
·302· 中华老年多器官疾病杂志2010年8月28日第9卷第4期Chin JMultOrganDisElderly，VoL 9，Na 4，Aug 28，2010

·临床研究·

p16基因甲基化与156例广西巴马壮族老人长寿的关系
陈文成，潘尚领，覃志坚，韦叶生，何印蕾，林伟雄

【摘要】 目的探讨p16基因甲基化与人类长寿的关系。方法应用甲基化特异性PCR技术对巴马156例

(年龄90～i05岁，平均93．2岁，长寿组)健康壮族长寿老人和142例健康壮族成年人(年龄20～72岁，平均34．8

岁，对照组)的p16基因甲基化状况进行分析，分析该基因甲基化在长寿组和对照组之间的差异及其与长寿的关系。

结果长寿组p16基因甲基化明显低于对照组(P<O．05)。结论 巴马壮族长寿老人p16基因甲基化程度明显

降低。
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Relationship of methylation of p1 6 gene with long life expectancy

of Zhuang ethnic group elderly people：report of 1 56 cases
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[Abstract]Objective To explore the relationship between the methylation of p16 gene and human longevity．

Methods The methylation specific polymerase chain reaction wasused to analyze the methylation status of p16 gene

in 156 long-lived healthy Zhuang ethnic group people(aged 9@105 years，mean 93．2 years，long-lived group，LG)and

142 healthy controls(aged 2@72 years，mean 34．8 years，control group，CG)from Bama area．The difference in p16

gene methylation between the two groups was analyzed to study the role of p16 gene methylation in human longevity．

Results The methylation of p16 gene was more frequent in CG than in LG．Conclusion The methylation of p16

gene is less frequent in long-lived Zhuang ethnic group elderly people in Bama area．
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人的寿命与环境因素和遗传因素均有很大的

关系，其中癌症或恶性肿瘤是老年人易患疾病之

一，并与寿限有直接关系，而肿瘤的发生与否与机

体的抑癌基因关系密切。p16基因是一种重要的抑

癌基因，在细胞的生长周期、凋亡、衰老等过程中扮

演着非常重要的角色，p16基因缺失或突变已被证

实是许多肿瘤发生的原因之一[1]。我们于2006年

5月至2008年5月进行巴马长寿老人p16基因甲

基化研究，以进一步揭示其与长寿的关系。

1对象与方法

1．1 实验对象长寿组156(男46，女110)例，年

龄90～105(平均93．2)岁，其中≥100岁12例。对

照组142(男57，女85)例，年龄20～72(平均34．8)

岁。这些研究对象均为居住在巴马县和东兰县的

壮族人，据家谱均可上溯8代以上。90岁以上老人

均为巴马县长寿研究所和东兰县老干局老龄办建

档并长期随访的对象。健康对照组为同一地理区

域内无血缘关系、随机抽样的成年人，生活习惯及

劳动条件与长寿组均基本相同。

1．2 实验方法p16基因甲基化的检测原理是

DNA双链变性解链后在亚硫酸氢钠作用下碱基C

转化成U，但对于已发生甲基化的C则无此改变，

据此设计两对不同引物进行PCR扩增即可检测出
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此差异Lz,3]。具体步骤如下。每个实验对象采静脉

血2 ml，加酸性柠檬酸盐葡萄糖(ACD)抗凝，用经

典的苯酚／氯仿抽提法提取白细胞DNA[4]，TE溶

液溶解DNA样本置4"C待用。取50t．d(2肛g)DNA

样品，加入新鲜配置的NaOH(3 mol／L)5．5肛l，

42℃水浴30 m．in。加入新鲜配置的氢醌(10 mmol／L)

30“l和亚硫酸氢钠(3．9 mol／L，Sigma公司)

