
本文引用: 肖宜超, 朱清一, 刘振国, 等. 高脂饮食对高龄小鼠骨髓间充质干细胞亚群数量的影响及机制研究[J]. 中国动脉
硬化杂志, 2022, 30(2): 93-99, 116.

[收稿日期] 　 2021-04-30 [修回日期] 　 2021-05-25
[基金项目] 　 国家自然科学基金项目面上项目(81870258);湖南省自然科学基金青年基金项目(2019JJ50893)
[作者简介] 　 肖宜超,博士,主治医师,研究方向为介入心脏病学,E-mail 为 yichaoxiao@ csu. edu. cn。 周胜华,博士,教授,博
士研究生导师,研究方向为介入心脏病学,E-mail 为 zhoushenghua@ csu. edu. cn。

[文章编号] 　 1007-3949(2022)30-02-0093-08 ·血管损伤与血管衰老专栏·

高脂饮食对高龄小鼠骨髓间充质干细胞亚群数量的
影响及机制研究

肖宜超, 朱清一, 刘振国, 刘启明, 周胜华
(中南大学湘雅二医院心血管内科,湖南省长沙市 410011)

[专家简介] 　 周胜华,教授,博士研究生导师,中南大学湘雅二医院心血管内科主任,中
南大学湘雅名医,中南大学一级主任医师。 第三届“国之名医·优秀风范”奖获得者。 中

华医学会心血管病学专业委员会常务委员兼副秘书长、中国医师协会心血管内科医师分

会副会长、常务委员。 湖南省心血管病学委员会主任委员、湖南省心血管病医院(中心)
主任、湖南省心血管病介入治疗中心主任、湖南省临床介入治疗质量控制中心主任、湖南

省心血管疾病现代医疗技术研究中心主任。 中国知名介入心脏病专家,FACC、FHRS、卫
生部有突出贡献中青年专家、“卫生部优秀青年科技人才”、全国医学专业学位研究生教

育指导委员会委员、高等教育出版社临床医学教材建设委员会副主任委员、国家心血管病

介入诊疗质量控制专家、国家心血管病中心专家组成员、中国科学院大学兼职教授、享受

国务院特殊津贴,中国医师协会心力衰竭分会副主任委员、中国生物医学工程学会心律分会常务委员、中国心律学

会常务理事。 主要从事心血管疾病诊疗相关研究。 2016 年 9 月起担任 Journal of Interventional Cardiology 编辑,并
于 2018 年 8 月起连任,多年来担任《中华医学杂志英文版》《中华心律失常学杂志》《中国心脏起搏与心电生理杂

志》《中国介入心脏病学杂志》《中南大学学报医学版》等杂志编委。 近年主持国家自然科学基金原创探索计划项

目 1 项,面上项目 4 项,美国中华医学基金会项目 1 项,卫生部重点部属医院临床学科重点项目 1 项,近年以通信作

者在 NEJM、Lancet、JACC 等杂志发表学术论文 70 余篇;以第一完成人获湖南省科技进步奖 8 项;2016 年主编高等

教育出版社出版的《内科学》本科生精品教材,参编英文介入心脏病学专著 2 部。
[关键词] 　 高脂饮食;　 骨髓间充质干细胞;　 N-乙酰半胱氨酸;　 活性氧;　 氧化应激;　 高龄

[摘　 要] 　 目的　 探讨长期高脂饮食(HFD)对高龄小鼠骨髓间充质干细胞(BMSC)亚群数量的影响及机制。 方

法　 将 40 周龄雄性 C57BL / 6 野生型(WT)小鼠随机分为 3 组:WT+正常饮食(ND)组、WT+HFD 组及 WT+HFD+N-
乙酰半胱氨酸(NAC)组;将 40 周龄雄性转基因(TG)小鼠(过表达超氧化物歧化酶及谷胱甘肽过氧化物酶)随机分

为 2 组:TG+ND 组、TG+HFD 组。 每组干预周期 3 个月。 采用 Alere Cholestech LDX􀅺血脂分析仪检测各组总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL)、低密度脂蛋白(LDL)、非高密度脂蛋白(non-HDL)及 TC / HDL 水平;
流式细胞术分析骨髓及外周血 BMSC 亚群数量变化;5-溴脱氧尿嘧啶核苷标记法检测细胞增殖;膜联蛋白 V-异硫

