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　　［摘要］　目的　采用染色质免疫共沉淀测序技术（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣｈＩＰ
ｓｅｑ）分析叶酸正常小鼠胚胎干细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｍＥＳＣｓ）与叶酸缺乏 ｍＥＳＣｓ组蛋白
Ｈ３Ｋ９巴豆酰化（Ｈ３Ｋ９ｃｒ）修饰的全基因图谱，以期探究叶酸缺乏条件下 ｍＥＳＣｓ中 Ｈ３Ｋ９ｃｒ全基因组状
态变化以及受到调控的通路基因。方法　ｍＥＳＣｓ分为叶酸正常组（ＦＡ＝４ｍｇ／Ｌ，ＦＡ４）和叶酸缺乏组
（ＦＡ＝０ｍｇ／Ｌ，ＦＡ０），利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织化学染色分别检测叶酸缺乏 ｍＥＳＣｓ和神经管畸形
（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ，ＮＴＤｓ）小鼠胚脑组织中Ｈ３Ｋ９ｃｒ蛋白表达水平；利用ＣｈＩＰｓｅｑ技术对获得的特异性
结合的ＤＮＡ片段展开序列鉴定，对差异表达基因进行基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）以及京都基因与
基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路分析并可视化，分析叶酸缺乏条
件下ｍＥＳＣｓ全基因组并对受调控基因进行验证。结果　叶酸缺乏 ｍＥＳＣｓ和 ＮＴＤｓ小鼠胚脑组织中整
体Ｈ３Ｋ９ｃｒ水平降低（Ｐ＜０．０５），叶酸缺乏 ｍＥＳＣｓ中 Ｂｄｎｆ、Ｐａｘ６、Ａｐｐ等神经发育相关基因下调（Ｐ＜
０．０５），ＦＡ４与ＦＡ０两组差异富集基因的ＫＥＧＧ通路富集于轴突引导、神经活性配体受体相互作用、谷
氨酸能突触等与神经系统相关的通路。结论　胚胎干细胞中叶酸缺乏通过 Ｈ３Ｋ９ｃｒ修饰参与调控神经
发育相关基因，提示组蛋白巴豆酰化修饰可能参与叶酸缺乏引起的神经发育类疾病。

　　［关键词］　叶酸缺乏；组蛋白巴豆酰化；ＣｈＩＰｓｅｑ；神经发育
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　　表观遗传学被定义为在 ＤＮＡ序列没有变化的情
况下发生的基因功能的可遗传变化，包括 ＤＮＡ甲基
化、组蛋白修饰和染色质重塑等。组蛋白的翻译后修

饰参与转录调控、染色质动力学和发育等多种生物事

件，是重要表观遗传学机制［１］。常见的组蛋白翻译后

修饰有组蛋白甲基化、乙酰化、磷酸化、ＡＤＰ核糖基
化、泛素化［２］。随着质谱技术的发展，越来越多的组

蛋白修饰（尤其是赖氨酸酰基化修饰）被发现，如苯甲

酰化修饰、乳酰化修饰、巴豆酰化修饰等，极大拓宽了

人们对表观遗传领域的认识。组蛋白赖氨酸巴豆酰化

（ｌｙｓｉｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎ，Ｋｃｒ）是由组蛋白巴豆酰转移酶
（ｈｉｓｔｏｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＨＣＴｓ）以巴豆酰辅酶 Ａ
（ｃｒｏｔｏｎｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ，ｃｒｏｔｏｎｙｌＣｏＡ）为底物，催化巴豆
酰基团转移到赖氨酸残基上的一种修饰［３］。组蛋白

Ｋｃｒ修饰被证实与基因转录调控、生殖调控、ＤＮＡ损伤
修复等生物学过程相关［４］。另外，组蛋白 Ｋｃｒ也在多
种临床研究中发挥着重要作用，比如急性肾损［５］、抑

郁症［６］、ＨＩＶ感染［７］和恶性肿瘤［８］等。

　　叶酸属于维生素Ｂ族，主要以被还原后生成的四
氢叶酸发挥生物学功能。四氢叶酸作为一碳单位的运

载体，在嘌呤和嘧啶合成、氨基酸相互转化中具有重要

作用；叶酸参与血红蛋白结构的形成，是骨髓造血过程

不可缺少的物质；在甲硫氨酸循环中，叶酸缺乏导致同

型半胱氨酸升高和 Ｓ腺苷甲硫氨酸减少，后者是体内
重要的甲基供体。

　　染色质免疫共沉淀测序技术（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎ
ｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣｈＩＰｓｅｑ）是近几年发展起来
的基因组学研究领域的重要技术，被广泛地应用于表

观遗传学的研究中。ＣｈＩＰｓｅｑ可以全面、准确地检测
与组蛋白、转录因子等结合的ＤＮＡ片段。

　　本课题组前期研究通过低叶酸饮食结合腹腔内注
射抗叶酸药物甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）构建了低
叶酸致神经管畸形（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ，ＮＴＤｓ）小鼠模
型，免疫组化发现相比于正常组织，低叶酸致 ＮＴＤｓ小
鼠胚胎脑组织中 ｃｒｏｔｏｎｙｌＣｏＡ合成酶酰基辅酶 Ａ合
成酶短链家族成员 ２（ａｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓｈｏｒｔｃｈａｉｎ
ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２，ＡＣＳＳ２）和泛巴豆酰化修饰（Ｋｃｒ）表
达均发生显著变化，说明叶酸代谢对组蛋白 Ｋｃｒ修饰
具有调控作用。本实验利用叶酸缺乏组（０ｍｇ／Ｌ；
ＦＡ０）和叶酸正常组（４ｍｇ／Ｌ；ＦＡ４）小鼠胚胎干细胞
（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｍＥＳＣｓ）模型，基于 ＣｈＩＰ
ｓｅｑ技术从基因组范围内对组蛋白 Ｈ３Ｋ９ｃｒ全面的进
行分析，对叶酸缺乏调控组蛋白 Ｈ３Ｋ９ｃｒ修饰进行深
入探讨，为神经系统发育性疾病机制的进一步研究提

