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汉族人内皮型一氧化氮合酶基因G894T多态性 

与冠心病关系的研究 
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【摘 要】目的：研究汉族人内皮型一氧化氮合酶(End0the1ial nitric oxide svnthase，eN0s)基因G894T多态性与冠心病(cor0nary 

heart disease，CAD)的关系 。方法：采用聚合酶链反应 限制性片断长度多态性 (PoIvmerase chain reaction—res ctedfragmentslength 

polvm rphism，PCR—RFLP)技术检测了 103例 CAD患者、104例对照组 eN0S基因 G894T多态性的基因型，分析了其对 CAD的 

影响。结果 ：CAD组和对照组 eN0S基 因 G894T多态性 的等位基因频率 有显著性差异 (尸：0．029)，但是基 因型分布在两组间的 

差异无统计学意义。I抑gjstic回归分析确定高血压病、糖尿病及吸烟史为 CAD发生的独立危险因素，T等位基因不是其发生的 

独立危险因素。结论：cAD组的eN0s基因G894T突变频率高于对照组，T等位基因可能与 CAD的发生有一定的关联。 
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RelatiOnship between cOrOnary heart disease and pOIymOrphiSmS Of endOthelial 
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【Abstfact】 O龟 c跣 e：To expl0re the relationship between p0lymo phism 0f endothelial nitric oxide synthase(eN0s)gene C894T and 

cor0nary heart disease(CAD)in Han Nationlify． ， c ：Polymerase chain reac【i0n—restricted fragments length p0lymorphism(PCR— 

RFLP)was used t0 deterrnine the genotype 0fthe eN0S gene G894T in 103 patients with CAD and lO4 contmIs．胍  Z ：There was sig 

ni“cant dif rence in flrequencies 0f a1lele jn G894T polymorphism of eN0S gene between CAD and control gmups(P=0．O29)，but there 

was n0 signi cant d I℃nce in genotype distribution between two groups．Logistic regression analysis r℃vealed that hypertensi0n，dia— 

bete mel1itus and smoking histoIy were independent risk fact0rs f0r the incidence of CAD，but T alle1e was not．C s 070：The f — 

quency of eNOS gene G89 mutation in the CAD group is higher山an that in the control grt)up and T allele may be related to with the 

deve1【)f1ment 0f CAD． 

【Key words】 Endothe1ial nitric oxide synthase；Coronary heart disease；Gene polymorphism；Genotype；A11ele 

冠心病 (C0r0nary hean disease，CAD)是 一种严 

重危害人们健康的疾病，它的病理基础是冠状动脉 

粥样硬化病变引起的冠状动脉狭窄 ，斑块的破裂和 

出血导致血栓形成，出现心肌缺血、心绞痛或者心 

肌梗塞。在一些个体中，常表现出明显的家族史，可 

能与遗传因素诱发冠状动脉粥样硬化及栓塞并发 

症的发生有关。人们已经认识到基因多态性如血管 
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紧张素转换酶基因 DD型及载脂蛋白 E基因的 E4 

等位基因是冠状动脉粥样硬化的遗传危险因素。根 

据相关文献 的报道 】，一氧化氮 (Nitric oxide，N0) 

是一种内皮源性血管舒张因子，它的主要功能是舒 

张血管平滑肌、阻止血小板的粘附和聚集、抑制血 

管平滑肌细胞增生、调节血管压力等 1。eNOS是位 

于血管内皮的生成N0的关键酶。到目前为止，已经 

发现了 10多种 eN0S的基因多态性位点 ，主要有5 

种单核苷酸多态性(启动子区域转录起始点上游一 

786的 T／C突变 、内含子 l8的 A 突变 、内含子 23 

的G／rI1突变、外显子 6的C／T突变和外显子7的G厂r 



重庆医科大学学报2009年第34卷第1期 (J0umaI of Chongqlng Medfcai Universny 20o9．V0I_34 No．1 J 一 21一  

