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同型半胱氨酸对内皮细胞 Bcl鄄2 基因甲基化水平的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究同型半胱氨酸对人脐静脉内皮细胞 Bcl鄄2 基因启动子区甲基化水平及其表达的影响。 方法

以人脐静脉内皮细胞为实验对象,用含有不同浓度同型半胱氨酸的 RPMI1640 培养液对其作用 48 h,MTT 法测定细胞

增殖生长能力并确定实验药物浓度;流式细胞术测定细胞凋亡水平;荧光定量 PCR 测定 Bcl鄄2 mRNA 表达;甲基化特

异性 PCR 联合巢式降落式 PCR 测定 Bcl鄄2 启动子区甲基化水平。 结果摇 同型半胱氨酸对人脐静脉内皮细胞的增殖

能力有明显的抑制作用,OD 值从 0郾 99 依0郾 05 逐渐下降至 0郾 28 依 0郾 03(P < 0郾 01),呈明显的剂量效应关系;与对照组

相比,实验组细胞凋亡率由 2郾 30% 依 0郾 60% 上升至 16郾 40% 依 0郾 73% (P < 0郾 01),Bcl鄄2 mRNA 表达明显下降(P <
0郾 01),Bcl鄄2 基因启动子区甲基化水平降低(P <0郾 05)。 结论摇 同型半胱氨酸通过下调 Bcl鄄2 启动子区的甲基化水平

导致其 mRNA 表达水平减少,继而诱发内皮细胞凋亡,这可能在同型半胱氨酸促动脉粥样硬化过程中起到重要作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effects of homocysteine (Hcy) on methylation of Bcl鄄2 in human umbilical endo鄄
thelial cells (HUVEC). 摇 摇 Methods摇 After human umbilical endothelial cells were treated with different concentrations
of Hcy for 48 h, MTT was used to measure the reproduction of human umbilical endothelial cells and IC50 concentration of
Hcy, the flow cytometry assay was used to detect the rate of cell apoptosis, the expressions of Bcl鄄2 mRNA level were ana鄄
lyzed by fluorescence quantitative PCR, the methylation of Bcl鄄2 promoter region methylation level was determined by nest
touch鄄down PCR combined methylation specific PCR (MSP). 摇 摇 Results摇 The proliferation of human umbilical endothe鄄
lial cells was inhibited by Hcy in a dose鄄independent manner, the OD value decreased from 0郾 99 依 0郾 05 to 0郾 28 依 0郾 03(P
< 0郾 01). 摇 Compared with control group, the rate of apoptosis in human umbilical endothelial cells increased from 2郾 30%
依 0郾 60% to 16郾 40% 依 0郾 73% (P < 0郾 01), the expressions of Bcl鄄2 mRNA were significantly depressed (P < 0郾 01),
the Bcl鄄2 promoter region methylation levels in experimental group were significantly reduced (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclu鄄
sions摇 Increasing endothelial cell apoptosis by decreasing Bcl鄄2 promoter region methylation level and reducing expression
of Bcl鄄2 may play an important role in the pathogenesis of Hcy induced atherosclerosis.

摇 摇 人类基因组计划完成后,基因组学的研究进入

功能基因组学时代,其中 DNA 甲基化的表观遗传学

的研究受到重视。 DNA 甲基化与包括动脉粥样硬

化在内的多种疾病的发生、发展有关[1]。 高同型半

胱氨酸血症( hyperhomocystinemia,HHcy)是动脉粥

样硬化的独立危险因素,血浆同型半胱氨酸(homo鄄
cysteine,Hcy)水平与冠状动脉硬化性心脏病的关系

密切,Hcy 每升高 5 滋mol / L,冠心病事件的发生率上

升 20% [2,3],且与冠心病的严重程度呈正相关[4]。
但 Hcy 致动脉粥样硬化的发病机制并不完全清楚,
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有学者认为与内皮细胞凋亡有关。 Bcl鄄2 是调节凋

亡的关键基因,其启动子区甲基化状态在此过程中

是否起到调节作用值得深入研究。 本研究通过

MTT 法对 Hcy 进行浓度筛选,流式细胞术进行细胞

凋亡率的比较,然后从 Bcl鄄2 的 mRNA 表达、Bcl鄄2
启动子区甲基化水平等方面进行观察,探索 Bcl鄄2
甲基化在 Hcy 促内皮细胞凋亡中的作用,从而为

Hcy 致动脉粥样硬化发病机制提供新的依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(human umbilical endothelial
cell,HUVEC)株(ATCC,美国),Hcy 试剂(Sigma,美
国),RPMI1640 培养液(Hyclone,美国),胎牛血清(北
京全氏金生物技术有限公司),MTT 细胞增殖和细胞

