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·临床流行病学·

CETP TaqIB、KCNEl S38G和eNOS T一786C

基因多态性与非瓣膜性心房颤动的

关联研究

徐力辛 杨炜宇 张怀勤 陶志华 段成城

【摘要】 目的 研究浙江省汉族人群胆固醇酯转运蛋白基因TaqIB(CETP TaqIB)、心肌缓慢延

迟整流钾离子通道(Iks)_e亚单位基因S38G(KCNEl s38G)和内皮型一氧化氮合酶基因T．786C(eNoS

T一786C)遗传多态性与非瓣膜性心房颤动(房颤)易感性的关联。方法 选取非瓣膜性房颤患者147

例，病区对照147例，采用聚合酶链反应．限制性内切酶片段长度多态性(PCR．RFLP)鉴定CETP

TaqIB、KCNEl S38G和eNOS T．786C遗传多态性的基因型和等位基因分布。结果 (1)CETP B1等

位基因频率在非瓣膜性房颤组明显高于对照组，差异有统计学意义(oR=1．763，95％a：1．247～

2．492，P=O．002)；(2)1嗽istic回归分析：校正性别、年龄、高血压、吸烟、BMI等混杂因素之后，cETP

TaqIB基因多态性在病例组和对照组之间差异具有统计学意义；(3)多因子降维法分析表明，CETP

TaqIB、KCNEl s38G和eNoS T一786C存在交互作用，3个基因多态性同时存在危险度优势比为

CETP TaqIB单独存在时的1．849倍。结论 CETP B1等位基因是非瓣膜性房颤遗传易感性的独立

危险因子。CETP B1等位基因、KCNEl S38G等位基因和eNOS T．786C等位基因同时存在可能增加

非瓣膜性房颤遗传易感性。

【关键词】心房颤动，非瓣膜性；多因子降维法；单核苷酸多态性；基因交互作用

Study on the correlation between CETP TaqIB，KCNEl S38G and eNoS T-786C gene polymorphisms for

predisposition and non．valvular atrial fibrilIation XU Li．zi咒，yANG’I■i—y“，ZHANG H“ni一口i行，了1A()
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【Abstract】 Objective To study whether CETP TaqIB，KCNEl s38G and eNos T一786c genetic

polymorphisms are associated with non．valvular atrial fibrillation in the Han population from Zhe．iang

province．Methods P01ymerase chain reaction restriction fragment 1ength polymorphism assay was used to

detect the dist ribution of alleles and genotypes of CETP TaqIB，KCNEl S38G and eNoS T一786C in 147

patients with non—valvular atrial fibrillation and in 147 subiects as controls in Han popuIation of Zhejiang

province．R鹪ults (1)The frequency of CETP B1 allele in NVAF patients was higher than that of the

control group and showing a stat∽cally significant difference(OR=1．763，95％Cf：1．247—2．492，P=

0．002)． (2) Results fmm 109istic regression analysis revealed that： after adjustment of confbunding

variables such as sex， age， smoking， hypertension and body mass index， data from the binary 109istic

analysis showed a statistically significant difference in CETP TaqIB genetic p01ymorphism between patients

and contr01s． (3)Fmm multifactor dimensionality reduction analysis， results showed an interaction of

CETP TaqIB，KCNEl S38G and eNOS T一786C genetic p01ymorphisms．odds ratio of the three

simultaneously existing genetic p01ymorphisms was 1．849 times more than CETP TaqIB alone．Conclusion

CETP BI allele was an independent risk factor for predispG商tion to non．valvular atrial fibrillation．TheSe

findings suggested that the simultane。us existence of CETP B1，KCNEl S38G and eNoS T一786C allele

might be elevated with the predisposition to non—vaIvular atrial fibrination in the Han population of Zhejiang

province．

【Key words】 Non—valvular atrialfmrmation；Multifactor dimensionality reduction；Single nucIeotide

polymorphism；Gene—gene interaction
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电重构在心房颤动(房颤)的发生中发挥重要作

