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组蛋白 H3K9ac 乙酰化与 H3K9me3 甲基化修饰
对小鼠心脏发育的交互调控作用

李硕 1　罗孝美 2　彭波辉 1　杨昌键 1　彭昌 1

（1. 遵义医学院附属医院儿内科，贵州 遵义　563000；2. 遵义医学院生理教研室，贵州 遵义　563000）

［摘要］　目的　探讨组蛋白乙酰化和甲基化修饰对心脏发育的交互调控作用，为先天性心脏病的防治提

供新的理论基础。方法　将 24 只昆明孕小鼠随机分为胚胎 14.5 d（ED 14.5）组、胚胎 16.5 d（ED 16.5）组、

新生 0.5 d（PND 0.5）组及新生 7 d（PND 7）组，采集各组胎鼠及新生小鼠心脏，每组检测标本数为 6。运用

比色法检测心肌组织组蛋白乙酰化酶（HATs）及组蛋白甲基转移酶（HMTs）活性；Western blot 法检测心肌

组织组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸乙酰化（H3K9ac）及组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸三甲基化（H3K9me3）表达水平。

结果　比色法结果表明：HATs 和 HMTs 活性在出生前均呈现高表达，出生后均呈现低表达；且 PND 0.5 和 PND 

7 时小鼠心肌组织 HATs 活性与 ED 14.5 时相比，以及 PND 7 时小鼠心肌组织 HATs 活性与 ED 16.5 时相比差异

均有统计学意义（P<0.05）；小鼠心肌组织 HMTs 活性在 PND 7 时与 ED 14.5 和 ED 16.5 时相比差异有统计学意

义（P<0.05）。Western blot 结果显示：组蛋白 H3K9ac 和 H3K9me3 在出生前呈现高表达，出生后呈现低表达，

且 PND 0.5 和 PND 7 时小鼠心肌组织组蛋白 H3K9ac 和 H3K9me3 分别与 ED 14.5 和 ED 16.5 时相比差异均有统

计学意义（P<0.05）。结论　在心脏发育过程中 HATs、HMTs 及组蛋白 H3K9ac、H3K9me3 呈现动态表达，提

示 HATs 和 HMTs 介导的组蛋白 H3K9ac 乙酰化及 H3K9me3 甲基化修饰在心脏发育过程中可能发挥了交互调控

作用。                                                                                          ［中国当代儿科杂志，2018，20（11）：950-954］
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Interactive regulatory effect of histone H3K9ac acetylation and histone H3K9me3 
methylation on cardiomyogenesis in mice
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Abstract: Objective    To study the interactive regulatory effect of histone acetylation and methylation on 
cardiomyogenesis, and to provide a theoretical basis for the prevention and treatment of congenital heart disease. 
Methods    A total of 24 Kunming mice were randomly divided into embryo day 14.5 (ED 14.5) group, embryo day 16.5 
(ED 16.5) group, postnatal day 0.5 (PND 0.5) group, and postnatal day 7 (PND 7) group, with 6 mice in each group, 
and the heart tissue of fetal and neonatal mice was collected. Colorimetry was used to measure the activities of histone 
acetylases (HATs) and histone methyltransferases (HMTs) in the myocardium. Western blot was used to measure the 
expression of H3K9ac and H3K9me3 in the myocardium. Results    Colorimetry showed that the activities of HATs and 
HMTs were higher before birth and were lower after birth. There was a significant difference in the activity of HATs 
in the myocardium between the PND 0.5 and PND 7 groups and the ED 14.5 group (P<0.05), as well as between the 
PND 7 group and the ED 16.5 group (P<0.05). There was also a significant difference in the activity of HMTs in the 
myocardium between the PND 7 group and the ED 14.5 and ED 16.5 groups (P<0.05). Western blot showed higher 
expression of H3K9ac and H3K9me3 before birth and lower expression of H3K9ac and H3K9me3 after birth, and there 
were significant differences in the expression H3K9ac and H3K9me3 in the myocardium between the PND 0.5 and 
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心 脏 发 育 是 一 个 极 其 复 杂 而 又 精 细 的 过

