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加味六味地黄汤对巨首相关蛋白-1基因的影响

刘明明1 陈翀2 许海燕2 杨伏猛1 吕南宁1 李洪叶1△

[摘要] 目的:探 讨 加 味 六 味 地 黄 汤 在 骨 髓 间 充 质 干 细 胞(BMSCs)高 糖 应 激 下 巨 首 相 关 蛋 白-1
(DKK1)基因胞嘧啶羟甲基化的作用机制。方法:将雄性SD大鼠随机分为空白组(等量生理盐水)和加

味六味地黄汤干预组(24.255g/kg)灌胃干预,制备含药血清。加味六味地黄汤含药血清干预骨髓间充

质干细胞48h,通过qRT-PCR和ELISA测定高糖应激下DKK1基因及蛋白的表达;用双荧光素酶报

告基因检测高糖应激下DKK1基因启动子活性;5-hmC和5-mC分析加味六味地黄汤含药血清对高糖

应激下DKK1基因启动子区的CpG甲基化和羟甲基化水平及Abct和Pgk1基因启动子区的羟甲基化

水平;通过TETs活性及qRT-PCR测定加味六味地黄汤含药血清对TETs活性及TETs基因表达水

平的影响。结果:与0%含药血清相比,20%加味六味地黄汤含药血清可以显著抑制高糖状态下DKK1
mRNA表达水平,差异有统计学意义(P<0.01);同时显著减少培养上清中DKK1的浓度,差异有统计

学意义(P<0.01);抑制了高糖诱导的DKK1启动子活性,差异有统计学意义(P<0.01)。5-hmC和

5-mC分析结果显示20%加味六味地黄汤含药血清降低了DKK1启动子区羟甲基化水平,差异有统计

学意义(P<0.05);同时提高了该区域甲基化水平,差异有统计学意义(P<0.01);加味六味地黄汤含药

血清对TETs的活性没有显著影响,差异无统计学意义(P>0.05),提高了TET2基因表达水平,差异

有统计学意义(P<0.05)。结论:加味六味地黄汤选择性抑制DKK1基因胞嘧啶羟甲基化,减轻高糖应

激诱发的小鼠骨髓间充质干细胞DKK1表达。
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EffectofModifiedLiuweiDihuangDecoctiononCytosine
HydroxymethylationofDickkopf-RelatedProtein1

GeneinBMSCsunderHighGlucoseStress
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Abstract Objective:ToinvestigatetheeffectofmodifiedLiuweiDihuangdecoctiononcytosinehydroxymethylationof
dickkopf-relatedprotein1(DKK1)geneinbonemarrowmesenchymalstemcells(BMSCs)underhighglucosestress.
Methods:MaleSDratswererandomlydividedintoblankgroup(equivalentnormalsaline)andinterventiongrouptreated
withamodifiedLiuweiDihuangdecoction(24.255g/kg)bygavagetopreparemedicatedserum.BMSCsweretreated

with 20% serum containing modified Liuwei Dihuang
decoctionfor 48h,and the relative protein and gene
expressionlevelsofDKK1wereanalyzedbyqRT-PCRand
ELISAtestsunderhigh-glucoseenvironments.Duallucifer-
asereportergeneassaywasemployedtoevaluatethethe
DKK1promoteractivity.The5-hmCand5-mCwasusedto
analyzethemethylationleveloftheDKK1geneandhydroxy-
methylationlevelofCpGislandoftheDKK1,AbctandPgk1

