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%%!摘%要"%目的%研究孕期营养不良造成的宫内生长受限%(),32@,-3()-G3+U,' 3-,2312,(+)#ASK9&大鼠肝脏中

组蛋白JB 的乙酰化水平#以及组蛋白去乙酰化酶 ! %'(=,+)-1-2:-,H5L2=-=#JQ>&!&的表达变化#探讨两者之间的相

互联系) 方法%采用孕期全程低蛋白饮食法建立大鼠ASK9模型#分离成年雄性子鼠%E 周&的肝脏#采用荧光定量

9YL0&9技术检测肝脏中JQ>&! 的.97>表达#P-=,-3) X5+,方法检测肝细胞核中 JQ>&! 的蛋白含量#以及组蛋

白JB\c" 的乙酰化水平) 结果%ASK9组JQ>&! 的.97>水平仅是对照组的 [Cb%6̂ #6$C##9h$6$[&#肝细胞

核中的JQ>&! 蛋白表达同样明显低于对照组%CBE kCD ;=! !#E k!!$&%6̂ #6!D"#9h$6$[&) 与之相反#与对照组

%!$6[ k!6#&b相比#ASK9大鼠肝脏中乙酰化的 JB\c" 占总 JB 组蛋白的百分比%!D6B k!6_&b明显增高

%6̂ B6["D#9h$6$!&#且核中的JQ>&! 蛋白水平与JB\c" 乙酰化水平明显负相关%5̂ $̀6DE!#9h$6$!&) 结论

%ASK9大鼠肝细胞核中JQ>&! 蛋白表达降低#引起组蛋白JB 的乙酰化水平增高#染色质的表观遗传学变化可能是

肝脏某些基因转录调控变化的分子基础) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$@%&BRD CBRS"

!关%键%词"%宫内生长受限$组蛋白$组蛋白去乙酰化酶$乙酰化$大鼠

!中图分类号"%9 B̀B%%!文献标识码"%>%%!文章编号"%!$$E ÈEB$%#$$"&$" $̀D[B $̀C

70"'3#$')&-&6/"%$')0/)('&-"WD )-,$'(5)'/)-',$+'",)-".,&5'/,"'$,*$')&-

),DG'&/(C2'# !"#$%"&'()&*# <S$%12'(12'# P,#S-'(<02*=# )D-&*HKM425'72*6&AF2@2&5;0 B2*625# <02*=?'*= "/@(

4'6&A/8B0'*& C2:';&AD*'E25@'6># <02*>&*= !!$$$C# B0'*& %K7&'A' A'.M7!V@?(0/@4'6&AH/5=&

%%72(',$0'' 829"0')4"%Y+();-=,(G2,-,'--OO-:,=+O(),32@,-3()-G3+U,' 3-,2312,(+) %ASK9& :2@=-1 XH.25)@,3(,(+)

1@3()G/3-G)2):H+) ,'-2:-,H52,(+) +O'(=,+)-JB 2)1 -Z/3-==(+) +O'(=,+)-1-2:-,H52=-!%JQ>&!& () ,'-'-/23+O,'-21@5,

+OO=/3()G2)1 ,+-Z/5+3-,'-3-52,(+)='(/ X-,U--) ,'-.6:"'/&*(%<25-ELU--]L+51 +OO=/3()GO3+. .2,-3)25/3+,-()L

.25)@,3(,(+) 12.=U-3-=,@1(-16Y'--Z/3-==(+) +OJQ>&! .97>() ,'-'-/23U2=.-2=@3-1 XHO5@+3-=:-),a@2),(N2,(+)

9YL0&96Y'-5-;-5=+O'-/2,(:)@:5-23JQ>&! /3+,-() 2)1 2:-,H52,(+) +O'(=,+)-JB\c" U-3-2==-==-1 XHP-=,-3) X5+,6

;"(+#'(%Y'-'-/2,(:JQ>&! .97>-Z/3-==(+) () ASK932,=U2=3-1@:-1 ,+[Cb +O,'2,+O)+3.25:+),3+532,=%6̂

#6$C##9h$6$[&6>1-:5()-() )@:5-23-Z/3-==(+) +OJQ>&! /3+,-() %CBE kCD& U2=25=+)+,-1 U'-) :+./23-1 U(,'

)+3.25:+),3+5=%! !#E k!!$&%6̂ #6!D"#9h$6$[&6A) :+),32=,# ,'-/-3:-),2G-+O2:-,H52,-1 '(=,+)-JB\c" () ASK9

