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实时监测衰老报告小鼠模型的研究进展
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摘  要：衰老是老年慢性疾病的独立危险因素，理解衰老机制是实现这些疾病早期预防与有效干预的关键之一。系统衰老是

动态演进的过程，其机制研究面临挑战。随着对细胞衰老与系统衰老相关生物标志物研究的进展以及小动物活体光学成像

的发展，国内外同行构建了越来越多的实时监测衰老报告小鼠模型，助力衰老机制与干预策略研究。本文基于几种经典

的、广泛应用的衰老生物标志物(p16Ink4a、p21Waf1/Cip1、p53和Glb1)，归纳了近些年来与其相关的实时监测衰老报告小鼠模

型，综合分析了它们在系统衰老研究中的应用价值。
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Abstract: Aging is an independent risk factor for chronic diseases in the elderly, and understanding aging mechanisms is one of the 
keys to achieve early prevention and effective intervention for the diseases. Aging process is dynamic and systemic, making it difficult 
for mechanistic study. With recent advances in aging biomarkers and development of live-imaging technologies, more and more 
reporter mouse models have been generated, which can live monitor the aging process, and help investigate aging mechanisms at 
systemic level and develop intervention strategies. This review summarizes recent advances in live-imaging aging reporter mouse 
models based on widely used aging biomarkers (p16Ink4a, p21Waf1/Cip1, p53 and Glb1), and discusses their applications in aging research.
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综　述

随着人口老龄化趋势的加重，我国正面临日益

严重的老龄化问题，老龄化引发的各种社会问题以

及衰老对机体各方面的影响引起越来越广泛的关

注。健康老龄化是我国社会的重大需求，理解衰老

机制是关键，但至今我们对衰老的理解尚处于初级

阶段。衰老是机体的细胞、组织和器官在结构和功

能上逐渐出现的不可逆转的全面退行性改变。衰老

研究的国际同行总结了衰老的 12 个特征：基因组

不稳定、端粒损耗、表观遗传改变、蛋白质稳态丧失、

大自噬失能、营养感应失调，线粒体功能障碍、细

胞衰老、干细胞耗竭、细胞间通讯改变、慢性炎症

和生态失调 [1]。其中细胞衰老是机体衰老的细胞生
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物学基础，是肿瘤发生的天然屏障 [2]。细胞衰老分

为 3 种类型：复制性衰老 (replicative senescence, RS)、
应激性衰老 (stress-induced premature senescence, SIPS)
和发育程序性衰老 (developmentally programmed 
senescence, DPS)。RS 是指生理因素引起的细胞分

裂能力减退直至最终消失，是最早被发现的衰老方

式，即 Hayflick 定义的细胞衰老 [3]。SIPS 是指由于

外界环境的各种刺激 ( 如过量的氧化自由基、离子

辐射、丝裂霉素 C、乙醇等 ) 导致细胞分裂复制寿

命缩短，在达到 Hayflick 极限之前就开始出现衰老

指征，也称为加速衰老现象 [4, 5]。DPS 是指生命体

征还在胚胎发育时期就开始的衰老 [6, 7]。衰老的细

胞形态不规则，变大、变扁平，功能上的改变体现

在细胞周期停滞、细胞复制能力丧失、细胞周期基

因表达下调、细胞周期抑制因子及其他衰老相关基

因表达上调等 [8]。

随着衰老相关生物标志物的发展和更新，越来

越多的生物标志物开始应用于监测、定量以及报告

衰老，但往往缺乏足够的敏感性和特异性。鉴于细

胞水平研究周期短，过去监测衰老的手段多停留在

细胞水平，个体或系统水平的研究受到限制。随着

小动物活体光学成像 (in vivo imaging systems, IVIS)
的发展，持续性非侵入性可视化小鼠衰老成为可能。

近年来，一系列实时监测衰老报告小鼠模型建立 ( 发
展时间轴见图 1)，为衰老以及肿瘤等方面的研究提

供了新工具和新思路。

近年来的研究发现，p16Ink4a、p21Waf1/Cip1、p53
和 Glb1 是 主 要 的 衰 老 生 物 标 志 物。p16Ink4a 和

p21Waf1/Cip1 调控细胞周期和增殖，p53 参与 DNA 损

伤修复和细胞凋亡，而 Glb1 则与细胞外基质的变

化和老化相关。这些生物标志物的异常表达或活性

改变可以与细胞衰老和相关疾病的发生和发展相关

联。本文基于上述几种经典的、广泛应用的衰老生

物标志物，归纳了与其相关的实时监测衰老报告小

鼠 ( 图 2)，以综合分析其在个体衰老报告研究中应

用的可行性及应用价值。

1  p16Ink4a报告小鼠

p16Ink4a 蛋白，即细胞周期依赖性蛋白激酶抑制

因子 2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDK-
N2A)，由 Ink4a 基因位点编码，是细胞衰老过程中

