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Abstract
AIM
To investigate whether maternal methyl 

■背景资料
目前研究发现在
溃 疡 性 结 肠 炎
(ulcerative colitis, 
UC)患者中存在
许多基因的异常
甲基化, 因此UC
可能由于DNA甲
基 化 改 变 致 病 . 
母鼠子宫中低叶
酸会降低成年子
鼠肠道总体甲基
化水平 .  炎症性
肠病患者的干扰
素­γ(interferon­γ, 
IFN­γ)甲基化水平
在结肠黏膜中低
于外周血T细胞.

donor deficiency promotes the pathogenesis 
and development of ulcerative colitis (UC) by 
affecting DNA methylation.

METHODS
Maternal BALB/c mice were fed either a 
normal diet (C) or a methyl donor deficiency 
diet (D) from one month before pregnancy 
until the offspring weaned. Young mice were 
given dextran sulfate sodium (DSS) or purified 
water as drink water for five days. The young 
mice were randomly divided into four groups: 
C/DSS-, D/DSS-, C/DSS+, and D/DSS+. The 
degree of colonic inflammation was evaluated; 
serum folate, vitamin B12, and homocysteine 
(Hcy) were determined; the expression of 
interferon-γ (IFN-γ) in the colonic mucosa was 
detected; and the methylation level of CpG 
islands in the IFNG promoter was determined.

RESULTS
T h e d i s e a s e a c t i v i t y i n d e x ( D A I ) w a s 
significantly higher in the D/DSS+ group than 
in the C/DSS+ group (3.22 ± 0.55 vs 2.22 ± 0.50, 
P < 0.01). Compared to the normal diet group, 
the methyl donor deficient diet group had 
significantly lower serum levels of folic acid (8.87 
nmol/L ± 1.11 nmol/L vs 11.34 nmol/L ± 0.31 
nmol/L, P < 0.01) and vitamin B12 (409.2 ng/L 
± 56.27 ng/L vs 676.1 ng/L ± 1.66 ng/L, P < 0.01) 
and significantly higher Hcy (8.45 μmol/L ±  0.35 
μmol/L vs 6.77 μmol/L ± 0.36 μmol/L, P < 0.01). 
The IFN-γ expression in the colonic mucosa 
was significantly higher in the C/DSS+ and D/
DSS+ groups than in the C/DSS- and D/DSS- 
groups (5.3 ± 1.2 vs 10.6 ± 10.8, χ2 = 14.517, P 
< 0.01). The expression level of IFN-γ in the 
colonic mucosa of DSS+ groups was positively 
related to the degree of inflammation (r = 0.853, 
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■研发前沿
目前研究表明叶
酸缺乏可以加重
UC发病, 补充叶
酸可以治疗和缓
解UC. DNA甲基
化相关的膳食营
养 如 何 影 响 U C
患者体内DNA甲
基化水平 ,  通过
什么通路或途径
参 与 U C 发 病 是
亟待研究的问题.

0.840; P = 0.031, 0.036; P < 0.05). There were no 
significant differences in the methylation level 
of all CpG sites or same CpG sites among the 
four samples.

CONCLUSION
Methyl donor def ic ient diet may cause 
aggravated experimental colitis by increasing 
the expression of IFN-γ . The abnormal 
expression of IFN-γ in the colonic mucosa has 
no relationship with hypo-methylation of CpG 
islands in the IFNG promoter. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨母鼠饮食中甲基供体含量的缺乏是否
可能通过影响干扰素γ(interferon γ, IFN­γ )
基因的甲基化参与子代鼠溃疡性结肠炎
(ulcerative colitis, UC)的发生及发展.

方法
从母鼠孕前1 mo至生产子鼠哺乳期结束, 分
别给予母鼠(B a l b/c)正常饮食和甲基供体
(叶酸、维生素B12)缺乏饮食. 随后母鼠所
产子代小鼠分别给予葡聚糖硫酸钠(dextran 
sulfate sodium, DSS)溶液和纯净水作为饮用
水. 实验子鼠被随机分为4组: 标准饮食无
DSS处理组(C/DSS­)、甲基供体缺乏饮食无
DSS处理组(D/DSS­)、标准饮食DSS处理组
(C/DSS+)、甲基供体缺乏饮食DSS处理组
(D/DSS+). 处理5 d后, 评价子鼠结肠黏膜炎
症程度, 检测血清叶酸、维生素B12和同型
半胱氨酸, 并检测肠组织IFN­γ表达以及干
扰素γ基因(interferon γ gene, IFNG )启动子区
CpG岛基因甲基化水平.