氰酸荧光素 / 碘化丙啶双染法检测细胞凋亡;流式活性氧(ROS)检测试剂标记法检测 ROS 水平。 结果　 HFD 小鼠

BMSC 内 ROS 生成显著增加。 NAC 可逆转 HFD 小鼠血清 TC、TG、LDL 及 non-LDL 水平。 HFD 小鼠骨髓中 BMSC
亚群 Lin-c-Kit+细胞数量显著减少,但血液中的 Lin-c-Kit+细胞数量未减少,而 HFD 小鼠和正常饮食小鼠的骨髓和

血液中的 BMSC 亚群 Lin-Sca-1+或 Lin-CD133+细胞数量相似。 HFD 显著抑制骨髓 Lin- c-Kit+ 细胞的体内增殖并增

加其凋亡。 NAC 处理或转基因小鼠模型均有效地阻止了 HFD 诱导的 BMSC 内 ROS 的产生和骨髓 Lin- c-Kit+ 细胞

的减少。 结论　 HFD 通过增加 ROS 的产生选择性地降低高龄小鼠骨髓 BMSC 亚群 Lin-c-Kit+细胞数量。
[中图分类号] 　 Q291;R5 [文献标识码] 　 A
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of long-term high-fat diet (HFD) on the number of bone marrow-de-
rived mesenchymal stem cell (BMSC) subsets in elderly mice and its mechanism. 　 　 Methods 　 Forty week old male
C57BL / 6 wild type (WT) mice were randomly divided into three groups: WT+normal diet (ND) group, WT+HFD group
and WT+HFD+N-acetylcysteine (NAC) group. 　 Forty week old male transgene (TG) mice (overexpressing superoxide
dismutase and glutathione peroxidase) were randomly divided into two groups: TG+ND group and TG+HFD group. 　 The
intervention period of each group was three months. 　 The levels of total cholesterol (TC), triglyceride (TG), high density
lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (LDL), non-high density lipoprotein (non-HDL) and TC / HDL in each group
were determined by Alere Cholestech LDX 􀅺 blood lipid analyzer. 　 The quantity changes of BMSC subsets in bone marrow
and peripheral blood were analyzed by flow cytometry. 　 Cell proliferation was detected by 5-bromo-2′-deoxyuridine labeling
method. 　 Annexin V-fluorescein isothiocyanate / propidium iodide double staining method was used to detect cell apoptosis.
The level of reactive oxygen species (ROS) was detected by flow cytometric ROS detection reagent labeling method. 　 　
Results　 The production of ROS in BMSC of HFD mice increased significantly. 　 NAC could reverse the levels of serum
TC, TG, LDL and non-LDL in HFD mice. 　 The number of BMSC subsets Lin- c-Kit+ cells in bone marrow of HFD mice
decreased significantly, but the number of Lin-c-Kit+ cells in blood did not decrease. 　 The numbers of BMSC subsets Lin-

Sca-1+ or Lin-CD133+ cells were similar in bone marrow and blood of HFD mice and normal diet mice. 　 HFD significantly
inhibited the proliferation and increased apoptosis of bone marrow Lin- c-Kit+ cells in vivo. 　 NAC treatment or transgenic
mouse model effectively prevented the production of ROS in BMSC and the reduction of bone marrow Lin- c-Kit+ cells in-
duced by HFD. 　 　 Conclusion　 HFD selectively decreases the number of bone marrow BMSC subsets Lin-c-Kit+ cells by
increasing the production of ROS in elderly mice.

　 　 间充质干细胞(mesenchymal stem cell,MSC),如
骨髓间充质干细胞(bone marrow-derived mesenchymal
stem cell,BMSC),是组织修复和再生细胞治疗的重要

