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摘 要： 细胞衰老蕴含复杂的机制，包括端粒缩短、氧化损伤、炎性因子分泌、代谢重塑等。当前的突出问题是用于 

鉴定细胞衰老的生物标志物，如常用的半乳糖苷酶染色、端粒长度分析、衰老相关分泌因子检测等，均难以示踪细胞 

衰老过程中的动态变化以及刻画细胞之间的异质性。这里我们提出采用基于代谢分子探针的细胞衰老动态检测新 

方法。代谢重塑不仅是细胞衰老的标志物，其在推动细胞衰老演变过程中也发挥了关键作用。采用基于遗传编码 

荧光探针的代谢示踪方法，除了可以在单细胞、亚细胞水平原位实时地显示代谢衰老的动态变化，还可以分析不同 

亚群中代谢与衰老之间的复杂联系，是研究代谢衰老的强有力工具。本文聚焦与衰老密切相关的代谢物NAD+、乳 

糖/半乳糖、α-酮戊二酸和多胺，总结其在机体和细胞衰老中的变化和功能，以及相关遗传编码荧光探针的发展现状， 

分析了针对关键衰老代谢物开发高性能探针面临的技术挑战，并讨论了这些前沿工具在衰老代谢研究中的重要机遇。 
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Abstract: Cellular senescence can be induced through multiple mechanisms, including telomere shortening, DNA damage, 
replicative stress via oncogene activation, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and metabolic remodeling. A 
prominent challenge in current research is that biomarkers commonly used to identify cellular senescence, such as cellular 
morphology remodeling, β-galactosidase activity, expression of key genes like p16, senescence-associated secretory 
phenotypes, and DNA damage foci, are difficult to use for tracking the dynamic changes of senescence in living cells or 
capturing phenotypic heterogeneity among cells. Here, we propose a novel metabolite-biosensor-based approach to 
dynamically detect cellular senescence. Metabolic remodeling is not only a hallmark of cellular senescence but also a crucial 
driver of its progression. By using genetically encoded fluorescent sensors, this method will not only enable real-time, in situ 
visualization of senescent cell phenotypes at the single-cell and subcellular level, but also offer new insights into the 
metabolic roots of cellular senescence, making it a powerful tool for studying metabolic senescence. Considering the 
universality and specificity of metabolites as senescence biomarkers, we highlight a few key metabolites closely associated 
with cellular senescence, including NAD+, lactose/galactose, α-ketoglutarate, and polyamines, and summarize their 
fluctuations and roles in organismal and cellular aging, as well as the current research status of fluorescent biosensors for 
these metabolites. We analyze the technical challenges in developing high-performance sensors for these metabolites and 
discuss the potential applications of these advanced tools in aging research, including in situ, dynamic monitoring of senescent 
cells and functional analysis of cellular subpopulations. 

Key words: cellular senescence; metabolic remodeling; fluorescent protein sensor; metabolic heterogeneity; dynamic 
monitoring  

1 细胞衰老标志物的现状和局限 

细胞衰老是一种不可逆的细胞周期停滞状态， 

是细胞在响应各种内外源性应激信号时启动的一种 

至关重要的防御机制，其核心特征在于“生存但不再 

分裂”。最初，细胞衰老被认为是一种体外培养细胞 

的固有极限，即Hayflick极限，但后续研究揭示，它在 

活体组织中同样广泛存在，扮演着复杂的生理与病 

理角色，也与个体衰老密切相关[1]。然而需要指 

出，个体衰老一般指器官随着年龄增长发生的功能 

减退，与细胞衰老不完全相同。启动细胞衰老的常 
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见因素包括增龄相关的端粒缩短、药物诱导的DNA 
损伤、癌基因激活引起的复制胁迫，或比较强烈的氧 

