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  [摘要] 目的 研究心肌祖细胞中Tbx5启动子区p300和CBP介导的组蛋白乙酰化修饰对Tbx5表达的

调控及其修饰位点,探讨Tbx5的组蛋白乙酰化修饰调控网络。方法 体外培养胚胎心肌祖细胞,分为对照组、
二甲基亚砜(DMSO)组和姜黄素组,对照组不给予额外干预,DMSO组给予DMSO干预,姜黄素组给予30

 

mmol/L姜黄素干预。同时,采用慢病毒载体转染胚胎心肌细胞48
 

h,分为对照组、GFP组和p300-RNAi组,
对照组不转染,GFP组采用GFP慢病毒载体转染,p300-RNAi组采用p300-RNAi慢病毒载体转染。Western

 

blot方法检测各组的组蛋白H3的乙酰化水平;实时荧光定量逆转录PCR检测各组Tbx5和p300
 

mRNA水平

的表达;染色质免疫共沉淀(CHIP)-实时荧光定 量 逆 转 录PCR检 测 Tbx5启 动 子 区 组 蛋 白 H3不 同 位 点

H3K4、H3K9和H3K27的乙酰化水平及Tbxt5启动子结合的p300和CBP水平。结果 姜黄素组Tbx5
 

mR-
NA相对表达水平及H3ac水平较对照组和DMSO对照组明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。p300-
RNAi组p300

 

mRNA相对表达水平、H3ac水平较GFP组和对照组明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);3
组Tbx5

 

mRNA相对表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。与GFP组和对照组比较,p300-RNAi组

H3ac、H3K4ac、H3K27ac水平降低,H3K9ac水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。p300、CBP均与Tbx5
启动子区域相结合。与GFP组和对照组比较,p300-RNAi组p300结合水平降低,CBP结合水平升高,差异有

统计学意义(P<0.05)。结论 Tbx5启动子区组蛋白乙酰化修饰受p300和CBP的双重调控,p300-RNAi介

导的H3K4和H3K27低乙酰化对Tbx5表达的抑制作用,可被CBP介导的 H3K9高乙酰化代偿,保证Tbx5
的正确表达。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

regulation
 

of
 

histone
 

acetylation
 

in
 

Tbx5
 

promoter
 

region
 

mediated
 

by
 

p300
 

and
 

CBP
 

in
 

cardiac
 

progenitor
 

cells
 

and
 

their
 

modification
 

sites,and
 

to
 

explore
 

the
 

histone
 

acetylation
 

regulatory
 

network
 

of
 

Tbx5.Methods Embryonic
 

myocardial
 

progenitor
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

di-
vided

 

into
 

the
 

control
 

group,DMSO
 

group
 

and
 

curcumin
 

group.The
 

control
 

group
 

was
 

not
 

given
 

the
 

additional
 

intervention.The
 

DMSO
 

group
 

was
 

given
 

the
 

DMSO
 

intervention.The
 

curcumin
 

group
 

was
 

given
 

30mmol/L
 

curcumin
 

intervention.At
 

the
 

same
 

time,the
 

lentiviral
 

vector
 

was
 

adopted
 

to
 

transfect
 

to
 

embryo
 

myocardial
 

cells
 

for
 

48
 

h.They
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,GFP
 

group
 

and
 

p300-RNAi
 

group.The
 

control
 

group

1291重庆医学2023年7月第52卷第13期

* 基金项目:重庆市科技局面上项目(cstc2019jcyj-msxmX0866)。 作者简介:孙慧超(1982-),副教授,博士,主要从事儿童心脏发育及先

天性心脏病表观遗传学机制研究。



had
 

no
 

transfection,the
 

GFP
 

group
 

adopted
 

the
 

GFP
 

lentiviral
 

vector
 

transfection,and
 

the
 

p300-RNAi
 

group
 

adopted
 

the
 

p300-RNAi
 

lentiviral
 

vector
 

transfection.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

acetylation
 

level
 

of
 

histone
 

H3
 

in
 

each
 

group.The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Tbx5
 

and
 

p300
 

were
 

detected
 

by
 

RT-PCR.CHIP-
RT-PCR

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

acetylation
 

levels
 

of
 

histone
 

H3
 

different
 

sites
 

of
 

H3K4,H3K9
 

and
 

H3K27
 

in
 

the
 

Tbx5
 

promoter
 

region
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

p300
 

and
 

CBP
 

combined
 

with
 

Tbxt5
 

promoter
 

region.
Results The

 

Tbx5
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

level
 

and
 

H3ac
 

level
 

in
 

the
 

curcumin
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

and
 

DMSO
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

p300
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

level
 

and
 

H3ac
 

level
 

in
 

the
 

p300-RNAi
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

decreased
 

compared
 

with
 

GFP
 

group
 

and
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

Tbx5
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

level
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

GFP
 

group
 

and
 

control
 

group,the
 

H3ac,H3K4ac
 

and
 

H3K27ac
 

levels
 

in
 

the
 

p300-RNAi
 

group
 

were
 

decreased,the
 

H3K9ac
 

level
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signif-
icant

 

