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DNMT1在不同年龄组人群角质形成细胞中的表达及意义 

刘朝东，桂万里，张恒术 

(重庆医科大学附属第一医院整形外科。重庆 400016) 

【摘 要】目的：检测不同年龄组非曝光部位表皮组织的角质形成细胞中DNA甲基化转移酶 1(DNA methyhransferase 1．DNMT1) 

蛋白和mRNA的表达水平，初步探讨 DNMT1在人表皮年龄衰老过程中的意义。方法：收集40例手术患者非曝光部位的表皮标 

本，根据年龄分为4组：儿童组(0一l4岁)、青年组(15～39岁)、中年组(40～59岁)和老年组(6o岁及以上)，用免疫组织化学、RT— 

PCR及 Western blot检测每例表皮组织中DNMT1蛋白和DNMT1 mRNA表达量，分析不同年龄组之间DNMT1表达水平的差 

异。结果：DNMT1主要表达于各组人表皮角质形成细胞的细胞核内。角质形成细胞 DNMT1蛋白及mRNA表达依次在儿童组、 

青年组、中年组和老年组中呈下降趋势。儿童组、青年组、中年组和老年组角质形成细胞DNMT1阳性表达率分别为 84．7％、 

69．4％、51．1％、12．3％，表达率得分分别为：23．10分、l9．30分、14．4O分和3．80分，采用LSD检验法对4组间进行两两比较，表明 

角质形成细胞 DNMT1阳性表达率随年龄的增长呈递减趋势(均P<0．05)。DNMT1 mRNA相对表达量为 1．347、0．817、0．567和 

0．202，DNMT1蛋白的相对表达量为1．102、0．494、0．320和 0．088，统计学分析 DNMT1随着年龄的增长表达量降低(两两对比，均 

P<0．05)。结论：随着年龄的增长，DNMT1的表达水平下降，推测人表皮衰老可能与DNMT1的表达下调有一定的关联。 
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号值也逐渐降低，当含铁浓度为 50 mg／L时，T2xWI 

值明显降低。分析前述的检测结果，说明磁性抗体 

含铁浓度为 50 mg／L是转染结肠癌干细胞的最佳浓 

度。 

查阅文献发现，尽管有关含铁标记物转染细胞 

的最佳浓度，各家报道的数值均不尽相同，但范围 

均为25 50 mg，IJI7 ，推测可能与标记物的粒径大小、 

修饰材料以及所转染细胞不同有关。本研究结果证 

实磁性抗体含铁浓度为50 mg／L时，可以有效转染结 

肠癌干细胞 ．并能被 MR扫描所显示，也与文献报 

道的结果有较好的一致性。在后续研究中，课题组 

还将对不同时间点的细胞转染率、生物学活性以及 

在活体荷瘤动物体内展开一系列的深入研究。 
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Expression and significance of DNMT1 in keratinocytes 

Of sun—unexpOsed area in different age groups 

Liu Chaodong,Gui Wanli,Zhang Hengshu 

(Department ofPlastic Surgery，The FirstAffiliatedHospital ofChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To detect DNMT1 protein and mRNA expression levels in epidermis keratinocytes of sun—unexposed area in dif- 

ferent age groups and to explore the significance of DNMT1 in the process of human skin aging．Methods：Forty cases of sun—unexposed 

area specimens of the epidermis were obtained and were divided into 4 groups according to age：children group(0 to14 years old)， 

youth group(15 to 39 years old)，middle-age group(40 to 59 years old)and elderly group(aged 60 and above)．Immunohistochem— 

istry and RT—PCR methods were used to detect the DNMT1 protein and mRNA expression level in each case and the differences of 

the DNMT1 expression level between each age group were analyzed：Results：DNMT1 mainly expressed in the keratinocytes nuclei； 

the expression level of DNMT1 in keratinocytes was on the decline from children，youth，middle-aged to elderly group．DNMT1 positive 

expression rates in epidermis keratinocytes of children group，youth group，middle—age group and elderly group were 84．7％ ，69．4％ ， 

