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中文摘要 

目 的：本论文研究目的是，探讨人血小板磷酸果糖激酶(PFKP)基因body区的甲基化状

态对该基因mRNA表达的影响，和分析PFKP基因body区甲基化状态与哈萨克族高血压的相

关性以及其与高血压的易感因素之间的相关性。 

方 法:(1) 从前期导师科研团队流行病调查数据库中，按照配对原则选取哈萨克族高血

压患者 162 人(男性 81 人，女性 81 人)，血压正常者 162 人(男性 81 人，女性 81 人)，

以此 324 人为研究对象，并调出其血压、腰围(WC)、臀围（HC）、腰臀比(WHR)、体重指

数(BMI)、血脂、血糖(FPG)等指标的数据，并挑出相对应的血液样本，待进行下一步实

验验证； 

(2)先进行小样本预实验验证，哈萨克族高血压患者 12 人(男性 6 人，女性 6人)，血压

正常者 12 人(男性 6人，女性 6人)），采用焦磷酸测序检测血小板磷酸果糖激酶(PFKP)

基因 body 区的甲基化状态并分析其差异性；采用 Real-timePCR 对该基因 mRNA 表达水

平进行检测，并分析其与甲基化状态的相关性。 

(3) 再行按照配对原则选取哈萨克族高血压患者 150 人(男性 75 人，女性 75 人)，血压

正常者 150 人(男性 75 人，女性 75 人)，以此 300 人为研究对象，进行扩大样本量焦磷

酸测序的检测 PFKP 基因 body 区的甲基化状态，并分析其与高血压易感因素的相关性。 

结 果:(1) 对 PFKP 进行小样本预实验焦磷酸测序验证分析,结果发现位于 PKFP 基因

body区的 cg24754223位点在女性高血压组(P=0.003)和整体高血压组 (P=0.032) 中的

甲基化水平比较正常对照组显著降低，而在男性高血压组(P=0.15)中甲基化水平比较男

性正常对照组并未具有统计学差异，但高血压组甲基化水平较正常对照组呈现降低的趋

势（40.16±18.37vs53.33±7.42）。 

(2) 经 Real-timePCR 检测 PFKP 基因 mRNA 水平的表达，并对其与甲基化率在不同组别

中进行相关分析得出：在总体、女性、病例及对照组别中， 甲基化率与 mRNA 水平存在

一定相关性但相关性并不大（P＞0.05）；只有在男性组别中甲基化率与 mRNA 存在着明

显的负相关关系（P＜0.05）。 

(3) 在扩大样本量焦磷酸测序检验中，女性组与男性组两组别中尿酸、同型半胱氨酸、

吸烟、饮酒构成统计学意义（P＜0.05），而组别中其他特征比较均未构成统计学意义（P

＞0.05）；在病例组与对照组之间，年龄、BMI、尿酸、空腹血糖、低密度脂蛋白及

同型半胱氨酸均存在统计学差异（P＜0.05） 

(4)通过扩大样本利用焦磷酸测序对 PFKP 基因 body 区 DNA 甲基化状态验证，我们实验

得出相比与正常对照组，PFKP 基因 body 区的 cg24754223 位点的甲基化水平在总体组

（病例组 VS 对照组，44.48±19.13vs51.75±19.42；P=0.01）、女性组（病例组 VS 对

照组，46.71±19.07vs53.64±21.31；P=0.022）、在男性组中（病例组 VS 对照组，42.30

±19.05vs49.91±17.32；P=0.047）均是明显降低的。 

(5) 在男性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率与年龄呈负相关关系（R=-0.205，
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P=0.001），而在女性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率与 BMI 呈负相关关系

（R=-0.195，P=0.014）。 

(6)在大样本焦磷酸测序检验中，ROC 曲线对 PFKP 基因 body 区甲基化与高血压的关系

进行预测评估结果显示：在男性组别中（AUC=0.633，P=0.03）还有女性组别中

（AUC=0.602，P=0.027）均表示 PFKP 基因 body 区甲基化状态对高血压病的发生发展有

着一定的预测价值。 

结 论:本研究采用焦磷酸测序方法检测了PFKP基因body区DNA甲基化状态及RT-RCR检测

其基因mRNA表达水平，结论1.PFKP基因body区的甲基化状态与PFKP基因mRNA表达水平存

在一定关联，但由于实验样本量的限制需进一步实验分析其具体相关性；2.在高血压组

中PFKP基因body区的甲基化状态比较正常对照组呈现出明显降低，提示PFKP基因body区

的低甲基化状态增加了高血压的发生风险；3.PFKP基因body区的甲基化状态与年龄及

BMI呈现出相关关系，说明PFKP基因body区甲基化与年龄及BMI之间的联系可以影响高血

压的状态。 

关键词:PFKP， DNA 甲基化，哈萨克族，高血压 
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Abstract 

Objective: Our study aims to investigate the contribution of the platelet isoform of 

phosphofructokinase（PFKP）gene body DNA methylation affected the gene expression. And 

analyzed the correlation of the PFKP gene body methylation state and hypertension of 

Kazak，as well as the correlation of the PFKP gene body methylation state and the risk factors 

of hypertension. 

Methods: 1.In the study we first conducted an epidemiological investigation and then 

established the database of Kazakh population. Firstly, 12 hypertension patients include 6 

males and 6 females and 12 normal people with 6 males and 6 females were enrolled in our 

study. A questionnaire was used to collect data of baseline information, blood pressure, waist 

circumference (WC), hip circumference (HC), waist-to-hip ratio (WHR), body mass index 

(BMI), blood lipids, plasma glucose (FPG). The peripheral blood monocytes were drew by 

density gradient centrifugation.  

2. With pyrophosphate sequencing and real-time PCR method for small sample (12 patients 

with high blood pressure (6 men and 6 women), 12 normal people (6 men and 6 women), to 

detected the gene methylation status and the levels of mRNA, and analyze correlation 

between the methylation status and the levels of mRNA. 

3. Afterward, we used pyrophosphate sequencing for large sample (150patients with high 

blood pressure (75 men and 75 women), and 150 normal people (75 men and 75 women), to 

detection of gene methylation status, and analyze correlation with the methylation status 

Results: 1. Analyzing sequence PFKP pyrophosphate, we found that the levels of methylation 

of cg24754223 sited PKFP gene body area in female hypertension group (P = 0.003) and the 

overall hypertension group (P = 0.032) decreased significantly in the comparison of normal 

control group, and the levels of methylation in the male hypertension group (P = 0.15) did not 

have statistically significant in the comparison of normal control group, but the level of 

hypertension group methylation showed a trend of lower than normal control group

（40.16±18.37vs53.33±7.42）. 

2. With detecting via Real – timePCR, we found that there was a certain correlation between 

the methylation rates and mRNA levels but the correlation was not obvious (P > 0.05);only 

there was a significant negative correlation (P < 0.05) in the male group.  

3. With Pyrophosphate sequencing of large sample, we found the uric acid, homocysteine, 

smoking and drinking had the statistical difference (P < 0.05) in females and males groups, 

and other characteristics in the group is not constitute a statistical significance (P > 0.05); we 

found the age, BMI, cholesterol, low density lipoprotein cholesterol (hdl-c), homocysteine, 

uric acid and fasting blood-glucose had significant statistical difference in case-control (P < 
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0.05) 

4. With Pyrophosphate sequencing of large sample,the levels of methylation of cg24754223 

sited PKFP gene body area in female hypertension group (P = 0.022) 、male hypertension 

group （P=0.047）and the overall hypertension group (P = 0.01) decreased significantly in the 

comparison of normal control group. 

5. With Pyrophosphate sequencing of large sample, the levels of methylation of PKFP gene 

body area in male group had a linear relation with age (R = -0.205 P = 0.011), and the levels 

of methylation of PKFP gene body area in females group had a linear relation with BMI (R = 

-0.195 P = 0.014).  

6. ROC curve for PFKP genomic methylation and the relationship between hypertension and 

prediction evaluation results show that in the male groups (AUC = 0.633, P = 0.03) and 

female groups (AUC = 0.602, P = 0.027), which suggested methylation status of PFKP body 

has an important predictive value for the occurrence of hypertension development. 

Conclusion: In this study, we confirmed: 1.there was a certain correlation between the levels 

of PFKP gene body methylation and the mRNA levels of PFKP. But as a result of the 

limitation of the experimental sample, this correlation did not get specific affinity.2.The 

levels of PFKP gene body methylation in case groups were lower than what in control groups, 

which implied the lower levels of PFKP gene body methylation increase the EH risk.3. The 

levels of PFKP gene body methylation had a linear relation with age and BMI, which 

suggested the connection between the levels of PFKP gene body methylation and age、BMI 

can influence the state of hypertension. 