32,=%!D6B k!6_b& ():3-2=-1 =(G)(O(:2),5H:+./23-1 U(,' ,'2,+O)+3.25:+),3+532,=%!$6[ k!6#b& %6̂ B6["D#

9h$6$!&6Y'-5-;-5+O2:-,H52,-1 '(=,+)-JB\c" U2=)-G2,(;-5H:+33-52,-1 U(,' ,'-JQ>&! /3+,-() :+):-),32,(+)

%5̂ $̀6DE!#9h$6$!&6!&-0#+()&-(%A):3-2=-1 '-/2,(:2:-,H52,(+) +O'(=,+)-JB () ,'-ASK9+OO=/3()G.(G',X-:2@=-1

XH1-:3-2=-1 JQ>&! -Z/3-==(+) () )@:5-23/3+,-()6Y'(=.2H:+),3(X@,-,+,'-,32)=:3(/,(+) :'2)G-+O=+.-G-)-=() ,'-

'-/236 !!/)-< !&-'"1%="*)$',# >??@# AA %@&'BRD CBRS"

%%E"3 5&,*('%A),32@,-3()-G3+U,' 3-,2312,(+)$ J(=,+)-$ J(=,+)-1-2:-,H52=-$ >:-,H52,(+)$ 92,=

%%国内外流行病学研究和动物实验都证实宫内生

长受限%ASK9&是糖耐量异常和成年 # 型糖尿病独

立的危险因素!!##"

) 笔者采用蛋白营养不良法建立

一种ASK9大鼠模型#该模型持续喂养至成年#观察

到机体明显存在胰岛素抵抗#出现肥胖及糖尿病的

临床表现#且发现 ASK9大鼠肝脏和肌肉中多个基

因表达发生变化#磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 % /'+=L

/'+-)+5L/H3@;2,-:23X+ZH]()2=-#0T0&c&和葡萄糖 _

磷酸酶%G5@:+=-L_L/'+=/'2,2=-# K_02=-&等糖异生限

速酶的 .97>表达增高#从而引起糖代谢紊乱!B"

)

造成这种持续存在至成年的表观遗传学改变的分子

机制尚不清楚) 有研究发现染色质的组蛋白高乙酰

(B[D(
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化会促进转录#而组蛋白去乙酰化酶 !% '(=,+)-1-L

2:-,H52=-=#JQ>&!& 可以去掉组蛋白JB#JC 的7端

尾上的赖氨酸上的乙酰基#从而抑制转录!C"

) 所以

我们推测上述基因表达的变化可能与乙酰化的改变

有关) 为证实这一假设#我们进一步研究 ASK9大

鼠肝组织中组蛋白 JB 的乙酰化水平#以及 JQ>&!

的表达#探讨宫内营养不良对子代染色质表观遗传

学的影响)

AI材料与方法

A6AI动物模型的制作

参考Q-=2(方法!["建立ASK9模型#P(=,23大鼠

由中国医科大学实验动物中心提供#体重 #B$ j

#E$ G#每天光照 !# '#室温保持 #Cd) 雌性与雄性

按 #n! 比例合笼#次日晨取阴道涂片镜检发现精子

为确定妊娠#孕鼠随机分为两组#其中正常对照组孕

鼠饲以标准饲料%蛋白质含量 #Bb&#ASK9组孕鼠

受孕第 ! 日饲以热卡相同的低蛋白饲料%蛋白质含

量 Eb&#每日进食饲料量均为 !E j#$ G) 孕鼠自然

分娩#每窝超过 !$ 只者舍弃部分雌鼠仔#使鼠仔控

制在 E j!$ 只) 分娩后两组母鼠都饲以标准饲料#

满 B 周后断乳子鼠饲以标准饲料#E 周时空腹 !# '

后两组随即取 E 只雄性子鼠后处死分离肝脏 È$d

冻存)

A6>I试剂

兔抗大鼠 JQ>&!*组蛋白 JB 和第 " 位赖氨酸

乙酰化的 JB\c" AGK%82),2&3@N&#>0标记的山羊

抗兔二抗%中杉公司&#Y9AN+5%A);(,3+G-)&#03(.-L

8:3(/,9YL0&9c(,%Y2c292&#大鼠JQ>&!%K-)F2)]

)+67<$$!$#[C$" &及内参 K>0QJ%K-)F2)] )+6

<!DD$!&引物及 Y2a<2) 荧光探针由 Y2c292公司

合成) JQ>&!'上游引物' [LYK>K>>YK&&&&>YL

>&&LB# 下 游 引 物' [LKK>>>YYKKYYYKYL

&>KKKY&YYLB# 探 针' [LY&&&YK>KK>YK&&>Y&L

&&>K>>KLB) K>0QJ'上游引物'[L&>>K>YKKYL

K>>KKY&KKYKYLB# 下游引物' [L&>>K>K>>KL

K&>K&&&YKKYLB# 探 针' [LK&KY&&K>Y>&KK&L

&>>>Y&&KLB)

AUDI实时荧光定量;HT=!;

采用Y9AN+5试剂提取肝组织总97>#逆转录反

应体系中加入总 97>!

