
 

不同浓度葡萄糖诱导皮肤成纤维细胞老化的实验观察
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摘要：背景　衰老是生理或病理过程综合作用的必然结果。研究如何延缓衰老，尤其是病理性衰老，可为许多疾病的治疗提

供新的思路。而建立老化细胞模型正是衰老相关研究的基石。目的　探究含不同浓度葡萄糖的 DMEM培养液诱导皮肤成

纤维细胞老化的效果，为衰老研究提供实验基础。方法　分别采用含 5.5 mmol/L、15 mmol/L、25 mmol/L、35 mmol/L和

45 mmol/L葡萄糖的 DMEM培养基培养成纤维细胞，通过 CCK-8实验和细胞划痕试验观察细胞增殖、迁移功能的变化；对

细胞进行 β-半乳糖苷酶染色，判断细胞是否发生衰老；采用 PCR检测衰老相关 p53/p21通路中关键效应分子 p53、p21和

p16在不同组中的表达水平。结果　相较于 5.5 mmol/L组，15 mmol/L组和 25 mmol/L组成纤维细胞增殖和迁移功能提高，

而 35 mmol/L组和 45 mmol/L组细胞增殖和迁移能力显著下降；β-半乳糖苷酶染色阳性的细胞比例随葡萄糖浓度的升高而

增加；同时，p53、p21和 p16的表达与葡萄糖浓度呈正相关。结论　高浓度葡萄糖（≥35 mmol/L）可抑制细胞的生物学功能，

诱导细胞衰老，其分子机制可能是通过上调 p53/p21通路引起 p16表达水平的增高。
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Abstract:  Background  Aging  is  the  inevitable  result  of  the  comprehensive  action  of  physiological  or  pathological  processes.
Research  on  how  to  delays  aging,  especially  pathological  aging,  can  provide  new  ideas  for  the  treatment  of  many  diseases.  The
establishment  of  aging  cell  model  is  the  cornerstone  of  aging  related  research. Objective  To  explore  the  effect  of  Dulbecco's
Modified  Eagle  Medium  (DMEM)  with  different  concentrations  of  glucose  on  skin  fibroblast  aging. Methods  Fibroblasts  were
cultured in DMEM medium containing different  concentrations of  glucose (5.5 mmol/L,  15 mmol/L,  25 mmol/L,  35 mmol/L and
45  mmol/L).  Cell  proliferation  and  migration  were  detected  by  CCK-8  test  and  cell  scratch  assay,  respectively.  β-galactosidase
staining was employed to determine the percentage of senescent cell. PCR was used to detect the expression levels of p53, p21 and
p16  in  each  group  to  elucidate  the  underlying  mechanism. Results  Compared  with  the  5.5  mmol/L  group,  the  proliferation  and
migration of fibroblasts in the 15 mmol/L and the 25 mmol/L groups increased, while significantly decreased in the 35 mmol/L and
the  45  mmol/L  groups;  the  proportion  of  SA-β-gal  positive  cells  increased  along  with  the  glucose  concentration.  Meanwhile,  the
expressions  of  p53,  p21  and  p16  were  also  positively  correlated  with  glucose  concentrations.  Conclusion  Excessively  high
concentration of  glucose (≥35 mmol/L) inhibits  the biological  function of  cells  and induces cell  senescence.  The pathogenesis  is
associated with increased expression of p16 via upregulation of p53/ p21 pathway.
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衰老是发生于生物有机体的一个普遍特征 [1]。
在多细胞生物中，衰老表现为分子水平、细胞水
平和组织水平的功能逐渐丧失。衰老是一项不可
逆转的自然进程，越来越多的研究证据表明一些
不良因素可加速细胞、组织、甚至机体的衰老，
如感染、缺氧、光老化等 [2]。近年来，高糖引起的
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细胞衰老在各个器官得到了普遍的证实 [3]。在慢性
高糖环境的作用下，细胞内产生大量活性氧物质
(reactive oxygen species，ROS)，ROS 可加速端粒
缩短、引起 DNA 损伤反应 (DNA damage response，
DDR) 并导致衰老相关的细胞生长停滞 [4-6]。成纤
维 细 胞 在 慢 性 糖 基 化 过 程 中 ， 其 细 胞 骨 架 的
Vimentin 蛋白是糖基化终产物的作用靶点之一，
长期刺激可导致细胞外基质的机械性能及其与细
胞的相互作用均被改变，进而影响细胞的生物学
功能 [7-9]。本文旨在比较不同浓度和不同作用时间
高糖 DMEM 培养液对成纤维细胞的老化作用，为
高糖诱导成纤维细胞老化的体外模型建立提供一
定的参考。 

