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衰老程度评价生物学指标在人胚肺二倍体细胞的筛选研究 *
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摘要 目的：通过在微观结构水平和分子水平检测不同代次人胚肺二倍体细胞衰老相关的指标值，筛选出能够系统性评价人胚肺

二倍体细胞衰老程度的生物学指标。方法：将Walvax-2细胞分成 16个代次，在倒置显微镜下观察不同代次Walvax-2细胞生长情

况及形态学变化；在透射电镜下观察不同代次Walvax-2细胞生长情况和衰老情况；通过检测 SA-茁-gal染色阳性率，分析不同代
次Walvax-2细胞 茁-半乳糖苷酶的表达水平。结果：细胞可传 58代。倒置显微镜下：随细胞代次的增加，可见颜色逐渐加深，色素

积累；透射电子显微镜观察到：P20到 P43细胞正常且骨架结构明显，细胞核完整，具有较高的核质比,P44和 P45开始出现衰老现

象，细胞质色素积聚加深，核膜不同程度内折，P50和 P55细胞衰老更加明显；茁-半乳糖苷酶的阳性染色率和细胞代龄之间呈显
著相关(P <0.01)。结论：细胞形态学变化，茁-半乳糖苷酶阳性率变化与Walvax-2细胞代龄增长显著相关,可选择作为Walvax-2细

胞衰老程度评价的生物学指标。
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The Screening Study of Biological Indicators for Evaluation of the
Senescence in Human Embryonic Lung Diploid Cells*

To collect the biological indicators of state closely related to cell growth and cell aging, through the mi-

crostructure level and molecular level testing parameter values which aging related to human embryo lung diploid cells of different gener-

ation times, Screening the biological indicators which can systemic evaluation of aging degree of human embryo lung diploid cell.

The Walvax-2 cells were split into 16 generations. The growth and morphological of Walvax - 2 cells from different generations were ob-

served under inverted microscope. Cells from different generations were observed by transmission electron microscope. To analysis the

expression level of 茁-galactosidase enzyme of different generations Walvax - 2 cells by detecting the rate of SA -茁- gal staining positive
cells. Cells can grow to 58 generations, with the increase of cell generation time, visible color deepened gradually, pigment accu-

mulation by the inverted microscope. The transmission electron microscope observed: cell morphology frame structure, and nucleus are

normal and intact from P20 to P43, has the high nuclear mass ratio. Senescence cells P44 and P45 start to appear aging phenomenon. The

consequences of senescence cells include irregularly shaped nucleus, nuclear membrane in different level fold, nucleolus decrescent, con-

tents increased, endoplasm retinal cavity expansion, the decrease in the number of ribosomes, cytoplasmic pigment deepen and free bub-

ble formation, cell autophagy in cell. Senescence cells more evident in P50 and P55. 茁-galactosidase enzyme staining positive rate and
cell generation is significant correlation (P<0.01). Cell morphology and the positive activity of 茁-galactosidase enzyme were
significantly associated with generation growth, it can act as a biological indicator to evaluate the degree of senescence of Walvax-2 cell.
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前言

细胞衰老（cellular senescence）是指细胞在执行生命活动

过程中，随着时间的推移，细胞增殖与分化能力和生理功能逐

渐发生衰退的变化过程[1,2]。近几年关于细胞衰老的研究发现，

衰老的细胞在其形态和基因表达等方面发生了一系列特征性

的改变，如：衰老相关 茁-半乳糖苷酶活性的提高[3]，端粒长度的

缩短[4]，细胞周期的改变[5]，基因对蛋白的表达调控[6]等。但是近

几年对于细胞衰老的研究大多集中于衰老过程中的某个环节、

某个侧面的机理[3-6]。目前并没有对细胞衰老系统性的评价，本
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实验以 Walvax-2 细胞为研究对象，分别对 20.25.30.35 至

45.50.55共 16个代次，通过在微观结构水平和分子水平进行

检测，对衰老程度评定指标进行客观的筛选，比较不同代次人

成纤维二倍体细胞衰老相关生化值的区别，以便于对细胞的衰

老程度进行评级，同时为我国的人胚肺二倍体成纤维细胞的生

产应用上评价与决策提供支持和实践依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验组细胞株：Walvax-2细胞是由沃森生物技术股份有限

