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摘　 要： 本试验旨在研究甜菜碱对鹅胚原代肝细胞脂肪代谢和 ＤＮＡ 甲基化的影响及调控机

制。 以鹅胚原代肝细胞为试验对象，试验 １：研究不同浓度［０（对照）、２．５、５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ］
甜菜碱培养液对鹅胚原代肝细胞 ＤＮＡ 甲基化相关酶活性和泛酰巯基乙胺酶－１（ＶＮＮ⁃１）启动

子区域 ＤＮＡ 甲基化的影响；试验 ２：研究不同处理［正常培养液（对照）、５．０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＮＡ 甲基

化酶抑制剂（ＡＺＡ）、５．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱、５．０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＺＡ＋５．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱］培养液对鹅胚

原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 和脂肪酸合成酶（ＦＡＳ）基因表达的影响，探索 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域甲基化调

控基因表达的分子机制。 结果表明：１）２．５、５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱组肝细胞的低密度脂蛋

白（ＬＤＬ） 含 量 显 著 低 于 对 照 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５）。 ２） Ｓ －腺 苷 甲 硫 氨 酸 ／ Ｓ －腺 苷 同 型 半 胱 氨 酸

（ＳＡＭ ／ ＳＡＨ）比值随着甜菜碱浓度的增加呈上升趋势，呈显著一次线性关系（Ｐ＜０．０５）。 ３）５．０
和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱组肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 基因表达量显著低于对照组和 ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱组

（Ｐ＜０．０５）；５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱组肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域 ＤＮＡ 甲基化水平显著高于

对照组（Ｐ＜０．０５）。 ４）ＡＺＡ 处理 ９６ ｈ 时，ＡＺＡ 组和 ＡＺＡ＋甜菜碱组肝细胞中 ＶＮＮ⁃１ 基因表达量

显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。 与对照组相比，处理 ４８ ｈ 时，ＡＺＡ 处理显著提高了肝细胞中 ＦＡＳ
基因表达量（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，鹅胚原代肝细胞培养液中添加甜菜碱能抑制肝细胞的脂质积

累，提高细胞总体的 ＤＮＡ 甲基化水平，且 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域的甲基化负反馈调节其基因表达。
ＡＺＡ 抑制 ＤＮＡ 甲基化后发现 ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 的高表达与 ＤＮＡ 去甲基化相关。
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　 　 随着家禽集约化养殖的快速推进，我国肉鹅

生产水平得到了巨大提高，但获得较快生长速度

的同时，营养过剩和体脂、腹脂比例偏高的问题也

日益突出。 家禽的肝脏是机体脂肪代谢的主要场

所，大约 ９０％的脂肪代谢发生在肝脏，肝细胞增殖

及肝细胞内脂肪合成的强弱直接影响家禽体内脂

肪的沉积。 因此，以鹅胚原代肝细胞做模型，研究

甜菜碱对其脂质代谢的作用具有很好的指导作

用。 国内外大量研究均表明，甜菜碱（三甲基甘氨

酸）属季胺型生物碱，能参与脂肪代谢，改善胴体

组成，显著降低动物肝脏中脂肪含量和体内脂

肪［１］ 。 目前，甜菜碱作为饲料添加剂在畜禽生产

中得到了大量的推广和应用，甜菜碱也是机体中

非常重要的甲基供体，其通过控制甲基化反应的

程度参与表观遗传调控，说明外源摄入甲基供体

甜菜碱能改变机体的表观遗传学特征［２］ 。
　 　 泛酰巯基乙胺酶－１（ＶＮＮ⁃１）能催化辅酶 Ａ
和酰基载体蛋白的异化途径中 Ｄ－泛酰巯基乙胺
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的水解，产生泛酸（维生素 Ｂ５）和巯基乙胺［３］ ，其
在脂类代谢中发挥重要作用，Ｒｏｍｍｅｌａｅｒｅ 等［４］ 对

