_7p22.1 provirus ancestral 

Env polyprotein(ERVK6) ELISA Kit 检测不同年龄段骨髓血浆中

HERVK6蛋白水平，将不同年龄段骨髓血浆样本在4 ℃条件下，

3 000×g/min 离心 30 min，取上清，每孔加入 100 μL 标准品

和样品，用胶条覆盖，在 37 ℃下孵育 2 h，弃去液体，每孔

加入 100 μL 1× 生物素抗体，使用胶条封板，在 37 ℃恒温培

养箱中孵育 1 h，吸出每孔中的液体，用 1× 洗涤液洗涤 3 次，

每次洗涤后完全去除孔内液体，每孔加入 100 μL 1×HRP 亲和

素，用干净的胶条封板，继续在 37 ℃的培养箱中孵育 1 h， 

弃去液体，向每孔加 1× 洗涤液清洗 5 次，之后每孔加入 

90 μL TMB 底物，用胶条封板，避光处理，在 37 ℃培养箱里

孵育 15 min，立即加入终止试剂，每孔 50 μL。使用酶标仪

检测 450 nm 处的吸光度值。
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1.5   主要观察指标   ①不同年龄段 BMSCs 形态；②不同年龄

段 BMSCs 表面标志物的表达；③不同年龄段 BMSCs 的衰老

指标；④不同年龄段 BMSCs 中内源性反转录病毒含量；⑤不

同年龄段 BMSCs 上清中 RVLPs 含量；⑥不同年龄段骨髓血浆

样本中 RVLPs 含量。

1.6   统计学分析   所有数据均用 Graphpad Prism 9.0 统计，结

果以 x-±s描述。通过单因素ANOVA，将任意两组进行两两比较，

并进行 Tukey 多重比较检验，P < 0.05 为差异有显著性意义。

文章中的统计学方法已经通过南京中医药大学鼓楼临床医学

院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   不同年龄段 BMSCs 的形态   细胞接种在 6 孔板中，用完

全培养基培养 24 h 后细胞贴壁生长，细胞呈梭形、平行或

漩涡状排列。随着年龄的增长，细胞形态发生改变，衰老

BMSCs 的大小和粒度显著增加，细胞变得更加扁平，见图 1。

2.2   不同年龄段 BMSCs 的表面标志物   不同年龄段 BMSCs

表面标志物 CD73、CD90 和 CD105 呈阳性 (> 95%)，CD14、

CD19、CD34、CD45 和 HLA-DR 呈阴性 (< 2%)，符合国际干细

胞研究学会和国际细胞治疗协会定义的间充质干细胞的通用

标准
[52-55]

