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慢性宫内缺氧对新生仔鼠胰腺 >̀NP̂ )基因
启动子区域甲基化的影响"

黄!煌!吕国荣!林迳苍# !许相洋!曾世涌!程!晶
"泉州医学高等专科学校基础医学部!福建泉州')1%$$%

!!"摘要#!目的!研究慢性宫内缺氧"_S?%新生仔鼠胰腺 >̀NP̂ )基因表达及其表观遗传的改变!并探讨
其机制&方法!$1只妊娠=>大鼠分为健康组和缺氧组!建立_S? 模型!1组分娩后1周仔鼠做空腹血糖
"P̂ X%'空腹血胰岛素"PS̀ =%检测$仔鼠麻醉处死!取胰腺!采用免疫组织化学'蛋白免疫印迹"b8+38:,H5"3%检
测胰腺组织 >̀NP̂ )蛋白的表达情况$实时荧光定量T_<"OT_<%检测1组仔鼠胰腺组织上 >̀NP̂ )L<̀ D
表达情况$亚硫酸氢盐修饰后测序"̂=T%实验检测1组仔鼠胰腺组织 >̀NP̂ )基因启动子区域位点甲基化修
饰情况&结果!与健康组仔鼠比较!缺氧组仔鼠表现糖耐量异常与胰岛素抵抗现象!仔鼠胰腺组织 >̀NP̂ )
L<̀ D'̀>NP̂ )蛋白表达水平降低"!$%&%;%!仔鼠胰腺组织 >̀NP̂ )基因启动子_4X岛甲基化水平增高
"!$%&%$%&结论!_S?可致缺氧孕鼠仔鼠胰腺 >̀NP̂ )基因发生表观遗传改变!参与_S?后仔鼠胰岛素抵
抗的发生'发展过程&
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!!流行病学调查和相关研究显示%慢性宫内缺氧 #72:",#7#,38:L#338,32I4"F#B%_S?$和多种成年期慢
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性疾病易感性密切相关%比如代谢性疾病*心血管疾
病*早产儿死亡等'$.1()近年来课题组一系列研究成
果表明%_S?和仔鼠胰岛素抵抗发生具有相关性''.)()

1型糖尿病#E1>A$是因环境因素和遗传因素相作用
而发生的多基因遗传疾病%胰岛素分泌不足和胰岛素
抵抗是导致E1>A 的1个环节)近年来细胞线粒体
的功能缺陷或形态改变在E1>A 发病过程中的作用
被逐渐重视'-.(()线粒体功能缺陷与胰岛素信号转导
障碍可能有关%线粒体的基因缺陷可以导致脂质在骨
骼肌积聚%影响骨骼肌的糖代谢&有报道称 >̀NP̂ )
基因在线粒体呼吸链电子传递过程中起作用%

>̀NP̂ )基因多态性可以通过运动改善胰岛素的敏
感性及其与腺嘌呤核苷三磷酸#DET$合成酶的关
系'$%()对此%本实验旨在探究在_?S条件下%仔鼠胰
腺 >̀NP̂ )基因的改变及其与胰岛素抵抗的关系)

>!材料与方法

>&>!实验材料

!!孕龄-!=>大鼠10只'上海斯莱克公司=_UV
#沪$1%$-.%%%;(%体质量$);"$/;K&免疫组织化学
试剂*蛋白免疫印迹#b8+38:,H5"3$实验试剂盒*亚硫
酸氢盐修饰后测序#̂=T$实验试剂盒*实时荧光定量

T_<#OT_<$试剂等购自福州鼎鑫泰斯特科技有限公
司&̀>NP̂ )一抗*荧光标记二抗SKX购自美国 DH.
7BL公司&戊巴比妥钠由泉州医药高等专科学校附属
人民医院制剂室保存备用&空腹血胰岛素#PS̀ =$酶联
免疫吸附试验#@aS=D$试剂盒购自上海瑞番生物科
技有限公司&血糖仪购自美国c"2,+",公司)>̀ D提
取试剂盒*TX?载体购自上海捷瑞生物工程有限公司)

>&?!_S?模型制备及分组

!!孕龄-!=>大鼠分成健康组和缺氧组%每组$1
只%参照前期研究方法''.)%$$.$0(建立_S? 模型)在泉
州医学高等专科学校=TP动物实验室完成动物实验
'=QUV#闽$1%1'.%%$1(%缺氧组孕鼠放置在自制的缺
氧箱内%每天/2%氧浓度为 #$%&%]%&;$[%以上过程
重复至分娩前$!%停止缺氧后孕鼠分笼喂养)首次
缺氧$2后孕鼠行动脉血气分析%判断妊娠期_S?模
型造模是否成功)成功分娩后的第1周%1组仔鼠鼠
尾采血%分别检测空腹血糖#P̂ X$*PS̀ =&麻醉处死仔
鼠%取胰腺组织%分别做免疫组织化学检查*b8+38:,
H5"3*OT_<*̂=T等实验)所有操作均符合泉州医学
高等专科学校动物实验伦理学要求#审批号 fdA.
_D@1%11%-%$$)

>&@!仔鼠 P̂ X'PS̀ =检测

!!采用@aS=D法测定PS̀ =%血糖仪检测 P̂ X&稳
态模式评估胰岛素抵抗能力!胰岛素抵抗#?WAD.

