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与ＤＮＭＴ１相互调控的分子机制。

【方法】　培养ＴＨＰ１单核源性泡沫细胞，油红Ｏ染色鉴定；生物信息学预测调控ＤＮＭＴ１的特异性ｍｉＲＮＡ；

运用ｑＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测不同浓度Ｈｃｙ（０、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／Ｌ）及１００ｍｏｌ／ＬＨｃｙ＋叶酸＋维生素

Ｂ１２（Ｈ＋Ｆ＋Ｖ）干预泡沫细胞后，ｍｉＲ１４８ａ和ＤＮＭＴ１的表达。使用慢病毒ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分别过表

达和抑制ｍｉＲ１４８ａ，检测其对ＤＮＭＴ１表达的影响；针对ｍｉＲ１４８ａ与ＤＮＭＴ１特异性结合的碱基位点，构建野生

型（Ｗｔ）和突变型（Ｍｕｔ）的３’ＵＴＲ荧光素酶报告质粒，与ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃ共转染，运用双荧光素酶报告基因检测

系统检测ＤＮＭＴ１荧光素酶活性。采用胆固醇检测试剂盒分析ｍｉＲ１４８ａ过表达或抑制后对细胞内胆固醇含量的

影响。用１００ｍｏｌ／ＬＨｃｙ干预泡沫细胞，通过甲基化特异性ＰＣＲ（ｎＭＳＰＣＲ）检测ｍｉＲ１４８ａ启动子区甲基化改变，

同时构建ＤＮＭＴ１重组质粒并感染泡沫细胞，检测ＤＮＭＴ１过表达后ｍｉＲ１４８ａ启动子区ＤＮＡ甲基化变化。

【结果】　分析提示调控ＤＮＭＴ１的特异性 ｍｉＲＮＡ为 ｍｉＲ１４８ａ；不同浓度 Ｈｃｙ干预泡沫细胞后，ＤＮＭＴ１表

达降低，ｍｉＲ１４８ａ表达升高，以１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组改变最为明显，差异均有显著性（犘＜０．０５）；给予１００μｍｏｌ／Ｌ

Ｈｃｙ＋叶酸＋维生素Ｂ１２后上述情况改善（犘＜０．０５）。过表达 ｍｉＲ１４８ａ后ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ和蛋白水平明显下

降，而抑制ｍｉＲ１４８ａ后ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ和蛋白水平明显升高，差异均有显著性（犘＜０．０５）。将 ＷｔＤＮＭＴ１３’

ＵＴＲ荧光素酶报告质粒与ｍｉＲ１４８ａ共转染，荧光素酶活性显著下降（犘＜０．０５）；将 ＭｕｔＤＮＭＴ１３＇ＵＴＲ荧光素酶

报告质粒与ｍｉＲ１４８ａ共转染，荧光素酶活性无明显改变。提示ｍｉＲ１４８ａ可能通过与ＤＮＭＴ１的 ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ

碱基ＵＧＣＡＣＵＧ发生互补配对结合，从而靶向抑制其表达。过表达 ｍｉＲ１４８ａ后，细胞内总胆固醇和游离胆固醇

含量明显增加；沉默ｍｉＲ１４８ａ后，细胞内总胆固醇和游离胆固醇含量明显降低（犘均＜０．０５）；而细胞内胆固醇酯

含量无明显变化。给予１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ干预泡沫细胞后，ｍｉＲ１４８ａ甲基化呈显著下降趋势；给予叶酸＋维生素

