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β１ 亚基启动子区甲基化在高血压和增龄调控
肠系膜动脉 ＢＫＣａ 通道功能中的作用
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[摘　 要] 　 目的　 探讨高血压和增龄对大鼠肠系膜动脉平滑肌细胞大电导钙激活钾通道(ＢＫＣａ) β１ 亚基甲基化

程度的影响ꎮ 方法　 选用 ３、１６ 月龄雄性正常血压大鼠(ＷＫＹ)和自发性高血压大鼠(ＳＨＲ)ꎬ尾动脉无创测定血压ꎬ
取各组大鼠肠系膜动脉进行实验ꎮ 分别采用膜片钳全细胞模式记录 ＢＫＣａ通道电流、单通道检测 ＢＫＣａ通道门控特

性ꎻ离体微血管张力测定 ＢＫＣａ通道在血管张力中的作用ꎻ蛋白免疫印迹观察 ＢＫＣａ通道 α、β１ 亚基表达情况ꎻ亚硫酸

氢盐测序 ＰＣＲ 测定 β１ 亚基启动子区甲基化程度ꎮ 结果　 ３ 月龄时 ＳＨＲ 的 ＢＫＣａ通道平均电流密度较同龄 ＷＫＹ 显

著增大ꎻＷＫＹ、ＳＨＲ 的 ＢＫＣａ通道平均电流密度随增龄均显著降低ꎮ 高血压时ꎬ他莫昔芬诱发的 ＢＫＣａ通道开放概率

增加显著高于 ＷＫＹꎻ此外ꎬＢＫＣａ通道在血管张力调节中的贡献率亦显著高于同龄 ＷＫＹꎮ ＢＫＣａ通道 β１ 亚基表达在

高血压时发生显著上调ꎬ随增龄变化ꎬβ１ 亚基表达在正常血压和高血压中均发生下调ꎮ 高血压降低了 β１ 亚基启

动子区甲基化程度ꎬ而增龄增加了其甲基化程度ꎮ 结论　 高血压时ꎬＢＫＣａ通道 β１ 亚基启动子区发生去甲基化ꎬβ１
亚基表达增多ꎬＢＫＣａ通道功能增强ꎻ而在增龄过程中ꎬβ１ 亚基启动子区发生甲基化ꎬ其表达减少ꎬＢＫＣａ 通道功能

减弱ꎮ
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　 　 高血压和增龄都是心血管疾病发生发展的主

要危险因素[１￣３]ꎬ但是它们之间的关系并不明确ꎮ
当高血压与增龄共同作用时ꎬ可能会加速内皮、血
管功能障碍ꎬ动脉硬化增加ꎬ血管反应性降低ꎬ血压

升高[４￣６]ꎮ 大电导钙激活钾( ｌａｒｇｅ￣ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ Ｃａ２＋ ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｋ＋ꎬＢＫＣａ)通道是由构成孔道的 α 亚基和

调节亚基 β１ 亚基(ＫＣＮＭＢ１)构成ꎮ ＢＫＣａ通道广泛

分布于阻力动脉的血管平滑肌细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬＶＳＭＣ)上[７]ꎬ在膜去极化和局部[Ｃａ２＋] ｉ

升高条件下激活ꎬＢＫＣａ通道的开放是血管平滑肌舒

张的重要负反馈机制[８]ꎮ β１ 亚基可调节 ＢＫＣａ通道

的钙敏感性和门控特性ꎬ从而控制血管平滑肌细胞

膜电位和血管收缩力ꎬ继而影响血压[９￣１０]ꎮ
高血压时ꎬ血管平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基

