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组蛋白去甲基化酶ＫＤＭ５Ｃ在炎症性肠病中

的作用研究

陈　萍　朱　华　余亚莉　毛宇娟　卓明星　陈　敏　叶　梅

　　【摘要】　目的　探讨组蛋白去甲基化酶ＫＤＭ５Ｃ在炎症性肠病（ＩＢＤ）发展过程中的

作用及机制。方法　利用生物信息学技术分析ＫＤＭ５Ｃ在ＩＢＤ患者和正常人肠黏膜中

的差异表达情况。收集２０１９年１１月至２０２０年９月期间在武汉大学中南医院接受手术

治疗的８例溃疡性结肠炎（ＵＣ）患者、１０例克罗恩病（ＣＤ）患者的结肠黏膜组织标本，另

选择７例结肠息肉患者的结肠黏膜组织标本作为正常对照。采用实时荧光定量ＰＣＲ

（ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ）法检测各组结肠黏膜组织中犓犇犕５犆ｍＲＮＡ的相对表达量。采用

２．５％葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导慢性小鼠结肠炎模型，将ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６野生型（ＷＴ）

小鼠随机分为对照组１（ＷＴ小鼠）和实验组１（ＷＴ小鼠＋２．５％ＤＳＳ）。采用３％ＤＳＳ

诱导急性小鼠结肠炎模型，将 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ／６ ＷＴ 小鼠和 ＫＤＭ５Ｃ 基因敲除

（ＫＤＭ５Ｃ－
／－）小鼠分为对照组２、实验组２（ＷＴ小鼠＋３％ＤＳＳ）及实验组３（ＫＤＭ５Ｃ－

／－

小鼠＋３％ＤＳＳ）。每天记录各组小鼠的体质量变化、活动情况和粪便性状，并评估疾病

活动指数（ＤＡＩ）。造模后处死小鼠并测量结肠长度，ＨＥ染色观察各组结肠组织的病理

变化、ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ法检测各组结肠组织中犜犖犉α、干扰素γ（犐犉犖γ）、犐犔６、犐犔１β的

ｍＲＮＡ相对表达量。结果　与对照组１相比，实验组１结肠组织中犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对

表达量明显下降（犘＜０．０５）。与对照组２相比，实验组２结肠组织中犜犖犉α、犐犉犖γ、犐犔

６、犐犔１β的ｍＲＮＡ相对表达量明显升高（犘＜０．０５），实验组３结肠组织中上述炎性因子

的ｍＲＮＡ相对表达量进一步升高。ＨＥ染色显示，与实验组２相比，实验组３的结肠黏

膜损伤更严重。结论　犓犇犕５犆基因敲除可促进炎性因子表达并加重ＤＳＳ诱导的急性

小鼠结肠炎，提示ＫＤＭ５Ｃ发挥了抗炎作用，表观遗传可能通过调控炎性因子的表达而

参与结肠炎的发生、发展。
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　　炎症性肠病（ＩＢＤ）是一种非特异性的肠道慢性

炎性疾病，包括溃疡性结肠炎（ＵＣ）和克罗恩病

（ＣＤ），其发病机制目前尚未完全明确。多项研究显

示，表观遗传通过调控基因表达、影响炎性反应表

型而参与ＩＢＤ的发生、发展。ＵＣ患者结肠组织中

总基因组ＤＮＡ甲基化水平明显低于正常人，且其

在疾病活动期的水平也明显低于非活动期［１］。

Ｔｓａｐｒｏｕｎｉ等
［２］在２，４，６ＴＮＢＳ诱导的慢性结肠炎

小鼠和ＣＤ患者肠黏膜中均发现组蛋白Ｈ４（赖氨酸

残基８、１２位点）高乙酰化。用葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）

诱导的急性结肠炎模型研究发现，结肠炎组织中一

氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、ＩＬ６和ＴＮＦα等炎性因子呈

高表达，其基因启动子区域Ｈ３Ｋ２７ａｃ的富集水平也

显著升高［３］。

ＫＤＭ５Ｃ是由Ｘ染色体编码转录的去甲基化

酶，可以催化组蛋白 Ｈ３Ｋ４ｍｅ２／３ 脱甲基，使

Ｈ３Ｋ４ｍｅ２／３的激活转录作用减弱，在维持ＤＮＡ准

确复制、神经系统发育和肿瘤细胞增殖等方面起着

重要作用［４］。近年来研究显示，ＫＤＭ５Ｃ在结肠癌、

前列腺癌和肝细胞癌中呈高表达［５６］，在结肠癌细胞

中沉默ＫＤＭ５Ｃ可降低其对奥沙利铂的耐药性
［７］。

而在胆管细胞癌中，ＫＤＭ５Ｃ可通过参与脂肪酸代

谢抑制肿瘤细胞的侵袭和迁移［８］。目前尚未见

ＫＤＭ５Ｃ在自身免疫性疾病及炎性疾病中的相关研

究报道。本研究用葡聚糖硫酸纳（ＤＳＳ）诱导小鼠慢

性结肠炎模型，检测ＫＤＭ５Ｃ的表达变化，并利用

ＫＤＭ５Ｃ基因敲除（ＫＤＭ５Ｃ－
／－）小鼠建立急性结肠

炎模型，探讨ＫＤＭ５Ｃ在小鼠结肠炎进程中的作用

及机制，为进一步研究ＫＤＭ５Ｃ在结肠炎发病机制

中的作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　标本来源

收集２０１９年１１月至２０２０年９月期间在武汉

大学中南医院接受手术治疗的８例溃疡性结肠炎

（ＵＣ）患者、１０例克罗恩病（ＣＤ）患者的结肠黏膜组

织标本，另选择７例结肠息肉患者的结肠黏膜组织

标本作为正常对照。取材后将标本迅速保存于

－８０℃冰箱以备实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑＰＣＲ）等检测使用。所有患者均知情同意，本研究

经医院医学伦理委员会批准。
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１．２　实验动物

本研究采用２６只无特定病原体（ＳＰＦ）级

Ｃ５７ＢＬ／６野生型（ＷＴ）雄性小鼠，６～８周龄，体质

量为 １８～２２ｇ，由本院动物实验中心提供。

ＫＤＭ５Ｃ－
／－小鼠雄性纯合子３只（Ｃ５７ＢＬ／６小鼠），

６～８周龄，体质量为１６～１９ｇ，由武汉大学基础医

学院李枫教授惠赠。小鼠饲养在ＳＰＦ环境中，恒温

（２１℃～２２℃），１２ｈ明暗循环，自由饮水饮食。在

实验开始前，小鼠适应性喂养１周。

１．３　主要材料与试剂

葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）购自美国ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ

公司。多聚甲醛、ＨＥ染液购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司。

ＥＡＳＹｓｐｉｎ组织／细胞ＲＮＡ快速提取试剂盒购自

北京艾德莱生物科技有限公司。逆转录试剂盒购

自日 本 Ｔｏｙｏｂｏ 公 司。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑＰＣＲ试剂盒购于康为世纪生物科技有限公司。引

物由武汉擎科生物技术有限公司合成。

１．４　构建小鼠慢性结肠炎模型

将小鼠随机分为实验组１（狀＝１０）和对照组１

（狀＝１０）。参照ｃｈｅｎ等
［９］的方法构建慢性结肠炎模

型。将ＤＳＳ粉末溶于高压灭菌蒸馏水配制成２．５％

ＤＳＳ溶液，实验组１小鼠自由饮用２．５％ＤＳＳ溶液

７ｄ后饮用蒸馏水１４ｄ，如此循环３次，末次给药后

第５天处死小鼠，对照组１小鼠全程自由饮用蒸馏

水。每天观察记录小鼠的体质量、粪便性状和粪便

带血情况。于第５４天断颈处死两组小鼠，解剖取出

完整结肠，取２ｃｍ远端结肠，用４％多聚甲醛溶液

固定后行病理检查。将剩余结肠组织保存于

－８０℃冰箱备用。

１．５　构建小鼠急性结肠炎模型

将小鼠分为对照组２（ＷＴ小鼠）、实验组２

（ＷＴ小鼠＋３％ＤＳＳ）和实验组３（ＫＤＭ５Ｃ－
／－小鼠

＋３％ＤＳＳ），每组３只小鼠。参照Ｂａｕｅｒ等
［１０］的方

法构建小鼠急性结肠炎模型。将ＤＳＳ粉末溶于高

压灭菌蒸馏水配制成３％ＤＳＳ溶液，实验组２和实

验组３小鼠给予自由饮用３％ＤＳＳ溶液７ｄ，对照组

２全程自由饮用蒸馏水。每天观察并记录各组小鼠

的体质量、粪便性状和粪便带血情况、毛色及活动

状况。疾病活动指数评分（ＤＡＩ）参照Ｗｉｒｔｚ等
［１１］的

评分标准，详见表１。于第８天断颈处死各组小鼠，

取完整结肠，测量长度并拍照。取２ｃｍ远端结肠，

用４％多聚甲醛溶液固定后行病理检查。将剩余结

肠组织保存于－８０℃冰箱备用。

表１　ＤＡＩ评估标准

分数 体质量下降／％ 粪便性状 粪便隐血／便血

０ 无 正常 正常

１ １～５ 松散但成型 正常

２ ６～１０ 松散 隐血阳性

３ １１～１８ 松散湿润 隐血阳性

４ ＞１８ 水样便 肉眼血便

１．６　小鼠结肠组织切片制备

处死小鼠后取０．５ｃｍ远端结肠，置于４％多聚

甲醛溶液中固定，经乙醇脱水，先行透明处理，再完

成浸蜡、包埋、切片、烤片和切片脱蜡处理。脱蜡蒸

馏水浸洗２ｍｉｎ后行ＨＥ染色，染色完成后自来水

洗涤，透明，封片。最后进行镜检及图像采集分析。

１．７　ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测

将收集的人体结肠标本、急性和慢性结肠炎模

型小鼠的结肠组织称重，按照ＥＡＳＹｓｐｉｎ组织／细

胞ＲＮＡ快速提取试剂盒操作说明书提取总ＲＮＡ，

根据ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值估测ＲＮＡ质量，比值在

１．８～２．０满足实验要求。取２μｇ总ＲＮＡ为模板

逆转录成ｃＤＮＡ，高压灭菌蒸馏水稀释２倍，以

ＧＡＰＤＨ为内参，ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ法检测犓犇犕５犆、

犜犖犉α、干扰素γ（犐犉犖γ）、犐犔６和犐犔１βｍＲＮＡ

的相对表达量。逆转录反应条件：６５℃５ｍｉｎ，

３７℃１５ｍｉｎ，９８℃５ｍｉｎ。ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ反应条

件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１０ｍｉｎ，５６℃～

６４℃退火３０ｓ，７２℃延伸，共４０个循环。采用

２－ΔΔＣｔ法计算目的基因相对表达量。每个实验至少

重复３次，ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ引物序列见表２。

表２　引物序列

基因名称 物种 序列

ＧＡＰＤＨ 人
正向：５′ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ３′

反向：５′ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ３′

ＫＤＭ５Ｃ 人
正向：５′ＧＧＧＴＣＣＧＡＣＧＡＴＴＴＣＣＴＡＣＣ３′

反向：５′ＡＴＧＣＣＣＧＡＴＴＴＣＴＣＴＧＣＧＡＴＧ３′

ＧＡＰＤＨ 鼠
正向：５′ＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＣＴＡＣＡ３′

反向：５′ＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＣＧＧＣＣＴＴＧ３′

ＫＤＭ５Ｃ 鼠
正向：５′ＧＡＣＣＣＡＴＣＧＣＣＧＡＧＡＡＧＴＣ３′

反向：５′ＴＣＧＧＧＧＡＧＴＡＡＡＣＣＴＧＡＡＧＴＴ３′

ＴＮＦα 鼠
正向：５′ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣ３′

反向：５′ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧ３′

ＩＦＮγ 鼠
正向：５′ＡＧＣＣＣＡＴＴＧＡＡＣＣＴＧＧＡＣＴＧ３′

反向：５′ＡＣＣＣＡＡＴＣＡＧＣＧＴＴＴＣＴＣＧＴ３′

ＩＬ６ 鼠
正向：５′ＴＣＴＡＴＡＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡ３′

反向：５′ＧＡＡＴＴＧＣＣＡＴＴＧＣＡＣＡＡＣＴＣＴＴＴ３′

ＩＬ１β 鼠
正向：５′ＴＴＣＡＧＧＣＡＧＧＣＡＧＴＡＴＣＡＣＴＣ３′

反向：５′ＧＡＡＧＧＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣ３′
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１．８　生物信息学数据获取

利用生物信息学技术分析ＫＤＭ５Ｃ在ＩＢＤ患

者和正常人肠黏膜中的差异表达情况，从ＧＥＯ数

据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）下载

ＩＢＤ基因芯片数据集ＧＳＥ６７３１，由Ｃｈａｋｒａｖａｒｔｉ等

提交，共３６个样本，包括１３例ＵＣ患者、１９例ＣＤ

患者的肠黏膜组织及４名正常人的肠黏膜组织（正

常对照者）。

１．９　统计学分析

采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计学分

析，数据以均值±标准差表示，组间比较采用单因

素方差分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＢＤ 患者及正常对照者结肠组织中的

犓犇犕５犆ｍＲＮＡ表达比较

利用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件对ＧＳＥ６７３１数

据集进行分析，结果显示与正常对照者相比，ＵＣ、

ＣＤ患者结肠组织中的犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量

均明显降低，差异均有统计学意义（犘均＜０．０５），见

图１Ａ。采用ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ法检测ＵＣ、ＣＤ患者

及结肠息肉患者（正常对照）的结肠组织，发现与结

肠息肉患者相比，ＵＣ和ＣＤ患者结肠组织中的

犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量均明显降低，差异均有

统计学意义（犘均＜０．０５），与生物信息学分析结果

一致，见图１Ｂ。

２．２　慢性结肠炎模型小鼠结肠组织中的犓犇犕５犆

ｍＲＮＡ相对表达量比较

采用ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ法检测实验组１和对照组

１小鼠结肠组织中的犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量，

结果显示实验组１小鼠结肠组织中的 犓犇犕５犆

ｍＲＮＡ相对表达量显著低于对照组１，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　注：与正常对照者比较，犘＜０．０５

图１　ＵＣ、ＣＤ患者和正常对照者结肠组织中的犓犇犕５犆ｍＲＮＡ表达量比较　犃　ＧＳＥ６７３１数据集分析　犅　ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ

法测得的３组犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量比较

　　注：与对照组１比较，犘＜０．０５

图２　两组小鼠结肠组织中的犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量

比较

２．３　急性结肠炎模型小鼠疾病表现和炎性反应

评估

本研究采用 ＫＤＭ５Ｃ－
／－小鼠进一步研究

ＫＤＭ５Ｃ在结肠炎中的作用，结果显示与对照组２

相比，实验组２的体质量在第３天开始持续下降，实

验组３的体质量下降更为显著；第５天时实验组３

与对照组２的的体质量差异显著（犘＜０．０５），第８

天时实验组２与实验组３的体质量差异显著（犘＜

０．０５）；见图３Ａ。此外，与对照组２相比，实验组２

的ＤＡＩ明显升高，实验组３的ＤＡＩ升高更显著，且

在第８天时实验组２与实验组３的ＤＡＩ差异显著

（犘＜０．０５），见图３Ｂ。于构建急性结肠炎模型第８

天处死小鼠，分离出完整的结肠组织，观察大体组

织学改变：与对照组２相比，实验组２大便稀软，结

肠长度明显缩短且肠腔变细、僵硬和出血；实验组３

肠腔出血和结肠缩短较实验组２更显著；见图３Ｃ、

３Ｄ。结肠组织经 ＨＥ染色后光镜下观察（×１００）

示：与对照组２相比，实验组２小鼠结肠腺体结构紊

乱、隐窝结构破坏，黏膜和黏膜下层水肿并伴有炎

性细胞浸润；在实验组３小鼠肠组织中，这些炎性反

应表型更为明显；见图３Ｅ。
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　　注：与对照组２比较，犘＜０．０５；与实验组３比较，＃犘＜０．０５；与实验组２比较，＋犘＜０．０５

图３　３组小鼠的疾病表现和炎性反应评估比较　犃　体质量下降曲线　犅　ＤＡＩ　犆　结肠长度　犇　完整结肠标本　犈　远

端结肠病理图　ＨＥ染色　×１００

２．４　犓犇犕５犆基因敲除对炎性因子表达的影响

为进一步研究犓犇犕５犆基因敲除加重结肠炎

的潜在机制，本研究采用ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ法检测了

急性结肠炎模型小鼠结肠组织中一些炎性因子

ｍＲＮＡ相对表达量，结果显示，与对照组２相比，实

验组２的犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量明显下降，实

验组３的犓犇犕５犆ｍＲＮＡ相对表达量极低，提示敲

除成功；实验组２结肠组织中犜犖犉α、犐犉犖γ、犐犔６

和犐犔１β的ｍＲＮＡ相对表达量均较对照组２明显

升高（犘 均＜０．０５）；实验组３小鼠结肠组织中

犜犖犉α、犐犔６和犐犔１β的ｍＲＮＡ相对表达量较实

验组２进一步升高（犘 均＜０．０５），而犐犉犖γ 的

ｍＲＮＡ相对表达量较实验组２也有所升高，但差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。见图４。

　　注：与对照组２比较，犘＜０．０５；与实验组２比较，＋犘＜０．０５

图４　３组小鼠结肠组织中炎性因子ｍＲＮＡ相对表达量的比较　犃　ＫＤＭ５Ｃ　犅　ＴＮＦα　犆　ＩＦＮγ　犇　ＩＬ６　犈　ＩＬ１β

３　讨论

近年来，越来越多的研究显示表观遗传修饰是

免疫相关的炎性疾病的重要发病机制之一［１２１３］。

组蛋白去乙酰化酶抑制剂ＳＡＨＡ可显著缓解小鼠
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的慢性结肠炎和腹膜纤维化［１４１５］。在ＤＳＳ诱导的

