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间充质干细胞抗衰老研究进展

李溢溪，刘启明。刘娜，吴坷坷
(中南大学湘雅二医院心内科，湖南省长沙市4l0011)
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[摘要]人口老龄化加重医疗负担，干细胞移植逆转衰老及其伴随的功能障碍成为治疗领域的新方法。间充质

干细胞(MSC)作为兼具再生和免疫调节功能的干细胞类型，可通过直接分化的细胞替代和细胞赋能方式促进衰老

组织的再生修复。最近研究发现，连续离心可分离Msc中以外泌体为代表的主要治疗栽体。外泌体中衰老相关的

IniRNA有助于阐明MSC抗衰老治疗的分子机制。
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随着现代社会进入21世纪。发展中国家人口老

龄化现象欲趋严重。并加重医疗保健和社会成本的

负担。1881年，Weismann等发现器官性能受到组

织有限的细胞分裂的影响。随后，Hay丑ick等[11于

1961年发现正常人体细胞具有有限的细胞复制和

寿命，当细胞达到最大复制能力时，这种现象称为

细胞衰老。衰老的特征表现为细胞水平上的生物

完整性的累积丧失，且其影响全身的生理功能。衰

老过程的主要生物学标志包括：(1)组织再生能力

的下降，内源性干细胞群的耗尽或失调；(2)细胞周

期的稳定停滞及DNA累积损害蛋白质稳态、细胞功

能和通信以及正常器官生理[2]。衰老与干细胞完

整性密切相关。干细胞生物学和再生医学的主要

目标之一是如何利用干细胞来逆转衰老及其伴随

的功能障碍。

1 间充质干细胞

自1961年Till和McCuUoch发现多能干细胞以

来，已经确定干细胞的功能既包括促进新细胞的发

育又能维持当前正常细胞的稳态。1998年威斯康

星大学的nomson等【3]从人类胚胎胚泡中成功分

离并繁殖了人类胚胎干细胞，这些干细胞是全能的

并且能够在体内形成250种不同的人类细胞类型。

近来，研究证据支持的干细胞生理模型表现为：体

内干细胞保持静止状态，即使在长时间静止后，其

也可以响应细胞外刺激而重新激活进入细胞周期
进程，分裂增殖产生未分化的后代并进一步分化形

成新的细胞[4]。凭借干细胞的自我更新能力，干细

胞库可确保持续供应干细胞，并在生物体的整个生

命周期内提供分化细胞。
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间充质干细胞(mesenchymal stem cell，MSC)是

