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摘要 目的　基于本课题组前期血清代谢组学研究发现的二甲基甘氨酸（dimethylglycine，DMG）在长寿家系中显著富集

的现象，探讨DMG的体内和体外抗衰老效应并初步阐明其分子机制。方法　以复制性衰老的人胚肺成纤维细胞WI-38为体外

模型，采用CCK-8和乳酸脱氢酶法评估DMG的细胞安全性，通过SA-β-Gal染色、EdU染色、活性氧类检测评估DMG对细

胞衰老表型、增殖及氧化应激的影响。以秀丽隐杆线虫为体内模型，通过线虫寿命、热应激、脂褐素及体内活性氧类和油

红O染色实验，评估DMG在模式生物中的抗衰老效果。并进一步通过酶联免疫吸附分析、实时荧光定量PCR、分子对接等

技术探究DMG抗衰老的分子靶点与通路。结果　在细胞水平上，50 μmol/L DMG处理5 d可安全、显著地降低WI-38衰老

细胞的SA-β-Gal阳性率（P<0.000 1）、活性氧类水平（P<0.000 1），并促进其增殖（P=0.003 5），同时，DMG能下调p16、

p21衰老关键蛋白及 IL-6、IL-8等衰老相关分泌表型因子的表达。在线虫模型上，DMG可延长线虫平均寿命（P<0.000 1），

增强热应激抵抗能力（P=0.017），并显著降低体内脂褐素水平（P<0.000 1）、降低活性氧类水平（P=0.008）及减少脂肪积

累（P<0.000 1）。网络药理学预测表明，DMG可能与GST家族蛋白及CYP2C9等靶点稳定结合，从而通过调节氧化应激与

代谢通路实现抗衰老效果。结论　DMG在细胞和动物水平均展现出显著的抗衰老活性，其作用机制可能与缓解氧化应激、

抑制核心衰老信号通路及改善代谢紊乱密切相关。本研究为DMG作为潜在的抗衰老制剂提供了实验依据。
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全球范围内日益加剧的人口老龄化对社会经济

和公共健康构成了严峻挑战，深入解析衰老的生物

学机制并寻求有效的干预策略已成为生命科学领域

的迫切课题［1-2］。在衰老研究中，人胚肺成纤维细

胞WI-38作为一种经典的复制性衰老模型，被广泛

用于在细胞水平揭示衰老的机制及评价药物的抗衰

作用［3］。另外，秀丽隐杆线虫因其寿命短、遗传

工具完善等优势，已成为在动物水平筛选和验证抗

衰老化合物的首选模式生物，研究者经常利用线虫

模型筛选并验证小分子或中药提取物的抗衰老效果

和机制［4-5］。本课题组前期通过血清代谢组学研究

发 现 ， 长 寿 家 族 人 群 血 清 中 二 甲 基 甘 氨 酸

（dimethylglycine，DMG）水平显著升高，提示其

可能是人类长寿的潜在相关代谢物［6］。研究发现，

DMG是一种天然存在于人体的氨基酸代谢中间体，

其具有抗氧化与调节免疫功能的潜在功效［7-8］。然

而，DMG是否具备直接的抗衰老功能，以及通过

何种分子途径发挥作用尚不明确。因此，本研究旨

在利用WI-38体外细胞模型与线虫体内模型系统评

估DMG的抗衰老表型，并利用生物信息学的技术

探究其可能的作用机制。
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1　材料与方法

1.1　对象、材料与仪器

1.1.1　实验对象与材料

人胚肺成纤维细胞WI-38购买自中国武汉亚科

因生物技术有限公司，初始代数为 P3。利用传代

的方式养至细胞达到复制性衰老（细胞群体倍增次

数 （population doubling，PD） >35 代） 开展细胞

实验；野生型N2线虫虫株和喂养线虫所需的大肠

杆菌OP50购买自福建上源生物科技有限公司。

1.1.2　实验试剂与仪器

全波长多功能酶标仪 （Thermo， Varioskan 

Flas 型），荧光定量 PCR 仪 （ABI，7900HT 型），

细胞培养箱（Thermo Scientific，HERA cell 150i），

厌氧培养箱（DWS，A20型），24孔板（Corning，

3524），胎牛血清（NEWZERUM，ce-500），MEM

完全培养基 （GIBCO，C12571500BT），六孔板

（LABSELECT，11110），96 孔板 （LABSELECT，

11510）， SA- β -gal 细胞衰老检测试剂盒 （No.

