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同型半胱氨酸致巨噬细胞 !"#$#% 基因启动子去甲基化并增加其 &’"(表达

黄丹丹，王树人* * （四川大学华西基础医学与法医学院病理生理学教研室，成都 )!""%!）

* * 摘* 要：目的 * 探讨同型半胱氨酸对 +,-#! 巨噬细胞 +./0/% 基因甲基化及 12.3 表达的影响。方法 * 在由
"4 ! !156 7 8 佛波脂（9:5;<5= !&#1>;?@=A=B !C#ADB=A=B，-E3）诱导分化的 +,-#! 巨噬细胞中加入不同浓度的高同型半胱氨酸
（:515D>@=B?FB，,GH），并孵育不同时间。另设空白对照组。应用 E0#-G2 技术检测 +./0/% 基因甲基化状态，应用 2+#
-G2 检测 +./0/% 基因表达水平差异。结果* 与对照组比较，随时间和浓度的不断增加，各药物浓度组非甲基化条带越来
越浓（! I "4 "!），甲基化条带越来越淡（! I "4 "!），(& :处理组全部只出现非甲基化条带，同时各药物浓度组 &% : +./0/%
基因 12.3表达增加，且呈剂量依赖关系（! I "4 "!）。结论 * 同型半胱氨酸可致 +,-#! 巨噬细胞 +./0/% 基因启动子区
去甲基化，同时其 12.3表达水平增加。
* * 关键词：同型半胱氨酸；+./0/% 基因；J.3甲基化；E0#-G2
* * 中图法分类号：2CK&L !&；2CK&L &；2K((L %* * * 文献标识码：3
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* * 高同型半胱氨酸（:515D>@=B?FB，,D>）血症是近年
来确认的动脉粥样硬化（A=:B;5@D6B;5@?@，30）的重要独
立危险因素［!］，但其导致 30 的主要分子机制至今并
不清晰。目前认为主要与活性氧（ ;BAD=?TB 5U>SBF @9B#
D?B@，2Z0）生成增多有关［&］。已有的研究表明，,D> 在
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过渡金属元素的催化下发生自氧化导致 2Z0 增多，可
引起血管平滑肌增殖、内皮损伤、促进炎性细胞因子如

单核细胞趋化因子 !、白细胞介素#’ 的表达增多等
等［C，%］。但结构与 ,D> 极相似的半胱氨酸（D>@=B?FB，
G>）亦具有自氧化特性和许多与 ,D> 类似的化学反应
特性，高浓度的半胱氨酸（G>）亦导致 2Z0 增多；且 G>
的血浓度约 &"倍于 ,D>的血浓度，但 G>并不被认为是
促 30的危险因子［$，)］。因此，该机制尚存诸多疑问。
* * ,D> 和 G> 在体内参与的代谢途径中有一个重要
的差异点，即 ,D>参与的蛋氨酸循环是体内转甲基反
应的重要环节［(］。转甲基反应涉及到基因的表达调

控、激素、蛋白质代谢等许多重要生命过程，但 G> 无
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此代谢途径。该差异点可能是高 ,-. 致 +’ 的重要分
子机制所在。已有研究表明，高 ,-. 可导致某些基因
表达谱的改变［/，0］。那么，高 ,-. 是否会通过干扰基
因的甲基化修饰，从而引起 +’ 相关基因的表达改变？
因此，本课题选择了 $%&’&( 基因，探讨高 ,-. 对其启
动子区甲基化修饰及表达的影响。该基因是一个重要

的免疫、炎症的调控基因，并与 +’ 紧密相关。基因敲
除 $%&’&( 的小鼠（$%&’& ( 1 2 1）显示出明显的抗高脂

膳食的 +’ 诱导；而转基因高表达 $%&’& ( 的小鼠则
出现更显著的 +’病变，与非转基因的对照小鼠比较，
+’病变扩大 3# 4 倍，但二者的血脂水平却相似［56］。
+’被认为是大、中动脉内膜的慢性炎症性疾［55］，$%7
&’&( 基因既是免疫、炎症的调控基因，又是目前动物
实验证据最充分的 +’ 相关基因。而 ,-. 是否干扰
$%&’&( 基因的甲基化修饰呢？本实验研究 ,-. 对体
外培养的人单核细胞株 $,875 细胞 $%&’&( 基因甲基
化及 )*%+表达的影响，探讨高 ,-. 致 +’ 分子机制
的这一可能通路。