供思路。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　动物　　６～８周龄 ３２只雌 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠、
１６只雄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠均购自北京维通利华生物科技
有限公司，体质量１９～２２ｇ在特定的无病原体条件下
保持标准的光／暗循环。
１．１．２　细胞来源　　ｍＥＳＣｓＳｖ／１２９细胞系来自首都
儿科研究所细胞库［９］。

１．２　ＮＴＤｓ小鼠模型制备
　　随机选取１６只雌性、８只雄性小鼠为实验组，其
余小鼠为对照组。实验组雌性小鼠喂食低叶酸饲料，

实验组雄性小鼠和对照组小鼠喂食正常饲料，持续

４周。雌、雄鼠按２∶１的比例合笼夜间交配（１２ｈ）后在
早上８：００检查阴道栓并定为孕０．５ｄ（Ｅ０．５）。于孕
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７．５ｄ（Ｅ７．５）腹腔注射１．５ｍｇ／ｋｇ的 ＭＴＸ建立 ＮＴＤｓ
小鼠模型，对照组小鼠腹腔注射等量无菌注射用水。

孕鼠交配后于孕１３．５ｄ（Ｅ１３．５）剖取 ＮＴＤｓ胚胎和正
常胚胎。本研究中使用的所有方案经过首都儿科研究

所伦理委员会批准（批件号：ＤＷＬＬ２０２１０１１），涉及动
物处理的程序符合实验动物护理机构的指南。具体方

法可参考文献［１０］。
１．３　组蛋白的提取
　　培养皿洗涤３次后向其中加入８００μＬ的Ｈｙｐｏｔｏｎｉｃ
Ｂｕｆｆｅｒ，将细胞刮下后转移到离心管中，以４℃，１８８９５×ｇ，
５ｍｉｎ的条件离心，弃上清，向沉淀中加入６００μＬ浓度
为０．２ｍｏｌ／Ｌ的硫酸，同样条件离心，３６０°旋转１２ｈ后
再次离心，将上清液转移至新 ＥＰ管中，加入 １９８μＬ
的ＴＣＡ，冰上放置３０ｍｉｎ后离心，１８８９５×ｇ，５ｍｉｎ，弃
上清，向每个ＥＰ管中加入１ｍＬ的丙酮，重复离心，弃
上清，将含有沉淀的ＥＰ管放置在冰上３０ｍｉｎ，用超纯
水进行溶解。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　组蛋白萃取物先在ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯酰胺凝胶上
通过电泳分离（先 ８０Ｖ后 １２０Ｖ），后通过湿转法
（２２０ｍＡ）转到 ＰＶＤＦ膜上，封闭 １ｈ后 ＴＢＳＴ洗膜，
１０ｍｉｎ／次，３次，将膜孵育在一抗（ＰＴＭ５１６ＲＭ，景杰，
１∶２０００）中４℃过夜，ＴＢＳＴ洗３次后用辣根过氧化物
酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗（ａｂ２０５７１８，
Ａｂｃａｍ，１∶５０００）室温孵育１ｈ，再用 ＴＢＳＴ洗３次，最
后进行条带显影和图像采集。

１．５　免疫组织化学
　　用 ４％多聚甲醛固定胎鼠脑组织。４８ｈ后，ＰＢＳ
洗涤，脱水，石蜡包埋，切片，再次洗涤。随后，将这些

组织溶解在乙醇中洗涤。组织抗原修复。用５％山羊
血清阻断。Ｈ３Ｋ９ｃｒ（稀释度 １∶１００；基因）作为一抗，
４℃过夜。对载玻片进行质量评估，包括阴性对照。
一抗用１０％正常山羊血清代替，排除非特异性信号。
１．６　叶酸缺乏细胞模型制备
　　制备叶酸缺乏组细胞的培养基，命名为 ＦＡ０组：
在Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良的 Ｅａｇｌｅ培养基中添加 １５％胎牛血
清、０．１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ非必需氨基
酸、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酸、１０００Ｕ／ｍＬ小鼠白血病抑制
因子。叶酸正常组细胞的培养基需额外添加浓度为

４ｍｇ／Ｌ叶酸，命名为ＦＡ４组。
　　将ｍＥＳＣｓ复苏后放入提前涂有浓度为０．２％明胶
的Ｔ２５细胞培养瓶，放置在３７℃、５％ＣＯ２的加湿培养
箱中，每２～３天传代 １次，传至 ６代后收集细胞并提

