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血清 ＳＡＭ / ＳＡＨ 在 Ｈｃｙ 引起动脉粥样硬化
基因组 ＤＮＡ 甲基化中的作用
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[关键词] 　 动脉粥样硬化ꎻ　 Ｂ１ 重复序列ꎻ　 ＤＮＡ 甲基化ꎻ　 Ｓ￣腺苷甲硫氨酸 / Ｓ￣腺苷同型半胱氨酸

[摘　 要] 　 目的　 探讨血清 Ｓ￣腺苷甲硫氨酸(ＳＡＭ) / Ｓ￣腺苷同型半胱氨酸(ＳＡＨ)比值在同型半胱氨酸(Ｈｃｙ)致载

脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ＡｐｏＥ― / ―)小鼠血管动脉粥样硬化(Ａｓ) Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化改变中的作用ꎮ 方法　 ３６ 只

饲养 ４ 周龄 ＡｐｏＥ― / ―小鼠ꎬ随机分为三组:模型对照组、高蛋氨酸组、叶酸＋ＶｉｔＢ１２干预组ꎬ每组 １２ 只ꎬ分别给予不同

饮食ꎻ另取健康 ４ 周龄雄鼠(ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ) １２ 只作为正常对照组ꎬ饲以普通饮食ꎮ 饲养 １５ 周后ꎬＨＥ 染色观察

血管内动脉斑块的形成ꎬ高效液相色谱检测血清中 Ｈｃｙ、ＳＡＭ、ＳＡＨ 的水平改变ꎬｎＭＳ￣ＰＣＲ 检测各组小鼠动脉粥样

硬化斑块中 Ｂｌ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化改变ꎮ 结果 　 高蛋氨酸组血清 Ｈｃｙ 与正常对照组相比升高约 ２.３９ 倍(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬＨＥ 染色可见高蛋氨酸组中有动脉斑块形成ꎻ与正常对照组相比ꎬ模型对照组、高蛋氨酸组 ＳＡＭ / ＳＡＨ 增加

了 １.６８ 倍和 ２.７５ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ高蛋氨酸组 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化水平降低 １１.８％(Ｐ<０.０５)ꎬ且与 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比

值呈明显负相关( ｒ＝ －０.３６３８ꎬＰ ＝ ０.０２１０)ꎮ 结论 　 ＡｐｏＥ― / ― 小鼠中 Ｂ１ 重复序列发生 ＤＮＡ 低甲基化改变ꎬ且与

ＳＡＭ / ＳＡＨ 呈负相关ꎬ提示血清 ＳＡＭ / ＳＡＨ 可作为一个判断血管 Ａｓ 的生物学指标ꎮ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂ１ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ― / ― ｍｉｃｅ ｈａｄ ＤＮＡ ｌｏｗ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＳＡＭ / ＳＡＨꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｅｒｕｍ ＳＡＭ / ＳＡＨ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｖａｓｃｕｌａｒ Ａｓ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是由遗传和

环境因素共同作用的多因素复杂疾病[１]ꎮ 大量研

究证实基因组 ＤＮＡ 甲基化参与了 Ａｓ 形成并影响其

发展[２]ꎮ Ｂ１ 重复序列广泛存在于全基因组中ꎬ含有

大量 ＣｐＧ 岛ꎬ是发生 ＤＮＡ 甲基化的主要区域ꎬ可作

为衡量整体基因组 ＤＮＡ 甲基化的重要标志[３]ꎮ 蛋

氨酸循环作为必需氨基酸ꎬ其在体内代谢可与 ５￣甲
基四氢叶酸共同合成甲硫氨酸ꎬ随之转化成 Ｓ￣腺苷

甲硫氨酸(Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅꎬＳＡＭ)ꎬ可直接参与

ＤＮＡ 的甲基化过程ꎬ该物质脱甲基后又可生成 Ｓ￣腺
苷同型半胱氨酸(Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌｈｏｍｏ ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＳＡＨ)ꎬ高
浓度的 ＳＡＨ 可以抑制 ＤＮＡ 发生甲基化改变ꎬ因此