!" 材料与方法

5# 5" $,875 细胞培养及诱导转化
" " $,875单核细胞用含 569小牛血清的 *8:;5<(6培养基，在
4! =、>9?@3环境中培养。待细胞生长接近融合时传代。3 A 4
代后 $,875细胞用于实验。诱导转化细胞用 6# > B 560 2 C 细胞
密度，加终浓度为 6# 5 !)DE 2 C的佛波酯（8:+），刺激 !3 F。
5# 3" 实验分组
" " 以 6# > B 560 2 C 细胞密度将 $,875 单核细胞接种于 3( 孔
板，加佛波酯刺激 !3 F 后，弃去旧培养液并用灭菌 8G’（H, I
!J (）冲洗 3 遍，更换为含 6、>6、566、366、>66、5 666 !)DE 2 C ,-.
的 569小牛血清的 *8:;5<(6 培养基培养 3(、(/ 及 !3 F，以不
加 ,-.处理组为对照。
5# 4" 基因组 K%+的提取及亚硫酸氢钠修饰
" " 细胞基因组 K%+ 提取试剂盒（$;+%LM% 公司）提取各组
细胞基因组 K%+。紫外光分光光度计测其纯度和浓度。
" " 参照 ,NO)PQ 的方法［53］，取 5 A 3 !R 基因组 K%+，加入双
蒸水至 >6 !E，加 5# 5 !E 4 )DE 2 C %P@,，4! =变性 56 )SQ，向变
性后的 K%+ 中加入分别加入 < !E 56 ))DE 2 C 对苯二酚和
56( !E 4# < )DE 2 C %P3 ’3 @4（H, I ># 6），混匀后覆盖 (6 !E >69
甘油 >6=5< F。用 TT,3@配制 59琼脂糖溶液，取 5# > )E加入
3 )E M8管中，冷却前插入 366 !E $SH头，冷却后移去 $SH头，将
经过处理 K%+转移到琼脂糖柱子里经过 3 次 5 F 以上的层析
以去除盐离子，加入 5 2 56 体积的 4 )DE 2 C %P@,后水浴 5> )SQ，
接着加 4 !E K%+共沉剂、5< !E 4 )DE 2 C ?,4?@@%P（H, I ># 3）
溶液及 4>6 !E无水乙醇混匀后，54 666 O 2 )SQ离心 56 )SQ，弃去
上清液，得到沉淀的 K%+，用 !>9乙醇洗涤沉淀 3 次，空气中
干燥> )SQ，溶解于 56 !E TT,3@，置于 1 36=冰箱保存，取 5 !E
K%+在 59琼脂糖凝胶中电泳并测定光密度值。
5# (" 巢式甲基化特异性 8?*（Q:’78?*）检测$%&’&(
基因启动子区甲基化修饰

" " 引物序列及产物长度见表 5。引物均由上海 ;QUSVODRNQ 公

司合成。

" " 反应总体系 3> !E 包括：6# 6> W 2 !E 的 !"# 8DE.)NOPXN，
3>6 !)DE 2 C 的 ( 种 T%$8，56 ))DE 2 C 的 $OSX7,?E（H, I /# 4），
>6 ))DE 2 C Y?E，5# > ))DE 2 C :R?E3，5 !E上下游引物，4 !E K%+
模板。第 3 轮 8?* 反应中的 K%+ 模板使用的是第一轮 8?*
扩增产物。反应条件为：0( =热启动 4 )SQ，然后于 0( = (> X，
<> = (> X，!3 = (> X 循环 36 次，每循环退火温度降低 5 =。
0( = (> X，(> = (> X，!3 = (> X循环 36 次。最后于 !3 =延伸
> )SQ。取扩增产物，于 59的琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统
观察拍照分析。