化应激等，这些因素通过p53和p16途径传递关键的 

细胞周期进程停滞信号。然而，越来越多的研究发 

现，以细胞代谢重塑为核心的调节机制，包括代谢紊 

乱、线粒体功能障碍、氧化应激、内质网应激以及相 

关的表观遗传改变等，在细胞衰老进程中发挥了重 

要的作用[2，3]。 

在活体组织器官中，衰老细胞数目较为稀少，常 

常不到全体细胞的2%[4，5]。因此，准确识别衰老细 

胞是研究细胞衰老生物学的基础。目前，科学家们 

确立了一系列细胞衰老生物标志物[6]（图1）。在细 

胞形态上，衰老细胞常常表现为细胞和核体积的增 

大，以及核膜皱缩。在细胞核内，细胞衰老常常伴随 

着形成致密DNA结构的异染色质以及DNA损伤位 

点——γ-H2AX灶。在分子水平，衰老相关β-半乳糖 

苷酶（senescence-associated β-galactosidase，SA-β- 
gal）在pH 6.0条件下呈现活性上调是鉴定衰老细胞 

的一个常用标志。p21和p16INK4a的表达水平升高也 

是指示细胞衰老的常用标志，而衰老相关分泌表型 

（senescence-associated secretory phenotype，SASP） 

所包含的因子，如白介素6、白介素8、基质金属蛋白 

酶等，反映了衰老相关的功能变化。 

然而，这些形态学、组织化学和分子生物学的 

标志物在特异性、细胞衰老状态的异质性和动态 

性几个方面面临挑战[5]。并非所有β-半乳糖苷酶 

活性，或者p16INK4a/p21表达水平升高的细胞都是 

衰老细胞，如一些干细胞表现出SA-β-gal和p16染 

色阳性[7]。由于不同诱因、不同类型细胞产生的 

衰老状态不同，细胞衰老表现出高度的异质性，而 

且不同阶段衰老细胞的标志物表达波动明显，展 

现出复杂的动态性[2]。例如，衰老相关的异染色 

质主要发生在癌基因诱导的衰老模型中，而在复 

制 性 衰 老 或 化 疗 诱 导 的 衰 老 中 可 能 不 明 显 ； γ -  
H2AX灶和衰老细胞分泌因子则表现出明显的动 

态变化[8，9]。重要的是，组织染色和基因表达分析 

需要固定或者裂解细胞，因此难以在活细胞中进 

行连续示踪和功能分析。基于细胞代谢重塑在细 

图1 细胞衰老诱导因素和主要特征 
目前常见的细胞衰老诱导因素包括致癌基因激活、表观遗传失调、DNA损伤、复制应激、强烈的氧化应激或代谢应激等。衰老 
细胞的主要特征包括细胞体积增大和扁平等形态改变、细胞周期抑制、p16和p21表达增加、因DNA损伤导致的γ-H2AX积累、 
SA-β-gal活性增加，以及衰老相关分泌表型。其启动、建立和维持的机制复杂，其中基因组不稳定、表观遗传改变、信号通路失 
调、蛋白质稳态应激、代谢重塑发挥重要作用。 

Figure 1 Inducing stimuli and major features of senescent cells 
Established inducers of cellular senescence include oncogene activation, epigenetic dysregulation, DNA damage, replication stress, 
and severe oxidative or metabolic stress. Key biomarkers of senescent cells encompass morphological changes (typically increased 
size and flattening), cell cycle arrest, elevated expression of p16 and p21, γ-H2AX accumulation due to DNA damage, heightened 
SA-β-gal activity, and the senescence-associated secretory phenotype (SASP). The mechanisms underlying its initiation, 
establishment, and maintenance are complex, involving genomic instability, epigenetic alterations, dysregulated signaling 
pathways, proteostasis stress, and metabolic remodeling.  
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胞衰老中的关键调控作用，以及新型活细胞代谢 

时空分辨监测技术的发展，我们提出利用代谢分 

子探针示踪细胞衰老的新方法。 

2 活细胞代谢监测技术是示踪细胞衰老的新 

方法 

2.1 细胞衰老伴随广泛的代谢重塑 

细胞衰老过程中发生广泛的物质和能量代谢 

变化[10]（图2A）。在葡萄糖、脂肪酸、氨基酸、核苷 

酸这四类主要生物分子中，葡萄糖转运蛋白和糖酵 

解酶在细胞衰老过程中通常上调[11]，但目前对不 

同细胞衰老诱导条件下糖代谢水平是否有一致的 

显著变化还没有坚实的结论，如诱导衰老细胞周期 

停滞的关键蛋白p53抑制糖酵解活动，而RB蛋白则 

促进糖酵解活动[2，3]。脂质代谢方面的合成与分解 

失衡均有报道。衰老细胞常表现出脂肪酸和胆固 

醇合成通路的激活，一些特定的脂质代谢重编程， 

包括脂滴、3-磷酸甘油、磷脂酰乙醇胺的异常堆积， 

以及心磷脂和肉碱乙酰辅酶A的缺乏[12-15]。脂肪 

酸的β-氧化过程则常常受损，长期的脂质积累可能 

通过脂毒性途径诱发内质网应激等，进一步加剧细 

胞的功能障碍并影响分泌表型[16]。此外，有研究 

报道氨基酸是不同细胞衰老诱导条件下变化最显 

著的代谢物类型，而多种核苷酸丰度则在衰老细胞 

中下降[17，18]。线粒体网络在衰老过程中常发生结 

构和功能退化，表现为氧化磷酸化效率下降、膜电 

位降低以及活性氧产生增加，形成氧化损伤与功能 

衰退的恶性循环[3，8，18，19]。这种功能障碍不仅削弱 

了细胞的能量储备，同时也改变了乙酰辅酶A、α-酮 

戊二酸、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicot inamide  
adenine dinucleotide，NAD+）等关键代谢物的水平， 

