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[摘要] 目的　探讨枸杞多糖(LBP)对同型半胱氨酸(Hcy)诱导的小鼠肝细胞损伤的作用及其机制。方法　体外培养

正常C3H/An小鼠肝细胞(NCTC 1469)，采用不同浓度的Hcy(0、50、100、200、500 μmol/L)处理NCTC 1469细胞，使用

MTT法检测不同浓度Hcy对细胞活性的影响。取对数生长期细胞，设置：(1)对照组(采用10%马血清的DMEM培养基培

养)与Hcy组(采用 100 μmol/L Hcy溶液处理 48 h)，收集细胞。采用细胞活力染色检测细胞凋亡情况，谷草转氨酶(AST)/

谷丙转氨酶(ALT)活性检测试剂盒检测 AST、ALT 活性，RT-qPCR 检测 YAP1(Yes 相关蛋白 1)、DNMT1、DNMT3a、

DNMT3b mRAN 的表达，Western blotting 检测 YAP1 蛋白的表达，巢式甲基化特异性 PCR(nMS-PCR)检测 YAP1 启动子区

DNA甲基化率。(2)对照组、LBP组、Hcy组与Hcy+LBP组，LBP组采用4 mg/ml LBP溶液处理2 h，Hcy组、Hcy+LBP采用

100 μmol/L Hcy 溶液处理 48 h，46 h 时 Hcy+LBP 组加入 4 mg/ml LBP 溶液处理，收集细胞。采用 RT-qPCR 检测 YAP1、

DNMT1、DNMT3a、DNMT3b mRAN的表达，Western blotting检测YAP1、Bax、Bcl-2蛋白的表达，AST/ALT活性检测试剂

盒检测AST、ALT活性。采用生物信息学方法预测YAP1启动子区DNA甲基化CpG岛。结果　根据MTT法检测结果，选

择 100 μmol/L Hcy处理NCTC 1469细胞进行后续实验。与对照组比较，Hcy组细胞凋亡率增高(P<0.01)，ALT、AST活性

增高(P<0.001)，YAP1 mRAN和蛋白相对表达水平降低(P<0.001)，YAP1启动子区域甲基化率增高(P<0.01)，DNA甲基化酶

DNMT1、DNMT3a 及 DNMT3b mRNA 相对表达水平增高(P<0.01 或 P<0.001)。与 Hcy 组比较，Hcy+LBP 组 DNA 甲基化酶

