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!!$摘要%!目的!探讨重组人甲基 TN<结合蛋白 3&96T̀ 3'处理的视网膜色素上皮& Ẁ &'细胞中 'W]8
和 ]4,甲基腺嘌呤 &'48'改变及其机制(!方法!将传代 8Ẁ &,"E 细胞贴壁培养后分为正常对照组和
96T̀ 3 组"正常对照组细胞采用正常培养液培养"96T̀ 3 组细胞于含终质量浓度 3# /0>'*重组人 96T̀ 3 蛋
白培养液中"连续培养 $3 -( 提取细胞内总 W]8进行转录组测序 &W]8,J6R'和甲基化免疫共沉淀测序
&96WB̀,J6R'分析( 采用 6+06W软件包根据 Om#X#@ 筛选差异表达基因&:&<J'和差异甲基化基因&:9<J'(
采用基因本体论&<A'富集分析对差异基因进行生物学功能描述"采用京都基因和基因组百科全书&g&<<'
进行通路富集分析( 筛选出 :&<J与 :9<J交集的基因"采用实时荧光定量 T̀W技术检测各组差异基因
'W]8表达水平(!结果!共筛选出 :&<J"## 个":9<J$ ??" 个"富集分析发现 :&<J与细胞外基质&&T9'[
受体相互作用)细胞分裂)细胞周期和磷脂酰肌醇 % 激酶>蛋白激酶 _& B̀%g>8gS'信号通路等相关":9<J与
微管细胞骨架)血管生成)表皮生长因子受体&&HL_'信号通路)晚期糖基化终末产物&8<&J'[糖基化终末产
物受体&W8<&'信号通路)哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 &'SAW'信号通路)].7C- 信号通路和转化生长因子 (
&S<=,('信号通路等相关( :&<J中 3? 个基因表达增加"$4 个基因表达减少*:9<J中 @ 个基因含有高甲基
化峰"$ ?%E 个基因含有低甲基化峰"注释峰后"正常对照组有 $ 434 个基因发生 '48甲基化"96T̀ 3 组有
F ##4 个基因发生 '48甲基化"3 个组间有 $ %4# 个交集基因( 正常对照组和 96T̀ 3 组的 '48甲基化富集于
转录本的 T:b)内含子和 %U,非翻译区&%UdSW'区域"其甲基化比例分别为 3%X43Y>33X3$Y)?FX@%Y>?FX%@Y和
3%X44Y>3@X3FY( 联合分析发现 3 个上皮[间充质转化&&9S'相关基因 ;BO<P 和 Q7OC 的 'W]8和 '48水平
均降低( 荧光定量 T̀W结果显示"96T̀ 3 组 <BO<P)Q7OC)(:RSTS 'W]8相对表达量均明显低于正常对照组"
差异均有统计学意义&2k$XFF@)$X4"%)$X%?@"均 Om#X#"'(!结论!Ẁ &细胞中 96T̀ 3 对 &9S的调控机制与
'48甲基化修饰相关( ;BO<P 和 Q7OC 基因可能是 '48甲基化的靶基因"参与 96T̀ 3 调控的 &9S过程(!

