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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 DNA 甲基转移酶 1(DNA
 

methyltransferase
 

1,DNMT1)调控 LSM4 蛋白(Sm-like
 

protein-4,
 

LSM4)在同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)诱导小鼠肝细胞凋亡中的作用及机制研究。 方法　 将 ApoE- / - 小鼠(12
只)均分为 2 组,给予普通饲料喂养设为饮食对照组(ND 组,n= 6),给予高蛋氨酸饲料喂养设为高蛋氨酸组( HMD
组,n= 6);NCTC1469 小鼠正常肝细胞分为正常对照组(Control 组,0

 

μmol / L
 

Hcy)、Hcy 干预组(Hcy 组,100
 

μmol / L
 

Hcy)、转染干扰片段对照组( si-NC 组,0
 

μmol / L
 

Hcy)、转染 LSM4 干扰片段组( si-LSM4 组,0
 

μmol / L
 

Hcy)、转染

DNMT1 干扰片段组(si-DNMT1 组,0
 

μmol / L
 

Hcy)、Hcy 干预下对照干扰组( Hcy+si-NC 组,100
 

μmol / L
 

Hcy)、Hcy
干预下 LSM4 干扰组( Hcy +si-LSM4 组,100

 

μmol / L
 

Hcy) 和 Hcy 干预下 DNMT1 干扰组( Hcy + si-DNMT1 组,100
 

μmol / L
 

Hcy);NCBI 数据库分析 LSM4 在多种组织中表达;实时荧光定量 PCR( quantitative
 

real-time
 

PCR,
 

qRT-
PCR)和蛋白质印迹法(Western

 

blot)检测小鼠组织(HMD 组和 ND 组)和肝细胞(Control 组和 Hcy 组)LSM4 蛋白表

达差异;Western
 

blot 检测凋亡指标 Bcl-2 相关 X 蛋白( Bcl-2-associated
 

X,Bax) 和 B 淋巴细胞瘤- 2 蛋白( B-cell
 

lymphoma-2,Bcl-2)表达变化;流式细胞术检测 Control 组、Hcy 组、Hcy+si-NC 组和 Hcy+si-LSM4 组细胞凋亡率变化;
MethPrimer 在线软件分析 LSM4 启动子区 CpG 岛;qRT-PCR 和 Western

 

blot 检测 Hcy+si-DNMT1 组中 LSM4 蛋白表

达。 结果　 与 ND 组、Control 组相比,HMD 组、Hcy 组 LSM4 蛋白表达显著增高(P<0. 05);与 Control 组比较,Hcy 组

中 Bax 蛋白表达显著上调(P<0. 05),而 Bcl-2 表达明显降低(P<0. 05);与 Hcy+si-NC 组比较,Hcy+si-LSM4 组中

Bax 蛋白表达量显著减少(P<0. 05),Bcl-2 蛋白表达量明显增多(P<0. 05);与 Control 组相比,Hcy 组细胞凋亡率显

著升高(P<0. 05);相较 Hcy+si-NC 组,Hcy+si-LSM4 组细胞凋亡率下降(P<0. 05);MethPrimer 在线软件分析显示

LSM4 启动子区 GC 含量丰富且存在 1 个 CpG 岛;与 Hcy+si-NC 组相比,Hcy+si-DNMT1 组 LSM4 蛋白表达增高(P<
0. 05)。 结论　 DNMT1 通过调控 LSM4 低甲基化使其表达升高,从而促进 Hcy 诱导的小鼠肝细胞凋亡。

【关键词】 　 内分泌与代谢病;LSM4;同型半胱氨酸;凋亡;DNA 甲基转移酶 1
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

DNA
 

methyltransferase
 

1
 

( DNMT1)
 

on
 

sm-like
 

protein-4
 

( LSM4)
 

in
 

hepatocyte
 

apoptosis
 

in
 

mice
 

induced
 

with
 

Hcy.
 

