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转录辅助因子ＰＣ４参与大鼠骨髓间充质干细胞体外衰老过程的调控
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　　［摘要］　目的　研究转录辅助因子ＰＣ４（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４）在骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）体外传代衰老过程中的表达变化特点，初步探讨其在 ＭＳＣｓ增殖和衰老中的可能作用。方法　 通过 ＣＣＫ８
法检测并绘制ＭＳＣｓ生长曲线，流式细胞术检测ＭＳＣｓ免疫表型，通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣ４在ＭＳＣｓ长期体外
培养中的表达特点，并检测细胞衰老标志物 β半乳糖苷酶活性的变化，进一步通过 ＲＮＡ干扰抑制 ＰＣ４表达，检测其对
ＭＳＣｓ增殖和衰老的影响。结果　 本实验分离培养的ＭＳＣｓ早期具有成体干细胞特性，长期体外连续传代后出现细胞衰
老，β半乳糖苷酶染色呈阳性，ＰＣ４在衰老细胞中的表达明显降低，ＲＮＡ干扰抑制 ＰＣ４表达后，ＭＳＣｓ增殖受到抑制，β半
乳糖苷酶染色阳性率增加［转染后４８ｈ阴性对照组（８．８±２．５）％，空白对照组（５．７±１．８）％，ｓｉＲＮＡ组（５６．３±４．９）％，
Ｐ＜０．０５］。结论　 转录辅助因子ＰＣ４可能参与了体外连续传代培养过程中ＭＳＣｓ增殖活性降低和衰老过程的调控。
　　［关键词］　 转录辅助因子ＰＣ４；间充质干细胞；细胞衰老；ＲＮＡ干扰
　　［中图法分类号］　Ｒ３２９３３；Ｒ３２９．２８；Ｒ３９４．２　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家重点基础研究发展计划（９７３计划，２０１２ＣＢ５１８１０３）
［通信作者］　史春梦，电话：（０２３）６８７５２２８０，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｃｍ１０１０＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
ＰｅｎｇＹｉ，ＷａｎｇＴａｏ，ＳｕＹｏｎｇｐｉｎｇ，ＣｈｅｎｇＴｉａｎｍｉｎ，ＳｈｉＣｈｕｎｍｅｎｇ（ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴｒａｕｍａ，ＢｕｒｎｓａｎｄＣｏｍｂｉｎｅｄ
Ｉｎｊｕｒｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＮａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｏｍｂｉｎｅｄＩｎｊｕｒｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＰｒｅｖｅｎｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，
ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４（ＰＣ４）
ｉｎｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＰＣ４ｉｎＭＳＣｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＡｆｔｅｒｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＣ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＳＣｓｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙＣＣＫ８ａｎｄｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆＭＳＣｓｗａｓ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｂｅｔａｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎｖｉｔｒｏｃｕｌｔｕｒｅ，ＭＳＣｓｕｎｄｅｒｗｅｎｔｒｅｐｌｉ
ｃａｔｉｖｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣ４ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＣ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙ
ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＳＣｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕ
ｓｉｏｎ　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４ｍａｙｐｌａｙａｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆ
ｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄＭＳＣｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ；ＲＮＡ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍ（９７３Ｐｒｏｇｒａｍ，２０１２ＣＢ５１８１０３）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳｈｉＣｈｕｎｍｅｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６８７５２２８０，Ｅｍａｉｌ：
ｓｈｉｃｍ１０１０＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是
广泛存在于骨髓基质、脂肪组织、皮肤真皮等间质组织

中的一类成体干细胞，具有高度的自我更新能力和多

向分化潜能，在组织工程、创伤修复、基因治疗等领域

展现广阔的应用前景［１］。细胞衰老（ｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓ
ｃｅｎｃｅ）是ＭＳＣｓ体外培养过程中常见的问题之一，对

ＭＳＣｓ衰老等生物学过程的分子机制深入研究能够为
有效地开展 ＭＳＣｓ临床治疗应用提供重要的理论基
础［２］。转录辅助因子 ＰＣ４（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４）是一个１５ｋＤａ的多功能核蛋白，在基因
表达转录、复制、ＤＮＡ修复、异染色质化等过程中发挥
调控作用［３］，但对其生物学功能还有待进一步研究。

