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［摘　要］　目的　探讨冠心病血瘀证差异表达基因及其启动子甲基化的情况。 方法　以家系冠心病血瘀证患者１４例为观

察对象，家系健康人７例为对照，采用表达谱芯片检测冠心病血瘀证差异表达基因。再收集冠心病血瘀证患者１６例和健康人

７例，选择其中２个差异基因进行启动子区甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳ－ＰＣＲ）研究，初步分析冠心病血瘀证差异表达基因及其启

动子甲基化状态。 结果　表达谱芯片结果通过倍数变化值（ＦＣ）＞３或ＦＣ＜１／３、Ｃａｌｌ＝Ｐ筛选，共获取差异表达基因２６个，

选择ＫＬＦ５和ＬＲＰ１２基因进行 ＭＳ－ＰＣＲ，冠心病血瘀证与健康人各启动子甲基化率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

结论　冠心病血瘀证差异基因ＫＬＦ５和ＬＲＰ１２的启动子甲基化状态和健康人比较无明显区别。
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　　现代医学认为，冠心病的发生发展与先天遗传
和后天生活习惯有密切的关系，这与中医的疾病观
是一致的。中医疾病观认为，病证的发生发展与先
天体质和后天生活方式有关，通过药物或非药物手
段调整体质和生活方式可以阻断或痊愈病证的发

展［１］。同时现代医学也认为，表观遗传学与冠心病
等复杂性疾病有很大关联，生活方式等通过影响表
观遗传学机制调控基因的表达，但这种方式不涉及
基因的结构改变，只对基因进行诸如甲基化、乙酰化
等修饰，并且这种修饰改变可以通过遗传传给后
代［２］。本研究尝试探讨冠心病血瘀证的易感基因表

达与基因启动子甲基化状态的相关性，为探究中医
药调整病证的机制与表观遗传学机制的关系进行初

步研究。

１　资料

１．１　诊断及辨证标准
冠心病诊断参照《内科疾病诊断标准》［３］。血瘀

证辨证标准参照《中医病证诊断疗效标准》［４］。冠心
病血瘀证家系定义为先证者的一级亲属中（包括父
母、同胞及子女）至少有１人为冠心病血瘀证患者［５］。

１．２　纳入标准
符合上述诊断和辨证标准者，年龄１８～７５岁。
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１．３　排除标准

①患有糖尿病性心肌病、甲状腺机能亢进性心
脏病、高血压性心脏病、肺原性心脏病、贫血性心脏
病、风湿性心脏病等；②患有恶性肿瘤、肝肾疾病及
甲状腺疾病者；③患有肝炎、结核等传染病者；④患
有精神系统疾病者。

１．４　研究对象
冠心病血瘀证患者来源于２０１０年１月至２０１１

年ｌ月湖南中医药大学附属第一医院、湖南省中药
研究院附属医院心内科住院患者及在长沙市砂子塘

社区、梨子山社区、长沙冶金研究设计院等单位进行
冠心病血瘀证遗传流行病学调查者，并同时纳入健
康人。收集符合标准的家系冠心病血瘀证患者、家
系健康者、非家系冠心病血瘀证患者、非家系健康
者。其中表达谱芯片研究纳入家系冠心病血瘀证组

１４例，其中男８例，女６例，平均年龄６２岁；家系健
康人组７例，其中男４例，女３例，平均年龄５７岁；
甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳ－ＰＣＲ）共纳入冠心病血瘀证
组１６例（家系冠心病血瘀证患者８例，非家系冠心
病血瘀证患者８例），其中男６例，女１０例，平均年
龄６０岁；健康人组７例（家系健康者５例，非家系健
康者２例），其中男４例，女３例，平均年龄５４岁。
各组受试者一般资料比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），具有可比性。

２　方法

２．１　样本准备
由两名经验丰富的护理人员对纳入人群进行清

晨空腹静脉采血８ｍｌ，其中４ｍｌ用ＥＤＴＡ·Ｎａ抗
凝提取ＲＮＡ，用于外周血表达谱芯片研究。另外

４ｍｌ不抗凝，血凝块进行ＤＮＡ提取用于 ＭＳ－ＰＣＲ
研究。

２．２　表达谱芯片研究

２．２．１　ＲＮＡ的提取　外周抗凝血采用淋巴细胞分
离液进行分离，然后 ＲＮＡ提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ法，具
体过程参照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，批号

