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要"目的
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研究盐城地区雌激素受体
*

"

U#
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$基因
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_'B

&

和雌激素受体
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"

U#

%

$

#9B

&
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酶切多态性与冠状

动脉粥样硬化性心脏病"

3ZY

$危险因素的相关性%方法
!

选取
+%=

例
3ZY

患者和
+&*

例健康体检者分别作为
3ZY

组和对照

组!采用酶法测定三酰甘油"

6X

$和总胆固醇"

63

$!采用直接法测定高密度脂蛋白"

ZYS

$和低密度脂蛋白"

SYS

$!采用聚合酶链

反应
$

限制片断长度多态性方法分析两组
U#

*

基因
0AG

'

&

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

&

1CG

&

酶切多态性%结果
!

3ZY

组有吸烟

史&有家族史&合并高血压及糖尿病的比率!以及体质量指数&

63

&

6X

&

SYS$3

水平均明显高于对照组!差异有统计学意义"

D

$

-,-)

$#男女之间各指标差异无统计学意义"

D

%

-,-)

$%两组
U#

*

基因
0AG

'

&

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

&

1CG

&

基因频率分布与理

论分布无差别!均符合
ZB;F

J

$78"<'8;

H

遗传平衡!具有群体代表性%

3ZY

组中!

((

&

KK

&

##

&

11

基因型最多!

00

&

__

&

;;

&

BB

基因

型最少#对照组中!

0

(

&

KK

&

##

&

11

基因型最多!

00

&

__

&

;;

&

BB

基因型最少%

3ZY

组
(

&

K

基因分布频率明显高于对照组!差异有

统计学意义"

D

$

-,-)

$%结论
!

雌激素基因多态性可能是一个有效的治疗
3ZY

的靶点!

(

&

K

基因分布频率可能与
3ZY

危险因

素相关%
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冠状动脉粥样硬化性心脏病$

3ZY

&简称冠心病#与年龄*

性别*家族史*血脂异常*高血压*糖尿病*体质量等多种因素有

关)在多种诱因作用下#冠状动脉内膜上的脂质沉着并形成白

色斑块#斑块的增多会使动脉管腔变狭窄*血流受阻#从而导致

心肌缺血和心绞痛)本课题组已研究表明#雌激素通过雌激素

受体$

U#

&发挥保护缺血性心脏病的作用'

+

(

)介导雌激素基因

型效应的经典核受体有雌激素受体
*

$

U#

*

&和雌激素受体
%

$

U#

%

&#

U#

*

*

U#

%

基因可分别在限制性内切酶
0AG

'

*

_'B

&

和
#9B

&

*

1CG

&

的酶切位点上发生点突变#形成基因多态性)

笔者曾综述过
U#

*

*

U#

%

基因多态性与
3ZY

的相关性研究进

展'

%

(

#盐城地区
U#

*

*

U#

%

基因与
3ZY

危险因素相关性的研

究尚未见报道)本研究通过调查盐城地区冠心病危险因素#分

析雌激素受体基因多态性与
3ZY

相关性#为长江中下游苏北

沿海城市汉族人群
3ZY

的早期预防和干预提供参考)

A

!

资料与方法

A,A

!

一般资料
!

选取
%-+=h%-+?

年盐城市
*

级医院心内科

确诊的
3ZY

患者
+%=

例作为
3ZY

组#其中男
&&

例#女
)O

例#

年龄
=-

$

O-

岁)同时选取健康体检者
+&*

例作为对照组#其

+

&++*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
!

Q<:RSB'!8F

!

2@A8/'8;%-+?

!

T@C,*O

!

2@,%%

"

基金项目"盐城市医学科技发展计划项目$

ba%-+*-)=

&)

!!

作者简介"吴芹#女#副教授#主要从事心血管功能调控研究)

!

#

!

通信作者#

U$/B"C

!

F"<

H

I8<

HJ

G<-+

!

BC"

J

G<,E@/

)



中男
.%

例#女
?+

例#年龄
=-

$

O-

岁)研究对象均为盐城本地

汉族成人#无血缘关系#排除严重肝*肾疾病患者)

A,B

!

方法

A,B,A

!

体格检查
!

测量研究对象清晨空腹身高*血压*体质量

指数$

P!Q

&)

A,B,B

!