ＶＮＮ⁃１ 缺陷小鼠进行基因芯片分析，发现了一系

列差异表达基因富集在脂肪酸代谢、甘油酯类代

谢和类固醇生物合成等途径，说明 ＶＮＮ⁃１ 基因甲

基化水平及其通路在介导甜菜碱调控鹅脂肪酸合

成方面起关键作用［５］ 。 ＤＮＡ 甲基化是指在 ＤＮＡ
甲基转移酶（ＤＮＭＴ）的催化下，以 Ｓ－腺苷甲硫氨

酸（ＳＡＭ）为甲基供体，将甲基添加到胞嘧啶的第

５ 位碳原子（５ｍＣ）的过程［６］ 。 甜菜碱作为甲基供

体在鹅中调控脂肪代谢与 ＤＮＡ 甲基化的关系及

其机制仍不明确。 ＶＮＮ⁃１ 基因的表达调控是否受

其 ＤＮＡ 甲基化的水平的调控，需进一步验证

研究。
　 　 本研究以鹅胚原代肝细胞为试验对象，研究

不同浓度甜菜碱培养液对鹅胚原代肝细胞 ＤＮＡ
甲基化相关酶活性和 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域 ＤＮＡ 甲

基化的影响，通过 ＤＮＡ 甲基化酶抑制剂（ＡＺＡ）探
索 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域 ＤＮＡ 甲基化调控基因表达

的分子机制。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 试验动物

　 　 试验所用江南白鹅种蛋购自常州市四季禽业

有限公司。 种蛋孵化温度为 ３７．５ ℃ ，相对湿度为

７５％ ～ ８０％，转蛋周期为 ２ ｈ ／次。
１．１．２　 试剂

　 　 ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录 ＰＣＲ 试剂盒和实时

定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ）试剂盒购自北京天根

科技生化有限公司；试验用甜菜碱、甲基化酶抑制

剂购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，外观为白色至浅黄色粉

末或 微 颗 粒，流 散 性 好，纯 度 ≥ ９８％； ＥＺ ＤＮＡ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ⁃ＧｏｌｄＴＭ、ＢｉｇＤｙｅ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｖ１． １、ＰＯＰ⁃
７ＴＭ Ｐｏｌｙｍｅｒ 和 ＨｉＤｉＦｏｒｍａｍｉｄｅ 购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、胶原酶消化液、ＤＭＥＭ 培

养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；引物、Ｔａｑ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ 聚合酶

购自上海生工生物有限公司；其余一般化学试剂

均为国产分析级。
１．２　 试验方法

１．２．１　 鹅胚肝细胞分离与培养

　 　 采用 ２３ 胚龄受精种鹅蛋分离原代肝细胞，原
代细胞的分离采用胶原酶消化法进行，分离和培

养参照本实验室前期建立的方法［７］ 。 获取鹅原代

肝细胞后于 ５％ ＣＯ２、４０ ℃培养，收集处于指数生

长期的细胞，以 １×１０８ 个 ／ Ｌ 接种于培养板，隔天换

液。 使用倒置生物显微镜观察细胞，分别选取培

养 １２、２４ 和 ３６ ｈ 的原代肝细胞进行拍照并记录细

胞形态及生长状况。
１．２．２　 试验设计

１．２．２．１　 试验 １：甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＤＮＡ
甲基化相关酶活性和 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域 ＤＮＡ 甲

基化的影响

　 　 以鹅原代肝细胞为研究对象，获取鹅原代肝

细胞后于 ５％ ＣＯ２、４０ ℃ 培养，分别以 ０（对照）、
２．５、５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱的培养液继续培养

４８ ｈ。 每组 ６ 个重复，每个孔为 １ 个重复，培养液

中甜菜碱的浓度参照杨雨等［８］ 。 采用全自动生化

分析测定肝细胞中高密度脂蛋白（ＨＤＬ）和低密度

脂蛋白（ＬＤＬ）含量（由扬州诺明哲天医学检测实

验室测定）。 采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方

法检测肝细胞中 ＤＮＡ 甲基转移酶活性（ＥＬＩＳＡ 试

剂盒购自上海钰博生物科技有限公司，货号：ＹＢ⁃
ＤＮＭＴ⁃Ｇｕ）。 采 用 ＥＬＩＳＡ 方 法 检 测 肝 细 胞 中

ＳＡＭ 和 Ｓ－腺苷同型半胱氨酸 （ Ｓ⁃ａｄｅｎｏｓｙｌｈｏｍｏ⁃
ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＳＡＨ）含量（ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海钰博

生物科技有限公司，货号：ＹＢ⁃ＳＡＭ⁃Ｇｕ 和 ＹＢ⁃
ＳＡＨ⁃Ｇｕ），计算 ＳＡＭ ／ ＳＡＨ 比值。 采用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｑＰＣＲ 方法检测肝细胞中 ＶＮＮ⁃１ 的基因表达量。
采用亚硫酸氢盐处理 （ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＰＣＲ，
ＢＳＰ）后，测序检测 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域 ＤＮＡ 甲基