表 !" #$%&’(法扩增 )*+%+, 基因的引物序列

引物 引物序列（>Z!4Z） 产物大小

$%&’&(Q 上游 +L+++L+++L$+++LLLL (4( [H

" " " " 下游 ?$+??+$?++?+$+++?$++$+

$%&’&() 上游 $$?L$$$L$$$L$++++L$$L$+L? 3<3 [H

" " " " 下游 ?+??++?++$++?$$+$$??$?$?L

$%&’&(\ 上游 $L$$$L$$$L$+++L$$L$+L$L$ 3<3 [H

" " " " 下游 ?+??++?++$++?$$+$$??$?$?+

$%&’&(Q：外围引物；$%&’&()：甲基化特异性引物；$%&’&(\：非甲
基化特异性引物

5# >" *$78?*检测 $%&’&( 基因的表达
" " G;]@C试剂一步法（$;+%LM%公司）提取 3( F各组细胞总
*%+。紫外分光光度计测其纯度和浓度。取 3 !R 总 *%+ 用
:7:C^逆转录酶进行逆转录。再以 -K%+为模板扩增 $%&’&(
基因，同时扩增 L+8K, 内参。$%&’&( 基因引物序列为：上游
>Z7L$?$LLLL+$L$L+$L?$$$L++74Z，下 游 >Z7++L+?+$L7
L+L?$L+L$L?L$+$74Z，产物长度为 3>! [H。L+8K, 的引物
序列为：上游 >Z7+??+?+L$??+$L??+$?+?74Z；下游 >Z7$?7
?+??+???$L$$L?$L$+74Z，产物长度为 (>6 [H。反应条件
为：0( =变性 4 )SQ、0( = (> X、<5# 3 = (> X、!3 = (> X，46 个
循环，!3 =延伸 > )SQ。
" " 取 8?*反应产物于 59的琼脂糖凝胶中电泳，凝胶成像系
统观察拍照分析。

5# <" 统计学分析
" " 数据用 "$ _ %表示，采用 ’8’’ 54# 6 软件分析。多组间比较
用单因素方差分析。

-" 结果

3# 5" ,-. 处理细胞后 $%&’&( 基因启动子区甲基化
状态的改变

" " 不同浓度的 ,-. 处理细胞 3( F 后，采用 Q:’78?* 法检测
$%&’&( 基因启动子区甲基化状态时，甲基化特异性 8?* 产物
与非甲基化特异性 8?*产物均出现，说明此时 $%&’&( 基因启
动子区处于部分甲基化状态。不同浓度的 ,-. 处理细胞 (/ F
后，>66 !)DE 2 C ,-. 和 5 666 !)DE 2 C ,-.浓度组的甲基化特异
性 8?*产物消失，只有非甲基化特异性 8?*产物，说明这 3 个
浓度组的 $%&’&( 基因启动子区已处于去甲基化状态。不同浓
度的 ,-.处理细胞 !3 F 后，所有浓度组的甲基化特异性 8?*
产物均消失，只有非甲基化特异性 8?*产物，说明此时 $%&’&(
基因启动子区已完全处于去甲基化状态。
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!："# $；%：#& $；’：(" $
)：*+!标准；,：非甲基化条带；-：甲基化条带；.：对照组（/
!-01 2 3 456）；"：7/ !-01 2 3 456组；8：.// !-01 2 3 456组；#："//
!-01 2 3 456组；7：7// !-01 2 3 456组；9：. /// !-01 2 3 456组
图 !" 不同浓度不同时间 #$%处理后 &#’(! 细胞 &)*+*,
基因启动子区甲基化状态

