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·基础研究·

mTOR 蛋白对老龄大鼠肌腱干细胞修复能力影响△

谷成毅，陈明亮，丁松，周游*

（三峡大学附属仁和医院骨科，湖北宜昌 443001）

摘要：［目的］探讨 mTOR 蛋白对老龄大鼠肌腱干细胞肌腱损伤修复能力的影响。［方法］体外培养青年组和老年组大鼠肌

腱干细胞，使用腺病毒转染调控 mTOR 表达，Western blot 检测 mTOR 和相关蛋白。制作老龄大鼠髌腱损伤模型，分为 mTOR
表达、mTOR 干扰、GFP（green fluorescent protein 绿色荧光蛋白）和空白组，在 2 周和 4 周取大鼠修复肌腱组织，行组织学、

组织免疫化学和生物力学检测。［结果］体外试验方面，Western blot 结果显示，老年组 mTOR [(1.8±0.1) vs (0.9±0.1), P<0.05]、
Raptor [(4.1±0.3) vs (2.2±0.3), P<0.05] 及 P-Raptor [(1.8±0.1) vs (0.9±0.1), P<0.05] 均显著高于青年组；而两组间 AKT、P-Akt、S6K、
P-S6k 的差异无统计学意义（P>0.05）。老年大鼠 TSCs 体外转染后 mTOR、Raptor 及 P-Raptor 表达从高到低的顺序：mTOR 的表

达组>GFP 组>mTOR 干扰组（P<0.05）。体内试验方面，与术后 2 周相比，术后 4 周四组 HE 组织评分均显著增加（P<0.05），相

应时间点分数从高到低的顺序依次为 mTOR 干扰组>GFP 组>mTOR 表达组>空白组，差异均有统计学意义（P<0.05）。与术后 2 周

相比，术后 4 周，Col1 及 SCX 的表达均无显著变化（P>0.05），相应时间点，四组间 Col1、SCX 的表达定量从高到低依次为

mTOR 干扰组>GFP 组>空白组>mTOR 表达组，差异均有统计学意义（P<0.05）。与术后 2 周相比，术后 4 周四组最大损毁强度均

显著增加（P<0.05），相应时间点，最大损毁强度值从大到小依次为 mTOR 干扰组>GFP 组>空白组>mTOR 表达组，差异均有统计

学意义（P<0.05）。［结论］抑制 mTOR 蛋白可加强老龄大鼠肌腱干细胞的修复能力。
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Effect of mTOR protein on repair capacity of tendon stem cells in aged rats // GU Cheng-yi, CHEN Ming-liang, DING Song,

ZHOU You. Department of Orthopaedics, Renhe Hospital, China Three Gorges University, Yichang 443001, China
Abstract: [Objective] To investigate the effect of mTOR protein on tendon repair ability of tendon stem cells in aged rats. [Methods]

