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　 　 【摘要】 　 目的　 观察去甲基化剂 ５－氮杂－２’脱氧胞苷（５⁃ａｚａ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ）对大鼠原代

肾肌成纤维细胞的周细胞肌成纤维细胞转化（ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＰＭＴ）的影响。 方法　 取 ５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 处理大鼠原代肾肌成纤维细胞 ７２ ｈ， 采用焦磷酸测序方法检测促红细胞生成素

（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）基因启动子甲基化程度，采用免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α－平滑肌肌动蛋白（ ａｌｐｈａ⁃
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭΑ）、血小板源性生长因子受体 β（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β，ＰＤＧＦＲβ）和
ＤＮＡ 甲基转移酶 ３ａ（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ３ａ，Ｄｎｍｔ３ａ）的蛋白表达水平，并检测细胞上清液 ＥＰＯ 水平。 结果

与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理能显著降低 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达和 Ｅｐｏ 启动子高甲基化水平，并随之降低了肌成纤

维细胞中 α⁃ＳＭＡ 的表达及 α⁃ＳＭＡ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达比例，同时，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理提高了细胞上清液中 ＥＰＯ
的水平。 结论　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 可通过抑制大鼠原代肾肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子高甲基化逆转 ＰＭＴ。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔ ５⁃ａｚａ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ （５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ）ｏｎ ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＰＭＴ） ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｒａｔ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ７２ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ Ｅｐｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ）， ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃β （ ＰＤＧＦＲβ） ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ Ｄｎｍｔ３ａ ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ａｎｄ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ （ＥＰＯ）ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ， ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｐｏ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ， ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｔｏ ＰＤＧＦＲβ ｉｎ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＰＯ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ＰＭＴ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｅｐｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．



【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ； ＥＰＯ； ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ； ５⁃ａｚａ⁃２ ’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ； ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肾性贫血是慢性肾疾病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的主要并发症之一，随肾功能下降

其发生率逐渐增加，对患者的生存质量及长期存

活均有重要影响。 肾周细胞（ｒｅｎａｌ ＥＰＯ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ，ＲＥＰＣｓ）是正常肾产生促红细胞生成素的细

胞［１］。 它是起源于间充质的高度分枝的间质细

胞，包裹在微血管基底膜内，通过不同的信号通

路与内皮细胞相互作用。 在正常情况下，这些细

胞位于皮髓质交界 Ｏ２ 利用率急剧下降的区域，
表达 ＣＤ７３ 和 血 小 板 源 性 生 长 因 子 受 体 β
（ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β，
ＰＤＧＦＲβ） ［２］。 在 ＣＫＤ 进展过程中，周细胞分化

为表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞 （ ＰＤＧＦＲβ＋、
ＣＤ７３＋、α⁃ＳＭＡ＋）即发生周细胞肌成纤维细胞转

化（ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＰＭＴ），其促红

细胞生成素 （ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ， ＥＰＯ） 表达明显降

低［３－５］。 ＰＤＧＦＲβ＋周细胞和 α⁃ＳＭＡ＋ ＰＤＧＦＲβ＋ 肌

成纤维细胞可以作为研究正常或 ＣＫＤ 肾周细胞

肌 成 纤 维 细 胞 转 化 （ ｐｅｒｉｃｙｔｅ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＰＭＴ）的标记物［５－６］。 ＰＭＴ 已被证明是

ＣＫＤ 慢性进展的关键［５，７］。 然而，目前 ＣＫＤ 中

ＲＥＰＣｓ 发生 ＰＭＴ 的具体机制仍不是很清楚。 新

近研究表明该过程与 Ｅｐｏ ５’的 ＤＮＡ 高甲基化密

切相关［７－８］。 ５ －氮杂 － ２’ 脱氧胞苷 （ ５⁃Ａｚａ⁃２’⁃
ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ）是一种去甲基化剂，已
被食 品 药 品 监 督 管 理 局 （ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准直接或间接用于影响基

因的疾病治疗［９］。 在表观遗传学研究中，５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ 也被广泛用作抑制 ＤＮＡ 甲基转移酶［１０－１１］。
本研究采用 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理大鼠原代肾肌成纤维

细胞通过调控 Ｅｐｏ 的 ＤＮＡ 高甲基化状态研究

ＰＭＴ 可逆性。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 原代大鼠肾肌成纤维细胞（ ｒａｔ⁃ｉｃｅｌｌ⁃ｕ０１７）购
自 ｉＣｅｌｌ 生物科技股份有限公司。

