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前言

叶酸是人体的必需维生素，参与 DNA的合成和甲基化过

程，与细胞分化、增殖密切相关。叶酸参与一碳单位代谢过程，

提供活化的甲基基团（S-adenosylmethionine SAM），在 DNA甲
基化中起着重要的作用[1,2]。临床研究及动物实验已证实母体叶

酸缺乏或代谢异常与包括宫内发育迟缓（intrauterine growth re-

striction IUGR），低体重儿(low birth weight)和神经管畸形（neu-

ral tube defects NTDs）等在内的多种胚胎生长发育异常密切相

关[3-5]。流行病学调查显示围孕期叶酸补充可降低子代出生缺陷

的发病率，但是其机制还未明确[6-9]。

围孕期母源叶酸缺乏影响胚胎发育过程中 DNA的甲基化

过程，而 DNA甲基化是印迹基因的主要调节方式[10, 11]。印迹基

因在胚胎的生长发育过程中发挥重要的作用，是平衡后代的亲

本资源分配的重要机制[12]。因此可以影响印迹基因表达的遗传

或者表观遗传紊乱都可以导致多种与印迹基因相关的出生缺

陷，包括 IUGR等。Nespas印迹基因位于人类第 20号染色体和

小鼠第 2 号染色体，具有高度保守性。Nespas 印迹基因受
Nespas DMR 调控。Nespas 编码 non-coding RNA--Nespas，是
Nesp的反向转录本，调节 Nesp的转录表达 [13, 14]。Nesp编码
Nesp55蛋白，为嗜铬样神经内分泌蛋白，是多种内分泌和神经

内分泌肿瘤的生物标记物[15]。Sally A.Eaton等证实 Nesp参与胚
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胎的生长发育过程，促进生长发育[16]。

目前叶酸缺乏对印迹基因 Nespas DMR 区甲基化的影响
还未明确。因此我们建立了早期胚胎内细胞团来源小鼠 ESCs

的叶酸缺乏细胞模型，使用基质辅助激光解吸附电离飞行时间

质谱分析技术(MALDI-TOF)检测 Nespas DMR区的甲基化水

平，并且分析了叶酸水平与甲基化水平之间的相关性，评价叶

酸缺乏对 Nespas DMR甲基化的影响。

1 材料与方法

1.1 小鼠 ESCs培养
小鼠 ESCs（Sv/129）从北京宣武医院获得。将细胞接种于

涂有 0.2%明胶(Sigma-Aldrich，MO，USA)的培养瓶中。培养基

为无叶酸的 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM，Sig-

ma-Aldrich)中添加 0.1 mM 茁-巯基乙醇，非必须氨基酸，2 mM

谷氨酸，15%胎牛血清 (Invitrogen,Carlsbad，USA)，4 mg/L叶酸
(Sigma-Aldrich)和 1000 U/mL白血病抑制因子 (Millipore，Bil-

lerica, USA)。将细胞置于 37℃恒温，5% CO2饱和湿度细胞培

养箱内培养，每 24 h更换培养基 1次。
1.2 叶酸处理小鼠 ESCs

在叶酸正常的培养基中经过三次传代之后，小鼠 ESCs用
多种叶酸浓度的培养基培养。根据叶酸浓度可以分为三组：1）
4 mg/L叶酸（叶酸正常组，FN）；2）0.5 mg/L叶酸（叶酸缺乏组，
FD）；3）0mg/L叶酸（无叶酸组，FF）。
1.3 小鼠 ESCs内叶酸浓度测定

利用竞争性受体结合免疫分析方法测定小鼠 ESCs内叶

酸浓度（Chemiluminescent Immunoenzyme Assay Access Im-

munoassay system II Beckman Coulter，Krefeld，Germany）[17]。

1.4 小鼠 ESCs DNA提取

根据 DNA Blood and Cell Culture DNA Kit（QIAGEN，Dus-

seldorf，Germany)说明书，以 5× 106个细胞量提取基因组。通过

琼脂糖凝胶电泳检测到无 RNA污染。DNA样本 A260：A280

比约为 1.8[17]。

1.5 重亚硫酸盐处理

按照 Methylamp DNA Modification Kit (Epigentek，NY，
USA) 说明书将 500ng的样本基因组 DNA进行重亚硫酸盐处