来源[1-3]。 大多数需要细胞治疗的患者,尤其是缺血

性心肌病患者,往往为伴有代谢异常(包括高脂血

症)的高龄患者[2]。 细胞治疗的有效性最终可能与

供者 BMSC 的数量和功能有关[4],而高龄是影响细

胞增殖、衰老和旁分泌功能的重要因素,故对 BMSC
的治疗效力和结果发挥重要作用[5]。 然而,高龄状

态对 BMSC 数量和功能的影响目前尚不清楚。
活性氧(reactive oxygen species,ROS)长期以来

被认为是炎症反应的主要贡献者,在氧化应激和细

胞功能(包括细胞信号传导、增殖、基因转录和表达

以及细胞损伤和死亡)中发挥重要作用[6-8]。 一系

列研究[6-9]表明 ROS 和相关氧化应激参与干细胞和

祖细胞(包括 BMSC)数量和 /或功能的调节,但过度

激活的 ROS 和相关的氧化应激反应可显著损害干

细胞的数量,从而降低干细胞治疗的有效性。
ROS 是体内多种来源(包括能量代谢)的天然

产物[10-12]。 西方饮食富含动物脂肪,而高脂饮食

(hight-fat diet,HFD)已被证明能显著增加促炎细胞

因子(如肿瘤坏死因子 α)的产生,并诱导组织氧化

应激[13-14]。 本研究旨在验证 HFD 是否可通过增加

ROS 产生改变高龄小鼠 BMSC 数量,内容有两个方

面:(1)评价长期 HFD 喂养对高龄小鼠 BMSC 的影

响;(2)通过抗氧化剂 N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcys-
teine,NAC)处理或使用过表达抗氧化酶的转基因

(transgene,TG)小鼠减少 ROS 的产生,确定 ROS 在

介导 HFD 对 BMSC 影响中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

以 40 周龄雄性 C57BL / 6 野生型(WT)小鼠为

研究对象,采用 HFD 或常规饲料喂养 3 个月。 使用

脂质分析仪和盒式磁带(Cholestech LDX,CA,USA)
定量测定小鼠血清脂质谱,以证实 HFD 喂养 3 个月

后高脂血症状态的建立。 为了评估 ROS 在介导

HFD 对 BMSC 亚群影响中的作用,使用 NAC 阻断

ROS[15],或使用 40 周龄雄性 C57BL / 6 转基因(TG)
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小鼠,后者伴随超氧化物歧化酶 1 ( superoxide dis-
mutase 1, SOD1)、 SOD3 和谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase,GPx)的过度表达[16]。
1. 2　 试剂与仪器

NAC( Sigma-Aldrich 公司,St. Louis,MO,USA;
A7250);Alere Cholestech LDX􀅺血脂分析仪及配套

Alere Cassettes 血脂卡;紫草素叶绿素(peridinin-chlo-
rophyll-protein,PerCP)抗小鼠 Ly-6A / E(Sca-1)单克

隆抗体(BioLegend 公司,USA);Alexa Fluor 700 抗小

鼠 CD34 单克隆抗体(BD Pharmingen 公司,USA);别
藻蓝蛋白(allophycocyanin,APC)抗小鼠 CD133 单克

隆抗体(BioLegend 公司,USA);太平洋蓝荧光蛋白

(pacific blue)抗小鼠 Lineage Cocktail 单克隆抗体

(BioLegend 公司,USA);5-溴脱氧尿嘧啶核苷(5-
bromo-2′-deoxyuridine,BrdU)流式分析试剂盒;膜联

蛋白(Annexin)V-异硫氰酸荧光素(fluorescein isothio-
cyanate,FITC)凋亡分析试剂盒(BD Pharmingen 公

司,USA);细胞内 ROS 流式检测干粉(Thermo Fisher
Scientific 公司,USA)。
1. 3　 BMSC 获取

5%异氟醚麻醉处死小鼠,75% 乙醇消毒皮肤,
无菌条件下迅速剪开两侧后肢皮肤及肌肉,完整取

出双 侧 后 肢, 浸 泡 在 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( phosphate
buffered solution,PBS)中;小心分离清除肌肉,完整