S<$C #P̂ XjPS̀ =$"11&;)

>&A!免疫组织化学"二抗标记单荧光%检测 >̀NP̂ )
蛋白的表达

!!仔鼠胰腺组织块固定和包埋*切片#厚度;#L$*
脱蜡入水&'[甲醇.过氧化氢室温孵育1%L#,%自来
水清洗%微波加热修复抗原%磷酸盐缓冲液#T̂ =$清
洗%划蜡&滴加正常山羊血清封闭液%室温孵育1%
L#,%滴加 >̀NP̂ )一抗%0l孵育过夜%次日 T̂ =清
洗&滴加荧光标记二抗SKX%'- l避光孵育1%L#,%

T̂ =清洗%晾干%中性树脂封片&0%%j的荧光显微镜
照相%分析图像)

>&D!b8+38:,H5"3检测 >̀NP̂ )蛋白的表达

!!试剂配制*提取总蛋白#将标本组织块剪碎%加入
裂解液%玻璃匀浆器匀浆%充分裂解%离心后取上清
液$*̂_D测定蛋白浓度*制备十二烷基硫酸钠.聚丙
烯酰胺凝胶电泳#=>=.TDX@$胶*蛋白样品变性*电
泳%转膜%封闭%加入 >̀NP̂ )一抗%0 l孵育过夜)
磷酸盐缓冲液.吐温#T̂ =E$漂洗%;L#,j'次)加入
二抗溶液%室温条件下孵育$2)再次 T̂ =E 漂洗%;
L#,j'次)用 W!I++8I凝胶成像仪检测蛋白显色%
蛋白条带定量)

>&E!OT_<检测 >̀NP̂ )L<̀ D的表达

!!E<SZ"5法提取 1 组仔鼠胰组织总 <̀ D%用

ESD̀ =7:#43<E试剂盒逆转录为7>̀ D%反应体系混
匀%反应条件1;l温浴$%L#,%01l温浴;%L#,%(;
l加热;L#,)用 <̀ B+8.G:88!!?1W将反应体系稀
释至;%#a%R1% l保存)依据 X8,8HB,6 数据库
#T:#L8:;&%$设计以下引物序列!̀ >NP̂ )基因正*
反向引物序列分别为;m._EDXD_EXX_DDXDX
X__XD.'m和;m._DD E__EEX D_D _DE __E
XX.'m&内参 XDT>? 正*反向引物序列分别为;m.
_DXXX_ EX__EE _E_ EEX EX.'m和;m.E_E
_X_E__EXXDDXDEXXE.'m)OT_<的反应依
据说明书操作%反应程序!(;l%$;L#,&(;l$%+%

;/l'%+%-1l'%+%循环0%次)采用1R&&_E 计算

>̀NP̂ )L<̀ D的表达水平)

>&F!_4X岛甲基化分析

>&F&>!_4X岛预测

!!依据美国国家生物信息技术中心 #̀ _̂S$记录

_̀0%%;$%0&0%̀>NP̂ )基因只有$个转录本%对第
一外显子不在同一区域的转录本的启动子区预测%该
转录本第一外显子及第一外显子上游附近形成1个

_4X岛)

>&F&?! =̂T实验

!!使用 >̀ D 提取试剂盒提取胰腺组织基因组
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>̀ D并检测%取基因组 >̀ D进行亚硫酸氢盐转化并
回收)引物的设计!̀!9GH).岛$正向引物为;m.DEX
XD__EDD_DXDDEXXDXEEXD.'m%反向引物
为;m.EX_EE_EEE XDD XDD DDE EE_E__
DEDDX.'m) !̀9GH).岛1正向引物为;m.__DXDX
X_EXXX_EX_EXEXD_X__DE_.'m%反向引
物为;m.X_____X_X_DXXDEXEXX____E
XXDX.'m)对照样品是从构建的质粒中用酶切回收
得到的目的片段%对照样品正向引物为;m.DXXXDX
XEXDDX EDX EXX EX.'m%反向引物为;m.XXD
XXDXDDXDXEXXDXXDXE.'m)T_<扩增*克
隆与测序!将目标片段割胶#上海捷瑞生物工程有限
公司%XV1%0'$纯化%连接TX? 克隆载体%按照试剂
盒中的产品说明书操作)采用Ua$%.X"5!感受态转
化*复苏和涂板)酶切法鉴定阳性菌落%挑取质粒送
测序)

