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中国汉族人内皮细胞型一氧化氮合酶基因多态性研究 
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(重庆医科大学基础医学院生物教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨内皮细胞型一氧化氮合酶(eNOS)基因(CA)n二核苷酸重复序列基因多态性在中国汉族人群中的分布： 

方法：应用聚合酶链反应结合聚丙烯酰胺凝胶电泳和硝酸银染色，对291名中国汉族人的 eNOS基因(CA)n多态性进行研究= 

结果：eNOS基因(CA)n存在23种等位基因和 93种基因型，基因型分布符合 Hardy—Weinberg平衡(P>0．05)=PCR扩增片 

段长度范围为 144bp-l88bp，所含 CA重复次数分别为 l9～41，分布频率介于0．34％～l4．1％。该位点杂合度为0．85，多态 

信息量(PIC)为 0．83。中国人群与高加索人群差异显著的 l1个等位基因分别为(CA)12、(CA)23、(CA) (cA)17、(CA) 

(CA)3o、(CA)3l、(CA)32、(CA)33、(CA)34、(cA)35， 检验 P均<0．05。结论：该基因位点是 1个含有高度遗传信息的DNA标 

志，其等位基因频率分布存在种族差异。 
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【Abstract】Objective：To explore the distribution of the(CA)n dinucleotide repeats tx)lymorphism of the endothelial nitric oxide syn— 

thase(eNOS)gene in Chinese han nationality．MettuMs：(CA)n repeats polymorphism of the endothelial nitric oxide synthase 

(eNOS)gene from 291 Chinese healthy subjects were analyzed by lmlymerase chain reaction(PCR)一denature lx)lyacrylamide gel 

electrophoresis(PAGE)一silver stain．Results：Ninety—three genotypes and twenty—three different alleles were identified in 291 

Chinese healthy subjects．The distribution of genotypes was in accordance with the Hardy—Weinberg equilibrium(P>()．05)．The size 

of PCR fragments ranged from 144 tO 188bp containing 19～4l CA repeats and the frequency of(CA)n ranged from 0．34％ ～14． 

1％．The heterozygosity(H)and polymorphism infommtion content(PIC)were 0．85 and 0．83 respectively．Significant differences 

were found in frequencies of eleven alleles including 22一repeats，23一repeats，26一repeats，27一repeats，28一repeats．30一repeats，31 

一 repeats，32一repeats，33一repeats，34一repeats and 35一repeats between Chinese and Caucasians．Conclusion：This site is referred 

tO as a genetic marker with high polymorphism infommtion content．And the distribution of this genetic marker is different in different 

ethnic groups． 

【Key words】Endothelial nitric oxide synthase；Gene lmlymorphiml；Allele；Genotype 

一 氧化氮(nitric oxide，NO)作为生物体内一种 

结构简单 、可在细胞间自由穿梭的多功能信号分子 ， 

在神经递质传递和血管舒张调节等生理过程中发挥 

着重要作用。NO由一氧化氮合酶(nitric oxide syn— 

thase，NoS)催化左旋精氨酸(L__Arg)和分子氧反 

应生成l 。目前在哺乳动物体内已经发现三种不同 
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细胞来源及表达活性的 NOS同工酶，分别为诱导型 

NoS(inducible NOS，iNOS)、内皮细胞 型 NoS(en— 

dothelial NOS，eNOS)和 神 经原 型 oS(neuronal 

NOS，rlNoS)。三种 NOS分别由不同染色体上的基 

因编码。人 eNOS基因位于 7q35—36，长约 2lkb，有 26 

个外显子和 25个内含子，相应的 mRNA约 4．1kb，翻 

译生成含 1203个氨基酸的蛋白产物 !：文献报道 

eNOS基因第 l3内含子存在一个(CA)n二核苷酸 

串联重复序列多态性位点，该位点已在高加索人群 
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中证实与冠心病相关 ；在 日本人群中证实与原发 

