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内皮型一氧化氮合酶基因启动子区 DNA 甲基化
调控同型半胱氨酸致内皮细胞损伤的机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨内皮型一氧化氮合酶基因启动子区 DNA 甲基化在同型半胱氨酸致内皮细胞损伤中的作用

机制。 方法摇 原代培养人脐静脉内皮细胞,加入 0、50、100、200、500 滋mol / L 同型半胱氨酸和 100 滋mol / L 同型半胱

氨酸 + 维生素 B12 + 叶酸的培养液中孵育 72 h。 MTT 法检测人脐静脉内皮细胞的增殖活性;实时定量 PCR 测定内

皮型一氧化氮合酶 mRNA 表达;化学比色法测定内皮型一氧化氮合酶活性;硝酸还原酶法检测一氧化氮生成量。
巢式降落式甲基化特异性 PCR 法检测内皮型一氧化氮合酶基因启动子区 DNA 甲基化改变;同位素法检测 DNA 甲

基化转移酶的活性。 结果摇 人脐静脉内皮细胞与不同浓度同型半胱氨酸孵育 72 h 后,人脐静脉内皮细胞的增殖活

性降低,内皮型一氧化氮合酶 mRNA 表达、内皮型一氧化氮合酶活性和一氧化氮的含量明显下降。 内皮型一氧化

氮合酶基因启动子序列 DNA 甲基化程度随同型半胱氨酸浓度的升高而增加,且 DNA 甲基化转移酶活性升高,而
叶酸和维生素 B12 有一定拮抗作用,与对照组比较差异有显著性(P < 0郾 05 和 P < 0郾 01)。 结论摇 同型半胱氨酸可

导致内皮型一氧化氮合酶基因启动子区序列高甲基化修饰,并出现相应的内皮型一氧化氮合酶基因表达下调,这
可能是同型半胱氨酸致内皮细胞损伤的重要机制之一。
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ation in the damage of endothelial cells induced by homocysteine (Hcy). 摇 摇 Methods摇 Human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) were cultured with Hcy at different concentrations (0, 50, 100, 200 and 500 滋mol / L) and 100 滋mol / L Hcy
+ Vitamin B12 + folate respectively for 72 hours. 摇 The cell viability of HUVEC was detected by MTT, the mRNA expression
of eNOS was analyzed by real鄄time PCR. 摇 The activity of eNOS was analyzed by ELISA, and the production of nitric oxide
(NO) was examined by a commercial kit. 摇 Nested methylation specific polymerase chain reaction (nMS鄄PCR) was used for
analysis of the methylation pattern in promoter regions of eNOS gene. 摇 The DNA methyltransferase activity was measured by
isotope method. 摇 摇 Results摇 The viability of HUVEC exposed to different concentrations of Hcy decreased significantly. 摇
The mRNA levels of eNOS, eNOS activity and the NO production were significantly decreased. 摇 The methylation levels of
eNOS promoter were Hcy鄄dose dependently increased, and the DNA methyltransferase activity was correlative increased. 摇 摇
Conclusion摇 Homocysteine can induce DNA hypermethylation of eNOS promoter, and the eNOS gene expression displayed
correlative decrease, which may be an important mechanism for homocysteine鄄mediated endothelial impairment.
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摇 摇 高同型半胱氨酸血症 ( hyperhomocysteinemia,
HHcy)是动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)的独立

危险因子[1],但迄今为止,其引起 As 的发病机制并

不完全清楚。 同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)引
起 As 的发病机制曾被认为主要与氧化应激有

关[2,3],Hcy 的自由巯基很容易发生自氧化从而产生

氧自由基,造成脂质和内皮细胞的氧化损伤。 但半

胱氨酸(cysteine,Cys)与 Hcy 的分子结构相似,仅在

碳链上少一个甲基,且其血浆浓度远高于 Hcy,大约

是 Hcy 血浆浓度的 20 ~ 30 倍,但 Cys 并不被认为促

进氧化应激和 As[4]。 显然,Hcy 致 As 可能存在其

他重要机制。 DNA 甲基化修饰是调控基因表达的

重要方式,Hcy 参与转甲基代谢的蛋氨酸循环,而
Cys 则不参与转甲基代谢。 因此,Hcy 可能通过调

控 As 相关基因的 DNA 甲基化修饰、干扰其表达从

而促进 As 的发生发展。 内皮型一氧化氮合酶(en鄄
dothelial nitric oxide synthase,eNOS) 生成的一氧化

氮(nitric oxide, NO)是调控血管功能、抗 As 发生发

展的重要内在机制。 Hcy 使 NO 系统功能障碍已有

广泛的实验证据,但 Hcy 可否影响 eNOS 基因的甲

基化修饰、并进而干扰其表达尚无定论。 因此,本
研究利用体外培养的人脐静脉内皮细胞 ( human
umbilical vein endothelial cells,HUVEC),观察不同

