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[摘　 要] 　 目的　 探讨 Runx2 甲基化水平与维持性血液透析(MHD)患者血管钙化的关系。 方法　 选取在河北医

科大学第四医院行 MHD 的患者 58 例为研究对象,收集患者的临床资料,根据冠状动脉钙化(CAC)评分结果将患

者分为无钙化组、轻中度钙化组、重度钙化组。 应用 Methprimer 进行 Runx2 甲基化引物设计,采用甲基化特异性

PCR 检测患者的全血 Runx2 甲基化水平,Spearman 相关性分析探究其与血管钙化的关系。 受试者工作特征曲线

(ROC 曲线)评估 Runx2 甲基化水平对 MHD 患者血管钙化的诊断价值。 结果　 差异性检验发现三组间全血 Runx2
甲基化水平差异有统计学意义,且随着血管钙化程度的增加,Runx2 甲基化的表达水平降低。 Spearman 相关性分

析显示 Runx2 甲基化水平与血管钙化呈负相关( r = -0. 51,P<0. 01),年龄、血磷与血管钙化呈正相关(P<0. 05)。
ROC 曲线分析显示,Runx2 甲基化水平诊断血管钙化的 ROC 曲线下面积(AUC)为 0. 761(P<0. 001),Runx2 甲基化

水平与年龄、血磷三者联合诊断血管钙化的 AUC 及灵敏度均显著提高(P<0. 05)。 结论　 全血 Runx2 甲基化水平

可能成为诊断 MHD 患者血管钙化的生物标志物,且与年龄、血磷联合评估时 AUC 及灵敏度均显著提高。
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The relationship between Runx2 methylation level and vascular calcification in main-
tenance hemodialysis patients
HU Chunyan, ZHANG Sai, JIN Jingjing, CHENG Meijuan, ZHANG Shenglei, BAI Yaling, XU Jinsheng
(Hebei Clinical Research Center for Chronic Kidney Disease & Hebei Key Laboratory of Vascular Calcification in Kidney Dis-
ease & Departments of Nephrology, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang, Hebei 050011, China)
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the relationship between Runx2 methylation level and vascular calcification in main-
tenance hemodialysis (MHD) patients. 　 　 Methods　 58 patients who underwent MHD in the Fourth Hospital of Hebei
Medical University were selected as the research objects. 　 The clinical data of the patients were collected. 　 According to
the coronary artery calcification (CAC) score, the patients were divided into non-calcification group, mild to moderate cal-
cification group, and severe calcification group. 　 Methprimer was used to design Runx2 methylation primers, methylation-
specific PCR was used to detect the level of Runx2 methylation in the whole blood of patients, and Spearman correlation a-
nalysis was used to explore its relationship with vascular calcification. 　 Receiver operating characteristic (ROC) curve was
used to evaluate the diagnostic value of Runx2 methylation level for vascular calcification in MHD patients. 　 　 Results　
The difference test found that the Runx2 methylation level difference between the three groups was statistically significant.
And as the degree of vascular calcification increased, the expression level of Runx2 methylation decreased. 　 Spearman cor-
relation analysis showed that the methylation level of Runx2 was negatively correlated with vascular calcification ( r =
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-0. 51, P<0. 01), age and serum phosphorus were positively correlated with vascular calcification (P<0. 05). 　 ROC
curve analysis showed that the area under the ROC curve (AUC) for the diagnosis of vascular calcification by Runx2 meth-
ylation level was 0. 761 (P<0. 001). 　 The AUC and sensitivity of the diagnosis of vascular calcification in combination
with Runx2 methylation level, age and blood phosphorus were significantly improved (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Runx2
methylation level may be a biomarker for the diagnosis of vascular calcification in patients with MHD, and the AUC and
sensitivity are significantly improved when combined with age and blood phosphorus.

