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摘要

目的：研究 p53-miR-34a-SIRT1 反馈环在血管内皮祖细胞（EPC）复制性衰老过程中的调控作用及机制。

方法：培养并鉴定由脐带血来源的 EPC；观察第三代和第六代 EPC 在衰老、凋亡、周期和血管形成等方面的差异；

检测第三代和第六代 EPC 中 p53、乙酰化的 p53（Ac-p53）、沉默信息调节因子 2 相关酶１（SIRT1）的表达情况；构建

携带微小核糖核酸（miR）-34a 抑制因子的慢病毒载体，明确外源性 miR-34a 抑制因子能否延缓第六代 EPC 的凋亡。

结果：成功培养了脐带血来源的 EPC。第六代 EPC 的衰老率和凋亡率明显高于第三代 EPC，细胞周期主要停留

在 G0/G1 期；第六代 EPC 的 p53 表达量高于第三代 EPC，Ac-p53 和 SIRT1 表达则相对较低，组间差异均有统计学意

义（P 均 <0.05）。转染携带 miR-34a 抑制因子的慢病毒载体后，第六代 EPC 衰老情况有所改善，血管形成能力也增强，

晚期凋亡率明显减少。

结论：p53-miR-34a-SIRT1 是 EPC 复制性衰老过程中的重要反馈调节机制，miR-34a 抑制因子可能是延缓 EPC

衰老的靶点。
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Abstract
Objectives: To explore the modulating effects and related mechanisms of p53-miR-34a-SIRT1 feedback loop in the 

process of replication senescence of vascular endothelial progenitor cells (EPC). 
Methods: EPC derived from umbilical cord blood were cultured and identified. Differences on senescence, cell apoptosis, 

cell cycle and blood tube formation were observed in EPC of 3rd and 6th generation. Protein expression of p53, Acetyl-p53, 
and SIRT1 was also detected by Western blotting in EPC of 3rd and 6th generation. The miR-34a inhibitor lentiviral vector was 
constructed and used to identify whether miR-34a inhibitor can protect 6th generation EPC from apoptosis. 

Results: EPC derived from umbilical cord blood were successfully cultured. The cells senescence rate and apoptosis rate 
of the 6th generation EPC were significantly higher than those of the 3rd generation EPC. The cell cycle of 6th generation EPC 
was mainly arrested at G0/G1 phase. The protein expression level of p53 was significantly higher, while the protein expression 
of acetyl-p53 and SIRT1 was significantly lower in the 6th generation EPC than in the 3rd generation EPC, all P<0.05. The 
senescence was significantly attenuated, and late apoptotic cells were significantly reduced, while angiogenesis ability was 
significantly enhanced in the 6th generation EPC transfected with lentiviral vector carrying miR-34a inhibitor.

Conclusions: p53-miR-34a-SIRT1 is an important feedback mechanism in the process of EPC replication senescence. 
The miR-34a inhibitor may be the potential target of delaying EPC senescence.
Key words Vascular endothelial progenitor cells; Cell aging; Apoptosis; Tumor suppressor protein p53; SIRT1
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血管内皮祖细胞（EPC）是干细胞移植治疗缺血

