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【摘要】　目的　探究乳酸生成及组蛋白乳酸化在小鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs）衰老过程中的表达变化，

以及乳酸代谢对衰老 BMSCs 成骨分化的影响，为衰老相关骨质疏松及骨修复障碍的代谢调控干预提供实验

基础。方法　获得单位实验动物伦理委员会审批，采用全骨髓贴壁法提取小鼠 BMSCs，经流式细胞术鉴定表

面标志物（CD29、CD90、CD11b、CD45）。建立不同浓度依托泊苷（0、5、10、15、20 μmol/L）诱导 BMSCs 衰老的

细胞模型，通过 qRT-PCR 和 Western blot 检测衰老相关指标（p53、p21、p16）基因和蛋白的表达水平，结合 CCK-

8 和 SA-β-gal 实验确定最适诱导浓度。将 BMSCs 分为对照组和依托泊苷诱导衰老组，检测乳酸生成水平和组

蛋白乳酸化相关酶（Ldha、Ep300、Sirt2）的表达；采用 Western blot 检测泛赖氨酸乳酸化（Pan-Kla）及组蛋白 H3
第 18 位赖氨酸乳酸化（H3K18la）的变化。抑制乳酸生成实验中，将 BMSCs 分为对照组、衰老组（10 μmol/L 依

托泊苷处理）、衰老+GNE-140 组（10 μmol/L 依托泊苷+1 μmol/L GNE-140 处理），通过 qRT-PCR、Western blot 及
SA-β-gal 染色评估抑制乳酸生成对细胞衰老表型的影响。成骨分化实验中，设置对照组、衰老组（10 μmol/L
依托泊苷处理）、衰老 +5 mmol/L 乳酸钠组、衰老 +10 mmol/L 乳酸钠组，采用 Western blot 检测 Pan-Kla 和

H3K18la 的水平，qRT-PCR 检测 Runt 相关转录因子 2（Runx2）、成骨特异性转录因子 Sp7（Sp7）、碱性磷酸酶

（Alpl） mRNA 表达；Western blot 检测Ⅰ型胶原（COL1）、RUNX2、成骨特异性转录因子（OSX）、骨钙素（OCN）蛋

白表达；茜素红染色观察 BMSCs 形成矿化结节的情况。结果　流式细胞术显示，BMSCs 高度表达 CD29
（97.3%）和 CD90（95.7%）。依托泊苷以 10 μmol/L 为最适浓度，通过激活 p53-p21 通路诱导衰老。与对照组相