，且不同年龄段 BMSCs 具有相似的表面标志物，表

明 BMSCs 增龄衰老不会影响其典型表面标志物的表达，见 

图 2。

2.3   老年供者来源 BMSCs 呈现显著的衰老表型   β-半乳糖苷

酶染色结果显示，不同年龄段 BMSCs 的 β-半乳糖苷酶阳性

率不同，随着供者年龄的增长，衰老 BMSCs 中 β- 半乳糖苷

酶阳性率更高，表现出细胞衰老程度增加。此外，用 qPCR 检

测不同年龄段 BMSCs 中典型衰老标志物 P16、P21[56]
、LMNB1 

mRNA 表达，结果显示，老年 BMSCs 中 P16、P21 mRNA 表达

升高，核形态标志物 LMNB1 mRNA 表达下降，与衰老细胞的

表型一致。为了进一步准确表征不同年龄段 BMSCs 的衰老程

度，用免疫印迹法检测了不同年龄段 BMSCs 中 P16、P21、

LMNB1 蛋白表达，结果显示，老年 BMSCs 中 P16、P21 蛋白

表达升高，LMNB1 蛋白表达下降，与 qPCR 结果相一致。细

胞增殖也是细胞衰老的一个重要指标，细胞以分裂的形式进

行增殖，在细胞增殖过程中会发生 DNA 复制，EdU 与 DNA 结

合，并传到复制的 DNA 中，可以通过检测 DNA 的合成情况，

来判定细胞增殖情况
[57]
。随着 BMSCs 的衰老，EdU 标记阳性

细胞率显著降低，表明细胞增殖能力减弱。

以上结果表明，不同年龄段供者来源 BMSCs 的衰老表

型有显著差异，来源于老年供者的 BMSCs 表现出更明显的衰

老表型，见图 3。

2.4   不同年龄段 BMSCs 中均存在 HERVK   HERVK 是由编码基

因 gag、pro、pol、env 和两端的重复序列 LTR 构成，能够被

转录、翻译、包装为 RVLPs。为研究 BMSCs 的衰老是否与

HERVK有关，使用qPCR检测不同年龄段BMSCs中HERVK含量，

见图 4。结果显示，不同年龄段 BMSCs 中均检测到 HERVK，

且 HERVK 编码基因 gag、pol、env 和末端重复序列 LTR 基因

均无显著性差异。HERVK6 是一种内源性反转录病毒包膜蛋

白，在感染早期介导受体识别和膜融合，用以检测 RVLPs 的

形成。HERVK6 的 qPCR 结果显示，不同年龄段 BMSCs 中的

RVLPs 也没有显著差异。表明在不同年龄段 BMSCs 中存在

HERVK，随着细胞衰老，BMSCs 中的 HERVK 表达并未增加。

2.5   衰老 BMSCs 中 HERVK 未被激活   为了进一步研究 BMSCs

衰老表型是否由 HERVK 激活引起，首先通过 qPCR 法检测细

胞培养上清样本 HERVK6 表达，以老年皮肤组织样本作为阳

性对照，结果显示在老年皮肤组织样本中检测到 HERVK6，

然而在细胞培养上清中未检测到此病毒颗粒，这可能是上

清中的病毒颗粒含量低于普通 qPCR 仪的检测限，也可能是

BMSCs 中的 HERVK 未被激活释放。为了能更准确地研究上

清样本中的病毒含量，使用了灵敏度更高的液滴式数字 PCR 

(ddPCR)，相较于qPCR能实现绝对定量、精准定量和高度重复，

且不易受扩增效率的影响。ddPCR 结果显示不同年龄段供者

来源 BMSCs 培养上清中 HERVK6 含量极低，几乎没有，并且

随着 BMSCs 的衰老，上清中 HERVK6 含量未明显升高，不与

衰老呈相关性，见图 5。结果表明，在年轻和老年 BMSCs 中

HERVK 均未被异常激活。ddPCR 系统检测到的微量拷贝数的

病毒颗粒可能是由于细胞破裂或者细胞凋亡后释放到上清

中，而并不是 HERVK 被激活的信号。

2.6   不同年龄段骨髓微环境中 HERVK6 的检测   为了进一步

验证 ddPCR 结果的可信度，对不同年龄段骨髓微环境中的

HERVK6 含量进行检测，收集了不同年龄段人骨髓血浆样本，

通过 ELISA 试剂盒检测不同年龄段人骨髓血浆样本中 HERVK6

的表达，血浆样本信息如表 9 所示。不同年龄段骨髓血浆样

本中 HERVK6 未明显增加，见图 6。在不同年龄段骨髓微环

境中 HERVK 的表达与年龄没有呈现出显著的相关性，进一步

验证了随着 BMSCs 的衰老，HERVK 未被异常激活释放 RVLPs

到细胞外，表明在正常生理衰老条件下，BMSCs 的衰老并非

由 HERVK 的激活引起。

3   讨论   Discussion
干细胞的衰老与耗竭不仅会导致机体衰老，而且还限

制了其临床应用
[58-59]

，如何能有效缓解干细胞衰老问题是现

阶段的一大热点。该研究主要探讨了人 BMSCs 的增龄衰老
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图注：不同年龄段 BMSCs 均呈纤维形态，衰

老 BMSCs 形态更大更扁平且增殖减慢 ( 标尺为 

100 μm)。BMSCs：骨髓间充质干细胞。

图 1 ｜不同年龄段人 BMSCs 的形态

Figure 1 ｜ Morphology of human bone marrow 
mesenchymal stromal cells at different ages

图注：图 A 为 Flowjo10 软件分析不同年龄段

BMSCs 表面标志物的流式图；B 为流式检测不

同年龄段人 BMSCs 的表面标志物表达水平，

CD73、CD90 和 CD105 表达较高；而 CD14、
CD19、CD34、CD45 和 HLA-DR 表 达 极 低。

BMSCs：骨髓间充质干细胞。

图 2 ｜不同年龄段人 BMSCs 表面标志物的检测

Figure 2 ｜ Surface markers detection of human 
bone marrow mesenchymal stromal cells at 
different ages