的关键效应物，在遗传控制程序中起主要作用。研

究证实 p16Ink4a/Rb 途径在某些肿瘤细胞中被阻断，

提示其可以抑制潜在的肿瘤生长 [9]。p16Ink4a 的表达

是高度动态的，其在健康的年轻组织中几乎无法检

测到，但在许多衰老或损伤的组织中表达急剧升高。

p16Ink4a 已经成为报告衰老的主要生物标志物，基于

p16Ink4a 构建的衰老报告小鼠已经成为衰老研究领域

不可或缺的部分 ( 表 1)。
1.1  p16Luc报告小鼠

最初 Yamakoshi 等人为了寻找既可以补充组织

培养研究，又有助于理解体内调节人类 p16Ink4a 基

因表达的作用和机制的替代方法，构建了人源

p16Luc 报告小鼠模型，该模型携带用萤火虫荧光素

酶标记的人类 p16Ink4a 基因座 [10]。监测荧光素酶活

性可以实现在活体动物的各种生理条件下无创实

时观察人类 p16Ink4a 基因的表达。尽管先前的报道

在年轻人类和啮齿动物的正常组织中几乎检测不

到 p16Ink4a 表达，但生物发光成像 (bioluminescence 
imaging) 可以在 6 周小鼠的宫颈、胸部、中央腹部

和睾丸中检测到 p16-Luc 的表达。研究发现致癌

Ras 信号通过降低 DNA 甲基转移酶 1 (DNA methyl-
transferase 1, DNMT1) 水平作为体内 DNA 损伤反应

(DNA-damage response, DDR) 促进 p16Ink4a 基因表达。

此项研究同时发现该途径在 p53 功能丧失的情况下

加速 p16Ink4a 基因表达，表明 p53 和 p16Ink4a 肿瘤抑

制因子之间存在调节反馈回路。这种调节回路可能

在 p53 失活后引发 p16Ink4a 的备用肿瘤抑制作用，有

助于理解这些关键的肿瘤抑制基因是如何在体内相

互联系 [11]。

Burd 等人通过将萤火虫荧光素酶 cDNA 与

SV40 多腺苷酸化信号结合，靶向到内源性 p16Ink4a

基因座的翻译起始位点，构建了鼠源 p16Luc 报告小

鼠模型。该模型能够准确地反映 p16Ink4a 基因的表

达情况 [12]。与先前报道的由 p16Ink4a 启动子片段驱

动的转基因报告小鼠 [10, 13] 不同，研究人员采用靶

向敲入策略，将顺式调控元件着丝粒保留在 p16Ink4a

开放阅读框上。终身发光评估显示随着年龄的增长，

p16+/Luc 小鼠的荧光信号呈指数级增长，然而在同一

批次饲养的同基因型小鼠中存在较大的异质性。此

外，随着年龄的增长，p16Ink4a 的表达并不能预测癌

症的发展，这表明衰老细胞的积累并非导致癌症相

关死亡的主要因素。在 14 种肿瘤模型中的实验结

果显示，早期肿瘤事件可以局部激活 p16Luc 的表达，

从而使肿瘤可视化的灵敏度超过其他成像模式。此

外，p16Ink4a 在早期肿瘤和周围基质细胞中被激活，
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这表明 p16Ink4a 的激活可能是新发癌症的共同特征，

使 p16Luc 等位基因成为敏感且无偏差的肿瘤转化报

告基因。总之，该模型在小鼠系统中是监测衰老和

肿瘤发生的最早步骤。

Sorrentino 等人进一步利用 p16Luc 报告小鼠来

鉴定环境中促进衰老的物质 [14]。通过将 p16Luc 报告

图   1. 衰老报告小鼠模型的发展时间轴

Fig. 1. Timeline of aging reporting mice.

图   2. 实时监测衰老报告小鼠模型

Fig. 2. Live-imaging aging reporter mice.
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小鼠暴露于候选促衰老物质，包括砷、高脂饮食、

