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  作者：张英,杨志惠,林燕,黄维义  作者单位：泸州医学院

病生教研室，四川 泸州 646000 

  【摘要】目的探讨血红素氧合酶 1(HO 1)基因启动子(GT)

n多态性对冠心病患者冠脉粥样硬化病变程度及病变稳定性的影

响。方法 通过冠脉造影选择冠心病患者126例，采用Gensini评分

系统对冠脉病变进行评分，提取外周静脉血DNA，PCR法扩增含

HO 1基因启动子(GT)n的片段，采用测序加聚丙烯酰胺凝胶电

泳法确定HO 1基因启动子(GT)n，同时检测血hs CRP、IL

6、MMP9的浓度。结果 短(GT)n携带者较非短(GT)n携带者冠脉

病变评分、ACS发生比例及血hs CRP、IL 6、MMP6浓度均明

显降低。结论 HO 1基因启动子(GT)n多态性对冠脉粥样硬化病

变有明显影响，短(GT)n基因型能减轻冠脉粥样硬化病变程度，

并可能通过抗炎机制保持病变稳定。 

        【【【【关键词关键词关键词关键词】 血】 血】 血】 血红红红红素素素素氧氧氧氧合合合合酶酶酶酶 1,基因多基因多基因多基因多态态态态性性性性,冠心病冠心病冠心病冠心病,动动动动脉脉脉脉粥粥粥粥样样样样硬化硬化硬化硬化 

  【Abstract】Objective To explore the effects of heme oxygenase 1 (HO 1) gene promoter (GT)n polymorphism on the severity 

and stability of coronary atherosclerosis in patients with coronary heart disease (CHD). Methods 126 patients with CHD by coronary 

angiography were selected. The severity of coronary artery disease (CAD) was defined by Gensini score system. DNA was abstracted 

from peripheral venous blood and HO 1 gene promoter (GT)n fragment was augmented by PCR. Sequencing added polyacrylamide gel 

electrophoresis was used to define HO 1 gene promoter (GT)n. The content of highly sensitive C reactive protein (hs CRP), 

interleukin 6 (IL 6) and matrix metalloproteinase 9 (MMP 9) were also detected. Results Compared with non short (GT)n 

genotype carriers, the carriers with short (GT)n genotype had significantly lower Gensini score, less proportion of acute coronary 

syndrome and lower concentration of hs CRP, IL 6 and MMP 9 (all P<0.05). Conclusions HO 1 gene promoter (GT)n 

polymorphism has obvious effect on CAD. Short (GT)n genotype can alleviate the atherosclerosis severity and increase the stability of 

CAD by anti inflammatory.

  【Key words】Heme oxygenase; Gene polymorphism; Coronary heart disease; Atherosclerosis 

  由动脉粥样硬化(AS)导致的冠心病是当前危害人类健康的首要疾病，已知氧化应激介导的血管内皮损伤和LDL氧化修饰是

AS斑块形成、发展及斑块破裂的中心环节。因此，抗氧化已逐渐成为抑制AS的新靶点〔1〕。血红素氧合酶 1(HO 1)是存在

于细胞微粒体中的一种重要内源性抗氧化酶，近年被证实具有抗AS作用〔2〕。有研究认为，HO 1基因启动子5′端存在着一

个由GT二核苷酸重复序列构成的(GT)n微卫星结构，人类的(GT)n具有高度多态性，(GT)n长度直接决定了HO 1基因转录与表

达水平，从而影响到HO 1的抗氧化应激能力〔3〕。然而，(GT)n多态性是否也影响人类冠脉粥样硬化病变的严重程度和病变

的稳定性值得研究，但迄今却少见有关的研究报道。本文拟探讨HO 1基因启动子(GT)n多态性对冠心病患者冠脉粥样硬化病变

的影响并初步阐明相关的作用机制，以期为冠心病的有效防治提供依据。 
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  1 对象与方法 