浓度 Hcy 对 eNOS 基因启动子区 DNA 甲基化状态

的影响,探讨 DNA 甲基化在 Hcy 致内皮细胞 NO 系

统损伤中的作用机制,为阐明 Hcy 在 As 发生中的

作用机制提供新的视角。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 实时荧光定量基因扩增仪 FTC鄄3000 (Funglyn
Biotech 公司); 高速低温离心机 Beckmancomlter
AvantiJ鄄301 (Heraeus 公司) 和 HF160W CO2 孵箱

(上海力申科学仪器有限公司);CKX31 相差显微镜

(OLYPUS 公司);721 型分光光度计(惠普上海分析

仪器有限公司);Universal Hood域型凝胶成像系统

和酶标仪 680(Bio鄄Rad 公司)。 胎牛血清(杭州四季

青),胶原酶域、胰蛋白酶、Hcy、四甲基偶氮唑蓝盐

(MTT)、二甲基亚枫(DMSO)(Sigma 公司);兔抗人

eNOS 多克隆抗体、SABC 免疫组织化学检测试剂

盒、DAB 显色试剂盒(北京中杉生物工程公司);NO
及 eNOS 试剂盒(南京建成生物工程研究所);DNA
提取试剂盒(Promega 公司),DNA 甲基化修饰试剂

盒(Epigentek 公司);RNA 提取试剂 Trizol( Invitro鄄

gen 公司),反转录试剂盒和荧光 PCR 试剂盒(Fer鄄
mentas 公司),引物由上海生物工程公司合成。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞的培养

取健康、足月剖腹产胎儿脐带,用 37益、无菌 D鄄
Hanks 液冲洗静脉腔数次,注入 0郾 1% 胶原酶域,适
量 D鄄Hanks 液充满血管消化 15 min。 吸出消化液,
注入离心管中,获得细胞,加入含 20% 胎牛血清的

M199 培养基,重悬,以 2 伊 108 / L 接种于培养瓶,
37益、饱和湿度 5% CO2 培养箱中培养,以后每隔 2
~ 3 天换液一次,待细胞长满瓶底后,以 1颐 2 传代,
选用第 3 代细胞用于实验。 将细胞分别置于终浓度

为 0(对照组)、50、100、200、500 滋mol / L Hcy 和 100
滋mol / L Hcy + 30 滋mol / L VitB12 + 30 滋mol / L 叶酸

(F + V)的培养液中孵育 72 h,以备实验使用。
1郾 3摇 MTT 法检测人脐静脉内皮细胞的活性

用 0郾 25% 胰蛋白酶消化 HUVEC,用含 10% 胎

牛血清的培养液 M199 配成单个细胞悬液 5 伊 107 /
L,加入 96 孔培养板,每孔 200 滋L,培养 5 天后,吸
出培养液,分别按分组设计加入含 Hcy 的培养液培

养 72 h 后,每孔加入 5 g / L MTT 溶液 20 滋L,37益继

续孵育 4 h,终止培养,小心吸弃孔内培养上清夜。
对于悬浮生长的细胞,离心,弃去孔内培养液,每孔

加入 150 滋L DMSO,振荡 10 min,充分溶解。 选择

490 nm 波长,在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收

值(A),记录结果,细胞增殖活性 = [1 - (空白组 A
值 -试验组 A 值) / 空白组 A 值] 伊 100% 。
1郾 4摇 DNA 甲基转移酶活性测定[5]

2 伊106 HUVEC 裂解,取 5 滋g 细胞裂解蛋白与

0郾 5 滋g poly[d(I鄄C)d( I鄄C)]及 3 滋g Ci3H鄄SAM 置于

1郾 5 mL 离心管中(总体积20 滋L),混匀,37益水浴120
min。 加入 300 滋L 反应终止液,37益水浴 30 min。 酚

(pH8郾 0)抽提乙醇沉淀 poly[d(I鄄C)d(I鄄C)],加入 40
滋L 0郾 3 mmol / L NaOH 37益水浴 60 min。 将上述液体

点在 WhatmanGF / C 滤纸上,80益烘干 5 min,用冷 50
g / L 三氯醋酸洗 3 次,冷无水乙醇洗 2 次,80益烘干 5
min。 置于 5 mL 二甲苯闪烁液中测定液闪活性,计每

