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何首乌提取液对衰老小鼠脑组织ＤＮＡ甲基化和基因转录的影响
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　　［摘要］　目的　分析何首乌提取液（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍｅｘｔｒａｃｔ，ＰＭＥ）对 Ｄ半乳糖致衰老
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脑组织ＤＮＡ甲基化和转录组水平的影响，探讨何首乌延缓衰老的作用机制。方法　５０只
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为５组：正常对照组（ＣＣ）、衰老组（ＭＣ）、ＰＭＥ高剂量组（ＭＨ）、中剂量组（ＭＭ）及低剂
量组（ＭＬ）；除ＣＣ组外，其余４组用Ｄ半乳糖诱导建立衰老模型，６０ｄ后ＭＨ组、ＭＭ组及ＭＬ组分别以
１、０．６、０．３ｇ·ｍＬ－１·ｋｇ－１的ＰＭＥ灌胃６０ｄ，ＣＣ组及ＭＣ组灌胃等体积生理盐水。各组处理好后，麻醉
小鼠并摘除眼球取血，通过检测血清中丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化
物酶（ＧＳＨＰｘ）活性判断衰老模型建立及何首乌延缓小鼠衰老的作用；采用简化甲基化测序（ｒｅｄｕｃｅｄ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＲＢＳ）和ＲＮＡｓｅｑ测序方法检测各组小鼠脑组织ＤＮＡ甲基化水平和
转录水平，并利用生物信息学方法分析各组样本间差异性甲基化区域（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，
ＤＭＲ）以及差异表达基因，对ＤＭＲ位于启动子区的相关基因进行ＧＯ聚类及ＫＥＧＧ通路分析，并通过实
时荧光定量ＰＣＲ验证部分基因的表达。结果　与ＣＣ组比较，ＭＣ组中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性明显下降（Ｐ＜
０．０５），ＭＤＡ含量明显升高（Ｐ＜０．０５）；ＰＭＥ作用后，衰老小鼠中抗氧化酶活性及 ＭＤＡ含量均明显缓
解，以ＭＭ组较为明显（Ｐ＜０．０５）。在ＤＮＡ甲基化测序中发现，ＣＣ组与ＭＣ组间及ＭＣ组与ＭＭ组间均
发生甲基化变化的ＤＭＲ位于启动子区的相关基因有５２个，其中有７个基因的甲基化水平与转录组结
果呈负相关，包括与衰老相关的Ｓｙｎｐｏ和Ｍａｐｋａｐｋ５；１３个基因的甲基化水平与转录组呈正相关，包括与
衰老相关的Ｔｃｆ７和Ｒａｂ１５；且这４个基因ｍＲＮＡ水平均与转录组测序结果一致。结论　何首乌提取液
可能通过调控衰老小鼠中Ｓｙｎｐｏ、Ｍａｐｋａｐｋ５、Ｔｃｆ７和Ｒａｂ１５基因甲基化水平，进而调节其转录水平，发挥
延缓小鼠衰老的作用。
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　　何首乌为蓼科植物何首乌（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ
ｔｈｕｎｂ）的块根，是一味养生抗衰老中药［１］，具有抗氧

化［２］、细胞保护特性［３］、乌发［４］、治疗与衰老相关的神

经退行性疾病［５］以及改善与衰老有关的疾病等作用。

何首乌可通过调节和增强机体非特异性及特异性免疫

功能，消除衰老动物体内自由基达到抗衰老作用［６］，但

其具体机制还未明了，尤其是对衰老细胞表观遗传学、

基因的表达以及一些物质代谢的作用靶点还不清楚。

　　在衰老过程中，表观遗传学变化包括甲基化（如
组蛋白Ｈ４Ｋ２０、Ｈ３Ｋ４高度甲基化，Ｈ３Ｋ９、Ｈ３Ｋ２７低度
甲基化）、Ｈ４Ｋ１６乙酰化以及异染色质蛋白 １α
（ＨＰ１α）减少等［７］。而 ＤＮＡ甲基化是调节基因表达
的关键表观遗传修饰之一，可作为衰老的标志，但迄今

