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ＣＩＴＥＤ２基因ＣｐＧ岛甲基化与先天性心脏病的关系
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　　［摘要］　目的　研究先天性心脏病患儿ＣＩＴＥＤ２基因启动子区ＣｐＧ岛的甲基化情况，并探讨其在该病发病中所起的
作用。方法　收集４３例先天性心脏病患儿及２例意外死亡儿童右心耳组织，对 ＣＩＴＥＤ２基因进行突变筛查，同时利用生
物信息学筛选，分别用亚硫酸氢盐修饰结合测序（ＢＳＰ）及甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测 ＣＩＴＥＤ２基因启动子区 ＣｐＧ岛的
甲基化情况，并运用实时荧光定量ＰＣＲ检测ＣＩＴＥＤ２基因ｍＲＮＡ的表达。结果　先天性心脏病组启动子区存在４例杂合
子突变（均为－３４１Ｔ＞Ｇ），此突变对ＣＩＴＥＤ２基因ｍＲＮＡ的表达无影响。其中ＢＳＰ法成功检测到先天性心脏病组甲基化
阳性率为８３．３％（１０／１２），ＭＳＰ法分析发现甲基化阳性率为８４．２％（１６／１９），同时ＣＩＴＥＤ２基因异常甲基化使其ｍＲＮＡ的
表达明显减低（Ｐ＜００５）。结论　先天性心脏病中存在ＣＩＴＥＤ２基因ＣｐＧ岛的异常甲基化，此甲基化下调了ＣＩＴＥＤ２基因
ｍＲＮＡ的表达。
　　［关键词］　ＣＩＴＥＤ２；先天性心脏病；甲基化；基因突变
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ｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡｂｎｏｒｍａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＣＩＴＥＤ２ｐｒｏｍｏｔｅｒ（ＣｐＧｉｓｌａｎｄ）ｉｓｆｏｕｎｄ
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　　先天性心脏病（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）是
最常见的小儿先天性出生缺陷，其致病机制复杂，单纯

的遗传变异已不能完全解释，因此，近年来对该病的研

究热点逐渐向表观遗传学水平如甲基化、乙酰化方面过

渡［１－２］。ＣＩＴＥＤ２（ＣＢＰ／Ｐ３００ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｗｉｔｈＥＤｒｉｃｈ２）在心脏正常发育过程中起重要作用，

ＣＩＴＥＤ２缺失及突变小鼠均可出现多种心脏畸形［３］。

目前对于ＣＩＴＥＤ２与人类先天性心脏病的关系仅局限
于ＣＩＴＥＤ２编码区突变的检测［４－６］。由于启动子区突

变或异常甲基化也可影响基因的功能，因此本研究结

合甲基化水平对ＣＩＴＥＤ２启动子区进行研究。

１　资料与方法

１．１　研究对象与试剂
１．１．１　对象　　收集２０１１年３月至２０１２年３月在本院心胸
外科住院并接受外科手术治疗的ＣＨＤ患儿的右心耳组织４３例，
其中男性 ２６例，女性 １７例，法洛四联症 ４例，房间隔缺损
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（ＡＳＤ）合并室间隔缺损（ＶＳＤ）１２例，ＡＳＤ３例，ＡＳＤ合并肺动
脉瓣狭窄２例，肺动脉瓣狭窄１例，右室双出口合并 ＶＳＤ／ＡＳＤ
７例，完全性房室通路２例，ＶＳＤ１２例。对照组２例为意外死
亡儿童右心耳组织，无 ＣＨＤ。年龄３个月至１８岁。本研究获
本院伦理委员会批准。

１．１．２　主要试剂　　ＤＮＡ提取试剂盒（天根公司），ＥＺＤＮＡ
ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ、ＺｙｍｏＴａｇＰｒｅｍｉｘ（ＺＹＭＯ公司），ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
（ＴａＫａＲａ公司），ＰＣＰ产物纯化和 ＤＮＡ胶回收试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ
公司），Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司），
ＳｓｏＦａｓｔＥｖａＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＣＩＴＥＤ２基因的生物信息学分析　　利用 ＮＣＢＩ获取
ＣＩＴＥＤ２翻译起始位点（ＡＴＧ）上游２０００ｂｐ及下游１００７ｂｐ的
基因序列，采用 Ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ、Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ、ＮＮＰＰ、ＰｒｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ、
ＳｉｇｎａｌＳｃａｎ、ＴＦＳＥＡＲＣＨ多种生物信息学软件进行ＣｐＧ岛、核心
启动子及转录因子结合位点预测。

