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汉族人群 NOS2 C一1 1 73T、G一954C单核苷酸多态性及其 

等位基因频率与组合分布特征研究 

马厚勋 ，谢正祥 ，牛永红 ，李章勇 

(1．重庆医科大学临床学院老年病科，重庆 400016；2．重庆医科大学基础学院生物医学工程研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：分析中国汉族人群诱导型一氧化氮合酶(N()s2)基因启动子区c一1173T、G一954(、单核苷酸多态性搜其等位 

基因频率与组合分布特征。方法：获取选择自然人群个体 565人(男 314例，女 251例)血白细胞基因组 DNA，利用嵌套式等 

位基因特异性引物 PCR技术检测 NOS2 C一1173T、NOS2 G一954C SNP。结果：NOS2 C一1173T SNI 基因型分布 CC、【 、 

TT分别为 66．73％、26．37％、6．90％，( 、T等位基 因频率分别为 79．88％、20．12％。NOS2 G一954(7 SNP基 因型分布 ( 、 

GC、CC分别为 61．77％、37．88％、0．35％，G、C等位基因频率分别为 80．71％、19、29％。研究发现了 NOS2基因在 2位点的 

SNP前 5种组合基因型分布 ：NOS2 C一1173C+G一954G 233例(41．24％)，NOS2 C一1173C+G一954(?143例(25．31‘J／n)， 

NOS2 C一1173T+G一954G 89例(15．75％)，NOS2 C一1173T+( 一954C 59例(10．44％)，NoS2 T一1173 I、+G一954(；27例 

(4．78％)。结论：本研究揭示了中国汉族人群 NOS2基因的 2位点的SNP基因型及其组合分布特征 ，为研究该基因SNP与其 

生理功能和疾病的关系提供实验基础。 
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Genetype combination distribution and al lele frequency distribution of single nucleotide 

polymorphisms of NOS2 C——1 173T and G——954C in the Han Chinese population 

』ⅥA Houxun．el al 

(Department ofGeriatrics，College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study genetype combination distribution and allele frequency distribution of NOS2 C一1 1 73T and( 一954C 

single nucleotide polymorphisms(SNP)of inducible nitric oxide synthase(NOS2)in the Chinese Han nationality tx)pulation．Meth— 

Ms：Genomic DNA of leukocytes in venous blc~d was obtained from 565 Han Chinese people(female 251 and male 314)．The NOS2 G 

一

954C and NOS2 C一1 173T SNPs were genotyped by nested allele—specific primer(NASP)PCR．Results：The genotype frequen— 

cies of CC，cr and TT were 66．73％ ．26．37％ an d 6．90％ respectively in the NOS2 C一1173T SNP．C and T allele haplotype fre— 

quencies of NOS2 C一1173T SNP was 79．88％ and 20．12％ respectively．The genotype freq uencies of NOS2( ；．GC and CC were 

61．77％ ，37．88％ and 0．35％ respectively in the NOS2 G一954C SNP．G and C allele haplotype frequencies was 80．71‘J／n and 19． 

29％ respectively in the NOS2 G一954C SNP．The preceding 5 combinations in the natural combination distribution of two sites of 

NOS2 SNP were found as follows：(1)The genotype combination of 233 subjects was NOS2 C一1 1 73C+G一954G．its probability be— 

ing 41．24％．(2)The genotype combination of 143 subjects was NOS2 C一1173C+G一954C．its probability being 25．31％．(3)The 

genotype combination of 89 subjects was NOS2 C一1173T+G一954G．the probability being 15．75％．(4)The genotype combination 

of 59 subjects was NOS2 C一1173T+G一954C，the probability being 10．44％．(5)The genotype combination of 27 subjects was 

NOS2 T一1173T+G 一954G，the probability being 4．78％ ．Conclusion：This study shows the features of combination distribution 

and frequency distribuion of NOS2 SNPs and provides the basic laboratory data for the further study relationships among NOS2 SNPs
， 

its physiological function and diseases． 

【Key words】Inducible nitric oxide synthase；Single nucleotide polymorphisms(SNP)；Combination distribution：Haplotype；Nested al— 

lele—specific primer(NASP)lPCR technique 

作者介绍：马犀勋(1966 )，男，副主任医师，博士生， 

主要研究方向：老年心血管疾病基础与临床研究 

目前关于基因多态性与整体生理和疾病表现型 

的联系的研究，多数仅局限于单个基因，甚至是单个 
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位点的多态性 。诱导性一氧化氮合酶 (induced 

