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心肌梗死患者细胞间黏附分子一1
基因多态性研究

汪明 李艳 张平安 杨超 向萍霞 韦叶生 李晓艳 黄从新

-实验研究·

【摘要】 目的 探讨汉族人群中细胞间黏附分子一1(IcAM。1)第4外显子+12959G／A、第6外显

子+13848～G基因多态性与心肌梗死(心梗)的相关性。方法 提取165例心梗患者(包括急性心梗

和陈旧性心梗)和199名健康对照者的DNA，采用序列特异性引物扩增法和聚合酶链反应一限制性片

段长度多态性技术检测jCAM一1+12959G／A、+13848～G基因多态性，同时测定血脂及血清超敏

C．反应蛋白(hscRP，采用定量酶联免疫吸附试验技术)水平。结果 湖北地区汉族人群中存

在+13848～G多态性，在心梗组中基因型分布为：AA型58．2％、AG型37．0％、GG型4．8％；对照组分

别为45．7％、45．2％、9．0％，两组比较差异有统计学意义(P<0．05)；基因型频率的相对风险分析发

现，从型患心梗的风险是GG型及AG型的1．651倍(0R=1．651，95％CI：1．089～2．504)。未检
出+12959G／A多态性。结论 JCAM．1+13848A√G基因多态性与湖北地区心梗易感性有关，+

13848A等位基因可能是心梗发病的重要易感基因。

【关键词】 心肌梗死；细胞间黏附分子；基因多态性
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【Abstract】 Objective To investigate the asSociation between intercellular adheSion molecule-1

(ICAM一1)gene+12959G／A and+13848～G polymorphism and myocardialinfarction(MI)．Methods

Polymerase chain reaction—sequence specific primers(PCR—SSP)technology and PCR—restriction fragment

length polymorphism(PCR—RFLP)were used for the detection of亿、AM一1 genotypes in 165 patients with

MI(including acute MI and old MI)and 199 healthy controls．P1asma lipid levels and hyper sensitive C

reactive protein(quantitive ELISA method was used) levels were measured in a11 subjects． R鹤ults

+12959G／A polymorphism was not detected in our study．The frequencies of AA，AG and GG Genotypes

of+13848～G were 58．2％and 45．7％，37．O％among patients and 45．2％，4．8％and 9．0％among

controIs，respectively．There were statistically significant differences in the distributions of the genotype

frequencies(P<0．05)between two groups，and the relative risk suffered fmm MI of AA genotype was

1．651 times of the GG and GA genotype(OR=1．65l，95％C工：1．089—2．504)．conclusion There was

no+12959G／A p01ymorphism found in Chinese people． The coding single nucleotide polymorphism

十13848～G in the eXon 6 of工CAM—l gene was associated to MI and the allele A might serve as a risk

factor for MI in Chinese．
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细胞间黏附分子．1(ICAM．1)作为一种重要的

炎症介质和可信的炎症标志物，介导了血管内皮细
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胞与白细胞之间的黏附作用，是导致局部炎症反应

和血栓形成的重要因素¨o，在缺血性心脑血管疾病

的病理过程中发挥重要作用怛’3 J。jCAM一1基因第4

和第6外显子分别存在+12959G／A和+13848～G

转换的单核苷酸多态性，导致第24l位和第469位

密码子分别发生错义突变M’5J，并且与多种疾病相

关¨。7o。因此，本课题采用分子生物学技术，对湖北

地区心肌梗死(心梗)患者和健康人群jCAM-1基因
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多态性分布进行了调查。

对象与方法

1．研究对象：

(1)病例组：选自2001年3月至2004年2月武

汉大学人民医院心内科、老年科、危重监护病房住院

的心梗患者165例(急性心梗94例，陈旧性心梗71

例)为病例组，其中男136例，女29例，平均年龄

64．95岁±10．74岁，根据临床症状、心电图和血清酶

学改变等确诊(诊断符合1979年wHO制订的

标准)。

(2)对照组：选自本院同期的门诊体检者，要求

无心血管疾病病史，无胸痛症状，心脏体检及心电图

检查均正常，共199名，男151名，女48名，平均年

龄62．8岁±14．7岁。

所有对象均为湖北地区汉族非血缘个体，且排

除脑梗死、周围动脉栓塞、家族性高胆固醇血症及严

重肝肾疾病等。

2．方法：

(1)人基因组DNA制备：抽取肘静脉血5 ml，

EDTA—K，抗凝，采用改良碘化钠法提取外周血白细

胞DNA¨1。

(2)引物设计与合成：参照文献[9，10]设计5条

引物，P1：5’．GGAACCCATTGCCCGAGC一3’，P2：

5’一GGTGAGGATTGCATTAGGTC一3’，P3：5’．GTG

GTCTGTTCCCTGGACG一3’， P4： 5’．GTGGTC

TGTTCCCTGGACA．3’。P5：5’一AGCACATTCACG

GTCACCT-3’；由北京赛百盛公司合成。P1、P2扩

增包含+13848～G位点的223 bp片段，P3、P4为分

别针对+12959位点G和A等位基因的序列特异

性引物，分别与P5配对，扩增片段长度为927 bp。

(3)聚合酶链反应一序列特异性引物(PCR—SSP)

