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细胞衰老及其在抗肿瘤研究中的应用
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摘  要：细胞衰老是细胞脱离细胞周期并不可逆地丧失增殖能力后进入的一种相对稳定的状态，虽然基

本代谢过程仍然能够维持，但丧失合成 D N A 及增殖能力。细胞衰老具有复制衰老、癌基因诱导的衰

老及加速衰老等类型。衰老细胞具有细胞体积大而扁平、细胞停止分裂及 SA-β-gal 反应阳性等明显特

性，复制衰老还具有端粒缩短到无法维持染色体结构完整性的特征。目前已知，p53-p21 和 p16-pRB 在

细胞衰老过程中起着重要的调控作用，细胞衰老对肿瘤的形成起着天然的屏障作用。通过抑制端粒酶活

性来诱导肿瘤细胞衰老和通过胞外刺激或化学治疗药物诱导肿瘤细胞发生衰老样生长停滞，已成为抗肿

瘤研究的新思路。
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Cell senescence and its critical role in antitumor research
HE Yan, LIU Jing*

(Molecular Biology Research Center, School of Biological Science and Technology,
Central South University, Changsha 410078, China)

Abstract: Cellular senescence is an irreversible arrest of cell proliferation and causes the cells to exhaust the

potential of division. Senescent cells are metabolically active, but they lack the capacity of DNA synthesis and

cell proliferation. In present, three forms of cell senescence have been reported, which is replicative senescence,

oncogene-induced senescence and accelerated senescence or premature senescence. The defining characteris-

tics of cellular senescence include increace in cell size, cell flattening, cell cycle arrest and SA-β-gal activity, but
for replicative senescence, the shortening of telomeres is characterized. To date, reports revealed that cellular

senescence are mainly regulated by p53-p21 and p16-pRB signal pathways. Cellular senescence plays a role of

natural barrier in tumor suppression.  Inhibit telomerase activity or induction of senescent-like growth arrest has

become new targets or strategy for anticancer treatment.
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1961年，Leonard Hayflick 和Paul Moorhead 发

现人成纤维细胞在体外培养时增殖次数是有限的，

其分裂次数总存在一个“极限值”，被称为“Hayflick”
极限，也称为最大分裂次数，这种增殖的有限性不

仅存在于成纤维细胞中，还存在于角质化细胞、内

皮细胞、淋巴细胞、血管平滑肌细胞、肾上腺皮

质细胞及软骨细胞等。随着研究的深入，这种现象

被称为细胞衰老(cell senescence)。细胞衰老普遍存

在于生物体中，细胞衰老是细胞脱离细胞周期并不

可逆地丧失增殖能力后进入的一种相对稳定的状

态，是正常细胞的必然归宿[1, 2] 。本文总结了细胞

衰老的类型、基本生物特征、细胞衰老的主要信号

调节通路及基于诱导肿瘤细胞衰老样死亡的抗肿

瘤新策略。
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1　细胞衰老的类型

细胞在有限次数的分裂后，逐渐丧失合成DNA

及增殖能力，但基本代谢过程仍然能够维持，这种

现象被称为复制衰老(replicative senescence)，

复制衰老为生理性衰老。复制衰老的产生由于正常

细胞每次增殖都会丢失端粒末端的一段序列，随着

增殖次数的增加，端粒的长度逐渐缩短，当端粒缩

短到无法维持染色体结构的完整性时，就可能释放

信号激活衰老程序，从而导致细胞进入衰老期。复

制衰老是正常细胞的必然归宿。

Braig和Schmitt[3]发现细胞衰老还可以在癌基因

激活的情况下发生，被称为癌基因诱导衰老(oncogene-

induced senescence)，这种衰老形式已经被认为是

细胞内部的一种基础保护机制，可避免癌基因诱导

的转化。另外，细胞衰老还可以在 DN A 损伤、氧

化应激、抗肿瘤药物等因素作用下发生，被称为早

熟衰老(premature senescence)、加速衰老(accelerated

senescence)、应激诱导衰老(stress-induced senescence)

