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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨内皮型一氧化氮合酶(eNOS)基因第 7 外显子 G894T 突变和 N5,N10鄄亚甲基四氢叶酸还原

酶(MTHFR)基因 C677T 突变与苏皖地区汉族人群早发冠心病(PCAD)发病的关系。 方法摇 采用病例对照研究的

方法,应用聚合酶链反应鄄限制性片长多态性(PCR鄄RFLP)技术,分别检测 131 例 PCAD 患者(PCAD 组)和 131 例年

龄、性别相匹配的无冠心病者(对照组)的 eNOS 和 MTHFR 基因的单核苷酸多态性,判定其基因型并统计各基因型

及等位基因的频率。 结果摇 eNOS 基因 G894T 多态性在 PCAD 组和对照组中的基因型分布(字2 = 2郾 072,P = 0郾 355)
和 T 等位基因频率 (字2 = 0郾 727,P = 0郾 394)差异均无统计学意义。 MTHFR 基因 C677T 基因型在 PCAD 组 CT 和 TT
型分布均高于对照组(字2 = 14郾 290,P = 0郾 001),T 等位基因频率亦高于对照组(字2 = 16郾 339,P = 0郾 000),差异有显

著性 (P < 0郾 05)。 Logistic 回归分析显示,携带 MTHFR 基因 C677T TT 基因型是 PCAD 发病的独立危险因素。 结论

摇 eNOS 基因 G894T 多态性可能与苏皖地区汉族人群 PCAD 发病无关;MTHFR 基因 677C / T 多态性的 TT 基因型可

能增加苏皖地区汉族人群 PCAD 的患病风险,T 等位基因可能是 PCAD 的遗传易感基因。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate a potential association of the gene polymorphisms of endodermis nitricoxide syn鄄
thase(eNOS) and N5, N10 methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene with premature coronary artery disease
(PCAD). 摇 摇 Methods摇 The polymorphisms of gene eNOS and MTHFR were measured by polymerase chain reaction and
restriction fragment length polymorphism analysis(PCR鄄RFLP) in 131 patients with PCAD (PCAD group)and 131 non鄄cor鄄
onary heart disease patients (control group), who were matched in age and sex. 摇 摇 Results摇 The frequencies of eNOS
G894T gene polymorphism (字2 = 2郾 072, P = 0郾 355) and its T allele (字2 = 0郾 727, P = 0郾 394) in PCAD group were not
significantly different from those in control group. 摇 The frequencies of MTHFR C677T gene polymorphism T allele were
significantly higher in PCAD group than those in control group(字2 = 16郾 339, P = 0郾 000). 摇 The frequencies of the three
genotypes (CC, CT and TT) were significantly different between the two groups(字2 = 14郾 290, P = 0郾 001). 摇 Logistic re鄄
gression analysis indicated that MTHFR 677C / T TT genotype was an independent risk factor in PCAD(P < 0郾 05). 摇 摇
Conclusion摇 The eNOS G894T polymorphism may have no association with the pathogenesis of PCAD in Han patients of
Swnan region; the TT genotype of the MTHFR C677T gene may increase the risk of PCAD. 摇 The genetic polymorphism of
MTHFR gene promoter is associated with the susceptibility to PCAD in Suwan Han nationality.

摇 摇 早发冠心病(premature coronary artery disease, PCAD)是指男性在 55 岁以前或者女性在 65 岁以前
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发生冠心病( coronary artery disease,CAD),是 CAD
的一种特殊类型,表现为发病年龄早,一个鲜明的

