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老年、高龄及长寿老人肝脾组织基因组 ＤＮＡ含量的变化及比较
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　　［摘　要］　目的　观察尸检老年、高龄及长寿老人肝、脾组织基因组ＤＮＡ含量的变化及差异，探讨衰老进程中ＤＮＡ含量的变
化规律并为今后的衰老相关研究提供实验数据。方法　选取２４ｈ内老年尸检（≥６５岁）低温（－８０℃）保存的肝组织３５例和脾组
织３３例，按照年龄分为３组：６５～７９岁组、８０～８９岁组、≥９０岁组（其中包括百岁老人２例）；低温（－８０℃）保存的肝、脾组织用试
剂盒提取基因组ＤＮＡ，紫外光谱法测定肝脾组织ＤＮＡ含量，并进行比较分析。结果　肝组织 ＤＮＡ含量：与６５～７９岁组（１．４６４±
０．４８８）ｍｇ／ｍＬ比较，８０～８９岁组（０．３１０±０．２８６）ｍｇ／ｍＬ显著降低（Ｐ＜０．０５）；且≥９０岁组（１．１４７±０．３３３）ｍｇ／ｍＬ的 ＤＮＡ含量显
著高于８０～８９岁组（Ｐ＜０．０５）。脾组织基因组 ＤＮＡ含量：与６５～７９岁组（１．７２３±０．７２６）ｍｇ／ｍＬ比较，８０～８９岁组（０．９３８±
０．５８９）ｍｇ／ｍＬ显著降低（Ｐ＜０．０５）；且≥９０岁组（１．６８８±０．９６３）ｍｇ／ｍＬ的ＤＮＡ含量显著高于８０～８９岁组（Ｐ＜０．０５）。同一尸检
者肝、脾组织ＤＮＡ含量比较：肝组织平均ＤＮＡ含量（０．８５６±０．６５８）ｍｇ／ｍＬ显著低于脾组织平均ＤＮＡ含量（１．４１４±０．８５２）ｍｇ／ｍＬ
（Ｐ＜０．０５）。结论　老年人肝、脾组织基因组ＤＮＡ含量随增龄而降低；９０岁以上肝、脾组织ＤＮＡ的含量均有所增加；同一尸检者肝
组织ＤＮＡ含量显著低于脾组织ＤＮＡ含量，提示不同脏器组织ＤＮＡ含量存在差异。
　　［关键词］老年；肝；脾；基因组ＤＮＡ；尸检
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　　遗传物质在遗传、变异、代谢、调控等方面起着重
要作用，是人类衰老相关疾病研究的对象。随着年龄

的增长，机体各器官组织逐渐发生退行性变化，感染疾

病、癌症的发病率和病死率相应增高。而肝和脾作为

机体重要的代谢和免疫器官，其功能随增龄而变化，很

大程度上影响生存。因此，我们通过对尸检的不同年

龄老年人的肝和脾组织基因组ＤＮＡ含量研究，以期从
分子水平来分析器官衰老的机制。现报告如下。

１　对象与方法

１．１　对象
　　选取解放军总医院老年医学研究所老年组织库２００７年至
２０１０年的４２例老年尸检者（≥６５岁）正常肝、脾脏组织，其中
肝组织３５例和脾组织３３例，组织标本是严格控制在死亡２４ｈ
内取材并在 －８０℃条件下保存。尸检捐献者均有知情同意

书。组织标本排除了可能影响ＤＮＡ的相关疾病及死因（癌症、
血液病及遗传性疾病等），尽可能减小由于疾病及不同死因可

能所致的对细胞核ＤＮＡ降解的影响［１］。根据老年期阶段划分

的标准分为３组：６５～７９岁组（老年期）１４例，８０～８９岁组（高
龄老年期）１６例，≥９０岁以上组（长寿老年期）１２例（包括２例
百岁老人）。尸检者一般临床特点（表１）。

１．２　方法
１．２．１　组织基因组 ＤＮＡ的提取　　为避免试验中操作的误
差，每次随机选取不同组样本，尽量避开有血管及被膜的部位，

称取组织约 １００ｍｇ放入 －８０℃冰箱（日本三洋公司 ＭＤＦ
Ｕ５２Ｖ）保存，置于 １．５ｍＬ的离心管内，加入 １８０μｌ的 Ｂｕｆｆｅｒ
ＡＴＬ（ＱＩＡＧＥＮ公司），微量电动匀浆器充分匀浆，４０μｌ的 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅＫ，５６℃消化 ４８ｈ，９０℃高温蛋白变性 １ｈ，依次加入
ＲＮａｓｅ、ＢｕｆｆｅｒＡＬ、１００％乙醇、ＢｕｆｆｅｒＡＷ１、ＢｕｆｆｅｒＡＷ２，每次
７０００×ｇ，２ｍｉｎ常温离心过离心柱，最后 ＢｕｆｆｅｒＡＴＥ溶解 ＤＮＡ
于自备离心管内，－２０℃保存。