$关键词%!增生性玻璃体视网膜病变* 视网膜色素上皮细胞* 96T̀ 3* '48* 96WB̀,J6R* 上皮[间充
质转化
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"67%+.*#+#8I7J,#+&),8S.)/O6J7)0(76'W]8(/+ ]4,'67-M*(+6/.J)/6&'48' C-(/06J)/ H67)/(*N)0'6/7
6N)7-6*)I' & Ẁ &' C6**J7H6(76+ P)7- H6C.'L)/(/7-I'(/ '67-M*,TN< L)/+)/0NH.76)/ 3 & 96T̀ 3 ' (/+ 7-6
'6C-(/)J'J5!=,+/"-%!S-6N(JJ(06+ 8Ẁ &,"E C6**JP6H6+)O)+6+ )/7./.H'(*C./7H.*(/+ 96T̀ 3 0H.INJ(K76H
(+-6J)./ CI*7IH65T6**J)/ 7-6/.H'(*C./7H.*0H.IN P6H6C./7)/I.IJ*MCI*7IH6+ )/ /.H'(*CI*7IH6'6+)I'"(/+ 7-6C6**J
)/ 7-696T̀ 3 0H.IN P6H6CI*7IH6+ )/ CI*7IH6'6+)I'C./7()/)/0(K)/(*C./C6/7H(7)./ .K3# /0>'*.KH6C.'L)/(/7
-I'(/ 96T̀ 3 NH.76)/ K.H$3 -.IHJ5SH(/JCH)N7.')CJ6RI6/C)/0&W]8,J6R' (/+ '67-M*(76+ W]8)''I/.NH6C)N)7(7)./
J6RI6/C)/0&96WB̀,J6R' P6H6IJ6+ 7.627H(C7(/+ (/(*MQ67.7(*W]85:)KK6H6/7)(**M'67-M*(76+ 06/6J&:9<J' (/+
+)KK6H6/7)(**M62NH6JJ6+ 06/6J&:&<J' P6H6JCH66/6+ IJ)/07-66+06W J.K7P(H6N(Ce(06L(J6+ ./ Om#X#@5S-6
L).*.0)C(*KI/C7)./ .K+)KK6H6/7)(*06/6JP(J+676H')/6+ LM06/6./7.*.0M&<A' 6/H)C-'6/7(/(*MJ)J"(/+ 7-6N(7-P(M
6/H)C-'6/7(/(*MJ)JP(JN6HK.H'6+ LMgM.7.&/CMC*.N6+)(.K<6/6J(/+ <6/.'6J&g&<<'5B/76HJ6C7)./ .K06/6J
L67P66/ :&<J(/+ :9<JP6H6JCH66/6+"(/+ H6(*,7)'6K*I.H6JC6/C6RI(/7)7(7)O6 T̀WP(JIJ6+ 7.+676H')/67-6
'W]862NH6JJ)./ *6O6*J.K+)KK6H6/7)(*06/6J5!K,%$3+%!87.7(*.K"## :&<J(/+ $ ??" :9<J06/6JP6H6JCH66/6+5
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8CC.H+)/07.6/H)C-'6/7(/(*MJ)J"7-6:&<JP6H66/H)C-6+ 7.627H(C6**I*(H'(7H)2&&T9',H6C6N7.H)/76H(C7)./"C6**
+)O)J)./"N-.JN-(7)+M*)/.J)7.*% e)/(J6>NH.76)/ e)/(J6_& B̀%g>8gS' J)0/(*)/0N(7-P(M(/+ J../5S-6:9<JP6H6
(JJ.C)(76+ P)7- ')CH.7ILI*6CM7.Je6*67./"(/0).06/6J)J"6N)+6H'(*0H.P7- K(C7.HH6C6N7.H&&HL_' J)0/(*)/0N(7-P(M"
(+O(/C6+ 0*MC(7)./ 6/+,NH.+IC7J&8<&J' ,0*MC(7)./ 6/+,NH.+IC7JH6C6N7.H&W8<&' J)0/(*)/0N(7-P(M"'(''(*)(/
7(H067.KH(N('MC)/ &'SAW' J)0/(*)/0N(7-P(M"].7C- J)0/(*)/0N(7-P(M(/+ 7H(/JK.H')/00H.P7- K(C7.HJ,(&S<=,('
J)0/(*)/0 N(7-P(M(/+ J../5S-6H6P6H63? IN,H60I*(76+ (/+ $4 +.P/,H60I*(76+ :&<J5=)O6:9<J-(+
-MN6H'67-M*(7)./ N6(eJ"(/+ $ ?%E :9<J-(+ -MN.'67-M*(7)./ N6(eJ58K76H(//.7(7)./ .KN6(eJ"$ 434 06/6J)/ 7-6
/.H'(*C./7H.*0H.IN (/+ F ##4 06/6J)/ 7-696T̀ 3 0H.IN -(+ '48'67-M*(7)./"P)7- $ %4# )/76HJ6C7)/006/6J
L67P66/ 7-67P.0H.INJ5S-6'48'67-M*(7)./ )/ 7-6/.H'(*C./7H.*0H.IN (/+ 96T̀ 3 0H.IN P(JC./C6/7H(76+ )/ 7-6
T:b")/7H./ (/+ %U,I/7H(/J*(76+ H60)./ & %UdSW' H60)./J.K7-67H(/JCH)N7"P)7- 7-6'67-M*(7)./ H(7)..K3%X43Y>
33X3$Y"?FX@%Y>?FX%@Y (/+ 3%X44Y>3@X3FY"H6JN6C7)O6*M5\.)/7(/(*MJ)JJ-.P6+ 7-(7;BO<P (/+ Q7OC 06/6J
H6*(76+ 7.7-66N)7-6*)(*,'6J6/C-M'(*7H(/J)7)./ & &9S' -(+ *.P6H('.I/7.K'W]8 (/+ '485=*I.H6JC6/C6
RI(/7)7(7)O6 T̀WH6JI*7JJ-.P6+ 7-(77-6H6*(7)O6'W]862NH6JJ)./ *6O6*J.K<BO<P"Q7OC *%@ (:RSTS )/ 96T̀ 3
0H.IN P6H6J)0/)K)C(/7*M*.P6H7-(/ 7-.J6)/ /.H'(*C./7H.*0H.IN &2k$XFF@" $X4"%" $X%?@*(**(7Om#X#"'5!
F"'#3$%&"'%!S-6H60I*(7.HM'6C-(/)J'.K96T̀ 3 ./ &9S)/ Ẁ &C6**J)JH6*(76+ 7.'48'67-M*(7)./ '.+)K)C(7)./5
;BO<P (/+ Q7OC 06/6J'(ML67-67(H06706/6J.K'48'67-M*(7)./ (/+ N(H7)C)N(76)/ 7-6&9SH60I*(76+ LM96T̀ 35

"9,1 :".-%#8 H̀.*)K6H(7)O6O)7H6.H67)/.N(7-M* W67)/(*N)0'6/76N)7-6*)(*C6**J* 96T̀ 3* '48* 96WB̀,J6R*
&N)7-6*)(*,'6J6/C-M'(*7H(/J)7)./

!$'-0."(.*5# <6/6H(*̀ H.0H('.K](7)./(*](7IH(*bC)6/C6=.I/+(7)./ .KT-)/(&F"$$#E@3'
:AB#"#5%$4#>C'(5D5C/""@EFE,3#3%#E3#,##"#@

!!增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 & NH.*)K6H(7)O6
O)7H6.H67)/.N(7-M" ;̀W'是复发性视网膜脱离的重要原
因"发病机制复杂"病理变化多样 + ", ( 目前"玻璃体切
割术是 ;̀W的主要治疗方法"但术后仍有复发的可
能( ;̀W的病理特征是细胞增殖并迁移到玻璃体"以
及广泛的胶质增生( 在与 ;̀W相关的视网膜前膜中
已鉴定出多种细胞类型"如视网膜色素上皮 &H67)/(*
N)0'6/76N)7-6*)I'"Ẁ &'细胞)成纤维细胞)肌成纤维
细胞)神经胶质细胞和巨噬细胞( Ẁ &细胞的上皮[

间充质转化&6N)7-6*)(*,'6J6/C-M'(*7H(/J)7)./"&9S'过
程被认为是 ;̀W发展的关键步骤之一 + 3[@, ( 甲基
TN<结 合 蛋 白 3 & '67-M*,TN< L)/+)/0 NH.76)/J3"
96T̀ 3'是一种甲基化的 :]8结合蛋白"研究发现其
异常表达与 &9S)纤维化等多种病理状况有关 + 4[E, (

本课题组之前的研究发现"),平滑肌肌动蛋白 &),
J'..7- 'IJC*6(C7)/" ),b98' 和 ,̀96T̀ 3,?3" 在人
;̀W膜上均高表达和双标记*在 Ẁ &细胞中敲减

