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　　［摘要］　目的　探讨转化生长因子β２（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ２，ＴＧＦβ２）对心肌细胞Ｈ９Ｃ２转录因子Ｍｅｆ２ｃ和
ＧＡＴＡ４的影响及其与组蛋白Ｈ３乙酰化的关系。方法　 比较ＴＧＦβ２对细胞生长的影响。利用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测心肌
细胞的心脏相关转录因子Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的相对表达量，筛选合适的ＴＧＦβ２干预浓度。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心
肌细胞乙酰化组蛋白 Ｈ３（ａｃｅｔｙｌａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅＨ３，ａｃＨ３）的表达差异。染色质免疫共沉淀（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，
ＣｈＩＰ）ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４启动子区与ａｃＨ３结合ＤＮＡ的相对表达水平。比色分析法检测ＴＧＦβ２对心肌
细胞的总体组蛋白乙酰化酶（ＨＡＴｓ）活性的影响。结果 　 ①ＴＧＦβ２干预组相对于对照组心肌细胞的增殖能力增强（Ｐ＜
０．０５）。②心肌细胞的心脏相关转录因子Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的相对表达量随着ＴＧＦβ２浓度的升高呈现先升高后降
低的趋势，在５μｇ／Ｌ的浓度时均达到最高，Ｍｅｆ２ｃｍＲＮＡ相对表达量是对照组的１．８倍，ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ是对照组的２．３倍
（Ｐ＜０．０５）。③ＴＧＦβ２干预７２ｈ后ａｃＨ３蛋白表达量是对照组的４倍（Ｐ＜０．０５），ＨＡＴｓ活性是对照组的１．３４倍（Ｐ＜
００５）。④ＴＧＦβ２干预组Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４启动子区组蛋白 Ｈ３的乙酰化水平分别是对照组的 ２．５６和 ２１６倍（Ｐ＜
００５）。结论　 ５μｇ／ＬＴＧＦβ２可以促进心肌细胞Ｈ９Ｃ２的分裂与增殖，并上调心脏相关转录因子 Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４的表
达，组蛋白Ｈ３乙酰化水平的升高可能是Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４表达上调的机制之一。
　　［关键词］　 ＴＧＦβ２；心肌细胞Ｈ９Ｃ２；组蛋白Ｈ３；乙酰化；表观遗传学
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７０１３２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴｉａｎＪｉｅ，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｅｔｉａｎ＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　心脏发育是一个极其复杂的过程，受多层次的调
节［１－２］，存在遗传和表观遗传修饰有机结合的互联调

控网络。表观遗传学是一门研究基因组 ＤＮＡ序列未
发生变化，而基因表达及基因功能的诱导和维持却可

发生可遗传变化的科学，其修饰方式主要包括ＤＮＡ甲
基化，组蛋白修饰及非编码 ＲＮＡ调控３个层面［３－４］。

近年研究发现在心脏发育的过程中，组蛋白乙酰化修

饰对相关转录因子的表达具有广泛而重要的调控作

用［５］。组蛋白乙酰化可以使核小体松散，从而使各种

转录因子和协同转录因子能与 ＤＮＡ结合位点特异性
结合，激活基因转录，而组蛋白去乙酰化则对基因的表

达起抑制作用。组蛋白乙酰化酶（ＨＡＴｓ）和组蛋白去
乙酰化酶（ＨＤＡＣ）共同维持组蛋白乙酰化的动态平
衡［６］。我们前期研究发现，组蛋白乙酰化修饰在心脏

发育和心肌细胞分化过程中起着极其重要的作

用［７－９］，ＨＡＴｓ亚型ｐ３００参与的组蛋白乙酰化修饰至
关重要［１０］；外界环境因素如乙醇可通过改变心肌祖细

胞乙酰化水平而影响其分化［１１］。然而组蛋白乙酰化

修饰的上游调控机制目前并不清楚。

　　ＴＧＦβ超家族是一类分泌型的信号多肽［１２］，包括

ＴＧＦβｓ、活动素、抑制素、骨形态形成蛋白等，广泛存
在于生物体的各个系统，调节细胞的增殖、分化、粘附、

移行及凋亡，维持体内平衡和生物整体及各种器官的

发生、发育，其失衡可以导致各种病理状态。ＴＧＦβ在
哺乳动物中有３个亚型：ＴＧＦβ１、２、３。ＴＧＦβ配体及其
受体在心脏的心肌细胞和心肌成纤维细胞中表达，相关

研究表明 ＴＧＦβｓ在心脏的发生、发育中起着重要的
作用［１３］。其中，ＴＧＦβ２相对于 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ３在
心脏发育的信号传导、早期心脏前体细胞的特异性定

