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［摘 要］ 目的：Bmi⁃1（B⁃cell specific moloney leukemia virus insertion site 1）基因在干细胞增殖和分化中的作用已有大量文献

报道，但其在老年小鼠脑中发挥的作用尚不清楚。本研究旨在探讨Bmi⁃1在脑衰老中的病理生理作用。方法：选取17月龄的

Bmi⁃1杂合子（Bmi⁃1+/-）小鼠和野生型（wild⁃type，WT）小鼠，采用行为学检测、免疫组化及Masson染色等技术，比较Bmi⁃1+/-小鼠

和WT小鼠的整体健康状况及长期记忆能力；通过HE染色、电子显微镜及Western blot等方法，研究Bmi⁃1基因半剂量敲除对

小鼠脑衰老进程的潜在影响。结果：Bmi⁃1+/-小鼠较同窝WT小鼠出现了长期空间记忆功能的减弱（P < 0.05），伴随着海马齿状

回（dentate gyrus，DG）区域特异性的神经细胞发生减少（P < 0.05），神经元数目降低（P < 0.05）和灰质区体积缩小（P < 0.05）。进

一步研究发现，与WT小鼠相比，Bmi⁃1+/-小鼠DG区神经元线粒体膨大、肿胀，线粒体嵴减少的比例增加（P < 0.05），且DG区神经元

细胞质中脂褐素的数量明显增加（P < 0.05）；此外，Bmi⁃1+/-小鼠DG区神经元线粒体能量代谢相关蛋白泛醌氧化还原酶核心亚基

V2［NADH dehydrogenase（ubiquinone）flavoprotein 2，NDUFV2］和泛醌氧化还原酶核心亚基 S3［NADH dehydrogenase（ubiqui⁃
none）ferrithionein 3，NDUFS3］的表达量均下调（P < 0.05），三羧酸循环的重要催化酶二氢硫辛酰琥珀酰转移酶蛋白（dihydroli⁃
poyl S⁃succinyltransferase，DLST）也显著下调（P < 0.01）；同时Bmi⁃1调控的细胞周期因子中，细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂

p27和肿瘤蛋白p53显著上调（P < 0.05）。结论：Bmi⁃1基因的半剂量缺失抑制了老龄鼠脑内海马区新生神经元的产生，导致海马

DG区体积的特异性缩小，长期记忆功能障碍，其机制可能与老化相关蛋白p27、p53表达异常和神经元线粒体变性有关。
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［Abstract］ Objective：B⁃cell specific moloney leukemia virus insertion site 1（Bmi⁃1）has been extensively documented for its role
in stem cell proliferation and differentiation，but its role in the brain of aged mice remains unclear. The study aimed to investigate the
pathophysiological role of Bmi⁃1 in brain aging. Methods：Seventeen⁃month⁃old Bmi⁃1 heterozygous（Bmi⁃1+/-）mice and wild⁃type
（WT）mice were selected as experimental subjects. Behavioral testing，immunohistochemistry，and Masson staining techniques were
used to compared the overall health status and long ⁃ term memory abilities of Bmi ⁃ 1 +/- mice with WT mice. HE staining，electron
microscopy，and Western blot were emplyed to investigate the potential effects of Bmi⁃1 gene haploinsufficiency on the brain aging in
mice. Results：Compared with the WT mice，Bmi ⁃ 1 +/- mice showed a diminished long ⁃ term spatial memory function（P < 0.05），
accompanied by a reduction in neurogenesis in the hippocampal dentate gyrus（DG，P < 0.05），a decrease in neuronal numbers（P <
0.05），and a reduction in the grey matter volume（P < 0.05）. Further studies revealed that compared with the WT mice，Bmi⁃1+/- mice
exhibited enlarged and swollen mitochondria in DG neurons，with an increased proportion of reduced mitochondrial cristae（P < 0.05），
and a significant increase in the number of lipofuscin in the cytoplasm of DG neurons（P < 0.05）. Additionally，the expression levels of
mitochondrial energy metabolism⁃related proteins，such as NADH dehydrogenase（ubiquinone）flavoprotein 2（NDUFV2）and NADH
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衰老过程中出现的学习和记忆相关的脑功能