分 cpm 值。 以样本每分计数值比阳性对照每分计数

值表示 DNA 甲基转移酶相对活性。
1郾 5摇 荧光定量 PCR 法测定内皮型一氧化氮合酶

mRNA 的表达

在 NCBI GeneBank 数据库中查询 eNOS(NM_
001160110郾 1),采用 Primer Premier 5郾 0 软件设计引

物:eNOS 的引物为上游 5忆鄄ACACTTCTTGACCCTC鄄
CACCC鄄3忆,下游 5忆鄄CCCCAGCATCCCTACTCCCA鄄3忆,
扩增产物长度为 162 bp。 GAPDH 引物为上游 5忆鄄
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GAGCTGAACGGGAAACTCAC鄄3忆, 下 游 5忆鄄GGTCT鄄
GGGATGGAAACTGTG鄄3忆,扩增产物长度为 146 bp,
探 针: 5忆鄄6鄄FAM鄄ACGCCGCCACGGCCTCTTTCA鄄
TAMRA鄄3忆。 收集各组细胞,用 Trizol 抽提总 RNA,
逆转录合成 cDNA,用以下条件进行 PCR:94益预变

性 3 min,94益变性 45 s,57益退火 45 s,72益延伸 45
s,扩增 35 个循环。 实验结果根据如下公式计算:目
的基因的相对量 = 2 -吟吟Ct,驻驻Ct = [CtGI(待测样品) -
CtGAPDH(待测样品) ] - [ CtGI(校正样品) - CtGAPDH(校正样品) ]。
GI 为目的基因,校正样品为任何被选做代表 1 倍目

的基因表达量的样品。
1郾 6摇 内皮型一氧化氮合酶活性及一氧化氮浓度

测定

将细胞接种于 96 孔培养板,待细胞长满时,将
培养细胞用 0郾 25%胰蛋白酶消化,1000 r / min 离心

5 min,弃上清,用生理盐水悬浮细胞,反复冻融 3 次

破碎细胞。 运用化学比色法测定细胞内 eNOS 活

性,具体操作按试剂盒说明书进行。 NO 浓度按 NO
试剂盒(硝酸还原酶法)说明书测定。
1郾 7摇 内皮型一氧化氮合酶启动子区 DNA 甲基化的

检测

按 DNA 提取试剂盒说明书提取基因组 DNA,
用亚硫酸盐修饰法对 DNA 进行处理。 实验采用巢

式降落式甲基化特异性 PCR (nMS鄄PCR)。 采用网

上在线(http: / / www郾 urogene郾 org / methprimer / )设计

引物, eNOS 外 引 物 上 游 为 5忆鄄AGG AGGGTT鄄
TAGAGAAAGAGTTGTT鄄3忆, 下 游 为 5忆鄄TTATAAAC鄄
CTAATCCTTCCCCTACC鄄3忆,产物长度为 250 bp,PCR
条件为 30 个循环(94益30 s,65益30 s,72益1 min)。
甲基化上游为 5忆鄄ATTTAGAGATTATGGAGAAGGG鄄
GAC鄄3忆,下游为 5忆鄄TATTATCTTTCTCAAACATTACC
CG鄄3忆; 非 甲 基 化 上 游 为 5忆鄄ATTTAGAGATTATG鄄
GAGAAGGGGAT鄄3忆, 下 游 为 5忆鄄ATTATCTTTCT鄄
CAAACATTACCCACA鄄3忆。 反应条件:94益预变性 5
min,然后采用降落式 PCR 程序,30 个循环(94益30
s,62益30 s,72益1 min),再于恒定的退火温度下进

行 20 个循环(94益30 s,47益30 s,72益1 min),最后

72益再延伸 10 min。 甲基化产物为 147 bp,非甲基

化产物为 146 bp,反应后取终产物 4 滋L 在 2%琼脂

糖凝胶中 100 V 电泳 30 min,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郾 8摇 统计学方法

数据以 x 依 s 表示。 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郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 同型半胱氨酸对人脐静脉内皮细胞增殖活性

的影响

Hcy 干预 HUVEC 培养 72 h 后,HUVEC 数量减

少,与对照组比较,100、200、500 滋mol / L Hcy 组差异

有统计学意义 (P < 0郾 05 和 P < 0郾 01),其中 500
滋mol / L Hcy 组最明显,而 VitB12 + 叶酸干预组中

HUVEC 增殖活性较 100 ~ 500 滋mol / L Hcy 组增加

(P < 0郾 05;表 1)。

表 1. Hcy 对 HUVEC 增殖活性的影响(x 依 s)
Table 1. Effect of Hcy on the proliferation of HUVEC