或衰老样生长阻滞(senescent-like growth arrest)[4-6]，

一般多称为早熟衰老。因为癌基因诱导的衰老或早

熟衰老均为非生理性衰老，因此它们与细胞的具体

增殖代次无关，与端粒的缩短亦无关，它们是细胞

在非端粒信号的刺激下发生的衰老。近来，Di Micco

等进一步证实癌基因诱导衰老是由于癌基因改变

D N A 复制进程，激活 D N A 损伤监控所致，阻断

DNA 损伤监控可消除癌基因诱导的细胞衰老；非生

理性衰老的发现为肿瘤防治提供了新的策略。

2　细胞衰老的生物特征

细胞衰老具有一系列的生物特征，从细胞形态

来看，衰老细胞体积增大，呈扁平状，细胞内颗

粒增多，细胞之间连接不紧密[7]。细胞周期方面，

衰老细胞停止细胞分裂，细胞周期自G1 期向S期的

转变过程中发生阻滞[8]，尽管衰老细胞仍能保持新

陈代谢很长一段时间，但通常情况下这种生长阻滞

是不可逆的，因为生长因子不能再刺激细胞分裂。

此外还发现在衰老细胞中溶酶体的数量和吞噬面积

都有所增加[9]。

衰老细胞的另一个典型生化特征为pH依赖的β
半乳糖苷酶(β-galactosidase)表达活性增强，这种由

衰老引起的β半乳糖苷酶活性增强的现象被称为SA-
β-gal(senescence-associated β-galactosidase)。通常，

SA-β-gal 在 pH 值为4 时表达较高，但在衰老细胞

中，在pH 值为6 时 SA-β-gal 表达明显增强。鉴于

不同因素引起的衰老细胞都呈现SA-β-gal阳性特征，

现在已经把SA-β-gal作为细胞衰老的一个重要生物

标记[10]，成为鉴别衰老细胞的金标准。研究还发现

不断增加的SA-β-gal水平与衰老细胞的比例呈正相

关。SA-β-gal 的活性强度可通过细胞化学染色的方

法来鉴定，依靠人工计数的方法来区分阴性和阳性

细胞，但具有耗时、主观性强和操作难以控制等缺

陷。Noppe 等[11]利用流式细胞仪的方法，检测了不

同衰老细胞的SA-β-gal的活性强度，使得鉴别不同

程度的衰老细胞的敏感性增强。同时为高通量检测

衰老细胞提供了可行性。

衰老细胞往往表现出p53和 p21的表达增高及

Rb 的去磷酸化。但是，目前还不能确定分子水平

的变化是否在癌基因诱导的衰老和加速衰老等所有

条件下都是一致的[12]。p16在衰老细胞中的表达比