nitric oxide synthase，iNOS，NOS2)作为 No生物合 

成的关键酶(限速酶)的同功酶之一，其活性的高低 

必然影响 NO的合成及其生物学功能。已有研究发 

现位于第 17号染色体上的 NOS2A基因可能在人 

类高血压发病中起着重要作用l j；还有研究发现在 

Nos2(iNoS)启 动 区上 游 0．7kb处 的 AAAT／ 

AAAAT重复序列多态性与冠心病人的胰岛素抵抗 

及其心绞痛严重程度有关_3 。鉴于上述现况，本文 

就中国汉族人群 的 Nos2基 因启动子 区的 C一 

1173T、G一954C单核苷酸多态性(Single nucleotide 

polymorphisms，SNP)等位基因频率及其组合分布特 

征进行研究，以揭示其分布规律性特征，为人类疾病 

发生的基因分子生物学基础研究提供依据。 

1 研究对象与方法 

1．1 研究对象 

随机选择 自然人群个体 565人作为研究对象，男 314 

例，女 251例，男女之比为 1．25：1。年龄范围在 23～89岁， 

平均年龄 62±3．5岁。 

1．2 研 究方 法 

1．2．1 DNA提取 

EDTA抗凝外周静脉全血 lml，用试剂盒法(上海华舜 

生物工程有限公司)抽提白细胞染色体 DNA。 

1．2．2 NClS3基因 SNP检测 

1．2．2．1 引物序列选取及设计 

根据研究需要通过美国 NCBI(美 国国家生物信息中心) 

的鲫 Bank获取 N 基因序列及其相应位点的 SNP信息 

(NOS2)基 因序列来 自 鲫 Bank NO．AF017634．I-~no sapiens 

indu．．．[gi：3421050])。利用 Primer 5．0软件设计符合研究需 

要的引物。本研究所设计引物序列情况及其参数等，见表 1。 

在实际工作中，结合本研究的实验室条件进行优选，获得了符 

合实际条件的运行温度 (malting temperature in operation， 

Tmo)。所用引物均由中国大连宝生生物技术有限公司合成。 

1．2．2．2 利用套式等位基因特异性引物 (nested allele spe— 

cific primer)(NASP—PCR)PCR技术 检测 NOS2 G 954C 

SNP与 NOS2 C一1173 T SNP。 

本文以NOS2 G一954C SNP为例说明 NASP PCR技 

术原理。诱导性一氧化氮合酶(NOS2)基因启动区 G 954C 

SNP等位基因特异引物 (上游引物匹配反义链 ，下游引物匹 

配正义链)设计 ，如下图所示 ： 

等位基因特异上游引物 (突变型 )NOS2 954C：5’ 

GCT TCA GAG TFC GAG ACC A c 3’ 

等位基因特异下游引物 (突变 型)NOS2—954( ：5’ 

GTT TCA CCT TGT TGT CCT TGc 3’ 

有背景及下划线的字母表示等位基因特异性引物(3’ 

端)设计的SNP位点。 

680bp 

L 2 
等位基因特异性引物 砌  技术分析NOS2G一95 8NP原理图 

限制片段长度锚定(嵌套式)引物 

嵌套 式上游 引物 G1：5’ CTC AAC TTC T(、(、(vrA 

ATG TAG TTG 3’ 

嵌套式 下游 引物 ：5’一TGC(XTA GGT TCC AGA 

AGG CCA G 3’ 

1．2．2．3 PCR反应体系及条件 

本文 NOS2基因2个位点扩增的目标片段的GC比均在 

60％以下 ，检测 NOS2 G一954C、NOS2 C—l173 T SNP的 

PCR反应体系中所用 Hot start Taq酶 由中国天为时代 

(Times)生物有限公司提供。运用 SPRT001型扩增仪(美国 

Thermo Hybaid公司)进行 PCR扩增分析。PCR反应变性温 

主芭及其产物长度如表2所示，PCR反应具体条件如表3所 

示。PCR反应体系组成如表 3所示，全部试剂(包括缓冲体 

系、MgCI2、dNIP)皆由中国天为时代生物有限公司提供。 

表 1 引物及其退火参数 

注：genetype：基因型 primer引物 LP：引物长度 G 鸟嘌呤核苷酸 C一胞嘧啶核苷酸 A一腺嘌呤核苷酸 T一胸腺嘧啶核苷酸 

Tat：理论退火温度Ta：退火温度 Tao：运行温度 Da：退火时间，引物序列加框有下画线字母代表等位基因位点。 
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率分别为 80．7l％、l9．29％。 