这些代谢物是组蛋白乙酰化、甲基化等表观遗传修 

饰的重要底物或辅助因子，从而直接关联了代谢重 

塑与衰老相关的表观基因组改变[2，20]。 

2.2 活细胞代谢监测是示踪细胞衰老的潜在新方法 

尽管细胞衰老过程中发生了广泛的代谢重塑， 

要找到能示踪细胞衰老的代谢标志物却非常困难。 

这是因为这些代谢标志物需要同时满足特异性和 

图2 活细胞代谢监测技术在细胞衰老研究中的应用 
A：细胞衰老的代谢特征；B：利用荧光蛋白探针原位和实时示踪机体各器官和组织中的衰老细胞；C：联用经典衰老标志物和代 
谢分子探针建立衰老细胞亚群，分析其代谢、功能和分子机制；D：利用荧光蛋白探针解析衰老细胞的亚细胞代谢 

Figure 2 The application of live-cell metabolic monitoring technology in cellular senescence research 
A: Metabolic features of cellular senescence; B: In situ and real-time tracking of senescent cells in various organs and tissues using 
fluorescent protein sensors; C: Establishment of senescent cell subpopulations by joint use of classical senescence biomarkers and 
metabolite sensors, and analysis of the metabolism, function and molecular mechanism; D: Analysis of subcellular metabolism in 
senescent cells via fluorescent protein sensors  
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普适性的要求，这正是当前面临的关键挑战。首 

