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心力衰竭患者
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启动子区甲基化状态及与

气虚'血瘀证的相关性
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摘要"目的"探讨心力衰竭"简称心衰#患者去甲肾上腺素转运体"

6?)

!

HI&EJ!

#基因启动子区甲基

化状态及其与气虚$血瘀证的相关性% 方法"选择
! K"

级心衰患者
%E

例作为心衰组!评估气虚$血瘀证积

分!另收集同期来自福建省立医院体检人群中健康老年
%"

名"老年组#及青年
%"

名"青年组#% 采用分段焦

磷酸测序法检测
HI&EJ!

基因启动子
&LM

岛甲基化水平% 应用
N-@1:3O

及
N@1PA@4

相关分析评价心衰患

者
HI&EJ!

基因启动子区甲基化状态与气虚$血瘀积分的相关性! 应用
I3QA:PA.

回归筛查和调整危险因素%

结果"单因素方差分析&心衰组
HI&EJ!

基因启动子区总甲基化率"

+)(

#为"

!#<

!
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$

$;

!

"%

#

R

!明显高

于老年组'"

#<;

!

;7

$

%;

!

<!

#

R

(及青年组'"

#E#

!

E"

$

;#

!

##

#

R

(!差异均有统计学意义"

N S"

!

"$

#!且

老年组高于青年组"

N S "

!

"#

#% 协方差分析&控制
T+(

$年龄因素后!心衰组总
+)(

仍高于老年组"

N U

"

!

";#

#!老年组高于青年组 "

N U"

!

"#E

#%

%

组
HI&EJ!

基因启动子总
+()

比较!差异有统计学意义"

V U

#E

!

;;7

!

N U"

!

"#

#!青年组
HI&EJ!

基因启动子总
+)(

偏低%

N@1PA@4

相关分析&心衰组总
+)(

与气虚$血

瘀积分均呈正相关"

1

值分别为
"

!

;<;

!

"

!

;#<

)

N S"

!

"$

#%

I3QA:PA.

回归分析&调整混杂因素后!

HI&EJ!

基

因启动子总
+)(

的相对危险度"
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值#为
#

!
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"
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&

#

!
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!
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!
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!
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#% 结论"

HI&EJ!

基因启动子区域甲基化异常升高是心衰的危险因素之一!甲基化程度与心衰患者气虚$血瘀证候呈正相关%

关键词"心力衰竭)去甲肾上腺素转运体)
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,6J

甲基化是表观遗传学中重要的一种机制"是

,6J

甲基转移酶 $

,6J /-PXY4P1@O:Z-1@:-

"

,6

#

+)

%介导的化学修饰过程"在
,6J

的
&LM

二核苷酸

胞嘧啶的
$

%#

&

上添加甲基"形成
$

&甲基化胞嘧啶

$

$

#

/-PXY4.YP3:AO-

%"(开启)或(关闭)调节基因的

表达*

&LM

岛主要位于转座子和基因启动子区域"含

有
E"R K7"R

的
&LM

"

&LMGML&

值
!"

!

E

+

#

,

*

!"#"

年
+3a@::@QX +

等+

!

,率先报道了
,6J

甲基化与心

力衰竭$简称心衰%间的存在关联"在心衰患者心脏移

植后留下的心脏组织样本发现
,6J

甲基化痕迹"这

一发现为治疗心衰提供了新思路* 中医学认为心衰的

基本病机为气虚血瘀'阳虚水泛* 本研究采用分段区

域焦磷酸测序$

LY13:-dC-O.AOQ

%技术"探讨心衰患

者去甲肾上腺素转运体$

O31-LAO-LX1AO- P1@O:L31P

#

-1 Q-O-

"

6?)

"

HI&EJ!

%基因启动子区甲基化状态与

气虚'血瘀证的关系"进一步阐明心衰的发病机制"以

期为中医治疗心衰提供新思路*

资料与方法

#

"诊断标准"符合美国心脏病学会$

J/-1A.@O

&344-Q- 3Z &@1BA343QY

"

J&&

%

G

美 国 心 脏 学 会

$

J/-1A.@O [-@1P J::3.A@PA3O

"

J[J

%心衰诊断标

准及分期+

%

"

;

,

* 参照纽约心脏病协会 $

6-8 _31e

[-@1P J::3.A@PA3O

"

6_[J

%标准委员会
#<<;

年修

订的心功能分级+

$

,

* 中医辨证分型标准参照-中药新

药临床研究指导原则.