位、心脏环化及内皮细胞向间充质细胞转化过程中更

为重要［１３－１５］。ＴＧＦβ２具体通过什么信号通路影响心
脏发育和功能的，有没有参与心脏的组蛋白乙酰化尚

不明确。

　　本实验拟通过在心肌细胞 Ｈ９Ｃ２培养液中加入
ＴＧＦβ２，研究ＴＧＦβ２对心肌细胞Ｈ９Ｃ２转录因子Ｍｅｆ２ｃ
和ＧＡＴＡ４表达的影响及其与组蛋白Ｈ３乙酰化的关系，
进一步从表观遗传学角度上完善对心脏发育的认识。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　心肌细胞Ｈ９Ｃ２细胞株（美国芝加哥大学骨肿瘤分子生物
学实验室惠赠），重组人转化生长因子 ＴＧＦβ２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎＴＧＦβ２，Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），高纯
总ＲＮＡ快速提取试剂盒（百泰克生物技术有限公司），Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司），ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒（天
根公司），核蛋白提取试剂盒（凯基生物技术有限公司），ＳＤＳ
Ｐａｇｅ凝胶配制试剂盒（碧云天公司），抗 ａｃＨ３鼠单克隆抗体
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，工作浓度１∶５００），抗βａｃｔｉｎ鼠单克隆抗体（博
士德公司，工作浓度１∶１０００），山羊抗鼠ＩｇＧ、山羊抗兔ＩｇＧ（中山
金桥公司），组蛋白乙酰化酶（ＨＡＴｓ）活性比色分析试剂盒（Ｂｉｏ
Ｖｉｓｉｏｎ公司），ＣｈＩＰ试剂盒（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＣＦＸ９６荧光定量
ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司），相差倒置显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０１１１），酶
标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司），化学发光凝胶成像分析仪（Ｇｅｎｅ公司）。
１．２　心肌细胞Ｈ９Ｃ２的培养及分组处理
　　心肌细胞Ｈ９Ｃ２采用常氧培养：取对数生长期的大鼠胚胎
心肌细胞株Ｈ９Ｃ２接种于含有１０％灭活胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基中，于３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度的培养箱内培养。细胞常规
每２～３天传代１次，所有实验采用对数生长期细胞。ＴＧＦβ２用
少量灭菌的三蒸水溶解后加入１０％胎牛血清／ＤＭＥＭ培养基中
配成２５０μｇ／Ｌ的储存液，储存于 －２０℃冷冻冰箱长期保存。
实验时，对照组细胞单纯用１０％胎牛血清／ＤＭＥＭ培养，干预组
用含有ＴＧＦβ２的１０％胎牛血清／ＤＭＥＭ培养。
１．３　细胞形态学观察和细胞增殖检测
　　心肌细胞 Ｈ９Ｃ２用 ＴＧＦβ２干预后，应用相差倒置显微镜
观察比较干预组和对照组的形态学变化。绘制细胞生长曲线：

按２０×１０４接种于３块１２孔板，分为两组：对照组和干预组。
每组设４个时间点，即干预后１２、２４、４８ｈ和７２ｈ，每个时间点
设３个复孔。在不同的时间点分别将细胞消化后于相差倒置
显微镜下计数，进行统计学分析，绘制细胞生长曲线，比较两组

