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【摘要】　目的　研究心肌特异性转录因子 ＮＫＸ２５基因启动子区在先天性心脏病圆锥动脉干畸形

（ＣＴＤ）病例中的甲基化状态，从表观遗传学角度探讨先心病的发病机制，为先心病的早期临床诊治提供

理论依据。方法　首先利用Ｔｒｕ１ｌ限制性内切酶将基因组片段化并接上接头，然后利用甲基化结合蛋

白（ＭＢＤ）与甲基化ＤＮＡ特异性结合的特点对甲基化ＤＮＡ片段进行富集；针对ＮＫＸ２５基因启动子区

的ＣｐＧ岛设计引物，通过实时定量ＰＣＲ检测ＣＴＤ与正常胎心组织中 ＮＫＸ２５基因甲基化状态。结

果　通过与正常心脏组织相比，ＮＫＸ２５基因在６例病变组织中均发生了不同程度的甲基化，其中４例

呈现高甲基化，另外２例甲基化程度无明显变化。结论　ＮＫＸ２５基因甲基化可能与先心病ＣＴＤ发病

相关，可能成为先心病早期诊断的分子标志物之一。
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　　先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ），简称

先心病，是指胚胎发育过程中心脏结构发生异常的

一类疾病。近年来出生缺陷调查资料显示，先心病

已跃居我国出生缺陷畸形首位，发病率占活产新生

儿的６‰～１０‰
［１］。圆锥动脉干畸形（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ

ｈｅａｒｔｃｏｎｏｔｒｕｎｃａｌｄｅｆｅｃｔｓ，ＣＴＤ）是先心病中最为严

重的一种类型，约占先心病的３０％
［２］。ＣＴＤ是指在

遗传和环境因素的共同作用下，胚胎发育早期心脏

流出道和大动脉发育异常，临床上表现为法洛四联

症、肺动脉闭锁、大动脉转位、右室双出口、永存动脉

干等多种复杂心血管畸形，常出现紫绀和低氧血症，

是造成我国婴儿和新生儿死亡最主要的原因之一。

心脏特异性转录因子ＮＫＸ２５高度保守，是脊

椎动物心脏育生中较早表达的转录因子，是心脏前

体细胞最早的标志物，参与心脏发育的整个过程。

ＮＫＸ２５自胚胎发育第７．５天开始持续表达，其正

常表达对心脏的环化、心房及心室发育、动脉干分

隔、房室瓣形成及房室传导的维持均起重要作用［３］。

动物实验显示，ＮＫＸ２５参与了胚胎心脏发育，是引

起心脏畸形的关键因素，敲除ＮＫＸ２５基因的小鼠

胚胎在１０．５天由于心脏缺失而死亡
［４］。临床研究

显示，ＮＫＸ２５基因在患儿人群中发生突变的比例

非常低，如法洛四联症和房间隔缺损患者中仅有

４％发生突变
［５］。最近也有学者提出，基因序列的改

变不是ＮＫＸ２５引起心脏畸形的主要原因
［６］。

除了编码序列改变可以导致基因的功能异常以

外，基因启动子区域的甲基化变化也可以影响基因

的表达，从而使所编码的蛋白出现量的差异。本研

究拟通过比较该基因在正常心脏组织与ＣＴＤ病变

组织中的甲基化状态的差异，了解ＮＫＸ２５基因的

甲基化状态与ＣＴＤ的关系，为先心病的早期基因

诊断提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１ 主要试剂 　Ｔｒｕ１ｌ限制 性 内 切 酶 购 自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＩＰＴＧ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，蛋白酶

抑制剂购自Ｓｉｇｍａ公司，ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ

购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司，组织基因组ＤＮＡ提取

试剂盒购自ＡＸＹＧＥＮ 公司，ＰＣＲ产物回收试剂盒

购自 ＱＩＡＧＲＮ公司，ＬＡＴａｑ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶和实时定量ＰＣＲ试剂均购自ＴａＫａＲａ公司，所

