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摘要 ：

[ 背景 ]　砷暴露可致人皮肤病变，砷所致的 DNA 甲基化改变是其主要的致病机制之一，但砷
如何引起 DNA 甲基化改变目前尚未明确。

[ 目 的 ]　 本 研 究 以 永 生 化 的 人 皮 肤 角 质 形 成 细 胞（HaCaT）为 研 究 对 象，检 测 亚 砷 酸 钠
（NaAsO2）暴露对 HaCaT 细胞 DNA 甲基转移酶（DNMTs）mRNA 和蛋白表达水平的影响，并探

讨砷所致氧化应激与其所致 DNMTs mRNA 和蛋白表达水平改变之间的关联。

[ 方法 ]　给予 HaCaT 细胞不同浓度的 NaAsO2（0、0.625、1.25、2.50 μmol·L-1）处理，干预组给予
10.0 μmol·L-1 抗氧化剂 N- 乙酰半胱氨酸（NAC）预处理 4 h 后加入 2.50 μmol·L-1 NaAsO2，染毒时
间为 72 h。应用免疫荧光法检测细胞活性氧（ROS）含量，生化法检测细胞内丙二醛（MDA）含
量，实时荧光定量 PCR 法检测细胞 DNMT1、DNMT3a 和 DNMT3b mRNA 水平，Western blotting

法检测 DNMTs 蛋白水平。

[ 结果 ]　不同浓度 NaAsO2 处理 HaCaT 细胞 72 h 后，HaCaT 细胞 ROS 含量、MDA 水平随染毒浓
度 的 增 加 而 升 高（F 趋 势 =441.675，P < 0.001 ；F 趋 势 =22.430，P=0.012）；1.25、2.50 μmol·L-1 浓
度组 DNMT1 mRNA 及蛋白表达水平均高于对照组（P < 0.05）。随染毒浓度的增加，DNMT1 

mRNA 及蛋白表达水平升高（F趋势=30.280，P=0.001 ；F趋势=40.421，P < 0.001），DNMT3a mRNA

及蛋白表达水平降低（F趋势=226.283，P < 0.001 ；F趋势=30.848，P=0.001），DNMT3b 蛋白表达水
平升高（F趋势 =15.095，P=0.005）；各染毒组 DNMT3b mRNA 表达水平与对照组相比，差异无
统计学意义（P > 0.05）。NAC 处理后，与 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 单独处理组相比，HaCaT 细胞 ROS

含量、MDA 水平、DNMT1 mRNA 和蛋白表达水平均降低（P < 0.05），DNMT3a mRNA 及蛋白水
平无明显改变（P > 0.05），DNMT3b 蛋白水平降低（P < 0.05），mRNA 水平无明显改变（P > 0.05）。

[ 结论 ]　NaAsO2 可改变 HaCaT 细胞 DNMTs mRNA 及蛋白表达水平，这种变化可能与砷所致的
氧化应激有关。
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Abstract: 

[Background] Exposure to arsenic can cause skin lesions in humans. DNA methylation changes 
caused by arsenic are one of its pathogenic mechanisms, but how arsenic causes DNA 
methylation changes is not yet clear.

[Objective] This study aims to investigate the effects of sodium arsenite (NaAsO2) exposure on 
DNA methyl transferases (DNMTs) mRNA and protein expression levels of immortalized human 
keratinocytes (HaCaT), and to explore the associations between oxidative stress induced by 
arsenic and the changes in DNMTs mRNA and protein expression levels.

[Methods] HaCaT cells were treated with NaAsO2 (0, 0.625, 1.25, and 2.50 μmol·L-1, respectively); 
HaCaT cells were pretreated with antioxidant N-acetylcystein (NAC) 10.0 μmol·L-1 for 4 h, and then 
treated with 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 for 72 h. Immunofluorescence method was used to detect the 
content of reactive oxygen species (ROS), biochemical method was used to detect the content of 
malondialdehyde (MDA), real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect the DNMT1, 
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DNMT3a, and DNMT3b mRNA expression levels, and Western blotting was used to detect the DNMTs protein expression levels in HaCaT 
cells.