+

E

,制定*

!

"纳入与排除标准"纳入标准#符合
J&&GJ[J

心衰诊断标准"且
! K "

级心衰患者"年龄
;" K #""

岁"基础病为冠心病'高血压病'糖尿病等* 健康老年

组年龄
E$ K#""

岁"青年组年龄
!" K;"

岁* 排除标

准#严重贫血'甲状腺功能亢进'风湿性心脏病'先天性

心脏病'心肌病'原发性肾脏病'动静脉瘘'缩窄性心包

炎'心包积液'肝硬化'恶性肿瘤'自身免疫性疾病等全

身其他器官和系统性疾病*

%

"一般资料"

%E

例均为
!"#!

年
#"

月/

!"#;

年
#!

月就诊于福建省立医院门诊和住院的
! K"

级

心衰患者"年龄
;# K<7

岁"平均$

77

!

;;

$

#"

!

;!

%岁"

其中男性
!;

例"女性
#!

例"心功能
!

级
!;

例"病程

"

!

# K#$

!

"

年"

"

级
#!

例"病程
"

!

! K#E

!

"

年"心衰

分期
&

期$即临床心衰阶段%

!>

例"

,

期$即难治性终

末期心衰阶段%

>

例"有高血压病病史
!<

例"有冠心病

病史
!7

例$其中有心肌梗死病史
!"

例%"有糖尿病病

史者
#<

例"吸烟者$指平均每日吸烟
#

支以上并持续

至少
#!

个月%

#!

例"饮酒者$指平均每日饮洒超过

%" Q

"并持续或累积
E

个月%

E

例"脑钠肽$

01@AO O@

#

P1 AC1-PA. L-LPAB-

"

T6N

% 中 位 数 为
; ;%%

!

$"

$

% ";;

!

7$ K> E>E

!

!$

%

LQG/I

"肌钙蛋白
(

$

.@1BA@.

P13L3OAO (

"

.)O(

% 中位数为
"

!

">

$

"

!

"; K "

!

%<

%

OQG/I

*收集同期来自福建省立医院体检中心的体检

人群中的健康老年及青年各
%"

名作为对照* 其中老

年组男性
!#

例"女性
<

例"年龄
E< K <E

岁"平均

$

7E

!

;"

$

E

!

$!

%岁"吸烟者
$

例"饮酒者
;

例&青年组男

性
!"

名"女性
#"

名"年龄
!! K%$

岁"平均$

!7

!

<7

$

%

!

E"

%岁"吸烟者
"

名"饮酒者
%

名*
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#!

;

"方法

;

!

#

"一般资料'生化指标及气虚'血瘀证候积分

"记录观察对象的性别'年龄'体重指数$

T+(

%'吸

烟史'饮酒史'收缩压$

HTN

%'舒张压$

,TN

%'临床

证候及舌脉等* 心衰患者中医气虚'血瘀证候积分

由一名副主任医师判定* 气虚证候包括气短'神疲'

乏力'自汗'懒言* 血瘀证候包括#胸痛
G

胁痛'脉络瘀

血'皮下瘀斑'积$即肋下触及肝'脾情况%'颈静脉

充盈"怒张'肌肤甲错'肢体麻木或偏瘫'痴癫狂躁

$即精神症状%'舌$舌质紫暗"舌体瘀斑"瘀点%'脉

$涩脉或无脉%及外伤史'手术史* 其中外伤史'手术

史按
E

个月内有无外伤史或手术史评定"有则计
#

分"无则计
"

分&各症状按不同程度计分#无此症状计
"

分"轻度计
#

分"中度计
!