C0602，Beyotime，上海，中国），EdU-555细胞增

殖检测试剂盒（No.C0075S，Beyotime，上海，中

国）， 活 性 氧 类 检 测 试 剂 盒 （No. S0033S，

Beyotime，上海，中国），GAPDH、p16抗体购自

proteintech，p21 抗体购自赛维尔，引物扩增序列

见表1。

1.2　细胞实验

1.2.1　细胞计数试剂盒 -8 （cell counting kit-8，

CCK-8）检测代谢物的细胞毒性

取对数生长期细胞，接种于 96 孔板。37℃、

5% CO2培养箱中预培养 24 h。实验分组设置对照

组、空白组（仅含培养基）及不同浓度药物处理

组，每组设 6 个复孔。药物处理结束后，加入     

10 μl/孔CCK-8试剂。37℃孵育 2 h，测定A450。细

胞增殖率计算公式：增殖率=［（实验组A值-空白组

A值）/（对照组A值-空白组A值）］×100%。

1.2.2　乳酸脱氢酶 （lactate dehydrogenase，LDH）

检测代谢物的细胞毒性

取对数生长期细胞接种于 96孔板，37℃、5% 

CO2培养箱中培养 24 h。实验分为 3 组：实验组、

阴性对照组和阳性对照组。阳性对照组于实验结束

前 60 min 加入细胞裂解液，充分裂解细胞。药物

处理结束后，将 96 孔板离心 5 min，吸取上清     

50 μl。加入50 μl/孔LDH反应混合液，室温避光孵

育 30 min。反应结束后，加入 50 μl/孔终止液，使

用酶标仪测定490 nm处吸光度。

1.2.3　 衰 老 相 关 β 半 乳 糖 苷 酶 （senescence-

associated β-galactosidase，SA-β-gal）染色

参考文献［9］，按照说明书操作，染成蓝色的

细胞为 β半乳糖苷酶染色阳性细胞，每组同时做 4

个复孔，每孔计数 200个细胞计算β半乳糖苷酶染

色阳性百分率。

1.2.4　活性氧类（reactive oxygen species，ROS）检测

按照说明书操作后，每组同时做4个复孔，用

荧光显微镜直接观察，使用 Image J软件计算各组

的荧光强度。

1.2.5　 5- 乙 炔 基 -2'- 脱 氧 尿 苷 （5-ethynyl-2'- 

deoxyuridine，EdU）染色

按照说明书操作，将细胞接种于8孔板上，培

养 48 h 后加入 EdU，37℃孵育 2 h 后，用 4% 多聚

甲醛室温固定 15 min。0.1% Triton X-100 PBS溶液

透化 10 min 后，采用 EdU 试剂盒进行染色。荧光

显微镜下观察，使用 ImageJ 软件计数 EdU 阳性细

胞数，计算增殖指数= （EdU+细胞数/DAPI+总细胞

数）×100%。

1.2.6　实时荧光定量聚合酶链反应 （real-time 

quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR）

总RNA采用TRIzol试剂提取，RNA经DNase I

消化后，用PrimeScript RT reagent Kit （Takara）合

成 cDNA。 qPCR 反应采用 SYBR Green 法 （TB 

Green Premix Ex Taq II，Takara）。采用2-ΔΔCt法分析

基因相对表达量。

Table 1　Sequences of primers used for the amplification of qPCR

Gene

β-Actin

IL-6

IL-8

P21

MMP1

Forward

CCTTCCCTCCTCAGATCATTGC

TGAGGAGACTTGCCTGGTGAA

TCCTGATTTCTGCAGCTCTGT

CCCGCCTTTTTCTTCTTAGC

GGGGCTTTGATGTACCCTAGC

Reverse

ATACTCCTGCTTGCTGATCCAC

CAGCTCTGGCTTGTTCCTCAC

AAATTTGGGGTGGAAAGGTT

TTCTCATGCCATTCCTTTCC

TGTCACACGCTTTTGGGGTTT
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1.2.7　 酶 联 免 疫 吸 附 分 析 （enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）检测蛋白质表达

