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在载脂蛋白 E 基因敲除小鼠和人脐静脉平滑肌细胞中
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察同型半胱氨酸对载脂蛋白 E 基因敲除小鼠不同组织和人脐静脉平滑肌细胞中 B1 和 Alu 序

列甲基化水平的影响,为进一步阐明同型半胱氨酸致动脉粥样硬化形成的分子机制提供理论和实验依据。 方法摇
复制高同型半胱氨酸血症载脂蛋白 E 基因敲除小鼠模型,给予不同饮食 14 周后,分别取小鼠心脏组织、血管及白

细胞;原代培养人脐静脉平滑肌细胞,用 50、100、200 及 500 滋mol / L 同型半胱氨酸干预培养 72 h 后,抽提组织、白
细胞及平滑肌细胞的基因组 DNA,采用巢式降落式甲基化特异性 PCR 法分别检测不同组织和细胞中 B1 和 Alu 序

列甲基化水平的变化。 结果摇 饲以高蛋氨酸饮食的载脂蛋白 E 基因敲除小鼠心脏组织、血管和白细胞中 B1 重复

序列甲基化水平下降明显,与正常对照组比较有显著性差异(P < 0. 05 和 P < 0. 01);在同型半胱氨酸干预的平滑肌

细胞中 Alu 序列甲基化水平下降显著(P < 0. 05 和 P < 0. 01)。 结论摇 同型半胱氨酸引起 B1 和 Alu 序列低甲基化

改变可能是其导致动脉粥样硬化发生发展的重要机制之一。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the methylation levels of B1 and Alu sequences in different tissues of ApoE - / - mice
and human vascular smooth muscle cells induced by homocysteine (Hcy), so as to further clarify the molecular mechanisms
of Hcy鄄induced atherosclerosis (As). 摇 摇 Methods摇 The hyperhomocysteinemia ApoE - / - mice model were replicated,
and the heart tissues, aortas and white blood cells were taken from mice after fed for 14 weeks. 摇 50, 100, 200, 500
滋mol / L Hcy were added into the primary cultured human umbilical vein smooth muscle cells for 72 h. 摇 The genomic DNA
were extracted from the heart tissues, aortas, white blood cells and vascular smooth muscle cells. 摇 Then the methylation
status of B1 and Alu repetitive sequences were examined by nMS鄄PCR. 摇 摇 Results摇 The methylation levels of B1 repeti鄄
tive sequences were significantly decreased in the heart tissues, aortas and white blood cells of ApoE - / - mice fed with high
methionine diet. 摇 Compared with the control group, there were significant differences (P < 0郾 05 and P < 0郾 01). 摇 The m鄄
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ethylation levels of Alu sequences in the smooth muscle cells cultured with Hcy were significantly declined (P < 0郾 05 and P
< 0郾 01). 摇 摇 Conclusion摇 The hypomethylation of B1 and Alu repetitive sequences induced by Hcy may be an important
mechanism of As.

摇 摇 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是由多种因素

诱导的心脑血管疾病。 研究证实 As 形成过程中存在

整体基因组和某些特定基因的 DNA 甲基化异常[1,2]。
同型半胱氨酸 (homocysteinemia,Hcy)异常升高可以

导致高同型半胱酸血症(hyperhomocysteinemia,HH鄄
cy)。 研究表明 Hcy 是 As 的一个重要的独立危险因

子,它可以通过影响基因启动子区甲基化水平发挥生

物学作用[3]。 B1 重复序列是啮齿类动物基因组中短

散布重复序列(short interspersed repeated sequences,
SINE)家族的一员,Alu 序列是人类基因组中相对应

于 B1 重复序列的 SINE[4,5]。 B1 和Alu 序列广泛散布

于整个基因组中,其甲基化的变化可有效反映出基因

组整体的甲基化状态,然而,Hcy 能否影响 B1 和 Alu
序列甲基化的变化却鲜少报道。 本 课 题 选 择

ApoE - / - 鼠和人血管平滑肌细胞(VSMC)作为研究对

象,采用巢式降落式 PCR(nMS鄄PCR) 法分别检测

ApoE - / - 鼠组织和平滑肌细胞中 B1 和 Alu 重复序列

甲基化的变化,观察 Hcy 对不同组织和细胞中 Alu 和

B1 重复序列甲基化的作用,为进一步阐明 Hcy 致 As
形成的分子机制提供理论和实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要仪器与试剂