细胞增殖差异。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ筛选合适的ＴＧＦβ２的干预浓度
　　３×１０４细胞接种于２４孔板，待４～６ｈ后细胞贴壁，将细胞
分为６组：对照组和分别加入１．２５、２．５、５、１０、２０μｇ／ＬＴＧＦβ２
的５个浓度梯度的干预组。２４ｈ后即刻提取各组细胞 ｍＲＮＡ
并逆转录为ｃＤＮＡ。根据天根公司ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明
书加入相应试剂、引物和模板ｃＤＮＡ，βａｃｔｉｎ为内参。Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ反应体系为１０μＬ，设３复孔。所得Ｃｔ值以２－ΔΔＣｔ表示基因
相对表达量。各基因引物序列及退火温度见表１。
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表１　ＧＡＴＡ４、Ｍｅｆ２ｃ、βａｃｔｉｎ基因ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

基因 引物 退火温度 片段大小

βａｃｔｉｎ
上游：５′ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ３′

下游：５′ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′
６５℃４０ｓ １５０ｂｐ

Ｍｅｆ２ｃ
上游：５′ＧＣＧＡＡＡＧＴＴＣＧＧＡＴＴＧＡＴＧＡＡＧＡ３′

下游：５′ＧＴＧＧＡＴＧＴＣＡＧＴＧＣＴＧＧＣＧＴＡ３′
６５℃４０ｓ １２１ｂｐ

ＧＡＴＡ４
上游：５′ＴＣＡＴＣＴＣＡＣＴＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＣＡ３′

上游：５′ＧＡＴＧＧＡＴＡＧＣＣＴＴＧＴＧＧＧＧＡＧ３′

５７℃２０ｓ

６８℃２０ｓ
９３ｂｐ

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌细胞ａｃＨ３蛋白的表达
　　细胞传代培养后，分为４组：对照组和用５μｇ／ＬＴＧＦβ２
干预２４、４８、７２ｈ的干预组。提取各组细胞核蛋白，ＢＣＡ法检测
蛋白浓度，蛋白上样量为 ５０μｇ。经 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电
泳，电转，一抗（１∶５００）４℃孵育过夜，二抗（１∶１０００）室温孵育
１ｈ，化学发光成像，条带用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件转化为灰度值，以
ａｃＨ３／βａｃｔｉｎ表示蛋白相对表达量，进行统计学分析。

１．６　染色质免疫共沉淀（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，
ＣｈＩＰ）

　　取５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预７２ｈ及培养相同时间的对照组细
胞各约２×１０７个，按ＣｈＩＰ试剂盒说明书依次加入３７％甲醛交
联，利用超声破碎仪破碎ＤＮＡ成片段，琼脂糖凝胶电泳确定其
片段长度为２００～１０００ｂｐ，用ＣｈＩＰ级ａｃＨ３抗体做染色质免疫
沉淀，经沉淀，洗脱，逆交联，纯化等一系列步骤，提取纯化

ＤＮＡ，保存于－２０℃。

１．７　ＣｈＩＰＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
　　用 ＣｈＩＰ中提取的 ＤＮＡ为 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ模板，选取
ＧＡＴＡ４、Ｍｅｆ２ｃ的ＤＮＡ序列第１外显子５′端前１０００ｂｐＤＮＡ序
列为启动子区，对其进行引物设计。引物均由成都宝生物公司

设计合成。以ＣｈＩＰ中调取的 Ｉｎｐｕｔ产物为内参。其余方法同
ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ。Ｍｅｆ２ｃ上 游 引 物：５′ＣＴＴＴＣＣＡＧＧＴＴＧ
ＧＣＴＣＴＴＡＣＴＣＣ３′，下 游 引 物：５′ＧＣＣＴＣＣＴＣＣＴＡＡＣＡＡＡＧＴ
ＧＧＧＴＡ３′，片段大小１３１ｂｐ，退火温度６５℃ ４０ｓ；ＧＡＴＡ４上游
引物：５′ＡＣＴＧＡＣＧＣＣＧＡＣＴＣＣＡＡＡＣＴＡＡＧ３′，下游引物：５′
ＧＴＧＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＣＣＣＴＧＴＡＧＣ３′，片段大小 １６６ｂｐ，退火温度
６５℃ ４０ｓ。

１．８　统计学处理
　　所有数据重复３次，以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软
件，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果组间比较采用 ｔ检验和
单因素方差分析；相同时间点的细胞计数、Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４启
动子区域乙酰化水平及 ＨＡＴｓ活性检测结果组间比较采用独
立样本的ｔ检验。

