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Rap1A DNA 甲基化在 Hcy 促进巨噬细胞增殖中的作用
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[摘　 要] 　 目的　 探讨 Rap1A DNA 甲基化在同型半胱氨酸(Hcy)促进小鼠单核巨噬细胞 RAW264. 7 增殖中的作

用。 方法　 将处于对数生长期的 RAW264. 7 细胞分为对照组(Hcy 0 μmol / L)和不同浓度的 Hcy(20,40,60,80,100
μmol / L)干预组,24 h 后用 XTT 检测细胞活力;Edu 检测细胞增殖情况;qRT-PCR 和 Western blot 检测 Rap1A 的

mRNA 和蛋白的表达;甲基化特异性 PCR 法(MSP)检测 Rap1A 启动子区甲基化改变;激光共聚焦显微镜观察

Rap1A 的变化;将 Rap1A 干扰腺病毒转染 RAW264. 7 细胞并用 Hcy 刺激,检测 Rap1A 的 mRNA 和蛋白水平的变化

及细胞的增殖情况。 结果　 与对照组相比,不同浓度的 Hcy 干预细胞后,细胞活力增强,其中 100 μmol / L Hcy 浓度

最为明显(P<0. 01),且细胞增殖水平明显增加(P<0. 01);经 Hcy 刺激后,细胞 Rap1A 的 mRNA 和蛋白表达量显著

增加(P<0. 01),启动子区甲基化水平降低(P<0. 01);干扰 Rap1A 的表达后能够部分逆转 Hcy 所致的细胞增殖(P<
0. 01)。 结论　 Rap1A 启动子区低甲基化介导了 Hcy 导致的 RAW264. 7 细胞增殖。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role of DNA methylation of Rap1A in Hcy-induced RAW264. 7 cell prolifera-
tion. 　 　 Methods　 RAW264. 7 cells in logarithmic growth phase were divided into control group (Control) and Hcy trea-
ted groups with different concentrations (20, 40, 60, 80, 100 μmol / L Hcy). 　 Cell viability was detected by XTT to
screen optimal intervention time and concentration of Hcy after cells were treated for 24 hours. 　 Edu test was used to ana-
lyze cell proliferation. 　 The expression levels of Rap1A mRNA and protein were measured by qRT-PCR and Western blot
respectively. 　 Methylation-specific PCR (MSP) was used to detect the change of Rap1A promoter region. 　 The changes
of Rap1A were examined by immunofluorescence staining. 　 Rap1A interference adenovirus was transfected into
RAW264. 7 cells and stimulated with Hcy to detect the changes of mRNA and protein levels of Rap1A and cell prolifera-
tion. 　 　 Results　 Compared with control group, the cell viability was enhanced after cells were treated with different con-
centration of Hcy, which was the most obvious when cells were treated by 100 μmol / L Hcy (P<0. 01), as well as cell pro-
liferation(P<0. 01). 　 But there was no time and concentration dependence. 　 After Hcy stimulation, the expression of
mRNA and protein of Rap1A increased significantly(P<0. 01). 　 The result of MSP revealed that the methylation level of
Rap1A promoter region was decreased (P<0. 01). 　 Interfering with the expression of Rap1A can partially reverse the pro-
liferation of cells induced by Hcy (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 DNA hypomethylation of Rap1A promoter region may play
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an important role in macrophage proliferation induced by Hcy.

　 　 同型半胱氨酸(homocysteine, Hcy)是甲硫氨酸

循环代谢的中间产物[1],可通过促血管平滑肌细胞

增殖、诱导氧化应激、细胞凋亡和血管内皮功能紊

乱等多种机制导致动脉粥样硬化( atherosclerosis,
As) [2-3]。 在 As 病变早期,巨噬细胞增殖活性较高,
晚期则相反[4],相关研究表明 Hcy 可促进巨噬细胞

增殖和激活,但机制尚未完全阐明。 Ras 相关蛋白

1A(Ras related protein 1A, Rap1A)属于小 GTP 酶

超家族,有文献报道其与细胞增殖、凋亡、分化和生

存等细胞过程密切相关[5]。 DNA 甲基化是一种经

典的表观遗传学修饰,能够负向调控基因的表达。
但 Rap1A 甲基化是否参与了 Hcy 导致的巨噬细胞

增殖,目前尚不清楚。 本研究以小鼠单核巨噬细胞

RAW264. 7 为研究对象,探讨 Rap1A 及其启动子甲

基化在 Hcy 所致巨噬细胞增殖中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞来源及试剂

小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 购自美国 ATCC 公司。
Rap1A 鼠单克隆抗体(Abcam 公司,ab181858);山羊

