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[摘　 要] 　 目的　 探究内皮型一氧化氮合酶(ｅＮＯＳ)基因第 ４ 内含子基因多态性与冠状动脉扩张症(ＣＡＥ)的关

系ꎮ 方法　 纳入 ７１ 例住院患者ꎬ采用病例对照研究方法选择冠状动脉扩张组 ３０ 例和冠状动脉正常组 ４１ 例ꎮ 收集

患者年龄、性别、吸烟史、饮酒史等一般资料ꎮ 采用聚合酶链反应(ＰＣＲ)技术ꎬ分析比较两组患者一氧化氮合酶基

因第 ４ 内含子基因多态性ꎮ 结果　 冠状动脉扩张组患者病变累及单支冠状动脉最多ꎬ共 １４ 例(４６.７％)ꎻ累及 ２ 支、
３ 支冠状动脉患者分别为 ８ 例(２６.７％)、 ８ 例(２６.７％)ꎮ 病变累及右冠状动脉最多ꎬ占 ４４.４％ꎻ累及前降支、回旋支

分别占 ３１.５％和 ２４.１％ꎮ 冠状动脉扩张组与冠状动脉正常组 ａａ、ａｂ、ｂｂ 基因型分布频率分别为 １３.３％、３３.３％、
５３.３％和４.９％、１７.１％、７８％(Ｐ>０.０５)ꎮ 冠状动脉扩张组与冠状动脉正常组 ａ 等位基因分布频率为 ３０％、１３.４％(Ｐ<
０.０５)ꎮ 经 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析显示ꎬ 内皮型一氧化氮合酶基因第 ４ 内含子 ａ 等位基因是冠状动脉扩张症发生的独立

危险因素(Ｐ<０.０５ꎬＯＲ＝ ３.３２７ꎬ ９５％ＣＩ＝ １.０８３~１０.２２６)ꎮ 结论　 内皮型一氧化氮合酶基因第 ４ 内因子 ａ 等位基因

可能是冠状动脉扩张症发病的独立危险因素ꎮ
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　 　 冠状动脉扩张症( ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｅｃｔａｓｉａꎬＣＡＥ)
指冠状动脉血管局部或弥漫发生非梗阻性病变ꎬ使
病变血管扩张直径超过临近正常冠状动脉血管 １.５
倍以上[１]ꎬ由 Ｈｉｌｌ 等[２] 于 １９８３ 年首次报道ꎬ随后

Ｍａｒｋｉｓ 等[３]根据冠状动脉血管造影结果将其分为 ４
型ꎬⅠ型:两支或两支以上冠状动脉血管弥漫性扩

张ꎻⅡ型:单支冠状动脉血管弥漫性扩张合并另一

支冠状动脉血管局限性扩张ꎻⅢ型:仅一支冠状动

脉血管弥漫性扩张ꎻⅣ型:局限性或节段性血管扩

张ꎮ 内皮型一氧化氮合酶 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ) 通过调节释放 一 氧 化 氮 ( ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)使血管舒张ꎬ防止内皮功能紊乱及动脉