": "; 456处理细胞后 <+=>=# 基因表达的改变
; ; ?<@A’?检测 <4A@. 细胞经不同浓度 456处理 "# $后 <+@
=>=# 基因 -?+!表达的情况（图 "），并用 <+=>=# 与 B!A*4
积分吸光度比值表示 <4A@. 细胞 <+=>=# 基因 -?+! 的表达
水平。其中 7/、.//、"//、7//、. /// !-01 2 3 456 处理后 <+@
=>=# 2 B!A*4比值分别为（/: #"7 C /: /8.）、（/: #D. C /: /8#）、
（/: 7"9 C /: /#"）、（/: 7&" C /: /#&）、（/: #." C /: /"7），与未加药
组比值（/: "98 C /: /8"）相比，<+=>=# 基因 -?+! 的表达皆显
著增加（! E /: /.）。

! " # $ % & ’
’(( )*!
&(( )*!
%(( )*!
$(( )*!
#(( )*!

"(( )*!

"+,-./
"01232%

)：*+!标准；.：对照组（/ !-01 2 3 456）；"：7/ !-01 2 3 456 组；
8：.// !-01 2 3 456组；#："// !-01 2 3 456组；7：7// !-01 2 3 456
组；9：. /// !-01 2 3 456组
图 -" 不同浓度 #$%处理 &#’(! 细胞 -, .后 &)*+*, 基因

/0)1表达的改变

2" 讨论

; ; *+!甲基化修饰的甲基供体为 >@腺苷甲硫氨酸
（>@FGHI0J61-H K$L0ILIH，>!)），>!) 给出甲基后生成
>@腺苷同型半胱氨酸（>@FGHI0J61$0-056JKHLIH，>!4），
>!4水解则生成 456。因此 456的异常升高将会反馈
干扰转甲基反应。*+! 甲基化修饰的异常既包括去
甲基化，也包括再甲基化。如在恶性肿瘤，大量证据显

示，癌细胞常呈现基因组整体的去甲基化和部份基因

（主要为抑癌基因，*+! 损伤修复基因等）的高甲基
化。高 456亦显示能使某些基因脱甲基，而使另一些
基因再甲基化。其细节机制尚不清，但无论是脱甲基

或是再甲基化，都可能造成基因表达的异常，从而参与

某些病理生理过程的发生。

; ; <+=>=# 系编码 <+= 受体配体 MN#/3（又称
’*.8#3）的基因。MN#/ 2 MN#/3属于 <+=? 及其配体
超家族成员，具有传输共刺激信号的能力，能增强

’*# O < 细胞、% 细胞、*’ 细胞的扩增、成熟和产生效
应功能，还能影响 ’*& O < 细胞的杀伤效应，能使 < 细
胞免于凋亡，并促进更多记忆 < 细胞的生成［.8，.#］。
MN#/ 2 MN#/3不仅是免疫、炎症反应的关键信号分子
之一，亦被证实与 !> 紧密相关。<+=>=# 是目前经数
量性状基因座（P<3）分析发现，并经证实与 !> 敏感
性相关的唯一炎症基因。因此，本研究以 !> 的独立
危险因素———456作用于巨噬细胞，观察其对 <+=>=#
基因的影响。结果证实了高 456 促使 <+=>=# 基因启
动区脱甲基并使其 -?+! 高表达，这强烈提示高 456
可能通过该条途径参与 !>的发病。
; ; 目前对体内 456浓度升高导致 !> 的机制多涉及
与 ?M> 产生增多的有关认识。456 可通过损伤内皮
细胞、诱导平滑肌细胞增殖、促血小板激活、促脂质过

氧化及增加肝细胞胆固醇合成等途径诱导 !> 病变发
生。近年，456更被认为是一种炎症刺激物，可刺激平
滑肌细胞、内皮细胞、巨噬细胞分泌单核细胞趋化因子

.、白细胞介素@& 等细胞因子［8］。上述机制均被认为
与 ?M>产生增多有关。
; ; 本研究结果显示 456可促进 <4A@. 巨噬细胞 <+@
=>=# 基因启动子区去甲基化及其 -?+!表达上调，且
该作用随着 456 浓度的增加及处理时间的延长而增
大。随着 <+=>=# 基因表达增强，激活一系列炎症反
应通路及致 !> 效应，这可能是 456 促进动脉粥样硬
化发生发展的另一重要途径和机制。
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文章编号：I###KO"#"（E##&）#FK#$IFK#I 个案与短篇