紫外线和香烟烟雾，并对小鼠进行连续成像以监测

这些物质对衰老的诱导，发现高脂饮食不会加速

p16Ink4a 的表达，而砷会适度增加，紫外线和香烟烟

雾会显著增加 p16Ink4a 介导的衰老的激活。这项工

作为研究哺乳动物衰老提供了一个可视化毒理学平

台，并发现直接损伤 DNA 的物质会促进衰老。该

研究系统存在一定的局限性：首先，尽管荧光素酶

成像比光学方法更灵敏，但 p16Luc 等位基因在检测

深层器官或罕见细胞亚型中的衰老方面可能不敏

感。因此，尽管没有观察到高脂饮食对全身荧光素

酶成像的影响，但高脂饮食可能激活一些重要细胞

( 如胰岛 β 细胞和血管细胞 ) 的衰老，但尚未达到

该系统可检测到的水平。其次，虽然研究发现促衰

老物质诱导的 p16Ink4a 表达在衰老细胞附近空间发

生，但尚未明确表达 p16Ink4a 细胞在所有情况下都

是衰老的。最后，p16Luc 等位基因不能用于识别

p16Ink4a 非依赖性促衰老物质或衰老过程。

ERCC-XPF 是一种保护核基因组的多种 DNA
修复机制所需的 DNA 修复内切酶。这种酶表达减

少的人类或小鼠会因为自发的遗传毒性应激水平的

增加而迅速衰老。该现象是否对应衰老细胞水平的

增加？ Yousefzadeh 等人为了在 Ercc1−/∆ 背景下长期

检测 p16Ink4a 的表达，将 Ercc1−/∆ 早衰小鼠和 p16Luc

报告小鼠杂交构建了 p16+/Luc;Ercc1−/∆ 早衰报告小鼠，

发现生物发光随着年龄的增长稳步上升，尤其在肺、

胸腺和胰腺，这些数据揭示了加速衰老小鼠的衰老

发生位置，以及不同组织间衰老的相对程度 [15]。该

研究还发现雄性小鼠的衰老程度更高，直到生命结

束。此外，该研究通过比较 Ercc1−/∆ 早衰小鼠和衰

老 WT 小鼠之间的相似性得出结论，即 DNA 修复

缺陷小鼠能以快 6 倍的速度准确模拟衰老细胞的年

龄相关积累。

1.2  INK-ATTAC报告小鼠

为了研究衰老细胞在衰老和年龄相关疾病中的

作用以及清除衰老细胞是否有益健康，Baker 等人

设计了一种可以清除小鼠 p16Ink4a 阳性衰老细胞的

转基因策略 [13]。他们通过将 Fabp4 启动子替换成

p16Ink4a 启动子中的片段，并添加了一个内部核糖体

进入位点 (internal ribosome entry site, IRES) 和编码增

强型绿色荧光蛋白 (enhanced green fluorescent protein, 
EGFP) 的开放阅读框 (open reading frame, ORF) 用
于检测和收集 p16Ink4a 阳性衰老细胞，从而构建了

INK-ATTAC 报告小鼠。在 BubR1 早衰背景下，该

小鼠在给药后可以清除 p16Ink4a 阳性衰老细胞。Baker
等人进一步用 INK-ATTAC 模型对小鼠进行药物干

预实验，每周两次注射合成药物 AP20187，诱导

INK-ATTAC小鼠体内 p16Ink4a 阳性细胞发生凋亡 [16]。

结果显示，与对照组相比，AP20187 治疗延长了两

种不同遗传背景下的雄性和雌性小鼠的中位寿命。

此外，清除 p16Ink4a 阳性细胞还延缓了肿瘤发生，并

在没有明显副作用的情况下减轻了肾脏、心脏和脂

肪的年龄相关性病变。这些结果表明，成年时期积

累的 p16Ink4a 阳性细胞对寿命产生负面影响，并促

使一些器官发生与年龄相关的改变，而清除 p16Ink4a

阳性细胞可能会延长健康寿命。

为了研究衰老细胞在神经退行性疾病发展中的

作用，Bussian 等人将 tau 依赖性神经退行性疾病模

型 MAPTP301SPS19 小鼠与 INK-ATTAC 报告小鼠杂

交，获得 PS19;ATTAC 小鼠，通过给予 AP20187 药

物来清除 p16Ink4a 阳性衰老细胞 [17]。研究发现，清

除衰老细胞可以防止胶质增生、可溶性和不溶性

tau 的过度磷酸化导致的神经元纤维缠结沉积，以

及皮层和海马神经元的退化，从而保持认知功能。

这一研究结果表明，衰老细胞在 tau 介导的神经退

行性疾病的发生和发展中发挥着作用。靶向衰老细

胞可能为治疗这类疾病提供新途径。

特发性肺纤维化 (idiopathic pulmonary fibrosis, 
IPF) 是一种致命性疾病，其特征是间质重塑，导致

肺功能受损。研究发现，在 IPF 肺组织中可检测到

细胞衰老标志物，并且清除衰老细胞可以恢复老龄

小鼠的肺部健康。为了研究衰老细胞在 IPF 中的作

用，Schafer 等人构建了博来霉素诱导的肺纤维化

INK-ATTAC 小鼠模型 [18]。他们发现，通过清除衰

老细胞早期干预该模型小鼠，可以改善肺功能和身

体健康，但肺纤维化没有明显改变。这提示纤维化

肺病在一定程度上由衰老细胞介导，靶向衰老细胞

可能能够改善肺部健康和功能。

非酒精性脂肪性肝病 (non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD) 的发病率随着年龄的增长而增加。

Ogrodnik 等人发现，衰老细胞的积累会促进肝脏脂

肪沉积和变性，并且肝脏脂肪沉积与肝细胞衰老标

志物之间存在密切相关性。通过使用 INK-ATTAC
小鼠的自杀基因介导清除 p16Ink4a 阳性衰老细胞，以

及使用选择性消除衰老细胞的药物 (Senolytics) 即
达沙替尼和槲皮素组合 (D+Q) 清除衰老细胞，研究
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人员发现这些方法都可以减少老龄、肥胖和糖尿病

