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冠状动脉粥样硬化性心脏病 (冠心病)是由遗

传和环境因素共同作用所致的复杂疾病 , 发病过

程与多基因之间和基因- 环境之间的相互作用等

有关。可能存在多个与冠心病相关的基因 ,这些基
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摘 要:【目的】研究血管紧张素转换酶 ( ACE)基因插入/缺失多态性、内皮型一氧化氮合酶 ( eNOS)基因

G894T多态性和载脂蛋白 E( ApoE)基因多态性与冠状动脉粥样硬化性心脏病 (冠心病)的关系。【方法】应用基

因芯片技术分析 133 例冠心病患者和 122 例对照者 ACE 、eNOS和 ApoE 基因多态性 , 对比两组基因型及等位

基因频率。【结果】冠心病组 ACE DD基因型频率比对照组显著升高 , 28.6% vs 13.1%, P < 0.01, ACE 基因多

态性与冠心病危险性相关。两组 eNOS 和 ApoE 基因型频率差异无统计学意义 ( P >0.05) , eNOS 和 ApoE 基因

多态性与冠心病危险性无明显相关。【结论】 ACE 基因多态性可能是中国人冠心病的危险因素 , 基因芯片技

术可能是研究多种易感基因与冠心病相关性的一种高效、敏感的方法。
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Abstract:【Objective】To study angiotensin- converting enzyme (ACE) gene insertion/deletion polymorphism,

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) G894T polymorphism and apolipoprotein E(ApoE) gene polymorphism in

relation to coronary heart disease (CHD).【Methods】ACE, eNOS, and ApoE gene polymorphisms of 133 patients

with CHD and 122 controls were analyzed by gene chip technology. The allele frequency and genotype distribution

were compared between the two groups.【Results】The frequency of DD genotype of ACE gene in patients with

CHD was higher than that of control( 28.6% vs 13.1%, P < 0.01) . The ACE gene polymorphism was associated

with an increased risk of CHD. The difference of eNOS and ApoE genotype distribution between the two groups was

not significant (P >0.05). The eNOS and ApoE gene polymorphisms were not associated with an increased risk of

CHD.【Conclusion】The ACE gene polymorphism may be a risk factor of CHD in Chinese. Gene chip technology

may be an effective and sensitive method to study the relationship of gene polymorphisms and CHD.
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因单个起作用或联合作用 , 还可能与传统易感因