ＳＡＭ、ＳＡＨ 可作为 ＤＮＡ 发生甲基化的重要指标[４]ꎮ
而外周血相关疾病标志性指标的检测ꎬ因其操作简

单、风险小、患者易于接受等特点ꎬ越来越受到人们

的青睐[５]ꎮ 但关于外周血中 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值是否可

以作为血管 Ａｓ 病变的替代指标的研究则鲜有报道ꎮ
因此ꎬ本研究复制载脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ＡｐｏＥ― / ―)
小鼠 Ａｓ 动物模型ꎬ检测血清中 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值的变

化及小鼠 Ａｓ 斑块 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化改变ꎬ为
Ａｓ 的诊断提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

１２ 只 ＳＰＦ 级近交系 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性纯合子小鼠

和 ３６ 只 ＡｐｏＥ― / ―小鼠(北京大学实验动物中心)ꎻ西
门子 ＡＤＶＩＡ￣２４００ 型全自动生化分析仪ꎻ生化检测试

剂批号 ０１２１８ＬＨ(北京利德曼公司)ꎻ超净工作台(苏
州安泰空气技术有限公司)ꎻ高效液相色谱系统(日
立高新技术公司ꎬ日本)ꎻＨＥ 染液(武汉博士德公司ꎬ
中国)ꎻＣＭ１８５０ 切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎻ普通 ＰＣＲ
仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬ美国)ꎻＤＮＡ 提取试剂盒(ＴＩＡＮ￣
ＧＥＮ 公司)ꎻＤＮＡ 甲基化修饰试剂盒(ＺＹＭＯ 公司)ꎻ
基因引物(上海生工生物有限公司)ꎮ
１.２　 动物模型与分组

选取 ３６ 只 ４ 周龄雄性纯合子 ＡｐｏＥ― / ―鼠(ＳＰＦ
级近交系 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ)ꎬ随机分为模型对照组、高蛋氨

酸组、叶酸＋ＶｉｔＢ１２干预组ꎬ每组 １２ 只ꎬ分别给予普通

饮食、高蛋氨酸饮食(普通饮食中加入 １. ７％蛋氨

酸)、高蛋氨酸加 ０.０６‰叶酸和 ０.００４‰ＶｉｔＢ１２饮食ꎻ
另取健康 ４ 周龄雄鼠(ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ) １２ 只作为

正常对照组ꎬ饲以普通饮食ꎮ 小鼠均饲养于 ＳＰＦ 级

环境内ꎬ分笼饲养ꎬ室内温度控制 ２０℃ ~ ２５℃ꎬ自由

摄食和饮水ꎬ饲养 １５ 周后ꎬ单侧眼球摘除取血并处

死ꎬ取材、进行下一步实验ꎮ
１.３　 小鼠血清 Ｈｃｙ、ＳＡＭ 和 ＳＡＨ 浓度检测

取小鼠外周血ꎬ３０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分离血清ꎬ高
效液相色谱法测定 Ｈｃｙ、ＳＡＭ 和 ＳＡＨ 浓度ꎬ０.２２ ｍ微

孔滤过样本ꎬ加载到 Ｃ１８ 柱子中ꎬ由高效液相色谱系

统连接到紫外检测器ꎬ进行监测、筛选ꎮ 色谱图记录

自动峰面积积分ꎬ标准品识别洗脱峰[６]ꎮ
１.４　 主动脉 ＨＥ 染色观察 Ａｓ 斑块

小鼠处死后ꎬ分离主动脉ꎬ取腹主动脉进行石

蜡包埋切片ꎬ用 ＨＥ 染色ꎬ普通光学显微镜观察血管

及斑块的形态结构[７]ꎮ
１.５　 巢式降落式甲基化特异性 ＰＣＲ 检测 Ｂ１ 序列

甲基化改变

按 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取各组血管组织

全基因组 ＤＮＡꎬ亚硫酸盐修饰法对全基因组 ＤＮＡ
进行甲基化修饰ꎬＭＳＰ 法检测 Ｂ１ 序列甲基化程度

的改变ꎬ 针对 Ｂ１ 启 动 子 区ꎬ 在 线 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｕｒｏｇｅｎｅ.ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ.ｃｇｉ)设计