>&G!统计学处理

!!采用=T==$-&%软件进行数据分析%计量资料以

I];表示%组间比较采用2检验%以!$%&%;为差异
有统计学意义)

?!结!!果

?&>!动脉血气分析结果

!!缺氧组孕鼠首次缺氧$2后进行动脉血气分析%

结果发现%缺氧组孕鼠=BW1*TBW1 较健康组明显下

降#!$%&%%$$%缺氧组孕鼠母体受缺氧应激出现低氧
血症%但无 _W1 潴留*无明显酸中毒%表明妊娠期

_S?模型造模成功%见表$)

?&?!仔鼠血液指标检测结果

!!分娩后第1周%缺氧组仔鼠PS̀ =*P̂ X*?WAD.
S<均高于健康组仔鼠%差异有统计学意义#! $
%&%;$%缺氧组仔鼠出现胰岛素抵抗现象%见表1)

表$!!1组=>孕鼠的动脉血气比较$I];%.C$1&

组别 4? =BW1#[$
TBW1

#6TB$

TB_W1

#6TB$

健康组 -&0]$&; (%&)]1&) $$&$-]1&0/ )&$/]$&1;

缺氧组 -&']$&- -;&']'&/ -&;$]1&(; ;&(1]1&1-

2 %&$'/ $$&0-1 '&-'/ %&1$;

! %&/)) $%&%%$ $%&%%$ %&/'$

?&@! >̀NP̂ )蛋白表达水平

!!免疫组织化学结果显示%缺氧组仔鼠胰腺组织

>̀NP̂ )蛋白表达水平明显低于健康组仔鼠%差异有
统计学意义#!$%&%;$%见图$)b8+38:,H5"3检测结
果显示%健康组仔鼠胰腺组织中的 >̀NP̂ )蛋白表
达水平明显高于缺氧仔鼠组%差异有统计学意义#!$
%&%;$%见图1)

!!D!健康组仔鼠&̂!缺氧组仔鼠&_!统计分析图&B!!$%&%;)

图$!!1组仔鼠胰腺组织 >̀NP̂)蛋白表达比较$免疫组织化学%0%%j&

!!D!b8+38:,H5"3&̂!统计分析图&B!!$%&%;)

图1!!b8+38:,H5"3检测1组仔鼠胰腺组织 >̀NP̂)蛋白的表达
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表1!!1组仔鼠分娩后第1周血液相关指标$I];%.C)&

组别 P̂ X#LL"5"a$ PS̀ =#LN"a$ ?WAD.S<
健康组仔鼠 0&0/]%&10 $1&$']$&'0 1&0%]%&-0
缺氧组仔鼠 ;&-1]%&1- $1&(/]$&// '&'%]%&'/

2 R1&%$' R1&%00 R0&'11

! %&%01 %&%'/ %&%%$

?&A! >̀NP̂ )L<̀ D表达水平

!!OT_<检测结果显示%健康组仔鼠胰腺组织中的

>̀NP̂ )L<̀ D 水平明显高于缺氧组仔鼠%差异有
统计学意义#!$%&%;$%见图')

!!黄色代表甲基化%蓝色代表未甲基化&B!!$%&%;)

图'!!1组仔鼠胰腺组织 >̀NP̂)L<̀ D表达水平

?&D! >̀NP̂ )基因启动子区域甲基化测序及结果

?&D&>! >̀NP̂ )基因启动子_4X岛$区域甲基化
分析

!!用>#BK:BL对比图来表示健康组仔鼠与缺氧组

仔鼠 >̀NP̂ )基因启动子_4X岛$区域甲基化率)
缺氧组仔鼠 >̀NP̂ )基因_4X岛$的甲基化率和健
康组仔鼠比较差异无统计学意义#!1C%&%01%!C
%&()-$%见表'*图0)
表'!!1组仔鼠胰腺中 >̀NP̂)基因启动子_4X岛$区域

!!!甲基化率$I];%[%.C)&

组别 甲基化 未甲基化

健康组仔鼠 1&-;]%&-0 (1&-;]$&';

缺氧组仔鼠 0&';]1&// ('&/;]1&/;

?&D&?! >̀NP̂ )基因启动子_4X岛1区域甲基化
分析

!!用>#BK:BL对比图来表示健康组仔鼠与缺氧组
仔鼠样本 >̀NP̂ )基因启动子_4X岛1区域甲基化
率)缺氧组仔鼠 >̀NP̂ )基因_4X岛1的甲基化率
高于健康组仔鼠%差异有统计学意义#!1C-&'0(%!$
%&%%$$%见表0*图;)
表0!!1组仔鼠胰腺中 >̀NP̂)基因启动子岛1区域

