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摘
"

要"目的
"

分析湖南地区中老年冠心病患者亚甲基四氢叶酸还原酶"

2GYSF

#

=̂??G

基因多态性与

血浆同型半胱氨酸"

YI

N

#及血脂水平的相关性!为该地区研究冠心病病因'发病机制及诊断提供参考$方法
"

以该院
;"#

例初诊为冠心病的患者为研究对象!并设置健康对照组
#E?

例!分别检测各组血浆
YI

N

及血脂水

平!并采用
\̂ F>

金磁微粒层析法测定
2GYSF =̂??G

基因型!统计分析冠心病患者
2GYSF =̂??G

基因型及

各基因型与血浆
YI

N

及血脂水平的相关性$结果
"

冠心病组的血浆
YI

N

水平!

2GYSF =̂??G

基因
^̂

'

Ĝ

'

GG

三种基因型频率和
^

'

G

两种等位基因频率与健康对照组相比!差异有统计学意义"

N

%

$3$"

#%冠心病组

GG

型'

Ĝ

型血浆
YI

N

水平高于
^̂

型!健康对照组的
GG

型血浆
YI

N

水平明显高于
Ĝ

'

^̂

型!差异有统计

学意义"

N

%

$3$"

#$结论
"

2GYSF =̂??G

基因多态性是冠心病发病的危险因素!与血浆
YI

N

水平密切相关!

GG

型纯合突变和
G

等位基因使
YI

N

水平显著升高!而血脂水平与
2GYSF =̂??G

基因多态性无明显相关

性$因此!血浆
YI

N

水平及
2GYSF =̂??G

多态性可以作为该地区研究冠心病病因'发病机制及其遗传机制

的重要参考指标$
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""

冠心病是严重威胁人类健康的常见疾病#血浆同

型半胱氨酸)

YI

N

*和血脂水平是冠心病发生的危险因

素'亚甲基四氢叶酸还原酶)

2GYSF

*是血浆
YI

N

代谢的关键酶#

=̂??G

是
2GYSF

基因最常见的不

耐热错义突变'近年来#许多学者对血浆
YI

N

$

2GYSF =̂??G

$三酰甘油)

GU

*$总胆固醇)

Ĝ

*$低

密度脂蛋白胆固醇)

0+0>̂

*及高密度脂蛋白胆固醇

)

Y+0>̂

*水平与冠心病相关性做了大量的研究#但并

未得出统一的结论'多项研究表明
2GYSF =̂??G

基因多态性存在地域差异'高脂血症与
2GYSF

=̂??G

基因多态性的相关性文献报道结果缺乏一致

性#存在诸多争议'本研究选取湖南地区冠心病患者

作为研究对象#分析该地区中老年冠心病患者与健康

人群
2GYSF =̂??G

基因多态性和等位基因频率#

并进一步阐述
2GYSF =̂??G

基因多态性与
YI

N

及

血脂水平的相关性#了解湖南地区冠心病与
2GYSF

=̂??G

基因多态性的相关性#为从遗传学角度探讨冠

心病的病因$发病机制及诊断提供参考'

B

"

资料与方法

B3B

"

一般资料
"

选取
&$#"

年
=

月至
&$#=

年
#$

月在

该院初诊确诊为冠心病患者)年龄
E$

岁以上*

;"#

例

作为冠心病组#另选取同期健康体检者
#E?

例作为健

康对照组'冠心病诊断标准参照中华医学会心血管

病学分会0不稳定性心绞痛诊断和治疗建议1

%

#

&及0急

性心肌梗死诊断和治疗指南1

%

&

&

#所选入患者需符合

以下条件之一!)

#

*既往有冠心病()

&

*有典型的心绞

痛发作#并有静息心电图
.G>G

缺血样改变和)或*运

动平板试验阳性者()

;

*经冠脉造影证实者'所有入

选均排除急$慢性感染性疾病$严重血液病$肝肾功能

不全$骨髓移植术$风湿性瓣膜性心脏病$严重创伤或

肿瘤$免疫性疾病及其他影响炎症指标的疾病'

B3C

"

检查方法
"

患者入院后#嘱患者采血前一日禁

食富含脂肪食物$禁止吸烟和饮酒#于入院次日清晨

抽取空腹
#&L

静脉血
&

&

"40

#健康体检者当日抽取

空腹
#&L

静脉血
&

&

"40

#分别置于含有
/+G'

