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短期暴露于纳米 SiO2 对 HaCaT 细胞

基因组 DNA 甲基化的影响
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摘要: 目的 探讨纳米 SiO2 对体外 培 养 细 胞 基 因 组 总 体 DNA 甲 基 化 水 平 的 影

响。方法 分别以 2. 5、5、10μg /ml 纳米 SiO2 溶液和 10μg /ml 微米级 SiO2 处理人皮

肤表皮细胞系( HaCaT) 24h; 以 3μmol /L DNA 甲基化转移酶抑制剂 5-脱氧杂氮胞苷

( DAC) 处理 48 h 的 10μg /ml 组为阳性对照，并设立溶剂对照组。应用高效毛细管电

泳( HPCE) 定量分析纳米 SiO2 处理细胞 24h 后，基因组 DNA 总体甲基化的变化，用

Q-PCR 和 Western Blot 方 法 检 测 甲 基 化 相 关 蛋 白 mRNA 和 蛋 白 的 表 达 变 化，并 用

DNA 甲基化转移酶活性试剂盒检测 DNA 甲基化转移酶的活性。结果 HPCE 定量

分析结果显示纳米 SiO2 可 引 起 HaCaT 细 胞 总 体 甲 基 化 程 度 降 低，呈 剂 量 依 赖 性 关

系; 与正常细胞相比，微米 SiO2 以及 2. 5、5 和 10μg /ml 纳米 SiO2 组分别降低 37. 8%、
43. 9%、54. 9% 和 52. 8% ，差 异 有 显 著 性 ( P ＜ 0. 05 ) ; 对 照 组 5-aza-dC 处 理 后 使

HaCaT 细 胞 甲 基 化 程 度 减 少 27. 3%。各 组 酶 的 蛋 白 表 达 与 mRNA 表 达 水 平 及

DNMTs 活性 变 化 具 有 相 同 的 变 化 趋 势，经 纳 米 SiO2 处 理 的 HaCaT 细 胞，DNMT1、
DNMT3a 及 MBD2 表达随着纳米 SiO2 剂量的上升而下降，DAC 组表达水平最低。结

论 纳米 SiO2 能引起 HaCaT 细胞整体基因组 DNA 甲基化水平降低，可能与 DNA 甲

基化转移酶的酶活性降低有关。

关键词 : DNA 甲基化 高效毛细管电泳( HPCE) 纳米 SiO2
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Genome DNA hypomethylation in HaCaT cells
after short exposure to SiO2 nanoparticles

GONG Chunmei，YANG Linqing，TAO Gonghua，LIU Qingcheng，LIU Jianjun，

ZHUANG Zhixiong
Shenzhen Center for Chronic Disease Control，Shenzhen 518020，China

Abstract: Objective To observe the effect of SiO2 nanoparticles on genome DNA
methylation profile in cultured cells． Methods HaCaT cells were treated with nm-SiO2 at
2. 5，5 and 10μg /ml and micro-SiO2 at 10μg /ml for 24h and DAC treatment was given at
10μg /ml group for 48h． The mC / ( mC + C ) percent was quantified by high performance
capillary electrophoresis ( HPCE ) assay，and the expression level of mRNA and protein
was detected by Real-time Q-PCR and westernblot assay． The activity of DNMTs was
determined by DNA Methyltransferase Activity / Inhibition Assay Kit． Results HPCE
assay showed that nm-SiO2 -treated cells were decreased in some degree． An average
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proportion of methylated mC / ( mC + C) was 4. 82% in control，2. 7% in 2. 5μg /ml and
2. 17% in 10μg /ml groups，while 3. 1% in micro-SiO2 groups，which got the consistent
downtrend of genome methylation level during increasing nm-SiO2 dose nanoparticles． The
mRNA expression level for DNMT1 decreased gradually with increased dose of nm-SiO2

nanoparticles． The alterations at protein level were similar to those at the mRNA level．
Conclusion Genomic DNA methylation levels were decreased in HaCaT cells after short
term exposure to SiO2 nanoparticles．

