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!基础研究!

栀子苷对
1B

#

C>C

诱导的
DE+!56

!

%

来源泡沫细胞

>3E

异常甲基化的双向调节作用

周庆兵$吴立旗$徐凤芹

摘要$目的$观察栀子苷对
1B

#

C>C

诱导的
DE+!56

!

%

来源泡沫细胞
>3E

甲基化的作用" 方法$以

1B

#

C>C

诱导
DE+!56

!

%

细胞形成泡沫细胞模型#

''F

#

4

法检测不同浓度栀子苷对泡沫细胞的增殖抑制情

况#将细胞分为
6

组$分别为空白对照组%无处理&'模型组%

4" !G@8C 1B

#

C>C

处理&'栀子苷小剂量组

%

4" !G@8C 1B

#

C>C H&" !G@8C

栀子苷&'栀子苷大剂量组%

4" !G@8C 1B

#

C>C H#"" !G@8C

栀子苷&$处

理
!6 I

后收集细胞$总胆固醇试剂盒检测栀子苷降脂效应#同时提取
>3E

$进行甲基化免疫共沉淀联合测

序%

,JK;L

#

MJN

&检测$并对差异甲基化基因进行
O?

与
P:QIR:/

分析" 结果$红油
?

染色结果提示( 以

4" !G@8C 1B

#

C>C

处理的
DE+!56

!

%

细胞泡沫化最为明显#栀子苷对
DE+!56

!

%

来源泡沫细胞无细胞毒

作用#大剂量栀子苷%

#"" !G@8C

&能够降低细胞总胆固醇%

P S"

!

"6

&" 与空白组比较$模型组共有大量异常

差异基因甲基化%包括异常的基因高甲基化与基因低甲基化&" 涉及多个
ET

相关功能与通路$如蛋白激酶

'

活性$

,EPF

信号通路'

PPED

信号通路'

+UQ

信号通路等#小剂量与大剂量栀子苷 %

&" !G@8C

与

#"" !G@8C

&均能改变泡沫细胞中异常的基因甲基化$涉及蛋白激酶
'

功能'

+UQ

信号通路'

,EPF

信号通

路'

PPED

信号通路等" 栀子苷不仅能去甲基化$同时还能促甲基化" 结论$栀子苷可能通过对
1B

#

C>C

诱

导的泡沫细胞异常基因甲基化进行双向调控实现抗
ET

效应"

关键词$栀子苷#

DE+!56

!

%

来源泡沫细胞# 动脉粥样硬化# 甲基化

>1-V.J 9WWJ=Q 1W OJU;L1M;KJ 1U OJUJ ,JQI/.:Q;1U 1W X1:8 'J..M >JY;ZJK XY18 DE+!56

!

% )UK-=JK

V/ 1B

#

C>C

$

[\?] ^;UG

#

V;UG

!

+] C;

#

N;

!

:UK _] XJUG

#

N;U

$

)UMQ;Q-QJ 1W OJY;:QY;= ,JK;=;UJ

!

_;/-:U

\1ML;Q:.

!

'I;U: E=:KJ8/ 1W 'I;UJMJ ,JK;=:. T=;JU=JM

!

`J;A;UG

$

#"""$#

%

E`T*DE'*

$

?VAJ=Q;ZJ

$

*1 1VMJYZJ QIJ JWWJ=Q 1W GJU;L1M;KJ 1U QIJ >3E 8JQI/.:Q;1U ;U W1:8JK

=J..M KJY;ZJK WY18 DE+!56

%

% =J.. .;UJ ;UK-=JK V/ 1B

#

C>C2 ,JQI1KM

$

1B

#

C>C R:M -MJK Q1 ;UK-=J

DE+!56

%

% =J..M Q1 W1Y8 QIJ W1:8 =J..M

&

''F

#

4 8JQI1K R:M -MJK Q1 KJQJ=Q QIJ =J.. LY1.;WJY:Q;1U 1W W1:8

=J..M QYJ:QJK V/ K;WWJYJUQ =1U=JUQY:Q;1UM 1W GJU;L1M;KJ

&

'I1.JMQJY1. QJMQ a;Q R:M :LL.;JK W1Y QIJ =I:UG;UG 1W

Q1Q:. =I1.JMQJY1. ;U =J..M :WQJY QIJ QYJ:Q8JUQ 1W GJU;L1M;KJ2 *IJU =J..M RJYJ K;Z;KJK ;UQ1 W1-Y GY1-LM

#

V.:Ua

=1UQY1. GY1-L

$

U1 QYJ:Q8JUQ

%!