硬化[４]ꎮ 其活性降低易导致 ＮＯ 释放减少ꎬ血管内

皮损伤ꎬ形成血管痉挛和血栓ꎮ 本文研究 ｅＮＯＳ 基

因第 ４ 内含子基因多态性与 ＣＡＥ 的关系ꎮ

１　 资料和方法

１.１　 研究对象

纳入 ２０１６ 年 １ 月至 １１ 月于天津市第一中心医

院心内科住院治疗并行冠状动脉造影检查的患者

７１ 例ꎬ采用病例对照研究方法ꎬ分别纳入为冠状动

脉扩张组和冠状动脉正常组ꎮ 冠状动脉扩张组(扩
张组)包括 ３０ 例 ＣＡＥ 患者ꎻ冠状动脉正常组(正常

组)选取 ４１ 例冠状动脉造影结果提示无明显冠状

动脉扩张或狭窄(狭窄<５０％)患者ꎮ 所有纳入研究

对象排除急性心肌梗死、既往行冠状动脉介入或冠

状动脉搭桥治疗、心功能失代偿、合并其他心脏疾

病(如扩张型心肌病、肥厚性心肌病、肺源性心脏

病)、严重肝肾功能不全、炎症性疾病、急性感染、近
期有外伤或手术史患者及妊娠妇女ꎮ 同时收集受

试者一般临床资料ꎬ包括性别、年龄、吸烟、饮酒史、
总胆固醇(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油三脂(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬ
ＴＧ)、低密度脂蛋白胆固醇(ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏ￣
ｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬＣ )、高密度脂蛋白胆固醇(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＨＤＬＣ )、收缩压、舒张压ꎮ
１.２　 ＤＮＡ 提取

采集受试者外周血 ２ ｍＬꎬ经 ＤＮＡ 提取试剂盒

(北京天根公司)提取 ＤＮＡꎬ稀释 ＤＮＡ 提取物ꎬ紫外

分光光度计测定提取物在 ２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ 处吸光

度ꎬ计算 ＤＮＡ 浓度及纯度ꎬ比值在 １.８ ~ ２.０ 之间表

明所提取 ＤＮＡ 无蛋白质或 ＲＮＡ 污染ꎬ属于纯度合

格样本ꎬ可选为 ＰＣＲ 模板ꎬ于－２０℃保存备用ꎮ 纯度

不合格 ＤＮＡ 样本需重新提取ꎮ
１.３　 ＰＣＲ 反应

引物序列 ｅＮＯＳ 基因第 ４ 内含子基因位点上游

引物:５′￣ＡＧＧ ＣＣＣ ＴＡＴ ＧＧＴ ＡＧＴ ＧＣＣ ＴＴＴ￣３′ꎬ下游

引物:５′￣ＴＣＴ ＣＴＴ ＡＧＴ ＧＣＴ ＧＴＧ ＧＴＣ ＡＣ￣３′ꎮ 采用

ＰＣＲ 扩增提取 ＤＮＡꎬ反应体系总体积 ５０ μＬꎬ其中

ＤＮＡ 片段 １ μｇꎬ上、下游引物各 ２ μＬꎬ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ￣
Ｍｉｘ ２５ μＬꎬ无菌水 ２０ μＬꎮ

ＰＣＲ 扩增条件:预变性 ９４℃ ２ ｍｉｎꎬ之后反复于

９４℃变性 ３０ ｓ、５５~６５℃退火 ３０ ｓ、７２℃延伸 ３０ ｓꎬ共
持续 ２５~３５ 个循环ꎬ终延伸 ７２℃ ２ ｍｉｎꎮ 取 ＰＣＲ 扩

增产物 １０ μＬ 经 １.５％琼脂糖凝胶点样后于 ８０ Ｖ 电

压下电泳 ２０ ｍｉｎꎬ在紫外线灯下与 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 对照

观察结果ꎬ并根据电泳后条带长度、数量进行进一

步基因分析(图 １)ꎮ

图 １. 扩增目的基因片段产物电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｕｒｐｏｓｅ
ｇｅｎｅ

１.４　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行统计学分析ꎬ 采用基

因技术法计算基因型及等位基因频率ꎬ采用 χ２ 检验

对基因型进行 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡检验ꎬ计量

资料采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ经正态分布检验符合正态分布

后ꎬ采用两样本均数 ｔ 检验比较ꎬ计数资料两组间比

较采用 χ２ 检验ꎬ采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析影响 ＣＡＥ 的

危险因素ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 两组一般资料的比较

冠状动脉扩张组和冠状动脉正常组性别、年
龄、吸烟史、饮酒史、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ 和 ＨＤＬＣ 水平、收
缩压、舒张压均无明显统计学差异(Ｐ>０.０５ꎬ表 １)ꎮ
２.２　 ＣＡＥ 血管累计情况

