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　　［摘要］　目的　揭示妊娠期暴露于糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣｓ）对子代大鼠心脏功能的印迹效应，探索ＧＣｓ对子代

心肌保护性因子的调节作用及其可能机制。方法　构建妊娠后期ＧＣｓ暴露大鼠模型，通过２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）

染色观察子代心肌缺血再灌注损伤后的梗死程度；实时定量ＰＣＲ检测心肌保护因子血清和糖皮质激素调节的蛋白激酶１

（犛犵犽１）、促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）受体２（犆狉犺狉２）、ＣＲＨ家族肽ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ（犝犮狀）和犝犮狀２等基因的表达；蛋白质印迹

分析检测ＳＧＫ１蛋白的表达；亚硫酸氢盐处理后测序确定犛犵犽１基因启动子的甲基化水平。结果　妊娠期ＧＣｓ暴露大鼠子

代出生时和成年后体质量减轻（犘＜０．０１），子代雄性大鼠心肌对缺血再灌注损伤的耐受性下降（犘＜０．０１）；ＳＧＫ１的 ｍＲＮＡ和

蛋白在子代雄性大鼠心肌中的表达降低（犘＜０．０１或犘＜０．０５）；犝犮狀和犝犮狀２在子代雌性大鼠心肌中的表达下降（犘＜０．０５）；

犛犵犽１基因启动子区域存在多个ＣｐＧ岛，且近端ＣｐＧ岛的甲基化水平在妊娠期ＧＣｓ暴露的子代雄性大鼠心肌中升高（犘＜

０．０１）。结论　妊娠期ＧＣｓ暴露可能通过下调心肌保护因子ＳＧＫ１的表达对子代雄性大鼠心肌功能产生印迹效应，而犛犵犽１

基因启动子区域ＣｐＧ岛的高甲基化改变可能是介导ＧＣｓ对犛犵犽１的印迹效应的重要机制。
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ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ犛犵犽１ｐｒｏｍｏｔｅｒ．犚犲狊狌犾狋狊 ＴｈｅｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｔｈｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓｏｆＧＣｓｅｘｐｏｓｅｄｐｒｅｇｎａｎｔｒａｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｉｎｊｅｃｔｅｄｐｒｅｇｎａｎｔｒａｔｓ（犘＜０．０１）．Ｔｈｅｒａｔｉｏｂｅｔｗｅｅｎｉｎｆａｒｃｔｉｏｎａｒｅａａｎｄｒｉｓｋａｒｅａｏｆｈｅａｒｔｓ
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第６期．张治宇，等．妊娠期接触糖皮质激素对子代大鼠心肌血清和糖皮质激素调节的蛋白激酶１表达和心脏功能的印迹效应

ｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＧＫ１ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍａｌｅａｄｕｌｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｈｅａｒｔｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ

ＧＣｓｐｒｅｎａｔａｌｌｙ（犘＜０．０１，犘＜０．０５），ｗｈｅｒｅａｓ犝犮狀ａｎｄ犝犮狀２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｅａｒｔｓｏｆ

ｆｅｍａｌｅａｄｕｌｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｅｘｐｏｓｅｄｔｏＧＣｓｐｒｅｎａｔａｌｌｙ（犘＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｍｕｌｔｉｐｌｅＣｐＧｉｓｌａｎｄｓｉｎ犛犵犽１ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｒｏｘｉｍａｌＣｐＧｉｓｌａｎｄｉｎｔｈｅ犛犵犽１ｐｒｏｍｏｔｅｒｂｅｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｈｅａｒｔｏｆａｄｕｌｔｍａｌｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｅｘｐｏｓｅｄｔｏ

ＧＣｓｄｕｒｉｎｇｌａｔｅｐｒｅｇｎａｎｃｙ（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＧＣｓｅｘｐｏｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｐｒｅｇｎａｎｃｙｃａｎｃａｕｓｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃａｒｄｉａｃ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｍａｌｅａｄｕｌｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｉｎｒａｔｓ，ｐｒｏｂａｂｌｙｖｉａｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＧＫ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｅａｒｔ，ｗｈｉｃｈｉｓｌａｒｇｅｌｙｄｕｅ

ｔｏｔｈｅｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｎ犛犵犽１ｐｒｏｍｏｔｅｒ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ；ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｅｆｆｅｃｔ；ｓｅｒｕｍａｎｄｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ；ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ；ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（６）：６６８６７６］