81KJ. GY1-L

$

QYJ:QJK 1U./ V/ 4" !G@8C 1B

#

C>C

%!

.1R

#

K1MJ GJU;L1M;KJ

GY1-L

$

QYJ:QJK V/ 4" !G@8C 1B

#

C>C :UK &" !G@8C GJU;L1M;KJ

%!

I;GI

#

K1MJ G:YKJU1M;KJ GY1-L

$

QYJ:QJK V/

4" !G@8C 1B

#

C>C :UK #"" !G@8C GJU;L1M;KJ

%

2 EWQJY QYJ:Q8JUQ 1W K;WWJYJUQ =1U=JUQY:Q;1UM 1W GJU;L1M;KJ W1Y

!6 I

!

QIJ W1:8 =J..M RJYJ =1..J=QJK :UK 'I1.JMQJY1. QJMQ a;Q R:M :LL.;JK Q1 QJMQ QIJ =I:UG;UG 1W Q1Q:. =I1

#

.JMQJY1. ;U =J..M 2 *IJU >3E R:M JBQY:=QJK W1Y 8JQI/.:Q;1U ;88-U1LYJ=;L;Q:Q;1U MJN-JU=;UG

$

,JK;L

#

MJN

%

2

O? :UK P:QIR:/ K:Q:V:MJM RJYJ -MJK Q1 :U:./bJ QIJ K:Q: WY18 ,JK;L

#

MJN2 DJM-.QM

$

*IJ 1;. YJK ? MQ:;

#

U;UG MI1RJK QI:Q DE+!56

%

% =J..M QYJ:QJK V/ 4" !G@8C 1B

#

C>C Q-YUJK 1-Q Q1 VJ W1:8 =J..M RJ..2 ''F

#

4
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%
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#

K1MJ G:YKJU1M;KJ

$

P S"

%

"6

%

2 ,JK;L

#

MJN MI1RJK QI:Q =18

#

L:YJK R;QI V.:Ua =1UQY1. GY1-L

!
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;U=.-K;UG :VU1Y8:. I/LJY8JQI.:QJK GJUJM :UK I/L18JQI/.:QJK GJUJM

%

2 *IJMJ :VU1Y8:. 8JQI/.:QJK

GJUJM RJYJ ;UZ1.ZJK ;U 8-.Q;L.J ET YJ.:QJK W-U=Q;1UM :UK L:QIR:/M

!

M-=I :M QIJ :=Q;Z;Q/ 1W LY1QJ;U a;U:MJ

'

!

,EPF M;GU:.;UG L:QIR:/M

!

PPED M;GU:. P:QIR:/

!

+UQ M;GU:.;UG L:QIR:/M

!

JQ= 2 &" !G@8C :UK #"" !G@

8C GJU;L1M;KJ =1-.K =I:UGJ QIJ 8JQI/.:Q;1U .JZJ. 1W GJUJM ;U W1:8M =J..M 2 *IJMJ :.QJYJK 8JQI/.:QK GJUJM

RJYJ ;UZ1.ZJK ;U QIJ LY1QJ;U a;U:MJ ' W-U=Q;1U

!

+UQ M;GU:.;UG P:QIR:/

!

,EPF M;GU:.;UG P:QIR:/

!

PPED

M;GU:.;UG P:QIR:/ :UK M1 1U2 EQ QIJ M:8J Q;8J

!

GJU;L1M;KJ =1-.K U1Q 1U./ KJ8JQI/.:QJ GJUJM

!

