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%
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早发冠心病血瘀证与血管紧张素转化酶基因单核苷酸

多态性的相关性研究

李$琳$李$杰$胡志希$简维雄$王建国$于文欣$凌$智$袁$倩

摘要$目的$探讨早发冠心病!

D1G1.?GH C/?GI J@B/?B/

"

'K<

#血瘀证与血管紧张素转化酶!

?.L@1

#

I/.B@. D1.M/GI@.L /.NH>/

"

O'=

#基因单核苷酸多态性的相关性$ 方法$从
O'=

基因选取
&

个单核苷酸

多态性!

B@.L2/ .-D2/1I@J/ P12H>1GPC@B>B

"

Q4R

#位点
GB6&6&

%

GB6!7&

和
GB6!%9&8$

"建立基于飞行时

间质谱分析技术的方法"检测各
Q4R

位点的等位基因和基因分型"对比各组等位基因和各基因型频率$ 结

果$

O'=

基因多态性位点
GB6!7&

%

GB6!%9&8$

的基因型相似"而
O'=

基因多态性位点
GB6&6&

基因型和

等位基因的分布与健康对照组比较"

!

%

"

组差异有统计学意义!

R S"

!

"$

"

R S"

!

"#

#"

T

等位基因频率高

于与健康对照组 !

R S"

!

"$

"

R S"

!

"#

#&基因型频率的相对患病风险分析显示"

O'=

基因
Q4R

位点

GB6&6&

基因型的
T

等位基因携带者!

TT U OT

#患早发
'K<

的风险是非
T

等位基因携带者的
&

!

%

倍

!

7$V')

'

#

!

!!6

"

#"

!

$8$

"

R W"

!

"!

#"经
X1L@BI@D

回归分析校正性别%年龄%

*'

%

*T

等风险因素之后"差异

仍有统计学意义!

EY W &

!

776

"

7$V ')

'

#

!

!&"

"

#!

!

796

"

R W "

!

"!#

#$ 结论$

O'=

基因位点
GB6&6&

!

T!&$"O

#多态性可能是早发
'K<

发病的危险因素之一"但可能不是早发
'K<

血瘀证的易感因素$

关键词$早发冠心病&血管紧张素转化酶基因&单核苷酸多态性&飞行时间质谱
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?.J GB6!%9&8$ Z/G/ B/2/DI/J ?I Q4R _G1> O'=
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$$冠心病$

D1G1.?GH C/?GI J@B/?B/

"

'K<

%是严重

危害人类生命健康的多发疾病之一"发病率及病死率

呈上升趋势"专家预测到
!"!"

年"

'K<

将成为全球

最主要的死亡原因'

#

(

)

'K<

发病年龄男性
S$$

岁"

女性
S%$

岁"称为早发
'K<

'

!

(

"血瘀证是
'K<

最常

见的证型之一'

&

"

$

(

) 血管紧张素转换酶$

?.L@1I/.B@.

D1.M/GI@.L /.NH>/

"

O'=

%基因被认为与
'K<

的发

生密切相关"但此前研究多集中在在
O'=

基因
)F<

多

态性"本课题组前期研究示
O'=

基因
<<

型是
'K<

血瘀证的易感基因'

%

"

9

(

"但关于单核苷酸多态性$

B@.

#

L2/ .-D2/1I@J/ P12H>1GPC@B>B

"

Q4R

% 位 点

GB6&6&

*

GB6!7&

*

GB6!%9&8$

尚未见报道"现将研究

结果报告如下)

资料与方法

#

$诊断标准

#

!

#

$

'K<

诊断标准$至少
#

支冠状动脉直径

狭窄
e$" V

"并参照中华医学会心血管病学会
!""9

年
&

月制订的+慢性稳定性心绞痛诊断与治疗指南,

和+不稳定性心绞痛与非
Q*

段抬高性心肌梗死诊断

与治疗指南,

'

8

(

)

#

!

!

$

'K<

初步辨证分型标准$参照-中华人

民共和国中医药行业标准!中医病证诊断疗效标

准.

'

7

(的辨证分型标准属心血瘀阻证) 主症#胸闷心

痛"痛如针刺&次症#面色晦暗
F

口唇青紫
F

爪甲发青&

舌象#舌质紫暗
F

舌有瘀斑&脉象#细涩
F

结代&主症
#

项加次症
!