抗鼠辣根过氧化物酶标抗体(北京中杉金桥生物技

术有限公司);DMEM 高糖培养基(Thermo 公司);
Hcy(索莱宝公司);胎牛血清( Sigma 公司);cDNA
反转录试剂盒(Thermo 公司);实时荧光定量 PCR
检测试剂盒和 EdU 试剂盒(Takara 公司);总 RNA
提取试剂盒(北京天根生化科技有限公司);总蛋白

提取试剂盒(凯基公司);BCA 蛋白含量检测试剂盒

(凯基公司);XTT 试剂盒(凯基公司);Rap1A 扩增

引物由上海生工生物股份有限公司设计合成;Cell-
Light TM EdU 染色试剂盒 (Ribobio,中国广州);
Rap1A 干扰腺病毒由汉恒生物科技有限公司提供。
1. 2　 实验分组

Hcy 最佳药物浓度筛选:RAW264. 7 细胞长至

80% ,加入 Hcy 使培养液中 Hcy 的终浓度分别为 0、
20、40、60、80 和 100 μmol / L。 细胞孵育 24 h,通过

XTT 实验检测细胞增殖活力,筛选最佳药物浓度。
实验分为对照组、Hcy 组、Ad-GFP 组、Ad-shRap1A

组、Hcy +Ad-GFP 组、Hcy +Ad-shRap1A 组。 Hcy 组

为 100 μmol / L Hcy 干预 RAW264. 7 细胞 24 h;Ad-
GFP 组为在 RAW264. 7 细胞转染过表达腺病毒的

GFP 对照;Ad-shRap1A 组为转染 Rap1A 过表达腺

病毒;Hcy+Ad-GFP 组为 Hcy 干预 RAW264. 7 细胞

的基础上转染过表达腺病毒 GFP 对照;Hcy +Ad-
shRap1A 组为在 Hcy 干扰 RAW264. 7 细胞的基础

上转染 Rap1A 过表达腺病毒。
1. 3　 RAW264. 7 细胞培养

将 RAW264. 7 细胞培养于含 10%胎牛血清、1%
青链霉素 DMEM 培养基,37 ℃、5% CO2 细胞培养箱

内培养。 细胞覆盖培养瓶的 80% ~ 90% 时,用含

0. 25%胰蛋白酶消化并按 1 ∶ 4 进行传代。 待细胞融

合 80%左右时进行实验。 RAW264. 7 细胞生长达到

80%时,加入相应腺病毒(MOI = 100)孵育 8 h,加入

Hcy(100 μmol / L),继续孵育 24 h 进行后续实验。
1. 4　 XTT 实验检测 RAW264. 7 细胞活力

细胞计数后接种于 96 孔板,每孔 105 个细胞,
贴壁培养 24 h 后按不同实验目的处理。 分别加入

不同浓度,每个浓度设 3 个平行孔,设对照孔和空白

孔,取 24 h 时段细胞进行检测,实验重复 3 次。 每

次测定时孔中加入XTT 液10 μL,培养3 h 后取出,在
酶标仪上 450 nm 处测定吸光度,参考波长为 655 nm;
计算 SI:SI=试验孔 OD 均值 / 对照孔 OD 均值。
1. 5　 EdU 染色法检测 RAW264. 7 细胞增殖

Hcy 干预方法与上述增殖测定相同。 用 EdU
染色试剂盒检测 DNA 增殖活性。 细胞用 10 μmol /
L EdU 处理。 3 h 后,将细胞固定,用 DAPI 染色并

用倒置显微镜观察。 计算 EdU 阳性细胞比例。
1. 6　 Western blot 检测 Rap1A 的蛋白表达水平

收集巨噬细胞裂解物,通过 BCA 法测量蛋白质

浓度。 将蛋白质样品上样后进行电泳、转膜,用 5%
脱脂奶粉封闭 2 h,加入稀释好的 Rap1A 鼠单克隆

抗体 4 ℃过夜,PBST 洗三次,每次 5 min,加入稀释

好的山羊抗鼠辣根过氧化物酶标抗体孵育 2 h,
PBST 洗涤后,加入显色底物,以 β-actin 为内参,凝
胶成像分析仪上成像分析,计算灰度值比值。
1. 7　 荧光定量 PCR检测巨噬细胞 Rap1A的表达水平

