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细胞衰老过程中 ＰＯＬＤ１基因表达下调的
甲基化调控机制

夏武杰　郑如莲　林维谦　宋　静

摘　要　目的　探讨人胚肺二倍体成纤维细胞（２ＢＳ）衰老过程中 ＰＯＬＤ１基因表达下降的甲基化调控机制。方法　按传代

情况将 ２ＢＳ分为年轻细胞组（２５ＰＤ）、衰老细胞组（５５ＰＤ）。采用反转录聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）和蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）法检测 ２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的变化，利用亚硫酸氢盐修饰后测序法（ＢＳＰ）分析 ２ＢＳ衰老过程中

ＰＯＬＤ１基因启动子区甲基化状态的变化，应用甲基转移酶抑制剂 ５－氮杂 －２′－脱氧胞苷（５－Ａｚａ－ｄｃ）处理 ２ＢＳ（４８ＰＤ），ＲＴ－

ＰＣＲ检测处理前后 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达变化，分析２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１基因甲基化及去甲基化对 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达的影响及

二者之间的关系。结果　与年轻细胞组比较，衰老细胞组 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０１），ＰＯＬＤ１启动子

区甲基化水平显著增高（Ｐ＜０．０１），且 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平与其启动子区甲基化水平呈负相关（ｎ＝６，ｒ２＝０．８５３，Ｐ＝０００９）；

经５－Ａｚａ－ｄｃ处理后，ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平增高（Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＯＬＤ１启动子区甲基化水平的改变与其增龄性表达下

调存在密切关系。
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　　衰老是细胞、组织、器官等随着年龄增加，结构和
功能出现渐进性退行性改变，最终走向不可逆的死亡

过程。既往研究表明，基因组稳定性的维持可能对衰

老进程有决定性的影响
［１，２］
。在 ＤＮＡ修复基因缺失

或突变的小鼠模型中，小鼠表现出类似于早衰的表

型。如核苷酸切除修复蛋白 ＥＲＣＣ１缺失可导致小鼠
肝脏、大脑、皮肤和脾脏等组织的衰老

［３，４］
。反之，寿

命的延长则与 ＤＮＡ修复效率提高有关［５］
。ＰＯＬＤ１

是人源 ＤＮＡ聚合酶 δ催化亚基的编码基因，在 ＤＮＡ
损伤修复以及维持基因组结构的完整性和稳定性等

方面发挥着重要作用
［６］
。近年来研究发现，在阿尔

兹海默症患者中 ＰＯＬＤ１表达随着年龄增长逐渐下
降，且与病情进展呈正相关，推测 ＰＯＬＤ１可能参与
细胞衰老过程

［７］
。然而 ＰＯＬＤ１表达下调的机制尚不
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清楚。ＤＮＡ甲基化是基因表达调控的重要方式之
一，它与衰老、肿瘤、遗传疾病等的发生和发展密切相

关。本研究中笔者通过检测人胚肺二倍体成纤维细

胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｐｌｏｉｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，２ＢＳ）衰
老过程中 ＰＯＬＤ１基因启动子区甲基化状态及 ＰＯＬＤ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平变化，分析去甲基化对 ＰＯＬＤ１
基因表达的影响，探讨 ２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１基因
表达的甲基化调控机制。

材料与方法

１．材料：（１）细胞株：人胚肺二倍体成纤维细胞
株（２ＢＳ）由北京大学医学部生物化学与分子生物学
实验室惠赠。（２）主要试剂：ＤＭＥＭ培养基、胎牛血
清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＮＡ提取及反转录试剂
盒、ＤＮＡ提取试剂盒和 ＤＮＡ重亚硫酸盐转化试剂盒
均购自天根生化科技（北京）有限公司；蛋白提取试

剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；全基因组 ＤＮＡ
甲基化测定试剂盒购自美国 Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司；ＢＳＰ扩
增试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；ＰＯＬＤ１兔抗人单克
隆抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司，羊抗兔辣根过氧化物
酶抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司；５－氮
杂 －２′－脱氧胞苷购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；引物由美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司合成。（３）主要仪器：ＡＢＩ２７２０ＰＣＲ
扩增仪（美国 ＡＢＩ公司）；ＣＸ３１－３２ＲＦＬ型生物显微
镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；５４１７型台式高速冷冻离心
机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

２．细胞培养：使用含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基，在饱和湿度、３７℃、５％ＣＯ２通用培养条件下
培养２ＢＳ。当细胞融合度约 ９０％时，细胞 １∶２传代培
养。３０代以下为年轻细胞，５５代及以上为衰老细胞。

３．ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达：提取２５ＰＤ
和５５ＰＤ２ＢＳ总 ＲＮＡ、第一链 ｃＤＮＡ的合成，引物序
列及产物大小见表１，以 ＧＡＰＤＨ为内参，ＰＣＲ产物在
１％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪下成像，观察 ＰＣＲ
扩增结果。ＲＴ－ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性 ２ｍｉｎ；
９５℃变性 ３０ｓ，６０℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，共 ４０个
循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

４．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＯＬＤ１蛋白表达：收集
２５ＰＤ和５５ＰＤ２ＢＳ提取总蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白定
量，１００℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白变性后，取５０μｇ总蛋白进
行１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，蛋白电泳分离后转移至
ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，一抗封闭，４℃过夜，
室温封闭二抗 ２ｈ，ＥＣＬ显色，观察结果。以 ＧＡＰＤＨ
表达为内参，用 ＩｍａｇｅＪ进行相对定量分析。

表 １　ＰＣＲ反应引物序列及扩增片段长度

基因 引物序列（５′→３′）
长度

（ｂｐ）
ＰＯＬＤ１ 正向引物 ＣＡＡＣＣＴＧＧＴＣＡＣＴＧＣＣＴＣＡＣ

反向引物 ＧＴＣＣＣＧＣＴＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＣＴ ２１１
ＧＡＰＤＨ 正向引物 ＣＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡＴ

反向引物 ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ １００

　　５．ＤＮＡ提取与亚硫酸氢盐修饰后测序：提取
２５ＰＤ和５５ＰＤ２ＢＳ基因组 ＤＮＡ，将纯化好的 ＤＮＡ溶
液，用亚硫酸氢盐 ＤＮＡ修饰试剂盒，按照操作手册进
行亚硫酸氢钠的转化。将修饰后的样品进行巢式

ＰＣＲ扩增，引物见表 ２。然后将 ＰＣＲ产物通过 １％琼
脂糖凝胶电泳分离后回收纯化，连接 Ｔ载体后将阳性
克隆的样本送日本 ＴａＫａＲａ公司进行测序。ＲＴ－
ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，４５℃
退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，共 ３５个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ。

６．５－Ａｚａ－ｄｃ去甲基化处理：以２×１０５个／孔的
细胞浓度，将 ４８ＰＤ２ＢＳ接种于 ６孔板中。接种第 ２
天起，每 ２４ｈ更换培养基为 ５μｍｏｌ／Ｌ５－Ａｚａ－ｄｃ的
完全 ＤＭＥＭ培养基。培养 ９６ｈ后，收集细胞，提取总
ＲＮＡ，采用 ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平。

７．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ２１．０统计学软件对数
据进行统计分析。使用独立样本 ｔ检验检测两组数
据差异，数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，相关性分
析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析，以Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平的变

化：采用 ＲＴ－ＰＣＲ法检测年轻 （２５ＰＤ）和衰老
（５５ＰＤ）２ＢＳＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达情况（图 １）。衰老
２ＢＳＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平较年轻 ２ＢＳ显著下降
（Ｐ＜０．０１）。

