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孕期酒精暴露与CITED2基因CpG岛甲基化关系的研究 
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【摘 要】目的：研究孕期酒精暴露对小鼠胚胎及幼鼠心脏CBP／P300反式作用因子2(CBP／P300一interacting transactl‘vatorwith ED— 

rich 2，CITED2)基因表达的影响，探讨孕期酒精暴露与 CITED2基因启动子区CpG岛甲基化水平的关系。方法：以 10 1／(g．d)
， 

56％的饮用白酒给20只孕鼠 !胎小鼠发育期(E0．5一E20．5)]连续灌胃作为干预组，生理盐水灌胃20只孕鼠作为对照组。取 

El4．5、El7．5、新生鼠心脏及生后7 d小鼠心脏组织作为标本，qRT—PCR检测心脏发育相关基因CITED2、GATA4结合蛋白4 

(GATA bindingprotein4，GATA4)mRNA表达量的变化，MSP及 BSP检测 CITED2基因启动子区CpG岛甲基化变化情况。结果： 

孕期酒精暴露致小鼠心脏发育相关基因GATA4在E14．5及 El7．5【(1．538±O．071)、(1．734±O．1O1)]较对照组『(O．819±0．176)、 

(1．115±O．118)]表达水平升高，分别为其对照组 1．88、1．56倍(P<0．05)。CITED2的表达在 El4．5、El7．5及新生小鼠(0．896± 

0．069，1．336±0．121，O．988±0．108)较对照组(1．246±0 158，1．833±0．086，1．355±O．126)表达水平降低，分别为其对照组 0．72、 

0．73、0．74倍(P<0．05)，酒精暴露组生后 7 d CITED2 mRNA表达量(1．276±0．097)较正常组(1．024±O．078)降低，但差异无统计 

学意义( O．05)。结论：孕期酒精暴露对 CITED2基因mRNA表达水平起到了负调节作用，说明孕期酒精暴露通过了某种途径 

对CITED2基因表达起到了抑制作用。孕期酒精暴露可能并不是通过改变CITED2基因启动子区CpG岛甲基化水平来影响 

CITED2基因的表达，从而影响心脏发育。 

【关键词】孕期酒精暴露；CBP／P300反式作用因子2基因；甲基化 
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Relationship between CpG islands methylation of CITED2 

and prenatal alcohoI exposure 

Liu Shah，Wu Xiaoyun，Luo Man，Liu Lin~uan，Tian e 

(Department of Cardiology，Laboratory of Children’s Cardiovascular Disease，Ministry ofEducation Key 

Laboratory ofChild Development and Disorders，the Children’s Hospital ofChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To reveal the effect of prenatal alcohol exposure on CBP／P300-interacting transactivator with ED—rich 2(CIT— 

ED2) gene expression in mouse embryos and heart，and to investigate the relationship between alcohol exposure during pregnancy 

and the methylation level of CpG island in the promoter region of CITED2 gene．Methods：Twenty pregnant mice were exposed to a 

single dose of alcohol(10~l／g／d，56％ alcoho1)by garage between EO．5一E20．5；another 20 pregnant mice exposed to saline lavage 

were taken as control group．Embryonic hearts of El4．5，El7．5 fetal mice，newborn mice and postnatal 7 d mice were collected re— 

spectively．The mRNA expressions of the heart development—related genes(CITED2，GATA binding protein 4(GATA4))were mea— 

sured by Q-PCR method．CpG islangds methylation of CITED2 promoter was measured．Results：Alcohol exposure increased the ex— 

pression of GATA4 at E14．5 and E17．5 by 1．88 and 1．56 folds，respectively(P<0．05)，decreased the expression of CITED2 at E14．5， 

El7．5 and newborn by 0．72，0．73 and 0．74 fold(P<0．05)．Alcohol exposure increased the expression of CITED2 on postnatal 7 d， 
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however it showed no statistical differenee(P>O．05)．Conclusion： 