年轻细胞高10~20 倍，p16 的表达与衰老状态的维

持具有相关性[13-14]，但是它对于衰老的初始诱导似

乎并不必要。Kumazaki等[15]发现体外细胞培养中几

种基因的表达水平随细胞衰老而发生变化，比如内

皮素、纤连蛋白、致死蛋白等基因在衰老的人二倍

体成纤维细胞中表达增强。

另外，端粒(telomere)缩短到无法维持染色体

结构的完整性是复制衰老的一个典型生物特征[16]。

端粒为染色体末端结构上的一段非编码区，它像

“帽子”一样扣在染色体的两端。端粒可防止染色

体间末端连接，维持染色体的完整性和稳定性，使

分裂后的子代细胞能准确的获得完整的遗传信息。

端粒 DNA 复制的特点是在每次 DNA 复制时，每条

染色体的3' 末端均有一段 DNA 无法被复制，细胞

每次分裂时染色体 3' 末端将丧失 50~200 bp 的

DNA。染色体复制的上述特点决定了随着细胞的持

续分裂，端粒缓慢缩短导致细胞分裂次数有限。当

端粒长度因细胞复制而缩短到极限时，失去保护的

染色体DNA末端可能释放信号激活衰老程序，细胞

就会走向衰老，甚至死亡。

值得注意的是，复制性衰老与肿瘤细胞衰老样

生长停滞之间存在着明显的分子差异，当正常细胞

经历复制性衰老时，细胞被阻滞于细胞周期的 G0/

G1 期，而衰老样肿瘤细胞阻滞不局限于特定细胞周

期，衰老中端粒的改变并不参与这个过程[17]。正常

细胞复制衰老发生与p53和p16等分子密切相关，在

肿瘤细胞中可以不依赖这些分子。
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3　细胞衰老的信号调节通路

尽管多种不同的刺激因子都能够诱导细胞衰老

的发生，但目前研究表明，细胞衰老主要受到两条

细胞信号转导通路调控：p53-p21 通路和(或)p16-

pRB 通路 [18]。p53 和 pRB 是两个重要的抑癌基因，

也是最主要的衰老调控分子。

野生型p53是 DNA损伤后细胞应激反应中决定

细胞生死的关键调控因子，在细胞衰老反应中发挥

了重要调控作用。p53 可激活一系列在正常细胞中

低水平表达的蛋白，这些蛋白一旦被激活，可参与

调节细胞周期和衰老[19]。DNA 损伤、端粒酶失活、

促有丝分裂信号通路导致ROS(reactive oxygen species)

