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质谱检测叶酸缺乏人胚肾细胞中低组蛋白 H3赖氨酸 79甲基化修饰 *
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摘要 目的：探讨叶酸（Folic acid，FA）缺乏在培养的人胚肾细胞（HEK-293）中对细胞组蛋白修饰水平的影响。方法：人胚肾细胞分

两组培养，一组正常培养，一组无叶酸培养。细胞提取组蛋白后通过高效液相色谱一线性离子阱／静电场轨道阱高分辨质谱

（HPLC-LTQ/Orbitrap Ms）检测组蛋白的修饰以比较叶酸缺乏对人胚肾细胞组蛋白修饰的影响。结果：用高分辨质谱方法成功检测

到人胚肾细胞的五个组蛋白变体 H1，H3，H4，H2a和 H2b上的 33个组蛋白修饰位点，其中 23个修饰位点为 uniprot数据库上已

经报道的组蛋白修饰位点，而其余 10个为未报道修饰位点。通过质谱比较正常和叶酸缺乏组人胚肾细胞修饰谱发现 H3K79me1

和 H3K79me2在叶酸缺乏培养组中检出率较低。进一步用蛋白免疫印迹的方法也证明了在叶酸缺乏的人胚肾细胞中 H3K79me1

水平低于正常培养组。结论：细胞中叶酸缺乏影响组蛋白甲基化包括 H3K79me2和 H3K79me1修饰水平，提示细胞外营养因素叶

酸水平可影响组蛋白修饰水平从而参与疾病如神经管畸形（Neural tube defect，NTD）的发生。
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Low Histone H3 Lysine 79 Methylation in Folic Acid Deficiency HEK-293
Cells by Mass Spectrometry*

To explore the roles of Folic acid (FA) in cultured human embryonic kidney cells (HEK-293) on histone

modification levels. The cultured human embryonic kidney cells were divided into two groups. One group was cultured with
normal DMEM, while the other group was cultured with Folate-free culture medium. Histone modification level was detected and

compared by HPLC linear ion trap/Orbitrap high-resolution mass spectrometry (HPLC-LTQ/Orbitrap Ms) between two groups.

33 Modification sites were found in the H1, H3, H4, H2a and H2b variants by HPLC-LTQ/Orbitrap Ms in the human embryonic kidney

cells. And the level of H3K79me1 and H3K79me2 were found significantly lower in FA deficiency group than in the control group. And

the western-blot confirmed that the H3K79me1 level was lower in Folate-free group. The FA deficiency in cell environment
affects histone methylation modifications which suggests neural tube defects (NTDs) may be partly due to lack of nutrition factors such as

FA.

H3K79 methylation; HPLC-LTQ/Orbitrap Ms; FA deficiency; HEK-293

前言
神经管畸形（Neural tube defects，NTDs）是由于神经管闭合

或过早闭合失败引起的基因和环境交互作用的多基因先天复

杂畸形，是一种重度高发出生缺陷[1]。流行病资料显示 NTDs发

生与母体叶酸水平密切相关，母体在孕前期和孕早期补充叶酸

可有效预防 NTD的发生，但是叶酸异常诱发 NTDs的发生及

补充叶酸预防神经管畸形发生的机制并不清楚[2]。组蛋白修饰

是一种非常重要的表观遗传机制，广泛调控基因转录和功能[3]。

组蛋白位于细胞核内，人的组蛋白包括由 H2a，H2b，H3和 H4

组成的组蛋白 8聚体和连接蛋白 H1[4，5]。组蛋白常见的修饰包

括甲基化，乙酰化，泛素化和磷酸化等，各种修饰水平与环境、

饮食、遗传等因素相关，也往往是癌症，神经系统疾病等一些疾

病的病因。

本实验建立了高效液相色谱一线性离子阱／静电场轨道
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图 1人胚肾细胞组蛋白酸提取结果的考马斯亮蓝染色

Fig.1 Coomassie Blue-stained SDS gel with the HEK-293 samples for MS

注：15 %的 SDS-PAGE跑胶，上样量为 5 滋g。其中组蛋白的 5个主要

组成成分 H1，H3，H2b，H2a和 H4，标记如图示。

Note: SDS-PAGE separation of acid extracted histone from HEK-293

cells. Five microliters of acid-extracted proteins were loaded on a 15 %

protein gels and stained with Coomassie Blue dye. The locations of the

linker histone protein H1 and the core histone proteins H3, H2B, H2A and

H4 were noted.