突变)、内含子 4的 27 bp可变数目串连重复顺序和 

内含子 13的 CA重复多态性。其中。只有位于外显 

子的多态性才能引起氨基酸顺序的改变，而外显子 

6的 C／T突变是同义 突变 ，外显子 7的 G894T的突 

变使氨基酸残基的298位谷氨酸被天冬氨酸取代 

(Glu298Asp)嘲。本研究采用聚合酶链反应一限制性 

片断长度多态性(P0lvmerase chain reacti0n—restrict． 

ed fragments length po1ym0rphism，PCR—RFLP)方法 ， 

研究湖南省汉族人群 eNOS基因 G894T多态性与 

CAD的关系。 

1 对象和方法 

1．1对 象 

1．1．1 cAD组 共 103例，均为2004年 10月～20O5年9月在 

中南大学湘雅三医院经过冠状动脉造影确诊为cAD患者。其 

中男性 79例 ，女性 24例，年龄 41～80岁，平均年龄(65．7± 

9．4)岁。冠心病的诊断标准是冠状动脉造影时显示任一支血 

管存在 ≥50％狭窄，并根据累及支数定义为单支、双支和多 

支病变，累及左主干者记做 2支病变。 

1．1-2 对照组 共 l04例，均为20O5年 7月 ～9月在湘雅三 

医院体检中心的体检者。其中男性 78例，女性 26例 ，年龄 

45—83岁，平均年龄(64-3±8．1)岁。该组是通过详细询问病 

史、体格检查、x线胸片、心电图、心脏彩超 、肝胆 B超等检测 

确定为未患有 cAD的体检者。 

1．1-3 各种危险因素的确定 高血压，血压≥140，90 mm№ 或 

正接受降压治疗 ；糖尿病，随机血糖 ≥11．1mmo ，或空腹血 

糖≥7．0mmol仃J，或口服葡萄糖耐量试验中2 h后血糖 ≥11．1 

mmo 或正接受降糖治疗 ；高血脂症 ，胆固醇≥220m l 

(5．72 mmo )或甘油三脂≥150 m lf1．70 mmo )或正接受 

降脂治疗；吸烟习惯，分为不吸烟、曾吸烟(戒烟至少 6个月) 