V-Q :.M1

LY181QJ 8JQI/.:Q;1U2 '1U=.-M;1U

$

OJU;L1M;KJ 8:/ QYJ:Q ET V/ YJG-.:Q;UG QIJ :VU1Y8:. I/LJY8JQI/.:QJK

:UK I/L18JQI/.:QJK GJUJM ;U W1:8 =J..M 2

F9c+?D>T

$

GJU;L1M;KJ

&

DE+!56

%

% KJY;ZJK W1:8 =J..M

&

:QIJY1M=.JY1M;M

&

8JQI/.:Q;1U

$$动脉粥样硬化$

:QIJY1M=.JY1M;M

!

ET

%是一种

慢性炎症性疾病!发病机制复杂!其特征为散在的斑

块形成!其中脂质是
ET

斑块的基本成分!单核巨噬

细胞吞噬脂质形成泡沫细胞!以及血管平滑肌细胞

的增殖!都会逐渐发展成
ET

斑块!其中巨噬细胞源

泡沫细胞是
ET

形成及发展的关键'

#

(

)

>3E

甲基化

属于表观遗传学范畴!研究表明!基因异常甲基化在

ET

的发生发展中具有重要作用!异常的
>3E

甲基

化与脂质代谢异常*炎症反应*内皮细胞功能紊乱等

均密切相关'

!

!

&

(

!针对
ET

异常基因甲基化的抗
ET

治疗也受到关注'

6

(

) 栀子苷是从我国传统中药栀子

中提取的环烯醚萜苷类化合物!研究表明栀子苷具

有抗氧化*抗炎*保护内皮细胞*调脂*抑制平滑肌细

胞增生等作用'

7

(

) 目前从
>3E

甲基化角度阐释栀

子苷抗
ET

作用机理的研究较少!本实验观察栀子苷

是否具有调节
DE+!56

!

%

来源泡沫细胞异常基因

甲基化的作用!从体外证明栀子苷抗
ET

的作用

机制)

材料与方法

#

$细胞株与细胞培养$

DE+!56

!

%

细胞株购于

北京协和细胞资源中心!培养基为含
#"d

胎牛血清的

DP,)#56"

培养液!在含
7d '?

!

*温度为
&%

%的培

养箱中进行培养!培养
#

&

! K

后胰蛋白酶常规消化

传代)

!

$药物*试剂及仪器$栀子苷购于上海源叶生物

科技公司$货号#

[]P

"

#&%"!!7

!纯度
e$4d

%&人氧

化性低密度脂蛋白$

I-8:U 1B;K;bJK

#

C>C

!

1B

#

C>C

%

购于广东奕源生物科技有限公司$货号#

c`

#

""!

%&

''F

#

4

细胞活力检测试剂盒购于南京恩晶生物科技

有限公司$货号#

9#'F

#

"""!"4

"

#"

%&总胆固醇检测

试剂盒由普利莱公司提供$货号#

9#"#7

#

#"7

%&油红

?

染料购于美国
T;G8:

#

E.KY;=I

$货号#

""5!7

%&澳洲

胎牛血清购于
O;V=1

公司$货号#

#"#""

"

#6%

%&

>3E

提取试剂盒$

>3J:M/ `.11K *;MM-J F;Q

%购于德国

^;:GJU

公司$货号#

c7

"

5$7"5

%)

\;TJN !7""

测序

仪$美国!

)..-88;U:

公司%&超净工作台$苏州安泰空

气技术有限公司%&酶联免疫检测仪$美国!

`;1*Ja

公

司%&

'?

!

培养箱$美国!

*IJY81

公司%&倒置显微镜

$日本!

?./8L-M

公司%)

&

$泡沫细胞模型建立$建立泡沫细胞模型'

5

(

) 取

正常状态的
DE+!56

!

%

细胞传代!以
#

!

"

'

#"

7个
@8C

密

度种植于
5

孔板中!正常培养
!6 I

后!分别以无血清

培养基!含
!"

*

6"

*

5" !G@8C 1B

#

C>C

和
4" !G@8C

1B

#

C>C

无血清培养基继续培养
!6 I

!弃去培养液!

P`T

清洗
!

次!

6d

多聚甲醛固定
&" 8;U

!

P`T

清洗

!

