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摘要    pEGFP-C3 质粒经过体外人工甲基化处理后, 被转染进入 HepG2 细胞以构建重组 

细胞株. 以 5-AZA 为阳性去甲基化毒物与重组细胞共培养, 通过亚硫酸氢钠测序法定量检 

测 EGFP 基因启动子区甲基化状态, 通过实时定量 PCR 检测 EGFP 基因表达, 借助流式细胞

术和荧光摄片定量检测共培养细胞的绿色荧光强度, 在 DNA 甲基化、EGFP 基因 mRNA 表

达、GFP 蛋白等多个层次研究 5-AZA 染毒处理与其去甲基化能力和荧光表达改变的响应关

系. 对天津污染水产的去甲基化能力进行了实际样品测试. 结果表明, 5-AZA 与重组细胞的

DNA 甲基化、基因表达、蛋白产物变化之间存在显著关联, 具有较低的检出浓度和良好的重

复性. 天津污染海域的水产去甲基化能力较强. 本文初步建立了一种污染物去甲基化表观遗

传毒性评价方法.  
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1  引言 

安全性评价是化合物使用前必不可少的环节 . 

相当多的通过现有安全性评价检测的污染物, 可以

通过影响 DNA 甲基化等表观遗传机制导致生物性状

的长期轻微变化, 却没有被发现可以导致基因突变、

染色体畸变等遗传学损伤. 当一种化合物可以导致

人类受体 DNA 中基因启动子区甲基化水平等化学修

饰改变, 但不伴有基因突变等其他遗传物质损伤时, 

就可以被认为是一种表观遗传毒物[1]. 砷暴露并不导

致受体基因突变等直接的遗传物质损伤, 研究发现, 

长期低浓度的砷暴露所致健康损害与其导致受体遗

传物质 DNA 去甲基化等表观遗传机制有密切关系[2], 

微量的砷暴露可以导致 p15 启动子区甲基化水平显 

著降低 [3]. 一种人类常用的合成香料二氢香豆素

(Dihydrocoumarin), 通过作用于机体的表观遗传调控

系统, 使细胞凋亡水平上升为正常水平的 3 倍[4]. 另

外, 镍[5]和二乙基己烯雌酚[6]等污染物的毒性也与表

观遗传调控密切相关. 我们有理由相信来自于环境

和饮食中的一大类化学物质, 目前被认为是无毒或

无害的, 却通过调节 DNA 甲基化水平对人类产生潜

移默化的深远影响[7]. 因此化学物质的表观遗传毒性

是当前化合物安全性评价面临的新问题.  

DNA 甲基化是一种基因表达调控的重要机制, 

不管是体内还是体外实验, 在评估化学物质潜在毒

性的同时了解其对于人类甲基化水平的作用状态 , 

可以提供更全面的评价信息. 我国目前对于环境污

染物的表观遗传毒性研究尚处于萌芽阶段. 以 DNA
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甲基化为代表的表观遗传学机制是一些外来化学物

质作用于机体并导致不良健康效应的第一站, 对肿

瘤的病因学研究表明肿瘤发生相关基因启动子区的

甲基化水平改变要早于基因突变[8]. 着眼于人类基因

组 DNA 甲基化的调节, 作者构建了基于绿色荧光蛋

白报告基因的高甲基化真核表达载体, 并将其转染

进人类 HepG-2 细胞, 初步构建了去甲基化测试细胞

受试体系. 以该改造细胞株为主要工具, 以人类明确

去甲基化药物 5-甲基胞嘧啶(5-AZA)为阳性去甲基化

污染物, 研究了污染物去甲基化表观遗传毒性健康

损害风险评价新方法. 以天津污染海域出产的水产

品重金属提取液为受试物, 利用该方法对其进行了

去甲基化表观遗传毒性的健康风险评估.  

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂  

主要仪器: 紫外分光光度计(Shimadzu, UV2401PC, 

日本); 水平电泳仪(Biometra, 德国); 凝胶成像系统

(Vilberlo urmat, 法国); PCR 仪(Biometra, 德国); 高

速离心机(Sigma 3K30, Sigma, 美国); 实时定量 PCR

仪(Strategen MX3100, 美国); 流式细胞仪(Bechman 

Coulter Altra, 美国); CO2 培养箱(Thermo, 美国).  

