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GMC凋亡可以阻断GMC的异常增生，控制疾

病进展。急性肾小球肾炎通常以白细胞浸润和

GMC增生为特征，通过凋亡可清除炎性细胞和多

余数量的GMC[1引，Thyl系膜增生性肾小球肾炎中

GMC凋亡同样是防止GMC过度增生的主要机

制[1引。越来越多的资料显示，凋亡是肾小球增生性疾

病的消除方式之一[1‘。。所以ISP一1诱导GMC凋亡

可能是其治疗系膜增生性肾小球肾炎的作用机制。
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甜菜碱对HepG2人肝癌细胞基因组范围DNA甲基化表达的影响
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摘要：目的研究甜菜碱对人肝癌细胞HepG2内基因组范围DNA甲基化的影响。方法 以浓度0．1、0．2、0．4

mol／L甜菜碱作用于人肝癌细胞HepG2 24、48 h后，通过高效毛细管电泳仪(HPCE)检测肿瘤细胞中DNA水解

产物中5一甲基一2，_脱氧胞嘧啶(5一methyl一2’deoxycytidine，5 mdC)水平，来检测甜菜碱对HepG2内基因组范围

DNA甲基化表达的影响。结果 随着甜菜碱的浓度增大，5 mdC占总体胞嘧啶的峰面积的百分比也相应增大，且

有剂量依赖性。结论 甜菜碱作为甲基供体，促进HepG2细胞基因组范围DNA甲基化的表达，从而调控细胞周期

抑制肿瘤的生长。
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Abstract：Objective To study the effect of betaine on the DNA methylation in HepG2 genome．

Methods After betaine at concentration of 0．1，0．2，and 0．4 mol／mL was applied to HepG2 cells for 24

and 48 h，the level of 5一methyl一2一deoxycytidine(5 mdC)in the DNA hydrolytic product in the tumor cells

was tested using HPCE．Results As the concentraion of betaine increased。the percentage of 5 mdC in the

peak area of total cytidine also increased in a dosg—dependent manner．Conclusion As a methyl donor，

betaine could promote the expression of DNA methylation in the genome of HepG2 cells，thus regulating

the eell cycle of cells and inhibiting tumor growth．

Key words：betaine；DNA methylation，high—preformance cpillary electrophoresis(HPCE)

