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　　［摘要］　目的　探讨ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化改变对细胞衰老进程的影响。方法　采用克隆、测序的方法定量检测

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子在人胚肺二倍体成纤维细胞（２ＢＳ）衰老过程中的甲基化改变；ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达；采

用５氮杂２脱氧胞苷去甲基化处理２ＢＳ细胞，通过 ＭＴＴ和β半乳糖苷酶染色检测细胞衰老。结果　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子在年轻

２ＢＳ中，ＣｐＧ甲基化的发生率为１．２５％；在中年细胞中为２７．２７％；在衰老２ＢＳ细胞中为０．６４％；ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达在细胞衰老过

程中呈波动性变化，先增加，后降低，到细胞开始衰老时，表达又显著增加；中年２ＢＳ细胞经５氮杂２脱氧胞苷处理后，ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１

表达增加，细胞增殖速率较正常中年细胞显著降低，同时细胞β半乳糖苷酶染色阳性率增加。结论　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１去甲基化加速细

胞衰老。

［关键词］　细胞衰老；ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１；ＤＮＡ甲基化；５氮杂２脱氧胞苷
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ｔｅｄｂｙｔｈｅｓｔａｔｕｓｏｆｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．
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　　体外培养的正常人二倍体细胞在经历一定的细胞倍增周

期之后，增殖能力下降，最后停止增殖的状态称为细胞衰老［１］。

细胞衰老是生物整体衰老的基础，并且是进化过程中形成的机

体预防肿瘤发生的手段之一。目前研究表明，细胞衰老是由多

种分子机制调控的主动过程，其中，表观遗传学调控包括ＤＮＡ

甲基化，组蛋白的甲基化与乙酰化修饰以及微小ＲＮＡ等均在

细胞衰老过程中发挥重要作用［２］。ＤＮＡ甲基化是哺乳类动物

一种重要的表观遗传修饰方式，主要发生在ＣｐＧ序列中的Ｃ

碱基上。从总体上看，细胞衰老过程中ＤＮＡ甲基化水平是逐

渐下降的，并且其下降速度与物种寿命呈负相关［３］。然而，对

于特异基因在细胞衰老过程中的甲基化改变及其对细胞衰老

的影响，目前并不十分清楚。

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１是一种重要的细胞周期调节基因，通过抑制细

胞周期蛋白Ａ，细胞周期蛋白Ｅ细胞周期蛋白依赖性激酶２

和细胞周期蛋白Ｄ细胞周期蛋白依赖性激酶４的活性，抑制

ｐＲｂ蛋白的磷酸化，导致细胞不能进入Ｓ期而引起细胞增殖受

阻［４］。ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１基因启动子富含 ＣｐＧ，提示其表达可能受

ＤＮＡ甲基化的调控。为此，本研究以人胚肺二倍体成纤维细

胞（２ＢＳ）为研究对象，深入探讨了ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在细胞衰老过程

中的甲基化改变及２１Ｗａｆ１
／Ｃｉｐ１启动子甲基化对其表达和细胞衰

老的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　２ＢＳ细胞购自北京天坛生物制品研究所；亚硫酸

氢钠、氢醌，５氮杂２脱氧胞苷（５ａｚａＣｄＲ）、四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ公司；β半乳糖苷酶（ＳＡβＧａｌ）购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＩＰＡ蛋白裂解液、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、蛋

白浓度测定试剂盒购自北京百泰克公司；鼠抗人ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１

（ｓｃ６２６４）一抗、βａｃｔｉｎ一抗（ｓｃ１６１６）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣

根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ购自北京中山公司；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ化学发光底物购自Ｐｉｅｒｃｅ公司；引物由上海生物

工程服务公司合成。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　２ＢＳ细胞在含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的