为止尚无证据表明特定 ＤＮＡ甲基化模式的改变可以
延长寿命［７－８］。脑老化作为衰老的主要特征之一，表现

为广泛的行为缺陷，包括焦虑和认知功能受损，并可影

响全身的老化［９］。相对于其他组织，大脑显示出较高水

平的甲基化，特别是在基因组的重复序列。ＤＮＡ甲基
化、组蛋白修饰、染色质构象改变等表观遗传学修饰均

可调控基因表达并参与衰老及许多疾病的发生、发展。

　　研究表明，在阿尔茨海默病的早期，Ｓｙｎｐｏ作为神
经元间的功能性突触蛋白减少［１０］；Ｍａｐｋａｐｋ５在细胞
生长、营养饥饿反应、程序性细胞死亡、衰老和运动过

程中扮演着多种角色［１１］，且有证据证明 Ｍａｐｋａｐｋ５可
以磷酸化多种底物，包括 Ｆｏｘｏ１、Ｆｏｘｏａ３和 Ｒｈｅｂ，但
Ｍａｐｋａｐｋ５的生物学作用远未完全了解［１２－１４］；作为 Ｔ
细胞特异性转录因子的 Ｔｃｆ７及 ＲＡＳ家族中的 Ｒａｂ１５
参与了机体的免疫调节过程［１５－１６］。在衰老过程相关

研究中，这些基因的作用尚不明确。因此，本研究应用

简化 甲 基 化 测 序 （ｒｅｄｕｃｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｂｉｓｕｌｆｉｔｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＲＢＳ）和 ＲＮＡｓｅｑ测序方法，观察何首乌
对Ｄ半乳糖致衰老Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脑组织ＤＮＡ甲基化
和转录的影响，探讨何首乌延缓衰老的分子机制。

１　材料与方法

１．１　试剂
　　何首乌：用７５％乙醇提取，减压回收乙醇，减压浓
缩至１００ｇ生药／１００ｍＬ（遵义医科大学附属医院中药
房，批号：１６０８０１）；Ｄ半乳糖购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＳＯＤ、ＭＤＡ和 ＧＳＨＰｘ检测试剂盒购自中国南京建成
生物工程研究所；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ试剂
盒及ＴＢＧｒｅｅｎＴＭＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒均购自日本
ＴａＫａＲａ公司。
１．２　动物分组及给药
　　Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠购自第三军医大学医学实验动
物中心，许可证号［ＳＣＸＫ（辽）０１５０００１］，体质量（２０±
２）ｇ，饲养于普通环境，自由饮食，适应性喂养 １周。
按处理方式不同将 ５０只小鼠分为 ５组：正常对照组
（ＣＣ）、衰老组（ＭＣ）、何首乌提取液高剂量组（ＭＨ）、
中剂量组（ＭＭ）以及低剂量组（ＭＬ）。除 ＣＣ组外，其
余４组用Ｄ半乳糖（８００ｍｇ· ｍＬ－１· ｋｇ－１）连续腹腔
注射６０ｄ以建立亚急性衰老模型，而 ＣＣ组腹腔注
射等体积生理盐水；衰老模型建立好后，参照 ＬＥＥ
等［１７］和吕锦芳等［１８］的研究及前期药物浓度实验摸索

确定用药浓度，ＭＨ组、ＭＭ组和 ＭＬ组分别按１、０．６、
０．３ｇ·ｍＬ－１·ｋｇ－１ＰＭＥ每天灌胃，ＣＣ组和 ＭＣ组灌
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胃等量生理盐水，连续灌胃６０ｄ。造模结束，小鼠腹腔
注射４％水合氯醛（每１００ｇ体质量１ｍＬ）。待小鼠麻醉
后，摘除眼球取血，在４℃下３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取上清于－２０℃待用；断头处死小鼠，取出脑组织，并
标记组别及日期，于－８０℃冰箱保存。
１．３　血清样本测定
　　取每组离心所得血清样本，根据试剂盒说明，配置
检测ＧＳＨＰｘ活性、ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量所需的试剂
溶液，通过化学比色分析并计算酶活性和ＭＤＡ含量。
１．４　脑组织ＤＮＡ的提取及测序
　　根据建模结果，选取 ＣＣ组、ＭＣ组及 ＭＭ组小鼠
脑组织进行甲基化测序，每组选取３只小鼠的脑组织，
按ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ操作说明提取脑组织基因组 ＤＮＡ，用微量核酸蛋
白分析仪对ＤＮＡ进行定量检测。合格的ＤＮＡ样本送
至深圳华大基因科技服务有限公司进行建库及 ＲＲＢＳ
测序。流程如下：将质量检测合格的基因组ＤＮＡ片段
用限制性内切酶ＭｓｐⅠ进行处理，对酶切后的 ＤＮＡ片
段进行末端修复、３′端加 Ａ碱基，并连接甲基化接头，
切胶选择４０～２００ｂｐ的酶切片段，采用ＺＹＭＯＥＺＤＮＡ
ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄｋｉｔ进行亚硫酸盐（Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ）处理；聚合
酶链式反应（ＰＣＲ）扩增文库，合格的文库通过高通量测
序平台ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑＸｔｅｎ进行上机测序得到数据。
１．５　脑组织ＲＮＡ的提取及测序
　　根据建模结果，选取 ＣＣ组、ＭＣ组及 ＭＭ组小鼠
脑组织进行转录组测序，每组选取５只冻存的小鼠脑
组织，称取 ３０ｍｇ，按照 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ操作步骤提取
ＲＮＡ，用微量核酸蛋白分析仪检测 Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０），
结果在１．８～２．０之间，最后用１％琼脂糖凝胶电泳检
测 ＲＮＡ质量，均符合转录组测序要求。将合格的总
ＲＮＡ送至深圳华大基因科技服务有限公司建立 ＤＮＡ
文库，且合格的文库通过高通量测序平台ＢＧＩＳＥＱ５００
进行上机测序得到转录组测序数据。