一种首先在骨髓中发现的非造血干细胞群。几乎存

在于所有结缔组织中，通常从躯体(包括胎儿和成

人)组织中分离，如脐带、羊膜、羊水、胎盘、骨髓、血

液、脂肪和牙髓等。国际细胞治疗协会对MSC进一

步表征分析发现：在标准培养条件下黏附于塑料培

养板；表达细胞表面标志物CDl05、CD73和CD90，

而不表达CD45、CD34、CDl4或CDllb、CD79、CDl9

或HLA．DR；保留体外自我复制的能力，以及分化成

多种细胞谱系的潜力，如成骨细胞、成软骨细胞、脂

肪细胞和肌细胞[5]。MSC具有很高的增殖能力和

可塑性．可以分化成许多体细胞谱系，并可转移到

受损组织中，促进组织再生，减少炎症[6]并抑制衰

老过程。

2 间充质干细胞直接分化抗衰老

MSC到达受损组织后主要通过细胞替换和细

胞赋能方式发挥对疾病的治疗作用。许多研究致

力于研究Msc的分化潜能，以实现其原位替换受损

细胞，促进各种器官组织(心脏、肾脏和肝脏)的再

生修复[7]。在Hare等[8]的研究中，53例近期(1。

10天)前壁心肌梗死患者接受为期6月的MSC治

疗，在该研究中，与接受安慰剂的患者相比，MSC治

疗患者的左心室射血分数(1eft ventricular eiection

fraction，LVEF)增加了7．3％，心律失常事件发生率

降低(治疗组为8．8％，安慰剂组为36．8％)。Msc

具有强大的免疫抑制作用。其主要组织相容性复合

体(major histocompatibility complex，MHC)的低表达

可允许同种异体MSC用于治疗，而不需要供体和受

体之间的MHc匹配。TRIDENT研究中[91，30例经

心内膜手术的缺血性心肌病的两组患者分别接受2

×107个和1×108个的同种异体Msc治疗12月。其

心肌瘢痕大小减少到相似的程度(6．4 g比6．1 g)；

而接受1×108个MSC治疗患者的LVEF提高了

3．7％。但接受2×107个MSC治疗患者的LvEF没

有显著变化。到目前为止，很少发现有与Msc治疗

相关的不良反应，这些优势共同解释了为什么MSC

是最广泛使用的干细胞类型。

Wu等通过比较青年组和老年组小鼠的骨髓间

充质干细胞(maⅡow MSC，BMSC)，发现青年组中

sA．p．gal阳性细胞的百分比低于老年组[10l，而将来

自幼龄小鼠的Msc移植到老龄小鼠中，发现接受幼

龄MSC治疗的老龄小鼠可以推迟生殖障碍的发生

时间，改善老龄小鼠的存活率并延缓老龄小鼠自身

的衰老过程。另有研究发现人脂肪组织来源的

MSC(adipose tissued—derived MSC，AD．MSC)的移植

改善了老年小鼠的运动活动能力和认知功能。同时

恢复了脑组织中的乙酰胆碱水平[11I。移植AD．MSC

还恢复了老年小鼠脑中的微管相关蛋白2。增强了

酪氨酸受体激酶B表达，以及脑源性神经营养因子

和神经生长因子的浓度，这些结果表明，AD．MSC的

移植可以恢复老年小鼠的认知功能。在另一项研

究中。Cao等[12]研究了人脐带来源的MSC对由D

半乳糖诱导的衰老小鼠模型认知衰老的影响，该研

究对衰老小鼠行腹膜注射人脐带来源的MSC。每周

1次，持续2周。研究发现MSC移植3月后。衰老小

鼠海马依赖性学习和记忆得到改善，衰老小鼠海马

CAl区突触可塑性增强并改善了衰老小鼠海马区

域中的树突棘密度、突触后密度和神经发生：该研

究进一步表明，MSC移植的有益效果是通过激活衰

老小鼠大脑海马区域中MAPK．ERK．CREB信号通

路来发挥作用。Charles—de—Sa等[13]通过分别移植

自体脂肪组织和2×106自体脂肪组织来源的MSC

至45岁至65岁病人面部的右侧和左侧的耳前区

域[13|，发现这两种方法均可改善病人皮肤真皮层胶

原蛋白和纤维蛋白的结构，从而改善面部皮肤衰

老。Dong等[141通过分别移植大鼠骨髓来源的MSC

和大鼠骨髓来源过表达wnt的MSC给后背脱毛的

小鼠，发现wnt过表达的MSC能够加速毛囊从休止

期向生长期的进展，增强真皮乳头区碱性磷酸酶的

表达，同时可上调毛发诱导相关基因表达。促进毛

囊再生。

研究发现来自较老供体的脐带来源的MSC显

示出增殖和集落形成能力降低，伴随成骨分化潜能

降低但脂肪形成潜能增加[15I。MSC需要在体外扩

增以满足治疗所需的细胞数量，在长时间培养后．

Msc像大多数原代细胞一样变得衰老：氧化应激可

诱导MSC进入过早衰老状态[1 61。

3 间充质干细胞的外泌体抗衰老

在大多数MSC临床应用实例中，MSC在受损组

织的植入效率并不高，并且定植后MSC的存活时间

较短，提示MSc除了分化替代损伤细胞外，还利用

了其他机制发挥治疗效果[17-18]。1996年

Hayneswonh等¨9]报道，MsC合成并分泌广谱的生

长因子和细胞因子，包括血管内皮生长因子、成纤

维细胞生长因子、单核细胞趋化蛋白1、肝细胞生长

因子、胰岛素样生长因子1、基质细胞衍生因子1和
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血小板生成素。MSC通过旁分泌作用对局部细胞