甜菜碱是一种季胺型水溶性生物碱，系甘氨酸

三甲基衍生物，又名甘氨酸甜菜碱、三甲基甘氨酸

等。由于甜菜碱的相对分子质量不大，并有3个活性

甲基，在分子内部正负电荷也已得到中和，因此，它

是高效的甲基供体。它可被细胞吸收并参与细胞内

的甲基转移过程[1叫]。

DNA甲基化作用是在真核生物体内普遍存在

的一种基因内源修饰作用，是指由DNA甲基转移

酶(DNMT)催化，把S一腺苷甲硫氨酸(SAM)的

甲基转移到胞嘧啶5位碳原子上，生成5一甲基胞嘧

啶(5 mdC)的过程，但异常甲基化则可成为肿瘤发

生的重要因素之一。在许多的人类肿瘤中都可以发

现不同程度的DNA异常甲基化现象。DNA甲基化

与肿瘤的发生和演变密切相关，它可通过基因组总

体水平甲基化程度的降低和某些启动子区域甲基化

程度的增高造成基因功能的失活，从而导致肿瘤的

形成。最近的研究发现，肿瘤细胞中存在着与正常细

胞不同的甲基化模式，可分为甲基化增强、甲基化减

弱和甲基化酶Mtase水平提高三种类型。细胞基因

的遗传性及表观遗传性变异所致细胞周期的改变是

恶性肿瘤的重要发病机制。在诸多调控细胞周期的

影响因素中，DNA甲基化造成的表观遗传改变逐

渐引起了人们的重视。就目前的研究发现，DNA甲

基化与越来越多的细胞周期调控基因关系密切。

前期研究表明甜菜碱可抑制人肝癌细胞

HepG2的生长，改变细胞周期并诱导凋亡[6]，显示

甜菜碱具有抗肿瘤活性。本实验初步探讨甜菜碱作

为甲基供体，对体外培养的人肝癌细胞HepG2中

整体基因组范围DNA甲基化表达水平的细胞周期

途径的影响，进一步研究甜菜碱抗肿瘤作用机制。

1材料

1．1 肿瘤细胞株：人肝癌细胞HepG2购自美国

ATCC，黑龙江省肿瘤医院肿瘤研究所传代保种。

1．2药品与试剂：小牛血清、RPMI一1640培养基、

胰酶，(Gibco公司)；甜菜碱(浙江绿成生物技术有

限公司，质量分数95％)；蛋白酶K、SDS、RNAase

A、nuclease P1、27一Deoxyadenosine(dA)、27一deoxy—

thymidine (dT)、27一deoxyguanosine (dG)、27一

deoxycytidine(dC)、5一甲基胞嘧啶(5 mdC)，均购自

Sigma公司；碱性磷酸酶(Fermentas公司)；MTT

(Sigma公司)；碘化丙啶(PI，Angus公司)；核糖核

酸酶A(RNase A，北京化学试剂公司)；TritonX--

100(Farco公司)；其余试剂均为国产分析纯。

1．3 仪器：CO。培养箱(美国NBS公司)；奥林巴斯

CKX一41—32倒置显微镜(日本Olympus公司)；

超净工作台(江苏苏净集团有限公司)；纯水仅(美国

Milipore公司)；旋涡混合器(美国Bohemia N．Y

公司)；高效毛细管电泳仪(美国Beckman—Coulter

公司)，流式细胞仪(美国Beckman—Coulter公司)。

1．4 试剂配制：1×PBS缓冲液为NaCl 8 g、KCl

0．2 g、Na2HPO．·12H20 3．63 g、KH2P040．24 g，加

蒸馏水至1 000 mL；TE缓冲液为Tris·C1(pH

8．0)10 mmol／L、EDTA 1 mmol／L；细胞裂解液为

Tris·Cl(pH 8．O)10 mmol／L、NaCl 10 mmol／L、

EDTA 1 mmol／L、蛋白酶K 100 mg／L、SDS 10 g／

L；蛋白酶K溶液为细胞裂解液配制0．5 mL，则加

入20 mg／mL蛋白酶K 2．5 pL；碱性磷酸酶溶液：

碱性磷酸酶50 U／mL，溶解于2．5 mol／L硫酸铵

中；PI染液：生理盐水32．4 mL、PI 2．5 mg、RNase

A 0．5 mg、TritonX--100 0．25 mg、枸橼酸钠50

mg，加蒸馏水至50 mL，于棕色量瓶4℃避光贮存。

2方法

2．1 细胞培养：HepG2细胞培养于含有10％胎牛

血清的RPMI一1640培养液中，置于37℃、相对湿

度95％、5％CO：培养箱中培养。2～3 d传代1次。

2．2 毛细管电泳检测甜菜碱对HepG2细胞DNA

甲基化表达水平的影响

2．2．1 给药：取对数生长期HepG2细胞，浓度为

2×105／mL，铺于6孔板中，每孔1 mL，贴壁24 h

后，取出培养的细胞，给药组分别加入终浓度为

0．1、0．2、0．4 mol／L的甜菜碱，阴性对照组加入相

同体积的培养液。
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2．2．2 从肿瘤细胞HepG2中分离提取DNA：分