genesunderhighglucosestress.TETsactivityandqRT-PCR
wereusedtodetectedtheTET(ten-eleventranslocation)ac-
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tivityofTETsandexpressionlevelofTETs.Results:Comparedwith0% modifiedLiuweiDihuangdecoctioncontaining
serum,20% modifiedLiuweiDihuangdecoctioncontainingserumsignificantlyinhibitedtheexpressionlevelofDKK1mR-
NAunderhighglucoseconditions(P<0.01),whilesignificantlyreducedtheconcentrationofDKK1(P<0.01).Addi-
tionally,high-glucose-inducedDKK1promoteractivityoverexpressionwasattenuated(P<0.01).Theresultsof5-hmC
and5-mCanalysisshowedthat20% modifiedLiuweiDihuangdecoctioncontainingserumreducedthehydroxymethylation
levelintheDKK1promoterregion(P<0.05),whileincreasedthemethylationlevelinthisregion(P<0.01).The20%
modifiedLiuweiDihuangdecoctioncontainingserumhadnosignificanteffectontheactivityofTETs(P>0.05).Howev-
er,itcanincreasetheexpressionlevelofTET2gene(P<0.05).Conclusion:ModifiedLiuweiDihuangdecoctionselectively
inhibitscytosinehydroxymethylationofDKK1geneandalleviatestheexpressionofDKK1inhigh-glucose-inducedBMSCs.
Keywords: bonemarrowmesenchymalstemcells;modifiedLiuweiDihuangdecoction;dickkopf-relatedprotein1;cytosine
hydroxymethylation;diabeticosteoporosis

