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　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ Ａｓ)是一种由环

境和遗传因素共同作用所致的复杂性疾病ꎬ受地

域、生活习惯等因素影响ꎬ是人类最常见和最具有

危害性的以脂代谢紊乱为特征最终导致慢性炎症

的全身性疾病ꎬ表现为白细胞的黏附等[１]ꎮ 在这一

过程中ꎬ活化的血管内皮细胞分泌细胞间黏附分子

１( ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ １ꎬ ＩＣＡＭ￣１)ꎬ又名

ＣＤ５４ꎬ可能介导了内皮细胞与白细胞、血小板间的
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起始黏附ꎬ它们在 Ａｓ 发展过程中起着重要作用[２]ꎮ
近年来研究发现ꎬＡｓ 与 ＤＮＡ 甲基化调控特异性基

因的表达ꎬ主要受环境因素的影响ꎬ可作为联系遗

传和环境因素的纽带ꎬＡｓ 发生发展中存在 ＤＮＡ 甲

基化的异常改变[３]ꎮ 宁夏是一个回汉民居住的地

区ꎬ两民族间生活方式、生活习惯、生活水平不同ꎬ
各种疾病的发生发展有其特殊性ꎬ但在 Ａｓ 的发生发

展过程中 ＩＣＡＭ￣１ 甲基化是否发生改变目前尚无文

献报道ꎮ 国内的研究对象大部分是不同区域的汉

族人群ꎬ本研究在回、汉族人群中利用彩色多普勒

超声筛选有颈部斑块的患者作为回、汉 Ａｓ 组ꎬ检测

外周血中 ＩＣＡＭ￣１ 基因 ＤＮＡ 启动子区甲基化程度ꎬ
并检测 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平及血脂水平变化ꎬ
探讨回、汉族 Ａｓ 患者是否存在 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化

不同程度改变及其与血脂的相关性ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 研究对象

收集 ２０１２ 年 １ 月至 ２０１３ 年 １２ 月宁夏回族自治

区宁夏医科大学附属总医院住院期间经颈部多普勒

超声确诊的回汉族 Ａｓ 患者各 ５０ 例为研究对象(符合

总医院伦理委员的标准并得到委员会的批准ꎬ所有入

选者都已签订知情同意书ꎻ患者均未服用降脂药物)ꎮ
排除标准:Ａｓ 组均排除孕妇、合并感染性疾病、严重

肝肾功能不全者、糖尿病和高血压、恶性肿瘤等疾病

者ꎮ 入选分组:经美国产 ＳＥＱＵＯＩＡ５１２ 型彩色多普勒

颈部超声检查有 Ａｓ 斑块ꎬ且结合临床症状和血脂水

平确诊为 Ａｓ 的患者共 １００ 例ꎮ 其中回族 Ａｓ 患者 ５０
例ꎬ男性 ３５ 例ꎬ女性 １５ 例ꎬ年龄 ５５±６ 岁ꎻ汉族 Ａｓ 患

者 ５０ 例ꎬ男性 ３７ 例ꎬ女性 １３ 例ꎬ年龄 ５１±４ 岁ꎮ
１.２　 试剂及仪器

总 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京天根生物技术有限

公司)ꎻ 逆 转 录 和 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 盒

(Ｍａｘｉｍａ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ / ＲＯＸ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ)( Ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｓ 公司)ꎻＤＮＡ 提取试剂盒(爱思进公司ꎬ杭
州)ꎻＤＮＡ 甲基化修饰试剂盒(ＺＹＭＯꎬ美国)ꎻ引物

由上海生工公司合成ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪(上海枫岭

生物技术有限公司)ꎻ电泳仪及凝胶成像仪 (Ｂｉｏ￣
Ｒａｄꎬ美国)ꎻ全自动生化分析仪(ＢＥＣＫＭＡＮꎬ美国)ꎮ
１.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ表达

