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  摘 要:目的 探讨miR-27a
 

rs895819(T>C)的基因多态性与广东地区冠心病遗传易感性的关系,为冠心

病的防治提供新思路。方法 提取广东地区563例冠心病患者与650例排除冠心病的对照者血液基因组

DNA,使用聚合酶链反应-连接酶检测反应(PCR-LDR)方法对标本进行基因分型。采用非条件Logistic回归评

价该位点基因多态性与冠心病风险的相关性。结果 TT、CT、CC基因型在病例组中的分布频率分别为

5.7%、38.0%、56.3%,在对照组中分别为5.9%、37.3%、56.8%。两组间基因型分布差异无统计学意义(P>
0.05)。携带miR-27a

 

rs895819
 

T等位基因或C等位基因与冠心病的遗传易感性无明显相关性(OR=0.94,
95%CI=0.72~1.27,P=0.518)。结论 miR-27a

 

rs895819(T>C)的基因多态性与广东地区冠心病遗传易

感性无相关性。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

miR-27a
 

rs895819(T>C)
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

genetic
 

susceptibility
 

to
 

coronary
 

heart
 

disease
 

(CHD)
 

in
 

Guangdong
 

area
 

to
 

provide
 

a
 

new
 

idea
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

CHD.Methods Blood
 

genomic
 

DNA
 

in
 

563
 

cases
 

of
 

CHD
 

and
 

650
 

controls
 

exclu-
ding

 

CHD
 

in
 

Guangdong
 

area
 

was
 

extracted
 

and
 

conducted
 

the
 

genotyping
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction-ligase
 

detection
 

reaction
 

(PCR-LDR).The
 

correlation
 

between
 

the
 

miR-27a
 

rs895819
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

the
 

risk
 

for
 

CHD
 

was
 

evaluated
 

by
 

adopting
 

the
 

unconditional
 

Logistic
 

regression
 

analysis.Results The
 

distribu-
tion

 

frequencies
 

of
 

TT,CT,and
 

CC
 

genotypes
 

in
 

the
 

CHD
 

case
 

group
 

were
 

5.7%,38.0%
 

and
 

56.3%
 

respec-
tively,which

 

in
 

the
 

control
 

group
 

were
 

5.9%,37.3%
 

and
 

56.8%
 

respectively,the
 

difference
 

in
 

genotype
 

fre-
quency

 

distribution
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

had
 

no
 

statistical
 

significance
 

(P>0.05).Carrying
 

the
 

miR-27a
 

rs895819
 

T
 

allele
 

or
 

C
 

allele
 

had
 

no
 

significant
 

correlation
 

with
 

genetic
 

susceptibility
 

to
 

CHD
 

(OR=0.94,
95%CI=0.72-1.27,P=0.518).Conclusion miR-27a

 

rs895819(T>C)gene
 

polymorphism
 

has
 

no
 

correla-
tion

 

with
 

the
 

susceptibility
 

to
 

CHD
 

in
 

the
 

Guangdong
 

area.
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  随着我国人口老龄化趋势的加快以及人们生活、
饮食习惯的改变,心血管疾病的发病率和病死率呈逐

年上升及年轻化趋势,已成为导致我国成年人住院和

死亡的首要原因。而冠心病在广东地区的发病率也

呈逐年升高趋势。目前已经证实的引起冠心病的主

要危险因素包括高血压、吸烟、血脂异常、糖尿病、年
龄、性别、超重和肥胖等。研究发现,微小核糖核酸

(miRNA)的单核苷酸多态性(SNP)会影响成熟 miR-
NA的表达,或引起靶基因表达的改变[1]。有研究表

明,miRNA在动脉粥样硬化斑块形成、心肌梗死后心
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肌细胞坏死及凋亡、缺血性心律失常、心肌梗死后的