Key words: DNA methylation，high performance capillary electrophoresis，SiO2

nanoparticles ( nm-SiO2 ) ，HaCaT cell

纳米 SiOx 是目前世界上 大 规 模 工 业 化 生 产

产量最高的一种 纳 米 材 料。众 所 周 知 以 石 英 为

代表的结 晶 型 SiO2 对 人 体 有 很 大 危 害，可 致 肺

组织纤维 化 ( 矽 肺 ) ，其 致 癌 作 用 已 有 足 够 的 动

物实验和 人 群 流 行 病 学 调 查 证 据，被 国 际 癌 症

研 究 所 ( IARC ) 于 1997 年 确 定 为 Ⅰ 类 致 癌

物［1-2］。纳米 SiO2 ，因 具 有 特 殊 的 结 构 层 次，化

学纯度高，分 散 性 好，比 表 面 积 大，是 目 前 世 界

上大规模工业化 生 产 的 产 量 最 高 的 一 种 纳 米 粉

体材料，具 有 良 好 的 稳 定 性、易 散 性 和 融 变 性，

因此广泛应用于 橡 胶、涂 料、生 物 医 学 及 生 物 技

术等各 个 领 域［3-4］。人 们 在 工 作 和 生 活 中 接 触

机会增多，对 其 生 物 学 效 应 的 研 究 也 越 来 越 受

到人们的 关 注，其 毒 性 研 究 目 前 尚 处 于 起 步 阶

段，研究 结 论 亦 不 完 全 一 致［5-9］，迄 今 世 界 各 国

尚未制定针对纳 米 材 料 特 性 的 安 全 评 价 标 准 和

劳动保护条例。
表遗传学研究手段应用到毒理学范畴为全面

评价外源化学物质的遗传毒性提供了新的思路和

可能［10］，对纳米 材 料 的 安 全 性 评 价 也 是 如 此，但

目前国内外关于纳米材料表遗传毒性的研究报道

还很鲜见。基因组 DNA 整体甲基 化 状 况 是 基 因

表观遗传微环境的基础之一，DNA 甲基 转 移 酶 1
( DNA methyltransferase 1，DNMT1 ) 参与维持基因

组 DNA 的甲基化状态［11］。
本 研 究 以 人 皮 肤 表 皮 细 胞 HaCaT 为 研 究 对

象，对比 细 胞 暴 露 于 微 米 SiO2 及 纳 米 SiO2 后 基

因 组 DNA 总 体 甲 基 化 水 平 的 变 化，同 时 检 测 甲

基化转移酶在 mRNA 和蛋白表达变 化 及 DNMTs
的活性变化，观察 暴 露 于 SiO2 纳 米 颗 粒 后，基 因

组 DNA 甲基化水平及 DNMTs 表达及活性差异。

1 材料与方法

1. 1 材料

HaCaT 细胞购自中 国 武 汉 典 型 物 收 藏 中 心;