特征是与遗传因素有关。 研究证实[1,2],内皮型一

氧化氮合酶(endodermis nitricoxide synthase, eNOS)
基因第 7 外显子的 G894T 突变和 N5, N10鄄亚甲基

四氢叶酸还原酶(N5, N10 methylene tetrahydrofolate
reductase, MTHFR)基因 C677T 突变与 CAD 的发病

有关,或许是 CAD 的候选致病基因,但其结果在不

同的文献中描述不尽一致[3,4]。 目前国内尚未见两

基因与 PCAD 的研究报道。 我们应用聚合酶链反应

鄄限制性片长多态性(PCR鄄RFLP)分析方法,对苏皖

地区汉族 PCAD 患者 eNOS G894T 和 MTHFR C677T
多态性进行检测,探讨以上两个基因多态性与苏皖

地区汉族人群 PCAD 发病的关系,为 PCAD 的早期

预防和治疗提供相关的信息。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 研究对象

摇 摇 入选 2010 年 3 月 ~ 2011 年 11 月期间确诊的

PCAD 患者共 131 例,其中男 78 例,女 53 例,年龄

54郾 4 依 5郾 3 岁。 PCAD 组入选条件为符合以下任意

一项者:淤冠状动脉造影(CAG)显示左前降支、回
旋支及右冠状动脉三支血管中至少有一支血管病

变的狭窄程度逸50%或者左主干狭窄逸30% ;于 急

性心肌梗死(AMI);盂 陈旧性心肌梗死(OMI)。 并

选取同期住院的 CAG 结果阴性者 75 例,64 排 CT
冠状动脉造影和心电图等检查均为阴性者 56 例。
其中男 79 例,女 52 例,年龄 53郾 8 依 5郾 7 岁。 以

WHO 吸烟调查规定为标准,每天至少吸烟 1 支,持
续 1 年以上,长期吸烟但戒烟时间不到半年者则认

定为吸烟者[5];以 WHO 饮酒调查规定为标准,每天

饮用的量换算为酒精的净含量逸25 g,或每周饮用

的量换算为酒精的净含量逸100 g,连续饮酒 1 年以

上确认为饮酒者[5];根据身高和体重的结果计算出

体质指数(BMI) [5];高血压的诊断采用 2005 年《中
国防治高血压指南》制定的高血压诊断标准,收缩

压(SBP)逸140 mmHg (18郾 7 kPa) 和 (或) 舒张压

(DBP)逸90 mmHg(12郾 0 kPa) [5];糖尿病诊断标准

参照 WHO 糖尿病委员会 1999 年的诊断标准:空腹

血糖(FPG)逸7郾 0 mmol / L 或任意时间血糖逸11郾 1
mmol / L[5];高脂血症的诊断根据《中国成人血脂异

常防治指南(2007 版)》标准:甘油三酯(TG) > 1郾 7
mmol / L,总胆固醇(TC) > 5郾 18 mmol / L,低密度脂

蛋白 ( LDLC ) > 3郾 37 mmol / L, 高 密 度 脂 蛋 白

(HDLC) < 1郾 04 mmol / L[5]。
1郾 2摇 采血

所有入选者均在清晨空腹禁食 12 h 以上抽取

外周静脉血 5 mL 置于 EDTA 抗凝管中,置于 4益冷

藏保存,3 天内提取白细胞基因组 DNA。 常规生化

项目由医院检验科完成。
1郾 3摇 基因组 DNA 提取

采用上海生工生物工程公司提供的快速血细

胞基因组纯化试剂盒(编号为:SK8224)提取白细胞

基因组 DNA。 提取的 DNA 用 TE 液溶解,置于鄄
20益保存备用。
1郾 4摇 PCR 扩增

eNOS 引物设计参考[6],引物序列为:上游 5忆鄄
CAT GAG GCT CAG CCC CAG AAC鄄3忆,下游 5忆鄄AGT
CAA TCC CTT TGG TGC TCA C鄄3忆。 MTHFR 引物设

计参考文献 [7],引物序列为:上游 5忆鄄TGA AGG
AGA AGG TGT CTG CGG GA鄄3忆,下游 5忆鄄AGG ACG
GTG CGG TGA GAG TG鄄3忆。 所有引物由上海生工

生物工程公司合成。 PCR 扩增反应总体积为 50
滋L,其中上下游引物各 2郾 5 滋L(20 滋mol / L),模板

DNA 为 2郾 5 滋L (50 滋g / L),TaqDNA 聚合酶 2 滋L
(5000 kU / L),10 伊 PCR Buffer 和 dNTP(2 mmol / L)
各 5 滋L,MgCl2 为 7 滋L(25 mmol / L),最后加 ddH2O
23郾 5 滋L。 使用 Applied Biosystem 型扩增仪进行扩

