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【摘要】 目的 探讨动脉粥样硬化(atherosclemsis，AS)患者雌激素受体o【(estrogen receptor d，

ER一0【)基因启动序列CpG岛的甲基化改变情况。方法经颈部血管彩超检查共筛选出72例AS患者，

健康对照者30例。采集所有研究对象的外周血，巢式甲基化特异性PCR(nested—methylation—speci{ic

PCR，nMSP)法检测ER一0【基因启动子区CpG岛的甲基化状态，对检测结果进行统计学分析。结果72

例AS患者，ER一仪基因启动序列有49例发生了甲基化，其中，完全甲基化22例，半甲基化27例，甲基

化率为68．06％(49／72)；30例健康对照者ER一0【基因启动序列有9例发生了甲基化，其中完全甲基化2

例，半甲基化7例，甲基化率为30．00％(9／30)，两组甲基化率差异具有统计学意义(P<0．01)。将AS患

者分为未甲基化组、半甲基化组和完全甲基化组．随甲基化程度的增高，Cmuse积分与颈动脉内膜中层

厚度(camtidintima—mediathickness，CIMT)均显著增高，组问差异均有统计学意义(P均<0．01)，不同甲

基化组间两两比较，差异亦均有统计学意义(P均<0．01)。ER一理基因启动序列甲基化程度与Crouse积

分和CIMT间呈明显正相关，相关系数r分别为0．696和0．712(P均<0．01)。结论 AS患者ER—d基因

启动序列CpG岛高度甲基化，且甲基化程度与AS程度呈正相关，ER一0【基因的高甲基化很可能促进

AS的发生、发展。
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【Abstract】 Objec廿Ve To investigate the methylation status in pmmoter region of
estrogen receptor

d

(ER～d)gene in ather_osclemsis(AS)patients．Methods 102 cases including 72 AS pa【ients and 30 healthy

control subiects were selected under camtid colorized ultrasound examination．Periphe矗I blood samples were

prepared f南m all subjects．‘Ihe methylation status of cpG islands jn ER—d gene pmmoter re舀on were analyzed

b丫nested—methvlation—specific PCR(nMSP)．7Ihe results were analvzed statisticallv．ResIlIts Hype蛐ethyla—
tion of ER—d gene promoter region was found in 49 cases of 72 AS patients，22 cases were full—methvlation

and 27 cases were half二methvlation。the methvlation frequencv was 68．06％(49／72)．While in 30 healthv con—

trol subiects，onlv 7 cases were half-methvlation and 2 cases were full—methylation，the methYlation frequency

was 30．00％(9／30)．which much lower than the one in AS patients and the difl．erence had statistical signifi．

cance(P<0．01)．The Cmuse integral and carotid intima—media thickness(CIMT)showed an upward trend a一

10ng witIl the increase of metIlylation degree，and the diff'erences among
three gmups all had statistical signifi—

cance(Pall<0．叭)．The di‰rence between each two methylation gmups aU had statistical signi6cance(Pall<

0．01)．The SpeaⅡnan rank correlation anal丫sis explored an obviously coHelation between the degree of methy—

lation in ER—d gene promoter region and the severitv of AS 1esion．The coefficient con．elation r were 0．696 and

0．712 respectively(Pall<0．01)．Conclusion Hypennethylation“CpG islands in ER一0【gene pmmoter region

was found in AS patients，which is positive correlated with the severity of AS lesion．The hvpermethvlation of

ER—d gene hence to promote the occuITence and development of AS．

【Key words】 Athemsclerosis；Estmgen recepto卜d；Methylation；PcR；Gene

动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是严重危害 人体健康，导致心、脑等重要器官发生缺血性病变的
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常见病、多发病。近年来，不仅发病率明显上升，发病