Key words: PFKP, Kazak, DNA methylation, Hypertension 
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主要符号表及缩略词 

 

英文缩写 英文全称 中文译名 

SBP systolic blood pressure 收缩压 

DBP diastolic blood pressure 舒张压 

HDL-C high density lipoprotein-cholesterol 高密度脂蛋白胆固醇 

LDL-C low density lipoprotein-cholesterol 低密度脂蛋白胆固醇 

TC total cholesterol 总胆固醇 

TG Triglyceride 甘油三酯 

FPG fasting plasma glucose 空腹血糖 

BMI body mass index 体质量指数 

WC waist circumference 腰围 

HC hip circumference 臀围 

WHR waist-to-hip ratio 腰臀比 

PBMC peripheral blood mononuclear 单个核细胞 

DEPC Diethy pyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 

Sec Second 秒 

Min Minute 分钟 

H Hour 小时 
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前  言 

(Introduction) 

随着中国经济社会的不断进步发展，中国民众的生活质量不断提高，人均寿命的提

升，人们的健康已经受到心血管疾病的严重威胁。根据世界卫生组织（World Health 

Organization，WHO）调查研究[1]，每年大约有 1700 多万人死于心血管疾病，这一数据

大概占到全球非传染性疾病总死亡人数的46%。在我国心血管病的患病状况也不容小觑，

据调查我国目前大约有 2.9 亿的心血管病患者，其中患有高血压病的人数可占绝大多

数，约为 2.7 亿，而这数据目前仍然在不断的刷新[2]。有研究者调查，在我国心血管疾

病成为最主要的死亡原因，所以对于此类疾病的预防治理工作刻不容缓。而影响心血管

病发病风险的主要危险因素有高血压病、糖脂代谢紊乱、吸烟、肥胖、不合理的饮食以

及运动锻炼缺乏。而高血压是最主要的危险因素之一，其可所导致的急性心肌梗死、缺

血性脑卒中、心功能衰竭、肾功能不全、失明等并发症[3-6]，危害性极大，可严重影响

人们生活质量。许多的研究结论表明，高血压病是可以通过早期预防，有效控制的疾病，

通过标准的药物还有个人行为有效干预，积极有效的降低血压水平，使其控制在合理的

正常范围，是能够大大的减少心脑血管不良事件的发生，改善患者的远期预后。近年来，

虽然经过各方面的努力，高血压疾病的预防保健工作有了一定发展，但是总体情况仍然

不容乐观，高血压病的防治工作有待进一步的加强。 

原发性高血压及其相关的并发症过早死亡的重要原因之一[7]，其高患病率已经成为

心血管系统和肾脏疾病的主要危险因素。高血压病的流行分布呈现比较特殊的地理分布

差异，常常表现为寒冷（海拔偏高）区域的高血压病患病率高于温暖（海拔偏低）区域，

我国的各项研究显示北方罹患高血压的人群普遍较南方偏多，并且高血压病的发病在不

同民族和种族中的患病率也明显不同。新疆位于我国的最西北部，地理面积辽阔，是个

多民族聚居的地区，研究证实，新疆的高血压患病率高于全国的平均水平［8］，尤其是哈

萨克族族人，其罹患高血压病的人数高于其他民族。近年来，随着哈萨克族人饮食结构

和生活环境、方式的改变，该民族的高血压的患病率一直处于较高的水平，高于同地区

其他民族。马等人［9］的流行病学调查研究指出，新疆地区哈萨克族人群的高血压病患

病率可高达 36.7%，其高于本地区汉族人群（33.9%）和维吾尔族人群（27.8%）。新疆

哈萨克族人具有其独特的生活方式，至今为止仍然存在大部分族人保留着传统的游牧生

活，并且哈萨克族人生活地域常分布于海拔较高，冬季持续时间长的地区，喜好饮含盐

量较高的奶茶，喜食牛羊肉，蔬菜摄入量较少。特殊的生活环境还有饮食习惯，这可能

是哈萨克族人高血压病的较高患病率原因之一。因此，探究哈萨克族高血压病发病机制

显得及其的重要。 

原发性高血压是一种错综复杂的疾病，流行病学研究已经证明,其是一种受到遗传

因素、环境因素以及它们之间相互作用影响的疾病[10-12]。在 2010 年全球有 940 万人死

于高血压为基础的疾病[11]。据估计，原发性高血压的遗传倾向大约在 20-60%[13]，越来
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越多的研究显示表观遗传修饰在原发性高血压的发生发展起着一个非常重要的角色
[14,15]。然而，能够确定参与高血压遗传性的基因仅仅是少数，还有很大一部分遗传性还

是未知的，这造成原发性高血压的病因和发病机制同样也是未知的
[14]
。 

为了进一步描述原发性高血压的遗传性，了解基因与环境之间的相互作用以及表观

遗传学变化，这可能是导致原发性高血压的易感性的原因[16]。事实上,越来越多的证据

表明,表观遗传学在高血压病的管理机制中有着极为重要作用[17]。而 DNA 甲基化是表观

遗传调控的重要机制之一，其在基因表达的调控起着极为重要的作用，同时环境的因素

已被证明可以影响 DNA 甲基化状态[18,19]。 

DNA 甲基化作为一种稳定的表观遗传标记，常常发生在 CpG 岛，CpG 岛是基因组中

富含 GC(鸟嘌呤和胞嘧啶)的 DNA 序列，常位于多数基因的启动子区和第一外显子区[20]，

长约 1kb。在正常的生理条件以及一些疾病发生环节中，DNA 甲基化可以通过影响染色

质结构、DNA 构象稳定性以及与蛋白质相互作用方式等起到调控基因表达的作用，并且

是一个可逆过程[21]。同时，DNA 甲基化属于一种异常的表观遗传修饰，这可能是环境改

变和遗传因素之间的联系桥梁[22]。有学者研究表示，基因 body 区的甲基化状态被证明

与基因表达呈正相关关系。虽然基因 body 区的 CpG 岛（CGI）的功能仍有待阐明，但是

基因 body 区的甲基化是与人类以及其他动物的活跃转录是有一定的相关性的[23,24]。 

磷酸果糖激酶（Phosphofructokinase；PFK）是糖酵解作用里一种重要的酶，是一

种由 4个次级单位组成的异位酵素，可受多种活化剂与抑制剂调控，共分为三型：PFKL

（肝型）、PFKM（肌型）、PFKP（血小板型）[25,26]。人血小板型磷酸果糖激酶（PFKP）是

否在促进有氧糖酵解的过程中扮演重要角色仍有待证明，但是有研究发现抑制 PFKP 的

表达后可以诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡而损害细胞的增值，而且可以减少糖酵解、磷

酸戊糖途径以及核苷酸生物的合成[27,28]。还有学者发现在患有自身免疫疾病的病人中，

抗人类蛋白 S 抗体（Anti-hPS）通过 PFKP 诱导在人体冠状动脉内皮细胞中的组织凝血

酶表达，而 PFKP 的沉默表达可以导致人类冠状动脉内皮细胞中的组织凝血活酶上调，

抗人类蛋白 S抗体可能直接有助于血栓阻塞[29]。PFKP 基因 body 区的低甲基化状态与冠

状动脉性心脏疾病的风险性密切相关。本文则探究 PFKP 基因 body 区的甲基化与高血压

风险之间的联系，为了评估 PFKP 甲基化状态是否与高血压相关，来期待这能够对哈萨

克族高血压病的病因机制的探讨提供新方向。 
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材料与方法 

(Materials and Methods) 

1.研究对象 

1.1 研究对象来源 

在本课题组前期甲基化高通量芯片筛选研究成果中得出，位于 PFKP 基因 body 区的  

Cg24754223 呈现出低甲基化状态（见下表）。 

PFKP 基因低甲基化位点 

靶基因位点 基因名称 发生区域 染色体 甲基化状态 

Cg24754223 PFKP Body 10 Hypomethylated 

故于前期导师科研团队 2012 年 11 月至 2015 年 4 月对新疆维吾尔自治区哈萨克族

聚集区调查现场进行高血压流行病学调查的资料库中筛选研究对象，并检测其 PFKP 基

因 body 区的甲基化状态。要求其在当地长期居住三代人以上，并且仍然保持着传统哈

萨克族民族的生活方式和饮食习惯的哈萨克族人为流行病学研究对象。 

1.2 研究对象分组 

在导师科研团队流行病调查的资料库，选取至少三代在本地居住且无血缘关系以及

无异族通婚史的哈萨克族居民为研究对象，按照年龄相近，性别相同，民族、居住地相

同的配对原则，根据血压水平进行分组。第一步预实验部分，分为高血压组 12 例，男

6例，女 6例，平均年龄(50.2±6.1)岁；血压正常对照组 12 例，男 6例，女 6例，平

均年龄(49.8±6.9)岁。第二部分实验，分为高血压组 150 例，男 75 例，女 75 例，平

均年龄(58.55.25±10.23)岁；血压正常对照组 150 例，男 75 例，女 75 例，平均年龄

(46.11±11.54)岁。 

1.3 纳入与排除标准 

1.3.1. 

①预实验部分高血压组的纳入标准 

(1)均符合收缩压≥160mmHg 和(或）舒张压≥100mmHg，即高血压 2 级以上（符合《中

国高血压防治指南 2010》的诊断标准[30]），且发现血压升高持续 1年以上。 

(2)选取年龄范围在 35-60 岁之间。 

(3)仍然保持传统的哈萨克族生活和饮食习惯。 

(4)流行病学调查前1个月内每日摄取不少于250克的碳水化合物,并维持饮食和体重的

相对稳定，未服用降压药物、抗血小板聚集药物、硝酸酯类药物等药物。 

②实验第二部分高血压组的纳入标准（由于实验数据库中资料限制，我们将高血压组纳

入标准放宽） 

(1)均符合收缩压≥150mmHg 和(或）舒张压≥95mmHg，即高血压 1级以上（符合《中国

高血压防治指南 2010》的诊断标准[30]），且发现血压升高持续 1年以上。 
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(2)选取年龄范围在 28-78 岁之间。 

(3)仍然保持传统的哈萨克族生活和饮食习惯。 

(4)流行病学调查前1个月内每日摄取不少于250克的碳水化合物,并维持饮食和体重的

相对稳定，未服用降压药物、抗血小板聚集药物、硝酸酯类药物等药物。 

1.3.2 

①预实验部分正常对照组纳入标准 

(1)均符合收缩压＜140mmHg 和舒张压＜90mmHg。 

(2)选取年龄范围在 35-60 岁之间。 

(3)既往无高血压病史，未服用降压药物的患者。 

②实验第二部分正常对照组纳入标准 

(1)均符合收缩压＜130mmHg 和舒张压＜85mmHg。 

(2)选取年龄范围在 28-78 岁之间。 

(3)既往无高血压病史，未服用降压药物的患者。 

1.3.3 排除标准 

(1)排除曾接受减肥、降压、调脂等任何治疗的高血压患者，排除其他家族性遗传

病史者。 

(2) 排除心肌病、心脏瓣膜病、心功能 2级或以上者。 

 (3) 排除合并任何急性感染性疾病，排除合并脑出血或脑梗塞患者以及明显肝肾功

能异常者。 

(4)排除妊娠、哺乳期或长期服用其他药物史者 

2.主要材料 

2.1 主要实验仪器 

(1)-80℃冰箱 Haier 公司，中国 

(2)-20℃冰箱 Haier 公司，中国 

(3)1000ul、200ul 微量加样器 Eppendorf 公司，德国 

(4)压力灭菌锅 上海医疗设备厂，中国 

(5)1.5ml 离心管 Corning，美国 

(6)冻存管、冻存盒 Corning，美国 

(7)一次性吸头及吸管 Corning，美国 

(8)电泳仪 BIO-RAD,美国 

(9)电泳槽 BIO-RAD,美国 

(10)高速离心机 日立公司，中国 

(11)恒温水浴锅 

(12)震荡器 

德州仪器厂，中国 

德州仪器厂，中国 
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(13)焦磷酸系列分析仪                 Qiagen  德国 