  糖尿病性骨质疏松症(DiabeticOsteoporosis,DOP)
发病机制尚不明确,前期临床研究表明,加味六味地黄

汤可改善糖尿病性骨质疏松症患者骨代谢,缓解腰背

痛[1]。高糖可刺激骨髓间充质干细胞(BoneMarrow
MesenchymalStemCells,BMSCs)高表达胚胎期蛋白巨

首相关蛋白-1(Dickkopf-RelatedProtein1,DKK1)[2-3],
而胚胎期沉默基因再激活是一个复杂的表观遗传过

程[4],需对CpG岛胞嘧啶进行去甲基化以便转录因子

结合[5]。因此,探索这一胞嘧啶羟甲基化过程有望为糖

尿病性骨质疏松症的治疗提供新思路,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

用于制备含药血清的实验动物为SPF级7~8周

龄雄性SD大鼠,共16只,体重为180~200g,徐州医

科大学实验动物中心购买及饲养,许可证号为SCXK
(苏)2020-0011,徐州医科大学实验动物饲养管理与使

用委员会(IACUC)伦理号为202207S003。

1.2 细胞培养

小鼠骨髓间充质干细胞(武汉普诺赛公司 CP-
M131),常规使用含10%胎牛血清的低糖DMEM 培

养基培养,每4~5d胰酶消化传代1次,使用传代5
次以内细胞进行实验。

1.3 实验药物与试剂

药物:加味六味地黄汤(组方:熟地黄24g,山茱萸

12g,山药12g,牡丹皮9g,茯苓9g,泽泻9g,淫羊藿

12g,怀牛膝15g,当归12g,连云港市第二人民医

院)。
试剂:α-MEM 培养基(货号为12571063,美国赛

默飞公司),FBS(货号为C04001-500,上海龙田生物科

技有限公司),D-葡萄糖(货号为ST1228,上海碧云天

生物科技有限公司),DKK1ELISA 试剂盒(货号为

MKK100,美国R&D公司),双荧光素酶报告基因试

剂盒(货号为DD1205-01,南京诺唯赞生物科技股份有

限公司),MspⅠ、HpaⅡ、EpiMark5-hmC和5-mC分

析试 剂 盒(货 号 为 E3317S,美 国 NBE),Epigenase

5mC HydroxylaseTET Activity/Inhibition试 剂 盒

(货号为P-3087-96,美国EpigenTek公司),Bobcat339
(货号为HY111558,美国 MCE公司)。

1.4 实验仪器

CO2培 养 箱 (Forma3110,美 国),生 物 安 全 柜

(Hfsafe-1500,上海力申科学仪器有限公司),实时荧

光定量PCR仪(上海罗氏诊断产品有限公司),PCR
扩增仪(PTC-100,美国 AppliedBiosystems),电泳仪

(164-5050)、电泳槽(165-8001)、电转槽(170-3930)均
购自美国Bio-rad公司。

1.5 方法

1.5.1 大鼠含药血清的制备 将16只SPF级7~8
周龄雄性SD大鼠随机分为空白组和加味六味地黄汤干

预组。加味六味地黄汤制备水煎液,加热浓缩至含药浓

度3g/mL,参照大鼠与人等剂量换算公式,加味六味地

黄汤剂量为24.255g/kg对加味六味地黄汤干预组大

鼠灌胃,空白组予等量生理盐水灌胃,2次/d,连续灌胃

1周,末次灌胃2h后,深度麻醉大鼠,通过腹主动脉取

血,4℃下3000r/min离心15min取血清,56℃水浴灭

活30min,滤器过滤除菌、分装保存备用。

1.5.2 骨髓间充质干细胞高糖应激及加味六味地黄

汤含药血清处理 将骨髓间充质干细胞接种于6孔板

或10cm培养皿,加入不同浓度的葡萄糖将培养基调

整至葡萄糖含量为7.5mmol/L(此浓度为不额外添加

葡萄 糖 时 含10% FBS的 原 始 浓 度)、15mmol/L、

25mmol/L和50mmol/L,每4d换液1次,处理1周

后进行后续实验。加味六味地黄汤处理骨髓间充质干

细胞方法为在培养体系中添加20%含药血清后培养

48h,以添加等量正常大鼠血清作为对照。

1.5.3 ELISA测定培养物上清中DKK1含量 用小

鼠DKK1ELISA 试剂盒测定培养上清中 DKK1含

量,按生产商说明书操作。

1.5.4 双荧光素酶报告基因系统评价DKK1启动子

活性 采用 Lipofectamine2000共转 染 pGL4.10-
DKK1-luc(含有DKK1启动子区-1000~+100bp
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片段)和海肾荧光素酶质粒,转染后24h裂解骨髓间

充质干细胞并测定荧光素酶活性。采用双荧光素酶报

告基因试剂盒,细胞裂解及荧光素酶定量均按说明书

进行。

1.5.5 DNA胞嘧啶甲基化和羟甲基化分析 骨髓间

充质干细胞提取基因组DNA,利用 T4β-葡糖基转移

酶(T4-BGT)对羟甲基化的胞嘧啶残基进行葡萄糖基

化处理。取10μg纯化后基因组DNA,依照EpiMark
5-hmC和5-mC分析试剂盒说明书加入 UDG-葡萄糖

和T4-BGT,37 ℃孵 育12h。分 别 采 用 MspⅠ和

HpaⅡ内切酶切割经T4-BGT处理或未经T4-BGT处

理的基因组DNA,切割完成后采用蛋白酶 K消化残

留的酶,95℃10min灭活蛋白酶K,利用qPCR进行

下一步分析。甲基化和羟甲基化CCGG序列比例按

试剂盒说明书计算。

1.5.6 TETs 活 性 测 定 采 用 Epigenase5-mC
HydroxylaseTET Activity/Inhibition 试 剂 盒 测 定

TETs,评价TETs活性变化。阳性对照为TETs抑制

剂Bobcat339。实验过程如下:反应板 中 每 孔 加 入

80μL结合缓冲液,再加2μL0.5×人胸苷酸合成酶

(TS)试剂,37℃孵育90min,150μL蛋白免疫印迹

(WB)液洗板后加入促甲状腺激素受体抗体(TAB),
再加入骨髓间充质干细胞核蛋白提取物和加味六味地

黄汤含药血清补足每孔50μL总体积,37℃再孵育

90min,再次150μL蛋白免疫印迹液洗板后加入

50μL稀释后的人溶血补体(HC6)试剂,室温孵育

60min,弃去HC6,洗板后加入50μLHC7,室温孵育

30min后洗板,再添加50μLHC8,孵育30min后洗

板,加入100μL人硫酸皮肤素(DS)试剂,室温孵育

10min后加入50μL大鼠生长抑素(SS)试剂终止反

应,在450nm 处使用酶标仪测定吸光度(OD)值,

TETs活性=[(药物组OD-空白对照组OD)/(未药

物处理组OD-空白对照组OD)]×100%。

1.5.7 基因组DNA、总RNA提取及反转录和qPCR
 骨髓间充质干细胞采用蛋白酶K在56℃下过夜消

化,纯化基因组 DNA,Nanodrop测定获得的基因组

DNA 浓 度。总 RNA 采 用 TRIZOL 法 提 取,采 用

Oligo-dT为引物 HiScriptⅢ逆转录酶合成cDNA。

qPCR 采 用 ChamQ Blue UniversalSYBR qPCR
MasterMix试剂在LightCycler480(罗氏)定量PCR
仪上运行,采用2-ΔΔCt法计算基因相对表达量或DNA
片段相对丰度,所用引物序列见表1。