DNMT1、DNMT3a 及 DNMT3b mRNA 相对表达水平降低(P<0.001)，YAP1 mRAN 和蛋白相对表达水平明显增高(P<0.01 或

P<0.001)，Bcl-2蛋白相对表达水平明显升高(P<0.001)，Bax蛋白相对表达水平明显降低(P<0.001)，ALT、AST活性降低(P<

0.001)。结论　YAP1表达降低可能是Hcy诱导的小鼠NCTC 1469细胞损伤的关键过程，YAP1启动子区域甲基化的改变可

能是Hcy引起YAP1表达变化的分子机制。LBP可能通过正向调节YAP1的表达改善Hcy引起的小鼠NCTC 1469细胞损伤。
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injury induced by homocysteine (Hcy). Methods　Normal C3H/An mouse hepatocytes (NCTC 1469) were cultured in vitro and 
treated with different concentrations of Hcy (0, 50, 100, 200, 500 μmol/L). The optimal concentrations of Hcy-treated NCTC 1469 
cells were detected by MTT assay. When the cells reached the logarithmic growth stage, the conditions were set up as follows: (1) 
control group (cultured with DMEM medium supplemented with 10% horse serum) and Hcy group (treated with 100 μmol/L Hcy 
solution for 48 h), and the cells were collected. Cell viability staining was used to detect apoptosis, aspartate aminotransferase (AST)/
alanine aminotransferase (ALT) activity detection kit was used to detect AST and ALT activities, RT-qPCR was used to detect the 
expression levels of YAP1, DNMT1, DNMT3a and DNMT3b mRAN, and Western blotting was used to detect the expression of YAP1 
protein, nested methylation specific PCR (nMS-PCR) was used to detect DNA methylation rates in the YAP1 promoter region. (2) 
Control group, LBP group, Hcy group and Hcy+LBP group. LBP group was treated with 4 mg/ml LBP solution for 2 h, Hcy group and 
Hcy+LBP group were treated with 100 μmol/L Hcy solution for 48 h, and Hcy+LBP group was treated with 4 mg/ml LBP solution at 
46 h, and the cells were collected. The expression levels of YAP1, DNMT1, DNMT3a and DNMT3b mRAN were detected by RT-
qPCR; the expression of YAP1, Bax and Bcl-2 proteins was detected by Western blotting; AST/ALT activity detection kit was used to 
detect AST and ALT activities. Prediction of DNA methylation CpG islands in YAP1 promoter region by bioinformatics. Results　
NCTC 1469 cells were treated with 100 μmol/L Hcy according to the results of MTT assay. Compared with control group, the 
apoptosis rate of Hcy group increased (P<0.01), the activities of ALT and AST increased (P<0.001), the mRAN and protein 
expression levels of YAP1 decreased (P<0.001), and the methylation rate of YAP1 promoter region increased (P<0.01), the mRNA 
expression levels of DNMT1, DNMT3a and DNMT3b increased (P<0.01 or P<0.001). Compared with Hcy group, the mRNA 
expression levels of DNMT1, DNMT3a and DNMT3b in the Hcy+LBP group decreased (P<0.001), the mRAN and protein expression 
levels of YAP1 significantly increased (P<0.01 or P<0.001). In addition, in the Hcy+LBP group, cells showed significantly elevated of 
Bcl-2 protein (P<0.001), but decreased Bax protein (P<0.001), and decreased activities of ALT and AST (P<0.001). Conclusions　
The decrease of YAP1 expression may be the key process of Hcy induced injury of NCTC 1469 cells, and the methylation of the YAP1 
promoter region may be the molecular mechanism of Hcy induced YAP1 expression change. LBP may improve NCTC 1469 cell 
damage induced by Hcy by positively regulating YAP1 expression. 
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同型半胱氨酸(homocysteine，Hcy)是一种非必

需的含巯基的氨基酸，来源于甲硫氨酸代谢，其代

谢过程与甲基化修饰有关[1]。肝是Hcy代谢的主要器

官。近年来，越来越多的研究表明 Hcy 与肝相关疾

病有关，但其主要分子机制尚不明确[2]。肝作为机

体最大的实质性器官，几乎所有的物质代谢都与其

相关。有研究表明，Hcy 含量异常增加可导致肝细

胞损伤[3]，因此探究引起肝相关疾病的分子机制和

干预措施非常必要。枸杞多糖 (lycium barbarum 
polysaccharides，LBP)是枸杞中一种天然成分，研究

发现其可治疗肝损伤相关疾病[4]。

Yes 相关蛋白 1(Yes-associatedprotein， YAP1) 是
Hippo信号通路上关键的一种转录共激活因子，其通

过促进下游靶基因的表达来发挥促进细胞增殖、抑

制细胞凋亡的作用。已有研究发现，YAP1在心血管

相关疾病、膀胱癌、肿瘤中均能够抑制细胞凋亡，

但其对肝细胞损伤的调控机制尚不清楚[5-7]。DNA甲

基化(DNA methylation)是表观遗传学最为常见的调控

方式，广泛参与机体多种生理病理变化；YAP1启动

子区存在发生甲基化的架构基础，这为研究 YAP1 
DNA甲基化调控提供了理论支撑。本研究旨在探究

Hcy 含量异常增加引起肝细胞损伤的分子机制，探

索 LBP 对 Hcy 引起的肝细胞损伤的调控作用及其机

制，以期为肝损伤相关疾病的治疗提供思路。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　C3H/An 小鼠肝细胞 NCTC 
1469(上海拜力生物有限公司)；DNA 甲基化修饰试