和现吸烟(≥400支 ×年)；cAD家族史 ，有一级直属亲属曾 

患有 cAD。cAD组与对照组之间的年龄、性别无显著性差 

异( O．05)。 

全部研究对象均来 自湖南地区汉族人群 ，且个体之间无 

血缘关系。 

1_2 方法 

1．2．1 引物设计与合成 利用引物设计软件 Primer Premier 

5．0自行设计 2对引物，由上海生工有限公司合成。上游引物 

为：5’一GCCGAGGAGAC I丫rCCGAATC一3’；下游引物为：5’一GC 

ACCATGTTGGACACTGCC一3’。 

1．2．2 基因组 DNA的提取 取研究对象的空腹静脉血 2ml 

用 EDTA—Na2抗凝，用上海生工有限公司的基因组抽提试剂 

盒 sK1262提取全血基因组 DNA，紫外分光光度仪测 DNA 

含量，然后放入 -4℃冰箱保存。 

1．2-3 PcR扩增条件 eN0s基因的扩增反应体系为 50 l， 

其中含 10×PCR Bu r 5．0 l，25 mmo儿 MgCl2 3．0 l，10 

mmol，TJ dN rPs 1．0 l，上 、下游引物各 10 pmol，模板 DNA 2．0 

l，TaqDNA聚合酶 2单位 ，用灭菌双蒸水补足至 50 1。反 

应条件为94℃预变性 5 min，再 94℃变 1 min，56 c退火 1 min， 

72℃延伸 1 min，反复 3O个循环 ，最后 72 ℃延伸 lO min，4℃ 

冷却 5 min。用含 2％的溴化乙锭的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯 

下观察 PcR扩增产物。 

1．2．4 PCR扩增产物的限制性酶切 取 PCR扩增产物 10 

l，加入 1O×酶切缓冲液 2．0 l，10U／ 1日肌 Ⅱ酶(MBI公 

司)2．0 l，用灭菌双蒸水补足至 20 l，置于 37℃水浴箱酶 

切 12 h。用酶切产物在含 2％溴化乙锭的琼脂糖凝胶上电 

泳，在紫外凝胶成像系统中判断结果。 

1．3 统计学分析 

用 sPss l 3．0软件包进行分析 ，以尸<0．05认为差异有统 

计学意义。基因型和等位基因频率采用基因计数法计算， 

eN0s基因 G894T突变的基因型的 Hardy—weinberg平衡检 

验、组间基因型及等位基因频率比较用 )( 检验。组间临床 

资料的比较根据资料的性质，计量资料用非配对￡检验，以均 

数 ±标准差表示，计数资料用 x：检验。用 gistic回归分析 

CAD的各种独立危险因素。 

2 结 果 

2．1 CAD组和对照组临床资料的比较 

2组在性别、年龄上进行了匹配。在 CAD组高 

血压 、糖尿病和吸烟史的比例明显高于对照组(P< 

O．05)。高血脂症、CAD家族史在 2组之间无显著性 

差别(P>0．05)。见表 1。 

表 l CAD组与对照组的临床资料 

2．2 PCR扩增产物及酶切产物的电泳分析 

用设计的引物与条件经 PCR反应后电泳可得 

681 bp PCR扩增产物(见图 1)。扩增产物用B觎Ⅱ 

酶切后产生 3种基 因型：GG型 ，被完全切开 ，酶切 

产物有 2条带，228 bp和 453 bp；GT型，酶切产物 

包括 228 bp、453 bp和68l bp3条带；r兀1型，不被酶 

切，只有 68l bp一条带(见图 2)。 
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M 泳 道 是 D N A M a r k e r D L 一 2 0 0 0 ． 从 下 至 上 分 别 代 表 1 0 0 b p 、 2 5 0

b p 、 5 0 0 b p 、 7 5 0 b p 、 l 0 0 0 b p 和 2 0 0 0 b p ， 1 、
2

、 3 、
4 、 5 号 泳 道 为 5 个 样

本 的 P C R 产 物 ， 可 见 到 有 6 8 1 b p 的 条带

图 1 e N O S 基 因 G 8 9 4 T 突 变 的 P C R 产 物 的 电泳 图

2 ．3 基 因 适 合 度 的 检 测

对 e N O S 基 因 G 8 9 4 T 突 变 的 基 因 型 频 率 经 x
。

检 验 进 行 适 合度 检 测 ， 符合 H a r d y
— W e i n b e r g 平 衡 ( J口>

0 ． 0 5 ) ， 说 明 样 本 具 有 良好 的 代 表 性 ， 不 存 在 选 择 偏

倚 。

2 ． 3 C A D 组 与 对 照 组 e N O S 基 因 G 8 9 4 T 变 异 基 因

型 和 等 位 基 因 频 率 分 布

C A D 组 中有 2 6 例 突 变 ， 其 中纯 合 子 4 例 ， 杂 合

子 2 2 例 。 对 照 组 中 有 15 例 突 变 ， 除 1 例 为 纯 合 子

外 ， 其 他 都 为 杂 合 子 。 C A D 组 的 变 异 基 因 型 的 频 率

高 于 对 照 组 ， 但 无 显 著 性 差 别 ( P = 0 ． 1 0 9 ) ，
T 等 位 基

因 的频 率 明显 高 于 对 照 组 ， 差 别 有 显 著 性 (P = 0 ． 0 2 9 ) 。

表 2 冠 心 病 组 与对 照 组 e N O S 基 因 G 8 9 4 T 的基 因 型

及 等 位 基 因频 率分 布

注 ：2 组 基 因 型 频 率 比 较 ， x
。

： 4 ． 4 4 1
，
P = 0 ． 1 0 9 ；等 位 基 因 频 率 比 较

X
。

= 4 ． 9 4 7
，

P = 0 ． 0 2 9

M 泳 道 是 D N A M a r k e r D t 。
一 2 0 0 0 ． 从 下 至 上 分 别 代 表 10 0 b p 、 2 5 0 b p 、

