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目的
!

本研究探讨肾脏纤维化过程中
@CM#%M

水平的变化$为深入探讨和研究

@CM#%M

在肾脏纤维化中的变化及作用机制提供实验基础和理论依据&方法
!

采用
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小鼠单侧输尿管结扎方法建立肾脏纤维化小鼠模型'

(*%&$)5.$&(.5)5.$&-G/).(,)%-*
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BB0

(&随

机分为假手术'

19$#

(组和
BB0

组&首先运用质谱法检测两组肾脏
@CM#%M

含量变化$进一

步运用
@CM

甲基化免疫共沉淀'

#5)9

7

&$)54@CM2##(*-

8

.5,%

8

%)$)%-*

$

<5@2H

(测序方法检测

两组肾脏
@CM#%M

具体修饰位点的变化情况&在明确纤维化肾脏存在
@CM#%M

异常修饰

后$我们通过
@?"H;@

方法$进一步筛选肾脏
@CM#%M

相关的调控酶&结果
!

与
19$#

组相

比$

BB0

组肾脏
@CM#%M

含量显著升高&

<5@2H

测序分析发现甲基化水平差异
#

#+)

倍的位

点共
#&)!

个$其中上调位点
$"%

个$下调位点
((%

个$包括细胞连接+炎症反应+转分化+钙离子

结合+细胞黏附等相关的基因&

@?"H;@

筛选结果提示甲基转移酶样蛋白'
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可能为关键调控酶&结论
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@CM#%M

表观遗传调控参与肾脏纤维化

发生$
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可能是关键调控酶&

)关键词*
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肾脏纤维化,

@CM

甲基化,
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慢性肾脏病'
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一种严重危害人类健康的慢性疾病&

@CM

甲基化

主要发生在
C%"

甲基腺苷'

C%"#5)9

7

&$45*-/%*5

$

#%M

(位点"

#

#

&

#%M

修饰在基因表达调控+

#@CM

剪接+

@CM

稳定性等方面扮演重要角色"

!

#

&

#%M

修饰主要由甲基化酶'

6.%)5./

(+去甲基化酶'

5.$/"

5./

(和识别蛋白'

.5$45./

(所调控$参与
@CM

剪接+

出入核+蛋白质翻译及降解等多种生物学过程"

&")

#

&

甲基化
@CM

免疫共沉淀结合高通量测序'
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$使用
C%"

甲基腺嘌

呤抗体富集高甲基化的
@CM

片段$并通过结合高

通量测序$能够高效精确的在全转录组范围内检测

发生甲基化的
@CM

区域&通过使用这一技术$我

们可以比较不同细胞+组织+样本间的
@CM

甲基化

修饰模式的差异$发现疾病发生+发展过程中的关键

生物学改变"

%"+

#

&

近年研究表明$

#%M

在肿瘤发生+发展中发挥

重要作用"

#

#

&但在肾脏纤维化发生过程中
#%M

变

化如何+扮演什么角色0 目前还不明确&本研究基

于
<5@2H"/5

O

数据库解析肾脏纤维化发生过程中

@CM#%M

的变化$筛选出差异基因和关键通路$初

步确定参与调控
@CM#%M

的关键甲基酶$为肾脏

纤维化的
@CM

甲基化机制研究提供重要理论参

考&

材料与方法

一+实验动物与试剂

#+

动物
!

健康的
%

"

'

周龄雄性小鼠'种系

;)+A:
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%

($重量
#$

"

!(

'

$购自上海杰思捷生物科

技有限公司$自由进食饮水&

!+

试剂
!

H.%#51,.%

8

)@?

试剂盒'日本
?$>$.$

公司(+

@CM%/-H&(/

'

?.%L-&

('美国
?95.#-

公司(+

1VA@P.55*H;@

试剂盒'日本
?$>$.$

公司(

二+方法

#+

动物模型与实验分组
!

;)+A:

-

%

小鼠适应

环境
+4

&采用随机数字表法分成
!

组%假手术组

'

19$#

组('

,*%

(+肾脏纤维化组'

BB0

组('

,*

%

(&

BB0

组经小鼠背部右侧切口将小鼠右侧输尿

管游离+结扎并剪断$

19$#

组仅游离右侧输尿管不

结扎&造模
+4

后收集肾组织标本&

!+#@CM

样品制备
!

