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组蛋 白去乙酰化酶在酒精致小鼠肝细胞损伤中表达的实验研究
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摘要 目 的 研究组蛋 白 去 乙酰化酶 （
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、
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、
８

） ，
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（
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、
５

、
６

、
７

、
９

、
１ ０

） ，

鼠肝细胞损伤 中 的表达情况 。 方法 以 体外培养 的小 鼠正Ｃ ｌ ａｓｓＨＩＨＤＡＣ ｓ （Ｓ ＩＲＴ 丨

￣７） ，

Ｃ ｌａｓｓＩＶＨＤＡＧ ｓ

常肝细胞株 ＡＭＬ １ ２ 为研究对象 ，

ＭＴＴ 法测定不 同浓度 和时 （
ＨＤＡＣ １ １

） ， 目前实验研究大多集 中在第一和第二

间点酒精对 ＡＭ Ｌ １ ２賴 的抑制 作用 ； 流式细胞术检 ｉｉ酒精
家族 。 该研究 旨在探索 ＨＤＡＣ ｓ 第一和第二家族在

对 ＡＭ Ｌ １ ２ 细胞调 亡 的影 响 ； 实 时定 量 ＰＣＲ
＇

法 检测酒 精致
酒精致小 鼠肝细胞 （

ＡＭ Ｌ １ ２
） 损伤 中 的 ｍＲＮＡ 表达

ＡＭＬ １ ２ 细胞损伤 中 ＨＤＡＣ ｓ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 。 结果 酒迪 ｖａ 本 口沐 此

精浓 度 丨 〇〇ｍｍ （ ） 丨／ Ｌ 刺 激 ２４ｈ
，ＡＭＬ １ ２ 细 胞 的 存 活 率 为情 ’ 为 口 －头 允＆仏心路 。

８４％
， 可 以 明 显 抑 制 小 鼠 正 常肝 细 胞 ＡＭ Ｌ １ ２ 的 增殖 （

Ｐ ＜１材料与方法

〇 ． 〇５
） ； 酒精浓度 丨 〇〇ｍｍｏ ｌ／Ｌ 刺激 ２４ｈ

，
ＡＭＬ １ ２ 细胞的 凋亡

率为 １ ６％ ， 可 以增 加 ＡＭ Ｌ １ ２ 细胞 的 凋 亡 （
Ｐ ＜ ０ ． ０５ ） 。 在酒复 ． １ 材料 小鼠正常肝细胞来源的 ＡＭ Ｌ １ ２ 细胞系

精致 ＡＭＵ ２ 细胞损伤 中 ，
ＨＤＡ Ｃ １

、
２

、
３

、
４

、
５

、
６

、
７

、
８ 的 ｍＲＮＡ购 自 美 国 ＡＴＣＣ 细 胞库 ；

ＤＭ ＥＭ 培养 基 购 自 美 国

表达水 平均下降 （
户 ＜ 〇 ． 〇５ ） ，

１＾ 八 ０９ 的 １？ １＾六 表达水平上Ｇ ｉｂｃｏ 公司 ；
无水 乙醇 （ 分析纯 ） 购 自 上海苏懿化学

升 （
户 ＜ ０ ． ０５ ） ，

仙人 （： 丨 ０ 的 ｜１１ １＾ 人 表达 变化差 异无统计学意试剂公 司 ；

ＭＴＴ 粉 、
ＤＭＳＯ 均购 自 美 国 Ｓ ｉ

ｇ
ｍａ 公 司 ；

义 。 结论 在Ｍ精致肝细 胞损 伤 中 ，
Ｈ ＤＡＣｓ 的 表达水平 发凋亡试剂盒购 自 上海 贝 博生物 ；

ＴＲＩｚｏ ｌ
、 寡核苷酸引

生不 同程度 的 变化 ， 提示 和 ＨＤＡ Ｃ ｓ 相关 的 表观修饰 可能参物购 自 美国 Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒｏ
ｇ
ｅｎ 公司 ；

ＳＹＢＲＧｒｅ ｅ ｎＲｅａ卜 ｔ ｉｍｅ

与酒精性肝损伤的发生发展 。

 ＰＣＲＭ ａｓ ｔｅ ｒＭ ｉ ｘ 购 自 日 本 ＴａＫａＲａ 公司 。
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＾
养 ，
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蛋 白 乙醜化酶 （
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１ ２ 培养基吹打配成

