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组蛋白乙酰化 / 去乙酰化失衡对平面细胞
极性途径关键基因影响的研究
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［摘要］　目的　观察组蛋白乙酰化 / 去乙酰化失衡对胎鼠心脏的致畸作用及对 H9C2 心肌细胞平面细胞极

性（PCP）途径关键基因 Vangl2、Scrib、Rac1 表达的影响。方法　将 40 只 C57/B6 孕小鼠随机分为空白对照组（n=10）、

溶剂对照组（n=10）和丙戊酸（VPA）组（n=20）；应用组蛋白去乙酰化酶（HDAC）抑制剂 VPA 单次剂量

700 mg/kg 腹腔注射妊娠第 10.5 天 （E10.5 d）VPA 组孕鼠，溶剂对照组孕鼠腹腔注射等量生理盐水，空白对照

组不做任何处理。于 E15.5 d 处死孕鼠，统计死胎率；取活胎鼠心脏行苏木精 - 伊红（HE）染色，观察 VPA 对

胎鼠心脏的致畸作用。培养 H9C2 心肌细胞并将其分为空白对照组、溶剂对照组和 VPA 组，VPA 组以不同浓度（2.0、

4.0、8.0 mmol/L）作用于 H9C2 心肌细胞，溶剂对照组加入等量生理盐水，空白对照组不进行任何处理。实时

荧光定量 PCR 和 Western blot 检测 HDAC1~3 及 Vangl2、Scrib、Rac1 基因在 VPA 干预后 24、48、72 h mRNA 及

其蛋白表达水平；比色法测定总 HDAC 活性变化。结果　VPA 组胎鼠死亡率为 31.7%，心脏畸形发生率显著高

于两对照组（P<0.05）。与两对照组相比，不同浓度 VPA 干预后各时间点，HDAC1 mRNA 表达水平均显著升

高（P<0.05），而蛋白表达水平于 48 h 及 72 h 显著降低（P<0.05）；不同浓度 VPA 干预后，HDAC2 mRNA 仅

在 24 h 表达显著下降（P<0.05），而蛋白表达水平在各时间点均显著下调（P<0.05）；HDAC3 mRNA 在 VPA

（4.0 mmol/L、8.0 mmol/L）干预的各时间点均表达增高（P<0.05），而蛋白表达水平在不同浓度 VPA 干预后各

时间点均下调（P<0.05）。与两对照组相比，不同浓度 VPA 干预后，Vangl2、Scrib mRNA 及其蛋白表达水平在

48 h、72 h 均显著下降（P<0.05），Vangl2 蛋白表达仅在 72 h 降低（P<0.05）。与两对照组相比，VPA（4.0 及

8.0 mmol/L）干预后 24 h，总 HDAC 活性显著降低（P<0.05）；干预后 48 h、72 h，不同浓度 VPA 组总 HDAC

活性均明显降低（P<0.05）。结论　VPA 可能通过直接抑制 HDAC1~3 蛋白表达水平及总 HDAC 活性致乙酰

化 / 去乙酰化失衡，从而导致 PCP 途径关键分子 Vangl2、Scrib mRNA 及蛋白表达水平下调，这可能是先天性心

脏病发生的机制之一。                                                           ［中国当代儿科杂志，2017，19（4）：475-483］
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先天性心脏病（congenital heart disease, CHD）