阱高分辨质谱快速检测组蛋白修饰的方法，并在此基础上比较

正常叶酸培养细胞和无叶酸培养人胚肾细胞的组蛋白修饰差

异。结果表明叶酸缺乏组组蛋白 H3K79甲基化水平降低，提示

叶酸缺乏可能通过影响组蛋白修饰水平从而参与神经管畸形

的发生。

1 材料和方法

1.1 人胚肾细胞（HEK-293）培养及分组

人胚肾细胞系购买自医科院基础所。培养基以不含叶酸的

DMEM（Sigma，D2429）培养液为基础，再补充一定量叶酸（Sig-

ma，F8758）和胎牛血清（Gibco，16000-044）。细胞实验分两组进

行，无叶酸组中培养基不加叶酸；正常培养组中则补充 4 mg/L

叶酸到正常水平。两组细胞传代培养 4天后，胰酶消化收集细

胞。

1.2 组蛋白提取
细胞样品用酸提取法提取组蛋白[6]。简言之，细胞在裂解缓

冲液（10 mL溶液含 10 mM Tris-Cl，pH为 8.0，1 mM氯化钾，
1.5 mM 氯化镁和 1 mM 二硫苏糖醇（DTT）中充分裂解（裂解

缓冲液临用前需加蛋白酶和磷酸酶抑制剂）。随后通过离心

（1500 g，10 分钟）获得细胞核。核提取物加入 0.2 N 的硫酸
（H2SO4）4℃过夜。离心（12,000× g，20分钟），取上清液加入 33

%三氯乙酸（终浓度）以沉淀蛋白，所获得的沉淀以冷丙酮洗涤

后溶解于双蒸水中并贮存于 -80℃以备用。
1.3 蛋白溶液酶解

参考本课题组以往发表文章 [7]，10 滋g提纯组蛋白中加入
10 mM（终浓度）的 DTT于 37℃反应 60分钟以打开二硫键，然

后加入 40 mM（最终浓度）碘乙酰胺于暗室室温作用 60分钟以

进行烷基化反应。随后通过 40 mM的 DTT作用 15分钟以终

止烷基化反应。将尿素稀释到小于 1 M后，随即加入胰蛋白酶

进行酶解。酶解比例为 1:50（酶：总蛋白），于 37℃酶解 18小时

后加入 1.0 %的三氟乙酸以终止酶解反应。最后高速离心

（13,000× g，10分钟）以除去不溶性物质。上清液取 2 滋g进行

质谱检测。

1.4 质谱检测
LTQ Orbitrap XL液相色谱／静电场轨道阱高分辨质谱联

用仪质谱库均自美国 Thermo公司。质谱条件如下：离子化方

式：电喷雾电离负离子模式（ESI）；喷雾电压：2.2 kV；最大离子

注入时间：一级全扫描 50 ms，多级扫描 150 ms。扫描方式：真

离子扫描。通过 lockmass 462.146577进行质量实时校正；扫描

范围 m／ z 300-1800，扫描分辨率 60 000。对全扫描中响应最强

的 TOP10 离子做二级质谱扫描；碎裂方式：诱导解离碰撞

（CID），归一化的能量 35 %。
1.5 质谱结果的检索

Thermo Proteome Discoverer 数据库搜索，Percolator 取
PSM（peptide spectrum match）假阳性 1 %数据过滤方法，其中
q值和 Xcorr为主要的质谱数据可靠性筛选指标，q值越接近 0

表示质谱图可靠性越高；而 Xcorr为同时测量质量和强度可信

的标准，与电荷有关，以 1 电荷状态 XC≥ 1.5，2 电荷状态
XC≥ 2.0和 3电荷状态 XC≥ 2.5为筛选标准[8]。数据库包含所

有已知的人类组蛋白变体。修饰参数的设定为，单甲基化修饰

位于精氨酸和赖氨酸上，相差 14.016 Da，二甲基化位于精氨酸

和赖氨酸上，相差 28.031 Da；乙酰化位于赖氨酸上，相差
42.011 Da；三甲基化位于赖氨酸上，相差 42.047 Da。
1.6 蛋白免疫印迹检测

酸提取的细胞组蛋白样品 5 滋g 于 15 %的 SDS-PAGE 胶

中 80 V恒压跑胶，随后用硝酸纤维素膜转膜，条件为 150 mA

恒流转 1小时。抗组蛋白 H3K79me1抗体（abcam, ab2886）和
H3抗体（abcam, ab61251-100)均购买自 Abcam公司，一抗孵育