表1 引物序列列表

引物名称 引物序列5'-3'            

DKK1
正向:TCTCTATGAGGGCGGGAACA
反向:TTTCGGCAAGCCAGACAGAT

TET1
正向:CCACGTCCTGCCACTATACC
反向:TGTGTGAACCTGATTTATTGTGGT

TET2
正向:GAGACGGCGGTGATGGTAAT
反向:CATTCTGAGAACAGCGACGG

TET3
正向:CTCTGTCAACGGCTTCCACT
反向:GCATGGAGGTCTGGCTTCTT

DKK1启动子CpG岛
正向:CTGAGTATAAAGGCAGCCAGAGGTGG
反向:CAAACAGGCAAAGGTCAGGAAAAG

Actb启动子CpG岛
正向:AAATGCTGCACTGTGCGG
反向:CACAGCGGCCACTCGAGCCA

Pgk1启动子CpG岛
正向:CTTTCTGGGCTCAGAGGCTGG
反向:CAAAATCAACTTATTAAAAAACG

1.6 统计学方法

定量资料采用x±s形式表示,多组间比较采用单

因素方差分析,双因素资料间比较采用双因素方差分

析,组间两两比较采用 Turkey􀆳spost-hoc分析,P<
0.05差异有统计学意义,评价相关性采用Pearson线

性相关分析。

2 结果

2.1 高糖应激增加骨髓间充质干细胞DKK1的转录

和分泌量

小鼠骨髓间充质干细胞经不同浓度葡糖糖处理后

经RT-qPCR评估DKK1基因转录变化,结果显示经

15,25和50mmol/L葡萄糖处理1周后骨髓间充质干

细胞DKK1mRNA较对照组(7.5mmol/L葡萄糖)
分别增加(3.03±0.34),(6.39±0.88)及(7.68±
0.48)倍,差异有统计学意义(P<0.05),见图1a。采

用ELISA测定培养上清中DKK1浓度,对照组上清

中DKK1浓度为(47.13±7.61)pg/mL,15,25和

50mmol/L高糖应激处理后上清中 DKK1分别增加

至(206.82±17.11),(493.13±31.44)和(646.87±
43.13)pg/mL,与对照组相比差异均有统计学意义

(P<0.05),见图1b。进一步采用Pearson线性相关

分析表明,高糖应激对小鼠骨髓间充质干细胞DKK1
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mRNA转录和蛋白分泌水平均呈正相关,呈现剂量- 效应关系,见图1c和d。

图1 高浓度葡萄糖增加小鼠骨髓间充质干细胞DKK1mRNA和蛋白的表达

2.2 高糖应激下DKK1水平增加依赖DKK1基因组

胞嘧啶羟甲基化修饰

为进一步探索DKK1基因在高糖应激下的表观

遗传机制,测定了高糖处理下DKK1基因启动子区的

CpG甲基化和羟甲基化水平,结果显示高糖处理显著

增强了 DKK1启动子区不被 HpaⅡ切割的未修饰

DNA和被T4-BGT处理后不被 MspⅠ切割DNA的

比例(见图2a)。进一步定量分析结果表明,7.5,15,

25和50mmol/L葡萄糖培养的骨髓间充质干细胞,
其DKK1启动子区CpG羟甲基化的比率为2.26%±
0.81%,11.26% ±1.06%,15.47% ±3.29% 和

24.53%±4.39%,而甲基化比率为87.04%±1.66%,

59.34% ±4.65%,47.84% ±4.60% 和 37.45% ±
2.08%,差异均有统计学意义(P<0.05),见图2b和c。
为证实羟甲基化在DKK1启动子去甲基化和转录激活

中的作用,采用10μmol/L的TETs抑制剂Bobcat339
处理骨髓间充质干细胞,结果显示Bobcat339处理后显著

降低了高糖诱导的DKK1启动子区CpG羟甲基化,同
时伴有去甲基化障碍,差异有统计学意义(P<0.05),见
图2d和e。实验结果进一步表明,Bobcat339能显著抑

