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ＤＮＡ 甲基化在心肌缺血再灌注损伤中的研究进展

向　 岑综述，王海英，魏义勇审校

　 　 ［摘要］ 　 心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）的分子机制错综复杂，迄今尚未发现减轻 ＭＩＲＩ 的有效药物。 高通量甲基化技术

的快速发展，使表观遗传学研究、生物分子学研究以及临床研究有了新进展。 研究证实，ＤＮＡ 甲基化参与多种疾病的生理过

程。 线粒体基因组（ｍｔＤＮＡ）是细胞能量生成的场所，通过多种修饰途径调节心肌能量代谢。 分析 ｍｔＤＮＡ 的修饰与相关代谢

物的改变，识别缺血再灌注相关靶基因的 ＤＮＡ 甲基化，有益于了解表观遗传学在 ＭＩＲＩ 中的作用机制，对开发具有特异性抗

ＭＩＲＩ 的药物意义重大。 文章主要就 ＤＮＡ 甲基化的生物功能、ＤＮＡ 甲基化相关调控靶点与 ＭＩＲＩ 之间的关联行综述。
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０　 引　 　 言

随着人口老龄化日渐加重，心血管疾病的发病

率逐年增加。 缺血性心肌病成为全世界人类死亡

和致残的主要原因。 当前，治疗心肌缺血的有效方

法是尽早恢复心脏灌注，保护剩余存活心肌。 近年

来，血管成形术、体外循环下心内直视手术及溶栓

术等得到普及，使缺血心肌得到了早期复灌，但是

快速再灌注引起心肌细胞代谢障碍和结构破坏［１］，
最终导致心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＭＩＲＩ）。 缺血、缺氧、炎症、自噬、
氧化应激、线粒体功能障碍等均参与 ＭＩＲＩ 的病理

过程［２］。 长时间的心肌组织缺血使得 ＡＴＰ 生成减

少、细胞内 ｐＨ 降低，导致无氧代谢增强和乳酸蓄

积。 ＡＴＰ 酶依赖性离子转运功能受损，细胞离子调

节机制被破坏，导致细胞内和线粒体钙超载，细胞

肿胀、裂解，细胞凋亡、坏死和自噬，引起细胞死

亡［３］。 再 灌 注 时， 产 生 大 量 的 活 性 氧 （ ｒｅａｃｔｉｃｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ），促炎性免疫细胞、炎症介质、
细胞因子和趋化因子释放增加，引发炎症级联反

应，加重缺血组织损伤。 此外，ＭＩＲＩ 还会引起缺血
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心肌表观遗传改变［４］。 了解 ＭＩＲＩ 诱导的心肌表观

遗传变化并研究具体机制将有助于研发新的治疗

药物。
表观遗传学是指在 ＤＮＡ 序列不改变的情况下，

研究基因表达的可遗传变化。 表观遗传修饰使细

胞表型发生改变而基因型不变，从而调节基因表

达。 ３ 种常见的表观遗传修饰类型是组蛋白乙酰

化、组蛋白甲基化以及 ＤＮＡ 甲基化［５⁃６］。 ＤＮＡ 甲基

化是表观遗传学中研究的最广泛，最重要的表观遗

传类型。 ＤＮＡ 甲基化与许多疾病的发生发展有关，
如癌症、神经系统疾病、心血管系统疾病等。 识别

与疾病相关的 ＤＮＡ 甲基化标志物有益于我们了解

表观遗传学在疾病病理生理学中的作用。 本文就

ＤＮＡ 甲基化在 ＭＩＲＩ 中的作用和研究前景作一

综述。

１　 ＤＮＡ 甲基化

１􀆰 １　 ＤＮＡ 甲基化的概述及其生物功能 　 ＤＮＡ 甲

基 化 是 指 在 ＤＮＡ 甲 基 转 移 酶 （ ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＤＮＭＴｓ）催化下，将胞嘧啶转变为

５⁃甲基胞嘧啶（５⁃ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ， ５⁃ｍＣ）的一种生化

反应［７］。 胞嘧啶⁃磷酸⁃鸟嘌呤 （ ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃
ｇｕａｎｏｓｉｎｅ⁃， ＣｐＧ）是 ＤＮＡ 甲基化发生的主要位点，
哺乳动物的基因组序列约 ６０％～９０％的 ＣｐＧ 均呈现