Young and old rat tendon stem cells were cultured in vitro, and mTOR expression was regulated by adenovirus transfection, and mTOR and
related proteins were detected by Western blot. Aged rat patellar tendon injury models were made, and divided into mTOR expression,
mTOR interference, green fluorescent protein (GFP) and blank groups. The repaired tendon tissues of the rats were harvested at 2 and 4
weeks for histological, tissue immunochemical and biomechanical assays. [Results] In vitro test, the western blot results showed that the
aged rats presented significantly higher level of mTOR [(1.8±0.1) vs (0.9±0.1), P<0.05], Raptor [(4.1±0.3) vs (2.2±0.3), P<0.05] and P-Rap⁃
tor [(1.8±0.1) vs (0.9±0.1), P<0.05] than the young group, despite of insignificant differences in Akt, p-Akt, S6k and P-S6K between the two
groups (P>0.05). The expression sequence of mTOR, Raptor and P-Raptor after transfection of TSCs in aged rats ranked from high to low:
mTOR expression group > GFP Group >mTOR interference group (P<0.05). In vivo test, HE tissue scores significantly increased in all the 4
groups 4 weeks after surgery group compared with those 2 weeks after surgery (P<0.05), which ranked from high to low as the mTOR interfer⁃
ence group >GFP Group >mTOR expression group > blank control group at time points accordingly with statistically significant differences
(P<0.05). Compared with those 2 weeks after surgery, the Col1 and SCX expressions remained unchanged at 4 weeks after surgery (P>0.05),
which ranked among the 4 groups from high to low as the mTOR interference group >GFP Group >Blank group >mTOR expression group,
with statistical significance (P<0.05). Compared with those 2 weeks after surgery, the maximum failure strength in biomechanical test signifi⁃
cantly increased in 4 weeks after surgery (P<0.05), which ranked up-down as mTOR interference group >GFP Group > blank group >mTOR
expression group with statistical significances at time points accordingly (P<0.05). [Conclusion] Inhibition of mTOR protein does enhance
the repair capacity of tendon stem cells in aged rats in this study.
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雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin,
mTOR） 是一类大分子蛋白质，分子量为 289 kDa，
作为细胞多种病理生理过程的关键调控分子，在不同

