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研究报告 

内侧前额叶皮质 DNA 甲基化调控大鼠酒精相关行为 

崔亨贞 1，孙蜜烛 2，王润芝 2，李辰雨 3，黄予暄 3，黄秋菊 3，乔晓孟 2 
1. 郑州大学医学院基础医学专业，郑州 450001 
2. 郑州大学医学院法医学系，郑州 450001 
3. 郑州大学医学院医学检验系，郑州 450001 

摘要: 酒精滥用不仅导致组织器官损伤，还易诱发神经精神疾病。研究表明，DNA 甲基化在酒精诱导基因表

达和行为改变中发挥重要作用，但具体的神经生物学机制尚未被阐明。为了探索 DNA 甲基化在酒精滥用中的

作用机制，本研究选取健康成年雄性 SD 大鼠(Rattus norvegicus) 32 只，随机分为饮水对照组(n=16)和慢性酒

精暴露组(n=16)，运用双瓶选择实验(two bottle choice test, TBCT)评估大鼠酒精偏爱率(alcohol preference)，通

过旷场行为 (open field test, OFT)评估活动状态并检测血酒精浓度。分离两组大鼠内侧前额叶皮质 (medial 

prefrontal cortex, mPFC)，提取总 DNA，利用简化代表性重亚硫酸盐测序技术(reduced representation bisulfite 

sequencing, RRBS)构建 mPFC 甲基化谱，对差异基因进行功能富集和通路分析，筛选与酒精滥用密切相关的甲

基化差异基因，运用 qRT-PCR 技术检测差异基因的表达，验证 DNA 甲基化对基因的表达调控；利用 qRT-PCR

和 Western blot 检测甲基转移酶(DNA methyltransferases, DNMTs)和甲基化 CpG 位点结合蛋白 2 (methyl 

CpG binding protein 2, MeCP2)的表达；同时，还检测了短期酒精暴露(7 d)对大鼠 mPFC 内 DNMTs 和 MeCP2

的影响(n=8/组)。结果表明，慢性酒精暴露大鼠 mPFC 内基因启动子区甲基化水平显著升高。与酒精滥用密切

相关的差异基因中，慢性酒精暴露组 Ntf3 和 Ppm1G 启动子区甲基化水平升高，mRNA 表达降低；Hap1 和 DUSP1

启动子区甲基化水平降低，mRNA 表达升高。慢性酒精暴露使 DNMT3B 和 MeCP2 mRNA 和蛋白表达升高，

而短期内酒精暴露不影响它们的表达。本研究初步证实 DNA 甲基化与酒精滥用的发展相关，可能受 DNMT3B

和 MeCP2 分子的调控，并发现了与酒精滥用相关的靶基因 Ntf3、Ppm1G、Hap1 和 DUSP1，为研究酒精滥用

的神经生物学机制提供了新见解，同时为酒精滥用治疗提供了可能的药理学靶点。 

关键词: 酒精滥用；DNA 甲基化；DNA 甲基转移酶；内侧前额叶皮质 
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Abstract: Alcohol abuse causes tissue and organ damage, and may participate neuropsychiatric diseases. Studies have 

shown that DNA methylation plays an important role in gene expression and behavioral changes induced by alcohol, 

however the causative neurobiological mechanisms have not been clarified. In this study, 32 healthy adult male SD rats 

were randomly divided into a drinking water control group (n=16) and a chronic alcohol exposure group (n=16). The 

alcohol preference and locomotor activity of rats were evaluated by two-bottle choice test (TBCT) and open-field test 

(OFT). DNA methylation in the medial prefrontal cortex (mPFC) tissue was detected by the reduced representative bisulfite 

sequencing (RRBS) technology. The methylation differential genes closely related to alcohol abuse were screened. 

qRT-PCR was used to verify the mRNA expression patterns of differential genes. qRT-PCR and Western blot were used to 

detect the expression of DNA methyltransferases (DNMTs) and methyl CpG binding protein 2 (MeCP2). Furthermore, the 

effect of short-term alcohol exposure (7 days) on DNMTs and MeCP2 in the mPFC of rats was tested (n=8/group). The 

results indicated that the methylation level of promoter region in the mPFC of rats exposed to chronic alcohol was 

significantly increased. In addition, the increased methylation levels in the promoter of Ntf3 and Ppm1G were 

accompanied by down-regulated mRNA levels in the chronic alcohol exposure group. The decreased methylation levels in 

the promoter of Hap1 and DUSP1 were accompanied by up-regulated mRNA levels. Furthermore, chronic alcohol exposure 

increased the mRNA and protein levels of DNMT3B and MeCP2. However, short term alcohol exposure did not affect their 

expression. This present study provides evidence that DNA methylation is associated with the development of alcohol abuse, 

which may be regulated by DNMT3B and MeCP2. The target genes Ntf3, Ppm1G, Hap1, and DUSP1 related to alcohol 

abuse were discovered as well, providing new insights into the neurobiological mechanism of alcohol abuse and the 

potential pharmacological targets for the treatment of alcohol abuse. 