细胞受试物为质量浓度 2% 的 15nm-SiO2 溶液，购

自 杭 州 万 景 新 材 料 有 限 公 司。微 米 SiO2 粉 末

( 1 ～ 5μm) 购自美国 Sigma 公司。
1. 2 纳米 SiO2 材料的表征

1. 2. 1 粒径分布 使用 NICOMP 380ZLS Submicron
Particle Sizer 测定纳米 SiO2 溶液的有效粒径分布，

比较检测结果与商品标注的粒径值有无差异。并

使用激光离子粒度仪检测纳米 SiO2 与 MEM 培养

基混合 24h 后的水动力学粒径，以检测与细胞暴

露时的 有 效 粒 径。15nm 样 品 平 均 粒 径 为 ( 13. 0
± 1. 8 ) nm 的 颗 粒 占 100%。该 有 效 粒 径 值 与 厂

商标注 的 15nm 有 一 定 偏 差，但 较 接 近 标 注 值。
为了确定暴露过程中的真实粒径，将纳米 SiO2 用

无血清 MEM 培 养 基 稀 释 到 最 大 的 工 作 浓 度，

37℃ 放置 24h，测其有效粒径。结果 15nm 样品平

均粒径为( 14. 6 ± 0. 3 ) nm。
1. 2. 2 Zeta 电位 使用 NICOMP 380ZLS Submicron
Particle Sizer 测定纳米 SiO2 溶液的 Zeta 电位( Zeta
电位是一 个 表 征 分 散 体 系 稳 定 性 的 重 要 指 标 ) ，

比较检测不同溶液体系分散性和稳定性。结果显

示 15nm SiO2 的 Zeta 电位为 － 14. 37 mV，而 微 米

SiO2 的 Zeta 电位 － 63. 31 mV。
1. 2. 3 化学纯度 使用 ICP-MS Thermo Elemental
X7 检测其化学纯度，比较不同样品的化学组 成，

包括重金属元素等。检测结果显示: 样品纯度均

相当高，达 到 99. 9% 以 上; 并 未 检 出 有 任 何 重 金

属元素存在，仅有少量的钠元素被检出。
1. 2. 4 透射电镜检测 使用透射电镜 ( TEM ) 对

其粒径进行直接表征，比较其与间接粒径表征之

间的差异。透射电镜对纳米颗粒的表征是一种直

接 表 征，本 实 验 中 前 面 的 间 接 表 征 显 示 该 纳 米

SiO2 符合实验要求。直接表征结果也显示该纳米

SiO2 合乎规格( 见图 1 ) 。
1. 2. 5 无菌处理 为了确保在细胞 暴 露 于 不 同

粒径的二氧化硅的过程中仍然处于无菌状态，在

暴露之前，对其储液进行 30min 的紫外暴露处理。
无菌处理的结果显示，当购入的纳米 SiO2 溶液不
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A: 15nm SiO2 ; B: 微米 SiO2

图 1 SiO2 颗粒的透射电镜分析图

Figure 1 TEM images of engineered SiO2 nanoparticles

经任何处理时，作用于哥伦比亚血平板后能长出

大量细菌( 未处理) ，但是每毫升样品放于六孔板

中经过紫外处理 30min 或者经过 0. 22μm 滤膜处

理后，则处 于 无 菌 状 态。但 是 经 过 0. 22μm 滤 膜

处理后的样品，可能会降低二氧化硅溶质的含量，

所以所有实验都采用紫外处理的方式。
1. 3 细胞培养及处理

HaCaT 细胞用含胎牛血清 10% ( V /V) 、1% 青

链霉素双抗、1% 的丙酮酸钠、1% 的非必需氨基酸

的 MEM 培养液，在 37℃、5% CO2、饱 和 湿 度 的 环

境中培 养，细 胞 大 致 按 1. 0 × 104 个 / cm2 密 度 接

种，隔日换液，每周传代 2 ～ 3 次。根据既往的细

胞毒性试验确定细胞暴露浓度。分别以 2. 5、5 和

10μg /ml 纳 米 SiO2 处 理 人 永 生 化 细 胞 ( HaCaT )

24h。其中一组以 3μmol /L DNA 甲基转移酶抑制

剂 5-脱氧 杂 氮 胞 苷 ( DAC ) 预 处 理 24h 后，再 以

10μg /ml 的纳 米 SiO2 处 理 HaCaT 细 胞 24h 记 为

DAC 组，以此 为 阳 性 对 照。溶 剂 对 照 组、微 米 组

对照组 分 别 是 以 溶 剂 和 10μg /ml 的 微 米 SiO2 处

理 24h 的细胞。
1. 4 HPCE 法精确检测 5-mC 的含量

1. 4. 1 样品处理 HPCE 的 样 品 预 处 理 和 电 泳

参考文献［12］并 略 作 修 改，样 品 处 理 步 骤 详 细

如下:

