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５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ
表达的影响

边艳杰，王　杰，王春梅，李庆章＊
（东北农业大学，黑龙江 哈尔滨１５００３０）

摘要：为阐明ＤＮＡ甲基化对奶牛乳腺泌乳功能调控的机制，研究了甲基化抑制剂５－氮杂－２′－脱氧

胞苷（５－Ａｚａ－ｄＣ）对奶牛乳腺上皮细胞中ＰＰＡＲγ基因启动子甲基化状态及其表达的影响，以体外

培养的奶牛乳腺上皮细胞为模型，采用０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ的５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细

胞进行处理，用ＥｐｉＱｕｉｋＴＭ ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ａｓｓａｙ试剂盒进行甲基转移酶活性检测，采用

ＣＡＳＹ细胞分析仪检测细胞活力和增殖能力，利用亚硫酸氢盐测序（ＢＳＰ）技术检测了ＰＰＡＲγ启

动子的甲基化特征，ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ＰＰＡＲγ蛋

白表达的变化。结果显示：与空白对照组相比，０．１μｍｏｌ／Ｌ的５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺细胞生长无毒

性，处理９６ｈ甲基转移酶活性极显著降低，奶牛乳腺细胞的ＰＰＡＲγ基因启动子甲基化程度降低，

ＰＰＡＲγ表达升高。表明５－Ａｚａ－ｄＣ可降低奶牛乳腺细胞中ＰＰＡＲγ启动子区域的甲基化程度，促

进ＰＰＡＲγ表达。
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　　表观遗传是目前生命科学领域的研究热点，在
生物个体发育、细胞分化、增殖、凋亡以及疾病的发
生中起着重要的调控作用［１－５］。ＤＮＡ甲基化作为重
要的表观遗传修饰方式之一，参与许多重要生理及
病理现象的调控，与细胞的凋亡、增殖、癌变等有着
重大关系［６－７］。ＤＮＡ甲基化是指在ＤＮＡ甲基化转
移酶的作用下，在基因组ＣｐＧ二核苷酸的胞嘧啶５′
碳位以共价键结合一个甲基基团。ＤＮＡ甲基化与
组蛋白修饰、染色质重组等共同作用，在不改变

ＤＮＡ的碱基序列情况下调控基因在细胞和组织中
的表达［８］。

研究表明，乳腺组织中某些基因表达与 ＤＮＡ
甲基化水平呈现为负关联，在乳腺组织中αＳ１－酪蛋
白［９］、β－酪蛋白和γ－酪蛋白

［１０］、κ－酪蛋白［１１］等乳蛋
白基因的表达受到 ＤＮＡ 甲基化的调控；Ｐｌａｃｈｏｔ
等［１２］发现，全基因组甲基化程度调控乳腺上皮细胞
的分化；Ｆａｎ等［１３］发现，ＪＡＫ－ＳＴＡＴ信号通路都受
到甲基化的调节；Ｌｅｅ等［１４］研究结果表明，小鼠乳
腺由妊娠期向泌乳期发育的过程中ＥｌＦ５基因启动
子区域甲基化程度降低，ｍＲＮＡ 和蛋白表达量增
加。这些研究结果表明，ＤＮＡ甲基化在乳腺的生长
发育及泌乳过程中有着重要的调控作用。
过氧化物酶增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）作为奶

牛乳腺泌乳中极为关键的转录因子，在奶牛乳脂合
成中具有主导作用［１５］。ＰＰＡＲγ属Ⅱ型核受体超家
族成员，主要在脂肪细胞内表达，泌乳期在乳腺中的
表达上调，对奶牛乳脂合成中相关基因的表达具有
调控作用。在癌症发生过程中的ＰＰＡＲγ基因启动
子甲基化频繁出现［１６］，但在奶牛乳腺发育及泌乳相
关的研究中ＰＰＡＲγ的表达是否受到其启动子区域