和PCR一限制性片段长度多态性(PCR—RFLP)方法基

因分型：

①+13848刖G多态的基因分型：采用

PCR—RFLP法，扩增体系为20弘1，含1 pmol／}￡l引物

P1、P2，0．2 mmol／L dNTP，1 U Taq DNA聚合酶，

5肚l模板DNA，1×PCR缓冲液(含1．5 mmol／L

MgCl，)；扩增条件：96℃预变性7 min，96℃变性

35 s，64℃退火60 s，72℃延伸35 s，循环35次，72℃

延伸7 min；取10肚1扩增产物，加入10 U BstU、I内

切酶(New England BioLabs，uSA)于60℃孵育4 h。

②+12959G／A多态的基因分型：采用
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PCR—SSP技术，扩增体系为20肛l，含0．5 pm01／弘l特

异性引物P3(或P4)、P5，0．1 mm01／L dNTP，

0．6 U Taq DNA聚合酶，4_￡上l模板DNA，1×PCR

缓冲液(含1．5 mmol／L MgCl：)；扩增条件：94℃预

变性5 min，按94℃30 s，70℃45 s，72℃45 s，循

环5次；95℃30 s，65℃50 s，72℃45 s，循环30

次；95℃30 s，55℃45 s，72℃45 s，循环4次；

72℃再延伸7 min。

③扩增在GeneAmp PCR System 2700型基因

扩增仪(Applied Biosystems公司，USA)上进行，

PCR试剂均购自大连TaKaRa生物工程有限公司。

特异性扩增产物和酶切产物分别经含溴化乙锭的

2．0％、2．5％琼脂糖凝胶电泳分离，电泳结果经

VILBE剐LOURMAT凝胶成像及分析系统(法国)

拍照，分析判读。

(4)血脂水平测定：酶法测定血清总胆固醇

(TC)和甘油三酯(TG)；遮蔽法直接测定高密度脂

蛋白胆固醇(HDL．C)和低密度脂蛋白胆固醇

(LDL．C)；载脂蛋白AI(apo AI)、apo B及超敏C一反

应蛋白(hsCRP)用双波长免疫透射比浊法测定。以

上测定均在OLYMPUS AUl000型全自动生化分

析仪(日本)上进行，检测质控均符合英国RIQAS国

际质控标准。

(5)统计学分析：基因型频率采用频率计数法

计算；计数资料、多态性位点与Ha谢y—Weinberg平

衡的符合程度采用x2检验；计量资料均值以孑±s

表示，偏态资料经对数转换到近似正态分布，采用

￡检验或单因素方差(ANOVA)分析；相对危险度以

比值比(0R)和95％可信区间(凹)来表示，P<

0．05被认为有统计学意义，数据处理采用SPSS

12．0软件。

结 果

1．病例与对照组一般资料：两组人群的基线条

件相似，年龄、性别比例、体重指数(BMI)、舒张压

(SBP)、糖尿病史差异均无统计学意义，心梗组吸烟

人数和高血压患者的比例高于对照组，收缩压

(DBP)也高于对照组，如表1所示。

2．产物鉴定与分析：本研究中，+13848位点检

测到3种基因型：AA型(223 bp)、AG型(223、136、

87 bp)、GG型(136、87 bp)，结果见图1。对AA型

及GG型PCR产物进行测序，结果相符(图略)。+

12959位点仅检测到1个杂合子，结果见图2。
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表1 病例组与对照组一般资料比较

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比；1 mm Hg

O 133 kPa

M：DL2000 Marker；1、2：AA型；3、4：AG型；5、6：GG型

图1 JCAM一1+13848A√G基因多态性

2．5％琼脂糖凝胶电泳结果

M：DL2000 Marker：1、2、5、6：GG型；3、4：GA型

图2 rCAM．1+12959G／A基因多态性

2．0％琼脂糖凝胶电泳结果

3．病例组与对照组工CAM—l基因型及等位基

因频率比较(表2)：经检验，2个位点基因频率分布

均符合Hardy—weinberg平衡定律，具有群体代表

性。病例组+13848位点AA型、AG型、GG型频率

分别为58．2％、37．0％、4．8％，对照组分别为

45．7％、45．2％、9．0％，总体比较两组间基因型分布

差异有统计学意义(P<0．05)，将AG型与GG型合

并后可见病例组AA型频率明显高于对照组(x2=

4．854．P<0．05)，基因型相对风险度分析发现，AA

基因型的个体发生心梗的危险性是AG或GG型的

1．651倍(oR=1．651，95％CJ：1．089～2．504)；等

位基因频率的分布在两组间差异有统计学意义

(Y2=5．232，P<0．05)，携带A等位基因发生心梗

的风险较G等位基因更高(0R=1．42l，95％CJ：

1．051～1．922)。+12959位点仅检测到1例GA

型，其余均为GG型，因此，在湖北地区汉族人群中，

此位点并不存在多态性(突变率<1％)，与同为亚裔

人种的日本人相似∞。。

表2 JCAM一1+13848A√G多态性及相对风险分析

X2值
P值

0R(95％(了)