结果
D/DSS+组小鼠较C/DSS+组的结肠黏膜炎
性活动指数(disease activity index, DAI)显
著增高(3.22±0.55 vs  2.22±0.50, P <0.01). 
D/DSS+和D/DSS­组与C/DSS+和C/DSS­组

相比, 血清叶酸(8.87 nmol/L±1.11 nmol/L vs  
11.34 nmol/L±0.31 nmol/L, P<0.01)、维生素
B12(409.2 ng/L±56.27 ng/L vs  676.1 ng/L±
51.66 ng/L, P <0.01)显著降低, 同型半胱氨
酸显著增高(8.45 μmol/L±0.35 μmol/L vs  
6.77 μmol/L±0.36 μmol/L, P <0.01). C/DSS+
和D/DSS+组IFN­γ表达较C/DSS­和D/DSS­
组显著增高(5.3±1.2 vs  10.6±10.8, χ2 = 
14.517, P  = 0.001, P <0.01), DSS+组的IFN­γ
表达水平与结肠炎症程度正相关(r  = 0.853, 
0.840; P  = 0.031, 0.036; P <0.05). 子鼠结肠黏
膜中的IFNG 启动子区总体甲基化水平以及
同一位点的甲基化水平, 4组之间相比无统
计学差异(P >0.05).

结论
母体孕期及哺乳期饮食中甲基供体缺乏可
能通过结肠黏膜中IFN­γ表达增高导致子鼠
结肠黏膜炎症严重程度增加. 子鼠结肠黏膜
中IFN­γ的表达异常与IFNG启动子区的甲基
化无明显相关性, 可能是其他途径导致的.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
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核心提要: 母体孕期及哺乳期饮食中甲基供体

缺乏可能通过结肠黏膜中干扰素γ(interferon γ, 
IFN­γ)表达增高导致子鼠结肠黏膜炎症严重程

度增加. 子鼠结肠黏膜中IFN­γ的表达异常与

IFN­γ基因启动子区的甲基化无明显相关性, 可
能是其他途径导致引起.
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0  引言

遗传易感性、环境、机体免疫相互作用, 共
同参与溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)
的发病过程, 但其发病机制不明. DNA甲基

化是一种重要的表观遗传修饰方式, 其不改

变D N A序列仅导致表型的改变从而影响疾

病. 本研究将从表观遗传学方面探讨UC发病

机制 .  目前认为 ,  营养和膳食因素可以通过

两种机制影响基因甲基化: (1)改变S­腺苷甲
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■相关报道
对于DSS诱导的
小鼠结肠炎模型, 
使用甲基化抑制
物可以加重结肠
炎症程度 ,  然而
补充叶酸后 ,  小
鼠的结肠炎症反
应得到改善 .  但
是并没有研究证
实 叶 酸 与 U C 的
肠道某些基因的
特异性甲基化有
相关性, 如IFNG
的甲基化.

硫氨酸(S­adenosylmethionine, SAM)的含量; 
(2)改变甲基化过程中DNA甲基转移酶(DNA 
methyltransferases, DNMTS)活性. 叶酸等甲基

供体能够调节母体表观遗传机制[1], 进而调节

表观基因组, 产生表型和疾病易感性的差异[2]. 
此外以小鼠为模型的研究表明, 母体DNA甲

基化能够通过孕期营养干预(如补充叶酸)而改

变, 从而改变子代表型[3].
在UC动物模型中发现, 干扰素γ(interferon 

γ, IFN­γ)对于黏膜炎症的产生、发展和维持都

起到重要作用. 与正常对照组相比, 炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD)患者的结肠黏

膜中干扰素γ基因(interferon γ gene, IFNG)甲基

化水平降低[4], 但是导致结肠黏膜IFNG低甲基

化的原因尚不清楚. 因此, 推测由于母体叶酸、

维生素B12和甲硫氨酸等甲基供体的缺乏可能

改变SAM的含量, 直接导致IFN基因低甲基化

改变, 使IFN­γ高表达, 进而参与了UC的发病. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择SPF级健康♀(n  = 16)及♂7周龄

(n  = 8)Balb/c小鼠, 饲养于实验动物中心, 所有

动物实验方案遵守天津医科大学实验动物伦

理委员会相关规定. 饲养环境: 通风良好, 环境

温度24 ℃±1 ℃, 相对湿度55%±5%, 灯光控

制在明暗各12 h, 饮食水量充足且不限. 主要

试剂和仪器: 甲基供体缺乏和标准小鼠饲料

(北京华阜康生物科技有限公司); 葡聚糖硫酸

钠(美国MP Biomedicals公司); 小鼠叶酸、维

生素B12、同型半胱氨酸酶联免疫检测试剂

盒(北京方程嘉鸿科技有限公司); 组织DNA提

取试剂盒(天根生化公司); 扩增引物(上海赛百

胜基因技术有限公司); EZ DNA Methylation­
Gold Kit(ZYMO); 通用型SP免疫组织化学染色

试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司); 兔
抗鼠IFN­γ多克隆抗体(北京博奥森生物科技