Keywords: alcohol abuse; DNA methylation; DNA methyltransferases; medial prefrontal cortex 

酒精是世界公认的成瘾性精神活性物质，长期

过量饮酒会引起多种危害。在发达国家，酒精引起

的疾病负担(约 10%)仅次于烟草和高血压，而在一

些发展中国家，酒精甚至是致病致残的首要危险因

素。《2017 年全球酒精、烟草和非法药物使用状况

报告》指出，2015年在成年人群中，重度饮酒的患

病率为 18.4%，其中每 10 万人中就有 843.2 人患有

酒精依赖[1]。全世界因酒精滥用造成的死亡达 330

万例(占所有死亡人数的 5.9%)，并产生 5.1%的疾病

负担，造成 2500亿的经济损失[2]。中国的酒文化源

远流长，带来的各种问题也显而易见。2015年我国

重度饮酒的患病率在 20%~25%[1]，青少年酗酒率呈

逐年上升趋势[3]。酒精滥用对个人的身心健康有着

极大威胁。摄入过量酒精可以诱发肝硬化，增加肝

癌的发生率，并造成胃肠道功能紊乱及心血管疾病；

长期饮酒可诱发神经精神疾病，包括胎儿酒精谱系
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障碍和依赖，导致焦虑、抑郁甚至认知功能障碍[4]。

因此，对酒精滥用的病因机制进行研究具有十分重

要的生物医学及社会学意义。 

酒精反复摄入会引起相关基因的表达变化[5,6]，

即使停止饮酒后这种改变仍可持续，并且可以遗传。

这种基因表达改变的内在机制可能由表观遗传介

导 [7]。近年来，越来越多的研究聚焦酒精滥用相关

基因表达改变的表观遗传机制，酒精可能使基因的

甲基化或组蛋白乙酰化发生改变，从而增强或抑制

转录，引起基因表达持久性改变。Zhu 等[8]通过对

1465个健康受试者外周血全基因组甲基化进行分析，

发现饮酒量与基因组整体甲基化水平呈负相关。

Mg2+/Mn2+依赖的蛋白质磷酸酶 1G (protein phos-

phatase-Mg2+/Mn2+- dependent-1G, Ppm1G)被发现与

酒精使用障碍相关，在酒精使用障碍患者的外周血

基因组中，Ppm1G启动子区甲基化水平升高，mRNA

表达降低，而且其与 499 名酗酒青少年的冲动性行

为增加显著相关[9]。在对啮齿类动物的研究中发现，

慢性酒精暴露改变了小鼠 (Mus musculus)不同脑

区 5-羟色胺受体 3a (serotonin receptor 3a, Htr3a)启

动子区的甲基化，Hip中 Htr3a启动子区甲基化水平

升高，而背内侧纹状体(dorsomedial striatum, DMSTR)

和 dmPFC内 Htr3a启动子区甲基化水平降低[10]。有

研究表明，低甲基化药物(如甲基转移酶抑制剂)能减

少慢性酒精暴露大鼠的饮酒量[11,12]。由此可见，DNA

选择性地响应环境因素，进而改变转录机制，参与

细胞生长发育、周期调节、信号转导等多种生命过

程，导致大脑中生理和病理过程的改变。 

本研究通过建立大鼠慢性酒精暴露模型，提取

内侧前额叶皮质 (medial prefrontal cortex, mPFC) 

DNA，运用简化代表性重亚硫酸盐测序 (reduced 

representation bisulfite sequencing，RRBS)技术检测

mPFC 全基因组甲基化水平，筛选出与酒精滥用相

关的甲基化差异基因；进而对差异基因进行 GO 功

能富集和 KEGG通路分析；运用实时荧光定量 PCR

技术  (qRT-PCR) 对甲基化差异基因进行扩大样本

量验证；运用 Western blot技术对调控 DNA甲基化

的关键酶及分子进行蛋白表达检测，探索 DNA甲基

化在酒精滥用发展过程中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

健康成年雄性 SD大鼠 48只，6~8周龄，体重
180~220 g。实验动物均由郑州大学实验动物中心提
供，在无特定病原体(specific pathogen free, SPF)的
动物标准环境饲养。饲养室环境安静，温度区间为

21~25℃，湿度区间为 40%~60%，保持 12 h明暗周
期(7:00 AM灯亮，7:00 PM灯暗)，实验均在明周期
进行。该项目经郑州大学实验动物管理与使用委员

会批准，并严格遵守中华人民共和国科技部《关于

善待实验动物的指导意见》。所有大鼠均未经过任何

行为学训练，单只单笼饲养，自由摄食饮水，并于

实验前一周时间提前适应新环境。 

1.2  慢性酒精暴露 

所有动物被随机分为两组：慢性酒精暴露组

(n=16)和饮水对照组(n=16)，其中每组各 12 只用于
行为学检测及分子生物学实验，剩余 4只用于 RRBS
测序。慢性酒精暴露模型建立之前，酒精暴露组大

鼠首先接受连续 5 d的双瓶选择实验(two bottle ch-
oice test, TBCT)，以判断大鼠的基础酒精偏爱率
(alcohol preference)。同一饲养笼左右两边各一瓶 6% 
(V/V)的酒精水溶液和自来水，供大鼠自由选择。为
防止大鼠对位置的偏爱，需每天交换酒瓶和水瓶的

位置。每天 17:00 PM定时称量酒瓶和水瓶的重量，
计算酒精溶液和水溶液的消耗体积，酒精偏爱率=
酒精溶液消耗体积/液体总摄入体积×100%。双瓶选
择实验结束后，开始建立慢性酒精暴露模型。实验