ＤＭＥＭ培养基，饱和湿度，３７℃，５％ ＣＯ２ 的条件下培养。细

胞融合度达到９０％～９５％后，进行１∶２传代。２ＢＳ细胞平均

代龄为５５～６０ＰＤｓ（倍增次数），３０ＰＤｓ以前为年轻细胞，３０～

５０ＰＤｓ为中年细胞，５５ＰＤｓ以后为衰老细胞
［５］。

１．２．２　基因组ＤＮＡ的提取　将不同代龄的２ＢＳ细胞收集于
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预冷的ＰＢＳ中，４℃１５００ｇ离心收集细胞。按１×１０
６ｃｅｌｌｓ／

５００μＬ加入基因组ＤＮＡ抽提缓冲液，３７℃１ｈ，加入蛋白酶

Ｋ至终浓度为１００μｇ／ｍＬ，５０℃３ｈ，不时轻摇。等体积酚／氯

仿抽提，乙醇沉淀，于ＯＤ２６０测定ＤＮＡ浓度。

１．２．３　亚硫酸氢钠处理基因组ＤＮＡ　将１μｇＤＮＡ用三蒸

水稀释至５０μＬ，加入５μＬ３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ（终浓度：０．２７５

ｍｏｌ／Ｌ），３７℃孵育１５ｍｉｎ。加入５２０μＬ新鲜配制的３ｍｏｌ／Ｌ

亚硫酸氢钠ｐＨ５．０，３０μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ氢醌，混匀后５０℃孵育

１６ｈ。使用澳大利亚 Ｑｉａｑｕｉｃｋ胶纯化试剂盒对亚硫酸氢钠处

理过的ＤＮＡ进行纯化后于－２０℃保存。

１．２．４　甲基化特异的ＰＣＲ（ＭＳＰ）　用以上亚硫酸氢钠处理

过的基因组ＤＮＡ作为模板，针对ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ启动子ＣｐＧ岛设

计引物，每条引物都包含ＣｐＧ二核苷酸序列：ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动

子甲基化引物：上游序列为：５′ＴＴＧＴＡＧＴＡＣＧＣＧＡＧＧ

ＴＴＴＣＧ３′，下游序列为：５′ＣＡＡＣＴＣＡＡＣＧＣＧＡＣＣＣＴＡ

ＡＴ３′，ＰＣＲ产物长度为１９０ｂｐ；ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子非甲基化引

物：上游序列为：５′ＴＴＴＴＧＧＧＡＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＴＧ３′，

下游序列为：５′ＡＣＡＣＣＣＡＡＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＡＣ３′；ＰＣＲ

产物长度为２３５ｂｐ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５

℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共２９个循环。

ＰＣＲ产物经８％的聚丙烯酰胺凝胶电泳，ＥＢ染色，ＩｍａｇｅＭａｓ

ｔｅｒＶＤＳ成像系统（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）照像。

１．２．５　克隆测序　首先，用以上亚硫酸氢钠处理过的基因组

ＤＮＡ作模板，分别针对ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子ＣｐＧ岛设计引物，使

每条引物不包含ＣｐＧ二核苷酸序列，进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反

应条件同 ＭＳＰ。ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子上游引物序列为：５′ＧＧＧ

ＡＧＧＡＧＧＧＡＡＧＴＧＴＴＴＴＴ３′；下游引物序列为：５′ＡＣＡ

ＡＣＴＡＣＴＣＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＴ３′。ＰＣＲ产物经胶纯化后与

Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ｐＧＥＭＴ
? Ｅａｓｙ载体在４℃连接过夜。取２

μＬ连接产物，转化ＪＭ１０９感受态细胞，每一代龄２ＢＳ细胞至

少挑取１０个克隆，提取质粒测序，以甲基化ＣｐＧ（ｍＣｐＧｓ）占

所测总ＣｐＧｓ的百分含量，作为ＤＮＡ甲基化的发生率。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ法检测　以澳大利亚 Ｑｉａｇｅｎ公司 ＲＴｍｉｎｉ

ｋｉｔ提取不同代龄２ＢＳ细胞总ＲＮＡ并进行反转录。ＰＣＲ反应

采用如下条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共２７个循环。ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１上游序列为：