发病率为 6‰ ~8‰，居出生缺陷首位，是我国

婴儿死亡的首要原因，严重危害我国儿童身心健

康。因此，CHD 发病机制的阐明对于其预防及早

期干预具有重要的临床意义。心脏发育是一个极

其复杂的过程，“心肌化”过程是保证胚胎心脏

正常发育的关键环节。平面细胞极性（planar cell 

polarity, PCP）途径参与心肌细胞的黏附、运动和

极化，通过精确调控心肌细胞定向迁移保证“心

肌 化” 过 程 顺 利 完 成。 其 中，Vangl2、Scrib 及

Rac1 是 PCP 途径的关键分子，相关文献提示其表

达缺失使心肌细胞迁移受到抑制，导致心脏流出

道、心室肌发育异常 [1]。

研究表明，40%~80% CHD 的发生并非由于

DNA 序列的改变，而与环境 - 遗传交互作用有关。

不良环境暴露可通过表观遗传学修饰使特定基因

沉默或过表达，导致蛋白表型改变，最终引起疾病

的发生。其中，组蛋白乙酰化 / 去乙酰化水平可通

过改变染色质结构的疏密程度，调控转录因子与

DNA 结合，决定靶基因表型。该动态平衡如受干

扰，将使心肌细胞相关基因表达异常，导致 CHD

发生 [2]，组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase, 

HDAC）是参与这一调控的关键酶，其表达水平异

常与组蛋白乙酰化 / 去乙酰化失衡密切相关 [2]。然

而，组蛋白乙酰化 / 去乙酰化失衡是否可引起心肌

细胞 PCP 关键分子的变化迄今尚未阐明。丙戊酸

（valproic acid, VPA）为短链脂肪酸类 HDAC 抑制剂，

可抑制 HDAC 表达及活性，导致组蛋白乙酰化水

平升高，进而干扰组蛋白乙酰化 / 去乙酰化的动态

平衡，且本团队前期研究提示 VPA 可抑制 C2C12

肌细胞肌相关蛋白表达下调，抑制其成肌分化 [3]。

因此，本研究利用 VPA 干扰 H9C2 心肌细胞乙酰

化 / 去乙酰化修饰的动态平衡，评估 HDAC1~3 及

Vangl2、Scrib、Rac1 表达水平的变化，探讨组蛋

白乙酰化 / 去乙酰化失衡时 PCP 关键分子的变化，

从表观遗传学角度认识心脏早期发育的调控通路。

1　材料与方法

1.1　实验动物及细胞来源

6~8 周健康成年清洁级野生型 C57/B6 小鼠，

体重 20~25 g，购自四川大学动物实验中心，H9C2

心肌细胞购自中国科学院武汉生物细胞库。

inhibitor, was administered to each individual dam intraperitoneally at a single dose of 700 mg/kg on embryonic day 
10.5 (E10.5). The vehicle and blank groups received equivalent saline or no interventions, respectively. Dams were 
sacrificed on E15.5, and death rates of embryos were evaluated. Subsequently, embryonic hearts of survival fetus were 
removed to observe cardiac abnormalities by hematoxylin-eosin (HE) staining. H9C2 cells were cultured and allotted 
to the blank, vehicle, and VPA-treated groups: the VPA treated group received VPA exposure at concentrations of 2.0, 
4.0 and 8.0 mmol/L; the vehicle and blank groups received equivalent saline or no interventions, respectively. HDAC1-
3 as well as Vangl2, Scrib and Rac1 mRNA and protein expression levels were determined by quantitative real-time 
PCR and Western blot, respectively. The total HDAC activity was analyzed by colorimetric assay. Results    The fetus 
mortality rate after VPA treatment was 31.7%, with a significantly higher rate of cardiac abnormalities in comparison 
with the controls (P<0.05). In comparison with the blank and vehicle groups, HDAC1 mRNA was significantly increased 
at various concentrations of VPA treatment at all time points of exposure (P<0.05), together with a reduction of protein 
level after 48 and 72 hours of exposure (P<0.05). The inhibition of HDAC2 mRNA after various concentrations of VPA 
incubation was pronounced at 24 hours of exposure (P<0.05), while the protein levels were reduced at all time points 
(P<0.05). HDAC3 mRNA was prominently induced by VPA (4.0 and 8.0 mmol/L) at all time points of treatment (P<0.05). 
In contrast, the protein level was inhibited after VPA treatment (P<0.05). In comparison with the blank and vehicle 
groups, Vangl2 mRNA as well as Scrib mRNA/protein expression levels were markedly reduced after 48 and 72 hours 
of VPA treatment (P<0.05), together with a reduction of protein level in Vangl2 at 72 hours (P<0.05).  Compared with 
the blank and vehicle groups, a significant repression in the total HDAC activity was observed in the VPA-treated group 
at concentrations of 4.0 and 8.0 mmol/L after 24 hours of treatment (P<0.05), and the effect persisted up to 48 and 72 
hours, exhibiting pronounced inhibition at all concentrations (P<0.05). Conclusions    VPA might result in acetylation/
deacetylation imbalances by inhibiting HDAC1-3 protein expression and total HDAC activity, leading to the down-
regulation of mRNA and protein expression of Vangl2 and Scrib. This could be one of the mechanisms contributing to 
congenital heart disease.                                                                          [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(4): 475-483]