摇 摇 相差显微镜 (Nikon 公司);PCR 仪和凝胶成像

系统 (Bio鄄Rad 公司);超净工作台(苏州安泰空气技

术有限公司);高速低温离心机和 CO2 孵箱(Heraeus
公司);精密天平(Sartorius 公司), pH 测定仪( Jen鄄
way Ltd 公司);低速离心机(上海安亭仪器厂)。 青

霉素、链霉素、D鄄PBS 缓冲液、DMEM / F鄄12 培养基、
胎牛血清( Hyclone 公司);胰蛋白酶、D鄄Hanks 液、
同型半胱氨酸(Sigma 公司);红细胞裂解液(北京康

为生物技术公司);DNA 提取试剂盒 ( Promega 公

司);DNA 甲基化修饰试剂盒(Epigentek 公司);引
物由上海生工公司合成。
1郾 2摇 动物模型与分组[6]

SPF 级近交系 C57BL / 6J 背景 5 周龄雄性纯合

子 ApoE - / - 鼠,体质量 18 ~ 20 g,由北京大学实验动

物中心提供[合格证号 SCXK(学)2002鄄001]。 选择

性别、年龄与 ApoE - / - 鼠相匹配的 SPF 级 C57BL / 6J
雄鼠(wild type,WT) 作为对照。 实验动物分为 4

组,每组 12 只: (1) 正常对照组:饲以普通饮食。
(2) ApoE - / - 对照组:ApoE - / - 鼠饲以普通饮食。
(3)高蛋氨酸组:ApoE - / - 鼠饲以高蛋氨酸饮食(普
通饮 食 中 加 入 1. 7% 蛋 氨 酸 )。 ( 4 ) 干 预 组:
ApoE - / - 鼠饲以高蛋氨酸饮食加 0. 006% 叶酸和

0郾 0004% 维生素 B12。 小鼠均分笼饲养于 SPF 级环

境内,自由饮食。 14 周后,各组小鼠腹腔注射 20%
乌拉坦麻醉,摘除眼球取血后离心收集外周血细胞,
分离腹主动脉并剪取心脏用于后续试验。
1郾 3摇 人脐静脉平滑肌细胞的培养[7]

取剖宫产术后的胎儿脐静脉,在超净工作台内

将血管条剪成 1 mm 伊 1 mm 的血管小块,均匀贴于

培养甁底,培养甁内加入 4 mL 20% 胎牛血清的

DMEM / F鄄12 培养液,置 37益、5% CO2 孵箱培养,3
天后,换新鲜培养液,以后每 3 天换液 1 次,待组织

块周围生长的细胞融合度达 90%时传代。 取第 3 代

细胞用于实验,将细胞分别置于终浓度为 0、50、
100、200、500 滋mol / L Hcy 的培养液中孵育 72 h,以
备后续实验使用。
1. 4摇 组织和细胞 DNA 的提取

取各组小鼠组织,组织匀浆器匀浆,取上清液转

移到离心管中;收集平滑肌细胞并转移到离心管中。
15000 g 离心 10 min。 弃上清,加入 200 滋L PBS 清

洗细胞,离心并弃去 PBS,涡旋振荡器剧烈振荡使细

胞重悬。 向离心管中加入 600 滋L 核裂解液,以裂解

组织细胞。 加入 200 滋L 蛋白沉淀液高速剧烈振荡

20 s,冰上冷却 5 min。 15000 g 离心 4 min,形成白色

致密的蛋白沉淀。 移上清液(含 DNA)至加有 600
滋L 异丙醇的离心管中,轻轻颠倒混匀。 15000 g 离

心 1 min,弃上清,加入 600 滋L 70% 乙醇清洗 DNA
沉淀。 15000 g 离心 1 min,自然干燥 10 min。 向离

心管中加入 100 滋L DNA Rehydration Solution,65益
孵育 1 h 溶解 DNA。 取 3 滋L DNA 溶液,加 1 滋L 上

样缓冲液(含 0. 25% 溴酚兰,40% 蔗糖),100 V / cm
1%琼脂糖凝胶(含有 0. 05 mL / L EB)电泳 30 min,
紫外凝胶成像分析仪下观察。
1郾 5摇 DNA 纯度和浓度的检测