理，其原理为单链 DNA的未甲基化胞嘧啶 C可被重亚硫酸盐
脱去氨基而转变为尿嘧啶 U，而 5mC不能被修饰，仍保持为
5mC。用无甲基化的 PCR产物进行重亚硫酸盐转化的质量控

制。本试剂盒 CT转化效率高达 99%以上。
1.6 甲基化检测和分析

利用 Sequenom MassARRAY platform (CapitalBio，Beijing,

China)来检测 Nespas DMR区甲基化水平。我们实验室已经利

用重亚硫酸盐盐测序的方法验证了该方法的系统稳定性。该方

法是使用基质辅助激光解吸附电离飞行时间质谱分析技术

(MALDI-TOF)联合 RNA碱基特异性裂解（MassCLEAVE）检

测数据，采用 EpiTYPER软件分析并输出结果质谱分析。运用
Methprimer（http://epidesigner.com)设计 PCR引物。在正向引物
5'端加入 10 mer Taq，用于平衡 PCR反应，反向引物 5'端加入
T7-Promoter序列，用于后续的体外转录。PCR扩增，SAP反应

消除 PCR产物中剩余的 dNTP，以减少其对质谱检测的干扰。

MassCLEAVE反应将 PCR/SAP 产物翻转录成 RNA，体系中
RNase A将 RNA切成小片段。其中，RNase A分为两种，即识

别 "U/T"的 RNase A和识别“C”的 RNase A。本实验选择识别

“U/T”的 RNase A。将加入树脂的 384孔板放入加样仪中，开始

加样前先分别用乙醇和超纯水将加样针清洗两次。然后设置参

数，包括：进针时间、进针深度、点样时间、点样速度等，参数设

置完成后即可在芯片上点样。将目标序列的相关信息输入

EpiTYPER软件中。点样完成后，将芯片至于质谱仪中，即可根

据片段中 C、T 碱基分子量差进行甲基化分析。由 Epityper

software version 1.0（Sequenom，San Diego，CA）得出质谱甲基

化比率。

1.7 统计学分析

用 SPSS l7.0统计软件包进行统计学分析，计量资料以均

数± 标准差表示，单因素方差分析用来比较 FF，FD与 FN之间
Nespas DMR启动子区，外显子区和内含子区的甲基化差异。

Pearson 相关系数用来检测叶酸水平与 Nespas DMR 启动子

区，外显子区和内含子区的甲基化水平之间的相关性。P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠 ESCs内叶酸浓度
小鼠 ESCs细胞内的叶酸浓度如下图（图 1），结果显示，FF

组小鼠 ESCs细胞内叶酸浓度为 0.32ng/106 cell，显著低于 FD

组的 1.08ng/106 cell与 FN组的 2.15 ng/106 cell（P＜ 0.05）。

2.2 叶酸缺乏对 Nespas DMR区甲基化的影响

如表 1所示，小鼠 ESCs中 Nespas DMR启动子区，外显子

区和内含子区的甲基化水平在 FF组显著低于 FD 组与 FN 组

（P＜ 0.05），但是在 FD组与 FN组之间没有显著差异。图 2显

示在 FF组、FD组以及 FN组中 Nespas DMR启动子区，外显子

区和内含子区内各个 CpG位点甲基化水平。可见该区域内各

图 1 小鼠 ESCs细胞内叶酸浓度

*：FF与 FD组之间差异有统计学意义；#：FF与 FN组之间差异有统计

学意义；a：FD组与 FN组之间差异有统计学意义。P＜0.05。

Fig.1 Folate content of mouse ESCs

*：FF VS FD；#：FF VS FN；a：FD VS FN. P＜0.05.
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位点甲基化水平呈现相同的趋势，即 FF组各个 CpG位点甲基