从表 ２ 可见ꎬＣＡＥ 病变累及以单支动脉最多见

(４６.７％)ꎬ病变累及血管以右侧冠状动脉最多见

(４４.４％)ꎮ

４５２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



表 １. 扩张组与正常组患者一般资料的比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｇｅｎｅｒａｌ ｄａｔａ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

指　 标 扩张组(ｎ＝ ３０) 正常组(ｎ＝ ４１) Ｐ 值

年龄(岁) ５９.２３±１０.４５ ６０.９５±８.０８ ０.４３
男 /女(例) ２０ / １０ ２１ / ２０ ０.２３
吸烟史[例(％)] １２(４０.０) １３(３１.７) ０.６２
饮酒史[例(％)] １０(３３.３) ８(１９.５) ０.２７
ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.９９±１.１８ １.７７±０.８２ ０.３６
ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.１７±０.７５ ４.４９±０.７２ ０.０７
ＬＤＬＣ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.６１±０.７１ ２.９７±０.７８ ０.０５
ＨＤＬＣ (ｍｍｏｌ / Ｌ) １.１６±０.３５ １.２７±０.３８ ０.２６
收缩压(ｍｍＨｇ) １３２.３７±２１.４５ １２９.５６±１８.６７ ０.５６
舒张压(ｍｍＨｇ) ８３.１３±１０.５５ ８０.５６±１１.６７ ０.３４

表 ２. 扩张组冠状动脉血管累及部位及支数情况

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎ ＣＡＥ ｇｒｏｕｐ

累及情况 次数 频率

血管支数 单支 １４ ４６.７％
两支 ８ ２６.７％
三支 ８ ２６.７％

病变部位 右侧冠状动脉 ２４ ４４.４％
左侧前降支 １７ ３１.５％
左侧回旋支 １３ ２４.１％

２.３　 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡吻合度检验

根据遗传平衡定律公式:ｐ２＋２ｐｑ＋ｑ２ ＝ １ꎮ 基因型

ａａ 频率为 ｐ２ꎬｂｂ 频率为 ｑ２ꎬａｂ 频率为 ２ｐｑꎮ 扩张组 ａ
等位基因分布频率为:(４×２＋１０) / ６０×１００％＝３０％ꎬｂ 等

位基因分布频率为:(１６×２＋１０) / ６０×１００％＝７０％ꎮ 正常

组 ａ 等位基因分布频率为:(２ × ２＋ ７) / ８２ × １００％ ＝
１３ ４％ꎬｂ 等位基因分布频率为:(３２×２＋７) / ６０×１００％＝
８６.６％ꎮ 与同组期望值比较ꎬ实际值无明显统计学差异

(Ｐ>０.０５)ꎬ说明研究对象基因型符合遗传平衡定律ꎬ群
体研究具有代表性(表 ３)ꎮ

表 ３. 扩张组与正常组 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡吻合度检验

Ｔａｂｌｅ ３. Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ Ｌａｗ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

基因型
扩张组(ｎ＝ ３０)

实际频数 期望频数

正常组(ｎ＝ ４１)
实际频数 期望频数

ａａ ４ ２.７ ２ ０.７４
ａｂ １０ １２.６ ７ ９.５２
ｂｂ １６ １４.７ ３２ ３０.７４

２.４　 ｅＮＯＳ基因第 ４内含子基因型及等位基因分布比较

ｅＮＯＳ 第 ４ 内含子基因根据２７ ｂｐ碱基序列重复

次数分为 ４ａ、４ｂ 两种等位基因ꎬ其中 ４ａ 为缺失型ꎬ
含 ４ 次重复序列ꎻ４ｂ 为插入型ꎬ含 ５ 次重复序列ꎮ
纯合子 ａａ、ｂｂ 片段分别为 ３９３ ｂｐ 和 ４２０ ｂｐꎬ杂合子