性疾病的重要种子细胞，目前基础研究已有一定进

展，但长期疗效值得商榷，其中 EPC 复制性衰老可

能是影响其长期疗效的重要因素。p53 可诱导细胞

周期阻滞引起衰老或凋亡；沉默信息调节因子 2 相

关酶１（SIRT1）参与了多种重要的抗衰老基因的调

控，能使 p53 蛋白活性下降；微小核糖核酸（miR）-

34a能抑制SIRT1及细胞周期调节蛋白等的基因表达，

进而加速细胞衰老；故推测 p53-miR-34a-SIRT1 反

馈环在细胞衰老过程中起着重要作用 [1]。同时，活

化后的 p53 也能增加 miR-34a 的表达，进一步强化

对细胞凋亡的调控作用。另一方面，miR-34a 通过

抑制 SIRT1 的产生，从而促进 p53 的活化 [2,3]。故由

此推测 p53-miR-34a-SIRT1 形成的正反馈环在细胞

凋亡和增殖的过程中扮演者重要的角色。本研究的

目的为明确 p53-miR-34a-SIRT1 在 EPC 复制性衰

老过程中的反馈调节机制，评估 miR-34a 抑制因子

能否成为延缓 EPC 衰老的靶点，为提高 EPC 治疗

缺血性疾病的疗效提供理论依据。

1  材料与方法

材料：20 份脐血，每份 50 ml（来源于暨南大学

附属第一医院，均签署知情同意书并获医院科研伦

理委员会同意 ）。

试剂及仪器：EGM-2 培养基（Lonza 公司，瑞

士 ）；人 淋 巴 细 胞 分 离 液（LymphoprepTM，Axis-

shield 公司，挪威 ）；胰蛋白酶（Tryptase，Sigma 公

司，美国 ）；小鼠抗人 CD34 单克隆抗体（BD 公司，

美国 ）；小鼠抗人 CD133 单克隆抗体 （Miltenyi 公

司，德国 ）； 小鼠抗人 p53 单克隆抗体、小鼠抗人

乙酰化 p53（Ac-p53）单克隆抗体和兔抗人 SIRT1 多

克隆抗体（CST 公司，美国 ）；细胞周期检测试剂盒

和 AnnexinV/PI 细胞凋亡检测试剂盒（凯基生物有限

公司，中国 ）；β- 半乳糖苷酶染色试剂盒（碧云天

生物技术研究所，中国 ）；超净工作台（SW-CJ-2F，

苏净集团安泰空气公司，中国 ）；二氧化碳细胞培

养箱（Thermo Formo 公司，美国 ）；倒置荧光显微镜

（Nikon 公司，日本 ）；光学显微镜（OlymPus 公司，

日本 ）；流式细胞仪（DB 公司，美国 ）。

EPC 分 离、 培 养、 扩 增、 鉴 定 方 法：在 胎

盘、脐带与母体和胎儿完全分离以后，无菌条件

下取脐血约 50 ml。脐血中加入肝素（20 U/ml）抗

凝， 以 1 000 rpm 离心 10 min，吸除上清液，以 10 

ml 含 10% 小牛血清的磷酸缓冲盐溶液（PBS）稀释细

胞，加入人淋巴细胞分离液 15 ml，以 2 000 rpm 离

心 15 min，轻轻旋转吸取呈乳白色的第 2 层单核细

胞（MNC）层，加入 EGM-2 培养基，调节细胞密度

为 1×105/cm2，置于 12.5 ml 培养瓶内，在 37℃、5%

二氧化碳培养箱中培养。每日观察细胞扩增情况，

待细胞长满到细胞瓶 80% 左右传代。采用免疫荧

光技术对第二代细胞进行 EPC 细胞标志物 CD133、

CD34 鉴定。观察第三代和第六代细胞在衰老、凋

亡、周期和血管形成等方面的差异，检测第三代和

第六代细胞 p53、乙酰化的 p53（Ac-p53）、SIRT1

的表达情况。构建携带干扰 SIRT1 的 miR-34a 抑

制因子的慢病毒载体（由复能基因有限公司构建合

成 ），以第六代 EPC 作为实验对象，以空载慢病毒

转染 EPC 作为对照组，miR-34a 抑制因子慢病毒

载体转染 EPC 作为转染组，检测两组细胞 p53 和

SIRT1 的表达差异，观察两组细胞在衰老、凋亡和

血管形成等方面的差异，明确外源性 miR-34a 抑

制因子能否延缓 EPC 的凋亡。

流式细胞仪测定 EPC 凋亡率：采用 AnnexinV-

FITC/PI 双 染 色 法 流 式 细 胞 术 检 测 EPC 的 凋 亡

率。0.25% 胰 酶 消 化 收 集 各 组 细 胞，PBS 洗 涤

2 次，2 000 rpm 离心 5 min，弃上清，收集 5×105

个细胞，加 0.5 ml 结合缓冲液重悬细胞；加入 5 μl 

AnnexinV-FITC，混匀后在加入 5 μl PI，混匀并室

温避光反应 10~20 min，在 1 h 内进行流式细胞仪

检测。流式细胞仪检测结果分析：左下象限为阴性

正常细胞（Annexin V-/PI-）；右上象限为晚期凋亡

细胞（Annexin V+/PI+）；右下象限为早期凋亡细胞

