
· 550  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (4): 550 −555  

 
 
 

红景天苷干预人胚肺二倍体成纤维细胞衰老的 
microRNA芯片筛选与分析 
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摘要: 本文运用 microRNA 芯片方法检测红景天苷干预人胚肺二倍体成纤维细胞衰老过程中的 microRNA     

表达变化, 并预测 miRNA调控的靶基因功能与信号通路。将人胚肺二倍体成纤维细胞分为 3 组: 年轻细胞 (28 

PD, young)、近复制衰老 (50 PD, old) 和红景天苷处理的 50 PD细胞 (old+SAL), 进行 miRNA表达谱分析。结果

找到 43个 miRNA与细胞复制性衰老显著相关。58个 miRNA在红景天苷干预后表达发生了改变。6个 miRNA

分子包括 hsa-let-7c、hsa-let-7e 和 hsa-mir-3620 表达量在衰老细胞组中表达降低而在红景天苷干预后表达增加, 

hsa-mir-411、hsa-mir-24-2-5p和 hsa-mir-485-3p则表现出相反的趋势。对已经报道过的靶基因进行功能聚类和信

号通路分析, 靶基因功能明显富集于 31个 GO, 11条信号通路。挑选 4个 miRNA经 RT-PCR验证结果与芯片结

果相符。本研究结果为从 microRNA水平探讨红景天苷抗衰老机制提供了线索。 
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The miRNA microarray analysis of salidroside’s anti-aging  
function in human embryonic lung fibroblast 2BS cells 

ZHANG Jing, SU Hui-li, WANG Ya-zhen, WEN Xiao-lin, JIA Bing-bing, MAO Gen-xiang* 

(Zhejiang Hospital, Hangzhou 310013, China )  

 
Abstract: This study was designed to investigate the microRNA expression profile in human embryonic 

lung fibroblast 2BS cells upon salidroside (SAL) treatment, and predict the target genes of miRNAs and related 
pathways delaying cellular senescence.  Samples were divided into three groups: young control (28 PD), old 
control (50 PD), and old+SAL (50 PD with SAL), RNA from three groups was used for miRNA microarray 
analysis.  In late PD cells, 43 miRNAs were found significantly changed relatively to those in young cells, and 
58 miRNAs were regulated by SAL.  The miRNAs including hsa-let-7c, hsa-let-7e and hsa-mir-3620 were       
significantly down-regulated in late PD cells which could be reversed by SAL treatment.  However, hsa-mir-411, 
hsa-mir-24-2-5p and hsa-mir-485-3p exhibited an opposite trend.  Gene Ontology and Pathway analysis       
revealed that target genes were significantly enriched in 31 GO and 11 pathways.  The microarray data was       
further validated with qRT-PCR.  This research provides new clues regarding the underlying mechanisms of 
SAL on cellular senescence through miRNAs regulation. 
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红景天  (Rhodiola rosea) 系蔷薇目景天科 
(Crassulaceae) 红景天属多年生草本或亚灌木植物 , 
是珍稀药用植物之一。其主要活性成分红景天苷 
(salidroside, SAL), 具有保护神经及心血管系统、调
节机体代谢、增强免疫系统功能以及干预衰老等多   
种药理作用[1]。红景天苷具有良好的体内外延缓衰老

的效果, 其对 D-半乳糖衰老小鼠展现出良好的整体
抗衰老效应, 能够显著逆转 H2O2 诱导的细胞衰老样

表型, 以及改善 UVB 诱导的成纤维细胞的衰老样改
变[2−4]。 

衰老过程的调控涉及多个系统, 如氧化应激系
统、端粒长度改变、p53-p21 和 p16-Rb信号通路等。
microRNAs (miRNAs) 主要通过与靶基因 mRNA 3' 
非编码区 (untranslated regions, UTR) 的完全或不完
全配对引起 mRNA 降解或翻译抑制, 从而在转录后
水平调控基因的表达, 进而参与调控个体发育、细胞
凋亡、增殖及分化等生物过程[5, 6], 并且 miRNA作为
新的衰老调控系统越来越受到重视。本研究利用

miRNA 芯片研究红景天苷对人胚肺二倍体成纤维
2BS 细胞的复制性衰老的 miRNA 表达谱的影响, 拟
从 miRNA水平初步探讨红景天苷干预细胞复制性衰
老的作用机制。 
 