我们前期发现，ＰＣ４在恶性转化后的大鼠真皮干细胞
中表达升高，可能是参与干细胞体外恶性转化过程的
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重要标志［４］。本研究以原代培养的大鼠骨髓来源

ＭＳＣｓ为基础，进一步研究 ＰＣ４在大鼠骨髓间充质干
细胞体外传代后细胞衰老过程中可能的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物和主要试剂
　　４周龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠３只，雌雄不拘，体质量（７０±１０）ｇ，
由第三军医大学实验动物中心提供。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，胎
牛血清（ＦＢＳ），ＳＡβＧａｌＳｔａｉｎｉｎｇＫｉｔ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ，ＵＳＡ），
ＲｅｖｅｒＴｒａＤａｓｈＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ（Ｔｏｙｏｂｏ，Ｊａｐａｎ），ＴＰＥＲ蛋白裂解
液（Ｐｉｅｒｃｅ，ＵＳＡ），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ），Ｃｅｌｌ
ＣｏｕｔｉｎｇＫｉｔ８（Ｄｏｊｉｎｄｏ，Ｊａｐａｎ），ＰＣ４抗体，βａｃｔｉｎ抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，ＵＳＡ），ＣＤ１４、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５抗体（ＢＤ，
ＵＳＡ），ｓｉＲＮＡ序列由上海吉玛公司合成。
１．２　细胞培养与传代
　　采用本室前期建立的ＭＳＣｓ体外培养的方法从大鼠胫骨骨
髓中分离培养 ＭＳＣｓ并鉴定［５］。在此基础上本研究对分离培

养的ＭＳＣｓ的增殖活性和表面标志进行了检测。从原代培养的
ＭＳＣｓ开始，细胞长满约８０％进行传代，用０．２５％胰蛋白酶消
化，种植密度为１．０×１０５／ｍｌ，记为ＭＳＣｓ第１代，维持培养条件
不变，连续往下传代。

１．３　细胞衰老β半乳糖苷酶染色
　　按照ＳＡβＧａｌＳｔａｉｎｉｎｇＫｉｔ操作方法染色ＭＳＣｓ，在３７℃无
ＣＯ２条件下孵育过夜，用普通倒置显微镜观察，随机计数５００个
细胞，计算阳性细胞的百分比，实验重复３次。
１．４　ＲＴＰＣＲ检测ＰＣ４ｍＲＮＡ的表达
　　ＭＳＣｓ传代过程中选取典型代数第５代，第１５代，第２５代，
用Ｔｒｉｚｏｌ按照说明书步骤分别提取总 ＲＮＡ，逆转录反应采用
ＲｅｖｅｒＴｒａＤａｓｈＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ按操作步骤进行。ＰＣ４引物序列
上游：５′ＡＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＴＴＣＧＡＧＣＴＣＴＴＣＡＧＧＣＡＧＴＧ３′，下游：
５′ＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＣＡＧＣＴＴＴＣＴＴＡＣＴＧＣＧＴＣＡＴＣＴ３′，产物长度
为３４０ｂｐ；ＧＡＰＤＨ引物序列上游：５′ＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡ
ＣＡＧＴＣＡ３′，下游：５′ＴＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＧＣＧ３′，产物长
度为１０６ｂｐ。ＰＣＲ反应条件为９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，扩增３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。反应产物在
１５％琼脂糖凝胶上进行电泳，用ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统采集图
片，实验重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣ４蛋白的表达
　　ＭＳＣｓ代数选取同上，用ＴＰＥＲ按照说明书步骤分别提总蛋
白，取等量标准化后的蛋白溶液加入等体积的２×ＳＤＳ上样缓冲
液，沸水煮５ｍｉｎ变性。取２０μｌ变性的蛋白溶液（５０μｇ），行
ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶（５％积层胶和 １２％分离胶）电泳，Ｂｉｏ
Ｒａｄ半干转印仪将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）。５％
脱脂奶粉３７℃封闭 １ｈ后，加入一抗 ＰＣ４（１∶５００）及 βａｃｔｉｎ
（１∶１００００），４℃过夜，复温洗膜３次，１０ｍｉｎ／次。加入 ＨＲＰ标
记二抗（１∶１５００），３７℃摇床内孵育１ｈ后，洗膜３次，２０ｍｉｎ／次。
用ＥＣＬ发光试剂盒检测杂交信号，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统采集
图片，实验重复３次。
１．６　ＲＮＡ干扰抑制ＰＣ４基因的表达
　　参考文献［６］化学合成 ＰＣ４特异性 ｓｉＲＮＡ序列：正义链，

