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宫内镉暴露对新生儿全基因组DNA甲基化水平的影响

黄丽华 1，张云 2，王君 3，金银龙 3

摘要：

［目的］　探讨宫内镉暴露对新生儿全基因组DNA甲基化水平的影响。

［方法］　选取2011—2012年在某妇幼保健院分娩的300名产妇作为研究对象，分娩时收集新生儿脐动脉血，采用 ICP/MS

法检测脐动脉血中镉的质量浓度，LC-MS/MS法检测脐动脉血中全基因组DNA甲基化水平。采用 Spearman相关分析法和

多元线性逐步回归法分析两者之间的关系。

［结果］　新生儿脐动脉血中镉的质量浓度最小值为 0.02 µg/L，最大值为 2.61 µg/L，四分位数为 0.08、0.16、0.30 µg/L。

Spearman相关分析显示，脐动脉血镉的质量浓度与DNA甲基化水平无相关性（r=-0.106，P=0.068）。多元线性逐步回归

分析结果显示，排除混杂因素后，脐动脉血镉质量浓度与全基因组DNA甲基化水平呈负相关（P < 0.05）。

［结论］　宫内镉暴露可能会使新生儿全基因组DNA甲基化水平降低。
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Abstract: 

［Objective］　To explore the effect of cadmium exposure in utero on global DNA methylation of newborns. 

［Methods］　A total of 300 puerperae who gave birth in a selected maternal and child health center from 2011 to 2012 were 
enrolled in the study to collect umbilical arterial blood samples. Cadmium concentrations in umbilical arterial blood were detected 
by ICP/MS. Global DNA methylation levels in umbilical arterial blood were quantified by LC-MS/MS. The correlations between the 
cadmium concentration and the global DNA methylation levels were assessed by Spearman correlation analysis and multiple linear 
step-wise regression analysis.

［Results］　The cadmium concentrations were 0.02-2.61 µg/L in the umbilical arterial blood samples, and the quartiles were 0.08, 
0.16, and 0.30 µg/L, respectively. No correlation was observed between the umbilical arterial blood cadmium levels and the global 
DNA methylation by Spearman correlation analysis (r=-0.106, P=0.068). The results of multiple linear regression analysis showed 
that after excluding selected confounding factors the umbilical arterial blood cadmium level was negatively correlated to the global 
DNA methylation level (P < 0.05). 

［Conclusion］　In utero cadmium exposure might be associated with lower global DNA methylation level in newborns.
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镉在环境中常存在于食品、土壤与水中。镉具有