１．６　差异基因启动子区ＤＭＲ相关基因功能聚类分析
　　筛选出启动子区甲基化发生差异变化的基因，并
用ＧＯ功能聚类及ＫＥＧＧ通路富集分析。
１．７　基因表达分析
　　用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒提取脑组织的总 ＲＮＡ，核
酸蛋白仪测总ＲＮＡ的浓度及纯度。将１μｇＲＮＡ用逆
转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ逆转为 ｃＤＮＡ，用 ＴＢ
ＧｒｅｅｎＴＭＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒进行荧光定量ＰＣＲ，
总反应体系为 ２０μＬ，反应程序为 ９５℃，３０ｓ；ＧＯＴＯ
（９５℃，５ｓ；６０℃，３０ｓ）；９５℃，１０ｓ；６０℃，５ｓ；９５℃，
５０ｓ；４０个循环。以ＧＡＰＤＨ为内参，通过２－ΔΔＣｔ法计算
目的基因的相对表达量。目的基因的引物设计和合成

均由生工生物（上海）有限公司完成，引物序列见表１。

表１　基因引物序列与产物长度

基因 引物序列（５′→ ３′） 产物长度／ｂｐ

Ｇａｐｄｈ
上游：ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ

下游：ＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡ
１６１

Ｔｃｆ７
上游：ＧＣＡＧＣＡＴＣＣＧＣＡＧＣＣＴＣＡＡＣ

下游：ＧＣＣＴＧＴＧＡＡＣＴＣＣＴＴＧＣＴＴＣＴＧＧ
１５２

Ｒａｂ１５
上游：ＡＧＧＡＧＴＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＴＣＴＡＣＧ

下游：ＣＴＣＣＴＣＣＡＧＣＴＣＧＧＣＣＡＧＴＧ
１６４

Ｓｙｎｐｏ
上游：ＧＴＧＧＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣＡＡＧＡＧＧ

下游：ＧＣＡＧＧＣＴＴＧＧＣＴＡＧＴＧＴＧＡＧＡＴＧ
９５

Ｍａｐｋａｐｋ５
上游：ＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡＴＡＡＧＧＣＧＧＴＧＧＴＴＧ

下游：ＧＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＡＧＡＡＴＧＧ
１４１

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行分析，计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，两组间数据比较采用 ｔ检验，多组间数据比
较采用单因素方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＰＭＥ对衰老小鼠血清抗氧化指标的影响
　　通过对血清中氧化酶的检测，衰老组（ＭＣ）ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ的酶活性较正常对照组（ＣＣ）显著降低（Ｐ＜
０．０５），ＭＤＡ的含量较 ＣＣ组显著升高（Ｐ＜０．０５）；灌
胃ＰＭＥ后，何首乌提取液中、高剂量组的 ＳＯＤ、ＧＳＨ
Ｐｘ酶活性较ＭＣ组显著升高（Ｐ＜０．０５），中、高剂量组
的ＭＤＡ含量较ＭＣ组显著降低（Ｐ＜０．０５，表２），且中
剂量组（ＭＭ）作用效果相对明显。因此，选取正常对
照组、衰老组及何首乌提取液中剂量组进行甲基化和

转录组测序以及后续实验。

表２　ＰＭＥ对衰老小鼠血清抗氧化指标的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＳＯＤ／Ｕ·ｍＬ－１ ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１ ＧＳＨＰｘ／Ｕ·ｍＬ－１