Key words: Histone acetylation/deacetylation imbalances; Histone deacetylase; Planar cell polarity; H9C2 cell;  
Mice
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1.2　主要仪器及试剂

胎牛血清、MEM/F12 培养基（美国 Corning 公

司）；VPA、蛋白酶抑制剂 Cocktail（美国 Sigma-
Aldrich 公司）；RIPA 裂解液（强）（北京索莱宝

科技有限公司）；TRIzol（美国 Life Technology 公

司）；RNA 逆转录试剂盒（日本 Takara 公司）；

SsoFast EvaGreen PCR 试 剂 盒（ 美 国 Bio-Rad 公

司）；HDAC1~3 及 Vangl2 一抗（美国 Proteintech

公司）；Scrib、Rac1 一抗（美国 Santa Cruz 公司）；

GAPDH（北京康为世纪生物科技有限公司）；

HDAC 活性试剂盒（美国 BioVision 公司）。酶标

仪（美国 Thermo Scientific 公司）；徕卡倒置相差

显微镜 DM2000（德国 Leica 微系统有限公司）；

荧光定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）。

1.3　H9C2 心肌细胞培养

常规复苏 H9C2 心肌细胞，使用含有 10% 胎

牛血清、100 U/mL 青霉素及 100 μg/mL 链霉素的

MEM/F12 培养基在 37℃、5%CO2 饱和湿度下培养

于 T75 培养瓶中，每隔 2~3 d 传代 1 次，当细胞数

量达到实验所需时，将细胞用 0.25% 胰酶（美国

GIBCO 公司）消化后 1 200 r/min 离心 3 min，弃去

上清液，加入 MEM/F12 培养基重悬细胞，调整细

胞含量为 2×105/mL，每孔 2 mL 移入 6 孔板中，

待细胞密度达 70%~80% 开始干预。

1.4　实验分组

将小鼠于 25℃环境下饲养，自由饮食、摄水，

相对湿度 50%~60%，噪音 80 分贝以下，通风换

气 15~20 次 /h。随机选取发情期雌鼠与雄鼠以 3 : 1

合笼，查见阴栓者记为孕 0.5 d（E0.5 d）。

本研究团队前期预实验结果显示 [4]：孕鼠能

够耐受 VPA 的最大剂量为 700 mg/kg，此时流产

率约 30%~50%，超过这一剂量，孕鼠流产率高

达 80%~100%， 因 此 本 研 究 选 择 最 大 剂 量 VPA 

700 mg/kg 处理孕鼠；小鼠胚胎心脏发育的关键时

期为 E11.5~E14.5 d，故选择于 E10.5 d 对孕鼠进行

干预。随机分配上述健康清洁级野生型 C57/B6 孕

鼠为空白对照组（n=10）、溶剂对照组（n=10）

和 VPA 干 预 组（n=20）。VPA 干 预 组 孕 鼠 于

E10.5 d 腹腔注射 VPA 700 mg/kg（溶剂为生理盐