一对外引物及两对内引物 (外引物上游 ５′￣ＡＴＡ
ＧＡＡ ＧＴＧ ＧＡＴ ＧＴＴ ＴＡＴ ＡＧＴ ＴＡＧ ＴＴＡ ＴＴＧ￣３′ꎬ下
游 ５′￣ＣＡＣ ＴＣＣ ＡＡＣ ＴＴＴ ＴＴＡ ＡＣＣ ＣＴＡ ＡＣ￣３′ꎻ甲基

化引物上游 ５′￣ＧＴＴ ＡＧＴ ＴＡＴ ＴＧＧ ＡＴＧ ＧＧＴ ＴＡＴ
ＡＣＧ Ｇ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＡＣ ＡＡＣ ＴＡＡ ＡＡＡ ＣＡＡ ＡＡＡ
ＣＴＣ ＣＧＡ Ａ￣３′ꎻ非甲基化引物上游 ５′￣ＧＴＴ ＡＧＴ ＴＡＴ
ＴＧＧ ＡＴＧ ＧＧＴ ＴＡＴ ＡＴＧ Ｇ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＡＣ ＡＡＣ
ＴＡＡ ＡＡＣ ＡＡＡ ＡＡＣ ＴＣＣ ＡＡＡ￣３′)ꎮ 外引物扩增反

应条件为:９４℃ ５ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓꎬ６９℃ ３０ ｓꎬ７２℃
３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ每个循环降 ０. ５℃ 至 ５２℃ꎬ７２℃
７ ｍｉｎꎻ以外引物的 ＰＣＲ 产物为模板ꎬ进行内引物的

扩增反应条件与外引物相同ꎬ将内引物的产物进行

２％琼脂糖凝胶电泳ꎬ用凝胶成像分析仪成像并分析

甲基化条带和非甲基化条带的光密度ꎬ按公式进行

计算:甲基化 ＝甲基化 ＯＤ 值 / (甲基化 ＯＤ 值＋非甲

基化 ＯＤ 值)×１００％ꎬ取 ３ 次实验结果的平均值ꎮ
１.６　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０ 进行统计学处理ꎬ数
据用ｘ±ｓ 表示ꎬ计量资料两组间比较采用配对 ｔ 检
验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ计数资料用
χ２ 检验ꎬ采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数进行相关性分析ꎬ以
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Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 血清 Ｈｃｙ 及血管 Ａｓ 斑块面积的变化

与正常对照组相比ꎬ高蛋氨酸组血清 Ｈｃｙ 浓度

升高约 ２.３９ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ高蛋

氨酸组血清 Ｈｃｙ 浓度升高约 １.３４ 倍(Ｐ<０.０１)ꎬ提
示高蛋氨酸饮食能够导致 Ｈｃｙ 代谢异常ꎻ与高蛋氨

酸组比较ꎬ叶酸＋ＶｉｔＢ１２干预组 Ｈｃｙ 浓度下降约 ４１％
(Ｐ<０.０１)ꎬ提示叶酸和 ＶｉｔＢ１２干预可有效改善高蛋

氨酸饮食诱发的 Ｈｃｙ 代谢紊乱(图 １)ꎮ
光学显微镜下ꎬ正常对照组小鼠血管壁结构清

晰ꎬ内膜表面光滑、完整ꎬ厚薄均匀ꎬ未见 Ａｓ 斑块ꎻ而
另三组 ＡｐｏＥ― / ―鼠均出现了不同程度血管斑块形

成ꎬ其中高蛋氨酸组有明显的 Ａｓ 斑块ꎬ在 Ａｓ 斑块中

出现大量泡沫细胞堆积ꎬ局部可见巨噬细胞聚集ꎬ
血管中膜结构严重破坏ꎬ脂质侵蚀ꎬ内膜明显增厚ꎻ
模型对照组血管壁内膜增厚ꎬ厚薄不均ꎻ叶酸 ＋
ＶｉｔＢ１２干预组血管斑块程度明显减轻ꎬ内中膜增厚程