毒性检测试剂盒(南京凯基生物科技有限公司),细
胞凋亡检测试剂盒(上海贝博生物技术有限公司),
Trizol(Invitrogen,美国),DNA 提取纯化试剂盒、SYBR
Green qPCR supermix、 2 伊 Gotag Green Master Mix
(Promega,美国),EZ DNA Methylation鄄GoldTM Kit、
DNA 甲基化阳性对照(ZYMO,美国), Bcl鄄2 mRNA
引物及甲基化特异性 PCR(methylation specific PCR,
MSP)引物均由上海生工生物有限公司合成。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞的培养及实验分组

细胞以含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液于

5%CO2 培养箱中培养、传代。 MTT 细胞增殖实验

分为 5 组:对照组、2 mmol / L Hcy 组、4 mmol / L Hcy
组、8 mmol / L Hcy 组、16 mmol / L Hcy 组、32 mmol / L
Hcy 组。 作用时间为 48 h。 以改良寇氏公式计算半

数增殖抑制率( IC50),以 IC50 时 Hcy 浓度组作为

后续实验组。 作用时间仍为 48 h。
1郾 3摇 MTT 法测定细胞增殖生长能力

收集对数期生长细胞,以培养液重悬,调整悬

液浓度,按每孔 100 滋L 均匀铺于 96 孔板,常规培

养,待细胞长满孔底约 70%时,用含不同浓度的 Hcy
培养液干预细胞。 每组设 6 个复孔。 48 h 后每孔加

入 50 滋L 1 伊 MTT,37益孵育 4 h。 吸取上清液后每

孔加入 150 滋L 二甲基亚砜,摇床平摇 10 min,于酶

标仪 490 nm 波长处检测每孔光密度(optical densi鄄
ty,OD)值。 抑制率(% ) = (对照组 OD 值 - 实验组

OD 值) / 对照组 OD 值 伊 100% ,根据改良寇氏公

式[4]计算半数抑制率( IC50)。 以 IC50 时 Hcy 浓度

组作用后续实验的实验组。

1郾 4摇 流式细胞术测定细胞凋亡率

分别对对照组和实验组细胞培养、干预 48 h,用
不含 EDTA 的 0郾 25% 胰酶消化细胞,并以 2000
r / min离心 5 min 后,弃培养液。 用冷 PBS 洗涤细胞

3 次,用 400 滋L 1 伊 Annexin V 结合液悬浮细胞,使
其浓度约为 1 伊 109 / L。 加入 5 滋L Annexin V鄄FITC
染色液,于 4益避光条件下孵育 15 min。 加入 10 滋L
PI 染色液后混匀于 4益避光孵育 5 min。 立即以流

式细胞仪进行分析,激发波长为 488 nm。
1郾 5摇 荧光定量 PCR 测定 Bcl鄄2 mRNA 表达

采用 Trizol 法按试剂说明书提取细胞总 RNA。
使其 OD260 / 280位于 1郾 8 ~ 2郾 0 之间。 每组取 1 mg 总

RNA,逆转录为 cDNA。 随后配制 20 滋L PCR 反应

体系: Nuclease鄄Free Water 5郾 2 滋L、上游引物 (10
滋mol / L) 0郾 4 滋L(序列 5爷 鄄ATG TGT GTG GAG AGC
AA鄄3爷)、下游引物(10 滋mol / L) 0郾 4 滋L(序列 5爷 鄄
ACC TAC CCA GCC TCC GTT AT鄄3爷)、2 伊 GoTaq襆

qPCR Master Mix 10 滋L、模版 cDNA 4 滋L。 反应条

件:95益预变性 2 min,1 个循环;95益变性 15 s,60益
退火 1 min。 变性及退火共进行 40 个循环,采用

Roche Lighter Cycle 荧光定量 PCR 仪进行 PCR 反

应。 以 茁鄄actin 为内参,采用 2 -吟吟Ct法对 Bcl鄄2 mR鄄
NA 表达进行半定量分析。
1郾 6摇 DNA 的提取及亚硫酸盐修饰

按照 DNA Purification Kit 说明进行 DNA 提取,
紫外分光光度仪测定其浓度,并使 OD260 / 280位于 1郾 6
~ 1郾 8 之间。 分别取实验组及对照组 500 pg DNA,
用去离子水将其体积调整到 20 滋L,加入 130 滋L CT
转化试剂,98益孵育 10 min,64益孵育 2郾 5 h,经脱硫

