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摘 要:目的 研究重组人促红细胞生成素(rhEPO)对氧糖剥夺(OGD)条件下大鼠星形胶质细胞DNA甲基转移酶

(DNMT)水平的影响。方法 用不同浓度rhEPO与星形胶质细胞在OGD条件下共培养6h,用台盼蓝拒染法测定细胞

损伤程度,RT-PCR测定DNMT1、DNMT3A/3BmRNA的表达变化。结果 在缺糖缺氧培养组,星形胶质细胞在OGD
培养后1h出现死亡并持续加重,至5~6h时死亡率达到高峰;20U/mlrhEPO组和100U/mlrhEPO组细胞死亡率,

星形胶质细胞DNMT1、DNMT3A/3BmRNA水平均低于OGD对照组(P<0.05或P<0.001),但不同浓度rhEPO对

DNMT3A/3B影响差异无统计学意义(P>0.05)。结论 rhEPO可以对缺糖缺氧培养大鼠星形胶质细胞起到保护作

用,其作用机制可能与其改变DNMT1、DNMT3A/3BmRNA水平有关。
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  Abstract: Objective Tostudytheeffectsofrecombinanthumanerythropoietin(rhEPO)onthelevelsof
DNAmethytransferase(DNMT)inastrocytesofratsculturedundertheconditionofoxygen-glucosedepriva-
tion(OGD). Methods DifferentconcentrationsofrhEPOandastrocyteswereculturedfor6hoursunderthe
conditionofOGD,thetrypanbluestainingmethodwasusedtodetecttheinjureddegreeofastrocyte,andare-
al-timePCRtechniquewasusedtodetecttheexpressionchangesofDNMT1,DNMT3A/3BmRNA. Results
 InOGDgroup,astrocytesstartedtodieafter1-hourcultureandthecellmortalitycontinuedtoincreaseand
reachedtothepeakat5to6h;thecellmortalitywassignificantlylowerinthegroupsof20U/mlrhEPOand
100U/mlrhEPOthanthatintheOGDcontrolgroup(P<0.05orP<0.001).IncomparisonwithOGDcon-
trolgroup,levelsofastrocyteDNMT1,DNMT3A/3BmRNAwerefoundtobedecreasedinthegroupsof20
U/mlrhEPOand100U/mlrhEPO(P<0.05),butthechangesofDNMT3A/3Bbetween20U/mlrhEPO
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and100U/mlrhEPOwerenotobvious(P>0.05). Conclusion RhEPOplaysaprotectiveroleofratsas-
trocytesculturedundertheconditionofOGD,itsmechanismmayberelatedtothatrhEPOregulatestheex-
pressionsofDNMT1,DNMT3A/3BmRNA.
  Keywords: recombinanthumanerythropoietin;astrocyte;DNAmethytransferase;oxygen-glucosedep-

rivation

  星形胶质细胞是中枢神经系统内数量最多的一种

胶质细胞,可通过多种途径如分泌多种神经营养因子

或细胞因子,起到支持、保护和营养神经元,维持中枢

神经系统稳态的作用。脑缺血损伤时,星形胶质细胞

可以通过改变其膜上谷氨酸转运体的表达,减少过多

的兴奋性氨基酸以及其他有害物质如自由基等的迅速

堆积,还可以释放营养因子营养和修复神经元,以缓解

缺血给神经元带来的伤害,对保护缺血引起的神经元

损伤有着十分重要的作用[1-3]。

促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)在临床中

是一种成熟有效的贫血治疗药物,前期的诸多实验证

实了EPO可以通过多条途径对缺血性脑损伤起到保

护作用,其中包括在缺血过程中对星形胶质细胞的保

护作用[4-6]。DNA甲基化作为表观遗传学的主要修饰

形式,是目前表观遗传学中研究最多、最深入的领域。

周成江等[7]通过实验发现 DNA 甲基转移酶(DNA
methytransferase,DNMT)3A 和3B水平及DNMT
活力的变化可能与低氧预适应小鼠获得脑保护的关系

密切。本研究则是利用不同浓度的重组人促红细胞生

成素(rhEPO)与大鼠星形胶质细胞在氧糖剥夺(oxy-
gen-glucosedeprivation,OGD)条件下共培养,研究

rhEPO在缺糖缺氧过程中对星形胶质细胞的作用及

对其DNMT表达的影响,进一步探讨rhEPO在OGD
条件下对星形胶质细胞发挥保护作用的机制。

1 材料与方法

1.1 材料 大鼠星形胶质细胞(ATCCCRL-2006);