１５５９６－０２６）说明书。

２．２．２　表达谱芯片检测　冠心病血瘀证的差异基
因选用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司的 ＨｕｍａｎＧｅｎｏｍｅ　Ｕ１３３
Ｐｌｕｓ　２．０芯片进行基因表达谱分析，芯片的探针制
备、杂交、洗涤、染色、分析等芯片流程均由上海伯豪
生物技术公司实施。芯片杂交采用各组样本混合研
究的方法进行，差异表达基因的筛选通过Ｅｘｃｅｌ表
进行。

２．３　ＭＳ－ＰＣＲ研究

２．３．１　ＤＮＡ提取　ＤＮＡ 提取按照凝血块 ＤＮＡ
提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司，批号

ＤＰ３１９］说明书进行。

２．３．２　ＭＳ－ＰＣＲ检测　ＤＮＡ检测质量合格后，采
用试剂盒（ＥＺ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－Ｇｏｌｄ　Ｋｉｔ，Ｚｙｍｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司，批号Ｄ５００５）进行亚硫酸氢钠修饰与
回收处理。然后进行ＰＣＲ反应和琼脂糖凝胶电泳。
电泳完毕后在溴化乙锭（ＥＢ）中染色，在紫外灯下观
察结果并照相。采用的引物（由上海生工科技有限
公司合成）如下：
ＫＬＦ５：

ＬｅｆｔＭｐｒｉｍｅｒ－ＡＧＧＴＴＴＴＴＧＴＡＴＡＡＴＡＴＴＴＡＡＧＡＣＧＴ；

ＲｉｇｈｔＭｐｒｉｍｅｒ－ＡＴＴＡＡＡＣＴＡＡＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＡＡＣＧ；

ＬｅｆｔＵｐｒｉｍｅｒ－ＧＧＴＴＴＴＴＧＴＡＴＡＡＴＡＴＴＴＡＡＧＡＴＧＴ；

ＲｉｇｈｔＵｐｒｉｍｅｒ－ＴＴＡＡＡＣＴＡＡＣＡＡＡＡＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＡ。

ＬＲＰ１２：

ＬｅｆｔＭｐｒｉｍｅｒ－ＧＡＧＧＧＧＴＴＴＴＧＴＡＴＡＡＧＴＴＴＴＧＴＴＣ；

ＲｉｇｈｔＭｐｒｉｍｅｒ－ＴＴＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴＣＣＧＡＴ；

ＬｅｆｔＵｐｒｉｍｅｒ－ＧＡＧＧＧＧＴＴＴＴＧＴＡＴＡＡＧＴＴＴＴＧＴＴＴ；

ＲｉｇｈｔＵｐｒｉｍｅｒ－ＴＴＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴＣＣＡＡＴ。

注：Ｍ表示针对基因甲基化设计的引物；Ｕ表示针对基因未

甲基化设计的引物。

２．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１９．０软件进行分析，计数资料采用

非参数检验。

３　结果

３．１　表达谱芯片结果
表达谱芯片结果通过倍数变化值（ＦＣ）＞３或

ＦＣ＜１／３筛选，共获取差异表达的探针６８５个（其中
芯片信号Ｃａｌｌ值＝Ｐ有４６个），其中有注释的基因

４１６个（Ｃａｌｌ值＝Ｐ的２６个，见下表１）。挑选５个
基 因 ２０２８５９ ＿ｘ ＿ａｔ（ＩＬ８）、２０８８１６ ＿ｘ ＿ａｔ
（ＡＮＸＡ２Ｐ２）、２２８９４９＿ａｔ（ＧＰＲ１７７）、２０４４７０＿ａｔ
（ＣＸＣＬ１）、２０６２２２＿ａｔ（ＴＮＦＲＳＦ１０Ｃ）进行实时荧光
定量ＰＣＲ验证，其结果与芯片结果趋势较一致，可
以认定芯片结果的可靠性。