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 原代细胞培养体系（ ｉＣｅｌｌ 生物科技股份有限

公司，货号 ＰｒｉＭｅｄ⁃ｉＣｅｌｌ⁃０１５）；５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ （北京索

莱宝科技有限公司，货号 Ｄ９０１０）；二甲基亚砜

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司，货号 ２７６８５５）；Ｒａｔ ＥＰＯ ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔ（武汉博士德生物公司，货号 ＥＫ１３５１）；小鼠抗

α－平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃
ＳＭΑ） （美国 Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ 公司，货号 ＮＢＰ２⁃
３３００６）； 小 鼠 抗 ＤＮＡ 甲 基 转 移 酶 ３ａ （ ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ３ａ，Ｄｎｍｔ３ａ） （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司，货号 ｓｃ⁃３７３９０５）；兔抗血小板源性生长因子受

体 β （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β，
ＰＤＧＦＲβ）（英国 Ａｂｃａｍ 公司，货号 ａｂ３２５７０）；兔
抗 ＣＤ７３（美国 ＣＳＴ 公司，货号 １３１６０）；特异性荧

光标记二抗（美国 ＣＳＴ 公司，货号 ４４１２）；小鼠抗

β⁃ａｃｔｉｎ（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号

ＴＡ⁃０９）；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（天根生化科技（北京）有限

公司，货号 ＭＤ１１４⁃０２）；ＥｐｉＴａｑＴＭ ＨＳ（宝生物工程

（大 连 ） 有 限 公 司， 货 号 Ｒ１１０Ａ ）； ＥＺ ＤＮＡ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ⁃ＧｏｌｄＫｉｔ （美国 ＺＹＭＯ ＲＥＳＥＡＲＣＨ 公

司，货号 Ｄ５００５）； ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ａｄｖａｎｃｅｄ ＣｐＧ
Ｒｅａｇｅｎｔｓ （ 德国 ＱＩＡＧＥＮ 公 司， 货 号 ９７４００２ ）；
ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｂｅａｄｓ （德国 ＱＩＡＧＥＮ 公

司，货 号 ９７４２０３ ）； ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ｄｉｓｃｓ （ 德 国

ＱＩＡＧＥＮ 公 司， 货 号 ９７４９０１ ）； ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８
Ａｂｓｏｒｂｅｒ Ｓｔｒｉｐｓ （ 德 国 ＱＩＡＧＥＮ 公 司， 货 号

９７４９１２）。 焦磷酸测序仪 （德国 ＱＩＡＧＥＮ，货号

ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８）；一体化成像仪 （美国 ＧＥ 公司

Ｉｍａｇｅ，货号 ＱｕａｎｔＬＡＳ５００）；ＰＣＲ 仪（德国赛默飞

世尔科技公司，货号 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５）；酶标仪（德国

赛默飞世尔科技公司，货号 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ）；荧光

显微镜（日本尼康公司，货号 Ｎｉ⁃Ｕ）；引物由上海

生工生物技术有限公司合成。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 于培养瓶中培养原代大鼠肾肌成纤维细胞，
待细胞覆盖培养瓶壁 ８０％ ～ ９０％后传代，将细胞

接种于 ６ 孔板进行后续实验。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 分组及药物处理　
　 　 实验分对照组和 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 剂

量依据文献［１２］ 和噻唑蓝（３⁃（４，５⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ⁃
２⁃ｙｌ）⁃２，５⁃ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）测试

结果判定。 ＭＴＴ 测定方法为：ＲＥＰＣｓ（１×１０５ ／ ｍＬ）
分别用不同浓度的 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 在 ３７ ℃条件下处