小鼠的肝脂肪变性。机制上可能是衰老细胞中的线

粒体失去了有效代谢脂肪酸的能力。该研究结果表

明，细胞衰老会导致肝脏脂肪变性，并且清除衰老

细胞可能是减少肝脂肪变性的新策略 [19]。

衰老会导致衰老细胞增多，并与组织特异性

干 / 祖细胞潜能下降有关。Lewis-Mcdougall 等人对

从心血管疾病患者身上分离的心脏祖细胞 (cardiac 
progenitor cells, CPCs) 进行分析，发现在老年患者

中，超过一半的 CPCs 是衰老的。这些衰老的 CPCs
在功能和增殖能力上明显受到限制，与年龄相关的

CPCs 衰老可能是心力衰竭发展的一个重要因素 [20]。

进一步的研究显示，清除心脏中的 p16Ink4a 阳性衰

老细胞可以改善老年小鼠的心功能，恢复 CPCs 的
功能和增殖能力，并且保护心脏免受肥厚、纤维化

和心脏病变的影响。这些发现表明，靶向清除衰老

细胞可能是治疗心血管疾病的一种新策略。

总的来说，INK-ATTAC 小鼠模型的研究揭示

了衰老细胞在不同年龄相关疾病中的重要作用，如

神经退行性疾病、肺纤维化、NAFLD 和心血管疾病。

清除衰老细胞可能成为治疗这些疾病的新途径，改

善器官功能，并延长健康寿命。然而，需要进一步

研究来验证这些发现，并探索更有效的方法来靶向

和清除衰老细胞。

1.3  p163MR报告小鼠

为了解复杂的衰老表型在体内的生理作用，

Demaria 等人利用 3MR (trimodality reporter) 融合蛋

白 ( 包含合成的 Renilla 荧光素酶 LUC、单体红色

荧光蛋白 mRFP 和截短的单纯性疱疹病毒 1 型胸苷

激酶 HSV-TK 的功能结构域 )，以 p16Ink4a 启动子驱

动 3MR 表达，构建了 p163MR 报告模型 [21]。在该模

型中，通过LUC发光可以检测出p163MR阳性的细胞，

mRFP 红色荧光可以从组织中分选出这类细胞，

HSV-TK 可以将更昔洛韦 (ganciclovir, GCV) 转化为

有毒的 DNA 链终止子，破坏线粒体 DNA，导致

HSV-TK 表达即 p16Ink4a 阳性表达的衰老细胞凋亡。

研究发现衰老的成纤维细胞和内皮细胞很早就出现

在皮肤伤口处，通过分泌血小板衍生生长因子 AA 
[platelet derived growth factor AA，PDGF-AA，一种

衰老相关分泌表型 (senescence-associated secretory 
phenotype, SASP) 因子 ] 诱导肌成纤维细胞分化，

加速伤口闭合。与野生型小鼠相比，不管是 GCV
处理的 p163MR 小鼠还是 p16/p21 双敲小鼠的伤口在

创伤后显示出明显更少的肌成纤维细胞，伤口愈合

能力减弱，而用重组 PDGF-AA 局部治疗无衰老细

胞的伤口可以挽救伤口闭合延迟和肌成纤维细胞分

化不足，提示 SASP 在组织修复中具有有益作用，

并有助于解释 SASP 参与其中的原因。

为了研究衰老细胞在动脉粥样硬化过程中的作

用，Childs 等人将易患动脉粥样硬化的 Ldlr−/− ( 低