Alcohol exposure during pregnancy exerts a negative regulatory 

effect on CITED2 gene expression，the mechanism of which 

may not through changing methylation of CpG islands of CIT— 

ED2 thus affecting cardiac development． 

【Key words]prenatal alcohol exposure；CBP／P300-interacting 

transactivator with ED-rich 2 gene；methylation 
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CBP／P300反式作用因子(CBP／P300一interacting 

tran-sactivator with ED—rich 2，CITED2)，它在心脏正 

常发育过程中起重要作用。CITED2基因缺失及突 

变小鼠可出现多种心脏病变，伴随各种心脏畸形发 

生[11。表明先天陛心脏病与CITED2基因的异常有密 

切关系。目前研究多集中于检测 CITED2编码区基 

因突变。而基因功能的改变也可由启动子区CpG岛 

异常甲基化引起。本课题组前期研究即证实了 

CITED2基因启动子区异常甲基化的状态存在于先 

天性心脏病患儿心脏组织中[2-3]。 

酒精作为一种常见的致畸因素。母亲孕期酒精 

暴露会导致胎儿发生先天性心脏畸形 。本课题组前 

期实验证实。酒精可以导致胚胎心脏组蛋白乙酰化 

修饰改变，从而引起先天性心脏畸形的发生『5]。DNA 

甲基化与组蛋白乙酰化均为表观遗传学改变方式之 

一

。那么，孕期酒精暴露是否能通过影P~CITED2基因 

启动区CpG岛异常甲基化，进而影响C|TED2的表 

达，从而导致心脏发育畸形的形成?另一方面．G 4 

能与多种心脏发育相关基因形成复合体，从而参与 

调节心脏的正常发育过程。本课题组前期研究中发 

现，孕期酒精暴露能使GATA4 mRNA表达在心脏 

发育期逐渐升高[5]，故本实验选用此基因作为阳性 

对照基因，通过验证酒精对 GATA4 mRNA表达量 

的影响，来观察孕期酒精暴露对CITED2 mRNA表达 

量改变的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 计算胎龄和制备标本 SPF级成年昆明小鼠(7～8周． 