理 ２４ ｈ，处理后每孔加 ２０ μＬ ＭＴＴ 孵育 ４ ｈ，用
１５０ μＬ 二甲基亚砜溶解紫色甲瓒晶体，用酶标仪

在 ５７０ ｎｍ 处测定吸光度。 将细胞接种于 ６ 孔板

中，并在标准 ＣＯ２ 培养箱（９５％空气，５％ ＣＯ２）中
于 ３７ ℃ 的上述培养基中孵育。 ２ ｄ 后，细胞用

２５０ ｎｇ ／ ｍＬ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 或二甲基亚砜溶剂处理

２４ ｈ，处理结束后收集各组细胞或细胞上清液用

于后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞培养上清中 ＥＰＯ 水平分析

　 　 取 １􀆰 ３􀆰 ２ 中处理 ７２ ｈ 后的各组细胞悬液

２００ μＬ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 收集上清液，严格

按照试剂盒说明采用 Ｒ． ＥＰＯ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测

细胞培养上清中 ＥＰＯ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫荧光染色检测

　 　 免疫荧光染色检测原代大鼠肾肌成纤维细

胞 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达，并分别检测 α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ
和 α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ ７３ 共定位表达。 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理

７２ ｈ 后，６ 孔板中的细胞爬片经 ４％多聚甲醛固定

１５ ｍｉｎ，ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，采用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭过氧化

物酶 １０ ｍｉｎ，ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，血清封闭 ２０ ｍｉｎ，加
入浓度为 １ ∶ ２００ 的相应一抗，４ ℃孵育过夜后，
ＴＢＳ 冲洗 ３ 次，荧光二抗 ３７ ℃ 孵育 １ ｈ，ＴＢＳ 冲洗

３ 次，ＤＡＰＩ 复染后滴入防荧光淬灭剂封片。 以

ＴＢＳ 代替一抗设立阴性对照。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾肌成纤维细胞 α⁃
ＳＭＡ、ＰＤＧＦＲβ 和 Ｄｎｍｔ３ａ 蛋白表达水平

　 　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 后，将细胞匀浆后加入

适量含有 ＰＭＳＦ 的蛋白裂解液，提取组织蛋白，并
用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 将蛋白样本进行凝胶

电泳，电转至 ＰＶＤＦ 膜上，经漂洗、封闭后加入稀

释一抗 α⁃ＳＭＡ（１ ∶ １０００）、ＰＤＧＦＲβ（１ ∶ １０００）、
Ｄｎｍｔ３ａ（１ ∶ １０００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ １０００），４ ℃孵育

过夜，然后加入相应二抗 （１ ∶ ５０００） ３７ ℃ 孵育

１ ｈ，使用凝胶成像仪进行观察，随后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
１􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ６７ 测定条带灰度值，以目的蛋白与内参 β⁃
ａｃｔｉｎ 的灰度值比值表示。

１􀆰 ３􀆰 ６　 焦磷酸测序　
　 　 使用焦磷酸测序检测 Ｅｐｏ 启动子内 ３ 个 ＣｐＧ
位点（转录起始位点的＋２１９、＋２２１ 和＋２３２ 碱基

对） 的甲基化。 待分析序 列为： ＴＴＹＧＹＧＴＴＴＴ
ＴＴＧＧＡＹＧＧＴＧＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＧＧＴＴＡＴＴ，其中

Ｙ 代表 ＣｐＧ 位点。 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 后，从各

组细胞样本中提取基因组 ＤＮＡ。 根据试剂盒说

明书，使用 ＥＺ ＤＮＡ 甲基化试剂盒进行亚硫酸氢

钠基因组 ＤＮＡ 的转化。 使用引物（正向 ＰＣＲ 引

物 ５’⁃ＧＴＧＴＴＴＴＡＧＡＡＴＡＧＡＴＴＴＴＧＧＴＴＡ ＧＧ⁃３’；
反 向 ＰＣＲ 引 物 ５ ’⁃ｂｉｏｔｉｎ⁃ＡＣＣＡＡＡＴＣＡＣＣ
ＣＣＡＡＴＡＡＣＣＴＡＡ⁃３’和测序引物 ５’⁃ＡＧＧＧＴＴＡＴ
ＡＧＡＧＴＴＴＴＴＴＴＧ⁃３’）对含有亚硫酸转化 ＤＮＡ 启

动子的基因组 ＤＮＡ 片段扩增， ＰＣＲ 产 物 经

ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ａｕｔｏｐｒｅｐ（Ｑｉａｇｅｎ）按照使用说明书

进行 ＣｐＧ 定量。 该分析包括 Ｅｐｏ 转录起始位点

的＋２１９、＋２２１ 和＋２３２ 碱基对甲基化位点。 在本

研究中，这些位点被指定为 ＣｐＧ１５～ＣｐＧ１７ 进行

数据分析。 在软件（ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ Ａｕｔｏｐｒｅｐ ２􀆰 ４􀆰 １
ｓｏｆｔｗａｒｅ， Ｑｉａｇｅｎ）中计算 ３ 个 ＣｐＧ 位点的甲基化

