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(57)摘要

本发明公开了血管紧张素转化酶启动子区

组蛋白乙酰化在制备改善胎源性成年骨质疏松

症药物中的应用。本发明根据孕期外源物暴露可

致子代出现骨发育迟缓表现以及成年后骨质疏

松症发生，构建了胎源性成年骨质疏松症模型。

在此胎源性骨质疏松症模型中发现，ACE基因启

动子区组蛋白乙酰化修饰水平较对照组显著增

加。通过促进ACE基因启动子区组蛋白乙酰化修

饰水平及其表达可显著降低骨量并引起骨质疏

松症发生，抑制ACE基因启动子区组蛋白乙酰化

修饰水平及其表达则可逆转骨量降低及骨质疏

松症发生。因此，ACE基因启动子区组蛋白乙酰化

修饰改变可作为胎源性成年骨质疏松症的防治

靶点，为胎源性成年骨质疏松症的治疗提供了一

条新的途径。
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1.血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化作为药物靶标在筛选改善胎源性成年骨

质疏松症药物中的应用，其特征在于，所述的血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化是

指H3K27ac。

2.血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化的抑制剂在制备改善胎源性成年骨质疏

松症药物中的应用，其特征在于，所述的血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化是指

H3K27ac。

3.根据权利要求2所述的应用，其特征在于，所述的血管紧张素转化酶启动子区组蛋白

乙酰化的抑制剂为组蛋白乙酰化酶p300抑制剂C646。
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血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化在制备改善胎源性

成年骨质疏松症药物中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于基因的功能与应用领域，特别涉及血管紧张素转化酶(ACE)启动子区