次!油红
?

染色
&" 8;U

!弃去染色液后
P`T

洗
&

遍!倒置显微镜下放大
!""

倍观察并拍照)

6

$细胞增殖抑制实验$调整细胞浓度至
"

!

7

'

#"

7个
@8C

!种植在
$5

孔板中!加入
6 !C

含
1B

#

C>C

溶液的
P`T

!使
1B

#

C>C

终浓度为
4" !G@8C

!复孔为

&

个!放置在培养箱中培养
!6 I

后取出加入
6 !C

不

同浓度栀子苷溶液$终浓度分别为
!"

*

6"

*

5"

*

#!"

*

!"" !G@8C

%!空白组加入
6 !C P`T

!培养
!6 I

&从

'?

!

培养箱中取出
$5

孔板!每孔加入
#" !C ''F

#

4

!

放回培养箱并培养
! I

&酶联免疫检测仪在
65" U8

波

长处测定其光吸收值&上述实验重复做
!

次)

7

$酶法检测降脂效应$细胞分为
6

组#空白组

$不含
1B

#

C>C

%*模型组$

4" !G@8C 1B

#

C>C

%*栀子

苷小剂量组$

4" !G@8C 1B

#

C>C H&" !G@8C

栀子苷%*

栀子苷大剂量组$

4" !G@8C 1B

#

C>C H #"" !G@8C

栀

子苷%!培养处理
!6 I

后弃掉培养液!裂解液裂解

#" 8;U

!转移至
#

!

7 8C

离心管中!

! """

'

G

离心

7 8;U

!取上清进行酶学测定!具体按试剂盒说明书

进行)

5

$药物处理及细胞收集$调整细胞浓度至

#

!

"

'

#"

7个
@8C

!分为空白组*模型组*栀子苷小剂量

组*栀子苷大剂量组!种植在
5

孔板中!加入
1B

#

C>C
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至模型组*栀子苷小剂量组*栀子苷大剂量组中使其终

浓度为
4" !G@8C

!空白组加入相应体积的
P`T

!培养

箱中培养
!6 I

后换液并加入不同浓度栀子苷溶液!使

小剂量与大剂量组栀子苷浓度分别为
&"

*

#"" !G@8C

!

空白组与模型组加入相应体积的
P`T

!培养箱中再次

培养
!6 I

后细胞刮收取细胞并冻存于 "

4"

%冰箱

中) 上述实验重复
!

次)

%

$甲基化免疫共沉淀结合测序分析$取出
#!

份细胞标本!

>3J:M/ `.11K *;MM-J

试剂盒提取基因

组
>3E

!质检合格后进行
,JK;L

#

MJN

分析!大概步骤

如下#文库构建!主要包括对基因组
>3E

进行片段

化!末端修复*

&

(末端加
E

*连接接头*抗体富集*富集

等步骤&

EG;.JUQ !#""

检测文库的大小!合格后进行

下一步实验&上机测序# 对样本进行
M;UG.J JUK #

'

7" UQ 8-.Q;L.JB

测序!测序过程由
>:Q: '1..J=Q;1U

T1WQR:YJ

进行控制!并进行实时数据分析)

4

$

O?

与
P:QIR:/

结合分析$基于
OJUJ ?U

#

Q1.1G/

$

O?

%

O?

与
F9OO

数据库'

%

"

#"

(

!采用
O?

与

F9OO

分析方法将不同样本的差异甲基化基因进行

功能分类及注释!得到基因参与的相关功能)

$

$统计学方法$剂量 "效应曲线由
OY:LIP:K

PY;M8 6

绘制!组间比较采用单因素方差分析!

P f

"

!

"7

为有统计学意义&差异甲基化基因进行
X;MIJY

精确检验和
"

! 检验!按照
P f"

!

"7

和
X>D f"

!

"7

进

行筛选!得到差异基因所参与的显著性*靶向性的

P:QIR:/

和功能分类)

结$$果

#

$不同浓度
1B

#

C>C

诱导的
DE+!56

!

%

来源泡

沫细胞模型$图
#

%$空白组
DE+!56

!