素共同作用而增加冠心病的危险性。使用传统的

PCR 技术须分别检测多种易感基因 , 不利于冠心

病的快速诊断 , 且敏感性、重复性较差。本研究基

于此考虑应用基因芯片技术 , 同时检测血管紧张

素转换酶 (angiotensin- converting enzyme,ACE)、内

皮 型 一 氧 化 氮 合 酶 (endothelial nitric oxide

synthase,eNOS) 和载脂蛋白 E ( apolipoprotein E,

ApoE)基因多态性在冠心病发生发展中的改变。

1 对象与方法

1.1 对 象

佛山地区汉族冠心病患者 133 人 , 选自 2004

年 8 月- 2005 年 5 月住院病例 , 符合 1979 年世界

卫生组织关于缺血性心肌病的命名和诊断标准 ,

全部经冠状动脉造影证实 ;年龄(64±8)岁。男 100

例 , 女 33 例 , 其中心肌梗死 65 例 , 不稳定型心绞

痛 68 例。对照组佛山地区汉族 122 例 :健康体检

者、疑似冠心病人冠脉造影正常者,并除外心血管

疾病和糖尿病家族史者 ; 男 91 例、女 31 例 , 年龄

( 63±9)岁。本研究人群个体间无血缘关系。血脂异

常指血清总胆固醇 (TC)> 220 mg/dL、低密度脂蛋

白胆固醇(LDL- C)> 140 mg/dL、高密度脂蛋白胆固

醇(HDL)< 35 mg/dL或/和甘油三酯(TG)> 150 mg/

dL。高血压指收缩压≥ 140 mmHg, 或舒张压≥

90 mmHg。糖尿病符合 1999 年 WHO糖尿病诊断

标准 ,肥胖指体质量指数( BMI) > 24 kg/m2。冠心病

组和心肌梗死亚组血压、血浆 TCH 及 LDL- C水平

虽高于对照组 , 但两组性别、年龄及身高、体重、吸

烟史、血糖等各项临床参数具有可比性 , P > 0.05。

1.2 试 剂

由中国上海百傲科技有限公司提供 BaiO BE

系列基因芯片检测仪和基因芯片检测的试剂。

1.3 人基因组 DNA 的提取

被检者抽取肘静脉血 2 mL, 用 EDTA抗凝 ,

用快速裂解法提取基因组 DNA。

1.4 ACE、eNOS 和 ApoE 基因特异片段的 PCR

扩增

分别在各扩增液管中加入 Taq 酶管溶液 0.8

mL。在各扩增液管中分别加入阴性对照管溶液、

阳性对照管溶液或抽提好的样品上清液 ,混匀。把

各管放入 PCR 仪中 , 按下列条件扩增 : 94 ℃ 25 s,

56 ℃ 25 s, 72 ℃ 25 s, 做 40 个循环 , 最后 72 ℃ 5

s。取各管 PCR 扩增产物于 98 ℃热变性 5 min,取

出后迅速放入冰盒 , - 20 ℃放置。

1.5 杂交显色

在杂交舱中基因芯片与已变性 PCR 扩增产物

混合物混匀杂交 , 向杂交舱中加入显色液溶液 , 44

℃放置 40 min。

1.6 检 测

将显色载玻片置于 BaiO 基因识读仪上进行

检测 ,图像由该公司 Array Doctor 软件分析可自动

输出检测结果 , 最后检测出 ACE、eNOS 和 ApoE

基因的多态性位点。为考察基因芯片检测结果的

准确性 , 我们从基因芯片检测样本中随机抽取 3

份 , 送上海生物工程服务有限公司测序分析 3 份

样本中 ACE、eNOS和 ApoE 基因的基因型。测序

结果与基因芯片检测结果完全一致。

1.7 数据整理和统计学分析

以基因计数法计算各组病例和对照组的基因

型和等位基因频率。用 SPSS 11.0 软件包作统计学

处理。判别冠心病组和对照组基因型及等位基因

频率是否符合 Hardy- Weinberg平衡。冠心病组与

对照组基因型和等位基因频率之间的比较及联合

基因型分析用 χ2 检验。各组 ApoE 基因型与血脂

浓度的关系进行方差分析。

2 结 果

2.1 ACE、eNOS 和 ApoE 基因多态性检测

2.1.1 基因型频率适合度检测 冠心病组、心肌梗

死亚组及对照组基因型频率的检测结果显示皆达

到 Hardy- Weinberg平衡。

2.1.2 冠心病组 ACE 基因型 ACE DD基因型频

率与对照组相比差异有统计学意义 , DD基因型与

冠心病明显相关 , 两组 D等位基因频率差异无统

计学意义。心肌梗死亚组 ACE 基因型 : ACE- DD

基因型频率与对照组差异有统计学意义 , DD基因

型与心肌梗死明显相关。两组 D等位基因频率差

异亦无统计学意义(表 1, 2)。

2.1.3 冠心病组 eNOS 基因型 eNOS- TT 基因

型频率冠心病组与对照组差异无统计学意义 , P =

0.09 >0.05。两组 T等位基因频率差异无统计学意

义。心肌梗死亚组 eNOS基因型: TT基因型频率与

对照组差异无统计学意义,P = 0.09>0.05。两组 T
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等位基因频率差异亦无统计学意义(表 1, 2)。

表 1 血管紧张素转换酶和内皮型一氧化氮合酶基因的基因型频率分布

Table 1 Distribution of angiotensin- converting enzyme and endothelial nitric oxide synthase genotype frequencies

CHD

MI

Control

133

65

122

II

30.08

24.62

45.90

ID

41.35

46.15

40.98

DD

28.57 1)

29.23 1)

13.12

GG

85.71

87.69

86.89

GT

9.02%

10.77

12.30

TT

5.27% 2)

4.62 2)

0.81

n
ACE genotype(%) eNOS genotype(%)