( 1 ) 取 10μg DNA，37℃ ，RNAase A 消 化 1h;

用 3mol /L NaAc ( 0. 1V，pH5. 2 ) 和 冷 无 水 乙 醇

( 2V，100% ) 沉 淀 DNA。 ( 2 ) DNA 溶 于 10μl
ddH2O 中，沸 水 中 水 浴 5min，冰 上 冷 却。
( 3 ) 10mmol /L ZnSO4 ( 1. 5μl ) + 1. 5μl 核 酸 酶 P1
( Sigma; 200U /ml) 于 30mmol /L NaAc 中，37℃ 下

孵 育 18h。 ( 4 ) 加 入 Tris 1. 25μl; ( 0. 5mol /L;

pH8. 3) 和 0. 75μl 碱 性 磷 酸 酶 ( Sigma; 50U /ml )

于 2. 5mol /L ( NH4 ) 2 SO4 ，在 37℃ 下 孵 育 2h。
( 5 ) 10 000r /min离心 5min，4℃ 保存备用。
1. 4. 2 高 效 毛 细 管 电 泳 70cm × 75μm 的 毛 细

管，有 效 分 离 长 度 为 65cm，电 泳 缓 冲 液 由

48mmol /L NaHCO3 ( pH 9. 6 ) 及 60mmol /L SDS 组

成，电泳 条 件 25℃ ，15kV，254nm 处 检 测; 电 泳 系

统先用 1. 0mol /L NaOH 及 0. 1mol /L NaOH 平 衡

3min，电泳缓冲液 48mmol /L NaHCO3 ( pH 9. 6 ) +
60mmol /L SDS 平衡 3min; 进样条件 ( 0. 3p． s． i． )

3s; 15kV 恒 压 及 20℃ 恒 温，汞 灯，紫 外 检 测 波 长

254nm，计 算: dmC 峰 面 积 × 100 / ( dC 峰 面 积 +
dmC 峰面积) 。
1. 5 基因蛋白表达水平检测

1. 5. 1 相 关 基 因 mRNA 表 达 变 化 应 用 Trizol
试剂( Invitrogen) 提取细胞总 RNA，PrimeScript
RT reagent Kit( Takara) 反转录合成 cDNA，荧光定

量 PCR 采用 SYBR + Premix Ex TaqTM ( Perfect
Real Time) ( TaKaRa) 试剂。引物序列如下表:

表 1 DNMTs 引物设计和内对照基因 ACTB 引物

Table 1 The primer sequences of DNMTs related

genes and ACTB gene

序列
( 5’—3’)

退火

温度
( ℃ )

DNMT1 F ACGACCCTGACCTCAAATAT 60
R CCATTAACACCACCTTCAAG A

DNMT3a F CACAGAAGCATATCCAGGAG 60
R CACATTCTCAAAGAGCCAGA
R CGATAGGAGACGAGCTTATTG
R CCTGACCCTTCTGATGTCTC

MBD2 F ACTATAAGTGCCCTCTGTGT 58
R TCAGAGTCTCCTTCATGTACTT

ACTB F TGGCACCCAGCACAATGAA 60
R CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA

1. 5. 2 相 关 蛋 白 水 平 表 达 采 用 蛋 白 裂 解 液

( 10mmol /L Tris-HCl，pH7. 5，7mol /L Urea，2mol /L
Thiourea，4% CHAPS，2mol /L Thiourea ) 提 取 细 胞

总 蛋 白，一 抗 DNMT1 ( ab54759-100，abcam ) ，

DNMT3a( sc-20703，Santa Cruz) ，MBD2 ( sc-10753，

Santa Cruz) ，GAPDH ( sc-32233，Santa Cruz) ; 二 抗

goat anti-mouse IgG-HRP ( prod # 31430，Thermo
Scientific) ，goat anti-rabbit IgG-HRP ( prod#31460，