5 0 0 b p 、 7 5 0 b p 、 l 0 0 0 b p 和 2 0 0 0 b p ， 1 、
2 、 3

、
4 、 5 、 6 号 泳 道 为 6 个 样

本 的 酶 切 产 物 ． J 、 3 、 6 号 泳 道 有 2 条 条 带 ， 为 2 2 8 b p 和 4 5 3 b p ， 是 G G

基 因 型 ；2 、 4 号 泳 道 有 3 条 条 带 ． 分 别 为 2 2 8 b p 、
4 5 3 b p 和 6 8 1 b p ， 是

G T 基 因 型 ；5 号 泳 道 有 l 条 条 带 ， 为 6 8 l b p ， 是
‘

几 基 因 型

图 2 e N O S 基 因 G 8 9 4 T 突 变 的酶切 产 物 的 电泳 图

见 表 2 。

2 ． 4 C A D 各 种 危 险 因 素 的 L o g i s t i c 回 归 分 析

将 所 有 研 究 对 象作 为 整 体 进 行 分 析 ， 以 性 别 、 年

龄 、
T 等 位 基 因 、 有 无 高 血 压 病 、 糖 尿 病 、 高 血 脂 症 、

C A D 家 族 史 及 吸 烟 史 作 为 白变 量 ( X ) 。 将 有 无 C A D

( 有 = 1
， 无 = 0 ) 作 为 应 变 量 ( Y ) ， 进 行 L o g i s t i c 回 归 分

析 。 结 果 显 示 ， 高 血 压 病 、 糖 尿 病 和 吸 烟 史 为 本 组 研

究 对 象 C A D 发 生 的 独 立 危 险 因 素 ( O R 分 别 为 ：

2 ． 9 8 7 ， I ． 8 8 3
，

2 ． 7 0 5 ) ，
T 等 位 基 因 不 是 C A D 发 生 的

独 立 危 险 因 素 。 见 表 3 。

表 3 C A D 各 危 险 因素 的 L o g i s t i c
� 回 归 分 析 结 果

3 讨 论

N O 的 化 学 性 质 非 常 活 泼 ， 半 衰 期 只 有 5 ～ 10 S ．

而 且 N O 有 很 强 的 亲 脂 性 ， 极 易 透 过 生 物 膜 ， 与 血 红

蛋 白 、 肌 球 蛋 白 和 可 溶 性 鸟 苷 酸 环 化 酶 的 铁 离 子 有

高 度 亲 和 性 ， 所 以 不 易 准 确 定 量 测 定 ， 故 对 N O 的认

识 多 来 自于 它 的 限 速 酶 e N O S 的 研 究 。 e N O S 位 于 7

号 染 色 体 短 臂 3 5 ～ 3 6 区 。 它 是 由 2 6 个 外 显 子 和 2 5

个 内含 子 组 成 ， 全 长 2 1 k b I’1
。 冠 心 病 是 一 种 由遗 传

因 素 和 环 境 因 素 共 同 所 致 的 复 杂 疾 病 ， 导 致 动 脉 粥

样 硬 化 的 高 危 因 素 有 高 血 压 、 高 脂 血 症 、 吸 烟 、 糖 尿

病 等 。 经 研 究 ， 这 些 危 险 因 素 都 能 引 起 血 管 内 皮 结

构 不 完 整 和 功 能 不 完 全 ，
N O 合 成 和 释 放 减 少 ， N O

抑 制 血 小 板 和 白细 胞 粘 附 功 能 减 弱 ， 血 小 板 等 有 形

成 分 大 量 粘 附 聚 集形 成 血 栓 ， 引 起 血 管 腔 狭 窄 ， 甚 至

急 性 闭 塞 ；N O 抑 制 血 管 平 滑 肌 细 胞 增 生 作 用 减 弱 ，

平 滑 肌 细 胞 大 量 增 生 和 迁 移 ， 加 速 了 动 脉 粥 样 硬 化 。

因 此 ， 冠 心 病 的 发 生 、 发 展 被 认 为 可 能 和 e N O S 基 因

变 异 有 关 。

e N O S 基 因 的 G 8 9 4 T 突 变 导 致 2 9 8 位 的 谷 氨 酸

被 天 冬 氨 酸 取 代 ， 虽 然该 位 点 不 位 于 酶 的 功 能 性 序

列 ， 但 计 算 机 分 析 2 9 8 位 谷 氨 酸 正 处 于 仪 一 螺 旋 的 中