密度脂蛋白受体缺陷型 ) 小鼠和 p163MR 报告小鼠杂

交，构建了 Ldlr−/−;3MR 小鼠，通过 GCV 处理清除

衰老细胞后发现这些衰老细胞在整个疾病发病机制

中有害 [22]。研究发现具有衰老标志物的泡沫状巨噬

细胞在动脉粥样硬化发作时积聚在内皮下空间，通

过促使关键的致动脉粥样硬化炎症细胞因子和趋化

因子的表达增加来驱动疾病发生。在晚期病变中衰

老细胞又通过增加金属蛋白酶促进斑块不稳定性。

这些结果表明衰老细胞可能是动脉粥样硬化形成和

成熟的关键驱动因素，选择性清除这些衰老细胞有

助于动脉粥样硬化的治疗。

骨关节炎 (osteoarthritis, OA) 是一种以关节软骨

退化导致疼痛和身体残疾为特征的慢性疾病，衰老

和创伤是 OA 发展的危险因素。尽管在接受关节置

换手术的患者的软骨组织中发现了衰老的软骨细

胞，但这些衰老细胞在疾病发病机制中的作用尚不

清楚。为了验证衰老细胞是否在 OA 中起致病作用，

Jeon 等人利用 p163MR 报告小鼠构建了损伤型 OA 模

型，可以在前交叉韧带横断 (anterior cruciate ligament 
transection, ACLT) 术后追踪和选择性清除衰老细

胞 [23]。研究发现 ACLT 后衰老细胞在关节软骨和滑

膜中积累，给予 GCV 处理后可以选择性清除衰老

细胞，减缓创伤后 OA 的发展，减轻疼痛并促进软

骨发育，提示靶向衰老细胞可以作为治疗退行性关

节疾病的新靶点。

1.4  p16tdTom报告小鼠

尽管研究发现 p16Luc 报告小鼠在衰老、肿瘤、

炎症和受伤情况下体内 p16Ink4a 启动子活性增加，但

在体内检测和分离 p16Ink4a 启动子激活的单个细胞

中仍有一定的难度。这主要是由于活体成像技术在

分辨率和深度透射方面的局限性，难以准确监测细

胞层面的信号。为了研究单个 p16Ink4a 激活的细胞，

Liu 等人通过在 p16Ink4a 基因座的外显子 1α 中敲入

串联二聚体 Tomato (tandem-dimer Tomato, tdTom)，
构建了一个基于荧光的 p16tdTom 报告等位基因，利

用该等位基因量化了衰老或炎症组中的 tdTom+ 细



生理学报 Acta Physiologica Sinica, December 25, 2023, 75(6): 836–846 842

胞，并分离出这些细胞进行功能和基因表达方面的

表征 [24]。研究发现该报告基因的表达与 p16Ink4a 启

动子激活的相关性比 p16Ink4a 转录物丰度更好。在

成年 p16tdTom 报告小鼠的许多组织中可以很容易地

检测到 tdTom+ 细胞，并且这些细胞随着年龄的增

长而增加。在 p16tdTom 报告小鼠的腹膜炎模型中，

发现 tdTom+ 巨噬细胞表现出一些衰老特征，包括

增殖减少、衰老相关的 β- 半乳糖苷酶 (senescence- 
associated β-galactosidase, SA-β-gal) 激活、以及 SASP
相关因子的表达增加。这些结果表明携带 p16Ink4a 启