公司建立的人胚肺二倍体细胞株。Walvax-2是 2008年从医院

人工流产的一个 3月龄女性胎儿（家庭无肿瘤史）的肺组织建

立的，总寿命共 58次分裂。Walvax-2细胞经反复检定证明其生

物学性状达到了制备病毒性疫苗细胞株的国际标准。

细胞培养液的配制：MEM 培养基 0.47；Hank's 甲 1.25

mL，Hank's乙 0.25 mL；水解乳蛋白 0.25％；新生牛血清；Gln

（谷氨酰胺）3％；NaHCO3 7%；卡那霉素终浓度 50 滋g/mL 茁-半
乳糖苷酶检测时所用的染色固定液、染色工作液均由上海碧云

天生物试剂公司的细胞衰老 茁-半乳糖苷酶染色试剂盒提供；
10× PBS母液：氯化钠 80 g、氯化钾 2 g、磷酸氢二钠 14.4 g、磷酸

二氢钠 2.4 g、ddH2O定容至 1L。

倒置显微镜、透射电镜、光学显微镜均购自日本 OLYM-

PUS；超净工作台购自美国 BIOLOGICAL。

1.2 方法

1.2.1 细胞分组 为了区分开不同代次细胞之间的明显区别，

将 Walvax-2 细胞每隔 5 代进行检测，分为 P20、P25、P30、

P35-P45（35代到 45代共 11个代次）、P50和 P55共 16个代次

进行检测，其中 38代为国家规定生产最末代次（《中华人民共

和国药典》2010年版），对其前后进行详细检测，以对比国家规

定的可用代次人二倍体细胞和不可用代次之间的差别；除 55

代Walvax-2细胞因生长过于缓慢，培养 96 h后进行检测外。其

余不同代次的Walvax-2细胞均为培养 72 h后进行检测。

1.2.2 细胞基本形态观察 将培养至 72 h 的不同代次 Wal-

vax-2细胞直接放在倒置显微镜下进行观察细胞的生长情况和

细胞形态学变化。在透射电镜下观察时需要收集培养好的细

胞，1500 rpm离心细胞 15 min，将培养液除尽，加入 2 mL的细

胞电镜固定液。放入 4℃冰箱保存，待收集全部所需代次的细

胞后，由昆明医科大学电子显微镜研究室进行检测，提交检测

报告。

1.2.3 茁-半乳糖苷酶检测 离心收集不同代次Walvax-2细胞

至 1.5 mL离心管内，用 PBS洗涤 1次，加入 1 mL 茁-半乳糖苷
酶染色固定液，室温固定 15 min后离心，吸除细胞固定液，用

PBS洗涤细胞 3次，每次 3 min，洗涤结束后离心，吸除 PBS，每

管加入 0.5 mL至 1 mL染色工作液，37℃孵育过夜。取部分染

色后的细胞，滴加到 96孔板内，普通光学显微镜下观察计数。

1.3 统计学分析

将 茁-半乳糖苷酶染色阳性率结果直接计数，并且与细胞
代次之间进行相关双变量的 Pearson检验。

2 结果

2.1 Walvax-2细胞的形态学观察结果

不同代次Walvax-2细胞倒置显微镜下观察如下：

P20到 P45代次形态单细胞贴壁生长,生长状态良好且生

长迅速，48 h即呈汇合状态，细胞充分伸展，典型长梭状，为致

密单层，年轻态细胞甚至出现致密多层(图 1)；在一些地方形成

汇流状,细胞折光性好(图 2)。细胞聚拢后，紧密排列，呈编织状

走行，存在交叉重叠生长现象。细胞核呈椭圆形，无异常的核分

裂情况，胞内颗粒少，无空泡，膜清晰，符合二倍体成纤维细胞

特性。年轻代次的细胞变化不明显，但是随细胞代次的增加，可

见细胞颜色逐渐加深，色素积累，P50代次形态细胞排列不规

则，形状偏扁，体积缩小、颜色加深，边界不清，形态不规则，贴

壁生长的细胞间出现空隙,镜下可见少许圆缩细胞 (图 3)；P55

代次形态贴壁生长的细胞已经散乱，细胞主要为不规则型伴少

量梭型，细胞间空隙多，距离远，细胞间的接触消失，细胞圆缩

数大量增加，少许数量圆缩细胞成不规则形，细胞内部结构不

清楚，成批的细胞出现脱落，离壁飘起的现象(图 4)。

2.2 透射电镜下末代细胞出现凋亡特征

不同代次Walvax-2细胞透射电子显微镜观察如下：

P20到 P43代次形态(图 5，图 6)细胞体积均正常且骨架

结构明显，可见明显的细胞器。细胞膜微绒毛均匀分布；细胞质

基质中分散存在着大量纤细的微丝和微管；可见丰富的排列有

序的粗面内质网，核糖体丰富；细胞质中线粒体均匀分布；细胞

核完整，核膜光滑，具有较高的核质比。P44和 P45代次形态(图

7，图 8)细胞开始出现衰老现象，观察到胞质凋亡小体。细胞核

形状不规则；微丝和微管数量减少，出现断裂；内质网膜腔膨胀

扩大，核糖体数量减少；细胞质色素积聚加深，有空泡形成；线