组蛋白乙酰化作为药物靶标在筛选改善胎源性成年骨质疏松症药物中的应用，以及血管紧

张素转化酶(ACE)启动子区组蛋白乙酰化的抑制剂在制备改善胎源性成年骨质疏松症药物

中的应用。

背景技术

[0002] 骨质疏松症是一种病理性骨代谢改变，表现为骨形成减少和骨吸收增加，可导致

骨量丢失、骨脆性增加，全身各处易于骨折。前期研究发现，低出生体重儿成年后罹患骨质

疏松症等疾病的风险增加，其发生原因与孕期母体所处的不良环境密切相关[1]。多项流行

病学调查也发现，低出生体重与成年后股骨颈、腰椎的骨量降低密切相关[2-4]。提示，骨质疏

松症存在宫内发育起源。但是，胎源性成年骨质疏松症的发生机制和早期防治靶点尚不清

楚。

[0003] 成骨细胞是由骨髓间充质干细胞(bone  marrow  mesenchymal  stem  cells，

BMSCs)分化而来的特异性间充质细胞，可合成类骨质并矿化成骨，在软骨内过程中扮演至

关重要的角色，并且是维持骨量稳定的重要因素之一[5,6]。因此，各种因素引发的BMSCs成

骨定向分化能力降低，均可导致子代骨量减少和成年后骨质疏松症易感。肾素-血管紧张素

系统(renin  angiotensin  system，RAS)是机体内调节血压平衡和水盐代谢的重要内分泌

系统。近年来研究发现，各脏器组织中(包括骨组织)存在局部的RAS，并通过自分泌/旁分泌

途径参与调节细胞增殖、分化及凋亡等过程[7]。RAS主要成分包括血管紧张素转化酶

(angiotensin  converting  enzyme，ACE)、血管紧张素II(angiotensin  II，Ang  II)、血管

紧张素受体(angiotensin  receptors，ATRs)等。其中ACE是一种金属蛋白酶，能将无生物活

性的Ang  I转变为有活性的Ang  II，后者可通过结合AT1R或AT2R产生特定的生物功能。因

此，ACE是RAS的主要调节者，通过上调ACE表达可以导致RAS激活，并进一步抑制AT1R和AT2R

表达分别影响细胞增殖和分化[8-10]。但是，ACE上调介导的骨局部RAS激活是否可导致BMSCs

成骨分化抑制进而引起子代骨发育毒性改变，目前尚不清楚。

[0004] 宫内编程是指胎儿在发育过程中，所处的环境异常使其原本的发育过程发生改

变，导致机体功能产生长期或永久的变化，且主要与表观遗传修饰发生改变有关[11]。组蛋

白修饰是表观遗传修饰主要表现形式之一。通过抑制组蛋白乙酰化过程是由组蛋白乙酰化

酶介导发生并可上调目的基因表达[12]。已知糖皮质激素(包括地塞米松)主要通过与糖皮

质激素受体(glucocorticoid  receptor，GR)结合后调控基因表达。GR是核受体家族成员之

一，与糖皮质激素结合并活化入核后形成二聚体并与目的基因上的糖皮质激素反应元件结

合，并且此过程可以通过招募转录因子以及相关表遗传酶共同调控基因转录[13,14]。然而，

地塞米松是否可导致ACE启动子区发生表遗传改变并介导RAS宫内编程改变和胎源性成年

骨质疏松症发生，以及ACE表遗传改变是否可作为胎源性成年骨质疏松症的防治靶点，仍有
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待进一步探索。
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发明内容