细胞通过胰酶消化后收集，通过反复冻融破裂

细胞膜，4°C、12 000g离心15 min，取上清。蛋白

质浓度采用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）

法测定，随后使用泉州睿信生物科技有限公司的人

p16蛋白ELISA检测试剂盒（RX106982）和人p21

蛋白ELISA检测试剂盒（RX106309）检测蛋白质

含量。

1.3　线虫实验

1.3.1　线虫的同步化

将富卵线虫用 M9 缓冲液收集并离心获得虫

体。随后使用裂解液 （NaOH （1 mol/L）∶NaClO

（5%）∶M9体积比1∶1∶8）进行裂解，裂解完成后

立即加入M9缓冲液终止反应，经多次离心洗涤，

最终将获得的虫卵置于无食物线虫生长培养基

（nematode growth medium，NGM） 平板中过夜孵

化。收集孵出的 L1 期幼虫，转接至含大肠杆菌

OP50 食物的 NGM 平板上，在 20℃下培养至所需

虫期以供后续实验。

1.3.2　线虫热应激

将同步化处理后的线虫培养至年轻成虫期，转

移至含代谢物的NGM平板中培养5 d，随后移至空

白 NGM 平板，封口后于 35℃热应激 5 h，再转入

20℃恢复12 h。按寿命分析标准统计存活与死亡线

虫数，计算存活率；每组不少于 60条线虫，实验

重复3次。

1.3.3　线虫寿命实验

将线虫在 20℃下正常培养两代，经同步化获

得L1期幼虫后，接种于含活菌OP50的NGM平板，

在20℃培养至L4/年轻成虫期。随后将线虫转移至

含代谢物（添加热灭活OP50）的NGM平板中，于

20℃培养，并每两日更换1次平板以维持药效与食

物供给。从第 10 天起每日统计死亡线虫的数量，

直至全部死亡。死亡判定标准为咽泵停止或对轻触

无反应，排除逃逸、钻入琼脂、内孵或受伤的个

体。每组至少使用60条线虫。

1.3.4　线虫β半乳糖苷酶染色

随机取第 5天线虫，根据Senescence-TrackerTM

衰老细胞绿色荧光染色试剂盒（SA-Green）操作

指南，收集线虫虫体后，加入 1 ml 1×Endogenous  

β-gal Inhibitor工作液，孵育 1 h，洗涤，缓慢加入

500 μl SA-Green染色工作液，孵育 1 h后，洗涤后

固定，进行荧光拍照。每组计数线虫不少于30条。

1.3.5　线虫脂褐素积累测试

随机取第 5天线虫，经M9缓冲液洗涤后，用

1 mmol/L 左旋咪唑进行固定，利用荧光显微镜蓝

色激发光 （405~488 nm） 进行荧光成像。使用

Image J软件分析线虫脂褐素积累水平。每组计数

线虫不少于30条。

1.3.6　线虫ROS检测

将同步化后的线虫培养至年轻成虫期，分别转

移至含或不含代谢物的NGM平板中处理。处理结

束后，在平板上加入混有H2DCF-DA探针的OP50

菌液，染色 1 h。随后将线虫转移至仅含 OP50 的

NGM平板上，每半小时更换1次平板，重复3次以

洗净表面探针。最后使用荧光显微镜拍摄线虫，每

组不少于30条，并通过 Image J软件定量分析荧光

强度。

1.3.7　油红O染色检测线虫脂质积累

将同步化后培养至年轻成虫期的线虫转移至含

代谢物的NGM平板中，培养10 d后收集线虫，使

用 M9 缓冲液清洗，经 4% 多聚甲醛固定 10 min，

再经-80℃反复冻融 4次以破坏几丁质结构。随后

以M9缓冲液清洗 3次，加入 60%油红O染液室温

染色 45 min，再用含 0.01%吐温的M9缓冲液洗去

多余染液，最后将线虫移至2%琼脂糖凝胶垫上进

行拍照。每组不少于30条线虫，使用 Image J软件

对油红O染色强度进行定量分析。

1.4　生物信息学分析

1.4.1　DMG作用靶点预测

使用 PharmMapper （https://www.lilab-ecust.cn/

pharmmapper/index.html）对DMG的作用靶点进行

预测，使用 STRING （https://cn.string-db.org/） 进

行蛋白质相互作用 （protein-protein interaction，

PPI） 网络分析和京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）通路富集分析。

1.4.2　分子对接

从 Pub Chem （https://pubchem. ncbi. nlm. nih.

gov）获取小分子DMG的 sdf文件，从RCSB PDB

获取CYP2C9蛋白的结构编号（PDB 1R9O），利用

pymol 软件对蛋白质结构进行处理后，使用

Swissdock （https://www.swissdock.ch/）进行对接，

并 使 用 Protein-Ligand Interaction Profile （https://

plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index）对

小分子与蛋白质的相互作用进行分析。
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1.5　统计方法

所有实验均进行至少3次生物学重复。所有数

据采用 GraphPad Prism 10 进行统计分析，实验数

据均用mean±SEM表示。采用独立样本 t检验（双

尾）或单因素方差分析分别进行两组或多组间的统

计学差异比较，以P<0.05视为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　DMG对于复制性衰老WI-38细胞的影响

