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!!$摘要%!目的!研究 # 型糖尿病(K#A)大鼠视网膜基因启动子区域甲基化水平"并探讨其与 K#A引起

的视网膜损伤之间的关系& !方法!采用随机数字表法将 @$ 只 =]#$ 周龄雄性 UA大鼠分为对照组和 K#A

组"每组 #$ 只& K#A组大鼠采用鼠尾静脉注射链脲佐菌素(UKg)法建立大鼠 K#A模型"对照组同法注射等容

积枸橼酸钠溶液& 于注射前和注射后每周监测 @ 个组大鼠体质量"于造模后 B J 和 " 周监测各组大鼠血糖浓

度& 采用甲基化 ATP免疫共沉淀W芯片(O-A97D+,)M)技术分析对照组与 K#A组大鼠视网膜基因启动子区
SM[岛的甲基化状态"并进行基因富集的基因本体([:)分析和通路分析& !结果!与对照组比较"K#A组大

鼠出现体质量减轻'多饮'多食'多尿等典型表现& 与对照组比较"K#A组大鼠视网膜中共鉴定出 # X>= 个差

异性甲基化位点"包括 %=? 个高甲基化和 >=? 个低甲基化位点"其中 >%='B%" 和 BX" 个差异性甲基化位点分

别位于高'中'低 SM[岛密度启动子上& [:分析显示"差异性甲基化基因影响了蛋白结合等分子功能& 通路

分析显示"高甲基化基因与丝裂原活化蛋白激酶(OP7f)和钙信号通路有关"而低甲基化基因与 OP7f'T6G+,

及谷氨酸能突触信号通路有关& !结论!与对照组大鼠比较"K#A大鼠视网膜中多数基因的甲基化水平发生

变化"这些启动子区域的差异性甲基化为糖尿病视网膜病变(Ac)分子机制的阐明以及新型治疗靶点的确定

提供了依据&!

$关键词%!糖尿病" # 型* ATP甲基化* 甲基化 ATP免疫沉淀* SM[岛* 糖尿病视网膜病变* 表观遗

传* 动物模型

基金项目! 国家自然科学基金项目 ( =#?>$=@>)* 天津市自然科学基金重点项目 ( #>YSgAYSB"%$$)*

天津市高校中青年骨干创新人才培养计划项目* 高水平创新型人才计划1杰出学者<中年领军人才项目
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E3.J06'-E/-0-F64.J ). G,-K#A I064M5).+*4J).I,3M-0M,(I)(" M6*3J)ME)(" M6*340)(" (.J *6EE6FN6J3/-)I,G5

P++60J).IG6G,-0-E4*GE6FO-A97D+,)M (.(*3E)E"# X>= J)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J I-.-*6+)/-0-J-G-+G-J ). G,-K#A

I064M +6'M(0-J G6G,-.60'(*+6.G06*I064M"6F/,)+, %=? /-0-,3M-0'-G,3*(G-J (.J >=? ,3M6'-G,3*(G-J5:FG,-E-

J)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J *6+)>%="B%" (.J BX" /-0-*6+(G-J ). ,)I,").G-0'-J)(G-"(.J *6/SM[DJ-.E)G3M06'6G-0E"

0-EM-+G)H-*35[:(.(*3E)EE,6/-J G,(GG,-J)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J I-.-E/-0-).H6*H-J ). E6'-'6*-+4*(0F4.+G)6.E
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A)(N-G)+0-G).6M(G,3* &M)I-.-G)+E* A)E-(E-'6J-*" (.)'(*

89$%*&-:&#/# T(G)6.(*T(G40(*U+)-.+-V64.J(G)6. 6FS,).((=#?>$=@>)* f-3706C-+G6FK)(.C). O4.)+)M(*

U+)-.+-(.J K-+,.6*6I3S6'')EE)6. ( #>YSgAYSB"%$$)* K0().).I706I0(' F60̂ 64.I(.J O)JJ*-D(I-J (̀+LN6.-

K(*-.GE). S6**-I-E(.J d.)H-0E)G)-E). K)(.C).* e)I,D*-H-*9..6H(G)H-K(*-.G706I0(' F60A)EG).I4)E,-J U+,6*(0
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!!糖尿病是以血糖水平异常升高为主要特征的代谢
紊乱综合征"已成为 @# 世纪公共卫生面临的重大挑
战

+ #W@, & 截至 @$#> 年全球约 "$$ 万 @$]?? 岁年龄段
人群死于糖尿病& 国际糖尿病联合会预测"到 @$X? 年
将有 %\?B 亿人罹患糖尿病"比 @$#> 年增加 @\X@ 亿
人

+ B, & 此外"@$#> 年全球糖尿病患者医疗费达 = "$$

亿美元
+ B, & # 型糖尿病 (G3M-# J)(N-G-E"K#A)是自身

免疫性 K细胞破坏胰岛 !细胞后"胰岛素分泌绝对不
足所致

+ X, & 糖尿病视网膜病变 ( J)(N-G)+0-G).6M(G,3"
Ac)是糖尿病的严重眼部并发症"是工作年龄人群首
要的致盲因素

+ @""W%, & ATP甲基化是对基因启动子区
域的 SM[岛进行甲基化修饰"在转录水平调控基因表
达的表观遗传学调控方式& 研究表明"ATP甲基化是
细胞维持生理功能所必需的"与疾病发生和发展密切
相关"ATP甲基化异常可导致 K#A发病率增加 + >W#$, &
目前"甲基化 ATP免疫共沉淀芯片 ('-G,3*(G-J ATP
)''4.6M0-+)M)G(G)6.D+,)M"O-A97D+,)M ) 是分析基因组
ATP甲基化准确'可靠的高通量技术手段"可检测全
基因组范围内的甲基化位点以及甲基化水平"揭示启
动子甲基化对基因表达的调控