51．1％，12-3％respectively and 23．10，19．30，14．40，3．80 scores(P value of every two groups<O．05)．The relative expression levels of 

DNMT1 mRNA were 1．347，0．817，O．567 and O．202．The relative expression levels of DNMT1 protein were 1．102，O．494，O．320 and 

0．088，and the expression levels ofDNMT1 was decreased as aging(Pvalue ofevery two groups<0．05)．Conclusion：DNMT1 expression 

level drops as the growth of the age，and human skin aging may have certain relevance with down-regulated expression of DNMT1． 

【Key words]DNMT1；skin aging；keratinocytes；methylate 

衰老是一种复杂的生理过程．不仅受内源性遗 

传因素(如遗传基因、自由基、机体代谢等)的调控[／-21， 

同时也受外源性因素(如紫外线、外伤、感染、空气 

污染、吸烟等)的影响。皮肤衰老是机体衰老最直 

接、明显的反映，极大地影响人们的美容意识及心理。 

因此，人们越来越重视皮肤美容、皮肤衰老的研究。 

目前，对于人体器官衰老与甲基化的研究比较 

热门 ，而对于皮肤衰老与甲基化的研究尚未见明 

显报道。1988年，Bestor等 为DNMT1是从真核 

生物中克隆出来的第一个DNA甲基转移酶，主要维 

持DNA复制后的甲基化状态，将甲基化传代下去l7j。 

目前，已有研究发现 DNMT1在胚胎发育和肿瘤发 

生中起着重要作用【8_l叼。DNMT1在细胞衰老的过程 

中也发挥重要作用。研究表明，DNMT1在衰老的人 

胚肺成纤维细胞中表达显著下降【l1]；最新研究表明， 

DNMT1的沉默导致人皮肤角质形成细胞中pl6INK4A 

这一衰老相关基因表达上升㈣。在老年人或传代衰 

老的皮肤成纤维细胞中，DNMTI的表达量均较相应 

年轻细胞低。 

目前研究表明，成纤维细胞的衰老存在 DNMT1 

的动态变化。那么，角质形成细胞的衰老是否也与 

甲基化有关呢?鉴于此 ，本实验研究了各年龄段皮 

肤表皮角质形成细胞DNMT1蛋白及mRNA的表达 

水平及差异，初步探究DNMT1的表达与表皮衰老的 

关联性，为皮肤衰老及皮肤年轻化研究寻找新的思 

路和突破口。 

1 材料与方法 

1．1 研究对象 

2014年 l0月至2015年 3月，收集 4O例非曝光部位表 

皮组织标本，分别来自重庆医科大学附属第一医院烧伤整形 

美容科和泌尿外科、重庆医科大学附属儿童医院烧伤整形科 

和泌尿外科。标本分为 4组 ，即儿童组【0—14岁 ，平均年龄 

(7．8±1．8)岁]、青年组[14～39岁，平均年龄(24．5±2．0)岁]、中 

年组[40～59岁，平均年龄(50．2．4-1．9)岁1和老年组[60岁及以 

上，平均年龄(65．4±2．3)岁】，每组 10例标本。标本选择部位 

为：2例上肢，3例腹部，14例包皮，9例腹股沟，12例大腿；标 

本大小为 0．5 cm×0．6 cm至 2．0 cm×9．5 am。所有表皮组织 

标本取材部位均未患皮肤疾病。收集标本前，经重庆医科大 

学附属第一医院及附属儿童医院伦理委员会批准，所有患者 

均签署了知情同意书。 

1．2 主要材料与仪器 

DNMT1兔单克隆一抗(美国Abcam公司)，DNMT1兔单克 

隆二抗、DAB显色剂(武汉博士德公司)，总RNA提取试剂Tfizol、 

反转录试剂盒及SYBR GREEN Takara宝生物工程(大连)有 

限公司]，RT—PCR仪(AB公司)，高速离心机(美国Sigma)，显 

微镜分光光度计(THERMO)。 

l-3 方法 

1．3．1 免疫组织化学 将全层皮肤标本以 10％多聚甲醛固 

定、石蜡包埋，制备免疫组化石蜡切片。免疫组化采用两步法 
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检测，按试剂盒说明书操作。实验结果依据角质形成细胞阳 