２　结果

２．１　心肌细胞的增殖变化
　　ＴＧＦβ２干预２４ｈ后，相差倒置显微镜观察，１００倍镜下对
照组和干预组的细胞生长密度无明显差别（图１Ａ、Ｂ），２００倍
镜下可见细胞形态均成纺锤形，无明显改变，但是干预组相对

于对照组细胞内染色质颗粒增加，相同倍数下处于核分裂期的

细胞明显多于后者（图１Ｃ、Ｄ）。细胞生长曲线（图２）结果显

示：对照组正常培养的细胞在２４ｈ之前增殖大于凋亡，生长达
到最高峰，２４ｈ之后凋亡大于增殖；干预组的细胞在４８ｈ之前
增殖大于凋亡，生长达到最高峰，４８ｈ之后凋亡大于增殖。两
组比较，干预组的细胞生长速率及增殖时间大于对照组。在

４８ｈ和７２ｈ，干预组的细胞计数均大于对照组，差别有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：对照组（×１００）；Ｂ：５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预组（×１００）；Ｃ：对照组
（×２００）；Ｄ：５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预组　↑：示核分裂期的细胞（×２００）

图１　ＴＧＦβ２干预后心肌细胞形态学的变化
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　ＴＧＦβ２干预后不同时间对照组和干预组的生长曲线分析

２．２　不同浓度的ＴＧＦβ２对心脏相关转录因子Ｍｅｆ２ｃ
和ＧＡＴＡ４表达的影响

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示，经不同浓度的 ＴＧＦβ２处理
后，与对照组相比，心肌细胞的心脏相关转录因子 Ｍｅｆ２ｃ和
ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的相对表达量随着 ＴＧＦβ２的浓度的升高呈现
先升高后降低的趋势，在５μｇ／Ｌ的浓度时均达到最高，Ｍｅｆ２ｃ
ｍＲＮＡ相对表达量是对照组的１．８倍，ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ相对表达
量是对照组的２．３倍，差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３。

２．３　ＴＧＦβ２对心肌细胞ａｃＨ３蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：经５μｇ／Ｌ的 ＴＧＦβ２干预７２ｈ后
干预组心肌细胞的ａｃＨ３蛋白表达量是对照组的４倍，差别有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
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１：对照组；２：１．２５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预组；３：２．５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预
组；４：５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预组；５：１０μｇ／ＬＴＧＦβ２干预组；６：２０μｇ／Ｌ
ＴＧＦβ２干预组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　不同浓度ＴＧＦβ２干预后心脏相关转录因子Ｍｅｆ２ｃ和

ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达
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１：对照组；２：５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预２４ｈ；３：５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预４８ｈ；
４：５μｇ／ＬＴＧＦβ２干预７２ｈ
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图４　ＴＧＦβ２干预不同时间后心肌细胞ａｃＨ３蛋白的表达

２．４　ＴＧＦβ２对 Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４启动子区域乙酰化
水平的影响

　　ＣｈＩＰＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示：干预７２ｈ的心肌细胞Ｍｅｆ２ｃ
和 ＧＡＴＡ４启动子区域乙酰化水平（１．０７±０．０８）、（１．２３±
０１０）分别是培养相同时间的对照组［（０．４２±０．１０）、（０．５７±
０１３）］的２．５６和２．１６倍，差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＴＧＦβ２对心肌细胞ＨＡＴｓ活性的影响
　　比色分析结果显示：干预组心肌细胞的ＨＡＴｓ活性（２．３０±
００５）是对照组（１．６５±０．０７）的１．３４倍，差别有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　ＴＧＦβ２作为最重要的心脏发育相关的转化生长因
子介导心内膜垫的发生发育［１４］。本研究发现，ＴＧＦβ２
可以促进心肌细胞Ｈ９Ｃ２的增殖。Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４是
重要的心脏发育相关转录因子，它们在心脏发育的过