96T̀ 3 会抑制转化生长因子 (&7H(/JK.H')/00H.P7-
K(C7.H,("S<=,('诱导的 b'(+3>% 激活)$型胶原和纤
维连接蛋白&K)LH./6C7)/"=]'的表达"表明 96T̀ 3 在介
导 Ẁ &细胞 &9S>纤维化中发挥关键作用 + "#, ( ]4,甲
基腺嘌呤&]4,'67-M*(+6/.J)/6"'48'是常见的 'W]8
内部化学修饰"有研究发现肿瘤细胞 &9S过程中"关
键转录因子 b/()*发生 '48修饰 + "", ( 越来越多的研
究表明"'48甲基化修饰参与多种生物过程"如细胞
增殖)血管生成)纤维化和炎症反应等 + "3["@, ( 本课题
组前期采用 '48甲基化免疫共沉淀测序 &'67-M*(76+

W]8)''I/.NH6C)N)7(7)./ J6RI6/C)/0"96WB̀,J6R'和转
录组测序&W]8J6RI6/C)/0"W]8,J6R'分析 S<=,(3 处
理 Ẁ &的差异甲基化基因 & +)KK6H6/7)(**M'67-M*(76+
06/6J":9<J'和差异表达基因& +)KK6H6/7)(**M62NH6JJ6+
06/6J":&<J'"进一步的关联分析确定 "3 个差异基因
与 &9S相关 + "4, ( 我们前期通过形态学实验发现重组
蛋白 96T̀ 3 处理 Ẁ &细胞后细胞形态转变为纺锤形
或不规则三角形"具有间质细胞特征( 但在 Ẁ &细胞
中 '48修饰与 96T̀ 3 的关系尚不完全清楚( 本研究
采用 W]8,J6R 和 96WB̀,J6R 技术分析 96T̀ 3 对 Ẁ &

细胞 'W]8表达和 '48修饰的影响"并探讨 '48甲
基化在 96T̀ 3 调控 Ẁ &细胞 &9S中的机制(

;8材料与方法

;5;!材料
;5;5;!细胞来源!人 Ẁ &细胞系 8Ẁ &,"E &TWa,
3%#3'购自美国典型培养物保藏中心(
;5;5? !主要试剂及仪器! :9&9 培养基 &含有
"## Bd>'*青霉素)"## %0>'*链霉素')#X3@Y胰蛋白
酶 & 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 '* 胎 牛 血 清
&"##EE"?"T"美国 <)LC.公司'*重组人 96T̀ 3 蛋白
&美国 96+T-6'&2NH6JJ公司'*SWBQ.*试剂&"@@E4#34"

美国 B/O)7H.06/ 公司'*:](J6$&33$#8')逆转录试剂
盒&WW#?$8' &日本 S(e(H(公司 '* A*)0.+ &S' 磁珠
&]?#",#""南京诺唯赞生物科技股份有限公司'*'48

抗体 & 3#33#%" 德 国 bM/(N7)CbMJ76'J公 司 '* gT,
:)0)7(*S9 b7H(/+6+ 'W]8a)LH(HM H̀6N g)7&:W#F@#3"武
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汉康测科技有限公司'( 超微量分光光度计 &:b,"""
美国 :6].O)2公司 '* ].O(J6R 4### 测序仪 &美国
B**I')/(公司'*b76NA/6̀*IJ̀ TW系统&WWF3#8"日本
S(e(H(公司'(
;5?!方法
;5?5;!细胞培养及分组!将 8Ẁ &,"E 细胞株置于含
有 "#Y胎牛血清)"## d>'*青霉素和 "## %0>'*链霉
素的 :9&9培养基中培养( 待细胞生长至 F#Y融合
时用 #X3@Y胰蛋白酶消化细胞"加入培养基制备细胞
悬液"接种至培养皿中并调整细胞密度为 3n"#4

个(
细胞贴壁后"更换为含 "Y胎牛血清)青链霉素双抗的
新鲜 :9&9培养基( 将细胞分为 3 个组"正常对照组
常规培养"96T̀ 3 组培养基中添加终质量浓度为
3# /0>'*的重组人 96T̀ 3 蛋白"继续培养 $3 -( 每组
制备 % 个平行标本(
;5?5?!总 W]8提取!参照 SWBQ.*试剂说明书提取各
组细胞总 W]8"用 :](J6$酶解残余 :]8( 采用超微
量分光光度计检测总 W]8的质量)完整性和浓度后"
送往武汉康测科技有限公司进行测序分析(
;5?5@!文库构建及测序!分别采用 3 和 @# %0总
W]8进行 W]8,J6R 和 96WB̀,J6R( 用 A*)0.+&S'磁珠
富集聚腺苷化 W]8"应用 3# ''.*>ao/T*3 将 W]8裂
解成 "##Z3## /7的片段( 将 "#Y的 W]8片段设置为
输入组"其余设置为免疫共沉淀组"用 '48抗体进行
免 疫 共 沉 淀( 使 用 gT,:)0)7(*S9 b7H(/+6+ 'W]8
a)LH(HM H̀6N g)7构建文库"文库产物在 ].O(J6R 4###
测序仪上进行测序( 实验重复 % 次(
;5?5D!:&<J和 :9<J的筛选!使用 =(J7jT对原始
数据进行质量分析"并使用 SH)''.'(7)C+ "$,

进行过滤(
通过 d9B工具对数据进行聚类"并对每个子集群进行
多次对齐"以消除偏差和错误( 后续利用 bS8W软件
将测序数据与人基因组 TWT-%F5N"% 进行比对( 使用
Wb6jT+ "F,

评估映射 H6(+J&读长'的分布)覆盖均匀性
和链特异性( 应用 62.'6̀6(e 软件包 + "E,

预测高强度

和高分辨率的 '48峰"并应用 L6+7..*J工具进一步注
释( 应用 V.'6H软件进行基序分析"以获得丰富的基
序( 应用 +66NS..*J工具 + 3#,