血清生化指标检测
!

研究对象隔夜禁食
+-D

#于清晨

?

!

*-hO

!

*-

安静状态下坐位采集肘静脉血#使用
+-.//@C

"

S

枸椽酸钠抗凝剂
.nC

抗凝#

*---;

"

/"<

低温离心机离心
+-

/"<

#吸取上清液#血清或血浆放入
h?-\

超低温冰箱内保存

待测)标本分离过程在取血后
%D

内完成)采用酶法测定三

酰甘油$

6X

&和胆固醇$

63

&#采用直接法测定高密度脂蛋白

$

ZYS

&和低密度脂蛋白$

SYS

&#以上测定均在全自动生化分

析仪上进行)

A,B,C

!

聚合酶链反应$

03#

&扩增
!

采集外周静脉血#用标准

方案提取基因组
Y21

#应用聚合酶链反应
$

限制片断长度多态

性方法分析两组
U#

*

基因
0AG

'

*

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

*

1CG

&

酶切多态性)

U#

*

的引物序列为!上游
)4$36X331

33361636X616366663361663633$*4

#下游
)4$

636663636X3313336XX3X63X1661636X1$

*4

)

_'B

&

多态性位点位于距
0AG

'

多态性位点
)-'

(

处)特

异性扩增
U#

*

基因使用上述引物对包含第
+

内含子和第
%

外

显子的一部分片断进行扩增#产物片段
+,*L'

)分别使用
0AG

'

*

_'B

&

内切酶酶切*琼脂糖凝胶电泳可区分不同基因型)

#9B

&

的引物序列为!上游
)4$6366X366633331XX36

66$*4

#下游
)4$1336X6331X11311X1636$*4

)特异

性扩增
U#

%

基因第
)

外显子的配体结合区的一部分#产物片

段
+)&'

(

)

1CG

&

的引物序列为!上游
)4$X1336X36X36X

X1X16X36$*4

#下游
)̂$116X1XXX133131X31$*4

)

特异性扩增
U#

%

基因第
O

外显子的
*4

非编码区的一部分#产

物片段
*-?'

(

)反应体系为
)-

"

S

$含
%--

"

/@C

"

S+-iPGII$

8;

*

%--

"

/@C

"

S

脱氧核苷三磷酸#

-,=

"

/@C

"

S

引物#

-,+

"

H

模

板
Y21

&#于热循环仪$

063$%%-03#

扩增仪&中
.)\

预变性
)

/"<

#再加入
6B

d

Y21

聚合酶
+,)Q5

#按下列程序循环
*)

次!

.=\

变性
*-9

#

))\

退火
)-9

#

?%\

延伸
=)9

)末次循环后#

?%\

再延伸
+-/"<

)

A,B,D

!

扩增产物限制性酶切
!

取
03#

扩增产物
C-

"

S

#分别

用
+%Q50AG

'

*

%-Q5_'B

&

*

+-Q5#9B

&

*

OQ5 1CG

&

于
*?

\

酶切
*D

)反应终止后产物经
%[

琼脂糖凝胶电泳$制胶过

程中已加入溴化乙锭&#以
Y21

片段长度标准物为参考#紫外

灯下观察结果)

U#

*

基因型判定参照文献'

*

(#使用
0AG

'

酶

切可区分出
00

基因型$

+,*L'

大小的一条带&*

0

(

基因型

$

O)-'

(

*

=)-'

(

*

+,*L'

大小的三条带&*

((

基因型$

O)-'

(

*

=)-'

(

大小的两条带&#使用
_'B

&

酶切可区分出
__

基因型

$

+,*L'

大小的一条带&*

_K

基因型$

+,*L'

*

.+-'

(

*

*.-'

(

大

小的三条带&*

KK

基因型$

.+-'

(

*

*.-'

(

大小的两条带&#以上

大写字母均表示存在点突变而该酶切位点消失#小写字母表示

存在该酶切位点)

U#

%

基因型判定参照文献'

=

(#使用
#9B

&

酶切可区分出
;;

基因型$

+)&'

(

大小的一条带&*

#;

基因型

$

+)&'

(

*

+%)'

(

*

*+'

(

大小的三条带&*

##

基因型$

+%)'

(

*

*+

'

(

大小的两条带&#使用
1CG

&

酶切可区分出
BB

基因型$

*-?