制高糖应激所致的DKK1转录激活和蛋白分泌,差异有

统计学意义(P<0.01),见图2f和g。

图2 高糖诱导的骨髓间充质干细胞DKK1表达依赖胞嘧啶羟甲基化修饰
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2.3 加味六味地黄汤减轻高糖应激所致的骨髓间充

质干细胞DKK1基因活化

基于本课题组前期加味六味地黄汤能减轻糖尿病

性骨质疏松的研究基础,笔者进一步探索了加味六味

地黄汤是否能抑制DKK1的转录再激活。结果显示

添加20%的加味六味地黄汤含药血清处理48h可以

显著抑制50mmol/L葡萄糖诱导的DKK1转录上调,
同时显著降低培养上清中DKK1的浓度(图3a和b)。
为进一步验证加味六味地黄汤是否直接影响DKK1

基因的启动子区,采用荧光素酶报告基因系统评价了

加味六味地黄汤含药血清对DKK1启动子活性的影

响,结果显示50mmol/L的高糖处理显著增强DKK1
启动子活性,而加味六味地黄汤含药血清显著抑制了

高糖诱导的 DKK1启动子活性,差异有统计学意义

(P<0.01),见图3c。

2.4 加味六味地黄汤选择性抑制DKK1的胞嘧啶羟

甲基化

鉴于胞嘧啶羟基化在DNA去甲基化和表观遗传

图3 加味六味地黄汤对高糖应激下DKK1表达的影响

重编程中的关键作用,测定了加味六味地黄汤含药血清

对DKK1基因启动子区甲基化及羟甲基化的影响。结

果显示在50mmol/L高糖情况下,加味六味地黄汤含药

血清使骨髓间充质干细胞DKK1启动子区羟甲基化水

平由17.63%±3.75%下降至10.36%±3.11%,同时使

该区域维持在甲基化状态(见图4a和b)。为了验证加

味六味地黄汤是选择性抑制DKK1启动子区羟甲基化

还是非选择性抑制DNA羟甲基化,选择Actb和Pgk1
基因的启动子区测定了其CpG羟甲基化水平,结果显

示与TETs抑制剂Bobcat339不同,加味六味地黄汤含

药血清对Abct和Pgk1基因启动子区的羟甲基化水平

未见显著影响(见图4c和d)。

图4 加味六味地黄汤对DKK1启动子区羟甲基化的选择性影响

2.5 加味六味地黄汤对 TETs活性未见显著直接

影响

TETs活性实验结果显示,50μmol/L的Bobcat339
在细胞核裂解产物中可显著抑制TETs活性(相对活

性为41.21%±6.72%),差异有统计学意义(P<

0.0001),而加味六味地黄汤对TETs的活性没有显

著影响(相对活性为103.21%±12.89%),见图5a。
进一步通过RT-qPCR研究发现,添加20%加味六味

地黄汤含药血清能略提高TET2的转录水平,差异有

统计学意义(P<0.05),对TET1和TET3的转录水
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平未见显著影响,见图5b。未发现加味六味地黄汤含

药血清对TETs的活性和转录有直接抑制作用。

图5 加味六味地黄汤含药血清对TETs酶活性

和转录水平的影响

3 讨论

中医学认为糖尿病性骨质疏松症是多脏腑功能失

调导致的肌肉骨骼疾病,属于“消渴”合并“骨痿”范畴。
在关于消渴的论述中,《仁斋直指方论》曰“热伏于下,
肾虚受之,腿膝枯细,骨节酸痛……”,《医镜》又云“消
肾之症,骨瘦腿疼,宜滋肾水”等,从症状描述似骨痿、
骨痹。本病发病始于消渴,形成于骨痿,病位在骨与关