待测 DNA 样品用蒸馏水 1颐 20 稀释,充分混匀。
用蒸馏水作为空白,在波长 260 nm 处调节紫外分光

光度计读数至零,然后用紫外分光光度计分别测定

样品 260 nm 的 OD 值。 DNA 样品浓度计算公式:
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DNA = 50 伊 OD260 伊 稀释倍数(滋g / mL)。 以 260 nm
和 280 nm 的 OD 值的比值(OD260 / OD280)判断 DNA
样品纯度。 OD260 / OD280为 1. 7 ~ 2. 0 之间的 DNA 用

于后续实验。
1. 6摇 DNA 重亚硫酸盐修饰

取 20 滋L 提取的 DNA 样品于 PCR 管中,加 130
滋L CT Conversion Reagent,混匀。 将样品管放到

PCR 仪上,按下列步骤操作:98益 10 min; 64益 2. 5
h。 将上步样品加到含有 600 滋L M鄄Binding Buffer 的
IC 柱中,10000 g 离心 30 s,弃掉收集管中的液体。
加 100 滋L M鄄Wash Buffer 到柱中,10000 g 离心 30 s。
加 200 滋L M鄄Desulphonation Buffer 到柱中,室温放置

15 min,10000 g 离心 30 s。 加 200 滋L M鄄Wash Buffer
到柱中,10000 g 离心 30 s。 将柱放到一个 1. 5 mL
的离心管中,加 10 滋L M鄄Elution Buffer 到柱中,
10000 g 离心 30 s,洗脱 DNA。
1. 7摇 巢式降落式甲基化特异性 PCR 法检测 B1 和

Alu 序列甲基化改变

使用在线甲基化引物设计软件 MethPrimer 设计

甲基化引物,B1 外引物为上游 5忆鄄ATA GAA GTG
GAT GTT TAT AGT TAG TTA TTG鄄3忆,下游 5忆鄄CAC
TCC AAC TTT TTA ACC CTA AC鄄3忆。 甲基化上游

5忆鄄GTT AGT TAT TGG ATG GGT TAT ACG G鄄3忆,下
游 5忆鄄 TAC AAC TAA AAA CAA AAA CTC CGA A鄄
3忆; 非甲基化上游 5忆鄄GTT AGT TAT TGG ATG GGT
TAT ATG G鄄3忆,下游 5忆鄄TACA ACT AAA AAC AAA
AAC TCC AAA鄄3忆。 Alu 外引物为上游 5忆鄄TTA GTT
TTG TGA AGA TTG TTA ATG GTA GT鄄3忆,下游 5忆鄄
ACA ATT AAA CCA AAA ACC AAA TCA C鄄3忆。 甲

基化上游 5忆鄄TTT TAG TTA ATA CGT GAA ATT TCG
T鄄3忆,下游 5忆鄄CAA TCT TAA CTC ACT ACA AAC
TCC G鄄3忆;非甲基化上游 5忆鄄AGA TTA TTT TAG TTA
ATA TGT GAA ATT TTG鄄3忆,下游 5忆鄄ATC TTA ACT
CAC TAC AAA CTC CAC C鄄3忆。 反应体系:Mix 12. 5
滋L,上游引物 (M / U)1 滋L,下游引物 (M / U) 1 滋L,
DNA 模板 4 滋L,加无核酸酶水至 25 滋L。 采用降落

式 PCR 反应程序:94益预变性 5 min,94益变性 30 s,
69益退火 30 s,72益延伸 1 min,运行 30 个循环,每
个循环退火温度下降 0. 5益。 然后运行扩增程序:
94益变性 30 s,69益退火 30 s,72益延伸 1 min,于恒

定的退火温度下进行 20 个循环。 最后 72益再延伸

7 min。 反应后取终产物 3 滋L 在 2% 的琼脂糖凝胶

中 100 V 电泳 30 min,紫外线照像分析光密度。 按

如下公式进行结果的计算:甲基化(% ) = OD甲基化 /

(OD甲基化 + OD非甲基化),每组实验重复 3 次。
1. 8摇 统计学分析

结果以 x 依 s 表示。 两样本均数间比较采用

Student爷s t 检验,多样本均数间比较采用 One鄄way
ANOVA 检验,组间的两两比较采用 Student鄄New鄄
man鄄Keuls 检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 DNA 的提取、浓度和纯度