ＤＮＡ甲基化水平的调控还不清楚。为此，本研究以
奶牛乳腺上皮细胞为模型，研究了甲基化抑制剂５－
氮杂－２′－脱氧胞苷（５－Ａｚａ－ｄＣ）对奶牛乳腺上皮细胞
中ＰＰＡＲγ基因启动子甲基化状态及其表达的影
响，为奶牛乳腺生长发育及泌乳中的表观遗传调控
研究提供参考。

１　材料和方法

１．１　材料
奶牛乳腺上皮细胞来自东北农业大学动物生物

化学实验室。５－Ａｚａ－ｄＣ、胰蛋白酶购自Ｓｉｇｍａ公司，
胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司，

ＥｐｉＱｕｉｋＴＭ ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ａｓｓａｙ试剂盒购
自Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司，ＮＥ－ＰＥＲ（Ｒ）核蛋白－胞浆蛋白
抽提试剂盒购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＮＡ提取试剂盒购自ＴＩＡＮＧＥＮ公
司，ＤＮＡ 聚合酶、实时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 盒

ＳＹＢＲ○ＲＰｒｉｍｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ、Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ　ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ试
剂盒、ｐＭＤ－１９Ｔ载体购自ＴａＫａＲａ公司，感受态细
胞Ｔｏｐ１０购自博迈得公司，ＥｐｉＴｅｃｔ　Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ试剂
盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ＤＮＡ胶回收试剂盒购自Ａｘｙ－
ｇｅｎ公司，ＣＡＳＹ○Ｒｔｏｎ缓冲液购自德国Ｓｃｈａｒｆｅ公
司，ＰＰＡＲγ兔多克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司，β－ａｃｔｉｎ
鼠多克隆抗体购自Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ公司，ＨＲＰ标记的羊
抗兔、羊抗鼠的二抗均购自北京金杉公司，超敏发光
液购自普利莱公司。

１．２　奶牛乳腺上皮细胞培养
在含１０％优质胎牛血清和抗菌素（１００ＩＵ／ｍＬ

青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素）的ＤＦ１２培养基中于

５％ＣＯ２、３７℃条件下培养奶牛乳腺上皮细胞，倒置
显微镜观察细胞生长状况。

１．３　奶牛乳腺上皮细胞甲基转移酶活性及细胞生
长活力的检测

取对数生长期乳腺上皮细胞，调整细胞浓度为

１×１０６ 个／ｍＬ，接种于６孔板中，添加终浓度分别
为０（空白对照）、０．１、０．５、１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ的５－
Ａｚａ－ｄＣ，每间隔１２ｈ更换１次培养液，分别收集处
理２４、４８、７２、９６ｈ转染的细胞样品，用ＮＥ－ＰＥＲ（Ｒ）
核蛋白－胞浆蛋白抽提试剂盒提取细胞核蛋白，ＢＣＡ
法检测蛋白质浓度，将等量的０．１μｇ的细胞核提取
物用ＥｐｉＱｕｉｋＴＭ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ａｓｓａｙ试剂盒
检测甲基转移酶活性，具体操作步骤按说明书进行。
细胞活力检测试验中，用胰蛋白酶将奶牛乳腺上皮细
胞消化成单细胞悬液，细胞悬液用ＣＡＳＹ○Ｒｔｏｎ缓冲液
进行１００倍稀释、混匀，用ＣＡＳＹ细胞活力分析仪进
行细胞活力的检测，以确定对细胞生长影响最小（即
对细胞无毒性）同时对甲基转移酶有明显抑制作用的

５－Ａｚａ－ｄＣ最佳浓度及作用时间。

１．４　ＢＳＰ检测ＰＰＡＲγ启动子的甲基化
根据ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取细胞总基因
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组，琼脂糖凝胶电泳和分光光度计检测ＤＮＡ质量
和浓度。取０．４μｇ　ＤＮＡ，按照ＥｐｉＴｅｃｔ　Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ试
剂盒厂家说明书进行操作，甲基化后得到亚硫酸氢
盐修饰单链ＤＮＡ，保存于－２０℃备用。应用Ｅｐｉ－
Ｄｅｓｉｇｎｅｒ和 ＢｉＳｅａｒｃｈ工具在目的基因启动子的