动子激活的细胞在体内随着衰老和炎症而积累，并

表现出衰老的特征。

OA 的一种新兴治疗策略是通过启动细胞凋亡

来选择性地消除衰老细胞。Session 等人将 p16Ink4a

的表达作为衰老的生物标志物，应用 p16tdTom 报告

小鼠构建了诱导衰老和清除衰老的软骨外植体模

型 [25]。由于生长因子对外植体的刺激可以在 mRNA
和蛋白水平上增加 p16Ink4a 的表达，将该培养体系

应用于 p16tdTom 报告小鼠的软骨外植体后，通过流

式细胞术对 tdTomato 荧光的定量分析可分选出 p16
高表达软骨细胞。与 p16Ink4a 低表达细胞相比，

p16Ink4a 高表达细胞表现出更高的 SA-β-gal 激活和

SASP 基因表达增加。该研究还利用抗衰老化合物

Navitoclax (ABT-263) 评估软骨细胞外基质内的衰老

细胞清除潜力，发现 Navitoclax 可以降低 p16Ink4a 高

表达细胞比例，并增加裂解的 caspase-3，证实了细

胞凋亡活性。这项研究提出的可用于测试诱导和清

除衰老软骨细胞的软骨外植体模型，将有助于 OA
的 Senolytics 治疗研究。

1.5  p16-Cre系列报告小鼠

为了解决对部分 p16Ink4a 基因组序列构建的报告

模型是否完全模拟内源性 p16Ink4a 基因表达的担忧，

尤其是在衰老过程中，Grosse 等人采取了一项创新

的方法。他们在内源性 p16Ink4a 基因的最后一个外

显子中整合了靶向序列盒，然后将 p16-Cre 基因敲

入小鼠模型与两个报告系列进行杂交。通过这种策

略，研究人员成功获得了两个模型小鼠，分别是

p16-Cre/Rosa26-mTmG ( 可以连续标记 p16Ink4a 表达细

胞 ) 和 p16-Cre/Rosa26-DTA ( 可以连续清除 p16Ink4a

表达细胞 )。这些模型可以帮助研究人员更加准确

地研究和追踪 p16Ink4a 基因的表达和功能，特别是

在衰老过程中 [26]。该研究发现年龄诱导的 p16Ink4a

高表达衰老是一个缓慢过程，在小鼠 10~12 月龄左

右显现，且大多数 p16Ink4a 高表达细胞主要是肝血

窦内皮细胞 (liver sinusoidal endothelial cells, LSECs)，
而巨噬细胞和脂肪细胞较少。因此，p16Ink4a 高表达

的衰老细胞的持续或急性清除会破坏血液组织屏

障，进而导致肝脏和血管周围组织纤维化和健康恶

化，且衰老的 LSECs 在清除后不会被取代，说明

其在衰老的生物体中具有重要的结构和功能作用。

反过来，延缓衰老或替换衰老的 LSECs 可能是减

缓衰老的有效措施。

Omori 等人为了在单细胞水平上分析衰老细胞

的体内动力学及其转录组学，通过将 CreERT2 插入内

源性 Ink4a 基因座第一个外显子并将这些小鼠与

Rosa26-CAG-lsl-td Tomato小鼠杂交构建了 p16-CreERT2- 
tdTomato 报告模型 [27]。研究发现在所有器官中都可

以检测到 tdTomato 阳性的 p16Ink4a 高表达细胞，且

这些细胞随年龄增长而富集。肝脏和肾脏的单细胞

转录组学显示，p16Ink4a 高表达细胞存在于各种细胞

类型中，尽管在肝脏内皮细胞和肾近端和远端小管

上皮细胞中占主导地位，但这些细胞具有不同的衰

老相关表型。此外，清除 p16Ink4a 高表达细胞可以

改善 NAFLD 相关的肝脂质沉积和免疫细胞浸润。

该衰老报告模型和单细胞分析为揭示未知的体内衰

老功能提供了丰富资源。

2  p21Waf1/Cip1报告小鼠

p21Waf1/Cip1 是细胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子

1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, CDKN1A)
基因的产物，在小鼠体内主要通过 p19Arf/p53/ 
p21 Waf1/Cip1 途径调控细胞周期进程 [28]。作为最为成

熟和公认的 p53 靶基因之一，CDKN1A/p21Waf1/Cip1

已经被证明在复制性衰老期间表达增加 [29, 30]。因此

p21Waf1/Cip1 作为衰老的生物标志物在衰老研究中被广

泛使用。以下是近年来构建的 p21Waf1/Cip1 报告小鼠

模型及应用 ( 表 1)。
2.1  p21Luc报告小鼠

为了解 p21Waf1/Cip1 基因表达在体内的作用，Ohtani
等人构建了在 p21Waf1/Cip1 基因启动子控制下表达萤

火虫荧光素酶的转基因小鼠 (p21-p-luc)，可以在体

内监测内源性 p21Waf1/Cip1 基因的表达 [31]。通过对小

鼠整个生命过程中 p21Waf1/Cip1 基因表达的持续监测

和量化，揭示了 p21Waf1/Cip1 基因表达在衰老过程中

的动态变化。p21Waf1/Cip1 基因表达的上调与细胞衰老

有关，而细胞衰老是由多种应激 ( 例如 DNA 损伤
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或致癌基因 ) 引起的稳定的细胞周期停滞状态。研