的功能和蛋白表达发生上调[１１￣１４]ꎮ 这是高血压过

度升高诱发的局部保护机制ꎬ以代偿动脉腔内压力

增加[１４￣１５]ꎮ 在增龄过程ꎬＢＫＣａ通道 α 和 β１ 亚基表

达出现非平行下调ꎬ降低了 ＢＫＣａ通道对肠系膜动脉

血管张力的调节作用[１６]ꎮ 而高血压和增龄共同作

用下血管平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道表达和功能变化目

前尚不清楚ꎮ 在高血压和增龄过程中ꎬ遗传和环境

因素之间存在着复杂的相互作用[１７￣１８]ꎮ 近年来ꎬ随
着表观遗传学迅速发展ꎬ表观遗传修饰搭建起了环

境￣基因之间的桥梁或中介ꎬ而衰老和高血压的发生

正是由于多种遗传和环境因素相互作用引起的ꎻ此
外ꎬ与基因突变所不同的是ꎬ表观遗传学改变具有

可逆性ꎻ因此ꎬ可作为预防和治疗高血压或延缓血

管衰老重要药物靶点[１７￣１８]ꎮ ＤＮＡ 甲基化是调节基

因转录的表观遗传修饰的主要机制ꎬ发生在基因组

磷 酸 化 胞 嘧 啶 鸟 嘌 呤 基 序 ( ｃｙｔｏｓｉｎｅｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅｇｕａｎｉｎｅꎬＣｐＧ)的胞嘧啶残基ꎮ ＤＮＡ 超甲基化

或启动子区甲基化增加ꎬ通常抑制基因转录并直接

沉默相关基因[１９]ꎮ 启动子区的甲基化程度对调节

血管适应性有关离子通道的表达起关键作用[２０￣２２]ꎮ
目前ꎬ高血压和衰老两个因素共同作用下 ＢＫＣａ通道

功能变化尚未见报道ꎬ以及其潜在的 ＤＮＡ 甲基化机

制还有待研究ꎮ
本研究旨在观察高血压和增龄对大鼠肠系膜

动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道电流及门控特效、β１ 亚

基功能和蛋白表达以及 β１ 启动子区 ＤＮＡ 甲基化程

度的影响ꎮ 并从表观遗传学角度探讨高血压和增

龄作用下血管平滑肌细胞 ＢＫＣａ 通道功能变化的

ＤＮＡ 甲基化机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物模型

雄性 ３ 月龄(青年)和 １６ 月龄(老年)原发性高

血压大鼠( ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔꎬＳＨＲ)和正

常血压大鼠(ｗｉｓｔａｒ ｋｙｏｔｏ ｒａｔꎬＷＫＹ)各 ２４ 只ꎬ购自北

京维通利华实验动物中心ꎮ ＷＫＹ￣３Ｍ 为正常血压 ３
月龄组ꎬＳＨＲ￣３Ｍ 为高血压 ３ 月龄组ꎬＷＫＹ￣１６Ｍ 为

正常血压 １６ 月龄组ꎬＳＨＲ￣１６Ｍ 为高血压 １６ 月龄

组ꎮ 饲养于北京体育大学动物房ꎬ保持室温约

２２ ℃ꎬ湿度保持 ４０％ ~ ４５％ꎬ国家标准啮齿类动物

分笼饲养ꎬ自由饮水ꎮ
１.２　 主要药物

牛血清蛋白(ＢＳＡ)、木瓜蛋白酶(Ｐａｐａｉｎ)、二硫

苏糖醇(ＤＤＴ)、乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)、４￣羟乙基哌

嗪乙磺酸(Ｈｅｐｅｓ)、Ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ( ＩｂＴＸ)、Ｎω￣硝基 Ｌ￣精
氨酸甲酯(Ｌ￣ＮＡＭＥ)及 Ｆ 型胶原酶均购自 Ｓｉｇｍａ(美
国)ꎬ其余均为国产分析纯试剂ꎮ
１.３　 大鼠心血管反应性测定

采用动物尾动脉无创血压计(ＢＰ￣２０１０Ａꎬ北京

软隆)测量大鼠的血压和心率ꎮ 在大鼠月龄分别达

到 ３ 月龄、１６ 月龄当天的上午于清醒状态与安静温

暖环境下测定ꎬ每只大鼠测 ３~５ 次ꎬ取 ３ 次血压(相
差不超过 １０ ｍｍＨｇ)的平均值ꎮ
１.４　 离体微血管环的制备和张力测定

使用戊巴比妥(１００ ｍｇ / ｋｇ)麻醉大鼠后ꎬ迅速

打开腹腔ꎬ小心地取出各组肠系膜动脉组织ꎬ置于

４ ℃ Ｎａ￣Ｈｅｐｅｓ 缓冲液:１２１.１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｅｐｅｓ、１５.１６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、２.４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４、１１.０８
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅ、１.６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ꎬ调节至 ｐＨ７.４ꎬ
通以 ９５％Ｏ２和 ５％ＣＯ２混合气ꎮ 在微血管张力测定