血管再生及心肌重构、血管内皮细胞损伤与衰老等冠

心病的病理生理过程中发挥了重要的作用[2]。这提

示miRNA的基因多态性(以下简称多态性)可能与冠

心病的遗传易感性密切相关。本研究前期结果(尚未

发表)显示,携带 miR-27a
 

rs895819
 

C等位基因的个

体在冠心病患者中的分布频率为21.4%,对照组中

rs895819
 

C等位基因的分布频率为27.7%,差异有统

计学意义(OR=1.21,95%CI=1.02~1.50,P=
0.013)。另外,没有发现其余8个多态性位点与广东

地区冠心病的遗传易感性具有相关性。本研究采用

聚合酶链反应-连接酶检测反应(PCR-LDR)技术检测

miR-27a
 

rs895819(T>C)多态性位点基因型在广东

佛山地区冠心病患者及对照人群中的分布情况,以验

证及深入研究其遗传易感性的分子机制,并进一步阐

明该多态性位点对冠心病遗传易感性的影响。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究采用病例对照研究方法。随

机收集2016年6月至2019年7月在广东省佛山市禅

城区中心医院治疗,并经冠状动脉造影等检查确诊为

冠心病的563例患者作为病例组研究对象。冠心病

均符合国际心脏病学会及 WHO《缺血性心脏病的命

名及诊断标准》中相关诊断标准。收集经心脏核素扫

描、冠状动脉CT成像或冠状动脉造影等检查排除冠

心病的650例对照者作为对照组研究对象。所有冠

心病患者和对照者均无血缘关系,排除先天性心脏

病、充血性心力衰竭、周围血管疾病、风湿性心脏病、
肺源性心脏病、慢性肾病、肝病或恶性肿瘤。每例研

究对象都记录年龄、性别、吸烟史、血压,以及低密度

脂蛋白胆固醇(LDL-C)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-
C)、三酰甘油水平等一般资料。在标本采集过程中,
所有研究对象在入选时均被告知研究方法及意义,做
到知情同意。本研究得到了广东省佛山市禅城区中

心医院医学伦理委员会的批准。

1.2 仪器与试剂 TIANamp血液基因组DNA提

取试剂盒(TianGen),Thermo
 

Nano
 

Drop2000
 

DNA
检测仪,Mastercycler

 

ep
 

PCR仪,ABI
 

PRISM
 

3730
 

DNA测序电泳仪(ABI)。

1.3 方法

1.3.1 基因组DNA抽提 每例研究对象取静脉血

2
 

mL,EDTA-K2 抗凝,按照 TIANamp血液基因组

DNA提取试剂盒说明书提取外周血基因组DNA,紫
外分光光度计检测水平为40

 

ng/μL以上,A260/A280
为1.7~1.9方可进行后续试验。标本于-80

 

℃保存

备用。

1.3.2 基因分型 采用PCR-LDR方法对 miR-27a
 

rs895819(T>C)进行基因分型。采用Primer
 

Premi-
er

 

5.0软件设计特异性引物。PCR反应的上游引物

为5'-GCA
 

AGG
 

CCA
 

GAG
 

GAG
 

GTG
 

AG-3',下游

引物为5'-GTG
 

CCT
 

GGC
 

CTG
 

AGG
 

AGC
 

AG-3'。
探针 序 列:rs895819-modify 探 针 为 P-CCA

 

AGT
 

CGT
 

GTT
 

CAC
 

AGT
 

GGT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TT-FAM;rs895819-T 探 针 为 5'-TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TGC
 

TGC
 

TTG
 

TGA
 

GCA
 

GGG
 

TCC
 

ACA-3';rs895819-C探针为5'-TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

TTT
 

GCT
 

GCT
 

TGT
 

GAG
 

CAG
 

GGT
 

CCA
 

CG-3'。采用20
 

μL多重PCR反应体系,反应程

序:95
 

℃预变性15
 

min,94
 

℃变性30
 

s,65
 

℃退火90
 

s,72
 

℃延伸90
 

s,共35次循环,最后72
 

℃延伸7
 

min。3%琼脂糖凝胶电泳检测,观察PCR产物,确定

其作为模板在连接酶检测反应(LDR)中加入的量,扩
增目标片段长度为110

 

bp。LDR反应体系为10
 

μL,

95
 

℃
 

2
 

min预变性,94
 

℃变性15
 

s,50
 

℃反应25
 

s,
共40次循环。产物经ABI

 