增,eNOS 循环参数为 95益预变性 5 min,95益变性

30 s,64益退火 45 s,72益延伸 40 s,共进行 35 个循

环,72益延伸 7 min。 MTHFR 循环参数为 94益预变

性 5 min,94益变性 30 s,62益退火 45 s,72益延伸 50
s,共进行 35 个循环,72益延伸 7 min。 反应结束后,
取 PCR 产物经 2郾 0% 琼脂糖凝胶电泳,用凝胶成像

分析仪检测 PCR 扩增结果。
1郾 5摇 酶切分析和多态性的检测

eNOS 和 MTHFR 的 PCR 扩增产物分别用 Ban
域和 Hinf玉(均由宝生物大连公司提供)限制性内

切酶进行酶切反应。 反应体系总体积为 20 滋L,其
中内切酶为 1 滋L (10 kU / L),10 伊 H buffer 溶液 2
滋L,PCR 产物 6 滋L,加 ddH2O 11 滋L。 置于 37益水

浴箱水浴 1 h,65益水浴 20 min 终止反应。 最后用

溴乙锭染色的 3% 琼脂糖进行电泳,于凝胶成像仪

下观察结果,并记录酶切结果。
1郾 6摇 统计学处理

所有资料采用 SPSS17郾 0 软件包进行统计学分

析。 各组基因型及等位基因频率用 字2 检验,计量资

料以x 依 s 表示,两组间均数比较采用 t 检验;采用

Logistic 回归分析基因型与 PCAD 的相关性,其关联
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性用比值比(OR)和 95% 可信度(95% CI)表示,显
著性水准为 0郾 05。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 一般资料

摇 摇 两组人群性别、年龄等构成具有均衡性和可比

性(P > 0郾 05)。 PCAD 组人群中吸烟者比率、BMI、
高血压患病率、糖尿病患病率及高脂血症比率均明

显高于对照组(P < 0郾 05;表 1) 。

表 1. 两组人群的基线资料比较

Table 1. Comparison of general characteristics in two groups

基线资料 PCAD 组 对照组

男 /女(例) 78 / 53 79 / 52
年龄(岁) 54郾 4 依 5郾 3 53郾 8 依 5郾 7
BMI(kg / m2) 26郾 6 依 5郾 7a 24郾 5 依 4郾 1
吸烟 (例) 69(52郾 7% ) a 46(35郾 1% )
饮酒 (例) 57(43郾 5% ) 52(39郾 7% )
高血压 (例) 90(68郾 7% ) a 53(40郾 5% )
糖尿病 (例) 36(27郾 5% ) a 15(11郾 5% )
TC(mmol / L) 4郾 6 依 1郾 0 4郾 1 依 0郾 9
TG(mmol / L) 1郾 8 依 0郾 9 1郾 7 依 0郾 9
HDLC(mmol / L) 1郾 2 依 0郾 4 1郾 5 依 0郾 4
LDLC(mmol / L) 3郾 1 依 0郾 9 2郾 5 依 0郾 8

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

2郾 2摇 Hardy鄄Weinberg 平衡检验

eNOS 基因 G894T 基因型分布 PCAD 组(字2 =
5郾 3041,P = 0郾 07051)和对照组(字2 = 0郾 03523,P =
0郾 98254)均符合 Hardy鄄Weinberg 平衡检验,具有群

体代表性;MTHFR 基因 C677T 基因型分布 PCAD 组

(字2 = 1郾 59389, P = 0郾 4507 ) 和 对 照 组 ( 字2 =
2郾 46897,P = 0郾 29098)也符合 Hardy鄄Weinberg 平衡

检验,具有群体代表性。
2郾 3摇 G894T 基因和 C677T 基因酶切结果

eNOS G894T 位点目的基因片长 207 bp,根据酶

切后片段长度的不同分为三种基因型:突变型 TT
纯合子,包含 125 bp 和 82 bp 两个片段;突变型 GT
杂合子,包含 207 bp、125 bp 和 82 bp 三个片段;野
生型 GG 纯合子,只含 207 bp 一个片段(图 1)。