甲基化状态［８］。 在许多疾病中，ＤＮＡ 甲基化发生在

ＣｐＧ 岛及其周围，并且这种甲基化的改变可调控基

因表达。 研究证实，靶基因启动子的高甲基化抑制

基因表达，而低甲基化激活基因表达。 ５⁃ｍＣ 在个体

发育、细胞程序性增殖分化、衰老等生理过程中均

能影响蛋白质和 ＤＮＡ 的相互作用，从而调控基因

表达［９］。
１􀆰 ２　 ＤＮＡ 甲基化与 ＭＩＲＩ　 氧化应激和缺氧是缺

血再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， Ｉ ／ Ｒ）过程中常见的

病理反应，两者均可能影响 ＤＮＡ 甲基化。 氧化应激

可通过碱基修饰或缺失、染色体重排和其他表观遗

传修饰改变 ＤＮＡ 结构。 ＤＮＡ 损伤可能影响 ＤＮＭＴｓ
活性，从而改变 ＤＮＡ 甲基化水平并调控基因转

录［１０］。 十⁃十一易位甲基胞嘧啶双加氧酶 （ Ｔｅｎ⁃
ｅｌｅｖｅｎ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＴＥＴ）
可以将 ５⁃ｍＣ 氧化为 ５⁃羟甲基胞嘧啶（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｍ⁃
ｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ， ５⁃ｈｍＣ），５⁃ｈｍＣ 进一步氧化，实现低甲

基化。 该过程需要氧气供应，缺氧则抑制该反

应［１１⁃１２］。 因此， Ｉ ／ Ｒ 时发生心肌组织缺氧可诱导

ＴＥＴ 活性降低，从而激活靶基因启动子片段高甲基

化，抑制相关基因转录，干扰与机体应激反应、炎症

反应、细胞自噬和凋亡等相关的信号转导通路。

２　 ＤＮＡ 甲基化调控靶点与 ＭＩＲＩ

２􀆰 １　 磷酸酶和张力蛋白同源诱导的激酶 １（ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｋｉｎａｓｅ １， Ｐｉｎｋ１） 　 自噬是指将细胞内成分和细胞

器传递至溶酶体进行降解的生理过程。 细胞自噬

参与调节体内多种代谢途径和信号转导通路，在维

持细胞生长、发育、分化、衰老、凋亡，以及细胞内环

境稳态等方面发挥重要作用［１３］。 细胞内自噬选择

性作用于线粒体即为线粒体自噬。 线粒体自噬通

过选择性清除受损线粒体维持细胞能量代谢和线

粒体功能。 适度自噬可清除受损细胞器，挽救濒死

细胞。 过度激活自噬，却会引起细胞自噬性死

亡［１４］。 Ｐｉｎｋ１ 是一种具有丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶

活性的线粒体外膜蛋白，可作为线粒体损伤的感受

器和 Ｐｉｎｋ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬通路的引发剂［１５］，广
泛表达于心肌、骨骼肌以及神经系统等高耗能组

织。 应激状态下，ＲＯＳ 引起线粒体损伤，导致 Ｐｉｎｋ１
蓄积在线粒体外膜，通过自身磷酸化与细胞内分子

进行信号转导［１６］。 Ｐｉｎｋ１ 参与线粒体自噬相关的多

个信号转导通路，在维护细胞结构、线粒体功能以

及机体内环境稳态中发挥关键作用［１７］。 然而，近年

来，越来越多证据表明 Ｐｉｎｋ１ 因外界刺激不同或细

胞内环境的改变对线粒体自噬产生不同影响。 Ｚｈｏｕ
等［１８］建立心肌细胞缺氧 ／ 复氧模型分析 Ｐｉｎｋ１ ／
ＦＡＭ６５Ｂ 通路抑制自噬抗 ＭＩＲＩ 的作用机制，研究发

现自噬相关 ｃｉｒｃＲＮＡ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｒｃＲＮＡ，
ＡＣＲ）与 ＤＮＭＴ３Ｂ 结合，竞争抑制 ＤＮＭＴ３Ｂ 介导的