障碍是阿尔茨海默病的早期症状，探索其内在机制

将有助于防治脑衰老及相关疾病［1］。

Bmi⁃1（B⁃cell specific moloney leukemia virus in⁃
sertion site 1）是多梳基因家族的一员，可负性调控

细胞周期蛋白相关蛋白p16Ink4a和p19Arf的表达，从而

控制细胞的增殖和衰老［2］。此外，Bmi⁃1还具有调控

线粒体功能和 DNA 损伤反应（DNA damage re⁃
sponse，DDR）通路的作用从而影响细胞衰老［3-4］。

本课题组前期研究表明，Bmi⁃1基因敲除杂合

子（heterozygous，Bmi⁃1+/-）小鼠成熟前发生神经退行

性样病变，如神经元凋亡、突触变性、轴突脱髓鞘和

反应性胶质细胞增生［5］；8月龄的Bmi⁃1+/-小鼠出现

脑衰老相关的早期表型，包括轻度记忆下降、轻微

的丙二醛（malondialdehyde，MDA）表达增加、脂褐素

在神经元内沉积［6］。此外，Abdouh等［7］报道了老年

人脑中Bmi⁃1的表达下调，提示Bmi⁃1可能参与正常

的脑衰老进展。然而，Bmi⁃1基因在脑衰老中的作

用和机制仍有待明确。

本研究通过观察分析17月龄的Bmi⁃1+/-和野生

型（wild type，WT）同窝小鼠的认知功能、海马神经元

的细胞结构、超微结构、神经发生和胶质细胞的激

活，同时比较两种基因型小鼠细胞周期调节和线粒

体功能相关蛋白的表达，以探索Bmi⁃1在脑衰老中

的病理生理作用，为阐述脑衰老的机制及相关抗衰

老靶点提供实验理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物

本研究中所用C57BL/6J背景Bmi⁃1+/-小鼠饲养

于南京医科大学SPF级实验动物中心：12 h∶12 h灯
光/黑暗循环的可控照明，温度（18~22 ℃），湿度

（30%~50%），自由摄食、摄水。本实验已获得南京

医科大学实验动物福利伦理委员会批准（SYXK⁃
2015⁃0015）。
1.1.2 试剂

β⁃actin抗体（CST公司，美国）；Bmi⁃1、β⁃tubulin、
双皮质素样激酶1（double cortin X，DCX）、p19、肿瘤

蛋白 p53、二氢硫辛酰胺脱氢酶（dihydrolipoamide
dehydrogenase，DLD）、泛醌氧化还原酶核心亚基V2
［NADH dehydrogenase（ubiquinone）flavoprotein 2，
NDUFV2］、泛醌氧化还原酶核心亚基S3［NADH de⁃
hydrogenase（ubiquinone）ferrithionein 3，NDUFS3］、
细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 p27抗体、二氢硫

辛酰琥珀酰转移酶蛋白（dihydrolipoyl S ⁃ succinyl⁃
transferase，DLST）、神经元细胞核（neuronal nuclei，
Neun）抗体（Abcam公司，美国）；半胱天冬蛋白酶 3
（cysteinyl aspartate specific proteinase，Caspase ⁃ 3，
CASP3）抗体（CST公司，美国）；增殖细胞核抗原（pro⁃
liferating cell nuclear antigen，PCNA）抗体（Millipore公
司，美国）；兔二抗或小鼠二抗（Vector公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型建立

3~4月龄Bmi⁃1+/-雌、雄小鼠（由本校苗登顺教授

馈赠）合笼后，所生的新生小鼠进行常规 PCR鉴定

出WT小鼠和Bmi⁃1+/-小鼠。断乳后，将 2种基因型

小鼠根据雌雄进行分笼饲养，至17月龄后分别进行

行为学实验，并对其海马组织进行相关病理组织学

和生化分析。同时选取 3、10、16月龄的Bmi⁃1+/-小

鼠和WT小鼠，检测其海马Bmi⁃1的蛋白表达水平。

1.2.2 Y迷宫

Y迷宫是一种用于研究啮齿类动物空间记忆能

力的行为学实验［8］。该实验装置由起始臂、新奇臂

和其他臂组成，呈字母“Y”的形状。通过比较小鼠

进入新奇臂和其他臂的次数以及停留时间，评估小

dehydrogenase（ubiquinone）ferrithionein 3（NDUFS3），were down⁃regulated in the DG region of Bmi⁃1+/- mice（P < 0.05），and the key
catalytic enzyme dihydrolipoyl S⁃succinyltransferase（DLST）in the tricarboxylic acid cycle was also significantly down⁃regulated（P <
0.01）. Meanwhile，among the cell cycle factors regulated by Bmi⁃1，the cyclin⁃dependent kinase inhibitor p27 and oncoprotein p53
were significantly up⁃regulated（P < 0.05）. Conclusion：Half dose deletion of the Bmi⁃1 gene inhibits the generation of new neurons in
the hippocampal region of aged mice，leading to a specific reduction in the volume of the hippocampal DG region and impairments in
long⁃term memory function. The underlying mechanism may be related to the abnormal expression of aging⁃related proteins p27 and
p53，as well as neuronal mitochondrial degeneration.
［Key words］ Bmi⁃1；brain aging；mitochondria；cell proliferation；oxidative stress

［J Nanjing Med Univ，2024，44（11）：1473⁃1482，1516］
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鼠的短期空间记忆能力。实验包括适应阶段和测