化水平。
１． ２． ２． ２ 　 试 验 ２： ＡＺＡ 对 鹅 胚 原 代 肝 细 胞

ＶＮＮ⁃１ 和脂肪酸合成酶（ＦＡＳ）基因表达的影响

　 　 以鹅原代肝细胞为研究对象，获取鹅原代肝

细胞后于 ５％ ＣＯ２、４０ ℃培养，分为 ４ 个组，每组 ６
个重复，每个孔为 １ 个重复，分别以正常培养液

（对照组）、含 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＺＡ 培养液 （ ＡＺＡ
组）、含 ５．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱培养液（甜菜碱组）、含
５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＡＺＡ 和 ５． ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱培养液

（ＡＺＡ＋甜菜碱组）继续培养 ９６ ｈ。 ＡＺＡ ５－氮杂－
２－ 脱 氧 胞 苷 （ Ａ３６５６， Ｓｉｇｍａ 公 司 ） 配 制 成

５ μｍｏｌ ／ Ｌ的培养基，ＡＺＡ 浓度参考 Ｗｕ 等［９］ ，分别

在处理后的 ０、２４、４８、９６ ｈ，采用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ
方法检测肝细胞中 ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 的基因表达量。
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１．３　 测定方法

１．３．１　 细胞总 ＲＮＡ 的提取与反转录

　 　 根据微量总 ＲＮＡ 提取试剂盒操作说明提取

试验处理后的鹅胚原代肝细胞总 ＲＮＡ。 加入

１ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 充 分 匀 浆，室 温 静 置 ５ ｍｉｎ。 加 入

０．２ ｍＬ氯仿，振荡 １５ ｓ，静置 ２ ｍｉｎ。 ４ ℃ １２ ０００×ｇ
离心 １５ ｍｉｎ，弃上清。 加入 ０．５ ｍＬ 异丙醇，将管

中 液 体 轻 轻 混 匀， 室 温 静 置 １０ ｍｉｎ。 ４ ℃
１２ ０００×ｇ离心 １０ ｍｉｎ，弃上清。 加入 １ ｍＬ ７５％乙

醇，轻轻洗涤沉淀。 ４ ℃ ７ ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上

清。 晾干，加入适量 ｄｄＨ２Ｏ 溶解。 将部分总 ＲＮＡ
溶液稀释成 ３００ ｎｇ ／ μＬ 工作液，于－２０ ℃保存，剩
余总 ＲＮＡ 原液于－７０ ℃保存备用。 ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡ 于－２０ ℃保存备用。
１．３．２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 检测

　 　 以 β－肌动蛋白（ β⁃ａｃｔｉｎ）基因为内参，釆用

ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ 法对肝脏基因表达量进行相对定量

分析。 反应体系为 ２０ μＬ：ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
（２×） １０ μＬ，上、下游引物和 ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
Ⅱ（ ５０ × ） 各 ０． ４ μＬ， ＤＮＡ 模 板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
６．８ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件： ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ 后，
９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３４ ｓ，共４０个循环 。熔解曲线绘

制：９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 基因引物

信息见表 １。
１．３．３　 ＤＮＡ 亚硫酸氢钠修饰法检测基因启动子

区域 ＤＮＡ 甲基化水平

　 　 首先采用亚硫酸氢钠处理样品，ＰＣＲ 纯化产

物连接到 ｐＵＣ１８⁃Ｔ 载体 １０ 个克隆，连接反应体

系：１８ ℃连接过夜。 连接产物转化后制备感受态

细胞，将细菌涂布在预先用 ２０ μＬ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 异

丙基 － β －Ｄ －硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） 和 １００ μＬ
２０ ｍｇ ／ ｍＬ Ｘ⁃ｇａｌ 涂布的氨苄青霉素平板上，倒置

培养过夜。 蓝白斑筛选：选择在 ＩＰＴＧ ／ Ｘ⁃ｇａｌ 平板

上生长的白色菌落，用牙签挑至含氨苄青霉素的

液体培养基，３７ ℃培养过夜。 目的片段 ＴＡ 克隆，
３％糖凝胶电泳检测菌落 ＰＣＲ 鉴定。 质粒提取和

质粒测序 Ｍ１３＋ ／ －引物测序。 采用软件 ＤＮＡＳｔａｒ
分析基因序列，采用 ＳｅｑＭａｎ 软件进行序列比对，
采用 ＱＵＭＡ 做甲基化圆点图。 检测的 ＶＮＮ⁃１ 基

