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PML2过表达促进Zmpste24−/−早衰小鼠

胚胎成纤维细胞衰老
王明  刘宝华*

(深圳大学医学部基础医学院, 深圳市系统衰老与主动健康重点实验室, 深圳 518055)

摘要      该研究以Zmpste24基因缺陷早衰小鼠胚胎成纤维细胞(MEF)为模型, 探索细胞核内亚

结构PML NBs(promyelocytic leukemia nuclear bodies)与细胞衰老之间的关联。在Zmpste24野生型

(+/+)和缺陷型(−/−) MEF细胞中过表达GFP-PML1和GFP-PML2及对照GFP, 通过传代计数监测细

胞增殖, β-gal染色检测细胞衰老, 免疫荧光观察PML NBs结构形态、增殖标志物Ki-67和DNA损伤

应答信号γH2AX。结果显示, 过表达PML2而非PML1显著抑制Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞

的增殖, 降低Ki-67阳性细胞比例, 削弱DNA损伤修复能力, 加速细胞衰老。而且, 过表达PML2促进

Zmpste24−/− MEF细胞衰老的效应比在Zmpste24+/+细胞中更为显著。此外, 对比Zmpste24+/+, 在Zmp-
ste24−/− MEF细胞中过表达PML2可诱导更高比例的细胞产生线性PML NBs结构, 且实验证明这种

异常结构与细胞衰老紧密关联。
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PML2 Overexpression Promotes Cellular Senescence in Zmpste24−/− MEFs

WANG Ming, LIU Baohua*
(Shenzhen Key Laboratory for Systemic Aging & Intervention, School of Basic Medical Science, 

Shenzhen University, Shenzhen 518055, China)

Abstract       The paper explored the role of the promyelocytic leukemia nuclear bodies (PML NBs) in the senes-
cence of Zmpste24−/− mouse embryonic fibroblasts (MEFs). Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs overexpressing GFP, GFP-
PML1 and GFP-PML2 were performed with replicative lifespan analysis, senescence-associated (SA)-β-gal staining, and 
the immunofluorescence detection of PML NBs morphology, proliferation marker Ki-67 and γH2AX-labeled DNA dam-
age foci. The results showed that PML2 overexpression notably inhibited cell proliferation and promoted cellular senes-
cence in Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs, while PML1 had negligible impacts. The percentage of Ki-67-positive cells 
decreased, and DNA damage repair ability was compromised in PML2-expressing MEFs, and PML2 overexpression ex-
erted more profound effects in inducing senescence of Zmpste24−/− MEFs than that of Zmpste24+/+ MEFs. Moreover, PML2 
overexpression induces the formation of thread-like PML NBs in a much higher percentage of Zmpste24−/− MEFs rather 
than in Zmpste24+/+ MEFs, and these abnormal PML NBs are closely associated with cell senescence.
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PML(promyelocytic leukemia)是因为染色体易

位形成 PML-RARα融合癌蛋白诱发急性早幼粒细

胞白血病而得名 [1]。在哺乳动物细胞中 , PML蛋白

在细胞核内集聚形成圆点状的亚结构 (PML nuclear 
bodies, PML NBs), 直径一般为0.2~1.0 μm[1]。在人

源细胞中 , PML基因由于选择性剪接产生定位于细

胞核内的6种异构体 , 这些异构体对PML NBs的形

成、动态性以及功能有着不同的调控作用 [2-4]。研

究报道, 多种蛋白能与PML作用或定位于PML NBs, 
进而参与调控多种生物学功能, 如细胞衰老、节律、

DNA损伤修复以及基因转录等 [5-7]。PML NBs一般

均匀分布在细胞核内, 呈现为圆点状, 其数目和大小

会在氧化应激、DNA损伤等应激条件下发生变化[8], 
但PML NBs形态结构的变化鲜有报道。

核纤层蛋白Lamin A是构成细胞核膜的主要成

份之一 , 参与维持细胞核骨架及染色体结构 , 调节

基因表达以及维护基因组稳定 [9]。人类有多种疾病

发生与LMNA基因的突变有关 , 如HGPS(Hutchinson-
Gilford progeria syndrome)早衰症 [10-11]。ZMPSTE24
是细胞内加工产生成熟Lamin A蛋白的关键酶 , 其突

变失活造成具有早衰表征的RD(Restrictive Dermopa-
thy)疾病[12]。研究表明, ZMPSTE24突变导致Prelamin 
A前体蛋白的积累是诱发早衰疾病的主要原因。