的组织细胞中均有表达，在细胞病理生理过程中的作

用至关重要［1］。mTOR 存在两种不同复合物形式，

即 mTORC1 和 mTORC2［2］。mTOR 整合细胞外多种

信号刺激，参与体内多条信号通路，影响转录及蛋白

质合成，与细胞凋亡、自噬、生长等均有重要联

系［3］。mTORC 1 在干细胞自我更新和分化方面也起

到很重要的作用［4］。

肌腱干细胞（tendon stem cell, TSC）是一群存在

于肌腱中具有多向分化能力的间充质干细胞，在合适

的条件下可以分化为肌腱组织、骨骼组织或者软骨组

织［5］。有研究发现肌腱干细胞在肌腱病的发生、发展

中也扮演着重要角色［6，7］。当肌腱干细胞处于异常的

诱导环境时，会朝着非肌腱细胞方向分化［8］。老龄化

会使肌腱干细胞的干性降低，增殖能力、克隆能力都

显著下降，从而更易于向非肌腱细胞方向分化［9］。肌

腱中残存的干细胞对于组织的再生、修复非常重要，

然而老龄化会导致肌腱中肌腱干细胞数目下降而且功

能减弱［10］。有临床研究表明，老龄化肌腱的愈合能

力很差，严重影响老龄人群肌腱病的术后康复效

果［11］。

mTOR 参与干细胞的更新分化，故本研究拟通过

调控 mTOR 蛋白观察其对老年大鼠肌腱干细胞成肌

腱分化的影响，从而找出针对老年肌腱损伤、疾病修

复的新思路，为临床提供帮助。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

雄性 Sprague Dawley （SD）大鼠，老年大鼠（1
年，28 只）和青年大鼠（12 周，4 只），清洁级，由

陆军军医大学实验动物中心提供。体外实验分为老年

大鼠（4 只）和青年大鼠（4 只）两组；体内实验分

为 mTOR 表达（6 只）、mTOR 干扰（6 只）、GFP（6
只）、空白（6 只）。

1.2 体外试验

1.2.1 TSCs 的分离培养

老年和青年 SD 大鼠各 4 只 CO2安乐处死，取跟

腱剪碎，0.25%胰酶消化 1 h。4℃ 1 000 r/min 离心，

加 10% 胎牛血清 DMEM 培养液（1×10/ml）。接种于

25 cm2 培养瓶中，37℃、5% CO2 培养。2 d 后换液，

2~3 d 换液 1 次，细胞占瓶底 80%左右时进行传代。

传至 3 代，进行后续实验。

1.2.2 老年大鼠 TSCs 转染

将老年大鼠 TSCs 分为 mTOR 表达、mTOR 干

扰、GFP 和空白四组。使用腺病毒转染制作 mTOR
表达、mTOR 干扰和 GFP 的 TSCs。取第 3 代老年大

鼠 TSCs ，通过重组腺病毒 Ad－mTOR 按照预实验测

定的最大 MOI 值 （100） 转染，12 h 后换完全培养

基，培养 48 h，倒置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白

的表达情况。

1.2.3 Western blot 检测

各组细胞加入 RIPA 裂解液置于冰上 30 min。然

后 12 000 r/min 离心 15 min ，收集上清液，检测总蛋

白浓度。4%~20%梯度聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜，

室温 5%的脱脂牛奶封闭 1 h。加入一抗 mTOR（1∶
1 000）、Raptor（1∶500）、S6K（1∶1 000）、Akt（1
∶1 000） 摇晃过夜。TBST 清洗 3 遍，加二抗 （1∶
10 000）避光摇晃 1 h，洗涤 3 次。BIO-RAD 凝胶电

泳图像分析仪采图，图像分析软件统计分析，检测各

指标的表达强度。

1.2.4 肌腱修复材料制备

（1） 3 瓶上述 SD 老龄大鼠 TSCs，腺病毒处理分

为 mTOR 过表达、mTOR 干扰、GFP。转染 72 h 后

收细胞备用；（2）称 2.2 g 脱乙酰度>95%的壳聚糖溶

100 ml 的 0.1 mol/L 的冰醋酸溶液中，配成 2.15 wt%
壳聚糖 C 溶液。磁力搅拌器保持 50℃左右搅拌 4 h，
121℃消毒 10 min。称 5 g β-甘油磷酸钠溶于 5 ml 去
离子水中，搅拌均匀得到 50 wt% GP 溶液，用 0.22
μm 的滤器过滤除菌。取 6 ml C 溶液，再将 1 ml 的
GP 溶液逐滴加入到 C 溶液中，混合均匀获得 C/GP
溶液；（3）将水凝胶和目的细胞悬液按照 2∶1 的体

积比配置备用。

1.3 体内试验

1.3.1 髌腱损伤与修复

将 24 只老年大鼠分为 mTOR 表达、mTOR 干

扰、GFP 和空白四组，每组 6 只。异氟醚麻醉，取

仰卧位，酒精消毒双侧膝关节。以右侧膝关节为例，

膝屈曲 30°，取正中切口，全长 2 cm 至髌骨上下

缘，切开皮肤、筋膜显露髌腱，使用 2 mm×5 mm 的

模版去掉髌腱组织，得到损伤模型。在髌腱缺损处加

入 50 μl 的水凝胶和实验细胞混合液，关闭切口，同

法处理对侧。待术后 2 周和 4 周，每组每次 3 只取髌

腱进行检测。

1.3.2 HE 染色

制作 SD 老龄大鼠髌腱损伤修复模型，分别在 2



2174

Vol.31,No.23
Dec.2023

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
第 31 卷 第 23 期

2 0 2 3 年 12 月

周、4 周收取髌腱标本经处理成石蜡切片，将组织用

4%多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋，后切片机冠状面

连续切片（5 μm），脱蜡后 HE 染色。每组随机取 5
张切片置于 IX70 显微镜下观察 3 个视野中髌腱缺损

的修复情况。组织学评分标准：从纤维结构、纤维排

列、核圆程度、炎症细胞、静脉数量和细胞数量等方

面进行评分。

1.3.3 免疫组化

先石蜡组织脱蜡后水化，再用胰酶修复法修复，

使用 SCX、Col1 的 1 抗抗体溶液。染色液镜下染色

苏木素染核，90s 后 60℃水浴环境下返蓝 10 min。梯

度乙醇脱水，常温下晾干，中心树胶封片。使用光密

度（optical density, OD）计量。

1.3.4 生物力学测试

采用 CO2安乐处死模型大鼠。取 2、4 周大鼠髌

腱缺损模型的完整后肢，保留髌骨和胫骨髌腱，使用

生物力学测试仪进行生物力学检测，测量修复组织的

最大损毁强度（单位 N）。
1.4 统计学方法

采用 GraphPad Prism 7.0 统计软件对数据进行分

析，计量数据以 x̄ ±s 表示，资料呈正态分布时，采

用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 法；资料呈

非正态分布时，采用秩和检验。P<0.05 为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 青年与老年大鼠 TSCs的mTOR相关蛋白表达比较