Methods　 12
 

ApoE- / -
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups:
 

normal
 

diet
 

( ND,
 

n= 6)
 

and
 

high
 

methionine
 

diet
 

(HMD,
 

n= 6)
 

groups.
 

Normal
 

hepatocytes
 

of
 

NCTC1469
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

normal
 

group
 

(control,
 

0
 

μL / L
 

Hcy),
 

Hcy
 

intervention
 

group
 

(Hcy,
 

100
 

μL / L
 

Hcy),
 

NC
 

siRNA-transfected
 

control
 

group
 

(si-
NC

 

group,
 

0
 

μmol / L
 

Hcy ),
 

LSM4
 

siRNA-transfected
 

group
 

( si-LSM4
 

group,
 

0
 

μmol / L
 

Hcy ),
 

DNMT1
 

siRNA-
transfected

 

group
 

(si-DNMT1
 

group,
 

0
 

μmol / L
 

Hcy),
 

NC
 

siRNA-transfected
 

Hcy
 

intervention
 

group
 

(Hcy+si-NC
 

group,
 

100
 

μmol / L
 

Hcy),
 

LSM4
 

siRNA-transfected
 

Hcy
 

intervention
 

group
 

( Hcy + si-LSM4
 

group,
 

100
 

μmol / L
 

Hcy),
 

and
 

DNMT1
 

siRNA-transfected
 

Hcy
 

intervention
 

group
 

(Hcy+si-DNMT1
 

group,
 

100
 

μmol / L
 

Hcy).
 

Analysis
 

of
 

the
 

expression
 

of
 

LSM4
 

in
 

various
 

tissues
 

was
 

conducted
 

using
 

the
 

NCBI
 

database.
 

Quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

differences
 

in
 

LSM4
 

protein
 

expression
 

in
 

mouse
 

tissues
 

(HMD
 

and
 

ND)
 

and
 

hepatocytes
 

(control
 

and
 

Hcy).
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl2-associated
 

X
 

( Bax)
 

and
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

( Bcl-2).
 

The
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

Control,
 

Hcy,
 

Hcy + si-NC,
 

and
 

Hcy + si-LSM4
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

MethPrimer
 

online
 

software
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

CpG
 

islands
 

of
 

LSM4
 

promoter
 

region.
 

The
 

expression
 

of
 

LSM4
 

in
 

the
 

Hcy+si-DNMT1
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR
 

and
 

Western
 

blot.
 

Results　 The
 

expression
 

of
 

LSM4
 

in
 

HMD,Hcy
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

ND
 

and
 

Control
 

group
 

(P<0. 05).
 

Bax
 

protein
 

expression
 

was
 

significantly
 

higher,
 

but
 

Bcl-2
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

Hcy
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

of
 

the
 

Control
 

group
 

(P<0. 05).
 

The
 

expression
 

of
 

Bax
 

protein
 

was
 

significantly
 

lower,
 

but
 

the
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

Hcy+si-LSM4
 

group
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

Hcy+si-NC
 

group
 

(P< 0. 05).
 

The
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

Hcy
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Control
 

group
 

(P<
0. 05),

 

while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

Hcy +si-LSM4
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Hcy +si-NC
 

group
 

(P< 0. 05).
 

MethPrimer
 

database
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

promoter
 

region
 

of
 

LSM4
 

was
 

GC-rich,
 

and
 

there
 

was
 

one
 

CpG
 

island.
 