Ｂ１２干预后，ｍｉＲ１４８ａ甲基化水平较 Ｈｃｙ显著升高（犘均＜０．０５）。过表达ＤＮＭＴ１后，ｍｉＲ１４８ａ启动子区ＤＮＡ

甲基化水平升高（犘＜０．０５）。

【结论】　ｍｉＲ１４８ａ是ＤＮＭＴ１的特异性ｍｉＲＮＡ，其可能通过直接与ＤＮＭＴ１３’ＵＴＲ部分碱基序列 ＵＧＣＡ

ＣＵＧ发生互补配对结合影响ＤＮＭＴ１表达；ｍｉＲ１４８ａ可通过增加泡沫细胞内总胆固醇和游离胆固醇含量参与

Ｈｃｙ致泡沫细胞的形成过程；ＤＮＭＴ１在ｍｉＲ１４８ａ启动子区甲基化过程中发挥重要作用。

　　关键词：关键词：ＭｉＲ１４８ａ；ＤＮＭＴ１；同型半胱氨酸；泡沫细胞
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　　【目的】　探讨ＥＲＯ１αＤＮＡ甲基化和组蛋白甲基化相互作用调控ＥＲＯ１α基因表达介导同型半胱氨酸致肝脏

脂代谢紊乱的分子机制。

【方法】　建立ａｐｏＥ／小鼠 ＨＨｃｙ模型，分为对照组、ＡｐｏＥ／对照组、ＨＨｃｙ组和干预组。检测肝脏脂质沉积

情况、ＴＣ、ＴＧ及ＤＮＭＴ１含量、ＥＲＯ１α及Ｇ９ａ的表达；ｎｔＭＳＰＣＲ法检测ＥＲＯ１αＤＮＡ甲基化改变；ＣＨＩＰｑＰＣＲ

法检测 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２含量；不同 Ｈｃｙ刺激 ＨＬ７７０２肝细胞，验证ＥＲＯ１α表达及甲基化程度；构建ＥＲＯ１α和ＤＮＭＴ１

的重组表达及沉默载体，检测肝细胞内ＴＣ和ＴＧ含量变化；ＡＺＣ及Ｂｉｘ０１２９４干预细胞后，分别检测 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２表

达及ＥＲＯ１α甲基化水平。

【结果】　ＨＨｃｙ组小鼠肝脏脂质面积和血脂水平显著高于对照组，ＴＣ、ＴＧ与其血清 Ｈｃｙ水平呈正相关。与

对照组相比，各组中ＥＲＯ１α的表达下降，与 ＨＨｃｙ组相比，干预组中ＥＲＯ１α表达升高，均与蛋白检测结果趋势一
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致；ＨＨｃｙ组ＤＮＭＴ１及Ｇ９ａ表达显著高于对照组，ＨＨｃｙ组中ＥＲＯ１α甲基化水平及Ｈ３Ｋ９ｍｅ２显著高于对照组。

各组中ＥＲＯ１α的表达逐渐下降，与Ｈｃｙ呈浓度依赖关系；其中，与１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组比较，叶酸组中ＥＲＯ１α的表

达升高，差异有统计学意义。分别过表达和沉默ＥＲＯ１α并以 Ｈｃｙ作用后，与对照组相比，ＥＲＯ１α过表达组ＴＣ和

ＴＧ分别下降４８．５％和３８．１％，沉默组分别增加３９．３％和４６．４％。分别过表达和沉默ＤＮＭＴ１，结果显示，与对照

组比较，过表达ＤＮＭＴ１后ＥＲＯ１α甲基化水平增加１５．９％，沉默组则下降５５．９％，差异均有显著性。ＡＺＣ抑制

ＤＮＭＴ１并以 Ｈｃｙ干预后，抑制剂组与１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组比较，ＥＲＯ１αＤＮＡ甲基化水平降低了５１％，Ｈ３Ｋ９ｍｅ２

水平随之降低；Ｂｉｘ０１２９４干预后，１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ＋Ｂｉｘ０１２９４组与１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组比较 ＥＲＯ１α启动子区

Ｈ３Ｋ９ｍｅ２水平降低，ＥＲＯ１α甲基化水平随之降低。

【结论】　ＨＨｃｙ调控ＥＲＯ１α启动子区ＤＮＡ甲基化，和组蛋白甲基化相互作用导致 ＡｐｏＥ／鼠肝脏脂代谢

紊乱。

　　关键词：高同型半胱氨酸血症；ＥＲＯ１α；ＤＮＡ甲基化；组蛋白甲基化
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　　【目的】　复制氧化性低密度脂蛋白（ｏｘｙｇｅｎｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）诱导人脐静脉内皮细胞（ｈｕ

ｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）损伤模型，建立慢病毒介导的ＬＯＸ１ｓｈＲＮＡ转染 ＨＵＶＥＣ细胞模

型，从ＬＯＸ１／ＮＡＤＰＨ氧化酶／ＲＯＳ信号通路研究维生素Ｅ（ＶｉｔＥ）对ｏｘＬＤＬ诱导的 ＨＵＶＥＣ细胞氧化损伤的保

护作用。

【方法】　以２００μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ与 ＨＵＶＥＣ细胞共孵育２４ｈ，用于复制细胞损伤模型；实验设计分为：正常对

照组、ｏｘＬＤＬ模型组、药物组（２００μｍｏｌ／ＬＶｉｔＥ）；以ＭＴＴ检测细胞存活率，ＤＣＦＨＤＡ检测细胞内ＲＯＳ及蛋白质

印迹法检测ＬＯＸ１、ＮＡＤＰＨ 氧化酶亚基（ｇｐ９１ｐｈｏｘ、ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６７ｐｈｏｘ）蛋白经时改变（３、６、１２、２４ｈ）；ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测２４ｈ后ＬＯＸ１、ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基（ｐ２２ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ、ｒａｃ１）ｍＲＮＡ的表达，采用慢病毒介导的基因

沉默技术抑制 ＬＯＸ１表达４８ｈ后，用ｏｘＬＤＬ诱导２４ｈ，检测 ＬＯＸ１蛋白、ＮＡＤＰＨ 氧化酶亚基（ｐ４７ｐｈｏｘ、

ｐ６７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ）蛋白和ＲＯＳ的含量。采用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分析。

【结果】　与正常组比较，ｏｘＬＤＬ处理后细胞生存率仅为５０．３１％，ＬＯＸ１蛋白伴随细胞氧化损伤在３、６、１２、

２４ｈ表达量显著增加，且在３ｈ和２４ｈ时呈现两个表达高峰（犘＜０．０５），ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基（ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６７ｐｈｏｘ、

ｇｐ９１ｐｈｏｘ）蛋白表达水平在各时间点均显著升高（犘均＜０．０１），２４ｈ达高峰，ＲＯＳ检测结果表明其动态经时改变

在３ｈ和２４ｈ达峰值（犘＜０．０５）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，ＬＯＸ１ｍＲＮＡ及 ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基（ｇｐ９１ｐｈｏｘ、

ｐ２２ｐｈｏｘ、ｒａｃ１）ｍＲＮＡ表达水平显著升高（犘＜０．０１）。慢病毒介导ＬＯＸ１基因沉默后，最佳转染效率为７３．２３％。

ｏｘＬＤＬ诱导２４ｈ后，ＬＯＸ１及ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基（ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ）蛋白表达下调，ＲＯＳ生成量相

应降低。ＶｉｔＥ组下调ＬＯＸ１和ＮＡＤＰＨ氧化酶的ｍＲＮＡ及蛋白质表达并降低ＲＯＳ生成。

【结论】　ｏｘＬＤＬ经ＬＯＸ１／ＮＡＤＰＨ氧化酶／ＲＯＳ通路诱导 ＨＵＶＥＣ细胞损伤。２００μｍｏｌ／Ｌ的ＶｉｔＥ可通过

抑制ＬＯＸ１／ＮＡＤＰＨ氧化酶／ＲＯＳ信号通路的活化而发挥对ｏｘＬＤＬ诱导的 ＨＵＶＥＣ细胞损伤的保护作用。

　　关键词：维生素Ｅ；ｏｘＬＤＬ；ＬＯＸ１／ＮＡＤＰＨ氧化酶／ＲＯＳ；ＬＯＸ１ｓｈＲＮＡ
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