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mitoTEMPO改善糖尿病小鼠脂肪干细胞的氧化损伤 *
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摘要 目的：探讨线粒体靶向抗氧化剂 mitoTEMPO对糖尿病小鼠脂肪干细胞(Adipose-derived stem cells，ADSCs)氧化损伤的影

响。方法：采用 60%高脂饮食喂养雄性 C57小鼠(4周龄)连续 8周，并在高脂喂养第 2周，对小鼠进行连续 5天腹腔注射低剂量链

脲佐菌素(streptozotocin，STZ)(25 mg·kg-1)制备 2型糖尿病小鼠模型。喂养 2周后，检测小鼠血浆葡萄糖水平等指标符合 2型糖尿

病标准者纳入实验。分别从正常小鼠与 STZ诱导的糖尿病小鼠的腹股沟处皮下脂肪组织分离培养脂肪干细胞(ADSCs)，并将其各

分为 4组：DMEM培养的正常 ADSCs组(nADSCs组)，DMEM培养的糖尿病 ADSCs组(dADSCs组)，TEMPO治疗的糖尿病 AD-

SCs组(T-dADSCs组)，mitoTEMPO治疗的糖尿病 ADSCs组(mitoT-dADSCs组)。采用细胞计数试剂盒 -8(CCK-8)检测细胞存活能

力；油红 -O和茜素红染色分别检测成脂细胞分化与成骨细胞分化能力；划痕实验和 Transwell试验分别测定细胞迁移能力；DCF

和 mitoSOX染色荧光成像分别检测细胞内和线粒体中的活性氧簇(Reactive oxygen species, ROS)水平。结果：① 与 nADSCs组相

比，dADSCs组的细胞活力明显下降(P<0.05)、成骨细胞分化与成脂细胞分化程度明显下降(P<0.05)、脂肪干细胞迁移能力明显下
降(P<0.05)、细胞内和线粒体中 ROS水平明显升高(P<0.05)。② 与 dADSCs组相比，T-dADSCs和 mitoT-dADSCs组的细胞内和线

粒体中的 ROS水平明显降低(P<0.05)；与 dADSCs组相比，mitoT-dADSCs组的成骨细胞分化与成脂细胞分化能力明显提升(P<0.05)，
基本达到 nADSCs组的分化水平；与 dADSCs组相比，mitoT-dADSCs治疗组的细胞迁移能力显著升高(P<0.05)、T-dADSCs组的
细胞迁移能力增长无明显差异。结论：mitoTEMPO可以减轻糖尿病时线粒体内活性氧簇蓄积造成的脂肪干细胞的氧化应激损伤

与功能紊乱。
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mitoTEMPO Improves Oxidative Damage in Adipose-derived Stem Cells of
Diabetic Mice*

To investigate the effect of mitochondria-targeted antioxidant mitoTEMPO on the oxidative damage of adi-

pose-derived stem cells (ADSCs) in diabetic mice. Male C57 mice (4-week-old) were fed 60 % high-fat diet for 8 weeks and

intraperitoneally injected with low-dose streptozotocin (STZ) (25 mg·kg-1) for 5 consecutive days in the second week of high-fat diet to

establish type 2 diabetes mouse model. After fed for 2 weeks, the plasma glucose levels and other test indicators of mice were determined

and the ones complaint with the criteria for type 2 diabetes were involved in the experiment. Adipose-derived stem cells (ADSCs) were

isolated from normal mouse and STZ-induced diabetic mouse respectively in the inguinal subcutaneous adipose tissue and divided into 4

groups: DMEM cultured normal ADSCs group (nADSCs group), DMEM cultured diabetic ADSCs group (dADSCs group), TEM-

PO-treated diabetic ADSCs group (T-dADSCs group), and mitoTEMPO-treated diabetic ADSCs group (mitoT-dADSCs group). Cell via-

bility was determined by Cell Counting Kit-8 (CCK-8); oil red-O and alizarin red staining were adopted to assess adipogenic differentia-

tion and osteoblast differentiation respectively; scratch assay and Transwell assay were used to determine cell migration ability; DCF and

mitoSOX staining fluorescence imaging were performed to detect the intracellular and mitochondrial reactive oxygen species (ROS) lev-
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els respectively. 1). Compared with nADSCs group, the cell viability was significantly decreased in dADSCs group (P<0.05), the
degree of osteoblast differentiation and adipogenic differentiation was significantly declined in dADSCs group (P<0.05), the migration a-
bility of adipose-derived stem cells was significantly decreased in dADSCs group (P<0.05), and the intracellular and mitochondrial ROS
levels were significantly increased in dADSCs group (P<0.05) ; 2). Compared with dADSCs group, the intracellular and mitochondrial