Compared
 

with
 

the
 

Hcy
 

+
 

si-NC
 

group,
 

the
 

Hcy+si-DNMT1
 

group’s
 

expression
 

of
 

LSM4
 

protein
 

was
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Conclusions 　 DNMT1
 

regulates
 

LSM4
 

hypomethylation
 

to
 

increase
 

its
 

expression,
 

thereby
 

promoting
 

Hcy-induced
 

apoptosis
 

of
 

mouse
 

hepatocytes.
【Keywords】　 endocrinology

 

and
 

metabolism;
 

LSM4;
 

homocysteine;
 

apoptosis;
 

DNMT1
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　 　 同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)是蛋氨酸循

环、叶酸代谢和硫代谢途径中的代谢物质,是甲硫

氨酸去甲基化的中间产物。 最新研究显示,高同型

半胱氨酸血症(hyperhomocysteinemia,HHcy)与心血

管、糖尿病、肝脂质沉积等疾病密切相关[1-2] 。 肝是

Hcy 等多种生物分子的重要代谢脏器,在调控体内

Hcy 水平中发挥重要作用,已被发现并证明 Hcy 水

平升高与肝损伤相关疾病的进展和肝癌的转移有

关[3-5] 。 肝损伤可导致 Hcy 代谢失调,而 Hcy 水平

升高又可反过来诱导肝细胞凋亡[6] ,但 Hcy 诱导肝

细胞凋亡从而引起肝损伤中的具体作用机制仍不

明确,因此有必要进行深入的探讨。
有研 究 发 现 LSM4 蛋 白 ( Sm-like

 

protein-4,
LSM4)参与乳腺癌[7] 、皮肤黑色素瘤[8] 、肝损伤等

疾病的发生发展进程[9] 。 例如,LSM4 的敲低可抑

制肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭[10] 。 另有研究发

现,LSM4 是促进 mRNA 前体剪接和 mRNA 脱帽的

复合体的组成部分,可增强 mRNA 的稳定性并诱导
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caspase 介导的细胞凋亡[11] 。 然而, LSM4 是否在

Hcy 引起的肝细胞凋亡中发挥作用尚不清楚。 DNA
的表观遗传修饰包括乙酰化、甲基化、氢甲基化等,
其中具有可逆性特点的 DNA 甲基化在调节基因表

达、细胞分化和机体发育等过程中必不可少,已成

为一个研究热点。 因此,本研究旨在探讨 DNA 甲基

转移酶 1 ( DNA
 

methyltransferase
 

1, DNMT1) 调控

LSM4 在 Hcy 诱导小鼠肝细胞凋亡中的作用及其机

制研究,可能为肝损伤相关疾病的诊断和治疗提供

新的靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 ApoE- / -小鼠 12 只(雄),6 周龄,体重 25
~28

 

g,自北京唯尚立德生物科技有限公司购入

[SCXK(京)2021-0010],相关动物实验内容经宁夏

医科大学总医院医科听伦理查委员会授权[ KYLL-
2024-0303],于宁夏医科大学动物实验中心 SPF 级

动物房开展造模实验[SYXK(宁)2020-0001],昼夜

节律交替照明(12 h / 12 h),温度(23±2)℃ ,日温差<
4 ℃ ,相对湿度 60%。 小鼠于 IVC 实验动物笼具中

饲养,定期更换垫料和正常饮用水,分别给予普通

饲料和高蛋氨酸饲料喂养。 所有实验均遵循宁夏

医科大学实验动物伦理规范和 3R 原则,给予人道

关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 NCTC1469 小鼠正常肝细胞购于上海联迈生物

工程有限公司,连续传 10 代以上。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 总蛋白提取试剂盒和蛋白定量试剂盒(货号:
KGP250 / 23227,凯基生物); RNA 提取试剂盒 (货

号:DP304,天根);逆转录试剂盒和荧光定量 PCR
试剂(货号:RR037A / RR820A,TaKaRa);流式凋亡

试剂盒(货号: BD556547, BD); Bcl-2 抗体(货号:
BS1511,巴傲得);DNMT1 抗体(货号:GTX116011,
欣博盛);Bax 抗体(货号:50599-2-Ig,Proteintech);
HRP 标记的山羊抗小鼠 / 兔 IgG(货号:bs-0296 G /
bs-0295 G,博奥森);小鼠 GAPDH 内参引物、LSM4
和 DNMT1 上下游引物及 NC、LSM4 和 DNMT1 干扰