青年与老年大鼠肌腱干细胞中 mTOR 及相关蛋

白的表达 Western blot 见表 1 所示：mTOR、Raptor、
P-Raptor 表达老年组显著高于青年组（P<0.05）；而

AKT、P-Akt、S6K、P-S6k 两组差异无统计学意义

（P>0.05）。

2.2 老年大鼠 TSCs 体外转染后 mTOR 相关蛋白表达

比较

老年大鼠 TSCs 体外转染后 mTOR 及相关蛋白的

表达 Western blot 见表 2。mTOR、Raptor 及 P-Raptor
表达从高到低的顺序：mTOR 的表达组>GFP 组>
mTOR 干扰组 （P<0.05）；而 AKT、P-Akt、S6K 和

P-S6k 的表达三组差异无统计学意义（P>0.05）。

2.3 体内修复检测结果

HE 染色观察髌腱损伤的修复效果见图 1、表

3，与术后 2 周相比，术后 4 周四组 HE 组织评分均

显著增加（P<0.05），相应时间点分数从高到低的顺

序依次为 mTOR 干扰组>GFP 组>mTOR 表达组>空白

组，差异均有统计学意义 （P<0.05）。组织学评分

mTOR 干扰组相对其他三组纤维排列相对更整齐，炎

症细胞数量更少，静脉数量和细胞数量明显增多。

石蜡切片免疫组化 Col1 和 SCX 检测结果见图

2、图 3、表 3，与术后 2 周相比，术后 4 周，Col1
及 SCX 的表达均无显著变化 （P>0.05），相应时间

点，四组间 Col1、SCX 的表达定量从高到低依次为

mTOR 干扰组>GFP 组>空白组>mTOR 表达组 （P<
0.05），差异均有统计学意义。

生物力学结果见表 3，与术后 2 周相比，术后 4
周四组最大损毁强度均显著增加（P<0.05），相应时

间点，最大损毁强度值从大到小依次为 mTOR 干扰

组>GFP 组>空白组>mTOR 表达组，差异均有统计学

意义（P<0.05）。

3 讨 论

mTOR 是一类大分子蛋白质，存在两种不同复合

物形式，即 mTORC1 和 mTORC2［10，12］。mTORC1 由

表 1 青年与老年大鼠 TSCs 的 mTOR 相关蛋白相对
表达量比较（ x̄ ±s）

指标

mTOR
Raptor
P-Raptor
Akt
P-Akt
S6k
P-S6k

青年组（n=3）
0.9±0.1
2.2±0.3
0.7±0.0
2.3±0.1
0.8±0.0
6.2±0.6
4.7±0.4

老年组（n=3）
1.8±0.1
4.1±0.3
2.1±0.1
2.3±0.0
0.8±0.1
6.2±0.6
4.6±0.4

P 值

0.032

0.028

0.012

0.083
0.102
0.096
0.094

Table 1 Comparison of relative expression mTOR-related
proteins in TSCs between young and old rats ( x̄ ±s)

表 2 老年大鼠 TSCs 体外转染后 mTOR 相关蛋白
表达比较 ( x̄ ±s)