性细胞数及染色强弱评分，即先按阳性细胞比例将 0％、 

一 25％、～50％、一75％、一100％分别计为 0、1、2、3、4分；再按染 

色强度将无、弱、中、强分别计为 0、1、2、3分，综合两部分得 

分即为总分。每张切片分别南2名资深病理医师采用半定量 

系统评价．所有结果均在双盲法下进行判定。 

1．3．2 RT—PCR 标本收集后，生理盐水快速清洗离体后的 

皮肤，分离表皮和真皮 ，立即将表皮组织液氮保存 ，Tfizol提 

取标本总 RNA，测 RNA浓度及纯度后取等量 500 ng RNA模 

板加样反转录试剂盒反转录mRNA为cDNA，总反应体积为 

20 L，42 60 min反转录后 ，70 qC 10 min灭活反转 录 

酶，一20℃保存或立即进行 qRT—PCR检测。通过 2-3AG法计算 

基 的相对表达量 。DNMT1及 GAPDH引物 序列采用 

Primer 5在线软件没汁，并南南京金斯瑞公司合成，详见表1。 

表 1 DNMT1及 GAPDH引物序列及长度 

Tab．1 The primer sequence and length of DNMT1 and GAPDH 

1．3．3 Western blot 将标本清洗处理 ．PBS洗 2 min X 3次． 

将皮肤剪为 5 nlln x 5 mm皮片．加入 4倍体积的0．125％Dis— 

pasel1．37℃孵育消化 1 tl，将表皮分离。表皮分离后，去离子 

水冲洗 2rain×3次，剪成肉糜状，12000 g，4℃离心 45rain，取 

上清，朋Bradford法检测蛋白浓度，一80℃冻存备用。每孔上 

样 250／．LL蛋白溶液进行等电聚焦双向垂直电泳。当溴酚蓝 

接近凝胶底线时终止电泳，将凝胶用同定液固定过夜 。经水 

洗及敏化等处理后显色至蛋白清晰．然后用 GS800系统扫捕 

网像．分析蛋白表达量。 

1．4 统计学分析 

采厢 SPSS 17．O统汁软件进行数据处理和分析。计量资 

lO0 X 

料以均数 ±标准差(互±s)表示，计数资料用构成比表示。计 

量资料采用单因素方差分析 ，组间两两比较采用 LSD—t法。 

检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 DNMTI蛋白在各年龄组正常表皮角质形成细胞中的表达 

DNMT1蛋白主要表达在角质形成细胞的细胞核内，儿童 

组 、青年组 、中年组 、老年组角质形成细胞 DNMTI阳性表达 

率分别为 84．7％、69．4％、51．1％和 l2．3％。阳性表达率得分 

分别为(23．100±IA60)分、(19．300±2．280)分、(14_400±2．900) 

分 、(3．800±1．470)分．组间比较差异有统计学意义(P<0．05) 