　 　 目前慢性肾脏病(chronic kidney disease,CKD)
的患病率和死亡率呈逐年上升趋势[1]。 心血管疾

病(cardiovascular disease,CVD)是导致慢性肾脏病

患者死亡的主要原因。 血管钙化(vascular calcifica-
tion,VC)是 CKD 患者的常见并发症[2],是心血管疾

病病死率增高的独立危险因素[3]。 血管钙化发生

发展的过程涉及血管平滑肌细胞( vascular smooth
muscle cell,VSMC)分化为成骨样细胞,在这一过程

中,Runx2(Run-related transcription factor 2)发挥着

重要的促进作用[4]。 DNA 甲基化是目前研究最热

点的表观遗传学机制之一,多项研究已经证实 DNA
甲基化的检测为肺癌等肿瘤的风险筛查和预防提

供了新的机遇[5-6]。 近年来越来越多的研究发现

DNA 甲基化可以调控血管钙化的发生发展[7-8]。 随

着 DNA 甲基化相关研究的不断深入,Runx2 甲基化

日益成为了一项新的研究热点,有研究发现 Runx2
甲基化与血管钙化的发生发展有关[9-10]。 但尚无研

究表明全血 Runx2 甲基化水平对维持性血液透析

(maintenance hemodialysis,MHD)患者血管钙化具有

早期诊断价值,本研究探讨全血 Runx2 甲基化水平与

MHD 患者血管钙化的关系,旨在为将来血管钙化相

关疾病的早期诊断及治疗提供新的研究思路。

1　 资料和方法

1. 1　 样本量计算

我们应用 ROC 相关样本量计算方法进行样本

量估算,参考相关文献,假设冠状动脉钙化阴性组

和阳性组人数比例为 1 ∶ 2,期望的 ROC 曲线下面

积最少达到 0. 746[11],假设 α = 0. 05,β = 0. 10,我们

需要阳性组人数至少 37 例,阴性组人数 19 例,故样

本量至少 56 例。
1. 2　 研究对象

我们选取在河北医科大学第四医院行 MHD 的

患者 58 例为研究对象。 纳入标准:(1)年龄>18 岁;
(2)维持性血液透析患者,3 次 / 周,4 h / 次。 排除标

准:(1)骨恶性肿瘤患者;(2)1 个月内有明显感染

的患者;(3)1 个月内发生急性心脑血管事件的患

者。 本研究经我院伦理委员会审核通过,所有患者

均签署知情同意书。
1. 3　 主要试剂与仪器

DNA 提取试剂盒[FlexiGene􀳏 DNA Kit(250),
QIAGEN];DNA 重亚硫酸盐转化试剂盒[天根生化

科技(北京)有限公司];甲基化特异性 PCR 试剂盒

[天根生化科技(北京)有限公司];Runx2 甲基化引

物[英潍捷基(上海)贸易有限公司];普通离心机;
高速冷冻离心机(美国 Thermo 公司);分光光度计

(德国 EMCLAB 公司);PCR 仪(美国赛默飞公司);
电泳仪(伯乐公司);UVP 凝胶成像系统。
1. 4　 临床资料收集

通过问卷调查、医院病历系统和血液透析记录

单查阅等方式,收集患者的一般资料、实验室资料、
血管钙化资料等。 ①一般资料:姓名、性别、年龄、
透析龄、原发病诊断、糖尿病病史、高血压病病史、
冠心病病史等。 ②实验室资料:血钙、血磷、全段甲

状旁腺激素( intact parathyroid hormone,iPTH)、血白

蛋白、胆固醇、碱性磷酸酶 ( alkaline phosphatase,
ALP)等。 所有患者的静脉血均在清晨空腹状态下

抽取,并在本院检验中心检测。 ③血管钙化资料:
冠状动脉钙化评分 ( coronary artery calcium score,
CAC)是目前诊断血管钙化的金标准,应用 64 层螺