按照总 ＲＮＡ 抽提试剂盒说明书抽提外周血单

个核细胞中总 ＲＮＡꎮ 取 ５ μＬ ＲＮＡ 样品进行凝胶电

泳ꎬ胶浓度为 １.０％ꎬ电压为 １２０ Ｖꎬ电泳 １５ ｍｉｎꎬ利用

凝胶成像系统检测 ＲＮＡ 的完整性和纯度ꎮ 在 Ｇｅｎ￣

Ｂａｎｋ 数据库中查询 ＩＣＡＭ￣１ꎬ利用 Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 设计

荧光 ＰＣＲ 引物 ( ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＡＣＧＣＴＧＣＴＧＴＡＧＡＡＣ￣
ＣＴＡＴＴＧＡ￣３′ꎻ ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＧＧＣＴＴＣＡＴＴＴＡＣＴＴＣＣＣＡ￣
ＣＡＴＴ￣３′)ꎮ 按反转录试剂盒说明书加入反转录成

ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲꎮ 反

转录条件:７０℃ １０ ｍｉｎꎬ４２℃ ３０ ｍｉｎꎮ 以人 ＧＡＰＤＨ
为内参ꎬ荧光 ＰＣＲ 反应条件为:９４℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ
９４℃变性 ３０ ｓ、５９℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬ扩增

４０ 个循环ꎮ 待反应结束后ꎬ结合扩增曲线及熔解曲

线分析选择符合要求的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 原始数据ꎬ用内参

基因 ＧＡＰＤＨ 校正ꎬ结果用 ２－△△ＣＴ法分析ꎮ
１.４　 巢式降落式甲基化特异性 ＰＣＲ(ｎｔ￣ＭＳＰ)检测

ＩＣＡＭ￣１ 甲基化程度[４]

提取基因组 ＤＮＡ 后ꎬ利用在线甲基化软件针对

ＩＣＡＭ￣１ 基因启动子区设计引物ꎬ分别设计外引物和

内引物(外引物上游 ５′￣ＧＴＡＡＧＡＧＴＴＴＡＧＴＧＧＡＡＴ￣
ＴＣＧＴＴＣＧ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＧＡＡＴＣＡＣＴＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡ
ＡＡＡＣＧ￣３′ꎻ甲基化引物上游 ５′￣ＴＡＡＧＡＧＴＴＴＡＧＴＧ￣
ＧＡＡＴＴＴ ＧＴＴＴＧＡ￣３′ꎬ 甲 基 化 引 物 下 游 ５′￣ＴＡＡ￣
ＧＡＧＴＴＴＡＧＴＧＧＡＡＴＴＴＧＴＴＴＧＡ￣３′ꎻ非甲基化上游 ５′￣
ＴＡＡＧＡＧＴＴＴＡＧＴＧＧＡＡＴＴＴ ＧＴＴＴＧＡ￣３′ꎬ非甲基化下

游 ５′￣ＣＣＴＡＡＡＡＣＴＴＴＣＣＴＡ ＴＴＡＴＡＡＡＡＣ￣３′)ꎮ ＩＣＡＭ￣
１ 外引物 ＰＣＲ 反应条件均为:９５℃ ５ ｍｉｎꎻ９５℃ ３０ ｓꎬ
５９℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ共 ２０ 个循环ꎬ退火温度每个循环

下降 ０.５℃ꎻ９５℃ ３０ ｓꎬ５６℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ共 ２０ 个循

环ꎻ７２℃ ７ ｍｉｎꎮ 将外引物 ＰＣＲ 扩增的产物为模板与

ＩＣＡＭ￣１ 内引物做上述扩增ꎬ退火温度为 ５２℃每个循

环下降 ０.５℃ꎮ 用 ５ μＬ ＰＣＲ 产物上样于 ２％琼脂糖凝

胶ꎬ１２０ Ｖ 电泳 １５ ｍｉｎꎬ凝胶成像仪分析吸光度(Ａ)
值ꎬ计算甲基化百分比ꎬ公式如下:甲基化(％)＝ 甲基

化 Ａ 值 / (甲基化 Ａ 值＋非甲基化 Ａ 值)×１００％ꎮ
１.５　 全自动生化仪检测血脂

经颈部多普勒超声确诊的回汉族 Ａｓ 患者收治

入院进行治疗前静脉采血ꎬ全血室温静置 ３０ ｍｉｎꎬ
３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 后取上清ꎬ全自动生化仪检