DMEM(高糖)培养液(Hyclone);DMEM(无糖)培养

液(Neuronbc);连二亚硫酸钠(阿拉丁);rhEPO(上海

凯茂生物医药有限公司);0.4%台盼蓝(Gibco);总

RNA提取试剂盒(Biosharp);反转录试剂盒(Ther-
mo);SYBRPremixEXTaq(TakaRa);其余试剂均

为国产试剂。

1.2 方法

1.2.1 大鼠星形胶质细胞的 OGD培养 常规复苏

大鼠星形胶质细胞,用DMEM(高糖)培养液培养至细

胞基本融合并铺满瓶底80%~90%后,将原培养液倒

出,用PBS清洗细胞3次,然后在细胞中加入含10
mmol/L连二亚硫酸钠的DMEM无糖培养液[8-9]并一

同转移至厌氧培养箱中(培养箱中充入95%的氮气和

5%二氧化碳的混合气),进行OGD培养并计时,分别

进行OGD培养0h、1h、2h、3h、4h、5h、6h,然后用

台盼蓝拒染法检测不同时间点的星形胶质细胞死亡

率。

1.2.2 rhEPO对大鼠星形胶质细胞 OGD培养细胞

死亡率的影响 将星形胶质细胞接种于6孔细胞培养

板中,分为四个组,每组三个复孔,分别是 OGD对照

组(只给予OGD6h处理,不加药物),rhEPO两个剂

量组(OGD处理6h,同时加入rhEPO使其终浓度分

别为20U/ml、100U/ml)和1个正常对照组(不加药

物及不进行 OGD)。rhEPO 在 OGD 时给药,并与

OGD作用时间相同。OGD培养时间结束后,用台盼

蓝拒染法检测细胞死亡率。

1.2.3 实时定量PCR检测rhEPO对大鼠星形胶质

细胞OGD培养后细胞中DNMT1、DNMT3A/3B水

平的影响 将星形胶质细胞接种于6孔细胞培养板

中,分为四个组,每组三个复孔,分别是 OGD对照组

(给予OGD6h处理),rhEPO两个剂量组(终浓度分

别为20U/ml、100U/ml)和1个正常对照组。取出

不同组3个孔的细胞,参照李炳秋等[10]方法用胰酶消

化细胞,用PBS洗脱,1700r/min离心5min,去上清,

收集细胞。使用TRIzolReagent试剂盒抽提细胞的

总RNA,并用DEPC水定量至0.5μg/μL。使用Pri-
meScriptOneStepRT-PCRKit将总RNA逆转录成

cDNA,并定量。以表1中引物进行实时定量PCR,以

GAPDH为内参,使用SYBRGreen荧光定量PCR
试剂盒和伯乐的IQ5PCR系统扩增cDNA中的DN-
MT1、DNMT3A/3B基因片段和GAPDH 基因片段,

每个样本设3个复孔。反应条件设置为:第一阶段:95
℃预变性10min,第二阶段(40cycles):95℃,15s;60
℃,30s;72 ℃,1 min。计 算 每 个 样 品 DNMT 和

GAPDH 的△Ct,并采用2-△△Ct法计算每个样品中

DNMT的mRNA转录倍数。
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表1 实验用引物

名称 正向引物 反向引物 产物大小 (bp)

GAPDH F:5′-CCATCACCATCTTCCAGGAG-3′ R:5′-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3′ 238
DNMT1 F:5′-CCATCACGTCTCACTCAAGG-3′ R:5′-TGCGTTTCTTATCCTGGTCTC-3′ 220
DNMT3A F:5′-CTGATGACGAGCCCGAGTAT-3′ R:5′-CTGTCATCCACCAAGACACAA-3′ 157
DNMT3B F:5′-GATGATCGACGCCATCAAG-3′ R:5′-CGAGCTTATCATTCTTTGAAGCTA-3′ 287

1.2.4 统计学方法 结果以(췍x±s)表示,用SPSS
17.0统计软件对数据进行处理和分析,组间比较采用

方差分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 OGD培养不同时间星形胶质细胞死亡率 随着

缺糖缺氧培养时间的延长,星形胶质细胞死亡率逐渐

增高,至5~6h基本达到稳定,见表2。

表2 OGD不同时间点大鼠星形胶质细胞死亡率 (췍x±s,n=3)

OGD时间(h) 0 1 2 3 4 5 6

星形细胞死亡率 0 8.33±3.51a 21.33±4.04a 45.67±4.04b 70.00±6.24b 84.67±2.52a 86.67±8.50

 注:与前一个时间点比较,a:P<0.05,b:P<0.01

2.2 不同浓度rhEPO对 OGD大鼠星形胶质细胞死

亡率的影响 不同浓度rhEPO均可显著降低OGD培

养大鼠星形胶质细胞细胞死亡率,差异有统计学意义

(P<0.05或P<0.001)。且rhEPO浓度越高,细胞

死亡率越低,20U/mlrhEPO处理组比 OGD对照组

细胞死亡率降低了6.2倍,100U/mlrhEPO处理组

比OGD对照组细胞死亡率降低了11.1倍,见表3。

20U/mlrhEPO比100U/mlrhEPO组星形细胞死

亡率高,两者比较差异有统计学意义(P<0.01)。

表3 不同浓度rhEPO处理OGD大鼠星形胶质

细胞死亡率 (췍x±s,n=3)