比，衰老 BMSCs 中乳酸生成减少，Ldha、Ep300 mRNA 表达下降（P < 0.001），Sirt2 mRNA 上调（P < 0.01），Pan-

Kla 和 H3K18la 修饰水平下调（P < 0.001）。使用 GNE-140 抑制乳酸生成后，p53、p21 表达及 SA-β-gal 阳性细胞

比例进一步升高（P < 0.01）。成骨分化实验中，衰老 BMSCs 的 Runx2、Sp7、Alpl mRNA 与 COL1、RUNX2、OSX、

OCN 蛋白表达水平及矿化结节形成能力均下降（P < 0.05）；外源性补充 5 mmol/L 和 10 mmol/L 乳酸钠可增加

泛乳酸化和组蛋白乳酸化水平，并改善衰老 BMSCs 的成骨分化能力，促进矿化结节形成。结论　BMSCs 衰老

伴随着乳酸生成减少和组蛋白乳酸化修饰水平降低；外源性补充乳酸钠可改善衰老 BMSCs 的成骨分化障碍。
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【Abstract】 Objective　To investigate changes in lactate and histone lactylation during senescence of mouse bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMSCs), to clarify the effects of regulating lactate metabolism on the osteogenic differ⁃
entiation of senescent BMSCs, and to provide theoretical evidence and an experimental basis for metabolic regulatory in⁃
terventions in aging-related osteoporosis and impaired bone repair. Methods　Approval was obtained from the Institu⁃
tional Laboratory Animal Ethics Committee. BMSCs were isolated using the whole bone marrow adherence method and 
surface markers (CD29, CD90, CD11b and CD45) and identified by flow cytometry. A cellular model of BMSCs senes⁃
cence was established using different concentrations of etoposide (0, 5, 10, 15, and 20 μmol/L). The gene and protein 
expression levels of senescence-related markers, namely, p53, p21, and p16, were detected by quantitative reverse tran⁃
scription polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Western blot analysis, and the optimal induction concentration was 
determined using CCK-8 and SA-β -gal assays. BMSCs were divided into a control group and an etoposide-induced se⁃
nescence group to examine lactate production and the expression of histone lactylation-related enzymes, including Ldha, 
Ep300, and Sirt2. Western blot analysis was used to analyze pan-lysine lactylation（Pan-Kla） and histone H3 lysine 18 
lactylation （H3K18la). During the lactate production inhibition experiments, BMSCs were divided into three groups: 
control, senescence group (treated with 10 μmol/L etoposide), and senescence + GNE-140 group (treated with 10 μmol/
L etoposide and 1 μmol/L GNE-140). qRT-PCR, Western blot, and SA-β -gal staining were performed to assess the ef⁃
fects of lactate production inhibition on cellular senescence phenotypes. During osteogenic differentiation, BMSCs were 
assigned to a control group, senescence group (treated with 10 μmol/L etoposide), senescence + 5 mmol/L sodium lac⁃
tate group, and senescence + 10 mmol/L sodium lactate group. The levels of Pan-Kla and H3K18la were detected by 
Western blot. The mRNA expressions of runt-related transcription factor 2 (Runx2), transcription factor Sp7 (Sp7) and 
alkaline phosphatase (Alpl) were detected by qRT-PCR. The protein expressions of collagen type I (COL1), RUNX2, os⁃
terix (OSX) and osteocalcin (OCN) were detected by Western blot, and mineralized nodule formation was observed by 
Alizarin Red S staining. Results　Flow cytometry analysis indicated that the isolated BMSCs highly expressed CD29 
(97.3%) and CD90 (95.7%). Etoposide induced BMSC senescence by activating the p53–p21 signaling pathway, with 
an optimal concentration of 10 μmol/L. Compared with the control group, BMSCs exhibited decreased lactate produc⁃
tion, reduced mRNA expression of Ldha and Ep300 (P < 0.001), upregulated Sirt2 expression (P < 0.01), and dimin⁃
ished levels of Pan-Kla and H3K18la modification (P < 0.001). Further inhibition of lactate production with GNE 140 
further increased the expression levels of p53 and p21 and the percentage of SA β gal positive cells (P < 0.01). In osteo⁃
genic differentiation experiments, the expression levels of Runx2, Sp7, Alpl mRNA and COL1, RUNX2, OSX, OCN pro⁃
teins, as well as the mineralized nodule formation ability of senescent BMSCs, were decreased (P < 0.05); exogenous 
supplementation with 5 mmol/L and 10 mmol/L sodium lactate can increase the levels of panolactic lactation and his⁃
tone lactation, and improved the osteogenic differentiation capacity and mineralized nodule formation of senescent 
BMSCs. Conclusion　 BMSC senescence is associated with reduced lactate production and decreased histone lacty⁃
lation levels. Exogenous supplementation with sodium lactate partially rescues osteogenic differentiation impairment in 
senescent BMSCs.
【Key words】 lactate; histone lactylation; bone marrow mesenchymal stem cells; cell senescence; osteogenic 
differentiation; osteoporosis; metabolic intervention; Alizarin Red S; SA-β-gal; tissue regeneration
J Prev Treat Stomatol Dis, 2026, 34(8): 744-756.

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal 
stem cells，BMSCs）是在骨稳态和骨再生中发挥关键

作用的细胞［1］。然而，衰老相关的代谢紊乱和表观

遗传异常显著限制了 BMSCs 的再生潜能［2-3］。并且

BMSCs 的衰老被认为是骨量丢失和退行性骨疾病

发生发展的关键细胞学基础［4］。因此，深入阐明调

控 BMSCs衰老和分化的分子机制，对于提升其在骨

再生与骨衰老干预中的应用价值具有重要意义。

近年来研究表明，细胞代谢重编程及表观遗

传调控在干细胞衰老和分化命运决定中发挥重要

作用［5-6］，乳酸不仅是糖酵解代谢的重要产物，还可

作为信号分子参与细胞功能调控。2019 年，研究

人员首次发现乳酸能够通过修饰组蛋白赖氨酸残

基形成组蛋白乳酸化，从而将细胞代谢状态与基
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因转录调控相联系。后续研究表明，组蛋白乳酸

化参与炎症反应、细胞分化及衰老过程［7-9］。然而，

目前关于组蛋白乳酸化在 BMSCs 衰老过程中的动

态变化及其对成骨分化调控作用仍缺乏系统研

究。笔者推测，BMSCs 衰老过程乳酸生成水平发

生变化，进而改变组蛋白乳酸化水平，影响相关基

因表达，最终参与衰老 BMSCs 成骨分化能力的

调控。

基于此，本研究以小鼠 BMSCs 为研究对象，构

建依托泊苷诱导的细胞衰老模型，结合乳酸代谢

水平检测、组蛋白乳酸化修饰分析及成骨分化功

能评价，系统探讨 BMSCs 衰老过程中乳酸代谢及

组 蛋 白 乳 酸 化 的 变 化 特 征 ，并 阐 明 其 对 衰 老

BMSCs 成骨分化能力的调控作用，为揭示代谢-表

观遗传互作在骨组织衰老中的作用提供新的理论

依据，并为靶向调控干细胞衰老、改善骨再生能力

及退行性骨疾病的干预策略提供思路。

1　材料和方法

1.1　主要试剂和仪器

α-最小必需培养基（alpha minimal essential me⁃
dium， α -MEM）（SH30625.01，Hyclone，美国）；胎牛

血 清（fetal bovine serum， FBS）（SH30406.05，Hy⁃
clone，美国）；青霉素 -链霉素溶液（SV30010，Hy⁃
clone，美国）；胰酶（25200072，Gibco，美国）；依托泊

苷（HY-13629，MCE，美 国）；L- 乳 酸 钠（71718，
Sigma-Aldrich，美国）；乳酸脱氢酶抑制剂 GNE-140
（HY-100742，MCE，美国）；β -甘油磷酸钠（G9422，
Sigma-Aldrich，美 国）；维 生 素 C（A4544，Sigma-

