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·实验研究·

载脂蛋白E／CI基因簇与冠心病关系的研究

汪春红 周新 周光娣 谭晓东 韩定芬 郑芳 刘芳

【摘要】 目的探讨载脂蛋白(apO)E、apocI基因簇多态性与人群冠心病的关系。方法采用病

例对照研究，apoE基因多态性检测用multi—ARMS快速分型法，apoCI基因启动子HpaI位点多态性采

用聚合酶链反应一限制性片段长度多态性技术，单倍型频率估计采用EH软件包。病例组186例，平

均年龄(65．0±10．6)岁；对照组350名，平均年龄(63．6±8．3)岁。结果病例组apoE基因E4／3基

因型(26．9％)和“等位基因型(14．5％)频率显著高于对照组(12．6％，7．0％)，P<0．05。apoCI

HpaI位点病例组H2等位基因频率及携带磁等位基因的基因型频率均显著高于对照组。两基因分

布在病例组存在显著的连锁不平衡，P<0．0l；病例组￡3一H2(16．0％)、“一Hl(11．6％)和“一H2(3．0％)

单倍型频率显著高于对照组(9．4％、6．2％、0．8％)；apoE一“／apoCI—H2单倍型对冠心病发病的贡献率

为9．87％。结论e4及H2等位基因连锁能显著增加患冠心病的危险性。
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【Abstract】 Objective To study the genetic association of apolipopmtein(apo)E and apocI gene

叫ymorphisms with coronary heart disease(CHD)in China．Methods apoE genotypes were identified by

muItipIex ampIification refractory mutation system(multi—ARMS)and the apoCI promoter polymorphisms

were detected by polymerase chain reaction—reStriction fragment 1ength p01ymorphism(PCR—RFLP)in 186

cases with CHD(age：65．0±10．5 years)and 350 controls(age：63．6±8．3 years)．The haplotype

frequencies were estimated．Results The frequencieS of apoE E4／3 genotype(26．9％)and￡4(14．5％)

inCHD group were significantly higher than that in the control group(12．6％，7．0％)，P<0．05．The

significant difference was also f叫nd for the apoCI locus and the CHD group showed higher rate of both for

the I。12 allele and genotypes，carrying this allele．Estimation of the haplotype frequencies indicated that the

association between the apoE—CI haplotype and CHD was significantly strong．The apoE一￡4／apoCI—H[2 was

estimated to be responsible for 9．86％of CHD．C帅cl吣i蛐 When the subjects carring both e4 and H2

aIieies，they would have higher risk of sufkring fI砌CHD than controls．

【Key w叫ds】Cbronary heart disease；ap01ipoprotein；Gene；Haplotype frequency

冠心病是多基因疾病，是由多个基因的累加作

用和某些环境因子作用所致。许多研究认为载脂蛋

白E(apoE)基因变异对血脂浓度及冠心病(CHD)的

危险性有强烈而持续的影响¨。1。apoE基因有3个

不同等位基因(e2、e3、￡4)，通过影响血低密度脂蛋

白胆固醇(LDL—C)水平而影响人群冠心病的发生。

研究显示￡2携带者的血浆总胆固醇(TC)和
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LDL—C浓度较低，而￡4携带者则较高，在血管造影

证实的冠心病患者中￡4等位基因出现的频率较

高∞’4 J。apoE和apoCI均为乳糜微粒(CM)、极低密

度脂蛋白(VLDL)和LDL—C的结构成分b1。编码该

两种蛋白质的基因均位于19号染色体q13 2，同编码

apoCII的基因共同组成apoE—CI—CII基因簇，跨度

48 kb№]。我们采用病例对照研究方法，通过单倍型

频率估计，探讨两基因在冠心病中的遗传联系，为分

子流行病学的广泛应用提供资料。

对象与方法

1．研究对象：为湖北地区汉族人群。病例组
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186例(男110例、女76例)，年龄41～88岁，平均

