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"摘要#

!

目的
!

探讨某地瑶族冠心病"

,PR

#患者血清脂联素"

4%0

#水平及其基因位点
X8/9

'

)

和
($$"66,

'

)

的多态性与该地区瑶族健康者%汉族
,PR

患者%汉族健康者的差异$方法
!

采用酶联免疫吸附"

1-M+4

#方法检

测瑶族
,PR

患者%瑶族健康者%汉族
,PR

患者和汉族健康者"各
$##

例#血清
4%0

水平&使用聚合酶链反应
(

限制

性片段长度多态性"

%,*(*Z-%

#技术检测
4%0

基因位点
X8/9

'

)

和
($$"66,

'

)

的多态性$结果
!

"

$

#

.

组
,PR

患者血清
4%0

水平明显低于
.

组健康对照者!差异有统计学意义"均
!

$

#2#/

#$

.

组
,PR

患者血清
4%0

水平差

异无统计学意义"

!W#2#65

#$"

.

#在
P(b

平衡检验中!

8

组研究对象
4%0

基因位点
X8/9

'

)

和
($$"66,

'

)

均有

群体代表性"均
!

%

#2#/

#$"

"

#瑶族
,PR

患者
40%X8/9)

%

))

基因型频率均高于瑶族健康者!但差异无统计学

意义"

!

%

#2#/

#&汉族
,PR

患者
40%X8/

基因型等位基因频率略高于瑶族
,PR

患者!但差异无统计学意义"

!

%

#2#/

#$"

8

#

,PR

患者
40%($$"66

基因型和等位基因频率与同民族健康者比较!差异有统计学意义"

!

$

#2#/

#&瑶

族
,PR

患者
4%0($$"66

基因杂合程度略低于汉族
,PR

患者!但差异无统计学意义"

!

%

#2#/

#$结论
!

血清低

4%0

水平和
4%0($$"66

位点是瑶族
,PR

患者的危险因素!与汉族
,PR

患者相同$

"关键词#
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脂联素&

!

基因多态性&

!

瑶族&

!

冠心病
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冠心病$

,PR

%是由冠状动脉发生动脉粥样硬化病变而引

起血管狭窄,供血不足#心肌缺血,缺氧而导致的心脏病#是致

死致残率较高的疾病之一+目前#我国
,PR

发病率有升高,

发病年龄有提前的趋势+

,PR

是由遗传因素,环境因素和不

良生活习惯相互作用导致的复杂疾病#其中易感基因可能对

,PR

的发生起非常重要的作用+脂联素$

4%0

%是由脂肪细胞

特异性分泌的活性因子#具有抗炎性,抗动脉粥样硬化,抗血小

板聚集等生物作用+近年来研究发现
4%0

所在基因区域与

心血管疾病相关#且基因多态性具有地区,种族的特异性+本

研究旨在通过检测广西瑶族
,PR

患者
4%0

水平及其基因位

点
X8/9

"

)

和
($$"66,

"

)

基因多态型及等位基因的分布频

率#探讨
4%0

水平及
.

个基因位点与广西瑶族
,PR

的关系#

从而为临床治疗提供实验室数据+报道如下+

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

瑶族
,PR

患者,瑶族健康者,汉族
,PR

患

者和汉族健康者#各
$##

例+瑶族
,PR

患者$瑶族
,PR

组%!

男
/"

例#女
86

例#年龄
87

&

6/

岁#平均年龄
/!2"

岁+瑶族健

康者$瑶族健康对照组%!男
/.

例#女
8!

例#年龄
88

&

6$

岁#平

均年龄
/527

岁+汉族
,PR

患者$汉族
,PR

组%!男
//

例#女

8/

例#年龄
85

&

6!

岁#平均年龄
/62/

岁+汉族健康者$汉族

健康对照组%!男
/8

例#女
85

例#年龄
86

&

57

岁#平均年龄

/!2$

岁+瑶族入选标准!$

$

%居住在广西瑶族主要分布区的瑶

族个体+$

.

%

"

代中未有与外族通婚的瑶族家族#选择第
"

代

个体为研究对象#且尽可能确保研究对象在其可追踪的历史上

-

65/$

-

检验医学与临床
.#$/

年
5

月第
$.

卷第
$$

期
!

-DKS;3,FAG

!