因片段中含有 １３ 个 ＣｐＧ 位点。 在序列中的位置

如下： ３４、 ７８、 １４１、 １６０、 ２０３、 ２４４、 ２５８、 ２７１、 ２７９、
３０４、３１６、３２８、３６２。 编号为 １ ～ １３ 位。 基因引物信

息见表 １。

表 １　 基因引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物大小
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

实时定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ

β－肌动蛋白 β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′－ＡＣＧＴＣＣＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧＴＡＣＧ－３′
Ｒ：５′－ＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＴＡＣＡＧＡＧＴ－３′ １５９ Ｍ２６１１１

脂肪酸合成酶 ＦＡＳ Ｆ：５′－ＣＡＴＧＧＴＧＡＡＣＴＧＴＣＴＣＣＧＣＣ－３′
Ｒ：５′－ＡＴＧＧＡＴＧＧＧＡＣＡＧＣＣＧＡＴＧＡ－３′ ９３ ＸＭ＿０１３１９７９３９．１

泛酰巯基乙胺酶－１
ＶＮＮ⁃１

Ｆ：５′－ＣＴＡＣＣＣＧＴＡＣＣＴＧＧＡＧＧＡＣＡ－３′
Ｒ：５′－ＧＴＧＧＴＡＡＣＧＡＧＣＣＡＣＣＡＧＴＴ－３′ ２７５ ＸＭ＿０１３１７５４８８．１

ＤＮＡ 亚硫酸氢钠修饰法 ＤＮＡ ｓｏｄｉｕｍ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

泛酰巯基乙胺酶－１ ＶＮＮ⁃１ Ｆ：５′－ＧＴＡＧＴＴＴＧＴＴＧＧＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴＧＴＧＡ－３′
Ｒ：５′－ＴＡＴＣＣＣＴＡＡＡＡＡＣＴＣＡＡＡＣＡＴＣＡＡＡ－３′ ３９１ ＸＭ＿０１３１７５４８８．１

１．４　 数据统计分析

　 　 采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１７ 建立数据库，ＳＰＳＳ １７．０ 统计

对数据进行单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。
方差分析采用一般线性模型，显著性检验采用

ＬＳＤ 法，以 Ｐ＜０．０５ 作为差异显著性判断标准，数
据以平均值和均值标准误（ＳＥＭ）表示。

２　 结果与分析
２．１　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＨＤＬ 和

ＬＤＬ 含量的影响

　 　 由表 ２ 可知，２．５、５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱

组肝细胞 ＬＤＬ 含量显著低于对照组（Ｐ＜０． ０５）。

０２９２



５ 期 杨　 芷等：甜菜碱对鹅胚原代肝细胞脂肪代谢和 ＤＮＡ 甲基化的影响及调控机制

培养液中甜菜碱浓度对 ＨＤＬ 含量无显著影响（Ｐ＞ ０．０５）。

表 ２　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＨＤＬ 和 ＬＤＬ 含量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ ｏｎ ＨＤＬ ａｎｄ ＬＤＬ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ
ｇｅｒｍｉｎａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｇｅｅｓｅ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

项目
Ｉｔｅｍｓ

甜菜碱浓度 Ｂｅｔａｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

０
（对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ） ２．５ ５．０ １０．０

ＳＥＭ
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

甜菜碱
Ｂｅｔａｉｎｅ

线性
Ｌｉｎｅａｒ

二次
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

高密度脂蛋白 ＨＤＬ ０．０３０ ０．０２３ ０．０３０ ０．０２０ ０．００３ ０．５８２ ０．４１１ ０．７８９
低密度脂蛋白 ＬＤＬ ０．０６７ａ ０．０４３ｂ ０．０３７ｂ ０．０１３ｃ ０．００６ ＜０．０１０ ＜０．０１０ １．０００
　 　 同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒ
ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