Group

1) Compared with control group, P< 0.01; 2) Compared with control group, P >0.05

表 2 血管紧张素转换酶和内皮型一氧化氮合酶基因的等

位基因频率分布

Table 2 Distribution of angiotensin - converting enzyme and

endothelial nitric oxide synthase allele frequencies

2.1.4 冠心病 ApoE 基因型 E2/E2, E2/E3, E2/

E4, E3/E3, E3/E4, E4/E4 基因型频率与对照组差

异无统计学意义 , P >0.05。E2、E3 和 E4 等位基因

频率与对照组差异无统计学意义。心肌梗死亚组

ApoE 基因型 : E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4,

E4/E4 基因型频率与对照组差异无统计学意义 , P

>0.05。E2、E3 和 E4 等位基因频率与对照组差异

无统计学意义 , 冠心病组 6 种 ApoE 基因型的血脂

水平差异无统计学意义(表 3)。

CHD

MI

Control

100

65

122

I

0.51

0.48

0.56

D

0.49 1)

0.52 1)

0.44

G

0.90

0.92

0.93

T

0.10 1)

0.08 1)

0.07

ACE allele (%) eNOS allele (%)
nGroup

1)compared with control group, P >0.05

表 3 两组载脂蛋白 E 基因型与血脂水平的比较

Table 3 The comparison of apolipoprotein E genotypes and serum lipid profile between the two groups

CHD

Control

E2 /E2

E2 /E3

E3 /E3

E2 /E4

E3 /E4

E4 /E4

E2 /E3

E2 /E4

E3 /E3

E3 /E4

E4 /E4

n

2

30

82

4

13

2

23

2

79

16

2

TCH

3.29±0.53

4.88±1.35

5.14±1.59

5.99±1.03

4.96±1.15

6.52±1.68

4.99±1.09

7.41±1.69

5.37±0.94

5.52±1.15

4.63±0.27

TG

1.66±0.63

1.83±1.60

1.67±1.24

2.23±0.78

1.23±0.58

2.23±0.63

1.34±0.56

1.32±0.65

1.53±0.50

1.37±0.48

0.87±0.26

LDL- C

1.65±0.67

2.94±0.88

3.46±1.29

3.42±1.12

3.32±1.12

4.33±1.32

2.68±0.67

2.61±0.71

2.69±0.62

2.74±0.46

3.04±0.50

HDL- C

1.15±0.36

1.01±0.23

1.09±0.42

1.02±0.19

0.97±0.34

1.21±0.15

1.32±0.24

1.41±0.49

1.30±0.23

1.26±0.11

1.14±0.13

ApoE gene polymorphism was not associated with lipid levels of CAD, TCH: F=1.41, P=0.23; TG: F=0.64, P=0.61; LDL- C: F=2.59, P=0.03;

