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肝脏H19在p,p'-DDE干扰糖代谢关键基因中的作用

郭晓晨，高明，彭雪云，吴南翔

杭州医学院公共卫生学院，浙江 杭州 310013

摘要：目的 研究肝脏长链非编码RNA H19在2, 2-双（4-氯苯基）-1, 1-二氯乙烯（p,p'-DDE）干扰糖代谢关键基因

中的作用。方法 取人胚胎肝细胞（CCC-HEL-1）分为溶剂对照（DMSO）组、0.1 μmol/L p,p'-DDE组、1 μmol/L
p,p'-DDE组、10 μmol/L p,p'-DDE组、siRNA+DMSO组、siRNA+10 μmol/L p,p'-DDE组；分别采用亚硫酸氢盐法、实

时荧光定量PCR法和BCA法检测各组肝细胞核因子4α（HNF4α）、叉头框转录因子O1（FoxO1）和胰岛素样生长因子2
（IGF2）的启动子区域甲基化、mRNA表达和蛋白表达水平；比较各组H19 mRNA表达水平和相关基因启动子区域甲基

化水平及后续转录表达的变化。结果 不同剂量 p,p'-DDE单独暴露后，H19表达增加，10 μmol/L p,p'-DDE组 H19
mRNA表达水平高于DMSO组（1.31±0.25和1.02±0.22；P<0.05）。与DMSO组比较，10 μmol/L p,p'-DDE组HNF4α基因

启动子甲基化水平降低［（38.59±32.77）%和（61.43±24.64）%］、mRNA表达水平升高（1.33±0.26和1.03±0.28），差

异均有统计学意义（P<0.05）；FoxO1和 IGF2基因启动子甲基化、mRNA和蛋白表达水平无明显变化（P>0.05）。经

siRNA 转染 H19 沉默后，与 10 μmol /L p, p'-DDE 组比较， siRNA+DMSO 组 HNF4α 基因启动子甲基化水平升高

［（71.33±22.23）%和（38.59±32.78）%］、mRNA表达水平降低（0.71±0.17和1.33±0.26），FoxO1基因启动子甲基化水

平升高［（47.73±34.24）%和（25.09±25.35）%］，IGF2 mRNA表达水平升高（1.39±0.25和0.80±0.20），并且 IGF2蛋白

表达水平高于DMSO组（1.03±0.11和0.74±0.12），差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 肝细胞H19可通过调节基因启

动子甲基化修饰程度，改变HNF4α、FoxO1和 IGF2的转录与表达，在p,p'-DDE暴露诱发的糖稳态失调中发挥作用。
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Role of hepatic H19 expression in glucose metabolism disorder induced
by p,p'-dichlorodiphenyldichloroethylene

GUO Xiaochen, GAO Ming, PENG Xueyun, WU Nanxiang
School of Public Health, Hangzhou Medical College, Hangzhou, Zhejiang 310013, China

