
·临床检验研究论著·
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　　摘　要：目的　评价ＦＡＤＳ基因簇单核苷酸多态性与冠心病的相关性，寻找冠心病易感等位基因。方法　在冠心病组（３７５

例）和对照组（３８９例）中，建立应用 ＨＲＭ 技术对 ＦＡＤＳ基因簇５个ＳＮＰ位点———ｒｓ１７４５３７、ｒｓ１７４６１１、ｒｓ１７４６１６、ｒｓ１７４４５０、

ｒｓ１７４４６０的基因分型方法并进行等位基因频率分析，对所有ＳＮＰ位点进行连锁不平衡分析。结果　冠心病组和对照组相比，位

点ｒｓ１７４５３７、ｒｓ１７４４６０和ｒｓ１７４６１１的基因型分布差异有统计学意义（犘＜０．０５），首次发现ｒｓ１７４４６０的Ｃ等位与增高的冠心病患

病风险相关，ＣＣ型携带者罹患冠心病风险较未携带者增高１．６４倍［犘＜０．０１，犗犚＝１．６４，９５％ＣＩ＝（１．２９～２．０８）］，两组间位点

ｒｓ１７４６１６和ｒｓ１７４４５０基因型分布差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　基于 ＨＲＭ 技术的基因分型方法快速准确；ＦＡＤＳ基因

簇ＳＮＰ位点ｒｓ１７４５３７，ｒｓ１７４４６０以及ｒｓ１７４６１１与冠心病易感风险密切相关。
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　　冠心病是一种复杂疾病，是多基因和环境相互作用的结

果。在冠心病的众多危险因素中，遗传背景是最重要的因素之

一，但造成冠心病遗传特征的具体机制还不清楚。人类基因组

有９９％是相似的，剩下１％的差异是造成个体多样性的原因，

这１％的差异主要来自于单核苷酸多态性（ＳＮＰ）．脂肪酸去饱

和酶基因簇（ＦＡＤＳＧｅｎｅＣｌｕｓｔｅｒ）位于１１号染色体（１１ｑ１２１３．

１）上，该基因簇的ＦＡＤＳ１基因和ＦＡＤＳ２基因分别编码△５

脂肪酸去饱和酶（Ｄ５Ｄ）和△６脂肪酸去饱和酶（Ｄ６Ｄ），该基因

簇还包括编码未知功能蛋白的ＦＡＤＳ３基因。Ｄ５Ｄ和Ｄ６Ｄ去

饱和酶是参与多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡｓ）代谢的关键酶。近年

有研究证实ＰＵＦＡｓ水平改变与许多复杂疾病或慢性病相关，

例如冠心病、糖尿病、代谢综合征、免疫系统疾病等等［１３］。有

研究报道饱和脂肪酸可能可以促进冠心病发生，而不饱和脂肪

酸可降低这种风险［４］。已有研究报道ＦＡＤＳ基因ＳＮＰ与血浆

ＰＵＦＡｓ水平改变有关
［５６］。可见去饱和酶活性异常可能与心血

管疾病密切相关，本研究旨在探索中国汉族人群中冠心病患者

的ＦＡＤＳ基因簇ＳＮＰ情况，为识别冠心病易感人群以及早期诊

断提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　病例组研究对象来自武汉大学中南医院经冠

脉造影明确诊断的冠心病患者，随机抽样选取３７５例，其中，男

性１９７例，女性１７８例；平均年龄（５８．９２±６．０９）岁，研究对象

间无亲属关系。正常对照组来自武汉大学中南医院同期健康

体检人员３８９例，其中，男性２１２例，女性１７７例；平均年龄

（５８．１６±６．１９）岁，无冠心病家族史，血糖血脂等生化指标正

常。本研究经武汉大学中南医院伦理委员会审核批准，本人知

情。采集外周静脉血，ＥＤＴＡ抗凝。

１．２　方法

１．２．１　ＳＮＰ位点选择　ＳＮＰ位点挑选准则：遵循最小等位基

因频率 ＭＡＦ＞０．１，ｔａｇＳＮＰ的狉
２
＞０．８。从 ＨａｐＭａｐ数据库

ＦＡＤＳ１ＦＡＤＳ３基 因 簇 中 挑 选 了 ５ 个 ＳＮＰ 位 点。其 中

ｒｓ１７４５３７来自区段一，ｒｓ１７４４５０来自区段二，ｒｓ１７４４６０来自区

段三，ｒｓ１７４６１１和ｒｓ１７４６１６位于区段一和二之间。ＳＮＰ位点

具体信息见表１。

１．２．２　ＤＮＡ提取　ＮａＩ法提取新鲜 ＥＤＴＡ抗凝血基因组

ＤＮＡ，经Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ｃ测定 Ａ２６０、Ａ２８０，计算浓度和纯度，

置－２０℃冻存备用。

１．２．３　引物设计及ＰＣＲ　用ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ软

件设计高分辨率熔解曲线（ＨＲＭ）小片段扩增法正反向引物，

扩增范围约５０ｂｐ，由上海生工合成。ＰＣＲ 体系包括模板
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ＤＮＡ１μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２０．８μＬ，１０×缓冲液１μＬ，正反