(14)超微量分光光度计 Nanodrop ND-2000 美国 

2.2 主要实验试剂 

(1) DNA 提取试剂盒（DP318） TIANGEN，中国 

(2) 无水乙醇 东港田化工，中国 

(3) 琼脂糖 上海玉博生物公司，中国 

(4) 氯仿 河北华旭化工，中国 

(5) 异丙醇 杨子化工，美国 

(6) Trizol 北京百欧捷科贸有限公司，中国 

其他试剂包括 75℅乙醇，无 RNase 的水、双蒸水。 

3.研究方法 

3.1 一般资料选取 

于前期导师科研团队的数据库中挑选 324 例的研究对象资料（高血压组 162 例，女

性 81 例，男性 81 例；对照组 162 例，男性 81 例，女性 81 例），资料内容包括研究对

象的姓名、年龄、生活方式、饮食习惯、职业、个人病史、个人药物使用史、吸烟史、

饮酒史、膳食情况、家族史等，并且挑选与研究对象编号相对应的血样本，存至-80℃

冰箱，待试验。 

3.2 DNA 的抽提 

严格按照天根试剂盒 DP318 的说明进行 DNA 抽提， 

3.2.1.取血液样品体 400ul，加入 600ul 体积的细胞裂解液 CL，颠倒混匀，10,000rpm

离心 1min，吸去上清，留下细胞核沉淀（如果裂解不彻底，可重复以上步骤一次），向

离心收集到的细胞核沉淀中加 200μl 缓冲液 GS，振荡直至彻底混匀。 

3.2.2.加入 20μl Proteinase K 溶液，混匀。 

3.2.3.加 200μl 缓冲液 GB，充分颠倒混匀，56℃放置 10min，其间颠倒混匀数次，溶

液应变清亮（如溶液未彻底变清亮，请延长裂解时间至溶液清亮为止）。 

3.2.4.加 200μl 无水乙醇，充分颠倒混匀，此时可能会出现絮状沉淀。 

3.2.5.将上一步所得溶液和絮状沉淀都加入一个吸附 CB3 中（吸附柱 CB3 放入收集管

中），12,000 rpm 离心 30sec，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CB3 放入收集管中。 

3.2.6.向吸附柱 CB3 中加入 500μl 缓冲液 GD（使用前请先检查是否已加入无水乙醇），

12,00 rpm 离心 30sec，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CB3 放入收集管中。 

3.2.7.向吸附柱 CB3 中加入 600μl 漂洗液 PW（使用前请先检查是否已加入无水乙醇），

12,000rpm 离心 30sec，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CB3 放入收集管中。 

3.2.8.重复操作步骤 7。 

3.2.9.12,000 rpm(~13,400×g)离心 2min，倒掉废液。将吸附柱 CB3 置于室温放置 30

分钟，以彻底晾干吸附材料中残余的漂洗液。 
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3.2.10.将吸附柱 CB3 转入 1.5ml 离心管中，向吸附膜中间位置悬空滴加 50μl 洗脱缓

冲液 TB，室温放置 5min，12,000 rpm(~13,400×g )离心 2min，将溶液收集到离心管

中。 

注意：洗脱缓冲液体积不应少于 50ul，体积过小影响回收效率。为增加基因组 DNA 的

得率，可将离心得到的溶液再加入吸附柱 CB3 中，室温放置 2min，12,000 rpm 离心 2min。

将抽提好的 DNA 放置-80℃冰箱冻存。 

3.3RNA 的提取 

准备试剂：氯仿，异丙醇，75℅乙醇，无 RNase 的水（溶液均需用 DEPC 处理过的水配

制）。 

3.3.1. 匀浆处理  

直接取新鲜的血液 200ul,加倍体入 600ul 红细胞裂解液，混匀后室温放置 10min，10 

000rpm 离心 1min。弃上清，收集白细胞沉淀。每 1ml 血液收集的白细胞沉淀中加入

1mlTrizol。 

3.3.2. 将匀浆样品在 20℃放置 5mim，使得核酸蛋白复合物完全分离。 

3.3.3. 可选步骤:4 ℃ 10 000rpm 离心 10min，取上清。 

离心得到的沉淀中包括细胞外膜、多糖、高分子量 DNA，上清中含有 RNA。处理脂肪组

织样品时，上层是大量油脂，应除去。取澄清的匀浆溶液进行下一步操作。 

3.3.4. 每使用 1ml Trizol 加 0.2ml 氯仿，盖好管盖，剧烈震荡 15s，室温放置 3min。

如不能涡旋混匀，可手动颠倒混匀 2min 代替。 

3.3.5. 4 ℃ 10 000rpm 离心 10min，样品会分成三层：红色的有机相，中间层和上层

无色的水相，RNA 主要在水相中，把水相（约 600ul，约为所用 Trizol 试剂的 60%）转

移到新管中。（如要分离蛋白质和 DNA，可保留黄色的有机相） 

3.3.6. 在得到的水相溶液中加入等体积的异丙醇，混匀，-20℃ 放置 20-30min。 

植物或动物组织 RNA 提取中，容易沉淀出大量的蛋白等污染物，导致电泳检测时看不到

RNA。可以按以下步骤操作减轻污染：在上清中加入 1/2 体积的异丙醇，1/2 体积的 RNA

助沉剂，然后进行以下操作。 

3.3.7. 4 ℃ 10 000rpm 离心 10min，去上清。 

离心前 RNA 沉淀经常是看不见的，离心后在管侧和管底形成胶状沉淀。 

3.3.8. 加入 1ml 75%乙醇（DEPC 水处理过的水配制）洗涤沉淀。每使用 1ml Trizol 至

少加 1ml 乙醇。 

3.3.9. 4℃ 10 000rpm 离心 2min，弃上清；短暂快速离心，用移液器小心吸弃上清，

注意不要吸弃沉淀。 

3.3.10. 室温放置晾干（不要晾得过干，RNA 完全干燥后会很难溶解，大约晾干 2-3min

左右即可）。加入适量 DEPC 水（根据实验需要，可加 30-100ul 水）或 0.5%SDS，用枪

头吸打几次，充分溶解 RNA。如 RNA 用于酶切反应，勿使用 SDS 溶液。RNA 也可用 100% 

的去离子甲酰胺溶解，-70℃保存。 
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3.4 小样本预实验的焦磷酸测序 

采用已经被选取出进行甲基化及表达谱芯片筛选的哈萨克族原发性高血压组 12 例

和正常对照组 12 例，进行焦磷酸测序验证。引物 引物采用 PyroMark Assay Design 2.0

设计。 

 

 

Gene 引物名称 引物序列 

PFKP cg24754223-PFKP-F GGGAGGGTTTGTTAGTTAATTTATT 

cg24754223-PFKP-R-bio ACAAAAAACCCACTATTTCCTACAAACACA 

cg24754223-PFKP-S GGGTTTAAATTAAGTTGGG 

 

 

3.4.1.DNA 重亚硫酸化 

3.4.1.1 样本均一化 

3.4.1.1.1 使用 NanoDrop ND-2000 分光光度计，确定样本浓度。 

3.4.1.1.2 确保样本的浓度大于 50ng/μL，样本的总量大于 1μg。 

3.4.1.2 试剂准备 

3.4.1.2.1 在 BW 缓冲液中加入 30mL 的 100%乙醇，储存于室温。  

3.4.1.2.2 在 BD 缓冲液中加入 27mL 的 100%乙醇，储存于 2-8℃。  

3.4.1.3 每份重亚硫酸混合液加入 800μL 无酶水，混匀至完全溶解，大约需要 5min。

溶解重亚硫酸混合液需要将溶液加热至 60℃。  

3.4.1.4 根据 Table 1，在 200μL PCR 管中在配制重亚硫酸化反应试剂。  

Table 1 Bisulfite reaction setup 

Component Sample (1μg-2μg) 

Volume per reaction 

DNA solution Variable* (maximum 20μL) 

RNase-free water Variable* 

Bisulfite Mix 85 

DNA Protect Buffer 35 

Total volume 140 

* The combined volume of DNA solution and RNase-free water must total 20μL. 

3.4.1.5 关闭 PCR 管，将重亚硫酸化反应试剂混合完全。DNA 保护缓冲液应变成蓝色，

即说明混匀充分，PH 值正确。 

3.4.1.6 根据 Table 2 设定反应程序。使用带热盖的热循环仪。如果热循环仪不允许设

定反应体积 (140μL), 将反应体积设定为仪器所允许的最大值。 
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Table2. Bisulfite conversion thermal cycler conditions 

Set Time Temperature 

Denaturation 5min 95℃ 

Incubation 25min 60℃ 

Denaturation 5min 95℃ 

Incubation 85min 60℃ 

Denaturation 5min 95℃ 

Incubation 175min 60℃ 

Hold Indefinite* 20℃ 

* Converted DNA can be left in the thermal cycler overnight without any loss of performance. 