(65．0±10．6)岁，来自2002年3月至2003年2月

间武汉大学中南医院就诊病例。CHD诊断以1979

年世界卫生组织(wHO)的诊断标准，并排除糖尿

病、肝肾疾病、老年性痴呆等。对照组350名(男

185名、女165名)，年龄40～87岁，平均(63．56±

8．32)岁，为同一医院、同一时期经既往病史、体检和

心电图检查等方法确诊的非心血管疾病病例，并排

除与CHD有潜在关系的恶性肿瘤、脑血管疾病等人

群。

2．血样本及基因多态性检测：将2．0 ml静脉血

置于EDTA处理的抗凝试管中，分离白细胞改良碘

化钠法"1提取DNA。apoE基因采用multi—ARMS

快速分型法随]，A、B双管扩增，产物片段长度为

588 bp和／或451 bp；为指示两管均扩增成功，将扩增

条件一致的低密度脂蛋白受体(LDL—R)基因第13

外显子同时扩增作为内标物，片段长度为228 bp。

apoCI基因启动子Hpa I位点多态性采用聚合酶链

反应一限制性片段长度多态性(PCR—RFLP)∽1分析，

Hpa工酶切位点是由于一个4 bp的CGTT的插入突

变引起，仅呈现于H2等位基因，其PCR产物片段

长度为226 bp(无插入突变的纯合子为222 bp)，Hpa

工酶切(BioLabs—inc．New England)产物分别为

160 bp和66 bp。所有引物均由上海生工生物工程

有限公司合成。

3．统计学分析：所有资料均以FoxPro 6．0软件

建库，SPSS 10．0软件分析。基因频率采用基因计数

法计算，以Y2检验、Fisher’s精确概率等方法进行统

计分析；单倍型频率估计采用EH软件n0’“]。

结 果

1．apoE、apoCI基因型和等位基因型频率分布：

apoE基因检测到六种基因型：E2／2、E2／3、E3／3、

E2／4、E3／4和E4／4，电泳条带见图1；apoCI基因启动

子HpaI位点多态性见图2，有H1／1、H1／2和H2／2

三种基因型。

M：pucl9／Msp 1分子标记物

图1 apoE基因型multi—ARMS法扩增产物电泳图

(2％琼脂糖，EB染色)

1：未酶切PcR产物；2：H1／1型；3：I也／2型；4：H1／2型

M：PGEM一7zf(+)／HaeⅢ分子标记物

图2 apoCI基因启动子PCR产物及各基因型酶切片段

(8％聚丙烯酰胺凝胶，银染)

病例组和对照组两基因的基因型和等位基因型

频率分布见表1、2，基因型频率和理论频率差异均

无统计学意义，符合Hardy—weinberg遗传平衡定律

(apoE：对照组Y2=2．03，P>0．05；病例组x2=

6．44，P>0．05；病例+对照x2=5．28，P>0．05；

apoCI：对照组Y2=0．96，P>0．05；病例组Y2=0．33，

表1 apoE基因型和等位基因型频率(％)分布

*基因型x2=21．47，P=o．0007；E2／2+E3／2"s．E3／3 w．E4／3+E4／4的x2=17．9335，P=o．0001；**等位基因型x2=15．9861，P=

0．0003；#两组间同一基因型(等位基因型)x2检验或Fisher’s检验所得P值
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表2 apocI基因型和等位基因型频率(％)分布