分离出股骨及胫骨,浸泡在 PBS 中;将装有股骨及

胫骨的离心管置于紫外线下消毒 30 min 后移至超

净台,倒掉 PBS 后,再用含青霉素、链霉素的 PBS 清

洗骨头 3 遍;在股骨或胫骨的两个干骺端分别剪开

一个小孔,尽量保留干骺端,暴露出骨髓腔,用 1 mL
的一次性注射器吸取 1 mL PBS,用 23 G BD 针头插

到骨头的一端冲洗至 Eppendorf 管,然后换另一端

接着冲,反复用最初的 1 mL PBS 冲洗数次直至将绝

大部分骨髓冲出至 Eppendorf 管;高速离心机 4 ℃以

300 g 离心力离心 20 min,弃上清;用 500 μL PBS 混

悬细胞转移至 50 mL 离心管中;加入 10 mL 红细胞

裂解液(8. 26 g NH4Cl,1 g KHCO3,0. 037 g 乙二胺

四乙酸,溶于 1 L 双蒸水中),室温下裂解 5 min;加
入 20 mL PBS,室温 300 g 离心力离心 10 min,弃上

清;用 500 μL PBS 混悬细胞转移至 Eppendorf 管中;
准备 10 mL 离心管,加入 4 mL PBS;将装有骨髓细

胞的 Eppendorf 管充分震荡混匀,取 10 μL 细胞至装

有 PBS 的离心管中;显微镜下细胞计数,4 大格细胞

总数 / 2 即为最终细胞数(单位:百万) [17]。
1. 4　 外周血细胞获取

左手拇、食指抓取小鼠双耳及颈后皮肤,小指

固定尾部,中指将小鼠左侧前肢轻压在胸骨心脏部

位,无名指按在腹部,捻动拇指,轻压取血侧眼部皮

肤,使眼球充血突出,用弯头镊夹取眼球;根据需要

捻动拇指与食指的方向,同时用左手中指轻按小鼠

心脏部位,以加快心脏泵血速度,使血液从眼眶内

以不同速度垂直流入抗凝离心管中;上下轻轻摇动

抗凝管,避免剧烈晃动以产生溶血;外周血 300 g 离

心力离心 20 min 或室温下抗凝管中静置 30 min 以

上;取上层血清至 Eppendorf 管内,保存至-80 ℃冰

箱,或 4 ℃冰箱(48 h 内进行血脂分析);保留下层

血细胞,转移至 50 mL 离心管内;加入 10 mL 红细胞

裂解液,室温下裂解 5 min;加入 20 mL PBS,室温

300 g 离心力离心 10 min,弃上清;重复裂解冲洗 1
次;用 500 μL PBS 混悬细胞转移至 Eppendorf 管中;
血细胞不需计数,按照流式细胞术所需,平均分装

至各 Eppendorf 管中,并添加 PBS 至 100 μL。
1. 5　 流式细胞术

取 1×106 个 BMSC 至一新 Eppendorf 管中(外周

血细胞不需计数,平均分装至各管),并添加 PBS 至

100 μL;每一管细胞中加入需要进行流式细胞分析

的抗体,冰上避光孵育 30 min,注意避光;加入 500
μL PBS,震荡均匀;高速离心机 4 ℃以 300 g 离心力

离心 10 min,弃上清;用 500 μL PBS 混悬细胞转移

至流式管中,冰上保存,2 ~ 4 h 内进行流式细胞分

析;采用 Flowjo 软件对结果进行统计分析。
1. 6　 细胞增殖检测

小鼠处死前 12 h 经腹腔注射 BrdU 1 ~ 2 mg(50
mg / kg);进行细胞收集及标志物染色;采用 100 μL
BD 细胞固定液混悬细胞,冰上孵育 15 ~ 30 min;加
入 1 mL 1 ×BD 洗涤缓冲液,250 g 离心力离心 5
min,去上清;采用 100 μL BD 细胞渗透缓冲液混悬

细胞,冰上孵育 10 min;加入 1 mL 1×BD 洗涤缓冲

液,250 g 离心力离心 5 min,去上清;采用 100 μL
BD 细胞固定液混悬细胞,冰上孵育 5 min;加入 1
mL 1×BD 洗涤缓冲液,250 g 离心力离心 5 min,去
上清;采用 100 μL 300 mg / L DNA 酶溶液混悬细胞,
室温孵育 1 h;加入 1 mL 1×BD 洗涤缓冲液,250 g
离心力离心 5 min,去上清;采用 50 μL 1×BD 洗涤

缓冲液混悬细胞,室温孵育 20 min;加入 1 mL 1×BD
洗涤缓冲液,250 g 离心力离心 5 min,去上清;用 1
mL PBS 混悬细胞转移至流式管中,在 BD 多色流式

细胞分析仪上进行分析,吸取细胞速度设定为<400
个 / s[18-19]。
1. 7　 Annexin V-FITC / PI 双染法检测细胞凋亡

进行细胞收集及标志物染色;采用 1 mL 冷 PBS
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溶液,250 g 离心力离心 5 min,去上清,重复 2 次;采
用 1×染色缓冲液稀释细胞至 1×109 个 / L,将 100 μL
细胞溶液加至流式管中,加入 5 μL Annexin V-FITC
及 5 μL 碘化丙啶(propidium iodide,PI);小心吹打