试阶段。在适应阶段，使用挡板将新奇臂与其他两

臂隔开。将小鼠放入起始臂端，让其在起始臂和其

他臂中自由活动，活动时间为5 min。适应阶段完成

后，进入测试阶段。在测试阶段开始前，需移除挡板，

使新奇臂与其他两臂连通。将小鼠依次从起始臂放

入，在短期记忆正常的情况下，小鼠倾向于进入到之

前未曾进入的臂内即新奇壁，统计小鼠在其中穿越的

总次数以及正确进入各臂的比例（以3次连续不重复

进入各臂为正确的标准）。小鼠活动全程通过视频追

踪软件进行记录和分析。

1.2.3 Morris水迷宫

Morris水迷宫测试是一种评估小鼠空间学习和

记忆能力的行为学实验［9］，由一个圆形水池组成，内

壁涂有黑色油漆，水温（22±2）℃，池壁经由西北、东

北、东南、西南 4个等距离点将水池划分为 4个象

限，在其中一象限内隐藏一直径 10 cm的圆形白色

平台，平台低于水面 1 cm，池水中均匀撒入食用白

色素并搅匀，使水池颜色变白。水池周围放置物品

作为空间参照物，供小鼠定位平台位置，训练期间

物品位置保持不变。实验包括①定位航行：用于检

测小鼠学习和记忆的能力。训练时随机选择一个

象限开始，按顺时针方向，将小鼠从各象限靠池壁

的中点位置面向池壁轻轻放入水中，并观察记录在

60 s内小鼠找到平台所需的时间，为逃避潜伏期。如

果小鼠在60 s内未能找到隐藏的平台，则需人为引至

平台上，停留10 s，助其记忆，此时潜伏期记为60 s，小
鼠游泳速度需同时记录并分析。每个象限训练1次，

每天训练4次，连续训练6 d；②空间探索：用于检测小

鼠在训练寻找平台后，对平台位置的空间记忆能力。

第7天撤除平台，任选2个入水位置，不包括靶象限，

将小鼠面向池壁轻轻放入水中，由正上方的摄像系统

及电脑软件自动记录小鼠60 s内穿越平台的次数及

靶象限运动时间百分比。

1.2.4 取材和切片制备

小鼠麻醉后于左心室快速推注 37 ℃生理盐水

约50 mL，小鼠皮肤、骨组织、脑组织股骨取材后置于

装有4%多聚甲醛的EP管中，在4 ℃冰箱放置24 h，石
蜡包埋切片，片厚 5 μm，标记后备用，4 ℃保存。用

于苏木素⁃伊红（hematoxylin⁃eosin，HE）染色及免疫

组织化学染色。

1.2.5 股骨标本制作

部分动物取双侧股骨作为样本，将标本上的软

组织剔除干净，放置在高碘酸盐⁃左旋赖氨酸⁃多

聚甲醛固定液中固定 24 h，依次在含 5%甘油的

0.01 mmol/L PBS、含 10%甘油的 0.01 mmol/L PBS和
含 15%甘油的 0.01 mmol/L PBS中浸泡 12 h，随即将

标本转移至乙二胺四乙酸⁃甘油溶液（EDTA⁃glycerol，
EDTA⁃G）溶液中脱钙10~14 d。脱钙后的标本依次在

15 g蔗糖+92.5 mL的 0.01 mmol/L 的PBS+7.5 mL甘
油、15 g蔗糖+100 mL的 0.01 mmol/L 的PBS和 7.5 g
蔗糖+100 mL的 0.005 mmol/L 的 PBS中浸泡 12 h。
然后放置于 0.01 mmol/L 的 PBS中 4 ℃保存。固定