剂盒(美国ZYMO公司)；全RNA提取试剂盒(北京天

根生化技术有限公司)；MTT 细胞活性检测试剂盒

(北京索莱宝科技有限公司)；琼脂糖粉(中国赛维尔公

司)；1640 培养基、胎牛血清(美国 Gibco 公司)；反

转录试剂盒、荧光 PCR 试剂盒(日本 TaKaRa 公司)；
细胞活力染色试剂盒(中国罗氏生物科技有限公司)；
BCA 试剂盒(中国凯基生物科技发展有限公司)；青

链霉素、胰蛋白酶消化液、NP-40(中国碧云天生物

技术研究所)；苯甲基磺酰氟(PMSF)蛋白酶抑制剂

(北京索莱宝科技有限公司)；YAP1抗体、Bax抗体、

Bcl-2 抗体(英国 Abcam 公司)；ACTB(美国 SANTA 公

司)；辣根过氧化物酶标记的兔抗(北京金桥有限公

司)；脱脂奶粉 ( 美国 BD 公司)； Lipo2000( 美国

Thermo Fisher公司)；引物均由上海生物工程公司合

成。谷草转氨酶(AST)/谷丙转氨酶(ALT)活性检测试

剂盒(北京索莱宝科技有限公司)；超净工作台(苏州

安泰生物技术有限公司)；5415D 型微量台式离心

机、CO2培养箱(德国 Eppendorf 公司)；超微量分光

光度计(美国 SimpliNano 公司)；电泳槽、垂直电泳

仪、转膜仪、曝光仪(美国Bio-Rad公司)；BS110S型
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精密天平 (德国 Sar-torius 公司)；水平摇床 (美国

Thermo Fisher公司)；梯度RCR仪(德国Biometra Tone
公司)；荧光定量 PCR 仪(上海枫岭生物技术有限公

司)；激光共聚焦显微镜(德国ZEISS公司)。
1.2　方法　

1.2.1　细胞培养及分组　用含 10% 马血清的 DMEM
培养基培养正常 C3H/An 小鼠肝细胞 NCTC 1469，
置于37 ℃、5% CO2培养箱中，待细胞长至80%左右

时，收集对数生长期细胞，设置：(1)对照组(采用

10%马血清的DMEM培养基培养)与Hcy组(采用 100 
μmol/L Hcy溶液处理 48 h)，收集细胞。采用细胞活

力染色检测细胞凋亡情况，AST/ALT活性检测试剂

盒检测 AST、ALT 活性，实时荧光定量 PCR(RT-
qPCR) 检 测 YAP1、 DNMT1、 DNMT3a、 DNMT3b 
mRAN 的表达，Western blotting 检测 YAP1 蛋白的表

达 ， 巢 式 甲 基 化 特 异 性 PCR(nested methylation 
specific PCR，nMS-PCR)检测 YAP1 启动子区 DNA 甲

基化水平。(2)对照组、LBP 组、Hcy 组与 Hcy+LBP
组，LBP 组采用 4 mg/ml LBP 溶液处理 2 h，Hcy 组、

Hcy+LBP 组采用 100 μmol/L Hcy 溶液处理 48 h，46 h
时 Hcy+LBP 组加入 4 mg/ml LBP 溶液处理，收集细

胞。采用 RT-qPCR 检测 YAP1、DNMT1、DNMT3a、
DNMT3b mRAN 的表达，Western blotting 检测 YAP1、
Bax、Bcl-2蛋白的表达，AST/ALT活性检测试剂盒检