程中表达，参与心脏发育，调节心脏发育特异基因表

达。本研究显示在Ｈ９Ｃ２细胞培养液中加入 ＴＧＦβ２，
可以促进Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４的表达。这与文献［１５］报道
ＴＧＦβ２表达降低，心脏发育相关转录因子 ＧＴＡＴＡ４、
Ｍｅｆ２ｃ表达下降相吻合。
　　本研究 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示 ＴＧＦβ２在促进
Ｈ９Ｃ２细胞心脏相关转录因子 Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ
的表达时具有剂量依赖性，即随着 ＴＧＦβ２浓度的升
高，心脏相关转录因子Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达
水平呈现先升高后降低的趋势，在５μｇ／Ｌ的浓度时均
达到最高，说明细胞内可能存在负反馈的调节机制。

目前研究表明，心脏的发生发育受多种信号通路的共

同影响，如Ｗｎｔ信号通路、ＭＡＰＫ信号通路、ＲＡＳ信号
通路、钙蛋白调节通路及一系列生长因子包括 ＶＥＧＦ、
ＴＧＦ、ＰＤＧＦ等，这些信号通路之间相互影响，形成一个
复杂的信号通路调控网络，维持心脏发育的正常进程，

单纯的一个信号分子的失调并不会导致不可逆转的心

脏发育的缺失［１６］。王剑［１７］发现 Ｓｍａｄ４突变小鼠心肌
细胞丧失对 ＴＧＦβ的反应性伴随 ＭＥＫ１ＥＲＫ１／２通路
激活的现象也说明了信号通路之间可能存在代偿调节。

本研究发现的心脏相关转录因子随着 ＴＧＦβ２的浓度
的增高呈现先升高后降低的现象有可能是其他信号通

路调节的代偿作用，具体的代偿调节机制尚有待阐明。

　　本课题组前期研究发现，心脏相关转录因子的表
达受组蛋白乙酰化修饰的影响，干扰组蛋白乙酰化酶

的活性可引起心脏核心转录因子表达异常［８］。那么，

ＴＧＦβ２对Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４表达的调控作用是否与组
蛋白乙酰化修饰有关呢？本研究检测了细胞 ＨＡＴｓ活
性及组蛋白 Ｈ３乙酰化水平。结果显示，ＴＧＦβ２干预
组ＨＡＴｓ活性及组蛋白 Ｈ３乙酰化水平升高。为了进
一步研究ＴＧＦβ２引起的组蛋白 Ｈ３高乙酰化是否参
与调控 Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４的表达，我们采用 ＣｈＩＰ技术
检测Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４启动子区域组蛋白Ｈ３的乙酰化
情况，结果表明，ＴＧＦβ２干预组Ｍｅｆ２ｃ和ＧＡＴＡ４启动
子区域组蛋白Ｈ３乙酰化水平升高。结果提示，ＴＧＦβ２
可能通过提高心脏发育相关转录因子 Ｍｅｆ２ｃ和
ＧＡＴＡ４启动子区域的组蛋白 Ｈ３的乙酰化水平，使
其启动子区域的组蛋白 Ｈ３的染色质 ＤＮＡ结构松
弛，更易于启动心脏发育相关转录因子 Ｍｅｆ２ｃ和
ＧＡＴＡ４转录，从而促进其基因表达。这一发现也为
本课题组进一步探讨组蛋白乙酰化修饰的上游调控

机制提供了线索。

　　表观遗传学作为正在发展中的学科还存在很多未
知的领域，而信号通路之间也形成了相互影响的复杂调

控网络。本研究结果提示，ＴＧＦβ２可促进心肌细胞的
分裂和增殖，上调心脏核心转录因子 Ｍｅｆ２ｃ和 ＧＡＴＡ４
的表达，组蛋白Ｈ３乙酰化修饰可能参与介导了ＴＧＦβ２
对心脏核心转录因子的调控作用。那么，其他表观遗传

修饰是否也参与了 ＴＧＦβ２对心脏相关转录因子的调
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控，抑制组蛋白Ｈ３乙酰化是否可阻止 ＴＧＦβ２引起的
心脏相关转录因子高表达仍有待于进一步研究。

参考文献：

［１］ＳａｔｏｕＹ，ＳａｔｏｈＮ．Ｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｎｅｔｗｏｒｋｓｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｅｖｏ
ｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｈｏｒｄａｔｅｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，２００６，２０（１９）：２６３４－２６３８．