用⋯。电重构的电生理基础为细胞内钙超载、L型

钙通道电流内流减少为主的离子通道功能障

碍u’2I。缓慢型延迟整流性钾通道电流(slowly

activating component of the delayed rectifier

potassium channel current，Iks)减少能够相对延长2

期平台，在L型钙通道电流减少的情况下，仍能造

成钙超载。心肌缓慢延迟整流钾离子通道

(potassium channel subunit genes，KCNEl)基因

S38G多态性与Iks通道功能障碍相关∞1；内皮型一

氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase，eNOS)

基因T一786C多态性与L型钙通道功能障碍相

关H’5|。国外研究表明拍o，eNOS T一786C和KCNEl

S38G基因多态性同时存在与意大利白人非瓣膜性

房颤发病显著相关。Framingham研究证实"]：高血

压病、糖尿病、心肌梗死都是与非瓣膜性房颤有关的

独立危险因素，胆固醇酯转运蛋白(cholesterol ester

transfer protein，CETP)基因TaqIB遗传多态性与上

述疾病密切相关【8'9I。基于Framingham的一项套

嵌研究显示¨0I，CETP TaqIB多态性和高加索白人

房颤之间具有相关性。本研究采用病例对照研究设

计对我国汉族人群中上述3个基因多态性与非瓣膜

性房颤易感性关联进行探讨，同时应用多因子降维

法分析基因多态性之间的交互作用。

对象与方法

1．研究对象：采用病例对照研究方法。非瓣膜

性房颤组(病例组)来自2006年1月至2007年5月

在温州医学院附属第一医院住院及曾经住院明确诊

断为非瓣膜性房颤，再次就诊的147例患者。纳入

标准为非瓣膜性房颤患者有除风湿性心脏病以外的

其他心脏病(如冠心病、充血性心肌病、肺心病等)和

全身性疾病(如高血压、甲状腺机能亢进、肺炎、电解

质紊乱、发热等)而同时合并发生的房颤¨1|。选取

持续性房颤(持续时间7天至1年)和永久性房颤

(持续时间>1年)。对照组选取与病例组来自同一

病区、无房颤病史，且其所有心电图包括Holter无

房颤表现的患者147例。病例组和对照组均为汉

族，无血缘关系，无异族通婚家族史，排除合并瓣膜

性心脏病、肝肾疾病、2周内外伤、炎症反应、风湿性

疾病及恶性肿瘤患者。本研究已经获得温州医学院

附属第一医院伦理委员会批准，每名受试者均签署

知情同意书。

2．研究方法：

(1)基因组DNA提取：取空腹12 h静脉血2 rnJ，

聊、A抗凝，应用DNA提取试剂盒(Gentra公司)抽
提外周血白细胞基因组DNA，一80℃冰箱储存备用。

(2)引物的设计与合成：参照文献[6，12，13]方

法设计引物，由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。CETP基因TaqIB位点引物序列：上游5 7一