好的骨组织经梯度酒精脱水并用二甲苯透明。石

蜡包埋后切片，切片厚度为 5 μm。对取材后的长

骨组织采用南京医科大学动物中心动物X射线成

像系统进行摄影。

1.2.6 HE染色

石蜡切片脱蜡后使用苏木素染液浸泡 15 min，
流水冲洗10 min，滴加伊红染液1 min后再次流水冲

洗 10 min。随后进行梯度酒精脱水，最后使用中性

树脂进行封片。

1.2.7 Masson染色

石蜡切片脱蜡后使用Weigert 铁苏木素染色

5 min，流水冲洗10 min，随后使用1%酒精进行分化

处理，流水冲洗直至返蓝，再使用丽春红酸性品红

染色液染色 5~10 min，流水冲洗 10 min。使用磷钼

酸水溶液处理 5 min后使用苯胺蓝染液复染 5 min。
1%冰醋酸处理 1 min，流水冲洗 10 min。并进行梯

度酒精脱水，最后使用中性树脂进行封片。

1.2.8 尼氏染色

石蜡切片脱蜡后使用0.5%尼氏染液，进行深度

染色。随后使用去离子水和 70%的酒精进行分色

处理，持续20 s。并进行梯度酒精脱水，最后使用中

性树脂进行封片。

1.2.9 免疫组织化学染色

对切片进行脱蜡和水化处理。随后加入以下

抗体进行孵育：PCNA（1∶1 000）、DCX（1∶1 000）、
Caspase⁃3（1∶400）。在 4 ℃下孵育过夜后，切片用

PBS洗涤3次，每次5 min，再加入相应的兔二抗或鼠

二抗（1∶2 000）在 37 ℃下孵育 1 h。然后用 PBS洗
涤 3次，每次5 min。最后，用DAB显影液进行显色，

并进行脱水处理后进行封片。

1.2.10 蛋白印迹实验

提取小鼠脑组织样本中的总蛋白，上样至 SDS
凝胶上，电泳然后转移到PVDF膜上。用5%脱脂牛

奶或TBST封闭 1 h后，在 4 ℃下与以下抗体分别进

行孵育过夜：Bmi1（1∶1 000）、p53（1∶1 000）、p27
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（1∶500）、p19（1∶1 000）、β ⁃ tubulin（1∶1 000）、
NDUFV2（1∶500）、NDUFS3（1∶500）、DLST（1∶
800）、DLD（1∶500）、β⁃actin（1∶1 000）。第 2天用

TBST洗涤后，将膜与相应的二抗进行孵育。TBST
清洗3次后加入ECL显影液曝光，通过 Image J软件

计算蛋白灰度值。

1.2.11 海马体积及免疫组化结果图像分析

应用立体计数法计数海马齿状回（denate gy⁃
rus，DG）区体积，根据小鼠脑图谱，从海马出现的第

1张片子开始收片，共收 280张。计算每张片子DG
区体积=面积×5 μm，则海马总体积为各张片子体积

之和。使用 Image J软件统计海马DG区神经元数

量。免疫组化阳性面积及光密度分析采用 Image⁃
Pro软件进行统计。

1.3 统计学方法

用 SPSS20.0软件进行统计学分析，数据用均

数±标准差（x ± s）表示，其中水迷宫定位航行实验结

果进行重复双因素分析，其他结果应用 Student’s⁃t
检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Bmi⁃1基因半剂量敲除不影响老龄小鼠的整体