取组蛋白。具体方法可参考文献［１１］。
１．７　实时定量聚合酶链式反应
　　使用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）提取叶酸正常
和叶酸缺乏 ｍＥＳＣｓ的 ＲＮＡ。用 ＢｌａｓＴａｑ２×Ｑｐｃｒ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＡＢＭ，加拿大）进行 ＲＮＡ到 ｃＤＮＡ的反转
录。采用 ＭａｘｉｍａＳＹＢＲＧｒｅｅｎ／ＲＯＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＡＢＭ，加拿大）进行 ｑＰＣＲ。使用 ２－△△Ｃｔ法计算相对
表达量。

１．８　ＣｈＩＰ实验
　　使用ＣｈＩＰ试剂盒（ＣＳＴ＃９００５）：在含培养基的培
养皿中加入甲醛交联细胞，加入甘氨酸以终止，清洗细

胞后加入２ｍＬ的 ＰＢＳ＋ＰＩＣ，以２５２×ｇ的速度在４℃
下离心５ｍｉｎ；重悬于１ｍＬ的１×ＢｕｆｆｅｒＡ＋１×ＤＴＴ＋１×
ＰＩＣ，在冰上孵育１０ｍｉｎ，以１００７×ｇ的速度离心后重
悬于１×ＢｕｆｆｅｒＢ＋１×ＤＴＴ中，每４×１０６个细胞用０．５μＬ
的ＭｉｃｒｏｃｏｃｃａｌＮｕｃｌｅａｓｅ，多次颠倒试管混合，在 ３７℃
下孵育 ２０ｍｉｎ，使 ＤＮＡ消化至 １５０～９００ｂｐ的片段。
加入ＥＤＴＡ以终止消化，在４℃下，以１８８９５×ｇ的速
度离心１ｍｉｎ使胞核沉淀，去除上清液，将沉淀物于
１００μＬ的１×ＣｈＩＰＢｕｆｆｅｒ＋１×ＰＩＣ中重悬，冰上孵育１０ｍｉｎ
后用脉冲对进行声波处理以破坏胞膜。离心后取上

清，每１００μＬ加入４００μＬ的１×ＣｈＩＰ缓冲液，取１０μＬ染
色质样品作为２％ｉｎｐｕｔ，剩余的加入Ｈ３Ｋ９ｃｒ抗体，４℃
下转动孵育过夜，向过夜后的样品中加入 ＰｒｏｔｅｉｎＧ
ＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ并在４℃下转动孵育２ｈ，将试管置于
ＭａｇｎｅｔｉｃＳｅｐａｒａｔｉｏｎＲａｃｋ上使ＰｒｏｔｅｉｎＧＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ
沉淀，将染色质洗脱下来并解交联，纯化ＤＮＡ。
１．９　ＣｈＩＰ样品测序和生物学信息分析
　　对纯化的 ＤＮＡ进行定量，制备文库并进行质控。
在ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ测序仪上对合格的文库进行１５０ｂｐ
的测序。高质量 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ用 ｃｕｔａｄａｐｔ［１２］软件获得。
然后，将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ使用ｂｏｗｔｉｅ２［１３］软件比对到小鼠参
考基因组上，参数默认；显著富集峰通过 ＭＡＣＳ［１４］软
件获得，使用 ｄｉｆｆＲｅｐｓ［１５］软 件进行差异富集峰
（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｋｓ，ＤＥＰｓ）鉴定，并利用
ＵＣＳＣＲｅｆＳｅｑ［１６］数据库对进行注释。进行 ＤＥＰｓ相关
基因的基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）以及京都基因
与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路分析并可视化分析。
１．１０　统计学方法
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统计分析，计量资
料采用 珋ｘ±ｓ进行统计描述，使用方差齐性检验，两组间
比较采用独立样本 ｔ检验；计数资料采用频次（％）进
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行统计描述。Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

!"#$%&!

（
'(!')

"）

!"!

（
*+!*,

"）
-

.

/

0

1, !2 1, !2

*, !2 *, !2

ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍＥＳＣｓ在叶酸正常和缺乏情况下 Ｈ３Ｋ９ｃｒ表达与定量分析；Ｃ、Ｄ：正常组小鼠与 ＮＴＤｓ小鼠神经管组织
Ｈ３Ｋ９ｃｒ免疫组化结果与统计分析

图１　叶酸缺乏ｍＥＳＣ及ＮＴＤｓ小鼠Ｈ３Ｋ９ｃｒ蛋白水平表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２　结果

２．１　Ｈ３Ｋ９ｃｒ修饰在叶酸缺乏ｍＥＳＣｓ及ＮＴＤｓ小鼠中
降低

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示叶酸缺乏ｍＥＳＣｓ相较于叶酸
正常ｍＥＳＣｓ，其Ｈ３Ｋ９ｃｒ表达显著降低（Ｐ＜０．０５，图１Ａ、
Ｂ）。免疫组化结果显示低叶酸致ＮＴＤｓ小鼠神经管组
织中Ｈ３Ｋ９ｃｒ蛋白表达量减少（Ｐ＜０．０１，图１Ｃ、Ｄ）。
２．２　ＮＴＤｓ胎鼠模型建造情况
　　利用体式显微镜对胎鼠进行观察，可见：正常饲喂
组小鼠胚胎外观饱满光滑，脑室发育良好，神经管闭合