水）；溶剂对照组孕鼠腹腔注射等量生理盐水；

空白对照组不做任何处理。

参考相关文献，VPA 干预细胞的浓度范围为

1.0~10.0 mmol/L[5-7]，结合本研究团队前期研究 [3]，

故选用 2.0、4.0 及 8.0 mmol/L 浓度梯度 VPA 对细

胞进行干预。将细胞分为空白对照组、溶剂对照组

及 VPA 干预组。空白对照组不进行任何处理，溶

剂对照组加入等量生理盐水，VPA 干预组予不同

浓度梯度 VPA 处理细胞。所有样品同时置于 5%CO2

的 37℃培养箱中培养，按照细胞所要求的培养基

种类每天更换培养基并进行相同的处理。分别于处

理后 24、48 及 72 h 采集细胞行下一步检测。

1.5　胚胎心脏苏木精 - 伊红染色

于 E10.5 d 断颈处死孕鼠，打开腹腔、分离

子宫，取出胚胎后于解剖显微镜下分离胎心。PBS

清 洗 后 于 10% 福 尔 马 林 固 定 2 h。60%、70%、

80%、95% 及 100% 梯度酒精脱水各 1 h。二甲苯

透明后石蜡包埋、心脏连续切片（主动脉弓顶部 -

心尖），行苏木精 - 伊红（HE）染色，观察胚胎

心脏结构发育异常。

1.6　RNA 提取及 cDNA 合成

每 组 平 行 设 3 个 复 孔，TRIzol 裂 解 细 胞，

严 格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 提 取 总 RNA， 采 用

Nanodrop_2000 分光光度计对提取后的 RNA 进行

浓度及纯度检测。采用 RNA 逆转录试剂盒严格按

照说明书操作，将 1 μg RNA 逆转录为 cDNA。

1.7　实时荧光定量 PCR

本研究所有引物均经过扩增效率检测，扩增

效 率 均 >95%。 使 用 SsoFast EvaGreen PCR 试 剂

盒 进 行 qRT-PCR。 体 系 总 量 为 10 μL：EvaGreen 

5 μL，无核酸酶水 3 μL，正反向引物各 0.5 μL，

cDNA 1 μL。PCR 扩 增 条 件 为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 

5 s，55℃ 10 s，共 39 个循环；而后 65~95℃绘制

熔解曲线，基因相对表达量以 2- △△ Ct 表示。各基

因引物序列、片段长度及退火温度见表 1。实验独

立重复 3 次。
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1.8　Western blot 检测

每组平行设 3 个复孔，用预冷 PBS 清洗细胞

数次，使用 RIPA（强）与蛋白酶抑制剂（1 : 25 混

合）裂解细胞，冰上作用 20 min，4℃ 9 661 r/min

离心 15 min，留取上清液，BCA 法测定样品蛋白

浓度。蛋白变性后，采用 8% 十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离胶（SDS-polyacrylamide gel, 