T=G;.#$/

!

U'F2$.

!

0'2$$



没有与外族通婚+$

"

%无遗传性疾病家族史及其他急,慢性疾

病史+

,PR

诊断标准)

$

*

!选择冠状动脉造影显示左主干狭窄

大于或等于
"#O

或其他
"

支至少有
$

支冠状动脉狭窄大于或

等于
/#O

者+瑶族
,PR

患者须符合上述
.

个入选标准#且动

态心电图
+9

段下移+

8

组研究对象的年龄,性别等一般资料

比较#差异无统计学意义$

!

%

#2#/

%#具有可比性+采样过程

遵循知情同意原则#通过询问确保样本间无血缘关系+

$2/

!

标本采集
!

抽取所有研究对象的静脉血
8I-

#分别注入

干燥管和
1R94

抗凝管中#并充分混匀+

"#IAG

后#干燥管

"###&

"

IAG

#离心
$#IAG

#分离血清
^.#_

冰箱保存#采用酶

联免疫吸附$

1-M+4

%方法检测血清
4%0

水平#严格按照试剂

说明书操作+

1R94

管用于
4%0

基因位点多态性检测+

$2'

!

仪器与试剂
!

76##

扩增仪$美国
4QM

公司%(

*9(5###

酶

标仪$深圳雷杜生命科学有限公司%(电泳仪$北京六一仪器

厂%(凝胶成像仪$珠海黑马生物公司%+

4%0

试剂$美国
)QR

公司提供%(

R04

抽提试剂$深圳益生堂生物有限公司%+

$21

!

R04

制备
!

采用离心柱法#严格按照试剂说明书进行#

最后将
R04

溶于
91

缓冲液#

.̂#_

保存备用+

$22

!

4%0

基因检测
!

$

$

%反应体系!在
/#

)

-

总体积中进行#

每孔反应体系内含
!

)

-%,*

混合反应液$含
309%

,

K=??;&

%,

9D

e

酶
#2/

)

-

,无菌水
"62/

)

-

,上下游引物各
$

)

-

,

R04

模

版
.

)

-

#充分混匀+$

.

%

4%0

基因位点
X8/

扩增条件和限制

性片段长度多态性!

78_/IAG

预变性(

78_$IAG

#

//_8/

>

#

6._$IAG

#

"/

个循环#最后
6._

延伸
6IAG

+取
%,*

后产

物
.#

)

-

,

Q>

<

PM

内切酶
$

)

-

#

K=??;&"

)

-

#无菌水
5

)

-

#

"6_

环境酶切
$:

+

4%0X8/

$

9

"

)

%

%,*

产物为
68/K

<

#酶切后

为
.7$K

<

和
8/8K

<

的
.

个片段$

)

等位基因%+在
.O

琼脂糖

凝胶上点样#电压
$##U

#电泳
5#IAG

后自动凝胶图像分析仪

观察电泳结果并摄像保存+$

"

%

4%0

基因位点
($$"66

扩增条

件和限制性片段长度多态性!

78_/IAG

预变性(

78_$IAG

#

5._8/>

#

6._$IAG

#

"/

个循环#最后
6._

延伸
/IAG

+取

%,*

产物
.#

)

-

,

4FC0M

内切酶
$

)

-

#

K=??;&"

)

-

#无菌水
5

)

-

#

"6_

酶切
$:

+

+0%($$"66,

"

)

的
%,*

产物长度为
8/#

K

<

$

,

等位基因%#酶切后为
7/K

<

和
"//K

<

$

)

等位基因%

.

个

片段+在
.O

琼脂糖凝胶上点样#电压
$##U

#电泳
"#IAG

后

自动凝胶图像分析仪观察电泳结果并摄像保存+见表
$

+

表
$

!

4%0X8/

和
($$"66

基因位点引物序列

基因位点 引物序列 产物长度$

K

<

%

4%0X8/

位点
上游引物!

/g(,99))9)4))444)

)4)4,("g

68/

下游引物!

/g()4))449,4)4494

9)449)("g

4%0($$"66

位点
上游引物!

/g(9)9,99)99)44)9

9))9),9)("g

8/#

下游引物!

/g),99)9)),,9,)44

9,)94("g

$2)

!

统计学处理
!