震匀细胞,室温避光孵育 15 min;加入 400 μL 1×染
色缓冲液,1 h 内进行流式细胞分析[20]。
1. 8　 ROS 水平检测

分析前现配 ROS 染色剂,注意避光保存;加入

0. 1 μL ROS 染色剂,37 ℃孵育 10 min;细胞收集及

标志物染色;加入 1 mL PBS 溶液,250 g 离心力离心

5 min,去上清;采用 500 μL PBS 溶液混悬细胞转至

流式管进行分析(ROS 采用 FITC 通道分析) [17]。
1. 9　 统计学方法

所有实验数据采用 SPSS 18. 0 统计软件进行统

计分析,主要指标均进行正态性分析,凡不符合正

态分布的变量均先经对数转换后,再作进一步统计

分析。 连续性变量均采用 x±s 表示,采用单因素方

差分析进行统计分析,然后采用 LSD-t 检验进行组

间两两比较,P<0. 05 被认为差异有统计学意义。 为

确保结果可靠,本研究中每次实验均至少进行 3 次

独立重复实验。

2　 结　 果

2. 1　 HFD 通过增加高龄小鼠细胞内 ROS 产生选择

性减少骨髓 Lin-c-Kit+细胞

HFD 喂养 3 个月后,高龄野生型小鼠血脂水平

显著升高(表 1),证实动物模型成功。 流式细胞术

分析表明,与正常饮食的对照组相比,HFD 喂养 3
个月的小鼠骨髓细胞内 ROS 生成显著增加(图 1)。
与对照组相比,HFD 喂养 3 个月后,骨髓中 BMSC
亚群 Lin- c-Kit+ 细胞数量显著减少了 26% ,但血液

中的 Lin- c-Kit+细胞数量未减少,而 HFD 喂养组和

对照组的骨髓和血液中的 BMSC 亚群 Lin-Sca-1+或

Lin-CD133+细胞数量相似(图 2)。

表 1. 各组血脂水平(n=8)
Table 1. Blood lipid levels in each group (n=8)

指标 WT+ND 组 WT+HFD 组 WT+HFD+NAC 组 TG+ND 组 TG+HFD 组

TC / (mg / L) 1 146. 7±181. 1 1 304. 2±122. 4a 1 183. 3±100. 4b 1 195. 2±201. 4 1 241. 1±167. 3
HDL / (mg / L) 100. 83±14. 95 91. 43±7. 98 93. 21±11. 29 101. 54±19. 71 98. 59±18. 76
TG / (mg / L) 67. 67±19. 51 99. 03±29. 46a 71. 02±22. 19b 68. 42±20. 01 75. 68±22. 89
LDL / (mg / L) 13. 02±9. 85 26. 87±11. 23a 11. 99±8. 92b 11. 08±10. 11c 13. 57±8. 96
non-HDL / (mg / L) 13. 83±10. 60 42. 39±19. 21a 25. 73±10. 43b 17. 98±11. 20c 25. 52±15. 91d

TC / HDL 1. 13±0. 10 1. 45±0. 21a 1. 28±0. 18 1. 18±0. 15 1. 26±0. 19d

　 　 注:WT:野生型(wild type);TG:转基因(transgene);ND:正常饮食(normal diet);TC:总胆固醇( total cholesterol);HDL:高密度脂蛋白(high
density lipoprotein);TG:甘油三酯(triglyceride);LDL:低密度脂蛋白(low density lipoprotein)。 a 为 P<0. 05,与 WT+ND 组比较;b 为 P<0. 05,与
WT+HFD 组比较;c 为 P<0. 05,与 WT+ND 组比较;d 为 P<0. 05,与 TG+ND 组比较。

图 1. HFD 增加骨髓 Lin-c-Kit+细胞内 ROS 的产生

SSC-A 示流式细胞侧向反射光参数。 1 为 WT+ND 组,2 为 WT+HFD 组,3 为 WT+HFD+NAC 组,4 为 TG+ND 组,5 为 TG+HFD 组。
a 为 P<0. 05,与 WT+ND 组比较;b 为 P<0. 05,与 WT+HFD 组比较。