［２］ＢａｃｋｓＪ，ＯｌｓｏｎＥＮ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｃａｒｄｉａｃｇｒｏｗｔｈｂｙｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ／
ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２００６，９８（１）：１５－２４．

［３］ＬｏｂａｎｅｎｋｏｖＶ，ＬｏｕｋｉｎｏｖＤ，ＰｕｇａｃｈｅｖａＥ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ
ａｎｄｄｉｓｅａｓｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１１，３（３）：２６１－２６６．

［４］ＨａｌｕｓｋｏｖａＪ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｉｎｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＦｏｌｉａＢｉｏｌ
（Ｐｒａｈａ）２０１０，５６（３）：８３－９６．

［５］ＹａｎｇＸＪ，ＳｅｔｏＥ．Ｌｙｓｉｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ：ｃｏｄｉｆｉｅｄｃｒｏｓｓｔａｌｋｗｉｔｈｏｔｈｅｒｐｏｓｔｔ
ｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ．２００８，３１（４）：４４９－４６１．

［６］ＯｒｄｏｖａｓＪＭ，ＳｍｉｔｈＣＥ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．
ＮａｔＲｅｖＣａｒｄｉｏｌ，２０１０，７（９）：５１０－５１９．

［７］朱静，冯川，李莉，等．干扰组蛋白乙酰化引发间充质干细胞心肌
定向分化特定蛋白的异常表达［Ｊ］．第三军医大学学报，２００８，３０
（４）：３０３－３０６．

［８］ＦｅｎｇＣ，ＺｈｕＪ，ＺｈａｏＬ，ｅｔａｌ．Ｓｕｂｅｒｏｙｌａｎｉｌｉｄｅｈｙｄｒｏｘａｍｉｃａｃｉｄｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒａｔｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２００９，３１５（１７）：３０４４－３０５１．

［９］ＷｕＧ，ＮａｎＣ，ＲｏｌｌｏＪＣ，ｅｔａｌ．Ｓｏｄｉｕｍｖａｌｐｒｏａｔｅｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ

ｃａｒｄｉａｃａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓｉｎｍｉｃｅａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈｉｓ
ｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄＳｃｉ，２０１０，１７：１６．

［１０］ＣｈｅｎＧ，ＺｈｕＪ，ＬｖＴ，ｅｔａｌ．Ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｉｓｔｏｎｅ
ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ｐ３００ａｎｄＣＢＰ，ｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｅｍｂｒｙｏｎｉｃｈｅａｒｔｓ
［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄＳｃｉ，２００９，１６：２４．

［１１］王琳轶，田杰，钟立霖，等．姜黄素干预乙醇对心肌祖细胞Ｈ３Ｋ９
的高乙酰化失衡及心脏发育相关基因表达异常［Ｊ］．临床心血管
病杂志，２０１１，２７（４）：３０３－３０６．

［１２］ＭａｓｓａｇｕｅＪ，ＧｏｍｉｓＲＲ．ＴｈｅｌｏｇｉｃｏｆＴＧＦｂｅｔａｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＦＥＢＳ
Ｌｅｔｔ，２００６，５８０（１２）：２８１１－２８２０．

［１３］ＡｚｈａｒＭ，ＳｃｈｕｌｔｚＪｅｌＪ，ＧｒｕｐｐＩ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｂｅｔａｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］ＣｙｔｏｋｉｎｅＧｒｏｗｔｈ
ＦａｃｔｏｒＲｅｖ，２００３，１４（５）：３９１－４０７．

［１４］ＡｚｈａｒＭ，ＲｕｎｙａｎＲＢ，ＧａｒｄＣ，ｅｔａｌ．Ｌｉｇａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎ
ｈｅａｒｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＤｅｖＤｙｎ，２００９，２３８（２）：４３１－４４２．

［１５］ＳｏｎｇＬ，ＹａｎＷ，ＣｈｅｎＸ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｓｍａｄ４ｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｃａｒｄｉｏ
ｇｅｎｅｓｉｓｉｎｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２００７，１０１（３）：２７７－２８５．