１．２．２　ＣＩＴＥＤ２基因突变筛查　　提取基因组ＤＮＡ，设计引物
正义链：５′ＡＡＧＣＡＣＡＣＧＴＡＣＣＣＣＧＧＧＡ３′，反义链：５′ＧＧＧＣＴＴ
ＴＧＧＣＣＡＣＡＧＴＴＡＡ３′，ＰＣＲ扩增并测序。
１．２．３　亚硫酸氢盐修饰结合测序（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰＣＲ，
ＢＳＰ）　　对基因组ＤＮＡ进行重亚硫酸盐修饰，对ＣＩＴＥＤ２（－１０～
－３６０ｂｐ）区域设计 ＢＳＰ引物，正义链：５′ＧＧＴＧＧＧＧＴＡＧＡＴＴ
ＴＡＧＴＴＴＧＡＧＧ３′，反义链：５′ＡＡＣＴＴＴＡＡＣＣＡＣＡＡＴＴＡＡＴＡＴＡ
ＡＡＣＡＴＴＴＣ３′，对ＰＣＲ产物回收纯化，并连接于Ｔ载体上，转化
至ＤＨ５α，筛选阳性克隆送公司测序。
１．２．４　甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）　
　对基因组 ＤＮＡ进行甲基化修饰，对 ＣＩＴＥＤ２（－１１７１～
－９７１ｂｐ）区域设计甲基化引物，正义链：５′ＣＧＣＧＴＧＧＴＧＴＴＡＴ
ＡＣＧＧＧＡＣＧ３′，反义链：５′ＡＣＡＡＡＡＣＣＴＣＣＣＴＣＣＧＡＡＣＴ３′；非
甲基化引物，正义链：５′ＴＧＴＧＴＧＧＴＧＴＴＡＴＡＴＧＧＧＡＴＧ３′，反义
链：５′ＡＣＡＡＡＡＣＣＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＣＴ３′，对ＰＣＲ产物经电泳鉴定
甲基化及非甲基化条带。

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测 ＣＩＴＥＤ２ｍＲＮＡ的表达　　分
别提取组织ＲＮＡ，逆转录成ｃＤＮＡ，以βａｃｔｉｎ作为内参基因，比
较各组ＣＩＴＥＤ２基因的相对表达量，引物序列如下，ＣＩＴＥＤ２正
义链：５′ＴＴＣＣＣＴＣＡＣＴＴＴＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＣＡ３′，反义链：５′ＡＴＧＡ
ＡＧＣＧＡＧＡＴＧＧＣＡＧＴＴＴＧＴＧＣ３′，扩增长度１９１ｂｐ；βａｃｔｉｎ正义
链：５′ＣＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＴＧ３′，反义链：５′ＡＴＴ
ＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧ３′，扩增长度１１６ｂｐ。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，２组均数比较行独立样本 ｔ检
验，多组均数比较行单因素方差分析，率的比较行四格表资料

的Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。

２　结果

２．１　ＣＩＴＥＤ２基因启动子区 ＣｐＧ岛及转录因子结合
位点的预测

　　采用Ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ预测到１个长２７２７ｂｐ的ＣｐＧ岛，Ｍｅｔｈｙｐ
ｒｉｍｅｒ预测的ＣｐＧ岛长２１３７ｂｐ，两者结果类似。ＮＮＰＰ当分值
＞０．８５时共预测到８个核心启动子序列。ＰｒｏｍｏｔｅｒＳｃａｎ、Ｓｉｇｎａｌ
Ｓｃａｎ、ＴＦＳＥＡＲＣＨ３种软件预测都存在的转录因子的结合位点
为ＡＰ２、ＳＰ１，其中ＡＰ２的结合位点中有３个 ＣｐＧ二核苷酸，

ＳＰ１包含１个ＣＧ二核苷酸，且较富集于近端启动子区。
２．２　ＣＩＴＥＤ２基因突变筛查结果
　　在４３例ＣＨＤ患儿心肌组织中发现４例杂合子突变（ＡＳＤ
合并ＶＳＤ１例，ＡＳＤ合并肺动脉瓣狭窄１例，肺动脉瓣狭窄１
例，ＶＳＤ１例），均为－３４１Ｔ＞Ｇ杂合子突变。见图１。

↑：杂合子突变位点
图１　４例ＣＨＤ患儿心肌组织中ＣＩＴＥＤ２基因ＰＣＲ产物直接测序结果

２．３　ＢＳＰ检测
　　以发生甲基化的 Ｃ在所有 ＣＧ位点中所占的比例可得每
个样本的甲基化率。在克隆测序成功的１２例 ＣＨＤ患儿心肌
组织中，有１０例发现存在甲基化（法洛四联症２例，ＡＳＤ合并
ＶＳＤ４例，右室双出口合并 ＶＳＤ／ＡＳＤ２例，ＶＳＤ２例），甲基化
阳性率为８３．３％（１０／１２），２例对照组织均未见甲基化，甲基化
率均为０，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。
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Ａ：ＣＨＤ组甲基化序列　↑：甲基化位点；Ｂ：对照组相应非甲基化
序列　↑：非甲基化位点

图２　２组ＣＩＴＥＤ２基因互补链的反向克隆测序结果

２．４　ＭＳＰ检测
　　在１９例 ＣＨＤ患儿心肌组织中发现１６例存在甲基化（法
洛四联症１例，ＡＳＤ合并ＶＳＤ４例，ＡＳＤ２例，右室双出口合并
ＶＳＤ／ＡＳＤ２例，完全性房室通路１例，ＶＳＤ６例），甲基化阳性
率为８４．２％（１６／１９），而２例对照组织中均未见甲基化，甲基化
阳性率为０，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图３。
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Ｍ１：标准，Ｍ：甲基化条带；Ｕ：非甲基化条带；１：阳性对照；２、３：ＣＨＤ
组甲基化样本；４：空白对照（Ｈ２Ｏ）；５、６：ＣＨＤ组非甲基化样本；
７、８：对照组