ａｂ 为 ３９３ ｂｐ 和 ４２０ ｂｐ ２ 个片段ꎮ 两组基因型分布

无统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎬ两组等位基因分布有统计

学差异(Ｐ<０.０５ꎬ表 ４)ꎮ

表 ４. 扩张组与正常组 ｅＮＯＳ 第 ４ 内含子基因多态性分布

Ｔａｂｌｅ ４. Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ４ａ / ｂ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

分　 组 ｎ
基因型[例(％)]

ａａ ａｂ ｂｂ
等位基因[次(％)]

ａ ｂ
扩张组 ３０ ４(１３.３) １０(３３.３) １６(５３.３) １８(３０.０) ４２(７０.０)
正常组 ４１ ２(４.９) ７(１７.１) ３２(７８.０) １１(１３.４) ７１(８６.６)
χ２ ４.９４ ５.８６
Ｐ ０.０９ ０.０２

２.５　 ｅＮＯＳ 基因第 ４ 内含子基因多态性与 ＣＡＥ 多

因素分析

采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析ꎬ以有无 ＣＡＥ(０ ＝无ꎬ１ ＝
有)为应变量ꎬ以基因型为自变量(０ ＝ ｂｂꎬ１ ＝ ａａ 或

ａｂ)ꎬ在控制性别、年龄、吸烟史、饮酒史、总胆固醇、
甘油三酯等混杂因素后ꎬ结果显示 ａ 等位基因是影

响 ＣＡＥ 发生的独立危险因素(Ｐ<０.０５ꎬ表 ５)ꎮ

表 ５. ｅＮＯＳ 第 ４ 内含子基因多态性与 ＣＡＥ Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归

分析

Ｔａｂｌｅ ５. Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｆａｃｔｏｒｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｅＮＯＳ ４ａ / ｂ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

变　 量 Ｂ Ｓ.Ｅ Ｐ ＯＲ ９５％ＣＩ
性别 －０.４３５ ０.６９２ ０.５２９ ０.６４７ ０.１６７~２.５１２
年龄 －０.０１２ ０.０３１ ０.７０７ ０.９８８ ０.９３０~１.０５１
吸烟史 －０.３０１ ０.７０８ ０.６７１ ０.７４ ０.１８５~２.９６５
饮酒史 ０.９１８ ０.８５１ ０.２８０ ２.５０５ ０.４７３~１３.２８０
ＴＧ ０.１１７ ０.３０７ ０.７０２ １.１２５ ０.６１６~２.０５４
ＴＣ －０.１４５ ０.９０９ ０.８７４ ０.８６５ ０.１４６~５.１４２
ＬＤＬＣ －０.４２２ ０.８０８ ０.６０１ ０.６５６ ０.１３５~３.１９３
ＨＤＬＣ －０.０５ ０.９０９ ０.９５６ ０.９５２ ０.１６０~５.６４７
ａ 等位基因 １.２０２ ０.５７３ ０.０３６ ３.３２７ １.０８３~１０.２２６

３　 讨　 论

ＣＡＥ 是冠状动脉硬化性心脏病的一种特殊形

式ꎬ具有局部或弥漫性冠状动脉血管扩张的特点ꎮ
其在冠状动脉造影检查中的检出率约为 １.２％ ~ ４.
９％[５]ꎮ 其发病机制目前尚未完全清楚ꎬ既往研究发

现 ＣＡＥ 的发病可能与先天性因素、动脉硬化、炎症

性疾病、结缔组织疾病有关[６]ꎮ ＮＯ 能够扩张血管ꎬ
降低内皮通透性、减少细胞表面黏附分子、抑制平

滑肌细胞的增殖及血小板黏附聚集ꎬ从而抑制动脉

硬化的进展ꎮ ｅＮＯＳ 是 ＮＯ 合成的关键酶ꎬ以 Ｌ￣精氨
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酸为底物催化合成 ＮＯꎮ 定位在第 ７ 号染色体 ７ｑ３５￣
ｑ３６ 区ꎬ包含有 ２６ 个外显子和 ２５ 个内含子ꎬ翻译生