旋 CT 对受试者进行冠状动脉病变检查,根据钙化

面积、体积、峰值由计算机评分软件计算 CAC[12]。
根据冠状动脉钙化积分将结果进行分层,把患者分

为三组:无钙化组(得分= 0 AU)、轻中度钙化组(得
分 1 ~ 400 AU)、重度钙化组(得分>400 AU)。
1. 5　 Runx2 甲基化测定

Runx2 甲基化采用甲基化特异性 PCR 试验

(MSP)方法测定。
1. 5. 1　 DNA 提取　 　 采集所有研究对象的清晨空

腹静脉血 2 mL,置于抗凝管中,严格按照 QIAGEN
的 DNA 提取试剂盒操作说明提取全血 DNA。 提取

好的 DNA 利用分光光度计检测浓度,并置于-20 ℃
保存备用。
1. 5. 2　 重亚硫酸盐转化和转化后的 DNA 纯化　 　
严格按照说明使用天根生化科技(北京)有限公司
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的 DNA 重亚硫酸盐转化试剂盒进行重亚硫酸盐转

化和转化后的 DNA 纯化。 纯化后的 DNA 利用分光

光度计检测浓度,并置于-20 ℃保存备用。
1. 5. 3　 Runx2 甲基化引物设计 　 　 我们利用在线

工具 Methprimer(网址 http: / / www. urogene. org / cgi-
bin / methprimer / methprimer. cgi)进行 Runx2 甲基化

引物设计[13]。 引物由英潍捷基(上海)贸易有限公

司合成。
1. 5. 4　 甲基化特异性 PCR 检测及电泳分析　 　 应

用天根生化科技(北京)有限公司的甲基化特异性

PCR 试剂盒进行甲基化特异性 PCR 检测。 按照操

作说明配制 PCR 反应体系。 PCR 反应条件为 95 ℃
预变性 5 min;94 ℃变性 20 s,50 ℃退火 30 s,72 ℃
延伸 20 s,循环 35 次,最后 72 ℃延伸 5 min。 PCR
反应完成后,在 20 μL 样本中加入 3 μL 6 ×DNA
Loading Buffer,取 8 μL 样本进行 2% 琼脂糖凝胶电

泳,EB 替代物染色后于凝胶成像系统观察结果。 剩

余样本于-20 ℃ 保存。 最后用 Image J 软件处理

图像。
1. 6　 统计学方法

采用 SPSS 软件进行统计学分析, GraphPad
Prism 及 MedCalc 软件绘图。 呈正态分布的计量资

料以 x±s 表示,非正态分布的计量资料用中位数(四
分位间距)表示,计数资料用频数(百分比)表示。

三组间计量资料的比较采用 ANOVA 分析或 K-W H
检验,计数资料的比较采用 χ2 检验。 Spearman 相关

性分析探索 Runx2 甲基化水平与血管钙化的关系。
ROC 曲线评估 Runx2 甲基化水平对 MHD 患者血管

钙化的诊断价值。 P<0. 05 视为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 一般资料

本研究共纳入研究对象 58 例,其中男性 37 例

(63. 79% ),女性 21 例(36. 21% ),年龄 26 ~ 84 岁,
平均(57. 07 ±15. 94)岁。 透析龄为 5. 5 (7. 25)年。
原发病构成包括慢性肾小球肾炎 22 例(37. 93% )、
糖尿病肾病 10 例 (17. 24% )、高血压肾病 7 例

(12. 07% )、多囊肾病 2 例(3. 45% )、乙型肝炎病毒

相关 性 肾 炎 2 例 ( 3. 45% )、 肾 脏 肿 瘤 2 例

(3. 45% )、其他 13 例(22. 41% )。 根据冠状动脉钙

化评分结果,将纳入的患者分为三组,无钙化组 19
例(32. 76% ),轻中度钙化组 19 例(32. 76% ),重度

钙化组 20 例(34. 49% )。 经统计学分析,我们发现

三组之间年龄、糖尿病史、高血压病史、冠心病史、
血磷、血钙、胆固醇差异有统计学意义 (均 P <
0. 05),而性别、透析龄、白蛋白、ALP、iPTH、25-羟维