组大鼠自由饮用 6%的酒精水溶液，对照组大鼠自由
饮水，每日 7:00 AM更换新的酒和水，连续 35 d。
35 d内每日 5:00 PM称量大鼠体重并记录饮酒量，
第 7、14、21、28、35 d分别进行旷场行为(open field 
test, OFT)和血酒精浓度检测。第 36 d起重新进行一
次双瓶选择实验，以判定模型是否建立成功。随后

以颈椎脱臼法处死大鼠，分离 mPFC 核团，保存于
−80℃冰箱中备用。对于短期酒精暴露模型(n=8/组)，
大鼠自由饮用 6%的酒精水溶液连续 7 d，第 7 d早
上处死大鼠，分离 mPFC核团，一半核团提取 mRNA，
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一半提取蛋白质用于后续分析。 

1.3  旷场行为 

黑色正方形敞口实验箱(100 cm×100 cm×45 cm)，
中心区域占箱底总面积的 60%，上方 2 m 处悬挂
30 W照明灯。在酒精暴露的第 7、14、21、28、35 d
早上 7:30，将所有大鼠逐只转运至行为学实验室适
应 30 min，随后将大鼠放至箱子角落进行 15 min的
自由探索，由摄像装置记录并分析 15 min内的数据，
包括：(1)总活动距离(total distance)：大鼠在实验箱
的总活动路程，反应大鼠的水平动机；(2)中心区域
停留时间比(pencentage of time in the center)：反应大
鼠的探索行为和焦虑样情绪。 

1.4  血酒精浓度(blood alcohol level, BALs)检测 

旷场实验结束后，立即对酒精暴露组大鼠进行

鼠尾静脉采血，每只抽取尾静脉血约 0.2 mL。随后
采用顶空–气相色谱法测定 BALs。实验前平衡温度
20 min，从冰箱内取出血样 100 μL于 5 mL顶空气
瓶中，加入 0.1 g/L叔丁醇内标溶液 500 μL，用钳口
器将空瓶用硅胶垫密封后放入自动顶空恒温炉中，

吹洗 2 min，进行预热，听到响声后代表预热完成，
开始进样，进样口温度为 150℃，再听到一次响声时
点击“START”按钮，开始测定，并进行样品记录。 

1.5  简化代表性重亚硫酸盐测序 

两组大鼠分别选取 3 只，提取 mPFC 基因组
DNA。限制性内切酶 Msp Ⅰ将 DNA切割为 40~220 bp
大小的片段，在 DNA分子两端引入接头序列及索引
序列，割胶后回收。按照标准流程使用 QIAquick Gel 
Extraction kit进行纯化，洗脱，将 DNA保存在−20℃
冰箱备用。按照标准流程使用 EpiTect Bisulfite Kit
对纯化产物进行重亚硫酸氢盐处理，洗脱 DNA。通
过 PCR扩增完成文库构建。PCR扩增引物为：  

F: 5′-AATGATACGGCGACCACCGA-3′； 
R: 5′-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3′。 
PCR扩增条件：95℃ 5 min，98℃ 30 s；98℃ 

10 s，60℃  30 s，72℃  30 s，15 个循环；最后
再 72℃ 5 min；4℃保存。 
将构建好的文库等摩尔浓度混合，对文库进行

定量后，利用 Illumina Nextseq 500 Desktop Seque-
ncer 上机测序。得到原始测序数据后，对其进行质
量控制以获得高质量数据进行后续分析。将测序序

列比对到基因组，得到不同基因组环境的甲基化情

况，并基于二项分布检验和 1% FDR约束对甲基化
位点进行筛选。统计甲基化程度的分布情况，比较

样本之间甲基化程度的一致性。最后，运用 GOseq
对差异甲基化区域最近邻基因进行功能注释，用

KEGG pathway对甲基化差异基因进行通路分析。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

采用 MiniBEST Universal RNA Extraction 试剂
盒(日本 TaKaRa 公司)提取两组大鼠(n=12/组)一侧
mPFC的 RNA，并测定 RNA浓度。随后以 RNA为
模板合成互补的 cDNA。以 cDNA 产物为模板，进
行荧光实时定量 PCR反应。目的基因的引物序列见
表 1。 

1.7  Western blot 检测 

提取两组大鼠一侧 mPFC 的蛋白质，用二喹啉
甲酸(bicinchoninic acid, BCA)法进行蛋白定量。为避
免电泳时由于蛋白浓度的差异造成的条带深浅不一，

根据测得的蛋白浓度(均高于 3 µg/µL)，将所有样本
的总蛋白浓度均调整为 3 µg/µL，用 RIPA 裂解液
和 5×的蛋白上样缓冲液稀释所提取的蛋白。随后进
行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)、转膜并孵育抗
体。一抗分别为抗 DNMT1 兔多克隆抗体 (美国
Epigentek 公司)、抗 DNMT3A 兔多克隆抗体(美国
Epigentek 公司)、抗 DNMT3B 兔多克隆抗体(美国
Epigentek 公司)、抗 MeCP2 小鼠单克隆抗体(英国
Abcam Technology公司)。二抗抗体孵育完成并洗膜
后进行化学发光检测。采用美国 Bio-rad 公司的
Image Lab软件进行分析，采集灰度值，计算目的蛋
白条带的平均光密度，进行相对定量分析。用目的