程 [1]。当前先天性心脏病（简称先心病）的发病率

居高不下，虽然随着外科手术技术的改进及介入

手术的运用，大多数单纯型先心病患者都能得到

治愈，但对于一些复杂型先心病患者及发生了严

重肺动脉高压、心力衰竭等并发症的患者，外科

治疗效果不好，预后仍较差 [2-5]。因此，如何防治

先心病就成为各国科学家关注的重点。要解决这

一难题，首先需要明确心脏正常发育的调控因素。

国外及本课题组前期研究证实 [6-9]，表观遗传修饰

是心脏发育过程中的一种重要调控方式，全程参

与了心脏的正常发育，但不同的发育时间点其调

控方式可能并不一致。本课题组前期研究发现组

蛋白 H3 总乙酰化水平在胚胎发育过程中呈现动态

表达 [10]，国外研究表明组蛋白乙酰化酶（histone 

acetylases, HATs）介导的组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸

乙酰化（H3K9ac）的乙酰化修饰及组蛋白甲基转

移酶（histone methyltransferases, HMTs）介导的组

蛋白 H3 第 9 位赖氨酸三甲基化（H3K9me3）的甲

基化修饰在心脏发育及心血管疾病中发挥着重要

作用 [11-12]，且在心脏发育过程中组蛋白 H3 多个氨

基酸位点的乙酰化及甲基化修饰处于交互调控的

状态从而逐步促进心脏发育 [13]，但二者之间在心

脏发育早期的交互调控方式目前仍少见报道。故

本研究以小鼠心脏为研究对象，深入探讨组蛋白

乙酰化修饰与组蛋白甲基化修饰对心脏发育的交

互调控作用，为进一步明确胚胎心脏发育的调控

因素提供一定的理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

成年 SPF 级昆明雌性小鼠 24 只，雄性小鼠

12 只，购于第三军医大学动物中心，动物批号：

SCXK（渝）2012-0005。按雌︰雄 = 2 : 1 合笼交配，

发现阴栓的雌鼠胎龄计为孕 0.5 d，计算孕鼠妊娠

天数，分笼饲养，自由进食饮水。依据胎龄（embyro 

day, ED） 和 出 生 后 日 龄（postnatal day, PND） 将

所有孕鼠按随机数字表法随机分为胚胎期组（ED 

14.5 组、ED 16.5 组）和新生期组（PND 0.5 组、

PND 7 组），其子代小鼠均对应纳入上述各组。

1.2　心脏标本的制备

选取妊娠 14.5 d（ED 14.5 组）和 16.5 d（ED 

16.5 组）孕鼠，二氧化碳麻醉处死，75% 乙醇消

毒并剖腹，分离胚胎，解剖显微镜下剖开胎鼠胸

腔，分离心脏，同时选取新生 0.5 d（PND 0.5 组）

及 7 d（PND 7 组）的新生小鼠，二氧化碳麻醉处

死，75% 乙醇消毒后剖开胸腔，分离心脏，将完

整的心脏放入预冷 PBS 中清洗后置于 -80℃冰箱

保存备用。ED 14.5 组取 60 只胎鼠，每 10 只胎鼠

心脏作为一个检测标本，ED 16.5 组取 48 只胎鼠，

每 8 只胎鼠心脏作为一个检测标本。PND 0.5 组取

36 只新生小鼠，每 6 只新生小鼠心脏作为一个检

测标本，PND 7 组取 24 只新生小鼠，每 4 只新生

小鼠心脏作为一个检测标本，四组小鼠中每组各 6

个检测标本。

1.3　主要试剂

组蛋白乙酰化酶及组蛋白甲基转移酶试剂盒

（GENMED，美国）；兔来源的抗 H3K9ac 单克隆

抗体和抗 H3K9me3 单克隆抗体（Abcam，英国）；

兔来源的抗 β-actin 多克隆抗体及辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗兔二抗（北京中杉金桥生

物技术有限公司）；MinuteTM 胞质胞核分离试剂盒

（Invent，美国）；SDS-PAGE 凝胶试剂盒（上海

碧云天生物技术有限公司）。

1.4　比色法检测心肌组织中 HATs 和 HMTs 活性

分别提取各组小鼠心肌组织核蛋白，BCA 法

测定蛋白浓度后，运用比色法测定心肌组织中

HATs 和 HMTs 活性，实验步骤严格按照 HATs 和

HMTs 试剂盒操作说明进行。

1.5　Western blot 法 检 测 心 肌 组 织 H3K9ac、

H3K9me3 表达

提 取 小 鼠 心 肌 组 织 核 蛋 白，12%SDS-PAGE

凝 胶 分 离 核 蛋 白，PVDF 膜 半 干 转 膜 后，5% 脱

PND 7 groups and the ED 14.5 and ED 16.5 groups (P<0.05). Conclusions    The dynamic expression of HATs, HMTs, 
H3K9ac, and H3K9me3 is observed during cardiomyogenesis, suggesting that histone H3K9ac acetylation and histone 
H3K9me3 methylation mediated by HATs and HMTs may play a role in interactive regulation during cardiomyogenesis.

[Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(11): 950-954]
Key words: Cardiomyogenesis; Acetylation; Methylation; Interactive regulation; Mice
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脂牛奶封闭 2 h 后分别加入兔来源的抗 H3K9ac、

H3K9me3 单 克 隆 抗 体（1 : 1 000） 及 兔 来 源 的 抗

β-actin 多 克 隆 抗 体（1 : 1 000），4 ℃ 孵 育 过 夜，

TBST 洗涤 3 次，每次 15 min，然后加入 HRP 标

记 的 山 羊 抗 兔 二 抗（1 : 5 000）， 脱 色 摇 床 上 孵

育 2 h，TBST 洗 涤 3 次， 每 次 15 min， 运 用 Bio-
Rad 图像分析仪进行图像扫描；采用 Quantity One 

4.4 软 件 进 行 分 析， 以 H3K9ac 和 H3K9me3 与

β-actin 的灰度值之比分别表示组蛋白 H3K9ac 和

H3K9me3 的相对表达量。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 21.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较进行单因素方差分析，组间两两全面比

较采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　小鼠心脏发育过程中心肌组织 HATs 表达情况

比色法结果显示：在小鼠胚胎发育的 4 个时

间点中，心肌组织的 HATs 活性呈现动态变化，

在胚胎发育的 ED 14.5 时呈高表达，随着心脏的

发育成熟 HATs 活性逐渐降低，在 PND 7 小鼠心

肌组织中呈低表达，且小鼠心肌组织中 HATs 活

性在 PND 0.5 与 ED 14.5 时相比差异有统计学意义

（P<0.05），PND 7 小鼠心肌组织中 HATs 活性分

别与 ED 14.5 和 ED 16.5 时相比差异均有统计学意

义（均 P<0.05），见图 1。

图 1　小鼠心脏发育不同时间点心肌组织中 HATs 活

性 比 较（n=6）　　a 示 与 ED 14.5 组 比 较；P<0.05；b 示 与 ED 

16.5 组比较，P<0.05。

图 2　小鼠心脏发育不同时间点心肌组织中 HMTs 活

性 比 较（n=6）　　a 示 与 ED 14.5 组 比 较，P<0.05；b 示 与 ED 

16.5 组比较，P<0.05。

2.2　小鼠心脏发育过程中心肌组织 HMTs 表达情况

比色法结果显示：在小鼠胚胎发育的 4 个时

间点中，心肌组织中 HMTs 活性呈现动态变化，在

胚胎发育 ED 14.5 时呈高表达，随着胚胎发育成熟

HMTs 活性逐渐降低，在 PND 7 小鼠心肌组织中

呈低表达，且小鼠心肌组织中 HMTs 活性在 PND 7

时分别与 ED 14.5 和 ED 16.5 时相比差异均有统计

学意义（均 P<0.05），见图 2。

2.3　 小 鼠 心 脏 发 育 过 程 中 心 肌 组 织 组 蛋 白

H3K9ac 乙酰化修饰水平的变化

Western blot 结果显示：小鼠心脏发育过程中

心肌组织组蛋白 H3K9ac 乙酰化水平随着心脏发育

成熟，其乙酰化水平逐渐降低，在 ED 14.5 时组蛋

白 H3K9ac 乙酰化水平呈现高表达，在 PND 7 时呈

现低表达，且组蛋白 H3K9ac 乙酰化水平在 PND 0.5

和 PND 7 时分别与 ED 14.5 和 ED 16.5 时相比差异

均有统计学意义（均 P<0.05），见图 3。

2.4　 小 鼠 心 脏 发 育 过 程 中 心 肌 组 织 组 蛋 白

H3K9me3 甲基化水平的变化

Western blot 结果显示：小鼠心脏发育过程中

心肌组织组蛋白 H3K9me3 甲基化水平随着心脏发

育成熟，其甲基化水平逐渐降低，在 ED 14.5 时组

蛋白 H3K9me3 呈现高甲基化，在 PND 7 时呈现低

甲基化，且组蛋白 H3K9me3 甲基化水平在 PND 0.5

和 PND 7 时分别与 ED 14.5 和 ED 16.5 时相比差异

均有统计学意义（均 P<0.05），见图 4。
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图 4　小鼠心脏发育不同时间点组蛋白 H3K9me3 表

