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一氧化氮合酶基因!"#$%变异与

高血压病关系的研究

贾崇奇 赵仲堂 王立华 郝风荣 冯月秋 王束玫 徐晓菲 贾存显

【摘要】 目的 探讨内皮型一氧化氮合酶（&’()）基因第*外显子!"#$%变异（!+,-#"./0）与高

血压病的关系。方法 以人群中筛检出的、未经药物治疗的112例高血压病患者及132名血压正常

者为研究对象，运用聚合酶链反应4限制性片段长度多态性（56747895）检测!"#$%变异。结果

!"#$%变异与高血压病显著相关，"#$%等位基因频率高血压病组显著高于血压正常组（12:;<=
":"<，!>;:;1#），"#>1:#2，#?<$%：1:1$!3:3*。在病例组、对照组及两组合计中，!"#$%变异基

因型的收缩压及舒张压水平皆显著升高（!!;:;?）。用多元协方差分析调整年龄、性别、吸烟、饮酒、

体重指数、甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇后，在病例与对照合计中，!"#$%变异基因型对

收缩压及舒张压水平仍具有正显著影响（!!;:;1）。结论 &’()基因第*外显子!"#$%变异可能

是该研究人群中高血压病发病的重要危险因素之一。
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高血压病不但是严重危害人类身体健康的疾

病，而且是心、脑血管系统疾病的重要危险因素。由

于高血压病是多因子疾病，且受遗传与环境因素共

同作用，病因关系极其复杂，因此利用分子生物学手

段，从基因水平探讨其发病机制则是有效的研究方

法。本研究运用聚合酶链反应4限制性片段长度多
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态性方法（56747895），探讨了内皮型一氧化氮合

酶（&BMDG@&+AC+BAGNAHDLAM&/EBG@C/&，&’()）基因第*
外显子!"#$%变异（!+,-#"./0）与高血压病的关

系，现报道如下。

对象与方法

1:研究对象：自某工厂三个分厂约-;;;名职工

健康查体中选出研究对象。其入选标准为：#年龄

3;!?;岁；$收 缩 压#1$;KK VO（1KKVO>
;:133Q5C）及／或舒张压##;KKVO；%调查之前
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虽患有原发性高血压，但未坚持规律服用抗高血压

药物及降血脂药物，且调查时近一个月未服用该类

药物者；!调查时新诊断的原发性高血压患者；"排

除继发性高血压。对照的入选标准为：#年龄!"$
#" 岁；% 收 缩 压!$%" && ’( 及 舒 张 压!
)"&&’(；&无心、脑、肾、肝胆、糖尿病、肿瘤等病

史，且查体时心电图、尿常规、肝功、血糖等实验检查

正常者。依据健康查体登记表，依次筛选入选的病

例和对照。

*+血样采集：取研究对象的空腹肘静脉血#&,，

其中$&,做-./0123* 抗凝，用于基因组.20提

取；%&,分离血清，用于血脂指标检测。

!+基因组.20提取：用常规的蛋白酶4消化，

酚／氯仿提纯。

%+56)%/变异检测：

（$）789扩增：用789技术扩增:2;<基因第

=外显子中包含有56)%/变异的基因序列。引物

序列 为：上 游#’100558055050805/550/51
!’；下游#’1805/800/888///55/58/1!’。在

#"’,的扩增体系中含有$"">(的模板.20，引物

各"+!’&?,／@，#"&&?,／@48,，$+#&&?,／@A(1
8,*，$"&&?,／@/BCD1’8,（E’F6+%），"+$#&&?,／@
G2/7D，$H-I/3J.20聚合酶（/34393）。反应