蛋白与内参蛋白(β-actin)条带的光密度比值来表示
检测蛋白的相对表达水平。 

1.8  数据处理与统计学分析 

采用 SPSS 20.0和 Graphpad Prism 6.0软件进行
统计学分析，以均值 ± 标准误(mean ± S.E.M.)表示 
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表 1  大鼠目的基因扩增引物序列信息 
Table 1  Primer sequences for target genes in rats 

基因名称 引物序列(5′→3′)  

Ntf3 F: GGCAACAGAGACGCACAAT 

R: TCCTCCGTGGTGATGTTCTA 

Pdp1 F: CTCAATTACCTGGTGCTTCG 

R: GCATTGTGGTCATTAGAGAGC 

Ppm1G F: TCATTGCTTGTGACGGCATC 

R: ATGACAATAACCGAAGCTCCC 

FLT1 F: TAACGCAATCTTCTTAACGTC 

R: TTAATCCTCACAAACGTCCC 

N1g2 F: CAGAAGAGACAGAGCAGGCATC 

R: GCAGAGACCACCACATTCATC 

Hap1 F: CAAGGATGAATGTGGTGGTCTC 

R: CTGCTGCCGCTTAGAATGG 

NFκB-p100 F: TCGACCTCCACCGGATCTTT 

R: CTGTGTCTTTTGGCTTCGGC 

RTKN2 F: CCATAGGATGCTAATCTCCGTTT 

R: AAGATTACTGCGGTCAACCTT 

DUSP1 F: CATTCCCGATGACATACACGTT 

R: CATTCCCGATGACATACACGTT 

DUSP8 F: TCACTGGTCTGGCTGGCATTTC  

R: AGTTGAAGTTGGGCGAGATGG 

DNMT1 F: GTTCCTTGTAGGCGAGTGTG 

R: TTGCGTAGTCCTGGCTGTAC 

DNMT3A F: GCA AAGTGAGGACCATTACC 

R: GCCAAACACCCTTTCCAT 

DNMT3B F: GTGCGTCGTTCAGGCAGTAG 

R: GTTCTCGGCTCTCCTCATCT 

MeCP2 F: GCCTTCAGCCCACCATTCTG 

R: CGGTCACGAATGATGGAACG 

GAPDH F: ATGGGGAAGGTGAAGGTCG 

R: GGGGTCATTGATGGCAACAA 

 
实验数据。对于模型建立期间两组大鼠的体重变化

和每周一次的旷场行为测试结果，以时间为组内因

素，饮酒或饮水为组间因素进行重复测量的双因素

方差分析(Two-way ANOVA with repeated measure-
ments, RM two-way ANOVA)；两个因素有交互作用
时，进行 Sidak’s post hoc多组之间的两两比较。对
于 35 d内慢性酒精暴露组大鼠的酒精摄入量(g/kg/d)、
血酒精浓度和酒精偏爱率，进行重复测量的单因素 

方差分析(One-way ANOVA with repeated measure-
ments, RM one-way ANOVA)；并进行 Sidak’s post 
hoc 不同时间点的两两比较。对于两组大鼠 mPFC
内相关分子的 mRNA和蛋白表达，以相对于饮水组
的相对倍数表示，采用非配对 t 检验进行比较。以
P<0.05为显著性检验水准。 

2  结果与分析 

2.1  大鼠体重、酒精摄入量、血酒精浓度及酒

精偏爱率的变化 

2.1.1  35 d 模型建立期间大鼠体重和酒精摄入

量变化 

为观测慢性酒精暴露对大鼠基础新陈代谢的影

响，每日 5:00 PM称量大鼠体重。重复测量的双因
素方差分析结果表明，慢性酒精暴露模型建立 35 d
内，饮用 6%酒精水溶液对大鼠体重未产生显著性影
响[FAlcohol(1,22)=0.649, P=0.429]。在整个实验期间，
两组大鼠的体重表现出同步增长[FTime(5,110)=932.300, 
P<0.0001] (图 1A)。结果表明，饮用 6%酒精水溶液
35 d对大鼠体重不产生影响，基本不影响大鼠的新
陈代谢。 
对于酒精摄入量，重复测量的单因素方差分析

表明，整个实验过程中大鼠饮酒量保持稳定[F(5,66)= 
2.268, P=0.121]，平均摄入量为 6.47±1.08 g/kg/d (图
1B)。随着饮用时间增长，大鼠饮酒量并没有增加，
始终保持稳定，说明大鼠没有产生酒精耐受。 

2.1.2  慢性酒精暴露大鼠的血酒精浓度 

在酒精暴露第 7、14、21、28、35 d，对酒精暴
露组大鼠的尾静脉进行采血，检测大鼠 BALs，以了
解酒精在大鼠体内的维持状况。整个实验过程中，

酒精暴露组大鼠的 BALs平均为 83.54±1.24 mg/dL，
重复测量的单因素方差分析表明，酒精暴露组大鼠

BALs保持稳定[F(4,55)=0.4265, P=0.936] (图 1C)。结
果表明，6% (V/V)酒精水溶液的慢性暴露可以让大
鼠体内维持一定的 BALs，大鼠相关行为的异常是酒
精作用的结果。 
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2.1.3  模型建立前后大鼠酒精偏爱率 

慢性酒精暴露开始前和结束后，对酒精暴露组

大鼠进行 5 d 的双瓶选择实验。在模型建立之前，
重复测量的单因素方差分析表明，酒精暴露组大鼠

的酒精偏爱率保持较低的稳定水平 [F(4,55)=0.467, 
P=0.721]，平均偏爱率为 17.12±1.50%。而经过 35 d
的酒精暴露之后，慢性酒精暴露组大鼠的酒精偏爱