%

细胞经油红
?

染色后未见着色&

!" !G@8C

及
6" !G@8C 1B

#

C>C

诱导

的
DE+!56

!

%

细胞经油红
?

染色后可见少量橘红色

脂滴聚集!随着
1B

#

C>C

的浓度增加!细胞内脂滴不断

增加!

1B

#

C>C

至
5" !G@8C

!细胞内可见明显增多的红

色颗粒!聚集在细胞内侧!

1B

#

C>C

至
4" !G@8C

!大部

分细胞内侧聚集的颗粒超过细胞周长的
!@ &

!泡沫化十

分明显!本研究后续实验以
4" !G@8C 1B

#

C>C

作为诱

导
DE+!56

!

%

细胞成泡沫细胞的标准浓度)

!

$栀子苷对
DE+!56

!

%

来源泡沫细胞的增殖

抑制作用$图
!

%$通过
''F

"

4

法分析!栀子苷在

"

&

!"" !G@8C

范围内对
1B

#

C>C

诱导的泡沫细胞无

抑制作用!提示栀子苷对泡沫细胞无细胞毒作用$

P S

"

!

!657

%) 选取栀子苷
&" !G@8C

和
#"" !G@8C

作

为小剂量与大剂量进行后续实验)

$$ 注#

E

为空白组&

`

为
!" !G@8C 1B

#

C>C

组&

'

为

6" !G@8C 1B

#

C>C

处理组&

>

为
5" !G@8C 1B

#

C>C

处理组&

9

为
4" !G@8C 1B

#

C>C

组$箭头所示为典型泡沫细胞%

图
#

$ 经不同浓度
1B

#

C>C

处理的
DE+!56

!

%

细胞

油红
?

染色结果$$油红
?

! '

!""

%

$$注#

E

为不同浓度栀子苷对泡沫细胞作用的

?>

值比较$

U S$

%&

`

为栀子苷对泡沫细胞作用

!6 I

的剂量"效应作用

图
!

$栀子苷对
DE+!56

!

%

来源泡沫

细胞增殖抑制作用

&

$栀子苷对泡沫细胞总胆固醇的作用$图
&

%$

与空白组比较!模型组胆固醇升高明显$

P f"

!

"7

%&大

剂量栀子苷能够降低泡沫细胞内总胆固醇量 $

P S

"

!

"6

%&小剂量栀子苷降脂效应不明显$

P e"

!

"7

%)

6

$空白组与模型组差异甲基化基因的
O?

与

F9OO

分析$表
#

%$与空白组比较!模型组有大量异

常的差异甲基化基因!涉及
ET

多个功能与通路!如蛋

白激酶
'

活性!

,EPF

信号通路*

PPED

信号通路*

*1..

样受体信号等) 涉及这些通路的甲基化基因包括

低甲基化与高甲基化基因)
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%

$$注#与空白组比较!

!

P f"

!

"7

&与模型组比

较!

"

P f"

!

"7

图
&

$各组胆固醇含量比较

$$

7

$小剂量栀子苷与模型组差异甲基化基因的

O?

与
F9OO

分析$表
!

%$与模型组比较!小剂量栀

子苷能改变泡沫细胞中异常的基因甲基化) 这些基因

涉及多个
ET

相关功能与通路!如炎症反应调节*

09OX

信号通路!

,EPF

信号通路*

PPED

信号通路

等) 小剂量栀子苷能纠正泡沫细胞异常基因的低甲基

化与高甲基化!即具有双向的调控作用)

5

$大剂量栀子苷与模型组差异甲基化基因的

O?

与
F9OO

分析$表
&

%$与模型组比较!大剂量栀

子苷能改变泡沫细胞中异常基因甲基化水平) 这些基

因涉及多个
ET

相关功能与通路!如蛋白激酶
'

活性*

09OX

信号通路!

+UQ

信号通路*

*1..

样受体信号通

路*

,EPF

信号通路*

PPED

信号通路等) 大剂量栀

子苷能纠正泡沫细胞异常基因的低甲基化与高甲基

化!即具有双向的调控作用)

表
#

$模型组与空白组差异甲基化基因的
O?

