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摘要: 冠状动脉粥样硬化性心脏病(Coronary heart disease, CHD)的全基因组扫描研究在世界各大研究中心展开, 

关于 CHD 易感基因位点的报道多集中于 1 号、3 号、9 号、11 号、16 号染色体, 对 8 号染色体的研究报道甚

少。在汉族人群中未见关于 CHD 的 8 号染色体的基因扫描研究。文章旨在查找汉族人群中 CHD 易感基因位点, 

选取 8 号染色体上间隔 10 cM 遗传距离的 13 个微卫星遗传位点, 采用 DNA 混合池的方法对 CHD 患者组 156

例和正常对照组 1 000例DNA样本进行基因扫描, 经卡方检验分析患者组和对照组每个位点的等位基因频率差

异。发现在患者组与对照组中 D8S264 位点(8p23.3-p23.2)及 D8S285 位点(8q12.1)的等位基因频率差异有统计学

意义(P<0.05)。汉族人群中 CHD 患者 8 号染色体上 8p23.3-p23.2、8q12.1 区域可能存在 CHD 易感基因, 需要进

行候选基因突变筛查。 
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Abstract:  At present, genome-wide association study on coronary heart disease (CHD) has been carried out in several 
major medical research centers worldwide. Most studies of CHD susceptibility loci or regions focused on chromosome 1, 3, 
9, 11 and 16, while studies on chromosome 8 are rare. To the best of our knowledge, the genome study on chromosome 8 
about CHD in Chinese Han population has never been reported before. We aimed to identify CHD susceptibility loci or 
regions in the Chinese Han population. First, two separated DNA pooling samples were prepared from 156 CHD cases and 
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1000 normal controls. Then, a total of 13 microsatellite markers at an interval of 10 cM on chromosome 8 were selected for 
genetic scanning. Finally, the difference of allele frequency at each locus between two pooled samples was analyzed by 
Chi-square test. Significant differences were found between cases and controls at D8S264(8p23.3-p23.2) and 
D8S285(8q12.1) (both P<0.05). Therefore, 8p23.3-p23.2 and 8q12.1 are possible to be associated with CHD and further 
study is needed to screen susceptible genes around these regions. 

Keywords: coronary heart disease; chromosome 8; DNA pooling 

冠状动脉粥样硬化性心脏病 (Coronary heart 
disease, CHD)是一种由环境和遗传因素共同作用形
成的一种多基因遗传疾病, 是世界范围内死亡和致
残的重要原因之一。流行病学调查、双生子及家系

调查结果均表明CHD有遗传倾向, 其发病具有家族
聚集性。一项双生子研究结果显示, 女性如 65岁之
前死于CHD, 其同卵双生子与异卵双生子死于CHD
的风险分别增加 15倍与 2.6倍; 男性如 55岁之前死
于CHD, 其同卵双生子与异卵双生子死于CHD的风
险分别增加 8.1倍与 3.8倍[1]。 

Engert等[2]对加拿大法国移民群体 8号染色体基
因扫描研究发现D8S552 位点的 8p22 区域与CHD显
著相关 (P=0.000033), 并被人类孟德尔遗传在线
(Online Mendelian Inheritance of Man, OMIM)所收
录。Engert等还具体分析了 8p22区域附近 10个候选
基因的单核苷酸多态性(Single nucleotide polymor-
phisms, SNPs), 却未发现与CHD显著相关的SNPs位
点。由于分析的SNPs不够全面, 并不能排除此位点
不含CHD易感基因。只有通过基因重测序鉴定, 系
统全面的分析SNPs, 才能进一步明确突变的基因位
点。迄今为止, 在汉族人群中还未见关于CHD的 8
号染色体易感基因扫描研究。本研究采用DNA混合
池(DNA Pooling)的方法对CHD患者的 8号染色体间
隔 10 cM遗传距离的 13个微卫星遗传位点进行了扫
描, 以查找汉族人群中 8 号染色体CHD易感基因位
点。 