 １ｘ １ ０
５

／ｍ ｌ 单细胞悬液 ， 加人 ９６ 孔培养板 ， 每孔 １ ００
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２ ８ 接收 ｜
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＜

安徽 ｆ離药物产业 共撕究院 ， 合肥 誦 ２孔 （ 不含细胞 ） 加入 由 ＨＸＭ
ＤＭ ＥＭ／ Ｆ －

丨 ２ 培养基和
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硕 丨 ：研究生 ； １ ００

 １

Ｘ １ 完全 ＤＭＥＭ 培养液组成的复合液 ， 用 于 ＭＴＴ
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１ ２

、
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、
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５
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培养 ４ｈ 后 ， 去上清液 ， 加人 １ ５ ０
 （

Ｊｌ ｌＤＭＳＯ
，在摇床上

表 １ 实 时定量 ＰＣＲ ｍ ＲＮＡ 引 物序 列


振动摇匀 ， 在酶标仪 ４９０ｎｍ 波长下测定各孔的吸光＿

名 不尔侧謂 （
５

’

３

，

）

度 （
ａｈｓｏ ｒｂ ａｎｃ ｅ

，

Ａ
） 值。 头验重 夏 ３ 次 。 ｆｅ ：下式 ）

？十算
ｌ ｛

 ：ＣＴｒａｗ？
．

ｍ

肝细胞的存活率 ： 存活率 （
％

）

＝
（实验组Ａ４９０ ？

－

空ＨＤＡＣ２ ！

？

＇

：
ＴＧＡＣＡＡＡＣＣ ＡＧＡＡＣＡＣＴＣＧＡＧＡＡＴＡ

白 对 照 组Ａ ４９０ ？？） 

／
（ 对 照组Ａ＿  ？ｍ

－ 空 白 对 照组 Ｋ
： 
ＧＡＡＴＡＧＣＴＴＧＣＡｒｍ Ａ ＡＣＡＣＣ ＡＧ

Ｕ
Ｘ １ ００％ 。 以此来确定损伤

ＡＭ Ｌ １ ２细胞的 乙
Ｈ Ｉ ） ＡＣ ３ Ｉ

＇

＇

：

ａｇｃ ｃｔｔａ ａｔｇ （ ：ｃ ｉｔｃ ａ ａ ｃ （ ；ｔ （ ； ？ ；

４９０  ｎ ｍ  ｙ Ｒ
 ： 

ＴＣＡＴＴＧＡＣＡＴＡＧＣＡＧＡＡＧＣ ＣＡＧＡＧＧ

醇浓度 。 Ｈ Ｄ Ａ Ｃ４Ｆ
 ： 
ＧＣＧ Ａ ＧＣ ＡＣＡＣＡＧＧＴＧ Ａ Ａ Ｇ ＡＴＧＡ ＡＧ

１ ． ３ ． ３流式 细 胞 术检 测 酒 精对 小 鼠 正 常 肝 细 胞 Ｋ
： 
Ａ ＧＡＣ （ＸＧＧＴＧ （ ；ＴＴＧＴＡ （ ；Ｇ ＡＧＧ

ＡＭ Ｌ １ ２ 凋 亡 的 影 响 对处于对数生长期 的 ＡＭ Ｌ Ｉ ２
Ｈ ＤＡＣ５Ｆ

：
ＧＡＧＣ ＡＴＧＡ ＡＧＡＧＣＣＣＣ Ａ Ｃ ＡＧＡＣ

Ｋ
： 

ＴＣＡＣＡＣＴＴＧＣＣＧＡＧＣ ＡＧＡ ＣＣＡＧ

细胞 ， 实验组给予 １ ００酒精刺激
２４ｈ

， 对照Ｈ Ｄ Ａ Ｃ６Ｋ
：

ＴＧＧＴＧＴＴＡＴＧＴＣＴＧＴＣ Ａ ＧＧＣＴＴＡ

组则不加任何刺激 ，
２４ｈ 后 ， 用胰酶消 化细胞 ， 并离 Ｋ

：

ＧＣＡＧＴＧＴＧＧＴＣＴＧＧＧ Ａ
’