分"重度计
%

分"再予累加*

并收集以下生化指标#

JH)

'乳酸脱氢酶$

I,[

%'

#

&羟

基丁酸脱氢酶$

#

#

[T,[

%'肌酸激酶同工酶$

&f

#

+T

%'

.)O(

'

T6N

'

)M

'

)&

'

[,I

#

&

'

I,I

#

&

' 空 腹 血 糖

$

VNM

%'肌酐$

H&1

%'尿酸$

]W(&

%'血红蛋白$

[0

%等*

内生肌酐清除率$

&&1

%按
&3.e.13ZP

公式计算"

&.1

$

/IG/AO

%

U

+$

#;"

&年龄% '体重$

eQ

%,

G

+

"

!

>#>

'

H&1

$

$/34GI

%,"女性为结果'

"

!

>$

* 生化指标检测按

实验室要求严格质控*

;

!

!

"

,6J

抽提"抽取受试者外周静脉血

! /I

"

?,)J

抗凝用于提取基因组
,6J

* 采用离心

柱型法提取基因组
,6J

"按照基因组
,6J

抽提试剂

盒说明书操作* 试剂盒购自
\(JM?6

公司*

;

!

%

"寻找
HI&EJ!

基因启动
&LM

岛及设计引

物"寻找
HI&EJ!

基因启动子区相对集中
&LM

岛

$

XPPL

#

GG8885 C13Q-O-5 31QG/-PXL1A/-1 GAOB-c#5 XP

#

/4

%*

;

个相关片段参照
HI&EJ!

基因变体
#

$

6+g

""##7!$";

!

#

的
/W6J

% 序列"如片段
J

#

&)MM

)M)&&))MMMJM&MM&MJM&MM)M&)&MM&M&

$ &

><; K

&

>$<

%& 片 段
T

#

&M)&&M&)&JM&M&

M&M&)&J)&&&JM)M)&)JJMM

$ &

##% K

&

7>

%&

片 段
&

#

&&MMM&&MJMJ&M&M&&JM&JMJMMM

&)JM&MJM)))M)JM)M&JM)MJ

$ &

;!7 K

&

%7<

%&

片段
,

#

)M&M&M&&&MJM)&&&&&JMJ)&&&)MM

#

MJJ&&&M&M&&J&&&)&&

$ &

>;% K

&

7<>

%*

;

!

;

"甲基化修饰及纯化亚硫酸盐修饰的
,6J

$

#

%将
,6J

中的非甲基化胞嘧啶$

&

%转化为尿嘧啶

$

]

%"然后通过
N&W

扩增转化为胸腺嘧啶$

)

%* 用亚

硫酸盐试剂溶解
,6J

"在每份亚硫酸盐混合液中分别

加入
>"" $I

无
W6J

酶的水"充分混匀* 亚硫酸盐修

饰反应体系 $

#;" $I

%#

,6J

保护溶液
#$ $I

'已溶

解的亚硫酸盐混合液
>$ $I

'混合液
,6J

和
W6@:-

#

Z1-- 8@P-1

总体积
;" $I

*

,6J

转化
N&W

反应条

件#

<$

(变性
$ /AO

"

E"

(复性
!$ /AO

"

<$

(变性

$ /AO

"

E"

(复性
>$ /AO

"

<$

(变性
$ /AO

"

E"

(

复性
#7$ /AO

"

!"

(保持* 并纯化亚硫酸盐修饰的

,6J

* 严格按
\(JM?6

公司转化试剂盒 $

?LA)-.P

TA:C4ZAP- fAP

%操作*

;

!

$

"甲基化
N&W

"由
NY13+@1e J::@Y ,-

#

:AQO !

!

"

设计引物"由华大基因公司$

TM(

%合成* 片

段
J

为反向测序"引物序列见表
#

*

N&W

反应体系

$

$" $I

%# 修 饰 的
,6J #"" OQ

'

# $I B6)N

$

#" $/34GI

%'

$

'

0CZZ-1 M&

$

fJNJ TA3:Y:P-/:

%

#" $I

"

$" L/34G$I

上下游引物各
# $I

'

)@d,6J

聚

合酶
! ]

&扩增条件#

<$

(变性
% /AO

预变性
"

$

<;

(变性
%" :

"

$#

(退火
%" :

"

7!

(延伸

# /AO

%

;"

循环
"

7!

(变性
7 /AO

"

;

(保持*

表
#

$

HI&EJ!