测AST、ALT活性。

1.2.2　 MTT 检测细胞活性　为了明确 Hcy 干预

NCTC 1469细胞的最合适浓度，采用MTT检测试剂

盒检测不同浓度Hcy(0、50、100、200、500 μmol/L)
对NCTC 1469细胞活性的影响。步骤如下：收集对

数生长期细胞，调整细胞悬液浓度，接种至 96孔板

(180 μl/孔，3000~10 000个细胞)。置 37 ℃、5% CO2

温箱培养中，待细胞贴壁；继续培养 6~24 h 后加入

对应浓度的Hcy溶液；吸去上清，加入 90 μl新鲜培

养液，再加入 10 μl MTT 溶液，继续培养 4 h，弃上

清，每孔加入 110 μl Formazan 溶解液，置摇床上低

速振荡 10 min，使结晶物充分溶解。采用酶联免疫

检测仪检测490 nm处各孔的吸光度(OD)值。

1.2.3　细胞活力染色检测细胞凋亡情况　弃去培养

基，用 PBS 清洗 3 次，在 15 ml 离心管中加入 5 ml 
PBS，将 5 μl Nuclei Dye、25 μl Dead Dye、3 μl Viable 
Dye混合后，在每个培养皿中依次加入200 μl混合染

料，于 37 ℃孵育 30 min后取出，再用PBS清洗 3次，

加入抗荧光猝灭剂，激光共聚焦显微镜观察细胞凋

亡情况。

1.2.4　 RT-qPCR 检 测 YAP1、 DNMT1、 DNMT3a、
DNMT3b mRNA 的表达　按 RNA 提取试剂盒说明书

提取NCTC 1469细胞中总RNA，反转录合成 cDNA。

采用 Primerbank 软件设计引物，引物序列：YAP1 上

游 5'-TAGCCCTGCGTAGCCAGTTA-3'，下游 5'-TCA
TGCTTAGTCCACTGTCTGT-3'；DNMT1 上游 5'-CC
GTGGCTACGAGGAGAAC-3'，下游 5'-TTGGGTTTC
CGTTTAGTGGGG-3'；DNMT3a 上游 5'-CAAGACAC
AATTCGGCCTGG-3'，下游 5'-TCATGCTTAGTCCAC
TGTCTGT-3'； DNMT3b 上游 5'-CGTTAATGGGAAC
TTCAGTGACC-3'，下游 5'-CTGCGTGTAATTCAGA
AGGCT-3'。qPCR反应条件：95 ℃预变性30 s；95 ℃
变性 5 s，62.5 ℃退火 30 s，72 ℃延长 30 s，40 个循

环。反应结束后，根据扩增曲线数据按照公式2-ΔΔCt

(ΔCt=Ct 目的－Ct 内参照，ΔΔCt=ΔCt－10) 计算

YAP1 mRNA相对表达量。

1.2.5　Western blotting 检测 YAP1、Bax、Bcl-2 蛋白的

表达　细胞裂解法提取细胞总蛋白，用BCA蛋白定

量试剂盒进行定量后分装，-80 ℃冻存备用。经

SDS-PAGE 浓缩胶 80 V、分离胶 120 V 电泳分离，电

转 2 h 至 PVDF 膜上，经 5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h，
分 别 进 行 YAP1(1∶1000)、 Bax(1∶1000) 和 Bcl-2(1∶
1500)抗体 4 ℃孵育过夜；加入辣根过氧化物酶标记

的二抗(1∶5000)室温孵育 2 h，PBST 清洗 3次，每次

5 min，曝光。用凝胶成像分析仪成像。结果以目的

条带与内参条带的灰度值比值做半定量检测。

1.2.6　AST、ALT 活性检测　按照 AST/ALT 活性检

测试剂盒说明书检测各组细胞中ALT、AST活性。

1.2.7　nMS-PCR 检测 YAP1 启动子区 DNA 甲基化水

平　按DNA提取试剂盒说明书提取NCTC 1469细胞

的全基因组DNA，亚硫酸盐修饰法对全基因组DNA
进行甲基化修饰。针对YAP1启动子区，设计 1对外

引物及 2 对内引物(表 1)。外引物扩增反应条件为

95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s、49.15 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，每