片段(上海,吉玛)。 实时荧光定量分析仪(德国,耶
拿);电泳仪、 电转仪及凝胶成像仪 ( 美国, Bio-
Rad);流式细胞仪(美国,ACEA

 

Biosciences)。 所用

干扰片段及引物序列见表 1、表 2。
表 1　 干扰片段序列

Table
 

1　 Sequences
 

of
 

the
 

siRNA
名称
Name

siRNA 序列
siRNA

 

sequence
产物 / bp
Product

NC
正义链 Sense

 

5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’
反义链 Antisense

 

5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’
21

LSM4-Mouse-1
正义链 Sense

 

5’-CUCGCUGAUUGGUCAUAGUTT-3’
反义链 Antisense

 

5’-ACUAUGACCAAUCAGCGAGTT-3’
21

LSM4-Mouse-2
正义链 Sense

 

5’-GCUGUGACAACUGGAUGAATT-3’
反义链 Antisense

 

5’-UUCAUCCAGUUGUCACAGCTT-3’
21

LSM4-Mouse-3
正义链 Sense

 

5’-GCAUCCCUGAUGAGAUCAUTT-3’
反义链 Antisense

 

5’-AUGAUCUCAUCAGGGAUGCTT-3’
21

DNMT1-Mouse-1
正义链 Sense

 

5’-GGGAGAAAUUAAACUUACUTT-3’
反义链 Antisense

 

5’-AGUAAGUUUAAUUUCUCCCTI-3’
21

DNMT1-Mouse-2
正义链 Sense

 

5’-GAGGCCUACAAUUCAAAGATT-3’
反义链 Antisense

 

5’-UCUUUGAAUUGUAGGCCUCTT-3’
21

DNMT1-Mouse-3
正义链 Sense

 

5’-CGCAUCAGCUGCAGUUAAATT-3’
反义链 Antisense

 

5’-UUAACUGCAGCUGAUGCGTT-3’
21

表 2　 引物序列
Table

 

2　 Sequences
 

of
 

the
 

primers
名称
Name

引物序列
Primer

 

sequence
产物 / bp
Product

GAPDH-Mouse
上游引物 Forward:

 

5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’
下游引物 Reverse:

 

5’-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3’
21

LSM4-Mouse
上游引物 Forward:

 

5’-CAGCGCAGAATCACCCCAT-3’
下游引物 Reverse:

 

5’-TTGATGTTCATCCAGTTGTCACA-3’
21

DNMT1-Mouse
上游引物 Forward:

 

5’-CCGTGGCTACGAGGAGAAC-3’
下游引物 Reverse:

 

5’-TTGGGTTTCCGTTTAGTGGGG-3’
21
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物及分组　
　 　 选取 12 只 ApoE- / - 小鼠随机分为饮食对照组

(ND 组,n= 6)和高蛋氨酸组(HMD 组,n = 6),室内

环境温度(25±2)℃ ,相对湿度 60%,喂养 12 周后进

行实验。
1. 3. 2　 细胞培养及分组

 

　 　 NCTC1469 小鼠正常肝细胞培养于 37 ℃ 环境

(95%
 

O2 +5%
 

CO2 )培养箱中,采用 DMEM 培养液

(10%特级马血清+1%青链霉素)进行常规培养,细
胞生长至 85%时传代培养。 干扰片段转染 24 ~ 48

 

h
后裂解细胞提 RNA 和蛋白。 实验分组为正常对照

组(Control 组,0
 

μmol / L
 

Hcy)、Hcy 干预组(Hcy 组,
100

 

μmol / L
 

Hcy)、转染干扰片段对照组(si-NC 组,0
 

μmol / L
 

Hcy)、转染 LSM4 干扰片段组(si-LSM4 组,
0

 

μmol / L
 

Hcy )、 转 染 DNMT1 干 扰 片 段 组 ( si-
DNMT1 组,0

 