抗

凝管及普通血清管中#用于检测血液生化及提取

+,'

'

+,'

的提取采用磁珠法)西安金磁纳米生物

技术有限公司试剂盒*#提取
+,'

放置于
A&$`

的

冰箱中保存#集中检测
2GYSF =̂??G

基因多态性'

生化指标均由罗氏
6̂*J-%$$$

全自动生化分析仪测

定#

YI

N

采用中国九强生物有限公司#

Ĝ

$

GU

$

Y+0>

^

$

0+0>̂

$丙氨酸氨基转移酶)

'0G

*$肌酐$尿素$血

糖测定试剂均为罗氏原装试剂#质控品为罗氏诊断产

品#均由熟练的实验室授权人员按照操作规范及试剂

说明进行操作'

B3D

"

2GYSF =̂??G

基因型检测
"

采用
2GYSF

=̂??

基因检测试剂盒)西安金磁纳米生物技术有限

公司*测定#采用
\̂ F>

金磁微粒层析法'取两个无菌

$3&40\̂ F

薄壁管#在
\̂ F

薄壁管管盖上依次标有

2

$

dG

'将标有
2

的管中加入
&<

%

0

扩增液)

2

*#将

标有
dG

的管中加入
&<

%

0

扩增液)

dG

*#分别向
2

和
dG

各管中加入
#

%

0

反应液#瞬时离心后#分别向

标有
2

$

dG

管管中加入
;

%

0

待测基因组
+,'

#然

后分别加入
#?

%

088Y

&

W

使终体积为
"$

%

0

#将
\̂ G

管放入
\̂ F

仪中#按照设定的程序扩增#扩增结束

后#取出检测卡#将待测样本
2

与
dG

管中的
\̂ F

参物分别滴加在检测卡对应的样品垫处#待
&

&

"4CD

对结果进行判读'

B3E

"

统计学处理
"

应用
.\..#?3$

统计软件统计#符

合正态分布的计量资料采用
Pi?

表示#组间比较采

用
:

检验或方差分析#计数资料比较采用
!

& 检验#相

关性采用
.

(

HJK4JD

秩相关分析'所有统计资料均为

双侧检验#

N

%

$3$"

为差异有统计学意义'

C

"

结
""

果

C3B

"

两组生化指标比较
"

冠心病组血浆
YI

N

水平明

显高于健康对照组#

0+0>̂

水平低于健康对照组#而

Y+0>̂

水平高于健康对照组#差异均有统计学意义

)

N

%

$3$"

*(两组
'0G

$肌酐$尿素$血糖$

Ĝ

$

GU

等

水平比较#差异均无统计学意义)

N

&

$3$"

*'见表
#

'

表
#

""

两组一般资料及生化指标比较

项目
冠心病组

)

%c;"#

*

健康对照组

)

%c#E?

*

N

年龄)

Pi?

#岁*

=&3<<i#E3=# =#3?#i#&3#

&

$3$"

性别)

%

*

"

男
&#" %<

&

$3$"

"

女
#;= "%

YI

N

)

Pi?

#

%

467

"

0

*

#=3$Ei#$3#" ##3;%iE3##

%

$3$"

'0G

)

Pi?

#

9Z

"

0

*

&&3#Ei#E3"% &$3;<i<3"

&

$3$"

肌酐)

Pi?

#

%

467

"

0

*

?<3$#i&E3&= ?<3&#i#=3&&

&

$3$"

尿素)

Pi?

#

4467

"

0

*

"3=#i&3$= "3;=i#3E<

&

$3$"

血糖)

Pi?

#

4467

"

0

*

"3##i#3$; "3;#i#3;<

&

$3$"

GU

)

Pi?

#

4467

"

0

*

#3"<i#3$% #3=&i$3%<

&

$3$"

Ĝ

)

Pi?

#

4467

"

0

*

E3E&i#3#" E3=i$3<#

&

$3$"

0+0>̂

)

Pi?

#

4467

"

0

*

&3&#i#3$< ;3$Ei$3%=

%

$3$"

Y+0>̂

)

Pi?

#

4467

"

0

*

#3E#i$3?% #3;&i$3;%

%

$3$"

C3C

"

两组
2GYSF =̂??G

基因型及等位基因频率

分布
"

经
!