完全。低叶酸联合 ＭＴＸ诱导的 ＮＴＤｓ组小鼠体积较
小伴随着发育迟缓，并可见到小眼、脊柱裂的表型

（图２Ａ）。图中背面观虚线框出的部位为神经管，可
以观察到 ＮＴＤｓ组小鼠神经管未完全闭合。ＨＥ染色
结果可见：正常饲喂组小鼠神经管管腔规整，低叶酸联

合ＭＴＸ诱导的ＮＴＤｓ组小鼠神经管管腔畸形，弯曲过
多（图２Ｂ）。
２．３　质控及测序Ｒｅａｄｓ统计
　　Ｑ３０＞８０％表示测序质量良好。将高质量 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ比对到小鼠参考基因组（ＵＣＳＣｍｍ１０）上，表 １
是 ＦＡ０与ＦＡ４ＣｈＩＰｓｅｑ测序序列统计结果。

２．４　全基因组Ｐｅａｋ差异分析
　　富集峰用 ＭＡＣＳ软件进行识别，得到 ＦＡ４组与
ＦＡ０组Ｐｅａｋ的信息。ＦＡ４共有６８８３个富集峰，总长
度１１４３７４９，平均长度 １６６；ＦＡ０共有 ２１３０９个富集
峰，总长度４５７４２１２，平均长度２１４；ＤＥＰｓ用 ｄｉｆｆＲｅｐｓ
软件进行鉴定，结果表明叶酸缺乏细胞相对于叶酸正

常细胞有１１４２５３个基因位点呈上调趋势，有９８３８７个
基因位点呈下调趋势。将各样本比对到小鼠基因组

上，结果显示叶酸缺乏细胞的组蛋白 Ｈ３Ｋ９ｃｒ引起全
基因组变化，其中，启动子区发生变化最大，占３２．１０％，
内含子区和外显子区分别占２６．５０％和 １．７０％，１３．５０％
发生在基因间隔区，２６．２０％发生在上游峰（图３）。分
别统计２组细胞的启动子区域占富集峰的比例，叶酸
正常细胞的启动子占比３５．４％，叶酸缺乏细胞的启动
子占比 ３２．８％，结果表明叶酸缺乏情况下，基因表达
水平下降。

表１　ＦＡ０与ＦＡ４ＣｈＩＰｓｅｑ测序序列统计

组别 原始序列 过滤后序列 比对序列 比对率／％
ＦＡ０ ３２，４０２，７１４ ３２，３９２，９９４ ３０，４７３，４０７ ９４．０７
ＦＡ０ｉｎｐｕｔ ３２，０８０，９１０ ３２，０６６，６５６ ３０，４８８，４４０ ９５．０８
ＦＡ４ ３１，８２２，７３０ ３１，８００，８２２ １９，９１６，０３０ ６２．６３
ＦＡ４ｉｎｐｕｔ ３１，９８９，５３４ ３１，９７６，３１８ ３０，２８９，８３３ ９４．７３
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图２　正常饲喂组及低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组胎鼠背侧面观（Ａ）及大脑ＨＥ染色（Ｂ）观察结果

图３　Ｈ３Ｋ９ｃｒ差异富集峰基因结合峰功能区域分布图

２．５　ＧＯ分析结果
　　对ＦＡ０组和ＦＡ４组进行Ｈ３Ｋ９ｃｒ差异富集峰相关
基因的ＧＯ分析，以鉴定显著差异基因中富集的生物
学进程（ｂｉｏｌｏｇｙｐｒｏｇｒｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。
根据ｆｉｓｈｅｒ精确测试的Ｐｖａｌｕｅｓ，叶酸缺乏细胞相对于
叶酸正常细胞上调基因富集的条目中，生物学进程排

名前三位的是：细胞代谢过程、代谢过程、有机物代谢

过程；细胞组分排名前三位的是细胞内、细胞内部分、

细胞器；分子功能排名前三位的是：结合、蛋白质结合、

杂环化合物结合（图４）。
　　叶酸缺乏细胞相对于叶酸正常细胞下调的与神经
系统相关的生物学进程排名前六位的是：神经系统发

育、神经发生、神经元的产生、神经元分化、神经元发

育、神经系统发育的调节；与神经系统相关的细胞组分

排名前六的是突触、神经元部分、突触部分、神经元投

射、突触膜、轴突（图５）。ＦＡ０组较ＦＡ４组下调的生物
学进程涉及多条神经发育相关通路，使用微生信绘图

软件绘制了２组间具有显著差异的通路基因以及与通
路对应关系（图６）。实时定量聚合酶链式反应显示，
ＦＡ０组中与神经发育相关的基因下调，包括 Ａｐｐ、
Ｐａｘ６、Ｂｄｎｆ（图７）。表２是 ＲＴｑＰＣＲ实验涉及的引物
序列，以Ｇａｐｄｈ为对照（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）。
２．６　ＫＥＧＧ通路分析结果
　　差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）的通路共有８２个。
上调的有４２个，主要富集在溶酶体、细胞周期、癌症通
路；下调的有 ４０个，其中包含轴突引导、神经活性配
体受体相互作用、谷氨酸能突触等与神经系统相关的
信号通路（图８）。表３是通路中差异表达基因情况统
计结果。
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图４　ＦＡ０上调基因的ＧＯ功能分类

图５　ＦＡ０下调基因的ＧＯ功能分类
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图６　神经系统相关生物学进程中显著差异通路基因与通路对应关系弦图
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图７　ＲＴｑＰＣＲ检测ＦＡ４与ＦＡ０的神经系统相关基因的ｍＲＮＡ水平　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