ROS levels were significantly declined in T-dADSCs and mitoT-dADSCs groups (P<0.05), the ability of osteoblast differentiation and

adipogenic differentiation was significantly increased in mitoT-dADSCs group (P<0.05) which basically reached the differentiation level
of nADSCs group, the cell migration ability was significantly increased in mitoT-dADSCs group (P<0.05), and the cell migration ability

indicated no significant difference in T-dADSCs group. mitoTEMPO can alleviate the oxidative stress damage and dysfunc-

tion of adipose-derived stem cells caused by mitochondrial ROS accumulation in diabetic environment.

Diabetes; Adipose-derived stem cells; Oxidative stress

前言

脂肪干细胞(Adipose-derived stem cell，ADSCs)是源于皮下

脂肪组织的间充质干细胞，在人体中含量丰富且易于分离，因

此，其在干细胞移植治疗的临床应用上具有极大的潜力 [1]。

ADSCs作为一种多能干细胞，具备广泛的分化潜能，包括成脂

肪细胞、成骨细胞、成软骨细胞、成内皮细胞和肌源性细胞谱系

分化能力，为临床干细胞疗法提供了丰富的候选细胞[2]。ADSCs

已被证明具有向体内损伤部位的迁移能力，并通过促进血管生

成从而促进组织修复[3]。

细胞内活性氧簇的主要来源为线粒体，其次为 NADPH氧

化酶 (NADPH oxidase，NOX) 以及环加氧酶(cyclooxygenases，

COXs)、脂氧合酶 (lipooxygenases，LOX)、黄嘌呤氧化酶 (xan-

thine oxidases，XOD)、一氧化氮合酶 (nitric oxide synthases，

NOS)和细胞色素 p450 酶(cytochrome p450 enzymes，CYP450)

等[4]。线粒体是细胞内活性氧簇(Reactive oxygen species，ROS)的

主要产生部位，并且线粒体在实现细胞功能中发挥重要作用[5,6]。

由 ROS水平增加引起的氧化应激可导致细胞凋亡[7]。研究显示

糖尿病与线粒体氧化应激相关的功能障碍之间存在联系[8,9]，且

氧化应激被认为是 2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus，T2DM)

发病机制和进展的主要标志[10]。研究表明 T2DM时 ROS产生

的主要来源是线粒体[11]，并且糖尿病脂肪干细胞(Diabetes adi-

pose-derived stem cells, dADSCs) 在细胞增殖和促血管生成能

力等方面存在较为严重的功能障碍，从而使其修复功能受损[12-14]。

因此，线粒体 ROS产生的氧化应激损伤在 dADSCs功能障碍

中发挥重要作用。

氮氧化合物 TEMPO即 2,2,6,6-四甲基哌啶 -1-氧基，能够

渗透细胞膜，并抑制细胞内羟基自由基的生成，保护细胞免于

ROS蓄积形成的损伤[15]。TEMPO的保护作用主要依赖其催化

超氧化物歧化的能力以及对以碳为中心的烷氧自由基和过氧

自由基的解毒作用[16]，而 mito-TEMPO是一种新型的细胞渗透

性线粒体靶向抗氧化剂，由抗氧化剂哌啶氮氧化物 TEMPO和

亲脂性三苯基鏻阳离子 TPP+结合形成，其中 TEMPO是超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)模拟物,使超氧化物的