(图 1)。各组 DNMTI阳性表达率得分总体方差分析结果差 

异有统计学意义(F=155．415，P=0．000)。采用 LSD检验行组 

间比较 ，结果显示各组问 DNMT1表达水平均存在差异 (均 

P<0．05)．说明角质形成细胞 DNMTI阳性表达率得分随年龄 

的增长呈递减趋势。 

2_2 定量 DNMTI mRNA在各年龄组正常表皮角质形成细胞 

中的表达 

DNMT1基因扩增曲线和溶解曲线表明扩增产物具有特 

异性。DNMTI经内参 GAPDH标准化，计算在不同年龄组表 

皮角质形成细胞中的相对表达量。各组 DNMTI mRNA相对 

表达量总体方差分析结果差异有统计学意义(F=313．57， 

0．000)。DNMT1 mRNA存儿童组 、青年组、中年组、老年组的 

相对表达量分别为(1．347±0．169)、(0．817±0．064)、(0．567± 

0．091)、(0．202±0．037)，各组问两两比较差异均有统 计学意 

义(Pl(0．05)。在儿童组和青年组的相对表达量分别为(1．347± 

0．169)和(0．8l7±0．0644)，均明显高于中年组的相对表达量 

(0．567±0．091)(P=0．018：P=0．038)和老年组的相对表达量 

(0．202±0．037)(P=0．049；P=0．048)；DNMTI mRNA在儿童组 

的相对表达量高于青年组 (P=0．022)。结果表明，DNMT1 

mRNA在各年龄组正常表皮角质形成细胞中的表达中，儿童 

组>青年组>rp年组>老年组。 

儿酶组表皮角质形成细胞 青年组表皮角质形成细胞 中年组表皮角质形成细胞 老年组表皮角质形成细胞 

一  
箭头所指均为表皮角质形成细胞 

图 1 免疫组化染色检测 DNMTI蛋白在各年龄组表皮角质形成细胞中的表达 

Fig．1 DNMT1 protein expression level in epidermis keratinocytes of different age groups 
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2．3 半定量检测DNM1 l蛋白在各年龄组正常表皮角质形成 