[Results] After 72 h of NaAsO2 treatment, the ROS and MDA levels in HaCaT cells increased with higher dose (Ftrend=441.675, P < 0.001; 
Ftrend=22.430, P=0.012); DNMT1 mRNA and protein expression levels in HaCaT cells in the 1.25 and 2.50 μmol·L-1 groups were higher 
than those in the control group (P < 0.05). With the increase of NaAsO2 dose, DNMT1 mRNA and protein expression levels in HaCaT cells 
increased (Ftrend=30.280, P=0.001; Ftrend=40.421, P < 0.001), DNMT3a mRNA and protein expression levels decreased (Ftrend=226.283, P < 
0.001; Ftrend=30.848, P=0.001), DNMT3b protein expression level increased (Ftrend=15.095, P=0.005), and there was no significant difference 
in the DNMT3b mRNA expression level between the NaAsO2 treatment groups and the control group (P > 0.05). After NAC treatment, ROS 
content, MDA level, and DNMT1 mRNA and protein expression levels in HaCaT cells decreased significantly compared with the 2.50 μmol·L-1 
NaAsO2 group (P < 0.05); DNMT3a mRNA and protein expression levels did not change significantly (P > 0.05); DNMT3b protein expression 
level decreased significantly (P < 0.05), and its mRNA expression level did not change significantly (P > 0.05).

[Conclusion] NaAsO2 can change the mRNA and protein expression levels of DNMTs in HaCaT cells, and these changes may be related to 
the oxidative stress induced by arsenic.

Keywords: sodium arsenite; HaCaT cell; oxidative stress; DNA methyltransferase

砷（As）是自然界中分布广泛的类金属物质。无
机砷尤其是三价砷（As3+），毒性更大并具有致癌性，
是人类癌症的环境病因之一［1］。长期接触砷污染的
饮用水或燃烧含砷煤可导致砷中毒，皮肤病变是砷
中毒患者最常见的症状，其典型病变包括色素沉着、
色素脱失、角化过度，严重者甚至出现鳞状细胞癌和
基底细胞癌［2］。无机砷暴露所引起的 DNA 甲基化模
式改变与砷所致多种疾病的发生发展密切相关［2-3］，
但砷通过何种途径改变 DNA 甲基化模式，目前还不
得而知［4］。

DNA 甲 基 化 主 要 依 赖 DNA 甲 基 转 移 酶（DNA 

methyl transferase，DNMTs）的催化。哺乳动物中 DNMTs

主要分为两大类 ：DNA 甲基化维持酶 DNMT1，以及
DNA 从 头 甲 基 化 酶 DNMT3a、DNMT3b 等。DNMT1 可
在 DNA 复制期间将先前存在的甲基标记复制到半甲
基化的子链上，维持已建立的甲基化模式 ；DNMT3a、
DNMT3b 则负责将甲基转移到未甲基化的 DNA 上［5］。
DNMTs 异常表达可在砷所致多种肿瘤中检测到，然而
其建立机制尚未阐明。有研究表明，活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）可通过影响 DNMTs 的表达或形
成新的 DNMT- 复合物，引起基因特定位点异常高甲
基化［6-8］。慢性砷暴露可致机体内 ROS 增多，引起机
体抗氧化系统失衡，诱导氧化应激，破坏机体的生理
过程［9-10］。砷是否通过诱导 ROS 生成进而影响 DNMTs

的表达，目前尚不清楚。
本研究以 As3+ 的主要靶细胞—人角质形成细

胞（human keratinocyte，HaCaT）为研究对象，检测亚
砷 酸 钠（sodium arsenite，NaAsO2）暴 露 对 永 生 化 的
HaCaT 氧化应激、DNMTs 表达改变的影响，并探讨氧
化应激在其中是否发挥作用，为砷中毒机制研究提供