健康状况

研究表明，Bmi⁃1基因通过多种途径参与机体

多系统、多器官的增殖、分化、凋亡等多条信号通路

的调控，在生物体的不同阶段对其生长，发育，老化

起到重要作用［10］。本研究观察了17月龄的Bmi⁃1+/-

小鼠的外观和体重等一般性指标，发现与同窝WT
小鼠相比，其外观正常，无明显的脱毛和皮肤损伤

（图1A），两种基因型小鼠的体重差异无统计学意义

（P > 0.05，图 1B）。HE染色和Masson染色结果分别

显示，两种基因类型的小鼠皮肤厚度和总的皮肤胶原

蛋白含量的差异均无统计学意义（P > 0.05，图
1C~E）。此外，骨骼病理组织结果表明，两组小鼠骨

骼形态结构完整，圆骨板结构正常（图1F）。骨骼生

长板厚度没有变化，下层胶原纤维数量基本一致，

差异无统计学意义（P > 0.05，图 1G、H）。X线显影

骨骼结构分析发现，和WT小鼠比较，Bmi⁃1+/-小鼠四

肢的长骨骨密度略有所下降，但差异无统计学意义

（P > 0.05，图 1I、J），以上实验表明杂合子Bmi⁃1敲
除并不影响老年小鼠的整体健康状况。

2.2 Bmi⁃1半剂量缺失导致老龄小鼠记忆受损

本研究采用Y迷宫实验检测Bmi⁃1基因半剂量

敲除对小鼠短期空间记忆行为的影响。统计结果表

明，在正确进入各臂的比例上，Bmi⁃1+/-小鼠与WT小
鼠间差异无统计学意义（P > 0.05，图2A），两者均能

以高达60%左右的比例正确进入，说明有着很好的短

期记忆力。另外，Bmi⁃1+/-小鼠相对WT小鼠穿越各臂

总次数下降了近 30%，但差异无统计学意义（P >
0.05，图2B），提示长期的Bmi⁃1半剂量缺失对老龄鼠

短期记忆的减退存在着一定的个体差异性。

为探索Bmi⁃1基因半剂量敲除对小鼠长期空间

记忆行为的影响，本研究进行了Morris水迷宫实

验。为期 2 d的视觉平台测试结果显示，Bmi⁃1+/-小

鼠在初次实验时能够很快找到目标象限，在时间上

比WT小鼠缩短约 30%，在第 2天的测试中，2种小

鼠所用时间均明显缩短，但Bmi⁃1+/-小鼠的所用时间

仍然短于WT小鼠，这可能是由于其运动速度快于

WT小鼠所致。2种小鼠在随后5 d内找到隐藏平台

的时间与在第 1~3天的差异无统计学意义，但是在

第 4、5天，Bmi⁃1+/-小鼠所用时间显著长于WT小鼠

（P < 0.05，图2C），两种小鼠寻找水下平台训练过程

中运动速度均逐渐减慢，差异无统计学意义（图

2D），表明Bmi⁃1+/-小鼠空间学习记忆能力较WT小
鼠明显减弱。另外，Bmi⁃1+/-小鼠在目标象限停留时

间和穿越平台次数上比WT小鼠均有明显减少（P <
0.05，图2E、F），提示其长期空间记忆能力下降。

2.3 半剂量敲除Bmi⁃1基因引起老龄小鼠DG体积

和神经元数量减少

研究表明，空间学习记忆能力与海马体结构和

功能的完整性密切相关［11］。为探讨Bmi⁃1+/-小鼠出

现空间学习记忆能力下降的病理学基础，对小鼠海

马区域进行连续切片，计算单张切片海马体积=海
马面积×5 μm，将每张切片的海马体积相加得出海

马的总体积。依此方法计算出海马各部分的体积

（图 3A）。结果显示，和WT小鼠相比，Bmi⁃1+/-小鼠

海马总体积和CA1（cornu Ammonis，CA1）区体积差

异均无统计学意义，但 DG区体积明显缩小（P <
0.05，图 3B），说明半剂量敲除Bmi⁃1基因可特异性

诱导海马DG区体积萎缩。其中，Bmi⁃1+/-小鼠海马

总灰质体积以及CA1区灰质体积较WT小鼠缩小，

但差异无统计学意义，DG区的灰质体积显著小于

WT小鼠（P < 0.01，图3C）。进一步统计海马各部分

灰质体积在总体积中的占比，发现Bmi⁃1+/-小鼠DG
区灰质体积占DG总体积的比例较WT小鼠明显下

降（P < 0.05，图 3D），提示Bmi⁃1基因半剂量敲除特

异性地导致老年鼠DG灰质体积缩小。为进一步探

究其原因，本研究使用神经元标志物Neun对神经元
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A：Appearance of Bmi⁃1+/- and WT mice. B：Body weight of Bmi⁃1+/- and WT mice. C：HE staining of the skin showed cellular structures of Bmi⁃1+/-

and WT mice. Scale bars=50 μm. D：The skin thickness of Bmi⁃1+/- and WT mice. E：Masson staining of the skin showed the distribution of total colla⁃
gen in the skin of Bmi⁃1+/- and WT mice. Scale bars=50 μm. F：HE staining of long bones showing bone morphology and cellular architecture of Bmi⁃1+/-

and WT mice. Scale bars=100 μm. G：Comparison of bone growth plate thicknesses between Bmi⁃1+/- and WT mice. H：Masson staining of long bones
showing total collagen expression in bone of Bmi⁃1+/- and WT mice. Scale bars=200 μm. I：X⁃ray of long bones of Bmi⁃1+/- and WT mice. J：X⁃ray mea⁃
surement of optical density in long bones of of Bmi⁃1+/- and WT mice，showing the size of bone density（n=4）.

图1 Bmi⁃1+/-小鼠与WT小鼠的体重、外貌、皮肤及骨骼分析比较

Figure 1 Comparisons of body weight、appearance、skin、and skeletal analysis between the Bmi⁃1+/- and WT mice

Bmi⁃1+/-WTWT Bmi⁃1+/-

WT Bmi⁃1+/-

150
120
90
60
30
0Wi

dth
ofg

row
thp

late
（

μm
）

E F G

A：Comparison of the proportions of alternation in Y⁃maze test between the Bmi⁃1+/-mice and WT mice. B：Comparison of the number of arm entries
between the Bmi⁃1+/- mice and WT mice. C：Comparison of the latency between the Bmi⁃1+/- mice and WT mice in finding target quadrant platform under
both visual and non⁃visual platform condition. D：Comparison of the swimming speed between the Bmi⁃1+/⁃mice and WT mice. E：Comparison of the dura⁃
tion time between the Bmi⁃1+/⁃ mice and WT mice in the target quadrant without platform at the next day after non⁃visual platform training. F：Compari⁃
son of the platform crossing times between the Bmi⁃1+/-mice and WT mice. Compared with the WT mice，*P < 0.05（n=7）.

图2 Bmi⁃1+/-小鼠学习记忆行为学分析

Figure 2 Behavioural analysis of learning memory in Bmi⁃1+/- mice
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A：Representative sections showed the hippocampal（HP）morphology and cytoarchitecture of the Bmi⁃1+/- mice and WT mice. Scale bars=500 μm.

B：Comparison of HP，cornu Ammonis（CA1）and DG volume between the Bmi⁃1+/-mice and WT mice. C：Comparison of gray matter volume in HP，CA1
and DG region between the Bmi⁃1+/- mice and WT mice. D：The proportion of gray matter volume in HP，CA1 and DG region in the total volume of each
part. Compared with the WT mice，*P < 0.05 and **P < 0.01（n=6）.