化水平显著低于 FD组与 FN组（P＜ 0.05），但是 FD组与 FN

组各个 CpG位点甲基化水平没有显著差异。
2.3 Nespas DMR区甲基化水平与叶酸水平的相关性

结果显示叶酸浓度与 Nespas DMR启动子区和内含子区

的甲基化水平正相关（P＜ 0.05），但是 Nespas DMR外显子区与

叶酸浓度没有相关性。

3 讨论

在本研究中，我们发现叶酸缺乏导致小鼠 ESCs细胞内叶
酸浓度降低，并且叶酸缺乏影响 ESCs中 Nespas DMR启动子

区、外显子区和内含子区甲基化修饰的建立。同时，我们发现在

Nespas DMR中启动子区与内含子区甲基化水平与细胞内叶酸

PVA

FF

FD

FN

23.6± 1.6*，#

29.7± 2.3

32.3± 2.3

22.6± 3.1*，#

30.9± 7.6

29.6± 4.1

21.1± 1.4*，#

26.9± 1.5

29.4± 3.5

Nespas DMR

Promoter region Exon region Intron region

表 1 不同浓度叶酸培养小鼠 ESCs中 Nespas DMR启动子区，外显子

区和内含子区平均甲基化水平（%，X ± SE）

Table 1 Methylation levels of promoter region, exon region and intron

region within Nespas DMR in mouse ESCs cultured in medium with

various folate concentrations（%，X ± SE）

注：*：FF与 FD组之间差异有统计学意义；#：FF与 FN组之间差异有

统计学意义。P＜0.05。

Note: *：FF VS FD；#：FF VS FN；a：FD VS FN．P＜0.05．

图 2 Nespas DMR区 CpG位点甲基化水平（%，平均值± 标准差）

A：Nespas DMR启动子区；B：Nespas DMR外显子区；C：Nespas DMR内含子区。*：FF与 FD组之间差异有统计学意义；#：FF与 FN组之间差异

有统计学意义；a：FD组与 FN组之间差异有统计学意义。P＜0.05。

Fig.2 The methylation levels of CpG sites within Nespas DMR (%，X ± SE)

A：promoter region of Nespas DMR；B：exon region of Nespas DMR；C：intron region of Nespas DMR．

*:FF VS FD;#:FF VS FN; a:FD VS FN. P＜0.05.

图 3 Nespas DMR启动子区，外显子区和内含子区甲基化水平与叶酸水平之间的相关性

A：Nespas DMR启动子区；B：Nespas DMR外显子区；C：Nespas DMR内含子区。

Fig.3 The relevance between the methylation levels and folate content

A：promoter region of Nespas DMR; B: exon region of Nespas DMR; C: intron region of Nespas DMR.
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水平存在显著的正相关。这些结果表明叶酸缺乏可能通过改变