资料和依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂和仪器

NaAsO2、N- 乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC）、
2’，7’- 二氯荧光黄双乙酸盐（2’，7’-dichlorofluorescein 

diacetate，DCFH-DA）（ 美 国 Sigma），胎 牛 血 清（fetal 

bovine serum，FBS）、RPMI-1640 培养基（美国 Gbico），
细 胞 微 量 丙 二 醛（malondialdehyde，MDA）测 定 试
剂 盒（ 中 国 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ），TRIzol 试
剂（ 美 国 Invitrogen），逆 转 录 实 时 荧 光 定 量 PCR

（quantitative real-time PCR，RT-PCR）相 关 试 剂（ 日 本
TaKaRa），Western blotting 电泳相关试剂（中国碧云天
公司），内参 β-actin（中国武汉三鹰生物有限公司），
DNMT1、DNMT3b（美国 Immunoway），DNMT3a（英国
Abcam）；无菌操作台、二氧化碳恒温培养箱、倒置（荧
光）显微镜、全自动酶标仪（美国 Thermo），实时荧光
定量 PCR 仪（美国 Eppendorf）。
1.2   细胞培养与染毒
1.2.1   细胞培养   HaCaT 细胞购买于武汉大学中国典
型培养物保藏中心，将其常规培养于含 10% FBS 的
PIR-1640 完全培养基，置于 37℃、5%（体积分数）CO2

恒温培养箱中培养，使其充分贴壁后，更换新鲜培养
基。当细胞生长至 85%~95% 时，胰酶消化传代。
1.2.2   染毒浓度选择   根据参考文献［11］，预实验采
用终浓度为 0、0.625、1.25、2.5、5、10、20 μmol·L-1 的
NaAsO2 分别处理细胞 72 h，通过 CCK-8 法检测细胞相
对活力。低浓度的 NaAsO2（0.625、1.25、2.50 μmol·L-1）
处理 72 h 对 HaCaT 细胞没有明显的毒性作用，故本
次实验给予 0、0.625、1.25、2.50 μmol·L-1 NaAsO2 作用
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HaCaT 细胞 72 h。
1.3   NAC 抗氧化处理

不同浓度 NaAsO2 染毒细胞 72 h 后，2.50 μmol·L-1

浓度组 DNMTs 表达改变最明显，故选择此浓度进行干
预 ：10.0 μmol·L-1 NAC 预处理 4 h 后，加入 2.50 μmol·L-1 

NaAsO2 继续作用 72 h，同时设立正常对照组、单独
NAC 处理组（10.0 μmol·L-1 NAC），按常规培养后进行指
标检测。
1.4   ROS 检测

将 HaCaT 细胞接种于 6 孔板后常规培养，根据参考
文献［12］及预实验结果，处理结束后更换新鲜无血清
培养基稀释荧光探针（DCFH-DA 终浓度 ：10.0 μmol·L-1）
后，置于 37℃、5% CO2 恒温培养箱中避光孵育 30 min，
用荧光显微镜拍照观察，通过 Image J 软件分析各组
荧光亮度。
1.5   MDA 检测

根据 MDA 测定试剂盒说明书检测各组细胞内 MDA

含量。
1.6  RT-PCR 法检测DNMTs mRNA 表达

根 据 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b、β-actin 基 因 的
mRNA 序列，设计特异性引物，由上海生工生物工程
公司合成，引物序列如表 1。收集处理好的细胞，PBS

洗 3 遍，根据 TRIzol 说明书提取总 RNA 后，逆转录合成
cDNA，将逆转录产物与特异性引物进行 PCR 扩增，反
应终体系为 25 μL，具体体系如下 ：cDNA 1 μL，正向、反
向引物各 0.5 μL，SYBR 12.5 μL，双蒸水（ddH2O）10.5 μL ；
95℃预变性 2 min ；95℃变性 10 s ；59.0℃退火 20 s ；
72℃延伸 30 s，40 个循环 ；72℃延伸 10 s。反应结束
后，用 2% 琼脂糖凝胶电泳检测条带。