MTHFR C677T 位点目的基因片长 198 bp,根据

酶切后片段长度的不同分为三种基因型:突变型 TT
纯合子,包含 175 bp 和 23 bp 两个片段;突变型 CT 杂

合子,包含 198 bp、175 bp 和 23 bp 三个片段;野生型

CC 纯合子,只含 198 bp 一个片段。 由于 23 bp 较小

未能在图片中显示但是不影响结果的判读(图 2)。

图 1. 内皮型一氧化氮合酶 G894T 基因酶切结果 摇 摇 1、4、5
为野生型 GG 纯合子,2 为突变型 TT 纯合子,3 和 6 为突变型 GT 杂

合子。

Figure 1. G894T electrophorosis image

图 2. N5,N10鄄亚甲基四氢叶酸还原酶 C677T 基因酶切结果

1、3、4、5 为野生型 CC 纯合子,2、6 为突变型 CT 杂合子,7 为突变型

TT 纯合子。

Figure 2. C677T electrophorosis image

2郾 4摇 基因型分布和等位基因频率

eNOS 基因 G894T 基因型分布在 PCAD 组与对

照组间差异没有统计学意义 ( 字2 = 2郾 072, P =
0郾 355);T 等位基因频率两组差异也没有统计学意

义(字2 = 0郾 727,P = 0郾 394;表 2)。
MTHFR 基因 C677T 基因型分布在 PCAD 组与

对照组间差异有统计学意义 ( 字2 = 14郾 290, P =
0郾 001);T 等位基因频率在 PCAD 组显著高于对照

组(字2 = 16郾 339,P = 0郾 000;表 3)。
2郾 5摇 eNOS 基因 G894T 和 MTHFR 基因 C677T 在

PCAD 组和对照组的分布及联合分析

由于 eNOS 基因 G894T TT 型过少,因此把 GT
和 TT 合为一个基因型进行分析。 预先设定同时携

带 eNOS 基因 G894T 的 GG 基因型和 MTHFR 基因

C677T 的 CC 基因型的风险比 OR 值为对照,GT +
TT 和 TT 组合、GT + TT 和 CT + TT 组合分别与对照

组合相比,差异均无统计学意义(P > 0郾 05;表 4)。
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表 2. 内皮型一氧化氮合酶 G894T 基因型分布及等位基因频率(例)
Table 2. Distribution of genotypic frequencies and alleles of eNOS

分摇 组 n
基因型

GG GT TT

等位基因频率

G T

PCAD 组 131 117(89郾 3% ) 12(9郾 2% ) 2(1郾 5% ) 256(93郾 9% ) 16(6郾 1% )

对照组 131 111(84郾 73% ) 19(14郾 50% ) 1(0郾 77% ) 241(92郾 0% ) 21(8郾 0% )

表 3. N5, N10鄄亚甲基四氢叶酸还原酶 C677T 基因型分布及等位基因频率(例)
Table 3. Distribution of genotypic frequencies and alleles of MTHFR

分摇 组 n
基因型

CC CT TT

等位基因频率

C T

PCAD 组 131 32(24郾 4% ) 58(44郾 3% ) 41(31郾 3% ) 122(46郾 6% ) 140(53郾 4% ) a

对照组 131 58(44郾 27% ) 52(39郾 70% ) 21(16郾 03% ) 168(64郾 1% ) 94(35郾 9% )

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

表 4. eNOS 基因 G894T 和 MTHFR 基因 C677T 联合基因型分布对 PCAD 发病风险的联合影响

Table 4. Distribution of jointed genotypic frequencies of eNOS and MTHFR and jointed effect for incidence of hypertension

eNOS鄄G894T MTHFR鄄C677T PCAD 组(例) 对照组(例) OR 95%CI P

GG CC 27(20郾 61% ) 53(40郾 46% ) 1

GT + TT TT 5(3郾 82% ) 7(5郾 34% ) 1郾 402 0郾 407 ~ 4郾 843 0郾 591

GT + TT CT + TT 10(7郾 63% ) 9(6郾 87% ) 2郾 181 0郾 792 ~ 6郾 005 0郾 126

2郾 6摇 MTHFR 基因型与各危险因素的交互作用

非条件 Logistic 回归分析 PCAD 易患因素,以
eNOS 基因 G894T 基因型、MTHFR 基因 C677T 基因

型、性别、吸烟史、BMI、家族史、合并高血压、合并糖

尿病、TC、LDLC、HDLC 为自变量,并定义为 X1、X2、
X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9、X10、X11,以是否发生