Nespas的甲基化水平，引起印记状态的异常，最终影响早期胚

胎发育，从而导致疾病或出生缺陷的发生。

DNA甲基化在胚胎发育的早期建立，并且可以受到营养

不良的影响，如叶酸，维生素 B12缺乏等 [18]。印记基因受到

DNA甲基化的调节，对胚胎发育早期影响 DNA甲基化模式建

立的营养不良非常敏感[19, 20]。一旦 gDMR在亲代生殖细胞内被

差异甲基化，印记状态即被保持，必须要经受住受精后的去甲

基化和胚胎发育中的重新甲基化才能在甲基化转移酶 DNMTI

作用下使基因正常印记[21]。因此我们选择发育早期细胞 -小鼠
ESCs作为研究叶酸缺乏对印迹基因 DMR区甲基化水平影响

的细胞模型。

叶酸缺乏可以引起印记基因的甲基化水平降低[22]。在本研

究中，我们用不同叶酸浓度的培养基培养小鼠 ESCs，利用化学

发光免疫分析法测定细胞内叶酸浓度，得到无叶酸组细胞内叶

酸浓度显著低于叶酸缺乏组与正常叶酸组。我们进一步利用

Massarray技术平台检测 Nespas DMR的甲基化水平，结果发

现低叶酸导致 ESCs中 Nespas DMR启动子区、外显子区和内

含子区甲基化水平降低。叶酸作为甲基化的供体，在早期胚胎

发育过程中起非常重要的作用，研究显示叶酸缺乏可以导致基

因组甲基化降低，并且可以引起低出生体重儿、胎儿宫内发育

迟缓（IUGR）、神经管畸形（NTDs）等现象的发生[3,4,23, 24]。有研究

表明发育早期由叶酸等环境营养引起的基因组甲基化修饰的

变化更容易发生在印记区域[18]。我们的前期研究也发现在叶酸

缺乏状态下，小鼠 ESCs的基因组甲基化水平明显降低[17]。在本

研究中我们进一步发现叶酸缺乏导致印记基因 Nespas 的
DMR区域甲基化异常。已知 Nespas印迹基因位于小鼠第 2号

染色体和人类第 20号染色体，具有高度的保守性。Nespas是
Nesp 的反义转录本，其编码的 Nespas non-coding RNA 调控
Nesp的转录[25]。Nesp编码一种神经内分泌蛋白 --Nesp55，参与

调节胚胎的生长发育过程 [16]。DMR区是 Nespas的核心调控
区，DNA甲基化是 DMR区最重要的调控机制之一，其甲基化

变化影响 Nespas的印记状态，影响 Nespas non-coding RNA的

表达。研究显示异常的 Nespas non-coding RNA引起 Nesp55表

达状态的变化[26, 27]，导致出生前后生长发育的异常[16]。这些研究

成果与我们的结果相一致，说明叶酸缺乏的小鼠 ESCs中印记

基因 Nespas发生了异常，并可能通过改变 Nespas non-coding

RNA，影响胚胎发生。Nespas DMR是一段分布广泛的种系母
源印迹区域，Christine M Williamson等发现 Nespas DMR分布

于 Nespas印迹基因的启动子区，外显子区和内含子区[13]。为了

进一步说明叶酸浓度与 Nespas DMR甲基化水平之间的关系，

我们利用 Pearson correlation coefficient分析了小鼠 ESCs细胞
内叶酸浓度与 Nespas DMR启动子区，外显子区和内含子区的

甲基化水平之间的相关性，结果显示启动子区与内含子区的甲

基化水平与细胞内叶酸浓度存在显著的正相关，说明叶酸缺乏

直接影响了 Nespas DMR甲基化修饰的建立。已知 DMR区是

印记基因转录调控的关键区域，并且启动子区作为 RNA聚合

酶特异性识别和结合的 DNA序列，控制基因的转录与表达。本

研究发现作为基因调控主要区域的启动子区甲基化水平与叶

酸浓度之间存在显著的正相关，提示叶酸缺乏可能影响 Nespas

non-coding RNA的转录表达，并且 Christine M Williamson 等

证实 Nespas DMR敲除导致 Nespas基因表达缺失，同时导致
Nesp表达显著升高，该 DMR区域调控的 Nespas可以影响 Ne-

sp的转录表达[13]。因此，叶酸缺乏可能直接影响了 Nespas DMR

的甲基化修饰，可能通过影响 Nespas的转录与表达，进而在生

长发育过程中起作用。

本研究从胚胎发育的角度，初步探讨了叶酸缺乏等营养因

素改变对 Nespas印记基因 DMR区甲基化的影响，并结合文献

对该 DMR区调控的基因的功能研究结果，推测 Nespas在叶酸
缺乏的胚胎发育起始阶段可能的作用，即 Nespas通过影响 Ne-

sp55的转录表达而影响胚胎的生长发育。随着胚胎发育的进

行，Nespas的印记状态是否变化，及该过程中所起的作用，是我

们下一步的研究目标。总之，本研究为叶酸缺乏影响胚胎发育

提供了一个新的思路。
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