度较高蛋氨酸组稍轻ꎻ提示 Ｈｃｙ 促进 ＡｐｏＥ― / ―鼠 Ａｓ
形成ꎬ叶酸和 ＶｉｔＢ１２干预对高蛋氨酸诱发的血管损

伤具有拮抗作用(图 ２)ꎮ

２.２　 血清 ＳＡＭ 和 ＳＡＨ 浓度的变化

与正常对照组相比ꎬ模型对照组、高蛋氨酸组

及叶酸＋ＶｉｔＢ１２干预组血清 ＳＡＭ 浓度明显增加ꎬ分别

增加了 ３.０２ 倍、３.４１ 倍和 ２.４６ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ高蛋氨

酸组血清 ＳＡＨ 浓度与正常对照组相比增加了 １.０８
倍(Ｐ<０.０５)ꎻ模型对照组和高蛋氨酸组 ＳＡＭ / ＳＡＨ
比值与正常对照组相比增加了 １.６８ 倍、２.７５ 倍(Ｐ<
０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎻ与模型对照组相比ꎬ高蛋氨酸组血

清 ＳＡＭ、ＳＡＨ 浓度无明显变化ꎬ但 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值增

加了 １.４０ 倍(Ｐ<０.０５)ꎮ 表明 Ｈｃｙ 可以增加 ＳＡＭ、
ＳＡＨ 浓度和 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值(图 ３)ꎮ

图 １. 各组血清 Ｈｃｙ 水平　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组和模型

对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高蛋氨酸组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｓｅｒｕｍ Ｈｃｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２. 各组主动脉 ＨＥ 染色(１００×)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为模型对照组ꎬＣ 为高蛋氨酸组ꎬＤ 为叶酸＋ＶｉｔＢ１２干预组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｏｒｔｉｃ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(１００×)

图 ３. 各组血清 ＳＡＭ、ＳＡＨ 浓度及 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值变化　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为模型对照组ꎬＣ 为高蛋氨酸组ꎬＤ 为叶酸＋ＶｉｔＢ１２干预

组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型对照组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＳＡＭꎬ ＳＡＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ＳＡＭ / ＳＡＨ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (１００×)
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２.３　 小鼠血管 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化改变

高蛋氨酸组 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化水平与正

常对照组、模型对照组相比分别下降了 １１. ８％、

９􀆰 ４％ (Ｐ<０.０５)ꎬ表明 Ｈｃｙ 能引起 Ｂ１ 重复序列发生

ＤＮＡ 低甲基化(图 ４)ꎮ

图 ４. Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化水平　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组或模型对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂ１ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.４　 整体小鼠血管 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化与血

清 ＳＡＭ / ＳＡＨ 的相关性分析

Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化水平与 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比

值呈负相关 ( ｒ ＝ － ０. ３６３８ꎬＰ ＝ ０. ０２１０)ꎬ提示血清

ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值与 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化水平相

关(图 ５)ꎮ

图 ５. Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化与 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂ１ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ａｎｄ ＳＡＭ / ＳＡＨ ｒａｔｉｏ