Prelamin A的积累破坏细胞核膜的完整性 , 进而影响

了核骨架和染色体结构 , 导致基因组不稳定以及基

因表达紊乱 , 最终诱发早衰 [13-14]。Zmpste24基因缺陷

(Zmpste24−/−)小鼠表现出生长缓慢、骨质疏松等类似

人类HGPS的早衰症状 , 因而被广泛用于探讨早衰机

制 [15-16]。然而 , Zmpste24−/−导致的早衰以及HGPS病
人早衰的分子机制仍需更多研究。

Zmpste24−/−小鼠胚胎成纤维细胞 (Zmpste24−/−

mouse embryonic fibroblast, Zmpste24−/− MEF)表观上

最显著的特征是核骨架形态异常 , 但细胞核内其他

亚结构如PML NBs的变化以及这些亚结构在细胞

衰老进程中的作用鲜有报道。我们利用Zmpste24−/− 
MEF细胞 , 过表达人源PML1和PML2异构体 , 探讨

PML NBs结构形态在细胞衰老中的作用 , 为进一步

阐明早衰的分子机理提供新的证据。

1   材料与方法
1.1   材料

细胞培养试剂如DMEM、FBS、GlutaMax、

NEAA、penicillin/streptomycin等购于Hyclone公司 ; 
γH2AX抗体购于Millipore公司; Actin抗体购于Sigma
公司 ; PML和Ki-67抗体购于Abcam公司; GFP和La-
min A/C抗体购于Santa cruz公司; SA-β-gal细胞染色

试剂盒购于Cell Signaling公司 ; HRP或荧光素标记

的二抗购于Invitrogen公司。

1.2   MEF细胞的分离和培养

选择适龄的Zmpste24杂合子 (Zmpste24+/−)小鼠

配对合笼 , 怀孕13.5天时在无菌条件下取出胚胎进

行MEF细胞分离。MEF细胞培养于含有10% FBS、
GlutaMax、NEAA、penicillin/streptomycin的DMEM
培养基 , 在37 °C、5% CO2的细胞培养箱中进行培

养。每3天进行细胞传代 , 细胞增殖倍数 (population 
doubling, PD)按 log2(A/B)公式计算 , A表示增殖后的

细胞数, B表示接种的细胞数。

1.3   慢病毒包装及感染表达

将 pLVX-GFP慢病毒载体或插入有 PML1、
PML2基因的质粒与包装质粒psPAX2和pMD2.G一

起共转染293T细胞, 48 h后收集病毒, 用0.22 μm滤膜

过滤后分装 , 存储于–80 °C冰箱备用。感染细胞时 , 
将病毒与加有8 mg/L polybrene的新鲜培养基按11׃
的体积比混合, 加入MEF细胞中培养10 h后换液, 感
染后24~36 h在显微镜下可见荧光蛋白表达。

1.4   Western blot检测蛋白表达

在裂解过表达GFP、GFP-PML1、GFP-PML2
的MEF细胞后 , 测定总蛋白量 , 取等量的蛋白进行

SDS-PAGE凝胶电泳 (电压为150 V)。电泳结束后 , 
用湿转法将蛋白转移到被甲醇活化过的PVDF膜上 , 
电压100 V转膜1 h。而后用5%脱脂牛奶于室温封闭

1 h, 一抗4 °C孵育过夜 , 二抗室温孵育1 h。用ECL
发光液进行化学发光以检测目的蛋白表达。

1.5   免疫荧光

细胞培养在铺有玻璃小圆片 (coverslip)的24孔
板中。用4%多聚甲醛固定3 min, PBS洗3次 , 0.2% 
Triton X-100穿孔5 min, PBS洗3次 , 3% BSA(配制在

含有0.05% Tween20的TBS溶液中)室温封闭1 h, 一抗

室温孵育1.5 h, TBST洗3次 , 荧光二抗室温孵育1 h, 
TBST洗3次后加抗淬灭剂封片。用Axio Vert.A1蔡
司荧光显微镜观察拍照。

1.6   SA-β-gal衰老细胞染色

SA-β-gal染色根据试剂盒步骤进行操作。培养在

12孔板中的细胞用PBS洗1次以去除培养基和杂质, 用
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固定液固定10~15 min, PBS洗2次, 每孔加入800 μL新鲜

配制的染色液, 在37 °C干燥培养箱中避光孵育16 h。
1 mL染色工作液包括930 μL染色液、10 μL solution 
A、10 μL solution B、50 μL X-gal(20 mg/mL)。染