产生等因素均可激活p53对损伤的反应。例如，当

端粒缩短到无法维持染色体结构的完整性时即可激

活抑癌基因ARF(alternate reading frame)，ARF可

以抑制Mdm2 对 TP53 的降解，而使TP53 稳定并激

活。p21 是一种细胞周期抑制蛋白，作为p53 的下

游信号分子，在细胞周期阻滞、细胞分化和细胞凋

亡中发挥重要作用。p53的激活可上调p21的表达，

抑制CDK2/Cyclin E复合物的活性而阻止细胞从G1

期向S期转变[20]。p21还能与增殖细胞核抗原PCNA

结合抑制 DNA 的合成，进一步影响 DNA 的复制和

修复。总之，p53-p21 通路的激活最终将导致衰老

样生长阻滞。这种阻滞将不能被生理性分裂原刺激

所逆转，但是如果随后p53发生失活，这种阻滞则

可以被逆转。

除 p53 外，pRB 也是调节衰老的一个重要分

子。p16 是 pRB 蛋白的正性调节子，当原癌基因，

如RAS 和其他的负面刺激诱导p16 的表达增加时，

上调的p16 使 pRB 蛋白转化为非活性形式的低磷酸

化或去磷酸化状态，低磷酸化的pRB 与 E2F 转录因

子结合，使得E2F不能激活细胞周期必需的基因表

达，进而使细胞停滞于G0/G1 期无法进入S 期而启

动染色体的复制以完成增殖活动，从而启动细胞衰

老[21]。Lin等[22]在人肺成纤维细胞中发现，通过活

化Raf-1导致了细胞短暂而不可逆的增殖抑制和早衰

反应。Raf-1引起了Raf-Mek-Erk激酶级联反应，结

果导致p16表达增加，进而引起细胞增殖抑制及细

胞发生衰老。Raf-Mek-Erk 信号转导通路的活化通

常会引起两种相对的结果，即阻滞细胞周期或促进

细胞增殖。是否会引起周期阻滞而导致细胞衰老，

取决于p53和p16对细胞衰老进程的整体调控[22-23]。

p16可阻止由p53失活引起的逆转衰老的现象；p16

的表达可通过胁迫刺激来实现，如过量表达致癌基

因RAS、相对营养缺少的细胞培养环境或p21 的表

达等因素都可导致p16蛋白分子激活。另外，CDKs

的活性抑制也可以引起pRB的低磷酸化，促进细胞

衰老。

Bcl-2也参与了细胞衰老的调节，虽然Bcl-2是

一个主要的凋亡调节子，但它的表达参与了衰老样

表型的启动，如增加 β半乳糖苷酶的活性[24]。p63

是一个与p53 相关的分子，如果p63 蛋白缺失将诱

导和加速衰老[25]。

4　细胞衰老在抗肿瘤研究中的应用

在p16和 p53缺失的癌组织中，未能检测到细

胞衰老，但在癌前病变或非致死性肿瘤中可以检测

到细胞衰老[26]。Collado等[27]在小鼠模型中发现在癌

前病变和腺瘤中可以检测到衰老细胞以及一些衰老

特异标志基因，但在腺癌细胞中不能检测到衰老细

胞，提示激活的癌基因在小鼠体内诱发细胞衰老。

由此可见，细胞衰老与肿瘤发生密切相关，细胞衰

老在体内可发挥抗癌防线作用。诱导肿瘤细胞发生

衰老已成为抗肿瘤研究中的另一个新策略[28]。

4.1　以抑制端粒酶活性为靶点诱导肿瘤细胞衰老

端粒酶为核糖核蛋白复合物，实质上是一种特

殊的逆转录酶，对端粒结构的稳定起重要作用。端

粒酶含有引物特异识别位点，能以自身 RNA 为模

板，合成端粒 DNA 并加到染色体末端，使端粒延

长，从而延长细胞的寿命，甚至使其永生化[11]。端

粒酶在绝大多数正常组织细胞中无活性表达或活性

很低，而端粒酶在 80%~90% 的肿瘤细胞中均有表

达。肿瘤细胞往往通过激活端粒酶，延长端粒长度

或者伴随衰老相关基因的突变，而逃离复制衰老，

导致细胞永生化。由此可见，端粒-端粒酶系统与

人类的衰老和肿瘤的形成与发展关系密切。抑制端

粒酶活性，阻止端粒延长，可诱发肿瘤细胞重新衰

老死亡[29]。通过抑制端粒酶活性诱导细胞衰老从而

抑制肿瘤发生已成为肿瘤治疗的策略之一。

几乎所有存在端粒酶的细胞都有一个端粒酶逆

转录酶(telomerase reverse transcriptase，TERT)基

因，通过破坏 TERT 基因可导致端粒酶活性丧失，

目前应用的主要有通过核苷类抑制剂、非核苷类抑

制剂以及 siRNA 等以 hTERT 为靶点抑制端粒酶活

性。例如，3'-叠氮脱氧胸苷(AZT)是一种小分子的

逆转录酶抑制剂，可以终止 DNA 复制，研究发现

AZ T 在体外可抑制端粒酶活性，阻止细胞无限增
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殖。非核苷类抑制剂[30]相关作用机理还不是很清