分析所有转录本各功能区

'48峰的分布"应用 L6+7..*J工具 + 3",
分析相应染色体

上 '48峰的分布(
所有在基因组中注释基因的数据由 K6(7IH6T.I/7J

计算"以 Ẁ g9值作为基因表达的一个度量( Ẁ g9k

某个样本 '(NN)/0到特定基因外显子上的所有 H6(+J
某个样本的所有 H6(+J总和&百万'n某个基因的长度& eL'

(

其中"Ẁ g9为每千个碱基的转录每百万映射读取的

H6(+J*'(NN)/0法用于评估基因组组装质量*H6(+J指的
是测序仪单次测序所得到的碱基序列( 采用 6+06W软
件包

+ 33,
以样本中同一个基因表达水平的变化倍数

&K.*+ C-(/06"=T' p"X@ 且 O值m#X#@ 筛选 :&<J和
:9<J(
;5?5E!:&<J和 :9<J的富集分析和图形制作!使用
A')CJ-(H6工具& -77NJ#>>PPPX.')CJ-(H6XC.'>'进行基
因本体论&06/6./7.*.0M"<A'和京都基因和基因组百
科全书 & gM.7.&/CMC*.N6+)(.K<6/6J(/+ <6/.'6J"
g&<<' 分析"以确定 :&<J和 :9<J的富集路径"
Om#X#@ 为明显富集( 通过输入每个样本的所有读数
得到主成分分析图和散点图(
;5?5H!实时荧光定量 T̀W检测差异基因 'W]8表达
水平!将细胞接种至 4 孔板中"调整细胞密度为 @n
"#@
个>孔"对细胞进行分组处理"培养 $3 - 后"收集各

组细胞"使用 SH)Q.*提取 W]8"使用逆转录试剂盒合成
C:]8"并使用带有 S_<H66/ 试剂的 b76NA/6̀*IJ̀ TW
系统检测硫酸软骨素蛋白多糖 @ &C-./+H.)7)/ JI*K(76
NH.76.0*MC(/ @" Tb <̀@ ') 锌指蛋白 ?F? & Q)/CK)/06H
NH.76)/ ?F?"o]=?F?')视黄醇结合蛋白 " 型 &H67)/.*
L)/+)/0NH.76)/ ""W_̀ "''W]8水平( 各基因引物见
表 ""由河南尚亚生物技术有限公司合成( T̀W反应
条件#E@ q预变性 @ ')/*E@ q变性 %# J"4# q退火
%# J"$3 q延伸 %# J"共 ?# 个循环*4# q延长 @ ')/(
以甘油醛,%,磷酸脱氢酶 & 0*MC6H(*+6-M+6,%,N-.JN-(76
+6-M+H.06/(J6"<8̀ :V'为内参基因"采用 3[**T7

法计

算靶基因 'W]8的相对表达量( 实验重复 % 次(

表 ;8目的基因 GFK引物序列
L*73,;8G.&5,.%,M$,'#,%2".GFK

基因 引物序列&@U,%U'
;BO<P 正向#<ST8<S<S<T<8TTSTSSTT

反向#TT8<8S<S8<STTS<T<S<S
(:RSTS 正向#T8T8T8TTS<<SSSTTST88<

反向#<<SS8T8SST8T88<T8<ST8TS
Q7OC 正向#<S8TS<<88<8S<SS<<ST88T

反向#<8S<8ST8S8S<<ST8TT<STT
<AO-. 正向#<<S<S<88TT8S<8<88<S8S<8

反向#<8<STTSSTT8T<8S8TT888<
!注# T̀W#聚合酶链式反应*Tb <̀@#硫酸软骨素蛋白多糖 @*o]=?F?#
锌指蛋白 ?F?*W_̀ "#视黄醇结合蛋白 " 型*<8̀ :V#甘油醛,%,磷酸脱
氢酶

! ].76# T̀W# N.*M'6H(J6 C-()/ H6(C7)./* Tb <̀@# C-./+H.)7)/ JI*K(76
NH.76.0*MC(/ @* o]=?F?# Q)/CK)/06HNH.76)/ ?F?* W_̀ "# H67)/.*L)/+)/0
NH.76)/ "*<8̀ :V#0*MC6H(*+6-M+6,%,N-.JN-(76+6-M+H.06/(J6

;5@!统计学方法
采用 b b̀b 3%X# 统计学软件进行统计分析"采用

<H(N-N(+ H̀)J'EX#软件绘制图表(计量数据资料经

!#"?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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图 ;8重组人 =,FG? 蛋白诱导 KGB细胞中 >BC%分析!83:&<J火山图!蓝点表示表达下调的基因"灰点表示表达无差异的基因"红点表示表
达上调的基因!_3:&<J热图!红色表示高表达基因"蓝色表示低表达基因!T3:&<J的 <A富集分析!:3:&<J的 g&<<富集分析!圆点大小
表示基因富集的数量"圆点颜色表示基因富集程度!=T3变化倍数*96T̀ 33甲基 TN<结合蛋白 3*&T93细胞外基质* B̀%g3磷脂酰肌醇 % 激酶*
8gS3蛋白激酶 _
!&($.,;8BN0.,%%&"'*'*31%&%"2>BC%&'KGB#,33%&'-$#,-71 .,#"57&'*'+/$5*'=,FG? 0."+,&'!83;.*C(/.N*.7.K:&<J!_*I6+.7J)/+)C(76+
+.P/,H60I*(76+ 06/6J5<H(M+.7J)/+)C(76+ 06/6JP)7- I/+)KK6H6/7)(76+ 62NH6JJ)./5W6+ +.7J)/+)C(76+ IN,H60I*(76+ 06/6J!_3V6(7'(N .K:&<J!W6+ C.*.H
)/+)C(76+ -)0-*M62NH6JJ6+ 06/6J(/+ L*I6C.*.H)/+)C(76+ *.P*M62NH6JJ6+ 06/6J!T3<A6/H)C-'6/7(/(*MJ)J.K:&<J!:3g&<<6/H)C-'6/7(/(*MJ)J.K
:&<J!:.7J)Q6)/+)C(76+ 7-6/I'L6H.K06/6J6/H)C-6+"(/+ +.7C.*.H)/+)C(76+ 7-6+60H66.K06/66/H)C-'6/7!=T3K.*+ C-(/06*96T̀ 33'67-M*,TN<
L)/+)/0NH.76)/J3*&T93627H(C6**I*(H'(7H)2* B̀%g3 -̀.JN-(7)+M*)/.J)7.*,?"@,L)JN-.JN-(76%,e)/(J6*8gS3NH.76)/ e)/(J6_