'

(

大小的一条带&*

1B

基因型$

*-?'

(

*

%=-'

(

*

&?'

(

大小的三

条带&*

11

基因型$

%=-'

(

*

&?'

(

大小的两条带&#以上大写字

母均表示存在点突变而出现该酶切位点#小写字母表示不存在

该酶切位点)

A,C

!

统计学处理
!

采用
X;B

(

D0BF0;"9/),-

软件进行分析%

计数资料以频数或百分率表示#研究对象与
ZB;F

J

$78"<'8;

H

平衡的符合程度*组间基因型及等位基因频率比较采用
!

% 检

验%计量资料以
If:

表示#两样本均数比较采用
3

检验#

U#

*

*

U#

%

基因型与
3ZY

危险因素比较采用方差分析%

3ZY

与相

关因素的综合分析采用
S@

H

"9:"E

逐步回归分析%以
D

$

-,-)

为

差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B,A

!

两组临床资料比较
!

两组年龄*性别差异无统计学意义

$

D

%

-,-)

&#具有一定的可比性)

3ZY

组有吸烟史*有家族

史*合并高血压及糖尿病的比率明显高于对照组#

P!Q

*

63

*

6X

*

SYS$3

水平均明显高于对照组#而
ZYS$3

水平明显低于

对照组#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)男女之间各指标差异

无统计学意义$

D

%

-,-)

&)见表
+

)

表
+

!!

两组临床资料比较&

If:

'

项目
3ZY

组

男$

'̀ &&

& 女$

'̀ )O

&

对照组

男$

'̀ .%

& 女$

'̀ ?+

&

年龄$岁&

&+,%f%,+ &-,Of*,= &-,=f*,% &%,+f),+

有吸烟史$

[

&

*-,*

"

+.,-

"

+),% O,)

有家族史$

[

&

+O,%

"

+?,%

"

%,% %,O

绝经后期$

[

&

h =O,* h =),+

P!Q

$

L

H

"

/

%

&

%&,Of*,.

"

%),&f%,%

"

%+,Of+,. %%,=f*,)

合并高血压$

[

&

%O,O

"

%?,&

"

+&,* +),)

合并糖尿病$

[

&

+),%

"

+%,+

"

=,* ),&
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$

//@C

"

S

&

&,-f+,=

"

),Of+,%

"

=,*f-,. =,&f-,&

6X

$

//@C

"

S

&

*,%f-,&

"

%,.f-,O

"

+,)f-,? +,*f-,=

ZYS$3

$

//@C

"

S

&

-,.f-,)

"

+,-f-,*

"

+,=f-,& +,=f-,*

SYS$3

$

//@C

"

S

&

*,=f-,?

"

*,&f+,+

"

%,+f-,) %,-f-,&

!!

注!与对照组组中同性别组比较#

"

D

$

-,-)

%

h

表示无数据)

B,B

!

U#

*

基因
0AG

'

*

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

*

1CG

&

酶切多

态性比较
!

两组
U#

*

基因
0AG

'

*

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

*

1CG

&

基因频率分布与理论分布无差别#均符合
ZB;F

J

$78"<$

'8;

H

遗传平衡#具有群体代表性)

3ZY

组中
((

*

KK

*

##

*

11

基因型最多#

00

*

__

*

;;

*

BB

基因型最少%对照组中
0

(

*

KK

*

##

*

11

基因型最多#

00

*

__

*

;;

*

BB

基因型最少)男女性之间
=

种

酶切多态性差异无统计学意义$

D

%

-,-)

&#

3ZY

组
(

*

K

基因

分布频率明显高于对照组#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)见

表
%

$

)

)

表
%

!!

两组
U#

*

基因
0AG

'

位点基因型的分布(

'

&

[

')

组别
'

基因型

00 0

( ((

等位基因

0

(

3ZY

组 男
&& O

$

+%,+

&

%+

$

*+,O

&

*?

$

)&,+

&

*?

$

%O,-

&
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$
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&

女
)O &

$
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&
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$
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&
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$
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$
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续表
%

!!