(P<0.05).p300
 

and
 

CBP
 

were
 

combined
 

with
 

the
 

Tbx5
 

promoter
 

region.Compared
 

with
 

the
 

GFP
 

group
 

and
 

control
 

group,the
 

p300
 

combination
 

level
 

in
 

the
 

p300-RNAi
 

group
 

was
 

decreased,the
 

CBP
 

combina-
tion

 

level
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

histone
 

acetylation
 

modification
 

in
 

the
 

Tbx5
 

promoter
 

region
 

is
 

regulated
 

by
 

both
 

p300
 

and
 

CBP.The
 

low
 

acetylation
 

of
 

H3K4
 

and
 

H3K27
 

mediated
 

by
 

p300-RNAi
 

has
 

the
 

inhibiting
 

effect
 

on
 

the
 

Tbx5
 

expression,and
 

could
 

be
 

compensated
 

by
 

CBP
 

mediated
 

H3K9
 

high
 

acetylation
 

for
 

ensuring
 

the
 

Tbx5
 

correct
 

expression.
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  Tbx5基因位于人类染色体12q24.1,属于T-box
转录因子家族,是参与哺乳动物心脏发育的重要调控

因子。目前研究已经证实,Tbx5在胚胎心脏发育过

程中呈动态表达,正确的动态表达是胚胎心脏结构正

常发育的基础,而Tbx5低表达可导致心脏间隔缺损、
传导障碍和前肢畸形(如Holt-Oram综合征),高表达

则可导致心室形成障碍[1-3]。本课题组前期研究发

现,表观遗传修饰,尤其是组蛋白乙酰化修饰,在多个

胚胎心脏发育相关转录因子的动态表达中具有重要

作用,且可能调控Tbx5的动态表达,但具体调控机制

尚不明确[4-6]。本研究拟分别采用组蛋白乙酰化酶

p300/CBP抑制剂姜黄素和p300
 

RNA干扰载体干预

胚胎心肌细胞,观察Tbx5的表达变化及启动子区组

蛋白乙酰化修饰改变,探讨胚胎心肌细胞中Tbx5的

组蛋白乙酰化调控机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞及p300-RNAi载体

  胚胎心肌祖细胞CP10由美国芝加哥大学分子肿

瘤实验室提供,p300-RNAi慢病毒载体由上海汉恒技

术服务中心合成并提供。
1.1.2 主要试剂

  姜黄素和二甲基亚砜(DMSO)购自美国Sigma
公司,RNA提取试剂盒购自北京百泰克公司,实时荧

光定量聚合酶链反应(PCR)逆转录试剂盒购自日本

TaKaRa公司,染色质免疫共沉淀(CHIP)试剂盒、核
染色质提取试剂盒、CHIP级抗乙酰化 H3(H3ac)抗
体、抗乙酰化 H3K4(H3K4ac)抗体、抗乙酰化 H3K9
(H3K9ac)抗体、抗乙酰化H3K27(H3K27ac)抗体、抗

PCAF抗体、抗CBP抗体均购自英国 Abcam 公司,
CHIP级抗p300抗体购自美国 Millipore公司,胎牛

血清、DMEM-F12细胞培养基购自美国Gibco公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及干预

复苏胚胎心肌祖细胞,用含10%胎牛血清和1%
青霉素的DMEM/F12培养基,CO2 浓度为5%的培

养箱中37
 

℃恒温培养,分为对照组、DMSO组和姜黄

素组,对照组不给予额外干预,DMSO组给予DMSO
干预,姜黄素组给予30

 

mmol/L姜黄素干预,24
 

h后

收集细胞并用蛋白印迹法(Western
 

blot)检测 H3ac
表达情况。同时,采用慢病毒载体转染胚胎心肌细胞

48
 

h,分为对照组、GFP组和p300-RNAi组,对照组

不转染,GFP组采用 GFP慢病毒载体转染,p300-
RNAi组采用p300-RNAi慢病毒载体转染。
1.2.2 蛋白提取及 Western

 

blot
在上述时间点分别收集各组细胞,提取蛋白,以

40
 

μg上样量进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE),分离蛋白后再将蛋白电转到聚偏

二氟乙烯(PVDF)膜上,封闭后分别加入抗 H3ac和

内参抗β-actin一抗及二抗孵育,显影后得到目的蛋白

条带,检测H3ac表达情况,采用Image
 

Lab软件进行

分析。
1.2.3 CHIP

胚胎心肌祖细胞中加入1%浓度的甲醛进行交联

后收集细胞,用超声破碎仪切割细胞DNA,通过琼脂

糖凝胶电泳检测,使切割的DNA片段长度在200~
1

 