指标

mTOR
Raptor
P-Raptor
Akt
P-Akt
S6k
P-S6k

mTOR 表达

组（n=3）
3.9±0.1
1.0±0.0
4.2±0.6
1.2±0.1
3.4±0.5
4.1±0.7
3.7±0.4

mTOR 干扰组

（n=3）
1.2±0.0
0.3±0.0
1.5±0.2
1.2±0.0
3.1±0.4
3.9±0.6
3.3±0.4

GFP 组

（n=3）
2.1±0.1
0.6±0.1
2.1±0.2
1.2±0.1
3.6±0.6
4.1±0.6
3.6±0.4

P 值

0.015

0.021

0.032

0.076
0.082
0.091
0.094

Table 2 Comparison of relative expression mTOR-related
proteins in TSCs transinfected differently in the old rats ( x̄ ±s)
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mTOR、RAPTOR 和 mLST8 组成［3］。mTORC 1 在干细

胞自我更新和分化方面也起到很重要的作用 ［4］。

mTOR 整合细胞外多种信号刺激，参与体内多条信号

通路［13，14］，影响转录及蛋白质合成，与细胞凋亡、自

噬和生长等生命活动均有很重要的联系［15~17］。有研究

表明使用 mTOR 抑制剂可以延长寿命减缓衰老，说明

mTOR 在衰老的过程中表达是增加的［18］。本研究通过

检测青年和老年大鼠 TSCs 中 mTOR 及与其相关的蛋

白表达，也发现 mTOR、RAPTOR 在老年大鼠细胞中

表达远远高于青年大鼠，从而证实了 mTOR 的表达会

随衰老而增强。众所周知，老龄化是导致肌腱损伤修

复变得更加困难的一个重要因素，部分原因就是老龄

化过程会使肌腱组织中的肌腱干细胞向肌腱方向分化

的能力减弱［5］。mTOR 对于干细胞的自我更新和分化

很重要，而且本实验结果提示老年大鼠的 mTOR 蛋白

表达相对青年大鼠增加，故此推断可能是 mTOR 蛋白

表达的增加抑制老年大鼠肌腱干细胞的成肌腱分化，

从而导致老龄化肌腱损伤修复能力减弱。

图 1 四组髌腱损伤修复组织学观察（HE，×200 μm）。1a, 1e: 空白对照；1b, 1f: mTOR 表达组；1c, 1g: mTOR 干扰组；1d,
1h: GFP 组。

Figure 1. Histological observation of repair of patellar tendon injury of the four groups (HE，×200 μm). 1a, 1e: blank control. 1b, 1f:
mTOR expression group. 1c, 1g: mTOR interference group. 1d, 1h: GFP group.

空白对照 mTOR 表达组 mTOR 干扰组 GFP 组

2 周

4 周

图 2 四组髌腱损伤修复组织学观察（Col1 免疫组化，×100 μm）。2a, 2e: 空白对照；2b, 2f: mTOR 表达组；2c, 2g: mTOR 干
扰组；2d, 2h: GFP 组。
Figure 2. Histology of patellar tendon injury repair in four groups (Col1 immunohistochemistry, ×100 μm). 2a, 2e: Blank control. 2b, 2f:
mTOR expression group. 2c, 2g: mTOR interference group. 2d, 2h: GFP group.