+ ##W#@, "但糖尿病引起的
视网膜损害是否存在基因启动子区域的甲基化水平变

化及其涉及的功能通路鲜有研究& 本研究中采用
O-A97D+,)M 检测 K#A大鼠模型视网膜中基因启动子
区域的甲基化状态"探究调控 Ac发生和发展的表观
遗传学机制"为寻找 Ac新型分子治疗靶点提供思路&

;5材料与方法

;5;!材料
;5;5;!实验动物 ! @$ 只无特定病原体 ( EM-+)F)+
M(G,6I-. F0--"U7V)级 =]#$ 周龄雄性 UA大鼠(解放军
军事医学科学院实验动物中心)"体质量为 @$$]@@$ I"
饲养于中国医学科学院放射研究所动物房& 饲养环境
室温 @@]@" m"湿度 X$Z]>$Z"#@ , 明<暗循环光照"
动物食'水不限& 本研究经天津医科大学动物保护与
使用机构委员会评审批准(批文号#U l̂f@$#=D$$$X)"
符合国家卫生研究所颁布的实验动物护理和使用指南

的要求&
;5;5>!主要试剂!枸橼酸钠(北京索莱宝科技有限
公司)*质量分数 @Z链脲佐菌素(EG0-MG6R6G6+)."UKg)
(美国 P'0-E+6S,-')+(*公司)*质量分数 #$Z水合氯
醛注射液 (天津医科大学眼科医院 )& P00(3EG(0X n

#=$ f启动子芯片(美国 P00(3EG(0公司)&
;5>!方法
;5>5;!实验动物分组及视网膜标本制备!采用随机
数字表法将大鼠随机分为对照组和 K#A组"每组 #$
只& K#A组大鼠经尾静脉注射 Me X\" 枸橼酸钠溶
液配制的 @Z UKg"剂量为 X" 'I<LI& 注射后 >@ ,"
随机血糖浓度高于 @$ ''6*<;视为造模成功 + #BW#X, &
对照组鼠尾静脉注射等容积枸橼酸钠溶液& 每周监
测大鼠体质量"于造模后 B J 和 " 周检测 @ 个组大鼠
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的血糖水平
+ #X, & 造模后 " 周采用 #$Z水合氯醛注射

液静脉注射处死大鼠"沿上下眼睑放入弯镊夹住眼
球并轻柔向上提"用剪刀剪断视神经及周围组织"取
出完整眼球"于冰上迅速分离视网膜"液氮速冻"
W=$ m储存&
;5>5>!O-A97D+,)M 法检测各组启动子区 SM[岛的甲
基化状态!委托天津华生源科技有限公司对 @ 个组大
鼠视网膜标本进行 O-A97D+,)M 技术服务& 提取样本
全基因组 ATP"超声波打断为 @$$ ]# $$$ NM 片段"偶
联抗 "D甲基胞苷单克隆抗体的生物磁珠进行免疫共
沉淀"经酚'氯仿和乙醇抽提得到纯化甲基化 ATP片
段(O-A97ATP)*经超声波打断的其他 ATP样本作
为总量输入 ATP& 总量输入 ATP和 O-A97ATP分
别用 S3B 和 S3" 标记"与包含约 #=$ $$$ 个探针的大
鼠 Xn#=$ f启动子芯片进行杂交&
;5>5?!数 据 分 析 和 生 物 信 息 分 析!(#)采 用

T)'N*-U+(. H@5" 软件 # "$$ NM 的滑动窗口分析芯片
数据"得出差异富集峰 ( J)FF-0-.G)(*-.0)+,'-.GM-(LE"
A&7)& A&7是 @ 个组样本间 ATP甲基化位点显著富
集的区域"位于基因的启动子区域(W# B$$]p"$$ NM)
内& 根据 [S含量"启动子区域分为低密度 SM[岛启动
子(*6/SM[DJ-.E)G3M06'6G-0";S7)'中等密度 SM[岛启
动子().G-0'-J)(G-SM[DJ-.E)G3M06'6G-0"9S7)和高密度
SM[岛启动子(,)I, SM[DJ-.E)G3M06'6G-0"eS7)& 本研
究针对距离转录起始位点 (G0(.E+0)MG)6.(*EG(0GE)G-E"
KUU)W>$$]p@$$ NM 的窗口& 评估标准#任一 "$$ NM
启动子的 [pS比例!$\"""且 SM[含量与期望含量
之比!$\% 为 eS7*任一 "$$ NM 启动子 SM[含量与期
望含量之比k$\X 为 ;S7*非 eS7'非 ;S7的启动子为
9S7& (@)差异甲基化基因界定标准为 *6I@ 对照组甲

基化峰值W*6I@K#A组甲基化峰值q$\@"**6I@K#A组甲
基化峰值k$\X*对照组和 K#A组基因的甲基化比较"
差异有统计学意义 (Kk$\$")& ( B)基因本体 ([-.-

:.G6*6I3"[:)分析和采用京都基因与基因组百科全书
(L36G6&.+3+*6M-J)(6F[-.-E(.J [-.6'-E"f&[[)数
据库进行通路分析&
;5?!统计学方法