２．２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１蛋白的表达水平的变
化：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测年轻（２５ＰＤ）和衰老
（５５ＰＤ）２ＢＳＰＯＬＤ１蛋白表达情况（图 ２）。衰老 ２ＢＳ
ＰＯＬＤ１蛋白表达水平较年轻 ２ＢＳ显著下降（Ｐ＜
００１）。

３．２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１基因甲基化状态的变
化：通过搜索 ＵＣＳＣ基因数据库，得到 ＰＯＬＤ１启动子
区基因序列，取转录起始位点 －２０００ｂｐ～＋３００ｂｐ区
段序列作为研究对象，采用 ＭｅｔｈｙＰｒｉｍｅｒ在线分析软
件对 ＰＯＬＤ１启动子区基因序列进行甲基化岛预测分

·２３１·
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表 ２　ＢＳＰ相关引物信息

ＣｐＧ岛 引物序列（５′→３′） 长度（ｂｐ）

１

正向引物１－１：ＴＧＡＧＴＴＴＡＡＴＴＴＡＣＧＴＡＴＡＧＧＧ
反向引物１－１：ＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣ
正向引物２－１：ＧＡＧＡＡＴＡＧＡＴＴＡＡＧＴＴＡＧＧＡＴＴＴＴＡＴ
反向引物２－１：ＴＴＴＡＡＧＴＣＴＣＴＣＡＡＡＴＣＴＡＴＡＴＡＣＣＴＡＡＣ

５１４

２

正向引物２－１：ＴＴＧＧＧＧＴＧＧＧＴＴＴＴＴＴＡＡＡＧ
反向引物２－１：ＡＡＡＧＴＴＴＧＧＴＡＧＧＧＴＡＧＧＧＧ
正向引物２－２：ＡＡＴＡＣＣＧＡＣＧＴＣＴＡＴＣＴＡＣＴ
反向引物２－２：ＡＡＡＴＡＡＣＣＡＡＣＣＣＣＴＣＡＣＴＣ

１７４

３

正向引物３－１：ＡＡＴＡＧＡＧＧＴＡＡＴＣＧＴＴＧＧＧＡ
反向引物３－１：ＴＴＴＡＡＧＴＴＧＡＧＧＧＡＡＴＡＧＴＡ
正向引物３－２：ＣＣＣＣＡＡＡＴＡＡＡＴＡＣＡＣＣＴＴＴＡ
反向引物３－２：ＣＡＴＣＣＣＴＣＣＡＴＣＣＡＡＣＣＣＣＣ

１２４

４

正向引物４－１：ＧＧＴＡＧＧＧＡＡＣＧＧＧＧＴＴＴＧＡＧ
反向引物４－１：ＡＧＧＴＡＴＡＴＡＧＡＴＴＴＧＡＧＡＧＡ
正向引物４－２：ＣＧＡＡＣＣＡＣＧＴＣＣＣＧＣＣＣＣＡＣ
反向引物４－２：ＧＡＣＧＣＡＴＡＣＧＣＣＣＣＣＴＡＣＣＣ

１２１

图 １　不同代龄 ２ＢＳＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平

Ａ．ＲＴ－ＰＣＲ法检测不同代龄２ＢＳＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达量；Ｂ．不同代龄 ＰＯＬＤ１相对 ｍＲＮＡ表达量统计分析结果，Ｐ＜０．０１

　

图 ２　不同代龄 ２ＢＳＰＯＬＤ１蛋白表达水平

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测不同代龄２ＢＳＰＯＬＤ１蛋白表达量；Ｂ．不同代龄 ＰＯＬＤ１相对蛋白表达量统计分析结果，Ｐ＜０．０１

　

析，ＰＯＬＤ１启动子区存在 ４个 ＣｐＧ岛。采用 ＢＳＰ法
检测年轻（２５ＰＤ）和衰老（５５ＰＤ）２ＢＳＰＯＬＤ１启动子

区甲基化水平（图３）。衰老 ２ＢＳＰＯＬＤ１启动子区甲
基化水平较年轻２ＢＳ显著升高（Ｐ＜０．０１）。

·３３１·
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图 ３　不同代龄 ２ＢＳＰＯＬＤ１启动子区甲基化水平
Ａ．ＢＳＰ法检测不同代龄２ＢＳＰＯＬＤ１启动子区 ＣｐＧ岛的 ＤＮＡ甲基化水平；