[0020] 为了解决上述现有技术的缺陷和不足，本发明的目的在于确定ACE启动子区组蛋

白乙酰化改变与胎源性成年骨质疏松症之间的相互关系，提供ACE启动子区组蛋白乙酰化

抑制剂在制备改善胎源性成年骨质疏松症药物中的应用。

[0021] 上述目的是通过如下技术方案实现的：

[0022] 本发明通过孕期外源物(如咖啡因、地塞米松等)暴露构建了胎源性成年骨质疏松

症模型。在此胎源性骨质疏松症模型中发现，ACE基因启动子区组蛋白乙酰化修饰较对照组

显著增加。

[0023] 同时，本发明从细胞水平明确地塞米松对BMSCs向成骨细胞定向分化的影响，通过

检测成骨分化标志基因(Runx2、ALP、BSP、OCN)的表达情况，发现高浓度的地塞米松可显著

抑制上述标志基因表达，并呈现出良好的浓度依赖性改。本发明进一步检测了RAS主要指标

(ACE、AngII、AT1R、AT2R)。结果发现，高浓度地塞米松可以显著促进ACE  mRNA表达并且抑制

AT1R  mRNA、AT2R  mRNA表达，同时，AngII含量也明显增加。蛋白结果表现与上述基因表达改

变一致。提示，高浓度地塞米松可以激活RAS并抑制BMSCs成骨分化。

[0024] 此外，为了在细胞水平探究地塞米松激活RAS的分子机制，本发明用高浓度地塞米

松处理BMSCs后发现，地塞米松可导致细胞核中GR蛋白水平增加，但是胞浆中GR蛋白水平降

低。表明，地塞米松可促使GR转位入核增加。而且，高浓度地塞米松处理BMSCs后ACE启动子

区组蛋白乙酰化水平(H3K27ac)较对照组显著升高，GR抑制剂RU486(Sigma-Aldrich,Cat#

M8046)可逆转上述表现。发明人进一步检测了地塞米松处理BMSCs后的胞核中C/EBPα，组蛋

白乙酰化酶p300蛋白水平变化，结果发现，地塞米松可显著促进胞核中C/EBPα、p300蛋白表

达增加，应用GR抑制剂RU486后可部分逆转此过程。且C/EBPαsiRNA(吉玛基因)、p300抑制剂

C646(Sigma-Aldrich,Cat#SML0002)后可逆转地塞米松对ACE启动子区乙酰化增加的表现。

因此，在细胞水平证实了地塞米松可通过GR招募C/EBPα、p300入核，促进ACE启动子区乙酰

化水平(H3K27ac)增加，从而导致ACE持续高表达及RAS激活。

[0025] 最后，本发明在运用不同浓度地塞米松处理BMSCs成骨分化的基础上，给予p300抑

制剂如C646联合处理BMSCs成骨分化14天。通过茜素红染色和检测成骨分化标志基因，发现

p300抑制剂可以显著逆转高浓度地塞米松对BMSCs成骨分化的抑制作用。因此，从反向证实

了ACE启动子区乙酰化增加介导了地塞米松所致BMSCs向成骨分化抑制。

[0026] 因此，ACE基因启动子区组蛋白乙酰化修饰改变可作为胎源性成年骨质疏松症的

防治靶点，为胎源性成年骨质疏松症的治疗提供了一条新的途径。

[0027] 在此基础上，本发明第一方面，提供血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化作

为药物靶标在筛选改善胎源性成年骨质疏松症药物中的应用。

[0028] 本发明第二方面，提供血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化的抑制剂在制备

改善胎源性成年骨质疏松症药物中的应用。

[0029] 优选地，所述血管紧张素转化酶启动子区乙酰化的抑制剂是组蛋白乙酰化酶抑制

剂。

[0030] 优选地，所述的组蛋白乙酰化酶抑制剂包括C646。

[0031] 优选地，上述血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化是指H3K27ac。

[0032] 本发明相对于现有技术具有如下的优点及效果：
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[0033] (1)本发明发现血管紧张素转化酶基因的新功能，即血管紧张素转化酶启动子区