图3 HE染色结合体视学分析测定Bmi⁃1+/-小鼠海马体积

Figure 3 Determination of hippocampal volume in Bmi⁃1+/- mice by HE staining combined with somatological analysis
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进行标记，进行神经元数量统计，结果显示Bmi⁃1+/-

小鼠DG区神经元数量明显少于WT小鼠（P < 0.05，
图4A、E）。
2.4 半剂量敲除Bmi⁃1基因引起老龄小鼠海马DG
区神经细胞增殖减少和新生神经元数量下降

既往研究认为，哺乳动物的神经元在出生后不

再增殖和分化，这被称为稳定细胞［12］。成年动物脑

中的许多神经干细胞可以在其一生中增殖和分化，

不断补充由细胞凋亡或坏死引起的神经元丢失，并

改善神经系统的结构和功能［13］。这些神经干细胞

主要位于室管膜下区（subventricular zone，SVZ）和海

马齿状回颗粒下层（subgranular zone，SGZ）。SGZ区
域的神经干细胞分化成神经细胞后主要补充到海

马CA3透明层区域和DG颗粒细胞层［14］。PCNA和

DCX分别是干细胞增殖和分化为神经元的特异性

标志物［15］。为进一步探究Bmi⁃1+/-小鼠 SGZ区萎缩

的原因，本研究进行了PCNA和DCX免疫组织化学

染色与阳性细胞计数（图 4B、C）。PCNA染色结果

表明，Bmi⁃1+/-小鼠 SGZ区PCNA阳性细胞数明显少

于WT小鼠，两者之间有30%左右的差异（P < 0.05，
图4B、F）。另外，Bmi⁃1+/-小鼠DCX阳性新生神经元

数目较野生型小鼠显著减少，神经元突起不够丰富

（P < 0.05，图4C、F）。综上所述，SGZ中神经元增殖

减少和新生神经元下降导致神经元数量减少，这可

能是Bmi⁃1+/-小鼠DG区萎缩的主要原因。同时Cas⁃
pase⁃3染色结果表明，Bmi⁃1+/⁃小鼠DG区凋亡细胞较

WT小鼠略有升高，但两者差异无统计学意义（P >
0.05，图4D、G），进一步提示Bmi⁃1+/-小鼠DG体积缩

小是由于其新生神经元的产生减少，并非由于其成

熟神经元的死亡加剧导致。

2.5 半剂量敲除Bmi⁃1基因导致老龄小鼠海马DG
神经元线粒体变性

通过透射电子显微镜进一步观察两种基因型

小鼠DG区颗粒细胞的超微结构变化。结果显示，

Bmi⁃1+/-和WT小鼠的神经元结构基本完整，胞膜完

整，核结构正常。胞浆内含有大量的线粒体、内质

网、核糖体等细胞器（图 5A）。然而，与WT小鼠相

比，Bmi⁃1+/-小鼠线粒体出现膨大、肿胀，线粒体嵴减

少的比例较WT小鼠增加（P < 0.05，图 5A、B）。此

外，Bmi⁃1+/-小鼠细胞质中脂褐素的数量明显高于

WT小鼠（P < 0.05，图5A、C），提示半剂量敲除Bmi⁃1
基因加剧老龄鼠DG区颗粒神经元线粒体损伤。
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A：Representative sections showed neurons in the DG region of two genotypes. Scale bars=150 μm. B，C：Representative sections showed the distri⁃
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immunoreactive cells of Bmi⁃1+/- mice and WT mice. F：Quantitative counting of PCNA and DCX immunoreactive cells of Bmi⁃1+/- mice and WT mice.
G：Percentage of apoptotic cells of Bmi⁃1+/- mice and WT mice. Compared with the WT mice，*P < 0.05（n=6）.

图4 PCNA和DCX免疫组化染色检测Bmi⁃1+/-小鼠海马神经发生

Figure 4 Hippocampal neurogenesis in Bmi⁃1+/- mice detected by PCNA and DCX immunohistochemical staining

Bm
i⁃1+/-

WT

2.6 半剂量敲除Bmi⁃1基因导致老龄小鼠海马细胞

周期调控和线粒体能量代谢相关蛋白表达异常

为了确定半剂量敲除Bmi⁃1基因对海马DG区

颗粒下层神经细胞增殖分化的影响，运用Western
blot观察Bmi⁃1基因下游调控因子的表达情况。实

验结果表明，尽管在Bmi⁃1+/-小鼠中Bmi⁃1基因的表

达量较WT小鼠有所降低，但两者之间的差异并不

明显（P > 0.05）。在Bmi⁃1的下游调控因子中，p53
和 p27 均显著上调，差异具有统计学意义（P <
0.05），而 p19 也有所上调，但无显著性差异（P >
0.05，图6A、B）。