率明显升高，重复测量的单因素方差分析显示，时

间因素影响了大鼠的酒精偏爱率 [F(4,55)=3.905, P< 
0.05]，测试第 5 d，慢性酒精暴露组大鼠的酒精偏爱
率显著高于第 1 d (P<0.05)。5 d内大鼠酒精偏爱率
的最低值为 43.10±5.54%，远高于模型建立前大鼠的
酒精偏爱率(图 1D)。 

2.2  酒精对大鼠旷场行为的影响 

为研究连续的酒精作用对大鼠自主活动量和焦

虑样行为的影响，在酒精暴露第 7、14、21、28 和
35 d对两组大鼠进行旷场实验。结果发现，大鼠偏 

向于在旷场外围活动，这与啮齿类动物的趋壁性习

性相吻合(图 2A)。 

重复测量的双因素方差分析显示，在 35 d的慢

性酒精暴露过程中，大鼠的水平活动量随时间有所

变化[FTime(4,88)=24.150, P<0.0001]，酒精因素所起的

作用不大[FAlcohol(1,22)=2.868, P=0.113]。因酒精和时

间因素没有显著的交互作用，本研究无法进行多重

比较分析，为了使结果更直观，本研究展示了具体

的总活动距离(mean±S.E.M.)。慢性酒精暴露组和饮

水对照组相比，在饮酒第 7 d 大鼠水平活动量有增

加趋势(饮水组：5457.75±192.75 cm vs. 酒精暴露

组：7017.95±213.73 cm)，表明短期酒精暴露有刺激

运动的作用；随后这种差异在第 14、21 d逐渐消失，

饮水组和酒精暴露组总活动距离一致，表明神经系

统对酒精的适应性；而在饮酒第 28 d和第 35 d大鼠

水平活动量有减少趋势：第 28 d，饮水组：5824.94± 

144.86 cm vs. 酒精暴露组：4494.54±180.74 cm；第

35 d，饮水组：5602.01±222.11cm vs. 酒精暴露组： 

 

 
 

图 1  大鼠体重、饮酒量、血酒精浓度和酒精偏爱率的变化 
Fig. 1  Changes of body weight, alcohol intake, BALs, and alcohol preference in rats 
A：慢性酒精暴露期间大鼠体重变化；B：大鼠每天酒精摄入量；C：血酒精浓度；D：模型建立前后大鼠酒精偏爱率。与酒精暴露前
相比，***: P<0.001表示差异显著，n=12/组。 
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图 2  酒精暴露期间大鼠的旷场行为 
Fig. 2  The open-field behavior in rats during alcohol exposure 
A：慢性酒精暴露第 7 d、21 d、35 d大鼠旷场行为热图；B：慢性酒精暴露第 7 d、14 d、21 d、28 d、35 d大鼠总活动距离；C：大
鼠在中心区域停留时间比。 
 

3635.22±208.12 cm (图 2B)，反映了慢性酒精暴露的
抑制性作用。 
同样，本研究也检测了中心区域探索的时间百

分比。重复测量的双因素方差分析显示，时间因素

显著影响了大鼠对中心区域的探索[FTime(4,88)=4.607, 
P<0.05]，而酒精因素所起的作用不大[FAlcohol(1,22)= 
0.105, P=0.751] (图 2C)。与总活动距离结果一致，
在饮酒第 7 d和第 14 d大鼠向中心区域探索的时间
有增加趋势：第 7 d，饮水组：8.38±1.10% vs. 酒精
暴露组：13.18±1.13%；第 14 d，饮水组：8.24±1.35% 
vs. 酒精暴露组：10.40±1.16%。随后这种差异在第
21 d消失，而在饮酒第 28 d和 35 d酒精暴露组大鼠
向中心区域探索的时间有减少趋势：第 28 d，饮水
组：9.32±1.10% vs. 酒精暴露组：4.93±0.89%；第
14 d，饮水组：9.64±1.25% vs. 酒精暴露组：6.87± 
1.13%。 

2.3  慢性酒精暴露大鼠 mPFC 内 DNA 甲基化谱 

双瓶选择实验之后，分别选取饮水对照组和慢

性酒精暴露组大鼠各 4 只，立即将其处死，分离

mPFC核团，提取 mPFC总 DNA，浓度和质量测定
后分别选取每组 3个样本进行 RRBS测序。  
从图 3A可以看出，两组样品中甲基化的胞嘧啶

CpG 类型的比例最高，这是因为哺乳动物的胞嘧啶
甲基化一般发生在 CpG位点。其余类型的甲基化均
较低，对总甲基化水平贡献不大。对于不同胞嘧啶

类型的甲基化水平，尽管慢性酒精暴露组均略高于

饮水对照组，但总体上两组甲基化水平没有差异。

为了更进一步分析 CpG的甲基化变化，本研究对两
组样本的 CpG 进行了不同特征区域的注释(图 3B)。
结果表明，甲基化差异区域有 66%存在于基因连接
区，23%存在于内含子区，9%存在于外显子区，2%
存在于启动子区。在所有甲基化存在差异的 CpG位
点，仅有 2%存在于启动子区的 CpG岛，4%存在于
CpG岛岸。 
本研究进一步对甲基化水平差异最大的基因进