CAC TAG CCC AGA GAG AGG AGG CC一3 7，下游

5’一CTG AGC CCA GCC GCA CAC TAA C一3 7：

KCNEl基因S38G位点引物序列：上游5’一TGT

GGC AGG AGA CAG TTC AG一3 7，下游5 7一GCT

TCT TGG AGC GGA TGT AG一3 7；eNoS基因T一

786C位点引物序列：上游5 7．GTG TAC CCC ACC

TGC ATT CT一3’，下游5 7一CCC AGC AAG GAT

GTA GTG AC一3 7。

(3)聚合酶链反应：基因扩增仪(Applied

BiosyStems 2720 T11emlal Cyder，美国应用生物系统公

司)。PCR反应体系为50肛l：10×PCR缓冲液5．0出，

模板DNA 2出(约1腭)，引物分别为2肛l(40 pmd／L)，

dNTP 1肛l(200弘mol／L)，1的DNA聚合酶1 U，用超纯

水补足至50肛l。PCR反应条件：CFrP基因嘲IB为
95℃预变性3埘n，95℃变性30 s，60℃退火30 s，72℃

延伸45 s，进行30个循环；最后72℃延伸5 min。

KCNⅡ基因S38G为94℃预变性3 rnin，94℃变性

30 s，58℃退火30 s，72℃延伸30 s，进行30个循环；最

后72℃延伸5 min。eNoS T．786C为95℃预变性

3 min，95℃变性30 s，56℃退火30 s，72℃延伸45 s，进

行30个循环；最后72℃延伸5 min。每批反应均以超

纯水替代DNA作为阴性对照。

(4)扩增产物限制性酶切：限制性内切酶均为

New England B“abs公司产品。CETP 1酗IB扩增产

物使用限制性内切酶而qaI(重组快切酶)消化，20肚l

酶切反应体系包括：10×缓冲液2弘l，PCR产物10肛l，

10 U(0．5出)限制性内切酶，并加超纯水7．5肛1，65℃

温浴1 h进行酶切。KCNEl S38G扩增产物使用BtSI

限制性内切酶消化，20“l酶切反应体系包括：10×缓

冲液2肛l，PCR产物10出，10 u(1肛1)限制性内切酶，

并加超纯水7肚l，37℃温浴16 h进行酶切。eNOS T_

786C扩增产物使用NgoMⅣ限制性内切酶消化，20肛l

酶切反应体系包括：10×缓冲液2肛l，PCR产物10肛l，

10 u(1肛1)限制性内切酶，并加超纯水7肛l，37℃温浴

10 h进行酶切。

(5)基因型判定方法：每100 ml琼脂糖中加入北
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京赛百盛公司G01dview 5肛l。CETP TaqIB酶切产