　　心血管疾病已成为对人类健康威胁最大的一类

疾病。世界卫生组织“全球疾病负担研究”的统计数

字显示，２０１０年缺血性心脏疾病造成近７４０万人死

亡，占全球死亡人数的１３．２％，高居全球主要死亡

原因榜首［１］。与之相应的，近几十年来我国心血管

疾病的发病率和死亡率均呈上升趋势，心血管疾病

死亡者占总死亡人数的百分比由１９５７年的１２．０７％

上升到２００１年的４２．６％
［２］。同样来自世界卫生组

织的预测显示，到２０２０年，缺血性心脏疾病仍将是

全球的首要死亡原因，而我国届时每年因心血管疾

病死亡的人数将有可能达到４００万
［２３］。高血脂、高

盐饮食、吸烟、酗酒等因素都与心血管疾病有关，可

以认为正是这多种后天损伤因素的累积最终导致了

心血管疾病的发生。然而具有遗传倾向的原发性心

血管疾病占所有心血管疾病发病率的比例高达

７５％
［４］，单纯的后天损伤学说无法很好地解释原发

性心血管疾病的发病机制，亟待更深入地研究。

环境因素对心血管系统的影响从生命的最初阶

段就已经开始。生命早期的环境因素不仅对胎儿的

产前发育至关重要，对胎儿出生后机体的结构和功

能也产生着持续性的影响。研究表明，妊娠期母体

接触某种异常因素，如缺氧、营养不良、糖皮质激素

（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ，ＧＣｓ）暴露等，对胎儿的中枢神经

系统、心血管系统、免疫系统以及代谢水平都会产生

一定程度的影响［３］。这种在妊娠期母体接触某种异

常因素导致的某些子代基因表达的永久性改变，称

为印迹效应（ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｅｆｆｅｃｔ），其引发的子代成

年疾病称为胎儿源性的成年疾病（ｆｅｔｕｓｏｒｉｇｉｎａｄｕｌｔ

ｄｉｓｅａｓｅ）
［５］。胚胎时期心血管系统的构成十分特

殊［６］，对各种内外环境的刺激极为敏感。研究发现，

母体妊娠期的慢性缺氧可以减少心肌蛋白激酶Ｃε

（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｅｐｓｉｌｏｎ，ＰＫＣε）的表达，使得子代

大鼠成年后心脏对缺血再灌注损伤的耐受性下

降［７］。而母体禁食所导致的营养不良会增加子代成

年大鼠左心室局部血管紧张素Ⅱ和内皮素Ⅰ的表

达，从而产生冠状动脉血管周围纤维化、心脏扩大和

心肌细胞肥大等一系列心肌重构的表现［８］。

ＧＣｓ是由肾上腺皮质分泌的一种类固醇激素，

对机体代谢、应激反应、神经系统发育以及下丘脑

垂体肾上腺轴等起着重要的调节作用。作为一种

典型的应激反应，母体在妊娠期间会分泌大量的

ＧＣｓ；同时，ＧＣｓ由于具有促进胎儿器官特别是肺成

熟的作用，在临床上广泛应用于具有早产风险的孕

妇治疗。然而，由于ＧＣｓ可以自由通过胎盘屏障，

越来越多的研究表明，出生前接触过多的ＧＣｓ会导

致子代成年后某些疾病，如心血管疾病、２型糖尿

病、神经精神疾病等的发生率明显增加［９１０］。但有关

妊娠期母体ＧＣｓ暴露对子代心脏功能的直接影响的

研究甚少。血清和ＧＣｓ调节的蛋白激酶（ｓｅｒｕｍａｎｄ

ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＳＧＫ）是一种

丝／苏氨酸蛋白激酶，当细胞受到ＧＣｓ、血清以及多

种其他胞内外因素刺激后，ＳＧＫ的转录水平可迅速

升高。ＳＧＫ被认为可能是多种细胞信号转导通路

和细胞磷酸化级联反应的功能性交汇点，在调节离

子通道、细胞存活和凋亡的信号转导中起着重要的

作用［１１］。目前已发现哺乳类ＳＧＫ的异构酶有３

种，即ＳＧＫ１、ＳＧＫ２和ＳＧＫ３。研究表明ＳＧＫ１和

ＳＧＫ３在心脏组织中有表达，但后者不受ＧＣｓ的基

因调控［１２］。ＳＧＫ１在小鼠胚胎期９．５～１２．５ｄ高表

达于心室肌细胞，１３．５～１６．５ｄ在全心保持高表达

状态，提示ＳＧＫ１对胚胎期心脏发育有潜在的影

响［１３］。本研究通过明确孕鼠妊娠期ＧＣｓ暴露后，是

否通过调控子代心肌ＳＧＫ１的表达从而发挥印迹作

用，为进一步阐明子代成年后心血管疾病的病因和

发病机制提供依据。

１　材料和方法

１．１　大鼠ＧＣｓ印迹效应模型的建立　成年ＳＤ大

鼠［第二军医大学实验动物中心，动物许可证号：

ＳＹＸＫ（沪）２０１２０００３］饲养于清洁卫生的动物房内，

自由饮食。根据大鼠的发情周期进行合笼，次晨阴道
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涂片发现精子作为受孕０．５ｄ。孕鼠随机分为地塞米