表 1   DNMTs、β-actin 基因 RT-PCR 反应引物
Table 1   Sequences for primers of DNMTs and β-actin used 

for RT-PCR

引物名称（Primer） 引物序列（Primer sequence，5’-3’）

DNMT1 F ：CCAAGCTCCGGACCCTGGATGTGT

R ：TGACACCATCTGTTCTTTCAGCTTCAC

DNMT3a F ：CGAGGCCGGTAGTAGTCACAGTAG

R ：GCACCTATGGGCTGCTGCGAAGACG

DNMT3b F ：CTGCCTCCAATCACCAGGTCGATTG

R ：CAAGGAGGGGGACAACCGTCCTT

β-actin F ：GAGCGGGAAATCGTCCGTGACATT

R ：GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG

1.7   Western blotting 检测 DNMTs 蛋白表达
采用超声破碎从 HaCaT 细胞中提取总蛋白，用聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转移到聚偏二氟乙烯膜。用 5%

脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，于适当浓度的一抗中 4℃孵
育过夜。次日于 2.5% 脱脂奶粉配制的二抗（1∶8 000）
室温孵育 2 h，然后用电化学发光（ECL）试剂盒进行曝
光检测。通过 Image Lab 软件分析 DNMTs 蛋白表达的
相对亮度，测定其灰度值，以样本值和内参 β-actin 表
达量的比值表示目的蛋白的相对表达量。
1.8   统计学分析

用 SPSS 13.0 统计软件进行分析，结果以 x±s 表示。
组间比较采用单因素方差分析 （one-way analysis of 

variance，ANOVA ），进一步采用 LSD-t 检验进行两两
比较，采用趋势检验检测量效关系。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   NaAsO2 的毒性效应
2.1.1   ROS   荧光探针 DCFH-DA 检测 ROS 发现，对照组
荧光亮度微弱，不同浓度 NaAsO2 处理组荧光亮度均
增加，与对照组相比差异均有统计学意义（t=-0.755，
P=0.001 ；t=-20.832，P < 0.001 ；t=-30.224，P < 0.001）；
趋势检验结果显示，ROS 表达水平呈浓度依赖性改变

（F趋势=441.675，P < 0.001）。见图 1A。
2.1.2   MDA   与对照组相比，1.25、2.50 μmol·L-1 NaAsO2

染毒组 MDA 水平升高（t=5.854，P=0.001 ；t=7.933，P < 

0.001），且随着染毒浓度的增加，细胞 MDA 水平逐渐
升高（F趋势=22.430，P=0.012）。见图 1B。

 

［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.001。
［Note］Compared with the control group, *: P < 0.05; **: P < 0.001.

图 1   不同浓度 NaAsO2 处理 HaCaT 细胞 72 h 后 ROS（A）、
MDA（B）水平

Figure 1   ROS (A) and MDA (B) levels in HaCaT cells treated with 
different concentrations of NaAsO2 for 72 h

2.1.3   DNMTs 基因 mRNA   不同浓度 NaAsO2 处理 HaCaT

细胞 72 h 后，与对照组比较，1.25、2.50 μmol·L-1 NaAsO2

染毒组 DNMT1 mRNA 表达增加（t=-3.13，P=0.012 ；
t=-5.170，P=0.001）；进一步趋势检验结果显示，DNMT1 
mRNA 表达随染毒浓度的增加而升高（F 趋势 =30.280，

A B
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P=0.001）。DNMT3a mRNA 表 达 随 NaAsO2 染 毒 浓 度 的
增加表现为先升高后降低（F趋势=226.283，P < 0.001），
在 NaAsO2 为 0.625 μmol·L-1 时 表 达 最 高，但 与 对 照 组
相比，差异无统计学意义（t=-0.600，P=0.565），1.25、
2.50 μmol·L-1 NaAsO2 染毒组 DNMT3a mRNA 表达明显低
于 对 照 组（t=5.409，P=0.001 ；t=5.714，P < 0.001）。各
组 DNMT3b mRNA 表达量差异无统计学意义（F=1.259，
P=0.354）。见图 2。

［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.001。
［Note］Compared with the control group, *: P < 0.05; **: P < 0.001.