分摇 组 增殖活性

对照组 100
50 滋mol / L Hcy 组 87郾 8 依 17郾 0
100 滋mol / L Hcy 组 70郾 2 依 12郾 8a

200 滋mol / L Hcy 组 60郾 3 依 12郾 4b

500 滋mol / L Hcy 组 50郾 8 依 11郾 5b

VitB12 +叶酸干预组 80郾 8 依 11郾 4c

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 05,与 100 ~
500 滋mol / L Hcy 组比较。

2郾 2摇 同型半胱氨酸对人脐静脉内皮细胞 DNA 甲基

转移酶活性的影响

DNA 甲基转移酶活性随 Hcy 浓度的增加而增

加,其中 50、100、200、500 滋mol / L Hcy 组中 DNA 甲

基转移酶的活性分别是对照组的 1郾 11、1郾 40、1郾 51、
1郾 61 倍(P < 0郾 05),叶酸和 VitB12 干预后,DNA 甲

基转移酶活性较 100、200、500 滋mol / L Hcy 组分别

减少了 12郾 25% 、18郾 63%和 23郾 73% (表 2)。

表 2. Hcy 对 HUVEC DNA 甲基转移酶活性的影响(x 依 s)
Table 2. Effect of Hcy on HUVEC DNA methyltransferase ac鄄
tivity

分摇 组 DNA 甲基转移酶活性(cpm)

对照组 5628郾 0 依 208郾 0
50 滋mol / L Hcy 组 6251郾 0 依 422郾 0a

100 滋mol / L Hcy 组 7892郾 0 依 448郾 0b

200 滋mol / L Hcy 组 8510郾 0 依 562郾 0b

500 滋mol / L Hcy 组 9079郾 0 依 189郾 0b

VitB12 +叶酸干预组 6925郾 0 依 562郾 0c

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 05,与 100 ~
500 滋mol / L Hcy 组比较。
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2郾 3摇 同型半胱氨酸对 eNOS mRNA 表达、eNOS 活

性及一氧化氮含量的影响

HUVEC 与不同浓度 Hcy 作用 72 h 后,各 Hcy
处理组的细胞内 eNOS 活性与对照组比较分别降低

了 19郾 36% 、28郾 18% 、28郾 19% 、40郾 24% (P < 0郾 05),

叶酸和 VitB12 干预后,eNOS 活性较 100、200、500
滋mol / L Hcy 组 分 别 增 加 了 3郾 47% 、 3郾 49% 、
19郾 68% 。 各组细胞 eNOS mRNA 的表达量(图 1)、
eNOS 活性与 NO 含量的变化一致(表 3)。

表 3. Hcy 对 HUVEC 中 eNOS mRNA 表达、eNOS 活性和 NO 含量的影响(x 依 s)
Table 3. The effects of Hcy on mRNA and activity of HUVEC eNOS and the contents of NO

分摇 组 eNOS mRNA eNOS 活性(kU / L) NO 含量(nmol / L)