3.4.2.转化后 DNA 的纯化 

3.4.2.1 重亚硫酸转化完毕，将 PCR 管瞬时离心。将反应液转移到 1.5mL 的离心管中。  

3.4.2.2 每个样本中加入 310μL BL 缓冲液。涡旋混匀并瞬时离心。    利用 Zymo 

3.4.2.3 每个样本中加入 250μL 100%乙醇。涡旋混匀 15s，然后瞬时离心将管壁的液

滴离心至管底。  

3.4.2.4 将 MinElute® DNA 离心柱和收集管置于架子上，将步骤 11.2.4 中的各管内的

所有液体转移至离心柱中。 

3.4.2.5 最大转速离心 1min。弃液，并将离心柱重新放回到收集管上。  

3.4.2.6 在每个离心柱中加入 500μL BW 缓冲液。最大转速离心 1min。弃液，并将离

心柱重新放回到收集管上。  

3.4.2.7 在每个离心柱中加入 500μL BD 缓冲液，关上盖子，室温孵育 15min。 

注意：尽量避免 BD 缓冲液暴露于空气，防止酸化。 

3.4.2.8 最大转速离心 1min。弃液，并将离心柱重新放回到收集管上。  

3.4.2.9 在每个离心柱中加入 500μL BW 缓冲液。最大转速离心 1min。弃液，并将离心

柱重新放回到收集管上。  

3.4.2.10 重复步骤 2.9。  

3.4.2.11 在每个离心柱中加入 250μL 100% 乙醇，最大转速离心 1min。  

3.4.2.12 将离心柱置于新的 2mL 收集管上，最大转速离心 1min，去除残留对的液体。  

可选步骤：将离心柱置于 60℃孵育 5min，使液体蒸发完全。 

3.4.2.13 将离心柱置于 1.5mL 离心管上，加入离心柱薄膜的中央加入 15μL EB 缓冲液，

轻轻关盖。  

3.4.2.14 室温孵育 1min。最大转速离心洗脱 DNA  

注意：纯化后的 DNA 在 2–8℃最长存放 24 h。–20℃长期保存。 

3.4.3.扩增反应 

3.4.3.1 将 EPIK Amplification Mix and primer solutions 置于室温或冰上。  

3.4.3.2 根据 Table 3 配制反应体系。  
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Table 3   Reaction composition using EPIK Amplification Mix 

Component Volume per reaction 

Bisulfite-treated DNA 10ng-20ng 

Forward primer(10μM) 0.5μL 

Reverse primer(10μM) 0.5μL 

2 x EPIK Amplification Mix 12.5μL 

Water (dH2O) Up to 25μL 

3.4.3.3 轻轻吹打反应液上下颠倒混匀完全，将混合液分到每个 PCR 管。 

3.4.3.4 在每个 PCR 管中加入重亚硫酸化的 DNA（10–20ng/反应）。  

3.4.3.5 根据 Table 4 设置反应程序。 

Table 4 Optimized cycling protocol when using EPIK Amplification Mix 

Step Temperature Time Cycles 

Initial denaturation 95℃ 2min 1 

Denaturation 95℃ 15s  

40 Annealing 56℃ 15s 

Extension 72℃ 30s 

3.4.3.6 将 PCR 管置于热循环仪中，开始反应。 

3.4.4.焦磷酸测序反应 

3.4.4.1 反应准备 

3.4.4.1.1 设置分析程序  

3.4.4.1.2 设置反应程序 

3.4.4.2 样本准备 

3.4.4.2.1 通过磁珠捕获 PCR 产物 

生物素标记的 PCR 产物被捕获至链亲和素包被的琼脂糖磁珠上。每个样本的终反应

体系为 80µL。根据 Table 5 配置反应体系。 

Table 5 Reaction composition using streptavidin-coated Sepharose beads 

Component Volume per sample 

Biotinylated PCR product 5-20µL 

Streptavidin Sepharose 1.5µL 

PyroMark Binding Buffer 40µL 

High-purity water Variable * 

Total volume 80 

* The volume of water depends on the amount of PCR product used. Allow all reagents and solutions to equilibrate to 

room temperature before starting. All steps are performed at room temperature, unless stated.  
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实验开始前，所有的试剂需放置在室温稳定。除非另有说明，所有的实验步骤都需在室

温进行。 

3.4.4.2.1.1轻轻晃动装有链亲和素包被的琼脂糖磁珠的瓶子，直到得到均一性的溶液。 

3.4.4.2.1.2 为待测样本制备包含有链亲和素包被的琼脂糖磁珠，Bingding 缓冲液，高

纯水的混合液。  

3.4.4.2.1.3 将步骤 11.4.1.2 中配制的混合液加入 96 孔板的对应孔中。 

3.4.4.2.1.4 在每孔中加入 5–20µL 优化的标记生物素的 PCR 产物。 

3.4.4.2.1.5 将 PCR 板封膜，保证孔间无渗漏。 

3.4.4.2.1.6 将 PCR 板置于振荡仪上以 1400rpm 的速度水平振荡 10-15min。 

3.4.4.3 链分离 

3.4.4.3.1 务必使 PyroMark Q96 Vacuum Workstation 安装正确和安全。 

3.4.4.3.2 在五个槽中分别加入以下试剂（Figure 1）： 

约 110mL 70% 乙醇 （1） 

约 90mL 0.2M NaOH（2）  

约 110mL Wash Buffer（3） 

约 110mL 高纯水（4） 

约 110mL 高纯水（5）                                                 

3.4.4.3.3 打开真空泵  

3.4.4.3.4 通过将过滤针伸入高纯水（位置 P）中清洗。用 180mL 的高纯水冲洗针头。

4.3.5 在 P 槽中重新加入 180mL 高纯水。 

3.4.4.3.6 关上工作站开关，将 Tool 放回到位置 P。 

3.4.4.3.7在96孔板的每孔中预先加入40µL含有0.4µM测序引物的Annealing Buffer。 

4.3.8 轻轻混匀，将 PCR 板和 PyroMark Q96 低位板放置于实验台上。务必在加样时使

两块板的方向一致。 

3.4.4.3.9 打开真空泵开关。 

3.4.4.3.10 仔细将抽滤针放置到 PCR 板中捕获包含固定模板的磁珠，保持 15s。小心拿

起抽滤装置。 

3.4.4.3.11 保证孔中没有液体残留，所有的磁珠均被捕获至探针头上。 

3.4.4.3.12 将抽滤装置放入 70%乙醇中（槽 1），冲洗 5s。 

3.4.4.3.13 将抽滤装置放入变性液（0.2M NaOH）中（槽 2），冲洗 5s。 

3.4.4.3.14 将抽滤装置放入 Wash Buffer 中（槽 3），冲洗 10s。 

3.4.4.3.15 将抽滤装置超过 90°竖直拿起，保持 5s，尽量沥干探针。 

3.4.4.3.16 把吸头放在 PyroMark Q96 低位板上方，关闭泵。  

3.4.4.3.17 将磁珠轻轻释放至包含 0.4µM 测序引物的 40µL Annealing Buffer 中，保

证吸头触及孔底部。 

3.4..3.18 将抽滤装置置于高纯水中（槽 4），搅动 10s。 
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3.4.4.3.19 将吸头置于高纯水（Parking 槽）中，打开泵。用 180mL 高纯水冲洗吸头。 

3.4.4.3.20 将抽滤装置超过 90°竖直拿起，保持 5s，尽量沥干探针。 

3.4.4.3.21 关闭泵，将抽滤装置放回 Parking 槽中。 

3.4.4.3.22 如果实验超过一块板，在各槽中重新加入相应试剂（步骤 11.4.3.2），从

11.4.3.3 重复所有操作步骤。  

3.4.4.3.23 关闭抽滤泵。 

3.4.4.4 测序引物退火 

3.4.4.1.1 将 PyroMark Q96 低位板放入预热 PyroMark Q96 Sample Prep 低位热板中，

80℃加热 2min。 

3.4.4.1.2 将 PyroMark Q96 低位板从热板中取出，使样本冷却至室温，至少 5min。然

后可以在 PyroMark Q96 ID 上机。 

3.4.4.5 试剂准备 

3.4.4.5.1 将冻干的酶与底物分别溶于 620µL 纯水中。  

3.4.4.5.2 轻轻混匀，不要涡旋。 

3.4.4.5.3 让混合物及试剂仓达到室温。 

3.4.4.5.4 将试剂仓的标签正对操作者。 

3.4.4.5.5 将试剂加入试剂仓的各隔间。 

3.4.4.5.6 打开 PyroMark 96 ID 仪器盖和内盖，插入试剂仓，保持其标签朝外。 

3.4.4.5.7 确认试剂仓正确插入，关上盖子。 

3.4.4.5.8 根据 PyroMark Q96 ID 使用说明准备并开始焦磷酸测序。 

3.4.4.6 运行 

3.4.4.6.1 放入 PyroMark Q96 低位板 

3.4.4.6.2 放入试剂仓 

3.4.4.6.3 开始运行程序   

3.4.4.6.4 此次运行可以在窗口中监控，停止。 

3.4.4.7 实验完成 

3.4.4.7.1 反应结束后，打开仪器和内盖，取出试剂仓。 

3.4.4.7.2 倒掉 PyroMark Q96 试剂仓中剩余的溶液。 

3.4.4.7.3 用高纯水冲洗试剂仓 4 次。 

3.4.4.7.4 用高纯水冲洗试剂仓针管的外部。 

3.4.4.7.5 为了洗净针管，在试剂仓的各隔间中加满纯水，用手指按住各隔间的顶端置

于水槽上。确认洗净每根针管。针管末端应喷射出细柱状水。 

3.4.4.7.6 当确认所有的针管已洗净，将试剂仓置于纸上晾干。PyroMark Q96 试剂仓晾

干后，将其置于无尘的倒扣烧杯中。 

3.4.4.7.7 退出 PyroMark Q96 软件。 

3.4.4.8 结果分析 
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3.4.4.8.1 具体分析方法参照 PyroMark Q96 使用说明。 

3.5 小样本 Real-timePCR 检测 

同样采用已经被选取出哈萨克族原发性高血压组 12 例和正常对照组 12 例，共 24

例血样进行实时定量 PCR 检测。 

3.5.1cDNA 第一链合成 

3.5.1.1 从-80℃冰箱中取出 RNA，在 4℃下解冻，然后在 0.2 ml PCR 管中配制反应溶

液： 

总 RNA 0.5ug 

5x Reaction Mix 4 

iScript Reverse transcriptase 1 
 

H2O X ul 
 

RNA tmplate X ul 

总 volume 20ul 

 

3.5.1.2 将 PCR 管置于 25℃5min，42℃孵育 30min，85℃变性 5min，4℃保温。 

3.5.2．SYBR Green qPCR 

3.5.2.1 

2×SYBR Green PCR buffer 5 ul 

Forward primer(10μ M) 0.5 ul 

Reverse primer(10μ M) 0.5 ul 

Template 5 ng 

ddH2O X ul 

总 volume 10 ul 

 