与
F9OO

分析

O?

与
P:QIR:/

下调基因数 下调基因 上调基因数 上调基因

蛋白激酶
'

活性
7 PYa=:

*

PYa=K

*

PYa=J

*

PYa=I

*

PYaK! 7 PYa=V

*

PYa=G

*

PYa=;

*

PYa=N

*

PYaK&

,EPF

信号通路
%! EaQ!

*

':=U:#K

*

EaQ&

*

,:L&a#

*

,:L&a#6

等
&$ EYYV

*

*UW

*

,:L&a##

*

XGW#6

*

3WaV

等

PPED

信号通路
#7 E=1B#

*

E=M.5

*

,8L#:

*

T=K#

*

T1YVM#

等
% E=M.#

*

DBY:

*

PL:Y:

*

T.=!%:!

*

T.=!%:5

等

*1..

样受体信号通路
#& EaQ#

*

EaQ!

*

EaQ&

*

,:La#"

*

TQ:Q#

等
#! 'K45

*

3WaV#

*

P;a&=

*

*:V#

*

P;a&=:

等

09OX

信号通路
!$ EaQ!

*

EaQ&

*

,:La#

*

FY:M

*

TLIa#

等
#5 31M&

*

,:La#&

*

P.:!G6K

*

PLL&=:

*

PYa=:

*等

+UQ

信号通路
#! ':8a!V

*

'IK4 PLL&=:

*

*=Q%#!

*

+UQ7V

等
#% T8:K!

*

>Z.!

*

PLL&==

*

PY;=a.J!

*

T8:K&

等

\;LL1

信号通路
&" >.G#

*

>Z.!

*

)>6

*

T8:K#

*

+UQ#"V

等
!7 `8LY!

*

>.G!

*

PYa=;

*

>.G6

*

,LL7

等

内皮细胞分化调控
! T1B$

*

+UQ#"V ! 'QUUV#

*

P:B5

平滑肌细胞增殖调控
#5 ':.=Y.

*

X1BL#

*

,Q1Y

*

T#LY#

*

*GWVY!

等
#& 31Q=I&

*

PKGWK

*

PQ:WY

*

TJYL;UW!

*

T-.W#

等

表
!

$栀子苷小剂量组与模型组差异甲基化基因的
O?

与
F9OO

分析

O?

与
P:QIR:/

上调基因数 上调基因 下调基因数 下调基因

炎症反应调节
5 `=.5

*

31K!

*

?Q-K%:

*

D;=Q1Y

*

TVU1!

等
7 EUB:#

*

,=LI#

*

,G..

*

3Y#K!

*

[/B

,EPF

信号通路
7! EaQ!

*

EaQ&

*

':=U:#:

*

':=U:#K

*

,:L&a#

*

,:L&a#6 !4 XGW#6

*

3WaV#

*

PYa=V

*

DY:M!

*

*UW

*

*Y:W!

等

PPED

信号通路
#! E=1B#

*

E=M.5

*

E=M.#

*

PKLa#

*

T1YVM#

等
7 X:VL5

*

,J#

*

PL:Y:

*

PL:YG

*

T.=!%:!

等

*1..

样受体信号通路
4 EaQ!

*

EaQ&

*

,:La#"

*

,:La#&

*

,:La#6

等
% 'K45

*

3WaV#

*

P;a&=G

*

P;a&Y#

*

P;a&=:

等

09OX

信号通路
#& EaQ!

*

EaQ&

*

,:La#&

*

,:La#6

*

P.:!G6K

等
5 'IL#

*

P;a&=G

*

P;a&Y#

*

PLL&=:

*

PYa=V

等

+UQ

信号通路
!5 ,:La#"

*

*=W%.!

*

+UQ#"V

*

+UQ7V

*

+UQ%V

等
!& 'IL#

*

PY;=a.J!

*

TWYL#

*

+UQ4:

*

0:UG.!

等

\;LL1

信号通路
&! 'QUU:!

*

>.G#

*

>Z.!

*

3W!

*

PLL!Y#V

*

+UQ#"V

等
#$ `8LY!