ＩＴＴＡＧＴ

心收集细胞 （
２？ ８Ｔ

，

２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ离心５ｍ ｉ ｎ
） ， 用

１  丨 ＤＡＣ７Ｋ
：

ＴＣＣ Ａ Ｃ Ａ ＡＣＣＣ Ａ ＧＴＣｒｒｃＣＣＣ Ａ

ｌ ｛
 ： 
ＧＣＡＴＣＡ ＣＣＧＡ ＧＴＣＡＴＡ （ ； ＡＣＣＡＧＣ

冷
ＰＢ Ｓ

洗漆细胞两次 （
２？ ８ｔ

，

２０００ｒ／ｍ ｉｎ离 心５Ｈ Ｄ ＡＣ８Ｖ
：
ＣＴＧＡ

ｒ

ｒＴＧＡＣＧＧＧＡＡＧＴＣＴＡＡＡ ＧＴＡ Ｇ

ｍ ｉ ｎ
） ，最后一次洗漆应将

ＰＢＳ
尽量吸干 。 用

４００
 （

Ｊｌ ｌ Ｋ
：

ＣＡＧＣＡＴＣ ＡＴＴＧＡＧＡＴＡ Ａ Ｃ ＡＧＡＡ ＡＣ Ｃ

１ＸＡｒｎｉｅｘ ｉ ｎＶ 结合液悬浮细胞 ， 在细胞悬浮液 中加
Ｈ １）Ａ Ｃ９Ｆ

：
ＴＣＣＡ ｒｒＡＣ ＡＣＣＣＴＣ ＡＧＴＣＴＣＣｒｒ ｒ Ｃ ；

． ， ＾
一． Ｒ

：
ＧＣＴＧＣＴＧＧＴＡＴＴＧ

ｒ

ｎＴＣＴＧＣＴＴＣＴＣ ：

入 ５ｐ ｉＡｎ ｎｅ ｘ ｉｎＶ
－

Ｆ ＩＴＣ９色液 ， 轻轻混勻后十 
２？

Ｈ Ｄ Ａ Ｃ １ ０ Ｆ
：
ＴＴＧＴＧ ＡＧＧＣ ＡＴＣＡＧＡＧＧＡ ＡＧＡＧ１ＴＧ

８Ｔ ： 避光条件下孵育１ ５ｎ ｉ ｉ ｎ
Ｑ １ ５ｍ ｉ ｎ后加人 １ ０

 ｊ

ｘ ｌ Ｋ
：
ＧＴＧ Ａ ＡＡＧＧＴＧ ｒＣＣＧＧＧＴＧＡＡＡＧＴ

Ｐ Ｉ 染色液后轻轻混匀于 ２ ？

８ｔ 避光条件下孵育 ５Ｐ
＿

ａｅ ｌ ｉ ｎ Ｋ
：
ＴＧ ＡＧ ＡＧＧＧＡ Ａ ＡＴＣＧＴ （ ；ＣＧＴＧＡＣ

＾ａ吃 — ｔ Ｒ
：
ＧＣＴＣＧＴＴＧＣＣ Ａ ＡＴＡＧＴＧ ＡＴＧＡ ＣＣ

ｍ ｉ ｎ 。 立即用流式细胞仪检测 。 实验重复 ３ 次 。

１ ． ３ ． ４实 时 荧 光 定量 ＰＣ Ｋ 检测 ＨＤ ＡＣ ｓ 第
一 和 第

二 家族 目 的基 因 ｍ ＲＮＡ 的 表＆ 在上述筛选 出 ０］、細 １谓 购嫌他 随嫌祕加 和 作 川

浓度点和时间点下 ，配醇纖 Ａ ＭＬ １ ２議 ， 分别＿ ］ 的不賴长 ，爾对 ＡＭ Ｌ １ ２雜麵 出 明显 的

称为对麵和实验组 ，

ＴＲｋ〇 ｌ
—

步法抽提上述各组
抑制 作 用 （ Ｇｍ ，

＝＝ ｌ ＶＵｗ
＝

细胞总 ＲＮＡ
， 采用 Ｎ Ｄ２０００ 超微量核酸测定仪测定

２６６ ．９ ９７
，

／

】

＜０ ．０５ ） ’ 在酒精浓 以
？

为 １ （ ） （ ）ｍｍｏ ｌ／ Ｌ
， 刺

ＲＮＡ２６０ｍ ｎ 及 ２ ８０ｎｍ 处 Ａ 值 ，
以检测所提取 ＲＮＡ＝

间 为 ２４ｈ 吋 ，

Ａ Ｍ １ 」 ２ 细 胞 的存 活 率 为 ８４％
。

样 品 的纯度和浓度 。 将提取的总 ＲＮＡ 按照 ＴａＫａＲａ １
〇