向引物各０．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶

１μＬ，ＬＣＧｒｅｅｎ１μＬ，用水补充体系至１０μＬ。引物信息及

ＰＣＲ退火温度见表２。

表１　　ＦＡＤＳ基因簇５个ＳＮＰ特点描述

ＳＮＰ Ｇｅｎｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ 野生型 突变型 ＭＡＦ

ｒｓ１７４５３７ ｎｅａｒＦＡＤＳ１ ６１３０９２５６ Ｔ Ｇ ０．３３３

ｒｓ１７４６１６ ＦＡＤＳ２ ６１３８４４５７ Ｃ Ｔ ０．４５４

ｒｓ１７４６１１ ＦＡＤＳ２ ６１３８５６９８ Ｔ Ｃ ０．１４４

ｒｓ１７４４６０ ＦＡＤＳ３ ６１３８９１１８ Ｃ Ｔ ０．４７４

ｒｓ１７４４５０ ＦＡＤＳ３ ６１４１３６８６ Ｃ Ａ ０．４６９

表２　　小片段扩增法引物序列和退火温度

ＳＮＰ
引物

（５′→３′）

片段长度

（ｂｐ）

退火温度

（℃）

ｒｓ１７４５３７ Ｆ ＣＣＣＴＧＴＣＧＣＣＣＴＧＣＡＧＡＡ ５０ ６１

Ｒ ＣＴＧＧＧＣＴＣＴＣＣＣＴＣＴＧＴＣＴＴＧ

ｒｓ１７４６１６ Ｆ ＴＴＧＧＣＣＧＡＧＧＧＣＡＧＧＡＣ ５０ ６５

Ｒ ＣＴＣＡＣＣＴＴＧＡＡＧＧＣＣＡＣＣＴＴＡＴＴＧ

ｒｓ１７４６１１ Ｆ ＴＣＴＧＧＣＡＡＧＧＴＴＣＣＣＴＧＴＴ ６２ ６１

Ｒ ＧＴＧＡＡＧＣＧＴＧＧＧＡＧＣＡＴＣ

ｒｓ１７４４６０ Ｆ ＣＧＣＣＡＴＴＧＣＡＣＴＣＣＡＧＴＣ ５７ ５５

Ｒ ＣＣＡＣＣＡＡＣＣＧＣＣＧＧＡＧＡ

ｒｓ１７４４５０ Ｆ ＣＴＡＣＣＣＧＡＣＡＣＣＣＧＴＣＡ ５０ ６１

Ｒ ＴＧＣＴＣＡＴＴＣＴＣＴＧＧＡＡＴＧＧＡＡＴＣＴ

１．２．４　基因分型　采用美国Ｉｄａｈｏ公司ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ３２高分

辨率熔解曲线（ＨＲＭ）技术对小片段扩增子异源双链进行扫

描。嵌入双链中的新型荧光染料ＬＣＧｒｅｅｎ随着温度升高解链

而释放出来，造成荧光信号改变，根据分析融解曲线荧光信号

的变化情况区分不同基因型，基因分型结果经过ＤＮＡ测序确

认和验证。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据统计分析，

检验水平为双侧０．０５。χ
２ 检验计算每一个ＳＮＰ位点是否符

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。各个位点两组间３种基因型差异比

较，采用Ｒ×Ｃ卡方检验计算。应用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件进行ＳＮＰ

连锁不平衡分析。

２　结　　果

２．１　方法学评价　ＨＲＭ技术可以在没有探针的条件下分析

单个碱基的改变，是目前最好的突变扫描技术，已经广泛应用

于分子生物学领域。其灵敏度高，能够有效区分不同ＳＮＰ基

因型以及进行突变筛查，为本实验ＳＮＰ分型和提供了准确快

速的检测方法，见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。各个位点分型结果中随机挑选部分送测序验证，测序

结果与 ＨＲＭ分型结果一致率达１００％。ＳＮＰ位点ｒｓ１７４５３７

和ｒｓ１７４６１１测序结果，见图２（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”），分别与 ＨＲＭ分型结果一致。