采用 U7UU @@5$ 统计学软件(美国 9̀O公司)进
行统计分析& 计量资料经 U,(M)06D_)*L 检验呈正态分
布"以 '-(.iUA表示"组间数据经 ;-H-.-检验证实方
差齐*计数资料采用频数进行表达& 对照组与 K#A组
大鼠不同时间点的体质量和血糖浓度总体差异比较采

用重复测量两因素方差分析"多重比较采用K4L-3M6EG
,6+检验& Kk$\$" 为差异有统计学意义& 采用 V)E,-0
精确概率法对 [:进行分析"K"$\$" 为差异有统计
学意义& 通路分析按不同情况"采用 &PU&评分'
V)E,-0精确概率法或超几何检验得到的 K值代表信号
通路的富集程度"K"$\$" 为差异有统计学意义&

>5结果

>5;!对照组和 K#A组大鼠一般表现
造模后 K#A组大鼠明显消瘦"精神萎靡"动作迟

缓"毛发无光泽"饮水'进食量明显增多"尿量显著增
加"符合糖尿病表现 + ""#X, "对照组大鼠体型适中"精神
状态良好"反应灵敏"毛发有光泽&
>5>!对照组和 K#A组大鼠体质量和血糖浓度比较

对照组和 K#A组大鼠不同时间点体质量总体比
较差异有统计学意义(L分组 j@$\>"$"Kj$\$$#*L时间 j
#=\=X""Kk$\$$#)*造模后各时间点 K#A组大鼠体质
量均低于对照组"差异均有统计学意义(均 Kk$\$#)
(表 #)& 对照组和 K#A组大鼠不同时间点血糖浓度
总体比较差异有统计学意义 (L分组 j""X\B@?"Kk
$\$$#)*不同时间点血糖浓度比较差异无统计学意义
(L时间 j$\>B?"Kj$\X#B)& 各时间点 K#A组大鼠血糖
浓度均高于对照组"差异均有统计学意义 (均 Kk
$\$$#)(表 @)&

表 ;5> 个组大鼠不同时间点体质量比较(/)#$）!I":)
T#4+);5O-/*#&'2-$-.4-%0 /#224)"7))$"H)"7- :&-9*2#"1#&'-92"'/)*-'$"2(/)#$）!I":)

组别 样本量

不同时间点体质量

造模前 造模后 # 周 造模后 @ 周 造模后 B 周 造模后 X 周 造模后 " 周

对照组 #$ BB#\@$i#"\>? BX%\?$i#?\"" B>%\"$i@"\@B BX=\?$iX$\X= B"@\?$iB>\#" B=?\B$iBX\#>

K#A组 #$ BBB\%$i##\#$ @?#\=$i##\>"( B#?\B$i@@\=@( @?X\"$i@=\?$( @=X\?$i@=\>B( B$=\@$iBX\X$(

!注#L分组 j@$\>"$"Kj$\$$#*L时间 j#=\=X""Kk$\$$#*L交互作用 j?\B"""Kk$\$$#5与各自时间点对照组比较"(Kk$\$#(重复测量两因素方差分析"
K4L-3M6EG,6+检验)!K#A## 型糖尿病
!T6G-#LI064M j@$\>"$"Kj$\$$#*LG)'-j#=\=X""Kk$\$$#*L).G-0(+G)6. j?\B"""Kk$\$$#5S6'M(0-J /)G, G,-+6.G06*I064M (G+600-EM6.J).IG)'-M6).G"(Kk
$\$# (0-M-(G-J '-(E40-'-.GG/6D/(3PT:8P"K4L-3M6EG,6+G-EG)!K#A#G3M-# J)(N-G-E

!B?@!中华实验眼科杂志 @$@$ 年 X 月第 B= 卷第 X 期!S,). Y&QM :M,G,(*'6*"PM0)*@$@$"86*5B="T65X

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 ;5对照组与 T;I组甲基化芯片检测结果!P9@ 个组样本中甲基化的基因在染色体中的分
布! 9̀@ 个组甲基化基因在 eS7'9S7和 ;S7区域中的分布个数!S9不同 [S含量区域内甲基
化基因位点在染色体上的分布!A9位于同种 [S含量区域内甲基化基因的个数!&9不同 [S
含量区域内甲基化基因的转录链!V9对照组和 K#A组视网膜基因中 eS7区域内甲基化基因
的正链和负链个数在染色体上的分布!K#A9# 型糖尿病*eS79高密度 SM[岛启动子*9S79中
等密度 SM[岛启动子*;S79低密度 SM[岛启动子
8':9&);5N)29+"2-./)"H0+#"'-$,H'*4)"7))$"H),-$"&-+:&-9*#$%T;I :&-9*! P9K,-
J)EG0)N4G)6. 6F'-G,3*(G-J I-.-E6. +,06'6E6'-EN-G/--. G,-+6.G06*I064M (.J G,-K#AI064M! 9̀K,-
J)EG0)N4G)6. 6F'-G,3*(G-J I-.-E). eS7"9S7"(.J ;S70-I)6.EN-G/--. G,-+6.G06*I064M (.J G,-K#A
I064M!S9K,-J)EG0)N4G)6. 6F'-G,3*(G-J I-.-E/)G,). J)FF-0-.G[S+6.G-.G0-I)6.E(+06EE+,06'6E6'-E
!A9K,-.4'N-06F'-G,3*(G)6. I-.-E/)G,). eS7"9S7"(.J ;S70-I)6.E!&9K,-G0(.E+0)MG)6. +,().E
( M6E)G)H-60.-I(G)H-) 6F'-G,3*(G)6. I-.-E/)G,). eS7"9S7"(.J ;S70-I)6.E!V9K,-J)EG0)N4G)6. 6F
M6E)G)H-(.J .-I(G)H-+,().E6F'-G,3*(G)6. I-.-E/)G,). eS70-I)6. (+06EE+,06'6E6'-E). G,-+6.G06*
I064M (.J G,-K#AI064M!K#A9G3M-# J)(N-G-E*eS79,)I, SM[DJ-.E)G3M06'6G-0*9S79).G-0'-J)(G-
SM[DJ-.E)G3M06'6G-0*;S79*6/SM[DJ-.E)G3M06'6G-0