行GO功能富集(Top 20)和KEGG通路分析(Top 30)。
GO结果显示，差异基因多为突触相关基因、谷氨酸
受体、跨膜转运体和离子通道，这些基因与神经系

统功能密切相关(图 3C)。通过对差异基因进行 KEGG 
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图 3  RRBS 测序结果 
Fig. 3  Results of RRBS sequencing 
A：两组样品中不同胞嘧啶类型的平均甲基化水平；B：差异甲基化区域在功能元件上的注释；C：甲基化基因的 GO功能富集(Top 20)；
D：甲基化差异基因的 KEGG通路分析(Top 30)。不同胞嘧啶类型包括 CpG、CHG、CHH、CN，H代表除了 G以外的 A、T、C碱基。 
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通路分析，发现甲基化差异基因与 mTOR信号通路、
可卡因成瘾、Ras信号通路、cAMP信号通路、FoxO
信号通路、安非他命成瘾和 Rap1信号通路等密切相
关(图 3D)。 

2.4  慢性酒精暴露大鼠 mPFC 内基因启动子

区甲基化水平及酒精滥用相关基因的筛选 

哺乳动物启动子区的 CpG位点的甲基化水平与
转录调节密切相关，因此本研究着重分析了启动子

区 CpG差异位点。为了更直观地表现出慢性酒精暴
露组与饮水对照组大鼠 mPFC 内基因启动子区甲基
化的差异，本研究对位于启动子区的 340 个差异位
点进行了热图分析(图 4A)。热图中每一行为一个位
点，每一列代表一个样本，左边 3列为酒精暴露组，

右边 3 列为饮水组。最上边的树状结构表示不同样
本间的聚类，本图中慢性酒精暴露组聚在一起，饮

水对照组聚在一起，说明组内样本亲缘关系更近，

样本聚类良好。左边的树状结构为差异位点的聚类

关系。尽管两组样本 mPFC 内整体甲基化水平无显
著差异，但在启动子区，慢性酒精暴露组的甲基化

水平显著高于饮水对照组。其中与对照组相比，慢

性酒精暴露组大鼠mPFC内存在 67个低甲基化位点
和 273 个高甲基化位点，这些位点涉及到 241 个已
知基因。 
通过滥用与成瘾数据库，并查阅相关文献，筛

选出与药物依赖及酒精滥用密切相关的启动子区甲

基化差异基因共 10个。与饮水对照组大鼠相比，慢
性酒精暴露组大鼠 mPFC 内基因启动子区甲基化升 

 

 
 

图 4  启动子区甲基化水平及甲基化差异基因转录验证 
Fig. 4  The methylation levels of promoter region and transcription verification of methylation differential genes 
A：启动子区甲基化差异位点聚类图。红、黑、绿信号代表甲基化程度的高低，红色信号越强，代表甲基化程度越高，反之则代表甲
基化程度越低。B：慢性酒精暴露组和饮水对照组 mPFC内 10个基因启动子区的甲基化程度。C：慢性酒精暴露组和饮水对照组 mPFC
内 10个甲基化差异基因的 mRNA表达水平。与饮水组相比，*: P<0.05表示有差异，**: P<0.01表示有明显差异，***: P<0.001表示
差异显著，****: P<0.0001表示差异极显著。 
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高的基因包括神经营养因子 3 (neurotrophin factor-3, 
Ntf3) (P<0.001)、丙酮酸脱氢酶磷酸酶催化亚单元 1 
(pyruvate dehyrogenase phosphatase catalytic subunit 
1, Pdp1) (P<0.01)、Mg2+/Mn2+依赖的蛋白质磷酸酶

1G (protein phosphatase-Mg2+/Mn2+-dependent-1G, 
Ppm1G) (P<0.05)、FMS 样酪氨酸激酶 1 (FMS-like 
tyrosine kinase 1, FLT1) (P<0.0001)和神经连接蛋白
2 (neuroligin 2, Nlg2) (P<0.05)，启动子区甲基化降低
的基因包括亨廷顿相关蛋白 1 (huntingtin-associated 
protein 1, Hap1) (P<0.05)、核因子 κB (nuclear factor 
kappa B p100, NFκB-p100) (P<0.05)、RTKN蛋白 2 
(rhotekin 2, RTKN2) (P<0.01)、双特异性磷酸酶 1 
(dual specificity phosphatase 1, DUSP1) (P<0.05)和双
特异性磷酸酶 8 (dual specificity phosphatase 8, 
DUSP8) (P<0.05) (图 4B)。 
本研究进一步利用 qRT-PCR 对这 10 个甲基化

差异基因进行转录水平的验证(图 4C)。结果表明，
慢性酒精暴露后，大鼠 mPFC内 Ntf3、Ppm1G启动
子区 CpG位点甲基化水平升高，抑制转录，导致其
mRNA水平降低；而 Hap1和 DUSP1启动子区 CpG
位点甲基化水平降低，解除或削弱了转录抑制作用，

导致其 mRNA水平升高。 

2.5  慢性酒精暴露大鼠 mPFC 内甲基化调控

酶的表达 

经过 35 d的慢性酒精暴露和 5 d的双瓶选择，
本研究检测了大鼠 mPFC内 DNMTs和 MeCP2蛋白
和 mRNA表达改变(图 5)。非配对 t检验显示，相较
于饮水对照组，酒精暴露组大鼠 mPFC内的 DNMT1 
(蛋白：t=0.824, P=0.424; mRNA: t=0.885, P=0.391)
和 DNMT3A (蛋白 : t=1.510, P=0.153; mRNA: t= 
0.064, P=0.950)表达无明显改变，而 DNMT3B (蛋白: 
t=9.800, P<0.0001; mRNA: t=5.364, P<0.0001)和
MeCP2 (蛋白: t=13.94, P<0.0001; mRNA: t=4.652, 
P<0.001)表达显著升高。 