（Annexin V+/PI-）。

流式细胞仪分析 EPC 细胞周期：收集各组细

胞，用 PBS 洗涤 1 次，2 000 rpm 离心 5 min，重悬

细胞，调整浓度为 1×106/ml，取 1 ml 细胞悬液

2 000 rpm 离心 5 min，弃上清，加入 500 μl 70% 冷

乙醇固定，4℃过夜；离心后弃乙醇，PBS 洗涤 1 次

后加入 100 μl 5' 核酸内切酶，37℃孵育 30 min，

再加入 500 μl PI 染色，4℃避光反应 30 min；流

式细胞仪检测激发波长 488 nm 处红色荧光，分析

数据。

β- 半乳糖苷酶染色标记 EPC 衰老细胞：β- 半

乳糖苷酶染色试剂以 5- 溴 -4- 氯 -3- 吲哚 -β-D-

半乳糖苷（X-Gal）为底物，只有衰老特异性的 β-

半乳糖苷酶催化下会生成深蓝色产物。0.25% 胰蛋
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注：EPC：内皮祖细胞。1A 和 1D：分别为第三代和第六代 EPC 显微镜下

观察的状态；1B 和 1E：分别为第三代和第六代 EPCβ- 半乳糖苷酶染色结果；

1C 和 1F：分别为第三代和第六代 EPC 血管形成情况

图 1  第三代与第六代血管内皮祖细胞显微镜下状态、衰老及血管形成
         能力比较（×10，n=3）

1D 1E 1F

白酶消化细胞后以 5×103/ 孔的细胞密度种植在 12

孔板中；次日吸除细胞培养液，PBS 洗涤 1 次，每

孔加入 500 μl β- 半乳糖苷酶染色固定液，室温固

定 15 min；PBS 洗 3 次，每次 3 min；每孔加入 500 μl

染色工作液；37℃恒温水浴箱中孵育过夜；普通光学

显微镜下观察、计数蓝染的细胞。

EPC 血管形成实验：将保存于 -20℃的基质胶

拿出 4℃过夜解冻；12 孔板和枪头都提前放在 -20℃

冰箱降温 30 min；把基质胶加入 12 孔板之后 4℃放

置 20 min，再室温放置 30 min，后放入 37℃孵箱 30 

min；每孔种植 EPC 1.5×105 个，于 6 h 光学显微镜

下观察细胞血管形成情况。

蛋 白 质 印 迹 法 检 测 EPC 中 p53、Ac-p53、

SIRT1 蛋白的表达：PBS 洗待测细胞 2 次，每孔加

入 120 μl 裂解液，含 1.2 μl 苯甲基磺酰氟（PMSF）；

细胞刮刀收集细胞于 1.5 ml 离心管中，冰上放置 30 

min，让细胞充分裂解；12 000 g（4℃）离心 15 min

收集上清至 EP 管中冰上放置；使用 BCA 蛋白定

量试剂盒进行蛋白定量。5×上样缓冲液加入到已

调整好浓度的蛋白样品中，煮沸 5 min 使蛋白变

性，-20℃保存备用。配制 10% 蛋白电泳分离胶

和 5% 浓缩胶，取 30 μg 蛋白上样，电泳 80 V/180 

min，半干法转膜 15 V/20 min；5% 脱脂奶粉 /TBS-T

（加了 Tween 的三乙醇胺缓冲盐水溶液 ）封闭聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜 1 h；一抗稀释液配置一抗 p53、

Ac-p53 和 SIRT1（1:1 000） 孵 育 PVDF 膜 4 ℃ 过

夜，TBS-T 洗涤 5 次；TBS-T 稀释相应的二抗（1:6 

000）， 室 温 孵 育 PVDF 膜 1 h；TBS-T 洗 涤 5 次。

凝胶成像系统扫描 PVDF 膜，Imag-J 测量光密度

值，以目的蛋白和 β- 肌动蛋白带的密度比值表

示目的蛋白表达水平。

携带 miR-34a 抑制因子的慢病毒载体转染：

转染前 24 h，将细胞以 1×105/ 孔种植到 24 孔板

中。使细胞在慢病毒转染时的数量为 2×105/ 孔左

右。次日用含 6 μg/ml 聚凝胺的 2 ml 新鲜培养基

替换原培养基，加入 16 μl 慢病毒悬液（最适感染

复数 MIO 值≈ 15.3；miR-34a 抑制因子慢病毒滴度

=1.9×108 TU/ml）。37℃孵育，4 h 后加入 2 ml 新

鲜培养基以稀释聚凝胺。继续培养 24 h，用新鲜培

养基替换含病毒的培养基。继续培养，48 h 后进行

相关实验。

统计学方法：用 SPSS 20.0 统计软件进行分析，

数据均采用均数 ± 标准差（ ±s）表示，组间差异采

用 t 检验方法，P<0.05 认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  血管内皮祖细胞的培养和鉴定