表１　家系冠心病血瘀证差异表达基因

　　（ＦＣ＞３或ＦＣ＜１／３，Ｃａｌｌ值＝Ｐ）

序号
探针号

（Ｐｒｏｂｅ＿Ｓｅｔ＿ＩＤ）
ＦＣ

表达方向
（Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）

基因缩写
（ＧｅｎｅＳｙｍｂｏｌ）

１　 １５５２６９０＿ａ＿ａｔ　 ３．４６３０７６ 下调 ＣＡＣＮＡ２Ｄ４
２　 ２１７５８８＿ａｔ　 ３．０９６８２７ 下调 ＣＡＴＳＰＥＲ２
３　 ２３３４９６＿ｓ＿ａｔ　 ３．２６７５２６ 下调 ＣＦＬ２
４　 ２３８５３９＿ａｔ　 ３．０１１７６４ 上调 ＨＰＳ３
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表１（续）　家系冠心病血瘀证差异表达基因
　　（ＦＣ＞３或ＦＣ＜１／３，Ｃａｌｌ值＝Ｐ）

序号
探针号

（Ｐｒｏｂｅ＿Ｓｅｔ＿ＩＤ）
ＦＣ

表达方向
（Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）

基因缩写
（ＧｅｎｅＳｙｍｂｏｌ）

５　 ２１１５０６＿ｓ＿ａｔ　 ４．７３４４８９ 上调 ＩＬ８
６　 １５５３５９４＿ａ＿ａｔ　 ３．３９６０３２ 下调 ＩＮＳＬ３
７　 ２４００５２＿ａｔ　 ３．１６１８５１ 下调 ＩＴＰＲ１
８　 ２２７４９３＿ｓ＿ａｔ　 ３．４５１２９１ 上调 ＫＩＡＡ１１４３
９　 ２０９２１１＿ａｔ　 ４．３６９７８４ 上调 ＫＬＦ５
１０　 １５５６６３９＿ａｔ　 ４．０９２３３１ 下调 ＬＯＣ４３９９１４
１１　 ２２０２５３＿ｓ＿ａｔ　 ３．４６２９２５ 下调 ＬＲＰ１２
１２　 ２０９８４０＿ｓ＿ａｔ　 ３．２３１６７ 下调 ＬＲＲＮ３
１３　 ２０９８４１＿ｓ＿ａｔ　 ３．０１９１７７ 下调 ＬＲＲＮ３
１４　 ２０１７４４＿ｓ＿ａｔ　 ３．１７６３７５ 下调 ＬＵＭ
１５　 １５６１５７８＿ｓ＿ａｔ　 ３．４６５５８４ 下调 ＭＣＡＲＴ６
１６　 １５６９４８４＿ｓ＿ａｔ　 ３．９７９０２９ 下调 ＭＤＮ１
１７　 ２１５９８５＿ａｔ　 ４．１９６１８９ 下调 ＮＣＲＮＡ００１７１
１８　 ２１４０６６＿ｘ＿ａｔ　 ３．４５１７９４ 下调 ＮＰＲ２
１９　 ２０９４８３＿ｓ＿ａｔ　 ３．０３２５３１ 下调 ＮＳＬ１
２０　 ２１９９７５＿ｘ＿ａｔ　 ３．０８０８７６ 上调 ＯＬＡＨ
２１　 ２０５３６２＿ｓ＿ａｔ　 ３．３０２０２８ 下调 ＰＦＤＮ４
２２　 ２３６２１８＿ａｔ　 ３．４４４１０６ 上调 ＰＨＯＳＰＨＯ１
２３　 ２４３８５１＿ａｔ　 ３．１１００６４ 下调 ＲＡＢ３ＧＡＰ２
２４　 ２３３１２３＿ａｔ　 ３．１６８３８３ 下调 ＳＬＣ４０Ａ１
２５　 ２０９８７５＿ｓ＿ａｔ　 ３．１２７５２４ 上调 ＳＰＰ１
２６　 ２１７７０４＿ｘ＿ａｔ　 ６．６２１３５３ 下调 ＳＵＺ１２Ｐ

３．２　ＭＳ－ＰＣＲ结果
入选的ＫＬＦ５、ＬＲＰ１２两个基因启动子区存在

着完全甲基化（Ｍ 表示）、不完全甲基化（Ｍ、Ｕ 共
存）和未甲基化（Ｕ表示）３种模式。冠心病血瘀证
组１６例中ＫＬＦ５基因启动子区甲基化状态为：Ｍ（１
例）、Ｍ＋Ｕ（５例）、Ｕ（１０例），完全甲基化水平为