后用 10 滋L 溶解液洗脱 DNA。 - 80益 保存用于

MSP 法测定甲基化水平。
1郾 7摇 MSP 法测定 Bcl鄄2 基因启动子区甲基化水平

为提高扩增效率,联合应用 MSP 及巢式降落式

PCR。 使用在线软件 Methptimer 设计 Bcl鄄2 (NM_
138764)外引物和 MSP 引物,巢式外引物上游为

GTTT TGTT TTTA TTTA TTTA GTAG TTTT T,下游为

AATC CTAT AATA TTTT CCCC TTCT C,产物长度

224 bp;Bcl鄄2 甲基化引物上游为 GTTT TCGT TTTC
GGTT TTTT TATC,下游为 CCTA TAAT ATTT TCCC
CTTC TCGA C,产物长度 146 bp;Bcl鄄2 非甲基化引物

上游为 TTTT TGTT TTTG GTTT TTTT ATTG T,下游

为 CCTA TAAT ATTT TCCC CTTC TCAA C,产物长度

145 bp。 按下述体积建立 50 滋L PCR 反应体系:2 伊
Gotag Green Master Mix 25 滋L,Nuclease鄄Free Water 20
滋L,上游引物 (10 滋mol / L) 1 滋L,下游引物 (10
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滋mol / L) 1 滋L,DNA 模版 3 滋L。 反应条件:95益预变

性 10 min,1 个循环;95益变性 30 s,退火温度 68益寅
48益,每循环降低 1益,72益延伸 30 s,共扩增 20 个循

环;50益退火温度下再扩增 30 个循环。 PCR 产物行

2郾 5%琼脂糖凝胶电泳,以 Quantity One 软件测量条

带灰度值。 以甲基化条带灰度值 / 非甲基化条带灰度

值(M/ U)计算甲基化水平。 同时设置人类 DNA 甲基

化阳性对照、以水代替模版的空白对照。
1郾 8摇 统计学方法

各组数据以x 依 s 表示。 经正态性检验及方差

齐性检验后,多组间均数的比较采用单因素方差分

析,两组间均数的比较采用 t 检验,P < 0郾 05 为差异

有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 细胞增殖能力

摇 摇 随着 Hcy 浓度的增加,各组 OD 值逐渐降低(P
< 0郾 01),且呈剂量效应关系。 IC50 的 Hcy 浓度为

9郾 28 mmol / L,取其近似值 9郾 00 mmol / L 作为后续实

验组 Hcy 浓度(表 1)。

表 1. MTT 法检测各组细胞增殖能力(x 依 s,n = 6)
Table 1. Cell proliferation ability in different groups were
treated with Hcy by MTT(x 依 s,n = 6)

分摇 组 OD 值

对照组 0郾 99 依 0郾 05
2 mmol / L Hcy 组 0郾 82 依 0郾 07ab

4 mmol / L Hcy 组 0郾 74 依 0郾 05ab

8 mmol / L Hcy 组 0郾 56 依 0郾 05ab

16 mmol / L Hcy 组 0郾 42 依 0郾 05ab

32 mmol / L Hcy 组 0郾 28 依 0郾 03ab

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05 或 P < 0郾 01,不同浓度

Hcy 组间比较。

2郾 2摇 细胞凋亡水平

第一象限为晚期凋亡细胞,第四象限为早期凋

亡细胞,本研究将第一和第四象限之和进行统计。
内皮细胞凋亡率由对照组的 2郾 30% 依 0郾 60% 上升

至实验组的 16郾 40% 依0郾 73% (P < 0郾 05;图 1)。
2郾 3摇 Bcl鄄2 mRNA 的表达

与对照组相比,实验组 Bcl鄄2 mRNA 的表达水

平明显降低(P < 0郾 01;图 2)。
2郾 4摇 Bcl鄄2 基因启动子区甲基化水平

M/ U 比值由对照组的 1郾 96 依0郾 26 下降至实验组

的 1郾 20 依0郾 19,差异有统计学意义(P <0郾 05;图 3)。

图 1. 两组细胞凋亡分析摇 摇 左图为对照组,右图为实验组。

Figure 1. Apoptosis analysis of HUVEC in each group

图 2. 两组 Bcl鄄2 mRNA 的表达水平(x 依 s,n = 3) 摇 摇 a 为 P
< 0郾 01,与对照组比较。

Figure 2. The expression of Bcl鄄2 mRNA level in each
group(x 依 s,n = 3)