主要试剂: 大肠杆菌感受态细胞、pEGFP-C3 质

粒(以下简称 C3 质粒)由北京工业大学杨怡姝教授馈

赠; HepG-2细胞由协和细胞库提供; Plasid maxi kit试

剂盒(QIAGEN, 美国); DNA Fragment Purification Kit 

Ver.2.0(TaKaRa, 中国 ); EZ DNA Methylation-Gold 

Kittm(ZYMO Research, 美国); CpG 甲基化酶(M.Sss), 
核酸内切酶 Hpa, EcoR, ApaL, Msp均购自美国

New England Biolabs 公司 ; T4 DNA ligase(New 

England Biolabs, 美 国 ); PGEM-T Easy Vector 

System(Promega, 美国 ); RNeasy Mini Kit 试剂盒

(QIAGEN, 美国).  

2.2  实验方法  

2.2.1  基本原理 

基于 EGFP 重组细胞株的化学污染物去甲基化

表观遗传毒性评价新方法的基本原理, 综合运用甲

基化酶 M.Sss、含增强型绿色荧光蛋白报告基因的

pEGFP-C3 质粒(以下简称 C3 质粒)的特点, 通过人工

甲基化处理获得荧光蛋白基因启动子区(CMV 启动

子)处于高甲基化状态的 C3 质粒, 并将其转染进人类

HepG-2 肝癌细胞株 ; 随后以该改造细胞株(EGFP- 

HepG2)为主要工具载体, 与受试物进行共培养, 依

据细胞绿色荧光强度来定量评价受试化学物的去甲

基化功能的强弱. 共培养化学物的去甲基化能力越

强, 则培养细胞内 GFP 基因启动子区甲基化水平越

低, 受试细胞的绿色荧光越强; 反之则培养细胞内

GFP 基因启动子区甲基化水平越高, 受试细胞的绿

色荧光较弱(图 1).  

2.2.2  C3 质粒大量制备与甲基化处理 

依据常规方法扩增环状 C3 质粒, 借助核酸内切

酶 ApaL I和 EcoR I双酶切将 C3质粒切割为长片段 L

和短片段 S, 其中短片段 S 中含有 GFP 蛋白基因的启

动子序列. 利用甲基化酶 MSss.对短片段 S进行人工

甲基化处理[9]. 反应体系为: 10×NE 缓冲液 2, 4 L; 

100 × SAM, 4 L; DNA(1.7 μmol/L) 8 L; M.Sss 6 

L; ddH2O, 18 L; 总量 40 L; 混匀, 37 ℃, 3 h 温  

 

 

图 1  污染物去甲基化表观遗传毒性评价原理 
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育. 产物 DNA 浓度为 0.36 μmol/L. 65 ℃, 20 min 灭

活 M.Sss CpG 甲基化酶, 分装冷藏保存. 利用 T4 

DNA连接酶把成功甲基化的C3质粒短片段 S和长片

段 L 重新连接成环, 纯化备用.  

2.2.3  甲基化 C3 质粒转染 HepG-2 细胞 

快速将所冻存 HepG-2 细胞 40 ℃水浴摇床 60 

r/min 慢摇至其溶解, 溶解后马上转入 37 ℃水浴箱, 

手工慢摇恒温 2~3 min 复苏. 复苏后 800 r/min 离心 

5 min, 吸去上清加入 10 mL含 15%胎牛血清 DMEM 

培养基, 混匀后加入细胞培养板, 每孔 1 mL, 5% CO2

温箱 37 ℃培养. 在 95%~100%时进行细胞传代调整

细胞生长状态, 在 4 个 24 孔板上进行细胞传代. 24 h

后细胞贴壁, 依据说明书加入Fugene HD转染试剂和

甲基化 C3 质粒进行转染[10].  

2.2.4  以 5-AZA 为阳性受试物实施去甲基化表观
遗传毒性测试方法原理验证 

C3 质粒转染 6 h 后, 加入 5-AZA 进行细胞梯度

剂量共培养染毒处理, 通过细胞毒性预实验确定最

终细胞培养液中污染物的剂量梯度为 0, 0.00016, 

0.0008, 0.004, 0.02 mol/L. 通过预实验发现共培养

24 h后细胞可以稳定地发出较强的荧光, 故选取质粒

转染后 30 h 开始进行下列测试.  