别于药物作用24、48 h后收集细胞，胰蛋白酶消化

后，用PBS将细胞吹下，洗3次后收集到离心管中，

4℃、1 500×g离心10 min收获细胞。用5～10倍

体积预冷的PBS重悬细胞并再次离心。TE缓冲液

(pH 8．o)将细胞重悬至浓度为5×107／mL，加入抽

提缓冲液(每毫升细胞悬液加入10 mL抽提液)，

于37℃温育1 h，加入蛋白酶K至终质量浓度为

100／-g／mL，置于50℃水浴中3 h。将溶液冷却至

室温，加入等体积的酚(水饱和酚与异戊醇混合，比

例为25。24)，缓慢的来回颠倒离心管10 min，小心

混合两相。于室温以5 000×g离心15 min，使两相

分离。将黏稠的水相移至一洁净的离心管中，加水饱

和酚重复抽提2次。收集水相，加入1／10体积的3

mol／L乙酸钠和2倍体积的冷乙醇，DNA沉淀后，

于室温以5 000×g离心5 min收集。用70％冷乙

醇洗涤DNA沉淀2次，DNA沉淀悬于70％乙醇

中，一20℃冰箱中保存。

2．2．3 DNA的水解：把悬于乙醇中的DNA样品

离心，收集沉淀，将DNA重新悬浮在Milli—Q水

中，质量浓度为0．5／-g／mL，4℃保存。DNA样品

(3弘L，0．5／zg／／zL)在沸水中加热2 min后，在冰浴

中迅速冷却，然后加入0．75 pL 10 mmol／L硫酸锌

和1．25肛L nuclease PI后，37℃水浴中温育16 h。

加入1．25弘L Tris(0．5 mol／L，pH 8．3)和0．75

pL碱性磷酸酶，混匀后37℃水浴继续温育2 h。取

出后离心，4℃保存。

2．2．4高效毛细管电泳仪检测：使用的毛细管为未

涂层熔融硅毛细管(60 cm×75 pm，有效长度57

cm)。在本实验中，pH 9．6，16、32、48、64 mmol／L

NaHCO。作为缓冲液分别被采用进行试验，每个缓

冲液中还加入20～80 mmol／L的SDS。温度20～

35℃，电压在175～500 V／cm，吸收波长为254

nm。最后以缓冲溶液48 mmol／L NaHC03，pH 9．6，

缓冲溶液中加入60 rnmol／L SDS，电压17 kV／cm，

20℃，实验方案较好。清洗液为0．1 mol／L HCl、

0．1 mol／L NaOH、去离子水。电泳运行之前，毛细

管首先用HCl洗2 min，然后用去离子水洗2 min，

再用NaOH洗1 min，最后充满缓冲液3 min。缓冲

液和洗液预先用0．45弘m滤膜过滤。被水解的样品

在阴极之上9．8 cm处30 S内注入。样品的甲基化

定量采用5 mdC占总体胞嘧啶的峰面积的百分比

进行计算口]。

2．3统计学处理：实验数据以z±5表示，两组问比

较用t检验进行分析。

3 结果

毛细管电泳仪分析甜菜碱对HepG2细胞甲基

化表达的影响：实验结果表明，甜菜碱作用于

HepG2细胞24、48 h后，采用高效毛细管电泳法检

测HepG2细胞DNA中5 mdC的量。如表1中所

示，细胞内的5mdC均显著高于阴性对照组，甜菜

碱0．4、0．2 mol／L剂量组与阴性对照组比较差异

显著(P<O．05)。3个剂量组升高5 mdC的强度具

一定的剂量依赖性。从给药时间长度来看，48 h时

间段内细胞内的5 mdC升高的幅度较大，24 h升高

幅度相对较小。

表1甜菜碱作用HepG2人肝癌细胞24、48 h后

对DNA甲基化的影响(；土s，n=3)

Table 1 Effect of betaine on DNA methylation of HepG2

cells after 24 and 48 h treatment(；士s，万一3)

与阴性对照组比较：。P<0．05

。P<O．05口j negative control group

4讨论

DNA甲基化影响人类基因组的效果包括转录

抑制，染色质结构修饰和X染色体失活，基因组印

迹，抑制重复序列和寄生DNA成分对基因组完整

性的损害作用。在肿瘤细胞中基因组甲基化模式常

常发生改变，出现整体的低甲基化伴随着特定区域

的高甲基化。当肿瘤抑制基因发生高甲基化，造成相

关基因表达沉默，并可出现细胞以缺失或者突变的

方式恶性生长。现有的研究多数仅限于DNA原有

的甲基化状态或认为对其去甲基化后对基因表达的

影响，很少涉及促甲基化反应的研究。目前有3种机

制解释基因组整体的低甲基化在肿瘤中所扮演的作

用。第一，低甲基化导致原癌基因的去甲基化失活如

MYC原癌基因失活；第二，整体的低甲基化是细胞

染色体不稳定的易感因素；第三，低甲基化使肿瘤转

移增加。但是促甲基化同样可以通过癌遗传学途径

基因的释能与获能，改变基因组的不稳定性等途径

为肿瘤的防治提供新的干预点，与去甲基化相对应，

他的基因分子生物学中也有着广阔的应用前景。

在人类基因组DNA中，约3％～4％的胞嘧啶

碱基以5一甲基胞嘧啶(5 mdC)形式存在，多种肿瘤
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的研究结果表明，肿瘤组织相对于正常组织整体呈