２．２　ＳＮＰ基因型和等位基因频率分析　ＦＡＤＳ基因簇５个

ＳＮＰ位点成功分型。对照组所有位点基因型分布符合 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡（犘＞０．０５）。所有位点基因型和等位基因频率

统计结果如表３所示。各位点基因型分布比例与 ＮＣＢＩ数据

库亚洲人种中基因型分布比例相似。统计结果显示，冠心病组

和对照组相比，ＳＮＰ位点ｒｓ１７４５３７，ｒｓ１７４４６０和ｒｓ１７４６１１基因

型分布差异有统计学意义（犘＜０．０５）。比较冠心病组和对照

组位点ｒｓ１７４５３７的等位基因频率，发现在中国汉族人群中

ｒｓ１７４５３７的 Ｔ等位对于冠心病是一个保护因素［犘＝０．００４，

犗犚＝０．７４５，９５％ＣＩ＝（０．６１～０．９１）］，而携带ＧＧ型可能是冠

心病发生的危险因素。在位点ｒｓ１７４４６０中，Ｃ等位基因是风

险等位基因，ＣＣ型携带者罹患冠心病风险较未携带者增高

１．６４倍［犘＜０．０１，犗犚＝１．６４，９５％ＣＩ＝（１．２９～２．０８）］。位点

ｒｓ１７４６１１的 Ｔ等位也是冠心病发生的危险因素［犘＝０．０２４，

犗犚＝０．２１，９５％ＣＩ＝（０．０５～０．９４）］，但该位点Ｃ等位携带率

太小，检验效能无法保证。

表３　　５个ＳＮＰ位点基因型和等位基因频率分布情况

ＳＮＰ 基因型 犘 等位基因 犘 犗犚（９５％ＣＩ）

ｒｓ１７４５３７ ＴＴ ＧＴ ＧＧ ０．０１０ Ｔ Ｇ ０．００４ ０．７４５（０．６１～０．９１）

　冠心病组 ６５ １９５ １１５ ３２５ ４２５

　对照组 １０１ １９２ ９６ ３９４ ３８４

ｒｓ１７４６１６ ＴＴ ＣＴ ＣＣ ０．５４３ Ｔ Ｃ ０．４１０ １．０９（０．８８～１．３６）

　冠心病组 ３７ １７６ １６２ ２５０ ５００

　对照组 ３８ １６８ １８３ ２４４ ５３４

ｒｓ１７４６１１ ＴＴ ＣＴ ＣＣ ０．０２４ Ｃ Ｔ ０．０２４ ０．２１（０．０５～０．９４）

　冠心病组 ３７３ ２ ０ ２ ７４８

　对照组 ３７９ １０ ０ １０ ７６８

ｒｓ１７４４６０ ＴＴ ＣＴ ＣＣ ０．００１ Ｃ Ｔ ＜０．００１ １．６４（１．２９～２．０８）

　冠心病组 ２０５ １２８ ４２ ２１２ ５３８

　对照组 ２５９ １０９ ２１ １５１ ６２７

ｒｓ１７４４５０ ＡＡ ＡＣ ＣＣ ０．８８４ Ｃ Ａ ０．７５４ １．０３（０．８４～１．２８）

　冠心病组 １５１ １８１ ４３ ２６７ ４８３

　对照组 １６３ １８１ ４５ ２７１ ５０７

·５６６２·国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２０



２．３　ＳＮＰ连锁不平衡分析　应用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件进行５个

ＳＮＰ位点的连锁不平衡分析。基于 ＨａｐＭａｐ数据库显示，所

选择的５个ＳＮＰ位点相互之间狉２＜０．８，提示它们相互之间不

存在连锁不平衡现象。虽然ｒｓ１７４６１６与ｒｓ１７４６１１在１１号染

色体上位置相毗邻，它们之间并不存在连锁不平衡现象。分析

结果见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

单核苷酸多态性在基因组中数量庞大，可以为识别疾病易

感人群提供海量信息。而 ＨＲＭ技术通过实时监测与ｄｓＤＮＡ

结合的ＬＣＧｒｅｅｎ饱和荧光信号在升温变性过程中的变化情

况，实现对ＤＮＡ变异点的基因分型。此技术速度快，操作简

便，适合高通量检测，已经越来越多地应用于临床疾病的分子

生物学诊断［７］。

本研究成功建立了对ＦＡＤＳ基因簇５个ＳＮＰ位点 ＨＲＭ

分型方法，在湖北地区７６４例汉族人群中进行了ＳＮＰ分型，并

通过测序确认和验证了 ＨＲＭ 分型的准确性。本研究首次发

现ＦＡＤＳ基因簇位点ｒｓ１７４４６０（Ｔ／Ｃ）的Ｃ等位与增高的冠心

病患病风险相关，同时证实了在中国汉族人群中ＦＡＤＳ基因

簇ＳＮＰ位点ｒｓ１７４５３７（Ｔ／Ｇ）和ｒｓ１７４６１１（Ｔ／Ｃ）多态性与冠心