2.6  短期酒精暴露对大鼠 mPFC 内甲基化调

控酶的影响 

为了明确短期内酒精暴露对甲基化调控酶的作

用，让大鼠自由饮酒 7 d后，本研究检测了 mPFC内
DNMTs和MeCP2的蛋白和mRNA表达改变(图 6)。 

 
 

图 5  慢性酒精暴露后大鼠 mPFC 内 DNMT1、
DNMT3A、DNMT3B 和 MeCP2 蛋白及 mRNA
表达改变 

Fig. 5  Changes in DNMT1, DNMT3A, DNMT3B and 
MeCP2 protein and mRNA expression in rats 
mPFC tissue after chronic alcohol exposure 

A：慢性酒精暴露后大鼠 mPFC内 DNMT1、DNMT3A、DNMT3B
和MeCP2蛋白条带；B：慢性酒精暴露后大鼠 mPFC内 DNMT1、
DNMT3A、DNMT3B和 MeCP2蛋白表达；C：慢性酒精暴露后
大鼠 mPFC内 DNMT1、DNMT3A、DNMT3B和 MeCP2的 mRNA
表达。与饮水组比较，***: P<0.001 表示差异显著，****: P< 
0.0001表示差异极显著。 
 
非配对 t检验显示，短期酒精暴露不影响DNMT1 (蛋
白: t=0.092, P=0.928; mRNA: t=0.440, P=0.670)、
DNMT3A (蛋白: t=0.153, P=0.880; mRNA: t=0.209, 
P=0.739)、DNMT3B (蛋白: t=0.198, P=0.846; mRNA:  
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图 6  短期酒精暴露后大鼠 mPFC 内 DNMT1、
DNMT3A、DNMT3B 和 MeCP2 蛋白和 mRNA
表达改变 

Fig. 6  Changes of DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, 
and MeCP2 protein and mRNA levels in the 
rats mPFC tissue after short-term alcohol 
exposure  

A：短期酒精暴露后大鼠 mPFC内 DNMT1、DNMT3A、DNMT3B
和MeCP2蛋白条带；B：短期酒精暴露后大鼠 mPFC内 DNMT1、
DNMT3A、DNMT3B和 MeCP2的蛋白表达；C：短期酒精暴露
后大鼠 mPFC内 DNMT1、DNMT3A、DNMT3B和MeCP2的 mRNA
表达。 

 
t=0.182, P=0.859)和 MeCP2 (蛋白: t=0.060, P=0.953; 
mRNA: t=0.394, P=0.653)的表达。 

3  讨论 

酒精滥用是一种由遗传因素和环境因素共同作

用的复杂疾病，涉及奖赏、动机、学习记忆、情绪

和执行功能等多种神经生物学过程，尽管科研人员

对其神经生物学机制进行了深入研究，但尚未研发

出有效的药物。前额叶皮质参与调控认知、情感、

情绪、动机、决策等生物学进程，其中 mPFC 与酒
精滥用引起的神经适应性改变密切相关。DNA甲基
化在长时程记忆的形成以及药物成瘾中都具有重要

作用，DNMTs 可通过催化 5ʹ-CpG-3ʹ上的胞嘧啶发
生甲基化来调节下游基因的表达，从而产生持久的

神经生物学改变并最终影响个体行为调控，然而在

mPFC内DNMTs的活性对于酒精相关行为的调控作
用仍不清楚。 
本研究建立大鼠慢性酒精暴露模型，检测了大

鼠的自主活动和焦虑样行为，发现在饮酒第 7 d 酒
精暴露组大鼠总活动距离和中心区域探索时间比饮

水对照组高，表明短期内低浓度饮酒，可以增加大

鼠的自主活动量，并在一定程度上减轻焦虑样情绪。

随着饮酒时间的增加，在连续饮酒 21 d后酒精暴露
组与饮水对照组大鼠之间活动总距离和中心区探索

时间差异逐渐缩小，反映了长期饮酒后大鼠对酒精

的适应性。而饮酒 28 d后，大鼠总活动距离和中心
区探索时间又减少并低于饮水对照组，表明慢性低

浓度饮酒给大鼠带来了不适感，减少了大鼠的自主

活动量，并加重了大鼠的焦虑样行为。与本研究结

果一致的是，Boerngen-Lacerda 等[13]发现 2 g/kg 的
酒精对小鼠急性灌胃或灌胃 7 d，均增加了小鼠对高
架十字迷宫开臂的探索时间和旷场实验的自主活动