Ｐｉｎｋ１ 启动子 ＤＮＡ 甲基化，从而增加 Ｐｉｎｋ１ 表达，激
活 Ｐｉｎｋ１ ／ ＦＡＭ６５Ｂ 通路，抑制过度自噬，从而减轻

ＭＩＲＩ。 因此，深入研究 Ｐｉｎｋ１ 以及相关通路的 ＤＮＡ
甲基化机制有利于发现治疗和预防 ＭＩＲＩ 的新

靶点。
２􀆰 ２　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ） 　 ｍｉＲＮＡ 是一类内源性

非编 码 小 核 糖 核 酸， 包 含 ２１～２４ 个 核 苷 酸［１９］。
ｍｉＲＮＡ 参与多个生物学过程，如自噬［２０］、增殖、分
化和凋亡［２１］，通过靶基因与 ３′ＵＴＲ 的结合而负向调

节基因表达［２２］。 ｍｉＲＮＡ 对自噬的调控是由自噬相

关基因如 ＢＥＣＮ１，ＬＣ３Ｂ 和 ｐ６２ 介导的［２３］。 有研究

证实，心脏重塑和心力衰竭等病理生理过程会影响

ｍｉＲＮＡ 丰度［２４⁃２５］。 如在大鼠心肌 Ｉ ／ Ｒ 模型的心脏

组织中发现 ｍｉＲＮＡ３０ａ 异常表达［２６］。 ｍｉＲＮＡ 异常
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表达可能与表观遗传调控有关，如 ＤＮＡ 甲基化和组

蛋白修饰［２７］。 ｍｉＲＮＡ 启动子 ＤＮＡ 甲基化水平的改

变可直接导致其表达水平改变［２８］。 Ｖｅｒａ 等［２９］ 报

道，ｍｉＲ⁃７ 甲基化水平升高可能是潜在的临床表观

遗传靶点，可用于识别对铂衍生疗法反应不良的卵

巢癌患者。 Ｗａｎｇ 等［３０］利用 ＵＣＳＣ 基因组学技术分

析发现 ｍｉＲ⁃３０ａ 全基因组存在 ２ 个 ＣｐＧ 岛，其中

ｍｉＲ⁃３０ａ（ ⁃７６１ ／ ⁃２１６）片段是核心调控区，为甲基化

提供了结构基础。 同时用 ＤＮＭＴｓ 抑制剂处理心肌

细胞，发现 ＤＮＭＴ３Ｂ 抑制剂显著增强 ｍｉＲ⁃３０ａ 的表

达，而使用 ＤＮＭＴ１ 和 ＤＮＭＴ３Ａ 抑制剂未观察到明

显作用。 基因敲除 ＤＮＭＴ３Ｂ 可抑制 ｍｉＲ⁃３０ａ 甲基

化，同时心肌细胞 ｍｉＲ⁃３０ａ 表达水平升高。 此外，细
胞活力染色发现，在缺氧 ／ 复氧条件下，ＤＮＭＴ３Ｂ 抑

制剂可增强心肌细胞活力。 这些结果均提示，在缺

氧后处理下，ＤＮＭＴ３Ｂ 介导的 ｍｉＲ⁃３０ａ 启动子 ＤＮＡ
甲基化水平降低，从而上调 ｍｉＲ⁃３０ａ 表达，ｍｉＲ⁃３０ａ
通过抑制 ＢＥＣＮ１ 介导的自噬发挥心肌保护作用。
该发现支持 ＤＮＡ 低甲基化会导致基因不稳定和转

录激活，而 ＤＮＡ 高甲基化会导致基因沉默这一观

点。 这为进一步探究 ｍｉＲＮＡ 抗 ＭＩＲＩ 的心肌保护作

用机制提供了新方向，而且为减轻 Ｉ ／ Ｒ 引起的心肌

损伤提供了潜在的治疗靶点。
２􀆰 ３　 促肾上腺皮质激素释放激素受体 ２（ ｃｏｒｔｉｃｏ⁃
ｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２， ＣＲＨＲ２） 　
ＣＲＨＲ２ 是蛋白质编码基因。 该基因编码的蛋白质

属于 Ｇ 蛋白偶联受体 ２ 家族，是促肾上腺皮质激素

释放激素受体的亚家族。 该受体对促肾上腺皮质激

素释放激素（ ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＣＲＨ）
具有很高的亲和力，并与 ＣＲＨ 相关肽（如尿皮质