表２　神经系统相关基因和内参引物序列

引物名称 正向 反向

Ｂｄｎｆ ＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＧＴＧＡＣＡＧＴＡＴＴＡＧＣ ＧＧＴＡＧＴＴＣＧＧＣＡＴＴＧＣＧＡＧＴＴＣ
Ｐａｘ６ ＴＣＴＡＡＣＧＧＡＧＡＡＧＡＣＴＣＧＧＡＴＧＡＡＧ ＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＴＡＧＧＡＡＴＧＴＧＡＣ
Ａｐｐ ＧＣＡＧＣＧＡＧＡＡＧＡＧＣＡＣＴＡＡＣＴＴＧ ＴＣＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＧ
Ｇａｐｄｈ ＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣ ＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣ

表３　Ｈ３Ｋ９ｃｒ差异富集峰相关基因显著富集的通路分析

通路ＩＤ 通路名称　 差异基因 总差异基因 通路基因 总通路基因 Ｐ 错误发现率

ｍｍｕ０４１４２ 溶酶体 ４８ １７８９ １２４ ７８１０ ０．００００ ０．００９３５６５５１
ｍｍｕ０４１１０ 细胞周期 ４８ １７８９ １２５ ７８１０ ０．００００ ０．００９３５６５５１
ｍｍｕ０５２００ 癌症通路 １２０ １７８９ ３９７ ７８１０ ０．０００３ ０．０２９７６０２８
ｍｍｕ０４３６０ 轴突引导 ３３ ９６８ １２９ ７８１０ ０．００００ ０．００８５６８２６７

ｍｍｕ０４０８０
神经活性配体
受体相互作用

５３ ９６８ ２８５ ７８１０ ０．００１４ ０．０３９９０６６８

ｍｍｕ０４７２４ 谷氨酸能突触 ２６ ９６８ １１５ ７８１０ ０．００１５ ０．０３９９０６６８
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２．７　富集峰相关基因的模体分析
　　模体（ｍｏｔｉｆ）是特定碱基序列的模式，字母的相对
大小表示各个碱基出现的频率。利用软件（ｈｏｍｅｒ）从
ＣｈＩＰｓｅｑ数据中得到了ＦＡ４和ＦＡ０组的ｍｏｔｉｆ（图９）。
Ｈ３Ｋ９ｃｒ结合ｍｏｔｉｆ的发现表明，叶酸缺乏时 ｍｏｔｉｆ发生
了改变。

图８　Ｈ３Ｋ９ｃｒ差异富集峰相关基因的ＫＥＧＧ分析
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图９　ＦＡ４和ＦＡ０Ｈ３Ｋ９ｃｒ结合ｍｏｔｉｆ特点

３　讨论

３．１　叶酸通过调控脂肪酸代谢参与组蛋白Ｋｃｒ
　　叶酸在机体代谢过程中起着重要作用，叶酸缺乏
会诱导脂质代谢相关基因的表达［１７］。在缺血性脑卒

中，叶酸通过调控脂肪酸代谢起保护作用［１８］。短链脂

肪酸的代谢物 ｃｒｏｔｏｎｙｌＣｏＡ是组蛋白 Ｋｃｒ的底物，
ｃｒｏｔｏｎｙｌＣｏＡ的合成酶ＡＣＳＳ２是脂肪酸代谢的重要组
成部分，在脂质稳态中发挥重要作用［１９］。最近有研究

显示，肠道微生物产生的短链脂肪酸促进组蛋白 Ｋｃｒ，
并影响宿主结肠中的基因转录［２０－２１］。

３．２　叶酸缺乏通过组蛋白Ｋｃｒ调控发育
　　组蛋白 Ｋｃｒ可能在神经元成熟和迁移中起作用，
染色质域Ｙ蛋白（ｃｈｒｏｍｏｄｏｍａｉｎＹｌｉｋｅ，ＣＤＹＬ）是一种
巴豆酰辅酶 Ａ水合酶，敲低 ＣＤＹＬ会导致神经元异常
迁移［２２］。在神经干细胞中，组蛋白Ｋｃｒ通过激活二价
启动子重塑其转录组，使其从增殖的干性状态向神经

元转化并分化成更多的神经元，体内同样观察到组蛋

白Ｋｃｒ和神经元分化的正相关性［２３］。在ｍＥＳＣｓ中，多
能调控因子基因和胚层谱系基因的表达受组蛋白 Ｋｃｒ
修饰调控，从而促进ｍＥＳＣｓ分化，研究还发现，发生在
组蛋白Ｈ４Ｋ７７和 Ｈ４Ｋ９１上的组蛋白 Ｋｃｒ修饰促进人
胚胎干细胞向内胚层分化，增强内胚层的基因表达［２４］。

本研究发现叶酸缺乏ｍＥＳＣｓ相对于叶酸正常ｍＥＳＣｓ下
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调的生物过程涉及神经系统发育、神经发生、神经元的

产生、神经元分化、神经元发育、神经系统的发育调节

等神经发育相关通路，其中两组间有显著差异的通路

基因包括 Ｂｄｎｆ、Ａｐｐ、Ｐｔｅｎ、Ｐａｘ６、Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ１６、Ｓｏｘ４、
Ｓｏｘ１０、Ｈｏｘｄ１、Ｎｅｕｒｏｄ２等。脑源性神经营养因子
（Ｂｄｎｆ）对神经元的生存和生长至关重要，Ｂｄｎｆ及其受
体发起的信号级联是突触可塑性的关键调节剂，在学