物以2％琼脂糖凝胶电泳分析，在120 V电压下电泳

40 min，在波长300 nm紫外光下观察并照相；

KCNEl S38G为3．5％琼脂糖凝胶电泳分析酶切产

物，在80 V电压下电泳30 min；eNOS T一786C为3％

琼脂糖凝胶电泳分析酶切产物，在80 V电压下电泳

40 min。每次酶切反应均以一个确定的纯合子基因

型作为对照。基因分型结束后，随机抽取10％的样

本进行重复分型，吻合率达100％。

CETP TaqIB基因多态性是位于第1内含子

277位的G—A点突变(G277A)。扩增产物片段大

小为535 bp，经限制性内切酶消化后，电泳可见3种

基因型：若该位点为G，则形成TaqaI酶切位点，即

为等位基因B1；若为A则为等位基因B2，由此区分

3种基因型：B181型，174、361 bp两条片段；B182

型，174、361、535 bp三条片段；B282型，单条535 bp

片段(图1)。

注：Marker：50 bp标记物；1、5、6、8：B282型；2、4、7：B182型

3：B181型

图1 cETP TaqIB基因型分布

KCNEl S38G基因多态性为外显子区域存在

112 A—G点突变(A112G)，导致编码蛋白38位点

的丝氨酸转变为甘氨酸(S38G)。扩增产物片段大

小为164 bp，经限制性内切酶消化后，电泳可见3种

基因型。若该位点为A，则形成Bts工酶切位点，即

为等位基因S；反之，为等位基因G。酶切后得到

71、93 bp两条片段为SS型；71、93和164 bp三条片

段为SG型；单条164片段为GG型(图2)。

eNOS T．786C基因多态性是5 7侧翼区启动区

T—C点突变。扩增产物片段大小为306 bp，经限制

性内切酶消化后，电泳可见3种基因型。若该位点

为T，则形成NgoMⅣ酶切位点，即为等位基因T；

反之，为等位基因C。酶切后得到79、227 bp两条片

段，基因型为TT型；CC型不能被酶切，为单条

306 bp片段；酶切后得到79、227、306 bp三条片段

者为TC型(图3)。

注：Marker：50 bp标记物；1、4、5：TC型；2、3、6：CC型

7：TT型

图3 eN0s T一786c基因型分布

3．统计学分析：计量资料以孟±s表示，并进行

正态检验和齐性检验，组间比较采用￡检验。计数

资料采用Y2检验。基因型和等位基因频率采用基

因计数方法计算。Hardy—weinberg平衡采用x2检

验，单个基因型及组间等位基因频率比较采用四格

表x2检验，oR值和95％可信区间(95％CJ)表示

基因与疾病之间的关联强度。非条件logistic

(Forward：ward)用来校正其他非瓣膜性房颤危险

因素如年龄、吸烟、高血压和BMI等混杂因素可能

对结果造成的影响，以P<O．05(双侧)为差异有统

计学意义。上述数据采用SPSS 13．0统计软件包进

行统计学分析。同时，采用开源免费MDR SOftware

程序(版本1．0．0，可在http：／／www．epistasis．org／

mdr．html免费下载)进行多因子降维法(multifactor

dimensionality reduction，MDR)统计分析¨41，明确3

个基因多态性之间是否存在交互作用。最佳模型

P<0．05为基因多态性之间有交互作用。置换检

验：P<0．05验证有统计学意义。一致性检验表明

统计结果符合程度，10为完全相符。

结 果

1．一般情况比较：147例非瓣膜性房颤中，持续

性房颤86例(58．50％)，永久性房颤61例(41．50％)。

注：M。，k。，：50 bp标记物；1、2：ss型；3、5、6：SG型；4：GG型 病例组和对照组性别、年龄、高血压病史、吸烟和BMI

图2 KcNEl s38G基因型分布 构成间的差异均无统计学意义(表1)。
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表1 两组研究对象的一般情况

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)；BMI

18．5～24=1(体重正常)，≥24=2(超重)，≥28=3(肥胖)

2．Hardy—weinberg平衡、等位基因及基因型频

率比较：

(1)两组CETP TaqIB基因多态性基因型符合

Hardy_weinberg平衡(病例组x2=1．379，P=
0．240；对照组Y2=2．199，P=0．139)；两组基因型

分布和等位基因频率经Y2检验，差异有统计学意义

(x2=9．210，P=0．010和Y2=10．444，P=0．002)；

B1等位基因发生非瓣膜性房颤的风险是B2等位基

因的1．763倍，95％Cj：1．247～2．492(表2)。

表2 两组病例CETP TaqIB基因多态性基因型分布

和等位基因频率(％)

(2)两组KCNEl s38G基因多态性基因型符合

Hardy-weinbe唱平衡(病例组x2=o．459，P=o．498；
对照组x2=1．239，P=o．266)；两组基因型分布和等
位基因频率经x2检验，差异无统计学意义(#=

2．171，P=o．354和《=o．678，P=o．464)(表3)。

表3 两组病例KCNEl S38G基因多态性基因型分布

和等位基因频率(％)

x2值
P值

oR值(95％a)

2．171

0．354

0 678

0．464

0．860(O．6叭～1．231)

(3)两组eNOS T-786C基因多态性基因型符合

Hardy-weinberg平衡(病例组x2=1．584，P=o．208；

对照组x2=3．577，P=o．06)；两组基因型分布和等位
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基因频率经《检验，差异无统计学意义(x2=o．659，

P=o．843和f=o．411，P=o．631)(表4)。

表4 两组病例eNOS T．786C基因多态性基因型分布

和等位基因频率(％)

3．多因素分析：应用logistic回归分析，校正性

别、年龄、高血压、吸烟、BMI等混杂因素之后，评价

各基因多态性对于非瓣膜性房颤的贡献，结果显示

CETP TaqIB在两组之间的差异有统计学意义。回

归系数(0)为0．510，P=0．003，说明B1等位基因是

非瓣膜性房颤的独立危险因子。与B282基因型相

比，B1等位基因存在能够增加非瓣膜性房颤易感性

1．666倍(95％CJ：1．194～2．324)(表5)。两组间

eNoS T一786C、KCNEl S38G基因多态性差异未进

入方程，说明这两个基因多态性在两组之间的差异

无统计学意义，与Y2检验结果一致。

表5 非瓣膜性房颤全部检测项目109istic回归分析

(进入方程中的自变量及有关参数估计值)