仪(Ｍｕｌｔｉｗｉｒｅ ｍｙｏｇｒａｐｈ ｓｙｓｔｅｍ￣６２０ＭꎬＤＭＴ)中使用肠

系膜动脉 ２、３ 级分支的血管进行收缩特性研究ꎮ 实

验中ꎬ在 Ｋｍａｘ 测量后加入非选择性 ＮＯＳ 抑制剂

Ｎω￣硝基 Ｌ￣精氨酸甲酯(Ｌ￣ＮＡＭＥꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 测

量血管对 ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ( ＩｂＴＸꎬＢＫＣａ通道特异性阻断剂ꎬ
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１０－７ｍｍｏｌ / Ｌ)的反应ꎬ以此来研究 ＢＫＣａ通道对血管

张力的调节作用ꎮ
１.５　 肠系膜动脉平滑肌细胞急性分离

将获取的 ２￣３ 级肠系膜动脉置于分离液中ꎮ 将

血管切成 １ ｍｍ 小段ꎬ置于酶消化液中ꎬ在 ３７ ℃恒

温水浴锅中孵育 ２５ ~ ３０ ｍｉｎꎮ 终止消化后ꎬ适度吹

打ꎬ吸取细胞悬液经滤网过滤至细胞浴槽内ꎬ置于

６ ℃贴壁待用ꎮ 分离液成分:１３７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ５.６
ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅꎬ
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｅｐｅｓꎬ ０. ４２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ ＨＰＯ４ꎬ ０. ４４
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ꎬ ４. ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３ (调节至

ｐＨ７.３)ꎮ 酶液成分:２ ｇ / Ｌ ＢＳＡꎬ４ ｇ / Ｌ Ｐａｐａｉｎꎬ１ ｇ / Ｌ
ＤＤＴ 和 ０.６ ｇ / Ｌ Ｆ 型胶原酶溶于分离液中ꎮ
１.６　 全细胞记录

采用全细胞记录模式测定 ＢＫＣａ通道电流ꎮ 记

录电极经拉制仪两部拉制后电极尖端直径约为 １~２
μｍꎬ充灌电极内液后电极阻抗为 ３~５ ＭΩꎮ 将细胞

钳制在－７０ ｍＶꎬ记录电流￣电压( Ｉ￣Ｖ)曲线ꎬ阶跃＋１０
ｍＶꎬ递增至＋７０ ｍＶꎬ持续 ３５０ ｍｓꎮ 细胞外液成分:
１３４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ
１. ８ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｅｐｅｓ(ｐＨ７.４)ꎮ 电极内液成分:１１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ￣ａｓ￣
ｐａｒｔａｔｅꎬ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＧＴＡꎬ３ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ２ＡＴＰꎬ０.８５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅꎬ１０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｅｐｅｓ(用 ＫＯＨ 调至 ｐＨ７.２)ꎮ
１.７　 单通道记录

ＢＫＣａ单通道电流采用膜片钳内面向外记录模

式ꎬ细胞内、外液为对称性高 Ｋ＋(１４５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ电极

电阻 １５~２０ ＭΩꎮ 浴液中的游离 Ｃａ２＋浓度通过加入

适量 ＣａＣｌ２ 和 ＥＧＴＡ 调整为 １００ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 采样为

Ｇａｐ ｆｒｅｅ 模式ꎬ采样频率为 １０ ｋＨｚꎬＢｅｓｓｅｌ 低通滤波

频率为 ２ ｋＨｚꎮ 在 Ｃｌａｍｐｅｘ１０. ０ 软件控制下ꎬ进行

Ａ / Ｄ、Ｄ / Ａ 转换ꎬ采用 ｐＣＬＡＭＰ１０.２ 软件进行数据的

采集和分析ꎮ 电极内液成分:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣＬꎬ４５
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ￣ａｓｐａｒｔａｔｅꎬ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＧＴＡꎬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｅｐｅｓꎬ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅ(用 ＫＯＨ 调至 ｐＨ７.４)ꎮ
１.８　 蛋白免疫印迹检测

采用蛋白免疫印迹技术检测各组肠系膜动脉

平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道 α 和 β１ 亚基表达的变化ꎮ 取

肠系膜动脉置于 ４ ℃的 Ｎａ￣Ｈｅｐｅｓ 液中ꎬ剥离周围组

织后投入液氮研磨ꎬ加入裂解液ꎬ离心后取上清ꎮ
ＢＣＡ 试剂盒 ( ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＲｏｃｋｆｏｒｄꎬ ＩＬꎬ
ＵＳＡ)测定蛋白质浓度ꎬ总蛋白提取物在 １０％ ~ １５％
ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶上分离并转移到聚偏氟乙烯