表 >5>个组大鼠不同时间点血糖浓度比较(/)#$）!I"//-+WC)
T#4+)>5O-/*#&'2-$-.4+--%:+9,-2),-$,)$"&#"'-$4)"7))$
"H)"7- :&-9*2#"1#&'-92"'/)*-'$"2(/)#$）!I"//-+WC)

组别 样本量
不同时间点血糖浓度

造模后 B J 造模后 " 周

对照组 #$ %\"#i#\X% %\=@i#\##
K#A组 #$ @X\=@i@\=?( @"\=@iB\%@(

!注9L分组 j""X\B@?"Kk$\$$#*L时间 j$\>B?"Kj$\X#B*L交互作用 j

$\#%#"Kj$\%?=5与各自时间点对照组比较"(Kk$\$#(重复测量两因素
方差分析"K4L-3M6EG,6+检验)!K#A9# 型糖尿病
!T6G-9LI064M j""X\B@?"Kk$\$$#*LG)'-j$\>B?"Kj$\X#B*L).G-0(+G)6. j

$\#%#"Kj$\%?=5S6'M(0-J /)G, G,-+6.G06*I064M (G+600-EM6.J).IG)'-
M6).G"(Kk$\$# (0-M-(G-J '-(E40-'-.GG/6D/(3PT:8P"K4L-3M6EG,6+
G-EG)!K#A9G3M-# J)(N-G-E

>5?!各组样本 ATP质量评估
@ 个组样本提取基因组 ATP"

P@%$ <P@=$ 接近 #\="提示 ATP纯度
可用于后续研究& 对照组和 K#A

组所提取的 ATP质量浓度分别为
>X\>% .I<"*和 ?$\$B .I<"*"样本量
均大于 " "I"满足实验需要& 全基
因组 ATP进行超声处理后"大部
分片段长度位于 @$$]# $$$ NM"符
合后续实验要求&
>5@!各组基因启动子区 SM[岛甲
基化状态比较

甲基化位点统计显示"视网膜
基因启动子区域共 " #%" 个基因甲
基化"其中对照组和 K#A组分别有
@ "?> 个和 @ "%= 个& @ 个组甲基
化位点在 # 号染色体分布最多"##

号染色体最少 (图 #P)& 其中"对
照组位于 eS7'9S7';S7的甲基化
位点分别为 # "#@'%X" 和 XX$ 个*
K#A组为 # X=%'%@B 和 X"? 个& @

个组甲基化位点主要位于 eS7启
动子区"约占总数的 "=Z(图 # )̀ &

从 # 号染色体到 l染色体"@ 个组
视网膜基因启动子的甲基化位点

个数整体呈下降趋势 ( #$ 号染色
体除外) (图 #S)& @ 个组视网膜
共 @ $%B 个基因位于相同密度 SM[

岛启动子上"其中 eS7 # @#> 个"
9S7"$@ 个";S7BXX 个 (图 #A)&

对照组和 K#A组视网膜中位于

eS7的正链基因为 >@" 个和 >$$ 个"分别占 X=Z和
X>Z*位于 9S7的正链基因为 @?$ 个和 @=% 个"分别占
X"Z和 X%Z"位于;S7的正链基因为 @$= 和 @B$ 个"分
别占 X>Z和 "$Z(图 #&)& eS7发生甲基化的基因在
对照组和 K#A组各染色体均有分布"# 号和 #$ 号染色
体分布最多"其中约 "$Z在正链"约 "$Z在负链
(图 #V)&
>5D!对照组与糖尿病组高甲基化和低甲基化基因比较

与对照组相比"糖尿病组视网膜基因启动子区域
共 # X>= 个差异性甲基化位点"其中 @$$ 个分布于 #
号染色体"#@? 个分布于 #$ 号染色体" #$= 个分布于 "