μmol / L
 

Hcy)、Hcy 干预下对照干扰组

(Hcy + si-NC 组, 100
 

μmol / L
 

Hcy )、 Hcy 干预下

LSM4 干扰组(Hcy+si-LSM4 组,100
 

μmol / L
 

Hcy)和

Hcy 干预下 DNMT1 干扰组( Hcy+si-DNMT1 组,100
 

μmol / L
 

Hcy)。
1. 3. 3　 NCBI 数据库分析 LSM4 在多种器官组织中

表达　
　 　 通过 NCBI 数据库(https: / / www. ncbi. nlm. nih.
gov / gene / )查看 LSM4 在小鼠肝、肾等多种组织中

的表达情况。
1. 3. 4　 qRT-PCR 检测 DNMT1 和 LSM4

 

mRNA 表达

　 　 ND 组和 HMD 组小鼠处死后,取肝组织,每只

分离 80
 

mg 进行组织匀浆;NCTC1469 细胞经 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预 24
 

h 后收集细胞;si-NC / si-LSM4 /
si-DNMT1 干扰片段分别转染经 100

 

μmol / L
 

Hcy 干

预后的肝细胞和正常肝细胞,24
 

h 后分别进行细胞

采集。 按 RNA 提取试剂盒说明书提炼 RNA;逆转

录合成 cDNA 以逆转录试剂说明为基准;PCR 扩增

以 StepOnePlusTM
 

qRT-PCR 系统为操作平台。
1. 3. 5 　 Western

 

blot 实 验 检 测 LSM4、 DNMT1、
Bax 和 Bcl-2 蛋白表达

 

　 　 取 ND 组 和 HMD 组 小 鼠 肝 组 织 研 磨,
NCTC1469 细胞经 100

 

μmol / L
 

Hcy 干预 24
 

h 后收

集细胞;si-NC / si-LSM4 / si-DNMT1 干扰片段分别转

染经 100
 

μmol / L
 

Hcy 干预后的肝细胞和正常肝细

胞 48
 

h 后收集细胞。 分别加入细胞裂解液进行取

样,以 BCA 法测得的蛋白含量为依据,采用 Loading
 

buffer 稀释法对不同浓度的蛋白进行均匀稀释并分

别加至不同的加样孔;利用电泳和电转实现蛋白质

印迹的液相-固相转移;封闭 l ~ 2
 

h 后,分别以一抗

(各自说明书推荐比例) 4 ℃ 孵育过夜,二抗(1 ∶
5000)室温孵育 l ~ 2

 

h;采用电化学法洗涤并显影

后,采集条带并使用 Image
 

J 软件进行灰度值分析和

计算。
1. 3. 6　 流式细胞术检测细胞凋亡率　
　 　 收集 Control 组、Hcy 组、Hcy+si-NC 组和 Hcy+
si-LSM4 组的肝细胞,将细胞密度调整为 1 × 106 /
mL;用胰蛋白酶-EDTA 消化液(不含酚红)消化收

集后,离心 5
 

min 去上清;预冷 1 × PBS 重悬,2000
 

r / min 离心 5 ~ 10
 

min 后去上清;1 × Binding
 

Buffer
(300

 

μL)悬浮细胞,另加 Annexin
 

V-FITC(5
 

μL),
轻轻摇晃,充分混合后,避光孵育 15

 

min;开机 5
 

min
前,加入 5

 