色结束后, PBS洗2次, 在显微镜下观察及拍照。

1.7   X射线电离辐射损伤

X射线辐照仪 (X-ray Biological Irradiator)购自

Rad Source Technologies公司, 型号为RS 2000。对细

胞进行总剂量为2 Gy的X射线辐射后继续培养24 h, 
4%多聚甲醛固定细胞, 以用于后续免疫荧光实验。

1.8   统计学分析

数据分析及相关作图均用GraphPad Prism 5
软件完成。数据对比分析用Two-Tailed t test, 数值

展现为 x
_
±s。图中 n.s.表示差异不显著 ; *P<0.05、

**P<0.01、***P<0.001表示差异具有显著性。

2   结果
2.1   过表达PML2诱导Zmpste24−/− MEF细胞产生

线性PML NBs
在Zmpste24基因野生型 (Zmpste24+/+)和缺陷型

(Zmpste24−/−) MEF细胞中过表达GFP、GFP-PML1或
GFP-PML2, 蛋白表达水平如图1A所示。Lamin A/
C抗体检测结果进一步证实了细胞基因型 , 即Zmp-
ste24+/+中为Lamin A表达 , 而Zmpste24−/−中为分子量

稍大些的Prelamin A表达 (图1A)。荧光显微镜观察

发现 , GFP-PML1在Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF
细胞中呈现为经典的圆点状结构 , 而在GFP-PML2
过表达的Zmpste24−/− MEF细胞中出现线状 (thread-
like)等异常结构的NBs(图1B)。在GFP-PML2过表

达的Zmpste24+/+ MEF细胞中 , NBs结构异常的细胞

比例为18.8%, 显著高于GFP-PML1过表达组。有趣

的是 , 在GFP-PML2过表达的Zmpste24−/− MEF细胞

中 , NBs结构异常的细胞比例高达53.2%(图1C)。结

果说明 , PML2过表达影响PML NBs的形态 , 尤其在

Zmpste24−/− MEF细胞中。

2.2   过表达PML2抑制Zmpste24−/− MEF细胞增殖

对过表达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2的Zmp-
ste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞进行传代计数实验。如

图2A所示 , Zmpste24−/−早衰细胞的增殖速率明显慢

于Zmpste24+/+细胞。对比GFP过表达的Zmpste24+/+或 
Zmpste24−/−细胞 , GFP-PML1过表达对细胞的增殖速

率无明显影响。而与GFP-PML1相比 , 过表达GFP-
PML2可显著抑制Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞

的增殖 , 并且对Zmpste24−/−细胞的增殖抑制作用更为

显著(图2A)。Ki-67蛋白是细胞增殖的标志物, 免疫荧

光及统计结果显示, 对比GFP组, GFP-PML1过表达对

Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞中Ki-67阳性比例

无显著影响(图2B和图2C)。GFP-PML2过表达的Zmp-

A: 在Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞中过表达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2, Western blot检测GFP、PML、Lamin A/C与Actin蛋白表达; B: 
在Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞中过表达GFP-PML1或GFP-PML2, 荧光显微镜拍照观察PML NBs的形态; C: 统计分析出现异常PML NBs
结构的细胞比例, ***P<0.001。
A: Western blot analysis of protein levels of GFP, PML, Lamin A/C and Actin in Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs; B: immunofluorescence 
microscopy analysis of PML NBs in Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs overexpressing GFP-PML1 or GFP-PML2; C: quantification of cells with 
abnormal PML NBs, ***P<0.001.

图1   过表达PML2诱导产生线性PML NBs结构

Fig.1   PML2 overexpression induces the formation of thread-like PML NBs
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ste24+/+细胞中Ki-67阳性细胞比例对比GFP和GFP-
PML1有所降低 , 但无统计学差异 , 而GFP-PML2显
著降低了Zmpste24−/−细胞中Ki-67阳性细胞比例 (图
2B和图2C)。结果说明, PML2过表达显著抑制Zmp-
ste24−/− MEF细胞的增殖。

2.3   过表达PML2促进Zmpste24−/− MEF细胞衰老

PML2过表达抑制细胞增殖 , 促使我们进一步

探讨PML2对细胞衰老的作用。SA-β-gal染色实验

结果显示 , 对比GFP组 , GFP-PML1过表达对Zmp-
ste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞β-gal染色阳性比例