!!!甲基化率$I];%[%.C)&

组别 甲基化 未甲基化

健康组仔鼠 1&);]%&)0 (1&/;]$&$;$

缺氧组仔鼠 $$&$;]1&-) /0&/$]1&/1

!!黄色代表甲基化%蓝色代表未甲基化)

图0!!1组仔鼠 >̀NP̂)基因启动子_4X岛$区域甲基化>#BK:BL对比图

!!黄色代表甲基化%蓝色代表未甲基化)

图;!!1组仔鼠 >̀NP̂)基因启动子_4X岛1区域甲基化>#BK:BL对比图
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@!讨!!论

!!一些专家学者曾经提出在胚胎发育阶段%不良环
境可能使该生物体在成年阶段更易患慢性代谢性等

疾病)多年来的流行病学的调查研究丰富了这个假
说)人类个体的生命周期跨度大%因实验条件*医学
伦理*经费等因素制约%临床研究相对比较困难)产
前缺氧是临床实践中胚胎发育阶段最重要的*最常见
的刺激%很多孕期不良症状及产后婴儿病理状况与宫
内缺氧关系密切%如哮喘*吸烟*母体贫血*先兆子痫*
胎盘功能不全等'$0.$;()目前一些专家使用_S? 等模
型'$).$-(进行相关的动物实验研究)

本研究提出母体_S? 与生物体成年疾病相关的
假说并进行相关研究%取得一些成果'$/.1%()根据课题
组成熟的动物模型''.)%$$.$1(%缺氧组采用的氧浓度为
#$%&%]%&;$[%模拟临床中的胎儿缺氧状况%孕鼠未
出现_W1 潴留*酸中毒现象%仅有低氧血症%仅受缺氧
因素影响%说明造模成功)本研究发现缺氧组仔鼠

PS̀ =*P̂ X*?WAD.S<均高于健康组仔鼠%差异有统
计学意义#!$%&%;$%说明缺氧组仔鼠出现胰岛素抵
抗现象)

糖尿病具有明显遗传倾向*以血糖升高为特征%
但是占糖尿病人群(%[的E1>A 发病的分子机制仍
未明确)许多人把E1>A 易感基因定位在不同染色
体区域%认为其是高度复杂异质性的多基因疾
病'1$.11()有研究表明中国华东地区的汉族人群患

E1>A的易感基因定位于(号染色体短臂和>(=$-$
连锁的(41$区域'1'(%其选择的基因 >̀NP̂ )位于该
基因的连锁区域%基因表达的蛋白为线粒体还原型辅
酶%#̀ D>?$脱氢酶家族之中的一员%蛋白*糖和脂
肪的生物氧化过程都与之有关)

有研究报道%随着年龄增长%̀ >NP̂ )基因在人
体骨骼肌中的表达呈下降趋势&̀>NP̂ )基因启动子
区的单核苷酸多态#:+)1(;))%D"X$可促使甲基化状
态改变%该基因在骨骼肌中的表达下降'10()有研究提
示%短期的运动刺激能显著改善个体胰岛素敏感性%

>̀NP̂)基因参与调节了这种适应'1;.1-(%这一发现表
明 >̀NP̂ )基因参与了线粒体功能%有助于DET合
成%表明应重视E1>A 中线粒体中 >̀NP̂ )基因的
作用)

本研究免疫组织化学和 b8+38:,H5"3检测结果
均提示缺氧组仔鼠胰腺组织 >̀NP̂ )蛋白表达水平
明显低于健康组仔鼠#!$%&%;$&OT_<检测结果提
示健康组仔鼠胰腺组织 >̀NP̂ )L<̀ D 水平明显

高于缺氧组仔鼠#! $%&%;$)依据 _̀̂ S记录%

>̀NP̂ )基因只有$个转录本%对 >̀NP̂ )基因第
一外显子不在同一区域的转录本的启动子区预测%该

转录本第一外显子及第一外显子上游附近形成1个

_4X岛&用 =̂T检测胰腺 >̀NP̂ )基因启动子区域
位点甲基化修饰情况%结果表明缺氧组仔鼠 >̀NP̂ )
基因_4X岛$区域的甲基化率和健康组仔鼠无明显
差异#!%%&%;$%但缺氧组仔鼠 >̀NP̂ )基因_4X
岛1的甲基化率高于健康组仔鼠#!$%&%;$)推测

_S?时仔鼠胰腺线粒体基因 >̀NP̂ )甲基化率升
高%导致 >̀NP̂ )L<̀ D 和蛋白表达水平下降%缺
氧组仔鼠出现胰岛素抵抗现象)综上所述%_S?可致
缺氧组仔鼠胰腺 >̀NP̂ )基因表观遗传机制改变%
可能参与_?S区域后仔鼠胰岛素抵抗的发生*发展过
程)
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