3.5.2.2 将 PCR 管子置于 PCR 仪中进行反应， 50℃孵育 2min，然后 95℃，10min;接

着进行 40 个循环：95℃，15 秒；60℃,1min，最后添加溶解曲线。进行结果数据处理

分析。 

3.6 扩大样本焦磷酸测序检测 

选取抽提好的剩余 300 例 DNA 样本（病例组 150 例和对照组 150 例），按照 3.4 焦

磷酸测序实验步骤进行大样本的测序验证。 
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4.质量控制 

4.1 样本筛选  

实验样本均由本课题组成员，严格按照纳入标准和排除标准进行，保证了样本筛选

的科学性、真实性，客观的反应实际情况。 

4.2 数据检查 

数据资料均录入 Excel 数据库，进行双人录入，所录入数据均进行二次数据核对，

保证数据的正确性，减少误差。 

4.3 焦磷酸检测及 PT-PCR 质控 

焦磷酸检测及PT-PCR的实验过程均严格质量控制。包括预处理前的质量控制与预处

理后的质量控制。总体评价各项质控指标符合检测的质量要求。 

5.统计学分析  

用SPSS17.0统计软件进行统计学处理，连续计量资料符合正态分布用均数±标准差

表示，两组间比较应用独立样本t检验；不符合正态分布用中位数（四分位数）表示，两

组间比较应用“Mann-Whitney test”检验；计数资料用频数、构成比表示，组间比较行×

列表进行卡方检验或者Fisher’s确切概率法；双变量正态分布资料用Pearson相关分析；

分类变量采用Logistic回归分析；以P＜0.05为差异有统计学意义。 
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结果 

(Results) 

1. 小样本预验证 

1.1 高血压组与对照组的一般临床资料比较 

先行选取符合条件的哈萨克族 24 人，高血压组 12 人，其中男性 6人，女性 6人，

平均年龄(50.2±6.1)岁；对照组 12 人，其中男性 6 人，女性 6 人，平均年龄(49.8±

6.9)岁。两组间性别及年龄构成无统计学意义（P＞0.05），组间比较具有可比性，收

缩压、舒张压、BMI 差异有统计意义（P＜0.05），而其他资料如甘油三酯、总胆固醇、

低密度脂蛋白、高密度脂蛋白、空腹血糖、血尿酸、同型半胱氨酸等资料差异均无统计

学意义（P＞0.05）。见表 1 

表 1 对照组与高血压组研究对象的基本资料比较（ x ± s） 

组别 
例数 年龄 BMI SBP DBP 

（男/女） （岁） （kg/m
2
） （mmHg） （mmHg） 

对照组 12（6/6） 49.8±6.9 25.8±2.3 116.2±9.8 75.0±5.2 

高血压组 12（6/6） 50.2±6.1 30.2±6.6
*
 163.3±18.7

*
 103.3±7.8

*
 

组别 
脉压 甘油三酯 总胆固醇 LDL-C HDL-C 

（mmHg） （mmol/L） （mmol/L） （mmol/L） （mmol/L） 

对照组 41.3±9.0 1.28（0.82,1.95） 5.18（4.05,5.82） 2.2±0.6 1.3±0.3 

高血压组 60.0±16.5
a
 1.11（0.82,1.74） 5.02（4.41,5.44） 2.8±0.7 1.4±0.3 

组别 
空腹血糖 血尿酸 HCY 吸烟 饮酒 

（mmol/L） （umol/L） （umol/L） [例(%)] [例(%)] 

对照组 5.5±0.8 186.7±56.4 12.37（9.66,13.80） 3（25%） 3（25%） 

高血压组 5.6±0.6 206.1±87.0 12.71（9.21,16.11） 4（33.3%） 6（50%） 

注：BMI：体重指数；LDL-C:低密度脂蛋白；HDL-C：高密度脂蛋白；HCY：同型半胱氨酸。 

与对照组比较，*P＜0.05 

1.2 焦磷酸测序验证 

对PFKP进行小样本预实验焦磷酸测序验证分析,结果发现位于PFKP基因body区的

cg24754223 位点的在女性高血压组(P=0.003)和总体体高血压组 (P=0.032) 中的甲基

化水平显著降低，而在男性高血压组(P=0.15)中甲基化水平比较男性正常对照组并未具

有统计学差异，但高血压组甲基化水平较正常对照组呈现降低的趋势（40.16±

18.37vs53.33±7.42）。见图 1-2-1 及表 2。 
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图 1-2-1 人血小板磷酸果糖激酶(PFKP)基因 body 区甲基化情况，纵坐标为每组样本基因

的甲基化率情况，横坐标为实验分组情况 

Figure 1-2-1 The methylation status of PFKP body，Ordinate represents the rate of 

methylation and abscissa represents the groups. 

表 2 对照组与高血压组基因甲基化率的比较（ x ± s） 

组别 
女性 男性 整体 

（%） （%） （%） 

高血压组 31.8±10.8（6 例） 40.16±18.37（6 例） 36.0±15.0（12 例） 

对照组 61.6±9.8
a
（6 例） 53.33±7.42

b
（6 例） 57.5±9.3

a
（12 例） 

注：与对照组比较，aP＜0.01；bP＞0.05；aP 和 bP 已经 Logistic 回归分析调整年龄，性别，吸烟史，饮酒史，BMI

等混杂因素 

 

1.3 Real-timePCR 检测 

经 Real-timePCR 检测 PFKP 基因 mRNA 水平的表达，并对其与甲基化率在不同

组别中进行相关分析得出：在总体、女性、病例及对照组别中， 甲基化率与 mRNA

水平存在一定相关性但相关性并不大（P＞0.05）；只有在男性组别中甲基化率与

mRNA 存在着较为明显的负相关关系（P＜0.05），并且得到决定系数 R2=0.71,说明

在男性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率可以解释其 mRNA 表达水平变异性的 71%，

另外 29%的变异不能用甲基化率来解释。(见表 3 及 图 1-3-1)。 

P=0.003 P=0.032 P=0.15 
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表 3 PFKP 基因 body 区甲基化率与其 mRNA 水平的相关关系 

分组 相关系数 P 值 

总体组别（n=24） r=-0.307 0.145 

男性组别（n=12） r=-0.843 0.001 

女性组别（n=12） r=0.116 0.719 

病例组别（n=12） r=-0.276 0.385 

对照组别（n=12） r=0.193 0.537 

 

 

 

图 1-3-1 PFKP 基因 mRNA 表达水平与甲基化率的相关关系 

Figure1-3-1 the correlation between the expression level of mRNA of the PFKP and the CpG 

methylation 

 

2.大样本的焦磷酸测序验证 

2.1 高血压组与对照组的一般临床资料比较 

选取哈萨克族 324 人（包括之前小样本验证的 24 人），高血压组 162 人，其中男

性 81 人，女性 81 人，平均年龄(58.55±10.23)岁；对照组 162 人，其中男性 81 人，

女性 81 人，平均年龄(46.11±11.54)岁。但由于实验过程 4 例样本未能得到相应的结
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果，故最终高血压组 160 人，其中男性 81 人，女性 79 人，平均年龄(57.95±10.14)

岁；对照组 160 人，其中男性 81 人，女性 79 人，平均年龄(46.40±11.21)岁。我们

发现在病例组与对照组之间，年龄、BMI、尿酸、空腹血糖、低密度脂蛋白及同型

半胱氨酸均存在统计学差异（P＜0.05）。（见表 4） 

 

表 4 高血压组与对照组的各项临床指标之间比较（总体组） 

 总体（ x ±s） 男性( x ±s) 女性( x ±s) P 值 高血压( x ±s) 对照组( x ±s) P 值 

年龄(岁) 52.18±12.14 52.33±13.79 52.02±10.20 0.82 57.95±10.14 46.40±11.21 0.001 

性别(男/女) 162/158    81/79 81/79 1.00 

BMI(kg/m2) 26.39±4.27 26.72±4.76 26.90±4.70 0.174 27.49±4.47 25.29±3.78 0.001 

吸烟(是/否) 90/230 85/77 5/153 0.001 41/106 48/108 0.583 

喝酒(是/否) 89/231 77/85 12/146 0.001 39/108 47/109 0.488 

尿酸(mmol/L) 251.82±82.34 290.24±75.30 212.42±69.83 0.001 260.28±77.26 243.35±86.54 0.066 

FPG(mmol/L) 5.55±1.13 5.62±1.21 5.49±1.06 0.304 5.72±1.23 5.39±1.01 0.01 

TC(mmol/L) 1.28±0.97 1.30±0.86 1.26±1.12 0.714 1.25±0.68 1.32±1.20 0.465 

TG(mmol/L) 5.11±1.17 4.96±1.01 5.26±1.29 0.022 5.23±1.06 4.99±1.26 0.069 

LDL-C(mmol/L) 2.92±0.86 2.92±0.86 2.92±0.85 0.986 3.09±0.85 2.74±0.82 0.001 

HDL-C(mmol/L) 1.64±0.45 1.57±0.47 1.70±0.42 0.013 1.68±0.46 1.59±0.43 0.066 

HCY(mmol/L) 13.62±5.36 15.18±5.86 12.01±4.25 0.001 15.36±5.91 11.87±4.06 0.001 

甲基化率(%) 48.12±19.59 46.10±18.55 50.18±20.45 0.063 44.48±19.13 51.75±19.42 0.01
c
 

注：BMI：体重指数；FPG：空腹葡萄糖；TG：甘油三酯；TC：总胆固醇；LDL-C:低密度脂蛋白；HDL-C：高密度脂蛋白；HCY：同

型半胱氨酸。c已经 Logistic 回归分析调整年龄，性别，BMI、LDL-C、HCY 等混杂因素. 