素）结合［３１］。 ＣＲＨＲ２ 主要分布于心脏，该受体可能

参与介导心血管稳态［３２］。 Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ（ＵＣＮ）是 ＣＲＨ
家族中的一种肽，已经证实具有抗 Ｉ ／ Ｒ 损伤的心肌

保护作用［３３］。 大量研究表明，雌激素通过调节内源

性因子发挥心脏保护作用。 如雌激素可增加热休

克蛋白的表达，减少活性氧的产生，抑制促炎基因

表达，从而保护心肌细胞免受缺血性损伤［３４］。 研究

证实，雌激素维持心肌 ＣＲＨＲ２ 表达，增强 ＵＣＮ 诱导

的抗 Ｉ ／ Ｒ 损伤的心脏保护作用。 维持 ＣＲＨＲ２ 表达

水平对内源性 ＵＣＮ 发挥心脏保护作用至关重

要［３５］。 ＣＲＨＲ２ 近端启动子包含 ５３ 个 ＣｐＧ 位点，这
提示甲基化可能会调节 ＣＲＨＲ２ 表达。 Ｃｏｎｇ 等［３５］

进一步研究卵巢切除术和雌激素替代疗法是否影

响甲基化。 结果表明，在假手术组、卵巢切除组、

卵巢切除联合雌激素替代疗法组之间 ＣＲＨＲ２ ＣｐＧ
岛中的每个 ＣｐＧ 位点甲基化频率差异明显。 与假

手术组相比，卵巢切除组中 ７ 个 ＣｐＧ 位点 ＤＮＡ 甲

基化频率显著增加。 提出雌激素可能通过表观遗

传机制调控基因表达从而发挥心肌保护作用。 该

团队在 ２０１４ 年证明在心肌细胞中雌激素通过 ＤＮＡ
甲基化调节 ＣＲＨＲ２ 表达［３６］，这为了解雌激素的心

脏保护作用机制提供了新的见解。
２􀆰 ４　 蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ， ＰＫＣ） 　 ＰＫＣ
是磷脂依赖性 Ｃａ２＋激活的蛋白丝氨酸 ／ 苏氨酸激酶。
蛋白激酶 Ｃ 是信号转导途径的主要介质，也是细胞