条件为 1:1000摇床孵育，4℃过夜，二抗为羊抗兔辣根过氧化
物酶标记抗体（中杉金桥公司，ZB-2301），1:5000室温孵 1小

时，随后用 ECL法显色后暗室曝光。

1.7 统计学分析

试验中免疫印迹结果的统计分析采用 Excel 自带的
TTEST 软件分析，独立的免疫印迹实验重复 3 次，结果用
Bio-rad公司的 Quantity one软件计算灰度，TTEST选项为双尾

分布，成对检验方法计算 P值，P<0.05提示差异有显著性。

2 结果

2.1 细胞组蛋白提取

细胞组蛋白用酸提取法提取后，以 15 % PAGE胶进行蛋

白电泳，考马斯亮蓝染色后可见明显 H3，H4，H2a，H2b和 H1

条带，表明酸提取法可成功提取组蛋白各主要组分，具体见图 1。

2.2质谱检测到的人胚肾细胞修饰谱

高分辨 orbi 质谱检测到五大组蛋白变体，H1，H3，H2a，
H2b和 H4。一共检测到 33个组蛋白修饰，包括 9个一甲基化

位点，7个二甲基化位点，6个三甲基化位点和 11个乙酰化位

点。其中 23个检测到的修饰位点与 uniprot（http://www.uniprot.

org/uniprot）数据库中报道的人类组蛋白修饰位点相同，而
H3K14me3，H4K23me2，H3K467me1，H2aR88me1，H2aK95me

1，H2bK34me1，H2bK57me3，H2bR72me1 和 H1K74me3，H1K8

9Ac为数据库中未报道组蛋白修饰位点。本次质谱检测到的组

蛋白肽段覆盖率分别为 H2b，89.68 %；H3，83.82 %；H4，76.70
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图 3组蛋白 H3K79me1的典型质谱图

Fig.3 A typical mass spectrum to identify H3K79me1

注：图示为带单个甲基化修饰的肽段 EIAQDFKTDLR的质谱检测图，图中标记的一系列 y-离子和 b-离子，不仅表明了肽段 EIAQDFKTDLR的

可靠性，也表示修饰的可靠性。

Note: Mass spectrum of the lysine monomethylated HEK-293 H3 peptide EIAQDFKTDLR. Fragment ions assigned to both y-ions and b-ions are labeled.

图 2质谱检测人胚肾细胞组蛋白修饰谱

Fig.2 A summary of the PTM sites identified in the HEK-293 cells

注：图示标记了质谱检测到的人胚肾细胞组蛋白的 5个主要组成成分

H1，H3，H2B，H2A和 H4上的主要组蛋白修饰位点，包括一甲基化，二

甲基化，三甲基化和乙酰化。

Note: The modifications of histone H1, H3, H2B, H2A and H4 were noted

including monomethylation, dimethylation, trimethylation and acetylation.