μL
 

PI 染剂,轻轻摇动,使之均匀;上机前

补加 1×Binding
 

Buffer(200
 

μL),随之流式细胞术定

量细胞凋亡。
1. 4　 统计学方法

　 　 本实验所有结果均为计量资料,以 Prism
 

8. 3. 0
软件为工具进行统计学分析处理,所有资料均以平

均数±标准差( 􀭰x±s)表示,以 t 检验进行两组间比较;
利用单因素方差分析( one-way

 

analysis
 

of
 

variance,
ANOVA)检验行多组间比较。 经统计学处理,以 P<
0. 05 为结果有显著性差异。

2　 结果

2. 1　 肝组织和肝细胞 LSM4 的表达变化

　 　 NCBI 数据库 RNA 表达分析图结果显示,红框

所标注区域内,LSM4 在不同时期的肝组织中表达

发生改变(图 1A);qRT-PCR 和 Western
 

blot 检测结

果发现,与 ND 组和 Control 组比较,LSM4
 

mRNA 和

蛋白表达量在 HMD 组和 Hcy 组中显著增加(P <
0. 05)(图 1B)。
2. 2　 LSM4

 

siRNA 干扰自身验证

　 　 qRT-PCR 和 Western
 

blot 检测结果发现,与 si-
NC 组比较,si-LSM4-1 组、si-LSM4-2 组和 si-LSM4-3
组的 LSM4

 

mRNA 表达显著减少(P< 0. 05),LSM4
 

siRNA 干扰片段构建成功(图 2)。 综合考虑,干扰

效果最显著的 LSM4
 

siRNA-3 干扰片段用于后续

实验。
2. 3　 Hcy 干预下干扰 LSM4 表达后肝细胞凋亡率

变化

　 　 Western
 

blot 检测结果发现,Hcy 组内 Bax 蛋白
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注:A:NCBI 数据库 RNA 表达分析图;B:LSM4
 

mRNA 和蛋白表达变化。 与饮食对照组相比,∗∗∗P<0. 001。

图 1　 Hcy 调控 LSM4 的表达

Note.
 

A,
 

Analysis
 

map
 

of
 

NCBI
 

database
 

RNA
 

sequencing.
 

B,
 

Expression
 

of
 

LSM4
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

liver
 

tissue
 

and
 

hepatocytes.
 

Compared
 

with
 

ND
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Figure
 

1　 Hcy
 

regulates
 

LSM4
 

expression

注:A:LSM4
 

mRNA 表达;B:LSM4 蛋白表达。 与转染干扰片段对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 2　 LSM4
 

siRNA 干扰自身验证

Note.
 

A,
 

LSM4
 

mRNA
 

expression.
 

B,
 

LSM4
 

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

the
 

si-NC
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

2　 LSM4
 

siRNA
 

interference
 

self-validation

含量在与 Control 组对比中呈显著升高趋势(P <
0. 05),而 Bcl-2 蛋白水平则显著下降(P<0. 05) (图

3A)。 相较于 Hcy + si-NC 组, Hcy + si-LSM4-3 组的

Bax 蛋白含量显著下降(P<0. 05),而 Bcl-2 蛋白含

83 中国比较医学杂志 2024 年 11 月第 34 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2024,Vol.
 

34,No.
 

11



量显著增加(P<0. 05)(图 3B)。 流式细胞术结果显

示,与 Control 组比较,Hcy 组细胞凋亡率明显升高

(P<0. 05);与 Hcy+si-NC 组比较,Hcy+si-LSM4-3 组

细胞凋亡率降低(P<0. 05)(图 3C)。

注:A:凋亡相关蛋白表达变化;B:凋亡相关蛋白表达变化;C:流式细胞凋亡率散点图及统计图。 与正常对照组相比,∗∗ P< 0. 01,∗∗∗∗ P<

0. 0001;与 Hcy 干预下对照干扰组相比,
 #P<0. 05,###P<0. 001。

图 3　 干扰 LSM4 抑制 Hcy 诱导的小鼠肝细胞凋亡

Note.
 

A,
 

Expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins.
 

B,
 

Expression
 

of
 

apoptosis-related
 

proteins.
 

C,
 

Flow
 

cytometry
 

of
 

apoptosis.
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,∗∗P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

the
 

Hcy+si-NC
 

group,
 #P<0. 05,

 ###P<0. 001.