先，由于代谢与各种细胞功能活动密切相关，在衰 

老细胞中观察到的代谢改变也可能存在于其他非 

衰老的生理或病理状态中，因此要发现衰老细胞特 

异的代谢标志物并不容易。例如，很多成体干细胞 

与 衰 老 细 胞 一 样 ， 表 现 出 线 粒 体 呼 吸 作 用 的 降  

低[21，22]。其次，正如前文所述，衰老细胞代谢高度 

依赖于细胞类型、组织来源、诱导衰老的具体方式 

（如复制性衰老、癌基因诱导或DNA损伤诱导）和衰 

老阶段，因此需要寻找不同衰老模型共有和特有的 

代谢变化特征。此外，识别和示踪在衰老过程中发 

挥“驱动”而非仅仅“伴随”作用的核心代谢物至关 

重要。这些代谢物通常是细胞能量状态、氧化还原 

平衡和生物合成的关键枢纽，它们的改变能够直接 

调控衰老相关的信号通路和表观遗传景观。后面 

我们将集中讨论几个在细胞衰老过程中发挥重要 

作用的代谢物。 

基于遗传编码荧光探针的活细胞代谢监测技术 

为克服传统终点法检测在捕捉关键代谢物动态变化 

和异质性方面的局限提供了创新性的解决方案。这 

类探针能将目标代谢物的浓度实时转化为可定量检 

测的荧光信号，从而允许在单细胞和亚细胞分辨率 

下，无损、原位、动态地追踪代谢物在衰老启动、建立 

和维持不同阶段的波动。这将助力解析代谢变化与 

衰老的因果关系，并能揭示更加丰富的衰老细胞亚 

群间独特的代谢状态，直接关联其特定的分泌谱和 

生物学功能。 

3 遗传编码荧光蛋白探针简介 

代谢物遗传编码荧光蛋白探针是基于合成生物 

学理念设计构建的嵌合蛋白质，主要分为两类：一类 

是基于荧光共振能量转移（fluorescence resonance 
energy transfer，FRET）原理设计创建，通常采用 

“三明治”结构，即一个代谢物结合蛋白连接FRET 
荧光蛋白；另一类则将代谢物结合蛋白直接与单个 

荧光蛋白融合，既可以将代谢物结合蛋白插入荧光 

蛋白的结构域之间，也可以将完整的荧光蛋白插入 

代谢物结合蛋白内部。代谢物结合后，蛋白质构象 

通常发生改变，引起与其融合的荧光蛋白的荧光光 

谱变化。设计这类探针时，常常采用环形排列的荧 

光蛋白（circularly permuted fluorescent protein， 

cpFP）。在cpFP中，荧光蛋白原始的N端和C端通 

过 一 段 多 肽 连 接 封 闭 起 来 ， 同 时 在 荧 光 生 色 团  

（Ser65-Tyr66-Gly67）附近产生新的N端和C端，使得 

生色团对分子内微环境的感受更灵敏，从而提高探 

针的响应性。 

探针荧光读出通常为荧光强度或者荧光寿命。 

其中荧光强度可以通过荧光显微镜、流式细胞仪和 

多功能酶标仪等常规仪器检测，是更为常用的荧光 

读出方式。FRET型探针具有一个激发光和两个发 

射光，以FRET效率，即两个发射光的比值作为读出。 

单荧光蛋白型探针包括强度型和比率型。强度型探 

针荧光光谱只有单个激发峰和单个发射峰，其荧光 

强度读出易受探针浓度（如活细胞中表达水平）和成 

像条件的影响。比率型探针荧光光谱具有“双激发、 

单发射”的特性，通常以两个通道的荧光比值作为读 

出，这类比率型输出可以用来定量报告代谢物的绝 

对浓度。荧光寿命读出则是描述激发态停留的平均 

时间，其优点是输出更为稳定，不过需要比较昂贵的 

设备和复杂的算法，较少使用。 

代谢物遗传编码荧光探针的关键性能包括：对 

目标代谢物的特异性、亲和力，荧光响应的动态范 

围、响应速度和荧光亮度。首先，探针必须对目标分 

子具有特异性，即不响应结构类似物或其他分子产 

生的变化；其次，大动态范围、高响应速度和合适的 

亲和力可以使探针即时感应到更微小的目标分子涨 

落，由于生理病理状态下，很多代谢波动并不显著， 

探针灵敏度显然对于活细胞代谢监测的实际应用来 

说非常重要；最后，在活组织或者活体监测成像时需 

要高亮度的探针，这样才能获得信噪比较好的稳健 

的荧光读出。 

探针在复杂组织或活体应用中面临技术挑战， 

包括穿透深度、光谱串扰、长期光毒性等。如目前已 

发展的荧光蛋白探针多基于黄绿色荧光蛋白，其激 

发和发射波长较短，在活体检测方面更适用于浅表 

组织。为了让探针在活组织或活体中有更理想的表 

现，研究人员采用波长更长的红色或近红外荧光蛋 

白，或使用荧光内窥镜进行荧光监测。多重代谢物 

示踪时，可能发生光谱串扰，这需要发展波长不同的 

多色荧光蛋白探针。相对于FRET型探针，单荧光蛋 

白探针更有利于进行多色代谢成像。另外，荧光蛋 

白内源表达通常没有毒性，但是长时程成像可能引 

起 光 毒 性 ， 可 以 采 取 长 波 长 激 发 荧 光 蛋 白 （ 如  

iRFP713[23]等），优化表达手段以提高表达量从而降 
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低激发光强度，采用光片显微镜或双光子成像等方 

