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冠心病患者外周血中 ()*+,-.-,+/0 的表达水平及其
临床意义
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冠心病引起的心肌梗死等卒中性疾病目前依

然是全球人口死亡和残疾的主要原因j!.5k。尽管目前

心血管介入治疗技术发展迅速，但仍有相当大比例

的冠心病患者在早期未能准确诊断，并且在心梗发

作时不能得到有效的救治，急性冠脉综合征等冠心

病严重阶段将会对心肌细胞造成严重损害，最终导
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致心肌细胞坏死、凋亡、肥大或纤维化。目前研究发

现冠心病所致心肌损伤的一部分机制是通过基因

表达的下调而诱导的，非编码 !"#$ 被任意分为短

非编码 !"#$ % &'()*!"#，+,-++ 个核苷酸长.和长

非编码 !"#$ % /0(!"#$，+,, 个核苷酸.。&'!"#$ 主

要通过调节靶信使 !"# 的功能来下调基因表达123，

但 /0(!"#$ 对基因表达的调控更为复杂，包括激活

或抑制基因表达、调节染色质结构等143。目前多项研

究报道 /0(!"# 已经成为肿瘤学领域中进行诊断的

新的生物标志物以及肿瘤治疗的新靶点14563，然而，

笔者对 /0(!"#$ 在心血管疾病中的作用认识还处

于初步阶段，本研究主要探索了 /0(!"#5#"!78 于

冠心病病人外周血清中的表达及其诊断意义，现报

道如下。

! !"#$%

9:9 !"#$ 选取 +,9; 年 + 月5+,9< 年 + 月来

自天津市大港医院行冠状动脉 => 造影或冠脉 =>

的患者 +29 例，定义为冠心病组，男性 9<? 例，女性

4+ 例，平均年龄（;2:4+!9,:@6）岁；同时选取健康志

愿者 44@ 例，定义为对照组，男性 26? 例，女性 <<

例，平均年龄（;9:9@!?:<4）岁。冠心病组纳入标准：

冠脉 => 造影检查：右冠状动脉、左回旋支、左前降

支、左主干的主要血管，根据 ABCD'0$ 标准：每个血

管进行至少 2 个多体位头测定，结果示!9 支血管

直径出现超过 6,E的狭窄确诊为冠状动脉粥样硬化

性心脏病。排除标准：伴有严重肝肾功能不全、周围

血管性疾病、肿瘤、血液系统疾病、急慢性感染性疾

病、慢性阻塞性肺疾病、心律失常、瓣膜性心脏病等。

9:+ %&'()* >)'F*/ 试剂购自 '0G'H)*IJ0 公

司，根据图 9 ?K+9 区域基因转录图谱，选择 /0(

!"# 5#"!78、=LM"+#、=LM"+N、O#PLQ 基 因 作

为引物合成对象，上下游引物由武汉金凯瑞公司合

成。RSN! O!TT" UV$HJ) U'W 与逆转录试剂盒均购

自赛默飞世尔公司。

9:2 +,-./0 抽取两组患者晨起空腹肘静脉

血@ &8于TL>#抗凝管中，控温离心机4 "，2 ,,, )X&'0

离心血液样本 96&'0，取上层清液即血清进行后续实

验测定。本实验经过医院伦理委员会讨论通过，受

试者均签署知情同意书。

9:4 +12 !"# 345 (L"# 6789: 取

9,, !8 血清，加入 ?,, !8 >)'F*/，于室温下充分混

匀96 &'0，加入 +,, !8 氯仿，剧烈震荡 96 $，室温

下静置后 4 "，9+ ,,, )X&'0 离心 96 &'0，取上层清

液 46, !8，加入 46, !8 丙二醇，轻柔颠倒混匀后再

次相同条件离心 96 &'0，此时可见 !"# 白色沉淀，

@6E乙醇润洗两次后 LTP= 水溶解，调节各样品

!"# 浓度均在 9 ,,, 0IX!8 之内，按照逆转录试剂盒

说明：各样品均取 9!I !"#，9!8 */'I*（CH）（6 !IX!8）Y

补 LTP= 水至 9+ !8，;6 "反应 6 &'0 后迅速至冰

上，加入 6#ZB[[J) 4 !8，!"V$J 抑制剂（+, \X!8）

9 !8，!> 9 !8，C">P（9, &&*/X8）+ !8，4+ "孵育

9 ]，@, "孵育 6 &'0 后冰上冷却即完成逆转录。