3730测序仪测序,结果运

用Gene
 

Mapper
 

4.0软件进行分析。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数

据处理和分析。计量资料以x±s表示,组间比较采

用t检验;计数资料以率表示,组间比较采用拟合优

度的χ2 检验(goodness-of-fit
 

χ2 检验)判断各多态性

位点的基因型分布是否符合 Hardy-Weinberg平衡,
采用Pearson's

 

χ2 检验比较冠心病患者与对照者的

基因型分布差异;应用非条件Logistic回归分析各多

态性位点基因型与冠心病的相关性,关联程度用比值

比(OR)及95%CI 表示。以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 病例组和对照组的一般资料对比 两组之间年

龄、性别、总胆固醇水平比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。其他变量的均数或分布在两组间均差异有统

计学意义(P<0.05)。冠心病患者高血压、高脂血症

和糖尿病患病率较高,三酰甘油和LDL-C水平较高,

HDL-C水平较低。见表1。

2.2 miR-27a
 

rs895819(T>C)基 因 型 的 分 布 及

Hardy-Weinberg平衡检验 外周血 DNA
 

PCR 扩

增,随机取3份标本及空白对照进行电泳,提示PCR
成功。miR-27a

 

rs895819(T>C)多态性位点的电泳

测序分型结果见图1。病例组和对照组中等位基因和

基因型分布见表2。miR-27a
 

rs895819(T>C)多态性

的基因型分布频率在对照组中分别为56.8%(CC)、

37.3%(CT)和5.9%(TT)。Goodness-of-fix
 

χ2 检验

表明该多态性位点在对照人群中具有群体代表性,观
察到的基因型分布没有偏离 Hardy-Weinberg平衡
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(P>0.05)。
表1  病例组和对照组的一般资料对比

项目
病例组

(n=563)

对照组

(n=650)
P

年龄(x±s,岁) 63.69±11.98 62.94±12.28 0.601

男性[n(%)] 393(69.8) 423(65.1) 0.653

吸烟[n(%)] 314(55.8) 165(25.4) <0.001

饮酒[n(%)] 142(25.2) 92(14.2) <0.001

高血压[n(%)] 367(65.3) 228(35.1) <0.001

糖尿病[n(%)] 272(48.3) 106(16.3) <0.001

高脂血症[n(%)] 409(72.6) 239(36.8) <0.001

收缩压(x±s,mm
 

Hg) 141.70±18.36 132.20±18.73 <0.001

舒张压(x±s,mm
 

Hg) 76.38±10.51 72.73±10.39 <0.001

空腹血糖(x±s,mmol/L) 6.69±1.66 5.80±1.91 <0.001

三酰甘油(x±s,mmol/L) 2.08±0.99 1.48±0.80 <0.001

总胆固醇(x±s,mmol/L) 4.69±1.25 4.62±1.14 0.305

HDL-C(x±s,mmol/L) 1.18±0.37 1.38±0.67 <0.001

LDL-C(x±s,mmol/L) 3.03±0.93 2.63±0.92 <0.001

  注:该图为LDR测序结果,为非连续的常规坐标图;TC基因型为

双峰;TT、CC基因型为单峰;73~77
 

bp代表该基因在所测序的整条序

列上的相对位置;曲线代表检测到的信号;SZ即确切的相对位置值;ht
为检测到的信号强度。

图1  miR-27a
 

rs895819多态性LDR电泳测序分型结果

表2  miR-27a多态性等位基因和基因型在

   两组中的分布[n(%)]

基因型
病例组

(n=563)