项加舌脉
#

项"为心血瘀阻证)

!

$纳入标准$$

#

%符合上述
'K<

诊断标准及冠

心病中医辨证分型标准&$

!

%早发
'K<

发病年龄男
S

$$

岁"女
S%$

岁&$

&

%湖南地区出生"汉族&$

6

%知情

同意参与研究者)

&

$排除标准$$

#

%伴严重高血压*糖尿病*恶性

肿瘤*肝肾疾病及甲状腺病患者&$

!

%糖尿病性心肌

病*甲状腺功能亢进性心脏病*高血压性心脏病*肺源

性心脏病*贫血性心脏病*系统性硬皮病性心脏病*风

湿性心脏病等患者&$

&

%精神系统疾病患者)

6

$一般资料$

7%

例均为
!"#&

年
#

月/

!"#&

年

#!

月湖南中医药大学第一附属医院*湖南省中医院*

湖南省中医药研究院*长沙市砂子塘社区卫生服务中

心*长沙市黑石铺社区卫生服务中心和冶金部长沙冶

金研究设计院卫生服务中心的患者) 早发
'K<

血瘀

证组$简称
!

组%

!#

例$男
8

例"女
#&

例%"平均年龄

$

$7

!

!6

%

%

!

87

%岁&早发
'K<

非血瘀证组$简称
"

组%

&"

例$男
##

例"女
#7

例%"平均年龄$

$7

!

99

%

9

!

"$

%岁&非早发
'K<

血瘀证组$简称
#

组%

!$

例

$男
7

例"女
#%

例%"平均年龄$

%"

!

#!

%

6

!

79

%岁) 健

康对照组
!"

名均为经体查和生化检查符合健康人判

断标准"且符合上述年龄*地区和民族条件者"其中男

##

名"女
7

名"平均年龄$

$9

!

#$

%

%

!

96

%岁) 其中
"

组为经筛选在年龄*性别与
!

组患者差异均无统计学

意义的其他疾病血瘀证患者)

6

组性别*年龄*体重指

数$

[,)

%*空腹血糖 $

b[T

%*高密度脂蛋白胆固醇

$

K<X

#

'

%*收缩压$

Q[R

%*舒张压$

<[R

%组间比较"

差异均无统计学意义$

R e "

!

"$

%) 与健康对照组比

较"

!

组总胆固醇$

*'

%*甘油三酯$

*T

%差异有统计

学意义$

R S"

!

"#

%)

"

组
*'

*

*T

*低密度脂蛋白胆固

醇$

X<X

#

'

%"差异亦有统计学意义 $

R S "

!

"#

%)

!

组与
"

组比较"

*'

*

*T

的差异有统计学 意 义

$

R S"

!

"#

%"见表
#

)

$

$检测方法

$

!

#

$提取基因组
<4O

$采集
=<*O

抗凝外周血

&

!

" >X

"使用北京康为全血基因组
<4O

提取试剂盒获

取
<4O

)

<4O

的提取在湖南省重点实验室中医诊断

学实验室完成) 用紫外分光光度计测定
<4O

纯度和

浓度"

E<

!%"

FE<

!8"

位于
#

!

8 f !

!

"

之间"

E<

!%"

FE<

!&"

e!

!

"

"则认定
<4O

合格) 提取的
<4O

置于"

8"

&

冰箱保存备用)

$

!

!

$引物设计$采用
Q/c-/.1>

公司
OBB?H

表
#

#

6

组临床资料比较$$

]

%

B

%

项目
!

组$

!#

例%

"

组$

&"

例%

#

组$

!$

例% 健康对照组$

!"

名%

性别$男
F

女%

8F#& ##F#7 7F#% ##F7

年龄$岁%

$7

'

!6

%

%

'

87 $7

'

99

%

9

'

"$ %"

'

#!

%

6

'

79 $9

'

#$

%

%

'

96

[,)

$

dLF>

!

% !!

'

%8

%

&

'

$" !&

'

$7

%

&

'

$7 !&

'

&%

%

&

'

#8 !#

'

7$

%

!

'

9!

b[T

$

>>12FX

%

6

'

77

%

"

'

9% $

'

67

%

#

'

#9 $

'

!7

%

"

'

88 $

'

#"

%

"

'

&8

*'

$

>>12FX

%

$

'

6%

%

#

'

#&

!

6

'

&8

%

#

'

"6

"

%

'

"#

%

"

'

77

!