图 2   不同浓度 NaAsO2 处理 HaCaT 细胞 72 h 后DNMTs 基因
mRNA 相对表达量

Figure 2   DNMTs relative mRNA expression levels in HaCaT cells 
treated with different concentrations of NaAsO2 for 72 h

2.1.4   DNMTs 蛋 白   Western blotting 结 果 显 示，
HaCaT 细 胞 经 NaAsO2 处 理 72 h 后，与 对 照 组 相 比，
1.25、2.50 μmol·L-1 NaAsO2 染 毒 组 DNMT1、DNMT3b、
DNMT3a 蛋白表达水平均发生改变，差异具有统计学
意义（P < 0.05）；进一步趋势检验结果显示，DNMT1、
DNMT3b 蛋白表达水平随染毒浓度的增加逐渐升高

（F 趋 势 =40.421，P < 0.001 ；F 趋 势 =15.095，P=0.005），而
DNMT3a 蛋白表达水平随着染毒浓度的增加而降低

（F趋势=30.848，P=0.001）。见图 3。
2.2   NAC 的干预效应
2.2.1   ROS   DCFH-DA 探针检测结果显示，与 2.50 μmol·L-1 

NaAsO2 单独处理组相比，10.0 μmol·L-1 NAC 预处理组
细胞内荧光亮度降低，差异有统计学意义（t=27.718，
P < 0.001），单独 NAC 处理组与对照组比较，差异无统
计学意义（t=1.878，P=0.133）。见图 4A。
2.2.2   MDA  与 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 单独处理组相比，
NAC 预处理组 MDA 水平降低（t=7.421，P=0.026），单
独 NAC 处 理 组 与 对 照 组 相 比，差 异 无 统 计 学 意 义

（t=2.253，P=0.265）。见图 4B。

 

［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.001。
［Note］Compared with the control group, *: P < 0.05; **: P < 0.001.

图 3   不同浓度 NaAsO2 处理 HaCaT 细胞 72 h 后 DNMTs
蛋白表达

Figure 3   DNMTs protein expression levels in HaCaT cells treated 
with different concentrations of NaAsO2 for 72 h

［注］* ：与 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 单独处理组比较，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 group, P < 0.05.

图 4   NAC 预处理对 NaAsO2 致 HaCaT 细胞 ROS（A）、
MDA（B）表达的影响

Figure 4   ROS (A) and MDA (B) levels in HaCaT cells induced by 
NaAsO2 and NAC pretreatment

 
2.2.3   DNMTs 基 因 mRNA 及 蛋 白   与 单 独 NaAsO2 

2.50 μmol·L-1 染毒组相比 ：NAC 预处理组 DNMT1 基因
mRNA 表 达 水 平 降 低（t=8.801，P=0.000），DNMT3a、 

DNMT3b mRNA 表达水平差异无统计学意义（t=0.117，
P=0.558 ；F=2.122，P=0.176）（图 5）；DNMT1、DNMT3b

蛋 白 水 平 均 降 低（t=10.827，P < 0.001 ；t=9.276，P < 

0.001）。各组 DNMT3a 蛋白水平无明显改变（F=1.149，
P=0.387）（图 6）。
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［注］** ：与单独 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 处理组比较，P < 0.001。
［Note］**: Compared with the 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 group, P < 0.001.

图 5   NAC 预处理对 NaAsO2 致 HaCaT 细胞DNMTs 基因
mRNA 表达改变的影响

Figure 5   DNMTs mRNA expression levels in HaCaT cells induced 
by NaAsO2 and NAC pretreatment

 

 

［注］** ：与单独 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 处理组比较，P < 0.001。
［Note］**: Compared with the 2.50 μmol·L-1 NaAsO2 group, P <  0.001.