细胞用 PBS 洗涤 2 次后,收集细胞,加入 1 mL
Trizol 充分裂解细胞后,按照细胞 RNA 提取步骤,提
取总 RNA 并测定其浓度和纯度,利用反转录试剂盒

配置反应体系,在反转录仪上经 25 ℃反应 5 min,42
℃ 60 min,70 ℃ 5 min 终止反应,合成 cDNA 后,利
用 PCR 扩增试剂盒配置反应体系,在 PCR 扩增仪

上对目的基因 Rap1A 和内参基因 GAPDH 进行扩

增。 以 2-△△Ct 计算实验组目的基因相对于对照组

目的基因的表达倍数。 实验重复 3 次,取均值。 采

用 Primer 5. 0 软件设计引物:Rap1A 引物为上游 5′-
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TCCTTGGTTCAGGAGGCGTG-3′,下游 5′-TCGGTTC-
CTGCAGTGTCCAG-3′;GAPDH 引物为上游 5′-TG
ACGTGGACATCCGCAAAG-3′,下游 5′-CTGGAAGGT
GGACAGCGACG-3′。
1. 8　 甲基化特异性 PCR

根据 制 造 商 的 说 明, 用 DNeasy Tissue Kit
(Qiagen Inc. ,Valencia,CA)提取来自细胞的基因组

DNA。 在基因组 DNA 定量后,使用 EZ DNA 甲基

化-直接试剂盒(Zymo Research,Orange,CA,USA)对
1 μg 基因组 DNA 进行亚硫酸氢盐修饰。 将亚硫酸

氢盐转化的 DNA 重悬于 Tris-EDTA(TE)缓冲液中

并储存在-80 ℃直至样品准备好进行分析。 在总体

积为 20 μL 的溶液中扩增修饰的 DNA,所述溶液含

有 1×PCR 缓冲液,1. 5 mmol / L MgCl2,0. 2 μmol / L
的每种引物,200 μmol / L 的每种 dNTP 和 1 U Plati-
num Taq 聚合酶(Life Technologies,Carlsbad,CA)。
设计引物以使用 MethPrimer 程序(http: / / itsa. ucsf.
edu / ~ urolab / methprimer)检测 CpG 位点的甲基化

状态。 用于未甲基化 PCR(MSP-U)和甲基化反应

(MSP-M)的引物序列如表 1 中所列。 最终产物在

2%琼脂糖凝胶中在 100 V 下电泳 20 min,凝胶成像

分析仪上成像分析。

表 1. Rap1A MSP 甲基化引物设计

Table 1. Primer sequences of methylated and unmethylated genes

基因 　 　 　 　 　 　 引物序列 温度(℃)
Rap1A 上游 5′-CGGAGTATGTTATATACGGGG-3′ 51. 7
(M)　 下游 5′-AAAATTCCCGTTCTAAACTACGAA-3′ 51. 4
Rap1A 上游 5′-TGGAGTATGTTATATATGGGG-3′ 47. 4
(U)　 下游 5′-AAAATTCCCATTCTAAACTACAAAT-3′ 47. 3
Rap1A 上游 5′-TTGGGTAATGAGTTTATAAGGG-3′ 48. 8
　 　 　 下游 5′-AAACTTCAACCCACCTAATATACAACAAAT-3′ 52. 2

1. 9　 统计学处理

定量数据以 x±s 表示,确定为正态分布后,两组

间比较采用 t 检验,多样本均数间比较采用单因素

方差分析(ANOVA)。 所有统计计算均采用 SPSS
17. 0 进行,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 Hcy 对 RAW264. 7 细胞增殖的影响

RAW264. 7 细胞经不同浓度 Hcy(0、20、40、60、
80 和 100 μmol / L)刺激 24 h 后,用 XTT 检测细胞活

力,结果发现不同浓度 Hcy 干预细胞 24 h 后,细胞活

力均出现了变化,但无浓度依赖性,以 100 μmol / L
Hcy 刺激后细胞增殖最为明显,差异有统计学意义

(P<0. 01) (图 1A)。 100 μmol / L Hcy 刺激细胞,
EdU 掺入 RAW264. 7 细胞核的量最多(图 1B)。
2. 2　 Hcy 对 Rap1A 表达的影响