有引物均在上海桑尼生物公司合成。含有ＰＥＴ４

ＧＳＴＭＢＤ重组质粒的大肠杆菌为本实验室保存。

１．１．２研究材料　正常儿童心脏组织取自复旦大学

法医学系。圆锥动脉干畸形病变组织由复旦大学附

属儿科医院提供。本研究涉及的人体组织样本均经

所有研究对象签署知情同意书。

１．２　方法

１．２．１ＮＫＸ２５基因启动子区ＣｐＧ岛预测及Ｒｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ引物设计　登陆ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．

ｅｄｕ／网站，查找人的 ＮＫＸ２５基因启动子区，通过

甲基化分析软件（ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓｖ１．０）确

定启动子区的ＣｐＧ岛位置，根据Ｔｒｕ１ｌ限制性内切

酶的酶切位点，确定ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ的扩增区域，

然后利用引物设计软件（ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５）设计

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ引物。

１．２．２　基因组片段化与接头连接　组织样品基因

组ＤＮＡ按照ＱＩＡＧＥＮ公司的组织基因组ＤＮＡ提

取试剂盒步骤进行提取。取正常心脏组织和ＣＴＤ

病变组织基因组各１μｇ，利用 Ｔｒｕ１ｌ限制性内切酶

进行酶切，反应体系为：各基因组１μｇ，Ｔｒｕ１ｌ酶

１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，补加灭菌蒸馏水至终体积

为２５μＬ，再加入１０μＬ石蜡油防止蒸发，反应条件

为６５℃３～４小时，利用酶切回收试剂盒对酶切产

物进行回收。接头引物序列为：Ｈ２４，５ＡＧＧＣＡＡ

ＣＴＧＴＧＣＴＡＴＣＣＧＡＧＧＧＡＴ，Ｈ１２，５ＴＡＡ

ＴＣＣＣＴＣＧＧＡ。各取２００μＭ的接头引物１００μＬ，

９４℃５分钟，然后将２种引物汇合，自然冷却形成接

头。利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶，将基因组ＤＮＡ酶切回

收产物与制备的接头进行连接，反应体系为：１０×

Ｔ４ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，酶切回收产物１０μＬ，接头２μＬ，

ＰＥＧ４０００４μＬ，Ｔ４连接酶２μＬ，补加灭菌蒸馏水至

终体积为５０μＬ，反应条件为１６℃，过夜。

１．２．３ＧＳＴ／ＭＢＤ融合蛋白的表达纯化及活性检测

　将含有ＰＥＴ４ＧＳＴＭＢＤ重组质粒的大肠杆菌在

ＬＢＫａｎ平板上进行划板，３７℃培养过夜；挑取单克

隆，接种于１０ｍｌＬＢｋａｎ液体培养基中；次日将培养
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液接种于２００ｍｌＬＢｋａｎ液体培养基中进行扩大培

养；用终浓度为１ｍＭ 的ＩＰＴＧ诱导３～４小时以表

达ＧＳＴ／ＭＢＤ 融合蛋白，分别在１．５小时（诱导

前）、４小时（诱导后）取待检测样品，通过ＳＤＳ聚丙

烯酰胺凝胶电泳和考马斯亮蓝染色检测诱导表达结

果。２００ｍｌ诱导后菌液离心后悬浮在ＰＢＳＴ（１％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００）缓冲液中，此缓冲液中含有终浓度为