年龄也日趋年轻化。随着对AS发病机制的不断深

入研究，基因组异常甲基化导致AS相关基因转录

失调逐渐成为关注焦点。有研究⋯报道，在AS形成

过程中出现整体基因组的低甲基化和部分特定基因

启动区CpG岛的高甲基化，而高甲基化可抑制基因

的表达。相关研究[2]表明，雌激素受体d(estro躬n

receptor仅，ER一仪)基因可以通过调节脂质代谢对血

管壁平滑肌细胞和内皮细胞起保护作用．故绝经前

的女性AS发生率显著低于男性，而绝经后二者并

无明显差异。且单克隆抗体检测发现ER一仅的表达

在绝经期妇女的体内明显降低。表明ER一仅基因表

达沉默与AS的发生密切相关。

本文研究收集72例AS患者和30例健康对照

者外周血标本，检测AS病变的程度及ER一仅基因

启动区的甲基化水平．以期从表观遗传学角度探讨

ER—d基因异常甲基化可能在AS发病中的作用，为

AS的防治提供新的思路。

1资料与方法

1．1 临床资料选择河南省人民医院心内科2012

年1月至2013年5月住院的72例AS患者，均经

颈部血管彩超证实有AS斑块形成，男35例，女37

例，年龄(70．63±8。64)岁，排除严重肝、肾疾病，内分

泌代谢疾病，结缔组织疾病和乳腺癌等。30例健康

对照者来自该院体检中心，男15例，女15例，年龄

(66．57±8．52)岁。体检结果正常，且经颈部血管彩超

证实无颈动脉内膜增厚及斑块形成，并排除高血压、

冠心病等其他心脑血管疾病。

1．2 颈部血管超声 由固定专人采用美国

SON05500型彩色超声血流仪，对所有研究对象行

两侧颈动脉检查(颈总动脉、颈动脉分叉部、颈内动

脉起始处及颈外动脉)。检查内容包括：颈动脉内膜

中层厚度(carotid intima—media thickness，CIMT)及

有无斑块形成。内膜中层厚度<1．0 mm为正常；1．0

mm～1．3 mm为增厚：以内膜局限性突出管腔，厚

度≥1．3 mm为斑块形成。以任何一处最大CIMT作

为判定标准[31。采用Crouse氏方法⋯计算颈动脉斑

块积分。

1．3标本采集 所有研究对象清晨空腹采集肘静

脉血3 Illl．用北京TIANGEN公司的DP319—5 m1

血液基因组提取试剂盒提取基因组DNA，操作严格

按说明书进行。提取DNA以入一HindIIIMarker做参

照在1％琼脂糖上电泳，并检测浓度和纯度。提取

DNA直接修饰或一80℃冰箱保存备用。

1．4基因组DNA的亚硫酸氢钠修饰及纯化使用

上海七海复泰生物公司的甲基化修饰、纯化试剂盒，

取基因组DNA 500 ng左右，操作严格按说明书进

行。修饰、纯化后的DNA直接PCR或一80℃冰箱保

存备用。

1．5 巢式甲基化特异性PCR(nested—methvlation—

specific PCR，nMSP) DNA经过修饰，未甲基化的

胞嘧啶C脱氨基转变成T．而甲基化的C不变。基于

此原理，针对ER一仅基因启动区CpG岛完全甲基化

和完全非甲基化两种情况，设计引物：甲基化特异性

引物(ER—pM)和非甲基化特异性引物(ER—pU)。在

外围不含CG区域再设计一对引物(ER—PN)，对修

饰后的DNA进行第一轮扩增。再分别用ER—pM和

ER—pU进行第二轮扩增。所有引物均由上海英俊生

物技术有限公司合成，引物序列、片段长度及退火温

度详见表1。

PCR反应体系：12．5斗l，第一轮使用ER—pN扩

增，其中含有：修饰后DNA 2肛l，2×Taq PCR Maste卜

mix 6．3斗l(包括0．1U Taq Polymerase／斗l，500uM

dNTP each，20 mM tris—HCL，PH 8．3；100 mM KCl，3

mM MgCl：，其他稳定剂和增强剂)，上下游引物20

uM各0．3恤1，加水补充至12．5阻l。

反应条件：采用Touchdown—PCR，第一轮条件：

94℃预变性5 min，94℃变性30 s，65℃退火30 s，

72℃延伸1 min，以后每个循环退火温度降1℃．20

个循环后退火温度降至45℃：94 cC变性30 s，45℃

表l ER一0【基因nMSP引物

注：ER—pN：外侧引物；ER-pM：甲基化特异性内侧引物；ER-pU：非甲基化特异性内侧引物
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退火30 s，72℃延伸1 min，20个循环；72℃延伸7

min。取第一次PCR产物2“l为模板，分别用ER—

pM和ER—pU进行第二轮扩增，扩增体系及扩增条

件同上。

取5“l PCR产物在l％的琼脂糖凝胶上电泳，

在凝胶成像系统下观察并拍照存档。

1．6统计学处理所有资料经SPSS 17．O统计软件

建立数据库，进行统计学分析。计量数据以菇±s表

示，正态分布计量资料多组间均数比较采用方差分

析，计数资料比较采用矿检验，相关分析采用

Spearman等级相关分析，以P<0．0l为差异有统计

学意义。

2结果

2．1 nMSP结果 采用nMSP联合Touchdown—

PCR，可明显提高扩增的灵敏度和特异性．扩增的目

的产物特异、浓度高，电泳条带明亮、整齐、清晰，无

非特异性扩增现象出现。

ER一仪基因启动子区甲基化状态存在三种情

况：1．完全甲基化，即甲基化特异性引物能扩增出目

的条带，而非甲基化特异性引物扩增不出目的条带；

2．半甲基化。即甲基化特异性引物和非甲基化特异

性引物均能扩增出目的条带；3．未甲基化，即甲基化

特异性引物扩增不出目的条带，而非甲基化特异性

引物能扩增出目的条带，详见图1。
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图1 nMSP法检测ER一0【基因甲基化电泳图