4．MDR分析：应用MDR SOftware分析交互作

用最佳模式及与非瓣膜性房颤的关系，最佳模式为

CETP TaqIB、eNoS T一786C和KCNEl S38G同时

存在，符号检验P=0．011，一致性检验为10。并且

上述3个基因多态性同时存在情况下oR值的

95％Cf为3．486(2．122～5．725)，显著高于CETP

TaqIB基因多态性单独存在的0R值95％CJ：

1．885(1．185～2．999)，为1．849倍。经1000次置换

检验证明这个模型的P值为0．01～0．001之间，一

致性检验为10，模型有意义。证实上述三者之间存

在基因交互作用，为非瓣膜性房颤最佳预测模型(表

6、7)，与非瓣膜性房颤易感性显著相关的3个基因

多态性交互作用模式前三位依次是：CETP TaqIB

B1 B1+KCNEl 38GG+eNOS一786TT；CETP TaqIB

B181+KCNEl 38SG+eNoS一786TT；CETP TaqIB

B182+KCNEl 38SG+eNOS一786TT(图4)。
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表6 CETP TaqIB、eN0s T一786C、KcNEl S38G基因型交互作用MDR分析

注：单元格中左侧条带表示病例组百分比(％)，右侧条带表示对照组百分比(％)，在三维的每个多因子分类(单元格)中，计算病例数与对

照例数的比值，若病例、对照组例数之比达到或超过≥1，则标记为高危(深阴影)，反之则为低危(淡阴影)和无作用(空白)。图中显示与非瓣膜

性房颤显著相关的13个高危组合，根据包含危险作用sNP(eN0s T一786c和KcNEl S38G为变异体纯合子或杂合子，cETP TaqIB为野生型

或杂合子)的个数分为：3个sNP均为上述范围内的5个；2个sNP的7个；1个sNP的1个。图中示7个无作用空白，其中6个为cETP

TaqIB B282与KCNEl 38SS(或eNOS786 TT)同时存在

图4 MDR分析CETP TaqIB、eNOS T一786C、KCNEl s38G基因型交互作用

表7 CETP TaqIB、eNOS T一786C、KCNEl S38G基因型

交互作用MDR分析置换检验

讨 论

基于群体的复杂性疾病的病因研究中，统计学

交互作用通常可以用对潜在的生物学意义的机制

(生物学交互作用)进行一定的解释n 5|。多基因病

的位点变异存在交互作用¨引，但其主效应可能很小

或无，限制了logistic回归分析实际应用。MDR分

析是一种非参数、无需遗传模式的分析基因交互作

用的统计方法¨41。因此，本研究采用logistic回归

模型用于检测多态位点与疾病的独立关联；采用

MDR分析3个基因多态性交互作用与非瓣膜性房

颤易感性的关联。

本研究报道汉族人群CETP TaqIB、KCNEl

S38G、eNoS T一786C与非瓣膜性房颤的关系。通过

lo画stic方法分析发现CETP TaqIB与非瓣膜性房颤

发病显著相关。CETP基因位于人类染色体16q12—

21，长约25 kb，含16个外显子和15个内含子。编

码CETP蛋白，是一种疏水性糖蛋白，催化血浆脂蛋

白间非极性脂质的交换和平衡，特别是将大量胆固

醇酯从HDL．C逆向转运到LDL—C，并在机体炎症应

答反应中起一定作用。人类CETP B2等位基因导

致血浆中CETP水平降低，胆固醇酯逆向转运作用

减弱，血浆HDL—C升高，LDL—C降低且氧化减少，降

低血管壁的炎症【17]。B1等位基因的作用与之相

反，越来越多的证据显示，B1等位基因与冠心病、高

血压病相关，这两种疾病都与房颤的发生强烈相

关【8'9I。Asselbergs等H刨的研究第一次显示了在

CETP TaqIB多态性和高加索自人房颤之间的相关

性，并且有报道称H8。，他汀类降脂药能够减少充血

性心衰犬模型的房颤发生，推测CETP B1等位基因

存在时增高LDL—C，加重血管壁炎症，进而与非瓣膜

性房颤的危险因素，如冠心病、高血压相关，造成了

非瓣膜性房颤的遗传易感性。

本研究提出CETP TaqIB、KCNEl S38G、eNOS
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T一786C基因多态性之间存在交互作用，能够增加非