百分比。
１􀆰 ４　 统计学分析　
　 　 实验数据采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，应
用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计分析，采 ｔ 检验进行组间比

较。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＴＴ 检测 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 对肾肌成纤维细胞

存活率的影响

　 　 １２５ ～ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理后，肾原代

肌成纤维细胞 ＯＤ 值稳定，对细胞无毒性作用。
然而，当 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 浓度大于 ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 时，ＯＤ
值下降，表明细胞毒性限制了细胞活力（图 １）。
因此，选择 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 作为给药浓度。
２􀆰 ２　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞培养上清

中 ＥＰＯ 水平的影响　
　 　 与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组培养上清中

ＥＰＯ 水 平 显 著 升 高， 具 有 统 计 学 意 义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），见图 ２。
２􀆰 ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 对肌成纤维细胞

Ｄｎｍｔ３ａ 表达的影响　
　 　 ＩＦ 结果显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组
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Ｄｎｍｔ３ａ 表达显著减少，见图 ３Ａ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

结果显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组 Ｄｎｍｔ３ａ 表

达显著下降，具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１），见图 ３Ｂ。

２􀆰 ４　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 对肌成纤维细胞 α⁃
ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ和 α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ７３ 共定位表达的

影响　

　 　 如图 ４Ａ，ＩＦ 结果显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃
ＣｄＲ 处理后，表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞数量明

显减少，一部分肌成纤维细胞（ＰＤＧＦＲβ＋；ＣＤ７３＋；
α⁃ＳＭＡ＋）转分化为周细胞（ＰＤＧＦＲβ＋；ＣＤ７３＋；α⁃
ＳＭＡ－；如白色箭头所示），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示，与对照组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组 α⁃ＳＭＡ 表达显

著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１），ＰＤＧＦＲβ
表达差异不明显，α⁃ＳＭＡ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达比值

（α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ）降低（Ｐ＜０􀆰 ０１，见图 ４Ｂ、４Ｃ），
证实肌成纤维细胞数量减少及相应的周细胞数

量的增加，亦提示大部分原代大鼠肌成纤维细胞

转分化为周细胞。
２􀆰 ５　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理 ７２ ｈ 对肌成纤维细胞 Ｅｐｏ
启动子甲基化的影响　
　 　 如图 ５ 所示，灰色区域为 ＣｐＧ 位点，其甲基

化百分比为胞嘧啶的数目与胞嘧啶和胸腺嘧啶

注：与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 不同浓度 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 对肾肌成纤维细胞存活率的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

注：与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ２　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 对肌成纤维细胞上清中 ＥＰＯ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ＥＰＯ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

注：Ａ：免疫荧光检测 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达。 与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞甲基转移酶 Ｄｎｍｔ３ａ 表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｄｎｍｔ３ａ ｉｎ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
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注：Ａ：免疫荧光检测 α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ 和 α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ７３ 共定位表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃ＳＭＡ 和 ＰＤＧＦＲβ 的表达；Ｃ：α⁃ＳＭＡ 和

ＰＤＧＦＲβ 的表达量分析，白色箭头：周细胞（α⁃ＳＭＡ－ ／ ＰＤＧＦＲβ＋）。 与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞 ＰＭＴ 的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ／ ＣＤ７３． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＰＤＧＦＲβ． Ｃ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ＰＤＧＦＲβ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ， Ｐｅｒｉｃｙｔｅｓ（α⁃ＳＭＡ－ ／ ＰＤＧＦＲβ＋ ）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃ Ｐ＜０． ０１， ＃＃＃ Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ＰＭＴ ｏｆ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

注：与对照组相比， ＃Ｐ＜０． ０５。

图 ５　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理对肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子甲基化的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｏｎ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｐｏ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