培养 3 d 后，EPC 开始贴壁生长，细胞多呈长

梭形。7 d 左右，出现由多角形和梭形细胞组成的

小集落，随后细胞迅速生长。约 10~14 d 可出现大

面积集落，呈典型铺路石样，即为 EPC 细胞集落。

取第二代 EPC 进行鉴定，免疫荧光技术检测 CD34、

CD133 均呈阳性反应，符合 EPC 表型特点。

2.2  第三代与第六代血管内皮祖细胞显微镜下状态、

衰老和血管形成能力方面的差异（图 1）：

EPC 在传代的过程中发生了复制性衰老。与第三

代 EPC 相比，显微镜下第六代 EPC 凋亡脱落的细胞较

多；β- 半乳糖苷酶染色显示，第六代 EPC 衰老细胞

明显增多 [（7.0±2.8）% vs（31.2±5.4）%，P<0.05]；

第六代 EPC 的血管形成能力也明显减弱（P<0.05）。

2.3 第三代与第六代血管内皮祖细胞中 p53、Ac-p53

和 SIRT1 蛋白的表达差异（图 2）

第六代 EPC 中 p53 表达量高于第三代 EPC，相

反 Ac-p53 表达量则比第三代 EPC 少，SIRT1 的表

达量也低于第三代 EPC（P 均 <0.05）。

2.4  第三代与第六代血管内皮祖细胞各细胞周期的

情况和细胞凋亡率比较（表 1）

与 第 三 代 EPC 相 比， 第 六 代 EPC 大 部

分 阻 滞 于 G0/G1 期，S 期 及 G2/M 期 减 少。

AnnexinV-FITC/PI 双 染 色 结 果 显 示， 第 六 代

EPC 晚期凋亡率高于第三代 EPC，差异有统计学

意义（P <0.01）。
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2A 2B

图 2  第三代和第六代血管内皮祖细胞中 p53、Ac-p53 和 SIRT1 蛋白的
        表达差异（n=3）

第三代 EPC
第三代 EPC

SIRT1

SIRT1

Ac-p53

p53

β- 肌动蛋白
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蛋
白

表
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水
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p53 Ac-p53

* *
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注：EPC：内皮祖细胞；SIRT1：沉默信息调节因子 2 相关酶１；Ac-p53：