测血脂水平ꎮ
１.６　 统计学分析

采用 Ｐｒｉｓｍ ５.０ 统计软件对实验数据进行分析

整理ꎬ数据以 ｘ ± ｓ 表示ꎮ 两样本均数间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 血脂水平

与回族 Ａｓ 组相比ꎬ汉族 Ａｓ 组甘油三酯(ＴＧ)更

２２０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



高ꎬ差异具有显着性(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而两组总胆固醇

(ＴＣ)、极低密度脂蛋白胆固醇(ＶＬＤＬ)、高密度脂蛋

白胆固醇(ＨＤＬＣ)差异无显著性(Ｐ>０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 入选患者的血脂水平(ｘ±ｓꎬｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ(ｘ±ｓꎬｍｍｏｌ / Ｌ)

血脂
汉族 Ａｓ 组
(ｎ＝ ５０)

回族 Ａｓ 组
(ｎ＝ ５０)

ＴＣ ５.０２±１.３９ ４.９８±０.９４

ＴＧ ２.８０±０.６７ａ １.９３±０.８８

ＶＬＤＬＣ ２.８３±１.４７ ２.８２±０.７２

ＨＤＬＣ ０.９４±０.２８ ０.９６±０.１９

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与回族 Ａｓ 组比较ꎮ

２.２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析了回汉族 Ａｓ 患者外周血单个核

细胞中 ＩＣＡＭ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ结果表明回族 Ａｓ 组

ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平较汉族 Ａｓ 组升高ꎬ差异有

统计学意义 (Ｐ<０.０１ꎻ图 １) ꎮ

图 １. 回汉族患者中 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平 　 　 ａ 为 Ｐ<
０􀆰 ０１ꎬ与汉族 Ａｓ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｈｕｉ ａｎｄ Ｈａｎ ｐｅｏｐｌｅ

２.３　 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化水平

为了研究回、汉族 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化是否存

在不同程度改变ꎬ我们分别检测了外周血中 ＩＣＡＭ￣１
基因 ＤＮＡ 启动子区甲基化程度ꎬ结果表明ꎬ与汉族

Ａｓ 组相比ꎬ回族 Ａｓ 组 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化程度降

低ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎻ图 ２)ꎮ
２.４　 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化水平与血清甘油三酯的相

关性分析

相关性分析发现ꎬ外周血 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化

水平与血清中 ＴＧ 含量呈负相关(图 ３)ꎮ

图 ２. 回汉族患者中 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化程度　 　 Ｍ 为甲基化条带ꎬＵ 为非甲基化条带ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与汉族 Ａｓ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｈｕｉ ａｎｄ Ｈａｎ ｐｅｏｐｌｅ

图 ３. ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化程度与 ＴＧ 的相关性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ａｎｄ ＴＧ ｌｅｖｅｌｓ

３　 讨　 论

Ａｓ 是心脑血管疾病的重要基础性病变ꎬ严重危
害人类的身心健康ꎬ目前已发展为世界疾病死亡原

因的首位ꎮ 到目前为止ꎬＡｓ 的发病机制尚未完全清

楚ꎬ大量的基础和临床研究表明ꎬＡｓ 与炎症息息相

关ꎬ免疫球蛋白超家族成员 ＩＣＡＭ￣１ 是存在于细胞

膜表面的一类糖蛋白物质ꎬ细胞间黏附分子本身的

作用较广ꎬ其主要的作用是促进细胞与细胞以及细

胞与细胞外基质之间的黏附ꎬ尤其是在炎症反应时

白细胞的附壁、移行过程中具有重要的作用[５￣６]ꎬ说
明 ＩＣＡＭ￣１ 参与了 Ａｓ 形成的过程ꎮ

ＤＮＡ 甲基化被认为是 Ａｓ 早期诊断的生物学标
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志物ꎬ在细胞转化过程中 ＤＮＡ 甲基化现象比临床症