个循环中 49.15 ℃ 30 s步骤降 0.5 ℃至 39.15 ℃，72 ℃ 
7 min，共 20 个循环。以外引物的 PCR 产物为模板，

进行内引物的扩增，反应条件为 95 ℃ 5 min；95 ℃ 
30 s、46.5/51.6 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，20 个循环，每个

循环中 46.5/51.6 ℃ 30 s降 0.5 ℃至 36.5/41.6 ℃，72 ℃ 
7 min。取5 μl PCR产物行2%琼脂糖凝胶电泳，用凝

胶成像分析仪分析甲基化条带及非甲基化条带的吸

光度(M/U)值，并计算甲基化率。甲基化率(%)=甲
基化M值/(甲基化M值+非甲基化U值)×100%。

1.2.8　YAP1启动子区域甲基化的生物信息学分析　

利用生物信息学软件MethPrimer(http://www.urogene.
org/methprimer/)，选取基因上游2500 bp作为研究对

象分析目的基因YAP1的CpG岛。

1.3　统计学处理　采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行

统计分析。所有实验数据以 x̄±s表示，多组间比较采

用单因素方差分析(one-way ANOVA)，进一步两两比
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较采用Student-Newman-Keuls检验；两因素间的相关

性采用 Pearson 相关分析。P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　Hcy对NCTC 1469细胞活性的影响　MTT法检

测结果显示，与对照组(0 μmol/L)比较，100、200和

500 μmol/L Hcy 处理的 NCTC 1469 细胞活性明显降

低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.01 或 P<0.001)，
50 μmol/L Hcy处理的NCTC 1469细胞活性差异无统

计 学 意 义 (P>0.05， 图 1)。 据 此 后 续 实 验 采 用

100 μmol/L Hcy处理NCTC 1469细胞。

2.2　Hcy 对 NCTC 1469 细胞凋亡的影响　细胞活力

染色检测结果显示，与对照组比较，Hcy 组细胞凋

亡率升高，差异有统计学意义(P<0.01，图 2A)。与

对照组比较，Hcy组NCTC 1469细胞中ALT、AST活

Hcy. 同型半胱氨酸；ALT. 谷丙转氨酶；AST. 谷草转氨酶；A. 细胞活力染色实验检测细胞凋亡情况(n=3，×40)；红色为Cy3染死细

胞，绿色为FITC染活细胞，蓝色为DAPI染细胞核；B. ALT、AST活性；**P<0.01，***P<0.001

图2　Hcy对小鼠NCTC 1469细胞凋亡的影响

Fig.2　Effects of Hcy on apoptosis of mouse NCTC 1469 cells

表1　甲基化的引物序列

Tab.1　Methylation of the primer sequences

基因

YAP1-外引
物

YAP1-甲基
化

YAP1-非甲
基化

引物序列(5'-3')

正向：TGTTGAAAATAATGGATTTTTATTAATATT

反向：CCCTTAACTACAAAAAATTCTTCC

正向：AGTTCGTATAGGCGTTTCGTTC

反向：CTTAACTACAAAAAATTCTTCCGCT

正向：AAGTTTGTATAGGTGTTTTGTTTGG

反向：CTTAACTACAAAAAATTCTTCCACT

YAP1. Yes相关蛋白1

Hcy. 同型半胱氨酸；**P<0.01，***P<0.001

图1　Hcy处理对小鼠NCTC 1469细胞活性的影响

Fig.1　Effect of Hcy on activity of mouse NCTC 1469 cells
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性明显升高，差异有统计学意义(P<0.001，图2B)。
2.3　H c y对N C T C  1 4 6 9细胞中Y A P 1表达的影响　