     材料和方法
 

1     实验设备和试剂　CO2 细胞培养箱，赛默飞

公司；荧光显微镜，莱卡公司；Realtime qPCR，

赛默飞公司；中性蛋白酶Ⅱ，北京索莱宝科技

有限公司；DMEM 低糖培养液，Gibco；DMEM
高 糖 培 养 液 ， Gibco； 200  g/L 葡 萄 糖 溶 液 ，

Gibco；Cell Counting Kit-8 试剂盒，Dojindo 东仁

化学科技有限公司；β-半乳糖苷酶染色试剂盒，

Sigma；TRIZOL，Invitrogen；FastKingcDNA 第一

链合成预混试剂，天根生化科技有限公司；Super-
RealPreMix Plus (SYBR Green)，天根生化科技有

限公司。 

2     原代成纤维细胞分离及培养　皮肤来源于一

名 20 岁健康男性包皮环切术所切除的包皮组织。

碘伏浸泡 10 min 后，用 PBS 漂洗 3 ~ 5 次，直至

漂洗液清亮透明；去除脂肪组织和结缔组织后，

将标本剪成 1 mm3 的组织块，置于含 0.5% 中性蛋

白酶Ⅱ的磷酸缓冲盐溶液 (phosphate buffer saline，
PBS) 中，4℃ 消化过夜。收集可覆盖 3.5 cm 培养

皿底部的真皮组织块，加入 1 mL 血清，然后将组

织均匀地贴附于 T25 培养瓶下表面，垂直置于

37℃ 细胞培养箱中 1 h，之后将培养瓶翻转平放，

缓慢加入少许 DMEM 培养液，以刚刚浸没组织块

为宜。第 2 天再向瓶中加入少许培养液。之后每 3 d
换液 1 次，并在倒置显微镜下观察。约 4 d 后组织

块周围可见少量梭形的细胞爬出，7 d 后组织块周

围可见大量呈编织状排列的细胞。PBS 冲洗，消

化，传代，用含 10% 血清的 DMEM 培养基传代

培养至第 5 代 (P5)。 

3     细胞增殖能力的测定　本实验采用 CCK-8 实

验对细胞增殖能力进行评估。首先，将成纤维细

胞 接 种 于 4 个 96 孔 板 中 ， 接 种 细 胞 密 度 约 为

2×103/孔，在培养箱中过夜，使细胞充分贴壁。次

日，在 96 孔板中，根据分组情况，分别给予含

5.5  mmol/L、15  mmol/L、25  mmol/L、35  mmol/L
和 45 mmol/L 葡萄糖的 DMEM 培养基进行细胞培

养，每组设 3 个复孔。并于 1 d、3 d 和 5 d 时，随

机抽取一个 96 孔板进行光密度值 (optical density，

OD) 测定。首先，弃去细胞培养液，将 CCK-8 溶

液与 DMEM 培养基按 1∶10 的比例混匀后，每孔

加入 110 µL 混合液，同时在无细胞的孔中加入等

量 PBS 作为空白对照。37℃ 避光孵育 2 h 后用酶

标仪 (Biotek，VT，USA) 分别测量每个孔在 450 nm
波长处的吸光度，即 OD 值。 