Abstract: Objective To investigate the role of hepatic long-chain non-coding RNA (lncRNA) H19 in key genes associ⁃
ated with glucose metabolism disorder induced by p,p′ -dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p′ -DDE). Methods Human
embryonic liver CCC-HEL-1 cells were divided into the DMSO group, 0.1 μmol/L p,p′-DDE group, 1 μmol/L p,p′-
DDE group, 10 μmol/L p,p′-DDE group, small interference RNA (siRNA)+DMSO group and siRNA+10 μmol/L p,p′-
DDE group. The promoter region methylation, mRNA expression and protein expression of hepatocyte nuclear factor 4α
(HNF4α), forkhead box transcription factor O1 (FoxO1) and insulin-like growth factor (IGF2) were detected in CCC-
HEL-1 cells using the bisulfite method, real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR) assay and BCA assay, respec⁃
tively. The changes in H19 mRNA expression, the methylation of associated genes in the promoter region and transcrip⁃
tional expression were compared in CCC-HEL-1 among groups. Results Exposure to p,p′-DDE alone at different dos⁃
es resulted in an increase in H19 expression, and the H19 mRNA expression was higher in the 10 μmol/L p,p′-DDE
group than in the DMSO group [(1.31±0.25) vs. (1.02±0.22); P<0.05]. Lower methylation of the HNF4α gene in the pro⁃
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moter region [(38.59±32.77)% vs. (61.43±24.64)%; P<0.05] and higher HNF4α mRNA expression [(1.33±0.26) vs. (1.03±
0.28); P<0.05] were detected in the 10 μmol/L p,p′-DDE group than in the DMSO group, while no significant differ⁃
ences were detected between the two groups in terms of the methylation of FoxO1 and IGF2 genes in the promoter re⁃
gion, FoxO1 and IGF2 mRNA and protein expression (P>0.05). Following siRNA-induced H19 knockdown, higher meth⁃
ylation of the HNF4α gene in the promoter region [(71.33±22.23)% vs. (38.59±32.78)%; P<0.05], lower HNF4α mRNA
expression [(0.71±0.17) vs. (1.33±0.26); P<0.05], higher methylation of FoxO1 gene in the promoter region [(47.73±
34.24)% vs. (25.09±25.35)%; P<0.05] and higher IGF2 mRNA [(1.39±0.25) vs. (0.80±0.20); P<0.05] were found in the
siRNA+DMSO group than in the 10 μmol/L p,p′-DDE group, and higher IGF2 protein expression was detected in the
siRNA+DMSO group than in the DMSO group [(1.03±0.11) vs. (0.74±0.12); P<0.05]. Conclusion Hepatic H19 may al⁃
ter HNF4α, FoxO1 and IGF2 transcription and expression through mediating the methylation of genes in the promoter
region, thereby playing a role in p,p′-DDE-induced glucose metabolism disorders.
Keywords: H19; p,p′-dichlorodiphenyldichloroethylene; methylation; glucose metabolism

2,2-双（4-氯苯基）-1,1-二氯乙烯（p,p'-dichlo⁃
rodiphenyldichloroethylene，p,p'-DDE）是有机氯农药

滴滴涕在生物体内的主要代谢产物和环境残留标志

物。大量流行病学及实验研究表明，p,p'-DDE 可干

扰胰岛素分泌和糖代谢，增加 2 型糖尿病 （type 2
diabetes mellitus，T2DM）发生风险［1-3］。H19 作为最

早被发现的长链非编码 RNA，在表观遗传调控和细

胞增殖分化过程中发挥重要作用，可通过多种途径调

节靶基因启动子甲基化状态，进而影响基因的转录表

达［4］。H19 是当前糖尿病表观遗传学研究的热点，

有研究显示，H19 表达通过激活 AMPK 增强胰岛素

的敏感性，调节全身性胰岛素稳态［5］。本研究采用

体外靶向沉默技术，观察 H19 在 p,p'-DDE 干扰肝脏

糖稳态调节关键基因肝细胞核因子 4α （hepatocyte
nuclear factor 4α，HNF4α）、叉头框转录因子 O1
（forkhead box transcription factor O1，FoxO1）和胰岛

素样生长因子 2 （insulin-like growth factor， IGF2）
表达中的作用。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 p,p'-DDE（美国 Sigma 公司）、反

转录试剂盒（日本 TaKaRa）、实时荧光定量 PCR 试

剂盒（日本 TaKaRa）、20% 胎牛血清（杭州四季青

生物工程有限公司）、DEME 高糖培养基（美国 Gib⁃
co 公司）、siRNA-Mate 转染试剂（上海翊圣生物科

技有限公司）、小干扰 RNA （small interfering RNA，

siRNA） 引物 （吉玛基因）、DMSO （美国 Sigma 公

司）、ECL 发光液（中国 Biosharp 公司）、Tris（美国

Sigma 公司）、Tween-20 （德国 Biofroxx）、抗体（华

安生物技术有限公司）、聚偏二氟乙烯膜（美国 Mil⁃
lipore 公司）、Synergy2 酶标仪 （美国 Biotek）、CO2
培养箱（美国 Thermo 公司），低温高速离心机（湖