正常对照组 ８５．６８±４．７９ １．９４７±０．７６５ ４３１．７７±２４．９４

衰老组 ７１．９５±３．１２ａ ４．１３２±０．９２６ａ ３８４．３０±３１．４６ａ

何首乌提取液

　高剂量组 ７９．２０±４．１４ｂ ２．３５８±０．７２２ｂ ４３６．３３±３３．６６ｂ

　中剂量组 ８２．３７±３．２２ｂ ２．２５２±１．３５０ｂ ４２４．９４±１９．４０ｂ

　低剂量组 ６８．０９±７．７０ ３．３５１±１．０３２ ４１４．６８±５３．７９

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与衰老组比较

２．２　ＲＲＢＳ测序的质控及 ＰＭＥ作用后脑组织基因组
整体甲基化水平的变化

　　ＤＮＡ甲基化测序数据显示，经过去污染、去测序
接头和去低质量碱基比例过高的 ｒｅａｄｓ后，在 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ
处理时，非甲基化胞嘧啶的转化效率均在 ９９％以上，
捕获效率均在８３％以上，即比对到目标区域的ｂａｓｅ数

１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）



占所有比对上参考基因组的 ｂａｓｅ总数的比例在 ８３％
以上。对３组样本的启动子区和 ＣｐＧ岛甲基化 Ｃ碱
基中ＣＧ、ＣＨＧ与 ＣＨＨ分布比例进行分析，正常对照
组（ＣＣ）、衰老组（ＭＣ）和何首乌提取液中剂量组
（ＭＭ）中甲基化 Ｃ碱基以 ＣＧ类型为主，在启动子区
域和ＣｐＧ岛ＣＧ碱基分别占全部甲基化 Ｃ碱基类型
（ＣＧ、ＣＨＧ、ＣＨＨ）的８５％和９５％以上。对所有甲基化
Ｃ碱基的平均甲基化水平进行分析，ＭＣ组基因启动子
区域的所有甲基化Ｃ碱基及甲基化ＣＧ类型的平均甲
基化水平均显著高于 ＣＣ组和 ＭＭ组（Ｐ＜０．０５）；３组
ＣｐＧ岛的所有甲基化 Ｃ碱基的平均甲基化水平差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。
２．３　ＲＮＡｓｅｑ测序数据的质控报告
　　转录组测序结果显示，去除原始数据中的低质量、
接头污染以及未知碱基Ｎ含量过高的ｒｅａｄｓ，得到高质
量ｒｅａｄｓ，测得每个样品平均产出２１．５３Ｍ数据。
２．４　ＰＭＥ作用后脑组织基因组ＤＭＲ及ＤＭＲ位于启

动子区的相关基因分析和鉴定

　　进一步分析启动子区域有５个以上 ＣｐＧ覆盖的
基因甲基化情况，最终获得启动子区 Ｃ位点的平均甲
基化水平和基因区Ｃ位点的甲基化水平。用ＣＧ甲基
化水平的差异来寻找ＤＭＲ，从而确定在每条染色体上
有差异的区域长度和有差异的基因。与正常对照组比

较，衰老组有１６４个ＤＭＲ，平均长度为１５７５０ｂｐ；与衰
老组比较，ＭＭ组有１４０个ＤＭＲ，平均长度为１３６７２ｂｐ。
根据启动子区域发生甲基化差异的基因，正常对照组

与衰老组相比有 １７８个，而衰老组与 ＭＭ组相比有
１５４个，在３组中有５２个 ＤＭＲ位于启动子区的相关
基因，包括与衰老密切相关的 ４个基因：Ｒａｂ１５、Ｔｃｆ７、
Ｓｙｎｐｏ和Ｍａｐｋａｐｋ５。

２．５　ＤＮＡ甲基化与基因表达之间的重叠变化
　　为了找到何首乌延缓衰老作用的分子靶点，在ＣＣ
组与ＭＣ组及 ＭＣ组与 ＭＭ组之间，对启动子区域发
生甲基化差异及相应发生基因表达差异的基因进行了

分析，发现２７个基因在两者之间均发生了变化，其中
Ｃｍｉｐ、Ｄｅａｆ１、Ａｒｈｇｅｆ２、Ｔｍｅｍ２、Ｒａｂ１５、Ｔｃｆ７和Ｅｒｂｂ３与基
因表达呈现负性相关，Ｉｇｆ２ｒ、Ａｄｇｒｌ４、Ｓｌｃ１５ａ１、Ｄｎａｓｅ１ｌ２、
Ｓｍａｄ３、Ｓｙｎｐｏ和 Ｍａｐｋａｐｋ５等１３个基因与其表达呈正
相关，结果见表３。
２．６　基因启动子区 ＤＭＲ相关基因功能注释、聚类及

通路分析

　　为了评估启动子区发生甲基化变化的差异甲基化
基因是否富集于特定的生物过程或功能，用 ＧＯ分析
对启动子 ＤＭＲ相关的基因进行功能分类。ＣＣ组与
ＭＣ组之间以及 ＭＣ组与 ＭＭ组之间，启动子 ＤＭＲ相
关的基因都富含了２４种细胞成分类别，注释基因也都
参与了１４个分子功能和９个生物过程（图２）。在生
物过程中，ＣＣ组与ＭＣ组和ＭＣ组与ＭＭ组出现了不
同组分，在 ＣＣ组与 ＭＣ组比较中，有排毒和参与化学
突触传递的突触前过程；ＭＣ组与 ＭＭ组比较中，除细
胞杀伤和色素沉着功能，其余组分均相同。就 ＣＣ组
与ＭＣ组之间以及 ＭＣ组与 ＭＭ组之间，对启动子区
域发生甲基化差异基因进行 ＫＥＧＧ富集通路分析，参
与多条生物通路，如肿瘤通路、急性髓性白血病、黏着

力和Ｂ细胞受体信号通路等，见表４。其中 Ｍａｐｋａｐｋ５
和Ｔｃｆ７分别参与了与衰老密切相关的 ＭＡＰＫ信号通
路和Ｗｎｔ信号通路。
２．７　实时荧光定量ＰＣＲ结果
　　结果显示，经 ＰＭＥ作用后，衰老小鼠脑组织中
Ｓｙｎｐｏ、Ｍａｐｋａｐｋ５、Ｔｃｆ７及Ｒａｂ１５的表达均上调，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，图３），且与ＲＮＡｓｅｑ测序结果一致。
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图１　ＰＭＥ作用于衰老小鼠后脑组织基因组平均甲基化水平分析
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表３　ＰＭＥ作用于衰老小鼠后的脑组织ＤＮＡ甲基化与基因表达之间的重叠变化

差异甲基化 基因表达
基因名

Ｌｏｇ２差异甲基化倍数
（ＣＣ／ＭＣ）

Ｌｏｇ２差异甲基化倍数
（ＭＣ／ＭＭ）

Ｐ值
Ｌｏｇ２差异表达倍数
（ＣＣ／ＭＣ）

Ｌｏｇ２差异表达倍数
（ＭＣ／ＭＭ）

校正Ｐ值
（ＣＣ／ＭＣ）

校正Ｐ值
（ＭＣ／ＭＭ）

Ｃｍｉｐ ６．１６１ －６．１１８ ＜０．０５ －０．３８２ ０．１３７ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｄｅａｆ１ １．２１６ ０．５２１ ＜０．０５ －０．２２６ －０．１２０ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｒａｂ１５ １．０４９ －０．８９５ ＜０．０５ －０．１５８ ０．３２０ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｔｃｆ７ １．０４９ －０．６４６ ＜０．０５ －０．２３１ ０．３１６ ＜０．０５ ＜０．０５
Ａｒｈｇｅｆ２ ０．２１４ －０．１９１ ＜０．０５ －０．１００ ０．２７２ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｔｍｅｍ２ －０．３２６ ０．３２７ ＜０．０５ ０．１３３ －０．３１９ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｅｒｂｂ３ －１．１１０ １．１９１ ＜０．０５ ０．１４８ －０．３２５ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｉｇｆ２ｒ １．３９０ －０．８３６ ＜０．０５ ０．１５２ －０．０９２ ＜０．０５ ＜０．０５
Ａｄｇｒｌ４ ０．８２２ －０．６３１ ＜０．０５ ０．４７８ －０．３５６ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｓｌｃ１５ａ１ －０．２０３ ０．２５２ ＜０．０５ －１．０８０ ０．４５９ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｄｎａｓｅ１ｌ２ －０．３５７ ０．２９４ ＜０．０５ －１．４５７ １．０８６ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｓｍａｄ３ －０．４５４ ０．３０１ ＜０．０５ －０．１９５ ０．２０４ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｎｎａｔ －０．２２３ ０．３２９ ＜０．０５ －１．０１４ ０．１６０ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｃａｔｓｐｅｒｇ１ －０．２５９ ０．３３０ ＜０．０５ －０．８２１ ０．９５０ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｓｙｎｐｏ －０．６５４ ０．９２２ ＜０．０５ －０．５７２ ０．３６６ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｍａｐｋａｐｋ５ －１．５７０ １．３９４ ＜０．０５ －０．２５１ ０．２８９ ＜０．０５ ＜０．０５
９Ｓｅｐ －１．１４０ １．４２３ ＜０．０５ －０．３３５ ０．０７６ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｎｆａｔｃ２ －０．３８８ １．４９４ ＜０．０５ －０．３４２ ０．５４７ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｐ３ｈ３ －０．５０４ １．５１４ ＜０．０５ －０．８０１ ０．９８４ ＜０．０５ ＜０．０５
Ｎｕｂ１ －２．２２６ ２．１９８ ＜０．０５ －０．１８１ ０．１２９ ＜０．０５ ＜０．０５

蛋白标签
翻译调控活性
结构分子活性
分子功能调控

运输活动
分子传感器活动
信号转导活性
转录调控活性

催化活性
结合

突触部分
突触小泡磷酸酶
超分子复合物

细胞连接
细胞外区域部分

细胞外区域
膜
!

内含腔
大分子复合物

膜部分
细胞器部分

膜
细胞器

细胞部分
细胞

节律过程
色素沉着

细胞杀伤功能
行为
生长

生殖过程
生殖

生物附着
免疫系统过程

运动
多有机体过程

细胞增殖
生物学过程的消极调控
细胞组分组成或发生

信号传导
定位

发展过程
刺激应答

生物学过程的积极调控
多细胞生物进程

代谢过程
生物学调控过程

生物学调控
细胞过程

翻译调控活性
结构分子活性

分子传感器活动
信号转导活性
分子功能调控

运输活动
转录调控活性

催化活性
结合

超分子复合物
突触部分

突触小泡磷酸酶
细胞连接
膜
!

内含腔
细胞外区域部分

细胞外区域
大分子复合物

膜部分
细胞器部分

膜
细胞器

细胞部分
细胞

参与化学突触传递的突触前过程
脱毒

节律过程
行为
生长

生殖过程
运动

多有机体过程
生殖

生物附着
免疫系统过程

细胞增殖
生物学过程的消极调控

定位
细胞组分组成或发生

信号传导
生物学过程的积极调控

发展过程
多细胞生物进程

刺激应答
代谢过程

生物学调控过程
生物学调控
细胞过程

分子功能

细胞组分

生物学过程

分子功能

细胞组分

生物学过程

" #

$ %$ &'' &%'

基因数目

' %' &'' &%'

基因数目

Ａ：正常对照组（ＣＣ）与衰老组（ＭＣ）的启动子区ＤＭＲ相关基因的ＧＯ功能分类图；Ｂ：衰老组（ＭＣ）与何首乌提取
液中剂量组（ＭＭ）的启动子区ＤＭＲ相关基因的ＧＯ功能分类图

图２　ＰＭＥ作用于衰老小鼠后脑组织基因启动子区ＤＭＲ相关基因ＧＯ分析
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表４　ＰＭＥ作用于衰老小鼠后的脑组织基因启动子ＤＭＲ相关基因通路
通路ＩＤ　　　　 通路名称　　　　　　 Ｐ值

正常对照组与衰老组比较

　ｋｏ００５１４ 其他类型的Ｏ聚糖生物合成 ０．００２７１５９３

　ｋｏ０５２２１ 急性髓细胞白血病 ０．０２１７５３３８

　ｋｏ０４６７２ 肠免疫网络产生ＩｇＡ ０．０４１２２１３０

　ｋｏ０４５１２ ＥＣＭ受体相互作用 ０．０４１２５２０８

　ｋｏ０４５５０ 调节干细胞多能性的信号通路 ０．０４８５７２４０

衰老组与何首乌提取液中剂量组比较

　ｋｏ０５２００ 癌症通路 ０．００００６４７５

　ｋｏ０５２２１ 急性髓细胞白血病 ０．０００１７３３２

　ｋｏ０４５１０ 粘着斑 ０．００１７０８７１

　ｋｏ０４６６２ Ｂ细胞受体信号通路 ０．００２１７４１３

　ｋｏ０４０１２ ＥｒｂＢ信号通路 ０．００４２８４６６

　ｋｏ０５１６１ 乙型肝炎 ０．００５７６４６４

　ｋｏ０４５５０ 调节干细胞多能性的信号通路 ０．００７０３９７９

　ｋｏ０５３２１ 炎性肠病 ０．００７２１９４８

　ｋｏ０４０２４ ｃＡＭＰ信号通路 ０．００７７０４４４

　ｋｏ０５４１６ 病毒性心肌炎 ０．００８５７１４８

　ｋｏ０４９２１ 催产素信号通路 ０．００９５８３４５

　ｋｏ０５２０２ 癌症中的转录失调 ０．０１００１６７１

　ｋｏ０４５２０ 黏着连接 ０．０１２２０６９２

　ｋｏ０４６６４ ＦｃεＲＩ信号通路 ０．０１２９２７９４

　ｋｏ０４３７０ ＶＥＧＦ信号通路 ０．０１３８３７０５

　ｋｏ０４６５０ 自然杀伤细胞介导的细胞毒性 ０．０１７４２３９７

　ｋｏ０４９５０ 青年成熟期发病型糖尿病 ０．０１８０６３５６

　ｋｏ０５１３０ 致病性大肠杆菌感染 ０．０１８９１８６１

　ｋｏ０４９７４ 蛋白质消化和吸收 ０．０１９００３１４

　ｋｏ０５２１２ 胰腺癌 ０．０２４２６３０６

　ｋｏ０４０１０ ＭＡＰＫ信号通路 ０．０２４５３８７１

　ｋｏ０５２１６ 甲状腺癌 ０．０２４９０２１４

　ｋｏ０５２１０ 结直肠癌 ０．０２４９０２１４

　ｋｏ０４６７０ 白细胞经内皮迁移 ０．０２５６５６８０

　ｋｏ０５２２０ 慢性髓细胞白血病 ０．０２６８７３６２

　ｋｏ０５４１２ 致心律失常性右室心肌病 ０．０２９６２８５８

　ｋｏ０４６７２ 肠免疫网络产生ＩｇＡ ０．０３２２６７５７

　ｋｏ０５１４２ 美洲锥虫病 ０．０３３２７４３７

　ｋｏ０４３１０ Ｗｎｔ信号通路 ０．０３３６８０３２

　ｋｏ０５２０５ 癌症中的蛋白多糖 ０．０３７０９２０１

　ｋｏ０５０３２ 吗啡成瘾 ０．０３７１４３０３

　ｋｏ０４０６６ ＨＩＦ１信号通路 ０．０３７１４３０３

　ｋｏ０４９２ 醛固酮的合成和分泌 ０．０３７９４３３１

　ｋｏ０４６６０ Ｔ细胞受体信号通路 ０．０３９５７０２６

　ｋｏ０５２１５ 前列腺癌 ０．０４０３９６８８

　ｋｏ０５２０６ 癌症中的微小ＲＮＡ ０．０４１１６４１８

　ｋｏ０５１３１ 志贺氏菌病 ０．０４２９２９０５

　ｋｏ０４８１０ 肌动蛋白细胞骨架的调控 ０．０４９１０９６３

　ｋｏ０４０１５ Ｒａｐ１信号通路 ０．０４９６５４８７
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图３　ＰＭＥ对衰老小鼠脑组织中４个基因ｍＲＮＡ表达的影响

３　讨论

　　衰老是一个极其复杂的过程，包括机体的各方面
机能下降以及对环境的适应性降低等，如机体的免疫

能力下降、神经退行性病变、抗氧化力减弱及与衰老相

关的脏器病变等。机体可通过调节免疫能力、抑制神

经变性和抗氧化等达到抗衰老目的。何首乌作为抗衰

老药物，可以抗炎、抗氧化［１９］，预防和治疗衰老相关的

骨质流失［２０］和减轻神经退行性疾病，如阿尔茨海默症

和帕金森病［２１］等，但具体抗衰老分子途径不明了。为

探寻何首乌延缓衰老的作用机制，本研究将何首乌作

用后的衰老小鼠脑组织进行ＲＲＢＳ和ＲＮＡｓｅｑ测序。
　　在衰老机制研究中，常采用Ｄ半乳糖建立小鼠亚
急性衰老模型模拟人体衰老［２２］。此模型建立机制是

过量Ｄ半乳糖在机体不能被代谢，会在细胞内聚集产
生大量ＲＯＳ，使机体氧化损伤［２３］，致使机体逐渐衰老。

常用ＭＤＡ、ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ等指标验证衰老模型建立
是否成功，本实验结果与以往实验结果一致［２４］，用 Ｄ
半乳糖建立的衰老小鼠模型，血清中 ＭＤＡ含量升高，
ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ酶活性降低。经 ＰＭＥ作用于衰老小
鼠后，血清中抗氧化酶活性明显提高，ＭＤＡ含量下降，
尤以中剂量组效果相对显著。这些结果表明，本实验