材料与方法 
药品与试剂  红景天苷购自中国食品药品检定研

究院, 采用DMSO−乙醇 (1∶1, v/v) 配置成 5 mmol·L−1

母液, 保存于−20 ℃备用; DMEM-高糖培养基 (美国
Gibco 公司); 胎牛血清 (美国 Hyclone 公司); Trizol 
(Invitrogen 公司 ); miScript Reverse Transcription     
Kit、miScript SYBR Green PCR kit 200 试剂盒 (德国
Qiagen公司); 其他生化试剂均为国产分析纯。 

细胞株  人胚肺二倍体成纤维细胞 2BS 由北京
天坛生物制品有限公司建株, 30代 (PD) 以下为年轻
细胞, 55 PD以上为完全衰老细胞。2BS细胞使用含
有 10% 胎牛血清的DMEM-高糖培养基, 在饱和湿度、
37 ℃、5% CO2通用培养条件下常规培养。当细胞生

长至约 80%～90%  汇合时, 将细胞进行 1∶2传代。 
红景天苷处理 2BS 细胞  2BS 细胞分为 3 组, 

每组 3例: 取 28 PD 2BS细胞作为年轻组 (young), 50 
PD 2BS细胞分为溶媒对照组 (old) 和红景天苷干预
组 (old+SAL), 其中年轻组细胞只加溶剂 1‰ DMSO:
乙醇 (1∶1, v/v) 处理 24 h, 50 PD 细胞对照组加入
1‰ DMSO−乙醇 (1∶1, v/v)、50 PD细胞干预组加入

5 μmol·L−1红景天苷, 处理 24 h 后收集细胞, 提取
RNA用于 miRNA芯片分析。 

microRNA 芯片检测分析  2BS 细胞给予处理
后, 立即收集细胞, Trizol试剂提取各组细胞总 RNA, 
采用 Agilent Bioanalyzer 鉴定 RNA的纯度和质量。
对 RNA 3' 端加 poly(A), 并进行荧光标记, 进行杂交
反应。本实验采用 LC Sciences microRNA微阵列 (单
色, miRbase 19.0 版本), 用激光共聚焦扫描仪对杂交
结束后的芯片进行扫描, 对杂交信号值进行背景扣
除, 归一化。 

荧光定量 PCR验证芯片结果  选取芯片结果中
显著差异表达的 miRNA进行验证。miR-let-7c、miR-     
let-7e、miR-466、miR-181d以及内参 U6的定量 PCR
引物购自德国 Qiagen 公司。按照 miScript Reverse 
Transcription Kit 试剂盒说明书, 将各例 RNA样本逆
转录为 cDNA, 反应程序为: 37 ℃ 60 min, 95  ℃ 5 min, 
冰上保存。按照 miScript SYBR Green PCR Kit的说
明, 进行定量 PCR, 反应程序为: 95 ℃ 5 min 预变性, 
95 ℃ 15 s, 55 ℃ 30 s, 70  ℃ 34 s (采集信号) 重复 40
个循环进行扩增; 溶解曲线采用ABI 7000默认程序。
反应结束后仪器自动计算出 Ct值 (threshold cycles)。
每个样本设置 3个重复管, 同时设无模板阴性对照。
2−ΔΔCt法计算各组之间 miRNA的表达差异。 

靶基因预测与功能显著性分析  采用生物信息
学软件 (Mirtarbase http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw) 
对芯片检测的差异表达 miRNA (P < 0.05) 进行靶     
基因预测 , 选择预测结果中有实验验证过的靶基     
因进行功能分析。基于 GO (gene ontology) 数据库    
和 KEGG (kyoto encyclopedia of genes and genomes) 
信号通路数据库, 利用 David 软件 (the database for 
annotation, visualization and integrated discovery, 
https://david.ncifcrf.gov/) 对靶基因进行GO显著性分
析和信号通路显著性分析。 

统计学处理  SPSS 10.0 软件进行数据分析, 采
用 t检验, P < 0.05为差异具有统计学意义。 
 

结果 
1  miRNA表达谱差异及聚类分析 

本课题的前期研究表明红景天苷具有良好的体

内外延缓衰老的效果[2, 3]。为了进一步探讨红景天苷

干预细胞复制性衰老的分子机制, 采用miRBase 19.0
版 microRNA Microarray 芯片对年轻细胞 (28 PD, 
young)、近复制衰老 (50 PD, old) 和红景天苷处理的
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50 PD细胞 (old+SAL) 进行 miRNA表达谱分析。芯
片结果显示, 在年轻细胞组和衰老细胞组之间, 有
43个 miRNA表达差异显著 (P < 0.05), 其中有 11个
miRNA的 P值小于 0.01 (图 1), 推测其可能与细胞复
制性衰老显著相关。衰老细胞组和红景天苷处理的衰