Figure
 

3　 Inhibiting
 

Hcy
 

induced
 

hepatocyte
 

apoptosis
 

in
 

mice
 

by
 

interfering
 

with
 

LSM4

2. 4　 LSM4
 

DNA 启动子区 CpG 岛预测

　 　 MethPrimer 在线软件 ( http: / / www. urogene.
org / methprimer)分析 LSM4 的 DNA 启动子区 GC 含

量,显示 GC 含量丰富且存在 1 个 CpG 岛,提示

LSM4 表达可能受甲基化调控(图 4)。
2. 5　 DNMT1

 

siRNA 干扰自身验证

　 　 qRT-PCR 和 Western
 

blot 检测结果发现,与 si-

NC 组比较, DNMT1
 

mRNA 和蛋白表达水平在 si-
DNMT1-1 组、si-DNMT1-2 组和 si-DNMT1-3 组中都

有降低(P<0. 05),LSM4
 

siRNA 干扰片段构建成功

(图 5)。 选择干扰效果较为明显的 DNMT1
 

siRNA-3
干扰片段用于后续实验。
2. 6 　 Hcy 干预下干扰 DNMT1 表达后肝细胞

LSM4 的表达变化

　 　 如图 6 所示,qRT-PCR 和 Western
 

blot 的检测

结果发现,与 Hcy+si-NC 组比较,LSM4
 

mRNA 和蛋

白的表达水平在 Hcy+si-DNMT1-3 组中明显升高(P
<0. 05)。
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图 4　 LSM4 启动子区 CpG 岛预测

Figure
 

4　 CpG
 

island
 

prediction
 

in
 

the
 

LSM4
 

promoter
 

region

注:A:DNMT1
 

mRNA 表达;B:DNMT1 蛋白表达。 与转染干扰片段对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 DNMT1
 

siRNA 干扰自身验证

Note.
 

A,
 

DNMT1
 

mRNA
 

expression.
 

B,
 

DNMT1
 

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

the
 

si-NC
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

5　 DNMT1
 

siRNA
 

interference
 

self
 

validation

注:A:LSM4
 

mRNA 表达;B:LSM4 蛋白表达。 与 Hcy 干预下对照干扰组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 DNMT1 在 Hcy 干预下调控 LSM4 的表达

Note.
 

A,
 

LSM4
 

mRNA
 

expression.
 

B,
 

LSM4
 

pression
 

expression.
 