增殖、分化、凋亡等生理过程的关键调节因子［３７］。
ＰＫＣ 激活会触发许多细胞内事件，这些事件会影响

心脏的多个生理过程，包括心率，收缩和舒张功能。
最近研究表明 ＰＫＣ 的激活与多种心血管疾病的病

理生理有关。 心肌缺血预处理释放的内源性介质

（如腺苷）通过作用于 Ｇ 蛋白偶联受体启动细胞内

信号转导途径，从而通过二酰基甘油激活 ＰＫＣ，随
后，活化的 ＰＫＣ 磷酸化第二个效应蛋白发挥心脏保

护作用。 ＰＫＣ 有 １１ 个亚型，其中 ＰＫＣ⁃α， ＰＫＣ⁃β，
ＰＫＣ⁃ε， ＰＫＣ⁃ζ 在胎儿心脏中高度表达。 研究证实

ＰＫＣ⁃ε 在缺血性心肌病中发挥重要作用［３７］。 然而，
ＰＫＣ⁃ε 如何参与心肌保护作用的生理机制仍不清

楚。 有研究表明，母体缺氧会导致胎儿心脏 ＰＫＣ⁃ε
启动子甲基化以及基因表达模式发生表观遗传抑

制，从而雄性子代心脏对缺血再灌注损伤的敏感性

增加［３８⁃３９］。 为进一步研究缺氧诱导因子 １ 或 ＲＯＳ
介导缺氧诱导的 ＰＫＣ⁃ε 基因抑制的分子机制，该团

队利用妊娠期大鼠缺氧模型以及离体胎鼠心脏组

织和大鼠胚胎心肌细胞缺氧模型进行验证。 结果

表明，缺氧导致 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞和胎鼠心脏 ＲＯＳ 生

成增加，使用 ＲＯＳ 清除剂 Ｎ⁃乙酰基⁃Ｌ⁃半胱氨酸可

抑制缺氧介导的 ＳＰ１ 结合位点的甲基化，并且恢复

ＰＫＣ⁃ε 启动子与 ＳＰ１ 结合，提示缺氧产生的 ＲＯＳ 在

胎鼠心脏 ＰＫＣ⁃ε 启动子 ＤＮＡ 甲基化中发挥重要作

用。 此外，使用甲基化抑制剂 ５⁃氮杂⁃２⁃脱氧胞苷抑

制缺氧对 ＰＫＣ⁃ε 基因表达下调的影响，从而使

ＰＫＣ⁃ε 和 ｍＲＮＡ 恢复可控水平，证明了 ＤＮＡ 甲基

化在缺氧诱导的 ＰＫＣ⁃ε 基因抑制中的表观遗传作

用。 研究证实 ＲＯＳ 介导 ＰＫＣ⁃ε 启动子特定序列转

录因子结合位点的 ＣｐＧ 甲基化，从而调节 ＰＫＣ⁃ε 基

因在胎鼠心脏的表达，导致子代心脏对 Ｉ ／ Ｒ 损伤的

敏感性增强。
２􀆰 ５　 冷诱导 ＲＮＡ 结合蛋白（ ｃｏｌｄ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ＲＮＡ
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ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＩＲＢＰ） 　 ＣＩＲＢＰ 是细胞核 ＲＮＡ
结合蛋白家族成员，在冷刺激下，ＣＩＲＢＰ 从细胞核

转移到细胞质调节靶 ｍＲＮＡ，抑制细胞凋亡［４０］。
Ｌｉｕ 等［４１］通过建立大鼠体外循环模型，发现体外循

环期间低温可诱导心脏 ＣＩＲＢＰ 的表达，而抑制此蛋

白表达则会导致心脏功能显著受损。 该团队进一

步通过转基因大鼠、心肌细胞培养等一系列研究发

现，长期慢性低氧会诱导心肌细胞发生甲基化的表

观遗传学改变，导致 ＣＩＲＢＰ 表达下降，并且丧失对

低温的反应性。 低温抑制 ＣＩＲＢＰ 表达，可导致体外

循环期间心肌组织的泛醌合成障碍、辅酶 Ｑ１０ 的合

成锐减，最终削弱低温的心肌保护效应。 通过在心

脏停搏液中补充额外的辅酶 Ｑ１０ 可弥补冷刺激后

ＣＩＲＢＰ 下降带来的负面效应。

３　 线粒体基因组（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ， ｍｔＤＮＡ）

ｍｔＤＮＡ 位于线粒体内膜和电子传输链，易受到

氧化应激损伤。 ｍｔＤＮＡ 由 １６􀆰 ５ｋｂ 双链 ＤＮＡ 组成，
无内含子，并且在电子传输链中编码复合物Ⅰ、Ⅲ、
Ⅳ、Ⅴ以及 ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ。 因此，若 ｍｔＤＮＡ 发生任

何损伤均可能导致线粒体转录功能异常以及氧化

磷酸化功能障碍［４２］。 Ｙｕｅ 等［４３］ 研究发现在大鼠心

脏 Ｉ ／ Ｒ 过程中，ｍｔＤＮＡ 转录水平降低以及 ｍｔＤＮＡ
复制减少，进而导致呼吸链复合物合成减少，抑制

线粒体生物发生，最终诱导线粒体功能障碍，而且

线粒体功能障碍又诱导 ＲＯＳ 生产增加，加重 ｍｔＤＮＡ
损伤，诱发心肌细胞损伤。 线粒体是将环境刺激转

化为表观遗传调控的重要场所。 尽管表观遗传学

变化主要与核 ＤＮＡ 有关，但研究表明，ｍｔＤＮＡ 的表

观遗传调控影响线粒体功能［４４］。 线粒体表观遗传

学相关研究尚处于起步阶段，需进一步深入分析以

揭示 ｍｔＤＮＡ 甲基化对心血管疾病的影响。

４　 结　 　 语

尽管目前对 ＭＩＲＩ 的病理生理和分子机制有大

量研究，但是将这些发现应用于临床实践仍然受

限。 靶基因 ＤＮＡ 甲基化影响基因转录，从而参与调

节 Ｉ ／ Ｒ 引起的炎症反应、氧化应激、自噬、免疫、细胞

凋亡等病理过程。 进一步研究表观遗传调控在

ＭＩＲＩ 中的最新进展有助于我们探索相关靶点，如
Ｐｉｎｋ１，ｍｉＲＮＡ，ＣＲＨＲ２，ＰＫＣ，ｍｔＤＮＡ 等在减轻 ＭＩＲＩ
中的分子机制。
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