究发现诱导该报告小鼠发生皮肤癌后，p21Waf1/Cip1 基

因表达水平在良性皮肤乳头状瘤中显著升高，表明

p21Waf1/Cip1 在皮肤肿瘤形成过程中具有预防作用，而

p21Waf1/Cip1 基因的破坏会增加乳头状瘤形成或恶性

转化。

为了研究基础和各种应激条件下内源性 p21Waf1/Cip1

启动子活性，Tinkum 等人构建了在 Cdkn1a 基因位

点内的内源性 p21Waf1/Cip1 启动子控制下表达萤火虫

荧光素酶 (FLuc) 的 p21-FLuc 报告小鼠 [32]。该报告

小鼠与先前报道的有设计策略缺陷的 p21-p-luc 转

基因小鼠不一样，因为前者用了 p21 启动子的片段

(2.5 kb) 驱动报告基因表达，会丢失调节 p21Waf1/Cip1

启动子活性的关键信号。研究发现不管在基础条件

下还是基因毒性应激条件下，p21-FLuc 报告小鼠的

Fluc 的表达都可以准确地报告内源性 p21Waf1/Cip1 的

表达，且光子通量与 mRNA 丰度相关。生物发光

成像证实体内应对电离辐射时需要 p53 激活 p21Waf1/Cip1

启动子。此外，弱光生物发光成像还发现 p21Waf1/Cip1

会在单个器官的特定区域表达。该模型有助于对

p53 依赖性和非依赖性应激反应进行活体成像研究。

许多靶向 DNA 损伤反应的药物可能会增加对

正常组织的毒性。为了构建临床前安全模型来测量

该类药物对体内 DNA 的损伤，McMahon 等人在

DNA 损伤诱导的 p21Waf1/Cip1 基因座同时插入 β- 半乳

糖苷酶 (LacZ) 和萤火虫荧光素酶 (Fluc)，构建了

p21-LacZ-Fluc 报告小鼠 [33]。原位 β-gal 染色有助于

在单细胞分辨率下对多个器官和组织中的 p21Waf1/Cip1

表达进行高保真度反映，而荧光素酶报告基因可以

通过生物发光成像反映 p21Waf1/Cip1 表达情况，可以

确保该报告小鼠能够以高保真度和高分辨率监测小

鼠 p21Waf1/Cip1 的表达和 DNA 损伤情况。该报告模型

在评估肿瘤新型治疗方案安全性方面具有重大意

义。

2.2  p21-Cre报告小鼠

衰老细胞与衰老、肥胖以及其他病理情况下的

各种组织功能障碍相关，然而目前大多数衰老报告

小鼠仅靶向 p16Ink4a 高表达细胞，因此 Wang 等人构

建了一个包含 p21Waf1/Cip1 启动子驱动的诱导性 Cre
的 p21-Cre 小鼠模型，可以检测 p21Waf1/Cip1 高表达

(p21high) 的细胞，这群细胞具有衰老细胞经典特

征但从未被探索过 [34]。通过将 p21-Cre 小鼠和不同

floxed 小 鼠 杂 交， 构 建 了 p21-Cre/+;LUC/+(PL)、 

p21-Cre/+;tdTomato/+(PT) 和 p21-Cre/+;LUC/
DTA(PLD) 小鼠，可以实现在体内监测、分选、成像、

清除或调节 p21high 细胞。研究发现 p21high 细胞可以

被各种条件诱导，而且在老龄小鼠 (23 月龄 ) 的不

同组织中 p21high 细胞占比差异较大，间歇性清除

p21high 细胞可以改善老龄小鼠的身体功能，提示

p21-Cre 小鼠模型有助于在体研究 p21high 细胞在自

然衰老和各种衰老相关疾病中的作用和机制。

3  p53报告小鼠

p53 作为一种常见的抑癌蛋白，在多数肿瘤中

呈现失活状态，且随着细胞衰老其表达上调 [35]。研

究发现衰老的启动和维持依赖 p53 [36‒38]，p53 通过

调节细胞衰老抑制肿瘤生长的 [39]。p53 作为熟知的

转录因子和肿瘤抑制剂在细胞衰老和肿瘤治疗方面

具有重要作用，因此构建 p53 报告小鼠实现对 p53
基因体内表达的可视化，在衰老及肿瘤相关研究中

具有重大意义 ( 表 1)。
3.1  p53RELuc报告小鼠

为了研究动物体内 p53 转录活性，Hamstra 等

人构建了在 MDM2 (murine double minutes 2，一种

典型的 p53 依赖性转录物 ) 基因 P2 启动子控制下

表达萤火虫荧光素酶的转基因小鼠 (MDM2-Luc)，
可以无创监测动物体内 p53 功能 [40]。小鼠在电离辐

射后的生物发光活性具有辐射剂量、时间和 p53 依

赖性。研究发现 p53 及其激活形式的表达和 p53 靶

基因 (MDM2 和 p21Waf1/Cip1) 的表达都与生物发光活

性相关，提示该报告小鼠可以增强对 p53 在体内转

录作用的理解。

尽管通过监测 p53 转录活性可以识别药物诱导

引起的基因毒性损伤，但这种方法仅适用于体外实

验。Briat 等人构建了在 p53 上调凋亡调节因子 (p53 
up‐regulated modulator of apoptosis，PUMA，PUMA
蛋白参与 p53 依赖性细胞凋亡并受 p53 严格调控 )
基因启动子控制下表达萤火虫荧光素酶的转基因小

鼠 (p53RELuc)[41]。用多柔比星作为已知的毒性药物

来验证该模型，体内外实验充分验证了荧光素酶的

活性具有 p53 特异性和依赖性，且该模型可以在体

内监测化学诱导性 DNA 损伤下 p53 的激活。经多

柔比星治疗后，观察到雄性小鼠下腹部区域的荧光

素酶信号显著增加，而雌性小鼠仅在口腔部位有较

弱荧光素酶活性。因此，该转基因小鼠可在器官和

细胞水平上预测、描绘和表征化合物的毒性，并有
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助于开发新的治疗药物。