生素 D 差异均无统计学意义(均 P>0. 05;表 1)。

表 1. 三组患者一般资料比较

Table 1. Comparison of general data between the three groups

项目 无钙化组(n=19) 轻中度钙化组(n=19) 重度钙化组(n=20) P 值

年龄 /岁 41. 95±10. 15 64. 42±14. 94 64. 45±10. 62 <0. 001

男性 / [例(% )] 12(63. 16) 14(73. 68) 11(55. 00) 0. 478

透析龄 /年 5. 32±3. 76 6. 95±4. 48 6. 75±6. 24 0. 576

CKD-MBD / [例(% )] 9(47. 37) 9(47. 37) 8(40. 00) 0. 866

高血压病 / [例(% )] 16(84. 21) 19(100) 20(100) 0. 039

糖尿病 / [例(% )] 1(5. 26) 6(31. 58) 10(50. 00) 0. 009

冠心病 / [例(% )] 2(10. 52) 10(52. 63) 10(50. 00) 0. 011

血磷 / (mmol / L) 1. 16±0. 49 1. 23±0. 35 2. 13±0. 36 <0. 001

血钙 / (mmol / L) 2. 29±0. 22 2. 18±0. 24 2. 07±0. 04 0. 011

iPTH / (ng / L) 197. 4±142. 00 238. 70±94. 11 384. 00±388. 00 0. 063

白蛋白 / (g / L) 41. 67±3. 74 39. 04±3. 55 40. 31±2. 84 0. 065

ALP / (U / L) 110. 40(68. 00) 112. 70(84. 8) 92. 35(70. 80) 0. 358

胆固醇 / (mmol / L) 4. 28(3. 76) 3. 52(0. 35) 4. 37(1. 38) <0. 001

25-羟维生素 D / (μg / L) 17. 85(7. 17) 18. 02(17. 91) 13. 83(1. 58) 0. 071
　 　 注:CKD-MBD:慢性肾脏病-矿物质和骨异常。
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2. 2　 三组间 Runx2 甲基化的表达情况

我们应用在线工具 Methprimer 预测 Runx2 的

CpG 岛(http:/ / www. urogene. org / cgi-bin / methprimer /
methprimer. cgi)(图 1A),同时进行 Runx2 甲基化的

引物设计,引物设计如下:Left M 引物为 TTTTTAG-
GTTTCGGAAATTGTATAC,Right M 引物为 CAAAAA
ATAAATCGTAAACAACGAA;Left U 引物为 GTTTT-
TAGGTTTTGGAAATTGTATATG,Right U 引物为 CC
AAAAAATAAATCATAAACAACAAA。 我们利用甲

基化特异性 PCR 检测三组患者的全血 Runx2 甲基

化水平。 M 表示 Runx2 甲基化状态,U 表示 Runx2
非甲基化状态,M / (M+U)表示 Runx2 甲基化水平。
我们利用 Image J 软件处理图像,得出相应数值,进
行统计学分析,结果发现无钙化组 Runx2 甲基化水

平为(0. 48±0. 03),轻中度钙化组为(0. 45±0. 05),
重度钙化组为(0. 43±0. 07),三组间 Runx2 甲基化

水平差异有统计学意义(χ2 = 14. 77,P = 0. 001)。 并

且我们可以看到,随着血管钙化程度的增加,Runx2
甲基化的表达水平降低(图 1B)。
2. 3　 Runx2 甲基化与血管钙化及一般临床资料的

相关性分析

我们利用 Spearman 相关性分析来探究三组患

者的 Runx2 甲基化水平与血管钙化及一般临床资

料的相关性。 结果显示 Runx2 甲基化水平与血管

钙化呈负相关( r= -0. 51,P<0. 01),与年龄、血磷呈

负相关(均 P<0. 05)。 而年龄、血磷与血管钙化呈

正相关(均 P<0. 05),血钙与血管钙化呈负相关(P<
0. 05,表 2 和图 2)。

图 1. Runx2 甲基化检测结果

A 为在线工具 Methprimer 预测 Runx2 的 CpG 岛(http: / / www. urogene. org / cgi-bin / methprimer / methprimer. cgi),
B 为三组患者的全血 Runx2 甲基化水平。 M 为甲基化引物扩增结果,U 为非甲基化引物扩增结果。