(ＰＶＤＦ)膜上ꎮ ５％ＢＳＡ 封闭ꎬ一抗( ａｎｔｉ￣ＫＣａ １. １ꎬ
１ ∶ ３００ꎻａｎｔｉ￣ｓｌｏβ１ꎬ１ ∶ ３００ꎻＡｌｏｍｏｎｅ Ｌａｂｓ) ４ ℃ 过

夜ꎮ 在 ＴＢＳＴ 中充分洗涤后ꎬ用相应二抗孵育膜ꎬ然
后在 ＴＢＳＴ 中洗涤ꎮ 用 ＥＣＬ 化学发光液观察与免疫

印迹 结 合 的 辣 根 过 氧 化 物 酶ꎬ 并 用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
ＣｈｅｍｉＤＯＣ ＸＲＳ＋ 记录信号ꎮ 用 β￣ａｃｔｉｎ 标准化所有

样品的加样ꎮ
１.９　 ＤＮＡ 亚硫酸氢盐测序 ＰＣＲ

使用 ＰｕｒｅＬｉｎｋ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ 试剂盒( Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＣａｒｌｓｂａｄꎬＣＡꎬＵＳＡ)从肠系膜动脉中分离基

因组 ＤＮＡꎮ 以在 ２６０ ｎｍ / ２８０ ｎｍ 处的吸光度来确

定 ＤＮＡ 质量ꎬ并使用 １.０％琼脂糖凝胶电泳进行确

认ꎮ 随后ꎬ使用 ＥＺ ＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣Ｇｏｌｄ 试剂盒

(ＺＹＭＯ ＲｅｓｅａｒｃｈꎬＯｒａｎｇｅ)将 ＤＮＡ 样品进行硫酸氢

钠转化ꎮ ＰＣＲ 扩增 ＣｐＧ 岛上的 ＫＣＮＭＢ１ 启动子区

(１０ 号染色体 １８９１１６６４￣１８９１２０６５ꎬ长度为 ４０２ ｂｐꎬ
含有 ７ 个 ＣｐＧ 位点)ꎻ用 ２.０％琼脂糖凝胶分离产

物ꎬ使用 ＴＩＡＮｇｅｌ Ｍｉｄｉ 纯化试剂盒(Ｔｉａｎｇｅｎ)ꎮ 将纯

化的条带克隆到 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 克隆载体中ꎮ 每个样品

总共选择 １０ 个克隆测序ꎬ引物:正向为 ５′￣ＡＧＡＧ
ＡＡＡＡＴＡＧＡＧＧＴＴＴＡＧＡ ＧＡＧＧＴＧＴ￣３′ꎬ 反 向 为 ５′￣
ＡＴＣＡＡＡＴＣＴＡＡＡＣＡＣＡＣＡＡＣＴＴＡＣＴＣＣ￣３′ꎮ 甲基化

率:甲基化的 ＣｐＧ / (甲基化的 ＣｐＧ ＋未甲基化的

ＣｐＧ)ꎬ数据以百分比表示ꎮ
１.１０　 统计学分析

数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ使用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件进行

数据分析ꎮ 组间比较使用双因素方差分析ꎮ Ｐ <
０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高血压和增龄对心率和血压的影响

高血压大鼠的心率 ( ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎬＨＲ)、收缩压

( ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ＳＢＰ )、 舒 张 压 ( ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ＤＢＰ) 及平均动脉压 ( ｍｅａｎ ａｒｔｅｒｉａｌ
ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＭＡＰ)均显著高于同龄正常血压大鼠(Ｐ<
０.０５)ꎮ 无论是 ＷＫＹ 还是 ＳＨＲꎬ与 ３ 月龄同品系大

鼠相比ꎬ１６ 月龄大鼠的收缩压和平均动脉压均显著

升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ３ 月龄高血压大鼠相比ꎬ１６ 月龄

高血压大鼠心率显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ而正常血压大

鼠的心率随年龄增加只略微增加(Ｐ>０.０５)ꎮ 高血

压和增龄对收缩压和平均动脉压的交互作用显著

(表 １)ꎮ
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表 １. 各组大鼠心率、血压值(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １２)