３８中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



之和的数目比值。 该比值由仪器自动计算并显

示于 ＣｐＧ 位点顶部的阴影区域。 使用焦磷酸测

序法对肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子甲基化水平进行

检测，结果显示，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理后，与对照组相

比，肌成纤维细胞 Ｅｐｏ 启动子 ＣｐＧ１６ 的甲基化水

平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＣｐＧ１５ 和 ＣｐＧ１７ 甲基化水平

差异不明显。

３　 讨论

　 　 肾周细胞能够通过 ＨＩＦ⁃２α 依赖性基因转录

过程产生 ＥＰＯ，以应对贫血或缺氧。 然而，在肾

纤维化过程中，周细胞向肌成纤维细胞的转变阻

碍了 Ｅｐｏ 的转录。 在 ＣＫＤ 肾中，肾周细胞分化为

高水平表达 α⁃ＳＭＡ 的肌成纤维细胞，其 ＥＰＯ 产

生减少［７，１３］。 肾性贫血的原因不是产生 ＥＰＯ 的

细胞的损失，而是这些细胞发生 ＰＭＴ 转分化为产

生 ＥＰＯ 能力较低的肌成纤维细胞［１４］。 据报道该

过程与 ＤＮＡ 高甲基化密切相关，去除触发损伤的

刺激后，这些肌成纤维细胞保持可塑性，恢复

ＥＰＯ 的产生［８，１３］。 ５－氮杂胞苷（５⁃ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５⁃
Ａｚａ）是近 ４０ 年首次合成的，其用于处理培养的

癌细胞时，被发现具有广泛的抗代谢活性，并且

是一种有效的急性髓性白血病化疗药物［１５－１６］。
研究发现，５⁃Ａｚａ 被摄入 ＤＮＡ，其一方面直接与

ＤＮＡ 单链结合，另一方面可催化蛋白酶体依赖的

Ｄｎｍｔ 的降解，发挥去甲基化的生物活性［１７］。 基

于逆转表观遗传的作用，５⁃Ａｚａ 和 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 被广

泛用于证明特定基因区域甲基化的缺失与相关

基因的激活之间的相关性［１８］。 此外，也有研究报

道，在癌症治疗中，低剂量的去甲基化药物可以

有效地消耗 Ｄｎｍｔ，而高剂量会导致细胞周期阻滞

和细胞毒性［１９－２０］。 为了研究恢复 ＥＰＯ 产生的可

能性，我们将肌成纤维细胞暴露于低浓度的去甲

基化剂 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 中，发现 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理降低

了肾肌成纤维细胞 Ｄｎｍｔ３ａ 的表达，焦磷酸测序

同时证实 Ｅｐｏ 启动子的高甲基化被降低，证实 ５⁃
Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理能逆转 Ｅｐｏ 基因的高甲基化，与文

献报道一致［６］。 已有研究证明肾 ＲＥＰＣｓ 的周细

胞－肌成纤维细胞转化与 Ｅｐｏ 的高甲基化密切相

关［６－８］。 本 研 究 进 一 步 采 用 ＩＦ 分 别 检 测

ＰＤＧＦＲβ ／ α⁃ＳＭＡ 和 ＣＤ７３ ／ α⁃ＳＭＡ 的共定位表达

及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃ＳＭＡ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达比

值（α⁃ＳＭＡ ／ ＰＤＧＦＲβ）的变化分析 ＲＥＰＣｓ 中周细

胞和肌成纤维细胞两种细胞状态的相互转化情

况，本研究观察到 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处理后肌成纤维细

胞数量减少及相应的周细胞数量增加，提示大部

分原代大鼠肌成纤维细胞转分化为周细胞。 检

测细胞上清液中 ＥＰＯ 的水平发现 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 处

理后随肌成纤维细胞转分化为周细胞的数量增

加，ＥＰＯ 水平也相应升高。 由此表明 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ
可以通过抑制 Ｅｐｏ 基因的高甲基化逆转周细胞向

肌成纤维细胞的转变，促进大部分肌成纤维细胞

向周细胞分化，恢复 ＥＰＯ 的产生。 ＣＨＯＵ 等［５］对

缺血 再 灌 注 导 致 的 急 性 肾 损 伤 （ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ⁃
ＡＫＩ）期间周细胞表观遗传改变的研究中提出肌