松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ；ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，批号：

４６１６６）组和对照组，每组９只。为模拟ＧＣｓ在临床治

疗早产中的应用，在大鼠受孕后第１４天开始给ＤＥＸ

组孕鼠皮下注射ＤＥＸ０．１ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），直至分娩（２１

ｄ）；对照组注射等量生理盐水。孕鼠分娩后，子代称

体质量，将ＤＥＸ组和对照组大鼠的子代再分别分为

雄性和雌性两组，即ＤＥＸｍａｌｅ组（狀＝４９）、ＤＥＸ

ｆｅｍａｌｅ组（狀＝４４）、ＮＳｍａｌｅ组（狀＝５１）和ＮＳｆｅｍａｌｅ

组（狀＝４３）。处死部分新生鼠留取心肌组织，其余子

代大鼠饲养至成年（１２周）并定期称体质量。

１．２　大鼠心肌缺血再灌注模型建立及心肌损伤检

测　子代大鼠成年后，在麻醉状态下开胸，暴露心

脏，用６０号丝线在左心耳下方１～２ｍｍ位置结扎

冠状动脉左前降支，结扎深度１～２ｍｍ。为便于进

行再灌注，结扎线固定于一段ＰＥ２０动脉插管上。

结扎１ｈ后放松结扎线使心肌再灌注２ｈ。再次收

紧结扎线，股静脉注射２％的Ｅｖａｎｓ蓝染料（Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司，０．４ｍＬ／１００ｇ）以区分未受缺血再灌

注影响区域。切取心脏，将心脏平行于房室沟从顶

部到底部切２ｍｍ厚切片，多聚甲醛溶液浸泡２ｈ。

梗死血管之外的心肌呈蓝染，未蓝染区域为缺血再

灌注损伤的危险区。为进一步确定梗死区域，将心

肌组织切片置于１％２，３，５氯化三苯基四氮唑

（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）中，

３７℃孵育１５ｍｉｎ。活性心肌被染成暗红色，梗死心

肌呈苍白色。用ＩｍａｇｅＪ软件测量梗死面积和危险

区面积，并计算梗死心肌面积与缺血再灌注损伤危

险区（未蓝染区域）总面积的比值。

１．３　实时定量ＰＣＲ检测心肌保护性因子的表

达　用ＴＲＩｚｏｌ酚／氯仿法抽提心肌组织总ＲＮＡ，取

２ｇＲＮＡ用ＭＭＴＶ反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）行反转

录，ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ法 （北京天根生化科技有限公司）实

时定量ＰＣＲ检测成年子代大鼠心肌组织中犛犵犽１、促

肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）受体（犆狉犺狉２）、ＧＣｓ

受体（犌狉）、ＣＲＨ家族肽Ｕｒｏｃｏｒｔｈｉｎ（犝犮狀）、犝犮狀２以及

犛犵犽１不同亚型（ｖａｒｉａｎｔ１～３）的表达。采用在线软件

Ｐｒｉｍｅｒ３（犺狋狋狆：／／犫犻狅犻狀犳狅．狌狋．犲犲／狆狉犻犿犲狉３／）设计引物，

上下游引物之间至少跨１个内含子，并进行ｂｌａｓｔ以

确认引物的特异性。引物序列见表１。根据梯度

ＰＣＲ产物电泳后的产物得率和纯度优化退火温度为

５８～６１℃，用熔解曲线法验证定量ＰＣＲ产物的特异

性。扩增管家基因犌犃犘犇犎作为上样的内参和标准

化，使用２－ΔΔＣｔ算法对靶基因和管家基因进行相对

定量［１４］。

表１　实时定量犘犆犚所用引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犲犱犳狅狉狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

犛犵犽１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＡＣＡＡＴＧＧＧＡＣＡＡＣＧＴＣＣＡＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＴＣＴＴＧＧＴＣＣＧＧＴＣＣＴＴＣＴ

犛犵犽１ｖ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＣＣＴＣＧＧＴＴＣＧＣＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＡＧＧＧＧＴＴＧＧＣＧＴＴＣＡＴＡＡＧＴ

犛犵犽１ｖ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＴＡＡＣＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＡＣＣＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＧＡＧＧＧＧＴＴＧＧＣＧＴＴＣＡＴＡ