蓄积减少，而 TPP+是膜渗透阳离子，使其在膜电位驱动的线

粒体内累积数百倍[17-19]。同时，mitoTEMPO还能通过阻止 ROS

氧化应激诱导的 Ca2+释放，从而减轻 Ca2+超载所致的细胞凋

亡与坏死[18]。本研究旨在探讨 mitoTEMPO对糖尿病环境中脂

肪干细胞的氧化应激损伤的保护作用。

1 材料与方法

1.1 2型糖尿病(T2DM)小鼠模型的建立与鉴定

采用 60 %高脂饮食喂养 4周龄雄性 C57小鼠连续 8周，

并且每周测量体重。高脂喂养第 2周，对小鼠进行连续 5天腹

腔注射低剂量 STZ(25 mg·kg-1)。2周后通过血糖仪(美国加州

Life-Scan公司)测量造模小鼠颈动脉血液葡萄糖浓度，从而进

行腹膜内葡萄糖耐量试验(Intraperitoneal glucose tolerance tests,

IPGTT) 和腹膜内胰岛素耐量试验 (Intraperitoneal insulin toler-

ance tests, IPITTs)以确认 T2DM模型的建立。将小鼠禁食过夜

并在腹膜内注射葡萄糖(1.0 g·kg-1)或胰岛素(1.0 U·kg-1)后进行

IPGTT或 IPITT。在注射后 0, 30, 60, 90和 120分钟采集血液

样品测定葡萄糖水平。造模成功指标为：STZ诱导第 4周(高脂

饮食喂养第 6周)小鼠随机血糖≥ 200 mg·dl-1连续三次以上。

1.2 ADSCs分离与表型鉴定

dADSCs与 nADSCs分别取材自 STZ诱导的糖尿病 C57

小鼠和正常 C57小鼠(12周龄)腹股沟区域的皮下脂肪组织。在

低浓度葡萄糖 (5 mM) 的 DMEM中培养分离的 ADSCs (即

dADSCs与 nADSCs)。用 PBS洗涤 ADSCs并与连接藻红蛋白

的抗小鼠抗体 (CD11b，CD29，CD31，CD44，CD90.1，CD133和

主要组织相容性复合物 II(MHC-II))在 4℃的黑暗环境中共同

孵育 25分钟，然后用 PBS洗涤并收集 nADSCs与 dADSCs用

于流式细胞术分析 (美国 Beckman Coulter公司) 进行 ADSCs

表型鉴定。

1.3 实验分组与培养

将分离的 nADSCs与 dADSCs置于 DMEM完全培养基，

于 37℃、5 % CO2的培养箱中连续培养 3 代后进行分组。将

ADSCs分成 4组，具体分组情况如下，(1) DMEM培养的正常

ADSCs组 (nADSCs组)：仅使用 DMEM培养液培养 ADSCs；

(2) DMEM 培养的糖尿病 ADSCs 组 (dADSCs 组 )：仅使用

DMEM培养液培养 dADSCs；(3) TEMPO 治疗的糖尿病 AD-

SCs组(T-dADSCs组)：使用添加 TEMPO(1 滋M)的 DMEM 培

养液培养 dADSCs；(4) mitoTEMPO 治疗的糖尿病 ADSCs 组

(mitoT-dADSCs组)：使用添加 mitoTEMPO(1 滋M)的 DMEM培

养液培养 dADSCs。上述 4组 ADSCs分别处理培养 3代(从第
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3代到第 5代)后，当细胞融合达到 80 %左右时，将长势良好的