组蛋白乙酰化水平升高导致ACE持续高表达及RAS激活，抑制骨髓间充质干细胞向成骨分

化，引起胎源性成年骨质疏松症。

[0034] (2)基于血管紧张素转化酶组蛋白启动子区乙酰化水平升高在恶化胎源性成年骨

质疏松症中的作用，其为研制改善胎源性成年骨质疏松症药物提供靶标。

[0035] (3)血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化的抑制剂可用于制备改善胎源性成

年骨质疏松症的药物。

[0036] (4)本发明发现组蛋白乙酰化酶抑制剂C646的新功能，其可用于制备改善胎源性

成年骨质疏松症的药物。

附图说明

[0037] 图1：孕期地塞米松暴露后成年子代大鼠出现骨质疏松症；

[0038] A：Micro-CT检测三维重建图片；B：Micro-CT检测定量分析值；C：成骨分化标志基

因检测；(*P<0.05,**P<0.01vs对照组)。

[0039] 图2：孕期地塞米松暴露可致子代出生前、后成骨分化抑制及骨局部RAS激活；

[0040] A：骨局部成骨分化标志基因指标；B：骨局部RAS相关指标检测；C：胎鼠骨局部ACE

免疫组化图片；D：出生后2周骨局部ACE免疫组化图片；E：出生后12周骨局部ACE免疫组化图

片；F：宫内到出生后12周骨局部ACE免疫组化定量分析值；(*P<0.05,**P<0.01vs对照组)。

[0041] 图3：ACE乙酰化水平增加介导孕期地塞米松暴露后子代骨局部RAS持续激活及其

宫内编程机制；

[0042] A：宫内骨局部ACE启动子乙酰化水平检测；B：出生后2周骨局部ACE启动子乙酰化

水平检测；C：出生后12周骨局部ACE启动子乙酰化水平检测；D：骨局部GR检测；E：骨局部转

录因子检测；F：骨局部p300检测；(*P<0.05,**P<0.01vs对照组)。

[0043] 图4：地塞米松通过激活RAS抑制BMSCs成骨分化；

[0044] A：地塞米松处理BMSCs后成骨分化相关指标检测，Dex：地塞米松；B：地塞米松处理

BMSCs后RAS相关指标检测；C：地塞米松处理BMSCs后RAS相关指标蛋白水平检测；(*P<

0.05,**P<0.01vs对照组)。

[0045] 图5：ACE乙酰化增加介导地塞米松所致RAS激活及其分子机制；

[0046] A：地塞米松处理BMSCs后胞浆及胞核GR蛋白水平检测；B：地塞米松或联合GR抑制

剂RU486处理BMSCs后ACE启动子区乙酰化水平检测；C：地塞米松处理BMSCs胞核C/EBPα、

p300蛋白水平检测；D：地塞米松或联合C/EBPαsiRNA、p300抑制剂C646处理BMSCs后ACE启动

子区乙酰化水平检测。(*P<0.05,**P<0.01vs对照组)。

[0047] 图6：通过降低ACE启动子区乙酰化增加可逆转地塞米松对成骨分化的抑制效应

[0048] A：地塞米松或联合p300抑制剂C646处理BMSCs后茜素红染色图片；B：成骨分化标

志基因检测。(*P<0.05,**P<0.01vs对照组)。

具体实施方式

[0049] 通过以下详细说明结合附图可以进一步理解本发明的特点和优点。所提供的实施

例仅是对本发明方法的说明，而不以任何方式限制本发明揭示的其余内容。
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[0050] 本发明中的实验所涉及的试剂在国内外市场购买，或按照说明书中的配方自行配

制；未做特殊说明的实验方法都是采用本领域已知的常规方法。

[0051] 【实施例1】

[0052] 1、实验动物

[0053] SPF级健康Wistar大鼠，购自湖北省疾病预防控制中心，动物许可证号：SCXK(鄂)