Figure 1. HFD increased the production of ROS in bone marrow Lin-c-Kit+ cells

2. 2 　 HFD 显著抑制骨髓 Lin- c-Kit+ 细胞的体内

增殖

为明确 HFD 喂养小鼠骨髓中 Lin-c-Kit+细胞数

量的减少是否是由于其体内增殖受损所致,采用

BrdU 在体流式分析细胞增殖水平。 结果显示,与对

照组相比,HFD 显著降低 Lin- c-Kit+ 细胞的体内增
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殖,而在 HFD 喂养的小鼠和对照组之间的骨髓或血

液中的 Lin-Sca-1+或 Lin-CD133+细胞中未观察到细

胞增殖有显著变化(图 3A)。
2. 3 　 HFD 显著增加骨髓 Lin- c-Kit+ 细胞的体内

凋亡

为进一步明确凋亡增加是否是导致 HFD 喂养

的高龄小鼠骨髓中 Lin- c-Kit+细胞数量减少的重要

原因,采用流式细胞术分析凋亡水平。 结果显示,
HFD 显著增加 Lin- c-Kit+ 细胞的体内凋亡,其凋亡

率为对照组的两倍,而在 HFD 喂养的小鼠和对照组

之间的骨髓或血液中的 Lin-Sca-1+或 Lin-CD133+细

胞中未观察到细胞凋亡有显著变化(图 3B)。

图 2. HFD 选择性降低高龄小鼠骨髓 Lin-c-Kit+细胞数

A 为 HFD 对 Lin-CD133+细胞数的影响;B 为 HFD 对 Lin-Sca-1+细胞数的影响;C 为 HFD 对 Lin- c-Kit+细胞数的影响。
1 为 WT+ND 组,2 为 WT+HFD 组,3 为 WT+HFD+NAC 组,4 为 TG+ND 组,5 为 TG+HFD 组。

a 为 P<0. 05,与 WT+ND 组比较;b 为 P<0. 05,与 WT+HFD 组比较。

Figure 2. HFD selectively reduced the number of bone marrow Lin-c-Kit+ cells in elderly mice

图 3. HFD 抑制骨髓 Lin-c-Kit+细胞的体内增殖并促进细胞凋亡

A 为 HFD 对骨髓 Lin- c-Kit+细胞增殖的影响;B 为 HFD 对骨髓 Lin- c-Kit+细胞凋亡的影响。
1 为 WT+ND 组,2 为 WT+HFD 组,3 为 WT+HFD+NAC 组,4 为 TG+ND 组,5 为 TG+HFD 组。

a 为 P<0. 05,与 WT+ND 组比较;b 为 P<0. 05,与 WT+HFD 组比较。

Figure 3. HFD inhibited the proliferation of bone marrow Lin-c-Kit+ cells and promoted apoptosis in vivo
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2. 4　 抑制 ROS 产生可保持 HFD 小鼠骨髓 Lin-c-Kit+

细胞增殖水平

为了确定 ROS 产生在长期 HFD 喂养对骨髓

Lin-c-Kit+ 细胞的影响中的作用,用抗氧化剂 NAC
处理小鼠或使用伴随 SOD1、SOD3 和 GPx 抗氧化酶

(antioxidant enzyme network,AON)过度表达的 3 种

转基因小鼠抑制 ROS 产生。 正如预期的那样,NAC
处理或 AON 过度表达有效地阻止了 HFD 诱导的高

龄小鼠体内 ROS 的产生(图 1),并保持了骨髓中

Lin-c-Kit+细胞的增殖,逆转了 HFD 喂养的高龄小

鼠体内细胞增殖和凋亡的变化(图 2 和图 3)。 值得

注意的是,在 HFD 喂养小鼠中,NAC 处理还显著降

低了血清 LDL 和 TG 水平,而 HDL 和 TC 没有显著

变化(表 1)。

3　 讨　 论

本研究证明长期 HFD 可选择性地减少骨髓中而

不是血液中 Lin- c-Kit+细胞的数量,可能与高龄小鼠

ROS 生成增加有关。 HFD 显著降低骨髓 Lin-c-Kit+细
胞体内增殖并促进其凋亡,从而导致骨髓 Lin-c-Kit+细
胞数量减少。 NAC 处理或 AON 过度表达阻断 ROS
产生时,HFD 诱导 Lin- c-Kit+ 细胞增殖减少和细胞