式降低光暴露。 

4 发展细胞衰老关键代谢物的遗传编码探针 

技术 

本节聚焦几个在细胞衰老过程中发挥重要作用 

的代谢物，总结讨论它们在细胞衰老代谢中的作用， 

及其探针研发现状和挑战。 

4.1 NAD+  

NAD+是氧化还原反应的核心辅酶，在细胞能量 

代谢和维持氧化还原稳态中发挥关键作用。哺乳动 

物细胞NAD+合成途径主要有三种，包括以色氨酸 

为底物的从头合成途径、依赖烟酰胺磷酸核糖转移 

酶的补偿途径，以及以烟酸为底物的Preiss–Handler 
途径。NAD+除了转变成NADH，还作为一些重要的 

酶 底 物 被 降 解 消 耗 ， 主 要 包 括 膜 蛋 白 和 胞 外 酶  

CD38、多聚ADP核糖聚合酶PARPs、SIRT蛋白家族， 

以及神经元中的NAD+水解酶SARM1，它们参与 

DNA修复、信号转导、轴突修复等过程。 

NAD+水平在多种组织细胞的衰老过程中下降， 

这是NAD + 合成减少和降解增加共同作用的结 

果[24]。但是在人体大脑、精子、血液等组织器官 

中，NAD+的水平随着衰老并没有表现出明显的改 

变或者报道结果并不一致[25]。慢性炎症诱导巨噬 

细胞上调胞外NAD+消耗酶CD38的表达，显著降低 

了NAD+的水平[26]。重要的是，在多种物种中开展 

的实验均显示补充NAD+或者前体能延缓器官衰 

老[24，25]。相似地，NAD+也能缓解细胞衰老表型，包 

括小鼠胚胎成纤维细胞、小胶质细胞，以及人体脑部 

成纤维细胞等[27-29]。其分子机制涉及NAD+增强线 

粒体代谢活动以及通过cGAS-STING途径减轻局部 

炎症等。 

鉴于NAD+代谢在多种生理和病理过程中的关 

键作用，目前已经发展了多种可用于活细胞代谢监 

测的NAD+探针。包括基于单个荧光蛋白的LigA- 
cpVenus和FiNad探针[ 3 0 ， 3 1 ]、半合成探针NAD- 
Luc[32]和NAD-Snifit[33]，以及基于BRET和FRET原 

理的NS-Goji、NS-Olive和NS-Grapefruit等系列探 

针[32，34]。这些探针已应用于活细胞、亚细胞代谢监 

测。其中，FiNad探针可视化地展示了在复制性衰老 

细胞、端粒酶缺失早衰及自然衰老小鼠组织和细胞， 

以及不同年龄志愿者的人尿源干细胞中NAD+水平 

的衰退[31]。 

4.2 乳糖和半乳糖  

β-半乳糖苷酶催化乳糖水解产生半乳糖，其中， 

溶酶体的β-半乳糖苷酶活性在衰老细胞中上调是被 

广泛认可且适用的衰老标志[35]。已有研究表明，清 

除β-半乳糖苷酶阳性的细胞能发挥抗衰老作用，我 

国科学家也开发了毒性极小的前药[36，37]。β-半乳 

糖苷酶活性被广泛用作细胞衰老的标志物，不过处 

于终末分化的神经元、巨噬细胞等健康细胞的溶酶 

体β-半乳糖苷酶活性也会升高，而非哺乳动物细胞 

由于很少利用乳糖，β-半乳糖苷酶活性也难以作为 

非哺乳动物细胞衰老的标志物[7]。 

目前已开发了检测β-半乳糖苷酶活性的化学小 

分子探针，包括开关型探针、比率型探针、聚集发光 

型探针、近红外二区探针等[38]。不过，开发遗传编 

码的生物探针仍然是非常有必要的，这在长时间动 

态追踪方面有显著优势。目前尚未见报道乳糖/半 

乳糖的遗传编码探针。一些利用葡萄糖/半乳糖结 

合蛋白构建的探针对葡萄糖和半乳糖都表现出显著 

的响应，其底物特异性显然具有严重的局限性[39]。 

将来需要发展乳糖和半乳糖的探针，尤其是能在生 

理浓度范围内测定乳糖和半乳糖比例的探针。 

4.3 α-酮戊二酸 

α-酮戊二酸是三羧酸循环中重要的二羧酸。它 

既可以由异柠檬酸或者谷氨酸经过脱氢反应产生， 

也可由谷氨酸转氨基反应合成。研究表明，α-酮戊 

二酸可延长线虫、果蝇及小鼠等模式生物的健康寿 

命，减缓器官衰老[40，41]，但其对细胞衰老的作用研 

究相对较少。我国科学家发现，补充α-酮戊二酸可 

以减缓间充质干细胞和软骨细胞的衰老表型[42，43]。 

α-酮戊二酸可以通过多种途径发挥作用，除了经典 

的促进三羧酸循环和线粒体代谢外，也作为底物通 

过调节组蛋白去甲基化酶TET和DNA甲基转移酶影 

响表观遗传修饰，还可以通过直接结合线粒体ATP 
合酶和核糖体翻译调节因子，以及调节TOC信号途 

径等发挥作用[40，43]。尽管 α-酮戊二酸的抗衰老作 

用较为清楚，其在细胞衰老以及机体衰老过程中的 

水平变化却依赖于细胞类型和环境刺激。例如有研 

究表明，α-酮戊二酸含量在化学诱导的衰老细胞中升 

高，而在砷诱导的精原细胞衰老中呈下降趋势[44]。 

目前已发展的α-酮戊二酸荧光蛋白探针，包括 

PII-NAGK[45]、OGsor[46]、PROBS1-4[47]、PII-TC3系 
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列[48]、F-mT系列[49]等FRET型探针，以及基于单荧 