!X?@! 中华实验眼科杂志 @$@$ 年 X 月第 B= 卷第 X 期!S,). Y&QM :M,G,(*'6*"PM0)*@$@$"86*5B="T65X

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 >5T;I组视网膜基因组中甲基化和去甲基化基因的分布和转录链情况!P化差异性甲基化基
因位点在染色体上的分布! 化̀位于 eS7'9S7和 ;S7区域的差异性甲基化基因个数!S化视网膜
中甲基化和去甲基化基因的转录链!A化大鼠视网膜中前 @$ 个差异性甲基化'去甲基化基因!峰
值越大"差异性甲基化或去甲基化程度越高!&化大鼠视网膜中前 @$ 个差异性甲基化基因在染色
体上的分布!V化前 @$ 个差异性甲基化基因在距 KUU 不同距离上的分布!eS7化高密度 SM[岛启
动子*9S7化中等密度 SM[岛启动子*;S7化低密度 SM[岛启动子*KUU化转录起始位点
8':9&)>5I'2"&'49"'-$#$%"&#$2,&'*"'-$,H#'$2-.H0*)&/)"H0+#"'-$#$%H0*-/)"H0+#"'-$:)$)2
'$&)"'$#+:)$-/)-."H)T;I:&-9*!P化A)EG0)N4G)6. 6FJ)FF-0-.G)(*'-G,3*(G)6. I-.-E6. +,06'6E6'-E
! 化̀ K,-.4'N-06FJ)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J I-.-E). eS7" 9S7" (.J ;S7 0-I)6.E4.J-0J)(N-G)+
+6.J)G)6.!S化K0(.E+0)MG)6. +,().E6F,3M-0'-G,3*(G)6. (.J ,3M6'-G,3*(G)6. I-.-E). 0(G0-G).(!A化K,-
G6M @$ J)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J I-.-E). 0(G0-G).(5K,-I0-(G-0G,-M-(L H(*4-"G,-,)I,-0G,-J-I0--6F
'-G,3*(G)6. 60J-'-G,3*(G-J!&化K,-J)EG0)N4G)6. 6FG6M @$ J)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J I-.-E). 0(G0-G).(6.
+,06'6E6'-E!V化A)EG0)N4G)6. 6FG6M @$ J)FF-0-.G)(**3'-G,3*(G-J I-.-E6. G,-J)EG(.+-F06'KUU!eS7化
,)I, SM[DJ-.E)G3M06'6G-0*9S7化).G-0'-J)(G-SM[DJ-.E)G3M06'6G-0*;S7化*6/SM[DJ-.E)G3M06'6G-0*
KUU化G0(.E+0)MG)6.(*EG(0GE)G-E

号染色体"?= 个分布于 > 号染色体(图 @P)&与对照组
相比"K#A组视网膜基因组中分别有 B@?'#?B 和 #%>
个高甲基化位点位于 eS7'9S7和 ;S7区域*分别有
XB?'#>@ 和 #>= 个低甲基化位点位于eS7'9S7和;S7
区域(图 @ )̀ & 与对照组视网膜基因相比"K#A组位于
eS7区域内的高甲基化基因中有 #%> 个为正链"占
"#Z"位于 9S7区域内的高甲基化基因有 ##@ 个为正
链"占 "=Z"位于 ;S7区域内的高甲基化基因有 ?X 个
为正链"占 "%Z*位于 eS7的低甲基化基因中有 @$X
个正链"占 X%Z"位于 9S7的低甲基化基因中有 >= 个
正链"占 X"Z"位于 ;S7的低甲基化基因中有 =" 个正
链"占 X=Z(图 @S)& 与对照组
相比"糖尿病组的前 @$ 个高甲
基化基因包括锌指 SSeS结构
域蛋 白 质 =' 信 号 识 别 粒 子
%= $$$ 蛋白'ATP定向 cTP聚
合酶#亚基 c7S#$'神经元硝酸
羧基末端 7Ag配体等*前 @$ 个
低甲基化基因包括 VDN6Q<;ccD
重复蛋白 #>'$ 型阿片受体'谷
胱甘肽过氧化物酶 >'假想蛋白
;:S%>?%=@7Ag和 ;9O 结构域
蛋白 @ 等(图 @A)& 差异性甲基
化基因主要位于 eS7区域"高
甲基化基因多分布于 B 号染色
体"低甲基化基因多分布于 ? 号
染色体 (图 @A"&)& 高甲基化
和低甲基化的 A&7峰的位置相
近& K#A组高甲基化和低甲基
化基因的 eS7'9S7和 ;S7主要
集中在 KUU 附近*KUU 上游差异性
甲基化基因比下游多(图 @V)&
>5E![:及通路分析

[:分析包括分子功能'细
胞成分和生物学过程& 高甲基
化基因主要在蛋白结合'细胞色
素 +氧化酶活性'血红素W铜端
氧化酶活性'氧化还原酶活性'
cTP茎环结合'结合'无机阳离
子转运体活性'电子转移活性和
阳离子转运体活性等方面发挥

分子功能"除蛋白结合'cTP茎
环结合外"均涉及细胞色素 +氧
化酶家族"如细胞色素 +氧化酶

亚基 =P( +3G6+,06'-+6Q)J(E-E4N4.)G=P" !(TY* )'
!(TY2'!(TE*C'!(T[*\'!(T[*\6和 !(TE:& 低甲基化
基因主要在蛋白结合'蛋白结构域特异性结合'cTP
聚合酶%转录因子活性'含复合支架的蛋白质活性'
蛋白质异二聚化活性'信号受体结合'YdT激酶结
合'蛋白激酶 P调节亚基结合和转录抑制活性等方
面"其中 YdT激酶结合的分子功能涉及的基因主要
有丝裂原活化蛋白激酶激酶激酶 #(')G6I-.D(+G)H(G-J
M06G-). L).(E-L).(E-L).(E-#"S*5X]C)'死亡结构域相
关蛋白(J-(G, J6'().D(EE6+)(G-J M06G-)."O*TT)'+DC4.D氨
基端激酶相互作用蛋白B和双特异性蛋白磷酸酶#$
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图 ?5高甲基化基因的 DB分析和通路分析!P#分子功能! #̀细胞成分!S#生物学过程
A#通路分析!OP7f#丝裂原活化蛋白激酶
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图 @5低甲基化基因的 DB分析和通路分析!P#分子功能! #̀细胞成分!S#生物学过程
A#通路分析!eK;8#人 K细胞白血病<淋巴瘤病毒DOP7f#丝裂原活化蛋白激酶
8':9&)@5 DB #$#+02'2#$%*#"H7#0 #$#+02'2-.H0*-/)"H0+#"'-$:)$)2! P#O6*-+4*(0
F4.+G)6.! #̀S-**+6'M6.-.G!S# )̀6*6I)+(*M06+-EE!A#7(G,/(3(.(*3E)E!eK;8#,4'(. KD+-**
*-4L-')(<*3'M,6'(H)04EDOP7f#')G6I-. (+G)H(G-J M06G-). L).(E-