粒体数量减少且结构肿胀，空泡化；核膜不同程度内折，核仁变

小，核内容物增多，细胞中出现自噬体；细胞膜微绒毛数量增

加，呈现凝胶相。P50和 P55代次形态(图 9，图 10)细胞衰老明

显，大量细胞变形,体积增大；细胞膜完整性遭到破坏；细胞质

色素积聚加深，微丝和微管崩解，可见大量空泡形成；内质网与

线粒体崩解；自噬体数量增加；细胞核模糊不清，出现内陷和断

裂现象，核仁固缩甚至消失，核染色质加深。出现凋亡期细胞，细

胞体积变小，微绒毛消失，核膜核仁破碎，凋亡小体数量增多。

2.3 茁-半乳糖苷酶检测结果
茁-半乳糖苷酶染色阳性细胞为胞体内出现蓝色颗粒状细

胞(图 11，图 12)，阴性细胞为透明状态。其染色阳性率为检测结

果。直线相关分析结果（图 13，图 14）显示：茁-半乳糖苷酶染色
的阳性率和细胞代龄之间呈显著相关(P<0.01)。由此说明，这种

增强与Walvax-2细胞的衰老和增殖能力的下降相关，可反映

不同代次Walvax-2细胞的衰老程度。

3 讨论

目前，人们对细胞的观察研究多采用扫描电镜、倒置显微

镜等[7-9]，其能观察到细胞的形状、大小，细胞表面的微绒毛突

起，核形态，核仁是否明显，细胞丰富的细胞器等[10]。但是这些

方法多用来观察单个或多个细胞的整体外形和内部结构，而对

细胞膜超微结构及细胞骨架的研究则有不足之处，而它们在细

胞间的信号转导和物质交换以及支撑细胞和定向分化等方面

具有关键的作用[11]，故研究细胞膜表面超微结构及不同分化时

间段细胞骨架的变化具有极为重要的意义。
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图 1 25代Walvax-2细胞(200× )

Fig.1 Walvax-2 cell of P25

图 2 35代Walvax-2细胞(200× )

Fig.2 Walvax-2 cell of P35

图 3 50代Walvax-2细胞(200× )

Fig.3 Walvax-2 cell of P50

图 4 55代Walvax-2细胞(200× )

Fig.4 Walvax-2 cell of P55

图 8 45代Walvax-2细胞（5000×）

Fig.8 Walvax-2 cell of P45

图 9 50代Walvax-2细胞（5000×）

Fig.9 Walvax-2 cell of P50

图 10 55代Walvax-2细胞（5000×）

Fig.10 Walvax-2 cell of P55

图 5 25代Walvax-2细胞（5000× ）

Fig.5 Walvax-2 cell of P25

图 6 37代Walvax-2细胞（5000×）

Fig.6 Walvax-2 cell of P37

图 7 44代Walvax-2细胞（5000×）

Fig.7 Walvax-2 cell of P44

图 11 25代Walvax-2细胞（6.3× ）

Fig.11 Walvax-2 cell of P25

图 12 40代Walvax-2细胞（6.3×）

Fig.12 Walvax-2 cell of P40

图 13 Walvax-2细胞 20代至 55代

Fig.13 Walvax-2 cells from 20 to 55 generations

Note: The horizontal coordinate is the cell generation, and the vertical

coordinate is the positive rate of bete-gal staining.

Exponential formula: y=0.0068x+0.0278 R2value is:0.9148

图 14 Walvax-2细胞 35代至 45代

Fig.14 Walvax-2 cells from 35 to 45 generations

Note: The horizontal coordinate is the cell generation, and the vertical

coordinate is the positive rate of beta-gal staining.

Exponential formula: y=0.0057x+0.0972 R2value is: 0.8642
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通过显微镜观察细胞的生长情况是最简单，便捷的方法[12]，