无明显影响(图3A和图3B)。而GFP-PML2过表达的

Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞中 , 染色阳性的

细胞比例显著上升 , 并且Zmpste24−/−细胞中的染色

阳性比例上升更为显著 (图3A和图3B)。结果表明 , 
PML2过表达加速Zmpste24−/− MEF细胞衰老。

2.4   PML2过表达削弱Zmpste24−/− MEF细胞的

DNA修复能力

DNA损伤积累诱发细胞衰老。为探讨PML2过
表达促进细胞衰老的机制 , 我们运用免疫荧光染色

的方法检测DNA损伤标志物γH2AX foci。对比GFP
组 , 过表达GFP-PML1的Zmpste24+/+和Zmpste24−/− 
MEF细胞中 γH2AX foci数目无明显差别 (图 4A和

图4B)。在GFP-PML2过表达的Zmpste24+/+细胞中 , 
γH2AX foci数目有所上升 , 但无显著差异 , 而GFP-
PML2过表达的Zmpste24−/−细胞中 γH2AX foci数目

显著多于其他组 (图 4A和图 4B)。结果提示 , GFP-

A: 在Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞中过表达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2, 细胞进行传代计数, 在P9代数时分析增殖倍数(PDs); B: 过表

达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2的Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞在P9代数时进行免疫荧光染色分析Ki-67表达; C: 统计分析Ki-67染色阳

性的细胞比例, n.s.表示无显著性差异, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: growth curve of Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs overexpressing GFP, GFP-PML1 or GFP-PML2. PDs at passage 9 were analyzed; B: 
immunofluorescent staining of Ki-67 in Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs (at passage 9) overexpressing GFP, GFP-PML1 or GFP-PML2; C: 
quantification of Ki-67-positive cells, n.s.: no significance, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   Zmpste24−/− MEF细胞中过表达PML2抑制细胞增殖

Fig.2   PML2 overexpression inhibits the proliferation of Zmpste24−/− MEF cells
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PML2过表达的Zmpste24−/−细胞中DNA损伤修复能

力存在缺陷。为进一步探讨PML2对DNA损伤修复

能力的影响 , 我们对细胞进行X射线辐射诱导DNA
损伤 , 24 h后检测分析各组细胞中γH2AX foci数目。

结果显示 , 24 h后各组细胞中仍存在较多未修复的

DNA损伤位点 , 对比GFP组 , 过表达GFP-PML1的
Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞中γH2AX foci数
目无明显差异 (图 4C和图 4D)。在GFP-PML2过表

达的Zmpste24+/+细胞中 , γH2AX foci数目稍多 , 但无

显著差异 , 而GFP-PML2过表达的Zmpste24−/−细胞

中 γH2AX foci数目显著多于GFP-PML1组 (图4C和
图4D)。结果表明 , 过表达PML2而非PML1干扰了

Zmpste24−/− MEF细胞的DNA修复能力。

2.5   线性PML NBs促进Zmpste24−/− MEF细胞衰老

为进一步弄清PML2介导的线性PML NBs结构

在细胞衰老中的作用, 我们将过表达GFP-PML2的
Zmpste24−/− MEF细胞中携带正常与异常NBs结构的

细胞, 进行对比分析。结果发现, 对比正常PML NBs
结构的细胞, 线性NBs结构的细胞中Ki-67阳性的比

例显著减少(图5A), β-gal染色阳性比例显著增多(图
5B), 本底γH2AX foci数目(图5C)以及X射线辐射损

伤后未修复的γH2AX foci数目(图5D)都明显增多。

结果表明, PML2介导形成的异常线性结构可抑制

Zmpste24−/− MEF细胞增殖, 干扰其DNA修复能力, 促
进细胞衰老。

3   讨论
MEF细胞在体外培养时由于氧化应激等因素

容易快速衰老 [17], 而Zmpste24−/−引起的Prelamin A积

累导致细胞核骨架异常 , 诱导产生DNA损伤 , 进而

加速MEF细胞早衰[18]。在本研究中, 过表达PML1对
MEF细胞的增殖及衰老无明显影响, 而过表达PML2
显著抑制Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞的增殖, 
加速细胞衰老, 且过表达PML2促进Zmpste24−/− MEF
细胞衰老的效应比在Zmpste24+/+细胞中更为显著。

过表达PML2诱导高比例的Zmpste24−/− MEF细胞产

生线性PML NBs结构 , 且实验证明这种异常结构与

细胞衰老紧密关联, 提示PML2诱导产生的异常线性

PML NBs结构促进了Zmpste24−/− MEF细胞衰老。

近期一项研究在HGPS早衰病人皮肤组织细胞

中观察到较高比例的异常、线性PML NBs结构[19], 而
我们在Zmpste24−/− MEF细胞中极少看到线性PML 
NBs结构。这说明HGPS病人早衰的机制与小鼠