b-(N)H.,G)*e 检验证实呈正态分布"以 Jr9表示( 正常
对照组与 96T̀ 3 组间各计量资料差异比较采用独立
样本 2检验( Om#X#@ 为差异有统计学意义(

?8结果

?5;!W]8,J6R 的 :&<J富集分析
共鉴定出 "## 个 :&<J"其中与正常对照组比

较"96T̀ 3 组 3? 个基因表达增加"$4 个基因表达
减少&图 "8' ( 热图分析显示"在正常对照组以及

96T̀ 3 组中"% 个重复样本的基因表达差异具有一
致性&图 "_' ( <A分析显示":&<J主要与细胞分
裂)细胞黏附)生物调节)细胞外基质组织和结构成
分有关&图 "T' ( g&<<分析显示":&<J主要参与
焦点黏附)细胞外基质 &627H(C6**I*(H'(7H)2"&T9' [

受体相互作用)蛋白消化吸收)98̀ g信号通路和
磷脂酰肌醇 % 激酶>蛋白激酶 _& N-.JN-(7)+M*)/.J)7.*
% e)/(J6>NH.76)/ e)/(J6_" B̀%g,8e7' 信 号 通 路
&图 ":' (

!""?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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峰
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目
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数
目
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图 ?8正常对照组和 =,FG? 组 KGB细胞中 5H6整体修饰模式!83正常对照组和 96T̀ 3 组中 '48甲基
化修饰基因的 ;6// 图!_3正常对照组和 96T̀ 3 组中保守的 '48共有基序!T3'48甲基化在转录本不
同位点的分布!:3基因各功能区中 '48峰的分布情况!&3'48甲基化在不同染色体转录本中的分布!
96T̀ 33甲基 TN<结合蛋白 3*'483]4,甲基腺嘌呤*dSW3非翻译区*T:b3编码序列*/C:]8,S3非编码 :]8
的转录本*9S3线粒体染色体
!&($.,?8I),.*335"-&2&#*+&"'0*++,.'"25H6 &'KGB#,33%"2'".5*3#"'+."3*'-=,FG? (."$0%!
83;6// (/(*MJ)J.K'48'67-M*(7)./,'.+)K)6+ 06/6J)/ /.H'(*C./7H.*(/+ 96T̀ 3 0H.INJ!_3T./J6HO6+ '48
C.''./ '.7)KJ)/ /.H'(*C./7H.*(/+ 96T̀ 3 0H.INJ!T3:)J7H)LI7)./ .K'48'67-M*(7)./ (7+)KK6H6/7J)76J)/ 7-6
7H(/JCH)N7!:3:)J7H)LI7)./ .K'48N6(eJ)/ 6(C- KI/C7)./(*H60)./ .K06/6J!&3:)J7H)LI7)./ .K'48'67-M*(7)./ )/
7H(/JCH)N7J./ +)KK6H6/7C-H.'.J.'6J!96T̀ 33'67-M*,TN< L)/+)/0NH.76)/J3*'483]4,'67-M*(+6/.J)/6*dSW3
I/7H(/J*(76+ H60)./*T:b3C.+)/0J6RI6/C6*/C:]8,S37H(/JCH)N7J.K/./C.+)/0:]8*9S3')7.C-./+H)(*C-H.'.J.'6

?5?!各组 Ẁ &细胞中 '48修饰模式
注释峰后"正常对照组和 96T̀ 3 组分别有 $ 434

和 F ##4 个基因发生 '48甲基化"其中 $ %4# 个基因
发生交集&图 38'( '48甲基化经常发生在 WW8TV
基序中&图 3_'(

正常对照组和 96T̀ 3 组的 '48甲基化富集于转
录本的 T:b)内含子和 % U,非翻译区 & % U,I/7H(J*(76+
H60)./" % UdSW'" 其 甲 基 化 比 例 分 别 为 3%X43Y>
33X3$Y)?FX@%Y>?FX%@Y和 3%X44Y>3@X3FY&图 3T"
:'( 通过计算 Ẁ &细胞中 '48峰的数量"发现 '48
修饰发生来自每个染色体的转录本中&图 3&'(
?5@!'4896WB̀,J6R 的 :9<J富集分析

:9<J分析发现只有 @ 个基因含有高甲基化峰"
$ ?%E 个基因含有低甲基化峰 &图 %8'( 每个染色体

上均分布有 :9<J"其中 " 号染色体有 $$4 个 :9<J"f
染色体上有 ? 个 :9<J&图 %_'(

<A富集分析显示":9<J与代谢过程和细胞结构
有关&图 %T'( g&<<分析显示":9<J主要富集于细
胞代谢)W]8加工途径&包括剪接体和 W]8转运')凋
亡)肌动蛋白细胞骨架调控以及 B̀%g,8e7)'SAW)
98̀ g和 89̀ g的信号通路 &图 %:' ( 具有高甲基
化峰 的 ? 个基因分别为 G<QC) ;.:K) (:RECC 和
;O!A:GC"具有低甲基化峰的前 ? 个基因分别为
;B]F)]:Q;L;);-FKD 和 (:RKDK&表 %'"这些基因参
与细胞增殖迁移