１ｍＭ的ＰＭＳＦ和５０ｍｇ／ｍｌ的溶菌酶，冰上放置３０

分钟，超声破碎细胞，溶解产物经高速离心，上清过

ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ层析柱，并用１０倍柱体

积的ＰＢＳ洗去非特异性结合的蛋白，用低盐浓度结

合缓冲液洗去大肠杆菌 ＤＮＡ，最后获得纯化的

ＧＳＴ／ＭＢＤ蛋白
［７］。本实验室前期研究已证实，采

用不同的盐离子强度的缓冲液进行洗脱，可以把甲

基化的ＤＮＡ和非甲基化的ＤＮＡ分开，实验条件

为：１００ｍＭ ＮａＣｌ缓冲液为结合缓冲液，５００ｍＭ

ＮａＣｌ缓冲液为洗涤缓冲液，１０００ｍＭＮａＣｌ的缓冲

液为洗脱缓冲液［８］。

１．２．４基因组中甲基化ＤＮＡ富集　取ＧＳＴ／ＭＢＤ

蛋白层析柱１００μＬ，离心去上清，用１００μＬ５００ｍＭ

ＮａＣｌ的洗涤缓冲液平衡２次，在含有１００ｍＭＮａＣｌ

的结合缓冲液中结合基因组ＤＮＡ，放在摇床上４℃

结合１小时。用５００ｍＭＮａＣｌ的缓冲液洗涤，以去

除非甲基化ＤＮＡ，最后用１０００ｍＭＮａＣｌ的洗脱缓

冲液洗脱并回收甲基化ＤＮＡ。

１．２．５ＬＭＰＣＲ扩增富集甲基化ＤＮＡ　由于富集

下来的甲基化ＤＮＡ量较少，不能满足后续实验的

要求，因此需要对富集的甲基化ＤＮＡ进行有效的

扩增。以富集的甲基化ＤＮＡ为模板，Ｈ２４为引物

进行２轮ＬＭＰＣＲ扩增，从而获得足够量的富集甲

基化ＤＮＡ的ＰＣＲ产物，用ＰＣＲ产物回收试剂盒进

行纯化回收，－２０℃储存以备后续研究。

１．２．６ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测样本中ＮＫＸ２５基因的

甲基化状态　采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌＴｉｍｅ检测样

本ＮＫＸ２５基因启动子区ＣｐＧ岛的甲基化状态。

实验中选取６例先天性圆锥动脉干畸形组织样本和

１例正常心脏组织样本作为研究对象，各取１００ｎｇ

富集甲基化ＤＮＡＬＭＰＣＲ产物为模板，以ＤＸＺ４

为内参，利用比较定量法，根据Ｃｔ值与起始模板拷

贝数呈线性关系，分析不同样本中Ｃｔ值的变化，每

个样本重复３次，取其平均值。反应体系及反应条

件严格按照试剂盒说明书进行。

２　结果

２．１　ＮＫＸ２５基因启动子区ＣｐＧ岛的预测及Ｒｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ扩增区域的确定　利用ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．

ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／网站及甲基化分析软件（ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒ

Ｅｘｐｒｅｓｓｖ１．０）确定 ＮＫＸ２５基因转录起始点上游

５ｋｂ内有３个ＣｐＧ岛（图１），根据Ｔｒｕ１ｌ酶切片段

的大小以及启动子区的确定，本研究选取了ＣｐＧ岛

２中的１段，利用引物设计软件（ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５）

设计 ＲｅａｌＴｉｍｅ ＰＣＲ 引 物，其 上 游 引 物 为：

ＧＧＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＧＧＡＣＡＧＧＡ，下 游 引 物 为

ＣＡＡＧＧＴＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＣＧ，产物长度为１６２ｂｐ。

图１　ＮＫＸ２５基因启动子区ＣｐＧ岛分布

２．２　基因组ＤＮＡ片段化与接头连接分析　Ｔｒｕ１ｌ

酶切位点是ＴＴＡＡ，对基因组ＤＮＡ进行酶切时可

以保留绝大部分ＣｐＧ点的完整性，同时片段化基因

组的大小集中在３００～７００之间（图２Ａ），符合实验

的预期目标。接头连接的成功与否直接关系到后续

实验的成败。以连接产物为模板，Ｈ２４为引物进行

ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳分析表明接头连接成功

（图２Ｂ）。

２．３　ＧＳＴ／ＭＢＤ 融合蛋白的表达纯化 　含有

ＰＥＴ４ＧＳＴＭＢＤ重组质粒的大肠杆菌，用ＩＰＴＧ

诱导表达ＧＳＴ／ＭＢＤ融合蛋白，ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝

胶电泳检测结果表明，在菌液的上清中有大量的融

合蛋白表达，表达的融合蛋白经过 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ柱纯化，可以得到纯度较高的蛋白，其

分子量大小与预期大小一致（图３）。

２．４　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ 检测结果分析　通过 Ｒｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ检测，与正常心脏组织相比，不同ＣＴＤ

病变组织中ＮＫＸ２５基因的Ｃｔ值发生不同程度的

改 变（表１），其值变化范围在１５～３５之间，属于正
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图２　基因组酶切片度回收和接头连接产物ＰＣＲ图