模型不同, 或许更为复杂, 而异常PML NBs结构可

能在HGPS早衰症中有一定的作用。研究报道, 人
源PML1~6中, PML2的表达呈现线性异常结构, 在

A: 过表达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2的Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞在P9代数时进行SA-β-gal染色分析; B: 统计分析SA-β-gal染色阳

性的细胞比例, **P<0.01, ***P<0.001。
A: SA-β-gal staining of Zmpste24+/+ or Zmpste24−/− MEFs (at passage 9) overexpressing GFP, GFP-PML1 and GFP-PML2; B: quantification of cells 
with positive SA-β-gal staining, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   Zmpste24−/− MEF细胞中过表达PML2促进细胞衰老

Fig.3   PML2 overexpression promotes the senescence of Zmpste24−/− MEFs
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U2OS等细胞中外源过表达的PML2可定位到细胞核

膜上[3,20-21], 提示PML2调控PML NBs的形态及定位, 
介导PML NBs与细胞核膜之间的作用。与此一致, 
本研究发现, 外源过表达的PML2而非PML1在核膜

异常的Zmpste24−/− MEF细胞中能诱导PML NBs形成

线性异常结构。值得注意的是, PML在进化上并不

保守, 小鼠中有人源异构体PML1但没有PML2的同

源物表达[20]。上述这些证据提示, PML2可能介导了

HGPS细胞中线性NBs结构的形成。鉴于本研究发现, 
PML2介导的异常NBs结构促进了Zmpste24−/− MEF
细胞衰老, 我们认为, HGPS病人细胞中的异常PML 
NBs结构可能也参与调控细胞衰老。

本研究发现 , 在PML2介导形成线性NBs结构

的Zmpste24−/− MEF细胞中 , 自发的DNA损伤位点和

X射线辐射损伤后未修复的损伤位点显著增多 , 表
明这些细胞中DNA修复存在缺陷。已有研究证实 , 
PML NBs在DNA损伤修复过程中发挥重要作用 , 
PML NBs能定位到DNA损伤位点与一些DNA修复

因子作用或共定位。主流观点认为 , PML NBs作为

一个 “蛋白池 ”协调多种修复因子有序高效地促进

DNA修复 [22]。由此 , 我们认为 , PML2诱导形成的线

性NBs结构可能干扰了PML NBs介导的DNA修复。

研究报道 , HGPS早衰病人细胞中的DNA修复功能

存在缺陷[23], 而线性PML NBs结构也存在于HGPS细

A: 过表达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2的Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞在P9代数时进行γH2AX染色分析; B: 统计分析细胞中γH2AX foci
的数量; C: 过表达GFP、GFP-PML1或GFP-PML2的Zmpste24+/+和Zmpste24−/− MEF细胞在P9代数时进行2 Gy X-ray照射损伤, 24 h后收细胞进行

γH2AX染色分析; D: 统计分析2 Gy X-ray照射损伤后24 h的细胞中γH2AX foci的数量, n.s.表示无显著性差异, **P<0.01。
A: immunofluorescence staining of γH2AX foci in Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs (at passage 9) overexpressing GFP, GFP-PML1 or GFP-PML2; 
B: quantification of γH2AX foci number; C: Zmpste24+/+ and Zmpste24−/− MEFs (at passage 9) overexpressing GFP, GFP-PML1 or GFP-PML2 were 
exposed to 2 Gy X-ray and cells were harvested for immunofluorescence staining of γH2AX foci 24 h later; D: quantification of γH2AX foci number in 
cells, n.s.: no significance, **P<0.01.

图4   Zmpste24−/− MEF细胞中过表达PML2抑制DNA修复能力

Fig.4   PML2 overexpression impedes DNA repair in Zmpste24−/− MEFs
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胞中。结合本研究的实验证据, 我们推测, HGPS细
胞中的线性PML NBs可能干扰了DNA修复而促进

细胞衰老, 这值得我们在未来的工作中继续探讨和

验证。在PML−/−细胞与无法形成NBs的PMLC52A/C65A

突变体细胞中姐妹染色单体互换频率显著增加[24-25], 
表明PML NBs的完整性对维持基因组稳定性很重

要, 而本研究的结果指出, PML NBs的正常结构形态

对维持基因组的稳定性也很重要。

本研究以Zmpste24基因缺陷早衰小鼠MEF细胞为

模型, 初步揭示了PML2介导的线性NBs干扰DNA修复, 
促进细胞衰老, 这为探讨PML NBs异常结构在HGPS早
衰症中的作用及相关分子机制提供了实验及理论基础。
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