犛犵犽１ｖ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＡＡＡＣＣＧＡＧＧＣＴＧＣＴＣＧＡＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＧＧＡＴＴＴＧＡＧＧＡＴＧＧＡＣＣＣ

犆狉犺狉２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＡＴＴＧＴＣＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＣＴＴＣＡＣＴＧＣＣＴＴＣＣＴＧＴ

犌狉 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＧＡＴＧＴＣＡＴＴＡＣＧＧＧＧＴＧＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＧＣＡＧＴＧＧＣＴＴＧＣＴＧＡＡＴＣ

犝犮狀 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＡＴＣＡＧＧＧＣＧＧＡＧＧＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＧＣＡＧＣＡＧＧＴＧＧＡＡＧＧＴ

犝犮狀２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＡＡＣＧＣＣＴＣＡＣＣＧＣＡＴＧＡＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＡＣＡＣＧＧＧＴＧＴＣＣＡＧＧＴＡＡＧ

犌犃犘犇犎 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴ

　　Ｓｇｋ１：Ｓｅｒｕｍａｎｄｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１；

Ｓｇｋ１ｖ１：Ｓｇｋ１ｖａｒｉａｎｔ１；Ｓｇｋ１ｖ２：ＳＧＫ１ｖａｒｉａｎｔ２；Ｓｇｋ１ｖ３：Ｓｋｇ１

ｖａｒｉａｎｔ３；Ｃｒｈｒ２：Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２；Ｇｒ：

Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｕｃｎ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ

３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

１．４　蛋白质印迹法检测ＳＧＫ１蛋白的表达　向约

１００ｍｇ的心肌组织中加入ＲＩＰＡ裂解液和蛋白酶

抑制剂（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），匀浆后离心取上清，

ＢＣＡ法检测蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白样品，

转印至硝酸纤维素（ＮＣ）膜上，５％脱脂奶粉室温封

闭１ｈ后，加入ＳＧＫ１一抗（１∶５００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司）或ＧＡＰＤＨ一抗 （１∶２０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），

４℃孵育过夜后，洗膜，加入相应ＨＲＰ偶联的二抗，

室温孵育１ｈ。将增强型 ＨＲＰ发光底物（ＥＣＬ，

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）加于ＮＣ膜上，反应２ｍｉｎ后，使用

Ｔａｎｏｎ５２００ＭｕｌｔｉＩｍａｇｅＳｙｓｔｅｍ（上海天能科技有

限公司）检测条带灰度值并定量。为校正上样误差，

结果用ＳＧＫ１条带灰度值与ＧＡＰＤＨ条带灰度值的

比值来表示。

１．５　犛犵犽１基因启动子ＣｐＧ岛预测和甲基化检

测　通过在线ＣｐＧ岛（ＣｐＧｉｓｌａｎｄ，ＣＧＩ）预测软件

（犺狋狋狆：／／狑狑狑．狌狉狅犵犲狀犲．狅狉犵／犮犵犻犫犻狀／犿犲狋犺狆狉犻犿犲狉／

犿犲狋犺狆狉犻犿犲狉．犮犵犻）对大鼠犛犵犽１基因（犺狋狋狆：／／狑狑狑．

狀犮犫犻．狀犾犿．狀犻犺．犵狅狏／犵犲狀犲／２９５１７）转录起始位点上下

游各１ｋｂ的启动子区域进行检测，发现２个ＣｐＧ岛

（犆犌犐１，犆犌犐２），长度分别是３９３ｂｐ和１１０ｂｐ。从对

照组和ＤＥＸ组各取３只子代雄性大鼠心肌组织，抽

提基因组ＤＮＡ并进行亚硫酸氢钠处理，之后以反

转录的ｃＤＮＡ为模板，对ＣｐＧ岛区域进行ＰＣＲ扩

·０７６·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第６期．张治宇，等．妊娠期接触糖皮质激素对子代大鼠心肌血清和糖皮质激素调节的蛋白激酶１表达和心脏功能的印迹效应

增，其中犆犌犐１因长度较大，分为２段进行扩增

（犆犌犐１１，犆犌犐１２）。将ＰＣＲ产物进行ＴＡ克隆，每

个产物挑选１０个阳性克隆测序，进行甲基化程度分

析。引物序列见表２。

表２　犅犛犘甲基化测序法所用扩增引物序列

犜犪犫２　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狌狊犲犱犳狅狉犿犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵犫狔犅犛犘

　　　Ｒｅｇｉｏｎ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

犆犌犐１（Ｆｉｒｓｔｒｏｕｎｄ） Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＡＧＴＡＧＴＴＴＴＴＡＧＡＡＧＹＧＴＡＴＴＡＴＴＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＴＴＣＡＴＡＴＣＴＴＴＡＴＴＣＡＣＣＡＴＴＴＴＣ