体质量为20 4-2)g共 6O只，重庆医科大学实验动物中心哈 

格证号：SYXK(渝)2007—0016]提供。以雌雄比例2：1进行合 

笼 ，18：00开始，次日7：00检查雌鼠阴栓。若发现阴栓则标记 

为孕0．5 d(E0．5)；若未发现阴栓，则连续合笼3 d。此后每天 

记录小鼠体质量，记第3天为E1．5，并将出生后0．5 d的小鼠 

记为新生小鼠(NB)，生后 7 d小鼠记为P7。将孕鼠随机分为 

两组，每组20只。酒精暴露组于胚胎小鼠发育期(E0．5一E20．5 

的孕鼠予 10 l／g，d，56％的饮用白酒连续灌胃；正常对照组给 

予 10~l／g／d生理盐水灌胃，保证2组其他条件如食物、饮水 

等相同。按照实验设计要求，取孕期为14．5 d、17．5 d的母鼠各 

5只，采用二氧化碳麻醉后脱颈处死，新生小鼠及生后 7 d小 

鼠各5只置于冰盒中低温麻痹处死。母鼠剃毛后应用75％酒 

精消毒，剪开腹部，取出串珠样子宫，置于装有冰冻0．01 mol／L 

PBS缓冲液的培养皿中，充分清洗。肉眼下分离胚胎小鼠并 

取出胎鼠心脏，置于预冷的RNase free的离心管中，放人冰 

盒暂时保存。所有标本均于一80℃保存。 

1．1．2 主要试剂和仪器 DNA提取试剂盒(编号DP304，天 

根公司，中国)；总 RNA提取试剂盒(编号 DP431，天根公司， 

中国)；EpiTect Fast(编号59824，QIAGEN公司，德国)；逆转 

录试剂盒(编号 DRR037S，TaKaRa公司，日本 )；SsoFastEva— 

Green Supermix(编号 1725202，Bio—Rad公司，美国)；透射电 

子显微镜(日立公司，日本)；组织低温匀浆器(型号Tissuel— 

yser LT，QIANGEN Hilden公司，德国)；高速低温离心机(型 

号Sigma 3k30，Sigma公司，德国)；凝胶图像分析仪(型号G： 

BOX，Gene公司，美国)；荧光定量PCR仪(型号 bio—rad CFX 

96，Bio—rad公司，美国)。 

1．2 方法 

1．2．1 病理检测 将孕期酒精暴露组及正常对照组新生小 

鼠的心脏组织修剪成 2 mm x 2 mm x 2 mm的组织块，经过 

固定、漂洗、脱水、渗透、包埋、切片及染色后，置于透射显微 

镜下观察及摄片。 

1．2．2 qRT-PCR检测 CITED2及阳性对照基因GATA4 mRNA 

的表达 分别提取组织RNA，逆转录成cDNA，以 B—actin作 

为内参基因，比较各组 CITED2及对照基因 GATA4基因 

的表达量，引物序列如下，CITED2正义链：5’一GAACGG— 

CTCGGAATrrGCTC一3’．CITED2反义链 5’一GCCA1W CC— 

AGTCCTFCCG--3’，扩增长度 179 bp：GATA4正义链5’一CCCT— 

CCCGCACGA11_rCT～3’．GATA4反义链 5’一AGAGGCCCAA— 

CTCGCTCAA一3’，扩增长度 133 bp。 

1．2．3 CITED2基 因的生物学分析 利用 NCBI获取 鼠源 

CITED2基因翻译起始位(AGC)点上游2 000 bp的基因序列． 

采用methprimer软件进行 CpG岛的预测。 

1．2．4 亚硫酸氢盐修饰结合测序 (bisulfite sequencing PCR． 

BSP) 分别提取组织全基因组DNA，分别对其进行重亚硫 

酸盐修饰，对CITED2(⋯931 694)区域设计BSP引物，正义 

链 ：5’一TI'GGATFAAGGGTAATAGTAGAAGTAAGTA一3’．反 

义链 ：5’一CTI ITCAAAAACAAAAATrAAAAAC一3’，对 PCR产 

物回收纯化，并连接在T载体上，转化至DH5a，筛选阳性克 

隆送公司测序。 

1．2．5 甲基化特异性 PCR(methyl~ion—specific PCR．MSP) 

对基因组 DNA进行甲基化修饰，对 CITED2(⋯931 694)区 

域设计 甲基化引物．正义链 ：5’一唧 GGTGTAGGAAAAAT— 

AATYCGT-3’，反义链：5’—AAACAAATAAA rAAC I AA I1_AA— 

TCGCT-3’，扩增长度297 bp；非甲基化引物，正义链：5’唧 一 
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3 讨 论 