３　 讨　 论

Ａｓ 是由多种因素导致的慢性疾病ꎬ其形成包括

平滑肌细胞增殖、内皮细胞损伤、脂质沉积等[８]ꎮ
本研究中ꎬ三组 ＡｐｏＥ― / ―鼠均可见 Ａｓ 斑块ꎬ而与模

型对照组相比ꎬ高蛋氨酸组主动脉斑块面积显著增

加ꎬ证实本研究 ＡｐｏＥ― / ―鼠 Ａｓ 动物模型复制成功ꎬ
与文献[９￣１０]报道一致ꎮ

Ｂ１ 重复序列广泛存在于基因组中ꎬ富含基因组

甲基化的主要底物 ＣｐＧ 二核苷酸ꎬ由于极其广泛、
丰富的分布ꎬＢ１ 重复序列甲基化变化可有效反映出

基因组整体的甲基化状态ꎬ可作为 ＤＮＡ 甲基化的指

示性指标[１１]ꎮ 本研究在检测了各组小鼠血管 Ｂ１ 重

复序列 ＤＮＡ 甲基化改变后发现ꎬ相较于模型对照

组ꎬ高蛋氨酸组 Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化发生了明

显的 ＤＮＡ 低甲基化改变ꎮ 提示喂饲高蛋氨酸饲料

在建立 Ａｓ 模型的同时ꎬ能够导致 ＡｐｏＥ― / ― 鼠整体

ＤＮＡ 甲基化程度降低ꎬ而这种甲基化状态的改变ꎬ
可能与体内蛋氨酸代谢相关ꎮ 一些研究也表明

ＤＮＡ 甲基化的改变与疾病的发生发展密切相关ꎬ如
Ｌｉｕ 等[１２]研究 Ａｓ 过程中发现ꎬＡｐｏＥ― / ―小鼠在无明

显 Ａｓ 病变时基因组高低甲基化并存ꎬ而在明显的

Ａｓ 斑块形成后基因组呈低甲基化状态ꎻ也有研究发

现 ＡｐｏＥ― / ―小鼠 Ａｓ 斑块内基因组存在明显低甲基

化状态[１３]ꎬＨｃｙ 是 Ａｓ 的独立危险因子ꎬ课题组前期

在平滑肌细胞增殖中也观察到高 Ｈｃｙ 可引起基因

组广泛的去甲基化[１４]ꎬ提示 Ｂ１ 重复序列甲基化是

Ｈｃｙ 引起血管 Ａｓ 斑块形成的重要特征ꎮ
蛋氨酸是体内必须氨基酸ꎬ其在 ＡＴＰ 的参与下

生成 ＳＡＭꎬＳＡＭ 在甲基转移酶的作用下去甲基生成

ＳＡＨꎬ而后水解成腺苷和 Ｈｃｙ[１５]ꎬ生成的 Ｈｃｙ 主要

经转甲基或转硫基途径进行代谢[１６]ꎮ 文献[１７]也

２３１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



显示血管动脉粥样斑块中 ＳＡＭ 和 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值

明显降低ꎬ这可能是 Ｈｃｙ 引起基因组广泛去甲基化

的重要原因ꎬ这主要是由于蛋氨酸代谢异常ꎬ导致

ＳＡＨ 堆积ꎬ进而使得 ＳＡＭ 代谢受阻ꎬＳＡＭ 可直接参

与 ＤＮＡ 的甲基化过程ꎬ而高浓度的 ＳＡＨ 可以抑制

ＤＮＡ 发生甲基化改变ꎮ 本研究发现ꎬ血管斑块中

Ｂ１ 重复序列 ＤＮＡ 甲基化水平与 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值呈

负相关ꎬ提示血清 ＳＡＭ / ＳＡＨ 比值与 Ｂ１ 序列的甲基

化水平密切相关ꎬ血清 ＳＡＭ / ＳＡＨ 可作为一个判断

血管 Ａｓ 的生物学指标ꎮ
综上ꎬ本研究在 ＡｐｏＥ― / ―鼠 Ａｓ 模型的基础上ꎬ

发现 Ｂ１ 序列发生低甲基化改变ꎬ且与血清 ＳＡＭ /
ＳＡＨ 比值呈负相关ꎬ提出了 ＳＡＭ / ＳＡＨ 可作为判断

Ａｓ 改变的敏感指标ꎬ为今后 Ａｓ 所致的基因甲基化

状态改变提供新思路ꎬ但更深层次的作用机制仍有

待进一步研究ꎮ
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