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摘 要 目的：探究冠心病（CHD）患者与健康志愿者全基因组甲基化的差异，从表观遗传学角度初步探讨DNA甲基化与CHD的

相关性。方法：采用病例对照研究法，将受试者分为CHD组（CHD患者50例）和健康对照组（Health组，健康志愿者50例），采用甲

基化DNA免疫共沉淀测序（MeDIP-Seq）法对两组受试者DNA进行测序，分析比较其全基因组甲基化的差异。结果：CHD组甲基

化峰（Peak）的数量高于 Health 组，差异有统计学意义（P＜0.05）。Peak 主要分布在 5’UTR、Intron 基因功能元件上。CHD 组

APQ1、SHB等基因启动子区域内的 reads数低于Health组，其甲基化水平降低；而GRK5基因及染色体 chrX上多个基因启动子区

域内的 reads数则高于Health组，其甲基化水平增高，差异均有统计学意义（P＜0.01）。结论：CHD患者全基因组甲基化水平高于

健康志愿者，相关基因启动子甲基化水平的变化可能与CHD的发生有关。

关键词 冠心病；DNA甲基化；甲基化DNA免疫共沉淀测序

Genome-wide Analysis of DNA Methylation in Coronary Heart Disease Patients with MeDIP-Seq
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the genome-wide methylation differences between coronary heart disease（CHD）patients
and healthy volunteers，and to investigate the relationsip of DNA methylation with CHD from epigenetics. METHODS：In case-control
study，subjects were divided into CHD group（50 cases）and health control group（50 cases）. DNA of 2 groups were sequenced with
methylated DNA immunoprecipitation sequencing technology. The genome-wide methylation differences were analyzed and compared
between 2 groups. RESULTS：The number of methylation peak in CHD group was higher than health group，with statistical signfi-
cance（P＜0.05）. The methylation peak mainly distributed in 5’UTR，Intron functional elements. The number of reads in AQP1，SHB
and other gene promoters in CHD group were lower than health group，and its methylation level decreased. The number of reads in
GRK5 and serveal gene promoters on chrX in CHD group were higher than helath group，and its methylation level increased，with sta-
tistical significance（P＜0.01）. CONCLUSIONS：The genome-wide methylation level of CHD patients are higher than those of healthy
volunteers. The occurence of CHD is possibly associated with the change of methylation level of related gene promoters.
KEYWORDS Coronary heart disease；DNA methylation；Methylated DNA immunoprecipitation sequencing
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冠状动脉粥样硬化性心脏病（CHD）简称冠心病，是人类
最主要的死亡原因之一，也是医疗资源消耗巨大的疾病。目
前，尚不清楚CHD确切的发病原因与机制，因此探寻CHD发
病的易感因素对于其早期诊断、疾病治疗及机制研究具有重
要意义[1]。DNA甲基化作为一种重要的表观修饰方式，可在不
改变基因序列的情况下，调控基因的转录[2]。DNA甲基化一旦
发生紊乱，则可引发包括肿瘤、胚胎发育异常、老年化进程加
快以及自身免疫性疾病在内的多种疾病[3-4]。甲基化DNA免
疫共沉淀测序（MeDIP-Seq）法是通过 5-甲基胞嘧啶抗体富集
甲基化的DNA片段，并结合高通量测序来检测全基因组范围
内甲基化位点的技术[5]，具有可靠性高、检测范围广、成本较低
等优点 [6]。故本试验借助 MeDIP-Seq 法，分析了 CHD 患者与
健康志愿者全基因组甲基化的差异，从表观遗传学角度初步
探讨DNA甲基化与CHD的相关性。

1 资料与方法
1.1 研究对象

本试验方案经广东省人民医院医学伦理委员会批准后，

采用病例对照研究法，选择 CHD 患者 50例，男女各半，年龄
40～85岁，平均年龄（61±10）岁，作为CHD组；选择健康志愿
者 50例，男女各半，年龄 35～80岁，平均年龄（59±12）岁，作
为健康对照组（Health组），并排除原发性高血压、糖尿病、高血
脂及吸烟等常见的CHD危险因素对健康志愿者的干扰。所有
受试者均签署知情同意书。

CHD患者入选标准：经造影诊断确诊为CHD患者。排除
标准：严重肝肾功能损害、未控制的糖尿病、内分泌功能失调、

甲状腺疾病、血液病、自身免疫性疾病及使用激素、抗生的素
患者。

1.2 样本采集与处理

取各组受试者血样各 2 ml，置于硅烷化的乙二胺四乙酸
（EDTA）抗凝管中，采用DNA分离试剂盒（美国Qiagen公司），

按其说明书方法提取各受试者基因组DNA。

1.3 组池构建

组池构建（Pool construction）的关键在于样本DNA的等量
混合。本试验采用分光光度计对每个样本DNA浓度和光密度
（OD）比值进行3次精确测定。样本DNA必须同时满足3次测
定结果偏差＜10％、样本 DNA 浓度≥20 ng/µl，且 OD260 nm 与
OD280 nm比值介于 1.8～2.0、OD260 nm与OD230 nm比值介于 1.5～2.3