达水平　　上图为电泳图；下图为统计图（n=6）：a 示与 ED 

14.5 组比较，P<0.05；b 示与 ED 16.5 组比较，P<0.05。

3　讨论

心脏发育是个极其复杂的过程，涉及到众多

的调控因素 [1]。表观遗传修饰是翻译后修饰的一

种重要调控方式，近年来受到广大研究学者的广

泛关注 [14-15]。本课题组及国外研究证实 [10,16-18]，组

蛋白乙酰化修饰参与了心脏发育的调控。组蛋白

修饰主要包括组蛋白乙酰化修饰及组蛋白甲基化

修饰；其中的组蛋白乙酰化修饰主要受到 HATs 和

组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylases, HDACs）

的调控，高乙酰化可以使染色质核小体结构疏松

利于基因的转录，开启或活化相关基因的表达，

低乙酰化则沉默或抑制相关基因的表达；而组蛋

白甲基化主要受到 HMTs 和组蛋白去甲基转移酶

（histone demethylases, HDMTs）的调控，组蛋白甲

基化的调控作用正好与乙酰化相反，高甲基化抑

制或沉默相关基因的表达，低甲基化则开启或活

化相关基因的表达。且甲基化修饰和乙酰化修饰

之间的变化趋势仍有待进一步阐明。因此，本研

究选取小鼠胚胎发育的几个关键时间点，运用表

观遗传学的相关检测手段检测小鼠心肌组织中组

蛋白乙酰化和甲基化修饰的相关指标来探讨组蛋

白修饰在小鼠心脏发育中的表达情况，为进一步

防治先心病提供一定的理论基础。

本研究结果证实在小鼠心脏发育过程中 HATs

及 HMTs 呈 现 动 态 表 达， 且 组 蛋 白 H3K9ac 和

H3K9me3 在这一过程中也呈现动态表达，其变化

趋势也与 HATs 和 HMTs 的变化趋势基本一致，

这可能提示 HATs 介导的 H3K9ac 的乙酰化修饰

及 HMTs 介导的 H3K9me3 的甲基化修饰均参与了

小鼠心脏发育的调控。同时，本研究发现组蛋白

H3K9ac 随着小鼠心脏发育的成熟其表达水平逐渐

降低，也就是说其促进心脏发育相关基因表达的

作用越来越弱；而组蛋白 H3K9me3 的甲基化水平

随着心脏发育成熟其表达水平逐渐降低，表明其

抑制心脏发育相关基因表达的作用越来越弱。上

述结果提示在胚胎心脏发育的早期可能主要是乙

酰化修饰调控作用促进心脏发育相关基因的表达，

而在心脏发育后期可能主要是甲基化修饰的抑制

作用减弱从而促进心脏发育相关基因的表达。这

与其他研究团队的报道相类似，即在心脏发育的

早期及晚期组蛋白 H3 多个氨基酸位点的乙酰化及

甲基化修饰处于交互调控的状态从而逐步促进心

脏发育 [13]，但本研究所探讨的氨基酸调控位点与

其他团队研究的不同。本研究的不足在于只是检

测了心脏发育过程中的几个时间点，并没有全程

监控其修饰水平。因此，心脏发育更早期的乙酰

化及甲基化的调控修饰方式仍不清楚，且调控组

蛋白乙酰化修饰及甲基化修饰的酶有众多亚型，

具体哪些亚型在这一过程中发挥了关键作用仍有

待进一步研究明确。

图 3　小鼠心脏发育不同时间点组蛋白 H3K9ac 表达

水平　　上图为电泳图；下图为统计图（n=6）：a 示与 ED 14.5

组比较，P<0.05；b 示与 ED 16.5 组比较，P<0.05。
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·消息·

本刊入编最新版《中文核心期刊要目总览》

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》2017 年版（即第 8 版）收录期刊名单已于近日公布，本刊再次入编

该要目总览之“儿科学”类的核心期刊。

该要目总览收录的核心期刊每 4 年由北京大学图书馆评定一次，从 2011 年起改为每 3 年评定一次。该评定工作

是运用科学方法对各刊物在一定时期内所刊载论文的学术水平和学术影响力进行综合评价的一种科研活动。经过定

量筛选和专家定性评审，从我国正式出版的 9 590 本中文期刊中，评选出了 1 981 种核心期刊纳入最新版要目总览。

                                                                                                                                       2018 年 10 月 18 日