RT-qPCR和Western blotting检测结果显示，与对照组

比较，Hcy 组 NCTC 1469 细胞中 YAP1 mRNA 和蛋白

相对表达水平均明显降低，差异有统计学意义

(P<0.001，图3)。

2.4　YAP1启动子区域甲基化的生物信息学分析　利

用生物信息学软件 MethPrimer 分析 YAP1 启动子区

CpG岛，选取YAP1基因上游 2500 bp作为研究对象，

结果显示，YAP1启动子区 1431－2000 bp有 1个CpG
岛，提示YAP1基因可能受甲基化的调控(图4)。

2.5　H c y对Y A P 1启动子区域甲基化水平的影响　

RT-qPCR检测结果显示，与对照组比较，Hcy组DNA
甲基转移酶DNMT1、DNMT3a及DNMT3b mRNA相对

表达水平升高(P<0.01 或 P<0.001，图 5A)。nMS-PCR
检测结果显示，与对照组比较，Hcy 组YAP1启动子

区DNA甲基化率明显升高(P<0.01，图5B)。
2.6　LBP 对 NCTC 1469 细胞中 DNA 甲基转移酶及

YAP1表达的影响　RT-qPCR检测结果显示，与对照

组比较，LBP组NCTC 1469细胞中DNA甲基转移酶

DNMT1、DNMT3a、DNMT3b mRNA 相对表达水平

差异无统计学意义(P>0.05)，Hcy组DNA甲基转移酶

DNMT1、DNMT3a、DNMT3b mRNA 相对表达水平

升高(P<0.001)；与 Hcy 组比较，Hcy+LBP 组 DNA 甲

基转移酶 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b mRNA 相对

表达水平降低(P<0.001，图6A)。
RT-qPCR和Western blotting检测结果显示，与对

照组比较，LBP 组 NCTC 1469 细胞中 YAP1 mRNA 和

蛋白表达差异无统计学意义(P>0.05)，Hcy 组 NCTC 
1469 细胞中 YAP1 mRNA 和蛋白相对表达水平降低

(P<0.001)；与 Hcy 组比较，Hcy+LBP 组 NCTC 1469
细胞中YAP1 mRNA和蛋白相对表达水平升高(P<0.01
或P<0.001，图6B、C)。
2.7　LBP 对 NCTC 1469 细胞损伤的影响　Western 
blotting 检测结果显示，与对照组比较， LBP 组

NCTC 1469细胞中Bcl-2、Bax蛋白相对表达水平差异

无统计学意义(P>0.05)，Hcy 组 NCTC 1469 细胞中

Bcl-2蛋白相对表达水平明显降低，Bax蛋白相对表达

水平明显升高(P<0.001)；与 Hcy 组比较，Hcy+LBP
组NCTC 1469细胞中Bcl-2蛋白相对表达水平明显升

Hcy. 同型半胱氨酸；YAP1. Yes相关蛋白 1；A. YAP1 mRNA表

达情况；B. YAP1蛋白表达情况；***P<0.001

图 3　RT-qPCR 和 Western blotting 检测 YAP1 在小鼠 NCTC 
1469细胞中的表达(n=3)
Fig.3　Expression of YAP1 in mouse NCTC 1469 cells detected 
by RT-qPCR and Western blotting (n=3)

图4　YAP1(Yes相关蛋白1)启动子区的生物信息学分析

Fig.4　Bioinformatics analysis of YAP1 promoter region
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高， Bax 蛋白相对表达水平明显降低 (P<0.001，