基因启动子区甲基化
N&W

及测序引物

引物名称 碱基序列$

$

%&

%

%%

$

%标记

HI&EJ! # V

#

)MM)MMMJMJ))JMJMM)

生物素

W

#

&&&JJJ&JJJ&&)JJ&&&)J)&

H

#

J&)&&&)))&)J)&&)

HI&EJ! ! V

#

MM)MJM)))JJ))))JM))J)))MMMM)JM

W

#

))&&)&&&)J&))J&JJ&)&&

生物素

H

#

M)))))))))MMMJJ))))M

HI&EJ! % V

#

MMMJ)JMMM))JMM)))M)

W

#

&&&&)&&&&JJ&)&JJJ)&&

生物素

H

#

M)))M)))MMMJMM)

HI&EJ! ; V

#

)MM)MMMJMJ))JMJMM)

W

#

&&&JJJ&JJJ&&)JJ&&&)J)&

生物素

H

#

M)JMMJ)JMJJJMMMJM

;

!

E

"

NY13:-dC-O.AOQ

检测"于
<E

孔
N&W

反

应板中加入反应结合珠
! $I

"结合缓冲液
%> $I

"

N&W

产物
;" $I

"室温下充分混匀
#" /AO

* 开启真

空泵吸取结合珠及
N&W

产物混悬液"依次浸入
7"R

乙醇'

"

!

! //34GI 6@F[

和冲洗缓冲液中各
$ :

&关

闭真空泵"后将探头上结合珠及
N&W

产物置入

;" $I

退火缓冲液$含测序引物
#

!

$ $I

%"

>$

(变性

! /AO

"冷却至室温"使引物与模板退火杂交* 根据

NY13:-dC-O.AOQ

软件序列设计信息所计算出剂量"

在试剂舱中依次加入底物混合物'酶混合物及
;

种

B6)N

$

\(JM?6

%"将试剂舱及
<E

孔反应板放入
NY

#

13:-dC-O.AOQ

检测仪 $

NY13+@1e \<E (,

"

\(J

#

M?6

%进行反应"应用
NY13 \

#

&LM

软件自动分析

HI&EJ!

基因启动子区各片段每个位点甲基化状

态* 焦磷酸测序图
,6J

中
W

或
_

对应
J

'

T

'

&

'

,

片段序列中
&M

中的
&

"

)

对应非
&M

的
&

* 计算
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!

#!

!!"&!$!

,6J

甲基化指数以反映甲基化水平"甲基化率

$

/-PXY4@PA3O AOB-c

"

+)(

%$

R

%

U

甲基化峰值高度
G

$甲基化峰值高度
h

非甲基化峰值高度% '

#""R

*

$

"统计学方法"采用
HNHH #>

!

"

统计学软件

进行分析* 符合正态分布的计量资料以
c

$

:

表示"多

组间均数比较采用单因素方差分析"方差齐采用
IH,

检验&方差不齐采用
)@/X@O-

%

: )!

检验"并行协方差

分析&不符合正态的计量资料以中位数
+

$

N

!$

K

N

7$

%表示"两组间比较采用柯尔莫诺夫 &斯米尔诺夫

检验$

f34/3Q313a

#

H/A1O3a )-:P

%"

%

组间比较采用

f1C:e@4

#

*@44A: )-:P

* 计数资料采用
%

! 检验* 两指

标间相关性应用
N-@1:3O

及
N@1PA@4

相关分析&筛查

和调整危险因素采用
I3QA:PA.

回归分析*

N S"

!

"$

为

差异有统计学意义*

结""果

#

"

%

组一般资料'生化指标及心衰患者气虚'血

瘀积分$表
!

%"单因素方差分析结果表明"

%

组年龄'

T+(

'吸烟史'

HTN

'

[0

'

)M

'

)&

'

[,I

#

&

'

I,I

#

&

'

VNM

'

&&1

'

]W(&

'

JH)

'

I,[

'

#

#

[T,[

比较"差异有统计学

意义$

N S"

!

"$

%* 各组性别'饮酒史比较"差异无统计

学意义$

N i"

!

"$

%* 与青年组比较"心衰及老年组患者

T+(

'

HTN

'

JH)

'

I,[

'

#

#

[T,[

明显升高"

[,I

#

&

及

&&1

明显降低$

N S"

!

"$

"

N S"

!