有限公司); PCRmix体系、T7 RNA and DNA 
Polymerase、RNaseA、MassARRAY系统

(Sequenom公司)光学显微镜(日本Olympus公
司); 低温高速离心机(德国Eppendorf公司); 酶
标仪(爱普生有限公司); 稳压稳流电泳仪(北京

通用分析仪器厂); 全自动凝胶成像系统(上海

天能科技有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 造模: ♀鼠于孕前1 mo分别喂养标准饮

食(C, n  = 8)和甲基供体缺乏饮食(D, 无叶酸、

胆碱、维生素B12和甲硫氨酸, n  = 8), 1 mo后
与♂鼠交配, 用阴道栓测定雌鼠是否怀孕, 将
怀孕的雌鼠隔离并持续喂养之前相同饮食至

所产子鼠断乳, 所有子代小鼠于产后21 d断乳.  
随后两组子鼠分别随机取6只, 以葡聚糖硫酸

钠(dextran sulfate sodium, DSS)溶液作为饮用

水5 d, 诱导子代小鼠实验性结肠炎, 其余子鼠

作为对照组给予纯净水. 此时实验小鼠共分

为4组, 每组6只(图1): (1)标准饮食未用DSS组
(C/DSS­); (2)甲基供体缺乏饮食未用DSS组(D/
DSS­); (3)标准饮食并用DSS组(C/DSS+); (4)甲
基供体缺乏饮食并用DSS组(D/DSS+). 
1.2.2 样本处理及保存: 一般情况, 观察各组子

代小鼠的毛发光泽, 精神状态, 活动情况, 饮食

情况以及大便和体质量变化. 所有子鼠在麻醉

状态下眼球取血, 外周血在室温下静置4­6 h, 
待凝固后1500 r/min离心10 min, 分离血清于

­80 ℃低温冰箱保存. 眼球取血后处死子鼠, 立
即暴露腹腔取出所有结肠组织, 用PBS磷酸盐

缓冲液洗净后, 一半置于40 g/L甲醛溶液, 一半

置于液氮速冻, 置入­80 ℃冰箱保存. 
1.2.3 血清甲基供体检测: 血清叶酸、维生素

B12、同型半胱氨酸的测定采用酶联免疫吸附

法检测三项指标, 全部使用酶联免疫检测试剂

盒测定. 具体步骤参照试剂盒说明. 
1.2.4 子代小鼠结肠黏膜炎症程度和组织学评

价: 子代小鼠在DSS处理第1天开始, 每天观察

并记录小鼠体质量、粪便性状、活动情况及

肛周出血程度. 参数包括体质量减轻评分、粪

便性状评分和便血程度评分, 通过以上参数计

算结肠黏膜炎性活动指数(disease activity index, 
DAI)[5], DAI = 1/3总评分, 分数范围0­4分. 组织

学评分 = 受累范围×(组织损伤分级评分+炎性

细胞浸润程度评分), 最高分为8分[6]. 
1.2.5 肠黏膜组织IFN­γ表达: 采用免疫组织化

学SP方法检测IFN­γ在肠黏膜组织中的表达. 
位于结肠黏膜组织上皮细胞和肠腺之间, 染色

呈黄棕色颗粒的间质炎性细胞为阳性细胞. 每
张切片中随机选择5个高倍镜视野, 共计数500
个细胞, 根据500个细胞中阳性细胞占总细胞

的百分比和阳性细胞染色强度程度进行评分. 
1.2.6 DNA提取及浓度测定: 按照组织基因组

DNA 提取试剂盒说明进行操作, 加入蛋白酶

使肠道黏膜组织蛋白溶解, 裂解液裂解细胞核

张蕊, 等. 母体甲基供体缺乏对子代小鼠结肠炎发生影响的研究
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■创新盘点
本文将缺乏甲基
供体的子代小鼠
结肠炎模型造模
成功 ,  证实了母
体甲基供体的缺
乏能够使子鼠体
内 IFN­γ表达增
多 ,  加剧子代鼠
实 验 性 结 肠 炎 , 
但 IFN­γ异常与
IFNG基因启动子
区CpG位点甲基
化水平无相关性.