( J4(*EM-+)F)+)G3M06G-). M,6EM,(G(E-
#$"O;95CD)& 转录抑制活性涉及的
基因有精氨酸W谷氨酸二肽重复'
KDN6Q转录因子 #= 和 -&'.E 等 (图 B"
X"表 B)&

高甲基化基因主要涉及阳离子

和蛋白质在细胞内的定位和转运D而
低甲基化基因则主要涉及细胞膜和

细胞器成分& 相应地"高甲基化基因
主要参与蛋白质的转运和定位D而低
甲基化基因主要对细胞形态结构'组
织解剖结构的分化与发育进行调控&
通路分析显示"高甲基化基因富集较
多的通路是丝裂原活化蛋白激酶

( ')G6I-.D(+G)H(G-J M06G-). L).(E-"
OP7f)信号通路和钙信号通路& 其
中 OP7f通路主要富集的基因有钙
电压门控通道辅助亚基 &#'O;95̂'白
细胞介素D# 受体辅助蛋白'成纤维细
胞生长因子 @B 和血管内皮生长因子
P等& 钙信号通路富集的基因有 !#
肾上腺素能受体'人肌质<内质网钙
PK7酶 B'缓激肽 #̀'钙调蛋白样蛋
白 B 和神经元乙酰胆碱受体亚基 '>
等& 低甲基化基因富集的信号通路
除 OP7f信号通路外"还包括 T6G+,
信号通路和谷氨酸能突触等信号通

路等"其中 OP7f通路富集的基因有
电压 依 赖 性 钙 通 道 亚 基 '@<$#'
O*TT'O;95CD'S*5X]C 和血小板衍生
生长因子亚单位 P等& T6G+, 信号通
路富集的基因为 Sc&̀ 结合蛋白

(Sc&̀ N).J).IM06G-)."!'#225)'SD末
端结 合 蛋 白 @ ( SDG-0').(*N).J).I
M06G-). @"!.25\)'蓬乱蛋白同源物 B
(J)E,-H-**-J ,6'6*6IB"O?6X)'组蛋白
去乙酰化酶 @ ( ,)EG6.-J-(+-G3*(E-@"
QF*:\)和蛋白锯齿D#(M06G-). C(II-JD#"
_*)C)等& 谷氨酸能突触信号通路富
集的基因包括腺苷酸环化酶 X'鸟嘌
呤核苷酸结合蛋白 '抑制肽 B'鸟嘌
呤核苷酸结合蛋白亚基 X'蛋白激酶
S&型和兴奋性氨基酸转运体 B 等
(图 B"X"表 B)&
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表 ?5T;I组高甲基化和低甲基化基因的通路分析
T#4+)?5<#"H7#0 #$#+02'2-.H0*)&/)"H0+#"'-$#$%

H0*-/)"H0+#"'-$:)$)2'$"H)T;I:&-9*

通路 个数 !富集分数 基因名称(前 " 个)