致癌性与发育毒性。宫内镉暴露会影响胎儿的生长

发育，造成不良出生结局，如畸形、低出生体重、流

产等［1-8］。镉也会导致多种癌症的发生，包括胃癌、

前列腺癌、肺癌、肾癌、肝癌、胰腺癌、膀胱癌等［9-11］。

“成人疾病胎源学说”指出，很多成年后的疾病，如癌

症、糖尿病、心血管疾病，都和胎儿时期的生长发育

有关。学者们也都认为宫内某些环境污染物暴露，包

括镉暴露，与出生后或成年后某些癌症的发生有关。

传统的癌症机制观点认为，癌症的发生是因为机体

DNA 突变所致，然而以镉为代表的某些环境污染物

的致突变能力很弱，从而使这一观点受到质疑。目前

研究者们更倾向于镉的致癌机制与以 DNA 甲基化为

代表的表观遗传学改变有关［12］。癌症的形成是一个

长期复杂的过程，DNA 甲基化是其中较为早期的改

变，胚胎发育早期 DNA 合成率很高，并且 DNA 甲基

化模式也在此时形成，因此也易受到影响。因此，本

研究拟探讨宫内镉暴露对新生儿全基因组 DNA 甲基

化的影响。

1   对象与方法
1.1   研究对象

从 2011—2012 年在我国中部某地妇幼保健院分

娩的产妇中选取 300 名作为研究对象，且样本资料完

整。产妇入选标准包括：18 岁以上，在当地居住一年

以上，不饮酒、不吸烟；孕期未服用任何人工流产药

物；无现患急、慢性疾病，无职业重金属暴露史；无

家族遗传病史。

1.2   生物样品的收集

分娩时收集新生儿脐带动脉血5 mL，冻存于-80℃

冰箱至测定。

1.3   脐动脉血中镉质量浓度的测定

采用 ICP/MS 法检测脐动脉血中镉的质量浓度。

样品的前处理方法：待冷冻血样放至常温，吸取

0.5 mL，加入 0.5 mL 优级纯硝酸（国药集团，中国），

100 ℃ 恒 温 水 浴 2~3 h 后，定 容 至 5 mL，待 测。同 时

做空白组。使用 7500ce 型电感耦合等离子体质谱仪

（Agilent，美国）进行测定，测得样品响应值，采用在

线内标校正法计算镉的质量浓度。ICP-MS 标准工作曲

线见表 1。精密度和回收率见表 2。

1.4   新生儿脐动脉血全基因组DNA甲基化水平的测定

使用试剂盒（QIAGEN，德国）提取脐动脉血中

的 DNA 并检测其浓度。使用 LC-MS/MS 法检测全基因

组 DNA 甲基化水平［13-15］。在 37℃条件下采用脱氧核

糖核酸酶（Epigentek，美国）对约 125 ng 基因组 DNA

进行酶解，采用 m/z 为 228.3/122.2 和 242.2/126.2 的离

子对 2’- 脱氧胞嘧啶核苷（dC）和 5- 甲基 -2’- 脱氧胞嘧

啶核苷（5mdC）进行 LC-MS/MS 检测。使用同位素内

标 Ribavirin-C15（m/z 为 250.2/113.3，Toronto Research 

Chemicals Inc.，加拿大）考察样品回收率。标准曲线

线性范围 dC：100~5 000 ng/mL；5mdC：5~250 ng/mL。

用 Analyst 1.5 软 件 对 色 谱 峰 进 行 积 分 计 算。以 浓

度为横坐标（x），待测物和内标峰面积比为纵坐标

（y），用加权最小二乘法（权重系数为 1/x2）计算待

测物浓度。

甲基化程度（%）=            W5mdC           ×100%
                                 W（dC）+W（5mdC）

WdC：2’- 脱氧胞嘧啶核苷的质量，ng；

W5mdC：5- 甲基 -2’- 脱氧胞嘧啶核苷的质量，ng。

表1   ICP-MS标准工作曲线
组分

（ng/mL）
空 白

（S0）
标 -1

（S1）
标 -2

（S2）
标 -3

（S3）
标 -4

（S4）
标 -5

（S5）
标 -6

（S6）

镉 0.00 0.20 0.40 1.00 2.00 4.00 10.0

表2   ICP-MS测定脐动脉血中镉元素的精密度和回收率

元素
检出限

（µg/L）
加标值

（µg/L）
RSD（%）

回收率
（%）

线性范围
（µg/L）

r

镉 0.03 2.00 2.4 114 0~20.0 0.999 8

1.5   统计学分析

采用 SPSS 13.0 进行统计学分析。其中脐动脉血

中镉质量浓度与全基因组 DNA 甲基化水平的相关性

采用偏态资料的 Spearman 相关分析，脐动脉血全基因

组 DNA 甲基化水平的影响因素筛选采用多元线性逐

步回归法。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   新生儿脐动脉血中镉质量浓度

新生儿脐动脉血中镉质量浓度最小值为 0.02 µg/L，

最大值为 2.61 µg/L，四分位数为 0.08、0.16、0.30 µg/L。

2.2   新生儿脐动脉血中DNA甲基化水平

新生儿脐动脉血DNA甲基化水平最小值为4.24%，

最大值为 6.63%，均数 ± 标准差为（4.68±0.31）%。

2.3   脐动脉血镉质量浓度与全基因组DNA甲基化水

平的相关性分析

经 Spearman 相关分析，r=-0.106，P=0.068。当检
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验水准 α=0.05 时无统计学意义，但 P 值与 0.05 比较接