(1) 共培养细胞绿色荧光检测 

对处理后的 24 孔板进行摄片, 每孔随机取 10 个

视野, 在共培养后 24 h 拍摄 10 张荧光照片. 摄片于

半小时内完成. 拍照后收取各孔细胞进行流式细胞

仪荧光检测. 收集 24 孔板内细胞. 消化液消化, 加入

1 mL PBS 吹打均匀, 吸取到 1.5 mL EP 管中, 2000 

r/min离心, 去上清液. 再加入 1 mL PBS清洗一遍, 离

心. 1 mL PBS 重悬细胞沉淀, 轻轻吹打均匀, 过 300

目滤网到流式专用管中, 放入流式细胞仪测量检测.  

(2) 共培养细胞 C3 质粒 CMV 启动子甲基化定

量检测 

按照 EZ Direct DNA 甲基化试剂盒说明书对目

的细胞进行消化. 借助亚硫酸氢钠测序法对 CMV 启

动子区的甲基化水平进行检测[9]. PCR 扩增 Primer1: 

5'TAATGGGAGTTTGTTTTGGTATT3'; Primer2: 5' 
TTATACTCCAACTTATACCCCAAAA3'.  

(3) 共培养细胞 GFP 基因 mRNA 表达检测 

按 RNeasy Mini Kit 试剂盒说明书抽提细胞总

RNA, 取 4.5 μg 进行反转录, 按照 SYBR Green 试

剂盒说明书检测 GFP 基因 mRNA 相对表达水平[11]. 

参照基因为 GADPH. 实时荧光定量 PCR 扩增引物: 

5'TTCAAGGACGACGGCAACTAC3'和 5'GTGAAC- 

TTCAAGATCCGCCAC3'.  

2.2.5  污染水产的去甲基化能力检测 

2010 年 4 月在天津沿海污染近岸采取水产样品

19 个, 均为当地居民喜欢食用的鱼类、贝类等 8 个品

种, 常规方法进行前处理, 粉碎、烘干, 消化和溶解, 

获得水产品的重金属提取液作为样品进行测试[12].  

2.2.6  统计方法 

数据采用 SPSS for windows 10.0 进行均数检验、

相关分析、回归分析等统计处理, 细胞荧光图片处理

采用 Image-Pro Plus 图像分析处理软件, 曲线拟合采

用 Excel 软件.  

3  结果与讨论 

3.1  C3 质粒甲基化处理效果双酶切验证 

未甲基化处理的质粒分别经 Hpa和 Msp酶切

后电泳照片呈现弥散状态; 甲基化处理的 C3 质粒经

Msp酶切后 DNA 产物电泳也呈弥散状态, 但是经

Hpa酶切后其产物电泳呈单一条带; 酶切产物电泳

结果提示甲基化处理效果较好, 经甲基化处理的 C3

质粒处于高甲基化状态(图 2).  

对回收的甲基化 C3 质粒进行亚硫酸氢钠处理, 

PCR 扩增后行 pGEM-T Easy 载体转染和克隆测序, 发 

 

 

图 2  重组质粒甲基化效果检测凝胶电泳. 1, 4.7 kb 的环状

C3质粒; 2, 未甲基化处理C3质粒经Msp酶切产物; 3, 未甲

基化处理 C3 质粒经 HpaⅡ酶切产物; 4, 甲基化 C3 质粒经

Msp酶切产物; 5, 甲基化 C3 质粒经 HpaⅡ酶切产物; 6, 

DNA 分子量标准 
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现质粒 EGFP 基因启动子区经过甲基化处理有 90.4%

的 CG 位点被甲基化, 也表明 EGFP 基因启动子区处

于高甲基化状态.  

3.2  5-AZA 染毒对 EGFP 基因启动子甲基化及其
基因表达的影响 

3.2.1  对 EGFP 基因启动子甲基化的影响 

对不同剂量 5-AZA处理的细胞提取C3质粒进行

甲基化检测. 结果表明 C3 质粒 EGFP 基因启动子区

甲基化水平与 5-AZA 处理浓度存在线性关系. 线性

方程为 y = 1.962x + 0.856; R2 = 0.800 (p = 0.024). 