图 3. HUVEC Bcl鄄2 基因启动子区甲基化水平摇 摇 M 为甲基

化条带,146 bp;U 为非甲基化条带,145 bp。

Figure 3. Bcl鄄2 promoter region methylation level in HUVEC

3摇 讨摇 论

表观遗传学是指在 DNA 核酸序列不发生改变的

情况下,从染色质水平研究生物体如何对基因的表达

实现调控[5,6]。 其内容包括 DNA 甲基化、组蛋白修

饰、RNA 干扰等[7,8]。 近年来基因的甲基化与动脉粥

样硬化的关系,特别是与冠心病的关系逐渐受到人们

的重视。 DNA 甲基化是指 DNA 在甲基转移酶的作

用下,生成甲基嘌呤或嘧啶。 对真核生物而言,甲基

化位点只发生在 5爷鄄CpG鄄3爷二核苷酸上,从而形成 5鄄
甲基胞嘧啶[9]。 CpG 二核苷酸主要存在于 CpG
岛[10]。 CpG 岛甲基化后一方面可直接干扰转录因子
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与 DNA 的调控区域结合,另一方面则可与甲基结合

蛋白相结合,占据转录因子在 DNA 上的结合位点,影
响基因的转录和表达[11]。 这样基因就可能通过对

CpG 位点,特别是 CpG 岛的甲基化状态的调控而实

现对基因转录和蛋白质表达水平的调控。 而 CpG 岛

主要集中在基因的启动子及第一外显子区域。
Hcy 是甲硫氨酸代谢过程中的重要中间产物。

甲硫氨酸在腺苷转移酸的作用下形成 S鄄腺苷甲硫

氨酸,并最终在甲基转移酶的作用下形成 S鄄腺苷同

型半胱氨酸,继而形成 Hcy。 在此过程中生成的 S鄄
腺苷甲硫氨酸正是 DNA 甲基化过程中的甲基供体。
HHcy 是动脉粥样硬化的独立风险因素,有学者认

为 Hcy 的致动脉粥样硬化作用与其促进内皮功能

失调有关,其中促内皮细胞凋亡是其重要一环[12]。
细胞凋亡的过程主要是通过以下两种基本信

号途径得以实现:一是死亡受体途径,又称外源性

凋亡途径;二是线粒体凋亡途径,又称内源性途径。
但无论内源性凋亡途径,还是外源性凋亡途径,在
其最终均有赖于 Caspase 3 的激活[13]。 Bcl鄄2 基因

可通过抑制细胞色素 C 从线粒体透过线粒体膜向

胞浆的释放,阻止 Caspase 9 前体活化,从而最终阻

止 Capase 3 活化,防止凋亡的发生。 作为调节细胞

凋亡的关键基因,Bcl鄄2 在 Hcy 致内皮细胞凋亡进而

引起动脉粥样硬化的过程中是否起到了调节作用,
以及 Bcl鄄2 启动子区 CpG 岛是否发生了甲基化水平

的改变,值得进一步研究与探讨。
本研究发现,Hcy 可使 Bcl鄄2 基因启动子区发生

低甲基化,同时 mRNA 表达含量下降,与此同时内

皮细胞凋亡比率却明显升高,由此提示,HHcy 的致

动脉粥样硬化作用可能正是通过下调 Bcl鄄2 基因启

动子区的甲基化水平,减少 Bcl鄄2 的表达,引起动脉

内皮凋亡,这样吞噬了低密度脂蛋白的单核细胞才

得以在动脉内皮下浸润,形成泡沫细胞。
然而 Hcy 生成过程中,提供了大量的甲基供体,在

理论上似乎有理由相信,HHcy 只会导致基因组的高甲

基化,与本研究得出的结论相悖,既往的研究也提示

Hcy 对基因组甲基化水平的调节相当复杂,可能有一

组织特异性,如 Devlin 等[14]发现,HHcy 鼠的 H19 基因

甲基化水平在肝脏中低甲基化,而在脑组织及主动脉

组织中却截然相反,发生这一现象的原因尚不清楚。
我们既往在对HHcy 大鼠主动脉组织的研究中发现,虽
然 Bcl鄄2 启动子区同样发生了去甲基化,但其 Bcl鄄2 的

mRNA 表达却明显增加[15]。 究其原因可能与大鼠主动

脉组织中主要以平滑肌细胞为主有关。 这与 Chiang

等[16]的研究结果相符。 提示 DNA 甲基化水平的改变

对基因表达的调控在不同的组织与位点是不同的,但
其明确原因有等后续研究进一步深入。

综上所述,我们有理由认为,Hcy 是通过下调

Bcl鄄2 基因启动子区的甲基化水平降低 Bcl鄄2 的表

达,从而引起内皮细胞凋亡,并且有可能是 Hcy 促

进动脉粥样硬化发生与发展的重要机制之一。
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