图7A)。

与对照组比较，LBP组NCTC 1469细胞中ALT、

AST 活性差异无统计学意义(P>0.05)，Hcy 组 NCTC 

1469 细胞中 ALT、AST 活性升高(P<0.001)；与 Hcy

组比较，Hcy＋LBP 组 NCTC 1469 细胞中 ALT、AST

活性降低(P<0.01或P<0.001，图7B)。

3　讨　　论

枸杞子来源于宁夏道地传统名贵中药材枸杞的

干燥成熟果实，味甘，性平，归肝、肾经。中医学

认为，枸杞子性平味甘，具有滋补肝肾、益精明目

Hcy. 同型半胱氨酸；A. Hcy对甲基转移酶DNMT1、DNMT3a及DNMT3b mRNA表达的影响；B. Hcy对YAP1启动子区域甲基化的影

响；**P<0.01，***P<0.001

图5　Hcy对YAP1启动子区域甲基化水平的影响

Fig.5　Effect of Hcy on methylation of YAP1 promoter region

Hcy. 同型半胱氨酸；LBP. 枸杞多糖；A. RT-qPCR检测DNA甲基转移酶DNMT1、DNMT3a、DNMT3b mRNA的表达；B. RT-qPCR检

测YAP1 mRNA的表达；C. Western blotting检测YAP1蛋白的表达；**P<0.01，***P<0.001

图6　LBP对小鼠NCTC 1469细胞中DNA甲基转移酶及YAP1表达的影响(n=3)
Fig.6　Effects of LBP on the expression of DNA methyltransferase and YAP1 in mouse NCTC 1469 cells (n=3)
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之功。明代《本草纲目》记载，枸杞子“甘平而润，