Thermo Scientific) ; 进行 Western Blot 检测蛋白表

达水平变化。
1. 6 DNA 甲基化转移酶( DNMTs) 活性检测

核抽提试剂盒是一种从全细胞中抽提核的简

便、快速而有效的方法，本试验参照核抽提试剂盒

( Active Motif North America ) 对 处 理 细 胞 抽 提 核

蛋白后，利用 2D quant 定量试剂盒对获得的核抽

提物进行定量。定量后参照甲基转移酶活性检测

试 剂 盒 DNA Methyltransferase Activity / Inhibition
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Assay Kit( Epigentek US) 对抽提的核蛋白 DNMTs
的活性进行测定。
1. 7 统计学分析

统计分析使用 SPSS 16. 0 软件，数据以 珋x ± s 表

示。组间 均 数 的 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( one-
way ANOVA ) 的 方 法，进 一 步 的 两 两 比 较 采 用

Dunnett-t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 总体甲基化水平

以 HaCaT 细胞作为受试细胞，经纳米 SiO2 染

毒处理 24h 后，用 HPCE 电泳检测 HaCaT 细胞的

总体甲基化水平。实验结果如图 2 显示纳米 SiO2

可引起 HaCaT 细胞甲基化程度降低，呈剂量依赖

性关 系; 与 正 常 细 胞 相 比，微 米 SiO2、2. 5、5 和

10μg /ml 分 别 降 低 37. 8%、43. 9%、54. 9% 和

52. 8% ，差异有显著性( P ＜ 0. 05 ) ; 与甲基化免疫

荧光结果相似。对照组 5-aza-dC 处理后使 HaCaT
细胞甲基化程度减少 27. 3%。

图 2 HPCE 法检测纳米 SiO2 对 HaCaT 细胞

总体 DNA 甲基化的影响

Figure 2 Analysis of global DNA methylation in HaCaT

cells induced by SiO2 particles through HPCE assay

2. 2 甲基化转移酶基因和蛋白表达水平的检测

2. 2. 1 甲基化转移酶 mRNA 表达水平的检测

由表 2 可见，对于 DNMT1 的 mRNA 水平表达，与

溶剂对照组 相 比，微 米 SiO2 组 细 胞 无 明 显 改 变，

纳米 SiO2 暴 露 组 ( 2. 5、5 和 10μg /ml ) 分 别 降 低

26. 8%、55%、59. 6% ，对 于 DAC 处 理 组，DNMT1
的 mRNA 水 平 也 降 低 74. 9%。对 于 DNMT3a 的

mRNA 水 平 表 达，与 溶 剂 对 照 组 细 胞 相 比，微 米

SiO2 组细胞稍微降低，纳米 SiO2 暴露组( 2. 5、5 和

10μg /ml) 分别降低 42. 4%、49. 8%、62. 5% ，对于

DAC 处 理 组，DNMT1 的 mRNA 水 平 也 降 低

66. 1%。对于 MBD2 则随着纳米 SiO2 剂量的升高

有降低的趋势。因此，在纳米 SiO2 致 HaCaT 细胞

表观遗传改变的过程中，与对照组细胞相比，纳米

SiO2 暴 露 组 细 胞 DNMT1、DNMT3a 和 MBD2 的

mRNA 表达有所降低。
表 2 HaCaT 细胞经 15nm SiO2 处理 24h 后

甲基化相关酶 mRNA 相对定量

Table 2 Differential expression of DNMTs and

MBDs( n = 3，珔x ± s) %

组别 DNMT1 DNMT3a MBD2
对照组 100 100 100
微米 SiO2 89 ± 6 74 ± 8 ( 1 ) 110 ± 12
纳米 SiO2 ( μg /ml)
2. 5 73 ± 4 ( 1，2 ) 58 ± 4 ( 1，2 ) 106 ± 10
5 45 ± 5 ( 1，2 ) 50 ± 5 ( 1，2 ) 90 ± 8 ( 1，2 )