HDL: F=0.46, P=0.81, multiple comparisons of LDL- C, P >0.05

2.2 ACE、eNOS 和 ApoE 基因联合检测

为了评估 ACE、eNOS和 ApoE 基因在冠心病

中的相互作用 , 我们对不同的基因组合进行分析

(表 4)。ACE- DD和 eNOS- TT型联合 ,并无进一

步增加 CHD组的危险性 , P > 0.05。ACE DD型和

ApoE E3/E4+E4/E4 型联合 , 并无进一步增加 CHD

组的危险性 , P > 0.05。eNOS- TT型和 ApoE E3/

E4+E4/E4 基因型联合并无进一步增加 CHD组的

危险性 , P > 0.05。

表 4 冠心病组与对照组基因型联合分析

Table 4 Analysis of combined genotypes in patients with

coronary artery disease and controls

ACE DD +

ACE DD +

eNOS TT +

eNOS TT

ApoE E3 /E4+E4 /E4

ApoE E3 /E4+E4 /E4

χ2

0.42

0.01

0.60

P

0.52

0.92

0.44

( x±s, mmol /L)
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3 讨 论

3.1 ACE基因多态性与冠心病的相关性

ACE 通过最终生成血管紧张素Ⅱ和灭活缓激

肽而促进血管收缩, 刺激心肌和血管平滑肌增生,

造成内皮功能失调 , 从而参与冠心病和心肌梗死

的发病。近年来对于ACE I/D多态性与冠心病的关

系 , 国内外做了大量的研究 , 结果却不尽相同。

Samani 等 [1] 分析了 14 个对白种人和日本人的相

关研究,结果进一步支持 DD 基因型增加心肌梗死

的危险性。Nassar 等[2]研究 ACE 基因多态性与冠

心病无相关性。我们研究提示ACE 基因 DD 型与

冠心病明显相关,ACE 基因多态性是冠心病的危险

因素,与Samani 等[1]报道相符。本研究还发现 D等

位基因的频率与国内多个中心的结果相符 , 但低

于高加索人种的频率 [3], 可能这是中国人冠心病发

病率比西方人低的原因。

3.2 内皮型一氧化氮合酶基因多态性与冠心病的

相关性

内皮型一氧化氮合酶(eNOS)是左旋精氨酸一

氧化氮途径的关键酶, eNOS催化生成的 NO具有

舒张血管、调节血流、抑制血管平滑肌细胞增殖、

迁移和清除超氧自由基、抑制血小板聚集、粘附和

白细胞的趋化激活等重要功能,是心血管系统抗动

脉粥样硬化、防止血栓形成和维持正常血管舒缩

反应中必不可少的保护因子 [4]。有研究发现 eNOS

基因第 7 外显子中的 G894T突变和冠心病的发病

及心肌梗死的风险有关。Colombo等[5]的研究显示

G894T错义突变与意大利人冠心病的存在和严重

程度相关。而 Rossi 等 [6]所做的 GENICA研究 , 意

大利 1 106 个冠脉造影证实的冠心病患者与 119

个无心血管危险因素的对照者 , eNOS基因 G894T

突变与冠心病无关。本研究提示冠心病组和心肌

梗死亚组 eNOS TT基因型与冠心病无明显相关 ,

可能须增加样本量进一步研究。

3.3 ACE 和 eNOS通过“反馈调节”协同作用

本研究使用基因芯片技术联合检测 ACE 和

eNOS基因 , 主要考虑ACE 和 NO在调节内皮功能

和血管紧张度方面起重要作用。Wiemer[7]报道增加

NO或 NO释放的化合物可抑制纯化的 ACE 活性 ,

从而刺激 NO从鼠的颈动脉中释放出来 , 使血管

紧张素Ⅰ转变成Ⅱ减少。这种 ACE 表达/活性及

NO系统的反向关系在长期抑制 ACE 的高血压鼠

中亦可见到, 表现为抑制血管及心脏 ACE 表达和

活性与上调eNOS表达及增加血管释放 NO相关。

基于考虑 ACE- DD+eNOS- TT患者有可能造成 NO

活性降低而 ACE 活性增高, 冠心病的危险性明显

增高。国内外这方面研究不多。我们使用基因芯片

联合分析ACE 和eNOS 基因在冠心病发生发展中

的作用, 提示 eNOS TT基因型在中国南方人冠心

病包括心肌梗死与正常对照者相比差异无显著

性 , ACE- DD和 eNOS- TT型联合 , 并无进一步增

加 CHD组的危险性。因病例数少,需进一步研究。

3.4 ApoE 基因多态性与冠心病的相关性

载脂蛋白 E 在体内脂蛋白代谢中起着非常重

要的作用。由于 ApoE 基因遗传具有多态性, 即 3

个等位基因 E2、E3、E4 单个核苷酸的点突变,它们

所转录的蛋白质结构中氨基酸的变化,使其对 LDL

受体亲和力不同, 而影响脂蛋白代谢和血脂水平,

可促使 LDL 浸润和存留在血管壁上, 逐步演变为

动脉粥样硬化形成冠心病。Chen 等 [8] 研究表明

ApoE 的 E3/E4、E4/E4 基因型及 E4 等位基因与冠

心病及其严重程度密切相关。而 Mansur 等 [9]研究

结果有不同。本研究提示未发现ApoE E3/E4 及

E4/E4 基因型及 E4 等位基因与冠心病相关, 冠心

病组 6 种 ApoE 基因型的血脂水平无显著性差异 ,

与 Mansur[9]报道相符 ,提示中国南方汉族冠心病患

者血脂异常与 ApoE 基因多态性可能无关 ,而与脂

蛋白受体异常及其它多种遗传因子参与可能有

关。

3.5 基因芯片技术在冠心病预防和治疗的前景

本研究应用基因芯片技术, 将中国人的 ACE、

eNOS和 ApoE 基因型探针固定于同一张基因芯片

表面, 通过碱基互补配对原理进行杂交,然后通过

扫描系统,检测探针分子杂交信号强度, 其特点是

高效、快速、自动微型化、高通量、高度并行性及高

度敏感性,有着广泛的应用前景。我们考虑下一步

仍需要进行大样本量及不同地域人种基因型的检

测。有理由认为,及早对具有冠心病易感基因的人
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