5-AZA 染毒剂量与 HepG2 重组细胞 EGFP 基因启动

子区甲基化水平有较好的响应关系(表 1, 图 3).  

3.2.2  对 EGFP 基因表达的影响 

实时定量 PCR 检测过程中荧光信号稳定, 抬升

坡度适中. 实时定量 PCR 检测结果表明, 5-AZA 剂 

量梯度和染毒细胞 EGFP 基因表达相对量成良好  

的响应关系, y = 370.216x + 0.309; R2 = 0.982 (p = 

0.009) (图 4).  

3.2.3  对 HepG2 细胞 EGFP 绿色荧光的影响 

通过荧光显微镜对染毒细胞进行摄片, 发现不

同染毒剂量组之间细胞存在明显的荧光梯度. 5-AZA

染毒处理后 24 h 各剂量组的代表性荧光图片如图 5

所示.  

流式细胞术定量检测显示 5-AZA 剂量梯度与荧

光强度均数有良好的对数线性关系(表 1, 图 6 和图 7),  

线性方程为 y=0.640lnx+10.284; R2=0.890 (p = 0.028). 

表明细胞表达绿色荧光的强度的与阳性受试物去甲 
 

 

图 3  5-AZA 剂量梯度与甲基化水平线性关系 

    

图 4  5-AZA 与 EGFP 表达相对量线性关系 

表 1  5-AZA 剂量梯度与检测指标关系( x s ) 

5-AZA(mol/L) n 甲基化百分比(%) EGFP 表达相对量 EGFP 荧光强度 

0 5 90.4±8.7 — 2.88±0.86 

 0.00016 5 87.6±7.9 0.599±0.226 7.73±0.93 

0.0008 5 85.9±7.2 0.940±0.315 8.70±1.12 

0.004 5 88.3±7.5 1.102±0.392 8.96±1.25 

0.02 5 74.4±6.1 7.835±1.028 11.08±1.33 

 

 

图 5  5-AZA 剂量梯度染毒细胞株的代表性荧光显微镜绿色荧光摄片(放大倍数: 100) 
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图 6  5-AZA 剂量梯度染毒 HepG2 细胞株的绿色荧光流式细胞检测效果 

 

图7  5-AZA剂量梯度与细胞荧光强度均数对数回归拟合线

图(p = 0.028) 

基化污染物存在比较灵敏的对数响应关系. 

3.2.4  重组细胞受试体系的最低测试剂量和稳定性 

在预实验的基础上, 我们以 0.00016 µmol/L 为

最高染毒剂量, 依据 4 倍稀释的方式设置了四级染

毒梯度对受试细胞进行 5-AZA 染毒实验, 24 h 后在

荧光显微镜下, 0.00004 µmol/L 为可以观察到细胞里

具有显著的荧光改变的最低剂量. 故初步认为该方

法的最低评价水平为 0.00004 µmol/L 的 5-AZA. 对

浓度范围介于 0.00016, 0.0008, 0.004, 0.02, 0.1 

mol/L 之间的 5-AZA 样品进行测试, 发现同一样品

5 个平行样品之间的荧光检测变异程度介于 7.5% ~ 

23.9%之间.  

3.2.5  污染海域水产样品测试结果 

以 5-AZA 的去甲基化能力作为参考, 以 5-AZA 

浓度当量作为评价样品去甲基化能力的指标, 以纯

净水对照和 0.00004 µmol/L 的 5-AZA 去甲基化能力

为参考, 在 19个测试样品中, 发现 9个水产的重金属

提取液可以观察到明显的去甲基化效应, 其去甲基

化能力分别相当于 0.0064、0.007、0.0074、0.0082、

0.0183、0.0202、0.0203、0.0326、0.0387 µmol/L 的

5-AZA 溶液, 占总体 19 种受试样品的 47%, 其中花

蛤的去甲基化能力相对最高. 1 号采样点(中心渔港)

的扇贝、花蛤、毛蚶、虾蛄; 2 号采样点(北塘口)的花

蛤、缢蛏; 4 号采样点(高沙岭)的花蛤的重金属提取液

呈现较强的去甲基化能力(图 8).  