4     细胞迁移能力的测定　通过划痕实验检测成纤

维细胞在不同培养条件下的迁移能力。首先，将

成纤维细胞接种在 6 孔板中，培养 12 h，待细胞

完全贴壁后更换为分别含 5.5 mmol/L、15 mmol/L、

25  mmol/L、 35  mmol/L 和 45  mmol/L 葡 萄 糖 的

DMEM 培养基。待细胞达到 90% ~ 100% 单层融

合时，用 200 µL 移液枪头划一条直线，PBS 洗涤

3 次后加入不含血清的培养基继续培养，并分别

于 0 h 和 24 h 时拍摄照片，比较不同组间细胞的

迁移情况，并通过细胞重新覆盖的面积评估细胞

的迁移能力，其计算公式：(初始空白面积－实时

空白面积)/初始空白面积×100%。 

5     细胞衰老判定　 β-半 乳 糖 苷 酶 (senescence-
associated  β-galactosidase，SA-β-Gal) 活 性 水 平 上

调是细胞衰老的重要特征之一。因此，我们采用

细胞衰老 β-半乳糖苷酶染色试剂盒 (Sigma) 检测各

组细胞 SA-β-gal 的表达，从而判断细胞是否发生

衰老。通过 β-半乳糖苷酶染色，衰老细胞在显微

镜下呈现出蓝色。首先，将细胞接种至 6 孔板

中，分别用不同的培养基培养。第 3 天和第 5 天

时观察 SA-β-gal 着色情况。吸除培养液，PBS 洗

涤 1 次，每孔加入 1 mL 固定液室温下固定 10 min；

配制 SA-β-gal 染色溶液，每孔加入 1 mL，封包后

37℃ 水浴过夜。次日于光学显微镜下观察。分别

计数蓝色细胞和总细胞数，确定 SA-β-gal 阳性细

胞的比例。 

6     qRT-PCR检测细胞 p16、p21和 p53的基因表

达　将细胞接种在 6 孔板中，并在特定的培养基

中培养 5 d；每孔依次加入 1 mL Trizol(Invitrogen)，
200 µL 氯仿，500 µL 异丙醇，提取细胞中的 RNA；

75% 乙醇洗涤纯化 RNA 后风干；加入 DEPC 水溶

解沉淀后，用分光光度计测量各组 RNA 浓度；使
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用 反 转 录 试 剂 盒 (FastKing  gDNA  Dispelling  RT
SuperMix) 合 成 cDNA， 再 分 别 加 入 GAPDH、

p53、p21 和 p16 引物进行基因扩增。 

x̄± s

7     统计学分析　数据采用 SPSS Statistics(IBM，

Armonk，NY) 进行统计分析。计量资料以    表

示。多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 Dunnett-t 法及 SNK 法，P＜0.05 为差异有统