摇 摇 提取的 DNA 经 1%琼脂糖凝胶电泳,紫外凝胶

成像分析仪下拍照,得到理想的 DNA 条带(图 1)。
核酸分析仪测得 DNA 的浓度在 1. 78 伊 103 mg / L 左

右,纯度均在 1. 81 左右。

图 1. 基因组 DNA 电泳图

Figure 1. The electrophoresis graph of genomic DNA

2郾 2摇 同型半胱氨酸对 ApoE - / - 鼠 B1 序列甲基化修

饰状态的影响

B1 序列的甲基化程度在 ApoE - / - 鼠的血管、白
细胞和心脏中呈不同程度的降低。 在 ApoE - / - 鼠血

管中,ApoE - / - 对照组、高蛋氨酸组 B1 序列甲基化程

度与正常对照组比较分别降低了 7. 37%、13郾 41%,干
预组与高蛋氨酸组比较增加了 9. 10% (P <0. 05);在
白细胞中,与正常对照组比较,ApoE - / - 对照组和高蛋

氨酸组 B1 序列甲基化程度分别下降了 7. 98%、
14郾 82%,而干预组与高蛋氨酸组比较增加了 9郾 83%
(P <0. 05);在心脏中,ApoE - / - 对照组、高蛋氨酸组

B1 序列甲基化程度与正常对照组比较分别降低了

6郾 67%、6郾 14%,干预组与高蛋氨酸组比较增加了

5郾 57% (P <0郾 05;图 2 和图 3)。
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图 2. Hcy对 ApoE - / -鼠血管(上图)、白细胞(中图)和心脏(下
图)B1序列甲基化电泳图摇 摇 1 为正常对照组,2 为 ApoE - / - 对照

组,3 为高蛋氨酸组,4 为干预组;M 为甲基化,U 为非甲基化。

Figure 2. The electrophoresis graph of Hcy on B1 methyla鄄
tion status in aorta (upon), white blood cells (middle) and
heart (below) of ApoE - / - mice

图 3. Hcy 对 ApoE - / - 鼠血管、白细胞与心脏 B1 序列甲基化

修饰状态的影响摇 摇 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与正常对照组

比较;c 为 P < 0. 05,d 为 P < 0. 01,与高蛋氨酸组比较。

Figure 3. Effect of Hcy on the B1 methylation status of aor鄄
ta, blood cells, heart in ApoE - / - mice

2郾 3摇 同型半胱氨酸对人脐静脉平滑肌细胞 Alu 序

列甲基化修饰状态的影响

nMS鄄PCR 法检测结果表明,不同浓度的 Hcy 作

用于平滑肌细胞 72 h 后,Alu 重复序列甲基化程度

降低,表现为低甲基化,随着 Hcy 浓度从 50 到 100
至 500 滋mol / L,平滑肌细胞 Alu 序列甲基化程度与

对照组比较分别下降了 26. 2% 、20. 1% 、22. 2% 和

19. 7% ,差异有显著性(P < 0. 05;图 4)。

图 4. Hcy 对平滑肌细胞 Alu 序列甲基化修饰状态的影响

1 为对照组,2 ~ 5 依次为 50、100、200、500 滋mol / L Hcy。 a 为 P <
0郾 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;M 为甲基化,U 为非甲基化。

Figure 4. Effect of Hcy on the Alu methylation status in
smooth muscle cell

3摇 讨摇 论

As 是由多种遗传因素和环境因素综合作用的

结果,大量临床和循证医学证实,Hcy 是 As 的一个

重要的独立危险因子,可通过多种机制诱发 As[8,9]。
ApoE - / - 小鼠是研究 As 经典的动物模型,高蛋氨酸

饮食会加速 ApoE - / - 鼠 As 形成的进程,这与人类

As 形成过程相似[10]。 而平滑肌细胞的增殖和迁移

是 As 发生发展的中心环节[11]。 故该实验采用饲以

高蛋氨酸的 ApoE - / - 小鼠建立高同型半胱氨酸血症

模型及用 Hcy 干预原代培养的人脐静脉平滑肌细

胞,检测 Alu 和 B1 序列的甲基化状态,以期进一步

解释和阐明 Hcy 导致 As 的分子机制。
B1 和 Alu 序列中 CpG 二核苷酸含量丰富,CpG

是基因组甲基化的主要底物,这为人类基因组提供

了甲基化的位点,而甲基化 /去甲基化可以调节基因

的表达,进而影响疾病的发生发展[12]。 Alu 是短散
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布核元件中最大的一个家族,人基因组中含量最丰