习和记忆形成中发挥着重要作用［２５］。Ｐａｘ６的缺失影
响了小鼠的神经突伸长率、轴突初始段的位置和长度

以及它们的电生理特性，表明它可能对神经元结构和

功能发育具有细胞自主作用［２６］。

３．３　叶酸对组蛋白修饰具有广泛影响以及神经发育
受表观遗传修饰的调节

　　研究发现缺乏叶酸会对精子的组蛋白Ｈ３Ｋ４三甲
基化（Ｈ３Ｋ４ｍｅ３）产生影响，并且这种改变会引起子代
发育异常［２７］。叶酸的中间代谢产物同型半胱氨酸

（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，Ｈｃｙ）通过修饰组蛋白 Ｈ３Ｋ７９参与
ＮＴＤｓ的发生，补充叶酸降低 Ｈｃｙ水平可以减少 ＮＴＤｓ
的发病［２８］。本课题组前期研究中，相比于正常叶酸

（４ｍｇ／Ｌ）ｍＥＳＣｓ，不含叶酸（０ｍｇ／Ｌ）的 ｍＥＳＣｓ中
ＡＣＳＳ２表达上调，接下来向无叶酸培养基中添加叶酸，
这种叶酸回补减弱了由叶酸缺乏引起的 ＡＣＳＳ２升
高。对无叶酸的 ｍＥＳＣｓ的 Ｋｃｒ底物进行研究，在
１６３４０个蛋白质中鉴定出２２２７７个 Ｋｃｒ位点，占整个
ｍＥＳＣｓ蛋白组的７０％［２９］。本研究结果显示，叶酸缺乏
ｍＥＳＣｓ中 Ｈ３Ｋ９ｃｒ表达水平下调，上述研究均说明叶
酸对组蛋白修饰的广泛影响。Ｎ６腺苷酸甲基化（Ｎ６
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是一种 ｍＲＮＡ上普遍存在的碱
基修饰行为，ｍ６Ａ的 ｅｒａｓｅｒ蛋白 ＦＴＯ［３０］、ｍ６Ａ的
ｒｅａｄｅｒ蛋白ＹＴＨＤＦ１和ＹＴＨＤＦ２调控ｍＲＮＡ的局部翻
译，进而调控轴突生长［３１］。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ，ｌｎｃＲＮＡ）Ｄｕｂｒ的 ｍ６Ａ修饰调控神经元轴
突生长和迁移［３２］。本研究利用 ＣｈＩＰｓｅｑ技术比较叶
酸正常和叶酸缺乏 ｍＥＳＣ与组蛋白 Ｈ３Ｋ９ｃｒ结合的下
游靶基因，并对两组细胞差异富集区相关基因进行

ＧＯ分析和 ＫＥＧＧ通路分析。结果表明，叶酸缺乏细
胞中下调的的信号通路主要有轴突引导、神经活性配

体受体相互作用、谷氨酸能突触等与神经系统相关的
信号通路。上述研究均说明神经发育受表观遗传修饰

的调节。

　　综上，本次研究首次利用 ＣｈＩＰｓｅｑ技术研究叶酸
缺乏ｍＥＳＣｓ中Ｈ３Ｋ９ｃｒ的全基因组状态变化，阐明了
在ｍＥＳＣｓ中叶酸缺乏通过Ｈ３Ｋ９ｃｒ修饰参与调控神经
发育相关基因；该研究进一步明确了组蛋白巴豆酰化

修饰在神经系统发育过程中的重要作用，为神经系统

发育性疾病机制的深入研究、疾病诊断和治疗提供了

科学的理论依据。

参考文献：

［１］ＳＴＲＡＨＬＢＤ，ＡＬＬＩＳＣＤ．Ｔｈｅｌａｎｇｕａｇｅｏｆｃｏｖａｌｅｎｔｈｉｓｔｏｎｅ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０３（６７６５）：４１－４５．ＤＯＩ：
１０．１０３８／４７４１２．

［２］ＨＵＡＮＧＨ，ＳＡＢＡＲＩＢＲ，ＧＡＲＣＩＡＢＡ，ｅｔａｌ．ＳｎａｐＳｈｏｔ：
ｈｉｓｔｏｎｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１４，１５９（２）：４５８－４５８．
ｅ１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１４．０９．０３７．

［３］ＴＡＮＭＪ，ＬＵＯＨ，ＬＥＥＳ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ６７ｈｉｓｔｏｎｅ
ｍａｒｋｓａｎｄｈｉｓｔｏｎｅｌｙｓｉｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎａｓａｎｅｗｔｙｐｅｏｆｈｉｓｔｏｎｅ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１１，１４６（６）：１０１６－１０２８．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１１．０８．００８．

［４］刘芳远，苏丽娅．巴豆酰化修饰在恶性肿瘤中的研究进展
［Ｊ］．肿瘤防治研究，２０２３，５０（２）：１９５－２０１．ＤＯＩ：１０．
３９７１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００８５７８．２０２３．２２．０７７０．
ＬＩＵＦＹ，ＳＵＬＹ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎｉｎ
ｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓＰｒｅｖＴｒｅａｔ，２０２３，５０（２）：
１９５－２０１．ＤＯＩ：１０．３９７１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００８５７８．２０２３．２２．０７７０．

［５］ＢＥＲＧＥＲＫ，ＭＯＥＬＬＥＲＭＪ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｒｅｐａｉｒ
ａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｓｅｍｉｎ
Ｎｅｐｈｒｏｌ，２０１４，３４（４）：３９４－４０３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｓｅｍｎｅｐｈｒｏｌ．２０１４．０６．００６．