图 6   NAC 对 NaAsO2 致 HaCaT 细胞 DNMTs 蛋白表达水平
变化的影响

Figure 6   DNMTs protein expression levels in HaCaT cells induced 
by NaAsO2 and NAC pretreatment

3   讨论
DNMTs 是参与 DNA 甲基化进程的主要酶，其表达

异常可引起基因（组）DNA 甲基化状态发生紊乱，从
而影响基因及基因组的稳定性。探讨砷通过何种途径
介导 DNMTs 发生改变，对进一步揭示砷致 DNA 甲基
化发生机制有着重要意义。

DNMTs 表达水平升高被认为是引起抑癌基因启
动子区发生高甲基化的主要原因之一，其中 DNMT1

与一些抑癌基因的甲基化程度密切相关［13］。DNMT1

作为维持甲基化状态的关键酶，在 S 期与 DNA 复制位
点保持新合成链 DNA 甲基化状态有关，在 G2、M 期则
主要通过与染色质结合，维持已建立的甲基化模式。
Rhee 等［14］通过构建 DNMT1-/-、DNMT3b-/- HCT116 细
胞系发现，同时靶向干扰 DNMT1 与 DNMT3b 可抑制
p16 基因表观遗传沉默，提示 DNMT1 与 DNMT3b 在人
类肿瘤细胞中可协同维持 DNA 甲基化参与调控基因
沉默。Kim 等［15］利用基因敲除技术发现，在 DNMT3a

基 因 存 在 的 情 况 下，同 时 敲 除 DNMT1、DNMT3b 对
目的基因 DNA 甲基化的影响更胜于单一的敲除。在
本 研 究 中，经 NaAsO2 处 理 可 致 HaCaT 细 胞 DNMT1

及 DNMT3b 蛋 白 表 达 水 平 上 调，同 时 DNMT3a 蛋 白
表达水平降低，提示 NaAsO2 诱导的 DNMTs 蛋白表达
变化是砷所致甲基化改变的原因之一。但本研究中
DNMT3b mRNA 及蛋白水平表达并不完全一致，可能
是由于真核基因表达的转录和翻译发生时间和位点
存在时空间隔，其次在转录后又有转录后加工、转录
产物降解、翻译、翻译后加工及修饰等，具体 DNMT3b

基因转录及翻译水平不完全一致的原因还需进一步
的研究予以揭示。

本课题组前期研究发现，燃煤污染型病区人群尿
砷水平与尿中 8- 羟基鸟嘌呤水平呈正相关 ；同时，尿
中 8- 羟基鸟嘌呤水平还与 p53、p16 基因启动子区某
些 CpG 位点的甲基化水平呈正相关，提示砷所致的氧
化应激过程可能参与了砷介导的抑癌基因 p53、p16

基因的异常甲基化过程［16］。已有研究表明，ROS 自
由基的产生与诸多外源化学物所致的 DNMTs 改变有
密切的关系。ROS 介导的 DNMTs 特别是 DNMT1 表达
上调可能是由于 ROS 家族成员超氧阴离子诱导 ras 等
途径激活，导致 DNMT1 基因启动子激活，从而介导
DNMT1 基因表达上调［17-19］。本研究发现，经 NaAsO2

处理的 HaCaT 细胞出现 ROS、MDA 表达水平升高，以
及 DNMT1 和 DNMT3b 蛋白表达水平升高，此改变可
被抗氧化剂 NAC 阻断。NAC 含有活跃的 -SH 基，可以
通过增加细胞内谷胱甘肽含量从而降低细胞氧化应
激损伤，并可清除 ROS 的生成、抑制氧化应激相关通
路等［6，20-21］。以上结果提示 NaAsO2 所致的 ROS 生成
和氧化应激可能参与了砷所致 DNMT1、DNMT3b 表
达改变。但在本实验条件下，抗氧化剂 NAC 处理后，
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DNMT3a mRNA 与蛋白水平均未发生明显改变，提示
砷可通过多种途径调节 DNMTs 的转录和表达，但其具
体机制还有待进一步研究。

综 上，在 一 定 浓 度 下，NaAsO2 可 影 响 HaCaT 细
胞 DNMTs 的转录与翻译，即 NaAsO2 可致 HaCaT 细胞
DNMT1 mRNA 和蛋白表达水平升高，DNMT3b 蛋白表
达水平升高，DNMT3a mRNA 和蛋白表达水平降低，
且经 NAC 抗氧化处理后，DNMT1 mRNA 和蛋白表达水
平、DNMT3b 蛋白表达水平降低，这种改变可能与砷
所致的氧化应激有关。
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