南湘仪离心机仪器有限公司）、实时荧光定量 PCR
（real time quantitative PCR，RT - qPCR） 仪 （美国

Thermo 公司）、核酸蛋白分析仪 （美国 Thermo 公

司）、电泳仪（美国 BIO-RAD 公司）。

1.2 细胞培养 人胚胎肝细胞（CCC-HEL-1）购自

中国医学科学院基础医学研究所细胞资源中心，培养

于含 20% 胎牛血清的 DEME 高糖培养基中，在

37 ℃、5%CO2 条件下培养。

1.3 siRNA 转染沉默 H19 将 CCC-HEL-1 细胞接

种于 6 孔板中，每孔加入约 2 mL 无抗生素的培养

基，使转染时的细胞密度在 40%～60% 之间为宜。

取 8 μL/孔 siRNA-Mate 转染试剂，用 100 μL 无血

清培养液稀释，混合后室温静置 5 min。分别取 2、
3、4 μL 设计合成的 siRNA 引物 H19-1524，H19-
2017，H19-2313，以及 siRNA β-Actin （阳性对照）

和 siRNA NC （阴性对照）于 100 μL 无血清培养基

中，混匀后室温静置 15 min，再与转染试剂混合形

成转染复合物。将 siRNA 转染试剂混合液加入细胞

培养板中，轻轻混合，放入 CO2 培养箱中培养，转

染 24 h 后提取 RNA，采用实时荧光定量 RT-qPCR
法检测 H19 沉默水平，对 Ct 值进行统计分析，选择

最佳引物及转染浓度。

1.4 p,p'-DDE 暴露及分组 CCC-HEL-1 细胞分为 6
组，其中 4 组先用 siRNA NC 处理 24 h，2 组先用

siRNA 靶向沉默 H19 转染 24 h，再各加入不同剂量的

p,p'-DDE 处理 24 h。p,p'-DDE 暴露剂量参考文献

［6］。最终分为溶剂对照（DMSO）组、0.1 μmol/L p,p'-
DDE 组、1 μmol/L p,p'-DDE 组、10 μmol/L p,p'-DDE
组、siRNA+DMSO 组、siRNA+10 μmol/L p,p'-DDE 组。

1.5 H19 及相关基因的 mRNA 表达检测 Trizol 法

提取上述各组细胞总 RNA，反转录后采用 RT-qPCR
法测定 H19、HNF4α、FoxO1 和 IGF2 的 mRNA 表

··660



预防医学 2022年7月第 34 卷第7期 Prev Med, Jul. 2022, Vol. 34 No.7

达水平，各引物序列见表 1。反应条件：95 ℃预变

性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火延伸 31 s，40 个

循环，再作熔解曲线分析。每个样本设 3 个复孔，

取其平均 Ct 值，采用 2-ΔΔCt 法解析基因 mRNA 表达。

表 1 H19 及相关基因的引物序列

Table 1 Primer sequences of H19 and key genes

基因Gene
H19-human
IGF2-human
HNF4α-human
FoxO1-human
β-Actin-human

上游引物Upstream primers
CTTTACAACCACTGCACTACCTG

TGAGATCCAAAACGCTTCGA
TGCGACTCTCCAAAACCCTC

TTGAATTCACCCAGCCCAAACT
CCTGGCACCCAGCACAAT

下游引物Downstream primers
GCCATGAAGATGGAGTCGCCG
CGGCGAGGCAGAATATAACAC
ATTGCCCATCGTCAACACCT

GCTACCCCAGGATCAACTGGTG
GCCGATCCACACGGAGTACT

1.6 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 蛋白表达检测 收集

各组细胞，加入一定量裂解液，离心半径 10 cm、

12 000 r/min、4 ℃离心 5 min，提取总蛋白。采用

BCA 法测定 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 蛋白浓度，再

进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium
dodecyl sulphate -polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS-PAGE），浓缩胶内电压为 80 V，待样品进入分