SDS-PAGE），每孔加入 50 μg 总蛋白电泳，通过

100 V 电转 2 h 将蛋白印迹至 PVDF 膜上，5% 脱脂

奶（TBST 配置）室温封闭 1 h，加入封闭液稀释

的一抗 HDAC1（1 : 1 000）、HDAC2（1 : 1 000）、

HDAC3（1 : 500）、Vangl2（1 : 1 000）、Scrib（1 : 500）、

Rac1（1 : 200）、GAPDH（1 : 500）， 置 于 4 ℃ 冰

箱孵育过夜。TBST 洗膜 10 min×3 次，加入相应

二抗室温孵育 90 min，TBST 洗膜 10 min×3 次后，

采用化学发光法进行显色，最后采用 Bio-Rad 成像

系统采集图像，利用 Gelpro32 软件进行半定量分

析。目的蛋白相对表达量采用其灰度值与相应内

参（GAPDH）灰度值之比表示。实验独立重复 3 次。

1.9　总 HDAC 活性检测

利用比色法测定总 HDAC 活性，具体实验步

骤参照 HDAC 酶活性检测试剂盒说明书：（1）裂

解细胞提取蛋白并测定蛋白浓度，在圆底 96 孔酶

标板中每孔加入 100 μg 蛋白，每组平行设 3 个复孔，

并加入无核酸酶水稀释至 85 μL；加入 75 μL 无核酸

酶水稀释 10 μL Hela 细胞核提取液作为阳性对照；

83 μL 无核酸酶水中加入 2 μL 曲古抑素 A 作为阴性

对照。（2）每孔加 10 μL 10×HDAC 分析缓冲液

及 5 μL HDAC 发光底物充分混合，37℃孵育 1 h。

（3）每孔加入 10 μL 赖氨酸显色剂，充分混匀，

37℃孵育 30 min。（4）利用酶标仪测定 A405 nm

处的光密度值，根据标准曲线计算出每个样品的总

HDAC 活性 [μmol/(L · μg)]。实验独立重复 3 次。

1.10　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计学软件对数据进行统计学

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多样本均数比较采用方差分析，采用 Tukey 法进

行组间多重比较；计数资料以百分率（%）表示，

多组间比较采用 χ2 检验；P<0.05 为差异有统计学

意义。计数资料组间两两比较采用卡方分割法，

调整 P<0.017 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　VPA 干预孕鼠致胎鼠心脏畸形的发生情况

VPA 干预组胎鼠死亡率较空白及溶剂对照组

显著增加（P<0.05）；胎鼠心脏 HE 染色观察心脏

结构发育异常显示，上述 3 组活胎鼠中心脏畸形

发生率分别为 16.1%、1.1%、1.3%，VPA 干预组

心脏畸形发生率显著高于两对照组（P<0.05）（表

2）；VPA 干预组心脏畸形主要表现为室间膈缺损

（VSD）（14/18）、心室壁变薄伴心肌致密化不

全（NVM）（4/18）（图 1），而空白对照组和溶

剂对照组均为 1 例房间隔缺损（ASD）。

表 1　PCR 引物序列、长度及退火温度

引物名称 引物序列 片段长度 (bp) 退火温度 (℃ )

HDAC1 上游 : 5'-CACAGCGACGACTACATCAAG-3' 129 55

下游 : 5'-ACAGAACTCAAACAAGCCATCA-3'

HDAC2 上游 : 5'-CAGTTGCCCTTGATTGTGAAAT-3' 121 55

下游 : 5'-TCTGGAGTGTTCTGGTTTGTCA-3'

HDAC3 上游 : 5'-CGTCCGAAATGTTGC-3' 74 55

下游 : 5'-GAAGTTCCTCACTAATGG-3'

Vangl2 上游 : 5'-CGAAACAGCAGCCTTACCAC-3' 170 55

下游 : 5'-CTCGCTCACCAATGTCCAC-3'

Scrib 上游 : 5'-ACCGCATCCTAGCAGTGAAT-3' 107 55

下游 : 5'-CCTCCGTACAAGCAGACACA-3'

Rac1 上游 : 5'-TGCTGTCAAATACCTGGAGTGCT-3' 217 55

下游 : 5'-TTGGCATCAGACGCGAAGACTC-3'

GAPDH 上游 : 5'-CAGGGTCGACCTTGCCCACAGCCTT-3' 187 55

下游 : 5'-GCCAAGGATATCCATGACAACT-3'
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2.2　VPA 对 H9C2 细胞 HDACs mRNA 及蛋白表

达水平的影响

与空白及溶剂对照组比较，HDAC1 于 VPA 

2.0、4.0 及 8.0 mmol/L 干预后 24、48、72 h mRNA

表达水平均明显上调（P<0.05）；而与 mRNA 变

化相反，蛋白表达水平于干预后 48 h 及 72 h 显

著降低 （P<0.05）。与空白及溶剂对照组比较，

HDAC2 于 VPA 2.0、4.0 及 8.0 mmol/L 干预后，仅

在 24 h 时 mRNA 表达显著下降（P<0.05），蛋白

表达水平于干预后各时间点均显著下降（P<0.05）。

与空白及溶剂对照组比较，HDAC3 mRNA 于 VPA 

4.0 及 8.0 mmol/L 干预后各时间点表达均明显上调

（P<0.001），而蛋白表达水平于 VPA 2.0、4.0 及

8.0 mmol/L 干预后各时间点均显著降低（P<0.01）。

不同浓度 VPA 干预组间，于各时间点分别比较差

异均无统计学意义（P>0.05）。见图 2。

表 2　VPA 干预孕鼠致胎鼠心脏畸形发生率的比较

组别 孕鼠数 胚胎总数
死胎率

[n(%)]
活胎总数

活胎中心脏畸形发生率

[n(%)]