［１６］常在，杨中州．心脏发育过程中的信号调控机制研究［Ｊ］．生命
科学，２００７，１９（４）：３５３－３５８．

［１７］王剑．利用条件基因剔除技术研究Ｓｍａｄ４基因在心脏发育与疾病
中的功能［Ｄ］．北京：中国人民解放军军事医学科学院，２００５．

（收稿：２０１２１０１１；修回：２０１２１２２０）

（编辑　王　红



）

　　（上接６３４页）
出未明显加重，Ｃ５～６关节突关节前方的黄韧带较前增厚。建
议去骨科手术治疗被拒，在患者强烈要求下再次应用钩活术治

疗，治疗后 ２周时上述症状才减轻，疼痛 ＶＡＳ评分从治疗前
５分下降到２分，ＪＯＡ评分神经功能改善率“良”［（１１－３）／
（１７－３）×１００％＝５７．１４％＞５０％］，逐渐恢复了部分工作至今。

２　讨论

　　脊髓型颈椎病是临床上最严重的颈椎病类型。对多节段
颈椎间盘突出、后纵韧带骨化、排便障碍、颈椎管严重骨性狭窄

者目前主张早期手术治疗以保护脊髓功能［１］。牵引、针灸、推

拿、理疗、中西药物、神经阻滞等保守治疗对早期或者轻中度合

适的患者仍然在临床上广泛使用并有效［３］。钩活术是魏玉锁

医师受中医锋钩针启发发明了“钩?针”，并用独创的新夹脊穴

对脊柱旁软组织进行钩治的疗法，是临床治疗颈腰椎病的一种

新的途径和方法，经验证见效快、有效率高。脊柱的屈伸侧弯

旋转各种活动同时也改变着椎管内脊髓、椎间孔内脊神经、颈

部椎动脉的压强状态，这个压强维持在一个正常的范围，这就

是椎管内外“（压）力”平衡。当颈腰椎间盘及小关节病变、黄

韧带增厚、椎间孔周围软组织病变打破这个平衡，使脊髓和（或

者）脊神经的压强超过一定阈值就会出现严重症状和功能障

碍。钩活术使用特制的针具，按照２０１０年４月国家中医药管
理局在《基层中医药适宜技术手册》已制定的钩活术操作规范

对脊柱旁软组织进行特定的钩治。通过调节脊柱外围和椎间

孔周围的软组织张力，重塑椎管内外“力”平衡，让椎管内和椎

间孔的脊髓脊神经及颈部血管受到的超过阈值的压强下降，达

到减轻症状和恢复神经功能的目的［４－６］。钩活术是软组织微

创手术，是介于非手术和手术之间的疗法，需要严格选择适应

证，需要一定资质和经过专业培训的医师并在正规医疗机构开

展；钩活术已经通过了国家级专家鉴定，是中医药管理局适宜

技术推广项目。本例慢性脊髓型颈椎病患者是不相邻的２个
椎间盘突出，伴黄韧带病变，伴随出现脊髓型颈椎病少见的咀

嚼无力症状。出现严重咀嚼无力的机制尚不清楚，可能与三叉

神经脊束及运动核与颈部神经丛在第１～２颈髓后角相互联系
相关。芮炳峰等［７］观察发现颈神经根间的吻合支普遍存在，通

过颈部钩活术治疗后咀嚼无力明显好转或可佐证。本例患者

病情随着时间迁延，ＭＲＩ显示颈椎间盘没有明显改变，黄韧带
增厚使椎管内脊髓受压有所增加；经过３次钩活术治疗，均只
治疗１次，第１次起效快，第２、３次起效依次变慢，病情复发时
间间隔逐渐缩短，神经功能恢复时间也逐渐延长。综上所述，

钩活术治疗脊髓型颈椎病可能通过软组织松解减轻椎管内脊

髓的压力和改善受损的微循环，减轻症状和恢复神经功能；但

不能改变椎间盘突出等硬性压迫，治疗后有复发倾向，需要积

极采取进一步的治疗，以防止不可逆的神经功能损害。
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