光蛋白的探针mOGsor[50]。但是，现有α-酮戊二酸 

探针普遍在动态范围、Kd方面存在缺陷，且其应用 

未涉及细胞衰老相关代谢研究。因此，亟需开发高 

性能的，适用于哺乳动物α-酮戊二酸原位实时动态 

检测的遗传编码荧光探针。 

4.4 多胺 

多胺类物质主要包含腐胺、亚精胺、精胺三种， 

它们均是精氨酸的分解代谢产物。多胺类物质延缓 

机体衰老作用已得到广泛认可，例如通过膳食补充 

亚精胺能增强心肌细胞的自噬和线粒体自噬，从而 

预防心脏肥厚病变和延缓衰老[51]；在分离的B细 

胞、牙周韧带干细胞和多种培养的细胞系中，亚精胺 

也可以通过羟腐胺化修饰等途径增强细胞自噬、蛋 

白质合成和线粒体呼吸，逆转细胞衰老[51-54]；补充 

精胺也能通过调节自噬缓解肾上皮细胞衰老[55]。 

衰老过程常伴随多胺丰度下降，如肺上皮细胞在复 

制 压 力 下 进 入 细 胞 衰 老 状 态 ， 腐 胺 水 平 随 之 减  

少[56]；我国科学家的跨物种研究显示，多胺类物质 

的含量会随年龄增长而下降[57]。 

目前，针对多胺前体精氨酸，已经发展了FRET 
型[58-61]和单荧光蛋白型探针[62，63]，其中STAR探针 

特异性好，对结构类似物均无响应，灵敏度高，在活 

细胞中可以对低至1 μmol/L的胞外精氨酸快速响 

应。应用该探针，我们发现基质细胞基因毒性药物 

诱导的细胞衰老过程，以及复制性衰老过程中精氨 

酸分解代谢增强，胞内丰度下降。剥夺精氨酸能够 

缓解细胞衰老特征，表现为下调衰老相关β-半乳糖 

苷酶活性，减少DNA损伤标志物 γ-H2AX灶点累积， 

并抑制衰老相关分泌因子释放[62]。但是，关于多胺 

只 有 一 个 基 因 回 路 型 探 针 已 被 开 发 出 来 ， 它 在  

mCherry和eYFP的编码序列中插入感应多胺而诱导 

翻译移码的RNA元件，被应用于活细胞中多胺的长 

时间示踪和转运修饰基因的筛选[64]。 

5 活细胞代谢监测技术在细胞衰老研究中的 

潜在应用 

遗传编码荧光探针具有多种应用，这里我们从 

活体、单细胞、亚细胞三个层面讨论细胞衰老研究的 

问题：一是作为活体原位示踪工具，实时解析衰老过 

程中的代谢动力学与细胞异质性；二是作为活细胞 

荧光分选标记，实现基于特定代谢状态的衰老细胞 

亚群分离，从而研究不同代谢状态与衰老细胞功能 

的深刻联系；三是通过结合遗传、营养、药理调控手 

段，研究衰老过程中亚细胞尺度代谢物分布、运输、 

代谢的调控规律（图2）。 

5.1 原位动态示踪 

衰老细胞的代谢状态并非恒定不变，而是随诱 

导因素、细胞类型、组织微环境及衰老阶段动态演 

变。一系列关键代谢物的探针，如监测氧化还原稳 

态和SIRT活性的NAD+探针、反映TCA循环通量和 

表观遗传调控底物水平的 α-酮戊二酸探针、指示溶 

酶体功能的乳糖/半乳糖探针、与自噬密切关联的多 

胺探针等，共同构成了一个强大的实时监测网络。 

这些遗传编码的代谢物探针可以通过细胞类型 

特异的启动子或者组织特异性病毒载体实现不同组 

织特定细胞的原位标记（图2B）。与现有的细胞衰 

老遗传报告系统（如基于p16或p21的荧光报告基因） 

进行整合，可实现多参数活细胞成像。这允许我们 

直接探究一系列有趣的问题，例如，在复制性、癌基 

因诱导、药物损伤诱导条件下，关键代谢途径如何改 

变? 组织细胞在应激、代偿、损伤和修复期，常常伴 

随着细胞衰老的发生，利用代谢物探针，我们可以对 

不同类型细胞（如备受关注的成体干细胞、内皮细 

胞、神经元、皮肤成纤维细胞、造血细胞、免疫细胞 

等）的衰老代谢表型图谱进行绘制。此外，在细胞衰 

老启动时，是p16INK4a/p21等的表达先上调，还是 

NAD+的下降或α-酮戊二酸的波动先行? 在衰老建 

立和维持过程中，精胺或甲硫氨酸的代谢有何改变? 
它们与衰老细胞基因组全局甲基化的变化有何关 

联? 利用探针在动态监测方面的优势，我们可以对 

上述问题进行直观阐释。 

5.2 细胞亚群功能解析 

清除衰老细胞通常可以作为一种抗衰疗法[65]， 

但也有研究表明，消除衰老细胞有时会加剧肝脏损 

伤，表明衰老细胞具有功能异质性[66，67]。因此，对 

衰老细胞亚群进一步细分并明确其功能，将有助于 

衰老过程的精准干预。代谢通常是塑造这些不同功 

能表型的关键机制。因此，利用代谢物探针，进行基 

于代谢状态的亚群分选，有望解锁衰老细胞功能多 

样性。通过多色流式细胞术，我们可以同时依据衰 

老标志物和一种或多种代谢物探针的荧光强度或比 

率，对复杂组织样本中的细胞进行高维分选（图 

2C）。例如，利用代谢探针和衰老标志，可从纤维化 
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肝脏中同时分选出 p16+/NAD+ -低、p16+/半乳糖-乳 