高甲基化

!!OP7f信号通路 #= $\$>$ !*:$)C'O;95̂'R6C'*5'L)3\X' #̀)3*

!!钙信号通路 #B $\$"# PF'2C'P.5\*X'MF]'2C'!*676X'!"'$*[

低甲基化

!!OP7f信号通路 @% $\$>> !*:$*\FC'O*TT'O;95CD'S*5X]C'KF)3*

!!T6G+, 信号通路 = $\$@X !'#225'!.25\'O?6X'QF*:\'_*)C

谷氨酸能突触 ## $\$BB PF:0Z'@$*&X'@$2Z'K']:)'-6:C*C

!注#K#A## 型糖尿病*OP7f#丝裂原活化蛋白激酶*!*:$)C#钙电压
门控通道辅助亚基 &#*O;95̂#双特异性蛋白磷酸酶 ?*R6C'*5#白细胞
介素D# 受体辅助蛋白*L)3\X#成纤维细胞生长因子 @B* #̀)3*#血管内
皮生长因子 P*PF'2C#!# 肾上腺素能受体*P.5\*X#人肌质<内质网钙
PK7酶 B*MF]'2C#缓激肽 #̀*!*676X#钙调蛋白样蛋白 B*!"'$*[#神经
元乙酰胆碱受体亚基 '>*!*:$*\FC#电压依赖性钙通道亚基 '@<$#*
O*TT#死亡结构域相关蛋白*KF)3*#血小板衍生生长因子亚单位 P*
!'#225#Sc&̀ 结合蛋白*!.25\#SD末端结合蛋白 @*O?6X#蓬乱蛋白同源
物 B*QF*:\#组蛋白去乙酰化酶 @*_*)C#蛋白锯齿D#*PF:0Z#腺苷酸环
化酶 X*@$*&X#鸟嘌呤核苷酸结合蛋白 '抑制肽 B*@$2Z#鸟嘌呤核苷
酸结合蛋白亚基 X*K']:)#蛋白激酶 S&* -6:C*C#兴奋性氨基酸转运
体 B
!T6G-#K#A#G3M-# J)(N-G-E*OP7f# ')G6I-.D(+G)H(G-J M06G-). L).(E-*
!*:$)C#+(*+)4'H6*G(I-DI(G-J +,(..-*(4Q)*)(03E4N4.)G&#*O;95̂# J4(*
EM-+)F)+)G3M06G-). M,6EM,(G(E-?* R6C'*5#).G-0*-4L).D# 0-+-MG60(++-EE603
M06G-).* L)3\X# F)N06N*(EGI06/G, F(+G60@B* #̀)3*# H(E+4*(0-.J6G,-*)(*
I06/G, F(+G60 P* PF'2C# !# (J0-.-0I)+ 0-+-MG60* P.5\*X# ,4'(.
E(0+6M*(E')+<-.J6M*(E')+0-G)+4*4'+(*+)4'PK7(E-B*MF]'2C#N0(J3L).).
#̀* !*676X# +(*'6J4*). *)L- M06G-). B* !"'$*[# .-406. (+-G3*+,6*).-

0-+-MG60E4N4.)G'>*!*:$*\FC#H6*G(I-J-M-.J-.G+(*+)4'+,(..-*E4N4.)G
'@<$#* O*TT# J-(G, J6'().D(EE6+)(G-J M06G-).* KF)3*# M*(G-*-GDJ-0)H-J
I06/G, F(+G60E4N4.)GP*!'#225#Sc&̀ N).J).IM06G-).*!.25\#SDG-0').(*
N).J).IM06G-). @*O?6X#J)E,-H-**-J ,6'6*6IB*QF*:\#,)EG6.-J-(+-G3*(E-
@*_*)C# M06G-). C(II-JD#* PF:0X # (J-.3*(G-+3+*(E-X* @$*&X# I4(.).-
.4+*-6K#A-N).J).IM06G-). (*M,().,)N)G603M-MK#A-B* @$2Z# I4(.).-
.4+*-6K#A-N).J).IM06G-). E4N4.)GX*K']:)# M06G-). L).(E-S&* -6:C*C#
-Q+)G(G603(').6(+)J G0(.EM60G-0B

?5讨论

K#A的高血糖状态是胰岛 `细胞功能缺陷所致

胰岛素产生绝对不足引起的
+ B, & 研究表明"UKg诱导

的 K#A大鼠视网膜可出现炎症'氧化应激'神经细胞
凋亡'血W视网膜屏障破坏'视网膜神经和血管损伤的
表型

+ ""#B"#"W#%, & ATP甲基化是常见的表观遗传学调控

方式"易受环境影响"可在多种疾病的起始和转归中发

挥作用
+ #>W@$, & O-A97D+,)M 是目前检测全基因组 ATP

甲基化状态的一种芯片"可特异性富集发生甲基化的
ATP片段 + @#, & 固定于 P00(3EG(0Xn#=$f芯片上的探

针可特异性结合所有 c-FU-1 数据库基因的启动子区
域"即 KUU 上游 # B$$ NM 至下游 "$$ NM 的区域& 与高
效液相色谱法'甲基化敏感扩增多态性技术 + @@, '全基

因组重亚硫酸盐测序和甲基化 ATP捕捉测序法等相

比"O-A97D+,)M 具有定位甲基化的 SM[位点'检测所
有位点的胞嘧啶甲基化'成本低及测序覆盖度高等优
点

+ @B, & 本研究中采用 O-A97D+,)M 技术检测 UKg诱导
的 K#A大鼠视网膜基因差异性甲基化状况"为 Ac的
表观遗传学机制提供了理论基础&

通过O-A97D+,)M 共检测到 " #%" 个基因的启动子
区域存在甲基化& 与对照组相比"K#A组有 # X=> 个
差异性甲基化位点"K#A组 SM[岛存在异常甲基化状
态& 研究表明"多数基因的启动子区均有 SM[岛分
布"SM[岛是 ATP甲基化的高发区域 + @X, & SM[岛的
低甲基化或非甲基化状态通常对应基因的转录激活"
其高甲基化状态导致转录抑制"故促进糖尿病视网膜
高甲基化基因或抑制其低甲基化基因的表达或许是潜

在的 Ac干预手段 + @", & UG-F(. 等 + @%,
应用全基因组

ATP甲基化分析显示"ATP甲基化模式的异常可能与
K#A发病机制相关& c4)等 + @>,

研究发现"K#A进展中
胰岛 !细胞的 ATP甲基化改变可调控胰岛素的基因
表达"提示糖尿病可能导致 ATP甲基化& 本研究侧重
于发现在早期 K#A中视网膜基因差异性甲基化"并对
其富集的 [:及通路进行分析"发现在细胞成分中"多
数细胞外基质基因的甲基化水平发生改变"提示 K#A
引起视网膜的病理改变可能与细胞外基质基因的甲基

化有关& 在分子功能中"蛋白结合能力的富集提示在
K#A条件下"视网膜中蛋白的定位以及所介导的信号
传导通路均处于活跃状态& 在生物学过程中"甲基化
水平改变的基因主要富集在转运过程中"提示细胞内
外物质的交换与运输可能在 K#A的疾病过程中发挥
重要作用&