５′ＧＡＧＧＡＡＧＡＣＣＡＴＧＴＧＧＡＣ３′；下游序列为：５′ＣＡＧ

ＣＡＣＴＣＴＴＡＧＧＡＡＣＣＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ：上游序列为：５′

ＣＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡＴ３′；下游序列为：

５′ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′。ＰＣＲ产物经琼

脂糖凝胶电泳后进行密度扫描分析。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集细胞，加入适量（５０～３００

μＬ）ＲＩＰＡ蛋白裂解液，冰上裂解２０ｍｉｎ后离心１５ｍｉｎ，取１０

μＬ上清液测定蛋白含量。取等量蛋白（１０μｇ）进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ胶电泳（１２５Ｖ，３０ｍｉｎ；１６０～１８０Ｖ，４５～６０ｍｉｎ）。电

泳至溴酚蓝迁移至凝胶底部时结束，取出凝胶进行湿式转印，

条件为２５０ｍＡ恒流转印６０～９０ｍｉｎ。将 ＮＣ膜用ＴＢＳＴ（２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ７．５，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，０．５％ Ｔｗｅｅｎ

２０）漂洗５ｍｉｎ。室温用含５％低脂奶粉的 ＴＢＳＴ封闭，加入

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１一抗，浓度为１μｇ／ｍＬ，４℃过夜。室温下用 ＴＢＳＴ

漂洗６次，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ，室温

下孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗６次，加入底物Ａ、Ｂ显色５ｍｉｎ，曝光。

ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＶＤＳ（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｒｃｉａ公司）软件分析信

号光密度。

１．２．８　ＤＮＡ甲基化酶抑制剂５ａｚａＣｄＲ处理　将中年（３９

ＰＤ）２ＢＳ细胞接种于新培养瓶，密度为１０４ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２。培养过

夜后，加入 ＤＮＡ 甲基化酶抑制剂５ａｚａＣｄＲ，终浓度为１

μｍｍｏｌ／Ｌ，每２４ｈ更换含有新鲜药物的培养液，对照组细胞采

用等量ＤＭＳＯ处理。连续处理９ｄ（３ＰＤｓ）后收获细胞，检测

相关指标。

１．２．９　 ＭＴＴ法测定５ａｚａＣｄＲ处理对细胞生长的影响　将

２ＢＳ细胞接种于９６孔细胞培养板，每孔细胞数２．５×１０３ 个，

３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养。分别于２０、４４、６８、９２、１１６、１４０ｈ

和１６４ｈ加入２５μＬＭＴＴ，继续培养４ｈ，吸净培养液，每孔加

２００μＬＤＭＳＯ，放置５～１０ｍｉｎ后，用酶标仪于５７０ｎｍ处测定

各孔的光吸收值。以培养时间为横轴，平均光吸收值为纵轴，

绘制生长曲线，比较正常中年细胞与衰老细胞和５ａｚａＣｄＲ处

理中年细胞的增殖速率。

１．２．１０　衰老相关的β半乳糖苷酶（ＳＡβＧａｌ）染色　细胞融

合达到７０％～８０％状态时，用ＰＢＳ洗２遍，室温下以３％甲醛

固定５ｍｉｎ，加入新鲜配置的ＳＡβＧａｌ染色液，３７℃、无ＣＯ２

条件下温浴１６ｈ，倒置相差显微镜下进行观察、拍照，随机选取

５个视野，计数分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析处理，

数据用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在２ＢＳ细胞衰老过程中的甲基化改变　通过

ＤＮＡ甲基化软件分析，选取ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子上ＣｐＧ岛作为

分析对象，见图１。分别提取年轻（２８ＰＤ）、中年（４２ＰＤ）和衰

老（５８ＰＤ）２ＢＳ细胞基因组 ＤＮＡ，经亚硫酸氢钠处理后进行

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物克隆、测序结果显示，ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子