PCAD 为因变量(Y)。 用 Forward: ward 法建立非条

件 Logistic 回归模型进行多因素分析,结果 eNOS 基

因 G894T 基因型、性别、吸烟史、BMI、家族史、TC、
HDLC 等因素均被剔除。 进一步以合并高血压、合
并糖尿病、LDLC、MTHFR 基因型为自变量,并重新

定义为 X1、X2、X3、X4,以是否发生 PCAD 为因变量

(Y),用 Enter 法进行 Logistic 回归分析,结果显示

MTHFR 基因 C677T 多态性的 TT 基因型是 PCAD
发病的独立危险因素(P = 0郾 026;表 5)。

表 5. MTHFR 基因 C677T 基因型与各危险因素的交互作用

Table 5. The interaction between MTHFR and risk factors

危险因素 茁 S郾 E df Wald Sig郾 OR 95%CI

高血压 0郾 469 0郾 124 1 3郾 625 0郾 057 1郾 596 1郾 128 ~ 2郾 259

糖尿病 1郾 393 0郾 407 1 5郾 681 0郾 017 1郾 227 1郾 009 ~ 1郾 493

LDLC 1郾 268 0郾 443 1 11郾 237 0郾 001 1郾 050 1郾 033 ~ 1郾 068

TT 基因型 1郾 769 0郾 351 1 6郾 957 0郾 008 2郾 991 1郾 928 ~ 4郾 640

3摇 讨摇 论

PCAD 患者动脉粥样斑块的主要成分为富含脂

质泡沫细胞的软斑块, 这与晚发冠心病(LCAD)粥
样斑块中主要为纤维组织的硬斑块是不同的。
PCAD 软斑块的特点是进展快、易发生破裂、易于导
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致冠状动脉血栓形成等。 因此,PCAD 具有多无先

兆症状、发病急、心肌梗死比例大、 死亡率高等特

点。 CAG 结果显示[8]:PCAD 患者的斑块多为单支、
局限、偏心的斑块,最常见于左前降支,其次为右冠

状动脉和回旋支,而弥漫性及钙化病变较少见。 冠

状动脉狭窄程度以重度狭窄最为多见,其实是完全

闭塞,而轻中度病变相对少见,更重要的是很少会

有有效的侧支循环建立的病例。 因此对 PCAD 早期

预防和治疗有积极的意义。
eNOS 是内皮细胞中重要的功能蛋白,活化的

eNOS 催化 L鄄精氨酸产生一氧化氮(NO)。 NO 是内

皮细胞产生的一种重要的调节分子,eNOS 是生成

NO 唯一的关键限速酶,eNOS 表达下调,内皮细胞

NO 分泌也会发生改变,进而导致炎性细胞聚集,促
使平滑肌细胞和巨噬细胞转变为泡沫细胞, 同时触

发一系列细胞内信号通路参与粥样硬化的形成。
研究表明[9], 缺乏 eNOS 可导致动脉粥样硬化的发

生。 eNOS 基因 G894寅T 多态性是人类 eNOS 基因

最常见的几种多态性之一,它是指 eNOS 基因第 7
外显子第 894 位碱基 G 突变为 T,使第 298 位密码

子序列由 GAG 变为 GAT, 导致其编码的相应蛋白

产物谷氨酸(Glu,等位基因 G)被替换成天冬氨酸

(Glu298Asp,等位基因 T),Glu298寅Asp 的错义突

变引起 eNOS 发生构象改变,由 琢鄄螺旋变为紧密折

叠,而明显影响 eNOS 的活性,进而导致 NO 生成减

少[10]。 研究显示, eNOS 基因 G894寅T 多态性与

CAD 的发病有关,且这种相关性与地域、种族等因

素有关。 其在不同区域、不同种族、不同民族之间

的相关性有差异,总的来说与我国汉族人群 CAD 的

相关性不显著,与西北地区特别是西北地区的少数

民族人群相关性明显。 国内外有关该基因与 PCAD
的相关性研究较少,Isordia 等[11] 研究显示 G894寅T
多态性与墨西哥人群 PCAD 有关,但也有相反的研