2008-2010。本研究获武汉大学医学部伦理委员会批准，并严格按照国际实验动物保护认证

评估机构相关处理准则执行。

[0054] 实验动物饲养于屏障环境内，温度22～25摄氏度，湿度50％，12小时昼夜交替。

[0055] 2、动物处理

[0056] 从湖北省疾控中心购买健康且成年的Wistar大鼠，雌性体重为209±12g，雄性体

重为258±17g。每晚6时按照雌雄2:1进行合笼，次晨检查阴栓及精子涂片确定雌鼠是否成

功受孕，并记为孕0天(gestation  day  0，GD0)。受孕大鼠随机分为2组：对照组、地塞米松

组。于GD9开始，每天上午8-10时，地塞米松组给予地塞米松(0.2mg/kg.d)皮下注射，对照组

皮下注射等体积的生理盐水。在GD20，一部分孕鼠经乙醚麻醉并剖宫取胎鼠股骨和胫骨(n

＝8)，左侧股骨和胫骨用4％多聚甲醛固定进行形态学检测，右侧骨组织经液氮速冻后立即

置于-80℃冰箱保存备用。另一部分孕鼠(包括对照组、地米组)自然分娩。以生产日作为出

生后0天(postnatal  day  0,PD0)，每窝挑选一只雄性仔鼠在出生后2周(posnatal  week  2，

PW2)处死并取按照上述方式取股骨和胫骨进行相关指标检测(n＝8)。另一部分雄性仔鼠

PW4进行断奶并给予正常饮食，于PW12经乙醚麻醉处死动物，按照上述方式取股骨和胫骨进

行后续相关指标检测(n＝8)，其余部分子代在PW28时取股骨进行骨质疏松症相关指标检测

(n＝8)。

[0057] 3、Micro  CT

[0058] 收集PW28的子代大鼠股骨置于75％酒精固定，随后通过Micro-CT(μCT  35and 

softwareIPL  V5.15，Scanco  Medical  AG,Switzerland)对松质骨量进行定量分析。

[0059] 4、免疫组织化学染色

[0060] 上述骨组织石蜡切片脱腊至水，用Retrieval溶液处理切片，TBST洗涤2次，用含有

5％马血清的UBB溶液封闭30分钟后予以含有一抗1：200(Anti-ACE，Abcam，Cat#ab11734)的

UBB溶液在室温孵育1小时或4℃孵育过夜。TBST洗涤2次后用0.3％双氧水室温孵育10分钟。

TBST洗涤两次后用二抗进行室温孵育30分钟，最后用TBST洗涤两次后用DAB试剂盒显色。并

在显微镜下观察和拍照，通过Image-Pro  Plus6.0软件对光密度值进行定量分析。

[0061] 5、细胞培养

[0062] 提取1月龄Wistar大鼠BMSCs，以2×105/孔接种于六孔板中。待细胞丰度达80％

时，用成骨分化培养基诱导分化培养，在此期间予以不同浓度地塞米松(0、20、100、500、

2500nM)或联合p300抑制剂C646处理14天进行茜素红染色或检测成骨分化标志基因表达。

此外，予以不同浓度地塞米松或联合GR抑制剂处理BMSCs成骨分化3天检测RAS相关基因表

达。

[0063] 6、ELISA检测

[0064] 从上海森雄科技有限公司购得AngII  ELISA试剂盒并按照试剂盒说明书操作，检

测地塞米松或联合GR抑制剂RU486处理BMSCs  3天后的细胞培养基中的AngII含量，在450nm
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处检测OD值，通过绘制标准曲线求出培养基中AngII含量。

[0065] 7、茜素红染色

[0066] 倒去细胞培养基，使用PBS清洗两次后使用4％多聚甲醛室温固定15分钟，完成后

使用蒸馏水冲洗两次。按照1ml/孔加入40mM的茜素红染液(武汉赛维尔生物科技有限公司，

Cat#G1038)，室温孵育20min并轻微振荡后用蒸馏水漂洗1次，在倒置显微镜观察并拍照记

录。

[0067] 8、基因检测

[0068] 提取宫内胎鼠长骨初级骨化中心和PW2、PW12次级骨化中心总RNA，之后逆转录为

cDNA，并通过RT-PCR进行定量分析相关基因表达情况。各基因引物序列如表1所示：

[0069] 表1：RT-PCR引物序列

[0070]

[0071] 9、蛋白检测
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[0072] 将处理后的细胞用PBS洗涤后加入200μl  RIPA裂解液和1mM  PMSF，并置于冰上静

置5分钟以提取细胞中的总蛋白。胞浆和胞核蛋白按照试剂盒说明书进行提取。标定后的蛋

白进行凝胶电泳、转膜及封闭后用特定的一抗进行孵育，并在显影仪下进行显影以对蛋白

水平进行相对定量分析。

[0073] 10、染色质免疫共沉淀

[0074] 在匀浆后的骨组织用1ml  PBS洗涤3次所获取下层细胞沉淀以及地塞米松处理后

的BMSCs中加入37％的甲醛，室温放置10min进行染色质交联，然后加入2.5mM的甘氨酸室温

放置5min终止交联。PBS清洗收集细胞后用超声破碎仪(仪器来源)(工作条件为30％功率，

0.5s  on，0.5s  off)，进行超声破碎5min裂解DNA链。4摄氏度环境下12,000rpm离心10min，

取上清收集DNA片段。每次ChIP检测细胞数量4×106。取1％体积上清50℃水浴2小时解交

联，1.5％琼脂糖凝胶电泳检测DNA超声裂解效果，确保DNA片段长度为147bp。分装DNA上清

液，分别为IgG、Input、H3K27三管。除Input外各分装DNA上清液中加入1mg/ml的BSA封闭P 

rotein  G  beads封闭，加入总量为1μg的对应抗体(ABclonal,Cat#A7253)，4℃孵育过夜。

3000rpm离心1min，收集免疫沉淀物。清洗并离心3次免疫沉淀物，65℃水浴过夜解交联。应

用PCR纯化试剂盒(Tiangen  Co.,Beijing,China)纯化DNA，纯化后的DNA用50μL水溶解，于-

20℃保存。每个纯化后的样本针对ACE启动子区进行Real  time  PCR，引物序列如表2所示，

每个反应设置双管。组蛋白乙酰化结果以Input为参照。

[0075] 表2.RT-PCR引物序列

[0076]