2.1.1　DMG对复制性衰老的WI-38细胞无细胞毒性

作用

通过 CCK-8 细胞活性检测与乳酸脱氢酶 LDH

释放实验，系统评估了DMG对复制性衰老WI-38

细胞的毒性作用。结果显示，经DMG处理后，细

胞存活率呈时间依赖性上升趋势，在处理中后期达

到峰值（图 1a~c）。不同浓度 DMG 处理组均表现

出较对照组更高的增殖水平，其中50和70 μmol/L

处理 5 d后的细胞增殖效果显著，统计学差异极为

显著（图 1d）。该结果表明，DMG 在该实验条件

下不仅未抑制细胞生长，反而表现出促进细胞增殖

的活性。LDH释放实验进一步证实，在相同处理

条件下，DMG实验组的LDH释放量与空白对照组

相比无统计学差异（图 1e），说明 DMG 未引起细

胞膜损伤或通透性改变，细胞膜完整性得以维持。

综合两项实验结果可得出结论：50和70 μmol/L处

理5 d后，DMG对复制性衰老的WI-38细胞无细胞

毒性作用，未表现出明显的生长抑制或膜损伤效

应，这一特性与其作为天然代谢调节剂相符，为其

后续生物学功能研究提供了安全性依据。

2.1.2　DMG显著改善复制性衰老WI-38细胞的衰老

相关功能指标

SA-β-Gal衰老染色分析表明，DMG处理可显

著降低衰老细胞比例，且该效应呈现浓度依赖性。

其中 50 μmol/L 组的抗衰老效果最为突出，SA-β- 

Gal阳性细胞率较对照组显著下降，具有统计学差

异；70 μmol/L组同样观察到阳性细胞率降低，但

效果相对较弱 （图 2a~d）。基于 SA-β-Gal 染色结

果，并结合前期细胞活性与毒性实验数据，最终选

定 50 μmol/L DMG处理细胞 5 d作为后续实验的标

准化条件。

在确定的最优条件下，DMG展现出显著的抗
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Fig. 1　DMG shows no cytotoxic effect on WI-38 cells undergoing replicative senescence
WI-38 cells were treated with DMG for 3 d (a), 4 d (b), or 5 d (c), the cell viability was measured by CCK-8 assay and expressed as percentage of 
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ANOVA analysis. All data are expressed as mean±SEM. ns, not significant.
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氧化功能。细胞内ROS水平检测显示，DMG处理

组的荧光强度较对照组明显减弱，表明DMG能够

有效清除衰老细胞内过度累积的自由基，减轻氧化

应激损伤，改善细胞氧化还原状态（图2e）。

此外，EdU细胞增殖实验证实DMG具有促进

衰老细胞增殖的功能。DMG处理组的EdU阳性细

胞率显著高于对照组，说明DMG可重新激活衰老

WI-38 细胞的 DNA 合成能力，提升细胞增殖活性

（图 2f）。上述结果综合表明，DMG通过降低衰老

标志物表达、减轻氧化应激及促进细胞增殖等多重

功能，显著改善复制性衰老WI-38细胞的整体生理

状态。

2.2　DMG对于N2线虫的影响

2.2.1　DMG显著增强秀丽隐杆线虫模型的抗衰老

功能

通过热应激存活实验与寿命分析，系统评估了

DMG对模式生物线虫抗衰老功能的影响。热应激

实验结果显示，不同浓度DMG处理组均能有效提

升线虫在极端温度胁迫下的存活率，且该保护效应

呈浓度依赖性增强趋势，其中 2 mmol/L展现出更
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Fig. 2　DMG reduces senescence markers in replicatively senescent WI-38 cells
(a-c) Replicative senescent WI-38 cells were treated with DMG for 5 d. (a) Control group. (b) 50 μmol/L DMG-treated group. (c) 70 μmol/L DMG-

treated group. (d) Quantification of SA-β-Gal-positive cell percentage. (e) Effect of DMG on intracellular ROS levels in WI-38 cells. (f) Effect of 

DMG on the proliferation of WI-38 cells. All experiments were performed at least 3 times independently. Comparisons were performed by two-sided 

t tests or one-way ANOVA analysis. All data are expressed as mean±SEM.
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为显著的保护效果，表明DMG可显著增强机体的