Aldrich，美国）；地塞米松（D4902，Sigma-Aldrich，美
国）；FITC 标记抗小鼠 CD29 抗体（102205，Bioleg⁃
end，美国）；FITC 标记抗小鼠 CD90.2 抗体（105305，
Biolegend，美国）；FITC 标记抗小鼠 CD11b 抗体

（101205，Biolegend，美国）；FITC 标记抗小鼠 CD45
抗体（157607，Biolegend，美国）；β-actin 鼠单克隆抗

体（1∶10 000，66009-1-Ig，武汉三鹰，中国）；H3 兔

多克隆抗体（1∶10 000，17168-1-AP，武汉三鹰，中

国）；肿瘤蛋白 P53（tumor protein p53，p53）兔多克

隆抗体（1∶10 000，10442-1-AP，三鹰，中国）；细胞

周期蛋白依赖性激酶抑制剂 2A（cyclin-dependent 
kinase inhibitor 2A，p16）兔多克隆抗体（1∶1 000，
HA723746，华安，中国）；细胞周期蛋白依赖性激酶

抑 制 剂 1A（cyclin-dependent kinase inhibitor 1A，

p21）兔多克隆抗体（1∶1 000，HA722065，华安，中

国）；泛赖氨酸乳酸化（pan-lysine lactylation，Pan-

Kla）兔单克隆抗体（1∶1 000，PTM-1401RM，景杰，

中国）；组蛋白 H3 第 18 位赖氨酸乳酸化（histone 
H3 lysine 18 lactylation，H3K18la）兔单克隆抗体（1∶
1 000，PTM-1427RM，景杰，中国）；Runt 相关转录因

子 2（runt-related transcription factor 2，Runx2）兔单

克隆抗体（1∶1 000，CY5864，Abways，中国）；成骨

特异性转录因子 Sp7（transcription factor Sp7，Sp7/
Osterix，Osx）兔 多 克 隆 抗 体（1∶1 000，ab22552，
Abcam，美国）；Ⅰ型胶原（collagen type I，Col1）兔多

克隆抗体（1∶1 000，66761-1-Ig，三鹰，中国）；骨钙

素（osteocalcin，Ocn）兔 多 克 隆 抗 体（1∶1 000，
A20800，Abclonal，中国）；二抗山羊抗兔抗体（1∶
5 000，ANT020，安特捷，中国）；二抗山羊抗鼠抗体

（1∶5 000，ANT019，安特捷，中国）；Gapdh、p53、
p21、p16、Runx2、Sp7、碱性磷酸酶（alkaline phos⁃
phatase，Alpl）、乳酸脱氢酶 A（lactate dehydrogenase 
A，Ldha）、E1A 结合蛋白 p300（E1A binding protein 
p300，Ep300）、沉默信息调节因子 2（sirtuin 2，Sirt2）
引物（擎科，中国）；细胞衰老 β-半乳糖苷酶染色试

剂盒（C0602，碧云天，中国）；L-乳酸检测试剂盒

（A019-2-1，南京建成，中国）；BCA 蛋白浓度测定试

剂盒（P0010，碧云天，中国）；增强化学发光（en⁃
hanced chemiluminescence，ECL）试剂盒（K-12045-

D50，Advansta，美国）；茜素红染液（ALIR-10001，赛
业 ，中 国）；HiScript II Q RT SuperMix for qPCR
（R223-01，诺唯赞，中国）；ChamQ Blue Universal 
SYBR qPCR Master Mix（Q312-02，诺唯赞，中国）。

倒置相差显微镜（CKX53，Olympus，日本）；流

式细胞仪（CytoFLEX LX，Beckman Coulter，美国）；

实时荧光定量 PCR 仪（LightCycler 96，Roche，瑞

士）；酶 标 仪（Multiskan FC，Thermo Scientific，美

国）；电泳仪（PowerPac Basic，BIO-RAD，美国）；转

膜仪（Trans-Blot Turbo，BIO-RAD，美国）；化学发光

凝胶成像系统（ChemiDoc XRS+，BIO-RAD，美国）。

1.2　方法

1.2.1　BMSCs 的分离、培养及鉴定　6 周龄雄性野

生型 C57BL/6 小鼠共 6 只购自湖北省实验动物中

心，体重 22~26 g，合格证号：SCXK（鄂）2025-0018。
小鼠饲养于 SPF 级动物实验设施内，环境温度维持

在 22~26 ℃，相对湿度为 40%~70%，采用 12 h 光/暗
循环，自由摄食和饮水。纳入标准为骨骼完整、无

外观发育异常，本实验所有小鼠均符合标准，无样

本剔除。本实验遵循国家《实验动物管理条例》及
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《实验动物福利伦理审查指南》的相关规定，并通

过 单 位 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（审 批 号 ：

S07925020D）。 采 用 全 骨 髓 贴 壁 法 分 离 培 养

BMSCs［10］。将小鼠脱颈处死后，在无菌条件下分

离股骨和胫骨；剪去骨骺端，用 αMEM 培养基冲洗

骨髓腔，收集冲洗液。将所得细胞悬液离心重悬，

接 种 于 培 养 瓶 中 ，使 用 完 全 培 养 基（αMEM+
10%FBS+1% 青霉素 -链霉素），置于 37 ℃、5% CO2
的培养箱内培养，48 h 后首次半换液，72 h 后全换