表１　尸检者一般临床特点

组别 ｎ 性别（男性／女性） 年龄（岁） 高血压 （％） 冠心病［例（％）］ 糖尿病［例（％）］ 脑血管病［例（％）］

６５～７９岁 １４ １０／４ ６８．８±８．６ ６（４２．９） ５（３５．７） ３（２１．４） ４（２８．６）

８０～８９岁 １６ １４／２ ８５．３±２．１ １３（８１．３） １２（７５．０）　 ６（２７．３） ７（４３．７）

≥９０岁　　 １２ １０／２ ９３．３±４．１ １０（８３．３） １２（１００．０） ５（４１．７） ５（４１．７）

１．２．２　紫外光谱法分析基因组ＤＮＡ浓度　　用紫外分光光度
计（日本岛津公司 ＵＶ２５５０），微量比色杯（１００μｌ）比色，测定
ＤＮＡ浓度、ＯＤ２６０、ＯＤ２８０及 ＤＮＡ光谱图。ＤＮＡ的 ＯＤ２６０和
ＯＤ２８０的比值，可以反应提取ＤＮＡ的品质，一般在１．７～１．９之
间表明得到的是较为理想的结果，光谱图直观地显示出结果的

真实性和可靠性。ＤＮＡ样本均取３μｌ原液，加８７μｌ双蒸水稀
释，上机检测。

１．２．３　基因组ＤＮＡ片段检测　　２％琼脂糖凝胶电泳（电泳仪
为北京六一公司产品），ＤＮＡ原液上样量 ７μｌ（约 ２００μｇ），
Ｍａｒｋｅｒ５μｌ（Ｔａｋａｒａ公司 ＤＬ２０００），１×ＴＡＥ（ｐＨ＝８．０）溶解琼
脂糖（ｓｉｇｍａ公司），１００Ｖ快速进胶后，６０Ｖ恒压走胶，约 ３０
ｍｉｎ，紫外凝胶成像系统照相（上海天能公司生产的ＧＩＳ１０００）。
１．２．４　ＰＣＲ检测 ＤＮＡ质量　　引物 ＶＤＲＦｏｋＩ分别为：５’
ＡＧＣＴＧＧＣＣＣＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＴＣＴＧＣＴＣＴ３’和５’ＡＴＧＧＡＡ
ＡＣＡＣＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＣ３’（上海生工生物有限公
司），ＰＣＲ反应体系试剂盒（天根生物有限公司 ＫＴ２０５），２％的
琼脂糖凝胶电泳。

１．３　统计学处理
　　ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学处理。计量资料以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示，２组计量资料比较采用 ｔ检验；多组计量资料比
较采用方差分析。Ｐ＜０．０５被认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　紫外光谱法测定
２．１．１　基因组ＤＮＡ检测值　　肝组织结果显示：８０～８９岁组
基因组 ＤＮＡ浓度（０．３１０±０．２８６）ｍｇ／ｍＬ，与 ６６～７９岁组
（１．４６４±０．４８８）ｍｇ／ｍＬ、≥９０岁组（１．１４７±０．３３３）ｍｇ／ｍＬ比
较，显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而６６～７９岁组与

≥９０岁组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。脾脏结
果显示：８０～８９岁组基因组 ＤＮＡ浓度（０．９３８±０．５８９）ｍｇ／ｍＬ，
与６６～７９岁组（１．７２３±０．７２６）ｍｇ／ｍＬ、≥９０岁组（１．６８８±
０．９６３）ｍｇ／ｍＬ比较，显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
而６６～７９岁组与≥９０岁组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见表３。虽然肝脾基因组ＤＮＡ浓度在６６～７９岁组及≥９０岁组
比较差异无统计学意义，但能看出数值存在随龄变小的趋势。