凋亡增加可被有效阻止,小鼠骨髓 Lin-c-Kit+细胞得

以恢复。 表明 HFD 通过减少增殖和增加凋亡选择

性减少骨髓中 Lin-c-Kit+细胞的数量,其机制与高龄

小鼠中 ROS 产生的增加有关。
骨髓是 MSC 的主要来源,MSC 可以发育成骨、

脂肪、软骨、内皮细胞或肌肉细胞。 骨髓衍生的

MSC 和祖细胞是具有不同表型特征的亚群细胞,其
再生能力和潜能各不相同。 BMSC 能够分化成多种

细胞,具有强大的旁分泌功能,因制备简单,免疫原

性低,无需伦理考虑,是再生医学中细胞治疗的理

想来源。 然而,由于未知原因,BMSC 临床研究的结

果不一致且无定论[21-22]。 年龄可以降低所有 MSC
群体的总细胞数量,且供体年龄是影响 BMSC 功能

和治疗效力的重要因素[2,5,23]。 据报道,BMSC 在衰

老过程中受到不同程度的损伤,增殖和软骨再生能

力降低,而来自肌肉和脂肪组织的干细胞并未受到

衰老影响[3,24-26]。 BMSC 在表型、生物学行为和功能

方面也非常异质,并非所有的 BMSC 在分化能力上

都是多能的[3,27-28]。 临床研究中并没有指定特定细

胞标志物来定义 MSC 和祖细胞,包括 Sca-1、CD133
和 c-Kit[29-31]。 供体身体状况、生活方式(吸烟与否、
饮酒与否、饮食偏好)以及疾病状况(临床和亚临床

疾病) 也可能导致 BMSC 临床研究结果的不一

致性[31-33]。
本研究结果显示,3 个月的 HFD 饮食选择性减

少了高龄小鼠骨髓中 Lin- c-Kit+细胞的数量。 c-Kit
在造血干细胞和祖细胞上表达,但在淋巴系分化细

胞上不表达。 Lin-c-Kit+Sca-1+细胞占骨髓有核细胞

的 0. 08% 。 研究表明,骨髓衍生的 c-Kit+细胞是基

于细胞的组织修复和再生治疗的潜在来源[34-36]。
因此,HFD 可能是影响 BMSC 治疗结果的另一个重

要因素。 心血管疾病的发病率、进展和结局存在性

别差异,但本研究只进行了雄性小鼠实验,未来的

研究需要明确 HFD 对骨髓来源的 Lin-c-Kit+细胞的

影响是否存在性别差异。
众所周知,ROS 和相关氧化应激在调节干细胞(包

括 BMSC)的数量和功能方面起着重要作用[6-7,37-39]。
HFD 喂养可诱导 gp91 (一种 NADPH 氧化酶亚单

位)的表达,并促进结肠上皮细胞和固有层细胞中

ROS 的产生[40-42]。 LDL 可在体内转化为氧化型 LDL
(oxidized LDL,ox-LDL),ox-LDL 是一种有效的氧化

剂,能自发促进 ROS 释放。 NAC 处理可阻断天然

LDL 向 ox-LDL 的生物转化,并减弱 ox-LDL 释放

ROS,从而导致 HFD 喂养的高龄小鼠体内 ROS 水平

降低。 此外,NAC 处理可降低血清同型半胱氨酸水

平,这被认为是 ROS 形成、炎症和氧化应激的重要来

源。 本研究结果显示,HFD 增加了高龄小鼠骨髓中

Lin-c-Kit+细胞的 ROS 生成,并导致骨髓中 Lin-c-Kit+

细胞的数量减少,而 NAC 处理有效地阻止了 HFD 诱

导的 ROS 形成,使 HFD 喂养小鼠骨髓 Lin-c-Kit 细胞

的数量得以恢复。 值得注意的是,在本研究中,NAC
处理显著降低了 HFD 喂养小鼠的血清 LDL 和 TG
水平,而其他研究表明,NAC 处理对 HFD 高脂血症

小鼠的血脂谱没有显著影响。 NAC 对脂质水平影

响的差异很可能是由于所用动物模型的不同。
综上所述,本研究证明长期 HFD 可通过增加

ROS 的产生而选择性地降低高龄小鼠骨髓 Lin-c-Kit+

细胞。
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