 

 

表 5  高血压组与对照组的各项临床指标之间比较（男性组及女性组） 

特征 高血压 对照组 P 值  高血压 对照组 P 值 

男性    女性    

年龄(岁) 59.63±10.91 45.02±12.48 0.001 年龄(岁) 56.22±9.03 47.81±9.61 0.001 

BMI(kg/m2) 27.00±3.47 25.14±3.77 0.001 BMI(kg/m2) 28.00±5.27 25.44±3.80 0.001 

吸烟(是/否) 44/37 45/36 0.588 吸烟(是/否) 2/77 3/76 0.351 

喝酒(是/否) 50/31 39/49 0.019 喝酒(是/否) 3/76 6/73 0.364 

尿酸(mmol/L) 296.95±66.30 283.53±83.22 0.258 尿酸(mmol/L) 222.6869.52 202.15±69.05 0.064 

FPG(mmol/L) 5.75±1.05 5.48±1.36 0.147 FPG(mmol/L) 5.68±1.39 5.30±0.49 0.024 

TC(mmol/L) 1.26±0.75 1.34±0.85 0.529 TC(mmol/L) 1.22±0.60 1.30±1.48 0.657 

TG(mmol/L) 5.03±0.99 4.90±1.04 0.435 TG(mmol/L) 5.44±1.08 5.08±1.46 0.086 

LDL-C(mmol/L) 3.00±0.82 2.83±0.89 0.203 LDL-C(mmol/L) 3.19±0.87 2.65±0.75 0.001 

HDL-C(mmol/L) 1.66±0.49 1.49±0.44 0.018 HDL-C(mmol/L) 1.71±0.44 1.69±0.41 0.883 

HCY(mmol/L) 17.34±6.43 13.01±4.26 0.001 HCY(mmol/L) 13.33±4.54 10.70±3.50 0.001 

甲基化率(%) 42.30±19.05 49.91±17.32 0.047
d
 甲基化率(%) 46.71±19.07 53.64±21.31 0.022

e
 

注：BMI：体重指数；FPG：空腹葡萄糖；TG：甘油三酯；TC：总胆固醇；LDL-C:低密度脂蛋白；HDL-C：高密度脂蛋白；HCY：同

型半胱氨酸。dP 已经 Logistic 回归分析调整年龄，饮酒史，BMI、HDL-C、HCY 等混杂因素；eP 已经 Logistic 回归分析调整年龄，

BMI、LDL-C、HDL-C、HCY 等混杂因素 
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2.2 扩大样本焦磷酸测序验证 

通过扩大样本利用焦磷酸测序对 PFKP 基因 body 区 DNA 甲基化状态验证，我们实

验得出相比与正常对照组，PKFP 基因 body 区的 cg24754223 位点的甲基化水平在

总体组（病例组 VS 对照组，44.48±19.13vs51.75±19.42；P=0.01）、女性组（病

例组 VS 对照组，46.71±19.07vs53.64±21.31；P=0.022）、在男性组中（病例组

VS 对照组，42.30±19.05vs49.91±17.32；P=0.047）均是明显降低的（见表 4,5 及

图 2-2-1）。 

 

 

  

 

 

2.3 DNA 甲基化率与各项临床资料的关系 

我们对 PFKP 基因 body 区甲基化率与各项临床资料做了线性相关检测，并采

用 Pearson 相关分析发现在男性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率与年龄呈负相

关关系（R=-0.205，P=0.001），而在女性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率与 BMI

呈负相关关系（R=-0.195，P=0.014）；（见表 6、图 2-3-1） 

 

 

 

P=0.01 P=0.047 P=0.022 

图 2-2-1 病例组与对照组之间的甲基化率比较（总体、男性、女性） 

Figure 2-2-1 the methylation levels between case group and control group 

(overall, male and female) 

 

PyproSequencing 
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表 6  PFKP 基因 body 区甲基化率与各项临床指标的相关关系 

指标 
总体组别 男性组别 女性组别 高血压组别 对照组别 

R 值 P 值 R 值 P 值 R 值 P 值 R 值 P 值 R 值 P 值 

年龄 -0.085 0.128 -0.205 0.011 0.051 0.524 0.133 0.094 -0.111 0.164 

BMI -0.082 0.144 -0.006 0.937 -0.195 0.014 -0.070 0.377 0.004 0.957 

尿酸 -0.070 0.210 -0.043 0.588 -0.005 0.949 -0.139 0.080 0.024 0.764 

FPG -0.088 0.026 -0.075 0.034 -0.092 0.252 -0.040 0.956 -0.133 0.093 

TG 0.005 0.902 0.057 0.469 -0.026 0.745 0.026 0.748 -0.019 0.814 

TC -0.031 0.582 -0.030 0.705 -0.056 0.487 0.025 0.754 -0.043 0.591 

LDL-C -0.061 0.281 -0.071 0.372 -0.052 0.519 0.036 0.655 -0.082 0.300 

HDL-C -0.032 0.569 -0032 0.687 -0.063 0.429 -0.019 0.813 -0.007 0.929 

HCY -0.008 0.890 -0.008 0.917 -0.067 0.404 0.075 0.346 0.075 0.672 

注：BMI：体重指数；FPG：空腹葡萄糖；TG：甘油三酯；TC：总胆固醇；LDL-C:低密度脂蛋白；HDL-C：高

密度脂蛋白；HCY：同型半胱氨酸；. 

 

 

 

图 2-3-1 PFKP 基因 body 区甲基化率与年龄的线性关系（男性组别） 

Figure 2-3-1 the linear relationship of methylation rate of PFKP body with the age（in males） 
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图 2-3-2 PFKP 基因 body 区甲基化率与 BMI 的线性关系(女性组别中) 

Figure 2-3-1 the linear relationship of methylation rate of PFKP body with the BMI (in females) 

 

 

2.4 男性、女性两组别中甲基化率与高血压之间 ROC 曲线关系 

此外，我们利用 ROC 曲线对 PFKP 基因 body 区甲基化与高血压的关系进行了

预测评估。结果显示：男性组（AUC=0.633，P=0.03）还有女性组（AUC=0.602，

P=0.027），可以表示 PFKP 基因 body 区甲基化状态对高血压病的发生发展有着一

定的预测价值（见图 2-4-1）。 
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女性组 男性组 

图 2-4-1  PFKP 基因体的甲基化率在高血压病中的 ROC 曲线 

Figure 2-4-1 the ROC curve of methylation rate of PFKP in hypertension 

 

----AUC=0.633 

P=0.03 

—Reference line 

----AUC=0.62 

P=0.027 

—Reference line 

 



PFKP 基因甲基化状态与新疆哈萨克族高血压的相关研究 

 22 

讨   论 

(Discussion) 

目前研究表明，心血管疾病已经发展为一种危害人类生命健康的全球公众性疾病，

成为威胁人类健康的最主要疾病之一[31]。每年全球大概有 1700 万人是因为心血管病而

失去生命的，这占总死亡的 30%[32]。冠心病、心衰、脑卒中、高血压等类似心脑血管疾

病现有患病人数达 2.9 亿，全球有高达 940 多万人因心血管疾病而死亡，可以说 10 个

成年人中就有 2 名心血管疾病患者，而且心血管病的死亡率呈上升趋势[32,33]。在中国一

年内也有 330 万人死于心血管疾病，即每 13 秒钟就有 1 人死于心血管病，这可比每 6

分钟就有 1人死于车祸的频率高得多得多[34]。而随着社会不断的发展，随之而来的人们

生活方式确实越来越不健康，这只能会导致高血压、高血脂、高血糖等心血管疾病的主

要危险因素的发生，其中，高血压与脑卒中和的心肌梗死发生显著相关[35-37]。 

在中国疾病预防控制中心更新的数据中，我国 15 岁及以上人群高血压病患病率可

高达 24%[38]。此外，流行病学研究表示，目前仍然有 9600 万的隐匿性高血压患者和 3.86

亿的高血压前期患者[39,40]。从上述数据我们不难得出，高血压仍为我国非常沉重的社会

负担。而在众多高血压的患者中有绝大部分（95%）属于原发性高血压，尽管原发性高

血压的确切机制尚未明确。因此，探究原发性高血压的发病机制，进而对原发性高血压

进行防治已经是迫在眉睫。 

高血压病的流行分布呈现地理分布差异，我国的研究显示南方罹患高血压的人群较

北方偏少。新疆位于中国的西北部，地理面积大，是个多民族聚居的地区，研究证实，

新疆的高血压患病率高于全国的平均水平［8］，尤其是哈萨克族族人，罹患高血压的人群

往往较其他民族偏高。近年来，随着哈萨克族人饮食结构和生活环境、方式发生改变，

该民族的高血压的患病率仍一直处于较高的水平，高于同地区其他民族。哈萨克族人具

有其独特的生活方式，至今仍有大部分族人保留着传统的游牧生活。哈萨克族人生活地

域常分布于海拔较高，冬季持续时间长的地区，喜好饮含盐量较高的奶茶，喜食牛羊肉，

蔬菜摄入量较少。因此，研究哈萨克族高血压发病机制显得尤为重要。特殊的饮食习惯

和生活环境，可能是哈萨克族人高血压患病率较高的原因之一。 

随着社会的发展，人们普遍对原发性高血压这类疾病的认识也越来越深入。高血压

是一种错综复杂的疾病，是遗传和环境因素相互作用引起的以血压升高为主要临床表现

的综合征[12]。近年来，表观遗传学被假定成基因表达与环境二者之间的联系桥架[41]，因

此表观遗传调控机制在高血压的研究中受到研究学者的更加关注。表观遗传学已经成为

疾病病因研究中的重要内容，其是一种基因碱基序列不变，但基因的表达情况出现可遗

传变化的调控机制
[42]
。其可能是基因与环境因素共同影响所引起，主要表现形式包括 DNA

甲基化、组蛋白修饰、基因组印记、非编码 RNA 等调控方式，其中任何一种方式的调控

改变都可以改变基因的表达，其中 DNA 甲基化是目前研究最为深入也是最重要的表观修

饰形式[43-45]。DNA 甲基化是目前研究最为深入同时也是最重要的表观修饰形式，在高血
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压发病机制探索中起着至关重要的作用。 