在年轻细胞中，ＣｐＧ甲基化的发生率为１．２５％；在中年细胞中

为２７．２７％；在衰老２ＢＳ细胞中为０．６４％，见表１。

图１　　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１基因启动子上ＣｐＧ岛所在基因位点

表１　　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子在２ＢＳ细胞衰老

　　过程中的甲基化改变

代龄（ＰＤ） 克隆数 总ＣｐＧｓ 甲基化ＣｐＧｓ 甲基化ＣｐＧｓ／总ＣｐＧ％

２８ １０ ２４０ ３ １．２５

４２ １１ ２６４ ７２ ２７．２７

５８ １３ ３１２ ２ ０．６４

２．２　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在２ＢＳ细胞衰老过程中的表达变化　启动子

甲基化是抑制基因表达的一种主要的表观遗传学方式，为了解

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化对其表达的影响，作者采用 ＲＴＰＣＲ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测连续培养至细胞开始衰老过程时

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达变化。ＲＴＰＣＲ检测结果显示，ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的

表达从年轻（２８ＰＤ）到中年（３３ＰＤ）２ＢＳ细胞中变化不明显，但

在中年（３８～４６ＰＤ）ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达显著降低，至细胞开始衰

老时 （５５ ＰＤ）ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１ 的 表 达 又 显 著 增 加，见 图 ２ａ。
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ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在蛋白水平的表达变化与ＲＴＰＣＲ结果一致，表现

为在中年２ＢＳ细胞中表达降低，而在细胞开始衰老时表达又

显著增加，见图２ｂ和２ｃ。以上结果提示，ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲

基化调控ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在细胞衰老过程中的表达。

图２　　ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同代龄２ＢＳ细胞中

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达变化

２．３　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子去甲基化增加ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达　为进