10 40 ± 3 ( 1，2 ) 38 ± 4 ( 1，2 ) 78 ± 7 ( 1，2 )

DAC 25 ± 3 ( 1，2 ) 34 ± 3 ( 1，2 ) 34 ± 9 ( 1，2 )

注: ( 1 ) 与对照组相比 P ＜ 0. 05 ; ( 2 ) 与微米 SiO2 组比

较P ＜ 0. 05

2. 2. 2 DNA 甲基化转移酶蛋白表达水平的检测

应用相应的抗体进行蛋白印迹检测，各组细胞

DNA 甲基化相关酶的蛋白表达如图 3 显示，各组

酶的蛋白 表 达 与 mRNA 表 达 水 平 具 有 相 同 的 变

化趋 势，纳 米 SiO2 致 HaCaT 损 伤 的 过 程 中，

DNMT1、DNMT3a 及 MBD2 表 达 呈 下 降 趋 势，DAC
组表达水平最低。

图 3 HaCaT 细胞经 15nm SiO2 处理 24h 后

甲基化相关酶的蛋白表达

Figure 3 The protein levels in HaCaT cells induced by

15nm SiO2 for 24h were detected by immunoblotting

2. 3 甲基转移酶活性检测

纳米 SiO2 致 HaCaT 损伤的过程中，与溶剂对

照组细胞相比，发现所测得的酶活性有下降的趋

势，微 米 级 对 照 组 的 活 性 是 溶 剂 对 照 组 活 性 的

96. 7% ，nm-SiO2 染毒组( 2. 5、5、10μg /ml) 细胞的

活性 分 别 为 溶 剂 对 照 组 的 68. 7%、57. 1% 和

60. 4% ，对于 3μmol /L 甲基化酶抑制剂 DAC 组为

溶剂对照 组 的 32. 5%。与 对 照 及 微 米 SiO2 组 比

较，纳米 SiO2 三 个 染 毒 组 及 DAC 组 均 显 著 降 低

( P ＜ 0. 05 ) 。

3 讨论

皮 肤 是 人 体 最 大 的 器 官，经 皮 暴 露 是 纳 米

SiO2 的一种重要暴露途径，所以本研究选用 人 皮

肤表皮细胞 HaCaT 为研究对象，研究暴露后对其

基因组整体甲基化的影响及 DNA 甲基化 相 关 蛋
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白的表达变化，为纳米 SiO2 的生物效应研究和安