心脏正常发育不仅需要心脏发育相关基因在 

时间顺序及空间构架上的精确表达，同时还需要相 

对稳定良好发育相关的环境。它是一个十分复杂而 

又十分精细的发育过程。遗传和环境因素构成了心 

脏发育的内因和外因，它们不仅各自发挥作用，更 

能协同合作共同作用于心脏发育。而作为连接遗传 

和环境两方面因素的纽带——表观遗传，广泛参与 

到遗传和环境因素对心脏发育的影响过程中。表观 

遗传是环境因素对遗传因素起作用的作用方式，环 

境因素可以通过表观遗传影响基因遗传信息的表 

达状态，遗传信息又会通过表观遗传的改变反映环 

境因素的作用，从而引起生物学的改变 砌。酒精是 

一 种常见的致畸因子，孕期酒精暴露可以致子代胎 

儿发育出现异常，产生一系列跟酒精相关的疾病。 

而这些疾病中最严重、最常见的疾病即为胎儿酒精 

综合征，其主要的表现就是子代胎儿在胚胎发育期 

及出生后的生长发育迟缓与异常。典型的临床表现 

有显著心脏畸形和颅脑颜面畸形，同时伴有一系列 

持续性精神异常以及与大脑功能相关的认知障碍 

等【3】。另有报道揭示先天性心脏畸形伴行于胎儿酒 

精综合征患儿占所有患有胎儿酒精综合征的患儿 

的29％～50％[11】．本课题组前期研究中证实了酒精可 

引起小鼠心脏发育异常，在孕期酒精暴露组中El7．5 

的小鼠心脏HE染色片中，可见与正常小鼠心脏结构 

不同的病理性肥厚、心肌缺血等一系列异常改变， 

其发生机制可能与酒精导致组蛋白乙酰化失衡及 

相关心脏发育基因表达异常有关[5,12-1 3]。 

CITED2作为心脏发育相关基因中的重要一 

员．它的功能的正常发挥与整个心脏的正常发育息 

息相关。国内外均有检测 CITED2编码区突变的报 

道．认为先天I生心脏病致病机制之一即可能是 CIT— 

ED2基因突变，然而 CITED2编码区的突变也仅仅 

在非常少的先天性心脏病病例中出现，由此可以知 

道单方面基因突变的机制并不能完美的解释先天性 

心脏病与CITED2的相关关系。基因与环境的共同 

作用可能是原因之一，其作用机制可能为单纯的遗 

传因素做出补充。Bamforth等㈣和Bentham等[ 51发现 

母体 CITED2基因缺失合并有高脂饮食可以通过抑 

制 Pitx2c的表达而增加心脏体轴发育异常的畸形 

率。首次提出CITED2基因缺失及环境因素改变的 

共同作用与先天性心脏病的发生有密切相关性。 

Leung等【1司则首次对 CITED2启动子及编码区的序 

列进行了测序等分析．发现CITED2不仅包含有丰富 

的CpG岛，于启动子及整个编码区有覆盖，并发现 

有多个转录因子的某些特定的结合位点在这些 

CpG岛内，并能保证和发挥各自相应的功能．~IHRE 

结合区即位于一1 135 bp一一1 170 bp位上含有3个 

连续的 A／GCGTG．这些序列能与转录因子 HIF一1 

稳定结合，故此命名。Leung等【 司检测及验证了基因 

核心启动子序列的活性，并发现了CITED2启动子 

区的活性与其近端启动子区附近两个核心启动子 

有关，同时还指出CITED2富含丰富的CpG岛可能 

跟甲基化等表观遗传调控有关。 

本课题组在前期研究中发现了3l例先天性心 

脏病患儿的心脏组织中存在26例CITED2基因启 

动子区CpG岛异常甲基化的现象，而在正常对照组 

中未发现有此种变化f2_3]。相关研究也发现s一腺苷甲 

硫氨酸(s—adenosyl methionine，S-SAM)及二甲基甘 

氨酸(N。N—dimethyl glycine，DMG)在部分先天性心 

脏病患儿中存在较高的水平I ，s—SAM及 DMG作 

为参与体内一碳单位循环的重要中间产物，体内的 

甲基化水平可通过它们反映出来。研究表明先天性 

心脏病的发生与多种心脏发育相关基因如GATA4、 

NKX2．5、NOX5等基因的异常甲基化改变有关。如 

GATA4基因 CpG岛的甲基化水平在法洛四联症的 

心肌组织远高于正常组织。进一步研究发现 PRC 

能使 GATA4发生异常甲基化，从而无法与乙酰化 

的P300正常结合，导致基因的功能的改变，以至于 

GATA4活性降低，表达水平也就相应降低；进一步 

实验发现通过施加干预措施，采用甲基化酶抑制剂 

5一Aza抑制 GATA4的异常甲基化后，可使GATA4的 

表达相应增高[18-20]。 

本研究验证了孕期酒精暴露对心脏正常结构 

的影响。并证实了其对发育相关基因GATA4 mRNA 

表达水平的调控作用l5l。同时发现了其对CITED2基 

因mRNA表达水平也起到了负调节作用，表明孕期 

酒精暴露通过了某种途径对CITED2基因表达起到 

了抑制作用。利用生物信息学分析发现CITED2基 

因中CPG岛含量丰富。但在随后的MSP及 BSP检测 
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中并未发现孕期酒精暴露组与正常对照组相互之 

间在各个特定心脏发育阶段存在明显不同，两组均 

未发现明显的DNA异常甲基化。说明了孕期酒精 

暴露可能并不是通过对 CITED2基因启动子区异常 

甲基化修饰来影响CITED2基因的表达，从而影响 

心脏发育。 

本研究虽然未能发现孕期酒精暴露与心脏发 

育相关基因CITED2 CpG岛异常甲基化的相关关 

系。但并不能说明酒精与 CITED2基因 mRNA异常 

表达无关．酒精可能通过基因突变或相应组蛋白乙 

酰化等其他途径来影响 CITED2基因mRNA表达 

水平。由于本研究实验过程中，受限于各方面条件， 

故选取特定 DNA片段(CITED2⋯931 694区域)， 

此片段经由前期实验所得 ．为 CITED2基因的 CpG 

岛且能设计出对应相关甲基化 PCR引物，有一定局 

限性．下一步可进一步扩大检测范围以验证这一发 

现 
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