项目 ＷＫＹ￣３Ｍ ＳＨＲ￣３Ｍ ＷＫＹ￣１６Ｍ ＳＨＲ￣１６Ｍ

ＨＲ (次 / 分) ３５５.４±９.６ ４１２.１±１１.０ａ ３６９.１±１２.８ ４３９.５±１４.３ａｂ

ＳＢＰ (ｍｍＨｇ) １３４.９±２.６ １９１.６±２.３ａ １５２.２±５.１ｂ ２１２.０±６.１ａｂ

ＤＢＰ (ｍｍＨｇ) ９３.７±４.６ １４５.６±４.２ａ １０６.３±４.３ １５５.６±７.３ａ

ＭＡＰ (ｍｍＨｇ) １０７.４±２.８ １６０.９±５.２ａ １２１.３±３.３ｂ １７４.４±３.９ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同品系 ３ 月龄大鼠
相比ꎮ

２.２　 高血压和增龄对肠系膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ

通道电流的影响

＋７０ ｍＶ 的钳制电压下ꎬ３ 月龄正常血压大鼠

ＢＫＣａ通道电流密度峰值为 １５.３±０.７ ｐＡ / ｐＦꎬ１６ 月龄

正常血压大鼠 ＢＫＣａ通道电流密度峰值为 １０.２±０.３
ｐＡ / ｐＦ(ｎ＝ １８ ｃｅｌｌｓ)ꎻ而 ３ 月龄高血压大鼠 ＢＫＣａ通道

电流密度显著升高至 ２１.３±０.７ ｐＡ / ｐＦ(ｎ ＝ ２４ ｃｅｌｌｓꎬ
Ｐ<０.０５)ꎬ约为正常血压的 １.３９ 倍ꎻ１６ 月龄高血压

大鼠 ＢＫＣａ通道电流密度则减少为 １１.８±０.５ ｐＡ / ｐＦ
(ｎ ＝ ２０ ｃｅｌｌｓꎬＰ<０.０５)ꎮ 提示ꎬ高血压和增龄均对

ＢＫＣａ通道电流密度有显著影响ꎬ衰老引起 ＢＫＣａ通道

功能降低ꎬ高血压则使 ＢＫＣａ通道功能增强(图 １)ꎮ
２.３　 高血压和增龄对 ＢＫＣａ通道在肠系膜动脉张力

调节中的作用的影响

ＢＫＣａ通道的特异性阻断剂 ＩｂＴＸ 可诱发大鼠肠

系膜动脉收缩ꎮ 无论是 ３ 月龄还是 １６ 月龄ꎬ与正常

血压大鼠相比ꎬＩｂＴＸ 使高血压大鼠肠系膜动脉张力

增加的作用更明显(ｎ＝ ６ꎬＰ<０.０５)ꎮ 而随着增龄变

化ꎬＩｂＴＸ 诱发的血管收缩作用逐渐减弱(Ｐ>０.０５)ꎮ
提示ꎬ高血压时ꎬＢＫＣａ通道参与血管张力调节作用增

强ꎻ而增龄使血管张力调节作用减弱(图 ２)ꎮ

图 １. 高血压和增龄对大鼠肠系膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道电流的影响　 　 Ａ 为ＷＫＹ￣３Ｍ 组ꎬＢ 为ＷＫＹ￣１６Ｍ 组ꎬＣ 为 ＳＨＲ￣３Ｍ 组ꎬＤ

为 ＳＨＲ￣１６Ｍ 组ꎮ 每组中左上图为阶跃模式记录得到的全细胞 Ｋ＋电流ꎬ右上图为 ＩｂＴＸ (１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)阻断后的全细胞 Ｋ＋电流ꎬ下图为不同钳制

电压下的电流密度及 ＩｂＴＸ (１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)阻断后的电流密度ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ｏｎ ｗｈｏｌｅ￣ｃｅｌｌ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｃｕｒｒｅｎｔｓ ｉｎ ｍｙｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｙ

图 ２. ＢＫＣａ通道阻断剂 ＩｂＴＸ 对大鼠肠系膜动脉张力的影响　 　 Ａ 为 ＢＫＣａ通道阻断剂 ＩｂＴＸ(１０－７ｍｏｌ / Ｌ)对各组大鼠肠系膜动脉血管

张力影响的实验图形ꎻＢ 为 ＩｂＴＸ 对血管张力影响的数据统计图(ｎ＝ ６)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎｈｉｂｉｔｅｒ ＩｂＴＸ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｔｅｎｓｉｏｎ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ
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２.４　 高血压和增龄对肠系膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ

通道 β１ 亚基的影响

本实验室前期研究结果表明ꎬ高血压时ꎬＢＫＣａ通

道 β１ 亚基上调ꎬ而增龄使其表达下调[１４ꎬ１６]ꎮ 通过

膜片钳单通道记录模式观察 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基特异

性激活剂他莫昔芬(Ｔａｍｏｘｉｆｅｎꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ[Ｃａ２＋] ｆｒｅｅ

＝ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ)对各组平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道的单通

道电流的影响ꎬ以此探究高血压及增龄两种因素作

用下 β１ 亚基对 ＢＫＣａ通道活性的影响ꎮ 在 ３ 月龄正

常血压大鼠中ꎬ他莫昔芬使 ＢＫＣａ通道开放概率(Ｐｏ)

增加近 ３.８ 倍(ｎ ＝ １６)ꎬ而在高血压大鼠中增加了

６.２倍(ｎ ＝ １８ꎬＰ<０.０５)ꎮ 表明他莫昔芬对正常血压

大鼠 ＢＫＣａ通道 Ｐｏ 的增加程度显著低于同龄的高血

压大鼠(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ３ 月龄高血压大鼠相比ꎬ１６ 月

龄高血压大鼠 ＢＫＣａ通道 Ｐｏ 没有显著上调或下调趋

势ꎬ推测这种变化为增龄与高血压的共同作用所导

致的ꎮ 综上表明ꎬ高血压可上调 ＢＫＣａ通道的 β１ 功

能ꎬ即伴随高血压发展ꎬβ１ 亚基上调ꎬＢＫＣａ通道激活

水平升高(图 ３)ꎮ

图 ３. 各组大鼠肠系膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ单通道门控特性　 　 Ａ 为他莫昔芬(１ μｍｏｌ / Ｌ)对 ＢＫＣａ单通道活性的影响ꎬ浴液中游离钙

离子浓度为 １００ ｎｍｏｌ / ＬꎬＨＰ ＝＋４０ ｍＶꎻＢ 为统计图ꎬ使用他莫昔芬后 Ｐｏ 值出现成倍变化( ｎ ＝ ６)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 相比ꎮ 纵坐标为

ｐＡꎬ１ ｐＡ＝ １０－１２Ａꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｇａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＢＫＣａ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｎｎｅｌ ｃｕｒｒｅｎｔｓ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ

２.５　 高血压和增龄对 ＢＫＣａ通道肠系膜动脉平滑肌

细胞中 α、β１ 亚基表达的影响

α 亚基表达量在各组之间无显著差异 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 然而ꎬ与同龄正常血压大鼠相比ꎬ高血压大

鼠 β１ 亚基表达始终增高(ｎ ＝ ６ꎬＰ<０.０５)ꎮ １６ 月龄

高血压大鼠 β１ 亚基表达量(１.３０±０.１５)显著低于 ３
月龄高血压大鼠(２.１７±０.１３)ꎮ 提示ꎬ高血压上调肠

系膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基表达ꎬ增龄

下调其表达(图 ４)ꎮ

图 ４. 各组大鼠肠系膜动脉 ＢＫＣａ通道的 α、β１ 亚基的表达　 　 Ａ 为各组大鼠肠系膜动脉 ＢＫＣａ通道 α、β１ 亚基的泳道条带图像ꎬＢ 为 α、

β１ 亚基分别与 β￣ａｃｔｉｎ 的平均比值统计出的图形ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ３Ｍ 同品系相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α ａｎｄ β１ ｓｕｂｍｉｔ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ

４８９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １０ꎬ２０１８



２.６　 高血压和增龄对 ＫＣＮＭＢ１ 基因启动子区 ＣｐＧ
位点甲基化的影响

无论是 ３ 月龄还是 １６ 月龄ꎬ与正常血压大鼠相

比ꎬ高血压大鼠甲基化程度显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 无

论是正常血压大鼠还是高血压大鼠ꎬＫＣＮＭＢ１ 基因

启动子区甲基化程度均随年龄增加而上升 (Ｐ <
０.０５ꎻ图 ５)ꎮ

图 ５. 各组大鼠肠系膜动脉 ＫＣＮＭＢ１ 基因启动子区甲基化

程度　 　 Ａ 为 ＫＣＮＭＢ１ 启动子区 ＣｐＧ 岛甲基化程度形象图ꎬ黑点

代表已经甲基化ꎬ白点代表未甲基化ꎻＣｐＧ 岛上的 ７ 个位点克隆 １０
次后进行测序ꎮ Ｂ 图为 ＫＣＮＭＢ１ 启动子区 ＣｐＧ 岛甲基化的平均百

分比(ｎ＝ ６)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同龄 ＷＫＹ 相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ３Ｍ 同