液。在细胞融合度达到 80%~90% 时进行传代培

养，用于后续实验。流式细胞术检测表面标志物

CD29、CD90.2、CD11b 和 CD45 的表达量。

1.2.2　依托泊苷诱导 BMSCs 衰老模型的建立及最

适浓度筛选　将 BMSCs 分为 5 组：0、5、10、15、20 
μmol/L 依托泊苷处理组，处理细胞 48 h后更换新鲜

完全培养基，继续培养 48 h。CCK-8检测细胞活力：

将 BMSCs以 3×10³细胞/孔的密度接种于 96孔板，细

胞贴壁后，分别加入 0、5、10、15、20 μmol/L 依托泊

苷，加入 CCK-8 试剂孵育 2 h，酶标仪测量吸光度

（450 nm）。每组设置 3个复孔，独立重复 3次实验。

qRT-PCR 检 测 衰 老 相 关 mRNA 表 达 ：使 用

Trizol 试剂从细胞中提取总 RNA，使用 HiScript II Q 
RT SuperMix for qPCR 试剂将 RNA 逆转录为 cDNA，

采用 SYBR Green 染料法进行定量分析，用 2-ΔΔCt 法
测 定 基 因 相 对 表 达 水 平 。 检 测 p53、p21、p16 
mRNA 表达。引物序列见表 1。

Western blot 检测衰老相关蛋白表达：收集细

胞，裂解后超声破碎，离心取上清液，使用 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒对样品进行定量。将蛋白样品

经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转至聚偏二

氟乙烯膜上。膜在室温下使用 5%脱脂奶粉封闭 1 h
后，于 4 ℃孵育目标一抗过夜，第二天用相应二抗

室温孵育 1 h。用 ECL 发光试剂盒进行检测。蛋白

条带通过凝胶成像系统显影，用 ImageJ 软件进行

灰度分析。检测 P53、P21、P16 蛋白表达。

SA-β -gal 染色：使用 0、10 μmol/L 依托泊苷处

理 BMSCs，48 h 后更换新鲜完全培养基，继续培养

48 h 后，采用 β-半乳糖苷酶染色试剂盒，按照制造

商说明检测细胞衰老［11］。细胞经 PBS 洗涤后，于

室温固定 15 min。随后，按说明书配制染色工作

液，对细胞进行染色并在 37 °C 过夜孵育。通过倒

置显微镜观察并分析细胞的染色情况。

根据以上结果确定依托泊苷的最适诱导浓度

（10 μmol/L）。

1.2.3　衰老 BMSCs 乳酸生成及组蛋白乳酸化水平

检测　采用随机数字表法将 BMSCs 培养孔分配至

对照组和衰老组，每组设置 3 个复孔，独立重复 3
次实验。衰老组使用含 10 μmol/L 依托泊苷的完全

培养基培养；对照组使用含等体积 DMSO 的完全培

养基培养。48 h 后弃去两组细胞培养基，用 PBS 轻

柔清洗细胞，更换为新鲜完全培养基继续培养48 h。
乳酸含量检测：收集细胞培养上清，使用乳酸

检测试剂盒检测乳酸生成水平。按照制造商说明

准备空白管、样品管和标准管，加入酶工作液和显

色剂在 37 °C 反应 10 min，最后加入终止液，酶标仪

测量吸光度（530 nm）。

qRT-PCR：提 取 细 胞 总 RNA，检 测 Ldha、
Ep300、Sirt2 mRNA 表达（引物见表 1）。

表 1　qRT-PCR 引物序列

Table 1　Primer sequences used for qRT-PCR
Genes
p53
p21
p16

Ldha
Ep300
Sirt2

Runx2
Sp7
Alpl

Gapdh

Forward primers（5’→3’）
GTCACAGCACATGACGGAGG
ATGTCCAATCCTGGTGATGTC

TCAAGACATCGTGCGATATTTG
TCCGTTACCTGATGGGAGAG

GAAGAACAGCCAAGCACCACCTC
CAGCTACTTCAAGAAACATCCG
AACGATCTGAGATTTGTGGGC

GGCTTTTCTGCGGCAAGAGGTT
CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA
GTGGCAAAGTGGAGATTGTTG

Reverse primers（3’ →5’）
TCTTCCAGATGCTCGGGATAC
GAAGTCAAAGTTCCACCGTTC
TTAGCTCTGCTCTTGGGATTG
GCAACATTCACACCACTCCA
CGGTAAAGTGCCCCCAATGT

TATTCTTTTCTGCAGGAGGTGT
CCTGCGTGGGATTTCTTGGTT

CGCTGATGTTTGCTCAAGTGGTC
GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT

CGTTGAATTTGCCGTGAGTG
p53: Tumor protein p53; p21: Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; p16: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; Ldha: Lactate dehydrogenase A; Ep300: 
E1A binding protein p300; Sirt2: Sirtuin 2; Runx2: Runt-related transcription factor 2; Sp7: Sp7 transcription factor; Alpl: Alkaline phosphatase; Gapdh: 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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Western blot：检测 Pan-Kla 和 H3K18la 蛋白水