节,病变的脏腑主要与脾、肝、肾相关,尤以肾为关键。
肾为先天之本,主藏精,精生髓,髓可养骨,骨为肾所

主。肾精虚衰,骨髓化源不足,骨失所养,则骨体枯犒、
骨质脆弱而发为骨痿。且肝肾同源,肾虚日久必损及

肝,而肝肾亏虚,导致骨肉相离,筋骨解堕,骨痿更盛。
中医学认为骨痿的基本病机以肾精亏虚为主,但常夹

杂肝虚、脾虚、血瘀等其他因素。糖尿病性骨质疏松症

多为糖尿病久病患者,故本病虽以肝肾亏虚为主,但日

久阴虚及阳,久病入络,本质乃本虚标实之疾患,其发

病非单纯的线性因果关系,而是多虚夹瘀、虚中有实、
阴病及阳的关系。故在治疗上,主要以补肝益肾、调整

阴阳为主,以达到强壮筋骨之治疗目的。本研究所用

加味六味地黄汤是在六味地黄经典方基础上加用淫羊

藿、牛膝、当归。加用淫羊藿,走肝肾二经,补命门、益
精气、强筋骨,其辛甘性温,作为反佐药,又有阳中求阴

之意。本病为消渴的并发症,久病入络,因此加用当

归,既可养血补阴,又可活血化瘀通络。再加一味牛

膝,性味苦甘酸平,归肝肾经,兼顾补肝肾、强筋骨和逐

瘀通络之效。诸药合用,既可补益肝肾、调整阴阳,又
可兼顾活血通络止痛。

本研究发现,加味六味地黄汤可抑制骨髓间充质干

细胞的DKK1胞嘧啶羟甲基化。真核生物活跃转录基

因的启动子和转录调控区常含有非甲基化胞嘧啶富集

的高GC区,称之为CpG岛[6]。当基因表达关闭时,该
基因CpG岛被甲基化,发生异染色质化转化为非开放

染色质;而已关闭基因的再激活通常需要CpG岛重新

去甲基化[7-8]。与组蛋白甲基化修饰可以直接去甲基化

不同,DNA胞嘧啶甲基化无法直接脱去甲基,需要先将

甲基化的胞嘧啶(5-mC)残基由TETs催化转化为5-羟
甲基胞嘧啶(5-hmC),进而再转化为未修饰胞嘧啶残

基[9-10]。由此可见,CpG岛胞嘧啶羟甲基化是多数已沉

默基因恢复表达时依赖的关键表观遗传机制之一,在多

种生理和病理过程中具有重要意义。
DKK1是一种负调控 Wnt/β-Catenin信号通路的分

泌型蛋白,在肿瘤引起的溶骨性病变和多种类型的骨质

疏松中均可以发现DKK1表达量增高[11-12]。鉴于此,目
前认为DKK1是一个治疗骨质疏松的潜在靶点,中和

DKK1的单克隆抗体目前已进入临床试验[13]。本研究

在前期已发现中药方剂加味六味地黄汤能减轻糖尿病

性骨质疏松症的基础上,采用体外细胞培养模型初步验

证了加味六味地黄汤含药血清可以抑制高糖应激所诱

导的DKK1表达,这与已有的少量报告结果一致[14]。
考虑到羟甲基化在基因转录再活化中的关键作用,探究

加味六味地黄汤影响DKK1启动子区CpG岛羟甲基化

的可能,发现该药抑制了DKK1启动子区CpG羟甲基

化,继而导致该区域难以完成胞嘧啶去甲基化而维持在

不易转录的状态,最终限制了高糖应激诱导的DKK1表

达,这一发现为诠释加味六味地黄汤防治糖尿病性骨质

疏松症的机制提供了新的视角。
胞嘧啶羟甲基化是在真核生物细胞中维持基因染

色质开放的重要机制之一[15],若不加选择地抑制胞嘧

啶羟甲基化,则可能产生肿瘤等严重后果[16]。本研究

结果显示,加味六味地黄汤对胞嘧啶羟甲基化的抑制

作用选择性发生于DKK1基因,对其他基因的启动子

区羟甲基化无显著抑制作用,这与 TET1/2抑制剂

Bobcat339有显著区别。本研究结果还显示加味六味

地黄汤含药血清对骨髓间充质干细胞中TETs的转录

没有抑制作用。这些结果证明加味六味地黄汤对

DKK1启动子羟甲基化的抑制作用具有一定选择性,
规避了在基因组水平抑制羟甲基化所带来的风险。此

外,加味六味地黄汤含药血清对DKK1基因启动子区

胞嘧啶羟甲基化的选择性抑制,揭示了羟甲基化调控

的复杂性,值得进一步深入探索。
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