利用
?.%L-&

法提取总

@CM

并检测
@CM

的浓度和纯度&使用
.@CM

试

剂盒去除
.@CM

$琼脂糖凝胶电泳法检测
@CM

完

整性&然后高频超声仪随机打断
@CM

样本$将片

段化的
@CM

与
#%M

抗体加入
2HH

缓冲液中$

(^

孵育
!9

&进一步反应混合物用
8

.-)5%*M

磁珠在
(

^

环境下免疫沉淀
!9

&之后用游离的
#%M

腺苷

类似物洗脱磁珠上结合的
#@CM

&洗脱的
#@CM

进一步通过
?.%L-&

试剂'

?95.#-T%/95.

(进行抽提&

抽提纯化的
@CM

进行质谱检测$并进一步
<5@2H"

/5

O

测序'上海云序生物公司(&

&+@?-H;@

检测
!

根据已有文献报道$选取

目前已知
#%M

关键调控酶甲基转移酶样蛋白
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+肥胖相关基因'
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/%)
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$

T?0

(+

M:RA=)

基因进行
@?-

H;@

检测&所用引物均由上海生工生物技术有限

责任公司合成$具体引物序列见表
#

$其中
#'/

作为

内参对照$采用
!

-

##

,)分析方法计算目的基因的表达

差异&

表
!

!

@?"H;@

引物列表

基因
!!!!!!

引物序列

<!??:& ;?PPP;M;??PPM???MMPPMM

?PMPMPP?PP?P?MP;MM;??

<!??:( ?PPP?PP??M;?PPM?;M?;?

MP;MMMP;M;M?MP;MPPMP;

<!??:#( PMP;?PMPMP?P;PPM?MP;

P;MPM?P?M?;M?MPPMMP;;;

M:RA=) P;P;PP?;M?;MM;PM;?M

M?;MP;MP;M?M;;;M;?PMP

T?0 PM;M;??PP;??;;??M;;?P

;?;M;;M;P?;;;PMMM;MM

(+

免疫组化检测
!

使用
MG,$#

公司的
<!?"

?:#(

抗体'货号%

$G!)!)%!

$抗体使用浓度
#3!""

($

检测小鼠肾脏组织
<!??:#(

的表达情况&

三+统计学方法

采用
1H11!"+"

统计软件$所有
@?"H;@

结果

数据以
<5$*,13

表示$进行单因素方差分析&采

用
3(**5)

.

/?&

法分析组间差异$以
!

"

"+")

为差

!
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异有统计学意义&

结
!!

果

一+质谱结果

首先通过
<M110C

染色$证实肾脏纤维化模

型造模成功'

!

"

"+")

(&我们使用质谱法检测两组

@CM#%M

含量变化'由复旦大学生物医学研究院

提供技术支持($发现
BB0

组肾脏
@CM#%M

含量

显著升高'

!

"

"+")

(&'图
#

(

图
!

!

两组肾组织纤维及
@CM#%M

水平比较
!

M

+

A

$两组

肾组织
<$//-*

染色图'

0!""

(,

;

$两组肾脏
@CM#%M

含量

比较

二+测序结果

我们使用
2&(#%*$

平台对
19$#

组和
BB0

组

肾组织样本
@CM#%M

进行比较发现$与对照组相

比$

BB0

处理肾脏差异表达
#+)

倍以上的差异甲

基化的编码基因共
#&)!

个$其中上调
$"%

个$下调

((%

个$包括细胞连接+炎症反应+转分化+钙离子结

合+细胞黏附等相关的基因&'图
!

"

&

(

图
"

!

筛选的差异最显著的
#(

个
@CM#%M

相应的变化

倍数

三+

#%M

关键调控酶的筛选

采用
@?"H;@

检 测
<!??:&

+

<!??:(

+

<!??:#(

+肥胖相关基因'

I$)#$//$*4-G5/%)

7

$/"

/-,%$)54

$

T?0

(+

M:RA=)

基因的表达差异情况&

进一步通过免疫组化方法$我们发现
<!??:#(

在

肾脏的主要表达部位为肾小管上皮细胞的细胞核$

BB0

组肾脏
<!??:#(

表达显著升高'

!