组别
正常

对照组

OGD

对照组

20U/ml

rhEPO组

100U/ml

rhEPO组

星形细胞死亡率 0 85.00±4.36 13.67±1.15b 7.67±0.58a

 注:与OGD对照组比较,a:P<0.05,b:P<0.001

2.3 DNMT1、DNMT3A/3B mRNA 水 平 变 化  
OGD对照组 DNMT1、DNMT3A/3BmRNA水平明

显高于正常对照组(P <0.05),说明 OGD培养后影

响了 DNMT1、DNMT3A/3BmRNA 水平,20U/ml
rhEPO 组 和100U/mlrhEPO 组 的 DNMT1、DN-
MT3A/3BmRNA水平显著低于 OGD对照组(P <
0.05),100U/mlrhEPO组和20U/mlrhEPO组组

间DNMT3A、DNMT3B水平差异无统计学意义(P
>0.05),说明使用rhEPO后降低了因 OGD引起的

DNMT1,DNMT3A/3BmRNA水平升高,见表4。

表4 不同浓度rhEPO处理组OGD星形胶质细胞

DNMT1、DNMT3A/3BmRNA水平变化 (췍x±s,n=3)

指标
正常

对照组

OGD

对照组

20U/ml

rhEPO组

100U/ml

rhEPO组

DNMT1 0.74±0.37a 170.85±6.64 1.09±0.20a 0.57±0.02a

DNMT3A 1.01±0.03a 362.52±36.19 1.44±1.30a 1.30±0.18a

DNMT3B 0.80±0.28a 512.66±38.44 0.36±0.42a 0.34±0.16a

 注:与OGD对照组比较,a:P<0.05。本表数据采用2-△△Ct

计算,以GAPDH为内参

3 讨论

DNA甲基化是最早被发现,机体内关键的表观遗

传修饰之一[11],其过程是在DNMT的催化下,利用S-
腺苷甲硫氨酸提供甲基,转移到胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷

酸(CpG)中胞嘧啶的第5位碳原子上,使之转化为5-
甲基胞嘧啶(5methylcytosine,5mC)的过程。DNA
甲基转移酶主要有三种,分别为DNMT1、DNMT3A/

3B。DNMT1作用于已经发生甲基化的DNA 双链中

的另一条链,使其完全甲基化;DNMT3A/3B可以从

头使CpG岛发生甲基化,使其半甲基化,继而使其全

甲基化[12-13]。在脑组织发生缺血缺氧时甲基化水平和

DNMTs的变化研究结果并不相同,LeeJC等[3]对沙

鼠进行脑缺血处理,发现DNMT1在海马CA1区的免

疫活性及表达下降,他们认为缺血诱导的DNA甲基

化可能在DNA损伤或修复过程中影响到神经元DN-
MTs活性。但也有研究报道,甲基化参与了缺血性脑

损伤,缺血再灌注能使大脑甲基化增加3~4倍[14]。
本实验发现了OGD培养的大鼠星形胶质细胞中三种

甲基化转移酶mRNA转录水平的升高,不仅与杨清麟
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等[15]的结果一致,更进一步证实了缺氧可以通过改变

DNMT表达水平进而改变星形胶质细胞DNA甲基化

状态。

EPO是一种酸性糖蛋白,通过与其靶细胞表面的

EPO受体(EPOR)结合发挥作用。研究发现,EPOR
在体内多种组织及细胞均有表达,包括中枢神经系统

中的神经元及胶质细胞[16-17],并且在缺氧缺血性脑损

伤及外伤性脑损伤等多种中枢神经系统疾病中发挥着

神经保护作用。如 WangL等[18]研究发现,rhEPO通

过改善内皮祖细胞的动员和随后的血管生成促进大鼠

TBI后的神经功能的恢复;RenQ等[19]发现在早产新

生鼠的缺血缺氧脑损伤模型中,应用EPO治疗可以减

轻白质损伤。陈勤玲等[5]则发现EPO可以上调因缺

氧缺血导致的海马组织、大脑皮层中谷氨酸转运体

EAAT1和EAAT2表达量的降低。实验中,我们发现

rhEPO可以提高缺糖缺氧培养星形胶质细胞的存活

率,说明rhEPO对OGD培养星形胶质细胞起到保护

作用,并降低了缺糖缺氧培养星形胶质细胞的DNMT
的mRNA水平,而DNMT又与细胞内DNA甲基化

状态密切相关,说明rhEPO对 OGD培养星形胶质细

胞的保护作用很可能与改变其细胞内DNA甲基化状

态有关,具体其影响了下游哪些基因的甲基化状态还

需我们今后进深入研究。
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