Compared
 

with
 

the
 

Hcy+si-NC
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

6　 DNMT1
 

regulates
 

LSM4
 

expression
 

in
 

response
 

to
 

Hcy
 

intervention
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3　 讨论

　 　 Hcy 是蛋氨酸转化为半胱氨酸过程中所形成的

中间产物,属于一种含硫氨基酸。 血液中 Hcy 水平

升高与基因异常有关,也与营养因素有关,如低叶

酸、维生素 B6、维生素 B12 和蛋氨酸摄入量过多[12] 。
Hcy 通过两条途径代谢,即再甲基化反应和转硫基

反应。 有研究发现,Hcy 在神经退行性病变、心血管

征候、糖尿病和酒精性肝病等疾病发展中均有参

与。 已有研究发现,Hcy 可促进多种炎症介质释放,
如 NF-κB、IL-1β、IL-6 和 IL-8,也可导致细胞内超氧

阴离子的产生增加,从而导致细胞内氧化压力升

高,NO 含量下降,进而诱发内质网应激,其发生机

制均是 Hcy 通过促进细胞凋亡、脂肪堆积和炎症等

途径导致细胞损伤过程[13] 。 课题组前期研究已证

实 Hcy 能够明显引起肝损伤,HMD 组肝组织与 ND
组相比,肝小叶结构排列紊乱,且 Hcy 可诱导人源

肝细胞凋亡[14-15] ,但对 Hcy 引起肝细胞凋亡的具体

凋亡机制仍不清楚。
LSM 蛋白是 RNA 结合蛋白家族,共有 13 个成

员(LSM1 ~ LSM14B)。 这些成员与多种类型肿瘤发

生和转移密切相关,其中 LSM4 已被证明参与肝损

伤[16] 、肠道疾病和卵巢癌的发生和恶化[17] 。 研究

表明,在卵巢癌中,LSM4 的敲低可抑制卵巢细胞的

细胞迁移和侵袭,而过表达 LSM4 又逆转敲低 circ_
0、025、033 对上述过程的抑制作用[18] ;沉默 LSM4
可减少 miR-503 对 CUGBP1 表达的抑制,从而降低

肠道上皮细胞对凋亡的敏感性[19] 。 本研究发现

LSM4 在 HMD 组和 Hcy 组中表达上调, 这提示

LSM4 可能参与 Hcy 致肝损伤的发展过程。 然而,
LSM4 是否与 Hcy 致肝细胞凋亡有关仍不明确。 故

本研究通过 Western
 

blot 检测凋亡相关指标蛋白变

化和流式细胞术定量细胞凋亡水平,验证 Hcy 可促

进肝细胞凋亡,而干扰 LSM4 的表达可削弱 Hcy 对

肝细胞凋亡的促进作用。 DNA 甲基化是一种至关

重要的表观遗传修饰方式,可引起相关基因的转录

促进或抑制,从而调节靶细胞功能。 在多种人类疾

病的发生机制中均可发现存在 DNA 甲基化的变

化[20] ,例如,CYP2D6 和 CYP2E1 的甲基化水平可

影响其自身表达,进而影响药物的半衰期,从而导

致肝细胞损伤[21] 。 为此, 接下来探讨 Hcy 刺激

LSM4 如何发生改变, 通过 MethPrimer 网站分析

LSM4 的 DNA 启动子区 GC 含量,显示 GC 含量丰富

且存在 1 个 CpG 岛,提示 LSM4 表达可能受甲基化

调控。
DNMT1 是一个广泛存在于 DNA 甲基化修饰过

程的酶,它在 DNA 复制过程中发挥重要维持甲基化

作用,还在整个甲基化进程中发挥重要调节作

用[22-23] 。 有 研 究 发 现 CFP1 缺 失 可 通 过 降 低

DNMT1 合成致 DNA 损伤增加[24] ,另有研究发现

DNMT1 基因缺失的小鼠在发育后不久死亡,并且肝

受损严重[25] ,这是 DNMT1 功能关键性的证据,同时

也提示了 DNMT1 与肝损伤密切相关[26] 。 为验证

LSM4 与 DNMT1 是否在 Hcy 诱导小鼠肝细胞凋亡

中存在关联,本研究在 Hcy 干预下干扰 DNMT1 表

达后,通过 Western
 

blot 和 qRT-PCR 检测 LSM4 表

达情况。 结果显示,在 Hcy 干预下干扰 DNMT1 表

达后,LSM4 表达水平明显上调,提示 DNMT1 通过

调控 LSM4 甲基化影响 Hcy 诱导小鼠肝细胞凋亡

进程。
此前,对于肝损伤中肝细胞凋亡机制的研究仍

局限于相关有机化合物[27] 、lncRNA[28] 等,本研究首

次提出 DNA 甲基化在 Hcy 诱导小鼠肝细胞凋亡中

的机制作用,将 DNMT1 对 LSM4 的甲基化调控和

Hcy 致肝细胞凋亡的机制串联起来,为肝损伤中

Hcy 致肝细胞凋亡的机制研究提供新思路。
综上所述, 本研究探索并验证 DNMT1 调控

LSM4 在 Hcy 诱导小鼠肝细胞凋亡中的作用及机

制,LSM4 有望成为治疗 Hcy 致肝细胞凋亡的一个

新的干预靶点,对临床上肝损伤相关疾病的诊断和

治疗具有重要意义。
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