离胶后将电压调至 120 V，并将蛋白转至聚偏二氟乙

烯膜上，转膜条件为 400 mA，75 min。随后将膜置

于含 5% 脱脂奶粉的 TBST （Tris 缓冲盐溶液，

0.1%Tween 20）中封闭 2 h，再与一抗一起 4 ℃孵育

过夜，洗膜后与二抗一起孵育 2 h，洗膜后进行化学

发光、显影并对结果进行分析。

1.7 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 基因启动子区域甲基

化水平检测 采用亚硫酸氢盐测序法、柱式法提取各

组细胞 DNA，经亚硫酸氢钠处理后，设计甲基化特

异性引物扩增 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 基因启动子

区目的片段。PCR 产物进行纯化质控后，使用高通

量测序仪，采用片段末端测序法对插入片段进行测序

分析，根据目标序列的定位和甲基化状态的量化评价

各基因启动子区域甲基化水平。

1.8 统计分析 采用 SPSS 25.0 软件统计分析。定

量资料服从正态分布，采用均数±标准差（x±s）描

述，组间比较采用单因素方差分析；进一步两两比较

采用 LSD 或 Tamhane's T2 检验。检验水准 α=0.05。
2 结 果

2.1 H19 靶向沉默条件的确定 经特异性 siRNA 引

物转染 24 h 后，H19 mRNA 表达受到不同程度的

抑制。H19-1524、H19-2017 转染后，不同转染浓

度组 H19 的 Ct 值比较，差异有统计学意义 （P<

0.05）。两两比较结果显示，H19-1524（转染浓度为

20、30、40 nmol/L）、H19-2017 （转染浓度为 30、
40 nmol/L）转染后 H19 的 Ct 值均高于 siRNA NC 组

（P<0.05）。见表 2。考虑沉默效果及转染试剂剂量效

应关系，最终选择 30 nmol/L H19-2017 作为特异性

siRNA 引物。

表 2 不同 siRNA 引物转染后 H19 Ct 值比较（x±s）
Table 2 Ct values of H19 after transfection of different siRNA

primers（x±s）
组别Group
siRNA NC
20 nmol/L
30 nmol/L
40 nmol/L
F值

P值

H19-1524
29.74±0.82
31.45±0.96 a

33.79±0.66 a

33.34±0.21 a

20.011
<0.001

H19-2017
29.74±0.82
30.65±0.90
32.47±1.12 a

33.14±1.70 a

5.309
0.026

H19-2313
29.74±0.82
31.20±0.49
30.46±1.25
31.79±1.49

2.027
0.189

注：a表示与 siRNA NC 组比较，P<0.05。Note: a, P<0.05 com⁃
pared with siRNA NC group.

2.2 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 启动子区域甲基化水平

各组 CCC-HEL-1 细胞 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 启动

子区域甲基化水平比较，差异均无统计学意义（P>

0.05）。两两比较结果显示，10 μmol/L p,p'-DDE 组

HNF4α 启动子区域甲基化水平低于 DMSO 组 （P<

0.05），siRNA+DMSO 组高于 10 μmol/L p,p'-DDE 组

（P<0.01）；siRNA+DMSO 组 FoxO1 启动子区域甲基

化水平高于 DMSO 组和 10 μmol/L p,p'-DDE 组（P<

0.05）。见表 3。
2.3 HNF4α、FoxO1、IGF2 及 H19 mRNA 表达水平

各 组 CCC-HEL-1 细 胞 H19、 HNF4α 和 IGF2 的

mRNA 相对表达量比较，差异均有统计学意义（P<
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0.05）。两两比较结果显示，10 μmol/L p,p'-DDE 组

H19、HNF4α 的 mRNA 相对表达量高于 DMSO 组

（P<0.05）； siRNA + DMSO 组 H19 和 HNF4α 的

mRNA 相对表达量低于 DMSO 组和 10 μmol/L p,p'-
DDE 组，IGF2 的 mRNA 相对表达量高于 DMSO 组和

10 μmol/L p,p'-DDE 组（P<0.05）；siRNA+10 μmol/L
p,p'-DDE 组 H19 mRNA 相对表达量低于 DMSO 组和

10 μmol/L p,p'-DDE 组，HNF4α mRNA 相对表达量低

于 10 μmol/L p,p'-DDE 组（P<0.05）。见表 4。
2.4 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 蛋白表达水平 各组