dADSCs与 ADSCs用于进一步的实验。

1.4 细胞存活能力的测定

使用细胞计数试剂盒 -8(CCK-8，日本 Dojindo Laboratories

公司)，按说明书检测 ADSCs的增殖能力。

1.5 成骨细胞与成脂细胞分化能力的测定

使用成脂培养基或成骨培养基培养第 5代 ADSCs，培养 3

周后，使用茜素红染色(美国 Sigma-Aldrich公司)对钙积累水平

进行测定，使用油红 -O染色(美国 Sigma-Aldrich公司)对脂肪

形成水平进行评估，从而测定 ADSCs的成骨细胞与成脂细胞

分化能力。

1.6 划痕实验和 Transwell小室侵袭实验

利用划痕实验和 Transwell试验测定 mitoTEMPO对体外

培养的ADSCs迁移能力的影响。划痕实验：将密度为 105个/mL

的 ADSCs接种于 6孔板，每孔接种 3 mL，待培养皿中 ADSCs

达到 90％融合时进行划痕实验。以 3 mm标准划痕分割 AD-

SCs培养皿中的贴壁细胞，测量划痕平均宽度并在 Olympus倒

置显微镜(日本 Olympus公司)下拍照。Transwell小室侵袭实

验：使用 8 mm，24孔 Transwell小室(美国 Corning公司)进行细

胞迁移测定。将 Matirgel均匀铺满每个小室底部，并在小室下

室中加入含有 10％胎牛血清的 DMEM培养基用作趋化引诱

剂，在小室上室中加入含有 0.5％胎牛血清的 DMEM培养基。

将细胞密度为 1× 105个 /mL 的 ADSCs 细胞悬液加入 Tran-

swell小室上室，并将其培养 24小时。用棉签擦掉上室中未穿

出细胞。将小室下室的细胞用多聚甲醛固定，并放入配制于 2

％乙醇的 1％结晶紫染液染色。显微镜下拍照观察，并对细胞

进行计数统计。

1.7 线粒体与 ADSCs中的 ROS浓度检测

为检测 ADSCs中的线粒体 ROS水平，在细胞培养皿中加

入线粒体超氧化物指示剂 mitoSOX(5 滋M)室温孵育 20分钟并

洗涤后，使用具有 40× ，1.3NA油浸物镜的倒置共聚焦显微镜

(德国 Zeiss公司，型号 LSM 800)观察荧光显像结果(激发波长

为 488 nm，发射波长为 540-625 nm)。为检测 ADSCs的细胞内

ROS水平，在细胞培养皿中加入氧化敏感荧光探针 DCFH(5

滋M)，即 2',7'-二氯荧光黄双乙酸盐，室温孵育 10分钟并洗涤

后，使用共聚焦显微镜(德国 Zeiss公司，型号 LSM 800)观察荧

光显像结果(激发波长为 488 nm，发射波长为 > 500 nm)。

1.8 统计学处理

采用 SPSS 19.0软件进行统计学分析，结果均以 表示。多

组间比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，两组间比较

采用两样本非配对 t检验。使用 Kolmogorov-Smirnov检验分析

数据的正态分布情况。在多重检验中使用 Bonferroni校正。P≤
0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 2型糖尿病小鼠造模成功

与正常饲料喂养小鼠相比，8周高脂饮食诱导的小鼠体重

明显增加(图 1A)。STZ注射 4周后，造模小鼠符合随机血糖测

定连续三次高于 200 mg·dl-1的造模成功指标 (图 1B)，IPGTT

的结果≥ 22.2 mM (400 mg·dl-1) 和 IPITT 的结果≥ 12.5 mM

(225 mg·dl-1)，均表明葡萄糖代谢和胰岛素敏感性显著恶化(图

1 C-D)。以上结果提示 2型糖尿病模型建立成功，并用于进行

下一步实验。

图 1 2型糖尿病小鼠的血糖水平

Fig.1 Blood glucose level of type 2 diabetes mouse model

2.2 ADSCs表型鉴定结果

流式细胞仪分析显示 ADSCs的干细胞表面抗原 CD29、

CD44和 CD90.1呈阳性。炎症细胞、造血细胞或免疫细胞污染

较少，如 CD11b、CD31、CD133和MHC-II为低表达(Fig.2)。以

上结果表明实验中分离所得细胞是 ADSCs。

2.3 mitoTEMPO对 2型糖尿病小鼠 ADSCs的细胞功能的影响

荧光成像检测 ROS 水平结果显示与 nADSCs 组相比，

dADSCs组的细胞内和线粒体内 ROS水平均明显升高(P<0.05)；
与 dADSCs组相比，T-dADSCs组和 mitoT-dADSCs组的细胞

内和线粒体内的 ROS水平明显降低(P<0.05)(图 3A)。细胞计数

试剂盒 -8 (CCK-8) 检测结果显示与 nADSCs组相比，dADSCs

组的细胞活力明显下降(P<0.05)；与 dADSCs组相比，T-dAD-

SCs 组和 mitoT-dADSCs 组的细胞活力均有提高，其中 mi-

toT-dADSCs组提升更明显(P<0.05)(图 3B)。茜素红与油红 -O

染色显示与 nADSCs组相比，dADSCs组的成骨细胞分化与成

脂细胞分化程度明显下降 (P<0.05)；与 dADSCs组相比，mi-

toT-dADSCs组的成骨细胞分化与成脂细胞分化能力明显提升

(P<0.05)，基本达到 nADSCs组的分化水平(图 3C-D)。划痕试

验结果显示与 nADSCs组相比，dADSCs组的脂肪干细胞迁移

能力明显下降(P<0.05)；与 dADSCs组相比，mitoT-dADSCs组

的细胞迁移能力显著升高(P<0.05)(图 4A)。Transwell试验结果

显示与 nADSCs组相比，dADSCs组的脂肪干细胞迁移能力明

显下降(P<0.05)；与 dADSCs组相比，mitoT-dADSCs组中通过

Transwell膜迁移的细胞数量明显增加(P<0.05)(图 4B)。然而，

与 dADSCs组相比，T-dADSCs组的细胞迁移能力无明显提高

(图 4A-B)。

3 讨论

据世界卫生组织公布数据显示全球有 4.22亿成年人患有

糖尿病，其中每年由糖尿病直接致死的人口有 160万。2017年
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图 2 ADSCs的表型鉴定