之间等条件。

具体步骤为：采用 Nano Drop-1000型分光光度计测定的
各受试者样本DNA，将其稀释或浓缩至DNA浓度为（50±3）

ng/μl，以保证所有样本DNA均等量混合构建组池。分别构建
1个 CHD 组组池和 2个 Health组组池，每个组池均包含 50个
个体。

1.4 基于DNA池的MeDIP-Seq检测基因组DNA甲基化

用甲基化试剂对基因组DNA进行亚硫酸氢盐处理，把未
甲基化的胞嘧啶转化胸腺嘧啶；DNA打断、建库；采用 illumi-

na HiSeq 2000测序仪（美国 illumina公司）进行深度测序，基于
MACS（MACS 1.4.0）在全基因组范围内进行甲基化峰（Peak）

扫描，将测序结果转化为Peak值，对比MeDIP-Seq序列与参考
序列，考察MeDIP-Seq序列数据在全基因组范围内的分布趋
势，统计MeDIP-Seq序列富集区域的信息，并进行基于Peak的
多样本间差异分析。

1.5 生物统计学分析

采用 SPSS 17.0软件对数据进行统计学分析。连续变量
用x±s表示，计量数据用 n（％）表示。采用单变量Logistic回
归分析评价CpG岛甲基化对CHD发生的相对危险度，用多元
Logistic回归模型对其他变量进行校正。

采用 MACS 1.4.0软件进行基于 Peak 的多样本间差异分
析。合并两个样本的Peak区域，统计合并区域中每个样本归
一化后的 reads个数，作χ2检验，筛选出差异区域，并通过FDR

检验去除部分假阳性结果。筛选条件为：P＜0.01，两个样本在
相同基因元件内都有覆盖，且覆盖的差异在2倍以上。根据区
域内 reads数的差异，分为上升和下降两种趋势差异区域（up

和 down），同一 Peak区域内CHD组的 reads数高于Health组，

即为 up，表明该基因功能元件甲基化程度增高；反之即为
down，表明该基因功能元件甲基化程度降低。

2 结果
2.1 一般资料

CHD 组和 Health 组的一般资料比较差异无统计学意义
（P＞0.05）。

2.2 MeDIP-Seq序列与参考序列的比对

将 MeDIP-Seq 序列与参考基因组序列进行比对，每条
reads最多允许 2个碱基的错配。CHD组唯一比对 reads数为
39 926 750，唯一比对率为63.76％；Health组唯一比对 reads数
为33 550 114，唯一比对率为60.39％。结果显示，CHD组中的
reads数及比对率均高于Health组，具体结果见表1。

表1 两组在全基因组范围内reads数的比较结果

Tab 1 Comparison of the number of genome-wide reads be-

tween 2 groups

组别
Health组
CHD组

原始 reads数
55 560 052

62 618 704

比对 reads数
41 281 398

48 796 408

比对率，％
74.30

77.93

唯一比对 reads数
33 550 114

39 926 750

唯一比对率，％
60.39

63.76

2.3 甲基化峰扫描

在全基因组范围内，CHD组Peak数量为218 003，平均长度为
1 040.60；Health组Peak数量为 172 517，平均长度为 1 011.82。

CHD组Peak数量、长度、覆盖率均高于Health组，且两组Peak

数量间的差异具有统计学意义（P＜0.05）。结果表明，CHD组
全基因组甲基化水平高于Health组，具体结果见表2。

表2 两组在全基因组范围Peak扫描的比较

Tab 2 Comparison of genome-wide results of methylation

peak scan between 2 groups

组别
Health组
CHD组

Peak数量
172 517

218 003＊

Peak平均长度，bp

1 011.82

1 040.60

Peak长度中位数，bp

912

925

Peak总长度，bp

174 556 464

226 854 924

Peak覆盖率，％
5.64

7.33

注：与Health组比较，＊P＜0.05

Note：vs. health group，＊P＜0.05

2.4 Peak在不同基因功能元件上的分布

分别统计Peak在upstream2k、5’UTR、CDS、Intron、3’UTR、

downstream2k等6个基因功能元件上的个数分布。结果显示，

两组Peak主要集中分布在 5’UTR、Intron基因功能元件上[分
别占 44.87％ 、44.26％（Health 组），44.26％ 、43.67％（CHD