+ 3%, )细胞生长调控 + 3?, )细胞凋亡 + 3@, )
转录调控(
?5D!各组 ;BO<P)(:RSTS 和 Q7OC 基因相对表达量
比较

:&<J与 :9<J筛选出
交 集 的 基 因 有 ;BO<P)
(:RSTS 和Q7OC&表 ?'"其
'W]8水平均下调" '48
甲基化均降低( 实时荧光
定 量 T̀W 检 测 证 实"
96T̀ 3 组 ;BO<P) (:RSTS
和 Q7OC 'W]8相对表达
量均明显低于正常对照组"
差异均有统计学意义 &2k
$XFF@)$X4"%)$X%?@"均 Om
#X#"'&表 @'(

@8讨论

'48是真核生物中丰
富的 'W]8修饰方式"参
与 Ẁ &细胞许多生理和病
理过 程" 并 对 Ẁ &细 胞
&9S 过 程 至 关 重

要
+ "@"34[3$, ( 96T̀ 3 也被证

明参与 Ẁ &细胞 &9S和
纤维化的形成过程

+ "#, "本
课题组前期通过形态学实

验发现重组蛋白 96T̀ 3 处
理 Ẁ &细胞后"使得细胞
形态转变为纺锤形或不规

则三角形"具有间质细胞特
征( 为了研究 Ẁ &细胞中
'48甲基化和 96T̀ 3 之
间的联系"本研究对96T̀ 3

!3"?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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图 @8重组人 =,FG? 蛋白诱导 KGB细胞中 >=C%分析!8子:9<J火山图!蓝点表示表达下调的甲基化峰基因"灰点表示表达无差异的甲基化
峰基因"红点表示表达上调的甲基化峰基因!_子:9<J在不同染色体上的分布!T子:9<J的 <A富集分析!:子:9<J的 g&<<富集分析!=T子变
化倍数*&HL_子表皮生长因子受体*S<=子转化生长因子*8<&子晚期糖基化终末产物*W8<&子糖基化终末产物受体
!&($.,@8BN0.,%%&"'*'*31%&%"2>=C%&'KGB#,33%&'-$#,-71 .,#"57&'*'+/$5*'=,FG? 0."+,&'!8子;.*C(/.N*.7.K:9<J!_*I6+.7J)/+)C(76+
+.P/,H60I*(76+ '67-M*(7)./ N6(e 06/6J5<H(M+.7J)/+)C(76+ '67-M*(7)./ N6(e 06/6JP)7- I/+)KK6H6/7)(76+ 62NH6JJ)./5W6+ +.7J)/+)C(76+ IN,H60I*(76+
'67-M*(7)./ N6(e 06/6J!_子:)J7H)LI7)./ .K:9<J./ +)KK6H6/7C-H.'.J.'6J!T子<A6/H)C-'6/7(/(*MJ)J.K:9<J!:子g&<<6/H)C-'6/7(/(*MJ)J.K
:9<J!=T子K.*+ C-(/06*&HL_子6N)+6H'(*0H.P7- K(C7.HH6C6N7.H*S<=子7H(/JK.H')/00H.P7- K(C7.H*8<&子(+O(/C6+ 0*MC(7)./ 6/+ NH.+IC7J*W8<&子H6C6N7.HK.H
0*MC.JM*(76+ 6/+ NH.+IC7J

表 @8具有高甲基化峰和低甲基化峰的前 D 个基因
L*73,@8L"0D (,',%:&+//10,.5,+/13*+&"'*'-/10"5,+/13*+&"'0,*O%

基因 基因描述 染色体 起始 终止 *.03=T O值 注释

G<QC 早期生长反应蛋白 @ "%F?4F#"4 "%F?4F3"4 #X$$% # #X#?F 3 %UdSW

;.:K 嵌合蛋白,3*bV3 结构域超家族*W-.07N(J6激活蛋白结构域 $ 3E?##4$? 3E?##$3? "X%3F % #X##4 4 T:b

(:RECC 锌指蛋白,$""*锌指 T3V3 超家族 c F@3$"4#F F@3$"F%% "X4$? $ #X##? % T:b

;O!A:GC @ 号染色体开放读码框,?3*\.IL6H7综合征相关蛋白 @ %$"F%3$$ %$"F%?3$ 3X#3% 3 #X##% F T:b

;B]F 胱抑素结构域*蛋白酶抑制剂,B3@ 3# 3%43F4@@ 3%43F$%# [?X#44 $ #X##3 F %UdSW

]:Q;L; 三核苷酸重复序列基因 4T蛋白 "$ $F#?E4@F $F#?E$#F [%X?F3 F #X#?F ? /C:]8,S

;-FKD 低密度脂蛋白受体样超家族 "E F%#3"34 F%#3"$4 [%X%3# F #X#"@ " %UdSW

(:RKDK 锌指蛋白,3#3*bT8]结构域*锌指 T3V3 超家族 "" "3%$3@4%F "3%$3@4FF [%X34@ 3 #X#33 4 %UdSW

!注子=T子变化倍数*dSW子非翻译区*T:b子编码序列*/C:]8,S子非编码 :]8的转录本
!].76子=T子K.*+ C-(/06*dSW子I/7H(/J*(76+ H60)./*T:b子C.+)/0J6RI6/C6*/C:]8,S子7H(/JCH)N7J.K/./,C.+)/0:]8

!%"?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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表 D8>BC%与 >=C%交集基因
L*73,D8P'+,.%,#+&"'"2(,',%7,+:,,'>BC%*'->=C%

基因 基因描述 '48甲基化水平 a.03=T&'48' '48位点 'W]8水平 a.03=T&'W]8'

Q7OC 视黄醇结合蛋白," 降低 [#X$E? E T:b 降低 [#X$$# $

;BO<P 硫酸软骨素蛋白多糖,@ 降低 ["XF4E @ T:b 降低 [#X4@E 3

(:RSTS 锌指 T3V3 超家族 降低 ["X@4@ 3 T:b 降低 [#X@FF 4

!注#:&<J#差异表达基因*:9<J#差异甲基化基因*'48#]4,甲基腺嘌呤*=T#变化倍数*W_̀ "#视黄醇结合蛋白 " 型*Tb <̀@#硫酸软骨素蛋白多糖
@*o]=?F?#锌指蛋白 ?F?
!].76#:&<J#+)KK6H6/7)(**M62NH6JJ6+ 06/6J*:9<J#+)KK6H6/7)(**M'67-M*(76+ 06/6J*'48#]4,'67-M*(+6/)/6*=T#K.*+ C-(/06*W_̀ "#H67)/.*,L)/+)/0NH.76)/
7MN6"*Tb <̀@#C-./+H.)7)/ JI*K(76NH.76.0*MC(/ @*o]=?F?#Q)/CK)/06HNH.76)/ ?F?

