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东莞汉族人
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基因
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与冠心病及其预后关系探讨"
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"东莞市人民医院检验科!广东东莞
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摘
!

要"目的
!

探讨东莞汉族人
")\a.

基因
S2('V

位点
\+"

与冠心病"

)8O

%及其预后的关系&方法
!

选择在该院
)8O

患者
$''

例及非
)8O

患者
$''

例为研究对象!取患者血液!提取
O+8

并采用
")M

法分析
")\a.

基因
S2('V

位点
\+"

!并采用

基因测序法验证&采用酶法检测患者血脂水平!并随访
)8O

患者采用他汀类治疗后血清脂质水平的变化'心血管事件发生率&

结果
!

冠心病"

)8O

%组血清总胆固醇"

9)

%'低密度脂蛋白胆固醇"

QOQ7)

%水平显著高于健康对照组!

!OQ7)

显著低于健康对照

组!差异具有统计学意义"
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$

'&'-

%&基因型主要为
88

即
%.,D

=

和
$-%D

=

的纯合子!其次为
8V

即
1-'D

=

和
%.,D

=

'

$-%D
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的

杂合子!尚未检测到
1-'D

=

VV

纯合子基因型!等位基因频率分布符合
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K

7T@46D@?

J

平衡&

)8O

组患者
88

基因型的患者

QOQ7)

水平显著低于
8V

基因型!

!OQ7)

水平显著高于
8V

基因型的患者"
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$

'&'-

%&随访半年发生心血管的例数总共为
%(

例!

88

基因型占
22&(0

!

8V

基因型占
//&/0

!

V

等位基因携带者心血管事件例数和平均病变支数差异具有统计学意义"
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%&结论
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基因
S2('V

多态性与
QOQ7)

'

!OQ7)

水平及
)8O

病变程度相关!

)8O

患者中
V

等位基因的携带可能增

加发病概率和再发病风险&
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冠心病$

)8O

&是临床常见的心血管疾病#其发生发展与

患者遗传背景'生活方式及环境有着密切关系#近年来我国的

)8O

患者呈上升趋势)

$

*

(血脂水平是影响
)8O

发病率和病

死率的重要因素#

")\a.

基因的突变引起患者发生高胆固醇

血症或低胆固醇血症(

S2('V

位点是
")\a.

基因外显子
$%

#

它的突变可导致血清低密度脂蛋白胆固醇$

QOQ7)

&水平的升

高#而以降脂为目的使用他汀类药时#

")\a.

呈浓度依赖性表

达上调)

%

*

(因此追踪随访
)8O

患者在他汀类药物治疗后的血

清脂质水平'心血管事件发生率#有助于揭示
")\a.

基因

\+"

位点与
)8O

及其预后的关系(本研究通过病例
7

对照#分

析'比较
")\a.

基因
S2('V

多态性位点在
)8O

患者和健康

对照人群中的分布特点#及其与
")\a.

血清学水平'血脂水

平'

)8O

发生'病变程度的关系#追踪随访
)8O

患者采用他汀

类治疗后血清脂质水平的变化'心血管事件发生率#探讨

S2('V

多态性位点与
)8O

预后的关系和对他汀类药物疗效

的影响%以期揭示
")\a.

基因
S2('V

多态性位点与
)8O

及

其预后的关系#为阐明
)8O

的遗传发病机理提供资料#为患者

危险性分层评估'个性化药物治疗方案制定等提供实验依据(

现报道如下(

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

选取本院心血管心内科住院部就诊的
)8O

患者
$''

例为研究对象作为
)8O

组#男
-,

例#女
1%

例#年龄

$

-2&1̂ $$&(

&岁(另选取本院体检中心体检人群非
)8O

患者

$''

例作为健康对照组#男
-2

例#女
11

例#年龄$

-1&(̂ $'&%

&

岁(纳入标准!广东东莞汉族人#无血缘关系(

)8O

组有胸痛

症状#心电图
\979

改变#冠脉造影显示左主干'左前降支'左

+

-%($

+

国际检验医学杂志
%'$-

年
2

月第
/2

卷第
$%

期
!

*6APQ>DR@C

!

PE6@%'$-

!

#:H&/2

!

+:&$%

"

基金项目!东莞市科技局课题$

%'$1$'-$-'''',,

&(

!

作者简介!莫玉前#女#主管技师#主要从事医学检验研究(



回旋支及右冠状动脉中#至少有一支血管狭窄大于或等于

-'0

(健康对照组经询问病史'体检及心电图'胸部
d

射线片

等检查排除心血管疾病历史%无糖尿病'肝肾疾病以及其他内

分泌异常疾病(剔除标准为在实验过程中未能扩增出相应基

因片段的个体(

B&C

!

仪器与试剂
!

O+8

提取试剂盒'

9>

b

O+8

聚合酶#

C+9"

'琼脂糖等购于北京博凌科为生物科技有限公司(凝胶

电泳仪'凝胶成像分析仪'

")M

分析仪$

Y4:7M>C

公司&%

8̀ 1''

全自动生化分析仪$奥林巴斯公司&%离心机'恒温水浴锅'移液

器等(

B&D

!

方法

B&D&B

!

标本采集
!

采集
)!O

患者和健康对照组空腹外周静

脉血#离心分离#吸取血细胞
-''

&

Q

'血清
$'''

&

Q

于
S"

管#

于
Z,'[

保存(

)8O

患者血样本于冠状动脉造影当天收集#

健康人群血液标本于体检当天收集(

B&D&C

!

生化指标测定
!