*

>.G!

*

PYa=;

*

T8:K6

*

+RQY#

等

内皮细胞迁移调控
#" `=:Y#

*

`=:M&

*

XGW!

*

X.Q6

*

X1BL#

等
! EUGLQ6

*

PQa!V

表
&

$栀子苷大剂量组与模型组差异甲基化基因的
O?

与
F9OO

分析

O?

与
P:QIR:/

上调基因数 上调基因 下调基因数 下调基因

蛋白激酶
'

活性
% PYa=:

*

PYa=K

*

PYa=J

*

PYa=I

*

PYa=N

等
& PYa=G

*

PYa=;

*

PYaK&

,EPF

信号通路
%# EaQ!

*

EaQ&

*

':=U:#:

*

':=U:#K

*

XGW#!

等
6% EYYV

*

':=U:#V

*

,:L&a##

*

PLL&==

*

*UW

等

PPED

信号通路
#! O/a

*

,8L#:

*

T=K#

*

T1YVM#

*

T#=!%:#

等
#! E=M##

*

PL:Y:

*

T=K6

*

E=M.&

*

'LQ#:

等

*1..

样受体信号通路
#5 EaQ#

*

EaQ!

*

EaQ&

*

,:La#"

*

,:L!a6

*

,:L!a5

等
5 'K45

*

)aVaJ

*

P;a&Y7

*

*:V#

*

*UW

等

09OX

信号通路
#& EaQ#

*

EaQ!

*

EaQ&

*

FY:M

*

P;a&=:

*

PQa!

等
5 31M&

*

P.:!G6K

*

PLL&=

*

TI!K!:

*

TY=

等

+UQ

信号通路
&6 'IK4

*

PLL&=:

*

*=W%.!

*

T1B#%

*

+UQ#

等
!! >.G#

*

>Z.!

*

)K6

*

CJW#

*

0:UG.!

等

\;LL1

信号通路
&5 >.G#

*

>Z.!

*

)K6

*

CJW#

*

C.G.!

等
!% `8LY#:

*

>.G6

*

,LL7

*

PYa=;

*

D:MMW5

等
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讨$$论

基于甲基化免疫共沉淀联合测序技术$

,JK;L

#

MJN

%!本实验初步证明了栀子苷对
DE+!56

!

%

来源

泡沫细胞具有双重甲基化作用#促甲基化与去甲基化)

在本研究中!以
4" !G@8C 1B

#

C>C

处理
DE+!56

!

%

细胞形成泡沫细胞!后以不同浓度栀子苷处理泡沫细

胞!经
''F

#

4

法检测发现!栀子苷对
DE+!56

!

%

来

源泡沫细胞无细胞毒作用!这与既往的研究一致'

##

(

)

本实验中!以栀子苷
&" !G@8C

和
#"" !G@8C

分别作

为小剂量与大剂量!发现大剂量栀子苷能够降低细胞

总胆固醇水平!提示了栀子苷潜在的抗
ET

效应)

>3E

甲基化是表观遗传调控基因表达和染色体

稳定的一个重要因素) 异常的
>3E

甲基化包括异常

的高甲基化与低甲基化在
ET

疾病中占有有重要地

位)

E:Z;a 9

等'

#!

(在全基因组范围内检测了
!!

例股

动脉粥样斑块的甲基化情况!与
$

例正常组比较后发

现!

ET

基因组在基因启动子区域存在大量异常的低

甲基化位点!同时伴有相对较少的异常高甲基化位点

$

& $$% ZM2%4!

%) 既往研究证实
ET

斑块全基因组处

于低甲基化状态!并且认为全基因组低甲基化可能使

得血管平滑肌增殖相关基因表达增加!引起或加重

ET

的发生发展'

#&

(

) 为了纠正
ET

中异常的高甲基化

与低甲基化水平!需要一种具有双重甲基化调控作用

的药物) 在本次研究中!用
,JK;L

#

MJN

技术对栀子苷

处理前后
DE+!56

!