采用统计软件
+%++$52#

进行数据处理#

同民族间和
,PR

组间的
4%0

水平比较使用
6

检验(

4%0

等

位基因进行
PD&3

B

(b;AGK;&

H

$

P(b

%平衡检验(

8

组间
4%0

基

因频率分布的差异#采用卡方检验+

!

$

#2#/

为差异有统计学

意义+

/

!

结
!!

果

/2$

!

8

组研究对象血清
4%0

水平结果比较
!

瑶族
,PR

组患

者血清
4%0

水平明显低于瑶族健康对照组#差异有统计学意

义$

!

$

#2#/

%+汉族
,PR

组患者
4%0

水平也显著低于汉族

健康对照组#差异有统计学意义$

!

$

#2#/

%+瑶族
,PR

组患

者血清
4%0

水平略高于汉族
,PR

组患者#但差异无统计学

意义$

!

%

#2#/

%+见表
.

+

表
.

!

8

组研究对象血清
4%0

水平结果比较

组别
* 4%0

$

I

H

"

-

%

瑶族
,PR

组
$##

62"#

$

"25/

&

$#2"/

%

#

瑶族健康对照组
$## $#2/5

$

/277

&

$/256

%

汉族
,PR

组
$##

5268

$

"2#.

&

$#25.

%

"

汉族健康对照组
$## $#2.7

$

/256

&

$52#8

%

!!

注!与同民族健康对照组比较#

"

!

$

#2#/

(

#

!

$

#2#/

+

/2/

!

8

组
4%0

基因分型结果比较
!

野生型是
.

组健康对照

者
4%0X8/

和
($$"66

位点的主要型别#

4%0X8/

和
($$"66

基

因位点杂合程度最高的是汉族
,PR

组患者+经
P(b

平衡检

验#比较观察值和期望值#

8

组
4%0.

个位点均无统计学意义

$

!

%

#2#/

%#符合
P(b

群体遗传平衡法则#具有群体代表性+

见表
"

+

/2'

!

8

组研究对象
4%0X8/

基因多态性的结果比较
!

使用

卡方检验比较
8

组研究对象
4%0X8/

等位基因频率#提示汉

族
,PR

组
9)

和
))

基因频率明显高于汉族健康对照组#差

异有统计学意义$

*

.

W!2$..

#

!W#2#$6

%(瑶族
,PR

组
9)

和

))

基因频率明显高于瑶族健康对照组#但差异无统计学意义

$

*

.

W/2$.$

(

!W#2#66

%(瑶族
,PR

组
4%0X8/

基因杂合程

度也略低于汉族
,PR

组#但差异无统计学意义$

*

.

W$26/#

(

!W#28$6

%+见图
$

+
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基因多态性分布显示#

.

组
,PR

患者的等位基因

频率明显高于
.

组健康对照者#差异有统计学意义$
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4%0

是近年来发现的一种具有抗炎性,抗动脉粥样硬化,

抗血小板聚集,由脂肪组织特异性分泌的活性因子+可通过自

分泌,旁分泌和内分泌方式影响葡萄糖转化,脂质代谢,血管内

皮功能,炎性反应和胰岛素抵抗+

4%0

对动脉粥样硬化的保

护作用机制可能为!$

$

%抑制巨噬细胞转化为泡沫细胞)

.

*

+$

.

%

通过环磷酸腺苷"蛋白激酶
4

途径发挥抑制内皮细胞的炎性

反应)

"

*

+$
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%抑制血管平滑肌细胞增殖)

8

*

+$

8

%促进肝脏合成

高密度脂蛋白胆固醇$

PR-(,

%而发挥胆固醇逆转运功能,抗

氧化功能和抗炎性等作用)
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+$

/

%通过对血管舒张因子一氧化

氮$

0Y

%增强血管舒张,抑制血小板聚集,单核细胞黏附以及血

管平滑肌细胞增殖等作用#从而对血管系统起保护作用)
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*

+李

长江等)

6

*研究表明#

4%0

通过抑制血管壁黏附分子的表达#达

到抗动脉粥样硬化的目的+
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还通过上调泡沫细胞三磷酸

腺苷结合盒转运体
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表达#促进泡沫细胞内胆固醇的外流#
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基因
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因可能与实验例数较少有关+等位基因频率显示
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患者中较多见#提示携带
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