逆转 录试剂 盒说 明 书逆转录成 ｆＤＮＡ
， 产物于 －

２０ ｜ ０ ０
＊

Ｔ 保存 。 采用荧光定量 ＰＣＲ 仪 ， 以 ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ 为 内 参＿＾ ＊□咖

照进行 ＰＣＲ 扩增 ， 各基 因 引 物序列 见表 １
。 反应条 ８ ０

＿

＿｜ ｜Ｍｆｆｒ＊§ ４ ８ ｈ

件 ：

９ ５ｒ 预变性 
３〇ｓ

，

９ ５丈 变性 ５ｓ
、
６〇ｒ 退火 ３ （ ）ｓ

、 Ｉ ＩＩ ＩＩ Ｉ＿ ｎｉ

６０ｔ 延伸
３０Ｓ

，

４０个循环 ，

６０Ｔ 延伸 １ ０ｍ ｉ ｎ
。 利用｜｜

｜｜ ｜｜ ｜｜ ｜｜ ｜

计算机软件⑩＾＾沾丽以＾ 分析各 反应 的
＿ ４〇

－

｜ ｜｜ ｜Ｉ Ｉｙ｜ ｜

焚光强度 。 巨 的基 因 相对表达 丨童 ＝ 巨 的 基
、

Ｉ ＩＩ ＩＩ ＩＩ ＩＩ ＩＩ ＩＩ Ｉ

因相对定量 ／ 内参相对定量 ， 实验重复 ３ 次 。 ２ 〇
－

＿＿｜ ｜＿＿｜ ｜＿
１ ． ４ 统计学处理 所有结果 以误差线表示 ， 采用 〇

ＬＬＭ１Ｍ１ＭＪＪＩＭ１ＭＬＢ
ＳＰＳＳ １ ７ ． ０ 软件进行分析 ， 多组 间 比较采用单 因 素 ０５ 〇 １ ００ ２ ０ ０ ３ ００４００ ５ ００

方差分析 ，组间 比较采用 ＬＳＤ 检验 。 ｉＷ＆ｍｍｄ ／ ＬＯ

ＳＭ 乙醇对小 鼠正常肝细胞 ＡＭＵ ２ 增殖的影 响
—口 不
 与 

０ｍｍｏ ｌ／ Ｌ比较 ：

＊

厂 ＜ ０ ． ０ ５

２ ． １ 乙醇对小 鼠正常肝细胞 ＡＭＬ １ ２ 增 殖 的影 响

取对数生长細 ＡＭ Ｌ Ｉ ２雜 ， 分别于不剛 日捐
２ ． ２ 乙＿小 鼠正歸養 ＡＭＬ １ ２社 的 影 响

点加人不 同 浓度 的 乙 醇 ， 以 空 白 对照孔 为调零孔 ，

賴数 ’

丨

：

． 长期 的 細 」 ２ 细 胞 ， 实验组给予酒精

ＭＴＴ 法 测 定 Ａ
４９０ ， ， ， ， ，

值 。 当 乙 醇 浓 度 较 低 （
＜５ ０ （

１ （ ）０

，

＿於

：

２４ １０ 刺激 ， 对照 ｆ
ｌ 〖不加 任何刺激 。 与

ｍｍｏ ｌ／Ｌ
） ，作用时间 １２

、
２４

、
４８ｈ 时对 ＡＭＬ １ ２ 细胞均

对照组 比较 ’ 头验组 ＡＭ Ｌ １ ２ 细胞的凋ｔ率明 于
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、 刺激时Ａ

｜ ５
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■
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图 ２ 乙醇对小 鼠正常肝细胞 ＡＭＬ １ ２ 凋亡的影响 丨

’ ’