Ｂ．不同代龄 ＰＯＬＤ１启动子区甲基化水平统计分析结果，Ｐ＜０．０１

　

　　４．ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达与启动子甲基化的关系：
分析年轻和衰老２ＢＳＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平和其启
动子甲基化水平相关性（图 ４）。ＰＯＬＤ１启动子区甲
基化水平与其 ｍＲＮＡ表达水平呈负相关（ｎ＝６，ｒ２＝
０．８５３，Ｐ＝０．００９）。为进一步阐明 ＰＯＬＤ１甲基化与
其 ｍＲＮＡ表达水平间的关系，以 ５μｍｏｌ／Ｌ５－Ａｚａ－
ｄｃ去甲基化试剂处理４８ＰＤ２ＢＳ，采用 ＲＴ－ＰＣＲ法检
测 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平（图 ５）。去甲基化试剂处
理组 ＰＯＬＤ１表达水平明显增加（Ｐ＜０．０１）。

讨　　论
ＰＯＬＤ１是 ＤＮＡ复制和损伤修复中最重要的基

因之一，位于第１９号染色体 ｑ１３．３－ｑ１３．４上，其 ｃＤＮＡ
全长约３．５ｋｂ，编码１１０７个氨基酸［６］

。ＰＯＬＤ１基因

图 ４　ＰＯＬＤ１启动子区甲基化水平与其

ｍＲＮＡ表达水平的相关性分析
　

图 ５　５μｍｏｌ／Ｌ５－Ａｚａ－ｄｃ处理前后 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平
Ａ．ＲＴ－ＰＣＲ法检测５μｍｏｌ／Ｌ５－Ａｚａ－ｄｃ处理２ＢＳ前后 ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达量；Ｂ．５μｍｏｌ／Ｌ５－Ａｚａ－ｄｃ处理前后 ＰＯＬＤ１

相对 ｍＲＮＡ表达量统计分析结果。ＮＣ．正常对照组；Ｐ＜０．０１

　·４３１·
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缺陷不仅与肿瘤关系密切，也增加早老综合征如沃纳

综合征（Ｗｅｒｎｅｒｓｙｎｄｒｏｍｅ）的发生风险［８～１１］
。此外，

研究发现，下调 ＰＯＬＤ１表达，细胞生长增殖能力显著
下降，细胞周期减慢，ＤＮＡ合成减低，ＤＮＡ损伤明显
增加

［１２］
。动物实验进一步证实，沉默 ＰＯＬＤ１基因表

达可导致小鼠神经元细胞发生早衰
［７］
。近年来，一

些研究者观察到 ＤＮＡ损伤修复基因如 ＢＲＣＡ１、ＢＬＭ
等在衰老过程中表达均有所降低

［１３，１４］
。而本研究结

果显示，在２ＢＳ衰老过程中 ＰＯＬＤ１呈增龄性表达下
调，也再次证实了上述观点。

近年来，ＤＮＡ甲基化在衰老的发生、发展中的作
用越来越受到国内外研究者的重视，成为目前衰老领

域研究的热点之一。ＤＮＡ甲基化是指 ＤＮＡ的 ５′－Ｃ
胞嘧啶 ｐ磷酸 Ｇ鸟嘌呤 －３′（ＣｐＧ）双核苷酸位点的
胞嘧啶在 ＤＮＡ甲基转移酶的催化下，以 Ｓ－腺苷甲
硫氨酸为甲基供体，将甲基转移到特定碱基上的化学