和内源性反转录病毒之间的联系，旨在发现一种新的有效延

缓 BMSCs 衰老的方法。采用流式细胞术、β- 半乳糖苷酶染

色、qPCR、免疫印迹法及 EdU 荧光成像法检测结果显示，随

着供者年龄的增加，BMSCs 展现出增龄衰老表型，主要表现

在衰老 BMSCs 的细胞形态变大变扁平、衰老阳性细胞增多、

衰老标志物 P16 和 P21 表达增加、核形态标志物 LMNB1 表

达减少以及细胞增殖能力随之下降。此外，研究了胎儿、

年轻、中年和老年供者来源 BMSCs 中 HERVK 含量，并通过

灵敏度较高的 ddPCR 技术检测了细胞培养上清中 HERVK6 含

量，来研究 HERVK 是否在 BMSCs 衰老过程中被异常激活，

探讨 HERVK 激活是否为 BMSCs 衰老的驱动因素，结果显示，

不同年龄段 BMSCs 中均存在 HERVK，且随着供者年龄的增

加，BMSCs 中的 HERVK 含量无显著差异；此外，在不同年龄

段 BMSCs 培养上清中并未检测出 HERVK6，表明 HERVK 在不

同年龄段 BMSCs 中均未被异常激活。之后，为了再次验证不

同年龄段 BMSCs 中 HERVK 不被异常激活，收集了来自不同

年龄段人骨髓血浆样本，通过 ELISA 检测血浆样本中 HERVK6

含量无显著性差异。以上结果表明，在正常生理条件下，

BMSCs 具有增龄衰老特征，且随着供者年龄的增加，BMSCs

的增龄衰老不是通过内源性反转录病毒来介导。

干细胞与机体的衰老密不可分，干细胞老化与耗尽不

仅会造成衰老迹象，还会引发一系列的衰老并发症
[23]
。此

外，衰老的干细胞对疾病的疗效也大幅下降
[37-38]

。已有研究

证明相较于年轻供者的 BMSCs，来自老年供者的 BMSCs 呈

现出更明显的衰老表型，如增殖分化能力减弱、细胞活力降

低、衰老相关 β- 半乳糖苷酶阳性率升高等
[60-62]

。如何应对

BMSCs 衰老是现阶段迫切需要解决的一大问题。内源性反转

录病毒是存在于人类基因中的一种古早的病毒，并在人类进

A
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图注：图 A 为 β- 半乳糖苷酶染色结果，衰老的细胞被染成蓝色 ( 标尺

为 200 μm)；B 为 β- 半乳糖苷酶染色结果统计图；C-E 为 qPCR 检测不

同年龄段 BMSCs 中衰老标志物 P16、P21 mRNA 表达和核形态标志物

LMNB1 mRNA 表达；F 为免疫印迹法检测不同年龄段 BMSCs 中衰老标志

物 P16、P21、LMNB1 蛋白表达；G 为免疫印迹结果统计图；H 为 EdU
荧光成像法检测不同年龄段 BMSCs 增殖情况 ( 标尺为 100 μm)；I 为 EdU
染色结果统计图。 aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。BMSCs：骨髓间充质

干细胞。

图 3 ｜不同年龄段人 BMSCs 的衰老表征

Figure 3 ｜ Aging characterization of human bone marrow mesenchymal 
stromal cells at different ages

图注：图 A 为 HERVK 的结构及激活后形成 RVLPs 示意图，HERVK 维持开

放的阅读框，编码病毒颗粒形成所需的蛋白质，包括 gag、pro、pol、
env，两端是相同的 LTRs，gag 编码参与病毒 RNA 封装和颗粒形成的核

心结构蛋白，pol 编码病毒酶，env 编码病毒包膜糖蛋白，HERVK 被异常

激活后能够解锁转录病毒基因并产生 RVLPs；B-D 为不同年龄段 BMSCs
中 gag、pol、env mRNA 表达；E，F 为不同年龄段 BMSCs 中 LTR_5Hs、
HERVK6 mRNA 表达。

aP < 0.05，bP < 0.01。HERVK：人内源性反转录病毒

K；RVLPs：反转录病毒样颗粒；BMSCs：骨髓间充质干细胞。

图 4 ｜不同年龄段人 BMSCs 中 HERVK 含量

Figure 4 ｜ Content of HERVK in human bone marrow mesenchymal 
stromal cells at different ages