品系相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＫＣＮＭＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ

３　 讨　 论

本研究结果表明ꎬ高血压和增龄对肠系膜动脉

平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基的基因启动子区甲基

化程度产生相反的影响ꎬ进而使得 ＢＫＣａ通道 β１ 亚

基表达和功能发生变化ꎮ 大鼠 ３ 月性成熟ꎬ１６ 月为

老年期ꎮ 高血压引起 ３ 月龄大鼠 β１ 亚基启动子区

去甲基化ꎬ这是其表达上调的主要影响因素ꎻ随增

龄变化ꎬβ１ 亚基甲基化程度加大ꎬＢＫＣａ通道表达下

调ꎮ 高血压和增龄对 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基 ＤＮＡ 甲基

化产生完全不同的作用ꎬ因此有必要探究血管在病

理和生理老化的共同作用下 ＢＫＣａ通道的变化情况ꎮ
研究表明ꎬ随着增龄变化ꎬ高血压大鼠收缩压

增加、血管损伤加快、动脉硬化增加、血管反应性降

低[５￣６]ꎮ 老年人高血压的发病率更高ꎬ而血压的持

续升高会加剧其血管的病变[２３]ꎮ 高血压与增龄均

可增加患者收缩压和平均动脉压ꎬ在血压中这种协

同现象可能涉及多种机制[４￣５ꎬ２４]ꎮ 例如ꎬ血管平滑肌

细胞硬度和黏性的相互作用促进了高血压和增龄

之间的相互作用ꎬ加速了血管僵硬程度ꎬ升高了主

动脉压力ꎮ 此外ꎬ高血压和增龄加剧增强交感神经

活动ꎬ损害植物神经功能ꎬ促使血压变化、血管衰老

和血管功能障碍[２５]ꎮ
高血压时ꎬ血管平滑肌细胞膜上离子通道的表

达和功能也会发生异常ꎮ ＢＫＣａ通道在血管平滑肌中

高度表达ꎬ并且通过内源性代偿机制缓解血管收

缩ꎬ特别是在阻力动脉持续强烈肌源性收缩时ꎬ在
血管舒张中起关键作用[２６]ꎮ ＢＫＣａ通道由膜去极化

和细胞内钙离子激活ꎮ 当细胞兴奋时细胞膜去极

化ꎬ电压依赖性钙通道开放ꎬ胞外 Ｃａ２＋内流ꎬ作用于

肌质网终末池上Ⅱ型雷诺丁受体敏感性钙通道ꎬ诱
发钙火花释放ꎬ引起 ＢＫＣａ开放ꎬ产生瞬时外向钾电

流(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｏｕｔｗａｒｄ Ｋ＋ ｃｕｒｒｅｎｔｓꎬＳＴＯＣ)ꎬ
使膜超级化ꎬ电压依赖性钙通道关闭ꎬ钙内流减少ꎬ
胞内 Ｃａ２＋浓度下降ꎬ血管舒张ꎬ完成了对膜去极化和