3.1 PFKP 基因 body 区对 PFKP 基因 mRNA 表达的影响 

基因body区 CpG岛(CGI)的功能仍有待阐明,但是有研究表明基因body区甲基化状

态是经常与人类和其他动物的活跃转录相关的[46]。大量调查显示异常的 DNA 甲基化与多

种类型的癌症的发病机理具有明确相关性,包括结直肠癌[47]、肺癌[48]和白血病[49]。然而,

很少有证据表明 DNA 甲基化与 EH 的风险。有些观察者发现 DNA 的低甲基化水平状态与

高血压的发展具有一定的相关趋势，并且这一趋势正在不断的进行。此外，子痫前期患

者的胎盘中，被证实 DNA 甲基化状态是与孕妇高血压具有相关性的[50]。11β-HSD2、Adrb1

和 ADD1 等基因的异常的 DNA 甲基化状态已经被证实参与原发性高血压的发生发展[51,52]。 

在早期的研究中基因 body 区的甲基化率被认为“孤立的推动者”[53]。Jingo D 等研

究基因body区甲基化与基因表达被发现呈正相关[54], 基因body区的高甲基化状态在人

类组织及各型细胞中经常表现为基因的高表达水平[55]。在心力衰竭及冠心病等疾病中一

发现基因 body 区的异常甲基化状态，DNA 基因 body 区甲基化状态对基因的表达具有重

大的意义[56,57]。而在我们研究得到在男性组别中甲基化率与 mRNA 存在着明显的负相关关

系，并且得到决定系数 R2=0.71,说明在男性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率可以解释

其 mRNA 表达水平变异性的 71%，另外 29%的变异不能用甲基化率来解释。但本实验实验

验证样本量较小，只能说明 PFKP 基因 body 区甲基化状态对其 mRNA 表达水平起到一定

调控作用，但具体如何调控仍需进一步大样本实验验证。 

3.2 高血压病患者 PFKP 基因 body 区存在着低甲基化状态 

而经过进一步扩大样本量进行焦磷酸测序验证后发现，高血压组 PFKP 基因

body 区的甲基化水平较正常对照组是明显偏低，并且 PFKP 基因 body 区甲基化水平

均与高血压病引起的血压升高呈负相关相关，这表明 PFKP 基因 body 区甲基化在高血

压病发生风险中充当一定的角色。此外，利用 ROC 曲线对 PFKP 基因 body 区甲基

化与高血压的关系进行了预测评估，结果显示 PFKP 基因 body 区甲基化状态对高

血压病的发生发展有着重要的预测价值。PFKP 为磷酸果糖激酶（PFK）的一种亚型，

虽然其是否在促进有氧糖酵解的过程中扮演重要角色仍有待证明，但有研究表明

PFKP 能够改变机体内环境的代谢机制，从而导致机体某些组织因子活动异常，造成疾病

的发生。研究者发现抗人类蛋白 S 抗体（Anti-hPS）通过 PFKP 诱导在人体冠状动脉内

皮细胞中的组织凝血酶表达，而 PFKP 的沉默表达可以导致人类冠状动脉内皮细胞中的

组织凝血活酶上调，在患有自身免疫疾病的病人中，抗人类蛋白 S抗体可能直接有助于

血栓阻塞[29]，PFKP 低表达水平与冠状动脉性心脏疾病的风险性密切相关。抗人类蛋白抗

体与 PFKP 结合，抑制 PFKP 的表达从而导致冠状动脉内皮细胞的组织凝血因子上调，造

成血管内皮环境异常。还有人调查显示，PFKP 沉默表达可以导致细胞周期停滞和细胞凋

亡，还可以减少糖酵解、三羧酸循环还有核苷酸生物的合成[27]，而糖酵解过程会影响

体内葡萄糖、ATP 等能量物质的代谢平衡。消减糖酵解过程产生的 ATP 可以抑制蛋

白激酶调节血管内皮细胞中 Ca+的转运，使血管内皮细胞中 Ca+的浓度增加，从而
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引起血管内皮细胞的收缩[28]。上述种种机制均与高血压的发生发展密切联系，但是，

PFKP 如何具体调控血压的变化，函需我们进行更深层次的实验去探索。 

3.3 PFKP 基因 body 区甲基化状态与易感因素共同影响高血压状态  

本实验得出在男性组别中 PFKP 基因 body 区甲基化率与年龄呈负相关关系，

DNA 甲基化和年龄之间的联系已经被证实会影响高血压的状态[58]；在女性组别中

PFKP基因body区甲基化率与BMI呈负相关关系，PFKP为肥胖疾病的一个候选基因[59]，

而肥胖又能促进高血压的发生发展，这表明高血压疾病受到遗传和环境因素的影响，

其中包括 DNA 甲基化、年龄和肥胖。 

综上所述，本研究首次对哈萨克族高血压患者 PFKP 基因 body 区的低甲基化状态对

基因的 mRNA 表达水平进行了验证，可以初步提示 PFKP 基因低甲基化状态可能对 PFKP

在哈萨克族原发性高血压的表达调控起一定作用，但 DNA 甲基化在高血压发病中的相关

机制仍有待进一步研究。DNA 甲基化是可遗传的，也是可改变的，高血压 DNA 甲基化的

相关机制仍需进一步被阐明[60]。我们就可以利用药物或改变相关危险因素来改变 DNA 甲

基化水平，从而达到防治高血压的目的。 
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结     论 

(Conclusion) 

1. PFKP基因body区的甲基化状态与PFKP基因mRNA表达水平存在一定关联，但由于实验

样本量的限制需进一步实验分析其具体相关性。 

2. 在高血压组中PFKP基因body区的甲基化状态比较正常对照组呈现出明显降低，提示

PFKP基因body区的低甲基化状态增加了高血压的发生风险。 

3. PFKP基因body区的甲基化状态与年龄、BMI呈现出线性关系，说明PFKP基因body区甲

基化与年龄及BMI之间的联系可以影响高血压的状态。 
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综 述 

(Review) 

血小板型磷酸果糖激酶与心血管疾病的相关性 

 

摘要：随着中国经济社会的不断进步发展，人们的健康已经受到心血管疾病的严重威胁。

血小板型磷酸果糖激酶（PFKP）为磷酸果糖激酶蛋白家族的一员，其在糖酵解过程中扮

演着关键性的作用。这个基因在某些癌症代谢编程中发挥着作用,包括透明细胞肾细胞

癌、膀胱和癌症,乳腺癌和肺癌。DNA 甲基化是表观遗传修饰的重要机制之一，DNA 甲基

化修饰不改变 DNA 序列，可以通过改变 DNA 与转录基因的结合，进而调节基因的表达与

沉默。心血管是多种危险因素导致的复杂疾病，近年来不少研究证明血小板型磷酸果糖

激酶与心血管疾病关系密切，其中包括冠心病、肥胖、血管内皮变化等，并且 PFKP 甲

基化状态可能参与高血压的发生发展。 

关键词：血小板型磷酸果糖激酶，心血管疾病，DNA 甲基化 

心血管疾病是危害人类健康的主要疾病，现已成为全球首位死亡原因，并且呈逐年

上升的趋势［1］。心血管疾病，又称为循环系统疾病，是一系列涉及循环系统的疾病，循

环系统指人体内运送血液的器官和组织，主要包括心脏、血管（动脉、静脉、微血管），

可以细分为急性和慢性，一般都是与动脉硬化有关，但目前心血管疾病的发病机制尚不

明确[2]。心血管是多种危险因素导致的复杂疾病，如动脉粥样硬化、冠心病、高血压、

心力衰竭为中老年人的常见病、多发病，严重危害人们健康[3,4]。磷酸果糖激酶（PFK）

是一种糖酵解作用里一种重要的酶，是一种由 4个次级单位组成的异位酵素，可受多种

活化剂与抑制剂调控。在糖酵解作用里，PFK 是负责将果糖-6-磷酸与 ATP 转变成为果糖

-1,6-双磷酸与 ADP。 人类体内共有 3个生产此酵素的基因：PFKL 肝型、PFKM 肌型、PFKP

血小板型[5,6]。血小板型磷酸果糖激酶（PFKP）为磷酸果糖激酶蛋白家族的一员，其在糖

酵解过程中扮演着关键性的作用。这个基因在某些癌症代谢编程中发挥着作用,包括透

明细胞肾细胞癌、膀胱和癌症,乳腺癌和肺癌。DNA 甲基化修饰不改变 DNA 序列，可以通

过改变 DNA 与转录基因的结合，进而调节基因的表达与沉默。近年来不少研究证明血小

板型磷酸果糖激酶与心血管疾病关系密切，其中包括冠心病、肥胖、血管内皮变化等，

并且 PFKP 甲基化状态可能参与高血压的发生发展。本文将就血小板型磷酸果糖激酶与

心血管疾病的相关性进行阐述。 

1.血小板型磷酸果糖激酶（PFKP）与冠心病 

蛋白 S是一种维生素 K依赖的蛋白，主要由肝细胞和巨噬细胞合成，并且作为一种

辅助因子参与活性蛋白 C催化的抗凝反应[7]。蛋白 S的缺乏可以增加血管血栓的风险[8]。

获得缺乏性蛋白 S 已经证明可以导致自身免疫疾病以及许多其他疾病的发生[9,10]，其中

包括人类免疫缺陷病毒（HIV）感染[11,12]、雌激素缺乏[13]和恶性肿瘤[14]。目前大部分患有

https://baike.so.com/doc/5421144-5659323.html
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蛋白 S 缺乏的病人中（如抗磷脂综合症和全身性红斑狼疮），抗人类蛋白 S 自身抗体在

被提出[15,16]。感染过水痘的病人可以产生一种抵抗蛋白 S 的自身抗体，而这可以导致血

栓栓塞等并发症的发生。这种自身免疫抗体可以直接抑制磷脂质与抗血素、蛋白 C或者

蛋白 S 的结合，这已经被证实在血管栓塞疾病中充当非常重要的角色[17,18]。此外，这些

自身免疫抗体可能直接调节许多凝血因子的表达和（或）活动，包括血管系统中的组织

因子。 

组织因子是一种跨膜蛋白，可在脉管结构外围许多细胞中持续表达，但在血管内皮

细胞或者外周血细胞中通常不表达。然而，通过某些药物的特殊刺激，血管内皮细胞和

单核细胞由于转录活动可以表达组织因子[19,20]。在很多血栓形成条件中包括冠状动脉粥

样硬化，组织因子活动的增加可以被视为血栓形成的机制[21,22]。越来越多证据表明，在

患有自身免疫系统疾病的病人中，自身免疫抗体可以刺激细胞中组织因子的表达[23,24]。

但是，这些自身抗体是调节组织因子表达的机制仍然是未知的。自身抗体与不同的自身

抗原交叉反应，从而拥有某些共同的结构特性[25,27]。 

抗人类蛋白 S 自身抗体是与临床上血栓症密切相关的，我们可以推断抗人类蛋白 S

抗体通过某些定的分子途径导致血栓的形成[28]。血小板型磷酸果糖激酶在大部分哺乳动

物中的糖酵解过程的关键酶，而其可以调节组织因子的表达。抗人类蛋白 S抗体可以与

血小板型磷酸果糖激酶交互作用，抗人类蛋白 S抗体可以抑制血小板型磷酸果糖激酶的

活动，而血小板型磷酸果糖激酶的沉默表达可以导致组织因子的上调，造成血管血栓的

阻塞[29]。 

2.血小板型磷酸果糖激酶（PFKP）与血压变化 

磷酸果糖激酶作为糖酵解过程的一种限速酶，催化 6-磷酸果糖和 ATP 分解成 1,6-

二磷酸果糖和 ADP。1,6-二磷酸果糖作为一种信号因子，可以激活感丙酮酸酶、抑制线

粒体氧化磷酸化和调节活性氧水平等生物过程
[30,31]