CCC-HEL-1 细胞 IGF2 蛋白相对表达量比较，差异

有统计学意义（P<0.05）； 各组 HNF4α 和 FoxO1 蛋

白相对表达量差异均无统计学意义（P>0.05）。两两

比较结果显示，siRNA+DMSO 组 HNF4α 和 IGF2 蛋

白相对表达量高于 DMSO 组（P<0.05）。见表 5。

3 讨 论

p,p'-DDE 是近年来研究发现与糖尿病发生发展

相关性较为显著的一种环境持久性有机污染物，但

其致病机理尚未阐明。有研究显示，孕期大鼠暴露

于 p,p'-DDE 可导致仔鼠胰岛细胞启动子区域甲基化

状态改变，影响 IGF2 基因转录，并伴有仔鼠糖耐量

受损［7］。H19 可通过 let-7［8］、SAHH［9］、结合组蛋

白［10］等多种途径调节靶基因启动子甲基化状态，进

而干预关键基因的转录表达。HNF4α、FoxO1 和

IGF2 是肝脏自身分化成熟及糖代谢的关键基因。

HNF4α 调节肝脏许多基因的表达，是肝细胞代谢和

分化的关键基因［11］，在糖异生基因的表达调控中也

表 3 各组 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 启动子区域

甲基化水平比较（x±s，%）

Table 3 Comparison of methylation levels of promoter regions of

HNF4α, FoxO1 and IGF2 in each group (x±s, %)
组别Group
DMSO
0.1 μmol/L p,p'-DDE
1 μmol/L p,p'-DDE
10 μmol/L p,p'-DDE
siRNA+DMSO
siRNA+10 μmol/L
p,p'-DDE

F值

P值

HNF4α
61.43±24.64
56.66±25.71
51.99±26.37
38.59±32.77 a

71.33±22.23 b

54.78±21.35

2.114
0.075

FoxO1
28.26±23.98
29.90±25.29
29.71±22.39
25.09±25.35
47.73±34.24 ab

38.14±31.27

1.486
0.202

IGF2
3.72±4.78
3.63±4.60
4.41±6.53
4.58±6.03
1.87±2.85
3.22±5.05

0.985
0.429

注：a表示与DMSO组比较，P<0.05；b表示与 10 μmol/L p,p'-
DDE 组比较，P<0.05。Note: a, P<0.05 compared with DMSO group;
b, P<0.05 compared with 10 μmol/L p,p'-DDE group.

表 4 各组 HNF4α、FoxO1、IGF2 及 H19 mRNA 相对表达量比较（x±s）
Table 4 Comparison of relative mRNA expression of HNF4α, FoxO1, IGF2 and H19 in each group（x±s）

组别Group
DMSO
0.1 μmol/L p,p'-DDE
1 μmol/L p,p'-DDE
10 μmol/L p,p'-DDE
siRNA+DMSO
siRNA+10 μmol/L p,p'-DDE
F值

P值

H19
1.02±0.22
1.14±0.15
1.12±0.16
1.31±0.25 a

0.52±0.13 ab

0.67±0.25 ab

11.548
<0.001

HNF4α
1.03±0.28
1.11±0.19
1.08±0.24
1.33±0.26 a

0.71±0.17 ab

0.98±0.16 b

4.114
0.008

FoxO1
1.04±0.32
0.91±0.45
0.85±0.21
0.89±0.19
0.74±0.19
0.80±0.36

0.552
0.735

IGF2
1.01±0.15
0.96±0.25
0.99±0.24
0.80±0.20
1.39±0.25 ab

1.01±0.40
2.771
0.041

注：a表示与DMSO组比较，P<0.05；b表示与 10 μmol/L p,p'-DDE组比较，P<0.05。Note: a, P<0.05 compared with DMSO group; b, P<

0.05 compared with 10 μmol/L p,p'-DDE group.