热应激抵抗能力，这种抗逆性提升是抗衰老功能的

重要体现（图3a）。寿命实验结果显示，DMG处理

组表现出显著的生存优势。与对照组 （20.402±

0.256） d 相比，DMG 处理组的中位寿命延长至

（23.066±0.356） d。此外，最大寿命也明显延长，

且差异具有统计学意义，这充分证明了DMG具有

显著的抗衰老活性（图3b）。综合两项经典衰老模

型实验结果，DMG不仅能增强机体对环境胁迫的

抵御能力，还能从根本上延长生物体的生存周期，

从功能层面验证了DMG在整体生物学水平上的抗

衰老效应。

2.2.2　DMG显著改善线虫模型的衰老相关功能与

代谢状态

在线虫模型中，DMG展现出多维度改善衰老

表型的功能（图 4）。脂褐素含量分析显示，DMG

处理组线虫体内的衰老色素积累水平较对照组显著

降低，表明DMG能有效延缓细胞衰老过程中的代

谢废物堆积；同时，SA-β-gal活性检测结果证实，

DMG可显著抑制线虫体内衰老相关酶的表达水平，

进一步验证其在整体生物水平上的抗衰老功能。氧

化应激状态评估显示，DMG处理组线虫体内ROS

显著下降，提示DMG具有强大的抗氧化功能，能

有效清除自由基，维持细胞氧化还原稳态，这与寿

命延长和热应激抵抗增强的观察结果高度一致。此

外，脂质代谢分析表明，DMG处理组线虫的脂肪

累积水平显著低于对照组，说明DMG在抗衰老过

程中能有效调节机体脂代谢平衡，改善与衰老相关

的代谢功能障碍。综上，DMG在线虫模型中通过

降低衰老标志物表达、减轻氧化应激、改善脂质代

谢等多重功能协同作用，显著延缓机体衰老进程，

展现出全面的抗衰老效应。

2.3　延缓衰老机制的探究

2.3.1　DMG显著改善衰老细胞的分子表达特征

通过RT-qPCR技术检测发现，与对照组相比，

经DMG处理的WI-38衰老细胞中，多种核心衰老

相 关 分 泌 表 型 （senescence-associated secretory 

phenotype， SASP） 因 子 （IL-6、 IL-8、 p21 及

MMP-1）的 mRNA 表达水平均呈现显著下调（图

5a）。结果表明，DMG不仅能抑制细胞衰老，还能

有效缓解由衰老细胞驱动的炎性微环境，这为其在

调控机体整体衰老进程中发挥更为广泛的作用提供

了分子层面的证据。细胞衰老的核心信号通路，包

括p16INK4A/pRb和p53-p21通路，其蛋白质表达水平

的改变是判定衰老状态的关键分子证据。ELISA结

果显示，经 DMG 处理的 WI-38 衰老细胞中，p16

蛋白水平也表现出高度显著的差异，下降了57.3%

（P=0.000 4），同时 p21蛋白水平发生了显著变化，

相比于对照组下降了 27.2% （P=0.000 7）（图 5b）。

该结果从蛋白质水平证实，DMG能够同时作用于

多个核心衰老信号节点，有效缓解WI-38细胞由这

些通路所介导的细胞周期阻滞状态，为其抗衰老效

应提供了坚实的分子机制依据。
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2.3.2　基于网络药理学与分子对接的DMG抗衰老

靶点预测及机制验证

为探究DMG延缓衰老的潜在分子机制，通过

PharmMapper 平台预测其潜在作用靶点，并借助

STRING数据库构建PPI网络［10-11］。该网络系统展

示了DMG可能调控的多个靶点蛋白质及其相互作
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用关系（图6a）。分析发现，GST家族蛋白（包括