全性评价 提 供 实 验 依 据。DNA 甲 基 化 是 一 种 十

分重要的基因表达调控机制，在生物进化、物种繁

衍和个 体 生 存 诸 方 面 均 具 有 广 泛 的 作 用。DNA
甲基化也是表观遗传学修饰的一个主要方面，通

过对基因组整体甲基化水平和特定基因水平甲基

化的研究，进一步明确了基因功能，也揭示了疾病

中许多基因表达沉默的表观遗传学机制［13］。
胞嘧啶甲基化是真 核 生 物 最 常 见 的 DNA 序

列修 饰，是 在 DNA 甲 基 转 移 酶 ( DNMT ) 的 作 用

下，胞嘧啶环的 C5 加入一个甲基成为 5-甲基胞嘧

啶( 5-mC) 。该反应主要发生在与鸟嘌呤 5’端相

邻的胞嘧啶上，也就是 CpG 二核苷酸。DNA 甲基

化发生在 5-胞嘧啶残基，由 DNMTs 催化，并建立

和维持正常的 DNA 甲基化模式，从而进行正常的

基因表达调控［14］。
每项毒理学检测都应该附有待测纳米材料的

详细表征参数，以更好地了解其生物关联性。因

此，在 进 行 实 验 研 究 之 前，对 纳 米 SiO2 及 微 米

SiO2 进行了部分理化性质的表征工作，目的在于

描述不同实 验 阶 段 纳 米 SiO2 的 主 要 表 征 参 数 的

变化，从而评估当前所用的分析技术、方法和程序

是否能满足体内外实验研究中定性和定量检测纳

米材料的要求，以得到科学有意义的剂量-效应关

系。从毒理学角度去考虑纳米材料最基本的理化

性质，能更好地描述作为毒性介质的纳米材料的

生物学效 应。本 研 究 从 纳 米 SiO2 原 液 粒 径 及 与

MEM 培 养 基 稀 释 后 的 水 动 学 粒 径 分 布、透 射 电

镜、Zata 电位、纯度等方面进 行 表 征，发 现 本 实 验

所购试剂符合实验要求。
本研究通过 HPCE 法定量检测纳米 SiO2 溶液

暴露于细胞过程中基因组 DNA 甲基化水 平 的 变

化及甲基化转移酶相关基因的表达及活性变化。
HaCaT 细胞暴露于纳米 SiO2 颗粒后，基因组 DNA
甲基化随着 剂 量 的 升 高 而 下 降，10μg /ml 组 整 体

DNA 甲基 化 水 平 最 低。然 而，造 成 基 因 组 DNA
甲基化水平 随 纳 米 SiO2 剂 量 增 大 而 改 变 的 机 制

仍不清楚，DNMT1 随 剂 量 表 达 降 低，其 可 能 作 用

于甲基化 胞 嘧 啶 内 容 物 的 整 体 降 低。DNA 低 甲

基化促使基因组不稳定性的发生，通常反映的是

重复序列散 在 CpG 岛 或 一 些 基 因 转 录 相 关 区 域

的甲基化程度降低［15］。另外有研究报道: 氧自由

基会造 成 DNA 损 伤，影 响 DNA 甲 基 化，应 用 8-
OH-鸟嘌 呤 取 代 鸟 嘌 呤，发 现 邻 近 胞 嘧 啶 的 甲 基

化显著改变，这一改变具有高度的位置特异性，氧

自由基一定程度上改变所观察的甲基化状态［16］。

羟自由基的产生能引起大范围的 DNA 损伤，如碱

基修饰、碱基丢失、链断裂、染色体重排 等。上 述

的 DNA 损伤会影响 DNA 作为甲基转移酶底物的

活性，并最 终 导 致 DNA 甲 基 化 不 足［17］。氧 化 剂

能够改变细胞内谷胱甘肽的水平，通过降低 SAM
的可利用度 而 影 响 DNA 甲 基 化［18］，而 且 也 可 以

削弱细胞 内 甲 基 转 移 酶 对 靶 胞 嘧 啶 甲 基 化 的 能

力［19］。前期的研究结果表明，在纳米 SiO2 致细胞

损伤的过程 中，ROS 起 着 重 要 的 作 用，由 此 过 程

中产生的 ROS 也 可 能 在 纳 米 SiO2 所 致 的 表 观 遗

传学改变 过 程 中 起 着 重 要 的 作 用。单 一 的 5-甲
基胞 嘧 啶 氧 化 成 5-羟 甲 基 胞 嘧 啶，能 显 著 抑 制

MBD 与寡核苷酸复合体的结合，从而降低结合能

力［20］。已有研究表明在 CpG 二核苷酸序列中出

现的 8-OHdG 对相邻近的胞嘧啶残基的甲基化有

很强的抑制作用，并且还能够干扰限制性内切酶

对 DNA 酶切作用［18］。
本部分实验结果表明在纳米 SiO2 处理 HaCaT

细胞的过 程 中，DNMTs 和 MBDs 表 达 存 在 差 异，

同时肯定了在此过程中，基因组 DNA 甲基化水平

的逐渐降低与 DNMT1 不断下降有关。考虑到这

些酶在细胞水平的改变，甲基化的调控机制可能

是细胞损伤过程中的一个早期事件，而氧化应激

与 DNA 基 因 组 甲 基 化 之 间 的 关 系 尚 需 要 深 入

研究。
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