空白对照组 10 90 2(2.2) 88 1(1.1)

溶剂对照组 10 82 2(2.4) 80 1(1.3)

VPA 干预组 20 164 52(31.7)a,b 112 18(16.1)a,b

χ2 值 52.18 22.44

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与空白对照组比较，P<0.017；b 示与溶剂对照组比较，P<0.017。

图 1　VPA 致胎鼠心脏发育异常（苏木精 - 伊红染色）　　[LA] 左心房；RA[ 右心房 ]；[LV] 左心室；[RV] 右心室；

[IVS] 室间隔；[VSD] 室间隔缺损；[AO] 主动脉；[PA] 肺动脉；[TV] 三尖瓣；[MV] 二尖瓣。对照组室间隔发育完整，心室壁致密、

增厚；VPA 干预组室间隔见 VSD（箭头所示）；与空白及溶剂对照组相比，VPA 干预组心腔明显变小，并见心室壁菲薄伴心

肌致密化不全（方框所示）。
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图 2　各组 HDACs mRNA 及蛋白表达水平比较（n=3）　　A~C：VPA 干预对 HDAC1 mRNA 及蛋白水平的影响；

D~F：VPA 干预对 HDAC2 mRNA 及蛋白水平的影响；G~I：VPA 干预对 HDAC3 mRNA 及蛋白水平的影响。a 示与空白及溶剂

对照组比较，P<0.05。

2.3　VPA 对 H9C2 细胞 PCP 关键分子 mRNA 及

蛋白表达水平的影响

与 空 白 及 溶 剂 对 照 组 相 比，Vangl2 及 Scrib 

mRNA 表达水平于不同浓度 VPA 干预后 48 h 及

72 h 均显著下降（P<0.05）；Vangl2 蛋白表达水平

于干预后 72 h 显著下降（P<0.05）；Scrib 蛋白表

达水平于干预后 48 h 及 72 h 均显著下调（P<0.05）。

Rac1 mRNA 及蛋白表达水平与空白及溶剂对照组

比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。不同浓度

VPA 干预组间，于各时间点分别比较差异均无统

计学意义（P>0.05）。见图 3。

2.4　VPA 对 H9C2 细胞总 HDAC 活性的影响

与空白及溶剂对照组比较，VPA 4.0、8.0 mmol/L

干预后 24 h，总 HDAC 活性显著降低（P<0.05），

而 2.0 mmol/L VPA 干预组较空白及溶剂对照组总

HDAC 活性无显著变化（P>0.05）；干预后 48 h

及 72 h，3 个剂量 VPA 干预组总 HDAC 活性均显

著低于空白及溶剂对照组（P<0.05）。不同浓度

VPA 干预组间，于各时间点分别比较差异均无统

计学意义（P>0.05）。见图 4。
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3　讨论

胚胎心脏正常发育需要众多基因在不同时

间和空间顺次精确表达，如果这些关键基因表达

图 3 各组 PCP 关键分子 mRNA 及蛋白表达水平比较（n=3）　　A~C：VPA 干预对 Vangl2 mRNA 及蛋白水平的影响；

D~F：VPA 干预对 Scrib mRNA 及蛋白水平的影响；G~I：VPA 干预对 Rac1 mRNA 及蛋白水平的影响。a 示与空白及溶剂对照

组比较，P<0.05。

图 4　各组总 HDAC 活性比较（n=3）　　a 示与空白及

溶剂对照组比较，P<0.05。

异常，将不同程度干扰胚胎心脏的分子调控程序

化进程，最终导致 CHD 的发生。PCP 途径中的

Vangl2、Scrib 及 Rac1 是与心脏早期发育密切相关

的 3 种关键蛋白，其表达缺失将干扰“心肌化”过程，

引起心脏发育异常：Vangl2 参与心室肌与流出道

的发育，基因突变致胎鼠心肌细胞分化异常，不

能伸出板状和丝状伪足，细胞极化、迁移受抑制 [8]；

Scrib 与心肌细胞间黏附有关，表达缺失可致心脏

袢化异常、VSD、心室壁变薄及心肌致密化不全 [9]；

Rac1 缺失可导致心肌细胞变为球形、心室小梁化

异常、细胞凋亡增加 [10]。因此，进一步研究 PCP

关键分子的表达及调控，成为 CHD 病因探讨中的

关键问题。

近年研究显示，表观遗传学修饰调控着不同

环境下基因的表达模式，是外界环境改变致疾病

发生、发展的关键机制。表观遗传学修饰所致的
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组蛋白乙酰化状态改变是环境因素致畸的重要原