计学意义。 

结　果
 

1     高糖环境导致成纤维细胞增殖能力下降　

CCK-8 实验发现，与 5.5 mmol/L 组相比，随着葡

萄糖浓度的升高，成纤维细胞的增殖能力逐渐增

高，并于 25 mmol/L 时达到顶峰；当给予更高浓

度 的 葡 萄 糖 环 境 (≥  35  mmol/L) 进 行 培 养 时 ，

成纤维细胞的增殖能力逐渐下降。该结果说明

适 当 的 高 糖 环 境 (25  mmol/L) 可 促 进 成 纤 维 细

胞的增殖，而过高的葡萄糖浓度 (≥ 35 mmol/L)
则 会 对 成 纤 维 细 胞 的 增 殖 产 生 抑 制 作 用 。 第

1 天 、 第 3 天 时 ，35  mmol/L 和 45  mmol/L 组 的

OD 值 与 5.5  mmol/L 组 比 较 无 统 计 学 差 异 ； 而

第 5 天时 35 mmol/L 和 45 mmol/L 组 OD 值低于

5.5 mmol/L 组 (P＜0.05)(图 1)。说明随着高糖环境

作用时间的延长，成纤维细胞的增殖能力受损更

加显著。 

2     高糖环境损害成纤维细胞的迁移能力　划痕试

验发现，当葡萄糖浓度为 15 mmol/L 和 25 mmol/L
时，成纤维细胞的迁移能力较 5.5  mmol/L 时提

高；而当葡萄糖浓度 ≥ 35 mmol/L 时，成纤维细

胞的迁移能力明显下降 (P＜0.01)(图 2)。 

3     高糖环境使成纤维细胞 SA-β-gal表达水平升高

　当不同葡萄糖浓度的 DMEM 培养液作用第 3 天

时，各组 β-半乳糖苷酶染色阳性的成纤维细胞均

较少，差异无统计学意义。而第 5 天时，采用

35 mmol/L 和 45 mmol/L 葡萄糖浓度 DMEM 培养

液培养的成纤维细胞中 β-半乳糖苷酶染色阳性的

比例显著增加 (P＜0.01)(图 3)。 

4     高糖环境导致成纤维细胞 p53、 p21和 p16
表达上调　与 5.5 mmol/L 组相比，35 mmol/L 组和

45 mmol/L 组成纤维细胞 p53、p21 和 p16 的表达

均上调 (P＜ 0.05)。说明当培养液中葡萄糖浓度 ≥
35  mmol/L 时 ， 成 纤 维 细 胞 出 现 衰 老 相 关 表 型

(p16 表达上调)(图 4)。由此推测，高糖诱导成纤维

细胞老化的分子机制可能是通过上调 p53/p21 通

路，进而引起 p16 表达水平的升高。 

讨　论

细胞衰老是一种自然发生的、不可避免的过

程 [10]。然而，当细胞受到持续性促增殖信号刺

激，或端粒和线粒体功能损害时 [11-12]，亦会出现

衰老现象，这是细胞对损伤的反应。损伤为一过

性 时 ， 细 胞 会 出 现 短 暂 的 细 胞 周 期 阻 滞 ， 伴

p53 及其下游信号分子 p21 表达上调。应激解除后

细胞即可恢复增殖，而不会发生细胞衰老。当损

伤持续存在时，p53/p21 下游的 CDKN2A 位点激

活，产生大量 p16，进而导致不可逆的细胞生长停

滞。在这一阶段，DNA 发生持续性损伤，此时细

胞出现特征性的衰老细胞相关表型 [13]，包括：

1) 衰 老 相 关 异 染 色 质 位 点 激 活 ；2)DNA 损 伤 ；

3)β半乳糖苷酶上调；4)p16 表达上调；5) 端粒缩

短；6) 细胞增殖能力下降。

在 本 研 究 中 ， 我 们 发 现 当 葡 萄 糖 浓 度  ≥
35 mmol/L 时，成纤维细胞的增殖和迁移能力显著

下降。β-半乳糖苷酶在 3 d 时差异不显著，而 5 d
时可见显著组间差异，说明该指标特异性强，可

作为监测细胞是否发生衰老的特征性指标。Chen
等 [14] 报道，4 d 以上的持续性刺激方可导致细胞分

裂 进 程 停 滞 及 不 可 逆 性 衰 老 进 程 的 发 生 [15]。

PCR 结果表明，在高糖环境的作用下，成纤维细

胞 p53、p21 和 p16 的表达上调，说明 p53/p21 通

路可能是高糖环境导致细胞老化的作用靶点。

总之，适当的葡萄糖浓度 (25 mmol/L) 可提高成

纤 维 细 胞 的 增 殖 和 迁 移 功 能 ， 而 过 高 浓 度 (≥
35 mmol/L) 会抑制成纤维细胞的生物学功能，诱

导细胞发生老化，且该作用呈时间和浓度依赖

性。本研究为高糖诱导成纤维细胞衰老体外模型

的建立提供了一定的理论依据，该模型可用于拮
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抗高糖引发的细胞衰老的药物研究体外实验，或

高糖引发细胞衰老机制的进一步探索。
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