平，以 β-ACTIN 或 H3 为内参。

1.2.4　抑制乳酸生成对BMSCs衰老表型的影响　将

BMSCs 分为 3 组：衰老组（10 μmol/L 依托泊苷处

理）、衰老+GNE-140组（10 μmol/L依托泊苷+1 μmol/L 
GNE-140 处理）、对照组（含等体积 DMSO 溶剂的

普通完全培养基），每组设置 3 个复孔，独立重复

3 次实验。处理 48 h 后更换新鲜完全培养基，继续

培养 48 h。
检测指标：乳酸含量（方法同 1.2.3）、p53/p21/

p16 mRNA（qRT-PCR）、P53/P21/P16 蛋白（Western 
blot）、SA-β-gal阳性率（染色方法同 1.2.2）。

1.2.5　外源性乳酸钠对衰老 BMSCs 成骨分化的影

响　使用 2~3 代的 BMSCs，将 BMSCs 分为对照组、

衰老组、衰老+5 mmol/L乳酸钠组和衰老+10 mmol/L
乳酸钠组［12-13］，每组设置 3 个复孔，独立重复 3 次实

验。衰老组及乳酸钠干预组细胞采用含 10 μmol/L
依托泊苷的完全培养基处理 48 h，随后弃去含药培

养基，更换为新鲜完全培养基继续培养 48 h，以诱

导细胞衰老；对照组细胞采用含等体积 DMSO 的完

全培养基培养 48 h，随后更换为新鲜完全培养基继

续培养 48 h。
成骨分化诱导：完成上述处理后，各组细胞均

更换为成骨诱导培养基（αMEM+10%FBS+1% 青霉

素 -链霉素+50 μg/mL 维生素 C+10 mmol/L β -甘油

磷酸钠+100 nmol/L 地塞米松）进行成骨分化诱导。

衰老+5 mmol/L 乳酸钠组和衰老+10 mmol/L 乳酸钠

组分别使用含 5 mmol/L 或 10 mmol/L L-乳酸钠的成

骨诱导培养基；对照组和衰老组使用不含乳酸钠

的成骨诱导培养基，并加入与乳酸钠干预组等体

积的 PBS 作为溶剂对照。成骨诱导期间每 3 d 进行

半量换液，乳酸钠干预组在每次换液时均维持相

同浓度的 L-乳酸钠，对照组和衰老组则维持等体

积溶剂对照。

检测时间点及指标：成骨诱导 7 d：qRT-PCR 检

测 Runx2、Sp7、Alpl mRNA 表达（引物见表 1）。成

骨诱导 14 d：Western blot 检测 COL1、RUNX2、OSX、

OCN 蛋白表达。成骨诱导 21 d：茜素红染色观察

矿化结节形成能力。茜素红染色：弃培养基，PBS
洗涤，4% 多聚甲醛固定 15 min，PBS 洗涤后加入茜

素红染液，室温孵育 30 min，去离子水洗净，显微镜

观察拍照。

1.3　统计学分析

使用 GraphPad Prism10 软件进行统计学分析。

采用 Shapiro-Wilk检验对数据进行正态性检验，符合

正态分布的计量资料以均值±标准差（x-±s）表示。两

组间比较采用独立样本 t检验，多组比较使用单因素

方差分析（one-way ANOVA），组间两两比较使用

Tukey多重比较检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　构建依托泊苷诱导的小鼠 BMSCs 衰老的细胞

模型

流式细胞术鉴定显示，提取的 BMSCs 高表达

CD29（97.3%）和 CD90（95.7%），低 表 达 CD11b
（2.57%）和CD45（1.67%），符合BMSCs特征（图1）。
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The expression of surface markers in cultured mouse BMSCs was analyzed by flow cytometry. The cells were positive for mesenchymal stem cell 
markers CD29 (97.3%) and CD90 (95.7%), and negative for hematopoietic markers CD11b (2.57%) and CD45 (1.67%), thus confirming the mesen⁃
chymal stem cell phenotype of the isolated cells. BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; CD29: cluster of differentiation 29 (integrin beta-

1); CD90: cluster of differentiation 90 (Thy-1 cell surface antigen); CD11b: cluster of differentiation 11b (Integrin alpha M); CD45: cluster of differ⁃
entiation 45 (protein tyrosine phosphatase receptor type C)

Figure 1　Flow cytometric identification of mouse BMSCs
图 1　小鼠 BMSCs 的流式细胞术鉴定
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随依托泊苷浓度（0、5、10、15、20 μmol/L）增