［６］ＬＩＵＹＱ，ＬＩＭＨ，ＦＡＮＭＨ，ｅｔａｌ．ＣｈｒｏｍｏｄｏｍａｉｎＹｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅｂｅｈａｖｉｏｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１９，８５（８）：
６３５－６４９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｓｙｃｈ．２０１８．１１．０２５．

［７］ＪＩＡＮＧＧＣ，ＮＧＵＹＥＮＤ，ＡＲＣＨＩＮＮＭ，ｅｔａｌ．ＨＩＶｌａｔｅｎｃｙ
ｉｓｒｅｖｅｒｓｅｄｂｙＡＣＳＳ２ｄｒｉｖｅｎｈｉｓｔｏｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔ，２０１８，１２８（３）：１１９０－１１９８．ＤＯＩ：１０．１１７２／
ＪＣＩ９８０７１．

［８］ＷＡＮＪＨ，ＬＩＵＨ Ｙ，ＭＩＮＧＬ．Ｌｙｓｉｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１９，１１１：９７６－９８２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｉｏｐｈａ．２０１８．１２．１４８．

［９］ＷＡＮＧ Ｓ， ＺＥＮＧ Ｙ Ｂ， ＰＥＩＰ， ｅｔａｌ． Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｗｉｄｅＤＮＡ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｆｏｌａｔｅ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｃａｕｓｅｓｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＧｅｎｅｔ，
２０２２，１３：９８７２１０．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｇｅｎｅ．２０２２．９８７２１０．

［１０］裴培，崔小岱，张霆，等．低叶酸联合甲氨蝶呤诱导神
经管畸形小鼠模型的建立［Ｊ］．中华神经外科杂志，
２０１９，３５（２）：１９３－１９６．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００１
２３４６．２０１９．０２．０２０．
ＰＥＩＰ，ＣＵＩＸＤ，ＺＨＡＮＧＴ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｕｎｄｅｒｆｏｌａｔｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＮｅｕｒｏｓｕｒｇ，２０１９，３５（２）：１９３－１９６．
ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００１２３４６．２０１９．０２．０２０．

［１１］ＰＥＩＰ，ＣＨＥＮＧＸＹ，ＹＵＪ，ｅｔａｌ．Ｆｏｌａｔｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ２Ａ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｏｌｅａｄ ｔｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ

４７６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ［Ｊ］．
ＥｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓＣｈｒｏｍａｔｉｎ，２０１９，１２（１）：６９．ＤＯＩ：１０．１１８６／
ｓ１３０７２０１９０３１２７．

［１２］ＭＡＲＴＩＮＭ．Ｃｕｔａｄａｐｔｒｅｍｏｖｅｓａｄａｐｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｈｉｇｈ
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅａｄｓ［Ｊ］．ＥＭＢｎｅｔＪ，２０１１，１７（１）：
１０．ＤＯＩ：１０．１４８０６／ｅｊ．１７．１．２００．

［１３］ＬＡＮＧＭＥＡＤ Ｂ， ＳＡＬＺＢＥＲＧ Ｓ Ｌ． Ｆａｓｔｇａｐｐｅｄｒｅａｄ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔｗｉｔｈＢｏｗｔｉｅ２［Ｊ］．ＮａｔＭｅｔｈｏｄｓ，２０１２，９（４）：
３５７－３５９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍｅｔｈ．１９２３．

［１４］ＺＨＡＮＧＹ，ＬＩＵＴ，ＭＥＹＥＲＣＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｄｅｌｂａｓｅｄ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣｈＩＰＳｅｑ（ＭＡＣＳ）［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＢｉｏｌ，２００８，９
（９）：Ｒ１３７．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｇｂ２００８９９ｒ１３７．

［１５］ＳＨＥＮＬ，ＳＨＡＯＮＹ，ＬＩＵＸＣ，ｅｔａｌ．ｄｉｆｆＲｅｐｓ：ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｈｒｏｍａｔｉｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｆｒｏｍＣｈＩＰｓｅｑｄａｔａ
ｗｉｔｈｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（６）：
ｅ６５５９８．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００６５５９８．

［１６］ＰＲＵＩＴＴＫＤ，ＴＡＴＵＳＯＶＡＴ，ＭＡＧＬＯＴＴＤ Ｒ．ＮＣＢＩ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（ＲｅｆＳｅｑ）：ａｃｕｒａｔｅｄｎｏｎｒｅｄｕｎｄａｎｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｔａｂａｓｅｏｆｇｅｎｏｍｅｓ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．
ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２００７，３５（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：Ｄ６１－Ｄ６５．
ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋｌ８４２．

［１７］ＰＯＯＹＡＳ，ＢＬＡＩＳＥＳ，ＭＯＲＥＮＯ ＧＡＲＣＩＡ Ｍ，ｅｔａｌ．
Ｍｅｔｈｙｌｄｏｎｏｒｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｍｐａｉｒｓｆａｔｔｙａｃｉｄｏｘｉｄａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈ
ＰＧＣ１αｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＥＲα，ＥＲＲα，ａｎｄ
ＨＮＦ４αｉｎｔｈｅｒａｔｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２０１２，５７（２）：
３４４－３５１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｈｅｐ．２０１２．０３．０２８．