注：Marker I：100bp梯度marker；M：用ER—pM特异性引物进行

扩增；U：用ER—pU特异性引物进行扩增；I：完全甲基化标本；Ⅱ：

半甲基化标本：Ⅲ：未甲基化标本

2．2 ER一0【基因启动序列的甲基化检测结果72

例AS患者，ER一0【基因启动序列有49例发生了甲

基化，其中，完全甲基化22例，半甲基化27例，甲基

化率为68．06％(49／72)；30例健康对照者ER一仅基

因启动序列有9例发生了甲基化，完全甲基化2例，

半甲基化7例，甲基化率为30．00％(9／30)，AS组与

对照组甲基化率差异具有统计学意义(P_0．0004)，

见表2。

表2两组甲基化率比较

注：两组l司甲基化率比较∥=12．5029，fl=O．0004

2．3 ER一仪基因启动序列甲基化程度与Crouse积

分和CIMT的关系 按甲基化程度将AS患者分为

三组，即未甲基化组、半甲基化组和完全甲基化组，

随ER一仅基因启动序列甲基化程度的增高，反映AS

程度的指标Crouse积分与CIMT均显著增高，组间

差异均有统计学意义(P均<0．01)，见表3。

表3不同甲基化程度对应的Cmuse积分和CIMT比较

注：。与未甲基化组比较，f)<0．0l；o与半甲基化组比较，JP‘<0．01

将ER一仅基因启动序列甲基化程度与Cmuse

积分和CIMT分别进行Spea珊an等级相关分析，相

关系数r分别为0．696(P<0．01)和0．712(P<0．01)。

可见，ER一0【基因启动序列甲基化程度与AS程度呈

明显正相关。

3讨论

AS是由多因素引起的心脑血管系统的慢性炎

症性疾病，其以平滑肌细胞异常增殖和迁徙、内膜下

脂质沉积以及泡沫细胞形成为主要特征，最终导致

动脉弹性下降和管腔狭窄．进而导致其供血区缺血

甚至坏死。有关AS的发病机制有多种学说。如脂质

浸润学说、炎症学说、氧化应激学说、感染学说以及

遗传环境相互作用学说等，但到目前为止，还没有一

种学说能将AS的发生机制彻底解释清楚。近年来

的研究吲表明．相关基因表达和功能改变在AS的发

生和发展过程中发挥重要作用。AS过程中伴随

DNA甲基化的改变，而甲基化是调节基因表达和功

能的一种重要的表观遗传学修饰方式，也是目前研

究最集中和发展最成熟的部分。DNA甲基化是指在

DNA甲基转移酶催化作用下，以S一腺苷甲硫氨酸为

甲基供体，将甲基基团合成到CpG结构中胞嘧啶的

第五位碳原子上，使之变成5一甲基胞嘧啶的化学修

饰过程[6]。DNA甲基化和去甲基化与基因的表达密

切相关，一般而言，基因调节序列高甲基化抑制基因

转录，而低甲基化则激活基因转录Ⅲ。
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近年来，以颈动脉超声监测的CIMT被认为能

较准确反映动脉内膜的病损程度，是一种较好的无

创AS监测方法[8]。由于颈动脉表浅，超声能较清晰

的显示从内膜表面到中膜与外膜界面问(外弹力膜)