近，因此进一步做多元线性回归分析。

2.4   多元线性逐步回归法分析脐动脉血全基因组

DNA甲基化水平的影响因素

选择胎儿性别、脐动脉血镉水平、产妇年龄、身

高、学历、家庭年收入、产前体质指数、孕周、是否

吸入二手烟作为自变量，见表 3。脐动脉血全基因组

DNA 甲基化水平作为因变量。以 α=0.05 为检验水准，

进行多元线性逐步回归分析，筛选脐动脉血全基因组

DNA 甲基化水平的影响因素。

表 3   脐动脉血全基因组DNA甲基化水平影响变量及赋值
自变量 赋值

胎儿性别 1= 男，0= 女

产妇年龄 实际数值

身高 实际数值

产前体质指数 实际数值

孕周 实际数值

学历 1= 中学及以下，0= 大学及以上

家庭年收入 1=3 万及以下，2=3 至 10 万，3=10 万以上

是否吸入二手烟 1= 是，0= 否

脐动脉血镉水平 实际数值

如表 4 所示，多元线性逐步回归分析结果显示，

排除表 3 中混杂因素后，脐动脉血镉质量浓度和全基

因组 DNA 甲基化水平呈负相关（P < 0.05）。

表 4   多元回归法分析脐动脉血全基因组DNA甲基化水平
的影响因素

变量 b Sb β t P

常数项 3.379 0.658 0.000 5.14 0.000

脐血镉水平 -0.124 0.063 -0.112 -1.97 0.049

产前体重 0.004 0.002 0.106 1.71 0.089

孕周 0.029 0.016 0.099 1.77 0.078

3   讨论
本研究中 300 名新生儿脐动脉血中镉质量浓度：

中 位 数 为 0.16 µg/L，最 小 值 为 0.02 µg/L，最 大 值 为

2.61 µg/L，低于 Lin 等［16］对台湾地区新生儿血镉质量

浓度的调查结果，其中位数为 0.33 µg/L，也低于 Tian

等［2］对湖北大冶 106 名新生儿血镉质量浓度的调查结

果，其中位数为 0.6 µg/L。说明本研究对象总体镉暴露

水平低于以上两个研究地区，但仍然存在镉暴露。

DNA 甲基化是指在 DNA 甲基转移酶的作用下，

S- 腺苷甲硫氨酸提供甲基供体，将其甲基转移到脱

氧胞嘧啶环第 5 位碳原子，形成甲基化脱氧胞嘧啶

（5mC）的共价修饰。DNA 甲基化是一种非常重要的表

观遗传学修饰，能够调控机体基因的表达。DNA 甲基

化水平通常与基因表达呈负相关，但在启动子区低甲

基化与转录活性呈正相关。DNA 甲基化水平改变会

导致与细胞分化和增殖相关的基因表达异常，这是致

癌作用的关键因素之一，是肿瘤抑制基因失活的一个

重要因素，从而导致细胞失去控制正常过程的能力，

进而发生恶，变形成肿瘤［12］。已被证实和表观遗传

调控基因改变有关的癌症包括前列腺癌、肺癌以及乳

腺癌等［17］。

目前国内外有关镉暴露与 DNA 甲基化关系的研究

以细胞与动物实验为主，且结果不一致。朱家桥等［18］

用 4 µmol/L 乙酸镉对原代大鼠肝细胞分别染毒 4、21 h

后发现，DNA甲基化水平较正常组低，且随着染毒时间

增加DNA甲基化水平逐渐下降。而Yuan等［19］用1 µmol/L

的氯化镉溶液对淋巴细胞进行染毒，3 个月后发现基

因组总甲基化水平升高。Zhou 等［20］使用镉致人支气

管上皮细胞恶性转化时发现，总 DNA 甲基化水平升

高。Pierron 等［21］用 Cd2+ 对欧洲鳗鱼染毒 45 d 后发现，

总 DNA 水平为高甲基化状态。曹哲明等［22］用不同浓

度的 Cd2+ 对鲤鱼进行染毒，高暴露组在第 2 天出现了

全基因组 DNA 甲基化水平升高，且甲基化水平的升

高早于基因组 DNA 损伤。Zhang 等［23］对母鸡进行的

镉染毒也发现，母鸡肝脏与肾脏中全基因组甲基化水

平升高。

关于镉与 DNA 甲基化水平的人群流行病学方面

的研究较少，并且结果不一致。Hossain 等［24］对 202 名

环境镉暴露的阿根廷妇女进行研究，结果显示：研究

对象的尿镉水平与 DNA 总甲基化水平呈负相关，尿镉

与血镉水平呈正相关，但并未观察到血镉和 DNA 总

甲基化水平之间的关系。Kippler 等［25］对孟加拉国 127

对母婴的调查发现：29% 女童和 96% 男童脐动脉血

DNA 的 CpG 位点甲基化状态与镉暴露水平呈正相关。

本研究中相关性分析结果显示，r=-0.106，P=0.068，

脐动脉血中镉质量浓度与全基因组 DNA 甲基化水平

无相关性，但是 P 值比较接近 0.05。进一步经多元线

性回归分析，排除混杂因素后，脐动脉血镉质量浓度

和全基因组 DNA 甲基化水平呈负相关。本研究结果

与 Hossain 等［24］的一致，但生物样本不同；与 Kippler 

等［25］不同，可能是由于检测指标不同。

镉暴露对 DNA 甲基化水平的影响可能和甲基转

移酶有关。至今在哺乳动物体内共发现 5 种甲基转移
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酶（DNA methyltransferase，DNMTs），分别为 DNMT1、

DNMT2、DNMT3a、DNMT3b、DNMT3l。其 中 DNMT1、

DNMT3a、DNMT3b 三种酶具有甲基转移活性，共同维

持甲基化状态［26］。DNMT1 在 DNA 复制的过程中能够

确保甲基精确地复制到子链，DNMT3a、DNMT3b 对胚

胎早期 DNA 甲基化的建立发挥了重要作用。多项研

究表明，镉使 DNA 甲基化发生改变的同时也能使甲

基转移酶的活性、表达发生改变［19-20，23-24］。因此甲基

转移酶的变化可能是镉影响 DNA 甲基化水平的原因

之一。

关于镉暴露对全基因组 DNA 甲基化影响的研究

结果不同，原因可能是环境暴露的混杂因素较多，比

如人群往往同时暴露于多种环境污染物，需要考虑某

些污染物之间的联合作用，且各地区的污染物种类不

同；此外，镉暴露水平不同、检测指标不同以及检测

方法不一致等可能也会对研究结果有所影响。建议今

后研究注意排除干扰因素。
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