现低甲基化状态，这种特征可以通过检测基因组中

DNA甲基化胞嘧啶的丰度或者寻找带有甲基化敏

感性酶的重复序列来观察。

本实验主要探讨甜菜碱促人肝癌细胞HepG2

基因组范围为DNA甲基化高表达作用。根据文献

报道，采用了高效毛细管电泳法(HPCE)法来检测

甜菜碱作用的HepG2人肝癌细胞基因组范围的

DNA甲基化水平变化。实验结果表明，HPCE处理

DNA水解产物，用紫外光测定吸收峰值，以确定

5 mdC水平，再通过公式计算面积比，发现基因组

整体的甲基化水平是随着给药浓度的增加而增加，

而在肿瘤细胞DNA中5 mdC的量也跟着上升，有

一定的剂量依赖性，说明甜菜碱可促进HepG2细

胞基因组范围DNA甲基化水平的升高。当肿瘤细

胞DNA甲基化水平提高时，有可能恢复因为去甲

基化而失活原癌基因，或平衡细胞染色体不稳定的

易感因素，或导致细胞周期调控失常，信号传导等来

达到抑制肿瘤的作用。

研究提示，甜菜碱可能通过促使肿瘤细胞

DNA甲基化的升高，使得DNA甲基化模式随着细

胞分裂稳定的复制，而甲基化的异常更易于被逆转，

如细胞周期调控基因发生甲基化异常或其启动子区

域的CpG岛甲基化异常时，都可使细胞失去正常的

G，期调控，而使信号转导通路功能障碍、凋亡信号

缺失等，从而达到抗肿瘤的活性。但是有关甜菜碱对

肿瘤细胞DNA甲基化水平的改变是具体通过那种

途径而改变细胞周期来达到抑制肿瘤细胞的生长，

还有待进一步研究证实。

参考文献：

[1]李红，聂泽民．甜菜碱的研究进展EJ3．湖南农业科学，

2005(2)：33—36．

[2]Slow S，Lever M，Lee M B，矗a1．Betaine analogues alter

homocysteine metabolism in rats EJ-I．Int J Biochem Cell

Biol，2004，36(5)：870—880．

[3]Ueland P M，Holm P I，Hustad S．Betaine：a key modulator

of one—carbon metabolism and homocysteine status[刀．Clin

Chem Lab Med，2005，43(10)：1069—1075．

[4]Schwahn B C，Wendel U，Lussier—Cacan S，et a1．Effects of

betaine in a murine model of mild eystathionine—beta-synthase

deficiency口]．Metabolism，2004，53(5)：594—599．

[5]傅冬和．高效液相色谱法测定葡萄叶中甘氨酸甜菜碱、脯氨

酸及葫芦巴碱EJ]．天然产物研究与开发，2007，19(2)；
313—315．

[6]季宇彬，高世勇，杨红丹，等．甜菜碱对HepG2人肝癌细胞

周期及凋亡的影响[J]．中草药，2008，39(6)：884—886．

[7]Fraga M F，Uriol E，Borja D L，d a1．High—performance

capillary electrophoretic method for the quantification of 5一

methyl 2-deoxycytidine in genomic DNAl application to

plant，animaland human cancer tissues EJ]．Electrophoresis，
2002，23l 1677—1681．

二苯乙烯苷大鼠在体胃肠吸收动力学研究

王春英，李敏，袁志芳，杨 维，解凤立，张兰桐‘

(河北医科大学药学院药物分析教研室，河北石家庄050017)

摘 要：目的 建立同时测定胃灌注液及肠循环液中二苯乙烯苷及酚红质量浓度的HPLC／DAD法，并研究二苯

乙烯苷在大鼠胃、肠的吸收特性。方法采用大鼠在体胃、肠吸收模型，以HPLC／DAD法测定胃灌注液及肠循环

液中药物的量，色谱条件为Dikma Diamonsil C18色谱柱(250 mmX4．6mm，5肛m)；柱温30℃；流动相为乙腈一甲

醇一0．2％磷酸(35：15。50)，体积流量1 mL／min；检测波长320 nm(二苯乙烯苷)和430 nm(酚红)，进样量20

pL。结果二苯乙烯苷及酚红的线性关系良好，线性范围分别为3．5～140弘g／mL和l～40 pg／mL，I／I内、日间精

密度(RSD)均小于3．1％，方法回收率均在99．48％～102．2％。不同质量浓度(2．5、5、10mg／mL)的二苯乙烯苷

在大鼠胃部的每小时吸收率分别为72．7 0A，67．7 0A和56．6 0A，不同质量浓度(30、60、120 pglmL)的二苯乙烯苷

在肠道内的吸收速率常数(K．)分别为0．047 7、0．051 4、0．056 3 h～，三者之间无显著性差异(P>0．05)。结论

本实验首次建立了HPLC／DAD法同时测定胃灌注液及肠循环液中二苯乙烯苷及酚红的质量浓度，该法操作简

便、结果准确、灵敏度高。二苯乙烯苷在肠道内吸收较差，主要吸收部位是胃，为延长药物在胃内的停留时间，改善

生物利用度，适合制成胃漂浮片。 l
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