[0077] 12、实验结果

[0078] 12.1孕期地塞米松暴露后成年子代大鼠出现骨质疏松症表型

[0079] 如图1所示，孕期地塞米松暴露后子代成年后期(PW28)表现出骨量显著降低，主要

表现为骨相对体积分数(BV/TV，P<0.01，图1B)、骨小梁数量(Tb.N，P<0.01，图1B)及骨小梁

厚度(Tb.Th，P<0.01，图1B)均较对照组低。进一步检测成骨分化标志基因时也发现孕期地

塞米松暴露可导致子代成骨分化抑制(P<0.05，P<0.01，图1C)。表明，孕期地塞米松暴露后

子代大鼠成年时出现骨质疏松症表型。

[0080] 12.2孕期地塞米松暴露可致子代出生前、后成骨分化抑制及骨局部RAS激活

[0081] 其次，我们检测子代出生前、后不同时间点(GD20、PW2和PW12)骨局部成骨定向分

化标志基因(如Runx2、Osterix、BSP、ALP)时，也发现上述标志基因表达均对照组显著降低

(P<0.05,P<0.01，图2A)。提示，孕期地塞米松暴露可致子代出生前、后成骨分化持续抑制。

我们进一步检测了子代出生前、后骨局部RAS主要成分表达情况。结果发现，孕期地塞米松

暴露组骨局部ACE  mRNA表达和骨局部Ang  II含量在出生前、后均较对照组显著升高(P<

0.05，P<0.01，图2B)。AT1R  mRNA表达在出生前较对照组显著降低，然而出生后较对照组显

著升高(P<0.05，P<0.01，图2B)。AT2R  mRNA在出生前、后均较对照组降低(P<0.05，P<0.01，

图2B)。同时，免疫组化结果也表明了孕期地塞米松暴露组骨局部ACE蛋白水平在出生前后

均较对照组高(P<0.05，图2C-F)。以上结果表明，孕期地塞米松暴露可显著促进出生前、后

ACE表达，导致AngII含量增加并抑制AT2R表达。提示，孕期地塞米松暴露所致骨局部RAS激
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活介导了子代出生前、后成骨分化持续抑制。