表２　不同年龄组肝组织基因组ＤＮＡ含量（珔ｘ±ｓ，ｍｇ／ｍＬ）

组别 ｎ ＯＤ２６０ ＯＤ２８０ ＤＮＡ浓度 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

６５～７９岁 １２ １．１２５±０．３５１０．６０２±０．１８０１．４６４±０．４８８ １．８５８±０．０７６

８０～８９岁 １１ ０．２４７±０．２０７０．１６２±０．１０００．３１０±０．２８６ １．３９９±０．２５８

≥９０岁　 １２ ０．８７９±０．２３９０．４７９±０．１１８１．１４７±０．３３３ １．７９５±０．１５９

：与８０～８９岁组比较，Ｐ＜０．０５
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表３　不同年龄组脾组织基因组ＤＮＡ含量（珔ｘ±ｓ，ｍｇ／ｍＬ）

组别 ｎ ＯＤ２６０ ＯＤ２８０ ＤＮＡ浓度 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

６５～７９岁 ７ １．０６４±０．５２７０．５１０±０．２３９１．７２３±０．７２６ ２．０５９±０．１４７

８０～８９岁 １４ ０．７０９±０．４３５０．３６０±０．２２４０．９３８±０．５８９ ２．０２８±０．３０９

≥９０岁　 １２ １．２８７±０．７４２０．６６１±０．４００１．６８８±０．９６３ １．９７３±０．１６７

：与８０～８９岁组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　组织基因组ＤＮＡ品质检测
　　选取尸检者脾和肝的基因组ＤＮＡ样本，进行光谱测定。光
谱图横坐标为波长（ｎｍ），纵坐标为 ＯＤ值（ｍｇ／ｍＬ），图１ａ、ｂ均
显示出在２６０ｎｍ处有最大吸收值。
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ａ：肝组织紫外吸收光谱；ｂ：脾组织紫外吸收光谱
图１　组织紫外吸收基因组ＤＮＡ光谱

２．３　组织基因组ＤＮＡ片段检测及ＤＮＡ质量检测
　　观察基因组 ＤＮＡ片段的情况，经２％的琼脂糖凝胶电泳，
显示出基因组ＤＮＡ条带（图２）。扩增后ＰＣＲ检测ＤＮＡ质量显
示出ＰＣＲ产物条带（图３）。

!"#

１：Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ公司，ＤＬ２０００，由上至下：２０００ｂｐ、１０００ｂｐ、
７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ）；２：老年肝基因组 ＤＮＡ样本；３：老
年脾基因组ＤＮＡ样本

图２　肝、脾组织基因组ＤＮＡ电泳

２．４　肝、脾基因组ＤＮＡ含量的比较
　　比较同时选取同一肝组织、脾组织的３２例尸检者，显示肝
组织平均ＤＮＡ含量（０．８７７±０．６５８）ｍｇ／ｍＬ，显著低于脾组织
平均ＤＮＡ含量（１．４５３±０．８６７）ｍｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５，差异有统计学
意义。

!"#

１：Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ公司，ＤＬ２０００，由上至下：２０００ｂｐ、１０００ｂｐ、
７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ）；２：高龄老人组肝ＶＤＲ基因ＰＣＲ产
物；３：高龄老人组脾ＶＤＲ基因ＰＣＲ产物

图３　肝、脾ＶＤＲ基因ＰＣＲ产物电泳

３　讨论

　　衰老是指在正常状况下生物发育成熟后，随年龄
增加，自身机能减退，内环境稳定能力与应激能力下

降，结构、组分逐步退行性变，趋向死亡的不可逆转的

现象［２］。衰老的过程漫长而复杂，要到老年期通过系

统功能失调、器官功能衰退等变化逐渐表现出来。影

响衰老的因素很多，遗传、各种社会因素、营养、疾病、

环境及精神状态等都起着一定的作用，目前还没有一

种理论能解释所有的衰老现象。肝、脾作为人体最重

要的代谢解毒和免疫器官之一，其功能的减退也和衰

老密切相关。

　　遗传物质ＤＮＡ作为生物信息的源泉，控制着生命
体的形成、生长、发育、成熟的全过程。它与衰老理所

当然有着密切的联系，肝脾器官功能减退与 ＤＮＡ改变
也密切相关。多项研究已经发现无论是人类还是老

鼠，线粒体ＤＮＡ随年龄的增加而缺失，尤以脑部最为
明显［３］。随着年龄的增加，人类肝线粒体 ＤＮＡ随年龄
增加而缺失，并与线粒体功能下降及氧化应激相关，对

衰老发展起到重大的作用［４］。

　　过往研究多集中在线粒体 ＤＮＡ，针对人类衰老与
基因组ＤＮＡ变化的研究尚缺乏。基于上述理论及研
究，我们设想基因组ＤＮＡ含量变化也可能与衰老和长
寿有相关性。我们对不同年龄阶段老年人尸检肝脾组