& 检验#冠心病组与健康对照组
2GYSF

=̂??G

基因
^̂

$

Ĝ

$

GG

三种基因型及
^

$

G

两种等

位基因频率相比#差异有统计学意义)

N

%

$3$#

*'冠

心病组
GG

$

Ĝ

基因型及
G

等位基因频率明显高于

健康对照组#健康对照组
^̂

型及
^

等位基因频率明

显高于冠心病组#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*'见

表
&

'

C3D

"

两组的
2GYSF =̂??G

多态性与血浆
YI

N

及

+
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血脂水平的关系

C3D3B

"

两组
2GYSF =̂??G

基因型与血浆
YI

N

水

平的比较
"

各等位基因的冠心病患者的血浆
YI

N

水

平明显高于健康对照组#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*(冠心病组
GG

$

Ĝ

基因型血浆
YI

N

水平高于

^̂

基因型#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*(健康对照

组的
GG

基因型血浆
YI

N

水平明显高于
Ĝ

及
^̂

基

因型#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*'见表
;

'

C3D3C

"

两组的
2GYSF =̂??G

基因型与血脂水平

的比较
"

冠心病组
GG

型等位基因
Ĝ

水平明显高于

Ĝ

型#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*(冠心病组各等

位基因
0+0>̂

水平低于健康对照组#差异有统计学

意义)

N

%

$3$"

*'见表
;

'

表
&

""

两组
2GYSF =̂??G

基因型%等位基因

"""

频率分布&

%

#

:

$'

组别
基因型频率

^̂ Ĝ GG

等位基因频率

^ G

冠心病组
#&;

)

;"3$E

*

J

#;"

)

;%3E=

*

J

<;

)

&=3"

*

J

;%#

)

"E3&?

*

J

;&#

)

E"3?;

*

J

健康对照组
?"

)

"#3$&

*

"$

)

;E3$#

*

&&

)

#E3<?

*

&$$

)

=%3$;

*

<E

)

;#3<?

*

合计
#<%

)

;<3?=

*

#%"

)

;?3#"

*

##"

)

&;3$<

*

"%#

)

"%3;;

*

E#"

)

E#3=?

*

!

&

#;3#=< #=3#&?

N $3$$# $3$$$

""

注!与健康对照组比较#

J

N

%

$3$"

表
;

""

两组
2GYSF =̂??G

不同基因型血浆
YI

N

及血脂浓度比较#

Pi?

(

%

467

)

0

$

项目
冠心病组

^̂

)

%c#&;

*

Ĝ

)

%c#;"

*

GG

)

%c<;

*

健康对照组

^̂

)

%c?"

*

Ĝ

)

%c"$

*

GG

)

%c&&

*

YI

N

#;3=&i#$3E"

J

#?3$&i<3=#

J*I

#?3%#i<3<<

J*

#$3="i;3<#

I

##3##i;3%?

I

#E3E=iE3#&

Ĝ E3E?i#3&& E3&Ei#3$? E3=$i#3#= E3"<i$3%< E3"=i$3<" E3?&i$3%<

GU #3=<i#3;; #3E"i$3?% #3=Ei#3$= #3""i$3?% #3=;i#3$< #3%&i$3?$

Y+0>̂ #3"$i$3"% #3E$i$3"& #3;#i$3E< #3;;i$3E$ #3;;i$3;% #3&%i$3;"

0+0>̂ &3&$i#3#%

J

&3#%i#3$E

J*

&3&<i#3$"

J*

;3#"i$3?% &3%%i$3%= ;3$$i#3$<

""

注!与健康对照组相比#

J

N

%

$3$"

(与同组
^̂

型相比#

*

N

%

$3$"

#与同组
GG

型相比#

I

N

%

$3$"

D

"

讨
""

论

""

内皮功能损害在冠心病发生$发展中起着重要的

作用#血浆
YI

N

水平因直接或间接损伤血管内皮细

胞$可作为冠心病的独立危险因素而得到临床广泛认

知与重视#

YI

N

代谢关键酶
2GYSF

基因多态性可影

响其血液浓度'冠心病基因多态性的研究也随着人

类基因组计划的完成越来越受到关注#目前发现

2GYSF

基因有
;$

多种突变类型#不同的基因位点

突变导致
2GYSF

的酶活性及耐热稳定性发生改变#

其 中 常 见 的 突 变 有
2GYSF =̂??G

$

2GYSF

G#;#?̂

$

2GYSF'#&<%̂

等#而
2GYSF =̂??G

位

点突变是目前发现的
2GYSF

基因中最常见的不耐

热错义突变%

;

&

'人
2GYSF

基因位于
#

(

;=3;

的位

置#

2GYSF

全长
#<3;]*

#

4F,'

全长
?#$"D)

#由

#&

个外显子组成#编码由
="?