一步验证ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化对其表达的影响，采用ＤＮＡ

甲基化酶抑制剂５ａｚａＣｄＲ连续处理中年（３９ＰＤ）２ＢＳ细胞９

ｄ（３ＰＤｓ），甲基化特异的 ＰＣＲ结果显示，５ａｚａＣｄＲ处理组

２ＢＳ细胞ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化与对照处理组比较显著降

低，见图３ａ和３ｂ。但是，与对照处理组比较，５ａｚａＣｄＲ处理

组２ＢＳ细胞中ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达显著增加，见图３ｃ和３ｄ。

图３　　ＤＮＡ甲基化酶抑制剂５ａｚａＣｄＲ处理中年２ＢＳ细胞

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的甲基化和蛋白表达变化

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图４　　５ａｚａＣｄＲ处理加速中年２ＢＳ细胞的衰老

２．４　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子去甲基化加速细胞衰老　检测５ａｚａ

ＣｄＲ处理对中年２ＢＳ细胞生长速率的影响，发现与对照组２ＢＳ

细胞相比，５ａｚａＣｄＲ处理组中年２ＢＳ细胞的生长速度显著降

低（犘＜０．０１），其增殖曲线与衰老细胞相似，显示明显的生长

阻滞，见图４ａ。而且，５ａｚａＣｄＲ处理中年２ＢＳ细胞出现明显

的衰老表型，衰老相关β半乳糖苷酶染色阳性细胞数较对照处

理组显著增加（犘＜０．０１），见图４ｂ和４ｃ。

３　讨　　论

３．１　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１参与细胞衰老调控　细胞衰老是多基因控制

的细胞生理过程，主要表现为细胞增殖能力的逐渐丧失，细胞

体积增大和衰老相关的β半乳糖苷酶活性显著增加
［６］。研究

证实，细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在衰老细

胞中表达显著增加，并对细胞衰老过程发挥重要的调控作

用［７］。ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１能够灭活由众多细胞周期蛋白及其激酶组成

的复合物，进而导致非磷酸化视网膜母细胞瘤蛋白Ｒｂ表达增

加并通过结合Ｅ２Ｆ转录因子家族蛋白，导致细胞周期阻滞和

细胞衰老［８９］。

３．２　ＤＮＡ甲基化调节细胞衰老过程中ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达　作

为表观遗传学调控的重要方式之一，ＤＮＡ甲基化主要通过以

下２种机制发挥转录抑制作用。首先，甲基化的ＣｐＧ序列阻

碍转录因子与ＤＮＡ的相互结合，目前已知的该类转录因子主

要有Ｅ２Ｆ、ＮＦκβ、ＡＰ２等；另外，甲基化的ＣｐＧ与甲基化结合

蛋白结合，通过改变染色质结构，发挥直接转录抑制作用［１０］。

在此研究中，作者发现ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子在年轻２ＢＳ细胞中低

甲基化，中年细胞中甲基化增加，而在衰老细胞中甲基化又显

著降低。与 ＤＮＡ 甲基化对基因表达 的 抑 制 效 果 一 致，

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１在２ＢＳ细胞中的表达从年轻（２８ＰＤ）到中年（４６ＰＤ）

总体呈下降趋势。但从年轻（２８ＰＤ）到中年（３３ＰＤ）阶段，

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达并没有降低，而只有到３８ＰＤ时，ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的

表达才显著降低并且一直持续到４６ＰＤ，表明ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动

子在中年２ＢＳ细胞中的甲基化是一个缓慢发生的过程。当细

胞开始衰老时（５５ＰＤ），ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达又明显增加，这与

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动细胞衰老的作用是一致的。

３．３　ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１去甲基化加速细胞衰老　采用ＤＮＡ甲基化酶

抑制 剂 ５ａｚａＣｄＲ 处 理 中 年 ２ＢＳ 细 胞，本 研 究 观 察 到

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化程度显著降低，表达增加，同时，与试

剂对照处理组比较，５ａｚａＣｄＲ处理中年２ＢＳ细胞出现明显的

细胞周期阻滞，细胞体积增大和衰老相关β半乳糖苷酶活性的

增强。此结果进一步证实，ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化调控细胞

衰老的进程。以往研究证实，细胞衰老进程伴随着ＤＮＡ总体

甲基化水平的不断降低，而体外培养细胞的去甲基化处理可显

著缩短细胞的传代次数［１１］。然而，对于细胞衰老过程中ＤＮＡ

甲基化对特异基因的表达调控所知甚少，此研究结果表明，细

胞衰老过程中ＤＮＡ甲基化的改变不是一个随机的事件，而是

伴随着细胞衰老相关ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１基因甲基化的波动性改变，

ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子去甲基化加速细胞衰老的发生。

对于细胞衰老过程中ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子甲基化的建立和维

持机制 目 前 还 不 清 楚。有 研 究 表 明，ＤＮＡ 甲 基 化 酶 １

（ＤＮＭＴ１）与其他转录因子相互作用，发挥对特异基因的初始

甲基化作用［１２］。另外，Ｆａｔｅｍｉ等
［１３］发现对于已发生少量甲基

化的ＤＮＡ序列，ＤＮＭＴ１能催化其他未甲基化的 ＤＮＡ迅速

发生甲基化。而Ｂｒｅｎｎｅｒ等
［１４］发现 Ｍｙｃ蛋白抑制ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１

的表达与 Ｍｙｃ和ＤＮＭＴ３ａ相互作用所致ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子的

异常甲基化有关。ＤＮＭＴ１在细胞衰老过程中表达降低，而

ＤＮＭＴＴ３ａ在中年细胞中表达显著增加
［１５］。因此，ＤＮＭＴ１和

（或）ＤＮＭＴＴ３ａ可能参与了细胞衰老过程中ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子

的甲基化调控，然而，其确切分子机制仍需大量实验加以证明。
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总之，本研究发现，细胞衰老过程中ＤＮＡ甲基化通过调

节ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１的表达调控细胞衰老进程，ｐ２１

Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子在中

年细胞中高甲基化并抑制其表达，从而发挥延缓细胞衰老的作

用，而ｐ２１
Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１启动子去甲基化增加其表达，迅速启动细胞衰

老的发生。该研究结果为认识表观遗传学对细胞衰老的调控

提供了新的线索。
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