加，p53 和 p21 的 mRNA 及蛋白水平逐渐升高（浓度

≥10 μmol/L 时与对照组比较，P<0.05），p16 无明显

变化（图 2a~2c），提示依托泊苷通过激活 p53-p21
信号通路诱导细胞衰老。

CCK-8 显示 BMSCs 细胞活力随浓度升高而

下降，15 μmol/L 时活力下降超过 30%，后续选用

10 μmol/L 的依托泊苷浓度进行诱导（图 2d）。

10 μmol/L 依托泊苷处理后，SA-β -gal 阳性细胞比

例增加（P< 0.001）（图 2e、2f）。
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a: relative mRNA expression levels of p53, p21, and p16 in BMSCs treated with different concentrations of etoposide. The mRNA expression levels 
of p53 and p21 increased in a dose-dependent manner following etoposide treatment (n = 3). b: representative Western blot images showing the 
protein expression levels of P53, P21, and P16 in BMSCs treated with different concentrations of etoposide. c: quantitative analysis of P53, P21, 
and P16 protein levels normalized to β-ACTIN (n = 3). The protein levels of P53 and P21 increased in a dose-dependent manner following etopo⁃
side treatment. d: relative cell viability of BMSCs treated with different concentrations of etoposide, as determined by CCK-8 assay (n = 3). e: rep⁃
resentative SA-β -gal images of BMSCs treated with 0 or 10 μmol/L etoposide. Treatment with 10 μmol/L etoposide significantly induced senes⁃
cence in BMSCs. f: quantitative analysis of percent of SA-β -gal-positive cells of BMSCs treated with 0 or 10 μmol/L etoposide (n = 3). BMSCs: 
bone marrow mesenchymal stem cells; Eto: etoposide; CON: control; P53: tumor protein p53; P21: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; P16: 
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; β -ACTIN: beta-actin; SA- β -gal: senescence-associated β -galactosidase. Comparisons between two groups 
were performed using the independent samples t-test. For comparisons among multiple groups, one-way analysis of variance (ANOVA) was applied, 
followed by Tukey's multiple comparison test for pairwise post hoc analysis. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001: compared to the CON group. The 
above experiments were repeated 3 times independently

Figure 2　Establishment of an etoposide-induced cellular senescence model in mouse BMSCs
图 2　构建依托泊苷诱导的小鼠 BMSCs 衰老的细胞模型
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2.2　BMSCs 衰老后乳酸生成减少，泛乳酸化和组

蛋白乳酸化水平下降

随依托泊苷浓度升高，BMSCs 胞外乳酸水平逐

渐 降 低（图 3a）。 10 μmol/L 依 托 泊 苷 处 理 后 ， 
Ldha、Ep300 的 mRNA 表达下降（P<0.001），而 Sirt2
的 mRNA 上调（P<0.01）（图 3b）。 Western blot 显
示，衰老 BMSCs 中 Pan-Kla 和 H3K18la 水平均显著

下 调（P<0.001），其 中 H3K18la 约 下 降 50%（图

3c-3e）。

2.3　乳酸生成障碍加重 BMSCs 衰老表型

GNE-140 处理使 BMSCs 胞外乳酸水平进一步

降低（图 4a）。与和对照组相比，衰老组中 p53 和

p21 的 mRNA 和蛋白表达水平升高（P<0.001）；而在

衰老+GNE-140 组中，p53 和 p21 的 mRNA 和蛋白表

10 μmol/L EtoCON

0 5 10 15 20
Eto / (μmol/L)

*********
** *** ***

**

Ldha Ep300 Sirt2

10 μmol/L Eto
CON

10 μ
mol/L Eto

CON
17 kDa

17 kDa

H3K18la

H3

10 μmol/L Eto
CON

******
Pan-Kla

β-ACTIN

15 kDa

42 kDa

1.5
1.0
0.5
0.0

1.5
1.0
0.5
0.0

Pan-K
la

H3K18la

Rel
ativ

e la
cta

te l
eve

l

Rel
ativ

e m
RN

A e
xpr

ess
ion

Rel
ativ

e p
rote

in e
xpr

ess
ion

1.2

0.9

0.60.60.30.0

a b

c d

e

a: relative lactate levels of BMSCs treated with different concentrations of etoposide; the lactate level decreased in a dose-dependent manner follow⁃
ing etoposide treatment (n = 3). b: relative mRNA expression levels of Ldha, Ep300, and Sirt2 in BMSCs from the CON and 10 μmol/L Eto groups. 
The mRNA expression levels of Ldha and Ep300 were lower in the 10 μmol/L Eto group, while mRNA expression level of Sirt2 was higher in the 
10 μmol/L Eto group (n = 3). c: representative Western blot images showing protein expression levels of Pan-Kla in BMSCs from the CON and 10 
μmol/L Eto groups. d: representative Western blot images showing protein expression levels of H3K18la in BMSCs from the CON and 10 μmol/L 
Eto groups. e: quantitative analysis of Pan-Kla and H3K18la protein levels normalized to β -ACTIN or H3, and the protein levels of Pan-Kla and 
H3K18la were decreased in the 10 μmol/L Eto group (n = 3) (P<0.001). BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; Eto: etoposide; CON: con⁃
trol; Ldha: lactate dehydrogenase A; Ep300: E1A binding protein P300; Sirt2: sirtuin 2; Pan-Kla: pan-lysine lactylation; β -ACTIN: beta-actin; 
H3K18la: histone H3 lysine 18 lactylation; H3.: histone H3. Comparisons between two groups were performed using the independent samples t-
test. For comparisons among multiple groups, one-way analysis of variance (ANOVA) was applied, followed by Tukey's multiple comparison test 
for pairwise post hoc analysis. **P<0.01, ***P<0.001: compared to the CON group. The above experiments were repeated 3 times independently

Figure 3　Senescent BMSCs exhibit reduced lactate production and decreased levels of pan-lactic acid and histone lactylation
图 3　BMSCs 衰老后乳酸生成减少，泛乳酸化和组蛋白乳酸化水平下降
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达水平进一步升高（P<0.001）（图 4b-4d）。