!

G#[ m03(.-8:3(/,F@OO-3

#

!

M#03(.-8:3(/,9Y酶 $6[

!

M# W5(G+1Y引物

%[$

!

<&!

!

M#无972=-水加至 !$

!

M#BDd ![ .()#

E[d [ =#产物为 :Q7>) 0&9反应体系中#加入待

测样本 :Q7>#

!

M#上*下游引物 % !$

!

< & 各

$6[

!

M# Y2a<2) 探针%B

!

<&!

!

M# 03-.(ZTZY2a

%# m&!#6[

!

M# 1J

#

W加至 #[

!

M) 在 M(G',&H:5-3

%9+:'-&荧光定量 0&9仪中进行扩增#反应条件'

"[d !$ =# 然后 "Bd [ =# _$d #$ =# C$ 个循环#每

个样本重复实验 # 次) 反应结束后分析扩增曲线#

采用 #

`

$$

&Y法计算JQ>&! .97>相对含量!_"

)

AUOId"('",-2#&'检测

参考文献提取大鼠肝组织的组蛋白和肝细胞核

蛋白!D#E"

#采用F&>法进行蛋白定量) 分别取#$

!

G

组蛋白和 [$

!

G核蛋白经%![b组蛋白#!$b核蛋

白& 8Q8L0>KT电泳分离#将蛋白转移至 04Q?膜

上) 转印膜用 [b脱脂奶粉封闭 ! '#分别与抗乙酰

化JB\c"%!nC$$&*抗 JB %!n! $$$&和抗 JQ>&!

%!n[$$&的一抗 Cd杂交过夜) 洗膜后与碱性磷酸

酶标记的对应二抗室温下杂交 # '#加入显色底物反

应至特异性条带出现#应用KA8L#$#$ 凝胶成像及分

析系统分析目的蛋白的相对表达) 每个样本重复实

验 # 次)

A6RI统计学处理

采用 8088 !!6$ 软件进行统计分析#实验数据

用均数k标准差%Mk@&表示#均数比较采用6检验#

相关分析用 0-23=+) 直线相关分析# 9h$6$[ 为差

异具有显著性意义)

>I结果

>UAI两组大鼠肝脏组蛋白WD 乙酰化水平的比较

总的组蛋白 JB 含量两组比较差异无显著性#

ASK9组乙酰化的 JB\c" 占总 JB 组蛋白的百分比

为%!D6B k!6_&b#明显高于对照组的 %!$6[ k

!6#&b%6̂ B6["D#9h$6$!&) P-=,-3) X5+,结果见

图 !#统计分析结果见表 ! 和图 #)

! " # $

%#&'(

%#

%)*+!

%%图 AId"('",-2#&'检测肝脏乙酰化的 WD]E@ 和

WJ7!A等蛋白的表达I

! j#为对照组$ B jC为ASK9组)

(C[D(
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%%图 >I肝脏乙酰化的 WD]E@'WD 和 WJ7!A 蛋白表达

变化$! e"%

>U>I肝脏WJ7!A 的表达的研究

#

`

$$

&Y数值表示 ASK9组 JQ>&! .97>表达

的拷贝数与对照组的拷贝数之比#结果显示#ASK9

组肝组织中 JQ>&! .97>含量明显降低#约是对

照组的 [Cb%6̂ #6$C##9h$6$[&) 蛋白印迹结果

同样显示ASK9组肝细胞核中的 JQ>&! 蛋白水平

明显低于对照组%6̂ #6!D"#9h$6$[&#P-=,-3) X5+,

结果见图 !#统计分析结果见图 #) 而且肝细胞核中

的JQ>&! 蛋白水平与JB\c" 乙酰化水平明显负相

关%5̂ $̀6DE!#9h$6$!&)

表 AIWD]E@'WJ7!A 蛋白的密度值和WJ7!A 1;L7的相对量
%Mk@&

组别 JB\c" JB JQ>&!