&

'

79

%

"

'

7!

*T

$

>>12FX

%

#

'

99

%

"

'

%%

!

#

'

!#

%

"

'

6$

"

#

'

7#

%

"

'

%8

!

#

'

!!

%

"

'

#7

K<X

#

'

$

>>12FX

%

#

'

&8

%

"

'

%$ #

'

!9

%

"

'

&$ #

'

&7

%

"

'

&9 #

'

!$

%

"

'

&%

X<X

#

'

$

>>12FX

%

!

'

$#

%

"

'

9# !

'

&7

%

"

'

98

&

'

$%

%

"

'

96

!

!

'

&8

%

"

'

%6

Q[R

$

>>KL

%

#&7

'

$$

%

##

'

78 #&#

'

7"

%

#$

'

%& #&8

'

7%

%

#$

'

79 #&&

'

!#

%

8

'

7&

<[R

$

>>KL

%

8&

'

&$

%

#&

'

#$ 98

'

"9

%

%

'

&% 8#

'

6"

%

#"

'

7# 8#

'

86

%

9

'

"%

$$注#与健康对照组比较"

!

R S"

'

"#

&与
!

组比较"

"

R S"

'

"#
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</B@L./G &

!

#

软件包设计扩增*延伸引物"每个
Q4R

位点对应两条
R'Y

扩增引物和一条延伸引物$表
!

%"

引物由
).M@IG1L/.

公司合成)

$

!

&

$

Q4R

等位基因分型$本项目采用
Q/c-/.

#

1>

公司
,?BB OYYO;

平台
@RX=g T12J OBB?H

方

法进行基因分型实验"该平台是基于基质辅助激光解

析电离时间飞行时间质谱的实验技术) 步骤如下#将

# $X #".LF$X

的
<4O

模板加入
&86

孔板中$

R'Y

反应条件#

7$

&

! >@.

&

7$

&

&" B

"

$%

&

&" B

"

9!

&

&" B

"

6$

个循环&

9!

&

$ >@.

%"

R'Y

产物中加

入
! $X QOR

反应混合物"反应条件#

&9

&

6" >@.

&

8$

&

$ >@.

"然后根据
Q/c-/.1>

程序进行单碱基

延伸反应"条件为#

76

&

&" B

&

76

&

$ B

&$

$!

&

$ B

"

8"

&

$ B

"

$

个循环%"

6"

个循环&

9!

&

& >@.

) 在终

止反应物中加入
% >LF

孔纯化树脂"混合后加入
#% $X

JJK

!

E

) 将树脂纯化过的延伸产物点制芯片"速度

8" >>FB

"将点制的芯片放置在
Q/c-/.1>

质谱基因

分析仪芯片槽内"设置为
@RX=g T12J

"运行
Q/c-/.

#

1>

质谱基因分析仪"进行基因分型) 本步骤有上海

伯豪生物有限公司完成)

%

$统计学方法$采用
QRQQ #8

!

"

软件统计分

析数据) 计量资料以
]

%

B

表示"经正态性检验"方差

齐性检验"方差齐者"两组比较采用
I

检验"多组比较

用方差分析&方差不齐者"用秩和检验) 计数资料采用

%

! 检验"等级资料采用秩和检验&相关因素及校正相

关危险因素对该相对风险度的影响采用
X1L@BI@D

回

归分析) 各组等位基因分布差异采用
%

! 检验"

R S"

!

"$

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$

Q4R

分型结果$图
#

*

!

%$

GB6&6&

*

GB6!7&

都有
T

和
O

两种等位基因"包括
TT

*

OO

*

OT &

种基

因型"

GB6!%9&8$

有
'

和
*

两种等位基因"包括
''

*

*'

*

** &

种基因型)

表
!

#

O'=

基因
Q4R

位点扩增引物及延伸引物序列

Q4RB

位点 扩增引物 延伸引物

GB6&6&

b

#

$

("

O'T**TTO*T''*O''OTO*'*TO'TOO*T

"

&

(

Y

#

$

("

O'T**TTO*T'O*T'''O*OO'OTT*'**'

"

&

(

$

("

**TO'TOO*T*TO*TT''O'

"

&

(

GB6!7&

b

#

$

("

O'T**TTO*TTT*TTTTOT**O'***'*T*

"

&

(

Y

#

$

("

O'T**TTO*T*'O*OOO''OT''*OTTTOT

"

&

(

$

("

TTOT**O'***'*T**OOOTTOO

"

&

(

GB6!%9&8$

b

#

$

("

O'T**TTO*TTO**T'O'OT'''O*OOTOT

"

&

(

Y

#

$

("

O'T**TTO*TOT''OTT**O*'*'*'*OTT

"

&

(

$

("

OTOTOOOOOT'''OOO'O

"

&

(

图
#

#

GB6&6&

位点基因分型
,OX<)

#

*Eb

质谱峰值图

$$

图
!