性高血压相关_4 J。最近研究表明 eNOS基 因(CA)n 

可被 看作一个 不寻 常 的剪 切增 强 子，eNOS基 因 

mRNA前体的剪切过程依赖于 13内含子 CA重复 

次数，不同的 CA重复次数可通过调控 eNOS基因 

mRNA前体的剪切过程来影响 eNOS基因的表 

达_5'6 J。目前在东方人群中有关 eNOS基因 CA串 

联重复多态性尚未见报道。本研究通过对 291例中 

国汉族人基因组 DNA进行 eNOS基 因 CA二核苷 

酸重复序列多态性分析，旨在发现不同地区、不同种 

族间 eNOS基因的遗传特点 ，从而为进一步研究该 

基因变异与疾病发生的关系奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 样本采集 

在四川省和重庆市随机选取汉族无亲缘关系个体 291 

名，所有个体肘前静脉采血 2--3ml，EDTA抗凝，EP管分装， 

一 20℃储存。 

1．2 方法 

1．2．1 基因组 DNA提取 取 EDTA抗凝全血 2ml，采用柱 

层析法提取 DNA，TE溶解后置一20℃储存。 

1．2．2 PCR扩增 引物参照 Stangl等设计，由上海 Sangon 

公 司 合 成。引 物 序 列 为：5’一TGAGGAGAGACTCA— 

GAA 丌 GGA 一3’和 5’ G[ T 

一 3’[引
。 PCR反应体积 25t．tl，含有 10×PCR缓冲液 2．5tA， 

0．2nm~IAANTP 1．4btl，3mmol／LMgCh 2．Opl，2U l Taq聚 

合酶0．1 l，50ng／t~l模板 DNA 1．Opl，上、下游引物(5pmol／ 

1)各 1．Opl。扩增条件为 95*(2预变性 4min后 ，94*(2变性 

30s，58℃退火 40s，72*(2延伸 30s，共 35个循环后，72*(2延伸 

176bp ．．．．．—— 

174 bp _·_-_—— 

{；8髂二 

}嚣船二 
164 bp一  
162bp 。。。’’—— 

160bp‘。。。。—。 

7min后冷却至 4℃。取产物 10tA，经 2％琼脂糖凝胶电泳， 

溴化乙锭(EB)染色，紫外灯下观察扩增结果。 

1．2．3 扩增产物的检测 按丙烯酰胺：N、 ’一甲叉双丙烯 

酰胺为38：2的比例配制 8％的变性凝胶，胶版中含 4rrd／L 

的尿素。取 1 产物、1 上样缓冲液点样于相应的上样 

孑L，低温(200V)电泳 2．5h结束。用银染法染色并照相记录。 

以pUC19DNA／MspI(HpaH)DNA片段和本室自制的等位基因 

分型标准物(采用扩增产物混合一纯化一重扩增法) 作为标 

准对照，结合Quality one软件分析系统，确定样本的基因型， 

以微卫星位点的核心序列重复次数命名等位基因。 

1．2．4 统计学处理 统计分析用 SAS 6．12软件，eNOS 

(CA)n基因型与等位基因频率采用直接基因计数法计算，研 

究对象与 Hardy—Weinberg平衡的符合程度及组间的等位 

基因频率的比较采用 检验，P<0．05为有显著性差异。 

杂合度(H)和多态信息含量(PIC)分别按 Nei E8 J和 Schur_9 方 

法计算。 

2 结 果 

2．1 PCR产物电泳结果 

图 l为该多态性位点常见 的几种基因型 PCR 

产物聚丙烯酰胺凝胶电泳银染 图谱 ，人群中共检出 

23种等位基因，这 23种等位基因所含 CA重复次数 

分别为 19～41，扩增片段长度范围 144bp～188bp。 

频率分布介于 0．34％～14．1％，以长度为 166bp的 

(CA)30等位基因最常见，188bp的(CA)4l等位基因 

分布频率最低。CA重复次数与相应分子量关系可 

通过公式 (CA) =1／2(fragment length一106)计 

算[引。该位点杂合度为 0．85，多态信息量为 0．83， 

是一个含有较高遗传信息的DNA标志。 

M l 2 3 4 5 6 7 8 9 

≮  

确 

嘲 簪 

图 1 eNOS基因(CA}n重复序列PCR产物聚丙烯酰胺凝胶电泳及硝酸银染色分型结果 

M：分子量标准：1～9分别为不同个体 DNA经 PCR扩增后行 8％聚丙烯酰胺凝胶电泳及硝酸银染色结果， 

1～9不同个体的基因型分别为28／31、30／33、34／34、29／32、30／30、32／33、28／32、29／33、29／31 

曩
⋯ 
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图 2 中国人群与高加索人群 eNOS基因(CA)n微卫星位点等位基因分布比较 
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2．2 中国汉族人群 中等位基 因及基因型的分布 