6 430

O 040

6 218

0 013

1．651(1 089～2 504)+ 1．522(1．093～2 120)#

*基因型AA"5．GG+AG；#等位基因A w．G

4．病例组与对照组血脂水平及hscRP血清水

平比较：两组在性别和年龄上进行了匹配，病例组

Tc、TG、LDL—c及hscRP显著高于对照组(P<

0．05)，HDL—C、apO AI、apo B在两组间比较差异无

统计学意义(P>0．05)，上述各项指标按基因型分

组进行比较亦无统计学意义(表3)。

表3 病例组与对照组血脂水平及血清hsCRP水平比较(j±s)

组别 例数
TC TG HDL—C LDL—C apo AI apo B ln(hsCRP)

(mmo“L) (mrnol／L) (mmol／L) (mrrlol／L) (g／L) (g／L) (1n mg／L)

病例组 5．04±1 07’ 1．88±0．98
8 1．14±0．35 3．07±0．81# 1．25±O．24 1．09±0．31 1．81±O．88“

AA 96 5．10±1．12 1．86±0．84 1．16±0 39 3．10±0．72 1．26±O．25 1．09±O．27 1．83±0．74

AG 61 5．06±1．01 1．88±1．12 1．14±0．31 3．07±O 85 1．25±O．22 1．07±0．33 1．77±O．95

GG 8 5．07±0 94 1．75±0．61 1．11±0．19 3．05±O 63 1．20±O 20 1．20±0．34 1．91±1．05

对照组 4．79±O．96 1．12±0．69 1 37±0．43 2．29±O 86 1 29±O 53 1．03±O．39 0．73±O 28

AA 91 4．92±O．92 1．11±O．81 1．06±O．50 2．60±O．92 1．21±0．45 0．97±O．35 0．75±O 30

AG 90 4 68±1 01 1．16±O．52 1．62±O．36 2 0l±O．87 1．35±1 01 1．06±0 46 0．68±O 14

GG 】8 4 71±0．89 1．02±0．26 1．57±O．30 2．23±0．71 1．36±0．22 1．20±0．22 0．85±0 49

*与对照组比较，P<O．05；#与对照组比较，P<O．001
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讨 论