表 E8? 个组中 !"#$%)&'()*) 和 +,#- 5KQ6相对表达量
比较&.R/'

L*73,E8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"2!"#$%"
&'()*) *'-+,#- 5KQ67,+:,,'+:" (."$0%&.R/'

组别 样本量 ;BO<P (:RSTS Q7OC

正常对照组 % "X###r#X### "X###r#X### "X###r#X###

96T̀ 3 组 % #X$33r#X#@# #X$@$r#X#?@ #XFE?r#X#3#

2值 $XFF@ $X4"% $X%?@

O值 m#X#" m#X#" m#X#"

!注#&独立样本 2检验'!Tb <̀@#硫酸软骨素蛋白多糖 @*o]=?F?#锌
指蛋白 ?F?*W_̀ "#视黄醇结合蛋白 " 型
! ].76# & B/+6N6/+6/7J('N*6J2,76J7' ! Tb <̀@# C-./+H.)7)/ JI*K(76
NH.76.0*MC(/ @* o]=?F?# Q)/CK)/06HNH.76)/ ?F?* W_̀ "# H67)/.*,L)/+)/0
NH.76)/ 7MN6"

诱导的 Ẁ &细胞进行了全转录组 '48修饰分析(
96WB̀,J6R 显示"正常对照组和 96T̀ 3 组分别有
$ 434 和 F ##4 个 '48峰基因"每个染色体的转录本
中都有 '48修饰"与本课题组之前的研究结果一
致

+ "4, ( '48甲基化在转录本不同区域的修饰位点上
是保守的"优先在终止密码子附近和 % UdSW范围
内

+ 3F, ( 此外"%@Y的 '48修饰位于 T:b 区"并通过解
析 'W]8二级结构来调控翻译 + 3E, ( 本研究也发现"
'48修饰在转录本的 T:b)内含子和 %UdSW区域大量
存在"并以终止密码子为中心( 甲基转移酶样蛋白
%,甲基转移酶样蛋白 "? 复合体&'67-M*7H(/JK6H(J6,*)e6
%,'67-M*7H(/JK6H(J6,*)e6"?"9&SSa%,9&SSa"?'可优先
识别哺乳动物细胞中 WW8TV基序的 '48甲基化位
点

+ %#, ( 与此一致"本研究结果也证实了 '48甲基化
主要发生在 Ẁ &细胞的 WW8TV基序( 这些结果表
明"'48甲基化是 Ẁ &细胞中普遍存在的一种保守的
W]8修饰(

在本研究中"96T̀ 3 诱导 Ẁ &细胞后共筛选出
"## 个 :&<J( 富集分析结果显示":&<J参与 &T9,受
体相互作用)98̀ g信号通路和 B̀%g,8e7信号转导通
路( &T9,受体相互作用与 Ẁ &的 &9S过程密切相
关"对细胞的生长)分化)迁移和存活起着重要作

用
+ %"[%3, ( B̀%g>8e7信号通路介导细胞周期)细胞生

长)凋亡)代谢)血管生成)迁移)分化和 &9S+ %%[%?, ( 在
Ẁ &细胞 &9S过程中"参与 ;̀W过程的细胞因子可
以结合并刺激 SMH上跨膜受体的磷酸化"进而通过
B̀%g>8e7通路)&Wg>98̀ g通路和 N%F>98̀ g通路
参与&9S的发生 + %@[%4, ( 这些信号通路均与 ;̀W的发
展有关(

本研究发现"$ ??? 个 :9<J中只有 @ 个基因&占
#X#$Y''48高甲基化"其余均为 '48低甲基化(
g&<<分析发现":9<J在紧密连接)焦点黏附和肌动
蛋白细胞骨架调控中富集"分别影响上皮细胞极性)细
胞迁移和细胞稳态等

+ %$[%E, ( :9<J富集通路还包括
'SAW信号通路)&HL_信号通路)89̀ g信号通路)
].7C- 信号通路)S<=,(信号通路) @̀% 信号通路)
8<&,W8<&信号通路和 98̀ g信号通路等( 'SAW

信号通路可以改变蛋白激酶 T磷酸化水平和直接磷
酸化激活 8e7来参与 &9S的调控 + ?#, ( 在 ;̀W过程
中"S<=,(与其受体结合激活 B̀%g"导致 8e7磷酸化"

抑制糖原合成酶激酶 %"促进 Ẁ &细胞的 &9S+ ?"[?3, (
].7C- 信号通路可能参与了 Ẁ &细胞迁移和增殖的调
控

+ ?%[??, ( G(/0等 + ?@,
研究发现"].7C- 信号可通过改

变 S<=,(>b'(+ 信号通路介导大鼠肝纤维化形成(
@̀% 信号通路也与 &9S过程相关"野生型 N@% 负向调
控 &9S的启动和转移"而突变型 N@% 促进肿瘤细胞
&9S+ ?4, ( 本研究结果表明"Ẁ &细胞中 '48甲基化
和 &9S之间存在潜在的关系(

Ẁ &细胞的 &9S过程在视网膜疾病"如 ;̀W)新
生血管性年龄相关性黄斑病变和增生性糖尿病视网膜

病变的发病机制中起重要作用
+ ?$[?E, ( Ẁ &细胞的

&9S机制已经被广泛研究"然而"Ẁ &细胞 &9S的表
观遗传调控"尤其是 W]8修饰在很大程度上仍然未
知( 在本研究中"重组人 96T̀ 3 处理 Ẁ &细胞后 3