后沉淀DNA, 乙醇洗涤后用DNA溶解液溶解. 
DNA溶液稀释100倍, 用分光光度计分析DNA
的纯度. 
1.2.7 Sequenom MassArray甲基化检测: 使用亚

硫酸盐将样本中DNA未甲基化的胞嘧啶(C)全
部转化为尿嘧啶(U), 使用一对特殊引物PCR
扩增样本, 得到带有T7RNA聚合酶启动子序

列的扩增产物, 在体外转录体系中, 用T7RNA
聚合酶将产物转录为RNA片段. 由于RNaseA
能够特异性识别并切割RNA中U3'端, 将RNA
片段切割成带有CpG位点的小片段, 最后在

MassArray飞行质谱分析系统上检测产物的甲

基化程度. 
统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行

统计学数据分析, 呈正态分布的计量资料以

mean±SD表示并进行t检验, 计数资料组间比

较采用χ2检验, 相关性分析采用Spearman相关

分析. P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 血清甲基供体检测 与标准饮食组(C/DSS­
和C/DSS+组)相比, 甲基供体缺乏饮食组(D/
DSS­和D/DSS+组)的子代小鼠血清叶酸(8.87 
nmol/L±1.11 nmol/L vs  11.34 nmol/L±0.31 
nmol/L, P <0.01)和维生素B12(409.2 ng/L±

56.27 ng/L vs  676.1 ng/L±51.66 ng/L, P <0.01)
显著降低, 同型半胱氨酸(8.45±0.35 vs  6.77±
0.36 μmol/L, P <0.01)显著增高, 以上差异均有

统计学意义(表1). 
2.2 结肠黏膜炎严重程度的比较 甲基供体缺

乏饮食组的小鼠结肠黏膜炎症程度较高, 主要

表现在D/DSS+组较C/DSS+组的DAI显著增高

(3.22±0.55 vs  2.22±0.50, P <0.01); C/DSS+组
较C/DSS­组的DAI高(0.97±0.25 vs  0.01±0.01, 
P <0.05); C/DSS­组和D/DSS­组的DAI无统计学

差异(图1). 组织学评分发现, D/DSS­组评分高

于C/DSS­组(1.19 vs  0.43, P <0.05), D/DSS+组
明显高于C/DSS+组(4.30 vs  2.67, P <0.05, 图2, 
图3). 
2.3 结肠黏膜组织IFN­γ的表达水平 小鼠结肠

黏膜组织中IFN­γ在C/DSS+和D/DSS+组表达

较C/DSS­和D/DSS­组明显增高, 具有显著性

差异(5.3±1.2 vs  10.6±10.8, χ2 = 14.517, P = 
0.001, P <0.01), D/DSS+组与C/DSS+组比较, 
差异有统计学意义(4.3±0.5 vs  11.7±9.6, χ2 

= 6.791, P  = 0.034, P <0.05, 图4). 且C/DSS+组
和D/DSS+组的IFN­γ表达与DAI呈正相关(r  = 
0.853, 0.840; P  = 0.031, 0.036; P <0.05). 
2.4 结肠组织IFNG甲基化检测结果 CpG位点

分别有­99、­180、­269、­283、­303、­423、
­431、­442、­492共9个位点, 其中­180、­423

图  1  甲基供体缺乏饮食对DAI的影响. aP<0.05 vs  C/DSS-

组; bP<0.01 vs  C/DSS+组. DAI: 结肠黏膜炎性活动指数.

图  2  甲基供体缺乏饮食对组织学评分的影响.
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表  1  血清叶酸、维生素B12和同型半胱氨酸浓度

分组 C/DSS- D/DSS- C/DSS+ D/DSS+

叶酸(nmol/L) 11.33±0.29   8.47±1.32b 11.34±0.35   9.27±0.77b

维生素B12(ng/L) 678.90±62.17 401.70±38.80b 673.20±44.56 416.70±72.22b

同型半胱氨酸(μmol/L)   6.77±0.40   8.35±0.37b   6.77±0.36   8.55±0.33b

bP<0.01 vs  C/DSS-、C/DSS+.
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■应用要点
叶酸等靶向DNA
甲 基 化 的 化 合
物将会成为一种
有效、低廉、安
全的预防和治疗
UC的方法.

两个位点未能得到检测结果, IFNG甲基化水

平的最低值出现在D/DSS­组的CpG­442位点, 
为0.06(图5). 4组子鼠之间结肠黏膜中IFNG基

因启动子区总体甲基化水平相比较, 无明显统

计学差异(P >0.05, 图6). 四组子鼠结肠黏膜中

IFNG基因启动子区同一CpG位点的甲基化水

平比较, 亦无明显统计学差异(P >0.05, 图7). 