通路分析显示"OP7f'T6G+, 和谷氨酸能突触等
信号通路与 K#A密切相关& OP7f信号通路是 UKg
诱导的 K#A模型中的重要通路& O(*)L 等 + @=,

研究证

实"OP7f通过激活下游核因子D(̀ 而增加肿瘤坏死

因子D'水平"进而导致炎症加剧*同时 OP7f上游的
转化生长因子D!可通过作用于 OP7f而促进纤维化
过程& 另外"OP7f信号级联是糖尿病诱导的促凋亡
信号的重要组成部分& 再有"抗氧化物对 OP7f活性
的抑制也提示了 OP7f在糖尿病条件下对氧化应激
的促进作用

+ @?, & 本研究通路分析显示"糖尿病大鼠视
网膜中 XX 个差异性甲基化基因(#= 个高甲基化和 @%
个低甲基化基因 ) 富集在 OP7f信号通路中"如
!*:$*FC'O*TT'K;95CD'O;95CE 和 O;95X& 因此"以这
些甲基化基因为靶点的分子干预措施可能调控 OP7f
信号通路"进而减轻糖尿病导致的炎症'纤维化'氧化
应激等视网膜损伤&

!>?@!中华实验眼科杂志 @$@$ 年 X 月第 B= 卷第 X 期!S,). Y&QM :M,G,(*'6*"PM0)*@$@$"86*5B="T65X

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



T6G+, 信号通路对细胞分化'增生与凋亡起重要
作用

+ B$, & 研究表明"T6G+, 通路与胰腺发育有关&
T6G+, 受体激动剂可促进胚胎干细胞分化为胰岛 !细
胞

+ B#, & T6G+, 通路异常与糖尿病并发症密切相关& 血
管内皮生长因子诱导的 A-*G(样配体DX 激活后"可作
用于 T6G+, 通路"调节血管收缩并抑制血管过度增
生

+ B$, & 本研究中发现糖尿病大鼠视网膜中 !'#225'
!.25\'O?6X'QF*:\'_*)C'!C'BDTD乙酰氨基葡萄糖基转
移酶和 &D分泌酶亚基 7&TD@ 等 = 个低甲基化基因富
集在 T6G+, 通路"对其甲基化进行调控可能减轻 Ac
损伤&

谷氨酸能突触是中枢神经系统中主要的兴奋性突

触类型& 增加谷氨酸可诱发神经元去极化'钙内流和
氧化应激"造成视网膜缺血 + B@, & 谷氨酸能突触信号通
路对于神经环路调节有重要作用& 研究发现"在 UKg
诱导的 K#A大鼠发病后 B 个月"视网膜谷氨酸水平增
加了 #5% 倍"且谷氨酸转换为谷氨酰胺的能力降低至
对照组的 %"Z*同时"神经胶质细胞的功能也出现异
常"提示 Ac期间神经视网膜的损伤可能与早期的谷
氨酸兴奋性毒性有关

+ BB, & 一氧化氮合酶 # 适配子基
因编码的蛋白能结合并激活神经型一氧化氮合酶"使
一氧化氮生成增多"从而导致谷氨酸能神经元在突触
释放过多的神经递质"产生神经兴奋性毒性作用 + BX, &
本研究结果提示"抑制谷氨酸能突触的神经递质释放
或拮抗谷氨酸兴奋性毒性亦可成为早期 Ac的有效干
预措施&

本研究中采用 O-A97D+,)M 技术对正常大鼠和糖
尿病大鼠视网膜进行基因启动子区域的甲基化水平分

析"筛选糖尿病早期差异性甲基化基因& 本研究样本
量较小"O-A97D+,)M 技术达不到单碱基分辨率 + @#, "无
相关 cTP表达谱的局限性& 今后需对差异性甲基化
的代表性基因进行大样本的常规方法验证和深入

研究&
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的-生物医学期刊投稿统一要求.的表述"本刊对作者撰写稿件时关于-知情同意.和-医学

伦理学.的描述提出如下要求#

(#)知情同意!在未事先获得知情同意的情况下"患者有隐私不被侵犯的权力& 患者的身份信息"包括姓名'来源'住院号等均

不应该以文字'图片或家系信息的方式在出版物上公开"除非这些信息对于本研究是必需的"如需在出版物上显示"应征得患者(或

者父母'监护人)签署的书面同意书&

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息"但难以做到完全匿名时(如在照片中掩盖患者的眼部"不足以保护患者的隐私

权)"应提供知情同意的信息& 如果用改变患者的身份特征(如遗传家系等)以保护患者隐私权的方法"作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性"并且编辑应在文中对此予以说明&

(@)医学伦理学!以人体为实验对象的研究"作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构'国家委员会或 #?>" 年赫尔辛

基宣言(@$$" 年修订)的医学伦理学标准& 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题"作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性"提交已通过审查机构的批准情况& 以动物为实验对象的研究"作者应当说明是否遵循当地的相关机构'

学会(国内或国外)及国家实验动物保护和使用指南&

本刊对稿件组织病理学彩色图片及电子显微镜图片中标尺的要求

!!如果作者稿件中包含有组织病理图'免疫荧光染色图'免疫组织化学图'电子显微镜图片"为了反映组织标本大小的最精确尺

度"请在电子版图片的左下方附注标尺&
(本刊编辑部)
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