组）]，且在这两个基因功能元件上，CHD 组的 Peak 个数高于
Health组，差异具有统计学意义（P＜0.01），具体结果见图1。

2.5 基于Peak的多样本间差异性分析

结果显示，在5’UTR、CDS、Intron基因功能元件上，Health

组分别有12 684、4 811、24 470个基因的 reads数低于CHD组，
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有2 192、303、2 425个基因的 reads数高于CHD组。表明在这

3个基因功能元件上，有的基因甲基化程度增高，有的则甲基

化程度降低，具体结果见图2。

2.6 启动子区甲基化差异最大的基因

在上述试验的基础上，对甲基化程度改变的基因进行初

步研究。结果显示，CHD组SNX8、AQP1、SSB、DAB1、SP100、

SHB、TRHDE、TGS1、CCDC38、MAML2基因启动子区域内的

reads数低于Health组，表明在CHD患者中，这些基因启动子

的甲基化水平降低，差异具有统计学意义（P＜0.01）；CHD组

GRK5、TNR 及 chrX 染色体上的 CFAP47、TCEAL8、UBA1、

CXorf40B、TMEM47、HDX、ZBTB33、RBMX基因启动子区域

内的 reads数高于Health组，表明在CHD患者中，这些基因启

动子的甲基化水平增高，差异具有统计学意义（P＜0.01），具体

结果见表3、表4。

3 讨论
本试验采用基于DNA池的MeDIP-Seq法比较CHD组与

Health组之间全基因组DNA甲基化的差异，对CHD的表观遗

传标记物进行研究，发现了CHD患者与健康志愿者全基因组

甲基化水平有明显差异：（1）Health组全基因组甲基化水平低

于 CHD 组。（2）水通道蛋白（Aquaporin-1，AQP1）能调节血管

内皮细胞的功能，但具体机制尚不明确[7]；SHB基因也与血管

内皮细胞的功能有关，Christoffersson G 等[8]发现 SHB 基因敲

除小鼠的血管内皮细胞的功能受到抑制。这些基因启动子甲

基化程度的降低，会影响血管内皮细胞的功能，可能与CHD的

发生有关。（3）Wu JH等[9]研究表明，GRK5编码的G蛋白偶联

受体激酶 5可通过降低平滑肌细胞和内皮细胞核转录因子

（NF）-κB 的活性等机制来减轻动脉粥样硬化。本试验发现

CHD组GRK5基因启动子的甲基化显著增高，原因可能是其

甲基化后，基因表达减少，导致CHD更容易发生。（4）CHD组

的 chrX上多个基因启动子的甲基化显著增高，其与不同性别

患者CHD发病率的关系有待进一步研究。（5）表3和表4中其

他基因启动子的甲基化与CHD的关系尚不明确。本试验仅研

究了 50个CHD病例，在后续试验中，可扩大样本量以进一步

验证本试验结果，为深入探寻DNA甲基化与CHD的相关性提

供更有力的证据。

表观遗传学主要研究在基因核苷酸序列不发生改变的情

况下，DNA及有关蛋白分子发生的可遗传修饰，这些修饰可被

细胞“记忆”并在随后的细胞分裂中保留下来。目前，研究较多

的表观遗传学机制主要集中在基因转录水平选择性表达的调

控上，特别是 DNA 甲基化的研究。在全基因组范围内绘制

DNA甲基化图谱，能更深入地了解生物体特性，并对研究DNA

甲基化失调后导致人类疾病的机制具有重要的意义[10-11]。选择

性调节DNA甲基化水平在临床上已试用于治疗白血病及骨髓

发育不良综合征等[12]。由于CpG岛甲基化导致基因沉默是一

个可逆的基因修饰过程，经去甲基化处理可恢复表达。目前，

用药物改变DNA甲基化的研究在肿瘤方面较多，黄雪琴等[13]

发现三氧化二砷（As2O3）与顺铂都能使人鼻咽癌裸鼠移植瘤
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图1 Peak在不同基因功能元件上的分布
A.Health组；B.CHD组