"

"+")

(&

由此$我们推测
@CM#%M

甲基转移酶
<!??:#(

可能是肾脏纤维化过程中
#%M

的关键调控酶&

'图
(

(

图
#

!

差异最为显著的
#(

个
@CM#%M

甲基化位点基因

图
$

!

两组肾组织免疫组化图及
<!??:#(

表达变化的比

较
!

M

+

A

$两组肾组织免疫组化图,

;

$

19$#

组+

BB0

组小

鼠肾脏
<!??:#(

表达比较,

3

$

@?"H;@

示两组
<!?"

?:&

+

<!??:(

+

<!??:#(

+

S?MH

+

T?0

+

M:RA=)

甲基

化酶表达比较

讨
!!

论

本研究通过高通量测序的方法$研究了
@CM

#%M

修饰在
BB0

小鼠纤维化肾脏的变化发现$纤

维化肾脏
#%M

含量显著升高&我们还初步筛选了

引起
#%M

变化的调控酶$发现
<!??:#(

在
BB0

组显著升高$可能是引起
#%M

参与肾脏纤维化的

关键调控酶&

#%M

甲基化修饰是一种动态可逆的反应$由甲

基化酶+去甲基化酶和甲基化阅读蛋白共同参

!
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与"

'"#"

#

&

@CM#%M

修饰主要由甲基转移酶系催化进

行$以
<!??:&

和
<!??:#(

最为重要&甲基转移

酶的主要作用就是催化
#@CM

上腺苷酸发生
#%M

修饰&而去甲基化酶包括
T?0

和
M:RA=)

等$它的

作用是对已发生
#%M

修饰的碱基进行去甲基化修

饰$使
@CM

甲基化成为一种可逆的反应"

'"$

#

&研究还

发现
#%M

甲基转移酶'如
<!??#(

(和去甲基酶'如

T?0

(分别作为编码器和消码器&

#%M

的阅读器可

以选择性地结合到含有
#%M

修饰位点的
@CM

上$从

而介导下游基因表达调控效应&国内外越来越多的

学者在胚胎干细胞的维持和分化+昼夜节律改变+热

休克反应+减数分裂进展和神经元功能等方面开展了

#%M

的深入研究"

#"

#

&然而$目前仍有大部分
@CM

修

饰的生物学作用未被发现$尤其是
#%M

甲基化在肾

脏纤维化发生和发展中的作用&

本研究通过高通量测序的方法$分析了
@CM

#%M

修饰在
BB0

小鼠纤维化肾脏
@CM#%M

甲

基化差异位点的变化&这些差异化位点基因包括细

胞连接+炎症反应+转分化+钙离子结合+细胞黏附+

血管钙化等$其中差异最显著的基因
;

7

,&%*3#

在

调控细胞周期中发挥重要作用$为本课题后续的分

子机制研究提供了重要依据&在本研究中$我们还

通过
@?"H;@

实验初步筛选了参与调控
@CM

甲基

化的关键调控酶$发现
<!??:#(

可能是引起肾脏

纤维化过程中一系列基因表达改变的关键酶&由此

我们推断
<!??:#(

可能是
@CM

甲基化参与肾脏

纤维化的关键调控酶&结合目前
@CM

甲基化的系

列研究$我们将围绕甲基化酶
<!??:#(

在肾脏纤

维化中的作用开展深入研究&本研究的不足之处$

我们只观察了输尿管梗阻后
+4

的肾组织
@CM

#%M

表达变化$对于梗阻后
@CM#%M

的动态变化

过程没有进行观察$所以不能对其与肾脏纤维化发

生+发展的相关性做出有效的预测&

@CM

表观遗传学已成为表观遗传学中一个快

速发展的研究热点$在未来人类疾病的治疗方面有

很好的发展前景"

##"#)

#

&因此$深入研究和探讨
@CM

甲基化在肾脏纤维化的生物学作用$将加深我们对

肾脏纤维化病理机制的理解$为临床诊断和治疗提

供新思路&
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