3  讨论

溃疡性结肠炎是一种非特异性炎症性疾病, 为
了有效预防疾病发生和探索有效治疗方案, 关

于IBD发病机制的研究越来越多. 近年来, 许多

观点认为溃疡性结肠炎的发病是机体与环境间

相互作用的结果, 其中, 膳食营养在疾病发生发

展中发挥重要作用. 以往的研究表明叶酸和维

生素B12缺乏与子代低出生体质量、中心性肥

胖、脂肪肝和心肌肥大相关[7], 饮食中叶酸缺乏

可能是导致UC发病率增高的原因, 但叶酸是否

参与其发病机制尙不明确[8]. 本研究结果表明在

同样DSS诱导下, 母体孕期及哺乳期饮食中甲

基供体缺乏可以使子代小鼠血清叶酸和维生素

B12水平降低, 同型半胱氨酸升高. 在IBD患者

A

DC

B

图  3  4组小鼠结肠黏膜HE染色结果(40×). A: C/DSS-组; B: D/DSS-组; C: C/DSS+组; D: D/DSS+组.

A

DC

B

图  4  4组小鼠结肠黏膜IFN-γ表达免疫组织化学染色结果(40×). A: C/DSS-组; B: D/DSS-组; C: C/DSS+组; D: D/DSS+组. 

IFN-γ: 干扰素γ.
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■名词解释
DNA甲基化: 表
观遗传的修饰途
径之一 ,  在真核
生物中 ,  甲基供
体S­腺苷甲硫氨
酸的甲基团通过
DNA甲基转移酶
催化共价结合到
CpG二核苷酸胞
嘧啶环的碳 5 位
点形成5­甲基胞
嘧啶 .  生物体甲
基化的方式是稳
定的, 可遗传的.

中经常观察到高同型半胱氨酸血症[9], 同型半胱

氨酸是叶酸和维生素B12缺乏的一种生物标志, 
可以促进促炎细胞因子和趋化因子的分泌[10], 
正常情况下, 同型半胱氨酸在叶酸和维生素B12
的作用下合成蛋氨酸和四氢叶酸, 因此叶酸和

维生素B12缺乏可以导致同型半胱氨酸升高. 
IFN­γ是IBD等慢性炎症中重要的促炎因

子[11]. 目前全基因组关联研究分析发现12q15
位点的IFNG基因与UC发病有密切关系[12], 在
此基础上, 本文对结肠黏膜IFN­γ表达和DAI进
行了相关性分析, 结果显示IFN­γ与DAI正相关, 
即IFN­γ可以一定程度上反映小鼠实验性结肠

炎的严重程度. 母体孕期及哺乳期饮食中甲基

供体缺乏, 可能通过结肠黏膜中IFN­γ表达增高

的途径导致子鼠结肠黏膜炎症严重程度增加. 
许多观点认为, DNA甲基化是人类复杂性

自身免疫性疾病发生发展的重要影响因素. 在
真核生物基因组中, DNA甲基化的过程是甲基

供体SAM的甲基团通过DNMTS催化共价结合

到CpG二核苷酸胞嘧啶环的碳5位点形成5­甲
基胞嘧啶. 有研究报道, 实时定量PCR检测IBD

患者LP­T细胞发现, IFN­γ基因DNA启动子区

的甲基化水平降低5%可以导致IFN­γ表达水平

增加3倍[13]. 为了研究甲基供体缺乏饮食加重

实验性结肠炎的机制, 本实验检测了结肠黏膜

中IFN­γ启动子区CpG的甲基化水平, 检测结果

并未发现结肠组织IFNG甲基化水平有明显差

异, 这可能是由膳食营养与DNA甲基化之间存

在的组织特异性决定的, 因此通过饮食调整的

DNA甲基化可能具有组织特异性[14]. 例如, 叶
酸缺乏饮食的大鼠肝脏组织整体DNA低甲基

化, 而脑组织高甲基化. 然而本实验只通过鼠

的肠道组织提取DNA进行检测, 这就造成了实

验结果有一定的局限性. 
虽然本研究中母体甲基供体缺乏饮食并

未导致子代小鼠IFNG基因启动子区CpG位点

甲基化水平明显降低, 但是否存在其他影响溃

疡性结肠炎发生发展的表观遗传学机制, 仍然

值得进一步探讨. 
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■同行评价
本研究探讨母鼠
饮食中甲基供体
含量的缺乏是否
可 能 通 过 影 响
IFN­γ 基因的甲
基化参与子代鼠
溃疡性结肠炎发
生及发展 ,  为溃
疡性结肠炎在发
病机制研究提供
一种新思路.
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