个氨基酸残基组成的蛋

白质'

2GYSF

基因
=̂??G.,\

位点为
K-#%$##;;

#

其突变前后的碱基序列主要是在
2GYSF

蛋白叶酸

结合区的第
&&

位丙氨酸 )

Û ^

*替换成缬氨酸

)

UĜ

*#使酶的活性下降%

E

&

#

2GYSF

基因
=̂??G

常

见的基因型主要有
GG

$

Ĝ

和
^̂

基因型'

D3B

"

2GYSF =̂??G

基因型分布具有地域差异
"

多

项研究表明#

2GYSF =̂??G

的基因多态性的改变#

突变频率的差异存在地域$种族差异#世界不同国家

与种族#国内不同民族$不同地域及种族都发现存在

明显差异%

"

&

'

b',U

等%

=

&对
#";"?

名来自于中国

南$北方
#$

个不同省市的汉族成年人
2GYSF

=̂??G

基因多态性展开详细调查#发现我国汉族人

GG

基 因 型 和
G

等 位 基 因 频 率 分 别 为
&;3&:

$

E"3&:

#

GG

基因型和
G

等位基因的总体频率在我国

北方人群中普遍要高于南方'万莉娟等%

?

&等对云南

省汉族女性
2GYSF

基因分布进行研究发现#云南汉

族女性的
2GYSF =̂??G

纯合突变基因型频率为

#E3#:

#低于山东$河南#高于海南省'田宇等%

%

&报道

无锡女性
2GYSF

基因
=̂??G

位点
GG

基因型分布

频率低于
^̂

及
Ĝ

基因型#与山东省$河南省相比纯

合子基因型分布频率情况呈现相反趋势(而
GG

基因

型突变频率与广东省$海南分布相类似#无锡女性
GG

基因型出现频率要高于广东省)

?3E:

*和海南省

)

<3E:

*#差异均有统计学意义)

N

%

$3$"

*'

2GYSF

=̂??G

表现出明显地域差异#可能与南北方饮食习

惯$气候有着明显差异相关#本研究显示湖南地区

GG

$

Ĝ

及
^̂

基因型突变频率分别为
;<3?=:

$

;?3#":

$

&;3$<:

#

G

和
^

等位基因频率分别为

E#3=?:

$

"%3;;:

#与田宇等%

%

&报道结果相似#湖南属

于全国的中部地区#

GG

基因型和
G

等位基因频率在

国内处于平均水平'

D3C

"

冠心病
2GYSF =̂??G

基因型与血浆同型半

胱氨酸水平关系
"

2GYSF =̂??G

基因突变可导致

人体内叶酸代谢障碍#

">

甲基四氢叶酸生成减少#最终

导致血
YI

N

水平呈持续性升高#纯合突变使
2GYSF

+

E<E&

+

国际检验医学杂志
&$#%

年
#$

月第
;<

卷第
&$

期
"

9D)V0J*2H8

!

WI)6*HK&$#%

!

X673;<

!

,63&$



酶活性下降至正常的
;$:

&

;":

#杂合突变使酶降至

正常的
=":

&

?$:

'国内外多项研究证实#

2GYSF

=̂??G

基因发生突变#血浆
YI

N

水平可发生相应的

改变'毕佳佳等%

<

&和冯琳琳等%

#$

&对受试者血浆
YI

N

水平统计发现#

GG

基因型受试者
YI

N

水平要明显高

于
Ĝ

及
^̂

基因型#差异有统计学意义)

N

%

$3$"

*'

09

%

##

&和
GF9\'GY

等%

#&

&对冠心病患者
2GYSF

=̂??G

基因多态性进行相关性分析发现#

2GYSF

=̂??G

基 因 的
GG

基 因 型 可 增 加 冠 心 病 风 险'

Ŷ/,

等%

#;