SA-β -gal 染色结果也显示，衰老+GNE-140 组

中衰老阳性细胞最多（图 4e、4f）。
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a: relative lactate levels of BMSCs treated with nothing or GNE-140; the lactate level decreased following GNE-140 treatment (n = 3). b: relative 
mRNA expression levels of p53, p21, and p16 in BMSCs. The mRNA expression levels of p53 and p21 were highest in the 10 μmol/L Eto+ GNE-

140 group (n = 3). c: representative Western blot images showing protein expression levels of P53 and P21 in BMSCs. d: quantitative analysis of 
P53and P21 protein levels normalized to β -ACTIN. The protein levels of P53 and P21 were highest in the 10 μmol/L Eto+ GNE-140 group (n = 
3). e: representative SA-β -gal images of BMSCs. f: quantitative analysis of the percentage of SA-β -gal-positive cells showed that the 10 μmol/L 
Eto+ GNE-140 group exhibited the highest proportion of positive cells (n = 3). BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; GNE-140: the com⁃
pound code for a small-molecule inhibitor of lactate dehydrogenase; Eto: etoposide; CON: control; P53: tumor protein p53; P21: cyclin-dependent 
kinase inhibitor 1A; P16: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; β-ACTIN: beta-actin; SA-β-gal: senescence-associated β-galactosidase. Compari⁃
sons between two groups were performed using the independent samples t-test. For comparisons among multiple groups, one-way analysis of vari⁃
ance (ANOVA) was applied, followed by Tukey's multiple comparison test for pairwise post hoc analysis. **P<0.01, ***P<0.001: compared to the 
CON group. The above experiments were repeated 3 times independently

Figure 4　Inhibition of lactate production exacerbates etoposide-induced senescence in BMSCs
图 4　抑制乳酸生成加重依托泊苷诱导的 BMSCs 衰老表型
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2.4　外源性补充乳酸钠能够缓解衰老 BMSCs 的成

骨分化障碍

5、10 mmol/L 乳酸钠处理以浓度依赖性方式增

加 Pan-Kla 和 H3K18la 水平（P<0.01，P<0.001），且不

影响细胞活力（图 5）。

衰 老 BMSCs 中 Runx2、Sp7、Alpl mRNA 及

COL1、RUNX2、OSX、OCN 蛋白表达均显著降低（P

<0.001）；补充 5、10 mmol/L 乳酸钠后，上述指标显

著回升（P<0.05，P<0.01，P<0.001），且茜素红染色

显示的矿化结节形成能力增强（图 6）。

3　讨 论

本研究以小鼠 BMSCs 衰老模型为基础，系统

探讨了衰老过程中乳酸代谢及组蛋白乳酸化修饰

的 变 化 特 征 ，并 分 析 了 调 控 乳 酸 水 平 对 衰 老

BMSCs 成骨分化能力的影响，为衰老相关骨再生

和修复障碍的表观遗传机制提供新的视角。

3.1　BMSCs 衰老与乳酸生成障碍的关系

细胞衰老常伴随代谢重编程，糖酵解能力下

降和线粒体功能异常是典型特征［14-16］。糖酵解下

降会减少丙酮酸和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（reduced nicotinamide adenine dinucleotide， NADH）

的生成，导致乳酸脱氢酶反应底物不足，并影响氧

化型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（oxidized nicotinamide 
adenine dinucleotide， NAD⁺）/NADH 平衡，从而导致

乳酸产生减少［17-18］。
本研究使用不同浓度的依托泊苷诱导 BMSCs

的衰老［19-20］，依托泊苷作为拓扑异构酶Ⅱ抑制剂可

诱导 DNA 双链断裂并激活 DNA 损伤反应。既往研

究表明，在 DNA 损伤诱导的应激性衰老中，p53-

p21 信号通路是主要激活的调控通路，而 p16-Rb 通
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a: representative Western blot images showing the protein expression levels of Pan-Kla and H3K18la in BMSCs treated with 0, 5 mmol/L Lac, and 
10 mmol/L Lac. b: quantitative analysis of the Pan-Kla protein level normalized to β -ACTIN and the H3K18la level normalized to H3 (n = 3). c: 
relative cell viability of BMSCs treated with 0, 5 mmol/L Lac, and 10 mmol/L Lac, as determined by a CCK-8 assay (n = 3). The protein levels of 
Pan-Kla and H3K18la increased in a dose-dependent manner following sodium lactate treatment. BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; 
CON: control; Lac: sodium lactate; Pan-Kla: pan-lysine lactylation; β -ACTIN: beta-actin; H3K18la: histone H3 lysine 18 lactylation; H3: histone 
H3.  For comparisons among multiple groups, one-way analysis of variance (ANOVA) was applied, followed by Tukey's multiple comparison test 
for pairwise post hoc analysis. **P<0.01, ***P<0.001: compared to the CON group. The above experiments were repeated 3 times independently