2．2 oS2 C—l173T SNP与 NOS2 G一954C SNP 

的组合基因型分布情况 

本组资料显示上述 NOS2基因的 2位点 SNP 

组合类型仅有 8种，未发现 NOS2 T ll73T+C一 

954C组合 基因型。前 5种组合基 因型分别 为： 

NOS2 C—l173C十G 954G 233例(41．24％)，其中 

男性 128例(40．76％)；NOS2 C一1 173C十G一954C 

143例(25．31％)，其中男性 76例(24．20％)； OS2 

l 173T十G一954G 89例(15．75 )，其中男性 53 

例 (16．88％)；NOS2 C一1 173 F十(I 一954(759例 

(10．44％)．其中男性 32例(10．19％)；NoS2 T 

1173T十G一954G 27例(4．78％)其 中男性 l7例 

(5．41％)。其余见下表 5。 

表 5 OS2 C 1173T与 ()S2一( 一954C SNP组合分布 

注 ：TFREQ：全样本频率 FFREQ：女亚组频率 IVlFREQ：男亚组频率 F厂丁：样本中的女亚组 M／rr：样本中的男 绀 

3 讨 论 

一 氧化氮合酶(NOS)是一种催化 L一精氨酸生 

成的具有多种生物学活性的小分子物质 一一氧化氮 

(NO)的限速酶。一氧化氮(NO)作为外周与中枢神 

经系统的神经递质；在心血管系统具有维持血管张 

力、调节血压，抑制血管平滑肌细胞迁移、增生，抑制 

血小板聚集与白细胞对血管壁的粘附、调节心肌收 

缩与舒张功能的作用，并在心率变异性与心脏重塑 

调节方面起重要作用l5， ；在免疫防御机制方面具 

有杀菌与抑制肿瘤细胞生长等作用。已有研究证实 

由内毒素、细胞因子诱导产生的诱导性一氧化氮合 

酶(induced nitric oxide synthase，iNOS，NOS2)通过 

催化一氧化氮(nitric oxide，NO)的生成，参与了包 

括感染、肿瘤 、糖尿病 、骨关节炎等疾病以及病毒性 

心肌炎、心肌病 、动脉粥样硬化等心血管疾病的发 

生、发展过程。 

当前报导的关于 NOS2基因多态性研究主要集 

中在该基因前导区的重复序列[如(CCTTT) 重复 

序列、(TA ) ／(AAAAT) 重复序列 ]或单核苷酸 

多态性以及其对感染性疾病(如疟疾)、自身免疫性 

疾病、恶性肿瘤、糖尿病 以及冠心病等易感性的影 

响一 。。。一，并发现 (1)S2基因多态性与发生上述疾病 

有一定的相关性。国内学者吕星等_1。 研究 中国人 

群诱 导 性 一 氧 化 氮 合 酶 基 冈 前 导 区 NOS2 

(C 1v盯 ) 重复序列 多态性 时，新发现 了 NOS2 

(CCTTT)17、NOS2(CCTTT)18、 ()S2(CCTTT)19 

重复序列三种等位基因，并发现某 oS2(CCVUF) 

重复序列等位基因分布频率与两方人群相比有明显 

差异? 

目前关于 NoS2前导区的 ( 一954C、NOS2一 

(：l l73T SNP与疾病相关性研究较少。国外学者 

Kun等一 、Hobbs等 一研究报 导 NOS2G 954C、 

OS2 C1 173T SNP两个位点突变等位基因对非 

洲坦桑尼亚与肯尼亚儿童这一特定人群患疟疾的有 

保护作用．而在其他自然人群目前尚无有关 NOS2G 
一 954C、NOS2一C1 l73T SNP与疾病相关性研究的 

报导，也尚无有关上述位点 SNP等位基因组合分布 

特征的研究报导。 

本研究首次报道中国汉族人群 NOS2 G 954C 

SNP等位基因分布频率 G 954G为61．77％、G 

954C为37．88％、C一954C为 0．35％；NOS2—954 

( 等位基因单倍 型频率为 80．7l％， OS2—954C 

等位基因单倍型频率为 l9．29％ ()S2 C—ll73丁 

SNP等位基 因分布频率 C l173(7 66．73 )／n、C— 

l l73T 26．37％ 、T — ll73T 6．90‘％：NoS2一 ll73T 

等位基因单倍型频率为 79．88％，NOS2一ll73 T等 

位基因单倍型频率为 20．12％。 

本组资料显示中国汉族人群 ()S2 C—ll73T、 
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NOS2 G一954C SNP等位基因组合分布类型仅有 8 

种，尚未发现 NOS2 T一1173T+C一954C组合基因 

型。其前 5种组合基因型分别为：NOS2 C一1173C 

+G一954G 233例(41．24％)、 oS2 C一1l73C+G 
一 954C 143例(25．31％)、N()S2 C一1173T+G一 

954G 89例(15．75％)、NoS2 C—l l73T+G一954C 

59例(10．44％)、 oS2 T一1173T+G一954G 27例 

(4．78％)，且其组合基因型分布并不存在男、女性别 

的差异性。这种分布特征是人类发展中长期与环境 

相互作用(或称为自然选择或遗传压力)的结果，这 

对研究 NOS2基因 SNP及其组合分布和单倍体基 

因型分布在整体生理与疾病机制中的作用具有极其 

重要意义。但鉴于上述研究人群的样本量有限，尚 

需再扩大研究群体的样本量来加以证实。 
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