Fig.2 The phenotype determination of ADSCs

的伤残调整寿命年(Disability Adjusted Life Year, DALY)将糖尿

病列为男性致死的第八大疾病以及女性致死的第九大疾病[20]。

2013年，在中国大陆 170287名参与者中开展的全国糖尿病患

病率的横断面调查显示总糖尿病患病率为 10.9％，糖尿病前

期发生率为 35.7％[21]。

图 3 ROS水平检测、细胞活力测定与 ADSCs分化功能测定

Fig.3 ROS level test, cell viability assay and ADSCs differentiation capacity test

注：荧光成像检测(A)；CCK-8(B)；茜素红染色(C)；油红 -O染色(D)

Note: Fluorescence imaging detection (A) ; CCK-8 (B) ; alizarin red staining (C) ; Oil Red-O staining (D)

氧化应激在胰岛素抵抗中发挥重要作用，并且高血糖，炎

症和晚期糖基化终产物可以诱导氧化应激的发生[22]。ADSCs的

自我增殖、多重分化与促血管生成特性使得其在组织损伤恢复

过程中发挥极为重要的作用，而糖尿病 ADSCs的细胞活力，分

化和迁移功能均受到不同程度的损伤[13,23.24]。线粒体是氧化应激

过程中 ROS的主要来源[25,26]，并且线粒体具有直接参与干细胞

功能的调节作用[27,28]。本研究发现 dADSCs的线粒体 ROS水平

明显高于 nADSCs且 dADSCs的细胞活力、成脂分化与成骨分

化能力、迁移能力均受到损伤。因此，线粒体 ROS在诱导糖尿

病 ADSCs氧化损伤所致功能障碍中发挥重要作用。使用 mi-
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图 4 ADSCs迁移能力测定

Fig.4 ADSCs migration capacity test

注：划痕试验(A)；Transwell试验(B)

Scratch assay (A) ; Transwell assay (B)

toTEMPO对 dADSCs进行连续 3代处理可以明显降低线粒体

ROS浓度，并提高功能受损的 dADSCs的细胞活力，分化和迁

移能力，使其表现出与 nADSC相似的特征。此外，TEMPO预

处理仅仅显示出较微弱的细胞保护作用，表明线粒体 ROS在

诱导糖尿病 ADSCs氧化应激功能障碍中起着比胞质 ROS更

重要的作用。

TEMPO是细胞内 ROS的清除剂，而 mitoTEMPO是一种

新型的细胞渗透性 ROS清除剂，由哌啶氮氧化物 TEMPO单

元和亲脂性三苯基鏻(TPP)部分组成，赋予 mitoTEMPO快速通

过脂质双层膜的能力，并在 ROS的主要生成部位 --活化的线

粒体中大量积累[29]。到目前为止，已有研究表明 mitoTEMPO能

够抑制多种组织细胞的氧化应激损伤[27-30]以及褪黑激素(Mela-

tonin)、姜黄素和 DNA甲基转移酶抑制剂 5-氮杂胞苷(5-Azaci-

tidine，5AZA) 能够抑制 ADSCs的氧化应激水平并增强细胞活

力[31-33]，但是尚没有研究评估 mitoTEMPO对糖尿病 ADSCs的

保护作用。本研究结果显示应用线粒体靶向抗氧化剂 mi-

toTEMPO清除线粒体 ROS对糖尿病氧化应激造成的 ADSCs

功能损伤发挥了明显保护作用。因此，mitoTEMPO可以显著降

低糖尿病环境中脂肪干细胞内线粒体 ROS的蓄积，并缓解由

其导致的脂肪干细胞氧化应激损伤，例如恢复糖尿病脂肪干细

胞的活力，提高成脂细胞与成骨细胞分化能力以及恢复细胞迁

移能力。本实验研究结果提示对糖尿病患者短期应用线粒体

ROS 清除剂 mitoTEMPO 可以提高糖尿病患者受损的自体

ADSCs的多种细胞功能，促进糖尿病患者的良好预后的发生。
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