２．２　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＤＮＡ
甲基转移酶活性的影响

　 　 由表 ３ 可知，鹅肝细胞中 ＳＡＭ ／ ＳＡＨ 比值随

着甜菜碱浓度的增加呈上升趋势，呈显著一次线

性关系 （ Ｐ ＜ ０． ０５）。 甜菜碱浓度对鹅肝细胞中

ＤＮＡ 甲基转移酶活性无显著影响（Ｐ＞０．０５）。

表 ３　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＳＡＭ ／ ＳＡＨ 比值和 ＤＮＡ 甲基转移酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ ｏｎ ＳＡＭ ／ ＳＡＨ ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
ｐｒｉｍａｒｙ ｇｅｒｍｉｎａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｇｅｅｓｅ

项目
Ｉｔｅｍｓ

甜菜碱浓度 Ｂｅｔａｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

０
（对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ） ２．５ ５．０ １０．０

ＳＥＭ
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

甜菜碱
Ｂｅｔａｉｎｅ

线性
Ｌｉｎｅａｒ

二次
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

Ｓ－腺苷甲硫氨酸 ／ Ｓ－
腺苷同型半胱氨酸
ＳＡＭ ／ ＳＡＨ

１．０９ １．４９ １．３７ １．５６ １．２１０ ０．０９２ ０．０４１ ０．３９７

ＤＮＡ 甲基转移酶
ＤＮＭＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ） ８２．９５ ８０．０７ ８８．４１ ９４．３４ ３．４６６ ０．７４４ １．７６３ ０．２８０

２．３　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１
基因表达的影响

　 　 由图 １ 可知，５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱组肝

细胞 ＶＮＮ⁃１ 基 因 表 达 量 显 著 低 于 对 照 组 和

２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ甜菜碱组（Ｐ＜０．０５）。
　 　 由图 ２ 可知，５．０ 和 １０．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱组肝

细胞 ＶＮＮ⁃１ 基因启动子区域 ＤＮＡ 甲基化水平显

著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　 ＡＺＡ 对鹅胚原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 基因

表达的影响

　 　 由图 ３－ａ 可知，与对照组相比，ＡＺＡ 处理 ０ ｈ
时，不同处理对鹅胚原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 基因表达

量无显著影响 （ Ｐ ＞ ０． ０５）。 处理 ２４ 和 ４８ ｈ 时，
ＶＮＮ⁃１ 基因表达量趋势相同，ＡＺＡ 组 ＶＮＮ⁃１ 基因

表达量与对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５），甜菜碱组

和 ＡＺＡ＋甜菜碱组 ＶＮＮ⁃１ 基因表达量相比对照组

显著下降 （ Ｐ ＜ ０． ０５）；ＡＺＡ 处理 ９６ ｈ 时，各组

ＶＮＮ⁃１基因表达量差异显著，ＡＺＡ 组和 ＡＺＡ＋甜菜

碱组肝细胞中 ＶＮＮ⁃１ 基因表达量显著高于对照组

（Ｐ＜０．０５），甜菜碱组 ＶＮＮ⁃１ 基因表达量相比对照

组显著降低（Ｐ＜０．０５）。
　 　 由图 ３－ｂ 可知，与对照组相比，ＡＺＡ 处理后 ０
和 ２４ ｈ，不同处理对鹅胚原代肝细胞 ＦＡＳ 基因表

达量无显著影响（Ｐ＞０．０５）；处理 ４８ ｈ 时，肝细胞

中 ＡＺＡ 组 ＦＡＳ 基因表达量相比对照组显著升高

（Ｐ＜０．０５）；处理 ９６ ｈ 时，ＡＺＡ 组和 ＡＺＡ＋甜菜碱

组 ＦＡＳ 基因表达量相比对照组显著升高 （ Ｐ ＜
０．０５）。

１２９２



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３３ 卷

　 　 数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下图同。
　 　 Ｄａｔａ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞

ＶＮＮ⁃１ 基因表达量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ ｏｎ
ＶＮＮ⁃１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｇｅｒｍｉｎａｌ

ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｇｅｅｓｅ

３　 讨　 论
３．１　 甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＤＮＡ 甲基化相关

酶活性和 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域 ＤＮＡ 甲基化的影响

　 　 大量研究均表明，甜菜碱作为营养调节剂在

降低动物肝脏中脂肪含量和体内脂肪有重要作

用［１０－１１］ 。 本试验研究发现，甜菜碱处理鹅胚原代

肝细胞后，其 ＬＤＬ 含量显著降低，ＬＤＬ 是富含胆

固醇的脂蛋白，是运载胆固醇进入外周组织细胞

的脂蛋白颗粒，说明甜菜碱能抑制肝细胞的脂质

积累。 Ｚｈａｎ 等［１２］ 发现肉仔鸡饲粮中添加甜菜碱

可显著降低血清甘油三脂和尿酸含量，甜菜碱能

通过自身代谢循环，加速动物体内磷脂合成，完善

细胞膜的形成，促进肝脏中载脂蛋白的合成，使甘

油三酯的迁移速度加快，降低血清甘油三酯含

量［１３］ 。 由此可见，甜菜碱在促进肝脏脂肪代谢方

面有重要作用。

　 　 Ｂｅｔ：甜菜碱浓度 ｂｅｔａｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ。 圆孔关闭表明该位点发生甲基化，圆孔打开表明该位点没有发生甲基化。 每个

ＣｐＧ 位点的甲基化以 １０ 个克隆计算。 图 ａ 为不同浓度甜菜碱对肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 基因启动子区域总甲基化图谱；图 ｂ 为不同

浓度甜菜碱对肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 基因启动子区域各 ＣｐＧ 位点甲基化水平的影响。
　 　 Ｃｌｏｓｅｄ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｃｉｒｃｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｃｙｔｏｓｉｎｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅａｃｈ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ｅａｃｈ ＣｐＧ ｓｉｔｅ． Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｔ ｅａｃｈ ＣｐＧ ｓｉｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｎａｌｙｚｉｎｇ １０ ｃｌｏｎｅ． Ｆｉｇｕｒｅ．ａ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ
ｔｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＶＮＮ⁃１ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ． Ｆｉｇｕｒｅ． ｂ ｓｈｏｗｓ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＣｐＧ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＶＮＮ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ．

图 ２　 不同浓度甜菜碱对鹅胚原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 基因启动子区域 ＤＮＡ 甲基化的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ ｏｎ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＮＮ⁃１ ｇｅｎｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｇｅｒｍｉｎａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｇｅｅｓｅ
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图 ３　 ＡＺＡ 对鹅胚原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 基因表达的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＺＡ ｏｎ ＶＮＮ⁃１ ａｎｄ ＦＡＳ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｇｅｒｍｉｎａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｇｅｅｓｅ

　 　 甲基供体 ＳＡＭ 提供一碳单位后产生 ＳＡＨ，
ＳＡＨ 经转变后产生高半胱氨酸 （Ｈｃｙ）。 ＳＡＭ ／
ＳＡＨ 比值会影响 ＤＮＡ 甲基化，ＤＮＭＴ 的活性依

赖于 ＳＡＭ 的生成量和 ＳＡＨ 的消耗量。 当 ＳＡＭ ／
ＳＡＨ 比值升高会伴随着全身 ＤＮＡ 高甲基化［１４］ 。
所以，ＳＡＭ ／ ＳＡＨ 比值被认为是判断 ＤＮＡ 甲基化

程度的关键指标［１５］ 。 本试验研究发现，鹅胚原代

肝细胞中添加甜菜碱能提高 ＳＡＭ ／ ＳＡＨ 比值，提
高细胞整体的 ＤＮＡ 甲基化水平，表明甜菜碱作为

甲基供体能够促进鹅胚原代肝细胞甲基化水平，
Ａｂｏｂａｋｅｒ 等［１６］也发现了相似的结果，母猪饲粮中

添加甜菜碱显著提高子代胆固醇和皮质类固醇基

因表达，且伴随着启动子区域的低甲基化，甜菜碱

可以通过表遗传机制调节新生仔猪肝脏中的胆固

醇代谢基因的表达。
　 　 ＶＮＮ⁃１ 是泛酰巯基乙胺的水解酶，大鼠和小

鼠基因芯片分析均发现 ＶＮＮ⁃１ 与肝脏脂肪变性密

切相关，其在脂质代谢过程中有重要的调控作

用［１７－１８］ 。 李 洁 等［１９］ 扩 增 鹅 Ｖａｎｉｎ 基 因 亚 型

（ＶＮＮ⁃１）基因的 ｃＤＮＡ 序列时发现，鹅 ＶＮＮ⁃１ 基

因（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＫＹ３９９７３３） ｃＤＮＡ 全长为 １
９２４ ｂｐ，该基因在肝脏中高表达，共编码 ４９１ 个氨