%；H2a，68.46 %和 H1，64.79 %。肽段覆盖率比较高，修饰检出

比较全面。将可靠肽段修饰整理到 5个组蛋白组分中，获得如

图 2所示的人胚肾细胞质谱检测所得组蛋白修饰谱。我们将其

中的组蛋白 H3K79me1修饰，提取出质谱图见图 3，表明在肽
段 EIAQDFKTDLR上，存在着单甲基化修饰，一系列 b和 y一

甲基化片段的离子不仅提供自身序列信息，而且还表示在这个

肽段上存在一个明确的单甲基化位点，表明这个修饰是可靠的。

2.3 叶酸缺乏与正常培养人胚肾细胞中组蛋白修饰水平比较

为明确叶酸缺乏组和正常组中是否存在组蛋白修饰变化，

我们酸提取不同叶酸条件处理 4天的细胞组蛋白进行质谱以

比较其修饰。两组均鉴定到 5个主要组蛋白变体，其肽段覆盖

率和修饰检出率也基本一致，结果具有可比性。比较结果表明

大部分的修饰在两组中没有明显差异，其中 H3的修饰肽段总

结后如表 2所示，可见 H3K79me2和,H3K79me1在叶酸缺乏

组中明显检出降低。

2.4免疫印迹比较 H3K79me1在正常组和叶酸缺乏组水平
为验证 H3K79me1在叶酸缺乏人胚肾细胞中是否确实降

低，我们提取不同叶酸条件处理 4天的细胞组蛋白进行免疫印

迹实验，以细胞内 H3 的水平为对照，结果见图 4。表明
H3K79me1修饰水平在叶酸缺乏组是降低的，P=0.02。

3 讨论

NTDs包含无脑儿、颅脊柱裂、脊柱裂、脑膨出、脊髓脊膜膨

出等多种疾病表型，是一种多基因、环境与遗传因素交互作用

的先天性复杂疾病。除了遗传因素外，环境营养因素对 NTDs

的形成密切相关，异常水平的叶酸、维生素 B12和维生素 C均

可增加发生 NTDs的风险[9-12]。流行病学研究表明，妊娠早期叶

酸缺乏是神经管畸形发生的重要危险因子，补充 0.4-4.0 mg/d

的叶酸能预防大约 50 %-70 %的神经管畸形的发生，但是叶酸

异常诱发 NTDs的发生及补充叶酸预防神经管畸形发生的机

制并不清楚。国内外学者普遍认为叶酸参与的一碳代谢循环在

其中起重要作用[13]。已有文献报道，敲除叶酸转运及叶酸代谢

中的相关酶可以导致 NTDs的发生，这些基因包括叶酸受体，

还原性叶酸载体，5,10-亚甲基四氢叶酸还原酶，甲硫氨酸和

酶，亚甲基四氢叶酸脱氢酶和甲基转移酶等[14-16]。
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PTMs Peptide Modifications in the peptide Folate-normal 5 Folate-free

K79(Methyl) EIAQDFKTDLR K79(Methyl) ● ○ ● ● ○ ○ ○ ●

K79(Dimethyl) EIAQDFKTDLR K79(Dimethyl) ○ ● ● ● ○ ○ ○ ●

K36(Dimethyl) ATGGVKKPHR K36(Dimethyl) ● ○ ● ● ● ○ ○ ●

KSAPATGGVKKPHR K27(Trimethyl); K36(Dimethyl) ○ ○ ○ ● ○ ○ ● ●

KSAPATGGVKKPHR K27(Dimethyl); K36(Dimethyl) ○ ○ ● ● ○ ○ ● ●

K36(methyl) KSAPATGGVKKPHR 27(Dimethyl); K36(Methyl) ○ ○ ● ● ○ ○ ● ●

K14(Acetyl) KSTGGKAPR K14(Acetyl) ● ○ ● ● ● ○ ○ ●

STGGKAPR K14(Acetyl) ● ○ ○ ○ ○ ○ ○ ●

KSTGGKAPR K9(Methyl); K14(Acetyl) ○ ○ ● ● ○ ○ ● ●

KSTGGKAPR K9(Dimethyl); K14(Acetyl) ● ○ ○ ○ ● ○ ● ●

KSTGGKAPR K9(Trimethyl); K14(Acetyl) ● ○ ● ● ● ○ ● ●

KSTGGKAPR K9(Acetyl); K14(Acetyl) ○ ○ ● ● ● ● ○ ○

K23(Acetyl) KQLATKAAR K23(Acetyl) ● ○ ● ● ● ● ● ●

QLATKAAR K23(Acetyl) ● ○ ● ● ● ○ ● ●

KQLATKAAR K18(Acetyl); K23(Acetyl) ● ● ● ● ○ ● ● ●

K9(Methyl) KSTGGKAPR K9(Methyl); K14(Acetyl) ○ ○ ● ● ○ ○ ● ●

K9(Dimethyl) KSTGGKAPR K9(Dimethyl); K14(Acetyl) ● ○ ○ ○ ● ○ ● ●

K9(Trimethyl) KSTGGKAPR K9(Trimethyl); K14(Acetyl) ● ○ ● ● ● ○ ● ●

K9(Acetyl) KSTGGKAPR K9(Acetyl); K14(Acetyl) ○ ○ ● ● ● ● ○ ○

K27(Methyl) KSAPATGGVK K27(Methyl) ○ ● ● ○ ● ● ○ ●

K27(Dimethyl) KSAPATGGVK K27(Dimethyl) ○ ● ○ ○ ○ ○ ○ ○

KSAPATGGVKKPHR K27(Dimethyl); K36(Methyl) ○ ○ ● ● ○ ○ ● ●

KSAPATGGVKKPHR K27(Dimethyl); K36(Dimethyl) ○ ○ ● ● ○ ○ ● ●

K27(Trimethyl) KSAPATGGVK K27(Trimethyl) ● ● ● ● ● ● ● ○

KSAPATGGVKKPHR K27(Trimethyl); K36(Dimethyl) ○ ○ ○ ● ○ ○ ● ●

K18(Acetyl) KQLATKAAR K18(Acetyl); K23(Acetyl) ● ● ● ● ○ ● ● ●

表 1质谱比较人胚肾细胞 H3组蛋白修饰差异

Table 1 Comparison of post-translational modifications of histone H3 between folate-free and folate-normal treated HEK-293 cells

图 4免疫印迹比较组蛋白 H3K79me1在叶酸正常组和叶酸缺乏组的修饰水平

Fig.4 Comparison of histone H3K79me1 level

between normal and folate-free treated HEK-293 by western blot

注：左图为 H3K79me1的免疫印迹结果，右图为对独立的 3次 H3K79me1免疫印迹实验统计的结果，以细胞总的 H3水平为参照物，*，表示无叶

酸培养组与正常对照组比较，P<0.05。

Note: Left panel showed the expression of H3K79me1 by western blot analysis and the right column showed the results of densitometric analyses of

western blot of H3K79me1. Total histone H3 was used as a loading control. *：Compared the Folate-free treated group to the control group, P<0.05.