糖比例高、p16+/α-酮戊二酸-高、p16+/多胺-低等不同 

的巨噬细胞或内皮细胞亚群。随之而来的核心科学 

问题是：这些代谢特征定义的亚群，其转录组、分泌 

组和表观遗传组有何独特特征? 它们在促进器官衰 

老、肿瘤发生、炎症反应、组织修复、血管生成等过程 

中是否具有不同的功能? 通过对比这些纯化亚群的 

功能，可以直接验证代谢状态如何决定衰老细胞的 

病理或生理功能。 

需要说明的是，基于代谢分子探针的衰老示踪 

技术与现有技术能形成优势互补。例如，我国科学 

家开发了基于Dre/Cre双重组酶系统的衰老细胞遗 

传示踪与操控技术 Sn-cTracer。该技术依托p16基 

因启动子活性，可依据基因表达的"历史记录"实现 

衰老细胞的永久标记与分离分选，示踪稳定性优 

异[66]。而代谢物探针分选则基于细胞实时的 “生 

理功能状态”，能动态反映细胞的代谢活性，识别出 

遗传标记相同但代谢状态和功能潜能迥异的亚群。 

将 两 种 策 略 结 合 — — 例 如 ， 先 用 遗 传 系 统 标 记  

p16+的特定细胞类型，再用代谢探针根据其NAD+或 

精氨酸水平进行亚群细分——将能构建出从基因激 

活程序到代谢状态以及生命功能活动的较为完整、 

精细的细胞命运图谱。 

5.3 亚细胞代谢解析 

随着真核细胞演化出多种膜包被细胞器，代谢 

活动呈现出复杂的区域化特征。不同亚细胞区室的 

代谢过程相对独立，同时区室间的物质交流活跃，这 

主要通过两种方式实现：一是依赖膜融合与囊泡运 

输的途径，二是更为普遍的代谢物直接穿梭机制，如 

营养物质的跨膜摄取与外排；此外，部分代谢物需先 

经区室特异性代谢转化，再通过间接方式完成转运， 

典型例子包括胞质与线粒体之间由苹果酸 -天冬氨 

酸穿梭系统介导的NADH转运，以及依赖丙氨酸-丙 

酮酸相互转化的跨区室运输。 

在细胞衰老领域，亚细胞层面的代谢调控仍存 

在诸多亟待解决的科学问题。例如，尽管氧化还原 

损伤是驱动细胞衰老的核心因素之一，但不同亚细 

胞来源的活性自由基及其对应的抗氧化防御机制， 

对衰老进程的调控效应可能存在显著差异。这类自 

由基普遍具有半衰期短、易受生化检测流程干扰的 

特点，而基于特异性探针的实时原位监测技术，有望 

为精准解析其时空动态变化提供有效解决方案[68]。 

此外，已有研究证实，胞质与细胞核之间的NAD+竞 

争性分配可调控脂肪细胞分化，但对于α-酮戊二 

酸、NAD+等兼具线粒体代谢功能与细胞核表观调 

控作用的多功能代谢物，其跨区室的分配机制与功 

能关联性仍缺乏系统性研究[69]。具体而言，α-酮戊 

二酸作为依赖 Fe2+/α-酮戊二酸的双加氧酶超家族 

（一类DNA 甲基化酶与组蛋白甲基化酶）的必需底 

物，NAD+作为 PARP1/2介导的组蛋白多聚 ADP化 

修饰、SIRT 家族催化的蛋白质去乙酰化修饰，以及 

RNA的5′端NAD+加帽修饰的共同底物，上述代谢 

物在细胞衰老过程中如何实现亚细胞区室间的功 

能竞争与协同，是有趣的科学问题[24，70]。此外，溶 

酶体作为负责蛋白质降解并生成氨基酸的代谢仓 

库，其氨基酸输出需与胞质、内质网及线粒体的蛋 

白质翻译过程高度协调——不仅要实现不同亚细 

胞区室间氨基酸利用效率的平衡，还需维持各类氨 

基酸的稳态丰度。鉴于蛋白质稳态失衡是细胞衰 