000
 

bp,分别用CHIP级抗 H3ac抗体、抗 H3K4ac
抗体、抗H3K9ac抗体、抗 H3K27ac抗体、抗p300抗
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体、抗CBP抗体进行CHIP,检测Tbx5启动子区组蛋

白H3总乙酰化水平及H3K4、H3K9、H3K27这3个

位点的乙酰化水平,以及 Tbx5启动子区域p300和

CBP结合水平,然后分离并纯化DNA用于实时荧光

定量逆转录PCR检测。
1.2.4 RNA提取及实时荧光定量逆转录PCR

按照RNA提取试剂盒说明书,采用Trizol法提

取细胞总RNA,并将RNA逆转录为cDNA后用于实

时荧光定量逆转录PCR检测。以 GAPDH 为内参,
分别使用上述RNA逆转录产物cDNA和CHIP产物

纯化 DNA 进 行 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 PCR,检 测

Tbx5
 

mRNA、p300
 

mRNA相对表达水平,引物序列

见表1。PCR反应条件:95
 

℃
 

2
 

min预变性,95
 

℃
 

10
 

s变性,60
 

℃
 

30
 

s退火,共40个循环,所得数据采

用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达水平。
1.3 统计学处理

  采用SPSS20.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较

采用SNK法,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 姜黄素对Tbx5表达及其启动子区组蛋白乙酰

化修饰的影响

姜黄素组Tbx5
 

mRNA相对表达水平及H3ac水

平较对照组和DMSO组明显降低,差异有统计学意

义(P<0.05),见图1、2。
表1  实时荧光定量PCR引物序列

基因名 引物序列

Tbx5 正向:5'-CCAAAGACAGGTCTTGCGATTCG-3'

反向:5'-TTCTCCTCCCTGCCTTGGTGAT-3'

Tbx5启动子区 正向:5'-TCTAAGCCGTTCTGGAGCCCGACA-3'

反向:5'-AGAGCCTCCCAGCGACTGCCCAC-3'

p300 正向:5'-GCCCTGGATTAAGTTTGA-3'

反向:5'-TGAGTAGGACCCTGATTTG-3'

GAPDH 正向:5'-GGCATCTTGGGCTACAC-3'

反向:5'-TACCAGGAAATGAGCTTGA-3'

  a:P<0.05,与对照组和DMSO组比较。

图1  胚胎心肌祖细胞Tbx5
 

mRNA相对表达水平

  A:Western
 

blot检测3组胚胎心肌祖细胞 H3ac表达情况;B:H3ac水平柱状图;a:P<0.05,与对照组和DMSO组比较。

图2  胚胎心肌祖细胞 H3ac表达水平

2.2 p300-RNAi对Tbx5表达及其启动子区组蛋白

乙酰化修饰的影响

p300-RNAi组p300
 

mRNA相对表达水平、H3ac
水平较GFP组和对照组明显降低,差异有统计学意

义(P<0.05);3组Tbx5
 

mRNA相对表达水平比较,
差异无统计学意义(P>0.05),见图3、4。
2.3 Tbx5启动子区H3不同位点乙酰化水平比较

与GFP组和对照组比较,p300-RNAi组 H3ac、
H3K4ac、H3K27ac水平降低,H3K9ac水平升高,差
异有统计学意义(P<0.05),见图5。
2.4 参与调控Tbx5启动子区组蛋白乙酰化修饰的