eNOS基因(CA)n微卫星位点在中国人群中的分 

布情况见表 1，23种等位基因在人群中的分布频率如 

F：(CA)3o 14．1％、(CA)29 10．8％、(CA)31 10．5％、 

(CA)328．4％、(CA)348．1％、(CA)337．6％、(CIA)28 

6．0％、(CA)35 5．5％、(CA)26 3．95％、(CA)27和 

(CA)36均为 3．6％、(CA)253．3％、(CA)372．4％、 

(CA)382．1％、(CA)23 1．9％、(CA)24 1．7％、(CA)39 

1．5％、(CA)21 1．4％、(CA)22 1．0％、(CA)20和 

(CA)4o均为 0．8％、(CA)】90．52％、(CA)4】0．34‘}6。 

人群中共检出93种基因型，经检验基因型分布符合 

Hardy—Weinberg平衡( =98．75，P>0．05)。 

2．3 中国人群与高加索人群等位基因分布比较 

图2显示了eNOS基因(CA)n各等位基因在中 

国人群和高加索人群【3]中的分布情况 ，二者相比基 

因分布在总体上基本一致，但某些等位基 因频率有 
一 定差异，统计学检验和比较表明中国人群与高加 

索人群差异显著的 11个等位基因频率分别为(CA)，， 

(1．03％VS．0．5％)、(CA)23(1．9％VS．3．4％)、(CA)26 

(3．95％VS．2．5％)、(CA)27(3．6％VS．1．9％)、(CA)，R 

(6．0％VS．9．3％)、(CA)30(14．1％VS．8．9％)、(CA) 1 

(10．5％vs．13．8％)、(CA)32(8．4％VS．11．8％)、(CA)33 

(7．6％VS．12．3％)、(CA)34(8．1％VS．1 1．2％)、 

(CA) s(5．5％VS．9．9％)， 检验 P均<0．05。在 

高加索人群 中分布频率最高的等位基因是 (CA)3l 

(13．8％)，其次是 (C )33(12．3％)、(C )32(11．8％)、 

(CA)34(11．2％)、(CA)29(10．2％)、(CA)35(9．9％)、 

(CA)28(9．3％)，而中国人群中分布频率最高的等位 

基因是((、A)3o(14．1％)，其次是(CA)29、(CA)3l、 

(CA)32、(CA)34、(CA)33、(CA)28、(CA)35等。 

3 讨 论 

Hardy和Weinberg在上世纪初证明，一个群体 

如果满足四个条件 ，即群体无 限大、随机交(婚 )配 、 

没有突变、没有 自然选择，则群体的基因型频率从一 

代到另一代保持不变，即实现遗传平衡。这一理论， 

奠定了现代群体遗传学的基础，被尊称为 Hard 

Weinberg定律。以上条件中，突变和 自然选择作用 

的方向相反 ，通常相互抵消。而一个群体是否足够 

大，是否随机婚配，则需要进行遗传平衡检验。我们 

研究的样本符合 Hardy---Weinberg遗传平衡 ，则表 

明样本群体足够大，随机婚配，选样具有代表性。 

遗传标记是一类能够区分不同的个体和群体， 

同时又能稳定遗传的物质。它是遗传分析的基础。 

遗传标记的多态性程度及其应用价值一般可用杂合 

度(H)、多态信息含量(PIC)等指标来衡量，其中 H 

能客观反映群体 的遗传变异水平：复等位基 因越 

多，群体中杂合体越多，杂合度越高，群体中任意二 

人相 同的概率 越小 ，越有 利 于基 因的连锁 分析： 

PIC反映一个遗传标记所包含或所能提供的遗传信 

息容量 ，即可以利用某一多态性位点作为遗传标记 

进行基 因连锁分析的概率。本研究 中 eNOS基因 

(CA)n二核苷酸重复序列基因多态性位点共检测 

出 23种等位基因和 93种基因型，其中 H与 PIC分 

别为 0．85和 0．83，说明该位点是一个含有较高遗 

传信息的DNA标记，而且实验结果可靠，具有较高 

应用价值，可用于人类群体遗传学等研究。 

本研究检测出的等位基因和基因型的数量和频 

率分布，与国外报道的高加索人群相比，基因分布总 

体上基本一致，但有 11种等位基因频率差异显著， 

分别为：(CA)22、(CA)23、(CA)26、(CA)27、(CA)28、 

(CA)30、(CA) (CA) (CA) 、( A) (CA)35(P 

均<0．05)。另外 ，中国人群 中没有 发现 (CA)l7、 

(CA)I8、(CA)42、(CA)43、(CA)44等 5种等位基 因： 

从基 因 型 的 分 布 看，中 国汉 族 人 群 以 (CA) 