采集样本当天完成肝功'血脂等项目

测定(血清总胆固醇$

9)

&'血清三酰甘油$

9V

&'高密度脂蛋

白胆固醇$

!OQ7)

&'

QOQ7)

采用酶法检测实际(

B&D&D

!

外周血
O+8

提取
!

取血液标本#用相关试剂盒进行

外周血单核细胞基因组
O+8

提取#琼脂糖凝胶电泳测定
O+8

浓度#并标化
O+8

浓度至
'&'-

&

J

"

&

Q

#

Z1[

冰箱保存备用(

B&D&E

!

引物设计
!

针对多态性位点
S2('V

所在
$%

外显子序

列设计引物#引物的
9<

值设定在
-(

$

2- [

#扩增片度为

/''

$

,''D

=

(引物由上海英潍捷基贸易有限公司合成(引物

序列!正向$

-i

'

/i

&

V8V898)8)VV99V9V9)))88

'

反向$

/i

'

-i

&

9V8V8V8VVV8)88V9)VV88

(

B&D&P

!

")M

扩增及电泳
!

")M

反应总体积为
/'

&

Q

#其中模

板
/

&

Q

#

Sc9>

b

$-

&

Q

#上游引物
/

&

Q

#下游引物
/

&

Q

#双蒸水

2

&

Q

(

")M

扩增条件为!热启动#

.1[

预变性
-<46

#以下列温

度和时间循环
/-

次!

.1[

变性
/'5

#

-(

$

2-[

退火
/'5

#

(%

[

延伸
1-5

(末次循环后均于
(%[

延伸
-<46

#

1[

保存(取

-

&

Q

扩增产物和
$

&

Q$'hQ:>C46

J

YEFF@?

于
'&-<

J

"

Q

溴化

乙锭的
$&-0

琼脂糖凝胶中
$''#

电泳#

VO7$'''

凝胶成像仪

中观察
O+8

条带'拍照'记录(

B&D&R

!

MWQ"

分析及序列测定
!

酶切反应体系含
")M

产物

$'

&

Q

#

'&%`

限制性核酸内切酶
S>?$

#

%&-

&

Q$'h

缓冲液#灭

菌去离子水
(&/

&

Q

#

/( [

水浴过夜(取酶切产物
$'

&

Q

于

$&-0

琼脂糖凝胶点样#

.'#

电泳
%'<46

#胶成像分析仪观察'

拍照(基因分型!经酶切后得到
$-%

$

1-'D

=

的酶切产物#存

在两种多态!

%.,D

=

和
$-%D

=

O+8

片段$

8

等位基因&#

1-'

D

=

O+8

片段$

V

等位基因&(

")M

产物经酶纯化后#送至上海

英潍捷基贸易有限公司进行双向测序反应#找出变异位点并验

证酶切结果(

B&D&U

!

出院后随访半年
!

追踪随访
)8O

患者在他汀类药物

治疗后心血管事件发生状况#记录出院半年后心血管事件发

生率(

B&E

!

统计学处理
!

所有数据采用
\"\\$(&'

软件进行处理分

析#计量资料采用
;

检验#以
+ D̂

表示#计数资料采用
'

% 检

验#

)8O

组各基因型血脂水平'年龄'病变支数'出院后心血管

事件差异的显置性用单因素方差分析#

F

$

'&'-

为差异有统计

学意义(

C

!

结
!!

果

C&B

!

两组血脂水平
!

)8O

组
9)

'

QOQ7)

水平显著高于健康

对照组#

!OQ7)

显著低于健康对照组#差异具有统计学意义

$

F

$

'&'-

&#见表
$

(

表
$

!!

两组血脂水平比较$

<<:H

)

Q

%

组别
# 9) 9V QOQ7) !OQ7)

)8O

组
$'' -&'/̂ '&.$ $&'-̂ '&(/ %&.2̂ '&,$ $&/-̂ '&12

健康对照组
$'' 1&2%̂ $&'/

"

$&$1̂ '&,( $&2-̂ '&(.

"

%&$$̂ '&($

"

!!

"

!

F

$

'&'-

#与
)8O

组比较(

C&C

!

")\a.

基因和
S2('V

等位基因频率和基因型频率
!

酶

切后基因分型存在两种多态!

%.,D

=

和
$-%D

=

O+8

片段$

8

等位基因&#

1-'D

=

O+8

片段$

V

等位基因&#基因型主要为
88

即
%.,D

=

和
$-%D

=

的纯合子#其次为
8V

即
1-'D

=

和
%.,

D

=

'

$-%D

=

的杂合子#尚未检测到
1-'D

=

VV

纯合子基因型(

!TS

软件进行吻合度检验#等位基因频率分布符合
!>?C

K

7

T@46D@?

J

平衡(见表
%

(

表
%

!!

")\a.

基因和
S2('V

等位基因频率和基因型频率

组别
#

等位基因频率$

0

&

8 V

基因型频率$

0

&

88 8V

)8O

组
$'' .%&,$ (&$. ,(&$% $%&,,

健康对照组
$'' .-&$% 1&,, .$&-/ ,&1(

C&D

!

")\a.

基因
S2('V

位点测序验证
!

")M

扩增产物经酶

纯化后测序#结果与
V@@6@Y>6G

中
CD\+"

数据库对比#如图
$

所示$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&#箭头即为

8

'

V

多态位点的转换(

C&E

!

)8O

组
")\a.

基因
S2('V

基因型血脂水平
!

)8O

组

患者
88

与
8V

基因型
9)

'

9V

水平比较差异无统计学意义

$

F

%

'&'-

&#

88

基因型的患者
QOQ7)

水平显著低于
8V

基因

型#

!OQ7)

水平显著高于
8V

基因型的患者$

F

$
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