#

GB6!%9&8$

位点基因分型
,OX<)

#

*Eb

质谱峰值图
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%

!!"%##!

$$

!

$

K?GJH

#

+/@.`/GL

遗传平衡检验$对研究对

象
&

个
Q4R

位点进行
K?GJH

#

+/@.`/GL

平衡检验"基

因型分布实际值近似于推算获得的期望值"提示
&

个

Q4R

位点处于遗传平衡状态$

R e"

!

"$

%"表明用于研

究的样本来自遗传平衡的群体"具有良好的代表性)

&

$

O'=

基因
Q4R

位点多态性分型$表
&

%$

6

组人群中"

O'=

基因多态性位点
GB6!7&

*

GB6!%9&8$

的基因型相似"而
O'=

基因多态性位点
GB6&6&

基因

型和等位基因的分布与健康对照组比较"

!

*

"

组差异

有统计学意义$

R S"

!

"$

"

R S"

!

"#

%&

T

等位基因频

率高于健康对照组$

R S"

!

"$

"

R S"

!

"#

%)

6

$

O'=

基因
Q4R

位点
GB6&6&

基因型与早发

'K<

患病风险之间的关系$表
6

%$基因型频率的相

对患病风险分析显示"

O'=

基因
Q4R

位点
GB6&6&

基因型的
T

等位基因携带者$

TT U OT

%患早发
'K<

的风险是非
T

等位基因携带者的
&

!

%

倍$

7$V ')

#

#

!

!!6

"

#"

!

$8$

"

R W "

!

"!

%"经
X1L@BI@D

回归分析校

正性别*年龄*

*'

*

*T

等风险因素之后"差异仍有统计

学意义 $

EY W &

!

776

"

7$V ')

#

#

!

!&"

"

#!

!

796

"

R W"

!

"!#

%)而对比早发
'K<

血瘀证患者与健康对

照组患者基因型频率的相对患病风险"差异无统计学

意义$

R e"

!

"$

%)

讨$$论

'K<

是指冠状动脉$冠脉%发生粥样硬化引起管

腔狭窄或闭塞"导致心肌缺血缺氧或坏死而引起的心

脏病"也称缺血性心脏病'

#"

(

) +肾素血管紧张素系

统, $

G/.@.

#

?.L@1I/.B@. BHBI/>

"

YOQ

%在动脉粥样

硬化的形成中起着重要作用"

O'=

是
YOQ

的主要成

分"

O'=

可催化
#"

肽血管紧张素
!

在局部血管壁产

生血管紧张素#

"

$

O.L "

%"从而引起局部
O.L "

浓

度增高"血管紧张素
"

是有力的缩血管物质"内皮细胞

受损时"

O.L "

可使新生内皮*血管平滑肌细胞和细

胞间质增生"导致血管硬化'

##

(

) 课题组前期研究示

O'=

基因
<<

型是
'K<

血瘀证的易感基因'

%

"

9

(

) 本

次研究在前期基础上"对
O'=

基因
Q4R

位点

GB6&6&

*

GB6!7&

和
GB6!%9&8$

进行分型"并探讨其

与早发
'K<

血瘀证的相关性)

O'=

基因多态性位点
GB6&6&

$

T!&$"O

%"位于

#9

外显子"与
O'= )F<

多态性位点相距
#!9`P

)

bG/@I?B O)

研究示'

#!