富的一种中度重复序列,在单倍体人基因组中重复

可达 30 万 ~ 50 万次, 约占人基因组的 3% ~
6% [13],Alu 重复序列己被证明在正常组织中呈高甲

基化水平,Alu 序列的低甲基化已经被用来解释人

类肿瘤中出现的基因组低甲基化现象[14]。 B1 重复

序列约占鼠 17% ~25%的基因组序列,B1 序列甲基

化水平是基因组总甲基化水平良好的指示因子[15]。
本实验在 ApoE - / - 小鼠发生 As 的基础上,分别检测

了 ApoE - / - 小鼠的心脏、血管和白细胞中 B1 重复序

列的甲基化水平,结果显示 B1 重复序列发生了低甲

基化改变。 同时,在 Hcy 干预的血管平滑肌细胞中

发现 Alu 序列也发生了低甲基化改变。 结果表明高

蛋氨酸饮食引起的 ApoE - / - 鼠 Hcy 浓度升高可导致

B1 序列甲基化程度的降低,且外源性给予高浓度的

Hcy 刺激也会产生类似的结果。 而这种甲基化修饰

状态的改变很可能因为异常升高的 Hcy 干扰了蛋氨

酸循环代谢途径产生的。 在蛋氨酸代谢循环中,Hcy
接受甲基四氢叶酸提供的甲基转化为甲硫氨酸,后
者经活化生成 S鄄腺苷甲硫氨酸(SAM)。 在 DNA 甲

基转移酶的作用下,体内唯一的 DNA 甲基供体 SAM
提供甲基,将胞嘧啶的第 5 位碳原子甲基化,从而使

胞嘧啶转化为 5鄄甲基胞嘧啶,SAM 转变为 S鄄腺苷同

型半胱氨酸(SAH),SAH 被 S鄄腺苷同型半胱氨酸水

解酶水解生成 Hcy 和腺苷[16,17]。 DNA 甲基化是一

种重要的表观遗传学调控机制,基因启动子区高甲

基化与基因的表达呈负相关,而去甲基化可促进转

录激活因子和其识别序列的结合,使基因表达升高,
而高甲基化则抑制基因的表达[18]。 实验研究结果

显示在 Hcy 作用下,B1 和 Alu 序列发生低甲基化改

变,这很可能是由于 Hcy 处于向 DNA 转甲基反应的

下游,Hcy 浓度升高,引起其上游底物 SAH 出路受

阻、浓度升高,而 SAH 是甲基转移酶的抑制剂,进而

导致 B1 和 Alu 序列甲基化程度的降低。 同时实验

研究结果发现,干预组加入叶酸和维生素 B12 后,
B1 序列甲基化程度较高蛋氨酸组有所升高。 这可

能是因为叶酸是 Hcy 代谢过程中的重要决定因子,
可减少 Hcy 的生成;维生素 B12 作为辅助因子可促

进叶酸的循环利用,从而进一步减轻 Hcy 产生的损

伤效应[19,20]。 不同浓度 Hcy 对 VSMC 全基因组甲

基化的影响结果显示,Hcy 引起基因组去甲基化并

不呈剂量依赖关系,引起 DNA 甲基化程度变化最明

显的是 50 滋mol / L Hcy 组。 这有些出乎预料,但我

们发现“VSMC 与不同浓度 Hcy 作用 72 h 后,在 50
滋mol / L Hcy 组中,VSMC 数量明显增加,而其他 Hcy

浓度组中 VSMC 的数量反而减少[21]。 Hcy 对 VSMC
内 DNA 甲基接受能力和内源性 DNA 甲基转移酶活

性影响的分析、DNA 甲基敏感性限制性酶切分析、
Hcy 对 VSMC Alu 和 Line鄄1 甲基化影响的分析冶多

次相关的重复实验中,皆显示出 50 滋mol / L Hcy 对

甲基化的影响最显著[22],提示这一效应并非实验偶

然因素所致,但何以无量鄄效关系,我们尚无合理解

释。 一个推测是:高 Hcy 可通过多种机制致病,Hcy
浓度在 50 滋mol / L 左右时,显示出较明显的对 DNA
甲基化修饰的干扰,浓度进一步升高后,其促进氧化

应激、细胞凋亡、炎症等机制可能对细胞造成更严重

的伤害,从而掩盖其对 DNA 甲基化修饰的影响。
研究显示,在 As 发生的早期,即未发生疾病症

状的时候就存在基因甲基化状态的改变[23],而 Hcy
能够引起 B1 和 Alu 序列甲基化程度降低,这可能是

Hcy 导致 As 发生发展的重要机制之一,但更深层次

的作用机制,仍有待进一步研究。
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