(CA)3o、(CA)28(CA)3o、(CA)29(CA)31、(CA)29 

(CA) 等基因型分布频率较高 ，而高加 索人群 以 

(CA)3l(CA)32、(CA)32(CA)33、(CA)31(CA)35等基 

因型更为多见。这些差别可能与种族差异有关 ，因 

此，了解不同民族 、不同地区人群中 eNOS基因的多 

态性位点的遗传特点，是研究该基因变异与疾病发 

生关系的基础与前提。 

eNOS基因的多态性应用 于疾病的研究 ，近年 

来有所报道。Stangl E3 J等人研究 了冠状动脉造影明 

确的冠心病患者和正常对照 ，发现 高加索人群 中 

eNOS基 因第 13内含 子 CA 重复 序 列较 多 (≥ 

(CA) )时，冠心病危险性增加，认为该多态性是冠 

心病的独立危险因素之一 。Nakayama T_4 J等在研 

究 日本人群 eNOS基因第 l3内含子(CA)n与原发 

性高血压的相关性时发现(CA)33与不伴随左心室肥 

大的原发性高血压相关 ，并进一步提出(CA)33可看 

作日本人群原发性高血压的遗传标志。Li c-l0 等 

在中国人群中发现 eNOS基因第 7外显子 894G—T 

突变和第 4内含子 27bp串联重复序列与糖尿病 肾 

病相关，携带第 7外显子 T等位基因和第 4内含子 

a等位基因时，糖尿病肾病患病率显著高于其它等 

位基因；黄惠彬ll1 J等发现 eNOS基因 27bpVNTR 
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多态性与中国汉族人原发性高血压(essentiai hvDe卜 

tension)及 2型糖尿病(type 2 diabetes meIlkus)发生 

有关。由于基因及基 因型的分布具有种族差异性， 

在中国正常人群中获得 eNOS基因各多态性位点的 

统计资料 ，对于进一步研究多态性基 因座与各类疾 

病的相关性将有重要应用价值。 
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一

起误服灭鼠药中毒事件的调查报告 

苏 瑛 ，冯 直 ，侯 剑 ，刘建民 

(重庆市渝中区卫生局卫生监督所，重庆 400010) 

2003年 12月 17日晚 9：30h重庆市渝中区卫生局卫生 

监督所接到市卫生监督所转市长公开电话通知(误服鼠药的 

9名学前班家长电话投诉到市长公开电话)，渝中区某小学学 

前班数名学生误服灭鼠药在某医院门诊救治，我所立即前往 

医院和学校进行调查，现将情况报告如下。 

17日上午 9时街道社区杀虫灭鼠站在该校投放某全国 

灭鼠药物基地生产的 0．0375％灭鼠醚毒饵，投放点 3个．分 

别投放毒饵 50g。14时左右该校教师发现有学生在玩灭鼠 

药，经迫问 1名学生在 16时左右承认将毒饵当做巧克力服 

食，并和另一同学一起分给了其他 7位同学同时服食，学校 

于当日16时 30分至 18日5时对所有服食过灭鼠药毒饵的 

9名学生全部找到并送往同一医院救治。当时，9名学生均 

无明显症状及体征。 

1 临床资料 

该次鼠药中毒事件共累及 9名学前班学生，其中男生 8 

名，女生 1名，年龄 5至 6岁，自称服食数量 1至 10颗不等， 

其中女生自称尝了 1颗，因口感麻木当即吐出：医院接诊后 

立即对声称服食过 10颗毒饵的学生进行洗胃治疗，并对全 

部学生给予 VK 进行解毒治疗，其后症状逐渐缓解 服食 

较少的女生恢复较好，症状较轻，复查凝血功能正常，于次日 

出院。 

另8名男生留院治疗，误服后约 lOh调查，一般情况 良 

好，无特别的症状和体征，1人于第 2天出现窦性心动过缓和 

窦性心律不齐，2至5天后 8人开始不同程度出现皮肤瘀斑。 

经过进一步的 VK 解毒治疗和对症治疗，分别于20至42天 

后全部检验指标正常出院。 

2 实验室检查 

住院期间 8名学生的血常规、血小板计数指标均正常。 

1人第 2天粪便隐血弱阳性，第 3天转阴。8名学生均出现 
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