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＩＩ；１：正常心脏组织基因组；２：病变组织基因组。

图３　ＧＳＴ／ＭＢＤ融合蛋白的表达和纯化

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、２：诱导前上清中蛋白；

３：诱导后上清中蛋白；４：纯化蛋白

常分析范围；根据其扩增曲线（图４）以及ＲＱ柱状

图分析（图５），样本Ｔ８、Ｔ１１、Ｔ２７和Ｔ７６呈现高甲

基化，分别是正常心脏组织样本的３．５、４．２、２．１和

２．４倍，Ｔ６和Ｔ１９则无明显变化。

表１　正常心脏组织和不同病变组织样本中犖犓犡２５基因

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＣｔ值

ＮＫＸ２５Ｃｔ值 ＤＸＺ４Ｃｔ值 △Ｃｔ △ＣｔＳＥＴ

Ｎｏｒｍａｌ ２０．１９６ １５．１５３ ５．０４２ ０．０１７

Ｔ６ １９．３９９ １４．５５８ ４．８４１ ０．０１９

Ｔ８ １７．９６１ １４．７１５ ３．２４５ ０．０２３

Ｔ１１ １７．９４０ １４．９５４ ２．９８６ ０．０２２

Ｔ１９ １９．５４５ １４．４５５ ５．０９０ ０．０２９

Ｔ２７ １８．６７２ １４．７１２ ３．９５９ ０．０２１

Ｔ７６ ２０．１３１ １６．３６４ ３．７６７ ０．０６７

图４　 ＮＫＸ２５基因启动子甲基化ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增曲线图

图５　ＮＫＸ２５基因启动子甲基化ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＲＱ检测结果

３　讨论

人ＮＫＸ２５基因定位于染色体５ｑ３５，含２个外

显子，编码３２４个氨基酸。ＮＫＸ２５基因位于众多

对心脏发育有重要作用基因的上游，如 ＴＦＧＢＲ３、

ＥＤＧ７、ＢＭＰ１０、ＣＸ４３、ＮＰＰＡ，以及最近发现的

Ｅｔｓｒｐ７１和Ｃｈｉｂｂｙ等。应用原位杂交技术发现在

ＮＫＸ２５基因纯合敲除小鼠中，Ａｎｐ、ＭｅＣＰ２Ｃ、Ｃａｒｐ

等基因表达受到严重干扰［９］。同时，ＮＫＸ２５基因

也受Ｎｏｄａｌ、Ｓｈｈ／Ｉｈｈ、Ｗｎｔ、Ｎｏｔｃｈ和ＢＭＰ２等多个

早期胚胎发育相关的信号通路调节［１０］。

ＮＫＸ２５基因启动子区存在多个具有重要功能

的启动子、增强子，以及抑制因子和自动调节因子的

结合元件。这些元件在与相应的转录因子结合后，

在不同的时间和空间调控 ＮＫＸ２５基因的表达。

本研究利用甲基化结合蛋白（ＭＢＤ）能够与甲基化

ＤＮＡ特异性结合的特性，将酶切后片段化的基因组

甲基化ＤＮＡ进行有效地富集，同时根据ＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲ中Ｃｔ值与起始模板拷贝数呈线性关系这种理

论，利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测ＣＴＤ样

本和正常心脏样本中 ＮＫＸ２５基因启动子区ＣｐＧ

岛的甲基化状态。结果表明，该方法灵敏度高，准确

性强，能够有效地检测出不同样本之间的甲基化状
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态。在所测的６例ＣＴＤ组织样本中，与正常组织样

本相比，４例呈现高甲基化，２例甲基化状态改变不

明显。由此推断，ＮＫＸ２５基因表达异常可能与该

基因启动子区甲基化有关。今后我们将扩大样本检

测量，以进一步证实这个重要的现象。

总之，在本研究中，通过ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测，

我们发现在ＣＴＤ病变组织中ＮＫＸ２５基因启动子

区ＣｐＧ岛发生了不同程度的甲基化，表明该基因启

动子区ＣｐＧ岛甲基化可能与先心病的发生有关。

同时，这种变化有可能对先心病的早期基因诊断有

价值，值得进一步探索。
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