ＣｐＧ岛区域进行引物设计。利用巢式ＰＣＲ技术扩
增目的序列，利用普通引物进行第１轮ＰＣＲ扩增，

ＰＰＡＲγ上游引物：５′－ＧＡＡＧＡＡＡＴＴＹＧＴＴＴＡＴ－
ＴＧＡＧＡＡＡＡＧ－３′，下 游 引 物：５′－ＡＡＡＡＡＴＡＣ－
ＣＣＣＣＡＣＡＴＡＡＡＡ－３′；巢式引物进行第２轮ＰＣＲ
扩增，ＰＰＡＲγ 上 游 引 物：５′－ＧＴＡＡＡＧＴＴＴＴＴ－
ＴＡＴＴＧＡＧＡＡＧＡ－３′，下游引物：５′－ＡＡＣＴＣＡＴ－
ＣＡＴＣＣＴＡＣＡＡＡＡＡ－３′；扩增产物长度为３７３ｂｐ。
将ＰＣＲ产物进行胶回收后连接到ｐＭＤ－１９Ｔ载体
上，转化到Ｔｏｐ１０感受态细胞中进行涂板培养，从
平板上分别挑取转化子，用ＰＣＲ法进行鉴定，阳性
菌进行测序。测序结果用ＢｉＱ＿Ａｎａｌｙｚｅｒ分析软件
进行比对分析。

１．５　ｑＲＴ－ＰＣＲ技术检测ＰＰＡＲγ的ｍＲＮＡ表达
用５－Ａｚａ－ｄＣ处理细胞９６ｈ后，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂

提取细胞总ＲＮＡ。使用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件
设计ＰＰＡＲγ基因和内参基因β－ａｃｔｉｎ的上、下游引
物。引 物 序 列 如 下：ＰＰＡＲγ 上 游 引 物：５′－
ＴＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＣＣＴＧＴＡＴＣ－３′，下游引物：５′－
ＣＡＴＡＧＴＧＧＡＡＣＣＣＴＧＡＣＧ－３′；β－ａｃｔｉｎ 上 游 引
物：５′－ＣＣＧＣＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＡＣＧＣ－３′，下游引物：

５′－ＣＡＴＧＣＣＡＡＴＣＴＣＡＴＣＴＣＧＴＴＴＴ－３′，引物由
北京六合华大基因公司合成。按Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ　ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ试剂盒和ＳＹＢＲ?Ｐｒｉｍｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ试剂盒操
作说明进行逆转录和ｑＲＴ－ＰＣＲ的检测，结果采用

２－ΔΔＣＴ相对定量的方法计算目的基因的 ｍＲＮＡ的
相对表达量［１７］。

１．６　细胞总蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测
用５－Ａｚａ－ｄＣ处理细胞９６ｈ后收取样品，然后

用４℃预冷的Ｄ－ｈａｎｋｓ冲洗细胞样品３遍，加入细
胞裂解液冰上裂解抽提细胞总蛋白。利用ＢＣＡ法
检测蛋白质浓度，按４０μｇ／孔蛋白质量上样，进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。在润湿的半干转移电泳槽中将
蛋白质转到醋酸纤维膜上，根据目的蛋白分子量选
择适当的转膜时间，恒压２０Ｖ转膜９０ｍｉｎ。５％脱
脂乳封闭１．５ｈ后加入一抗（ＰＰＡＲγ兔多克隆抗体
购自Ａｂｃａｍ公司和β－ａｃｔｉｎ鼠多克隆抗体），４℃过
夜；ＴＢＳＴ 洗膜３次，每次５ｍｉｎ；分别加入二抗
（ＨＲＰ标记的羊抗兔、羊抗鼠的二抗）孵育１ｈ；

ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ；在自封袋中加入配置

好的超敏发光液（普利莱），并将ＮＣ膜装入其中，在
暗室中用 Ｘ光片曝光，Ｘ光片显影，定影，扫描结
果，用Ｂａｎｄｓｃａｎ　５．０图像分析软件进行灰度分析，
最后计算出目的蛋白的相对表达含量。

１．７　统计学处理
采用ＳＰＳＳ　１３．０进行统计分析，组间比较用单

因素方差分析，组内比较用ｔ检验，试验数据以平均
数±标准差表示。

２　结果与分析

２．１　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞甲基转移酶相
对活性的影响

由图１可以看出，５－Ａｚａ－ｄＣ处理奶牛乳腺上皮
细胞 ４８ ｈ，与 空 白 对 照 组 相 比，０．５、１．０、

５．０μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理组的细胞甲基转移酶活
性显著降低，０．１μｍｏｌ／Ｌ处理组的甲基转移酶活性
无显著变化；５－Ａｚａ－ｄＣ处理细胞９６ｈ后，各组甲基
转移酶活性均极显著降低。表明，０．１、０．５、１．０、５．０

μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ作用奶牛乳腺上皮细胞９６ｈ，均能
显著抑制细胞中甲基转移酶的活性。

＊、＊＊表示与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）、
极显著（Ｐ＜０．０１），下图同

图１　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞甲基
转移酶相对活性的影响

２．２　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞活力和增殖的
影响

由图 ２ 可 以 看 出，与 空 白 对 照 组 相 比，

０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理奶牛乳腺上皮细胞４８、

９６ｈ，处理组细胞活力均无明显变化；０．５μｍｏｌ／Ｌ处
理组４８ｈ细胞活力显著下降，９６ｈ极显著下降；

１．０μｍｏｌ／Ｌ、５．０μｍｏｌ／Ｌ处理组在４８、９６ｈ均极显
著下降。
由图３可以看出，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理

奶牛乳腺上皮细胞４８、９６ｈ，对细胞增殖均无明显
影响；０．５、１．０μｍｏｌ／Ｌ处理组４８ｈ细胞增殖能力
显著下降；５．０μｍｏｌ／Ｌ 处理组 ４８ｈ，０．５、１．０、
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５．０μｍｏｌ／Ｌ处理组９６ｈ细胞增殖能力极显著下
降。可见，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮
细胞生长增殖无毒性。本研究选择０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－
Ａｚａ－ｄＣ处理奶牛乳腺上皮细胞９６ｈ，进行ＤＮＡ甲
基化对ＰＰＡＲγ表达影响的研究。

图２　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞活力的影响

图３　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞增殖能力的影响

２．３　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ启动
子甲基化状态的影响

由图４可以看出，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理
的奶牛乳腺细胞中ＰＰＡＲγ启动子区７个ＣｐＧ位
点的平均ＤＮＡ甲基化水平为２１．４３％，与空白对照
组相比，降低１５．７１个百分点。ＰＰＡＲγ启动子区
域原本存在甲基化的ＣｐＧ位点被去甲基化。

图４　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ
启动子甲基化状态的影响

２．４　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγｍＲＮＡ
表达的影响

选择０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理细胞９６ｈ收
样，采用ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术检测奶牛乳腺上皮细胞

ＰＰＡＲγ基因的相对表达量，结果如图５所示。与
空白对照组相比，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ试验组细
胞中ＰＰＡＲγ基因的表达量极显著升高。

图５　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞
ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达的影响

２．５　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ蛋白
表达的影响

０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理奶牛乳腺上皮细胞

９６ｈ后收取细胞蛋白样，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测奶
牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ蛋白的相对表达量。将

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果（图６）用Ｂａｎｄｓｃａｎ　５．０软件分
析，结果显示，与空白对照组相比，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－
Ａｚａ－ｄＣ处理组的乳腺上皮细胞组中ＰＰＡＲγ蛋白
表达量极显著上调（图７）。