Ａ
： 对照组 ；

Ｂ
： 实验组 ；

与对照红 Ｉ比较 ：

＊

尸 ＜ 〇 ． ０５ｚ
５

「、． ５
「
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■
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２ ． ３ 酒精性肝损伤细 胞模型 中 ＨＤＡＣｓ 目 的 基 因ｇ

７
． ｜ ｒ

＾
１

ｍＲＮＡ 的表达水 平变化 在酒精性肝损伤细胞模§
卜 ｈ ｇ

＇

型 中 ，

Ｈ ＤＡＣ ｌ

、
２

、
３

、

４
、
５
 ＇
６

、
７

、
８的 ｒ＂ ＫＮＡ表达水平均 〇＝

〇 ＇ °

对讓＊验ｎ

下降 （
Ｐ＜ ０ ． ０５

） ，ＨＤＡＣ９ 的 ｍＲＮＡ 表达水平上升
＾＾图 ３ 酒精性肝损伤细胞模型 中 Ｈ ？ＡＣｓ 目 的基 因

（
／
）

＜  （） ． （ ）５
） ，

Ｈ 丨 ） Ａ Ｃ  １ ０ 的 ｍＫＮＡ 表达与 对照组 比较ｍＲＮ Ａ 表达水平变化

无明显变化 ，
见图 ３

。 八 －

． 丨
：

１＾ （： 丨
、
２

、
３

、
４

、
５

、
６

，

７
、
８

、
９

、
１ ０

； 与对照组 比较 ：

＊

／

，

＜ ０ ． ０ ５

３ 讨论
调控有十分重要的作用 。 而这一过程是在 Ｈ ＡＴ ．ｓ 和

肝脏是 乙醇代谢最主要的器官 ， 大Ｍ 的 乙醇摄Ｈ ＤＡＣ ｓ 的共同调 节下完成 在近些年 的研究
７

中 ，

入可导致肝脏脂质过氧化增加 ， 进而导致肝细胞损Ｈ ＤＡＣ ｓ 对酒精引 起 的肝损伤 以 及酒粘性肝病 的 影

伤 。 同时 ，
乙醇进人机体后 ，

被乙醇脱氢酶等酶类进响越来越瞩 目 。 研究
ｘ  １ １ ）

表 明 ， 捫梢 的摄人 ＂
丨 引 起

一步氧化代谢为 乙醛和 乙 酸盐 ， 进而导致三羧酸循众多肝核和非肝核蛋 ｈ 的 高 乙 酰化 ， 提示和组蛋 白

环障碍和脂肪酸氣化减弱 而影响脂肪代 谢 ， Ｍ终 可乙酰化相关的表观修饰可能参ｈｆ酒粘
：

性肝损伤的

导致肝细胞空泡 变形
５

此外 ， 进人机体 的 乙醇 ＂
丨发生发展 。 本研究通过构 让体外酒精性肝损伤模

间接激活枯否细胞 ，使其分泌大量细胞因子 ， 如肿瘤型
，运用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测酒精性肝损伤细

坏死因子 －

ａ 、 白介素 －

１ 和 白介素 ＊６ 等》 这些细胞 因胞模型 中 Ｈ ＤＡＣ ｓ 的 ｍＲＮＡ 表达情况 。 实验结果显

子的产生也对酒精性肝损伤的形成有重要的意义 ，示 ，
乙 醇 的 摄 人 可 导 致 ＨＤＡＣＣ ｌａｓｓＩ（ＨＤＡＣ １

、

可引起肝细胞进
？步凋亡 、坏死和炎症加重

ｈ

Ｈ ＤＡＣ２
、
ＨＤＡＣ３

、
ＨＤＡＣ８

） ，
ＨＤＡＣＣ ｌａｓｓ ＩＩ（

Ｈ ＤＡＣ４
、

对于含有组蛋 白或不含组蛋 白 的基因可逆的脱ＨＤＡＣ５
、
ＨＤＡＣ６

、
ＨＤＡＣ７

） 的 ｍＲＮＡ 表 达 抑 制 ，

乙 酰化作用是表观修饰 中 的
一种 ， 对于苺 因 表达的Ｈ ＤＡＣＣ ｌａｓｓ ｌ ｌ （

Ｈ ＤＡＣ９
） 的 ⑴ ＲＮ Ａ 表达增加 ， 提４酒
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