修饰过程。一般来说，低甲基化可促进基因的表达，

而高甲基化则抑制基因表达。体外研究发现，将已甲

基化的序列转入细胞后则其表达抑制，而许多内源基

因经去甲基化试剂如 ５－Ａｚａ－ｄｃ处理后可被激
活

［１５，１６］
。本 研究结果显示，在 ２ＢＳ衰老过程中

ＰＯＬＤ１启动子区甲基化水平呈增高趋势，且 ＰＯＬＤ１
ｍＲＮＡ表达水平与其启动子区甲基化水平呈负相关；
经５－Ａｚａ－ｄｃ处理后，ＰＯＬＤ１ｍＲＮＡ表达水平明显
增高。ＰＯＬＤ１表达水平与其启动子甲基化水平呈负
相关，提示 ＰＯＬＤ１启动子区甲基化水平的改变与其
增龄性表达下调有密切关系。

目前研究认为 ＤＮＡ甲基化影响基因表达的机制
可能是：（１）某些可与 ＤＮＡ结合的转录因子对结合
位点甲基化较敏感，当该位点处于甲基化状态时，这

类转录因子和其他转录相关蛋白无法正确地识别并

结合到相应位点从而造成转录抑制。（２）ＤＮＡ甲基
化后，甲基化 ＣｐＧ结合蛋白与甲基化 ＣｐＧ残基结合，
并与其他转录抑制因子共同抑制基因转录，其介导的

转录抑制取决于甲基化密度和启动子强度，低密度甲

基化可能抑制弱的启动子，而一个强的启动子可能不

受甲基化的影响。（３）具有转录活性的基因序列甲
基化后与甲基化 ＣｐＧ特异性结合蛋白相结合，使组
蛋白脱乙酰化，染色质结构变化致使转录抑制发

生
［１７，１８］

。既往研究发现，ＰＯＬＤ１可间接通过 ｐ５３、
Ｅ２Ｆ１和 Ｓｐ１等转录因子调控促进肿瘤的发生和发
展，推测 ＰＯＬＤ１启动子区 ＣｐＧ位点甲基化可能通过
阻碍转录因子与启动子的结合，从而抑制 ＰＯＬＤ１基

因的转录和表达
［１９，２０］

。

综上所述，本研究结果表明，ＰＯＬＤ１启动子区
ＣｐＧ岛的 ＤＮＡ甲基化水平是细胞衰老的重要特征，
较高的甲基化水平参与该基因的表达调控。通过调

节 ＰＯＬＤ１启动子区 ＤＮＡ甲基化水平，对于衰老和衰
老相关疾病的预防和治疗具有一定的启示作用。进

一步深入研究 ＰＯＬＤ１启动子区的 ＤＮＡ甲基化调控
机制，有助于更好地阐释细胞衰老过程中的表观遗传

学调控机制。
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ＰＯＬＤ１ａｎｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎａｍｅｔａｓｔａｔｉｃｌｕｍｉｎａｌＢｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔ［Ｊ］．Ｅｃａｎｃｅｒｍｅｄｉｃａｌｓｃｉｅｎｃｅ，２０２０，１４：１００２

１１　ＬｅｓｓｅｌＤ，ＨｉｓａｍａＦＭ，ＳｚａｋｓｚｏｎＫ，ｅｔａｌ．ＰＯＬＤ１ｇｅｒｍｌｉｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｉｔｉａｌｌｙｄｉａｇｎｏｓｅｄｗｉｔｈｗｅｒｎｅｒｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＨｕｍａｎＭｕ

ｔａｔ，２０１５，３６（１１）：１０７０－１０７９

１２　ＳｏｎｇＪ，ＨｏｎｇＰ，ＬｉｕＣ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＰＯＬＤ１ｍｏｄｕｌａｔｅｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｃｈｅｍ，２０１５，１６：１４

１３　ＣｏｌｌｉｎＧ，ＨｕｎａＡ，ＷａｒｎｉｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓｉｓａｈａｌｌｍａｒｋａｎｄａｃａｕｓｅｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，９（３）：２５９ （转第 １５页）
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