Figure 1. The results of Runx2 methylation test

表 2. Runx2 甲基化水平与血管钙化及临床资料的相关性

Table 2. Correlation between the level of Runx2 methylation and the degree of vascular calcification, clinical data

参数 Runx2 甲基化 血管钙化 年龄 血磷 血钙 ALP iPTH 25-羟维生素 D 胆固醇

Runx2 甲基化 —
血管钙化 -0. 51b —
年龄 -0. 34a 0. 57b —
血磷 -0. 36b 0. 68b 0. 21 —
血钙 0. 32a -0. 40b -0. 30b -0. 38b —
ALP 0. 15 -0. 14 -0. 15 0. 07 0. 23 —
iPTH -0. 10 0. 31a 0. 00 0. 42b -0. 01 0. 40b —
25-羟维生素 D 0. 03 -0. 24 -0. 41b -0. 17 0. 03 0. 05 0. 12 —
胆固醇 -0. 10 0. 13 -0. 12 0. 42b -0. 23 0. 13 0. 15 -0. 14 —
　 　 注:表中数据为相关系数 r 值。 “—”表示数据无法获取,空白处表示不适用。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01。
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图 2. Runx2 甲基化水平、年龄、血磷与血管钙化的相关性分析

Figure 2. Correlation between the level Runx2 methylation, age, serum phosphorus and the degree of vascular calcification

2. 4　 Runx2 甲基化水平诊断血管钙化的 ROC 曲线

分析

为进一步评价 Runx2 甲基化水平对 MHD 患者

血管钙化的诊断价值,我们将患者按冠状动脉钙化

积分的结果分为无钙化组和钙化组,从而进行 ROC
曲线分析。 结果显示,Runx2 甲基化水平诊断血管

钙化的 ROC 曲线下面积(AUC)为 0. 761,95% CI 为
0. 631 ~ 0. 863(P<0. 001),灵敏度为 43. 59% ,特异

度为 100% 。 联合 ROC 曲线分析显示,Runx2 甲基

化水平分别与年龄、血磷联合及三者联合诊断血管

钙化的 AUC 分别为 0. 923、0. 823、0. 950,灵敏度分

别为 87. 18% 、 64. 10% 、 84. 62% , 特异度分别为

89. 47% 、94. 74% 、100% 。 与 Runx2 甲基化水平单

独诊断血管钙化相比,三者联合诊断血管钙化的

AUC 及灵敏度均显著提高(P<0. 05;图 3)。

图 3. Runx2 甲基化水平与年龄、血磷联合诊断

血管钙化的 ROC 曲线

Figure 3. ROC curve of Runx2 methylation level
combined with age and serum phosphorus in