3.2  p53REEGFP 报告小鼠

p53 转录因子通过参与调节诱导细胞周期停滞、

衰老或凋亡的基因表达程序阻止肿瘤发生，而选择

哪一种命运的机制尚不清楚。p21Waf1/Cip1 和 Puma 是

p53 靶基因，是决定这些细胞命运的关键执行者。

其中 p21Waf1/Cip1 介导细胞周期停滞和衰老，而 Puma
参与 p53 介导的细胞凋亡。为了解 p53 靶基因的选

择以实现其在癌症治疗中的最佳操作，Goh 等人构

建了两个靶基因报告小鼠 p21p53RE-EGFP 和 Pumap53RE- 
EGFP ，其中 EGFP 的表达受 p21Waf1/Cip1 或 Puma 启

动子的 p53 反应元件控制，分别诱导细胞周期停滞、

衰老或细胞凋亡 [42]。研究发现 p53 反应元件本身的

序列足以影响 p53 靶基因的选择。通过 p53 诱导细

胞周期停滞、衰老或凋亡是药物开发中常用的方法，

该报告小鼠可以在体内外监测 p53 活性，并可以检

测在不同反应元件、组织类型和刺激下 p53 活性的

变化，提示了其在临床前肿瘤、衰老以及相关药物

研究中的可行性。

4  mt-Keima报告小鼠

线粒体自噬是一种选择性清除受损、衰老和功

能异常的线粒体的细胞过程。线粒体自噬缺陷被认

为有助于正常衰老和年龄相关疾病 ( 例如神经退行

性疾病、心血管疾病等 ) 的发生 [43]。为了更方便地

评估体内线粒体自噬，Sun 等人构建了靶向线粒体

在 Hipp11 基因座插入表达 pH 依赖性荧光蛋白

mt-Keima 的报告小鼠 [44]。Keima 是一种对 pH 敏感

的双激发珊瑚衍生荧光蛋白，同时对溶酶体蛋白酶

具有抗性。该研究发现 mt-Keima 报告小鼠各组织

之间的线粒体自噬基线存在显著差异，并进一步检

测了在饮食、供氧、亨廷顿舞蹈症转基因表达、大

自噬缺乏、线粒体突变负荷增加、肿瘤转移和正常

衰老条件下线粒体自噬的改变，提示该报告小鼠在

评估正常和患病状态方面具有应用潜能 ( 表 1)。

5  Glb1-2A-mCherry报告小鼠

SA-β-gal 是一种在复制或诱导性衰老的培养细

胞中，在 pH6.0 下可检测到，但在增殖细胞中不存

在的 β- 半乳糖苷酶。由于分析方法简单，对衰老

细胞具有明显的特异性，SA-β-gal 活性一直是最广

泛使用的衰老生物标志物。研究发现衰老过程中

SA-β-gal 的活性实际上是由溶酶体 β- 半乳糖苷酶基

因 (Glb1) 编码，且在衰老过程中溶酶体 β- 半乳糖

苷酶水平增加。Sun 等人用细胞衰老特异性标志物

以及衰老检测金标准的 SA-β-gal 活性来源的 Glb1
基因，构建了 Glb1-2A-mCherry (GAC) 衰老报告模

型 [45]。研究发现在小鼠中年时期，约 20% 比例的

小鼠具有较高 GAC 荧光信号，有意思的是，这群

小鼠出现心脏肥大、心功能异常，且寿命显著缩短，

提示组织 / 器官老化在寿命中的重要作用。该报告

小鼠能在衰老早期 ( 即中年时期 ) 实时监测系统衰

老，有助于发现衰老早期的分子标志物，进而更有

效地预防和治疗衰老相关疾病。同时，该报告小鼠

也有助于深入解析系统衰老机制以及抗衰老药物的

研发 ( 表 1)。

6  结语与展望

p16Ink4a 等位基因已经成为衰老研究领域中不可

或缺的部分。p16Luc 报告小鼠已经证实随着年龄的

增长或外界压力促使衰老细胞的聚集与肿瘤的发生

和衰老之间存在密切关系。鉴于对衰老细胞的分析

欠缺，另外一种报告小鼠 p16tdTom 通过荧光实现可

视性提取衰老细胞，可以进行分类和衰老机制研究，

并靶向清除衰老细胞。INK-ATTAC 报告小鼠通过

消除 p16Ink4a 阳性表达细胞可选择性延缓组织衰老，

证明衰老细胞的消极作用。p163MR 报告小鼠证明高

表达 p16Ink4a 衰老细胞在伤口愈合中的积极作用，同

时清除衰老细胞可改善年龄相关疾病 ( 例如动脉粥

样硬化和骨关节炎 )。p16tdTom 报告小鼠通过流式分

选出 p16Ink4a 高表达和低表达细胞并分析这类细胞

的衰老表型。mt-Keima 报告小鼠表明与年龄相关的

线粒体功能下降可能与自噬能力下降有关。值得注

意的是，清除衰老细胞的优点是可以促进组织再生

和修复，减少衰老相关疾病的发生。然而，过度清

除衰老细胞可能会导致细胞和组织功能丧失，进而

影响整个生理系统的平衡和稳定。因此，需要审慎

权衡治疗效果和潜在的副作用，并寻求更精确的方

法来清除衰老细胞。

尽管 p19Arf/p53/p21Waf1/Cip1 通路相关的报告小鼠

在衰老方面的研究报道较少，但在肿瘤及其他领域

应用广泛，需进一步研究其在衰老研究中的应用。

目前，实时监测衰老报告小鼠研究的瓶颈是缺乏特

异性衰老标志物，常用的衰老生物标志物虽然可以

在一定程度上反映衰老，但缺乏敏感性和特异性，

因此需要联合多种生物标志物反映衰老。值得注意
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的是，靶向衰老生物标志物 SA-β-gal 活性来源的

Glb1 基因构建的实时监测衰老报告小鼠研究处于初

始阶段，值得进一步探索。我们期待在未来更加深

入地了解衰老，发现更敏感、更特异的衰老生物标

志物，构建出更高效的实时监测衰老报告小鼠用于

衰老、衰老相关疾病及新型抗衰老药物的研究。
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