楚。Zhan g 等[31 ]发现，以 hTER T 基因为靶点的

ph1shRNA 能够显著抑制端粒酶活性及hTERT 基因

的表达。虽然通过抑制端粒酶的活性而抑制肿瘤的

发生具有很好的应用前景，但把这一治疗手段完全

应用于临床还面临很多问题。例如生殖细胞、造血

干细胞均可表达一定水平端粒酶活性，端粒酶抑制

剂可能会对这些组织产生不利影响。

4.2　通过胞外刺激或化学治疗药物诱导肿瘤细胞发

生衰老样的生长停滞

肿瘤化疗和放疗的最终目的就是通过促进肿瘤

细胞死亡而引起肿瘤退化。迄今导致肿瘤细胞死亡

的方式主要有以下几种：(1)诱导肿瘤细胞凋亡是近

10多年来化疗领域的主要研究方向，多应用于白血

病和淋巴瘤治疗。mitotic catastrophe[32]是一种由于

异常的细胞分裂而导致的细胞死亡，常伴随着细胞

有丝分裂检查点的异常和基因或纺锤体结构的损

伤。(2)通过自我吞噬引起细胞死亡是指通过含有溶

酶体的双层膜小泡介导细胞内蛋白和细胞器的降

解[33]。(3)除了上述导致肿瘤细胞死亡的方式外，

阻止或抑制肿瘤细胞生长已成为另一种抗肿瘤策

略，诱导肿瘤细胞衰老的重要作用在于它能消除肿

瘤细胞的自我更新能力，在缺乏有效的治疗效果时

能控制住恶性肿瘤已成为化疗和放疗研究中抑制肿

瘤生长的另一条途径[7,34]。多种抗肿瘤前导药物能

够诱导肿瘤在细胞水平和动物模型上发生衰老。不同

细胞对同种药物的死亡反应可不相同。顺铂(cisplatin)

作为一种广泛用于治疗多种类型人类肿瘤的DNA损

伤剂，能够诱导多种肿瘤细胞发生凋亡，但 Wang

等[17]发现无论顺铂作用于鼻咽癌细胞系或原代培养

的鼻咽癌细胞时都只能观察到典型的衰老样死亡

特征，此研究表明同种化疗药物对不同类型的肿

瘤细胞作用机制存在差异，而这种差异可能是由于

不同类型肿瘤细胞本身存在不同的衰老激活信号

通路所决定的。另一方面，同种细胞也可通过不

同死亡机制对同种抗肿瘤药物作出反应，C-1748

为1-nitroacridine衍生物，Augustin等[35]研究发现，

C-1748 作用结肠癌细胞系HCT8 后，大部分肿瘤细

胞能通过细胞凋亡而死亡，而未死亡仍然存活的细

胞则发生了 p53 非依赖的细胞衰老。核糖核酸酶

onconase通过作用于细胞内多种RNA而导致肿瘤细

胞生长抑制、周期阻滞，最终引起细胞凋亡或衰老[36]。

衰老作为细胞对于放疗和化疗的反应，发挥的

积极效应主要体现在以下几个方面：一方面细胞衰

老能在药物浓度明显低于传统治疗浓度的情况下被

诱导，为降低药物毒性提供了可能性。因此，在

肿瘤治疗中是一种非常有希望的治疗方法。特别重

要的是衰老反应足够抑制那些本质上抵抗凋亡的肿

瘤生长。Di 等[37]研究表明，至少一些衰老肿瘤细

胞能分泌生长抑制因子，对周围肿瘤细胞产生衰老

旁观者效果。另外，一旦形成新的治疗方法，临

床肿瘤的治疗往往需要明确的诊断标志物，衰老样

生长停滞的肿瘤细胞表达特异的SA-β-gal并且其水

平与肿瘤细胞生长停滞密切相关，因此，能提供非

常有用的标志物监控治疗的抗增殖效果。同时，

p53和p16缺陷的肿瘤细胞也能通过药物诱导产生衰

老，为治疗晚期肿瘤提供了一种可能的方法。此

外，由于参与复制样生长停滞的机制明显不同于凋

亡，能为那些对药物产生凋亡抗性的肿瘤细胞提供

新的治疗靶标。目前，加速衰老已被认为是“永

久性”生长停滞到细胞死亡的过渡期，在放疗药物

治疗的患者的肿瘤中已经明确检测到衰老细胞。然

而，值得注意的是少数肿瘤细胞或小部分干细胞样

的不活跃的肿瘤细胞群可能会逃逸药物或放射的直

接衰老诱导作用而导致肿瘤复发[38]。

由于肿瘤的发生与机体的衰老密切相关，肿瘤

的发生是由于细胞逃脱衰老而进入永生化，因此，

研究细胞衰老有助于肿瘤治疗的研究。随着研究的

深入，细胞衰老的有关基因指标及生物标记物将来

可应用到临床作为肿瘤的诊断及治疗标志物，为肿

瘤防治、诊断、预后和疗效预测等提供新的思路和

方法。
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