"#

%&与老年组比较"心

衰患者
[0

'

)&

'

[,I

#

&

'

I,I

#

&

'

&&1

降低"

VNM

'

I,[

及
#

#

[T,[

升高$

N S"

!

"$

"

N S"

!

"#

%*

%

组
,TN

比

较" 差异无统计学意义$

V U #

!

7>%

"

N U "

!

#7;

%*

心衰组患者气虚积分为$

>

!

$%

$

%

!

<7

%分"血瘀积分

为$

E

!

%E

$

!

!

"!

%分*

!

"

%

组
HI&EJ!

基因启动子甲基化状态比较

$图
#

%"单因素方差分析结果表明"

%

组
HI&EJ!

基

因启动子区总
+)(

比较"差异有统计学意义 $

V U

#%

!

>E<

"

N S "

!

"#

%" 心衰组总
+)(

+$

!#<

!

7!

$

$;

!

"%

%

R

,高于老年组+$

#<;

!

;7

$

%;

!

<!

%

R

,及青

年组+$

#E#

!

E"

$

;#

!

##

%

R

,"差异均有统计学意义

$均
N S"

!

"$

%"老年组高于青年组$

N S"

!

"#

%*

以
HI&EJ!

基因启动子总
+)(

为因变量"

T+(

及年

龄为协变量"应用协方差分析比较
%

组
HI&EJ!

基因启

动子甲基化状态* 控制
T+(

'年龄影响因素"组间比较
V

值为
;

!

<##

"

N U"

!

""<

"说明
%

组间
+)(

有差异* 心衰组

总
+)(

高于老年组$

N U"

!

";#

%"老年组高于青年组$

N U

"

!

"#E

%"提示不同年龄对
HI&EJ!

基因启动子总甲基化

率的影响差异有统计学意义 $

V U#E

!

;;7

"

N U"

!

""#

%"

青年组
HI&EJ!

基因启动子总
+)(

偏低*

%

"心衰组患者
HI&EJ!

基因启动子总
+)(

与气

虚证'血瘀证积分的相关性分析$表
%

"

;

%"

N-@1:3O

相关分析结果表明"心衰组
HI&EJ!

基因启动子总

+)(

与气虚'血瘀积分均呈正相关 $

1

值分别为

"

!

;E%

"

"

!

$!!

&均
N S"

!

"#

%"气虚积分与血瘀积分呈

正相关$

1 U "

!

$;E

"

N S "

!

"#

%*

N@1PA@4

相关分析#在

控制年龄及
T+(

影响后"心衰组
HI&EJ!

基因启动子

总
+)(

与气虚'血瘀积分均呈正相关 $

1

值分别为

"

!

;<;

"

"

!

;#<

&均
N S"

!

"#

%"而气虚积分与血瘀积分

亦呈正相关$

1 U"

!

$E#

"

N S"

!

"#

%*

表
!

$各组一般资料及生化指标比较

""注#与老年组比较"

#

N S"

!

"$

"

##

N S"

!

"#

&与青年组比较"

$

N S"

!

"$

"

$$

N S"

!

"#



!!"&($! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

图
#

$

HI&EJ!

基因启动子区域$片段
J K,

%甲基化位点焦磷酸测序图



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

!!"&)$!

表
%

$心衰组
HI&EJ!

基因启动子总
+)(

与气虚证'

血瘀证积分的
N-@1:3O

相关分析

相关系数$

1

%

N

值

总
+)(

与气虚证积分
"

)

;E% "

)

"";

总
+)(

与血瘀证积分
"

)

$!! "

)

""#

气虚证与血瘀证积分
"

)

$;E "

)

""#

表
;

$心衰组
HI&EJ!

基因启动子总
+)(

与气虚证'

血瘀证积分的
N@1PA@4

相关分析

偏相关系数$

1

%

N

值

总
+)(

与气虚证积分
"

)

;<; "

)

""%

总
+)(

与血瘀证积分
"

)

;#< "

)

"#;

气虚证与血瘀证积分
"

)

$E# "

)

""#

;

"

HI&EJ!

基因启动子总
+()

的相对危险度

$表
$

%"心衰患者的多因素二项
I3QA:PA.

回归分析"

二项为心衰组与老年组
!