心 ． 错 义 突 变 导 致 e N O S 在 此 处 的构 象 由 仪 一 螺 旋 变

为 紧 密 折 叠 ， 提 示 此 突 变 影 响 e N O S 蛋 白功 能 ， 使 N O

生 成 减 少 ， 但 也 可 能 仅 仅 是 涉 及 发 病 机 制 的 遗 传 因

素 的 一 个 标 记 _ I
。 另 外 有 分 子 水 平 研 究 表 明 完 整 的
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eN0S的 Asp298具有和 Glu298相同的酶活性，但 

在细胞和组织或体外均可发生选择性的裂解N一末 

端 35 kPa和 C一末端 100 kPa的 2个片段 ．在带有该 

等位基因时，eNOS的完整活性下降，从而影响 

eNOS的功能。证实了带 eNOSAsp298的突变可导致 

eNOS功能受损，N0产生减少，血管紧张性增高而引 

起高血压的设想 ，尤其是在有环境因素影响的情况 

下，内皮功能更受影响，动脉硬化和脑血管疾病的 

危险性都可能增加【9J。 

本研究结果显示 ，我国湖南地区汉族人群冠心 

病患者和对照人群中．G等位基因和T等位基因频 

率分别为 0．854、0．923和0．146、0．077。Suin Yo0n等 】 

人研究了韩国人群中656例 CAD患者和 276例对 

照者的 eN0S基因G894T突变，发现 G等位基因和 

T等 位 基 因频 率 分 别 为 0．901、0．931和 0．099、 

O．069，与本研究结果基本一致。Hibi等 人研究了 日 

本人群的急性心肌梗死fAcute mv0cardialinfarction， 

AMI1患者 eNOS基因的 G894T突变，突变频率和韩 

国人群相当接近。Hingorani等【3]在英国白人中研究 

249例 AMI患者和 l83例对照者的 G894T变异与 

冠心病、心肌梗死的关系，结果表明 T等位基因频 

率分别为 0．396和 0．309，明显高于上述结果。Cai等 

㈣研究了 763例澳大利亚白种人，也证实了白人的 

T等位基因频率远高于亚洲人。 

本研究采用了病例一对照的方法，纳入了 l03名 

冠心病患者，104名对照，参加研究者均为汉族人，结 

果发现 eN0S基因 C894T突变的等位基因频率在 

两组 间有显著性差异(P=0．O29)，而该突变 的基因型 

在 2组间的差异尚未达到统计学意义。本研究还采 

用 Logistic回归分析了 CAD各种危险因素，明确了 

高血压病、糖尿病和吸烟史是 CAD发生的独立危 

险因素 ，T等位基因不是 CAD发生的独立危险因 

素，这一点与国外的研究有所不同。而Shimasaki等『l1] 

在另一日本人群中进行病例一对照研究，发现AMI组 

中T突变频率显著高于对照组 ，Lo stic回归分析 

表明，T突变是心肌梗死的独立危险因素。Hihi和 

Suin Y00n等『1．2】人的研究也显示 eNOS基因G894T突 

变不仅等位基因频率而且基因型在组间有显著性 

差异。也有不同的报道。Cai等㈣研究的澳大利亚白 

种人 eNOS基因 G894T的突变发生率在冠心病组 

和正常对照组没有显著差异。 

综上所述 ，T等位基因可能与冠心病发生有一 

定的关联，由于本研究对象数量有限、病例或对照 

组的选择标准不很严格以及基因之间的连锁不平 

衡现象，基因突变存在着种族、环境及地理因素的 

差异，而疾病本身的复杂性等多种原因，造成了研 

究结论的不一致。今后的工作要通过大样本和家系 

进行统计学分析单个等位基因出现频率和基因型 

频率，并检测突变的基因频率与血浆中的NOS水平、 

活性以及 NO水平的相关关系，从转录和翻译水平了 

解其间的内在联系，并探讨基因之间连锁不平衡现 

象，为临床工作提供指导。 
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