%

来源泡沫细胞的甲基化变化作

了细致的研究) 数据显示!泡沫细胞具有大量异常的

高甲基化与低甲基化基因!大剂量和小剂量栀子苷能

纠正部分异常基因的甲基化水平$包括异常基因的高

甲基化与低甲基化%) 对这些异常的甲基化基因进行

O?

与
P:QIR:/

分析!发现这些基因涉及蛋白激酶
'

通路!

+UQ

信号通路!

,EPF

信号通路!

PPED

信号通

路!

09OX

信号通路等!而上述这些通路均与
ET

的发

病相关'

#6

(

) 如
PPED

信号通路!该通路所介导的胆

固醇代谢在
ET

中至关重要'

#7

(

!其中的
PPED

#

#

的活

化可抑制巨噬细胞清道夫受体
E

$

M=:ZJUGJY YJ=JL

#

Q1YM

!

TDE

%

8D3E

表达!进而抑制其摄取
1B

#

C>C

从

而抑制泡沫细胞的形成!而巨噬细胞泡沫化是动脉粥

样硬化早期的关键事件'

#5

!

#%

(

) 再如
+UQ

信号通路!

该信号通路参与涉及
ET

的多个病理过程!不仅调节

血管内皮功能障碍和血管平滑肌细胞增殖*迁移!而且

还具有调节炎症*泡沫细胞的形成和病理血管生成的

能力'

#4

!

#$

(

) 其他如
,EPF

信号通路与
ET

的发生和

发展关系也十分密切!既往胡彦武'

!"

(研究认为淫羊藿

苷抗动脉粥样硬化的机制可能与阻断
9DF#@!

*

L&4

,EPF

信号通路激活而抑制血管平滑肌细胞增殖有

关!亦可能与阻断
(3F

*

L&4 ,EPF

及
3X

#

$̀

信号通

路激活而抑制血管内皮细胞损伤及凋亡有关)

综上!本研究结果初步证明了栀子苷能调节泡沫细

胞中异常基因的高甲基化与低甲基化水平!而这些涉及

的甲基化基因与
ET

多个相关通路关系密切!研究结果

提示栀子苷可能通过双向调节泡沫细胞异常基因甲基

化达到抗
ET

作用的新机制!需要特别说明的是目前尚

未有甲基化双向调控药物的研究报告!因而本实验未设

立阳性对照组) 未来本课题组将重点关注某一信号通

路及相关基因!并且从其下游水平进一步深入研究栀子

苷对
ET

相关基因的甲基化作用及相应的调控效应)

利益冲突!所有作者声明无利益冲突)
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第十五次全国中西医结合神经科学术会议征文通知

由中国中西医结合学会神经科专业委员会主办$浙江省中西医结合学会神经内科专业委员会'浙

江省中医院联合承办的)第十五次全国中西医结合神经科学术会议*$将于
!"#$

年
#"

月在浙江省杭

州市召开$并举办国家级继续教学项目学习班" 现将征文事宜通知如下"

征文内容$%

#

&中西医结合神经系统疾病的基础和临床研究#%

!

&近年来神经系统疾病的中西医

结合研究成果'学术思想'临床经验等#%

&

&神经系统疾病的中西医结合科研思路与方法#%

6

&神经系

统中西医结合临床疑难病例讨论分析"

征稿形式$全文及中文摘要各一份$全文
6"""

字以内$摘要
&""

&

7""

字%含目的'方法'结果及

结论&" 所有来稿经专家评审$合格者编入+论文专辑,$优秀论文参加大会交流"

稿件要求$观点明确$文字精练$资料数据完整'可靠$图表简明'扼要'规范$且未在正式刊物上

发表" 格式为
+1YK

文档$小四号宋体'

#

!

7

倍行距%页边距设置为上下各
!

!

7 =8

$左
&

!

" =8

$右

!

!

" =8

&" 题目下一行注明作者姓名'工作单位'通讯地址'邮编及第一作者的电子信箱"

投稿方式$本次征文只接受电子稿$

9

#
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(

bAbB/AIMA<NN

!

=18

$主题注明)

!"#$

年第十五次

全国中西医结合神经科学术会议征文*$截稿日期(

!"#$

年
4

月
&#

日"