基于电镜中观察到Bmi⁃1+/-小鼠颗粒神经元线

粒体变性的比例较WT小鼠轻度增加，本研究通过

Western blot对线粒体内参与能量代谢的酶进行观

察以进一步明确长期的Bmi⁃1半剂量敲除对线粒体

功能的影响。实验结果表明，Bmi⁃1半剂量敲除后，

线粒体氧化磷酸化过程中的重要酶类NDUFV2和
NDUFS3 的表达量均显著下调（P < 0.05）。另外

DLD、DLST是三羧酸循环中重要的催化酶，同样参

与线粒体的能量代谢过程［16］。研究结果显示，DLST
在 Bmi⁃1+/-小鼠中的表达显著下调（P < 0.01），而
DLD的表达虽有下调，但是差异无统计学意义（P >

A：Representative images showed ultrastructure of neurons in the hippocampal DG granulosa cell layer of Bmi⁃1+/- mice and WT mice. The arrow
represents the degenerative mitochondria and lipofuscin deposition. Scale bars=2 μm. B：The proportion of degenerative mitochondria in the hippocam⁃
pal DG granulosa cell layer of Bmi⁃1+/-mice and WT mice. C：The number of lipofuscin deposition per neuron in the hippocampal DG granulosa cell lay⁃
er of Bmi⁃1+/-mice and WT mice. Compared with the WT mice，*P < 0.05（n=6）.

图5 Bmi⁃1+/-小鼠海马DG区颗粒细胞层神经元的超微结构

Figure 5 Ultrastructure of neurons in the granule cell layer of the DG region of the hippocampus in Bmi⁃1+/- mice
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0.05，图6C、D）。
同时本研究对3月龄、10月龄、16月龄的Bmi⁃1+/-

小鼠和WT小鼠进行海马Bmi⁃1蛋白的检测，这3个
月龄分别代表年轻小鼠，中年小鼠和老年小鼠。结

果发现3月龄和10月龄时，同月龄的Bmi⁃1+/-小鼠和

WT小鼠相比，Bmi⁃1+/-小鼠的 Bmi⁃1蛋白表达显著

低于对应月龄的WT小鼠（P < 0.05），而 16月龄的

Bmi⁃1+/-小鼠和WT小鼠相比，Bmi⁃1蛋白表达差异无

统计学意义（P > 0.05）。WT小鼠在 3月龄和 10月

龄时 Bmi⁃1表达显著高于 16月龄的WT小鼠（P <
0.05），表明随着年龄增长，WT小鼠的Bmi⁃1表达下

降（图6E、F）。
3 讨 论

Bmi⁃1作为一种重要的调控基因，参与细胞周

期、氧化应激、线粒体功能、DDR通路、干细胞增殖

和自我更新［17］。研究表明，Bmi⁃1基因的缺失可导

致肾脏、心血管系统、造血系统和生殖系统等多个
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A，B：Representative bands of Western blot and densitometry analysis of the expression levels of cell cycle related regulatory proteins. C，D：Repre⁃
sentative bands of Western blot and densitometry analysis of the expression levels of mitochondrial energy metabolism related proteins and antioxidant
indicators. E，F：Representative bands of Western blot and densitometry analysis of the expression levels of Bmi⁃1 in the hippocampus. Compared with
the WT mice，*P < 0.05and **P < 0.01；compared with the 3⁃month⁃old WT mice，#P < 0.05；compared with the 10⁃month⁃old WT mice，$P < 0.05（n=8）.

图6 Bmi⁃1+/-和WT小鼠中海马中细胞周期调节和线粒体能量代谢相关蛋白的表达水平

Figure 6 Expression levels of proteins related to cell cycle regulation and mitochondrial energy metabolism of the hippo⁃
campus in Bmi⁃1+/-mice and WT mice
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器官系统的过早衰老［18-19］。本课题组前期研究已证

实，Bmi⁃1缺陷基因可以诱导幼龄小鼠发生神经退

行性样变性［5］；8月龄Bmi⁃1+/-小鼠表现出脑过早衰

老，包括轻度长期记忆丧失、丙二醛等氧化应激指

标升高、海马锥体神经元中脂褐素沉积和神经元凋

亡增加等［6］。此外，有研究证实，Bmi⁃1基因的表达

随着小鼠和人类脑神经元的衰老而下调，提示Bmi⁃1
可能参与正常脑衰老的过程［7］。然而，Bmi⁃1基因在

衰老小鼠脑中的长期作用尚不清楚。本研究，选择

17月龄的Bmi⁃1+/-小鼠作为实验对象，观察半剂量敲

除Bmi⁃1基因对衰老小鼠的影响。结果表明，半剂量

敲除Bmi⁃1基因可抑制衰老小鼠海马新生神经元的

增殖，导致海马DG体积特异性缩小，长期记忆丧失。

Morris水迷宫验证海马结构在动物学习记忆功

能中发挥重要作用，而学习和记忆的过程，取决于

海马体结构的完整性［20］，但具体机制尚不清楚。有

研究报道，空间学习能力损伤的程度与海马组织损

伤体积有关［21-22］。本研究表明，Bmi⁃1+/-小鼠的长期

记忆功能受损，表现为海马DG区体积和颗粒神经

元数量减少。进一步的实验结果提示神经元的减少

与DG颗粒细胞神经干细胞的分化和增殖减少有

关。本课题组前期研究发现8月龄的Bmi⁃1+/-小鼠空

间记忆较同月龄WT小鼠没有明显变化［6］。本研究

发现17月龄的Bmi⁃1+/-小鼠表现出明显的长期记忆
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障碍。据此可推测成年小鼠Bmi⁃1基因部分缺失导