因 [11-12]。其中，HDAC 是参与去乙酰化表观遗传

学调控的关键酶：可去除组蛋白赖氨酸残基的乙

酰化基团，使染色质结构致密，阻碍转录因子与

DNA 结合，抑制转录 [13]。其中，Ⅰ类 HDAC 中的

HDAC1~3 组织分布最为广泛，参与心肌细胞分化、

脂代谢，在心脏早期发育过程中起着至关重要的

作用，其表达缺失可导致心肌细胞过度增生、造

成扩张性心肌病、右心室肥厚与闭塞等多种先天

性心脏发育异常 [14-16]。因此，HDAC 作为一种重要

的表观遗传调控因子，对转录具有“开 - 关”作用；

而 PCP 通路在“心肌化”过程中对心肌细胞极化、

迁移起重要调控作用，阐明两者之间的调控作用

将有利于更深层次地从表观遗传学角度探寻环境

因素所致 CHD 的分子生物学机制。

VPA 作为一种传统的抗惊厥药物被广泛应用

于临床 [17]。同时，它也是一种 HDAC 抑制剂，主

要可通过抑制Ⅰ类 HDAC 活性，发挥抗增殖、促

凋亡等抗肿瘤作用 [13]。但是，VPA 具有潜在致畸

作用，妊娠期使用可致神经管、心血管、骨骼等

多种畸形 [18]。本研究证实，VPA 可致胎鼠心脏结

构发育异常，主要表现为 VSD、心室壁变薄及心

肌致密化不全，这些病理改变与 PCP 关键分子表

达缺失所致病理改变有诸多相似之处，推测 VPA

可能通过干扰 PCP 途径导致胚胎心脏发育异常。

因此，本研究在细胞水平，利用 VPA 干预大鼠

胚胎心肌细胞 H9C2，进一步探讨其对 HDAC 及

PCP 相关基因的影响。研究结果显示，VPA 可上

调 HDAC1、3 mRNA 表 达 水 平， 随 VPA 浓 度 增

加，表达水平逐渐升高，而两者蛋白表达变化与

mRNA 变化恰好相反，mRNA 表达上调与蛋白表

达下调相平行，且均在干预后 48 h 及 72 h 最为显

著；HDAC2 mRNA 及蛋白表达水平变化一致，均

为下降，于干预后 24 h 最为明显，提示 VPA 干

预对 HDAC1、3 的作用机制有别于 HDAC2。国外

相关文献亦报道，VPA 对不同 HDAC 的作用具有

选择性、差异性及细胞特异性：Bradbury 等 [19] 报

道 VPA 可通过增加 H3K4 甲基化水平，选择性上

调 HL60 白血病细胞株中 HDAC11 mRNA 及蛋白表

达水平，而对人宫颈癌细胞株 HDAC11 表达没有

影响；Kwiecińska 等 [5] 研究结果亦显示，VPA 可

选择性抑制人卵巢癌细胞 HDAC2、7 蛋白表达水

平， 而 对 其 他 HDAC 无 影 响；Krämer 等 [20] 利 用

VPA 干预鼠畸胎瘤细胞和人肾胚胎瘤细胞发现，

VPA 可选择性抑制 HDAC2 蛋白表达，而其 mRNA

表达水平没有变化，进一步实验证实 VPA 可通过

泛素化酶 E2 激活蛋白酶体加速 HDAC2 蛋白降解

而降低其蛋白表达水平。结合相关文献报道，我

们推测，本研究中 VPA 干预后 HDAC1、3 mRNA

表达升高伴随蛋白表达下降的其中一种可能解释