从Walvax-2细胞接种到生长至 72小时后，应用显微镜跟踪观

察细胞的发育情况。Walvax-2细胞在显微镜下从 P50开始出

现衰老现象，细胞生长缓慢，排列不规则，形成致密单层时间增

加，细胞培养液在第二天就开始出现浑浊现象。相对与年轻代

次的体积变大、颜色加深，细胞延伸性降低，且边界不清，形态

不规则，贴壁生长的细胞间出现空隙,未消化观察镜下可见少

许圆缩细胞，可能是构成细胞支架微丝的收缩蛋白受到一定程

度的损伤。P55贴壁生长的细胞已经散乱，细胞培养液中可见

成批的细胞出现脱落，离壁飘起的现象。胰酶消化后的细胞观

察发现完整细胞极少，而视野下见大量细胞碎片，证明细胞已

经发生凋亡和原发性坏死，也有可能存在细胞凋亡后的继发性

坏死，即 "二次坏死 "[13]。单纯的显微镜观察年轻代次和较年轻

代次之间（P20到 P50）无明显区别，但年轻代次细胞和衰老代

次细胞之间有明显差别，说明显微镜观察分析适合区分年轻代

次和衰老代次的区别，其结果有助于评价细胞的衰老程度。

电子显微镜经过七十多年的发展已广泛应用于各科研、医

学领域，对科研的发展及疾病的治疗做出了极为重要的贡献[14]。

透射电子显微镜可以看到在光学显微镜下无法看清的小于 0.2

滋m的超微结构，透射电子显微镜技术的发展和应用，不仅揭示
了生物细胞中各种细胞器的超微平面和立体结构，而且做到了

对生物大分子，特别是核酸、蛋白质、酶等在超微结构中的准确

定位、定性[15]。衰老的过程中也会出现细胞凋亡，在衰老的成纤

维细胞中可高表达凝溶胶蛋白，这种肌动调节蛋白依赖钙离子

的调节，可使细胞对抗凋亡[16]。P44后随着细胞倍增次数的增

加，细胞凋亡也开始频繁发生，增龄的过程中，内源性凋亡途径

开始活跃，线线粒体数量逐渐减少且结构肿胀化，说明线粒体

功能逐渐紊乱，可能进入以线粒体为核心的线粒体途径凋亡，

导致二倍体成纤维细胞凋亡速度加快，细胞损伤修复能力降

低。透射电子显微镜观察得出：Walvax-2衰老细胞与年轻细胞

的区分点在 P44，从 P44开始出现典型的细胞衰老现象，即凋

亡小体的出现，细胞衰老表现就是细胞凋亡的发生，可见细胞

通过出芽的方式形成了许多的凋亡小体，细胞进入程序性死

亡。同时细胞膜微绒毛增多，呈现凝胶相。细胞质基质中维持细

胞骨架结构的微丝和微管开始分散、崩解，导致细胞变形、体积

增大，随着细胞代龄的增加细胞质色素积聚加深，从 P44到

P55的有空泡出现到大量空泡形成，细胞核膜内折程度加大，

核仁逐渐变小，染色体固缩化。机体内细胞凋亡可清除多余或

者受损的细胞，维持机体自身组织稳态。Walvax-2衰老细胞中

出现的细胞凋亡可能是细胞为维持自身生长环境稳定，进入了

凋亡调节以保持其生长环境稳定，可能衰老细胞自我保护的一

种情况。

茁- 半乳糖苷酶主要位于溶酶体 , 其酶活的最适条件为

pH4.2~pH4.6,但是在中性的条件下无法检测到其活性[17]。当细

胞发生衰老时,溶酶体增多、膨胀, 茁-半乳糖苷酶在溶酶体中明
显蓄积。Dimri等(1995)[18]首次提出了一种鉴别衰老细胞的标志

酶，衰老相关 茁-半乳糖苷酶,在衰老成纤维细胞和角质形成细

胞均表达此酶，而休眠细胞和终末分化细胞则缺乏,永生化细

胞检测不到 茁-半乳糖苷酶的活性[19]。老年皮肤中的 茁-半乳糖
苷酶染色的阳性率明显高于年轻的个体 [20]，由此提示这种 茁-

半乳糖苷酶是一种很好的可用于体内外衰老的生物学标志。随

着细胞代龄的增加，在透射电镜下观察到蓄积在溶酶体中的 茁-
半乳糖苷酶越多，细胞形态越差。本实验对Walvax-2细胞从

P20到 P55每隔 5代进行一次 茁-半乳糖苷酶活性的检测，随
着细胞代龄的增加，茁-半乳糖苷酶活性显著增强，且这种增强
与Walvax-2细胞增值能力的丧失和细胞衰老表现型的出现相

平行，茁-半乳糖苷酶染色的阳性率和细胞代龄之间呈显著相关
(P<0.01)。应用衰老相关 茁-半乳糖苷酶检测细胞老化程度的研
究具有重要的生物学意义，同时能为系统性的评价细胞衰老程

度评价提供可靠的依据。

综上所述，细胞形态学变化，茁-半乳糖苷酶阳性率变化与
Walvax-2细胞代龄增长显著相关, 可选择作为Walvax-2细胞

衰老程度评价的生物学指标。
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