距离。出生 4~9 d的雄性大鼠幼崽暴露在 5.25 g/kg/d
的酒精环境下连续一个月，活动性和探索行为均降

低，并且社交行为变少[14]。大量的动物实验和临床

资料表明，焦虑与酒精滥用两者之间存在复杂的交

互联系[15,16]。酒精滥用和依赖作为慢性复发性疾病，

在发展过程中焦虑起了促进作用[17]。短期内饮酒降

低短时程焦虑，而长期饮酒反而增加长时程焦虑。

多数慢性饮酒或酒精戒断能够通过生理-心理-社会
机制引起显著的焦虑症状。个体饮用一定浓度酒精

后，酒精的心理或药理作用可以缓解焦虑症状，在

此过程中，酒精通过负强化作用促进焦虑个体提高

饮酒量和饮酒频率[18]。 
尽管 DNA 甲基化异常可以增加很多疾病的患
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病风险，酒精滥用的甲基化研究尚处于早期阶段。

目前的研究偏向于饮酒个体外周血的基因组甲基化

或酒精诱导的某个基因甲基化的异常。有研究表明

酒精滥用患者外周血 DNA 甲基化较健康对照组显
著升高，伴随 DNMT3A和 DNMT3B mRNA水平的
降低[19,20]。利用甲基化芯片对台湾地区酒依赖患者

外周血全基因组 DNA进行检测，发现酒依赖组整体
DNA甲基化程度较对照组明显升高[21]。与血液基因

组相比，来自大脑基因组的甲基化差异更能说明酒

精相关行为的中枢控制机制。本研究通过提取慢性

酒精暴露大鼠 mPFC基因组 DNA，进行 RRBS测序
分析，发现两组大鼠 mPFC 内整体基因组甲基化无
显著差异，但仍有 911 个高甲基化差异甲基化区域
(differentially methylated region, DMR)和 560个低甲
基化 DMR，进一步分析启动子发现，慢性酒精暴露
组大鼠 mPFC 启动子区甲基化水平显著高于饮水对
照组。通过对差异基因的功能富集分析和通路分析，

本研究筛选出与酒精滥用密切相关的甲基化差异基

因 Ntf3、Ppm1G、Hap1 和 DUSP1，在 mRNA 水平
验证了其表达。其中，Ntf3 在神经元分化、突触发
育和可塑性起关键的调控作用[22,23]，本实验室前期

研究也证实 Ntf3是酒精滥用的靶基因[12]。Ruggeri[9]

等对 18 对患有酒精使用障碍的单卵双胞胎外周血
DNA 进行了全基因组甲基化分析，证明 Ppm1G 与
酒精使用障碍和行为控制期间的大脑活动有关。此

外，Hap 通过影响钙信号通路从而调控神经元兴奋
性[24,25]。同时，DUSP1可以使丝裂原活化蛋白激酶
(mitogen activated protein kinases，MAPK)苏氨酸/酪
氨酸残基特异性去磷酸化，从而调控细胞的生长、

分化、增殖及凋亡[26]。以上甲基化差异基因的筛选

为酒精滥用的分子机制提供了可能靶点。 
DNA甲基化是由甲基转移酶(DNA methyltrans-

ferase, DNMTs)调控的。DNMTs大致分为两类：(1)从
头甲基化酶，包括 DNMT3A 和 DNMT3B，在未经
甲基化的 DNA 上建立初始甲基化模式；(2)维持甲
基化酶 DNMT1，在 DNA复制过程中将甲基化模式
从亲本 DNA 链上复制到子代链[27,28]。DNMTs 的这
些独特功能可以确保 DNA 甲基化模式在不同个体
中以组织特异性方式维持和保存。此外，DNMTs、

甲基化 CpG位点结合蛋白-2(MeCP2)、HMTs、HDACs
可能通过复杂的交互作用影响 DNA 的甲基化水平，
调节相关基因的表达，从而对酒精相关表型发挥作

用[29]。DNMT1和 DNMT3A基因双敲除小鼠 Hip神
经元体积减小，学习和记忆能力受损[30]。大鼠伏隔

核(nucleus accumbens, NAc)中DNMT3A过表达能够
增加相应神经元的树突棘密度，同时减弱可卡因诱

导的奖赏效应[31]。MeCP2基因敲除小鼠比野生型小
鼠对酒精有更强的敏感性和戒断效应[32]。本研究也

发现，慢性酒精暴露后，大鼠 mPFC内 DNMT3B和
MeCP2 表达升高。由此看来，动态的 DNA 甲基化
调节对酒精相关表型的改变和维持至关重要，而

DNMTs和 MeCP2作为 DNA甲基化的调控者，所起
的重要作用不言而喻。然而，大鼠饮酒 7 d，其 mPFC
内 DNMTs和 MeCP2未发生显著改变。由于表观遗
传修饰是环境因素长期刺激的结果，并可以遗传给

后代[33]，猜测短期酒精作用不足以引起甲基化调控

酶及 DNA甲基化谱的改变。 
本研究成功建立了大鼠慢性酒精暴露模型，获

得慢性酒精暴露大鼠 mPFC内 DNA甲基化谱，并筛
选出与酒精滥用相关的基因 Ntf3、Ppm1G、Hap1和
DUSP1，且明晰了调控 DNA甲基化的关键酶，为未
来表观遗传学在酒精滥用中的机制研究提供了基础，

将来尚需从以下两个方面进行深入研究：(1)所得甲
基化谱样本量太小，应该针对与酒精滥用相关的甲

基化差异基因，采用 BSP挑克隆测序进行扩大样本
量验证，使筛选出的差异基因更可靠。(2)本研究发
现 DNMT3B 和 MeCP2 调控酒精诱导的 DNA 甲基
化的改变，接下来应运用甲基转移酶特异性干预剂

验证它们在酒精滥用中的作用。 
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