状出现更早ꎬ疾病未出现临床症状前 ＤＮＡ 甲基化即

已发生了典型改变[７]ꎮ ＤＮＡ 甲基化作为调节基因

表达的重要机制逐渐被人们认识ꎬＤＮＡ 甲基化修饰

导致了 Ａｓ 相关基因异常表达ꎬ在 Ａｓ 发生发展中有

重要作用[８]ꎮ 本研究在宁夏回、汉两民族 Ａｓ 患者

中发现回族 Ａｓ 组 ＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基化程度明显减

低ꎬ而 ＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 表达水平明显高于汉族 Ａｓ
组ꎬ提示回族 Ａｓ 患者 ＩＣＡＭ￣１ 水平升高可能与其基

因低甲基化有关ꎮ 回族是一个信仰伊斯兰教的民

族ꎬ相对聚居于西北各省区ꎬ尤其在宁夏ꎬ回族约占

宁夏回族自治区人口总数的三分之一ꎮ 宁夏回族

由于特殊的饮食结构ꎬ喜食牛羊肉ꎬＡｓ 患病率也较

高ꎬ同时回族禁止与汉族之间通婚ꎬ因此形成了遗

传上相对纯洁性ꎬ是一个保持自身民族特性的遗传

资源ꎬ这也为研究遗传与 Ａｓ 提供了一个理想群体ꎮ
本研究中ꎬ外周血 ＩＣＡＭ￣１ 基因甲基化水平与血清

中 ＴＧ 呈负相关ꎬ可能由于不同种族间所处的环境

不同ꎬ相同基因的多态性在不同的人群中作用强度

可能也不同ꎬＩＣＡＭ￣１ 的低甲基化可能引起 ＩＣＡＭ￣１
表达升高ꎬ但基因的多态性使得 ＴＧ 水平与 ＩＣＡＭ￣１
甲基化程度负相关ꎬ这与 Ｃｈｏ 等[９] 研究结果一致ꎬ
同时ꎬＰｅｎｇ 等[１０]也在 ＡｐｏＥ－ / －小鼠动脉斑块中证实

ＩＣＡＭ￣１ 参与 ＴＥＴ２ ＤＮＡ 低甲基化是自噬上调的主

要原因ꎮ
胆固醇作为 Ａｓ 斑块中脂质的主要成分ꎬ低密度

脂蛋白为其主要来源ꎮ 当低密度脂蛋白含量持续

增高ꎬ进入血管内膜后被氧化ꎬ形成氧化型低密度

脂蛋白ꎬ被巨噬细胞摄取后ꎬ在细胞内逐渐堆积ꎬ促
进斑块形成ꎮ 高密度脂蛋白胆固醇是高密度脂蛋

白分子所携带的胆固醇ꎬ是逆向转运的内源性胆固

醇酯将其运入肝脏ꎬ再清除出血液ꎮ 有研究发现ꎬ
ＴＧ 和高密度脂蛋白、低密度脂蛋白中的胆固醇酯存

在动态交换ꎻ也有研究表明ꎬ一次高脂饮食所造成

的一过性餐后高 ＴＧ 改变ꎬ可引起血管内皮细胞氧

化应激反应造成血管内皮损伤ꎬ参与 Ａｓ 的发生发

展[１１￣１２]ꎮ 本研究结果发现ꎬ回族 Ａｓ 患者低密度脂

蛋白胆固醇及高密度脂蛋白胆固醇相较于汉族 Ａｓ
患者并未发生明显改变ꎬ而甘油三酯显著降低ꎬ这
可能与回、汉族长期的饮食结构及生活方式不同

有关ꎮ
也有研究表明ꎬＤＮＡ 的异常甲基化与 Ａｓ 的发

生发展有着密切的联系[１３]ꎬ这为从分子水平进一步

了解 Ａｓ 的发病机制提供了新的途径ꎬ然而ꎬＤＮＡ 甲

基化在 Ａｓ 领域的研究尚处于起步阶段ꎬ研究的范围

和深度十分有限ꎬ许多问题还需做深入的研究ꎮ 相

信随着 ＤＮＡ 甲基化研究的深入ꎬＩＣＡＭ￣１ ＤＮＡ 甲基

化在 Ａｓ 中的相关机制将会得到进一步阐明ꎬ这将为

Ａｓ 的预防和诊疗发挥积极的作用ꎮ
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