老细胞组间的比较结果则显示有 58 个 miRNA 在红
景天苷干预后表达发生了改变 (P < 0.05), 其中 17个
miRNA差异非常显著 (P < 0.01, 图 1), 这些 miRNA
的表达可能受到红景天苷的调控。 
 

 
Figure 1  Differentially expressed miRNAs.  Bold fonts: 
miRNAs differentially expressed in both young/old and old+SAL/   
old groups.  SAL: Salidroside 
 

进一步分析发现, 31 个 miRNA (P < 0.05, 图 2) 
在以上两组比较间均表现出明显的差异, 说明这些
miRNA 分子很有可能是在衰老的细胞受到红景天苷
干预后参与细胞衰老调控的关键 miRNA 分子, 其中
有 6个 miRNA分子 (P < 0.01, 图 1) 包括 hsa-let-7c、
hsa-let-7e 和 hsa-mir-3620 表达量在衰老细胞组中降
低, 而在红景天苷干预后表达增加, hsa-mir-411、hsa-    
mir-24-2-5p 和 hsa-mir-485-3p 则表现出相反的趋势。 
2  荧光定量 RT-PCR验证差异表达的 miRNA 

为了验证 miRNA 芯片结果, 选择了差异表达较
为明显的 hsa-mir-466、 hsa-let-7c、 hsa-let-7e 和
hsa-mir-181d进行验证, 利用荧光定量 PCR方法检测
年轻细胞 (28 PD, young)、近复制衰老 (50 PD, old) 
和红景天苷处理的 50 PD细胞 (old+SAL) 3组之间 4
种 miRNA差异表达情况。结果表明, 这 4个 miRNA
表达趋势与芯片结果相符 (图 3)。 
3  差异表达 miRNA 靶基因显著富集的 GO 与

Pathway 
使用 Mirtarbase 数据库对 31 个 miRNA 的靶基    

因进行检索, 整理出已经实验验证过的 196 个靶基   
因并对其进行功能分析, 结果显示红景天苷调控的 

 
Figure 2  Hierarchical clustering analysis of the 31 miRNAs 
differentially expressed in both young/old (P < 0.05) and old+    
SAL/old (P < 0.05) groups.  The colors display miRNA expres-
sion variance: red indicates a higher gene expression, green lower 
expression, and black the median value 
 

 
Figure 3  Validation of miRNA microarray data via RT-PCR.  
The relative expression value of hsa-mir-466, hsa-let-7c, 
hsa-let-7e and hsa-mir-181d were normalized to U6 RNA level.  
*P < 0.05 vs old group 
 
miRNA 分子的靶基因功能明显富集于 31 个 GO (图
4A), 包括转录因子活性调节、细胞泛素化调节和蛋
白激酶等。Pathway显著性分析显示靶基因明显富集
于 11条信号通路 (图 4B), 包括 p53信号通路、转录
因子 CREB信号通路和 AKT/mTOR信号通路等。 
 

讨论 
2BS 人胚肺二倍体成纤维细胞系是国内外广受认

可的一种细胞衰老模型。细胞衰老包括复制性和早熟

性衰老。复制性衰老是细胞衰老的最常见类型, 已报
道 p53 在复制性衰老中起到重要作用[7]。p21 在转录 
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Figure 4  GO and Pathway analysis on differentially expressed miRNAs.  A: 31 GO terms enriched in SAL anti-senescence; B: 11 
pathways enriched in SAL anti-senescence.  The –lgP is the negative logarithm of the P-value. 
 
水平由 p53 活化, 介导端粒依赖和 DNA 损伤等引起
的衰老。p21能结合并抑制多种 cyclin-CDK复合物活
性, 在调控 G1期和 G2/M期阻滞中有着重要作用[8]。 

红景天苷具有良好的体内外延缓衰老的效果 , 
本课题采用 microRNA Microarray 芯片对红景天苷    
干预人胚肺二倍体成纤维细胞衰老的机制进行分析。

找到了 43个 miRNA与细胞复制性衰老显著相关, 58
个 miRNA 在红景天苷干预后表达发生了改变。6 个
miRNA分子包括 hsa-let-7c、hsa-let-7e和 hsa-mir-3620
在衰老细胞组中表达降低而在红景天苷干预后表达