成纤维细胞起源于静止周细胞，其数量在 ＩＲＩ⁃
ＡＫＩ 后增加，被称为活化周细胞，后者在肾恢复过

程中发生凋亡，少数存活的周细胞被分类为失活

周细胞，这几种周细胞有包括 ＤＮＡ 高甲基化在内

的不同的表观遗传修饰，这些表观遗传修饰导致

了 ＣＫＤ 的进展，５⁃Ａｚａ 处理能逆转活化周细胞的

特征，使它们更类似于静止周细胞［５］，与本研究

结果相一致。
总之，肾周细胞产生 ＥＰＯ，但在 ＣＫＤ 进展过

程中，由于 Ｅｐｏ 基因的高甲基化，周细胞转分化为

肌成纤维细胞时，ＥＰＯ 产生被抑制。 本研究在体

外实验证实低浓度去甲基化剂 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 能较好

地抑制 Ｅｐｏ 启动子高甲基化发挥调控 ＰＭＴ 的作

用从而恢复产生 ＥＰＯ，但需要更进一步在体内实

验结合其给药效应确定具体给药浓度。 此外，这
些发现也提示我们可以探索其他具有抑制 Ｅｐｏ 高

甲基化或逆转 ＰＭＴ 功能的药物用于防治 ＣＫＤ 患

者肾性贫血。
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Ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｇｏｖｅｒｎｓ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｊ Ａｍ Ｓｏｃ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１３， ２４ （ １０）： １５９９
－１６１６．

［１４］　 ＡＳＡＤＡ Ｎ， ＴＡＫＡＳＥ Ｍ， ＮＡＫＡＭＵＲＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｒｅｎａｌ ｏｒｉｇｉｎ ｕｎｄｅｒｌｉｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ
ｒｅｎａｌ Ａｎｅｍｉａ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１１， １２１（１０）：
３９８１－３９９０．

［１５］　 ＭＯＮＴＥＳＩＮＯＳ Ｐ， ＲＥＣＨＥＲ Ｃ， ＶＩＶＥＳ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｖｏｓｉｄｅｎｉｂ
ａｎｄ ａｚａｃｉｔｉｄｉｎｅ ｉｎ ＩＤＨ１⁃ｍｕｔａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ
［Ｊ］． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ， ２０２２， ３８６（１６）： １５１９－１５３１．

［１６］　 郭怀鹏， 康蕾， 刘聪， 等． 去甲基化药物治疗老年急性髓

系白血病的 Ｍｅｔａ 分析 ［ Ｊ］． 临床血液学杂志， ２０２１， ３４
（５）： ３４７－３５２．
ＧＵＯ ＨＰ， ＫＡＮＧ Ｌ， ＬＩＵ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ
ｉｎ ｅｌｄｅｒｌｙ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ： ａ Ｍｅｔａ⁃
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ ｔｒｉａｌｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｈｅｍａｔｏ， ２０２１， ３４
（５）： ３４７－３５２．

［１７］　 ＳＡＮＴＩ Ｄ Ｖ， ＧＡＲＲＥＴＴ Ｃ Ｅ， ＢＡＲＲ Ｐ Ｊ． Ｏｎ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ⁃ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ
ｂｙ ｃｙｔｏｓｉｎｅ ａｎａｌｏｇｓ ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ， １９８３， ３３（１）： ９－１０．

［１８］　 ＣＨＲＩＳＴＭＡＮ Ｊ Ｋ． ５⁃Ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ ａｎｄ ５⁃ａｚａ⁃２ ’⁃
ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ ａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ： ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ
ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ ］．
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２００２， ２１（３５）： ５４８３－５４９５．

［１９］　 ＴＳＡＩ Ｈ Ｃ， ＬＩ Ｈ， ＶＡＮ ＮＥＳＴＥ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｌｏｗ ｄｏｓｅｓ
ｏｆ ＤＮＡ⁃ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ｅｘｅｒｔ ｄｕｒａｂｌｅ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｎ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ
Ｃｅｌｌ， ２０１２， ２１（３）： ４３０－４４６．

［２０］　 ＩＳＳＡ Ｊ Ｐ Ｊ， ＧＡＲＣＩＡ⁃ＭＡＮＥＲＯ Ｇ， ＧＩＬＥＳ Ｆ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｈａｓｅ １ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｓｃｈｅｄｕｌｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇ ａｇｅｎｔ ５⁃ａｚａ⁃２ ’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ
（ ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ） ｉｎ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ ［ Ｊ］． Ｂｌｏｏｄ，
２００４， １０３（５）： １６３５－１６４０．

〔收稿日期〕２０２４－０５－０８

５８中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １


