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摘要 目的 该文旨在运用 MassAＲＲAY 平台分析小鼠胰

岛 β细胞系( MIN6) 的 DNA 甲基化谱，并应用 DNA 去甲基

化药物 5-氮杂-2'-脱氧胞苷( 5-Aza-CdＲ) 处理 MIN6 细胞以

探索甲基化模式的改变。方法 运用 MassAＲＲAY 平台检

测 MIN6 细胞系与小鼠胚胎成纤维细胞株( NIH3T3) 中 miＲ-
375 基因 DNA 甲基化状态，并检测不同浓度 5-Aza-CdＲ 溶液

处理 MIN6 细胞系后 miＲ-375 基因甲基化状态，评估其变

化。应用噻唑蓝比色法( MTT) 检测 5-Aza-CdＲ 对 MIN6 细胞

的生 长 增 殖 的 影 响。使 用 qＲT-PCＲ 检 测 5-Aza-CdＲ 50
μmol /L 浓度组 miＲ-375 在 MIN6 细胞中和未处理的 NIH3T3
细胞中的表达。结果 5-Aza-CdＲ 能抑制 MIN6 细胞的生

长。用 5-Aza-CdＲ 处理 24、48、72 h 后，2 μmol /L 浓度组与其

他各组比较，OD 值均不同( P ＜ 0. 05) ，且不同时间点之间进

行比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。经 24、48、72 h，用不

同浓度的 5-Aza-CdＲ 处理 MIN6 细胞后，各组 mmu-miＲ-375
的 DNA 均高度甲基化，50 μmol /L 组 miＲ-375 DNA 的平均

甲基化率均低于其他组。检测出 50 μmol /L 组 5-Aza-CdＲ
处理的 MIN6 细胞经 24、48、72 h 后，mmu-miＲ-375 的表达高

于 0 μmol /L 组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。MIN6 细胞

mmu-miＲ-375 基因的 DNA 表达低于 NIH3T3 细胞，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 该研究首次运用 MassAＲＲAY
平台分析 mmu-miＲ-375 启动子甲基化水平，并发现在 MIN6
细胞中存在 mmu-miＲ-375 DNA 广泛甲基化修饰。
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研究［1］显示，miＲ-375 基因在调节胰腺生长发

育、胰岛 β 细胞增殖和胰岛素分泌中起重要作用。
表观遗传学可能会影响正常糖耐量者( normal glu-
cose tolerance，NGT) 对 2 型糖尿病的易感性。越来

越多的研究表明，异常的 DNA 甲基化模式可作为

T2DM 的关键表观遗传学标志［3 － 6］。然而，没有研

究能确定已建立的胰腺 β 细胞系中存在 miＲ-375 启

动子甲基化模式。且目前在糖尿病研究中，对 miＲ-
375 受 DNA 去甲基化的调控作用少见报道。该研

究用 5-Aza-CdＲ 处理 MIN6 细胞，以明确 DNA 甲基

化的调节是否可以影响 miＲ-375 的表达，并通过

MassAＲＲAY 平 台 分 析 MIN6 细 胞 的 DNA 甲 基 化

谱。

1 材料与方法

1． 1 材料 小鼠胰岛 β 细胞株由川北医学院机能

实验中心提供。从中国科学院上海细胞库采购小鼠

胚胎成纤维细胞株; 5-氮杂-2'-脱氧胞苷( 5-Aza-de-
oxycytidine，5-Aza-CdＲ) 购自美国 Sigma 公司; 胎牛

血清 ( fetal bovine serum，FBS ) 、琼 脂 糖 和 高 糖 型

DMEM 培养基购自新疆赛默飞生物工程技术有限

公司; 噻唑蓝溴化四唑( MTT) 、青链霉素液购自北

京索莱宝科技有限公司; QIAamp DNA Mini Kits 50
( QIAGEN51304 ) 、miＲNeasy Mini Kit 50 ( QIAGEN
217004) 及 miScript II ＲT Kit 50 ( QIAGEN218161) 试

剂盒购自北京雅安达生物科技有限公司; EZ DNA
甲基化试剂盒( The EZ DNA Methylation Kit) 购自美

国 Zymo Ｒesearch 生物公司; MassAＲＲAY 质谱仪、
MassCLEAVE 试剂盒及 PCＲ 试剂盒购自美国 Se-
quenom 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验分组与处理 NIH3T3 细胞作为空白对

照组; PBS 组 作 为 溶 剂 对 照 组。5-Aza-CdＲ 处 理

MIN6 细胞组作为实验组。设定 6 种 5-Aza-CdＲ 浓

度梯度( 0、0. 08、0. 4、2、10 及 50 μmol /L) 处理 MIN6
细胞后共分为三大组，即: 24 h 组、48 h 组、72 h 组。
1． 2． 2 MIN6 及 NIH3T3 细胞培养 用高糖 DMEM
培养基，其中含有 10% FBS、青霉素 100 U /L 及链

霉素 100 mg /L，另向 MIN6 细胞株培养基中加入 β-
巯基乙醇 0. 1 mmol /L，置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中

培养。
1． 2． 3 MTT 检测 MIN6 细胞的活力 取指数生长

·06· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Jan; 55( 1)



期 MIN6 细胞制成细胞悬液，按 1 × 104 个 /ml 接种

到 96 孔板，每孔 100 μl 培养 24 h; 细胞贴壁后弃上

清液，每组加入 100 μl 含不同浓度 5-Aza-CdＲ 的培

养基，阴性对照为空白对照; 置于 37 ℃、5% CO2 恒

温培养箱中孵育; 各孔加入 MTT 20 μl( 5 mg /ml) ，

继续培养 4 h; 弃上清液并每孔加入 150 μl 二甲基

亚砜( DMSO) ，低速震荡 10 min; 酶标仪 490 nm 波

长下测定各孔 OD 值。
1． 2． 4 引物合成 用 EpiDesigner 设计 PCＲ 引物，

miＲ-375 引 物 序 列: 上 游 5'-AGGAAGAGAGGTT-
TAGAGTTTGAGGGTAGGGTAGG-3'，下游 5'-CAGTA
ATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTAAAAACTCA
TCCACCAAACACC-3'，由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。
1． 2． 5 基因组 DNA 提取 根据 QIAamp DNA Mini
Kits 50( QIAGEN51304) 试剂盒要求提取 DNA，将提

取的 DNA 样品储存于 － 20 ℃冰箱中。
1． 2． 6 亚硫酸氢盐处理 DNA 根据 EZ DNA Meth-
ylation Kit 的说明进行亚硫酸氢盐修饰，洗脱并纯化

DNA。终体积为 30 μl，－ 20 ℃冰箱储存备用。
1． 2． 7 PCＲ 扩增 使用 PCＲ 试剂盒，PCＲ 预混合

物 2 μl 和引物 1 μl 到 384 孔 PCＲ 板，将经亚硫酸氢

盐处理的 DNA 1. 5 μl 加入到 PCＲ 板中，并以 5 000
r /min 离心 1 min。PCＲ 反应条件: 94 ℃、4 min; 然

后 94 ℃、20 s，56 ℃、30 s，72 ℃、1 min，总共 45 个循

环。最后在 72 ℃下 3 min，将 PCＲ 扩增产物置于 4
℃下储存。
1． 2． 8 虾碱性磷酸酶( SAP) 处理 取 SAP 混合物

( SAP 0. 3 μl + 无核糖核酸酶 1. 7 μl) 2 μl 加入到 5
μl PCＲ 产物中，混匀并离心 384 孔板，37 ℃孵育 20
min，85 ℃孵育 5 min，4 ℃存储; 孵育后置于 － 20 ℃
过夜储存。
1． 2． 9 体外转录 依据 MassCLEAVE 试剂盒说明

书配置转录混合物，取其 5 μl 与 2 μl PCＲ 产物到

384 孔板，封膜，5 000 r /min 离心 1 min，37 ℃孵育 3
h，4 ℃存储。
1． 2． 10 样品纯化 向微孔板各孔中加入 6 mg
CLEAN Ｒesin，放置 10 min; 向 384 孔板的各孔中加

入 20 μl 双蒸水; 将 CLEAN Ｒesin 转移至 384 孔板;

封膜并快速离心微孔板 5 000 r /min、1 min，旋转 10
min，3 000 r /min 离心 5 min 后备用。
1． 2． 11 MassAＲＲAY 技术进行定量 DNA 甲基化分

析 利用 MassAＲＲAY Nanodispenser 从 384 孔板裂

解反应溶液中分别取出 15 μl 裂解所得产物转移到

基质芯片中，并应用 MassAＲＲAY 质谱仪 ( Bruker-
Sequenom) 收集质谱图，用 EpiTYPEＲ v1. 0. 5 软件

进行甲基化数据分析。
1． 2． 12 细胞 ＲNA 提取 根据 miＲNeasy Mini Kit
50( QIAGEN217004) 试剂盒要求提取 ＲNA，样本置

于 － 20 ℃冰箱储存备用。
1． 2． 13 总 ＲNA 逆转录成 cDNA、ＲT-PCＲ 反应

根据 miScript II ＲT Kit 50 ( QIAGEN218161) 试剂盒

要求将总 ＲNA 逆转录成 cDNA，运用 qＲT-PCＲ 检

测 miＲ-375 基因表达。PCＲ 反应条件为 95 ℃、15
min; 然后 94 ℃、15 s，55 ℃、30 s，70 ℃、30 s，总共

40 个循环。
1． 2． 14 荧光实时定量 PCＲ 数据处理 运用 ABI
PＲISM 7300 HT 软件分析所得实验数据，应用 2 － ΔCt

方程式: ΔCt = Ct ( miＲ-375 ) － Ct ( U6 ) 计算实验组

miＲ-375 与对照组的比值，其中 U6 用作内源对照，

用校正后的 Ct 值( 2 － ΔCt ) 来对各组间 miＲ-375 的表

达差异进行对比。
1． 3 统计学处理 运用 SPSS 19. 0 软件对数据进

行统计学处理。计量资料以 珋x ± s 表示，两组间比较

采用 t 检验，多组建比较采用单因素方差分析，方差

齐时用 SNK 法，两组间 miＲ-375 平均甲基化水平的

比较采用两独立样本 Wilcoxon 秩和检验。相关性

回归用于两个变量之间的相关性分析。P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同浓度 5-Aza-CdＲ 对 MIN6 细胞增殖的影

响 结果表明，在一定浓度范围内，随着 DNA 甲基

化抑制剂 5-Aza-CdＲ 浓度和时间的增加，对 MIN6
细胞增 殖 的 抑 制 作 用 逐 渐 增 强，当 其 浓 度 为 50
μmol /L 时，抑制作用逐渐减弱。2 μmol /L 组的 5-
Aza-CdＲ 溶液分别作用 MIN6 细胞 24、48、72 h 后与

其余各浓度组比较，OD 值不同，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ，且各时间点之间进行比较后发现差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 1。
2． 2 miＲ-375 在各组中甲基化聚类分析 如图 2
所示，相对于 MIN6 细胞和 NIH3T3 细 胞 中 mmu-
miＲ-375 的转录起始位点，甲基化研究区域位于 +
199 bp ～ + 491 bp 之间。经分类分析后发现这些组

的定量甲基化水平进行比较，差异有统计意义( P ＜
0. 05) 。在这些组中分析了在 mmu-miＲ-375 的特定

启动子区域上覆盖 18 个 CpG 单元( 293 bp，包含总
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图 1 5-Aza-CdＲ 对 MIN6 细胞增殖的影响

5-Aza-CdＲ 与 MIN6 细胞增殖的关系: 与 24 h 组相比: * P ＜

0. 05; 与 48 h 组相比: △P ＜ 0. 05

共 29 个 CpG 位点，在所有分析的样品中总共 551
个 CpG 位 点) 。而 在 NIH3T3 细 胞 中，未 检 测 出

miＲ-375 异常 DNA 甲基化。
2． 3 miＲ-375 甲基化质谱数据分析 用不同浓度

5-Aza-CdＲ 分别处理 MIN6 细胞 24、48、72 h 后，检

测到 miＲ-375 基因 DNA 在每组细胞中均高度甲基

化( 图 3) ，其中 50 μmol /L 组 miＲ-375 平均甲基化

率最低。
2． 4 mmu-miＲ-375 表达水平与其启动子区甲基化

的相关性分析 分析 mmu-miＲ-375 启动子的 CpG
甲基化程度与 miＲ-375 的相对表达水平之间的相关

性后，发 现 在 MIN6 细 胞 中，DNA 甲 基 化 水 平 与

miＲ-375 的相对表达水平之间负相关( r = － 0. 71，F
= 4. 114，P = 0. 01) 。见表 1。
2． 5 MIN6 细胞和 NIH3T3 细胞间的 mmu-miＲ-
375 表达水平比较 通过 qＲT-PCＲ 检测 MIN6 细胞

和 NIH3T3 细胞中 mmu-miＲ-375 的相对表达水平，

结果显示，经 5-Aza-CdＲ 处理的 MIN6 细胞中 mmu-
miＲ-375 的相对表达低于未经处理的 NIH3T3 细胞

( P ＜ 0. 05，图 4) 。

3 讨论

近年来，有关表观遗传学机制在糖尿病的发生

和发展 过 程 中 起 至 关 重 要 的 作 用 的 研 究 越 来 越

多［2］。染色质的结构以及基因的表达水平受甲基

化修饰的影响，使之成为表观遗传学修饰的重要机

制之一。目前部分研究是在全基因组 DNA 的甲基

化修饰水平上检测扫描与糖尿病相关基因的差异脱

图 2 miＲ-375 在各组中甲基化聚类分析结果

箭头: 转录起始位点( transcription start site，TSS) ; 垂直条: 双核苷酸( CpG) 位点; 灰色填充框: CGI; 黑色填充条: MassAＲＲAY 检测区域，黑色

条下方显示了扩增子特征; bp 表示碱基对; 每行代表用 5-Aza-CdＲ 处理 24、48 和 72 h 样品; 每列代表 CpG 单元，其是单个 CpG 位点或 CpG 位

点的组合; 不同的颜色编码反映不同的甲基化程度，黄色为 100% ，红色为 0%

表 1 mmu-miＲ-375 基因的表达水平与其启动子区域中的甲基化之间的相关性( 珋x ± s)

组别( MIN6) miＲ-375 表达量 miＲ-375 平均甲基化率 F 值 P 值 r 值

0 μmol /L 0． 760 8 ± 0． 084 2 0． 859 3 ± 0． 189 6
50 μmol /L( 24 h 组) 1． 003 4 ± 0． 101 8 0． 667 5 ± 0． 147 3 4． 114 0． 010 － 0． 710
50 μmol /L( 48 h 组) 1． 003 5 ± 0． 101 8 0． 730 0 ± 0． 152 2
50 μmol /L( 72 h 组) 1． 003 5 ± 0． 104 9 0． 751 9 ± 0． 150 9
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图 3 各组中平均甲基化率的比较

图 4 mmu-miＲ-375 在 MIN6 细胞和 NIH3T3 细胞中表达的比较

与 NIH3T3 比较: * P ＜ 0. 05

氧核糖核酸甲基化，比如 Hall et al 发现人胰岛中标

注为 PDX1 的 CpG 位点在暴露于高糖环境 48 h 后，

其 DNA 甲基化增加［3］。还有研究是针对糖尿病功

能已知的相关基因，使用特定的引物检测差异脱氧

核糖核酸甲基化，比如 Dayeh et al 研究表明 40 个 2
型糖尿 病 相 关 单 核 苷 酸 多 态 性 ( single nucleotide
polymorphisms，SNPs) 中的 19 个( 48% ) 引入或移除

了 CpG 位点［4］。故从表观遗传学角度来探讨并揭

示 T2DM 的发病机制及筛选个体化治疗分子靶点具

有重要意义。
胰腺发育、胰岛素分泌以及胰腺细胞的生长和

增殖受 miＲ-375 基因调控。胰腺中 miＲ-375 基因表

达的减少在糖尿病的发病机制起重要作用［1］。课

题组前 期 研 究 表 明 T2DM 患 者 外 周 血 白 细 胞 中

miＲ-375 启动子区甲基化水平低于 NGT 人群，且其

甲基化程度与血浆中 miＲ-375 基因的表达水平具有

负相关性［5］。也有研究显示，miＲ-375 基因的表达

可能受 DNA 低甲基化水平的调控，且这种 DNA 低

甲基化水平与 T2DM 的发病机制有直接或间接的关

系［6］。5-Aza-CdＲ 作为常用的去甲基化药物之一，

其作用原理是在细胞周期的 DNA 合成期，通过抑制

DNA 甲基转移酶来终止甲基化反应，使得基因 DNA
呈去甲基化状态，从而使抑癌基因再次得到表达。

近年来，对 miＲNA 的甲基化逐渐深入研究后发

现，肿瘤的发生和发展与其密不可分。Dong et al［7］

研究显示肿瘤抑制基因高甲基化状态参与癌症发生

发展。目前，除了从临床工作中获取一定的组织标

本之外，ANC-1、CFPAC-1、PANC-1、MiaPACA-2、BX-
PC-3、ASPC-1、MIA、T3M4、SU86 等人胰腺癌细胞株

也常常被用于人胰腺肿瘤的研究中。研究表明 5-
Aza-CdＲ 抑制胰腺癌 PANC-1 细胞系的生长和凋

亡，其抑制结果主要是通过降低癌细胞中基质金属

蛋白的表达来实现［8］。有研究［9］表明，经不同浓度

的 5-Aza-CdＲ 处理后的胰腺癌 MiaPACA-2 细胞，与

之相关的抑癌基因 ＲUNX3 的异常甲基化状态可恢

复正常。本研究结果显示 5-Aza-CdＲ 在一定浓度范

围内能抑制 MIN6 细胞系的生长和增殖，随着 5-
Aza-CdＲ 浓度和时间的增加，MIN6 细胞系受其抑制

的作用逐渐增强，与以前关于 5-Aza-CdＲ 药理作用

研究结果是一致的［8］。用不同浓度的 5-Aza-CdＲ 溶

液处理 MIN6 细胞 24、48、72 h 后，50 μmol /L 浓度

组平均甲基化率低于其他浓度组。本研究中未发现

NIH3T3 细胞存在 miＲ-375 甲基化，这可能与 miＲ-
375 甲基化水平具有细胞特异性，再有受限于甲基

化检测区域有关，后续可通过 DNA 甲基化高通量测

序评估甲基化水平。
资料［10 － 11］显示，人胰腺癌旁正常组织的 miＲ-

375 表达水平高于 胰 腺 癌 组 织，且 胰 腺 癌 细 胞 中

miＲ-375 基因的上调可使癌细胞凋亡加速，同时使

其周期发展受阻，而 miＲ-375 的下调具有相反的作

用 。但目前，尚未见有关 miＲ-375 在胰岛 β 细胞中

甲基化程度及其表达水平的相关报道。
miＲ-375 基因在调节胰岛发育，胰岛素分泌和

β 细胞分化中起相应作用。Latreille et al［12］曾对此

进行相关研究，发现敲除 miＲ-375 基因后的小鼠与

未敲除时相比，其胰岛 α 和 β 细胞的生长和增殖都

受到一定影响，此外，miＲ-375 基因在 α 和 β 细胞中

起着完全相反的作用，血浆中只有一小部分 miＲ-
375 基因源自胰岛 β 细胞。数据显示 T2DM 患者外

周血单个核细胞中 miＲ-375 基因甲基化水平低于对

照组，呈低甲基化状态，miＲ-375 基因的表达水平确

是对照组的 171%［13］。因此，推断 miＲ-375 基因在

正常人胰岛 β 细胞中呈高甲基化，MIN6 细胞不仅
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能分泌胰岛素，而且有葡萄糖依赖性，因此为进行其

相关功能的研究通常用 MIN6 细胞代替正常人胰岛

β 细胞。但 miＲ-375 基因在 MIN6 细胞中呈高甲基

化状态，而表达水平较低，推测 NGT 人群胰岛 β 细

胞中 miＲ-375 基因可能也呈高甲基化状态，而其表

达呈现低水平，但尚需进一步研究证实。
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Methylation of miＲ － 375 promoter in MIN6 cells
Gao Min1，Yin Liang2，Kuang Xuemei3，et al

( 1Medical College of Shihezi University，2Dept of Endocrine and Metabolic Diseases，
3Dept of Ｒespiratory Medicine，The First Affiliated Hospital，Medical College of Shihezi University，Shihezi 832000)

Abstract Objective To analyze the DNA methylation spectrum of mouse islet β cell line ( MIN6) using MassAＲ-
ＲAY platform，and to explore the changes of methylation model by treating MIN6 cells with DNA demethylation
drug 5-aza-2'-deoxycytidine ( 5-Aza-CdＲ) ． Methods The methylation status of miＲ-375 gene DNA in MIN6 cell
line and mouse embryonic fibroblast cell line ( NIH3T3) were detected by MassAＲＲAY platform． The changes of
miＲ-375 gene methylation status were evaluated after treatment with different concentrations of 5-Aza-CdＲ． The
effect of 5-Aza-CdＲ on the growth and proliferation of MIN6 cells was detected by Thiazolyl blue tetrazolium bro-
mide ( MTT) ． The expression of miＲ-375 in MIN6 cells and untreated NIH3T3 cells was detected by qＲT-PCＲ．
Ｒesults 5-Aza-CdＲ could inhibit the growth of MIN6 cells． After treated with 5-Aza-CdＲ for 24，48，72 h，the OD
value of 2 μmol /L concentration group was different from that of other groups ( P ＜ 0. 05) ，and the difference was
statistically significant at different time points ( P ＜ 0. 05) ． After MIN6 cells were treated with different concentra-
tions of 5-Aza-CdＲ for 24，48，72 h，the DNA of mmu-miＲ-375 in each group was highly methylated，and the aver-
age methylation rate of miＲ-375 DNA in 50 μmol /L group was lower than that in other groups． The expression of
mmu-miＲ-375 in MIN6 cells treated with 5-Aza-CdＲ in 50 μmol /L group was significantly higher than that in 0
μmol /L group after 24，48，72 h ( P ＜ 0. 05) ． The DNA expression of mmu-miＲ-375 gene in MIN6 cells was signif-
icantly lower than that in NIH3T3 cells ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion These results indicate that promoter hypermeth-
ylation of the mmu-miＲ-375 is a common event in MIN6 cells．
Key words Type 2 diabetes; miＲ-375; DNA demethylation; MassAＲＲAY platform
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