个 &9S相关基因 ;BO<P 和 Q7OC 的 '48甲基化水平
降低( 然而"'48是否调控 96T̀ 3 诱导的 &9S相关

!?"?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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基因的表达"'48对 96T̀ 3 诱导 &9S相关基因的调
控是发生在转录前还是转录后"以及 '48是否参与调
节 &9S相关基因 W]8的稳定性及翻译水平等"仍有
待后续的研究探索( 未来需进一步关注低 '48修饰
对 96T̀ 3 诱导的 &9S相关基因和蛋白水平变化的影
响"以寻找 ;̀W等 &9S相关视网膜疾病新的治疗
靶点(

综上"本研究提供了重组人 96T̀ 3 蛋白处理 Ẁ &
细胞后 '48修饰谱*进一步的关联分析发现" 3 个
&9S相关基因 ;BO<P 和 Q7OC 在 '48甲基化水平和
'W]8水平上均发生了改变"表明这 3 个基因可能是
96T̀ 3 蛋白调控 &9S过程中 '48甲基化的靶基因(
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S<=,(3 )/ 8Ẁ &,"E C6**J+\>Aa,5=H./7_).JC)& a(/+'(He &+ ' "
3#3%"3F& $' i"?F+ 3#3%[#F[3",5-77N#>>PPP5/CL)5/*'5/)-50.O>
NIL'6+>%$@3@E#E5:AB#"#5%"#F%>D5KL*3F#$"?F5

+"$,_.*06H89"a.-J69"dJ(+6*_5SH)''.'(7)C#(K*62)L*67H)''6HK.H
B**I')/(J6RI6/C6+(7(+\,5_).)/K.H'(7)CJ"3#"?"%#&"@' i3""?[3"3#5
:AB#"#5"#E%>L).)/K.H'(7)CJ>L7I"$#5

+"F,G(/0a" G(/0 b" a)G5Wb6jT# RI(*)7M C./7H.*.KW]8,J6R
62N6H)'6/7J+\,5_).)/K.H'(7)CJ"3#"3"3F& "4' i3"F?[3"F@5:AB#"#5
"#E%>L).)/K.H'(7)CJ>L7J%@45

+"E,96/0\"aI o"a)I V"67(*58NH.7.C.*K.HW]8'67-M*(7)./ +)KK6H6/7)(*
(/(*MJ)JP)7- 96WB̀,b6R +(7((/+ 62.'6̀6(e W>_).C./+IC7.HN(Ce(06
+\,5967-.+J"3#"?"4E&%' i3$?[3F"5:AB#"#5"#"4>D5M'67-53#"?5
#45##F5

+3#,W('sH6Q=":t/+(H=":)6-*b"67(*5+66NS..*J#(K*62)L*6N*(7K.H'K.H
62N*.H)/0+66N,J6RI6/C)/0+(7(+\,5]IC*6)C8C)+JW6J"3#"?"?3&G6L
b6HO6H)JJI6' iG"F$["E"5:AB#"#5"#E%>/(H>0eI%4@5

+3",jI)/*(/ 8W5_&:S..*J#7-6bP)JJ,(H'M7..*K.H06/.'6K6(7IH6(/(*MJ)J
+\,5TIHH H̀.7.C_).)/K.H'(7)CJ" 3#"?" ?$ i""5"35"[%?5:AB# "#5
"##3>#?$"3@#E@%5L)"""3J?$5

+33,W.L)/J./ 9:"9CT(H7-M:\"b'M7- <g56+06W#(_).C./+IC7.HN(Ce(06
K.H+)KK6H6/7)(*62NH6JJ)./ (/(*MJ)J.K+)0)7(*06/662NH6JJ)./ +(7(+\,5
_).)/K.H'(7)CJ"3#"#"34&"' i"%E["?#5:AB#"#5"#E%>L).)/K.H'(7)CJ>
L7N4"45

+3%,T-6/ 9"a)/ GW"aI TV"67(*5T-)'6H)/ 3 06/67)CN.*M'.HN-)J'J(H6
(JJ.C)(76+ P)7- /./,NH.*)K6H(7)O6+)(L67)CH67)/.N(7-M)/ S()P(/6J67MN6
3 +)(L67)CN(7)6/7J+ \,5\:)(L676JT.'N*)C(7)./J" 3#"?" 3F & ? ' i
?4#[?4%5:AB#"#5"#"4>D5D+)(C.'N53#"?5#?5##E5

+3?,])G" 6̀H6Q88"bC-H6)/6Hb"67(*5T-(H(C76H)Q(7)./ .K7-6o=cK(')*M
.K7H(/JCH)N7)./ K(C7.HJ7-(7L)/+ +.P/J7H6(' .K7-6J7(H7J)76.KTN<
)J*(/+ NH.'.76HJ+\,5]IC*6)C8C)+JW6J"3#3#"?F& ""' i@EF4[4###5
:AB#"#5"#E%>/(H>0e((%F?5

+3@,9I-(/-(*):"o-()S"\)(/0\"67(*5a./0/./,C.+)/0(/7)J6/J6W]8
S]WT4T,8b" )J(C7)O(76+ )/ N(N)**(HM7-MH.)+ C(/C6H(/+ NH.'.76J
C(/C6HNH.0H6JJ)./ LMJINNH6JJ)/0S]WT4T62NH6JJ)./ +\>Aa,5=H./7

!@"?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

&/+.CH)/.*&a(IJ(//6' "3#"F"E i%4# + 3#3%[#$[#E,5-77N#>>PPP5
/CL)5/*'5/)-50.O>NIL'6+>%##%F@E$5:AB# "#5%%FE>K6/+.53#"F5
##%4#5

+34,T-6/ c"G(/0f"G(/0\]"67(*5'48'.+)K)C(7)./ .KC)HCb &̀TT"
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