条件 为)%K 变 性#&C>，!*个 循 环 中)%K 变 性

%#D，L*K退火%#D，=*K延伸L"D，最后=*K延伸

#&C>。

（*）789扩增产物酶切及电泳：将789扩增产

物用M3>(内切酶酶切，*N的琼脂糖凝胶电泳，-M
染色，凝胶成像分析系统下观察，拍照。

#+血清生化指标检测：血清甘油三酯（/5）、总

胆固醇（/8）、高密度脂蛋白胆固醇（’.@18）用酶法

测定，试剂由北京中生生物工程高技术公司提供。

L+资料分析：用<0<、</0/0软件对计数资料

用卡方检验，选用OCDP:B’D确切概率，计量资料用方

差分析，多因素分析用多元协方差分析。

结 果

$+高血压病组与对照组的临床资料分析：将高

血压病组与对照组的临床资料对比分析，结果见表

$。吸烟、饮酒、体重指数（MAQ）、/5、/8高血压病

组显著高于对照组，而’.@18高血压病组显著低于

对照组。性别构成及年龄两组之间差异无显著性。

表! 高血压病组与对照组的临床资料

变 量
病例组

（!F$$L）
对照组

（!F$!L） "值

性别（男／女） )%／** $"=／*) ""+"#
年龄（岁） %=+)"#RL+$#" %L+%)!R=+!=!""+"#
收缩压（&&’(） $#)+L##R$*+%!L$*$+)6#R)+*##!"+""$
舒张压（&&’(） $"*+"L)R6+)** =)+#)LRL+66=!"+""$
吸烟（N） #)+%6 %%+6# !"+"#
饮酒（N） %=+%$ !!+") !"+"#
MAQ（S(／&*） *L+"6#R*+6%! *!+)%6R*+=**!"+""$
/5（&&?,／@） $+L!LR"+L*% $+!)!R"+#L$!"+"$
/8（&&?,／@） #+L*#R$+"L= %+==*R"+)))!"+""$
’.@18（&&?,／@） $+*"=R"+!$L $+!#!R"+!"6!"+""$

注：资料除性别、吸烟、饮酒外为均数R标准差

*+789扩增产物酶切及电泳分析：当编码序列

6)%5突变为/后，失去原有M3>(酶切位点〔#’1
50（5）588（/）／81!’〕。所 以，用M3>(内 切 酶

（EB?&:(3）将长度为*%LTE无56)%/突变的789
扩增产物切为$L!TE和6!TE的两个片段。酶切结

果在*N的琼脂糖凝胶电泳，-M染色，凝胶成像分

析系统下观察，拍照，结果见图$。

$+.20 A3BS:B（/34393，.@*"""，长 度 分 别 为*"""、$"""、

=#"、#""、*#"、$""TE）；*+55纯合子；!+5/杂合子；%+//纯合子

图! :2;<基因56)%/突变区789扩增产物

M3>(酶切电泳结果

!+高血压病组与对照组:2;<基因56)%/变

异基因类型和等位基因频率分析：将高血压病组与

对照组:2;<基因56)%/变异基因类型和等位基

因频率对比分析，结果见表*。56)%/变异基因型

及/等位基因频率在男性高血压病组显著高于对

照组；其在女性中高血压病组也高于对照组，但差异

无显著性，这可能是由于女性组样本太小之故。将

男女两组合并后，56)%/变异基因型及/等位基因

频率高血压病组亦显著高于对照组。
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表! 高血压病组与对照组!"#$基因%&’()
变异基因型和等位基因频率

男

病例组 对照组

女

病例组 对照组

合计

病例组 对照组

基因型（*）

)) +（+,-） .（/,’） .（(,0） .（+,(） (（+,(） -（.,0）

%) --（-+,(）.(（.+,.） 1（+.,&） 2（-/,1）-’（-0,/）-/（.(,1）

%% 2’（1+,(）’-（&2,/）.(（2+,2）--（10,’）&+（1.,2）..(（&+,&）

!.值 /,/2& /,101 /,/2-
!-值 /,/++ /,+1. /,/--

等位基因频率（*）

) .(,’ 1,0 -/,0 .+,& .2,/ &,&
% &0,. ’-,0 1’,0 &2,- &(,/ ’.,-
!值 /,/-( /,(-1 /,/.’
"#值 -,.1 .,2. .,’2
’0*$% .,.(!(,.. /,0&!(,(0 .,.(!+,+1

注：))：突变纯合子；%)：杂合子；%%：正常纯合子；!.：三组比

较概率；!-：))3%)与%%比较概率

(,!"#$基因%&’()变异与血压关系的分析：

将%&’()变异基因类型之间的血压水平对比分析，

结果 见 表+。在 病 例 组、对 照 组 及 两 组 合 计 中，

%&’()变异基因型的收缩压及舒张压水平皆显著

升高。用多元协方差分析调整年龄、性别、吸烟、饮

酒、456、)%、)7、89:;7的影响后，在病例组与对

照组中，%&’()变异基因型对收缩压及舒张压水平

具有正的影响，但不显著；然而在病例与对照合计

中，%&’()变异基因型对收缩压及舒张压水平具有

正显著影响，这可能是由于本研究样本较小之故。

表" !"#$基因%&’()变异与血压关系的分析

组别 血压 基因型 & !’<( )值 !值

病例组 收缩压 ))3%)++ .2+,(&0<.-,+(-
%% &+ .0&,.++<.-,-.0

(,0. /,/+2

舒张压 ))3%)++ ./(,&(&<’,’2/
%% &+ .//,’2(<&,-&.