增加, hsa-mir-411、hsa-mir-24-2-5p 和 hsa-mir-485-3p
则表现出相反的趋势。 

let-7 最初是在控制线虫干细胞发育分化中被发
现的, 也是在人体发现的第一个 miRNA 分子。在高
等生物中, let-7的表达随着胚胎发育而增加, let-7的
失调将导致细胞分化程度异常和疾病的发生, 包括
肿瘤等。本研究的芯片结果显示 hsa-let-7c和 hsa-let-    
7e 随着细胞复制性衰老而表达降低, 且该结果与先
前的报道相符[9]。荧光定量 PCR 结果进一步验证了
这一结果, 并且在红景天苷干预后 hsa-let-7c 和 hsa-    

let-7e 的表达随着细胞衰老的减缓而有所增加。有研
究报道 let-7c 通过下调其靶基因 Bcl-xl 抑制肿瘤细    
胞凋亡[10, 11]。Xu 等[12]发现 let-7a 可以通过与衔接蛋
白 p66Shc mRNA上的种子序列结合, 抑制 p66Shc的
翻译表达, 从而延缓人二倍体成纤维细胞的复制性
衰老的过程。miR-24 可以通过调控一系列细胞周期
相关的基因 MYC、AURKB、CCNA2、CDC2、CDK4
和 FEN1, 并直接抑制靶基因 E2F2, 使细胞周期阻滞
于 G1 期从而抑制细胞增殖

[13]。DNA 损伤的积累是    
细胞衰老的重要标志。DNA双链断裂 (double-strand 
break, DSB) 损伤时, 组蛋白 2A变异体 (histone family 
2A variant, H2AX) 可以发生不同的翻译后修饰标记
损伤的DNA双链, 促进局部DNA修复因子和染色体
重塑因子的募集, 维持基因组的稳定性。miR-24-2可
以通过靶向抑制 H2AX和 BCL-2, 同时下调 p53-p21
信号相关基因 MDM-2 和 p21, 阻碍 DNA 损伤修复, 
促进细胞的凋亡[14, 15]。 

miRNA 芯片结果结合 Mirtarbase 数据库进行生
物信息学分析, 对已经报道过的靶基因进行功能聚类
和信号通路分析, 发现红景天苷调控的 miRNA 分子
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的靶基因功能明显富集于 31个 GO, 11条信号通路。
其中 cAMP/CREB信号通路在调控葡萄糖稳态、细胞
生存以及维持学习和记忆功能中发挥重要作用[16]。

CREB是一种组成型核转录因子, 在 cAMP及各种激
酶作用下, 其第 133位 Ser磷酸化而活化, 与 DNA反
应元件CRE“TGACGTCA”序列结合, 并与 p300和
CBP形成复合物, 促进下游靶基因 BDNF等的转录。
CREB 的活性和表达随着年龄增长而降低[17]。CREB
及其靶基因 BDNF 在老龄大脑中表达降低, 与学习
认知能力下降有关。在阿尔茨海默病中, Rosa 等[18]

发现 Aβ蛋白通过抑制 CREB转录, 抑制 CREB下游
基因 BDNF 表达。mTOR 通过磷酸化其底物核糖体
蛋白 S6激酶 1和 eIF4E结合蛋白 1调节 mRNA的翻
译起始和过程, 从而控制蛋白的合成速率。当营养充
分时, mTOR 被激活并促进生长和合成代谢。相反, 
当养分缺失时, mTOR活性受到抑制从而转向生长抑
制和分解代谢[19]。mTOR 信号在热量限制延长机体
寿命中起到重要作用[20]。在果蝇中, 热量限制同时抑
制 mTOR, 激活 eIF4E 结合蛋白 1, 导致线粒体电子
传递链增加, 使线粒体呼吸作用增强, 减少 ROS 的
产生, 降低 ROS导致的衰老并延长了寿命[21]。另外, 
mTOR 还可通过减少溶酶体对细胞内容物的降解而
抑制自噬, 进而影响细胞衰老[7]。Wu 等[22]通过研究

mTOR 缺失小鼠发现, 虽然 mTOR 缺失小鼠表现出
比野生型小鼠较小的体型, 但在食量、代谢等方面没
有差异, 并表现出更长的寿命。Marcais 等[23]报道,     
在T细胞中 let-7c直接作用于mTOR的UTR区域, 抑
制其翻译。let-7 家族成员在发育、肿瘤的发生发展
中起到了重要的作用, 红景天苷调控 let-7 是否通过
抑制 mTOR信号延缓衰老还需要进一步验证。 

综上所述, 本研究利用 miRNA 表达谱芯片, 筛
选出红景天苷干预细胞复制性衰老的相关 miRNA, 
并对其调控的靶基因和信号通路进行了分析 , 从
miRNA 角度初步探讨了红景天苷抗细胞衰老的分子
机制, 为进一步深入研究其抗衰老作用机制提供了
基础。 
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