５′ＡＣＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＴ３′，反义链，５′ＵＣＵＧＣＵＧＣ
ＵＧＣＵＧＣＵＣＵＧＵＴＴ３′；非特异性阴性对照ｓｉＲＮＡ序列：正义链，
５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵ ＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′，反 义 链，５′ＡＣＧＵＧＡ
ＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′，另设未转染的ＭＳＣｓ为空白对照组。
选取ＭＳＣｓ第４代传代至６孔板，１．０×１０５／ｍｌ，２ｍｌ／孔，待细胞
长满约５０％时采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按照说明书操作步骤转
染ｓｉＲＮＡ，转染后４８ｈ提取ＭＳＣｓ总蛋白通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＰＣ４抑制效率。
１．７　ＣＣＫ８试剂盒检测ＭＳＣｓ增殖变化
　　ＭＳＣｓ增殖实验采用 ＣｅｌｌＣｏｕｔｉｎｇＫｉｔ８按照说明书步骤进
行。选取ＭＳＣｓ第４代消化收集后，配成２５×１０４／ｍｌ细胞悬
液，接种９６孔板，２００μｌ／孔，设６个复孔，放于３７℃，５％ＣＯ２孵
箱中培养６ｄ，用ＢｉｏＲａｄ酶标仪每２４ｈ测量１次吸光度值，绘制
细胞生长曲线。ｓｉＲＮＡ转染同上，对照设空白对照组和阴性对
照组。转染２４ｈ消化并收集细胞，接种９６孔板，１．０×１０４／孔，
每组６个孔，置于３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中培养３ｄ，分别检测接
种后２４、４８、７２ｈ的吸光度值。
１．８　统计学处理
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行方差
分析。

２　结果

２．１　ＭＳＣｓ的分离培养与鉴定
　　第５代ＭＳＣｓ的生长曲线，如图１所示，第０～１天是ＭＳＣｓ
生长的滞留期，第１～４天是增殖活跃的对数生长期，第４～６
天是发生接触抑制的平台期。流式细胞检测结果表明，第５代
ＭＳＣｓ低表达ＣＤ１４、ＣＤ３４、ＣＤ４５，高表达ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，阳
性率见表１。上述结果表明第５代ＭＳＣｓ仍然具有成体干细胞
的基本生物学特性。
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图１　第５代ＭＳＣｓ生长曲线分析