空白对照 mTOR 表达组 mTOR 干扰组 GFP 组

2 周

4 周
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有研究通过构建肌腱损伤模型，在病变部位植入

自体或异体来源干细胞，调控干细胞的分化方向达到

促进肌腱再生修复的作用［19~21］。Kokubu 等［22］将脂肪

来源的干细胞注射到跟腱损伤模型缺损处，证明了脂

肪来源的干细胞能够促进损伤跟腱的修复。从晓霞

等［23］研究发现，AKT-mTOR 轴是肌腱分化关键调节

信号，并为肌腱损伤和肌腱相关疾病提供了新的治疗

靶点。本研究通过腺病毒转染将控制 mTOR 蛋白表

达的老龄大鼠 TSCs 混合物植入大鼠髌腱缺损处建立

髌腱缺损修复模型，通过调节 mTOR 蛋白的表达来

探索修复效果的差异。研究结果显示，HE 染色抑制

mTOR 蛋白表达组中肌腱类似组织更多，其组织学评

分、纤维结构评分均高于 mTOR 蛋白过表达组。免

疫组化结果也显示抑制 mTOR 蛋白表达组 Col1 表达

均高于 mTOR 蛋白过表达组。本研究的结果说明抑

制 mTOR 蛋白的表达能够促进老龄大鼠肌腱干细胞

成肌腱分化，利于老年肌腱损伤组织的修复。

有研究发现，mTOR 蛋白的活性在肌腱组织损伤

后出现改变，参与肌腱组织的修复过程［24］。另有研

究发现，通过喂饲 mTOR 蛋白抑制剂，可使损伤的

肌腱组织在结构和生物力学上与成年小鼠的肌腱相

似［25］。表明 mTOR 蛋白参与了肌腱组织损伤后的修

图 3 四组髌腱损伤修复组织学观察（SCX 免疫组化×100 μm）。3a, 3e: 空白对照；3b, 3f: mTOR 表达组；3c, 3g: mTOR 干扰

组；3d, 3h: GFP 组。

Figure 3. Histology observation of patellar tendon injury repair in four groups (SCX immunohistochemistry×100 μm). 3a, 3e: Blank con⁃
trol. 3b, 3f: mTOR expression group. 3c, 3g: mTOR interference group. 3d, 3h: GFP group.

空白对照 mTOR 表达组 mTOR 干扰组 GFP 组

2 周

4 周

表 3 老年大鼠髌腱修复检测结果比较（ x̄ ±s）

指标

HE 组织评分

Col1 组化 (OD)

SCX 组化 (OD)

最大损毁强度 (N)

时间点

2 周

4 周

P 值

2 周

4 周

P 值

2 周

4 周

P 值

2 周

4 周

P 值

空白对照组（n=6）
2.3±0.1
3.3±0.7
0.042

1.1±0.1
1.1±0.1
0.085

0.9±0.1
1.0±0.1
0.083

15.0±0.1
24.1±0.1

0.044

mTOR 表达组（n=6）
5.1±0.8
7.2±1.0
0.047

0.4±0.1
0.4±0.1
0.079

0.4±0.1
0.4±0.1
0.069

17.1±0.2
26.1±0.3

0.041

mTOR 干扰组（n=6）
13.2±1.2
17.5±1.4

0.038

4.3±0.2
4.5±0.3
0.063

5.1±0.4
5.6±0.5
0.093

36.2±0.2
46.3±0.3

0.037

GFP 组（n=6）
8.1±1.0

11.5±1.2
0.046

2.7±0.2
2.9±0.2
0.068

2.1±0.1
2.2±0.1
0.077

25.1±0.2
36.2±0.2

0.035

P 值

0.016

0.021

0.006

0.005

0.008

0.009

0.038

0.041

Table 3 Comparison of assay consequences after patellar tendon repair in the old rats ( x̄ ±s)
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复过程。本实验生物力学研究结果显示，抑制 mTOR
蛋白表达后，修复的肌腱组织韧性更强，抗拉能力

好，组织损伤修复效果相对较好。将来可通过对该信

号通路进一步深入研究，明确其作用机制和下游的信

号蛋白，为临床上使用药物抑制 mTOR 蛋白的表

达，来预防和治疗老龄化的肌腱损伤和肌腱病提供理

论依据。

本研究局限性在于实验动物性别差异（雌性动物

缺乏）、数量少、随访观察时间短。然而，本研究结

果支持了这样的假设，即 mTOR 蛋白调控 TSCs 向成

肌腱方向分化，可以调节老年大鼠肌腱损伤的修复。

笔者认为，mTOR 蛋白在老化肌腱损伤修复中起着重

要作用，但是精确分子机制尚不明确，有待进一步深

入研究。
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