致的海马神经元损伤不足以影响整个海马功能，但

这种损伤作用随着衰老进程逐渐显现出来。然而，

这一过程中的具体机制和发生这种变化的节点尚

不明确，需要进一步实验验证。

此外，细胞线粒体损伤引起的能量代谢效率较

低，也可能影响神经干细胞的增殖和分化。线粒体

作为细胞能量产生的主要部位，参与调节细胞中

糖、脂、蛋白质的代谢，直接或间接参与细胞增殖、

分化、凋亡等信号通路的转导［23-24］。有充分的证据

表明，线粒体功能障碍是导致细胞衰老、坏死和凋

亡的一个重要原因［25-26］，并参与多种疾病，如线粒体

肌病和神经退行性疾病发病进程［27-28］。虽然也有一

些文献报道了线粒体在干细胞中的重要作用［29］，在

人类胚胎干细胞中，当细胞自我更新时，细胞核周围

的线粒体数量减少，线粒体嵴和氧化能力降低［30］。但

线粒体对衰老进程中的中枢神经干细胞增殖和分

化的影响尚不清楚。成年动物的神经干细胞可能

需要更多的耗氧量和能量生成来维持高代谢状态，

其具体机制有待进一步研究。

Bmi⁃1基因参与细胞内的氧化应激反应。本课

题组的前期研究已证明 Bmi⁃1+/-小鼠体内活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的产生和清除功能失

衡［5，7，31］。考虑到细胞内ROS主要是线粒体的能量代

谢的副产物，本研究进一步观察了线粒体的形态结构

和相关能量代谢酶类的表达。结果显示，Bmi⁃1+/-

小鼠线粒体存在着一定程度的损伤，能量代谢体

系酶NDUFV2、NDUFS3和DLST表达水平下降，提

示Bmi⁃1+/-小鼠线粒体能量代谢能力减弱，可能是导

致其空间认知功能障碍的一个重要因素。

大量研究结果表明，Bmi ⁃ 1 基因能够通过

p16Ink4a/cyclinD/pRb 和 p19Arf/MDM2/p53来调节多种

干细胞的增殖，并与 Bmi⁃1表达水平密切相关［32］。

本课题组前期研究发现，8月龄 Bmi⁃1+/-小鼠海马

Bmi⁃1表达水平显著低于同月龄的WT小鼠［6］。但

是17月龄Bmi⁃1+/-小鼠和WT小鼠海马Bmi⁃1的表达

量并没有显著的差异，这可能与小鼠在衰老的过程中

神经元Bmi⁃1表达随之降低有关［7］，进一步Western
blot检测也发现，16月龄WT小鼠与3月龄和10月龄

的WT小鼠相比，Bmi⁃1的表达水平有明显下降。但

Bmi⁃1负性调控的下游老化相关周期蛋白p53和p27
的表达水平在老龄Bmi⁃1+/-小鼠海马显著增加，这可

能与Bmi⁃1的长期低表达导致相关调控衰老的指标

上调相关，这些指标调控p53和p27的表达，进而让

老龄Bmi⁃1+/-小鼠表现出更明显的衰老表型。有文

献报道，Bmi⁃1抑制 INK4a基因，该基因编码肿瘤抑

制因子p16，因此，Bmi⁃1缺失诱导p16表达上调和过

早衰老［33］，而p16作为重要的肿瘤抑制蛋白，在衰老

过程中发生上调，可以通过抑制MDM2相关泛素化

来抑制p53更新，维持p53的高表达［34］。而 p53蛋白

上调可发挥对 p27蛋白表达的正向作用［35］。因此，

老龄Bmi⁃1+/-小鼠可能通过上调 p16水平进一步促

进老化相关周期蛋白 p53和 p27的表达。其具体机

制有待进一步研究。同时本研究发现Bmi⁃1+/-小鼠

DG区PCNA阳性增殖细胞和DCX阳性新生神经元的

数量显著减少。这些结果提示Bmi⁃1对于维持衰老

过程中海马神经发生和海马脑容量具有重要作用。

综上所述，本研究表明Bmi⁃1基因的半剂量敲

除抑制老年小鼠海马中新生神经元生成，海马DG
区体积特异性缩小，并导致长期记忆功能障碍。这

一发现为今后进一步探索Bmi⁃1基因调控脑衰老的

机制及相关抗衰老靶点提供了实验理论基础。
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