JQ>&! .97>% #

`

$$

&Y

&

对照组 !C#6D k![6$" ! BCD6"# k!C!6E_ ! !#E6BC k!$"6[! !6$! k$6!B

ASK9组
##E6_B k#E6!C

X

! B!E6!D k!#D6[C

CBD6EB kC_6["

2

$6[C k$6$_

2

6值 B6["D !6_E[ #6!D" #6$C#

%%2'与对照组比较#9h$6$[#X'9h$6$!

DI讨论

ASK9个体成年后糖尿病和高血压等代谢综合

征的发病率明显增加#这一点已在多个国家和民族

的流行病学调查和实验研究中得到了证实) ASK9

个体发生胰岛素抵抗的分子机制目前是胎儿起源的

成人疾病领域研究的重点) 目前有多个研究提示

ASK9个体的胰岛素抵抗与胰岛素敏感器官%肝*骨

骼肌和脂肪&中的胰岛素信号通路分子和糖代谢相

关酶的表达和活性改变有关!""

) 我们采用妊娠期

蛋白营养不良大鼠模型进行研究#该模型已经证实

造成子鼠机体产生胰岛素抵抗!B"

#发现 ASK9大鼠

肝脏中多个糖代谢关键酶的 .97>表达增高#抑制

了肝糖原的合成#促进肝葡萄糖输出) 但造成这些

基因的转录调控变化的分子机制尚不清楚)

表观遗传学研究发现基因转录激活在 Q7>水

平多表现为该基因启动子序列相关组蛋白的乙酰

化#组蛋白高乙酰化是基因转录激活的一个标志)

组蛋白乙酰化参与真核细胞转录起始调控的机制有

二'一是组蛋白的赖氨酸残基乙酰化#中和了电特

性#进而改变组蛋白与 Q7>的结合状态#组蛋白L

Q7>连接的破坏允许转录因子接近并启动基因转

录) 二是组蛋白尾部乙酰化修饰是转录调控蛋白的

识别信号) 组蛋白乙酰化状态呈多样性#特定基因

部位的组蛋白乙酰化以位点特异方式进行!!$#!!"

)

研究证实组蛋白JB 第 " 位赖氨酸的乙酰化将激活

基因的表达!!#"

) 本研究针对JB 的第 " 位赖氨酸位

点%JB\c"&进行对比研究#结果显示 ASK9成年大

鼠肝脏中乙酰化的 JB\c" 占总 JB 组蛋白的百分

比明显高于对照组#高乙酰化的组蛋白常聚于染色

质的转录活跃区域#促进特定基因的转录)

组蛋白乙酰化主要由组蛋白乙酰化酶% '(=,+L

)-2:-,H52=-=#J>Y=&和组蛋白去乙酰化酶催化完成)

J>Y=通过在组蛋白的7端赖氨酸残基上引入疏水

的乙酰基#使Q7>与组蛋白间的静电引力和空间位

阻增大#两者间的相互作用减弱#Q7>易于解聚#染

色质呈转录活性结构#因此有利于转录因子与 Q7>

模板相结合#进而激活基因转录) 相反#组蛋白去乙

酰化酶主要是在组蛋白 JB*JC 的 7端尾上的赖氨

酸去掉乙酰基#进而抑制基因转录 !!B"

) 本研究结

果显示 ASK9成年大鼠肝中的 JQ>&! 的 .97>和

蛋白水平明显低于对照组#且与组蛋白 JB 的乙酰

化水平明显负相关) 可以推测ASK9个体细胞核中

JQ>&! 的蛋白含量降低#其对组蛋白 JB 的赖氨酸

的去乙酰基作用减弱#组蛋白 JB 的高乙酰化促进

了肝脏某些糖代谢关键酶基因的转录激活#从而引

起胰岛素抵抗和糖尿病的发生)

基因转录的调控是 Q7>甲基化和组蛋白乙酰

化等机制彼此之间复杂的相互作用所导致的) 未来

有必要进一步研究 ASK9个体染色质的 Q7>整体

甲基化水平和关键基因的启动子的甲基化水平变化

([[D(
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以及 Q7>甲基化相关酶的变化#才能更深入阐明

ASK9对染色质结构的表观遗传学影响)

!参%考%文%献"

!!"%WN2))-8T# ?-3)2)1-NLYU()) Q# J25-=&76?-,25G3+U,' 2)1

21@5,1(=-2=-=!*"68-.() 0-3()2,+5# #$$C# #E%!&'E!LED6

!#"%M2)-9J# <2:M-))2) 7c# *-))(O-3MJ# *2)]-8<# 0'2.YQ6

A):3-2=-1 '-/2,(:/-3+Z(=+.-/3+5(O-32,+3L2:,(;2,-1 3-:-/,+3L:+2:,(L
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