６％，甲基化水平为３８％；健康人组７例中甲基化状
态为：Ｍ（１例）、Ｍ＋Ｕ（３例）、Ｕ（３例），完全甲基化

水平为１４％，甲基化水平为５７％，但两组间差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。冠心病血瘀证组１６例中

ＬＲＰ１２基因启动子区甲基化状态为：Ｍ（３例）、Ｍ＋
Ｕ（５例）、Ｕ（８例），完全甲基化水平为１９％，甲基化
水平为５０％，健康人组７例中甲基化状态为：Ｍ（３
例）、Ｍ＋Ｕ（１例）、Ｕ（３例），完全甲基化水平为

４３％，甲基化水平为５７％，但两组间差异亦无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。甲基化特异性 ＭＳ－ＰＣＲ结果如
图１、图２。

４　讨论
中医证候的形成受先天遗传和后天环境等因素

的影响，在以往有关血瘀证的证本质研究中对遗传
基因有关的报道较多，如单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与
证候形成的关系研究［６］。但有限的ＳＮＰ并不能很
好地阐明证候复杂的形成机制，而以ＤＮＡ甲基化
为代表的表观遗传学调控机制可以较好地解释先天

遗传与后天调控的双重影响，对其进行深入探讨或
许能为证候的科学内涵的揭示提供思路。

ＫＬＦ５是ＫＬＦ家族转录因子中的成员，参与多
种与增殖相关基因的转录调节。许多癌症研究中，
发现ＫＬＦ５参与了癌细胞的增殖［７］。在心血管系统
方面，已有研究表明，ＫＬＦ５参与了血管平滑肌细胞
（ＶＳＭＣ）的增殖，而ＶＳＭＣ的增殖与动脉粥样硬化
有密切的关系［８］。ＬＲＰ１２即低密度脂蛋白受体相
关蛋白１２，最初作为抑癌基因（ＳＴ７）被发现，主要参
与细胞内吞和信号转导作用［９］。其在心血管疾病方
面的研究较少，是否会通过抑制ＶＳＭＣ细胞的增殖
进而阻止疾病的发展，或者与ＬＲＰ家族的其他成员

图１　ＫＬＦ５启动子甲基化结果

注：Ａ或Ｅ表示冠心病血瘀证组；Ｄ或Ｆ表示健康人组；Ｈ２Ｏ为水阴性对照

·１５９·２０１３年第１１期 中 医 杂 志



图２　ＬＲＰ１２启动子甲基化结果

注：Ａ或Ｅ表示冠心病血瘀证组；Ｄ或Ｆ表示健康人组；Ｈ２Ｏ为水阴性对照

类似参与动脉粥样硬化的进展等值得研究［１０］。
基因启动子的甲基化会抑制基因的转录［１１］，本

研究中基因表达谱芯片分析结果表明，ＫＬＦ５在家
系冠心病血瘀证患者表达较家系健康人显著，其表
达的上调可能通过 ＶＳＭＣ增殖等机制参与冠心病
血瘀证的形成。其甲基化研究结果表明，冠心病血
瘀证患者的ＫＬＦ５基因启动子的甲基化水平较健康
人低，但二者间差异无统计学意义，ＫＬＦ５基因启动
子的低甲基化水平是否促使ＫＬＦ５转录增加值得进
一步研究。家系冠心病血瘀证患者ＬＲＰ１２的转录
水平较家系健康人表达下调，而冠心病血瘀证患者
ＬＲＰ１２基因启动子甲基化水平也低于健康人，二者
结果不一致，待后续研究的探索。
家系疾病具有家族聚集性特点，其遗传率较高、

遗传特征稳定，以其为研究对象将更可能获得所研
究病证的易感基因。本研究即首先通过冠心病血瘀
证家系人群与家系健康人比较获得了冠心病血瘀证

的易感基因。在随后的易感基因启动子甲基化研究
中为了更好地探讨基因的启动子甲基化的表达情

况，研究对象扩展至非特定人群（包括家系人群和非
家系人群），即从家系冠心病血瘀证获得的易感基因
在非特定冠心病血瘀证人群中的启动子甲基化分布

情况。但由于本研究纳入的样本量较少，未能大样
本量分析基因的甲基化与基因的表达关系，另外，在
具有遗传背景的冠心病血瘀证和无遗传背景的患病

人群中是否存在着基因启动子甲基化状态的差别也

是很值得深入探讨的内容。
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