*基因型x2=16．71，P=o．o002；H1／1 w．H1／2+H2／2，x2=

15．7312，P<o．001；**等位基因型f=17．65，P<o．0001；#两

组间同一基因型x2检验或Fisher’s检验所得P值

P>0．05；病例+对照Y2=2．13，P>0．05)。apoE

基因：两组对象均以常见的E3／3基因型为主，E2／3、

E3／4基因型也在10％以上。apoCI基因：以纯合子

H1／1基因型最常见，分别为病例组64．0％，对照组

79．7％；其次为杂合子H1／2基因型。对比分析显

示，apoE和apoCI两位点的基因型分布在病例和对

照组间差异均有统计学意义(P<0．05)。在apoE

基因位点，￡4等位基因和E3／4基因型频率在病例

组显著高于对照组，0R值分别为2．28(￡4傩．￡3等

位基因)和2．71(E3／4伽．E3／3纯合子)。在apoCI

基因位点，病例组H2等位基因频率及携带H2等位

基因的基因型频率均显著高于对照组。oR值分别

为2．08(H2等位基因)和3．52(H2／2佻．H1／1纯合

子)。

2．apoE和apoCI基因的连锁分布：因apoE和

apoCI仅相距4 kb，故可进行两基因间的连锁分析。

apoE和apoCI基因型的联合分布见表3，分析两基

因的单倍型频率(表4)，病例组实际值与理论值问

差异有统计学意义(P<0．01)，表明两基因分布存

在连锁不平衡，而对照组的差异则无统计学意义

(P>0．05)。进一步分析显示：病例组￡3一H1基因单

倍型频率显著低于对照组，而￡3一H2、￡4一H1和￡4一H2

单倍型频率则显著高于对照组(P<0．01)。

表3 两组对象ap0E和apoCI基因型联合分布

3．估计单倍型频率与冠心病的关系：表5表明

在C皿估计基因频率为0．001，杂合子和纯合子外

显率分别为0．2和0．8的状况下，apoE／CI单倍型频

率与冠心病的关系。结果显示即使在遗传因素作用

很小的情况下，apoE／CI单倍型与冠心病发生有显

著性关系。apoE一￡4／apoCI—H2与冠心病相关的估计

单倍型频率达0．000 987，即对冠心病发病的贡献率

为9．87％。

表4 两组对象apoE和apOCI基因单倍型频率分布

*病例组：实际值与理论值比较)C2=25．72，_P<O．01；**对

照组：实际值与理论值比较x2=4．61，P>o．05；#对同一行内单倍

型频率实际值进行病例组与对照组问x2或Fisher’s检验所得P值

表5 apoE／CI单倍型频率与冠心病的关系

注：理论值与实际值比较f=32．62，P<o．01

讨 论

人类apoE有三种等位基因：￡2、e3和￡4，常见

有六种基因型：E2／2、E2／3、E3／3、E2／4、E3／4和

E4／4¨2|。￡3是apoE基因多态性中常见的等位基

因，被认为是“非致病性”的等位基因，而e4与冠心

病有关u。4 o
o

研究显示冠心病组E4／3基因型频率和￡4等位

基因频率均显著高于对照组，与文献报道一致b’41。

有趣的是研究同时显示apoCI基因多态性也与冠心

病密切相关，病例组H2等位基因频率及携带H2等

位基因的基因型频率均显著高于对照组。且在病例

组两基因间存在明显的连锁不平衡，病例组e3一H1

单倍型频率显著低于对照组，而￡3一H2、￡4一H1和e4一
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H2频率则显著高于对照组；apoE一￡4／apoCI—H2对冠

心病发病的贡献率为9．87％。

Xu等H33研究发现apoE／apoCI多态性还存在种

族连锁不平衡，在欧洲人种中￡3主要与H1连锁，

而￡2、￡4多与H2相连。

apoCI是vu)L、IDL和HDL的组成成分。

Smit等№o认为apoCI可通过取代富含甘油三酯

(TG)乳粒和脂蛋白中的apoE而间接干扰脂蛋白的

清除。xu等n33利用apoCI启动子报告基因分析显

示4 bp的CGTT插入产生的Hpa I位点能引起基因

表达的改变，含H2等位基因的启动子活性增高

50％。进一步转基因研究显示apoCI超表达主要是

抑制肝脂酶的活性而影响VLDL残粒的清除¨4I，从

而诱导与脂蛋白代谢异常有关的冠心病发生。

综上所述，e4、H2等位基因连锁明显增加冠心

病发病概率。在人群冠心病防治过程中，应考虑到

这些易感基因的连锁不平衡关系及单倍型与疾病发

生的关系，有条件应检查高危人群基因型，以便采取

相应措施降低冠心病发病风险。

(对美国Rockefeller大学遗传统计中心Jurg 0tt和

ZHAo Jing—huo的大力帮助，深表感谢)
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