组蛋白乙酰化酶亚型分析

p300、CBP均与 Tbx5启动子区域相结合。与

GFP组和对照组比较,p300-RNAi组p300结合水平

降低,CBP结合水平升高,差异有统计学意义(P<

0.05),见图6。

  a:P<0.05,与对照组和GFP组比较。

图3  慢病毒载体转染后p300
 

mRNA及Tbx5
 

mRNA
相对表达水平
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  A:Western
 

blot检测3组慢病毒载体转染后 H3ac表达情况;B:H3ac水平柱状图;a:P<0.05,与对照组和GFP组比较。

图4  慢病毒载体转染后 H3ac水平变化

  A:H3总乙酰化水平;B:H3K4位点乙酰化水平;C:H3K9位点乙酰化水平;D:H3K27位点乙酰化水平;a:P<0.05,与对照组和GFP组比较。

图5  慢病毒载体转染后3组 H3不同位点乙酰化水平比较

  a:P<0.05,与对照组和GFP组比较。

图6  慢病毒载体转染后Tbx5启动子区p300和CBP结合

水平比较

3 讨  论

  表观遗传调控指不改变基因序列的情况下改变

基因表达水平,是调控基因在不同时空呈动态表达的

重要方式,目前研究较多的表观遗传修饰方式主要有

组蛋白修饰、DNA甲基化和非编码 RNA[4-5]。组蛋

白乙酰化修饰是一种重要的表观遗传修饰方式,由组

蛋白乙酰化酶和组蛋白去乙酰化酶共同介导,其中

p300和CBP是目前研究较多的组蛋白乙酰化酶亚

型,二者结构非常同源,故通称为p300/CBP[6-8]。本

课题组前期研究发现,p300/CBP介导的组蛋白乙酰

化修饰在胚胎心脏发育过程中具有重要调控作用,可
以调控 GATA4、Nkx2.5、Mef2c等多种转录因子的

动态表达,p300-RNAi介导的组蛋白低乙酰化水平可

以降低GATA4、Nkx2.5、Mef2c的表达水平,导致胚

胎心脏发育异常[9-11]。

Tbx5作为T-box转录因子家族中的一员,可以

与 Mef2c、Nkx2.5等转录因子相互作用,共同调节胚

胎心脏发育的基因网络。研究发现,胚胎小鼠Tbx5

基因缺失可引起严重心脏畸形而导致死胎,Tbx5基

因突变可引起 Holt-Oram 综合征,包括房室间隔缺

损、心脏传导障碍等,而Tbx5单倍体剂量不足,也会

引起先天性心脏病的发生[1-2,12-14]。另有研究发现,

Tbx5还在出生后的心脏电生理中具有重要调控作

用,Tbx5表达异常与心房颤动、房室传导阻滞、QRS
增宽有关,且与心力衰竭患者发生心律失常和心源性

猝死有关[15]。

Tbx5在胚胎心脏发育及心血管疾病中的重要作

用已得到公认,其复杂的时间和空间表达贯穿整个胚

胎心脏发育过程中。本课题组前期研究发现,胎鼠发

育期间组蛋白乙酰化失衡可以引起Tbx5表达异常,
而国外 亦 有 报 道,组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶 HDAC4和

HDAC5可以抑制Tbx5的表达,这些结果提示组蛋

白乙酰化修饰参与调控 Tbx5的表达[9,16-17],但其具

体调控机制仍不清楚。本研究首先利用组蛋白乙酰

化酶p300/CBP抑制剂姜黄素干预心肌细胞[18-19],结
果发现心肌细胞组蛋白 H3乙酰化水平降低,同时,

Tbx5表达水平下降,提示Tbx5的表达受组蛋白 H3
的乙酰化修饰调控。

为了进一步研究调控Tbx5表达的具体组蛋白乙

酰化酶亚型及修饰位点,本课题组用p300-RNAi水平

干扰载体干预心肌细胞,特异性抑制p300表达后研

究Tbx5的表达和组蛋白乙酰修饰改变。结果发现,

p300-RNAi干扰后胚胎心肌细胞中组蛋白 H3的总

乙 酰 化 水 平、Tbx5 启 动 子 区 H3ac、H3K4ac、

H3K27ac水平均有降低,但 H3K9ac水平升高,Tbx5
的表达水平无明显变化。提示p300可以影响 Tbx5
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启动子区组蛋白乙酰化修饰,参与调控Tbx5的表达,
但不是唯一调控因素,可能有其他组蛋白乙酰化酶亚

型共同调控。考虑p300和CBP的同源性,分别利用

p300和CBP抗体对心肌细胞进行CHIP检测,结果

发现p300-RNAi干扰后Tbx5启动子区域p300的结

合水平明显降低,但CBP的结合水平较对照有明显

升高,证实了p300和CBP共同参与组蛋白乙酰化修

饰对Tbx5表达的调控,当p300表达降低时CBP与

Tbx5启动子区的结合可以代偿性增加,保证Tbx5的

正常表达,但p300和CBP在Tbx5启动子区的修饰

位点 不 同,p300-RNAi干 扰 后 主 要 是 H3K4 和

H3K27位点的乙酰化水平降低,CBP的代偿作用主

要是让H3K9的乙酰化水平升高。
综上所述,Tbx5表达受组蛋白 H3的乙酰化修

饰调控,但不是由单一乙酰化酶介导的,而是受p300
和CBP的双重调控,p300-RNAi干扰导致的组蛋白

H3K4、H3K27低乙酰化对Tbx5表达的抑制作用可

以由CBP介导的 H3K9高乙酰化代偿,这种双重调

控可能也是保证胚胎心脏正常发育的重要基础。但

组蛋白乙酰化修饰是一个非常复杂的调控网络,除了

p300和CBP外,越来越多的组蛋白乙酰化酶已经被

发现;由于组蛋白去乙酰化酶异常也会破坏正常的组

蛋白乙酰化修饰水平,每个基因可能会受到多种修饰

方式的共同调节,相关方面还需要更多的研究。
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