&也发现#冠心病患者组
GG

型纯合突变

及
Ĝ

型杂合突变频率及血浆
YI

N

水平普遍高于健

康对照组'本研究结果通过对湖南地区冠心病患者

血浆
YI

N

水平及
2GYSF =̂??G

基因型分析也证实

了上述观点#冠心病患者血浆
YI

N

水平普遍高于健康

对照组#且
2GYSF =̂??G

基因突变以纯合突变
GG

基因型血浆
YI

N

水平最高'

GG

基因型及
G

等位基

因的突变频率在冠心病患者组也明显高于健康对照

组#因此#在湖南地区冠心病患者
2GYSF =̂??G

基

因多态性和血浆
YI

N

水平关系密切'

D3D

"

冠心病患者组
2GYSF =̂??G

基因型与血脂

水平关系
"

高同型半胱氨酸)

YYI

N

*具有动脉平滑肌

细胞的增生#削弱
Y+0>̂

的保护性作用#加速
0+0>̂

的氧化#导致血脂代谢异常#泡沫细胞的形成增加#引

起血管壁增厚和动脉硬化斑块的形成的作用%

#E

&

'国

内外报道有关血脂与
2GYSF =̂??G

基因多态性的

关系结论不一致#

.\9F9+W,WX'

等%

#"

&对冠心病患

者与健康人
2GYSF =̂??G

基因多态性研究表明#

血脂水平与
2GYSF =̂??G

基因多态性无相关性'

梁瑞莲等%

#=

&研究表明
2GYSF =̂??G

基因多态性与

高脂血症不具有关联性'张良峰等%

#?

&研究表明#

2GYSF

基因
=̂??G

点突变仅与中青年组冠心病患

者有关#与老年组冠心病差异无统计学意义)

N

&

$3$"

*'本研究得出的结果与上述结果存在不一致'

本研究冠心病组及健康对照组
0+0>̂

总体处于正常

参考范围内#虽然冠心病组血浆
0+0>̂

水平普遍低

于健康对照组#但不能单独将血浆
0+0>̂

水平作为

冠心病患者的独立危险因素'这可能是由于冠心病

患者入院前及在院治疗过程中均使用了降脂药#降脂

药的使用可影响患者的血脂水平#使患者血脂水平降

低#本研究发现血脂与
2GYSF =̂??G

基因多态性

不具有明显的关联性#这与上述结果相符#这也可能

与冠心病患者降脂药的使用有密切的关系'

E

"

结
""

论

""

2GYSF =̂??G

基因多态性具有地域差异#

2GYSF =̂??G

基因多态性改变与血浆
YI

N

水平密

切相关#

G

等位基因突变#尤其是
GG

型纯合突变可

使
YI

N

水平显著升高#是冠心病发病的危险因素'随

着分子诊断技术的发展以及基因组学研究的深入#有

关血浆
YI

N

代谢酶基因与心脑血管疾病之间关系的

研究也将越来越多#针对已经明确功能的突变基因位

点作为分子靶标#通过基因多态性与症候群的研究#

从分子诊断方面揭示症候的异质性'这些分子靶标

可纳入临床诊疗规范#来预测疾病风险$协助诊断分

型及指导临床个体化用药'冠心病患者的血脂水平

与冠心病严重程度的关系及冠心病患者
2GYSF

=̂??G

基因多态性的关系与以往研究缺乏一致性#可

通过扩大样本量$扩大范围进一步探究'
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下降得益于全程督导短程化学治疗策略的落实和实

施'

&$#&

年0非结核分枝杆菌病诊断与治疗专家共

识1

%

#

&推荐新型大环内酯类药物$利福霉素类药物$

/2!

$氨基糖苷类药物$氟喹诺酮类药物$头孢西丁$

四环素类$磺胺类$碳青霉烯类$恶唑烷酮类药物等用

于常见
,G2

病的治疗#笔者也将依据此共识及本地

区
,G2

分布特征调整药敏试验的药物种类#为临床

提供有价值的抗菌药物信息'

本研究采用
+,'

微阵列芯片法鉴定
,G2

菌

种#快速$准确$标本用量少#对明确诊断$早期正确治

疗起到关键作用'长沙地区
,G2

种群分布多达
##

种#构成比依次为胞内分枝杆菌)

E;3<E:

*$鸟分枝杆

菌)

&E3##:

*#龟或脓肿分枝杆菌)

&#3=%:

*$戈登分

枝杆菌和偶然分枝杆菌)各占
E3$E:
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