病发生密切相关。位点ｒｓ１７４５３７的Ｇ等位，ｒｓ１７４４６０中Ｃ等

位以及ｒｓ１７４６１１的 Ｔ等位是冠心病的风险等位基因。位点

ｒｓ１７４５３７的Ｔ等位携带者罹患冠心病的风险是Ｇ等位基因携

带者的０．７４５倍，位点ｒｓ１７４４６０的Ｃ等位携带者患病风险是

Ｔ等位携带者的１．６４倍，而ｒｓ１７４６１１的Ｃ等位携带者患冠心

病风险仅为Ｔ等位携带者的２１％，但由于Ｃ等位在亚洲人群

中携带率太小，需要更大样本量方可保证足够的检验效能。

ｒｓ１７４５３７是ＦＡＤＳ基因簇上研究较为深入的一个位点，８０％

左右的非裔美国人是ＧＧ型携带者，在欧洲ＧＧ型携带者只占

４２％～４５％，有研究报道ｒｓ１７４５３７与血浆ＥＰＡ以及ＬＤＬＣ和

ＴＣ水平有关，尤其与ＡＡ的含量密切相关
［８９］，从而造成不同

人种对慢性疾病易感性的固有差异。ｒｓ１７４５３７在染色体上位

置靠近ＦＡＤＳ１基因，ｒｓ１７４６１１位于ＦＡＤＳ２基因内，它们分别

是编码去饱和酶Ｄ５Ｄ和Ｄ６Ｄ的基因。Ｄ５Ｄ催化合成 ＡＡ和

ＥＰＡ，Ｄ６Ｄ 催 化 合 成 ＧＬＡ 和 Ｃ１８∶４ｎ３。ｒｓ１７４４６０ 位 于

ＦＡＤＳ３基因，目前其编码的蛋白功能还不是非常清楚，但是

ＦＡＤＳ３与脂肪酸去饱和酶ＦＡＤＳ１ＦＡＤＳ２高度同源。有研究

指出ＦＡＤＳ基因簇ＳＮＰ与去饱和酶活性以及多不饱和脂肪酸

水平紧密相关［５，１０］，在冠心病患者中ＡＡ／ＬＡ和ＥＰＡ／ＡＬＡ比

值明显升高，而 ＡＡ／ＬＡ比值升高在多种ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型下

均可作为冠心病发病的一项独立危险因素［１１］。因此我们可以

推测这ＦＡＤＳ基因多态性引起的脂肪酸去饱和活性改变可能

是引起组织和血浆多不饱和脂肪酸水平改变的重要因素，从而

引起细胞功能改变最终导致一系列冠心病相关的病理变化。

最近国外有研究报道：ＦＡＤＳ基因单体型对ＰＵＦＡｓ水平影响

显著，并与生活方式相关的疾病如冠心病联系起来［１２］。本研

究中位点ｒｓ１７４５３７，ｒｓ１７４４６０和ｒｓ１７４６１１基因型分布在冠心

病组和对照组间差异有统计学意义。冠心病属于多基因复杂

疾病，其发病受到多个基因和环境因素双重影响，ＦＡＤＳ基因

簇单核苷酸多态性影响的不仅限于 Ｄ６Ｄ和 Ｄ５Ｄ的活性，而

Ｄ６Ｄ和Ｄ５Ｄ也只是调节ＰＵＦＡｓ水平的众多机制之一。本研

究为今后进一步探寻ＦＡＤＳ基因簇在冠心病中的具体致病机

制提供了理论基础，同时为识别冠心病易感人群提供了依据。
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ｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｍＪＣｌｉｎＮｕｔｒ，２００８，８８（４）：９４１９４９．

［１２］ＡｍｅｕｒＡ，ＥｎｒｏｔｈＳ，ＪｏｈａｎｓｓｏｎＡ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃａｄａｐｔａｔｉｏｎｏｆｆａｔ

ｔｙａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：ａｈｕｍａｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈａｐｌｏｔｙｐｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｂｉｏ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｌｏｎｇｃｈａｉｎｏｍｅｇａ３ａｎｄｏｍｅｇａ６ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ［Ｊ］．ＡｍＪ

ＨｕｍＧｅｎｅｔ，２０１２，９０（５）：８０９８２０．

（收稿日期：２０１３０４１７）

·６６６２· 国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２０