细胞 中的表达 

Weslern l,lot检测 示( 2)，以 GAPDH为内参 ，各组 

I)NMrrl蛋F]相对表达量总体方差分析结果差异有统计学意 

义(F--178．99，P=-0．000)。I)NMT1赁r1在儿童组、青年组、中年 

绀、老年组f~,P~tI对表达量分圳为(1．102±0．201)、(0A94±0．102)、 

(0．320±0．089)、(0．088±0．O12)．各组问两两比较差异均有 

统计学意义(P<0．05)。往儿童组和青年组的相对表达量分 

别为(1．102±0．201)和(0．494±0．102)，均明显高于中年组的 

相对表达量(0．320±O．089)( 0．014：P=0．023)和老年组的相 

埘表达量(0．088±0．O12)(P=O．009：P=0．028)；DNMTI蛋白相 

埘表达量 儿童组的相埘表达量高于青年组(P=0．008)。统 

汁学结果 爪随着年龄增长 DNMT1蛋闩在表皮角质形成细 

胞中的表达呈递减趋势 

C 

跚 
一  

塞 
Z  

0  

儿童组 青年组 中年组 老年组 

儿节纰 年组 II1年组 老年绀 

it： j( API)H蛋『l太达 卡H比．P=0．000 

图2 Western blot检测DNMTI蛋白在不同年龄组表皮角质 

形成细胞中的表达 

Fig．2 Detection of DNMT1 protein expression level in epidermis 

keratinocytes of different age groups with by western blot 

3 讨 论 

皮肤衰老是内源性因素(自然生理衰老)和外 

源性因素共同作坩的结果。皮肤表象的衰老反映在细 

胞水平即为细胞衰老 细胞衰老是指机体在正常环 

境条件下功能发生退化、逐渐趋向死亡的现象I 3 I． 

是各种细胞成分受到内存或外在环境的损伤作用 

后， 缺乏完善修复，使“差错”积累而导致的 一,61 

衰老既受遗传学捌控如一些衰老相关特定基因的 

调控，也受表观遗传学调控。表观遗传是指 DNA序 

列不发生变化但基【大]表达却发生了可遗传的改变， 

他虽不涉及核苷酸序列的改变．但可以通过有丝分 

裂和减数分裂进行遗传。表观遗传学主要包括 DNA 

甲基化、组蛋白修饰 、染色质重组、 jE编码 RNA渊 

控等l】7I 

甲基化是表观遗传学的一个重要分支，DNA甲 

基化与细胞的增殖 、衰老 、癌变等生命现象有着重 

大关系 DNA的甲基化修饰是真核细胞基因表达调 

控的特点之一。通过这种甲基化机制和组蛋白修 

饰 、染色质重组等共同作 ，细胞可以不改变 DNA 

的碱基序列而调控不同基L犬I在不同细胞和组织中 

的表达 甲基化干扰展因表达的机制可能有两种： 

①CpG甲基化本身使得转录因子不能有效结合到 

启动子上：②甲基化的CpG可被特异性蛋向l_大I子如 

甲基化 DNA结合蛋白(MBP)识别和结合，后者再 

招募其他蛋白因子结合到启动子上，南此导致基斟 

转录沉默I 】。维持 DNA甲基化的甲基转移酶(DNA 

methyhransferase，DNMT)是甲基化谱建立和维持非常 

重要的酶。日前已报道的 DNMT家族成员有 DNMT1、 

DNMT2、DNMT3A、DNMT3B和 DNMT3I 。DNMTI的 

功能主要是维持甲基化．确保每个细胞的 DNA甲 

基化模式正常复制 I．对催化 DNA甲基化的 DNA 

甲基转移酶的研究可以揭示 DNA甲基化对基 表 

达调控的机制，从而研究与之相关的重要生命活动， 

如衰老及癌症。 

目前已发现 DNM rl在胚胎发育车11肿瘤发生时 

肿瘤抑制基因的异常沉默中起重要作用。已有研究 

表明，DNMT!在细胞衰老过程巾也发挥 了重要作 

用 、例如．衰老的人胚肺成纤维细胞中．DNM FI的表 

达明显下降I如1；另有研究表明，抑制脐带jfI【多能十细 

胞中的 DNMT1可通过增加 pl6INK4A及 p21C1PI／ 

WAF表达促进衰老表型发生121I：近来义有研究发现， 

DNMT1可通过调节 miRNAs表达参与细胞衰老的 

发生I卫I。 

人们在研究机体衰老和皮肤衰老时，F}1于皮肤 

衰老的基础和本质是细胞的衰老．而角质形成细胞 

是皮肤的主要构成细胞之一，但目前有关角质形成 

细胞对衰老影响的文献报道较少 角质形成细胞表 

面分子包括促进邻近角质形成细胞之问及基底层 

角质形成细胞与真皮之问粘着的结构性蛋白和糖 

蛋白，在表皮生长、分化和增生方面发挥作用的调 
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节蛋白以及激发皮肤炎症和免疫反应的分子物质。 

目前大量研究表明，角质形成细胞表面分子在介导 

细胞与细胞间、细胞与细胞外基质问粘附，激发皮 

肤炎症及免疫反应，促进创伤愈合等方面发挥重要 

作用 。本课题以DNA甲基转移酶为切人点，着重 

从甲基化角度研究表皮角质形成细胞在皮肤衰老 

方面的机制，以期为探明衰老的发生和诸多皮肤病 

的成因提供新的思路和理论依据。 

本研究发现 。随着年龄增长 ．DNMT1蛋白及 

mRNA的表达均呈递减趋势。根据实验结果推测 

DNMT1的表达与角质形成细胞的衰老过程有相关 

性，而皮肤衰老中起关键作用的正是角质形成细胞。 

因此，本研究结果进一步说明 DNMT1的表达与人 

表皮年龄衰老过程相关。调控表皮细胞衰老的基因 

错综复杂，相关基因目前尚不完全清楚，DNMT1调控 

角质形成细胞衰老的机制主要包括氧化应激学说、 

代谢失调学说、基因调控学说等[231。已有研究证实， 

DNMT1可调控 p53通路、pI3K通路以及 ERK／MAPK 

通路等来调节细胞衰老 。具体机制目前不是很明 

确，可能是通过调节某些衰老相关基因的启动子区 

域甲基化状态从而调控衰老。 
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