9:6 !>5P=! ;<=>?+@ #"!78 ABCDE

FGHIJ 通过OJ0JZV0D中的#"!78、=LM"+#、

=LM"+N、O#PLQ 的序列，使用 K)'&J) ;:, 软件设计

引 物 ，#"!78 外 显 子 9 5+ 上 游 引 物 序 列 为 ：

O=O=>O==OO#O=>OY 下游引物：=#O=#>OO#=#

==##>#>>=>=>=，UON 探针：==OO#=>#OO#=>

#>>。外显子9@59< 上游引物：O=##>>==#O>O=#

#O>#>OO>=，下游引物：==#=##>O>>=##=>>O=>O>，

UON 探 针 ：>O#>==#O> #O>#>=>>#=。 其 中

=LM"+# 基因第一外显子引物为上游 6$5#== =>O

>== =>= ### >== >=52$，下游 6$5>OO =>= =>=

#>> ==> =>> ==> >52$；第二外显子引物为上游 6$

5=#> =># >O= OOO =#> OO> >#52$，下游 6$5>O=

#O= #== #== #O= O>O >=52$；内对照 "5珠蛋白

为上游 6$5=OO O## #>= O>O =OO#=52$，下游

6$5>=O =>= =## ==O #=> O=>52$。=LM"+N 基因

上游 6$5=>#>O>>>O##>##>>==#O52$，下游基因

6$5=O=O>=O==O=O\\##O##=52$。建立 9,!8反

应体系：+#RSN! O!TT" UV$HJ) U'W 6 !8，上下游引

物各 9 !8，(L"# + !8，CCQ
+

^ 9 !8。!>P=! 反应设

置为：?6 "反应 2, $，26 个循环设定：?6 " 9, $、

;, " 2, $。通过循环数 +

""(H 法计算血清中各指标的

表达情况。

9:; R"P K< ?K+9 LMNO 2 PQRSTUV

W 正常及对照病人的血液样本，提取其基因组L"#，

利用 7//B&'0V O*/C5J0 OVHJ 技术和 NJVC RHBC'* 软件

包进行 R"P分型，所有R"P基因型测序准确率为?<E。

9:@ XYZ[\ 通过 RPRR9<:, 软件对实验数据

进行分析，计数资料采用 #

+ 检验，计量资料以 !"# 表

示，两两比较采用组间 ! 检验，多组间比较采用方差

& ! "#$%'()*+,&-

&'( % "#$% )*('+,-. (*,* /)-,01)'#/'+, 2-#
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分析，!!!"!#认为差异具有统计学意义。

! !"

$"% &'( )*+,+*)-. !"#$%&'()*+,

- 冠心病组 +*)-.（外显子 %,$）与 +*)-.（外

显子 %/,%0）的相对表达量均明显小于对照组（均

!!!"!%），见表 %。通过 )12曲线可知 +*)-.（外显子

%,$）对于诊断冠心病具有显著统计学意义（!!!"!!%

），曲线下面积为 !"034（3#52- !"06#7!"3#6），最佳

临界值（(89 :;; 值）为：!"34# !，敏感性为：#!"005，特

异度为 30"$#5。+*)-.（外显子 %/,%0）对于诊断冠

心病也具有显著统计学意义（!!!"!!%），曲线下面积

为 !"/36（3#52- !"/%%7!"0/#）<最佳临界值（(89 :;;

值）为%"%!，敏感性为 4#"=%5，特异度为 34"/45，见

图 $。

$"$ 3>$% ./012345)#$%&'()*

+,- 对冠心病组及对照组测定了 3>$% 基因区

域 6 种单核苷酸：?@%666!43、?@#=4630、?@$0%%/%$ 的

多态性分布情况。结果显示：?@%666!43 等位基因频

率在两组受试者中具有显著差异（!!!"!#），其中冠

心病组等位基因 A 显著低于对照组 （!!!"!#），而

?@#=4630 与 ?@$0%%/%$ 等位基因频率在两组间的比

较并无统计学意义（!"!"!#），见表 $，图 6。

$"6 ?@%666!43 6789:; A # &'(,+*)-. !