究结果[12]。 我们的研究显示,在苏皖地区汉族

PCAD 人群 G894寅T 突变的概率与正常人群差异没

有统计学意义(P > 0郾 05),T 等位基因的频率差异

也无显著性(P > 0郾 05),这与 Nassar 等[12] 的研究结

果相似。 出现上述差异,可能与不同种族以及同一

种族的各不同民族之间遗传结构、生存环境、饮食

习惯的差异有关。
同型半胱氨酸(Hcy)是一种含硫基的非必需氨

基酸,是甲硫氨酸分解代谢过程中的中间产物,它
主要通过甲基化途径与转硫途径进行代谢。 经过

甲基化途径重新生成甲硫氨酸;经转硫途径生成半

胱氨酸和 琢鄄酮氨酸。 研究表明[13]:高同型半胱氨

酸血症(HHcy)是 CAD 发病的独立危险因素。 引起

Hcy 水平升高的主要原因为遗传因素、环境因素和

营养影响。 遗传因素中关键代谢酶的基因发生突

变,而引起酶功能缺陷或活性下降,是导致 Hcy 升

高的一个很重要的原因。 MTHFR 是 Hcy 代谢过程

中的关键酶之一,可显著影响 Hcy 的浓度。 MTHFR
C677寅T 基因突变是 HHcy 最常见的遗传因素,当
发生 MTHFR C677寅T 突变时,即 MTHFR 基因第

677 位点的密码子胞嘧啶(C)被胸腺嘧啶(T)置换,
导致其编码的相应蛋白产物丙氨酸(Ala)被替换成

缬氨酸(Val),使一个高度保守的多肽链的序列发

生改变,进而 MTHFR 的活性会显著下降,热不稳定

性会增加,而影响 Hcy 正常的代谢通路,进而导致

血浆 Hcy 水平明显升高[14]。 目前对 MTHFR 与

PCAD 的相关研究较少,而且结果也不尽一致,Xu
等[15] 对中国北方汉族人群采用病例鄄对照分析,结
果发现 CT 和 TT 基因型频率、T 等位基因频率在病

例组与对照组间差异有显著性 (字2 = 6郾 82,5郾 1,P <
0郾 05)。 韩国 Koo 等[16]在韩国 PCAD 人群中也得出

了类似的结果。 而 Ranjith 等[17] 在南非 PCAD 人群

中却发现 T 等位基因频率在病例组与对照组间比

较差异无统计学意义(字2 = 3郾 06,P = 0郾 08)。 我们

分析了苏皖地区汉族人群 131 例 PCAD 患者 MTH鄄
FR C677T 基因型和等位基因频率分布,结果发现与

对照相比,PCAD 组 TT 基因型和 T 等位基因频率均

高于对照组,差异有统计学意义(P < 0郾 05),提示

MTHFR 基因 C677寅T 多态性与苏皖地区汉族人群

PCAD 相关。 在MTHFR C677T 不同基因型与 PCAD
的非条件 Logistic 回归分析提示,MTHFR C677T 多

态性中 TT 基因型增加 PCAD 的发病风险。
总之, PCAD 是一种多因素、多基因遗传性疾

病, 某个单一致病基因和(或)单一多态性位点的影

响可能对疾病发生的影响很小。 因此后续的研究

需联合应用流行病学、临床医学、遗传学和现代分

子生物学等进行多学科多领域的综合性研究,才能

更明确地认识 PCAD 发生的遗传学机制,为 PCAD
发生的预测及个体化防治提供新的依据。
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