Figure 5　Sodium lactate treatment increases both pan-lactylation and histone lactylation levels of BMSCs
图 5　乳酸钠处理增加 BMSCs 的泛乳酸化和组蛋白乳酸化水平
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a: relative mRNA expression levels of Runx2, Sp7, and Alp1 in BMSCs. The mRNA expression levels of these osteogenic markers were signifi⁃
cantly downregulated in the etoposide-treated group (P<0.001), and were partially restored by treatment with 5 mmol/L or 10 mmol/L sodium lac⁃
tate (n = 3). b: representative Western blot images showing the protein expression levels of COL1, RUNX2, OSX, and OCN in BMSCs. c: quantita⁃
tive analysis of COL1, RUNX2, OSX, and OCN protein levels normalized to β-ACTIN. The protein levels of these osteogenic markers were signifi⁃
cantly downregulated in the etoposide-treated group (P<0.001), and were partially restored by treatment with 5 mmol/L or 10 mmol/L sodium lac⁃
tate (n = 3). d: representative ARS staining images showing mineralized ability of BMSCs. BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; CON: 
control; Eto: etoposide; Lac: sodium lactate; Runx2: runt-related transcription factor 2; Sp7/OSX: transcription factor Sp7/osterix; Alpl: alkaline 
phosphatase; COL1: collagen type I; OCN: osteocalcin; β-ACTIN: beta-actin; ARS: Alizarin Red S.  For comparisons among multiple groups, one-

way analysis of variance (ANOVA) was applied, followed by Tukey's multiple comparison test for pairwise post hoc analysis. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001: compared to the CON group. The above experiments were repeated 3 times independently 

Figure 6　Sodium lactate supplementation alleviates the impairment of osteogenic differentiation in senescent BMSCs
图 6　外源性补充乳酸钠能够缓解衰老 BMSCs 的成骨分化障碍
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路在不同细胞类型或诱导条件下可能不显著

上调［21］。
本研究中，随着 BMSCs 衰老程度的加重，细胞

外乳酸生成水平逐渐降低，提示 BMSCs 在衰老过

程中存在乳酸生成障碍，这与 Sun 等［22］的结果一

致，同样在血管衰老［23］、骨骼肌衰老［24］等过程中也

存在乳酸生成的减少。但在阿尔茨海默病、慢性

阻塞性肺疾病、糖尿病等和衰老相关的疾病条件

下 ，乳 酸 水 平 可 能 升 高 并 驱 动 细 胞 和 组 织 衰

老［25-27］。进一步使用乳酸脱氢酶抑制剂 GNE-

140［28］抑制乳酸生成后，P53、P21 表达水平及 SA-β
-gal 阳性细胞比例进一步升高，说明乳酸代谢下降

不仅是衰老的伴随现象，还可能参与衰老表型的

维持或加重过程［24］。这一结果支持代谢异常在干

细胞衰老发生发展中的功能性作用［29-30］。
3.2　组蛋白乳酸化修饰水平下降可能介导衰老相

关转录重塑

乳酸不仅是代谢产物，还可通过乳酸化修饰

参与表观遗传调控。近年来，组蛋白乳酸化被认

为是一种将细胞代谢状态直接转化为基因表达调

控信号的重要机制［31-33］。本研究发现，BMSCs 衰老

过程中泛乳酸化水平显著下降，且主要发生于组

蛋白 H3；同时，组蛋白乳酸化修饰标记 H3K18la 水

平明显下调。这提示，衰老相关的乳酸代谢障碍

可能通过降低组蛋白乳酸化水平，改变染色质状

态及相关基因的转录活性［24］，从而影响 BMSCs 的
功能维持和分化潜能。这一结果为理解干细胞衰

老过程中代谢状态如何通过表观遗传机制影响细

胞功能提供了新的证据。

3.3　乳酸 -组蛋白乳酸化轴在成骨分化调控中的

潜在作用

成骨分化是 BMSCs 维持骨稳态和骨再生能力

的关键功能［34-35］。已有研究显示 H3K18la 能促进

成骨分化［36-37］。结合前述结果推测，乳酸补充可能

通过恢复细胞内乳酸水平，提高组蛋白乳酸化修

饰，从而促进成骨相关基因的转录激活，部分逆转

衰老导致的成骨分化障碍。这一发现为代谢-表观

遗传调控成骨分化提供了新依据。

BMSCs 衰老的研究多集中于氧化应激、DNA
损伤或经典表观遗传修饰（如乙酰化和甲基化），

而乳酸代谢及组蛋白乳酸化在 BMSCs 衰老中的作

用尚缺乏系统研究。本研究从乳酸代谢及组蛋白

乳酸化修饰的角度，揭示了衰老 BMSCs 成骨分化

障碍可能与乳酸-组蛋白乳酸化轴失衡有关，为骨

衰老中代谢与表观遗传互作机制提供了新视角。

综上所述，本研究从代谢－表观遗传互作的

角度，揭示了乳酸代谢及组蛋白乳酸化在 BMSCs
衰老及成骨分化调控中的潜在作用，为理解衰老

相关骨质疏松和骨再生障碍的分子机制提供了新

的视角。然而，本研究仍存在一定局限性：仅在体

外细胞模型中进行验证，尚缺乏体内水平的功能

证据；组蛋白乳酸化调控的具体靶基因及其上游

酶促机制（如 Ldha［38］、Sirt2［39］、Ep300［7］）仍有待进

一步深入研究。未来可结合动物模型及染色质层

面的研究手段，进一步阐明乳酸-组蛋白乳酸化轴

在骨衰老和骨再生中的精确调控机制。
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