性滋而补，能补肾、润肺、生精、益气，此乃平补

之药”[8]。枸杞子有助于体内阴阳的平衡，而阴阳

二气的平衡有助于滋养肝和肾[9]。名方一贯煎中含

有枸杞子，具有滋阴疏肝之效，现代临床也将其应

用于治疗慢性肝炎、肝硬化、脂肪肝等疾病[10]。肝

作为机体最重要的代谢性器官，其功能异常与多种

疾病的发生和发展关系密切。肝参与机体大部分物

质的代谢过程，如代谢物质异常增加或减少都会对

肝细胞造成损伤。随着人们食物种类的多样化，肝

相关疾病的发生也越来越多。因此探究更多的治疗

肝相关疾病的方法非常必要。肝作为机体最大的实

质性器官，其组成主要是肝细胞，肝细胞占据肝

80% 之多。因此，探究肝细胞损伤的分子机制及其

治疗方法是治疗肝损伤相关疾病的基础。Hcy 是一

种非必需的含巯基的氨基酸，来源于甲硫氨酸代谢，

其代谢过程与甲基化修饰有关。近年来，越来越多

的研究表明 Hcy 与肝相关疾病有关[11]，但其主要的

分子机制尚不明确。

LBP 是一种由阿拉伯多糖、半乳糖、葡萄糖、

甘露糖等共同组成的一类大分子水溶性多糖，现代

研究显示其具有抗炎、抗病毒、抗氧化、抗肿瘤、

调节免疫力等多种生理作用[12-14]。已有研究表明，

LBP 可以通过降低肝受损状态下氧化应激水平达到

对肝损伤的治疗作用[15]，但是 LBP 对 Hcy 引起的肝

细胞损伤的作用尚不明确。本研究发现，与对照组

比较，Hcy组肝细胞凋亡增加，肝细胞损伤加重。

YAP1 是 Hippo 途径的转录共激活因子，被认为

是参与肿瘤发生的肿瘤蛋白。有研究表明，膀胱癌

组织中 YAP1 的表达较相邻正常组织升高，YAP1 过

表达可促进HT-1376和 J82膀胱癌细胞的增殖并抑制

其凋亡[16]；有研究发现，过表达YAP1可促进心肌细

胞增殖并抑制缺氧暴露的 H9c2 细胞凋亡[17]，提示

YAP1能够调控细胞凋亡，但其在小鼠NCTC 1469细

胞凋亡中的作用目前尚不清楚。本研究发现，与对

照组比较，Hcy组YAP1表达明显降低。为了进一步

明确YAP1在Hcy引起的NCTC 1469细胞损伤中的分

子机制，生物信息学分析发现YAP1启动子区域CpG
较多，提示YAP1启动子区域具有发生甲基化的结构

基础；Hcy 作为甲硫氨酸代谢的中间产物，其代谢

过程中可形成甲基供体，提示 Hcy 可能是通过引起

YAP1 启动子区域发生甲基化，从而逆向调节 YAP1
的表达，引起肝细胞凋亡及损伤。DNA甲基化是以

未改变核苷酸顺序及其组成的方式影响DNA构象的

稳定性，从而达到调控基因表达目的的重要的表观

遗传学修饰[18]。针对DNA甲基化的研究主要集中在

促进甲基化和去甲基化两个方面，DNA高甲基化能

够减弱或者沉默基因的表达，而去甲基化则能使基

因活化或重新表达。已有研究表明，Hcy 引起肝相

关疾病变化时，主要与甲基化修饰有关[19]。本研究

生物信息学分析发现YAP1启动子区存在CpG位点，

因此推测，DNA甲基化这一表观遗传学机制参与了

Hcy. 同型半胱氨酸；LBP. 枸杞多糖；ALT. 谷丙转氨酶；AST. 谷草转氨酶；A. Western blotting检测Bax、Bcl-2蛋白的表达；B. ALT和

AST活性；***P<0.001

图7　LBP对小鼠NCTC 1469细胞损伤的影响

Fig.7　Effects of LBP on mouse NCTC 1469 cell damage
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Hcy 逆向调节 YAP1 的表达引起肝细胞损伤的过程。

进一步使用Hcy处理NCTC 1469细胞后，YAP1启动

子区DNA甲基化程度明显升高。DNA高甲基化作为

基因转录降低的重要标志之一，当基因启动子区域

发生甲基化增加时，蛋白转录受阻，因此蛋白表达

降低。本研究发现，当YAP1启动子区域甲基化增加

时，YAP1 蛋白表达随之降低。DNA 甲基化主要受

DNA 甲基转移酶的调控，因此，本研究检测 3 种主

要的 DNA 甲基化酶 DNMT1、DNMT3a 及 DNMT3b 
mRNA 的表达情况发现，与对照组比较，Hcy 组

DNMT1、DNMT3a 及 DNMT3b mRNA 表达均升高。

以上结果表明，Hcy可通过正向改变蛋白YAP1的启

动子区域的甲基化，从而负向调节蛋白 YAP1 的表

达，引起肝细胞凋亡和损伤的发生。已有研究显示，

LBP 可改善 Hcy 引起的血管平滑肌细胞的增殖和表

型转换[20]。但 LBP 对 Hcy 引起的 NCTC 1469 细胞损

伤的作用尚不明确，因此本研究探究 LBP 对 Hcy 引

起的 NCTC 1469 细胞损伤的作用；结果发现，与

Hcy 组比较，Hcy+LBP 组 YAP1 表达增加，NCTC 
1469 细胞的凋亡和损伤减轻。提示，LBP 可能通过

正向调节蛋白 YAP1 的表达，从而改善 Hcy 引起的

NCTC 1469细胞损伤。

综上所述，本研究发现，YAP1表达降低可能是

Hcy 引起小鼠 NCTC 1469 细胞损伤的关键过程，

YAP1启动子区域甲基化的改变可能是Hcy引起蛋白

YAP1表达变化的分子机制。LBP可通过正向调节蛋

白 YAP1 的表达，从而改善 Hcy 引起的小鼠 NCTC 
1469细胞损伤。但不足之处在于本研究仅在细胞层

面探究了 Hcy 引起肝细胞损伤的分子机制，未在动

物整体水平进行进一步探索，因此后续应继续更深

层次探究 Hcy 引起肝损伤的分子机制及治疗措施，

以期为肝损伤的治疗提供更多的科研思路和方法。
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