瓣膜性房颤易感性。Fatini等¨o研究显示，eNoS

T一786C和KCNEl S38G基因多态性同时存在与意

大利白人非瓣膜性房颤发病显著相关，本研究没有

发现这种组合，可能与人种地域差异有关。唐迅

等¨列综述了成功应用MDR分析方法的文献，发现

这些研究的总样本量介于177～2163之间。本研究

的样本量为294，在这个范围之内。而且本研究为

病例对照研究，病例组和对照组样本量相等，一般情

况差异无统计学意义，符合MDR分析方法的应用

范围，能够得出比较可信的结论。

KCNEl基因位于人类染色体21q22．1～

21q22．2(在染色体上反向排列，亦有研究者将

KCNEl S38G写作KCNEl G38S)，全长408 bp，有

1个外显子，编码mink蛋白(130个氨基酸)构成心

脏Iks通道的B亚单位。生理状态下，心脏Iks通道

参与心房复极化，特别是作用于动作电位的终末期，

与频率依赖性动作电位时程缩短和心房组织电重构

有关。最近，Ehrlich等旧。证实mink38G等位基因存

在能够造成Iks电流减少，动作电位时程轻度延长，

相对不应期轻度延长；诱导电交替，特定条件下诱发

早期后除极，增加快速性心律失常发生概率。心房

动作电位复极化期延长能够引发心房钙超载，造成

L型钙通道功能障碍，间接促进房颤的发生。陈义

汉等。2叫研究发现Iks通道功能障碍参与了家族性房

颤发病。Lai等∽川进行的一项病例对照研究显示

mink38G变异体存在更高的房颤风险。

本研究提示：CETP TaqIB、KCNEl S38G、

eNoS T一786C之间存在交互作用，同时存在增加非

瓣膜性房颤易感性1．849倍。这种交互作用可能与

炎症、氧化应激影响离子通道及内皮功能，从而造成

心肌电重构和结构重构相关。CETP B1等位基因

导致LDL—C升高，引起血管壁炎症及氧化应激n7|，

造成非瓣膜性房颤基础病变的病理改变；eNOS

T一786C等位基因造成No水平下降，进而导致L型

钙通道功能障碍。5 o，动作电位有效不应期缩短和氧

化应激增加Hj，内皮功能障碍心引，可能引起窦房结

功能异常，并增加心血管疾病的易患性；KCNEl

38G等位基因造成心肌缓慢延迟整流钾离子流减

少，动作电位相对不应期延长，其中2期平台相对延

长，在L型钙通道电流减少的情况下，仍然能够造

成钙超载的发生，形成电重构的恶性循环；缓慢延迟

整流钾离子流减少诱发早期后除极【31，增加快速性
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心律失常发生概率，为房颤的发生提供了电生理基

础。与Fatini等№1在意大利白人中的研究不同，本

研究没有显示KCNEl S38G、eNOS T一786C之间存

在交互作用，可能与人种差异有关。

本研究方法采用病例对照研究，病例组与对照

组性别构成、年龄、高血压、吸烟(包括被动吸烟)、

BMI差异无统计学意义，基因分型清楚，符合

Hardy—weinberg平衡，在此基础上得出的差异应当

是基因型的差异，结果较为可靠。对照组中，CETP

基因TaqIB遗传多态性，B1和B2等位基因频率分

别为0．599和0．401，与北京市自然人群幢列(0．595，

0．405)及高加索白人。10。(0．551，0．449)相似；

KCNEl基因S38G遗传多态性，S和G等位基因频

率分别为0．299和0．701，与华东地区汉族(0．269和

0．731)相似心4|，与意大利白人(0．503和0．497)差异

明显M。；eNOS基因T一786C遗传多态性，T和C等位

基因频率分别为0．935和0．065，与甘肃地区汉族

(0．961和0．039)相似坦5|，与意大利白人(0．602和

0．398)存在明显差异“61。

非瓣膜性房颤是一种多因素多基因遗传性疾

病，对于这种疾病的研究一定要承认其复杂性，应用

针对这种复杂性的统计方法，分析研究数据，能够得

出比较客观的结果，从而为非瓣膜性房颤易感性分

子生物学机制的深入研究提供方向。
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