犆犌犐１１（Ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ） Ｆｏｒｗａｒｄ：ＹＧＴＡＴＡＧＴＴＴＹＧＧＡＧＴＡＧＴＴＡＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＣＣＲＡＣＴＡＴＡＡＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＴＣ

犆犌犐１２（Ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ） Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＡＡＧＴＡＡＴＧＡＴＧＧＡＡＡＧＡＧＡＡＡＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＡＡＡＣＴＴＡＡＣＡＡＴＴＡＡＡＡＡＴＣＣＡＡＡＡＴＡＡ

犆犌犐２（Ｆｉｒｓｔｒｏｕｎｄ） Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＧＴＡＡＧＴＡＴＡＧＧＴＴＧＴＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＣＴＴＡＡＡＡＣＣＡＴＴＴＡＡＡＡＡＣＡＴＣＴＣ

犆犌犐２（Ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ） Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＴＴＴＴＴＴＴＴＡＡＡＴＧＴＴＴＴＴＧＧＡＧＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＣＡＴＣＡＡＣ

　　ＢＳＰ：ＢｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰＣＲ；ＣＧＩ：ＣｐＧｉｓｌａｎｄ

１．６　统计学处理　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６．１软件

进行数据汇总和统计分析。数据用珔狓±狊珔狓来表示，并

用单因素方差分析结合ＳＮＫ检验进行两两比较。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　妊娠期接触 ＧＣｓ对子代大鼠体质量的影

响　为检测妊娠期ＧＣｓ暴露对子代大鼠的总体影

响，本研究首先观察了ＤＥＸ处理对出生乳鼠的数量

和性别的影响，发现ＤＥＸ组和对照组每窝出生雄性

乳鼠的数量分别为（５．４４４±０．４７５）只和（５．６６７±

０．５５３）只 （犘＝０．７６），雌性乳鼠的数量分别为

（４．８８９±０．４８４）只和（４．７７８±０．３２４）只（犘＝

０．８５）。随后分别称量ＤＥＸ组和对照组子代大鼠出

生时与成年后的体质量，发现妊娠期ＧＣｓ暴露子代

新生和成年大鼠的体质量与对照组相比均降低

（犘＜０．０１，图１）。

图１　妊娠期犌犆狊暴露子代大鼠出生时

及成年后体质量的变化

犉犻犵１　犜犺犲犫狅犱狔犿犪狊狊狅犳狀犲狑犫狅狉狀（１犱犪狔）犪狀犱犪犱狌犾狋

（８４犱犪狔狊）狅犳犳狊狆狉犻狀犵狉犪狋狊犲狓狆狅狊犲犱狋狅犌犆狊犱狌狉犻狀犵狆狉犲犵狀犪狀犮狔

ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＤＥＸ：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；ＧＣｓ：Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ．

犘＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅｔｉｍｅ．狀＝１０，珔狓±狊珔狓

２．２　妊娠期ＧＣｓ暴露对子代大鼠心肌缺血再灌注

损伤的影响　不同处理组的子代大鼠成年后，对各

组大鼠行冠状动脉左前降支结扎１ｈ，制造心肌缺

血，再灌注２ｈ后取心脏进行ＴＴＣ染色检测心脏梗

死面积，结果显示妊娠期ＧＣｓ暴露子代雄性大鼠的

心肌梗死区与缺血区面积的比值高于对照组（犘＜

０．０１），而子代雌性大鼠的心肌梗死区与缺血区面积

比值在两组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５，

图２）。

图２　妊娠期犌犆狊暴露子代成年大鼠

心肌缺血再灌注后的梗死区与缺血区面积比值

犉犻犵２　犜犺犲狉犪狋犻狅犫犲狋狑犲犲狀犻狀犳犪狉犮狋犪狉犲犪犪狀犱狉犻狊犽犪狉犲犪

狌狆狅狀犐／犚犻狀犼狌狉狔犻狀犪犱狌犾狋狅犳犳狊狆狉犻狀犵狉犪狋狊犲狓狆狅狊犲犱狋狅

犌犆狊犱狌狉犻狀犵狆狉犲犵狀犪狀犮狔

Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＴＴＣ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（ｔｈｅｖｉａｂｌｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｗａｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｄａｒｋｒｅｄ，ａｎｄｔｈｅｉｎｆａｒｃｔａｒｅａｒｅｍａｉｎｅｄｐａｌｅ）；Ｂ：Ｒａｔｉｏｏｆｉｎｆａｒｃｔ

ａｒｅａｖｓｒｉｓｋａｒｅａ．ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＤＥＸ：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；ＧＣｓ：

Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ；Ｉ／Ｒ：ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．犘＜０．０１ｖｓＮＳ