表１　流式细胞仪检测第５代ＭＳＣｓ免疫表型结果［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

ＭＳＣｓ表面标志 阳性率

ＣＤ１４ ０．７３±０．１２

ＣＤ３４ ０．８９±０．０８

ＣＤ４５ １．８３±０．０６

ＣＤ７３ ９８．３４±０．９６

ＣＤ９０ ９６．９８±１．１７

ＣＤ１０５ ９７．３７±１．２５
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２．２　ＰＣ４表达与ＭＳＣｓ体外传代的关系
　　体外培养的 ＭＳＣｓ早期主要为成纤维细胞样的梭形细胞
（图２Ａ），长期连续传代后ＭＳＣｓ形态学有较大变化：至第１５代
细胞形状变大，逐渐不规则（图２Ｂ），至第２５代细胞松散肥大，
出现部分悬浮细胞（图２Ｃ），且 β半乳糖苷酶染色呈阳性（图
２Ｄ），提示ＭＳＣｓ经体外长期连续传代后走向细胞衰老。检测
发现ＰＣ４基因的表达强度与 ＭＳＣｓ体外传代过程相关，与第５
代和第１５代ＭＳＣｓ相比较，第２５代ＭＳＣｓＰＣ４在ｍＲＮＡ和蛋白
水平的表达均显著降低（图２Ｅ、Ｆ，表２，Ｐ＜０．０１），提示ＰＣ４基
因可能参与了ＭＳＣｓ体外增殖和衰老的生物学过程。
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Ａ～Ｄ：普通倒置显微镜观察 ＭＳＣｓ形态学变化；Ｅ：ＲＴＰＣＲ检测结
果；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ａ：第５代 ＭＳＣｓ；Ｂ：第１５代 ＭＳＣｓ；
Ｃ：第２５代ＭＳＣｓ；Ｄ：第２５代ＭＳＣｓβ半乳糖苷酶染色；１～３：分别
为第５代ＭＳＣｓ、第１５代ＭＳＣｓ、第２５代ＭＳＣｓ

图２　ＭＳＣｓ长期体外连续传代对ＰＣ４表达的影响

表２　ＭＳＣｓ典型代数ＰＣ４ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＭＳＣｓ代数 ＰＣ４ｍＲＮＡ／ＧＡＰＤＨ ＰＣ４蛋白 ／βａｃｔｉｎ

第５代 ０．６１３±０．０３７ ０．３３７±０．０４１

第１５代 ０．６８９±０．０２８ ０．３８１±０．０４５

第２５代 ０．３０９±０．０１９ａ ０．１２６±０．０３６ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＭＳＣｓ第５代、第１５代比较

２．３　ＲＮＡ干扰抑制ＰＣ４表达对ＭＳＣｓ增殖的影响
　　ＭＳＣｓ经过体外长期连续传代，ＰＣ４基因表达下调，说明
ＰＣ４的表达水平可能与 ＭＳＣｓ体外增殖有关，为进一步研究
ＰＣ４表达在 ＭＳＣｓ增殖中的作用，我们采用化学合成的 ＰＣ４特
异性ｓｉＲＮＡ序列瞬时转染第５代ＭＳＣｓ，抑制该基因的表达，检
测ＭＳＣｓ增殖速度的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，ＰＣ４特异性
ｓｉＲＮＡ序列转染ＭＳＣｓ后４８ｈ，该基因的表达能够被有效地抑
制（图３Ａ）；增殖实验结果显示，ＲＮＡ干扰组接种９６孔板２４ｈ、
４８ｈ和７２ｈ所测的 ＯＤ值均显著低于空白对照组和阴性对照
组（图３Ｂ，Ｐ＜０．０１），说明ＲＮＡ干扰组ＭＳＣｓ的增殖受到抑制，
提示ＰＣ４可能在ＭＳＣｓ增殖调控中发挥作用。
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Ａ：ＰＣ４特异性ｓｉＲＮＡ转染４８ｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１～３：分别
为阴性对照组、空白对照组、ＲＮＡ干扰组；Ｂ：ＭＳＣｓ增殖实验检测结
果　ａ：Ｐ＜０．０１，与同时相点空白对照组和阴性对照组比较

图３　ＲＮＡ干扰抑制ＰＣ４表达对ＭＳＣｓ增殖的影响

２．４　下调ＰＣ４基因对ＭＳＣｓ衰老的影响
　　鉴于ＭＳＣｓ传代至第２５代时出现明显的细胞衰老，且ＰＣ４
基因在ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达均显著降低，提示ＰＣ４的表达
强度可能与ＭＳＣｓ衰老密切相关。我们进一步采用 ＲＮＡ干扰
的方法下调ＰＣ４基因的表达，以观察其对 ＭＳＣｓ衰老的影响。
结果显示，空白对照组和阴性对照组ＭＳＣｓ细胞形态均一，生长
状况良好，而ｓｉＲＮＡ组ＭＳＣｓ转染后４８ｈ形态不规则，部分细
胞出现衰老细胞的形态改变（图４Ａ、Ｂ、Ｃ）。β半乳糖苷酶染色
显示，ｓｉＲＮＡ组转染后２４ｈ阳性率为（３３．７±３．８）％，转染后
４８ｈ阳性率为（５６．３±４．９）％，转染后７２ｈ阳性率为（３８．７±
２４）％，高于空白对照组［（５．７±１．８）％］和阴性对照组［（８．８±
２．５）％］（图４Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ，Ｐ＜０．０５），表明通过下调 ＰＣ４基因
的表达可诱导ＭＳＣｓ发生衰老，提示 ＰＣ４可能在 ＭＳＣｓ衰老的
生物学过程中发挥调控作用。