衰老引起的骨关节炎等
[66]
。最近有研究发现内源性反转录病

毒在衰老中的作用机制，并阐述了内源性反转录病毒在人类

健康中的作用
[67]
。研究报道，在病理性衰老模型 Hutchinson- 

Gilford 综合征和 Werner 综合征以及生理性衰老食蟹猴中检测

到内源性反转录病毒的高表达，主要体现在肝、肺及皮肤组

织中
[6]
。此外，随着人间充质前体细胞发生衰老，一些内源

性反转录病毒的亚家族被激活，研究表明这些被激活的病毒

会导致衰老，并且衰老的细胞会传染年轻的细胞发生衰老；

另外，他们还提出干预病毒复活和传染年轻细胞衰老的措施，

以实现延缓衰老
[6]
。然而 BMSCs 的衰老是否与 HERVK 的激活

相关，尚未有报道指出。因此，课题组针对于这一科学问题

进行了一系列的研究，发现 HERVK 在 BMSCs 正常生理性衰老

化过程中发生突变或缺失，潜伏在基因组中
[63]
。已有很多研

究证明了一些衰老相关疾病与内源性反转录病毒在体内被异

常激活相关联，如肌萎缩侧索硬化症
[64]
、阿尔茨海默病

[65]
、
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过程中并未被异常激活，证明了人 BMSCs 的增龄衰老不依赖

于内源性反转录病毒来介导。

机体的衰老是一个复杂的过程，引起机体衰老的机制包

括基因组不稳定、端粒缩短、表观遗传的改变、蛋白质的稳

定失衡、失去巨噬功能、营养感应平衡打破、线粒体的功能

失调、细胞发生衰老、干细胞耗竭、细胞通讯与信号传导改

变、慢性炎症和生态失衡等
[5，8，68]

。其中，干细胞对机体的

组织稳态有着至关重要的作用，干细胞的衰老与耗竭可能是

组织衰老的“罪魁祸首”之一。未来或许可能通过延缓或逆

转干细胞的衰老表型，使“返老还童”成为一种可能。已有

一些文献报道干细胞衰老机制包括端粒缩短
[69]
、DNA损伤

[70]
、 

线粒体功能障碍
[71-72]

、表观遗传学改变
[7，73]