。人类体内共有 3 个生产此酵素的基

因：PFKL 肝型、PFKM 肌型、PFKP 血小板型。在正常组织中,PFKL 主要在肝脏和肾脏中

表达而 PFKM、PFKP 则分别主要在骨骼肌和血小板中表达[32,33]。在肿瘤和癌症细胞系中，

PFKM 或 PFKP 或两种型都是高度表达的[34]。转录学研究已经确认 PFKP 为一种非常重要得

可以上调糖酵解过程的基因[35]。然而，目前还不清楚 PFKP 是否为 PFK 的主要形式，还

有 PFKP 是如何在调节新陈代谢和细胞中起作用的。Jun 等学者进行 PFKP 基因敲除实验，

得到抑制 PFKP 的表达不仅可以引起细胞周期停滞和细胞凋亡导致细胞增值的损害，而

且还能够导致糖酵解过程、磷酸戊糖途径和核苷酸生物合成等生物途径的减少，并伴随

着三羧酸循环途径的激活[36]。 

糖酵解过程会影响体内葡萄糖、ATP 等能量物质的代谢平衡，而过程中产生的

ATP 可以通过细胞内钙离子信号通路调节游离钙离子与依赖蛋白激酶钙离子之间的转

运。脱氧葡萄糖、丙酮酸盐、β-羟基丁酸或碘乙酸等糖分解抑制剂的暴露可以增加细

胞内钙离子浓度的增加，蛋白激酶的抑制可以引起类似游离钙离子的增加。细胞外脱氧

葡萄糖的缺乏可以引起钙离子的增高，这表明糖酵解的抑制可以触发细胞内质网中钙离
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子储存释放。1,4,5-三磷酸肌醇受体抑制剂 2-氨基乙氧基联苯硼酸可以抑制铌酸钾 93

和脱氧葡萄糖诱导的钙离子反应。钙离子释放以后，从外源的细胞突触形成钙离子“波

浪”向细胞的中心区域聚集。脱氧葡萄糖的聚集可以导致钙离子浓度的限制。消减糖酵

解过程产生的 ATP 可以抑制蛋白激酶调节血管内皮细胞中 Ca+的转运，使血管内皮

细胞中 Ca+的浓度增加，从而引起血管内皮细胞的收缩，造成血压的变化[37]。但是，

PFKP 具体如何调控血压的变化仍需更深层次的实验去探究。 

3. 血小板型磷酸果糖激酶（PFKP）与肥胖 

磷酸果糖激酶作为糖酵解过程的一种限速酶，催化 6-磷酸果糖和 ATP 分解成 1,6-

二磷酸果糖和 ADP。糖酵解的第一步是葡萄糖磷酸化为 6-磷酸葡萄糖。不同细胞类型中

所含有的酶也不一样，在所有的细胞中，皆有己糖激酶(Hexokinase)进行催化，而在肝

细胞和胰腺中，则另外含有一种称为葡(萄)糖激酶(HexokinaseIV)的酵素。磷酸化过程

消耗一分子 ATP，后面的过程证明，这是回报很丰厚的投资。细胞膜对葡萄糖通透，但

对磷酸化产物 6-磷酸葡萄糖不通透，后者在细胞内积聚并继续反应，将反应平衡向有利

于葡萄糖吸收的那一面推移。之后 6-磷酸葡萄糖会在磷酸己糖异构酶的催化下生成 6-

磷酸果糖。(在此果糖也可通过磷酸化进入糖酵解途径)接着 6-磷酸果糖会在磷酸果糖激

酶的作用下被一分子 ATP 磷酸化生成 1,6-二磷酸果糖，ATP 则变为 ADP。这里的能量消

耗是值得的，:首先此步反应使得糖酵解不可逆地继续进行下去，另外，两个磷酸基团

可以进一步在醛缩酶的参与下分解为磷酸二羟丙酮和 3-磷酸甘油醛。磷酸二羟丙酮会在

磷酸丙糖异构酶帮助下转化为 3-磷酸甘油醛。两分子 3-磷酸甘油醛会被 NAD+和 3-磷

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)的氧化下生成 1,3-二磷酸甘油酸(1,3-BPG)。下一步反应，1,3-

二磷酸甘油酸转变为 3-磷酸甘油酸。此反应由磷酸甘油酸激酶催化，高能磷酸键由 1,3-

二磷酸甘油酸转移到 ADP 上，生成两分子 ATP。在此，糖酵解能量盈亏平衡。两分子 ATP

消耗了又重新生成。ATP 的合成需要 ADP 作原料。如果细胞内 ATP 多(ADP 则会少)，反

应会在此步暂停，直到有足够的 ADP。这种反馈调节和重要，因为 ATP 就是不被使用，

也会很快分解。反馈调节避免生产过量的 ATP，节省了能量。磷酸甘油酸变位酶推动 3-

磷酸甘油酸生成 2-磷酸甘油酸，最终成为磷酸烯醇式丙酮酸。磷酸烯醇式丙酮酸是高能

化合物。最后，在丙酮酸激酶的作用下磷酸烯醇式丙酮酸生成一分子 ATP 和丙酮酸。此

步反应也受 ADP 调节。它的活性增加会打破糖酵解和糖原合成之间的平衡,促进葡萄糖

的利用,从而增加脂肪的生成,最终导致肥胖[38]。 

4.DNA 甲基化与高血压 

DNA 甲基化是一种较为常见的表观遗传修饰方式，也是表观遗传学研究最清楚、最

重要的形式之一。在正常的生理条件以及一些疾病发生过程中，DNA 甲基化能够通过影

响基因与转录基因的结合，从而调节基因的表达和沉默。目前，众多的研究显示 DNA 甲

基化与癌症［39］、心血管疾病［40］、自身免疫性疾病［41］、代谢性疾病［42］等多种疾病的发

生密切相关。随着全基因组甲基化芯片技术的发展，关于高血压全基因组甲基化的研究

也逐渐开展，郭军等［43］通过选取中国汉族人群中原发性高血压 6 例和血压正常者 4 人，
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抽取外周静脉血提取全基因组 DNA，采用高通量 DNA 甲基化芯片实验，共筛选出 627 个

差异甲基化基因，其中有 132 个基因位点甲基化程度增高，495 个基因位点甲基化程度

降低，选取 TTBK1、LRP、FZD7、NDUSF8、SYCE1、USFP1、ABCG4 和 ZNF540 等 8 个可能

与基因进行了亚硫酸氢盐测序（bisulfite sequencing PCR,BSP）验证，结果提示 ABCG4

基因的甲基化差异最为显著，提示ABCG4基因启动子的异常甲基化与原发性高血压相关。

2013 年 Wang 等［44］从 14-23 岁男性非裔人群中选取 7例高血压患者和 7名正常者为研究

对象，利用 Illumina Human Methylation 27K BeadChip 芯片对外周血 DNA 进行甲基化

芯片高通量实验，发现 SULF1 基因的 CpG 位点甲基化存在差异，提示 DNA 甲基化水平的

异常可能在高血压的发生发展中起到重要的作用。Li[45]等人选取哈萨克族高血压患者 12

人及血压正常者 12 人采用 Illumina Infinium 450K BeadChip 甲基化芯片对外周外周

血 DNA 进行甲基化芯片高通量实验筛选差异性甲基化基因，结合甲基化芯片筛选的差异

甲基化基因，利用 GO 富集分析和 KEGG 富集分析对这些基因进行了生物学功能分析，不

难看出这些差异甲基化基因参与了不同的生物学通路，包括肾素血管紧张素醛固酮调

节、血管平滑肌收缩机制、炎症介质、类固醇激素代谢、代谢通路、PI3K-AKT-mTOR 信

号通路、白细胞趋化作用、Notch 信号通路、血管内皮生长因子信号通路、钙离子信号

通路、MAPK 信号通路以及 AMPK 信号通路等，都是高血压病研究中较为重要的生物学通

路。同时我们也发现同一生物学通路大都由多个基因参与，而某一基因也同时通过多个

生物学通路来发挥作用。因此，结合生物信息学分析，从这些差异甲基化基因中调挑选

出可能与高血压相关的基因：血小板源性生长因子受体 α（PDGFRA），血小板类磷酸果

糖激酶（PFKP) ，叉头框 K2(FOXK2)，鸟嘌呤核苷酸交换分子 TRIO，泛素化连接酶 E3

蛋白（CUL3)， 输卵管蛋白-1（OVGP1），神经介素 U受体-1（NMUR1)。这提示提示 PFKP

基因的 DNA 甲基化水平的异常可能在高血压的发生发展中起到重要的作用。 

5 展望 

心血管疾病是危害人类健康的主要疾病，影响心血管病发病风险的主要危险因素有

高血压病、糖脂代谢紊乱、吸烟、肥胖、不合理的饮食以及运动锻炼缺乏。而血小板型

磷酸果糖激酶（PFKP）又参与许多代谢疾病的发生发展，并且 PFKP 基因甲基化在哈萨

克族高血压病中存在着差异性。但血小板型磷酸果糖激酶在心血管疾病的发生发展中处

于何种的地位，又是如何调控血压变化的，仍需我们进行更深层次的实验去探究。 
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