个组别"以老年组为参照系"

以是否有心衰为因变量"以性别'年龄'

T+(

'吸烟'饮

酒'

)M

'

)&

'

[,I

#

&

'

I,I

#

&

'

VNM

'

&&1

'

]W(&

'

HI&EJ!

基因启动子总
+)(

为自变量"调整各种混杂

因素后"

HI&EJ!

基因启动子总
+)(

的
FW

值为

#

!

"%>

$

<$R&(

#

#

!

""E K#

!

"7#

"

N U"

!

"!"

%*

表
$

$心衰患者多因素二项
I3QA:PA.

回归分析

项目
T *@4B N

值
FW

值
<$R &( Z31 ?cL

$

T

%

下限 上限

性别 &

!

)

$;< !

)

$$$ "

)

##" "

)

"7> "

)

""% #

)

7>"

年龄
"

)

""; "

)

""% "

)

<$% #

)

""; "

)

>E< #

)

#E#

T+(

&

"

)

">E "

)

#!< "

)

7#< "

)

<#7 "

)

$7; #

)

;E>

吸烟
#

)

E#$ #

)

"<< "

)

!<$ $

)

"!E "

)

!;$ #"!

)

<%"

饮酒
"

)

>E# "

)

#>> "

)

EE$ !

)

%E$ "

)

";> ##E

)

!!E

)M

&

%

)

E># %

)

">< "

)

"7< "

)

"!$ "

)

""" #

)

$!<

)& #

)

7E# !

)

E7< "

)

#"! $

)

>#> "

)

7"E ;7

)

<%"

[,I

#

&

&

$

)

E!< ;

)

<E# "

)

"!E "

)

""; "

)

""" "

)

$"<

I,I

#

&

&

!

)

;<; E

)

##! "

)

"#% "

)

">% "

)

"## "

)

$<E

VNM #

)

!!> ;

)

!%$ "

)

";" %

)

;#$ #

)

"E" ##

)

"""

]W(& "

)

""> #

)

#>7 "

)

!7E #

)

""> "

)

<<; #

)

"!!

&&1

&

"

)

";" #

)

>;; "

)

#7; "

)

<E# "

)

<"> #

)

"#>

总
+)( "

)

"%7 $

)

;!! "

)

"!" #

)

"%> #

)

""E #

)

"7#

常数项 &

#

)

!<> "

)

"#7 "

)

><$ "

)

!7%

/ /

讨""论

6?)

将神经元释放的去甲肾上腺素$

6?

%再摄取

回到突触前膜中"对调控突触间隙中
6?

浓度'终止神

经冲动信号'维持受体对神经递质的敏感性极为重要"

对心血管系统功能起着重要的调节作用*

6?)

属于

6@

h

'

&4

&依赖性转运蛋白家族成员+

7

,

* 临床研究发

现"心衰时心肌
6?

再摄取位点减少"摄取功能下

降+

>

,

* 如慢性心衰小鼠
6?)

的
/W6J

和蛋白表达

均下调+

<

,

* 心衰时
6?)

异常表达可能与交感神经去

神经'神经元表面表达降低'内化'转录后异常'氧化负

荷增加'细胞因子对心脏交感神经的损伤作用有关"也

可能与自身基因缺陷有关* 各种原因导致的心脏交感

神经及神经递质减少称为交感去神经"而心衰时则发

生心脏交感去神经状态+

#"

"

##

,

*

目前研究
,6J

甲基化影响心衰方法主要包括两

个途径#一是探讨心衰与心肌细胞
,6J

甲基化程度

的关联性&二是干预心衰
,6J

甲基化药物的研究*

如
+3a@::@QX +

等+

!

,发现心衰晚期患者心肌细胞

,6J

甲基化与健康对照存在差异"并发现
L-.@/#

'

@1XQ@L!;

'

@/3P4!

等基因的不同甲基化状态影响基

因表达"这些基因参与心肌细胞凋亡'钙离子通道信号

传导'

M

蛋白受体表达等过程* 王建龙等+

#!

,也发现心

衰时基因
@0.@;

和
.B!""

的启动子区甲基化状态发

生改变往往伴随着相关基因表达量的改变* 申康

均+
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