[0082] 12.3ACE乙酰化水平增加介导孕期地塞米松暴露后子代骨局部RAS持续激活及其

宫内编程机制

[0083] 在探究孕期地塞米松暴露所致子代骨局部RAS持续激活的潜在发生机制时，我们

检测了出生前、后不同时间点(GD20、PW2、PW12)骨局部ACE启动子区乙酰化水平。发现，孕期

地塞米松暴露组胎鼠(GD20)骨局部ACE启动子区乙酰化水平较对照组显著升高，且以H3K27

乙酰化位点表现明显(P<0.01，图3A)。然而，在出生后2、12周(PW2、PW12)时，孕期地塞米松

暴露仅可增加ACE启动子区H3K27乙酰化水平(P<0.01，图3B-C)。我们进一步检测了PDE可致

胎骨组织中GR以及与GR密切相关的转录因子表达情况，结果发现孕期地塞米松暴露可显著

促进GR、转录因子C/EBPα和组蛋白乙酰化酶p300表达增加(P<0.01，P<0.01，图3D-F)。以上

结果提示，地塞米松可通过GR并招募C/EBPα和p300，导致ACE启动子区乙酰化水平增加。

[0084] 12.4地塞米松通过激活RAS抑制BMSCs成骨分化

[0085] 为了从细胞水平明确地塞米松对BMSCs向成骨细胞定向分化的影响，我们在BMSCs

向成骨定向分化培养的基础上，运用不同浓度的地塞米松(20、100、500nM)处理。通过检测

成骨分化标志基因(Runx2、ALP、BSP、OCN)表达情况，发现高浓度的地塞米松可显著抑制上

述标志基因表达，并呈现出良好的浓度依赖性改变(P<0.01，P<0.001，图4A)。我们进一步检

测了RAS主要指标(ACE、AngII、AT1R、AT2R)。结果发现，高浓度地塞米松可以显著促进ACE 

mRNA表达并且抑制AT1R  mRNA、AT2R  mRNA表达，同时，AngII含量也明显增加(P<0.05，P<

0.01，图4B)。蛋白结果表现与上述基因表达改变一致(图4C)。综上表明，高浓度地塞米松可

以激活RAS并抑制BMSCs成骨分化。

[0086] 12.5ACE乙酰化增加介导地塞米松所致RAS激活及其分子机制

[0087] 为了在细胞水平探究地塞米松激活RAS的分子机制，我们用高浓度地塞米松处理

BMSCs后发现，高浓度地塞米松可以导致细胞核中GR蛋白水平增加，但是胞浆中GR蛋白水平

降低(图6A)。表明，地塞米松可促使GR转位入核增加。而且，高浓度地塞米松处理BMSCs后

ACE启动子区组蛋白乙酰化水平(H3K27ac)较对照组显著升高，RU486逆转上述表现(P<

0.05，P<0.01，图5B)。我们进一步检测了地塞米松处理BMSCs后胞核中C/EBPα，组蛋白乙酰

化酶p300蛋白水平变化，结果发现地塞米松可显著促进胞核中C/EBPα、p300蛋白表达增加，

应用GR抑制剂后可部分逆转此过程(图5C)。同时，C/EBPαsiRNA、p300抑制剂C646后可逆转

地塞米松对ACE启动子区乙酰化增加的表现(P<0.05，P<0.01，图5D)。因此，在细胞水平证实

了地塞米松可通过GR招募C/EBPα、p300入核，促进ACE启动子区乙酰化水平(H3K27ac)增加，

从而导致ACE持续高表达及RAS激活。

[0088] 12.6通过降低ACE启动子区乙酰化增加可逆转地塞米松对成骨分化的抑制效应

[0089] 如图6所示，在运用不同浓度地塞米松处理BMSCs成骨分化的基础上，给予p300抑

制剂如C646联合处理BMSCs成骨分化14天。通过茜素红染色和检测成骨分化标志基因，我们

发现p300抑制剂可以显著逆转高浓度地塞米松对BMSCs成骨分化的抑制作用(P<0.05，P<

0.01，图6A-B)。因此，从反向证实了ACE启动子区乙酰化增加介导了地塞米松所致BMSCs向

成骨分化抑制。

[0090] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，
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均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 武汉大学

[0003] <120>  血管紧张素转化酶启动子区组蛋白乙酰化在制备改善胎源性成年骨质疏

松症药物中的应用

[0004] <160>  34

[0005] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>  1

[0007] <211>  20

[0008] <212>  DNA

[0009] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0010] <400>  1

[0011] tacttcgtca  gcgtcctatc  20

[0012] <210>  2

[0013] <211>  19

[0014] <212>  DNA

[0015] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0016] <400>  2

[0017] cagcgtcaac  accatcatt  19

[0018] <210>  3

[0019] <211>  21

[0020] <212>  DNA

[0021] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0022] <400>  3

[0023] ggaaaggagg  cacaaagaag  c  21

[0024] <210>  4

[0025] <211>  19

[0026] <212>  DNA

[0027] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0028] <400>  4

[0029] ccccttaggc  actaggagc  19

[0030] <210>  5

[0031] <211>  20

[0032] <212>  DNA

[0033] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0034] <400>  5

[0035] cgtctccatg  gtggattatg  20

[0036] <210>  6

[0037] <211>  20
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[0038] <212>  DNA

[0039] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0040] <400>  6

[0041] ggatgtagtt  ctgctcatgg  20

[0042] <210>  7

[0043] <211>  20

[0044] <212>  DNA

[0045] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0046] <400>  7

[0047] gagtacaaca  ctgcgtatga  20

[0048] <210>  8

[0049] <211>  22

[0050] <212>  DNA

[0051] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0052] <400>  8

[0053] gtaataatcc  tgaccctcgt  ag  22

[0054] <210>  9

[0055] <211>  20

[0056] <212>  DNA

[0057] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0058] <400>  9

[0059] cagacctagc  agacaccatg  20

[0060] <210>  10

[0061] <211>  20

[0062] <212>  DNA

[0063] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0064] <400>  10

[0065] gcttggacat  gaaggctttg  20

[0066] <210>  11

[0067] <211>  19

[0068] <212>  DNA

[0069] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0070] <400>  11

[0071] cgtcaacttc  ctgggtatg  19

[0072] <210>  12

[0073] <211>  19

[0074] <212>  DNA

[0075] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0076] <400>  12
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[0077] ggaggctgtg  atggttatg  19