、蛋白质稳态失

衡等
[74]
。目前，一些药物如姜黄素

[75]
、白藜芦醇

[76]
、人参

皂苷
[77]
、左归丸等被报道可以延缓 BMSCs 衰老

[78]
。此外，

一些生长因子
[79]
、自噬

[40，75]
、基因修饰等手段也已被证实

对抵抗 BMSCs 衰老发挥作用
[41]
。尽管这些方法能不同程度

地改善 BMSCs 衰老表型，但是距离大幅延缓增龄的时间及攻

克衰老相关疾病还有很长的路要走，仍需进一步破解干细胞衰

老的机制、开发出更加可行且优效的对抗干细胞衰老的策略。

该研究主要探究了与机体衰老相关的 HERVK 是否在人 BMSCs

增龄衰老中发挥驱动作用，致力于为延缓甚至逆转 BMSCs 增

龄衰老提供新思路。该研究表明，人 BMSCs 的增龄衰老可能

并非由沉默的 HERVK 的异常激活引起，或许在人 BMSCs 中

存在着更加复杂的促进衰老机制，仍有待进一步解析。

该研究结果表明，人 BMSCs 增龄衰老过程中内源性

反转录病毒未被异常激活，这与已报道的病理性早衰模型

Hutchinson-Gilford 综合征和 Werner 综合征中分离的人间充

质前体细胞衰老是由内源性反转录病毒复活介导的结果不一

致
[6]
，可能与多种因素有关，如供者来源、细胞类型等。文

献中检测的衰老人间充质前体细胞是从病理性的早衰模型中

分离获得，而该研究的衰老 BMSCs 是从正常生理性衰老供者

中分离获得，两者来源不同，从病理性早衰模型中分离获得

的人间充质前体细胞中内源性反转录病毒高度表达可能与早

衰疾病有很大关联，在早衰模型中可能会导致细胞中内源性

反转录病毒被异常激活，而在正常生理性衰老人群中细胞内

的内源性反转录病毒可能仍保持沉默状态。此外，内源性反

转录病毒在不同细胞类型中的活跃程度也不同，如内源性反

转录病毒在人类胚胎干细胞的染色质中比在体细胞中更为活

跃
[80]
，内源性反转录病毒在人 BMSCs 中可能活跃程度较低，

图注：图 A 为使用 qPCR 法检测 3 例老年皮肤组织样本及不同年龄段

BMSCs 上清中 HERVK6 含量所得到的熔解曲线，结果显示在老年皮肤

组织样本中检测到 HERVK6，但在细胞上清中检测不到，说明上清中的

HERVK6 极少；B 为 ddPCR 法检测不同年龄段 BMSCs 上清中 HERVK6 含

量，从左到右依次为阴性对照 (ddH2O)、阳性对照 ( 老年皮肤组织样本

cDNA)、Y-BMSCs-M(n=3)、O-BMSCs-M(n=3)，基线上方表示检测出的阳

性点，年轻和老年 BMSCs 上清中的阳性点极少；C 为 ddPCR 检测结果

的统计分析图，年轻和衰老 BMSCs 上清中的 HERVK6 含量极低，几乎

没有，且与细胞衰老不呈现明显相关性。HERVK：人内源性反转录病毒

K；ddPCR：微滴式数字 PCR；FBMSCs-M：胎儿骨髓间充质干细胞上清；

Y-BMSCs-M：年轻骨髓间充质干细胞上清；M-BMSCs-M：中年骨髓间充

质干细胞上清；O-BMSCs-M：老年骨髓间充质干细胞上清。

图 5 ｜不同年龄段人骨髓间充质干细胞培养上清中 HERVK6 含量

Figure 5 ｜ Content of HERVK6 in the supernatant of human bone marrow 
mesenchymal stromal cells at different ages

图 6 ｜不同年龄段骨髓血浆中 HERVK6 含量

Figure 6 ｜ HERVK6 content in bone marrow plasma at different ages
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年、老年 3 个不同年
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用 ELISA 检 测 不 同 年

龄段骨髓血浆样本中

HERVK6 含量。HERVK：
人内源性反转录病毒K。

表 9 ｜骨髓血浆样本信息
Table 9 ｜ Information of bone marrow plasma samples

样本编号 骨髓血浆样本 性别 年龄 ( 岁 )

1 年轻组   女 23
2 年轻组   女 28
3 年轻组   女 20
4 年轻组   女 21
5 年轻组   男 30
6 中年组   女 39
7 中年组   女 39
8 中年组   女 45
9 中年组   男 40
10 中年组   男 37
11 中年组   男 41
12 中年组   男 44
13 中年组   男 41
14 中年组   男 41
15 老年组   男 50
16 老年组   男 57
17 老年组   女 51
18 老年组   女 81

老
年
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不易被激活。

该研究证明了人 BMSCs 具有增龄衰老表型，并初步证

明老年供者来源 BMSCs 的衰老不依赖于内源性反转录病毒的

异常激活。该研究还存在一定的局限性：在研究过程中没有

找到导致人 BMSCs 增龄衰老的原因，未阐明其衰老机制。在

今后的实验中还应对 BMSCs 的增龄衰老机制进行进一步探索

和研究。此外，由于人 BMSCs 样本获得比较困难，文中检测

的细胞样本量有限，不同供者来源 BMSCs 具有异质性，该研

究结果证明了不同年龄段 BMSCs 具有显著的衰老表型，但在

检测细胞中内源性反转录病毒含量时，如果有更多样本可能

会使结论更加有说服力。因此，在之后的研究中还应继续扩

大样本量，来进一步验证实验结论。

综上所述，在正常生理条件下，BMSCs 的增龄衰老不是

由 HERVK 被异常激活驱动的，在以后的研究工作中还应进一

步探索引起 BMSCs 增龄衰老剧增的新机制，有针对性地寻找

延缓甚至逆转 BMSCs 衰老的方法，为研究干细胞衰老机制提

供新思路，也为干细胞的基础研究和转化打下坚实的基础。
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