注：与Health组比较，＊P＜0.01

Fig 1 The distribution of the peak in the different gene func-

tional elements
A.health group；B.CHD group

Note：vs. health group，＊P＜0.01

N
um

be
r

of
G

en
es

25 000

20 000

15 000

10 000

5 000

0

up
st

re
am

2k

5’
U

T
R

C
D

S

in
tr

on

3’
U

T
R

do
w

ns
tr

ea
m
2k

Down

up

图2 基于Peak的多样本间差异性分析

Fig 2 Difference analysis of multiple samples based on peak

表 3 CHD患者中甲基化水平降低的基因启动子

Tab 3 The gene promoter of methylation decreased in CHD

patients

基因

SNX8

AQP1

SSB

DAB1

SP100

SHB

TRHDE

TGS1

CCDC38

MAML2

染色体

chr7

chr7

chr2

chr1

chr2

chr9

chr12

chr8

chr12

chr11

区 域

2306971

3095 403

170664769

57843279

231307689

37961831

72905720

56698315

96301347

95880513

2308068

30952230

170665227

57843707

231308262

37962339

72906168

56698731

96302241

95880978

reads个数
Health组

368

183

72

65

59

59

58

57

109

51

CHD组
16

26

0

0

0

0

0

0

11

0

P

0

1.66×10-143

2.75×10-135

4.84×10-122

6.65×10-111

6.65×10-111

4.26×10-109

5.45×10-107

1.75×10-101

7.49×10-96

表4 CHD患者中甲基化水平增高的基因启动子

Tab 4 The gene promoter of methylation increased in CHD

patients

基 因

CFAP47

TCEAL8

UBA1

CXorf40B

TMEM47

GRK5

TNR

HDX

ZBTB33

RBMX

染色体

chrX

chrX

chrX

chrX

chrX

chr10

chr1

chrX

chrX

chrX

区 域

36005713

102509867

47050412

149106468

34674147

121156704

175404148

83756846

119385096

135961521

36006206

102510383

47051248

149107091

34674856

121157619

1.75405004

83757498

119385752

135963187

reads个数
Health组

36

0

0

0

0

64

79

0

0

6

CHD组
137

50

46

44

42

157

176

38

38

64

P

3.33×10-122

3.96×10-118

8.51×10-109

5.58×10-104

3.66×10-99

1.06×10-93

8.25×10-93

7.85×10-90

7.85×10-90

3.19×10-88
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RASSF1A基因启动子区甲基化率显著降低，药物通过去甲基

化机制重新激活因甲基化失表达的RASSF1A，从而抑制鼻咽

癌癌细胞的生长。黄明明等 [14]体外培养人胃癌 SGC-7901细

胞，用不同浓度白藜芦醇孵育48 h。结果显示，白藜芦醇呈剂

量依赖性地抑制 SGC-7901 细胞增殖，随着浓度的增加，

RASSF1A 甲基化水平逐渐减弱，非甲基化水平逐渐增强；同

时，RASSF1A的mRNA和蛋白表达水平明显上调。提示白藜

芦醇对甲基化水平的调节作用可能是其抗癌的重要因素。随

着DNA甲基化与疾病发生机制的阐明，以及药物对DNA甲基

化调节的深入研究，用药物选择性地调节DNA甲基化水平从

而调节基因的表达有可能成为临床治疗的新靶点。

相比于影像学对CHD的诊断，DNA甲基化可从分子水平

阐述动脉粥样硬化的产生和发展，能更早地发现冠状动脉病

变，以便进行早期治疗，甚至是在基因水平进行治疗。这将对

CHD 的诊断和治疗具有重要意义。本试验只是初步揭示了

DNA甲基化与CHD的关系，而DNA甲基化究竟如何在CHD

的发生、发展过程中起作用，以及究竟哪些基因位点发生了甲

基化目前尚不清楚，有待于进一步研究。
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国家卫生和计划生育委员会提出人口与发展南南合作的六重点

本刊讯 2015年11月21日，由人口与发展南南合作伙伴

组织主办的第十二届人口与发展部长级国际会议在孟加拉国

首都达卡举行，会议的主题是“每个妇女、每个儿童及每个青

少年的生存、成长和转变”。国家卫生和计划生育委员会副主

任王培安副主任出席会议并讲话。

王培安说，在联合国通过的 2030年可持续发展议程的背

景下，制定并实施新的战略计划以促进更好的生存和发展是

伙伴组织的全球责任。全世界每 5个人当中就有 3个人生活

在伙伴组织国家，他们的健康和福祉至关重要。

王培安代表国家卫生和计划生育委员会提出，为了更好

地实施伙伴组织今后五年的战略计划，重点要在六个方面开

展南南合作: 一是将人口问题纳入国家发展计划，促进人口长

期均衡发展；二是提高青少年性与生殖健康水平，实现人人享

有生殖健康和计划生育服务；三是积极响应“每个妇女、每个

儿童”倡议，进一步提高妇幼保健水平；四是关注流动人口的

公共卫生服务，促进流动人口的社会融合；五是加强老年健康

服务体系建设，努力实现健康老龄化；六是实施健康扶贫行

动，努力提高贫困人口的健康水平。

王培安介绍了中国将推进健康中国建设和实施全面两孩

政策的重大决策部署，表示中国愿意在 2014年后国际人发大

会行动纲领和 2030年可持续发展议程的框架下，与伙伴组织

其他成员国和有关国际组织一道，努力推进和深化人口、生殖

健康和计划生育领域的南南合作，为发展中国家人民的健康

和福祉，特别是每个妇女、每个儿童和每个青少年的健康和福

祉做出贡献。
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