(

"

O'= )F< <<

型和
O'= ##8%"

$

GB6&6&

%

TT

基因型是葡萄牙
'K<

人群的危险因

素"其中
O'= )F< )

等位基因和
O'= ##8%" O

等位基

因的协同作用可以降低
'K<

的发生"而
O'= ##8%"

$

GB6&6&

%

TT

基因型则是
'K<

发生的危险因素"特

别是早发
'K<

人群)

GB6&6&

$

T!&$"O

%可独立影响

血清或组织中
O'=

的表达水平"是巴基斯坦原发性

高血压人群的易感因素'

#&

(

"

T

等位基因可导致
O'=

水平升高"其影响作用较
GB6&6"

$

)F<

%更显著'

#6

(

) 而

高血压是
'K<

的危险因素"因此我们推测
GB6&6&

$

T!&$"O

%与早发
'K<

血瘀证相关) 而
GB6!%9&8$

与
'K<

的相关性在
=22@B 5X

'

#$

(的研究中被证实)

课题组前期研究示
O'=

基因
<<

型是
'K<

血瘀

证的易感基因'

%

"

9

(

"本研究在此基础上"从
O'=

基因选

取
&

个
Q4R

位点
GB6&6&

*

GB6!7&

和
GB6!%9&8$

"建立

基于飞行时间质谱分析技术的方法"检测各
Q4R

位点

的等位基因和基因分型"对比各组等位基因和各基因

型频率) 结果认为
O'=

基因位点
GB6&6&

$

T!&$"O

%

表
&

#

O'=

基因位点基因频率和基因型统计

组别 例数
GB6&6&

OO OT TT T O

GB6!7&

OO OT TT T O

GB6!%9&8$

'' *' * * * '

! !# % 7 %

!#

$

$"

'

"

%

!!

!#

$

$"

'

"

%

!!

% 9 8 !&

$

$6

'

8

%

#7

$

6$

'

!

%

#& 9 # &&

$

98

'

%

%

7

$

!#

'

6

%

" &" 7 #7 !

!&

$

&8

'

&

%

!

&9

$

%#

'

9

%

!

9 #7 6 !9

$

6$

'

"

%

&&

$

$$

'

"

%

#8 #" ! 6%

$

9%

'

9

%

#6

$

!&

'

&

%

# !$ #6 8 & #6

$

!8

'

"

%

&%

$

9!

'

"

%

## ## & &&

$

%%

'

"

%

#9

$

&6

'

"

%

## #! ! &6

$

%8

'

"

%

#%

$

&!

'

"

%

健康对照
!" #! 9 # 7

$

!!

'

$

%

&#

$

99

'

$

%

8 ## # !9

$

%9

'

$

%

#&

$

&!

'

$

%

## 7 " &#

$

99

'

$

%

7

$

!!

'

$

%

$$注#与健康对照组比较"

!

R S"

'

"$

"

!!

R S"

'

"#

表
6

#

O'=

基因
Q4R

位点
GB6&6&

基因型与早发
'K<

患病风险之间的关系

基因型
校正前模型

EY 7$V') R

校正后模型

EY 7$V') R

GB6&6& OO #

/ /

#

/ /

GB6&6& OT &

'

!"" #

'

"6"

"

7

'

86! "

'

"6! &

'

%6& #

'

"%#

"

#!

'

$#% "

'

"6"

GB6&6& TT %

'

6"" "

'

9""

"

$8

'

$!! "

'

#"" %

'

#"! "

'

%"8

"

%#

'

#7& "

'

#!6

GB6&6&OT UTT &

'

%"" #

'

!!6
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#"

'

$8$ "

'

"!" &

'

776 #

'

!&"

"

#!

'
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'

"!#



!!%&##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

0123 &$

"

41

!

%

多态性可能是早发
'K<

发病的危险因素之一)

目前"常用的
Q4R

位点检测方法都是以
R'Y

为

基础"主要有
QQ'R

*等位基因特异性探针法*

YbXR

等"

,OX<)

#

*Eb ,Q

技术是通过激光激发使基质"样

品之间发生电荷转移"电离的样品在电场作用下飞过

真空管"根据到达检测器的飞行时间不同而被检测"即

通过离子的质量电荷之比$

,F:

%与离子的飞行时间成

正比来分析样品的分子量) 它具有高通量*灵敏度好*

特异性高等优点"被广泛应用于遗传多态性
Q4R

的研

究中'

#%

(

)

由于本研究样本数量有限"且仅通过横断面研究"

存在一定局限性) 因此今后还需要在不同地域和不同

人种间扩大样本量"并进一步实验来进一步验证该结

果&另外
GB6&6&

基因多态性导致蛋白表型的差异"不

同突变形式的蛋白究竟通过何种机制或信号通路影响

早发
'K<

血瘀证易感性"值得深人探讨)
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