乙酰化的 p53。2A：第三代和第六代 EPC 中 p53、Ac-p53 和 SIRT1 蛋白电泳

结果；2B：第三代和第六代 EPC 中 p53、Ac-p53 和 SIRT1 蛋白表达水平。与

第三代 EPC 比较 **P<0.01 *P<0. 05

EPC
细胞周期 早期

凋亡率

晚期

凋亡率G0/G1 期 G2/M 期 S 期

第三代  74.30±1.01   2.57±1.05   18.13±4.46 2.1±0.6 4.2±1.2

第六代  88.00±0.57**   0.87±0.35**   10.12±0.86* 1.4±1.5 8.9±2.2**

注：EPC：内皮祖细胞。与第三代同期 EPC 比较 **P<0. 01  *P<0. 05

表 1  流式细胞术检测第三代和第六代血管内皮祖细胞各细胞
         周期比例和凋亡率（%， ±s，n=3）

3A 3B

图 3  第六代血管内皮祖细胞对照组和转染组中 SIRT1 和 p53 蛋白表达
          情况（n=3）        

对照组 转染组

SIRT1

p53

β-肌动蛋白

SIRT1

蛋
白

表
达

水
平

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
p53

对照组

转染组
*

**

注：EPC：内皮祖细胞；SIRT1：沉默信息调节因子 2 相关酶１。3A：第

六代 EPC 对照组和转染组中 SIRT1 、p53 和 β- 肌动蛋白电泳结果 ；3B：

第六代 EPC 对照组和转染组中 SIRT1 和 p53 蛋白表达水平。与对照组比较 
**P<0.01 *P<0.05

2.5  转染 miR-34a 抑制因子慢病毒载体后的第六代

血管内皮祖细胞中 SIRT1 和 p53 蛋白的改变（图 3）

蛋白质印迹法检测结果显示，转染组的 SIRT1

蛋 白 表 达 较 对 照 组 明 显 增 多 [（1.35±0.04） vs 

（1.00±0.03），P<0.05]，p53 蛋 白 表 达 则 明 显 减 少

[（0.65±0.08） vs （1.00±0.07），P<0.01 ]。

4A

4C

4B

4D

对
照

组
转

染
组

注：EPC：内皮祖细胞。4A 和 4C：分别为第六代 EPC 对照组和转染组 β-

半乳糖苷酶染色结果；4B 和 4D：分别为第六代 EPC 对照组和转染组血管形成

能力

图 4  第六代血管内皮祖细胞对照组和转染组细胞衰老、血管形成能力
          及细胞凋亡情况（×10，n=3）

2.6  转染 miR-34a 抑制因子慢病毒质粒的第六代血

管内皮祖细胞衰老、血管形成能力及凋亡情况（图 4）

与 对 照 组 相 比， 转 染 组 衰 老 情 况 有 所 改

善，血管形成能力也增强，晚期凋亡率明显减少

[（9.46±3.61）% vs（3.72±3.64）%，P<0.01]。

3  讨论

EPC 作为具有增殖潜能的血管内皮细胞前体细

胞，不仅参与生理性血管形成，在多种病理状态下

也能被动员出骨髓并分化为成熟内皮细胞，促进形

成新生血管，缓解组织缺血和修复血管损伤 [4]。研

究表明，血循环中的 EPC 可来源于多种组织，如骨

髓、髓外的脂肪组织、脾脏、肌肉、动脉外膜等，

脐带血及脐带组织也是 EPC 体外研究重要的来源之

一。另外，循环中的多能干细胞也可以在细胞因子

刺激下分化为 EPC。EPC 能显著改善肢体缺血 [5]。

Kalka 等 [6] 报道，接受人 EPC 治疗的小鼠下肢血流

量明显增加，缺血肢体成活率显著提高。作为干细

胞的一种，EPC 治疗缺血性疾病在动物模型中的短

期疗效已有诸多报道，但其长期治疗效果和安全性

少有报道，在临床中也未得到广泛应用。

细胞复制性衰老是指细胞经过一定次数的分

裂后进入不可逆的细胞周期阻滞状态。正常体细胞

在体外经历一段时间的培养后，细胞会停止增殖进

入衰老状态，无法继续传代培养，恶性肿瘤细胞则

不进入衰老状态而能保持持续的增殖状态。衰老

和肿瘤的关系非常密切，随着年龄的增加，衰老

细胞数量增加，肿瘤的发生率也逐渐增加，特别
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是在更新频繁的组织中更加明显，例如造血系统

和消化系统 [7,8]。复制性衰老可能是影响 EPC 长期

疗效的重要因素，基于现有的理论和实验结果，推

测细胞凋亡过度是 EPC 衰老的原因之一 [9]。p53 是

重要的凋亡调节因子。SIRT1 是组蛋白去乙酰化酶

Sirtuin 家族的成员，参与了多种重要抗衰老基因的

调控等诸多细胞活动 [10]。SIRT1 能对 p53 蛋白去乙

酰化，从而使 p53 蛋白活性下降。miR-34a 能抑制

SIRT1 及细胞周期调节蛋白 CDK 等的基因表达，进

而加速细胞衰老，提示 miR-34a 在衰老的调控中

可能发挥着重要的作用 [1]。活化后的 p53 也能增加

miR-34a 表达，miR-34a 可通过抑制 SIRT1 的产生，

而 促 进 p53 的 活 化。 由 此 推 测，p53-miR-34a-

SIRT1 形成的正反馈环在细胞凋亡和增殖的过程

中扮演者重要的角色。

本课题通过研究进一步证实了 EPC 的复制性

衰老，该衰老途径与 SIRT1 对 p53 的去乙酰化相关；

随着细胞的传代，SIRT1 的表达减少，p53 的活性

增强，通过转录调控阻滞细胞周期，启动细胞衰老

和凋亡并降低了细胞的血管形成能力。外源性的

miR-34a 抑制因子可减少 SIRT1 在 EPC 细胞分裂

过程中的损失，保持细胞 p53 的活性，减少了 EPC

的凋亡并可达到延缓 EPC 衰老的进程。因此，由

p53-miR-34a-SIRT1 构成的正反馈环在 EPC 的复

制性衰老过程中有着重要的意义，miR-34a 抑制因

子可能是延缓 EPC 衰老的靶点，可为缺血性疾病

的治疗提供科学依据，但其具体调控机制仍需进一

步研究。
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