为：VPA 可选择性作用于 HDAC1、3，参与转录

后调控，使其蛋白错误折叠、蛋白构象发生改变，

进而被从内质网清除，由泛素 - 蛋白酶体系统降

解 [21-22]，而蛋白水平下降导致 mRNA 代偿性升高 [23]。

总 HDAC 活性测定证实了 VPA 对 HDAC 活性的抑

制作用，且也于干预后 48 h 及 72 h 最为显著，与

HDAC1~3 的蛋白表达水平降低时间点一致，表明

HDAC1~3 是 H9C2 中最主要的去乙酰化酶，也提

示其表达被抑制可能是导致乙酰化 / 去乙酰化失衡

的重要原因。为明确 VPA 对 PCP 关键分子的影响，

本实验对 Vanlg2、Scrib 及 Rac1 的表达水平进行检

测，结果显示 Vanlg2、Scrib mRNA 及蛋白表达均

被抑制，mRNA 表达下降于干预后 48 h 最为明显，

而蛋白表达则于 72 h 最为显著，mRNA 与蛋白变

化的时序不一致性可能与蛋白的表达峰度及半衰

期相关 [24-25]。

上 述 结 果 显 示，HDAC 抑 制 剂 VPA 可 抑

制 HDAC1~3 蛋 白 表 达 及 功 能，HDAC 下 调 同 时

Vangl2、Scrib mRNA 及蛋白表达水平亦下调，提

示 HDAC1~3 可能对 Vangl2、Scrib 存在正向调控

作用，而非组蛋白去乙酰化修饰发挥的负向调控

作用。既往文献表明：基因敲除小鼠胚胎干细胞

中 HDAC1 表达后采用基因微阵列技术分析发现，

约 7% 的基因表达受影响，其中 2/3 基因表达上调

（HDAC1 为靶基因的抑制因子），而余 1/3 表达

下调（提示 HDAC1 为靶基因的激活因子），提示

HDAC 对基因的调控作用远不仅局限于组蛋白去乙

酰化修饰 [26]。除组蛋白外，HDAC 也可对非组蛋

白进行翻译后修饰，发挥正向调控作用。这种激

活作用既可位于转录水平，即 HDAC 作为转录激

活因子（如对 Gja1 的调控）或与其他转录因子共

同形成复合物（如对糖皮质激素受体的调控）直

接参与转录激活，也可位于转录后水平 [14,26-27]。

因 此， 本 研 究 结 果 证 实 VPA 可 直 接 抑 制
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HDAC1~3 蛋白表达水平及总 HDAC 活性，导致

乙酰化 / 去乙酰化失衡，同时下调 PCP 途径关键

分子 Vanlg2、Scrib mRNA 及蛋白表达水平，这可

能是环境因素致 CHD 发生的机制之一。但是，

VPA 对Ⅰ类 HDAC 的作用机制以及 HDAC 是否与

Vangl2、Scrib 相结合共同参与胚胎心肌细胞“心

肌化”过程尚待进一步明确。目前，多种 HDAC

调控药物已应用于临床 [13]，一旦两者之间的调控

网络被阐明，将对 CHD 的一级预防及早期干预产

生一定的临床实用价值。
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