ｇｒｏｕｐ．狀＝１０，珔狓±狊珔狓
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２．３　妊娠期ＧＣｓ暴露的子代大鼠成年后心肌保护

性因子的表达变化　实时定量ＰＣＲ结果显示，与对

照组相比，妊娠期ＧＣｓ暴露子代雄性大鼠成年后心

肌犛犵犽１ｍＲＮＡ表达降低（犘＜０．０１，图３Ａ），雌性

大鼠心肌犛犵犽１ｍＲＮＡ表达没有显著变化（图３Ｂ）；

子代雄性大鼠成年后心肌中犛犵犽１基因３种亚型

（ｖａｒｉａｎｔ１～３）的ｍＲＮＡ表达均下降（犘＜０．０１），而

在子代雌性大鼠心肌中仅有ｖａｒｉａｎｔ２和ｖａｒｉａｎｔ３

的ｍＲＮＡ表达下降（犘＜０．０１，图３Ｃ～３Ｅ），提示不

同亚型的犛犵犽１ｍＲＮＡ表达存在性别差异。蛋白质

印迹分析结果显示，与对照组相比，ＳＧＫ１蛋白在妊

娠期ＧＣｓ暴露子代雄性和雌性大鼠心肌中的表达

也发生相应变化，即在子代雄性成年大鼠心肌中的

表达降低（犘＜０．０５），而在子代雌性成年大鼠心肌

中的表达无明显改变（图３Ｆ）。提示妊娠期ＧＣｓ暴

露可能通过改变子代雄性大鼠成年后心肌ＳＧＫ１的

水平影响ＳＧＫ１对心肌的保护作用。

图３　犛犌犓１在妊娠期犌犆狊暴露子代成年大鼠心肌中的表达变化

犉犻犵３　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛犌犓１犿犚犖犃犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犻狀犿狔狅犮犪狉犱犻狌犿狅犳犪犱狌犾狋狅犳犳狊狆狉犻狀犵狉犪狋狊犲狓狆狅狊犲犱狋狅犌犆狊犱狌狉犻狀犵狆狉犲犵狀犪狀犮狔

ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＤＥＸ：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；ＳＧＫ１：Ｓｅｒｕｍａｎｄｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１；ＧＣｓ：Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ．Ａ，Ｂ：犛犵犽１

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｌｅｏｒｆｅｍａｌｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（狀＝６，１ｄ；狀＝６，７ｄ；狀＝１０，８４ｄ）；ＣＥ：ＴｈｅｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犛犵犽１ｖａｒｉａｎｔｓ１３ｉｎａｄｕｌｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｒａｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（狀＝１０）；Ｆ：ＳＧＫ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｌｅｏｒｆｅｍａｌｅａｄｕｌｔｏｆｆｓｐｒｉｎｇｒａｔｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（狀＝５，ＮＳｇｒｏｕｐ；狀＝６，ＤＥＸｇｒｏｕｐ）．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．珔狓±狊珔狓

　　除了ＳＧＫ１以外，我们前期的研究还发现其他

一些对心肌损伤有保护作用的靶点，如ＣＲＨＲ２、

ＵＣＮ和ＵＣＮ２等
［１５１６］，因此本研究进一步研究了

这些靶点和ＧＣｓ受体ＧＲ在妊娠期ＧＣｓ暴露子代

大鼠心肌中的表达。结果表明，无论在雄性和雌性

子代大鼠中，心肌犆狉犺狉２和犌狉的ｍＲＮＡ水平均没

有明显改变（图４Ａ、４Ｂ），而犝犮狀和犝犮狀２的ｍＲＮＡ

在妊娠期ＧＣｓ暴露组子代雌性大鼠心肌中的表达

低于对照组（犘＜０．０５，图４Ｃ、４Ｄ），提示ＧＣｓ暴露可

能通过影响ＵＣＮ和ＵＣＮ２在心肌中的表达从而削

弱其对缺氧损伤的保护能力。

２．４　妊娠期ＧＣｓ暴露子代大鼠心肌犛犵犽１基因

启动子区ＣｐＧ岛甲基化水平变化　使用公认的

ＣｐＧ岛在线预测工具对大鼠犛犵犽１基因启动子区

域（－１～＋１ｋｂ）的ＣｐＧ岛进行了预测，发现了２

个大 小 分 别 为 ３９３ｂｐ和 １１０ｂｐ的 ＣｐＧ 岛

（犆犌犐１、犆犌犐２，图５Ａ）。通过亚硫酸氢盐法处理

后对这２个ＣｐＧ岛分别进行测序，结果发现妊娠

期ＧＣｓ暴露可以增加子代成年雄性大鼠心肌

犛犵犽１启动子区域犆犌犐２的甲基化水平（犘＜

０．０１），而对犆犌犐１的甲基化水平没有明显影响

（图５Ｂ～５Ｅ），提示犛犵犽１基因启动子近端ＣｐＧ岛

的高甲基化可能是妊娠期ＧＣｓ暴露对子代大鼠

心肌ＳＧＫ１反常性下调的重要机制。

·２７６·
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第６期．张治宇，等．妊娠期接触糖皮质激素对子代大鼠心肌血清和糖皮质激素调节的蛋白激酶１表达和心脏功能的印迹效应