老的标志性事件之一，深入阐明亚细胞区室特异性 

的氨基酸代谢调控网络，对于揭示衰老的分子机制 

具有重要意义。 

通过融合不同的亚细胞定位信号肽，遗传编码探 

针可以方便地实现亚细胞尺度的代谢示踪，这对于研 

究跨膜的动态运输过程是一项有力的技术手段。利 

用乳酸探针，我们发现在基质细胞衰老过程中，有氧 

糖酵解增强，乳酸生成和分泌增多，通过NADPH 氧 

化酶促进活性氧生成，进而促进SASP产生，而抑制乳 

酸产生可改善机体运动功能障碍，并预防年龄相关性 

衰弱[71]。更重要的是，针对亚细胞区室间代谢物的 

转运与代谢调控研究，利用探针的定量荧光信号输 

出，能够高效开展高通量的遗传学与化学生物学筛 

选，揭示微妙的衰老代谢调控规律（图2D）。 

6 总结与前瞻 

综上所述，围绕NAD+、α-酮戊二酸、乳糖/半乳 

糖、多胺等关键节点代谢物开发的遗传编码探针，为 

细胞衰老研究提供了前所未有的强大工具集。它们 

既是从时空维度解析衰老代谢动力学的“实时成像 

仪”，也是依据功能性代谢特征分离和解码衰老细胞 

异质性的“精密分选器”。 

目前，代谢分子探针研发面临重要的机遇和挑 

战。首先，已发展的荧光蛋白探针大多基于绿色荧 

光蛋白或者黄色荧光蛋白，限制了其在深组织的应 
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用；其次，荧光蛋白探针开发流程仍依赖理性设计、 

定向进化、大量的突变文库筛选，效率有待进一步提 

高；最后，荧光蛋白探针的结合蛋白通常选择与底物 

结合的结构明确的蛋白质，对有些代谢物可选择的 

范围非常有限。为此，基于深度学习和传统机器学 

习的方法为蛋白质的从头设计和定向进化提供了新 

的解决方案[72，73]。此外，目前已开发出多种高通量 

筛选方法，包括基于液滴微流控技术的体外突变体 

生成、翻译和检测平台，以及借助自动化分析的活细 

胞水平探针筛选方法等[74，75]。这些新技术有望加 

速代谢分子探针的开发。 

已有荧光蛋白探针应用于衰老过程代谢研究。 

如前文所述，利用NAD+探针FiNad，我们对复制性 

衰老细胞模型、自然衰老小鼠模型和早衰小鼠模型， 

以 及 来 自 不 同 年 龄 人 群 的 尿 源 干 细 胞 样 本 中  

NAD + 水平进行测定，均一致性地显示NAD + 衰 

退[31]。利用精氨酸探针STAR，我们揭示了复制性 

衰老和化疗药物诱导的细胞衰老模型中精氨酸水平 

的下调，而基于STAR-H的临床样本代谢物研究却 

揭示了血清精氨酸水平随着年龄的增长而逐渐增 

加[62]。这种差异可能是血清精氨酸水平受到机体 

各组织器官代谢的影响，或者是由不同衰老诱导因 

素引起的，后续需要更加系统的研究。 

未来，通过将这些探针与先进的遗传模型、单细 

胞多组学技术及活体成像技术深度整合，我们有望 

实现：（1）在多种衰老相关疾病模型中原位绘制“代 

谢-衰老”动态图谱，识别疾病特异性的代谢脆弱性； 

（2）鉴定驱动有害衰老表型（如强烈SASP）的关键代 

谢枢纽，并开发相应的代谢干预策略；（3）发现并利 

用特定有益衰老亚群（如促修复的内皮细胞）的独特 

代谢特征，促进组织再生。这将推动衰老生物学从 

现象描述向机制解析和精准干预的突破。 
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