GSTA1、GSTA3、GSTP1等）及细胞色素P40家族

蛋白（如CYP2C9）等靶点处于网络的核心位置，

提示它们可能在 DMG 发挥生物学功能中起关键

作用。

进一步通过KEGG通路富集分析评估DMG潜

在靶点的生物学功能。分析结果表明，DMG潜在

靶点显著富集于药物代谢、氧化应激反应等多个与

衰老密切相关的通路，提示DMG可能通过调控这

些通路中的关键靶点蛋白质，进而影响细胞代谢与

氧化应激状态（图6b）。

综合上述结果，DMG可能通过作用于GST家

族蛋白、CYP2C9等核心靶点，调节药物代谢、氧

化应激反应等关键生物学过程发挥其延缓衰老的

效应。
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由于KEGG富集的前两位均与细胞色素P40家

族有关，本研究重点关注了 CYP2C9。利用 Swiss 

Dock将DMG与CYP2C9（PDB：1R9O）进行分子

对接，得到 swissparam score 最优评分为-5.610 3，

认为两者之间存在相互作用，通过 Protein-Ligand 

Interaction Profiler 分析相互作用［12-13］（图 6c）。氢

键分析结果表明，存在 5个显著的氢键相互作用。

其中，365位点的丝氨酸残基与配体形成了 2个氢

键，氢原子与受体原子的距离分别为 2.85 Å 和

2.95 Å，供体角度分别为119.34°和112.28°。366位

点的亮氨酸残基也与配体形成了2个氢键，距离分

别为 2.51 Å 和 2.74 Å，供体角度分别为 141.12°和

101.11°。此外，429位点的丝氨酸残基与配体形成

了1个氢键，距离为2.29 Å，供体角度为149.61°。

盐桥分析结果显示，存在2个显著的盐桥相互

作用。97位点的精氨酸残基与配体的羧酸基团形

成了盐桥，距离为 4.24 Å。368位点的组氨酸残基

同样与配体的羧酸基团形成了盐桥，距离为     

3.95 Å。这些相互作用表明，CYP2C9蛋白与DMG

小分子之间存在稳定的结合模式，其中氢键和盐桥

在维持这种结合中起到了关键作用。

3　讨 论

衰老是生物体随时间推移而发生功能衰退的必

然生理过程，尽管其不可避免，但通过外部干预延

缓其进程并提升健康寿命已成为抗衰老研究的重要

目标［14-15］。人类长寿是一个涉及多基因、多环境

因素及复杂代谢网络的系统性过程，其中代谢稳态

的维持被认为是实现健康长寿的核心机制之一。正

如本课题组前期基于长寿家系人群血清代谢组学的

发现，DMG在长寿家族群体内呈现显著的富集态

势［6］。这一临床层面的现象强烈提示，DMG可能

不仅仅是衰老过程中的一种伴随性代谢产物，更可

能作为一种内源性的保护分子，主动参与了机体抵

御衰老、维持长寿的生物学过程。然而，以往关于

内源性代谢物与长寿的研究多停留在人群流行病学

的横断面观察层面，缺乏直接的因果关系和功能学

验证。本研究聚焦于这一具有抗衰潜力的小分子

DMG，既往功能研究表明其在甲基转移、免疫调

节及能量代谢中扮演重要角色［16-18］。本研究尝试

从体外和体内双重维度系统证实了其直接的抗衰老

与延寿功能。这不仅为长寿家族内DMG的高表达

提供了解释，也为开发基于DMG的抗衰老干预策

略奠定了理论基础。

3.1　DMG在细胞模型中展现多重抗衰老功能

在衰老研究领域，WI-38细胞模型已被证实可

用于评估白藜芦醇、雷帕霉素等小分子化合物通过

调控自噬、缓解氧化应激等机制延缓复制性衰老的

效果［19-20］。尽管有观点指出连续传代可能引入细

胞表观遗传的适应与改变，但大量多组学研究证

实，WI-38细胞在达到复制性衰老时，仍表现出高

度可重复且具有生物学意义的基因表达变化［21-24］。

此外，表观遗传改变本身即是衰老过程的固有特

征，且并非决定基因表达的唯一主导因素［25-26］。

因此认为WI-38能真实模拟体内衰老细胞的核心特

征与表观遗传状态。本研究是结合多维度表型指标

进行验证。结果表明，DMG能显著降低WI-38细

胞的SA-β-gal活性及 p16/p21蛋白表达，从功能上

证实了DMG具有抑制衰老标志物表达的能力。更

重要的是，DMG处理不仅减少了衰老细胞的数量，

还显著降低了细胞内ROS水平，展现出强大的抗

氧化应激功能。同时，EdU实验证实DMG能有效

提升衰老细胞的增殖活性，这种兼具“减轻氧化损

伤”与“恢复增殖能力”的双重功能，为DMG促

进细胞健康衰老提供了直接证据。

3.2　DMG在线虫模型中体现整体抗衰老与延寿

功能

在整体生物水平上，线虫模型已被广泛用于评

估小分子的抗衰老功能，亚精胺、槲皮素等小分子

亦被证实可通过保守信号通路显著延长寿命［27-28］。

本研究观察到DMG可有效延长线虫寿命、提高热

应激存活率，并降低线虫的 ROS 与脂褐素水平。

特别是在热应激条件下，DMG展现出显著的保护

功能，这表明DMG能够增强机体的抗逆性和应激

适应能力，这是健康衰老的重要功能指标。寿命实

验数据显示DMG不仅延长平均寿命，还显著增加

最大寿命，说明其功能不仅限于延缓死亡，更能改

善生命晚期的健康状态，体现了“健康衰老”的核

心功能特征。

3.3　DMG可能靶向CYP2C9实现延缓衰老的功能

靶点预测与分子对接进一步提示，DMG可与

GST家族成员（如GSTP1）及CYP2C9等蛋白质稳

定结合。作为机体重要的解毒与代谢系统，谷胱甘

肽S-转移酶（slutathione S-transferase，GST）家族

和细胞色素 P450 （cytochrome P450，CYP） 家族

的活性与衰老进程密切相关［29-31］。研究表明，GST

功能下调会导致氧化损伤产物累积，而CYP酶系

的异常则可能引发代谢稳态失衡与内源性毒性，共
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同加速衰老［32-34］。既往文献也支持，DMG作为一