图４　犆狉犺狉２（犃）、犌狉（犅）、犝犮狀（犆）和犝犮狀２（犇）犿犚犖犃在妊娠期犌犆狊暴露子代成年大鼠心肌中的表达变化

犉犻犵４　犜犺犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆狉犺狉２（犃），犌狉（犅），犝犮狀（犆）犪狀犱犝犮狀２（犇）犻狀狋犺犲犿狔狅犮犪狉犱犻狌犿

狅犳犪犱狌犾狋狅犳犳狊狆狉犻狀犵狉犪狋狊犲狓狆狅狊犲犱狋狅犌犆狊犱狌狉犻狀犵狆狉犲犵狀犪狀犮狔

ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＤＥＸ：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ｃｒｈｒ２：Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２；Ｇｒ：Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｕｃｎ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；

ＧＣｓ：Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ．犘＜０．０５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．珔狓±狊珔狓

图５　犛犵犽１基因启动子犆狆犌岛甲基化水平变化

犉犻犵５　犕犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犛犵犽１狆狉狅犿狅狋犲狉

Ａ：ＤｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅＣｐＧｉｓｌａｎｄｓ（犆犌犐）ｉｎ犛犵犽１ｐｒｏｍｏｔｅｒｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｏｎｌｉｎｅＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒｓｏｆｔｗａｒｅ．ＣｐＧｄｅｎｓｉｔｙ（ｓｈｏｒｔｒｅｄｌｉｎｅ）ａｎｄ犆犌犐狊（ｂｌｕｅ

ｒｅｇｉｏｎ）ａｒｅｓｈｏｗｎ．ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＣｐＧｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆａｄｕｌｔｍａｌｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｒａｔｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＢＳＰｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＢＤ：Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｏｆ

犆犌犐１１，犆犌犐１２ａｎｄ犆犌犐２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｅ：Ｏｖｅｒａｌｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｆｏｒ犆犌犐狊ｏｆ犛犵犽１ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ．ＮＳ：Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ；ＤＥＸ：

Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；ＳＧＫ：Ｓｅｒｕｍａｎｄｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊珔狓

３　讨　论

流行病学调查和动物实验研究均表明不利的宫

内环境与子代成年后心血管疾病发生风险的升高有

明确的关联［３，１７］。出生前过量ＧＣｓ暴露致子代高

血压是ＧＣｓ经典的印迹效应之一
［１８］，其机制可能是

多方面的，包括肾单位发育损伤、肾素血管紧张素

系统（ＲＡＳ）和交感神经系统（ＳＮＳ）过度激活、血管

舒缩功能障碍，伴有血管紧张素受体表达的增加、心

脏去甲肾上腺能活动的改变和交感系统控制的压力

反射的改变等［１９２２］。与此同时，大量的流行病学研

究表明，印迹效应所致的胎儿低出生体质量使子代

成年后冠心病和缺血性心肌病等心脏疾病的发生率

显著提高［２３２６］。本研究发现，妊娠期接触ＧＣｓ的子

代大鼠成年后，缺血再灌注引起的心肌损伤比妊娠

期未接触ＧＣｓ的子代大鼠更为明显，提示了胚胎期

接触ＧＣｓ可能增加成年后心脏对损伤的易感性。

研究发现，ＳＧＫ１介导了ＵＣＮ和雌激素对心肌缺氧

损伤的保护机制，将犛犵犽１敲除可使缺氧状态下心

肌细胞活力明显下降［２７］；胰岛素样生长因子１
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（ＩＧＦ１）可上调ＳＧＫ１的表达，从而发挥抗心肌细胞