diagnosis of vascular calcification

3　 讨　 论

终末期肾脏病( end-stage renal disease,ESRD)
患者肾脏替代治疗中主要的治疗方式仍是血液透

析。 血管钙化是 MHD 患者常见的并发症[14],可导

致 MHD 患者心血管事件及死亡事件的增加。 因

此,探讨 MHD 患者血管钙化的发生机制和诊疗方

法十分必要。 血管钙化的发生机制复杂,可能与成

骨分化、软骨形成有关[15]。 Runx2 在血管钙化的发

生发展中起着重要的促进作用[16]。 DNA 甲基化是

目前研究最热点的表观遗传学机制之一,多项研究

已经证实 DNA 甲基化可用于肺癌、乳腺癌等常见肿

瘤的诊断[6,17],这说明 DNA 甲基化的检测为肿瘤的

风险筛查和预防提供了新的机遇。 最近研究发现,
DNA 甲基化等表观遗传学也可以调控血管钙化,但
目前尚缺乏相关研究证明 Runx2 甲基化水平对

MHD 患者血管钙化有诊断价值,因此本研究探讨了

Runx2 甲基化水平与 MHD 患者血管钙化的关系,结
果提示 Runx2 甲基化水平与血管钙化呈负相关,且
对 MHD 患者血管钙化具有诊断价值。

DNA 甲基化在基因表达的过程中起调控作用,
其主要发生在 CpG 岛上。 CpG 岛是指由 200 bp 的

碱基组成的 DNA 序列中 GC 含量占 60% 以上的一

个区域。 研究表明,DNA 甲基化可引起染色质结

构、DNA 构象和稳定性等改变,进而控制基因表

达[18]。 DNA 甲基化抑制基因表达,机制主要是高

度甲基化的 DNA 与组蛋白结合紧密并且能够招募

转录抑制因子、抑制转录激活因子与启动子区域的

结合,从而达到抑制基因表达的目的。 相关研究表

明,miR-34b[19]、Klotho 基因[20]、长链非编码 RNA
(lncRNA)H19[21]、9k21 染色体附近的 CDKN2A / 2B
基因[22]、Wnt 受体 Frizzled1 基因[23] 等基因的 DNA
甲基化均可以通过调控基因的表达来调节血管钙
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化的发生发展。 Runx2 作为血管钙化的促进因子,
其甲基化能否调控血管钙化的发生发展,这是目前

的一项研究热点。 血管钙化发生的关键环节是血

管平滑肌细胞由收缩表型转变为成骨样表型,成骨

分化是其中的一个重要环节。 有研究[9-10,24-26] 发现

Runx2 甲基化可以调控 Runx2 的表达及成骨分化、
软骨形成等过程。 但尚无明确证据证明 Runx2 甲

基化对 MHD 患者血管钙化有诊断价值,本研究以

既往的研究为基础,探究 Runx2 甲基化水平与 MHD
患者血管钙化的关系。

我们根据冠状动脉钙化积分结果将 MHD 患者

分为无钙化组、轻中度钙化组、重度钙化组,检测三

组患者的全血 Runx2 甲基化水平。 研究发现,三组

间 Runx2 甲基化水平差异有统计学意义,且随着血

管钙化程度的增加,Runx2 甲基化水平降低。 为进

一步探究 Runx2 甲基化水平与 MHD 患者血管钙化

的关系,我们进行了 Spearman 相关性分析,以相关

系数 r 值表示两者的关系,r 值越接近-1 或 1,表明

二者间相关关系越大。 结果显示 Runx2 甲基化水

平与血管钙化水平呈负相关( r = -0. 51,P<0. 01)。
经过差异性检验及相关性分析,我们发现血管钙化

与年龄、血磷呈中等程度或者强相关,这与既往

Vervloet 等[27]研究结果一致。 为进一步探讨 Runx2
甲基化水平对 MHD 患者血管钙化的诊断价值,我
们进一步将患者分为无钙化组和钙化组,进行 ROC
曲线分析,结果发现 Runx2 甲基化水平对 MHD 患

者血管钙化有诊断价值(AUC 为 0. 761,P<0. 001)。
为进一步评价 Runx2 甲基化水平联合年龄、血磷及

三者联合对血管钙化的诊断价值,我们进行了联合

ROC 曲线及差异性 ROC 曲线分析,结果显示,与
Runx2 甲基化水平单独诊断血管钙化相比,三者联

合诊断 MHD 患者血管钙化的 AUC 及灵敏度均显著

提高(P<0. 05)。
本研究仍存在不足之处。 (1)本研究由于时间

限制,未对患者血管钙化的进展、心血管事件发生

率及死亡率等数据进行随访;(2)本研究的样本量

较小,另外,我们应用的评价血管钙化的方法仅为

CAC 评分,虽然研究[28]显示 CAC 评分可反映 ESRD
患者动脉粥样硬化性血管事件的严重程度,但这可

能会低估血管钙化的实际发生率,因此未来的临床

研究中应该扩大样本量、并结合不同的组织学方法

综合评估血管钙化的程度;(3)本研究只选取了最

可能发生甲基化的 Runx2 基因序列,未来的研究中

可以多选取几个 Runx2 甲基化位点,进行比较。
综上,Runx2 甲基化水平可能成为诊断 MHD 患

者血管钙化的生物标志物,且与年龄、血磷联合评

估时 AUC 及灵敏度均显著提高。 但未来仍需要大

样本、前瞻性的临床研究和基础实验进一步评价

Runx2 甲基化水平对 MHD 患者血管钙化的影响。
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