基酸。 ＶＮＮ 的表达调控与肝脏脂肪代谢相关基因

过氧化物酶体增殖体激活受体 α（ＰＰＡＲα）密切相

关［２０－２１］ 。 禁食和饲喂降脂药的野生型小鼠ＶＮＮ⁃１
的表达量明显升高，而在 ＰＰＡＲα 缺陷小鼠中没有

提高，ＰＰＡＲα 可以通过与 ＶＮＮ⁃１ 启动子上的特异

性结合为点结合促进 ＶＮＮ⁃１ 基因表达，揭示其潜

在的脂质代谢调控作用［２２］ 。 本试验研究发现，甜
菜碱能提高肝细胞中 ＶＮＮ⁃１ 基因启动子区域

ＤＮＡ 甲基化水平，但其基因表达量显著降低，表明

基因的高甲基化会干扰基因的转录水平，ＤＮＡ 甲

基化是由 ＤＮＡ 甲基酶催化的表观遗传因素，基因

启动子区域的 ＤＮＡ 甲基化与基因表达水平一般

呈负反馈调节，甜菜碱作为公认的甲基供体，能提

高 ＶＮＮ⁃１ 基因启动子区域的甲基化，且负反馈调

节其基因表达。
３．２　 ＡＺＡ 对鹅胚原代肝细胞 ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 基因

表达的影响

　 　 为进一步研究 ＤＮＡ 甲基化对 ＶＮＮ⁃１ 基因表

达的调控机制，本试验还研究了 ＡＺＡ 和甜菜碱处

理对 ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 基因表达的影响。 ＡＺＡ 是一

种脱氧胞苷，其在 ＤＮＡ 复制过程中加入到 ＤＮＡ
链中，另一端能与 ＤＮＭＴ 结合，影响 ＤＮＭＴ 发生

作用，影响 ＤＮＡ 甲基化水平，是一种 ＡＺＡ［２３－２４］ 。
本试验中，ＡＺＡ 处理 ９６ ｈ 时，ＶＮＮ⁃１ 和 ＦＡＳ 基因

表达量均发生显著变化，ＡＺＡ 组和 ＡＺＡ＋甜菜碱

组 ＶＮＮ⁃１ 基 因 表 达 显 著 提 高， 进 一 步 验 证 了

ＶＮＮ⁃１的高表达与 ＤＮＡ 去甲基化相关。 ＦＡＳ 是

脂肪酸合成的主要调节酶，能够催化乙酰辅酶 Ａ
和丙二酰辅酶 Ａ 生成长链脂肪酸，对脂肪酸合成

有重要作用［２５］ 。 处理 ４８ ｈ 时，ＡＺＡ 组的 ＦＡＳ 基

因表达量比对照组显著上升，也说明了 ＦＡＳ 基因

的高表达与 ＤＮＡ 去甲基化相关。 本研究结果与

Ｓｈｅｎ 等［２６］研究结果相一致。 Ｌｉ 等［２７］ 也发现，母
猪饲粮中添加甜菜碱可以通过改变胰岛素生长因

子 ２（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ ２，ＩＧＦ２）的 ＤＭＲ 甲

基化状态来影响海马神经元的增殖。 Ｌｉｎｇ 等［２８］

发现基质金属蛋白酶 ９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ９，
ＭＭＰ９）启动子区含有多种去甲基化的 ＣｐＧ 位点，

３２９２
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高糖能通过去甲基化介导 ＭＭＰ９ 表达。 Ｎｉｓｈｉｚａｗａ
等［２９］ 发现，ＡＺＡ 处理通过去甲基化增强 ５－氟脲

嘧啶的表达，以上结果说明 ＤＮＡ 去甲基化通常都

伴随着基因表达的提高，均与本试验结果趋势

一致。

４　 结　 论
　 　 鹅胚原代肝细胞培养液中添加甜菜碱能抑制

肝细胞的脂质积累，提高细胞总体的 ＤＮＡ 甲基化

水平，且 ＶＮＮ⁃１ 启动子区域的甲基化负反馈调节

其基 因 表 达。 ＡＺＡ 抑 制 ＤＮＡ 甲 基 化 后 发 现

ＶＮＮ⁃１和 ＦＡＳ 的高表达与 ＤＮＡ 去甲基化相关。
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