衰老模型建立成功，且何首乌具有延缓衰老作用。

　　小鼠脑组织ＤＮＡ甲基化及转录组测序结果显示，

３组启动子区超过８５％的 ＣＧ位点都被甲基化。Ｄ半
乳糖致小鼠衰老前后以及经ＰＭＥ作用前后，小鼠脑组
织中基因启动子区甲基化水平及转录水平均发生差异

变化的有２０个。由于启动子相关的 ＣｐＧ岛甲基化水
平通常与基因表达呈负相关，但某些基因也会出现相

反结果［２５］，故对启动子甲基化变化与转录水平变化相

同或相反基因均进行研究。结果显示，启动子甲基化

与转录水平变化趋势相同的１３个基因中的 Ｓｙｎｐｏ和
Ｍａｐｋａｐｋ５基因，以及变化趋势相反的 ７个基因中的
Ｔｃｆ７和Ｒａｂ１５基因，均可能与何首乌延缓衰老作用相关。
　　最新研究表明，在神经元中Ｂａｇ３与Ｓｙｎｐｏ相互协
同调节自噬［２６］，Ｓｙｎｐｏ在阿尔茨海默症患者中的表达
显著下调［２７］，突触功能障碍与自噬的调节密切相关，

可以通过调节自噬功能来治疗与年龄相关的神经系统

疾病［２８］。本研究在Ｄ半乳糖致衰老的小鼠脑组织中
发现Ｓｙｎｐｏ低甲基化，基因表达下调，经 ＰＭＥ作用后
甲基化水平和基因表达水平均升高。由此，我们推测

何首乌可能通过调节Ｓｙｎｐｏ基因表达来调控自噬系统
以此达到延缓衰老的目的。

　　Ｍａｐｋａｐｋ５亦称 ＰＲＡＫ，属于 ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导
途径的关键成分，ｐ３８调节／活化激酶（ＰＲＡＫ）被细胞
应激激活。但是，ＰＲＡＫ及其下游交互作用蛋白的功
能尚未明确。文献［２９］报道 ＰＲＡＫ与 ＤＪ１相互作用
可以防止氧化应激导致的细胞死亡。本研究发现，衰

老小鼠经ＰＭＥ作用后，脑组织中 Ｍａｐｋａｐｋ５甲基化水
平和转录水平均提高，结果提示：何首乌发挥延缓衰老

作用，可能是通过调节 Ｍａｐｋａｐｋ５基因，防止因氧化应
激导致的细胞死亡。

　　Ｔｃｆ７作为调节Ｔ细胞分化的关键因子之一，在衰
老过程中其表达量降低与 ＤＮＡ高甲基化相关［３０］，即

在抗衰老过程中Ｔｃｆ７表达量增加与 ＤＮＡ低甲基化相
关。此外，Ｔｃｆ７与衰老有关的骨质疏松密切相关，与视
黄觉受体相关的Ｒｏｒβ缺失可通过增加 Ｔｃｆ７的表达和
Ｗｎｔ信号反应来增强骨形成，从而防止骨质疏松［３１］。

衰老可降低人体的整体免疫能力，尽管所有免疫细胞

受到影响，但Ｔ细胞所受的影响最大［３２］，且衰老的免

疫系统失去抵御感染的能力［３３］。树突状细胞（ＤＣ）对
于病毒感染会发起保护性 Ｔ细胞免疫，而 Ｒａｂ１５可赋
予ＣＤ亚群中的 ＣＤ１４１＋ＤＣ抗感染能力，当 Ｒａｂ１５表
达水平提高可提高抗感染能力［３４］。本研究发现，经

ＰＭＥ作用后衰老小鼠脑组织中 Ｔｃｆ７和 Ｒａｂ１５两者低
甲基化，基因表达上调，且通过分析 ＤＭＲ位于启动子
区基因的富集通路发现，Ｔｃｆ７参与了 Ｗｎｔ信号通路。

５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）



表明何首乌可能是通过调控 Ｔｃｆ７和 Ｒａｂ１５的表观遗
传来影响其表达，从而提高机体免疫力以达到延缓衰

老作用，且通过调节Ｔｃｆ７的表达来防止衰老相关的骨
质疏松。

　　综上，本研究利用 ＤＮＡ甲基化及转录组测序技
术，分析比较启动子甲基化水平及转录水平均发生变

化的基因，初步确定何首乌可能通过调节Ｓｙｎｐｏ、Ｍａｐ
ｋａｐｋ５、Ｔｃｆ７和Ｒａｂ１５的启动子区域甲基化变化来影响
其表达。推测何首乌可能是通过调节自噬系统以防止

神经退行性病变、抗氧化及调控或增强机体免疫功能

等，影响基因的表观遗传进而调节其基因的表达，达到

延缓衰老的作用。为后续何首乌延缓衰老的具体机制

研究提供了方向。
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