对照组

(n=650)
OR(95%CI)a Pa

等位基因

 C 848(75.3) 987(75.9)1.00(1.00~1.00) -

 T 278(24.7) 313(24.1)0.94(0.72~1.27)0.518

基因型

 TT 32(5.7) 38(5.9) 1.00(1.00~1.00) -

 CT 214(38.0) 243(37.3)1.29(0.58~2.76)0.516

 CC 317(56.3) 369(56.8)1.28(0.57~2.60)0.569

 CT+TT 246(43.7) 281(43.2)1.03(0.72~1.42)0.867

 CC+CT 531(94.3) 612(94.2)1.53(0.58~2.61)0.385

  注:a为非条件Logistic回归分析,并对年龄、性别等因素进行校

正;每组等位基因C+T=本组例数×2;基因型中 TT例数+CT例

数+TT例数=本组总例数;CT+TT、CC+CT用于评估C等位基因

或T等位基因对冠心病的影响;-表示无数据。

2.3 miR-27a
 

rs895819多态性与冠心病遗传易感性

的关系 对可能的混杂因素(年龄、性别、吸烟、饮酒、
高血 压、糖 尿 病、高 脂 血 症)进 行 校 正 后,miR-27a

 

rs895819
 

TT、CT、CC基因型在病例组中的分布频率

分别为5.7%、38.0%,56.3%,对照组分别为5.9%、

37.3%、56.8%,两组基因型分布差异无统计学意义

(χ2=4.212,P=0.578)。非条件Logistic回归发现,
以TT基因型作为参照,CT和CC基因型均与冠心病

无相关性(OR 值分别为1.29、1.28,95%CI 分别为

0.58~2.76和0.57~2.60)。等位基因分析结果也

显示,携带miR-27a
 

rs895819
 

C等位基因与冠心病的

遗传易感性无明显相关性(OR=0.94,95%CI=
0.72~1.27,P=0.518)。

3 讨  论

  miR-27a是从hela细胞中克隆得到的,pre-miR-
27a的常见多态性位点rs895819已被报道与2型糖

尿病(T2DM)[3]和多种癌症的风险显著相关[4]。最初

的研究可以追溯到YANG等[5]报道rs895819的变异

可能抑制miR-27a的成熟,从而与家族性乳腺癌风险

相关。
脂质代谢障碍是冠心病的常见危险因素。miR-

27a不仅为致癌miRNA,还通过改变许多脂质代谢相

关基因的表达来调控脂质代谢,如抑制胆固醇调节元

件结合蛋白1、胆固醇调节元件结合蛋白2、过氧化物

酶体增殖剂激活受体α、过氧化物酶体增殖剂激活受

体γ、载脂蛋白 A1、载脂蛋白B100和载脂蛋白E等

基因的表达[6]。最近对脂质代谢中miRNA的研究也

表明,miR-27a是胆固醇生物合成的关键调控因子[7],
它还能通过靶向调节白细胞介素-10(IL-10)相关通

路,保护心肌细胞在缺氧/再灌注损伤过程中不被线

粒体介导的凋亡所影响。
此外,miR-27a在内皮细胞功能障碍过程中发挥

着独特的作用,可能导致动脉粥样硬化、冠心病、心肌

梗死等心血管疾病的发生[8]。URBICH 等[9]证明,

miR-27a通过靶向调节信号素6A(SEMA6A)促进血

管生成,诱导邻近内皮细胞发生排斥反应。此外,

miR-27a已被证明与肾素-血管紧张素系统(RAS)相
关,并通过靶向调节人类血管紧张素转换酶(ACE)基
因影响高血压患者的心血管稳态和抗动脉粥样硬化

机制。这些研究表明,miR-27a在不同的状态下具有

多种功能,可能参与心血管疾病的发生、发展。
有研究表明,miR-27a

 

rs895819的SNP与多种癌

症相关[10],而miR-27a前体rs895819(G>A)在我国

汉族人群中与冠心病的遗传易感性存在相关性[11]。
本研究评估了 miR-27a

 

rs895819多态性中的另一多

态性位点T>C对冠心病的影响,前期试验提示该多
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态性位点的C等位基因可能为预防冠心病的保护基

因。本研究结果提示 miR-27a
 

rs895819(T>C)多态

性与广东佛山地区人群的冠心病发生没有关联性。
可能该结果需要更大的样本量来验证其与遗传易感

性的关系,且miR-27a及其靶点调控心肌梗死发生和

发展的机制尚不清楚,在对miR-27a
 

rs895819多态性

和冠心病之间的联系进行功能评估之前,可能还需要

进行更多的研究。
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