图３　ＣＩＴＥＤ２基因ＭＳＰ２％琼脂糖凝胶电泳结果

２．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测２组ＣＩＴＥＤ２基因ｍＲＮＡ
的表达

　　甲基化组（０．３８±００９）与对照组（１．３５±０．１８）相比，
ＣＩＴＥＤ２基因ｍＲＮＡ表达水平明显降低（Ｐ＜００５），而突变组
（１．１９±０．０９）与对照组相比 ＣＩＴＥＤ２基因 ｍＲＮＡ表达量并无
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明显差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

　　甲基化是一种稳定的可遗传的修饰，对基因的表
达及细胞的增殖均有重要的作用。ＣＨＤ的发生是遗
传与环境共同作用的结果，有研究表明母体孕期不良

生活习惯及药物作用均可通过改变子宫内环境而增加

后代患病风险，而某些不良生活习惯可影响体内甲基

化过程［７－１１］，因此提出甲基化与 ＣＨＤ的发生可能存
在一定关系，这一观点近年来逐渐被证实。如组蛋白

赖氨酸的甲基化与 ＣＨＤ的发生密切相关。Ｚｈｕ
等［１２－１３］发现ＶＳＤ患儿与对照组相比存在多个基因甲
基化状态改变，ＮＯＸ５基因 ＣｐＧ岛异常甲基化使其
ｍＲＮＡ的表达降低，此改变可影响心脏结构的发育。
盛伟等［１４］研究表明在 ＣＨＤ动脉圆锥干畸形中存在
ＮＫＸ２．５基因 ＣｐＧ岛高甲基化，表明 ＮＫＸ２．５的甲基
化与ＣＨＤ的发生相关联。
　　ＣＩＴＥＤ２作为ＡＰ２、ＰＰＡＲ、ＨＩＦ１等多种转录因子
的共激活因子招募ＣＢＰ／Ｐ３００，共同影响心脏结构的发
育，同时ＣＩＴＥＤ２可通过ＮｏｄａｌＰｉｔｘ２ｃ途径影响心脏左
右对称体轴的形成。我们前期研究仅在极少数病例中

检测到ＣＨＤ中存在ＣＩＴＥＤ２编码区的突变［６］，可见单

纯的遗传变异不能很好地解释 ＣＩＴＥＤ２与 ＣＨＤ的关
系，因此近年来对 ＣＩＴＥＤ２的研究逐渐向遗传与环境
共同作用方向过渡，Ｂｅｎｔｈａｍ等［１５］发现母体的高脂饮

食及ＣＩＴＥＤ２缺失可共同影响 Ｐｉｔｘ２ｃ的表达，进而影
响心脏左右体轴的发育。

　　本研究对４３例 ＣＨＤ患儿进行了 ＣＩＴＥＤ２突变筛
查，发现４例杂合子突变（均为－３４１Ｔ＞Ｇ），虽然此突
变对 ＣＩＴＥＤ２ｍＲＮＡ的表达无影响，但有研究表明
ＣＩＴＥＤ２突变能够抑制 ＶＥＧＦ、Ｐｉｔｘ２的活性［１６］，因此，

对此突变的作用还有待进一步验证。同时利用生物信

息学分析发现 ＣＩＴＥＤ２中 ＣｐＧ岛含量丰富，推测可能
受甲基化的调控，在我们成功检测的３１例样本中，共
２６例存在ＣＩＴＥＤ２的甲基化，而对照组均未见。同时
分析发现ＣＩＴＥＤ２异常甲基化与其ｍＲＮＡ的表达低下
有关，分析其原因：在 ＢＳＰ的研究区，预测该区域有
２２个转录因子的结合位点包含 ＣｐＧ，共１３种转录因
子，在发生甲基化的１４个 ＣｐＧ位点中有８个是转录
因子的结合位点，推测 ＣＩＴＥＤ２异常甲基化可能通过
抑制相应转录因子的结合而表达下调。同时 ＭＳＰ研
究区为ＨＩＦ１的结合区，ＣＩＴＥＤ２异常甲基化可能会抑
制ＨＩＦ１的结合而使其表达下降，进而影响心脏的发
育，因此，我们提出 ＣＩＴＥＤ２甲基化可能是促进人类
ＣＨＤ发生的因素之一。
　　总之，本研究证实了在 ＣＨＤ中存在 ＣＩＴＥＤ２的异
常甲基化，且此异常甲基化促使其 ｍＲＮＡ的表达低

下。这一发现为我们早期诊断及治疗 ＣＨＤ提供了新
的靶点，但由于本研究选取的样本例数较少，有一定局

限性，下一步将进一步扩大样本量以验证这一发现。
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