血管收缩的负反馈调节[２７]ꎮ ＢＫＣａ通道的表达和功

能与血管张力调节密切相关ꎮ Ｍａｒｉｊｉｃ 等[２８] 研究了

Ｆ３４４ 大鼠和人的冠状动脉ꎬ发现其血管平滑肌中

ＢＫＣａ通道与年龄相关性很大:大鼠冠状动脉平滑肌

细胞中ꎬ２５~３０ 月龄组 ＢＫＣａ通道电流密度与 ３ 月龄

组相比减少了 ６５％ꎻ人冠状动脉平滑肌上ꎬ６０ ~ ７０
岁组 ＢＫＣａ通道的 α 亚基蛋白与 １９ ~ ５６ 岁组相比减

少了 ４５％ꎮ 同时另一研究表明ꎬ老年 Ｆ３４４ 大鼠冠

状动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道与青年相比其转录明

显下调[２９]ꎮ 肠系膜动脉为机体主要外周阻力血管ꎬ
其舒缩功能对血压的调节起关键作用ꎮ 本研究检

测了肠系膜动脉平滑肌细胞中 ＢＫＣａ通道电流、其在

血管张力调节中的作用以及不同年龄段 ＷＫＹ 和

ＳＨＲ 肠系膜动脉 α 和 β１ 亚基表达ꎮ 结果显示高血

压显著上调 ＢＫＣａ通道功能ꎬ包括 ＢＫＣａ通道全细胞电

流、β１ 亚基活性、β１ 亚基功能和 β１ 亚基表达ꎮ 这

些数据与蛋白免疫印迹分析结果一致ꎬ高血压肠系

膜动脉中 β１ 功能增强ꎮ 我们的研究还提供了高血

压对 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基启动子区去甲基化程度的影

响的新证据ꎬ其上调 β１ 亚基表达ꎬ增加青年和老年

肠系膜平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道活性ꎮ ＤＮＡ 甲基化是

指在 ＤＮＡ 甲基化转移酶的作用下ꎬ基因组磷酸化

ＣｐＧ 二核苷酸的胞嘧啶 ５’碳位共价键结合一个甲

基基团ꎮ 基因组中富含 ＣｐＧ 的 ＤＮＡ 序列的片段称

为 ＣｐＧ 岛ꎮ 转录调控通常发生在位于启动子区域

周围的 ＣｐＧ 岛中ꎬ转录起始位点的 ＣｐＧ 岛甲基化可

导致 基 因 长 期 沉 默[１９￣２０]ꎮ 我 们 分 析 了 位 于

ＫＣＮＭＢ１ 基因启动子区上游 ２０００ ｂｐ 以内的 ＣｐＧ
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岛ꎮ 无论是 ３ 月龄还是 １６ 月龄ꎬ较同龄正常血压大

鼠相比ꎬ高血压大鼠 ＫＣＮＭＢ１ 基因启动子的平均甲

基化程度总是偏高ꎬ表明高血压诱导 β１ 基因启动

子去甲基化ꎬ这与 β１ 亚基表达和功能的上调一致ꎮ
因此ꎬ启动子区甲基化水平在调节高血压的 ＢＫＣａ通

道表达和活性及其调节血管收缩作用起着至关重

要的作用ꎮ ＢＫＣａ通道主要抑制血管平滑肌细胞肌源

性收缩进一步增加ꎬ是病理条件下起保护作用的代

偿机制ꎮ 高血压显著上调 ＢＫＣａ通道ꎬ启动了这种代

偿机制ꎬ增加了 ＢＫＣａ 通道的活性和 β１ 亚基的表

达量ꎮ
表观遗传学变化是衰老过程的重要组成部分ꎬ

其中 ＤＮＡ 甲基化已成为衰老的主要标志[１８￣３０]ꎮ 大

部分组织的平均 ＤＮＡ 甲基化率在早期增加ꎬ而在晚

期逐渐减少[３１]ꎮ 本研究结果表明ꎬ正常大鼠和高血

压大鼠的 ＤＮＡ 甲基化随着年龄增加而增加ꎮ 在老

年 ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 组中ꎬ随着 ＫＣＮＭＢ１ 基因启动子区

ＤＮＡ 甲基化程度的升高ꎬＢＫＣａ通道电流减弱ꎬβ１ 亚

基的表达略微下调ꎮ 而在 ＳＨＲ 组中ꎬ随着增龄ꎬβ１
亚基的表达显著下调ꎻＷＫＹ 组没有呈现出这样变

化ꎮ 这可能是由于 ＳＨＲ 为了抵抗血管张力增加ꎬ作
为代偿机制的 ＢＫＣａ通道被过度启动ꎬ随着增龄ꎬ这
种机制失去了平衡ꎬ代偿失调ꎬ通道功能和活性减

弱ꎬ调节血管张力的功能减弱ꎮ
综上ꎬ本研究表明高血压和增龄可以不同程度

地改变 ＫＣＮＭＢ１ 启动子的甲基化程度ꎬ使大鼠肠系

膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道 β１ 亚基功能和表达发

生改变ꎮ 从表观遗传学角度探讨高血压和增龄作

用下血管平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道功能变化的 ＤＮＡ 甲

基化机制ꎬ有助于我们了解高血压和增龄过程中

ＢＫＣａ通道活性和血管收缩的分子学机制的变化ꎬ综
合地理解病理状态和自然衰老状态下的血管功能

变化机制ꎮ
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