３　讨论

　　２００５年，Ｖａｃａｎｔｉ等［７］研究发现，体外培养的ＭＳＣｓ
经历有限次分裂后停止生长，这些细胞体积增大，形态

变得扁平，β半乳糖苷酶活性增加等特征，将其定义为
ＭＳＣｓ的衰老。ＭＳＣｓ衰老是生物体抑制肿瘤的一种方
式，同时也是机体老化和衰老相关疾病发生的潜在原

因［８－９］。目前，关于 ＭＳＣｓ衰老的机制尚不明确，Ｋｓｉ
ａｚｅｋ等［１０］认为 ＭＳＣｓ衰老的机制可能与端粒缩短，
ｐ５３ｐ２１信号途径和 ｐ１６ｐＲｂ信号通路的激活，氧化
应激等有关［１１］。机体内ＭＳＣｓ的数量是有限的，需要
在体外大量扩增后才能得以应用。目前，ＭＳＣｓ体外传
代面临的主要问题有：多次传代导致细胞自动分化；细

胞增殖达到极限走向衰老；长期连续传代自发恶性转

化等，上述问题给 ＭＳＣｓ有效扩增和安全应用提出了
严峻考验［１２－１３］。
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Ａ～Ｃ：普通倒置显微镜观察第５代ＭＳＣｓ转染ＰＣ４特异性ｓｉＲＮＡ后的形态学变化；Ｄ～Ｈ：第５代ＭＳＣｓ转染后β半乳糖苷酶染色
结果　Ａ：空白对照组４８ｈ；Ｂ：阴性对照组转染后４８ｈ；Ｃ：ｓｉＲＮＡ组转染后４８ｈ；Ｄ：空白对照组４８ｈ；Ｅ：阴性对照组转染后４８ｈ；
Ｆ：ｓｉＲＮＡ组转染后２４ｈ；Ｇ：ｓｉＲＮＡ组转染后４８ｈ；Ｈ：ｓｉＲＮＡ组转染后７２ｈ

图４　ＰＣ４表达下调对ＭＳＣｓ衰老过程的影响

　　ＰＣ４属于转录共活化因子家族成员，最早由Ｇｅ和
Ｒｏｅｄｅｒ从人上游因子刺激活性相关 ＵＳＡ碎片中纯化
获得，是１２７个残基组成的单链 ＤＮＡ结合蛋白，介导
Ⅱ型转录辅助因子的活化［１４］。１９９６年，Ｐａｎ等［１５］研

究发现ＰＣ４能与ＨＳＳＢ形成复合体，促进ＳＶ４０Ｔ抗原
催化的解链反应，在 ＳＶ４０ＤＮＡ复制过程中发挥抑制
和激动的双重作用。近年来研究表明，ＰＣ４通过刺激
同源或非同源的 ＤＮＡ末端连接，激活 ＤＮＡ双链断裂
修复［１６］。我们前期的研究表明，ＰＣ４可能是一个干细
胞恶性转化相关基因，在真皮干细胞体外长期传代自

发恶性转化过程中起重要作用［１７］。本实验采用原代

培养的大鼠骨髓来源ＭＳＣｓ，经长期体外连续传代后出
现细胞衰老，在这个生物学过程中 ＰＣ４表达降低，进
一步采用ＲＮＡ干扰的方法抑制 ＰＣ４表达后，ＭＳＣｓ增
殖明显受到抑制，β半乳糖苷酶染色阳性率显著增加，
提示ＰＣ４可能作为一个 ＭＳＣｓ衰老相关基因，参与了
ＭＳＣｓ增殖和衰老过程的调控。因此，进一步深入研究
ＰＣ４对 ＭＳＣｓ功能的调控作用与机制，有望为阐明
ＭＳＣｓ体外扩增有效性和临床应用的安全性提供理论
依据。
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