  1.1 对象 

  选择行冠脉造影确诊的冠心脏病患者126例，男87例，女39例，年龄38～84(62.3±6.4)岁。稳定型心绞痛59例，急性冠脉综

合征67例。入选者均已除外感染、近期应用抗炎与抗氧化药物、肝肾等重要器官功能障碍。 

  1.2 冠脉病变评分 

  采用Philips Intergris V5000数字减影血管造影机的图像分析系统定量评价冠脉狭窄程度，再用Gensini评分系统进行定量评

分。评分标准：①根据冠状动脉狭窄程度确定基本分值：冠状动狭窄<25%、25%～<50%、50%～<75%、75%～<90%、90%～

99%、100%的分值分别是1、2、4、8、16、32分;②根据冠状动脉病变部位确定评分系数：左冠状动脉主干为5;前降支近段及回

旋支近段分别为2.5;前降支中段为1.5;第二对角支及左室后侧枝分别为0.5;其他各支均为1.0。每支病变冠脉的评分为其狭窄程度所

获基本分值乘以该病变部位的系数，患者冠脉病变的最终评分应为各病变支的评分之和。 

  1.3 DNA提取与HO 1基因启动子(GT)n基因型的确定 

  抽取入选者清晨空腹静脉5 ml，EDTA抗凝，采用华舜生物工程有限公司人血基因组抽提试剂盒，按说明书操作提取基因组

DNA。PCR法扩增HO 1基因启动子5′端含(GT)n的片段。引物由Invitrogen公司合成，上游为5′

AGAGCCTGCAGCTTCTCAGA 3′;下游为5′ ACAAAGCTCGGCCATAGGAC 3′，扩增片段大小为67 bp+(GT)n。PCR

反应体积为25 μl，含上下游引物(10 μmol/L)各1 μl，模板DNA15 ng，2×Taq PCR MasterMix溶液(北京天为时代科技有限公司生

产)12.5 μl，反应程序为94℃ 30 s，57℃ 30 s，72℃ 30 s，共循环30次。先任取部分病例PCR产物各2 μl上样于6%聚丙烯酰胺凝胶

上(19∶1)，600 V电泳2 h，以PUC 18DNA/MSP1为Marker，将110～147 bp间不同大小的DNA条带切下、回收，以其为模板再次

PCR扩增，将产物送invitrogen公司经TA克隆并测序，从中筛选到GT重复数分别为30、24、16等不同大小的等位基因片段，再将

其混合作为marker，对各病例的PCR产物行聚丙烯酰胺凝胶电泳，每例均出现GT重复数不同的两条等位基因条带。按GT重复数

≥30、25～29、≤24分别定为长(L)、中(M)、短(S)，患者凡含至少一条S等位基因者均称为短(GT)n基因型(包括S/S、S/M、

S/L)，未含S等位基因者均称为非短(GT)n基因型(包括L/L、L/M、M/M)。 

  1.4 检测指标 

  抽取清晨空腹静脉血3 ml，离心分离出上清液，-70℃保存。按说明书采用免疫比浊法检测高敏C 反应蛋白(hs CRP)(试剂

盒购于Orin Diatgnostica公司)，采用ETISA法检测白介素 6(IL 6)和基质金属蛋白酶 9(MMP9)(试剂盒购于美国R&D systems

公司) 

  1.5 统计学分析 

  计量资料以x±s表示，采用t检验。计数资料采用χ2检验。 

  2 结 果 

  2.1 HO 1基因启动子(GT)n测序和电泳结果 

  2.2 (GT)n基因型对患者冠脉病变评分的影响 

  短(GT)n基因型者(47例)冠脉病变评分较非短(GT)n基因型者(79例)明显降低(39.6±14.5 vs 27.9±11.8，P<0.01) 

  2.3 (GT)n基因型对冠脉病变稳定性的影响 

  短(GT)n基因型冠心病患者中ACS19例，而非短(GT)n基因型冠心病患者中ACS48例，短(GT)n基因型冠心病患者发生ACS的

比例较非短(GT)n基因型患者显著降低(P<0.05)。 

  2.4 (GT)n基因型对血浆各生化指标的影响 

  短(GT)n基因型患者血浆IL 6、hs CRP及MM P9浓度均较非短(GT)n基因型患者明显升高。 

  3 讨论 

  冠心病是典型的多因素疾病，由外界促AS因素增强和内源性抗AS能力减弱共同作用的结果。研究显示，高血压、糖尿病、

吸烟等众多危险因素都能通过促进炎症和氧化应激机制致病，而存在于体内的多种抗氧化体系则构成了内源性保护屏障，其功能

与活性决定了个体对AS的易感染性〔4，5〕。HO 1是近年倍受重视的一种细胞内可诱导的抗氧化酶，能催化游离血红素分解

生成胆红素、CO等重要产物，HO 1/胆红素/CO组成的系统能发挥强大的抗炎、抗氧化、抑制血管平滑肌细胞增殖等作用。业

已证明，诱导HO 1高表达具有显著抗AS效果〔2，6〕。取自人体AS斑块的标本中也发现存在HO 1适应性过度表达，而先天

缺乏HO 1基因的患儿表现出严重炎症，广泛AS病变，显示HO 1在人体中也起着极重要的抗AS作用〔7，8〕。然而，人HO

1基因启动子内存在着由GT二核苷酸重复序列组成的(GT)n微卫星结构，该(GT)n具有高度多态性，其GT重复数在12～40次不



等。实验证明，GT重复数≤24则HO 1基因转录活性高，而GT重复数≥30则HO 1基因转录活性显著降低〔3〕。因此，理论

上(GT)n多态性影响着人体内HO 1系统的活性和抗AS的能力。本研究显示，短(GT)n基因型患者冠脉病变评分明显降低，表明

短(GT)n基因型具有抑制冠脉粥样硬化病变的作用。这与Brydun等〔9〕的报道是一致的。 

  已知炎症反应是引起AS斑块不稳定的关键因素，巨噬细胞则是不稳定斑块内的主要炎性细胞，能大量分泌IL 6等炎性因子

和MMP9等金属蛋白酶。此外IL 6还能刺激肝脏合成C 反应蛋白，IL 6、C 反应蛋白是最重要的炎性标志物。MMP9则是

明胶酶的一种，能降解细胞外基质，促使斑块破裂。研究表明，血浆IL 6、hs CRP、MMP9浓度能间接反映粥样斑块内的炎

症程度和斑块的稳定性，其水平明显升高见于急性冠脉综合征患者，与急性心血管事件密切相关〔10，11〕。本研究显示，短

(GT)n基因型患者血浆炎性标志性物明显降低，其急性冠脉综合征发生的比例也显著减少。可能是短(GT)n使HO 1基因转录与

表达水平高，产生了更有效抑制炎症、稳定粥样斑块的作用。 

  总之，本文发现HO 1基因启动子(GT)n多态性对冠脉粥样硬化病变程度和病变的稳定性均有明显影响，短(GT)n有助于减

轻冠脉粥样硬化病变程度和保持病变稳定，这为今后采用基因调控手段防治冠心病提供了靶点。 
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