RAW264. 7 经 100 μmol / L Hcy 干预后,用 qRT-
PCR 及 Western blot 检测 Rap1A 的表达,结果显示,
与对照组相比,Rap1A 的 mRNA 及蛋白表达量分别

升高了 80%和 113% ,差异有统计学意义(P<0. 01;
图 2A 和 2B)。

图 1. Hcy 对 RAW264. 7 细胞增殖的影响　 　 A 为不同浓度

Hcy 诱导细胞 24 h 后用 XTT 检测细胞活力;B 为 100 μmol / L Hcy 诱

导 RAW264. 7 细胞 24 h 后细胞核 EdU 掺入量 (100 ×)。 a 为 P <
0. 01,与对照组比较。

Figure 1. Effect of Hcy on proliferation of RAW264. 7 cells
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图 2. Hcy 对 Rap1A mRNA(A)和蛋白(B)表达的影响　 　 a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 2. Effect of Hcy on mRNA (A) and protein (B) expression of Rap1A

2. 3　 Hcy 对 Rap1A 启动子区甲基化的影响

利用生物信息学软件分析预测 Rap1A 启动子

区结构,在启动子上游 413 ~ 1 207 bp 的位置存在一

个 CpG 岛(图 3A)。 进一步用 100 μmol / L Hcy 干预

RAW264. 7 后,利用 MSP 检测 Rap1A 启动子区的改

变,结果显示,与对照组相比,Hcy 干预后,Rap1A 启

动子区甲基化水平降低了 20% (图 3B)。

图 3. Hcy 对 Rap1A 启动子区甲基化的作用　 　 A 为生物信息学分析预测 Rap1A 启动子区 CpG 岛;B 为MSP 检测 Rap1A 启动子区甲基

化状态。 M 为甲基化;U 为非甲基化。

Figure 3. Effect of Hcy on methylation of the Rap1A promoter region
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2. 4　 转染 Rap1A 干扰腺病毒后 Rap1A 的表达变化

利用 Rap1A 干扰腺病毒(Ad-shRap1A)和 GFP-
干扰对照(Ad-GFP)分别转染 RAW264. 7 细胞,在
荧光显微镜下观察荧光表达量,验证病毒转染成功

(图 4A)。 qRT-PCR 和 Western blot 检测 Rap1A
mRNA 及蛋白的表达,结果表明,与对照组相比,Ad-
shRap1A 组 Rap1A 表达明显减少,差异有统计学意

义(P<0. 01;图 4B 和 4C)。

图 4. 转染 Rap1A 干扰腺病毒后 Rap1A 的表达水平变化　 　 A 为荧光显微镜观察病毒转染效率(100×);B 和 C 分别为 qRT-PCR 和

Wertern blot 检测病毒 Rap1A 的表达。 a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 4. Expression change of Rap1A after transfection with Rap1A adenovirus

2. 5　 Rap1A 对 RAW264. 7 细胞增殖的影响

为了明确 Rap1A 在 Hcy 致 RAW264. 7 细胞增

殖中的作用,进一步转染 Ad-shRap1A、Ad-GFP 病毒

至 RAW264. 7 细胞,并用 100 μmol / L Hcy 刺激 24 h
后,XTT 和 EdU 检测细胞增殖情况,结果表明,与对

照组相比,Hcy+Ad-shRap1A 组 RAW264. 7 细胞的

增殖率明显降低,差异具有显著性 ( P < 0. 05;图

5A);同时,Hcy 促进 EdU 掺入 RAW264. 7 细胞核的

量也明显减少(图 5B)。

3　 讨　 论

Hcy 是甲硫氨酸循环代谢的中间产物,临床上

将由各种原因导致的血浆 Hcy 水平超过 15 μmol / L
称为高同型半胱氨酸血症( hyperhomocys-teinemia,
HHcy) [6],已经被确认为是 As 的独立危险因素,在
心、脑血管疾病及外周血管硬化等疾病中具有重要