织基因组ＤＮＡ含量进行研究。对提取的器官基因组
ＤＮＡ进行品质检测，紫外光谱检测 ＤＮＡ纯度较为理
想，ＰＣＲＶＤＲＦｏｋＩ基因片段检测 ＤＮＡ的完整性也较
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好，提取的 ＤＮＡ可满足实验的要求。研究结果显示，
在肝脾组织中，６５～７９岁老年人基因组ＤＮＡ含量均显
著高于８０～８９岁老年人，提示老年人随年龄的增长，
基因组 ＤＮＡ为之减少。这与 Ｃｕｉ等［４］对肝线粒体

ＤＮＡ的研究结果相似。目前针对人脾组织进行基因组
ＤＮＡ检测的相关研究缺乏。有动物实验通过测定不同
日龄果蝇ＤＮＡ的含量变化发现，１日龄的雄果蝇从每
１００ｍｇ干组织１４７ｇ下降到１０２ｇ［５］。ＤＮＡ损伤积累
学说认为随年龄的增长，细胞ＤＮＡ的合成能力和ＤＮＡ
的修复功能均下降，老年细胞的 ＤＮＡ复制能力也明显
低于年轻细胞，ＤＮＡ损伤在含量上表现出减少的现象，
这可能是本研究发现随年龄增长基因组 ＤＮＡ减少的
原因。

　　但是本研究结果同时显示超过 ９０岁老年人的
ＤＮＡ含量却显著高于８０～８９岁老年人。目前未见相
关报道，但是有与长寿老人相关的反常发现。Ｚｈｅｎｇ［６］

的研究证实，９０岁以上的长寿老人与一般老年人相比
确实存在某些等位基因的差异，这些等位基因的差异

使９０岁以上老人患某些疾病的概率降低；耿艳等［７］研

究发现９０岁以上的老年人肾脏 ＣａＢＰ表达反而高于
８０～８９岁老人，也提示了９０岁以上的长寿老年人存在
着特殊性；吴青等［８］在对大样本骨密度相关检测研究

也发现９０岁组大多数值有增高的趋势。本研究结果
的差异考虑可能与９０岁以上的长寿老年群体的分子
差异有关。有研究显示，衰老及长寿基因、端粒、线粒

体ＤＮＡ单倍型和ＤＮＡ甲基化等质变都会影响衰老进
程［９］。在衰老过程中，ＤＮＡ损伤在含量上表现出减少
的现象，某种意义上说，在一定程度上是因为削弱了

ＤＮＡ修复与复制的能力，导致了机体衰老［１０］。同样，

９０岁以上的长寿老年群体可能因为长寿基因、端粒及
外环境等原因，在延长寿命的同时保持了 ＤＮＡ修复能
力，延缓了细胞的衰老，所以在一定程度上减少了ＤＮＡ
数量的损伤。

　　本研究还发现同一尸检者肝组织 ＤＮＡ含量显著
低于脾组织 ＤＮＡ含量，提示不同脏器组织 ＤＮＡ含量
存在差异。究其可能原因有：①血 －脾屏障结构发挥
着重要作用，使得机体很少受到内、外环境损伤，并且

我们在尸检过程中也很少发现在脾脏中有较为明显的

病变（如肿瘤），保证了脾脏 ＤＮＡ的完好性；②脾脏内
充满了大量的淋巴细胞，在同一重量下，主要存在于细

胞核内的遗传物质基因组 ＤＮＡ，推测也会相应含量增
加；③既往有研究显示脾细胞核 ＤＮＡ随死亡时间延长

呈现较好的下降梯度，而肝脏则由于自溶较快，死后

６ｈ细胞核ＤＮＡ含量已很低［１１］，影响了肝脾ＤＮＡ含量
的比较。

　　人体衰老过程是人体内部环境各因素间、人体与
外环境各因素间在生命活动的过程中不断相互作用、

相互影响的综合性结果，衰老的原因是多方面的，衰老

的机理也是极为复杂的。本研究尸检标本稀有，具有

一定局限性。既往有研究提示人器官 ＤＮＡ含量随死
亡时间增加而降低［１１］。由于实际条件限制，本研究尸

检时间未能严格控制，不能避免死亡时间对 ＤＮＡ溶解
的影响。９０岁以上的长寿人群是否有着其分子机制的
特殊性也有待进一步研究。本研究为不同年龄老年人

的肝脾ＤＮＡ含量提供了参考数据，为以后的衰老相关
研究提供了实验数据。
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