(,2- /,/+(

对照组 收缩压 ))3%)-- .-0,2&-<’,-’2
%% ..( .-.,-1-<’,..2

(,-’ /,/(/

舒张压 ))3%)-- &-,0//<1,.’2
%% ..( 1’,/+0<2,1.(

(,&/ /,/+/

合 计 收缩压 ))3%)00 .(&,+2(<-.,10+
%% .’1 .+2,&/-<-.,/00

.-,1& /,///(

舒张压 ))3%)00 ’0,’/’<.(,.1&
%% .’1 &&,-1(<.+,.+0

.(,/+ /,///-

注：同表.

讨 论

自发现"#（=>?@>ABC>D!）是内皮细胞舒血管因

子以来，"#在多个系统生理病理过程中所起的重

要作用不断被阐明。血管内皮细胞来源的"#与受

体结 合 后，激 活 靶 细 胞 膜 上 的 鸟 苷 酸 环 化 酶，使

A%5E合成增加发挥第二信使作用，具有降低细胞

内游离钙、扩张血管、抑制血小板粘附与聚集、抑制

白细胞粘附、对抗内皮素的缩血管作用等重要生理

功能。

内源性"#是由"#$催化:;精氨酸末端胍基

中的一个氮原子氧化生成。"#$有+个亚型，分别

由不同基因编码。根据其细胞或组织来源及表达方

式分为神经元型（=!F@B=GH"#$，="#$）、诱导型（>=;
DFA>I!"#$，>"#$）及 内 皮 型（!=DB?J!H>GH"#$，

!"#$）。在"#$基因与高血压病关系的研究中，

!"#$基因被予以特别关注。因为，动物实验研究

显示，该基因对血压的调节起重要作用［.;(］；抑制

"#$可使健康人的血压升高［0］；因而被认为是高血

压最可能的候选基因。

!"#$基因位于第1号染色体（1K+2），含有-2
个外显子，长-.LM。目前发现的多态性位点中，只

有第1外显子第1&位碱基即编码序列第&’(位碱

基发生%突变为)（%&’()），导致第-’&位氨基酸

残基发生谷氨酸被天门冬氨酸替代（%HF-’&NOP）。

尽管目前尚无充分证据表明，此变异可引起"#$活

性的改变，但有研究显示，由于%HF-’&NOP的变异，

可使"#$蛋白的构象发生改变［2］；并且有研究表明

%HF-’&NOP变异与急性心肌梗死［1］、冠心病［&］及颈

动脉硬化［’］有关，所以认为%HF-’&NOP变异影响了

酶的活性。

关于%HF-’&NOP变异与高血压的关系，目前研

究结果不尽一致。有研究显示%HF-’&NOP变异与高

血压显著相关［./;.+］，也有资料表明两者之间无显著

相关［.(;.2］。然而，还有资料表明%HF-’&基因型在

高血压病患者中高［.1］，无&’()等位基因者与有

&’()等位基因者相比，收缩压、舒张压及平均动脉

压显著升高［.&］。

本研究选择一般人群为研究对象，且高血压病

例为未经药物治疗的病例，结果显示%&’()变异与

高血压病显著相关，))与%)基因型及)等位基

因频率高血压病组显著高于对照组，并且%&’()变

异基因型的收缩压及舒张压水平显著升高。用多元

协方差分析调整年龄、性别、吸烟、饮酒、456、)%、

)7、89:;7后，%&’()变异基因型对收缩压与舒张

压仍具有正显著影响，说明%&’()变异可能是该研

究人群高血压病发病的重要危险因素。但由于本研

究样本较小，因此需要进一步研究加以确定。

另外，本研究显示)等位基因频率高血压病组
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为!"#$%，正常血压组为&#&%，高于’()*+等［!!］（高

血压病组!,#&%，正常血压组&%），而低于-./0
*12+.34，5)66+7［!8］（高 血 压 病 组9,%，正 常 血 压 组

9$%）的报道，说明:&;<=变异可能存在种族差异，

与有关报道一致［!;］，这也可能是:&;<=变异与高

血压病关系研究结果不一致的原因之一。
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