对照组 16郾 40 依 1郾 13 7郾 630 依 0郾 148 0郾 757 依 0郾 012

50 滋mol / L Hcy 组 11郾 73 依 0郾 76 6郾 153 依 0郾 190a 0郾 678 依 0郾 024a

100 滋mol / L Hcy 组 10郾 85 依 2郾 93 5郾 480 依 0郾 295a 0郾 662 依 0郾 025a

200 滋mol / L Hcy 组 8郾 57 依 2郾 33a 5郾 479 依 0郾 149b 0郾 533 依 0郾 028b

500 滋mol / L Hcy 组 6郾 69 依 0郾 73b 4郾 560 依 0郾 423b 0郾 480 依 0郾 030b

VitB12 +叶酸干预组 9郾 74 依 1郾 39 5郾 677 依 0郾 161 0郾 666 依 0郾 024

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

图 1. Real鄄time PCR 检测 HUVEC 中 eNOS mRNA 的表达

Figure 1. mRNA expression of eNOS in HUVEC detected
by real鄄time PCR

2郾 4摇 同型半胱氨酸对内皮型一氧化氮合酶 DNA 甲

基化修饰状态的影响

nMS鄄PCR 法检测 eNOS 启动子区 DNA 甲基化

结果表明,各 Hcy 浓度组的 eNOS DNA 甲基化程度

随 Hcy 浓度的增高而增高,其中 50、100、200、500
滋mol / L Hcy 组 DNA 甲基化程度分别比对照组增加

了 9郾 22% 、21郾 41% 、28郾 93% 、23郾 87% (P < 0郾 05 和

P < 0郾 01)。 叶酸和 VitB12 干预后,eNOS DNA 甲基

化程度较 100、200、500 滋mol / L Hcy 组分别减少了

3郾 62% 、12郾 84% 、6郾 63% (图 2 和表 4)。

图 2. nMS鄄PCR 法检测 HUVEC 中 eNOS 基因甲基化修饰状

态摇 摇 M 为甲基化,U 为非甲基化;1 ~ 5 依次为 0、50、100、200 和

500 滋mol / L Hcy 组,6 为 VitB12 + 叶酸干预组。

Figure 2. The eNOS gene methylation status in HUVEC an鄄
alyzed by nMS鄄PCR

表 4. Hcy 对 HUVEC 中 eNOS 基因甲基化修饰状态的影响(x
依 s)
Table 4. Effect of Hcy on the eNOS gene methylation status
(x 依 s)

分摇 组 eNOS DNA 甲基化程度

对照组 46郾 28% 依 7郾 99%

50 滋mol / L Hcy 组 50郾 98% 依 9郾 54% a

100 滋mol / L Hcy 组 58郾 89% 依 8郾 00% a

200 滋mol / L Hcy 组 65郾 12% 依 10郾 55% b

500 滋mol / L Hcy 组 60郾 79% 依 12郾 35% b

VitB12 +叶酸干预组 56郾 76% 依 9郾 90% c

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 05,与 Hcy 组

比较。
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3摇 讨摇 论

As 所致的心脑血管疾病是一种严重危害人类

身体健康的常见病、多发病[6]。 HHcy 已被公认为

致 As 的一个主要独立危险因子,其致 As 的主要机

制包括:促进氧化应激、凋亡、炎症,干扰 NO 系统的

功能等[7]。 在 As 形成过程中,内皮细胞损伤是 As
形成的始动机制,因此,研究内皮细胞功能的改变

及其机制,是阐明 As 形成分子机制的重要环节。
有研究发现,HHcy 时,Hcy 长期作用于内皮细

胞使 eNOS 受损,eNOS 基因表达减少,NO 降解加

速,使得保护机制丧失,其中心致病机制可能主要

与 Hcy 引起的氧化应激和游离自由基生成增多相

关[8]。 该研究结果显示随着 Hcy 浓度的增加,HU鄄
VEC 增殖活性下降,可能与 Hcy 引起的氧化应激有

关。 叶酸是 Hcy 代谢过程中的重要决定因子,可减

少 Hcy 的生成;VitB12 作为辅助因子可促进叶酸的

循环利用[9]。 研究发现,干预组加入叶酸和 VitB12
后,HUVEC 增殖活性升高,表明叶酸和 VitB12 可减

轻 Hcy 的损伤作用。
Hcy 是一种含硫氨基酸,在体内的代谢包括再

甲基化和转硫作用两条途径。 在再甲基化途径中,
Hcy 通过干扰甲硫氨酸循环而引起基因位点的甲基

化异常[10,11],DNA 甲基化是表观遗传学修饰的方式

之一,基因启动子区的高甲基化可影响转录激活因

子和其识别序列的结合,直接抑制基因表达,而去

甲基化则可表现出基因的活跃[12]。 该实验采用

nMS鄄PCR 法[13]检测内皮细胞 eNOS 基因启动子区

DNA 呈高甲基化改变并随着 Hcy 浓度的升高甲基

化程度增加,且 eNOS mRNA 表达降低,eNOS 活性

和 NO 生成相应下降。 这可能是由于随 Hcy 浓度升

高,加速了甲硫氨酸循环,DNA 甲基转移酶活性同

步增加,在 DNA 甲基转移酶的作用下,鄄CH2鄄基团被

转移至 eNOS 基因,引起 eNOS 基因启动子区甲基

化,从而抑制了 eNOS 的表达,下调 NO 的生成,进而

导致内皮细胞的损伤。 DNA 甲基转移酶是 DNA 甲

基化修饰调控的关键酶,实验结果显示 DNA 甲基转

移酶活性随 Hcy 浓度的增加而增加,与 eNOS 基因

启动子区出现高甲基化相一致。
综上所述,eNOS 基因启动子区高甲基化可能

是 Hcy 致内皮细胞损伤的重要机制之一,深入探讨

上述问题将有助于阐明 Hcy 在 As 发生中的作用机

制,为预防和治疗 As 提供更加深入的认识。
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