两组
U#

*

基因
0AG

'

位点基因型的分布(

'

&

[

')

组别
'

基因型

00 0

( ((

等位基因

0

(

合计
+%= +=

$

++,*

&

*O

$

*-,&

&

?%

$

)O,+

&

&&

$

%&,&

&

+O%

$

?*,=

&

"

对照组 男
.% +)

$

+&,*

&

==

$

=?,O

&

**

$

*),.

&

?=

$

=-,%

&

++-

$

).,O

&

女
?+ +*

$

+O,*

&

*+

$

=*,?

&

%?

$

*O,-

&
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$

=-,+

&

O)
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$
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&
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$

=&,-

&
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$
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&
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$
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&
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$

).,O

&
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注!与对照组比较#
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$
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表
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两组
U#

*

基因
_'B

&

位点基因型的分布(
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&

[
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组别
'

基因型
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等位基因

_ K

3ZY

组 男
&& *

$

=,)

&

+.
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对照组 男
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注!与对照组比较#
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&

=&
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C

!

讨
!!

论

近年来随着人们生活方式的改变*人口老龄化进程的加快

及相关的危险因素明显增多#

3ZY

的发病率大幅度增加)

3ZY

是一种复杂的疾病#是由多个微效基因与环境因素长期

相互作用的结果)流行病学研究显示#血液中脂类和"或脂蛋

白水平异常增加是动脉粥样硬化*中风*冠心病和心肌梗死重

要危险因素'

)

(

)雌激素在血脂和脂蛋白代谢的调节中发挥着

重要作用#雌激素通过调节肝脏的脂蛋白代谢相关基因的表

达#能够增加血清
ZYS$3

和
6X

浓度#并降低血清
SYS$3

浓

度'

&$?

(

)

eDB@

等'

O

(对
==*

名上海汉族绝经后妇女
UV#+

和

UV#%

基因的
V209

研究发现#

UV#+

不依赖于年龄*雌激素水

平*

P!Q

及生活方式#对高脂血症有潜在作用)本研究显示#

3ZY

组有吸烟史*有家族史*合并高血压及糖尿病的比率明显

高于对照组$

D

$

-,-)

&#并且
P!Q

*

63

*

6X

*

SYS$3

水平均明

显高于对照组$

D

$

-,-)

&#而
ZYS$3

水平明显低于对照组

$

D

$

-,-)

&#男*女性间各指标差异无统计学意义$

D

%

-,-)
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+
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雌激素通过
U#

介导基因或非基因机制调控心血管系统

功能'

+

#

.$+-

(

)

U#B

和
U#

%

位于细胞核内#通过调节特异性靶基

因的转录而发挥基因型调节效应#由独立基因
UV#+

和
UV#%

编码#广泛分布于巨噬细胞*脂肪细胞*血管内皮细胞和血管平

滑肌细胞等'

++

(

)有研究表明#

UV#+

和
UV#%

基因的单核苷酸

多态性$

V209

&影响了雌激素相关的作用#如
UV#+

的
0AG

'

$

;9%%*=&.*

&和
_'B

&

$

;9.*=-?..

&#

UV#%

的
#9B

&

$

;9+%)&-=.

&

和
1CG

&

$

;9=.O&.*O

&等)

0AG

'

基因多态性能影响转录因子

的结合#改变蛋白质表达'

+%

(

)有研究表明#

U#B

和
U#

%

基因

的遗传变异与脂质代谢*

3ZY

等疾病有关'

+*$+=

(

)本研究结果

显示!两组
U#

*

基因
0AG

'

*

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

*

1CG

&

基因型频率分布具有群体代表性#其酶切多态性在男*女性间

没有明显性差异%

3ZY

组中
((

*

KK

*

##

*

11

基因型最多#

00

*

__

*

;;

*

BB

基因型最少#对照组中
0

(

*

KK

*

##

*

11

基因型最多#

00

*

__

*

;;

*

BB

基因型最少#

3ZY

组
(

*

K

基因分布频率明显高

于对照组$

D

$

-,-)

&#其原因可能与冠心病危险因素相关)

综上所述#雌激素基因多态性可能是一个有效的治疗

3ZY

的靶点#

(

*

K

基因分布频率可能与冠心病危险因素相关)

尽管公共卫生的健康教育宣传在不断加强#但
3ZY

的发病率

仍不断攀升)因此#需要尽更大的力量去避免诱发冠心病的相

关危险因素#降低冠心病的发生率)
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