凋亡的作用［２８］。本研究观察到ＳＧＫ１的ｍＲＮＡ和

蛋白水平在妊娠期接触ＧＣｓ的子代雄性大鼠心肌

中的表达降低，进一步明确了犛犵犽１是ＧＣｓ对子代

心血管功能印迹效应的重要靶基因之一。

印迹效应所表现出的性别特异性在之前的研究

中时有发现。如母体高脂饮食可导致雄性子代大鼠

成年后血管紧张素受体２（ＡＴ２）表达升高和心肌缺

血再灌注损伤加重，而对雌性子代成年大鼠没有影

响，这一现象可能与雌激素调节心肌血管紧张素受

体１（ＡＴ１）／ＡＴ２ 的表达从而发挥心肌保护作用有

关［２９３０］。妊娠期母体的慢性缺氧也会增加子代雄性

大鼠心肌对缺血再灌注损伤的易感性，这一作用与

ＰＫＣε在雄性大鼠心肌中的表达显著降低有关，而

雌性大鼠心肌中较高水平的雌激素受体（ＥＲ）α／

ＥＲβ可能是阻止ＰＫＣε降低从而保护心肌的重要因

素［７］。本研究发现，ＳＧＫ１在妊娠期ＧＣｓ暴露子代

雄性大鼠心肌中的表达显著降低，而在雌性大鼠心

肌中未见明显变化，这一性别差异是否也是由雌／雄

大鼠中雌激素或其受体表达水平的不同所引起的，

有待于进一步研究。值得注意的是，ＵＣＮ和ＵＣＮ２

在孕期ＧＣｓ暴露的子代雌性大鼠心肌中表达显著

下降，二者都是ＣＲＨＲ２的选择性激动剂，具有一定

的心肌保护作用［３１３２］。我们前期的研究发现雌激素

可以上调ＣＲＨＲ２在心肌中的表达
［１５］，因此雌性大

鼠中ＣＲＨＲ２的上调至少可以部分抵消 ＵＣＮ和

ＵＣＮ２降低对心肌带来的不利影响。

　　有趣的是，在大部分组织器官中，ＧＣｓ可以诱导

ＳＧＫ１的表达
［１２］，其在ＧＣｓ暴露的子代大鼠心肌中

的这种反常降低提示了表观调节机制的存在。研究

表明，妊娠期ＧＣｓ暴露可导致子代某些基因的甲基

化水平发生改变，从而影响基因的表达［３３３５］。然而

既往研究主要集中在ＧＣｓ受体犖狉３犮１基因上，而且

对犖狉３犮１启动子高甲基化的意义尚有争论，如

Ｍｕｅｌｌｅｒ和Ｂａｌｅ
［３６］的研究发现妊娠早期应激导致的

海马犖狉３犮１启动子高甲基化可以下调ＮＲ３Ｃ１的表

达；而Ｂｏｃｋｍüｈｌ等
［３５］近期的研究则发现下丘脑

犖狉３犮１启动子ＣｐＧ岛的高甲基化却可上调其基因

的表达，提示甲基化调节具有一定的组织特异性，并

且对于不同基因可能有不同的调节机制。本研究通

过最新的ＢＳＰ测序方法发现ＧＣｓ暴露的子代大鼠

心肌中犛犵犽１基因启动子近端ＣｐＧ岛的甲基化水平

显著升高，而远端ＣｐＧ岛的甲基化水平并未发生显

著改变，提示近端ＣｐＧ岛的高甲基化可能导致了

ＧＣｓ对ＳＧＫ１表达的反常调节，但其具体机制尚有

待于进一步研究。

Ｌｅｓｓｉ等
［３７］在结直肠癌的研究中发现，尽管

ＳＧＫ１在结直肠癌组织中表达显著降低，但并未观

察到犛犵犽１基因启动子区域的高甲基化改变，提示

ＳＧＫ１的表观性调节可能还存在着其他机制。

Ｃｒｕｄｏ等
［３８］的研究发现，妊娠期ＧＣｓ暴露不仅会影

响子代基因的甲基化状态，也对组蛋白（如Ｈ３Ｋ９）

乙酰化的水平产生调节。Ｙｕ等
［３９］发现，妊娠期

ＧＣｓ暴露后子代大鼠的脾中ＴＮＦα的表达减少，而

这一表达的减少与犜犖犉α启动子区域结合的组蛋

白Ｈ３Ｋ４ｍｅ１／３和Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３等的乙酰化水平降低

有关。因此，ＧＣｓ暴露的子代大鼠心肌中是否还存

在其他表观遗传学的改变，从而影响犛犵犽１等心肌

保护相关基因的表达，也是一个值得深入探讨的

问题。

ＧＣｓ作为预防早产儿器官发育不全的药物，广

泛应用于具有早产风险的孕妇。然而越来越多的研

究提示过早或过量使用ＧＣｓ会显著升高子代成年

后包括心血管疾病在内的多种疾病的发病率。本研

究对于如何进一步规范ＧＣｓ的临床应用，并通过与

其他药物合用以消除ＧＣｓ对胎儿的印迹效应，提升

早产儿的长期生存质量具有重要的临床价值和社会

意义。
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