的距离，即内膜一中层厚度[9]。AS主要侵犯内膜，中

膜通常不受影响，因此，CIMT增厚主要反映内膜增

殖，即AS病变，在AS斑块形成时可观察到内膜局

部的偏心性增厚并向管腔膨出[10]。因此，本文研究监

测的CIMT和Cmuse积分能较准确地反映AS病损

的性质和程度。

雌激素受体(estmgen receptor，ER)属于核受体

家族，有ER一仅和ER—B两个亚型。二者的分子结构

极其相似，功能上二者既独立作用又相互依赖，组织

学分布上具有特异性⋯]。实验证明，雌二醇通过与

ER一仅结合在抗AS发生中发挥重要作用。已有不少

研究¨21表明ER启动子区甲基化是其基因表达沉默

的重要机制。Kortelainen等m1用ER的单克隆抗体

检测发现绝经前女性中患有明显AS者其表达降

低，提示ER基因表达沉默与AS形成具有明显相关

性。本文研究结果显示，AS患者的ER—d基因启动

区CpG岛的甲基化率高达68．06％，显著高于对照

组的30．00％。差异具有统计学意义。此外，ER一仪基

因启动序列甲基化程度与反映动脉粥样硬化程度的

Crouse积分和CIMT之间呈明显正相关。该结果不

仅表明AS患者ER—o【基因有较高的甲基化发生

率．还表明ER—d受体很可能通过甲基化修饰抑制

其表达或失表达，进而促进AS的发生发展，这很可

能是AS形成的另一重要机制。这与许多学者的研

究结果相近．Post等[141的研究表明AS患者右心房

ER一仅基因甲基化增加。斑块比邻近正常动脉ER—d

基因甲基化也显著增加，Kim等Ⅲ]也得出了相似结

果。还有学者研究[1s]发现，收缩表型的平滑肌细胞

ER一仅启动子区域CpG岛未甲基化，而合成表型的

平滑肌细胞则呈现高甲基化。以上研究均提示血管

组织中ER一仅基因发生甲基化致其表达失活在AS

形成和血管系统老化中发挥重要作用。此外，Lund

等[171的研究表明，在apoE基因缺陷小鼠尚未出现任

何组织学上可以检测的血管病变时，DNA异常甲基

化(包括低甲基化和高甲基化)在主动脉和外周血单

核细胞中已经出现．这表明DNA甲基化的异常改变

很可能是AS发生的早期标志。另外，本文研究分离

AS患者外周血单个核细胞检测ER—o【基因甲基化

不仅具有代表性，也避免了采样给患者带来的痛苦。

本文研究探讨了AS患者ER一仪基因启动子区

的甲基化改变情况及其与AS病损程度间的关系．

从甲基化修饰的角度为AS的发生揭示了另一种可

能的病理生理机制，该机制可能在AS的发生、发展

中发挥重要作用。那么，通过检测ER一仅基因启动子

区的甲基化程度来预测AS的发生风险，通过药物

干预ER—o【基因的甲基化治疗AS都是有可能的．

因此，AS甲基化的研究对AS的预防及治疗均提供

了崭新的思路和方向。
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篓2。14(第五届)国际体外诊断产业高峰论坛
随着新医改政策的出台．公众对医疗健康需求不断扩

增。同时，由于国家“十二五”规划及863计划的支持，体外诊

断产业科研成果不断涌现，且逐步取得产业化进展。另外，上

市公司及社会资本频繁进军体外诊断领域，促使行业逐渐从

分散走向集中，体外诊断产业走向受益于基层医疗的改革，

生化及免疫诊断细分市场潜力巨大。由于对健康筛查与体

检、重大疾病预警与诊断的需求不断上升．分子诊断技术亦

颇受关注。中国人口众多、医疗资源差异大，POCT产品面临

尚未被满足的巨大蓝海市场。此外，通过行业延伸与跨领域

合作，个体化治疗、伴随诊断及移动医疗等细分领域的发展

逐渐深入。如何把握细分市场机遇，这对体外诊断企业战略

规划及产品研发提出了更高的要求。

除国内医院临床诊断、独立实验室及体检中心外，越来

越多的中国体外诊断企业试图拓展海外业务．欧美注册法规

及市场准人标准获得广泛关注，与此同时，体外诊断产品的

质量标准也不断提升。如何为国内外体外诊断市场提供更优

质的产品，将是企业得以持续发展的重要因素之一。

2014(第五届)国际体外诊断产业高峰论坛将于2014年

3月8—9日在厦门召开，该论坛是中国体外诊断行业最大的

行业首脑峰会，覆盖体外诊断全行业。本届会议将侧重解析

POCT和分子诊断两大快速发展产品领域，涉及体外诊断产

品市场分析、项目合作、质量控制和临床应用等方面，预计会

议规模在300人以上。

l会议议题

中国体外诊断产业政策导向及市场机会：

医疗服务价格项目规范指导下的产品定价策略：

跨国企业在全球体外诊断市场的战略布局：

私立医疗机构的发展与市场空间预测；

肿瘤分型诊断的临床诊疗现状与需求：

感染性疾病诊断趋势及耐药性检测；

POCT产品临床应用标准及质控体系建设：

如何利用二代测序技术开展肿瘤个体化治疗。
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