种重要的甲基供体，在支持肝脏解毒、中和自由基

及增强免疫等方面发挥关键的保护作用，这些生理

过程均与抵御衰老相关损伤高度契合［7-8，17-18］。基

于此，推测 DMG 可能通过直接作用于 GST 与

CYP2C9等关键靶点，增强机体的氧化应激解毒能

力与代谢物清除效率，从而从上游缓解诱发细胞衰

老的核心压力。这种压力的减轻，进而导致了下游

p21及 p16等核心衰老信号通路的抑制，最终在表

型上表现为细胞衰老延缓与机体寿命延长。分子对

接结果显示，DMG与CYP2C9之间形成多个稳定

的氢键和盐桥相互作用，这一结构基础为DMG的

功能活性提供了理论支撑，也提示未来可通过结构

优化进一步增强其抗衰老效应。

3.4　研究局限性与未来功能验证方向

综上所述，本研究揭示了DMG在延缓细胞和

机体衰老方面的显著效果，并初步探讨了其潜在的

抗衰老机制。线虫与人类虽形态差异大，但在胰岛

素样生长因子1（insulin-like growth factor 1，IGF-1）、

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （mammalian target of 

rapamycin，mTOR）等核心寿命相关通路上高度保

守［35-38］。凭借生命周期短、遗传工具成熟的优势，

线虫成为公认的抗衰老化合物高通量筛选与初步验

证的经典模型［39-43］。然而本研究仍存在局限性。首

先，虽然本研究利用线虫快速验证了DMG的抗衰

老效应及机制，但其在哺乳动物中仍需进一步验

证。其次，本研究目前主要依赖网络药理学预测

DMG的抗衰老机制，缺乏功能学实验验证。后续

将在衰老小鼠模型中系统验证 DMG 的抗衰老机

制，以确认其靶点依赖性。

4　结 论

本研究利用WI-38细胞及线虫自然衰老模型，

系统证实了内源性小分子DMG兼具细胞与整体水

平抗衰老功能。功能研究发现，DMG 通过降低

ROS、减少脂褐素积累、抑制SASP表达及促进细

胞增殖等多重功能显著改善衰老表型。网络药理学

预测与分子对接进一步揭示，DMG可能靶向GST

家族和CYP2C9等核心蛋白质，调控药物代谢与氧

化应激通路，为其抗衰老效应提供分子基础。
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Abstract　Objective  The exacerbating trend of global population aging poses profound socioeconomic and 

public health challenges, making the comprehensive elucidation of biological aging mechanisms and the 

discovery of effective anti-aging interventions an urgent priority in the life sciences. Based on our previous serum 

metabolomics findings that dimethylglycine, an intermediate metabolite of amino acid metabolism naturally 
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present in the human body, was significantly enriched in the serum of longevity families, this study aimed to 

systematically investigate the anti-aging effects of dimethylglycine both in living organisms and in controlled 

laboratory environments, and to preliminarily elucidate its underlying molecular mechanisms. While existing 

literature indicates that dimethylglycine possesses antioxidant and immunomodulatory properties, its direct anti-

aging efficacy and the specific molecular pathways through which it operates remain largely unexplored. 

Methods  To comprehensively evaluate the anti-aging properties of dimethylglycine, we utilized replicative 

senescent human embryonic lung fibroblasts, specifically the WI-38 cell line, as an experimental model in a 

controlled laboratory environment. Cell viability and safety were thoroughly assessed using Cell Counting Kit-8 

and lactate dehydrogenase release assays across various concentrations of dimethylglycine. The impact of 

dimethylglycine on cellular senescence phenotypes, oxidative stress, and proliferative capacity was evaluated via 

senescence-associated beta-galactosidase staining, reactive oxygen species fluorescence detection, and 5-ethynyl-