成含 １２０３ 个氨基酸的蛋白质产物[７]ꎮ 其基因的多

态性能够导致 ｅＮＯＳ 结构和活性改变ꎬ使 ＮＯ 生成减

少ꎬ造成心血管事件的发生ꎮ
现阶段国内外已进行大量关于 ｅＮＯＳ 与冠状动

脉粥样硬化性心脏病(ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＨＤ)
发病关系间的研究ꎬ大量结果表明 ｅＮＯＳ 可能与 ＣＨＤ
的发病有关系[８￣１０]ꎮ 结果虽然存在不一致ꎬ但大部分

研究及 Ｍｅｔａ 分析证明 ｅＮＯＳ 基因的多态性可能会导

致心血管系统的动脉粥样硬化ꎮ Ａｂｄｅｌ￣Ａｚｉｚ 等[１１] 通

过对埃及人群研究认为 ｅＮＯＳ 基因多态性是 ＣＨＤ 发

病的独立危险因素ꎬＨｏｏｐｅｒ 等[１２] 对非州裔美国人群

调查发现 ｅＮＯＳ 基因第 ４ 内含子基因是发生急性心

肌梗死的危险因素ꎬ其 ａ 等位基因在非洲裔美国人群

分布频率(２６％)明显高于澳大利亚人群(１４％)和日

本人群 (１０％)ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１３] 通过 Ｍｅｔａ 分析得出

ｅＮＯＳ 可能是亚裔人群中 ＣＨＤ 发生的危险因素ꎮ 但

对于 ｅＮＯＳ 多态性与 ＣＡＥ 发病方面的研究甚少ꎬ目前

仅有国外 Ａｒｉｆ 等[１４]、Ｅｋｍｅｋｃｉ 等[１５]曾有报道ꎮ
本实验属于国内首次研究 ｅＮＯＳ 基因第 ４ 内含

子多态性与 ＣＡＥ 发病的关系ꎬ研究得出 ｅＮＯＳ 基因第

４ 内含子基因型与 ＣＡＥ 发病无明显联系ꎬ但通过 Ｌｏ￣
ｇｉｓｔｉｃ 回归分析进一步得出其 ａ 等位基因是 ＣＡＥ 发病

独立危险因素的结论ꎬ这与 Ｅｋｍｅｋｃｉ[１５]等研究结果一

致ꎮ ＣＡＥ 患者冠状动脉累及情况与 Ａｒｉｆ 等[１４]、
Ｖａｌｅｎｔｅ 等[１６]结论一致ꎬ以累及单支动脉最为多见ꎬ病
变累及血管以右冠状动脉较为多见ꎮ 但 Ｅｋｍｅｋｃｉ
等[１５]研究认为病变主要累及左前降支(６３％)ꎬ造成

结果差异的原因可能与人群种族差异有关ꎮ 本研究

仍有很多不足之处ꎬ由于冠状动脉扩张病变作为一种

受到遗传及环境等多种因素共同作用影响的疾病ꎬ本
实验并不能完全明确影响冠状动脉扩张的因素ꎬ如仅

探究 ｅＮＯＳ 第 ４ 内含子与 ＣＡＥ 发病之间的关系ꎬ而
ｅＮＯＳ 上其他涉及可能影响冠状动脉血管的基因ꎬ如
Ｔ￣７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ 基因多态性与 ＣＡＥ 发病的关系并未

包含在内ꎮ 此外本研究涉及样本量较小ꎬ仅仅涉及本

地区人群基因类型ꎬ不包含其他地区及种群基因情

况ꎮ 同时炎性因子、氧化应激、细胞外基质降解等化

验结果指标未能包含统计在内ꎬ下一步研究希望增加

样本量以及相关化验结果指标ꎬ并能够探究其他基因

型多态性与 ＣＡＥ 发病之间的联系ꎮ
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