"<'(),- 分别测定了冠心病组 ?@%66!43

等位基因 A 的分布与 +*)-.（外显子 %,#）、+*)-.

（外显子 %/,%0）的相关性，发现两者均呈正相关

（"B!"64! $C!"6%$ 4，均 !!!"!#），见图 4。

$"4 &'( )*+,+*)-. !"# 2DE*$+=2DE*$F

!"<'(),- 分别测定了冠心病组 &'(,

)*+ 表达与2DE*$+、2DE*$F 表达的相关性，结

果示：&'( )*+,+*)-.（外显子 %,$）与 2DE*$+、

2DE*$F 表达均呈正相关 （均 !!!"!#），&'()*+,

+*)-.（外显子 %/,%0）与 2DE*$+ 的表达呈正相

关（!!!"!!! %），而与2DE*$F的表达无相关性（图#）。

组别 #

+*)-.（外显子 %,$）
相对表达量

+*)-.（外显子 %/,%0）
相对表达量

冠心病组 $6% !"/6$!"%$ !"04$!"%=

对照组 44/ !"30$!"%# %"!4$!"%0

$ $%"3= %4"$6

% !!"!!! % !!"!!! %

# " $% #$%&'()*+&'#()*+

,-. " /012-3450$ 06 37#-8497 7:2375540$ 06 #$%&'()*+ .78;77$ 8<7

8;0 =30>25

# ! $%,-./012345*+

,-. ! /012-3450$ 06 35"???@AB 54$=#7 $>%#7084C7 -##7#7 637D>7$%475

.78;77$ 8<7 8;0 =30>25

对照组C人（5）

%!%（$$"=）

$$4（#!"%）

%$$（$/"6）

3（$"!）

%!3（$4"4）

6$3（/6"=）

$/3（=$"4）

%4/（6$"3）

$%（4"/）

基因型

22

2A

AA

22

2A

AA

22

2A

AA

单核苷酸

)@%666!43

)@#=4630

)@$0%%/%$

冠心病组C人（5）

/$（6%"$）

%%=（#!"$）

46（%0"=）

4（%"/）

#%（$$"%）

%/=（/="$）

%4!（=!"=）

0$（6#"#）

3（6"3）

!

$

3"%!%

!"#46 #

!"=!3 /

!

!"!%! =

!"/=$ !

!"/6/ $

6 ! '()*+789:; )E/<=>?

F4= ! )E/ %>397 -$-#G545 06 8<7 C4-=$0545 06 %030$-3G <7-38 C457-57

.G '()*+

6 ? $% 35"???HAB23@AB45*+

F4= ? F37D>7$%G %012-3450$ 06 35"???HAB =7$08G275 4$ 8<7 =30>25

6 A 35"???HAB0123 IC '()*+&DE>?

F4= A /0337#-840$ -$-#G545 06 35"???HAB -##7#7 I -$C '()*+

%!!

0!

=!

4!

$!

!

人
数

频
率
C
5

22 2A AA

?@%666!43 基因型

对照组

冠心病组

两组 ?@%666!43 基因型人数频率比较
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! !"

本研究主要探索了 !"#$%&'&%$() 于冠心病

病人中的表达及其临床意义，!"#$%&'&%$() 属于

长链非编码 $%&，既往研究将 !"#$%&'&%$() 鉴定

为与多种疾病相关的遗传易感性位点，这些疾病包

括 * 型糖尿病、颅内动脉瘤及多种癌症+,-。!"#$%&

&%$() 基因位于染色体 ./01 区域，全长 234 56，在

人体内多种正常组织中均有表达。&%$() 基因序列

的最后一个外显子与 ./01 心血管疾病相关基因位

点相邻，因此我们同时分析了 ./01 基因区域单核苷

酸的表达与之相关性。本研究涉及的另外两个指标：

789%0& 和 789%0:（编码 /1;9(9<:，=1,>9<& 和

/1<&$?）为两个细胞周期依赖性激酶抑制剂，位于

!"#'$%& &%$() 关联点附近，该两种激酶抑制剂均

在细胞增殖中发挥了关键作用，并且在该过程中可

有效吸附其它激酶。在细胞生长过程中，789%0&@:

被多梳蛋白所抑制，于细胞生长过程中出现激活+A-。

目前有证据表明 &%$() 可通过组蛋白修饰调

节 789%0&@: 基因表达的作用。&%$() 可通过调

节 789%0& 从而发挥调节细胞衰老的作用，并且

表现出衰老依赖的增殖作用+4-。&%$() 转录后可与

7BCDE6FG A（7:HA 亚基的多梳抑制复合物 1）整合

从而沉默 /1,(%9<& I789%0&J，并且可吸附多克隆

抑制复合物 0（=$70）从而沉默 /1;(%9:（789%0:）

的表达+.-。此外，&%$() 是 789%0: 基因的反义物，

对于 789%0: 有义序列的表达具有抑制作用。因

此，在基因敲除 &%$() 的情况下，789%0: 位点的

抑制将被削弱，789%0: 将出现上调+1K-。笔者的研究

发现 &%$() 的减少与增多与 789%0& 表达呈正相

关，=$ 复合假说并不能解释该种机制，这种减少似

乎是由另一种机制所引起的。尽管目前的研究报道

了 &%$() 可通过多梳蛋白抑制 789%0&@: 基因座

中的作用，但是 &%$()的每个剪接变体的具体作用

以及转录物的所有可能功能仍然缺乏相应的研究。因

此本实验分别探讨了 &%$()（外显子 1L0）、&%$()

（外显子 1A'14）对于 789%0&@:表达的相关性。

染色体 ./01 区域中与疾病相关的单核苷酸表

达极为丰富，与该位点相关的一些基因表型与动脉

粥样硬化性疾病、心肌梗死、颅内动脉瘤和 0 型糖

尿病有关+11'1<-。此外，与其它远缘病因的疾病，如黑

素瘤、皮肤痣、白血病、牙周炎和阿尔茨海默病、子

宫内膜异位症和青光眼均有关联+1;'1.-。全基因组关

联研究（MN&O）目前也已经确定了染色体 ./01 位

点基因的遗传变异与心血管疾病的发生具有关联

性+0K-。因此本研究测定了冠心病组及对照组 ./01 基

因 区 域 2 种 单 核 苷 酸 ：CP1222K<.、CP;,<2.4、

CP0411A10 的表达情况，该 2 种 O%=P 均在其它疾病

中具有差异性的表达，分析了其不同基因型在冠心

病病人中的差异性表达。

通过本次研究笔者发现：O%= CP1222K<. 不同基

因型的表达在冠心病人群与健康人群中存在显著

差异，CP1222K<. 单核苷酸等位基因 M 的下降可能

与动脉粥样硬化相关，进一步研究等位基因 M 与

&%$() 表达的相关性发现，该两者表达存在正相

关，说明染色体 ./01 区域单核苷酸 CP1222K<. 等位

基因可能参与调控了 &%$() 的表达；此外冠心病病

人血清中 &%$() 的表达均低于正常受试者，通过

$Q7 曲线可以发现 &%$()（外显子 1L0）、&%$()R外

显子 1A'14S在诊断冠心病方面均具有统计学意义，

&%$() 可以作为诊断冠心病发病的高特异性指标；

最后本实验发现 &%$()（外显子 TL0）与 789%0&、

789%0: 表达均呈正相关，&%$()I外显子 TALT4S与

789%0& 的表达呈正相关。

综上所述，&%$() 可能通过调控 789%0&U: 的

表达影响冠心病的发生发展，&%$() 的表达可能受

染色体 ./01 区域单核苷酸 CP1222K<. 表达的影响，

外周血 &%$() 的表达可以作为早期诊断冠心病的

特异性指标。
#$%&'

+1- VWCWXD5FXW YZ :D#5[FC\ ] 8Z ^_!#BD"P5` ^ ab ^Bc "cd /_6!D# BcW!eB

( " #$%&') ()*$+#*()*$+,+,-./012
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()*$+# 79@ ()*$+,
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