2'-deoxyuridine incorporation assays. Furthermore, the molecular alterations of senescence-associated secretory 

phenotype factors and core senescence signaling pathways were quantified using quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction for the messenger RNA levels of interleukin-6, interleukin-8, p21, and matrix 

metalloproteinase-1, and enzyme-linked immunosorbent assay for the measurement of p16 and p21 protein 

expression levels. For the living organism model, the wild-type nematode Caenorhabditis elegans was used to 

evaluate systemic physiological effects. We conducted a comprehensive lifespan analysis at 20° C, heat stress 

resistance survival assays at 35℃ , senescence-associated beta-galactosidase staining, lipofuscin accumulation 

tracking, intracellular reactive oxygen species measurement, and Oil Red O staining to ascertain systemic lipid 

accumulation. Additionally, network pharmacology bioinformatics tools, including PharmMapper and STRING 

databases, and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway enrichment analysis were utilized to predict 

target pathways, alongside highly detailed molecular docking simulations utilizing SwissDock and Protein-Ligand 

Interaction Profiler to examine interactions with the cytochrome P450 family 2 subfamily C member 9 protein.

Results  The experimental outcomes robustly demonstrate the potent anti-aging capabilities of dimethylglycine. 

At the cellular level, toxicity analyses firmly confirmed that dimethylglycine is highly safe; continuous treatment 

with 50 mol/L and 70 mol/L of dimethylglycine for 5 d did not induce any cellular membrane damage or 

cytotoxicity, but rather actively promoted cellular proliferation. Utilizing the optimal standardized concentration 

of 50 mol/L, dimethylglycine treatment significantly ameliorated senescent phenotypic markers in human 

embryonic lung fibroblasts, which was evidenced by a drastic and highly significant reduction in the senescence-

associated beta-galactosidase positive cell percentage (P<0.000 1) and intracellular reactive oxygen species levels 

(P<0.000 1), alongside a marked increase in the 5-ethynyl-2'-deoxyuridine-positive proliferation rate (P=0.003 5). 

On a molecular expression scale, dimethylglycine significantly downregulated the messenger RNA expression of 

multiple core senescence-associated secretory phenotype inflammatory factors, including interleukin-6, 

interleukin-8, p21, and matrix metalloproteinase-1. Concurrently, it effectively suppressed the protein expression 

of critical cell cycle arrest markers, diminishing p16 protein levels by 57.3% (P=0.000 4) and p21 protein levels 

by 27.2% (P=0.000 7). In the nematode Caenorhabditis elegans animal model, dimethylglycine significantly 

extended the mean lifespan from 20.402 d to an impressive 23.066 d (P<0.000 1) and notably enhanced overall 

survival rates under severe heat stress environmental conditions (P=0.017). Furthermore, systemic 

dimethylglycine intervention significantly mitigated age-related physiological decline by decreasing bodily 

lipofuscin accumulation (P<0.000 1), significantly reducing senescence-associated beta-galactosidase activity, 

lowering systemic reactive oxygen species fluorescence (P=0.008), and effectively alleviating overall fat 

accumulation (P<0.000 1). Mechanistically, extensive network pharmacology and Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes analyses strongly revealed that the potential targets of dimethylglycine are significantly enriched in 

fundamental drug metabolism and oxidative stress response pathways. Precision molecular docking simulations 
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conclusively demonstrated that dimethylglycine forms highly stable structural interactions with the cytochrome 

P450 family 2 subfamily C member 9 protein, specifically highlighting the definitive formation of 5 stable 

hydrogen bonds involving serine 365, leucine 366, and serine 429 residues, as well as two critical salt bridge 

formations with arginine 97 and histidine 368 residues. It is additionally predicted to interact favorably with 

glutathione S-transferase family proteins. Conclusion  Dimethylglycine exhibits a profoundly significant and 

multifaceted anti-aging activity at both the cellular and entire living animal levels. By powerfully alleviating 

oxidative stress, heavily suppressing the core p16 and p21-dependent cellular senescence signaling pathways, and 

substantially mitigating the detrimental senescence-associated secretory phenotype, dimethylglycine effectively 

delays fundamental cellular senescence processes and drastically extends whole-organism lifespan. The biological 

mechanisms driving these robust protective effects are highly likely closely associated with its direct stable 

interactions with crucial metabolic and detoxifying enzyme systems, such as cytochrome P450 family 2 subfamily 

C member 9 and glutathione S-transferase family proteins, thereby systemically improving metabolic 

dysregulation and restoring critical redox homeostasis. This comprehensive study provides highly solid 

experimental evidence supporting dimethylglycine as a highly potent and safe potential anti-aging intervention 

agent, while simultaneously offering a clear molecular mechanistic explanation for the previously documented 

high abundance of dimethylglycine observed within exceptionally long-lived human populations.

Key words　dimethylglycine, cellular senescence, Caenorhabditis elegans, molecular docking, lifespan extension
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