胆囊炎性肌纤维母细胞瘤 ! 例

马] 巍I，胡] 光I，马] 静E，程树杰I，田春辉I ] ] （ I 河北大学附属医院普外科；E 保定市第一中心医院儿科，河北 保定

#FI###）

] ] 患者，女性，FE 岁，因“右上腹间断性疼痛 I# 年，加重 G =”
入院。I# 年前，患者出现右上腹间断性钝痛，以“胃炎”治疗好
转，此后症状反复发作。G = 前右上腹再次出现疼痛，以“胆囊
炎”入院。体检无特殊发现。血、尿、便化验正常，D 超及 YT
示：萎缩性胆囊炎。经术前准备，行胆囊切除术，术中见胆囊成

“磁化胆囊”状，外观灰白色，大小约 G 7; ^ E 7; ^ E 7;，术后打
开胆囊，胆囊底部有一黄色球状肿物，约 I 7; ^ I 7; ^ I 7;大
小，质地中等，呈鱼肉样。病理诊断：胆囊炎性肌纤维母细胞瘤

（图 I）。患者恢复良好，随访 $ 个月未见复发。

图 !" 胆囊炎性肌纤维母细胞瘤病理变化"（’X ^I##）

讨论

] ] 根据 P’V 软组织肿瘤国际组织学分类定义，炎性肌纤维
母细胞瘤是指由分化的肌纤维母细胞性梭形细胞组成，常伴大

量浆细胞和（或）淋巴细胞浸润的一种间叶性肿瘤。曾被称为

炎性假瘤，认为是非肿瘤性病变。近年来研究表明炎性肌纤维

] ] 作者简介：马] 巍，男，回族，河北省保定市人，硕士，主治医师，主要从事肝胆

外科方面的研究。电话：（#GIE）O#$I#O&

] ] 收稿日期：E##&K#IK#E；修回日期：E##&K#IKE&

母细胞瘤是一种真性肿瘤［I］。

] ] 本病起病较隐匿，临床表现缺乏特异性，术前确诊较困难。
确诊依靠病理学检查。大体为实性肿物，质地坚实，切面黄褐

色或灰白色，一般无出血、坏死。直径大小不等，常无明显包

膜。光镜下纤维母细胞及肌纤维母细胞混合性增生，细胞梭

形、不规则、淡染，细胞核嗜酸或双染，可见核仁，核分裂少见。

肿瘤中有大量炎细胞散在分布，主要为成熟浆细胞，还可见淋

巴细胞、嗜酸性白细胞。黏液样水肿间质伴多量细小血管形成

疏松背景，梭形细胞间可见钙化。电镜下细胞有纤维母细胞特

点：发育良好的高尔基复合体、丰富的粗面内质网、细胞内胶

原；还具有平滑肌细胞特点：细胞质内有密集的微丝束，包膜下

密体及胞饮小泡，不见细胞连接、基板。这些细胞伴有成熟的

纤维母细胞、间充质细胞及炎细胞，包括成熟的浆细胞。免疫

组织化学染色的意义在于证实肌纤维母细胞的免疫表型，与其

他疾病鉴别。国内报道炎性肌纤维母细胞瘤患者中间变性淋

巴瘤激酶（ )*)B@)8637 @<;B:9;) \3*)8.，C_/）阳性率 "#‘
（E$ a $&）［E］，国外报道 C_/阳性率 $#‘（"" a FG）［G］。C_/可作
为诊断炎性肌纤维母细胞瘤的一项指标。

] ] 胆囊炎性肌纤维母细胞瘤治疗以胆囊切除为主，术中冰冻切
片明确诊断，避免误行根治性手术。术后应随访观察，防止复发。

] ] 关键词：胆囊；炎性肌纤维母细胞瘤；病理学；诊断；治疗
] ] 中图法分类号：RFGO% &] ] ] 文献标识码：D
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