急性结肠炎小鼠体内注射组蛋白甲基化酶ＥＺＨ２

抑制剂，可增加骨髓来源的抑制性细胞（ＭＤＳＣ）富

集，对缓解结肠炎及预防结肠炎相关结直肠癌有良

好的疗效［１６］。关于组蛋白去甲基化酶ＫＤＭ５Ｃ在

ＩＢＤ中的作用尚未见研究报道。本研究发现在ＩＢＤ

患者和经ＤＳＳ诱导的慢性结肠炎模型小鼠结肠组

织中ＫＤＭ５Ｃ转录水平均明显降低，提示ＫＤＭ５Ｃ

在结肠炎中可能发挥抑炎作用。进一步构建急性

结肠炎模型，结果发现ＫＤＭ５Ｃ－
／－小鼠对ＤＳＳ诱

导的结肠炎较ＷＴ小鼠更易感，具体表现为小鼠体

质量下降更快、ＤＡＩ更高、结肠出血及缩短更明显、

肠黏膜损伤更重。由此可见，犓犇犕５犆基因缺失加

重了肠道炎性反应，提示ＫＤＭ５Ｃ在ＩＢＤ发病过程

中发挥着抗炎作用。

肠黏膜免疫应答紊乱导致的细胞因子失衡是

ＩＢＤ发生、发展的核心环节。组蛋白修饰除了直接

调控基因表达外，还与免疫调节、炎性反应等多种

生物学功能有关。ＪＭＪＤ３是组蛋白Ｈ３Ｋ２７的去甲

基化酶，不仅参与Ｔｈ１７细胞的分化，还可促进巨噬

细胞向Ｍ２型极化
［１７１８］。在脂多糖（ＬＰＳ）刺激的巨

噬细胞中，ＴＥＴ２通过招募组蛋白去乙酰化酶

ＨＤＡＣ１／２，下调ＩＬ６的表达，从而抑制炎性反应持

续发展［１９］。Ｈｅ等
［２０］发现泛素连接酶ＦＢＸＷ７可通

过靶向降解ＥＺＨ２增加ＣＣＬ２、ＣＣＬ７等趋化因子在

结肠固有层聚集，从而加重肠道炎性反应。上述研

究均证明组蛋白修饰可通过调节炎性因子参与ＩＢＤ

的发生、发展。近年来研究显示长链非编码ＲＮＡ

ＬＯＸＬ１ＡＳ１通过ＫＤＭ５Ｃ上调ＩＬ６、ＩＬ８的表达，

从而加重骨关节炎［２１］。ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ６和ＩＬ

１β等炎性因子的过量产生与肠黏膜屏障损伤及肠

道慢性炎性反应密切相关，抗ＴＮＦα单抗已成为治

疗ＩＢＤ的重要手段并取得良好疗效，被纳入了国内

外ＩＢＤ治疗指南
［２２２３］。本研究采用ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ

法检测了小鼠结肠组织中一些炎性因子ｍＲＮＡ的

相对表达量，结果发现犓犇犕５犆基因缺失可诱导结

肠组织中犜犖犉α、犐犉犖γ、犐犔６、犐犔１β的ｍＲＮＡ相

对表达量明显升高，与上述结论一致，提示ＫＤＭ５Ｃ

可通过抑制炎性因子表达而发挥抗炎作用。

综上所述，犓犇犕５犆基因敲除可加重ＤＳＳ诱导

的结肠炎，这种效应可能是通过上调促炎因子的表

达而实现的。本研究为进一步探讨ＫＤＭ５Ｃ在结肠

炎发病机制中的作用提供了依据和线索。然而，本

研究尚存在不足：（１）犓犇犕５犆 基因敲除后上调

犜犖犉α、犐犔６、犐犔１βｍＲＮＡ的表达是否通过调节

Ｈ３Ｋ４三甲基化发挥作用，有待进一步研究；（２）本

研究中犓犇犕５犆基因敲除小鼠数量较少，因全身性

犓犇犕５犆基因敲除小鼠存在发育迟缓和雌性纯合子

致死的问题，今后本课题组将培育更多的雄性纯合

子ＫＤＭ５Ｃ－
／－小鼠，通过模式动物深入研究其在肠

道炎性反应中的作用及具体机制。
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