注：PTMs:组蛋白 H3上检测到的修饰; Peptide;质谱检测到的带修饰的肽段；Modifications in the peptide：在这个肽段上检测到的所有组蛋白修

饰；Folate-normal：正常叶酸培养的人胚肾细胞组蛋白修饰，独立 4次实验检测到的修饰统计；Folate-free：无叶酸培养的人胚肾细胞的组蛋白修

饰，独立 4次实验检测到的修饰统计；● ：表示检测到了此修饰；○ ：表示没有检测到此修饰；Methyl表示甲基化；Dimethyl表示二甲基化；

Trimethyl表示三甲基化；Acetyl表示乙酰化。

Note: PTMs: Modifications in histone H3；Peptide: The sequence with modifications which detected by MS; Modifications in the peptide: all the

modifications in this peptide; Folate-normal: modifications of normal folate treated HEK-293 cells; Folate-free: modifications of no folate treated

HEK-293 cells; ● : modifications detected in this peptid；○ : modifications not detected; Methyl: monomethylation; Dimethyl: dimethylation; Trimethyl:

trimethylation; Acetyl: acetylation.
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组蛋白修饰是一种非常重要的表观遗传机制，广泛调控基

因转录和功能。人类标本的研究证明神经系统疾病与组蛋白异

常相关。组蛋白的修饰异常可导致神经系统疾病的发生，如

H3K9组蛋白甲基转移酶（SETDB1）在 Huntington's纹状体中
表达明显升高，并导致 H3K9的甲基化明显升高，而这种升高

与 Huntington's神经系统功能障碍相关 [17]。另外 SMCX基因

（编码 H3K4三甲基化去甲基化酶）的突变与智力低下和孤独

症相关[18]。还有研究证明 H3K4甲基化转移酶 -MLL1与精神分

裂患者的大脑皮层功能异常相关[19]。另有研究表明，组蛋白甲

基化修饰在神经干的发育中也起着非常重要的作用[20]。这些都

提示组蛋白修饰水平与脑组织发育和脑功能正常密切相关，而

一旦组蛋白修饰水平异常，则可能诱发神经系统疾病的发生。

本实验利用高分辨质谱比较了正常培养和叶酸缺乏人胚

肾细胞的组蛋白修饰，发现组蛋白 H3K79 修饰，包括
H3K79me2 和 H3K79me1 均明显降低。H3K79 甲基化酶为
DOT1L，最早发现于 2002年，也是目前发现的组蛋白 H3K79

的唯一甲基转移酶，在不同种属中非常保守[21]。DOT1L缺失在

细胞和小鼠的试验中表明 H3K79甲基化主要参与了细胞的增

殖、凋亡和细胞周期调控。在盘基网柄菌中将 DOT1L/KMT4同
源体敲除证明它是 H3K79 甲基化的唯一转移酶，细胞缺失
DOT1L表现为发育迟缓和生长缓慢[22]。小鼠胚胎干细胞诱导

分化的早期，缺失 DOT1L的细胞停止增殖，细胞被阻滞于
G2/M期，并导致非整倍体细胞数目增加。相关的转录组学研究

表明 DOT1L缺乏导致包括细胞周期调控和细胞增殖调控在内

的大量基因表达异常也表明在小鼠胚胎发育的早期分化阶段，

H3K79 甲基化修饰是必不可少的 [23]。进一步小鼠基因敲除

DOT1L显示多发性发育障碍，包括生长迟缓，心脏血管发育异

常并于胚胎 9.5至 10.5天死亡。这些都提示 H3k79甲基化在

胚胎发育中起着必不可少的重要调控作用。这些也提示我们

NTDs发生的部分原因可能是因为环境营养因素叶酸缺乏并通
过影响组蛋白的修饰水平所导致。本文在组蛋白修饰水平揭示

叶酸干预 NTDs发生的可能表观遗传机制，从而对 NTDs这一

高发的先天性疾病的治疗提供可靠的基础性和临床性相结合

的实验依据。
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