图６　５－Ａｚａ－ｄＣ处理奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ
蛋白表达量的影响

图７　５－Ａｚａ－ｄＣ对奶牛乳腺上皮细胞
ＰＰＡＲγ蛋白表达量的影响
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３　结论与讨论

ＤＮＡ甲基化在奶牛乳腺泌乳功能的调控中有
着极为精细和复杂的重要作用［１８－１９］，ＤＮＡ的甲基化
程度能影响某些基因的表达水平，本研究探讨了

ＤＮＡ甲基化是否对奶牛乳腺上皮细胞中乳脂合成
的关键转录因子ＰＰＡＲγ的表达具有调节作用，通
过添加甲基转移酶抑制剂建立了低甲基化的奶牛乳

腺上皮细胞模型。５－Ａｚａ－ｄＣ能有效抑制甲基转移
酶的活性，是细胞中常用的ＤＮＡ 甲基转移酶抑制
剂，但由于它本身对细胞具有较大的毒性作用，本研
究首先对５－Ａｚａ－ｄＣ作用奶牛乳腺上皮细胞的最佳
浓度 及 作 用 时 间 进 行 了 筛 选，最 后 确 定 了

０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ作用细胞９６ｈ作为较佳的作
用浓度和时间，即与对照组相比对细胞活力和增殖
无明显影响，且对甲基转移酶有明显抑制作用。
甲基化的发生是一个复杂的动态过程，５－Ａｚａ－ｄＣ

可使基因启动子区域甲基化失活从而抑制基因表

达［２０］，ＰＰＡＲγ作为泌乳过程中的核心转录因子，对
奶牛 泌 乳 中 包 括 胆 固 醇 调 控 元 件 结 合 蛋 白

（ＳＲＥＢＰ１）在内的多种脂肪酸代谢相关基因有调控
作用，对奶牛乳脂合成具有主导作用［２１］。Ｆｕｊｉｋｉ
等［２２］研究发现，小鼠皮下脂肪组织中ＤＮＡ高甲基
化能导致ＰＰＡＲγ基因表达的下降，同样的研究结
果在结直肠癌和脂肪细胞的研究中也有报道［２３－２４］。
在奶牛乳腺中关于ＤＮＡ甲基化对ＰＰＡＲγ的调节
机制并不清楚，本试验对甲基化抑制剂５－Ａｚａ－ｄＣ在
体外对奶牛乳腺上皮细胞中ＰＰＡＲγ的影响进行了
研究，结果显示，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－Ａｚａ－ｄＣ处理奶牛乳
腺上皮细胞后，ＰＰＡＲγ基因启动子区（１　０１６～１
３８８ｂｐ）ＤＮＡ甲基化水平与空白对照组相比明显降
低，原本存在甲基化的ＣｐＧ位点被去甲基化；ｑＲＴ－
ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果发现，０．１μｍｏｌ／Ｌ　５－
Ａｚａ－ｄＣ处理９６ｈ后极显著增加了乳腺上皮细胞中

ＰＰＡＲγ的ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达，这与在人和
小鼠中关于ＤＮＡ甲基化调控ＰＰＡＲγ的报道相符
合。
本研究结果表明，在奶牛乳腺上皮细胞中

ＰＰＡＲγ基因的表达受 ＤＮＡ 甲基化因素的调控，

５－Ａｚａ－ｄＣ通过使ＰＰＡＲγ基因发生去甲基化作用，
上调其ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达。本研究结果提
示，甲基化抑制剂５－Ａｚａ－ｄＣ能使奶牛乳腺上皮细胞
中ＰＰＡＲγ基因的甲基化程度降低，促进其 ｍＲＮＡ
和蛋白的表达进而调控奶牛乳脂的合成影响乳腺泌

乳功能。本研究结果为奶牛泌乳的表观基因组研究

提供了强有力的理论支持，有关ＤＮＡ甲基化对乳
腺泌乳过程中重要功能基因调控的研究，对进一步
揭示泌乳功能调控机制具有重要科学理论意义，为
今后乳腺泌乳生物学的研究提供新的参考。
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