发挥抗细胞凋亡和营养作用。尽管MSC旁分泌模式

是普遍接受的概念。但尚未明确导致其治疗功效的

精确生物活性部分。

MSC分泌的蛋白组由多种功能的蛋白质、寡核

苷酸和代谢物组成[20]。在过去几年已报道，MSC分

泌的这些生物活性分子可发挥治疗作用。最近，已

显示MSC在体外和在心肌中分泌相同的细胞因子

和其他生物活性因子，如分泌型卷曲相关蛋白2，可

以限制炎性细胞因子在心肌中的表达和活化，并且

限制中性粒细胞、淋巴细胞和巨噬细胞浸润到急性

梗死心肌中，保护心肌细胞和血管细胞，改善心肌

代谢，并限制梗死面积和左心室重塑[2卜引。此外，

MSC旁分泌因子可以显著激活心肌细胞中的Akt

和Bcl2。活化的Akt和Bcl2可增加心肌细胞活力并

减少细胞凋亡[28|。MSC还可以分泌抗炎细胞因子

白细胞介素4(interleukin．4，IL．4)和IL．10【221，IL．4

可以减少游离氧自由基的释放，下调基质金属蛋白

酶并减少纤维蛋白原合成；IL．10可降低心肌梗死区

域中肿瘤坏死因子、IL．1和基质金属蛋白酶的表达

以及T淋巴细胞的浸润。此外，IL．10可以减少炎症

细胞释放的游离氧自由基，抑制中性粒细胞与血管

内皮的黏连，利于中性粒细胞浸润到受损和梗死的

心肌。但多个研究表明从MSC分泌的物质中分离

的生物活性分子不能产生一致且可重复的结果，因

而可推断MSC分泌的蛋白组中发挥治疗作用的活

性分子具有更高的分子复杂性。

外泌体是亚微米大小的质膜封闭的细胞外囊

泡(extraceUular vesicle，EV)，EV基于它们的生物

物理特性(例如大小、密度和主要蛋白质标记物)进

行亚类分组[29]，EV分为3个亚类：外泌体(直径约

30。150 nm)、微泡(直径约100 nm～1斗m)和凋亡

小体(直径大于1斗m)。最初外泌体被认为是通过

机体分选机制产生的不具有生物功能的细胞亚类，

而最新的证据表明。外泌体在细胞之间及不同组织

之间形成一个通信网络，参与细胞间信号传导、细

胞内通信和免疫功能的调节[3m31|。通过EV亚型的

分离技术可以帮助鉴定区分功能性亚群并富集各

亚群的活性物质．这不仅会产生更有效的制剂，而

且所得到的同源群体将有助于分子机制研究。

Kowal等【32]发现可以通过连续离心步骤分离大、

中、小3个尺寸的EV亚型，并且在小型EV中通过

CD63、CD9和CD81四跨膜蛋白富集程度可定义外

泌体亚群。最近的研究表明，Msc可释放出不同的

外泌体亚群，这些亚群在生理学、蛋白质组学和

RNA谱系方面存在差异。不同来源MSC的外泌体

的治疗能力已经在各种疾病模型中得到验证，其可

减少心肌梗死的大小”3删，有助于肾损伤的修

复[351。通过转移miRNA(在RNA沉默和基因表达的

转录后调节中起作用的小的非编码RNA分子)来

协调神经保护。因此MSC外泌体本身具有重要的治

疗作用。

MSC外泌体携带许多与衰老相关的miRNA且

其表达通常随着年龄的增长而下调，从而导致细胞

增殖能力和炎症调节能力失调。Hisamatsu等[36]研

究发现miR．17及其旁系同源物miR．106a和miR．

106b(miR．17／106)的下调诱导衰老的MSC分化潜

能下降和分泌因子表达失调；另有研究报告支持

miR．17／106与MSC骨形成潜能的年龄依赖性降低

相关，过表达miR．17的转基因小鼠表现出骨组织生

长能力增强并具有延长的寿命[37i。miR．17／106不

仅调节分化潜能，还调节生长分化因子的表达。生

长分化因子6(gro叭h di能rentiation facto卜6，GDF6)

作为年轻MSC分泌的再生因子，上调GDF6可恢复

体外衰老MSC的分化潜能。同时流行病学研究报

告称．miR．17家族在百岁老人中上调，这支持miR．

17对长寿有重要作用[38I。Yu等[39]发现老年恒河

猴骨髓来源MSC外泌体中的miR．125b表达下降，

而前期研究发现lin．4 miR作为哺乳动物miR．125b

家族的同源物，通过控制胰岛素／胰岛素样生长因

子1途径影响组织衰老速度㈤1；1in一4 miR的过表达

可延长寿命，而突变的丧失加速了组织的衰老，因

此。可推测miR．125b对衰老有重要作用。慢性炎症

可加速全身衰老，miR．181家族成员具有抗炎作用，

同时miR．181也可调节MSC的分化[41|，研究表明

miR．181家族成员在MSc外泌体中随着年龄的增

长而下调。此外，Davis等[42]研究表明年龄相关的

骨质减少和骨质疏松症可能是由骨干细胞，特别是

BMsc的潜在缺陷引起的，他们发现其中一个潜在

的机制是miR一183—5p随着衰老而增加，导致BMSC

的衰老并抑制成骨分化。上述miRNA的下调诱导

了与MSC相关的年龄相关功能障碍，进一步研究其

他的miRNA将有助于阐明MSC外泌体的抗衰老治

疗的中心分子机制。 意’、／，

与再生医学中基于细胞的疗法相比，MSC外泌

体治疗对于临床开发更具吸引力，其一，MSC外泌

体具有较低量的主要组织相容性复合物Ⅱ，并且其

免疫原性低于其亲本细胞，因此可能使Msc外泌体

不易在外来宿主中引发免疫应答：其二．通过用其

分泌的外泌体代替活细胞，能减轻与干细胞移植相
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关的许多安全性问题和伦理限制；其三，新出现的

证据表明外泌体是可雾化的，可以在一20℃下冷冻

保存6月，同时不会损失其生物化学活性。但制造

安全且可重复的MSC外泌体相关的医药产品的挑

战是复杂的，因为MSC外泌体复杂的生物活性特性

可能包括致瘤性和未知的脱靶活性[43]。

4展望

干细胞的范围包括从内细胞团中分离的全能

干细胞。从其他来源如胎儿组织和出生相关组织分

离的多能干细胞以及成人组织中分离的单能干细

胞。尽管这些不同的全能干细胞及多能干细胞为

治疗衰老和与年龄有关的疾病提供了巨大的潜力，

但是存在几个相关的缺点：一是可能致瘤m]．二是

具有遗传不稳定性[45]。三是胚胎干细胞存在的伦理

问题m]，四是供体细胞的突变和损伤会降低其增殖

能力[47|。而基于MSC的干细胞移植已在许多与新

生物学相关的临床前模型中显示出前景，最近的数

据已经证明MSC的治疗能力包括：其一是直接分化

的细胞替代和细胞赋能方式，其二是以外泌体为代

表的主要治疗载体。然而，它们的临床应用和开发

仍然受到技术和安全问题的阻碍．如：来自不同细

胞来源和供体的MSC外泌体是否具有相同的免疫

调节能力?MSC外泌体是否受到宿主内源性T细

胞或自然杀伤细胞的细胞毒性的影响?因此．MSC

的抗衰老治疗仍存在很多挑战。期望未来的研究能

更深入地阐明MSC在抗衰老进程中的作用机制．为

临床工作提供有利的帮助。
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