表 5 各组 HNF4α、FoxO1 和 IGF2 蛋白相对表达量比较（x±s）
Table 5 Comparison of relative protein expression of HNF4α,

FoxO1 and IGF2 in each group (x±s)
组别Group
DMSO
0.1 μmol/L p,p'-DDE
1 μmol/L p,p'-DDE
10 μmol/L p,p'-DDE
siRNA+DMSO
siRNA+10 μmol/L
p,p'-DDE

F值

P值

HNF4α
0.62±0.25
0.89±0.36
0.85±0.34
1.01±0.27
1.33±0.17 a

0.89±0.35

1.805
0.186

FoxO1
1.67±0.53
1.59±0.71
1.47±0.59
1.28±0.25
0.91±0.18
0.93±0.21

1.532
0.252

IGF2
0.74±0.12
0.88±0.13
0.87±0.12
0.74±0.12
1.03±0.11 a

0.54±0.12

5.830
0.006

注： a 表示与 DMSO 组比较，P<0.05。Note: a, P<0.05 compared
with DMSO group.
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不可或缺，其正常表达与否和胰岛素抵抗密切相

关［12］。FoxO1 在胰岛素信号传递中起着重要作用，

调节机体糖代谢，在肝糖原异生过程中起主导作

用［13-14］。IGF2 作为胰岛素样生长因子家族的重要成

员，与胰岛素在结构上具有高度同源性，故能够高亲

和力地结合胰岛素受体，参与细胞分化、存活、迁

移、糖代谢，维持细胞正常的生理功能［15］。本实验

将 CCC-HEL-1 细胞暴露于 p,p'-DDE，并抑制 H19
表达，通过测定关键基因 HNF4α、FoxO1、IGF2 的

甲基化和表达水平，探究 H19 在 p,p'-DDE 暴露引起

的糖代谢紊乱中发挥的作用，为 p,p'-DDE 致糖尿病

机制研究提供实验依据。

本实验中 p,p'-DDE 暴露剂量参考了 PAVLIKO⁃
VA 等［6］的研究，选择敏感剂量 0.1、1、10 μmol/L，
可影响细胞中 mRNA 加工、蛋白质表达和葡萄糖代

谢。经不同剂量 p,p'-DDE 暴露后，CCC-HEL-1 细

胞的 H19 表达升高，10 μmol/L p,p'-DDE 组 H19 表

达水平显著高于溶剂对照组；HNF4α 启动子区域发

生去甲基化，高剂量组甲基化水平显著降低，mRNA
表达显著升高。对细胞进行 H19 特异性沉默处理后，

HNF4α 基因启动子区域甲基化程度显著升高，

mRNA 表达下调，而蛋白则出现意外的过表达现象；

FoxO1 基因启动子区域甲基化程度升高，mRNA 表达

未见明显差异，蛋白表达呈现下降趋势。IGF2 作为

H19 印记基因，启动子区域发生去甲基化，mRNA
和蛋白表达升高。这提示 p,p'-DDE 暴露后通过 H19
对关键基因启动子区域的甲基化修饰影响基因转录和

蛋白表达。此外，HNF4α 蛋白的过表达可能与 H19
介导的微小 RNA （microRNA，miRNA）转录后调控

相关。H19 通过不同的机制对 miRNAs 发挥调控作

用，而 miRNAs 作为内源性的非编码 RNA 分子，可

以通过靶向 mRNA 的 3'-UTR 序列特异性区域并抑

制其翻译成蛋白质来介导基因表达的转录后调控。

HNF4α 是许多 miRNAs 的基因靶点［16］，H19 通过

miRNAs 调控 HNF4α 的表达是一个多因素的过程，

它们之间的关系还需进行后续研究。

综上所述，肝细胞中 H19 可以调节目的基因启动

子甲基化水平，进而改变肝脏糖代谢关键基因 HNF4α、
FoxO1、IGF2 的转录与表达，可能在 p,p'-DDE 暴露诱

发的机体糖稳态失调中发挥作用。H19 介导 p,p'-
DDE 诱发 2 型糖尿病的主要机制可能是 p,p'-DDE 暴

露损伤胰岛 β 细胞导致的胰岛素分泌不足，但 H19
在肝脏中诱发糖代谢紊乱的机制同样不可忽视。而胰

腺组织中 H19 调控的基因启动子甲基化在 p,p'-DDE

暴露诱发胰岛 β 细胞损伤中的作用仍有待进一步

研究。
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