[0078] <210>  13

[0079] <211>  20

[0080] <212>  DNA

[0081] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0082] <400>  13

[0083] ctctgttcta  cggctttctg  20

[0084] <210>  14

[0085] <211>  20

[0086] <212>  DNA

[0087] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0088] <400>  14

[0089] gagctcatgt  tatccgaagg  20

[0090] <210>  15

[0091] <211>  22

[0092] <212>  DNA

[0093] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0094] <400>  15

[0095] gagaaatatg  ctcagtggtc  tg  22

[0096] <210>  16

[0097] <211>  20

[0098] <212>  DNA

[0099] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0100] <400>  16

[0101] gacttggtca  cgggtaattc  20

[0102] <210>  17

[0103] <211>  20

[0104] <212>  DNA

[0105] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0106] <400>  17

[0107] ccaggcttca  gaaacttaca  20

[0108] <210>  18

[0109] <211>  20

[0110] <212>  DNA

[0111] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0112] <400>  18

[0113] catgcagggt  agagacattc  20

[0114] <210>  19

[0115] <211>  20
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[0116] <212>  DNA

[0117] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0118] <400>  19

[0119] cgacgtattg  ctgtgccttc  20

[0120] <210>  20

[0121] <211>  21

[0122] <212>  DNA

[0123] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0124] <400>  20

[0125] ttgagatctg  cccaggtggt  a  21

[0126] <210>  21

[0127] <211>  19

[0128] <212>  DNA

[0129] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0130] <400>  21

[0131] cgcaagagcc  gagataaag  19

[0132] <210>  22

[0133] <211>  18

[0134] <212>  DNA

[0135] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0136] <400>  22

[0137] ttgaccaagg  agctctca  18

[0138] <210>  23

[0139] <211>  20

[0140] <212>  DNA

[0141] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0142] <400>  23

[0143] gggagctgac  agatacgctc  20

[0144] <210>  24

[0145] <211>  20

[0146] <212>  DNA

[0147] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0148] <400>  24

[0149] ttggcaatct  cggtctgcaa  20

[0150] <210>  25

[0151] <211>  21

[0152] <212>  DNA

[0153] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0154] <400>  25
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[0155] tgcaaagatg  gaaacgacct  t  21

[0156] <210>  26

[0157] <211>  17

[0158] <212>  DNA

[0159] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0160] <400>  26

[0161] gccgtaggcg  ccactct  17

[0162] <210>  27

[0163] <211>  20

[0164] <212>  DNA

[0165] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0166] <400>  27

[0167] aggatgcggc  aaagtatatg  20

[0168] <210>  28

[0169] <211>  20

[0170] <212>  DNA

[0171] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0172] <400>  28

[0173] gctcatccga  acgagtaaag  20

[0174] <210>  29

[0175] <211>  20

[0176] <212>  DNA

[0177] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0178] <400>  29

[0179] caaatgcagg  catgggcaat  20

[0180] <210>  30

[0181] <211>  20

[0182] <212>  DNA

[0183] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0184] <400>  30

[0185] tcctggttgt  cctcccatct  20

[0186] <210>  31

[0187] <211>  18

[0188] <212>  DNA

[0189] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0190] <400>  31

[0191] gcaagttcaa  cggcacag  18

[0192] <210>  32

[0193] <211>  19
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[0194] <212>  DNA

[0195] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0196] <400>  32

[0197] gccagtagac  tccacgaca  19

[0198] <210>  33

[0199] <211>  20

[0200] <212>  DNA

[0201] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0202] <400>  33

[0203] tccacaaaca  caacagctcg  20

[0204] <210>  34

[0205] <211>  20

[0206] <212>  DNA

[0207] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0208] <400>  34

[0209] agagaggagg  aaggtggcta  20
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