［１８］ＹＡＮＧＹＨ，ＬＥＩＬ，ＢＡＯＹＰ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｄｉｓｃｏｖｅｒｓｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃｓｔｒｏｋｅａｎｄｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｆｏｌｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｏｌＢｉｏｓｃｉ，
２０２２，９：７８３７９３．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｍｏｌｂ．２０２２．７８３７９３．

［１９］ＣＡＲＥＹ Ｂ Ｗ，ＦＩＮＬＥＹ Ｌ Ｗ，ＣＲＯＳＳＪＲ，ｅｔａｌ．
Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒαｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅｍａｉｎｔａｉｎｓｔｈｅｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１５，５１８（７５３９）：４１３－
４１６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１３９８１．

［２０］ＦＥＬＬＯＷＳ Ｒ， ＤＥＮＩＺＯＴ Ｊ， ＳＴＥＬＬＡＴＯ Ｃ， ｅｔａｌ．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｄｅｒｉｖｅｄｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓｐｒｏｍｏｔｅｈｉｓｔｏｎｅ
ｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｌｏｎｔｈｒｏｕｇｈｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ［Ｊ］．
ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１８，９（１）：１０５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７
０１７０２６５１５．

［２１］赵奕涵，王晨，曹田宇，等．基于 ＣｉｔｅＳｐａｃｅ的结直肠癌
肿瘤微环境近十年研究热点分析［Ｊ］．空军军医大学学
报，２０２３，４４（２）：１６０－１６５．ＤＯＩ：１０．１３２７６／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９７
１６５６．２０２３．０２．０１３．
ＺＨＡＯＹＨ，ＷＡＮＧＣ，ＣＡＯＴＹ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｒｅｓｅａｒｃｈｈｏｔｓｐｏｔｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎ
ｒｅｃｅｎｔ１０ｙｅａｒｓｂａｓｅｄｏｎＣｉｔｅＳｐａｃｅ［Ｊ］．ＪＡｉｒＦｏｒｃｅＵｎｉｖ，
２０２３，４４（２）：１６０－１６５．ＤＯＩ：１０．１３２７６／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９７
１６５６．２０２３．０２．０１３．

［２２］ＱＩＮＲ，ＣＡＯＳ，ＬＹＵＴＪ，ｅｔａｌ．ＣＤＹＬｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｄｉｓｒｕｐｔｓ

ｎｅｕｒｏｎａｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｅｐｉｌｅｐｓｙ
［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｐ，２０１７，１８（２）：３８０－３９０．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｃｅｌｒｅｐ．２０１６．１２．０４３．

［２３］ＤＡＩＳＫ，ＬＩＵＰＰ，ＤＵＨＺ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｆａｔｅｄｅｃｉｓｉｏｎｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｂｉｖａｌｅｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯ Ｒｅｐ，２０２１，２２（１０）：
ｅ５２０２３．ＤＯＩ：１０．１５２５２／ｅｍｂｒ．２０２０５２０２３．

［２４］ＦＡＮＧＹ，ＸＵＸＪ，ＤＩＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｎｅｃｒｏｔｏｎｙｌａｔｉｏｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｓｏｅｎｄｏｄｅｒｍａｌｃｏｍｍｉｔｍｅｎｔｏｆｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｅｍＣｅｌｌ，２０２１，２８（４）：７４８－７６３．
ｅ７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｔｅｍ．２０２０．１２．００９．

［２５］ＡＺＭＡＮＫＦ，ＺＡＫＡＲＩＡＲ．Ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆ
ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ （ＢＤＮＦ） ｉｎ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３
（１２）：６８２７．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３１２６８２７．

［２６］ＴＩＡＮＴ，ＱＵＩＮＴＡＮＡＵＲＺＡＩＮＱＵＩＩ，ＫＯＺＩＣ`Ｚ，ｅｔａｌ．Ｐａｘ６
ｌｏｓｓ ａｌｔｅｒｓ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍｏｕｓｅｐｒｅｔｈａｌａｍｉｃｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
２０２２，１４９（６）：ｄｅｖ２０００５２．ＤＯＩ：１０．１２４２／ｄｅｖ．２０００５２．

［２７］ＬＩＳＭＥＲＡ，ＤＵＭＥＡＵＸＶ，ＬＡＦＬＥＵＲＣ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｎｅ
Ｈ３ｌｙｓｉｎｅ４ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｓｐｅｒｍｉｓｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｔｏｔｈｅ
ｅｍｂｒｙｏａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｅｔｉｎｄｕｃｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎｔｈｅ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，２０２１，５６（５）：６７１－６８６．ｅ６．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｄｅｖｃｅｌ．２０２１．０１．０１４．

［２８］ＺＨＡＮＧＱ，ＢＡＩＢＬ，ＭＥＩＸＹ，ｅｔａｌ．ＥｌｅｖａｔｅｄＨ３Ｋ７９
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｔｉｏｎｃａｕｓｅｓａｂｎｏｒｍａｌｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇ
ｎｅｕｒａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ［Ｊ］．
ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１８，９（１）：３４３６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７
０１８０５４５１７．

［２９］ＷＡＮＧＳ，ＺＥＮＧＹＢ，ＨＥＸＪ，ｅｔａｌ．Ｆｏｌａｔｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
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