510“l，加少许石蜡油避光55℃水浴16 h，行DNA

修饰。采用Wizard DNA纯化系统(Promega)纯化

DNA。将去针头的注射器针管固定于纯化柱上，将

上述DNA与1 ml纯化树脂混匀后转移至注射针

管，加活塞轻推，同法用2ml 80％异丙醇洗涤一次，

14 000 r／min离心纯化柱2min。加50“l预热灭菌

双蒸水于纯化柱(65℃)，室温放置1 min，13 000r／rain

离心2min，弃纯化柱。加入5弘l新鲜配置的NaOH

(3 rnol／L)，42℃水浴15 min，加入乙酸铵(终浓度

3mol／L)、1“l糖原(109／L)和三倍体积的无水乙醇，

一20℃过夜。于4℃下14 000 r／min离心20 min，

70％乙醇洗涤，加50肛l双蒸水溶解备用。引物设计

参照文献L5]，p16基因甲基化片段引物(150bp)：上游

5 7一讯订A GAG GGT GGG GoG∞oGC一3 7，

下游5’一GAC COC GAA 00G∞～CCG 1M一3’；
p16基因非甲基化片段引物(151bp)：上游5L TTA

TTA GAG GGT GGG GTG GAT爪订一3’，下游5’一
CAA CCC CAA ACC ACA ACC ATA-3’。反应体

系为25“l，每个反应体系分别加入上述两对引物。

PCR反应条件：94℃预变性4 min，94℃变性1 min，

59．8℃退火1 min，72℃延伸1 min，进行33个循环

反应。基因扩增后以8肛l PCR反应产物在2％琼

脂糖凝胶上电泳，电流45 mA，电压100 V，电泳载

样缓冲液为l×TBE缓冲液，电泳后，在紫外线透

射仪上观察，摄片并记录结果。甲基化引物扩增

有150bp条带说明该基因发生了甲基化，非甲基

化引物扩增有15lbp条带则说明该基因未发生甲

基化(图1)。

图l p16基因甲基化特异性PCR扩增结果

M：标志物；1，2，3，4：标本号

1．3统计学处理长寿组和对照组的各基因频率

比较分析用z2检验，用SPSS软件包进行分析。

2结果

考虑到性别可能是长寿的影响因素，因此对

男、女分层进行比较，以消除性别可能造成的偏倚。

由于普通人群长寿的比率很低，为了增加对照组的

可比性，健康对照组均为和长寿组无血缘关系、随

机抽样的成年人，并将对照组分为20～40岁和

41～72岁两个亚组分别与长寿组进行比较。结果

显示长寿组p16基因甲基化显著低于对照组，差异

有统计学意义(P<o．05；表1，表2)。

表1长寿组和20～40岁对照组p16基因甲基化分布

及比较(n(％)]

注：与对照组比较，’P<0．05

表2长寿组和41～72岁对照组p16基因甲基化分布

及比较[一(％))

注：与对照组比较，’P<0．05

3讨论

抑癌基因与细胞衰老有着密切的关系，p16基

因是目前研究较多的肿瘤抑制基因之一，它的缺失

与许多肿瘤有关。p16属于INK4a／ARP位点的肿

瘤抑制基因，位于染色体9p21，其编码蛋白是

CDK4抑制物。近期的研究发现p16基因的失活和

胃癌等肿瘤有密切的联系，已有学者对该基因与多

种肿瘤的关系进行了研究[6|。同时有研究表明p16

基因还与细胞衰老有着紧密联系，p16基因的大量

失活是诱发细胞衰老及肿瘤的重要原因之一[7]。

DNA甲基化是近年的研究热点，随着研究的深

入，人们认识到基因的甲基化修饰同基因缺失、突

变一样，也是肿瘤发生、发展和细胞衰老凋亡调节

的重要因素。目前对DNA甲基化的研究还处于起

步阶段，DNA甲基化的发生原因及确切机制还有待

于进一步研究。甲基化是p16基因失活的重要机

制，p16基因5-CpG岛甲基化已被证实与p16基因
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的失活有密切的关系[8]。其机制可能与启动子区高

甲基化导致的p16基因沉默有关。

本研究发现，长寿人群中p16基因甲基化率明

显偏低。癌症或恶性肿瘤是老年人易患疾病之一，

并与寿限有直接关系，而肿瘤的发生与否与机体的

抑癌基因关系密切。可能正是由于长寿老人p16基

因甲基化率低，使得p16基因失活少，从而减少患癌

症等影响寿命的疾病的机会。

对男女分别比较后发现，长寿组p16基因甲基

化率显著低于对照组，将对照组分为20---40岁和

41～72岁两个年龄亚组分别与长寿组进行比较，发

现41～72岁年龄组中只有女性组差异有意义。说

明年龄因素与p16基因甲基化程度有一定关系。而

且，在两组中女性p16基因甲基化均比男性高，说明

不同性别人群p16基因甲基化程度是不一样的。亦

有研究表明，长寿与性别之间存在相关关系，人类

长寿显示明显的母系遗传倾向[9]。虽然女性的长寿

跟其生理特点、社会生活习惯及生活环境等有很密

切的关系，但是，不可否认遗传因素在其中也起了

很重要的作用[10|。由于遗传因素在体内的作用极

其复杂，因此，要想揭示其在长寿中的具体作用机

制仍然需要作更进一步的研究。

总之，p16基因甲基化与衰老的关系密切，对

长寿人群体内这些基因的深入研究将有助于对老

年病和肿瘤等疾病的更全面理解，为研究人类的衰

老机制提供更多的理论依据，以便我们能以更好的

方法治疗与细胞老化相关的疾病。另外，抗衰老过

程中伴随着抑制肿瘤的机制，因此，对细胞衰老的

研究也将为癌症的预防和治疗方法研究提供更为

广阔的前景。
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