作用[7]。 HHcy 诱发 As 的机制与下述因素有关:引
起内皮细胞损伤及功能障碍;使胆固醇和甘油三酯

生物合成代谢异常;刺激血管平滑肌细胞增殖和迁

移;激活单核细胞;促进血栓形成[8] 等。 由于巨噬

细胞增殖和吞噬脂质变成泡沫细胞是 As 的重要环

节[9],探讨 Hcy 在巨噬细胞增殖中的机制具有非常

重要的意义。 本研究结果显示,以 100 μmol / L Hcy
刺激 24 h 巨噬细胞的增殖率增加最为明显,表明

Hcy 可以促进巨噬细胞增殖,与文献报道一致[10]。
Rap1 是小 G 蛋白三磷酸酶超家族成员,在细胞

运动连接形成中具有重要的作用[11-12]。 Rap1 在哺

乳动物中表达[13],是整合素活性和白细胞黏附的调

节因子。 Rap1A 为 Rap1 的两种同种亚型之一

(Rap1A 和 Rap1B ), 是 Ras 相 关 成 员 蛋 白 质

(Raps),与 Ras[14-15] 的相似性最高。 Rap1A 可以在

GTP 和 GDP 绑定位点之间转换并且刺激下游效应

器传递信号[16-17]。 近年发现,Rap1A 的作用包括调

节细 胞 外 信 号, 激 活 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶

(extracellular regulated protein kinases,ERK),参与

整合素介导的细胞活动,并且与细胞增殖、黏附、细
胞转移以及成骨细胞分化密切相关[15,18-20]。 然而,
不同细胞类型 Rap1A 的具体作用各不相同。 研究

显示:在胶质母细胞瘤中 Rap1A 促进胶质母细胞瘤
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图 5. XTT(图 A)和 EdU 染色(图 B,100×)检测 Rap1A 对

RAW264. 7 细胞增殖的影响　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b
为 P<0. 05,与 Hcy 组比较。

Figure 5. Effect of Rap1A on proliferation of RAW264. 7 cells

增殖和肿瘤生长[21];用 miRNA 敲低 Rap1A 后,能够

抑制 Rac1 / PAK1 通路,并减弱前列腺癌细胞增

殖[22-23],表明 Rap1A 参与细胞的增殖过程。 本研究

结果显示:在 Hcy 干预巨噬细胞后,伴随细胞增殖

活性的增加,Rap1A 表达水平升高,提示 Hcy 导致

的巨噬细胞增殖可能与上调 Rap1A 的表达有关。
为了进一步明确 Rap1A 在 Hcy 致巨噬细胞增殖中

的作用,我们在巨噬细胞中转染腺病毒干扰 Rap1A
的表达,结果显示,转染干扰腺病毒后,Rap1A 的表

达明显降低,且能够一定程度逆转 Hcy 导致的巨噬

细胞增殖,表明 Rap1A 是 Hcy 致巨噬细胞增殖的重

要机制。
DNA 甲基化是指在 DNA 甲基转移酶 ( DNA

methyltransferase,DNMT)的作用下,在 CpG 岛二核

苷酸 5′端的胞嘧啶加入甲基,使之变为 5-甲基胞嘧

啶,这种 DNA 修饰方式并没有改变基因碱基序列,
但它却调控着基因的表达。 在体内,Hcy 通过甲硫

氨酸循环的转甲基途径将甲基转移至 DNA 和蛋白

质等受体从而发挥生物学效应,因此 DNA 甲基化成

为调控基因表达的重要方式,也是目前研究的热

点。 生物信息学分析发现,Rap1A 启动子区存在一

长度为 795 bp 的 CpG 岛,提示 Rap1A 的表达可能

受甲基化调控。 进一步用 MSP 检测 Rap1A 启动子

区甲基化,结果显示,Hcy 刺激 RAW264. 7 细胞后,
Rap1A 启动子区甲基化水平明显降低,与 Rap1A 表

达趋势相反,表明 Hcy 引起巨噬细胞增殖与 Rap1A
启动子区低甲基化上调 Rap1A 的表达有关。 NF-κB
信号通路的异常激活与 As 疾病的发生密切相关。
有研究发现,在 As 病灶中的巨噬细胞、平滑肌细胞

等多种细胞中 NF-κB 过度活化[24-25],但 Rap1A 是否

通过此通路来调控巨噬细胞增殖还有待进一步

研究。
综上所述,Rap1A 表达上调介导了 Hcy 导致的

巨噬细胞增殖,其机制与 Rap1A 启动子区低甲基化

改变有关。 我们的研究提示,以 Rap1A 信号为靶标

调控巨噬细胞的增殖与炎症反应,可能为早期干预

As 病变的发生、发展提供新的思路。
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