4  结论  

污染物不仅可以通过损伤人体的遗传物质, 导

致基因序列改变或染色体畸变, 影响重要功能性蛋

白的表达进而产生各种健康损伤效应; 还可以通过

改变受体重要基因启动子区的甲基化水平, 来调节

重要功能性蛋白的表达, 进而产生肿瘤等各种不良

效应, 也就是说污染物可以通过下调基因启动子区 
 

 

图 8  天津海域水产重金属提取物检测的代表性荧光显微镜

摄片(放大倍数: 100) 
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DNA 甲基化水平影响关键基因表达进而产生各种人

体健康损害[4, 13], 即表观遗传毒性. 本研究方法为表

观遗传毒性评价和检测提供了一种途径.  

5-AZA 是一种脱氧胞苷类似物, 也是 DNA 甲基

转移酶 1(DNMT1)的抑制剂, 在 DNA 复制过程中与

DNA 分子相结合, 并与 DNMT1 形成复合物, 抑制该

酶的甲基转移活性, 生成低甲基化子链, 从而实现去

甲基化功能[14]. 基本原理验证结果说明, 本研究创立

的污染物去甲基化表观遗传毒性评价方法可行. 与

EGFP 报告基因载体的常见使用方法不同, 本研究没

有插入新的目的基因, 而是对 EGFP 基因蛋白区进行

了人工高甲基化处理. 结合GFP报告基因的特点, 作

者构建一个研究污染水产去甲基化表观遗传毒性检

测的载体. 在甲基化、基因表达、蛋白质表达产物等

3 个水平的研究显示, 改造细胞株 EGFP-HepG2 对受

试物的去甲基化能力具有较好的响应关系, 5-AZA 染

毒共培养的剂量与其去甲基化能力和末端效果之间

存在统计学关联, 并且灵敏性和稳定性均属于可接

受范围.  

海河是我国主要的重污染河流之一, 据国家海洋

质量公报显示, 2008 年天津海域环境质量状况依然 

严峻, 严重污染海域面积有所增加, 主要集中在汉沽、

北塘、塘沽附近海域、大港少部分海域及大沽锚地等; 

84.6%的天津市入海排污口存在超标排污现象, 尽管

总体水产品质量尚好, 但汉沽和塘沽附近的经济贝类

也受到重金属镉的轻微污染, 甚至少数出现了不同程

度的超标现象[15]. 多种污染物的复合健康危害效应是

否严重, 长期食入该水产品能否导致人体基因组关键

基因启动子 DNA 的显著去甲基化都不清楚, 我们的

研究结果显示天津污染海域的水产品去甲基化能力值

得关注. 就本研究在该地采集的水产品而言, 有近半

数显示出较强的去甲基化表观遗传毒性.  

本研究为污染物去甲基化的新型健康危害风险

评价方法研究奠定了基础, 进一步深化了对环境污

染物毒性的认识, 有望推进污染物的表观遗传毒性

健康损害风险评价方法的建立.  
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Abstract: To study a novel evaluation method for demethylation epigenetic toxicity of pollutants based on an artificial 
recombinant pEGFP-C3 plasmid, pEGFP-C3 plasmid was methylated with M.Sss  in vitro first and then transfected into 
HepG2 cells. Taking 5-AZA as positive demethylation agent, the levels of methylation of the EGFP CMV promoter region, 
EGFP gene expression and green fluorescence intensity of the recombinant cell lines was quantified with sodium bisulfite 
sequencing assay, quantitative real-time quantitative PCR and flow cytometry at the time of 24 h after the cells co-cultured 
with 5-AZA gradients, respectively. A dose-respond relationship was explored between the cells’ response intensity at the 
former three levels and the co-cultured 5-AZA. The demethylation ability of the aquatic from polluted area of Tianjin basin 
was tested with this novel method. Good dose-respond relationships were found between DNA methylation of CMV 
promoter, EGFP gene expression, green fluorescence intensity of the recombinant cells and 5-AZA. The equation for green 
fluorescence intensity of the test cells and 5-AZA is y = 0.640lnx + 10.284 with R2 = 0.890. This method has a detection 

limit of 0.00004 µM 5-AZA and good repeatability with variation of 7.5%23.9%. Almost half of the aquatic from the 
Tianjin basin was found demethylation ability positively with this method.  

Keywords: demethylation, epigenetic toxicity, evaluation vector, EGFP, pollutants 