ICAM—l(也称为CD54)是免疫球蛋白超家族

(IGSF)中的重要成员之一，人JCAM一1基因定位于

19p 13．3～13．2，长约15．5 kb，由7个外显子和6个

内含子组成。ICAM一1有膜型(mICAM一1)和可溶性

(sICAM一1)两种形式，其受体为淋巴细胞功能相关

抗原一1(LFA一1，CDlla／18)和巨噬细胞分化抗原一1

(Mac一1，CDllb／18)。ICAM一1能介导多种细胞间的

黏附，广泛参与炎症反应的调节、免疫应答、肿瘤扩

散、移植排斥反应等过程。近年来有大量血清学研

究证实ICAM一1参与了冠心病的病理过程，冠脉内皮

受损后上调ICAM一1的表达，介导单核细胞、淋巴细

胞的黏附和渗出。活化的白细胞分泌TNF—a、

TNF—G、IL一1等炎性因子，一方面诱导内皮细胞进一

步表达ICAM一1，招募更多白细胞，另一方面，可通过

一系列机制损伤血管内皮，形成恶性循环。此外，

ICAM一1在粥样斑块肩区大量表达，介导白细胞浸

润，削弱纤维帽，导致斑块不稳定甚至破裂。不同类

型的冠心病患者中均可观察到sICAM一1水平升高，

在急性心梗、不稳定性心绞痛患者中尤高，Ridker

等u o进行的前瞻性研究表明，在首次发生心梗前多

年，sICAM一1基线水平就已经升高。还有证据显

示H1’121，ICAM一1的高表达与经皮腔内冠状动脉成

形术(PTCA)术后再狭窄密切相关，而心梗时给予

ICAM—l单克隆抗体则可减少心梗的范围。

jCAM—l+13848A／G多态性位点位于ICAM一1

的第5免疫球蛋白区(Ig domain 5)，是其重要的黏

附功能区之一，参与黏附B淋巴细胞、滤泡状树突

细胞等，而+13848A／G多态性导致第469号编码氨

基酸的发生改变(K469E)，可能影响其分子结构或

空间构型，进而影响其黏附功能。动物实验表

明n3】，+13848A／G多态性还与内皮依赖的血管舒

张功能受损有关。

有研究显示，先天性心脏病(CHD)和心梗患者

中A等位基因频率明显高于对照组，并提出A等位

基因是德国人CHD和心梗的独立危险因素u4 o；在

本研究中，病例组AA基因型显著高于对照组(Y2=

4．854，P=0．028，oR=1．651，95％Cj：1．089～

2．504)，从心梗患者等位基因频率的相对风险分析

发现，A等位基因携带者患心梗的风险是G等位基

因的1．522倍(Y2=6．218，P=0．013，o尺=1．522，

95％CJ：1．093～2．120)，提示A等位基因可能是心

梗的危险因素之一。

通过对血脂的分析表明，心梗组患者TC、TG、

LDL—C、hsCRP水平均高于对照组，但按基因型分组

进行比较差异无统计学意义。CRP是机体非特异

性炎症反应的敏感标志物之一，在预测AMI患者的

预后等方面具有一定的价值H 5I。本研究显示，心梗

组(尤其是急性心梗患者)CRP水平显著高于对照

组，提示心梗患者体内可能存在炎症反应。

本研究初步认为湖北地区未检出JCAM一1十

12959位点的多态性，而+13848A／G基因多态性是

心梗的遗传因素之一，A等位基因可能与心梗的易

感性有一定关系，但仍需进行大样本、多地域、多民

族广泛深入的协同研究。
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·疾病控制-

自然人群甲型流感抗体水平与养殖家禽家畜之间的关系研究

谭兆营 潘浩 朱凤才 汪宁

近年来禽流感疫情日趋严峻，且突破传统的传播模式，

由家禽直接传染给人[1。4]。为了解人群甲型流感抗体水平与

养殖家禽家畜的相关性，我们进行了此项研究。

1．材料与方法：利用分层整群随机抽样方法，选择徐州

市不同地区，调查人群的一般状况和养殖家禽(鸡、鸭)家畜

(猪等)的种类及数量。血凝抑制(HI)抗体检测应用微量血

凝抑制试验分别检测H1N1、H3N2、H5N1和H9N2流感抗

体，试验用标准抗原为刖New Caledonia／20／99(H1N1)、～

Panama／2007／99(H3N2)、～香港／483／97(H5N1)(灭活抗

原)、A√广东／181／98(H9N2)(灭活抗原)。以Excd建立数据

库，用SAS 8．0进行统计学分析。根据调查对象血清中甲型

流感病毒抗体的检测结果以及获得的流行病学资料，利用典

型相关分析方法，研究自然人群甲型流感抗体水平与养殖家

禽家畜之间的相关关系。第一组研究变量为甲型流感抗体

效价的常用对数，分别为：Y。[甲1型(HlNl)]、Y2[甲3型

(H3N2)]、Y，[甲9型(H9N2)]、Y。[甲5型(H5N1)]。第二

组研究变量为养猪数量(x。)、养鸡数量(x：)、养鸭数量

(X3)、年龄(x。)。

2．结果：第一典型相关系数和第二典型相关系数具有统

计学意义(表1)。

结合典型相关变量的专业意义来考虑，第一对典型相关

变量的专业意义较为明显，便于解释，第一对典型相关系数

也足以表达两组指标之间的相关信息，因此，取第一对典型

相关变量进行分析。第一对典型相关变量的几种F检验结

果均具有统计学意义(P<0．0001)。

对第一对典型相关变量进行标化，标准化的第一对典型

相关变量为：

V1=0．9959X1+0．0547X2—0．0624X3

W1=0．0325y1+0．3006y2+0．1322y3+0．8888y4

由标准化的典型变量可知，w，主要受y：(甲3型)、Y，

(甲9型)和y。(甲5型)的影响，尤其受甲5型的影响。而

V，则在x，(养猪数量)上的权数最大。

3．讨论：本文研究结果表明，甲3型、甲5型和甲9型流

感的人群抗体水平主要受养猪数量的影响，人群甲5型流感

抗体水平与养猪数量尤为密切。本文典型相关结果进一步

证明猪作为鸟和人类流感病毒“混合容器”的重要地位⋯。

猪在禽流感(尤其H5N1)感染人过程中可能起了非常关键作

用，需重点加强猪群中禽流感疫情监测，及时发现基因重配

株，将具有非常重要的意义。禽流感防制重点人群为养殖人

群、婴幼儿和老年人。通过本研究同时也表明目前人群中甲

1型流感抗体水平与养禽畜数量无关。

表1 人群甲型流感抗体水平与养殖家禽、家畜相关性的典型相关系数及其F检验
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