1  材料和方法 

1.1  研究对象 

本研究中 1 156 个样本均来自汉族人群。其中
患者组 156例：男 121例, 女 35例, 男女比例 3.46:1, 
27～81岁, 平均年龄(50.4±9.2)岁, 是 2007年 5月到 

2007 年 10 月在山东大学齐鲁医院心内科住院并进
行冠状动脉造影确诊 CHD患者。纳入标准：临床表
现及心电图变化均符合 1979年WHO制定的冠心病
诊断标准, 冠状动脉造影按照左前降支、左回旋支、
右冠状动脉及主要分支的病变直径狭窄程度>50%, 
排除家族性高胆固醇血症及严重的肝肾功能不全

者。对照组取自山东省血液中心的健康献血者 1 000
例：男 569例, 女 431例, 17～55岁(40～55岁为主), 
男女比例 1.32:1, 平均年龄(48.8±6.2)岁, 无血脂紊
乱、糖尿病、冠心病病史及心绞痛症状, 血压正常。
本研究已获得患者的知情同意且个体间无血缘关系。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 制备及 DNA 混合池的建立 

取乙二胺四乙酸 (EDTA)抗凝的患者与对照者
外周静脉血 5 mL, 采用酚-氯仿法逐个提取基因组
DNA。用 BECKMAN DU530 紫外分光光度计测定
DNA 浓度, 每个样本独立测量多次, 取两次误差不
超过 10%数值计算平均值作为其原液浓度。最后将
每份 DNA样品均稀释至浓度为 20 ng/μL。再取每个
患者 DNA样品 10 μL充分混匀, 构建一个 CHD患
者混合池, 同理构建一个正常对照者 DNA混合池。 

1.2.2  选择微卫星引物 

选用美国应用生物系统公司(Applied Biosystem, 
ABI)的 Linkage Mapping Set version 2.5套装试剂盒
中的 8 号染色体上 13 对微卫星遗传位点作为引物, 
其是用蓝(FAM)、绿(VIC)、黄(NED)3种颜色荧光标
记, 橙色的 Liz-500作为分子量内标, 引物的序列及在
染色体上的位置参照法国 genethon的人类遗传图谱。 

1.2.3  PCR 扩增 

运用Gene Amp PCR System 9700 扩增仪进行
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PCR扩增, 扩增体系(15 μL)：20 ng/μL基因组混合池
DNA模板 3.0 μL, 5 μ/μL TaKaRa Taq DNA聚合酶 0.1 
μL, 5 μmol/L引物对 1 μL, TaKaRa:Multiplex PCR 
Reaction Mix 9.0 μL, ddH2O 2.0 μL。反应步骤：预变性
95℃ 11 min, 变性 94℃ 1 min, 复性 55～59℃ l min, 
延伸 72℃ l min, 28个循环; 最后 60℃延伸 60 min。 

1.2.4  毛细管凝胶电泳及基因分型 

按照 PCR 产物片段长度和荧光颜色的不同, 将
患者组 DNA 混合池的 PCR 产物进行组合, 使每组
荧光颜色相同的 PCR 产物, 片段长度不相同; 而相
近片段长度的 PCR 产物, 荧光颜色标记不同; 从而
通过一次电泳将多个位点的 PCR产物进行区分。取
患者组混合 PCR产物 3 μL, 加 0.15 μL Liz-500橙色
荧光分子量内标和 10 μL去离子甲酰胺混合, 95℃变
性 5 min 后冰水浴 3 min。在 Avant-3100(购自美国
ABI公司)毛细管遗传分析仪上进行电泳, ABI Gene 
Mapper 3.5 软件对其进行基因分型。对照组亦依此
步骤进行电泳和分型。 

1.2.5  统计分析 

上述DNA混合样本经电泳分型后, 出现一系列
等位基因的峰图(Allele image pattern, AIP)。分别计
算患者组和对照组各位点每一等位基因数目, 由于
数值低于 50单位的峰, Gene.Mapper软件不能检测出
荧光, 因此在分析时舍弃等位基因频率低于 5%的
峰。本研究经上述步骤重复 3 次, 每次实验每个微

卫星遗传位点都得到等位基因峰图。对各位点等位

基因峰图进行分析时, 首先计算每个等位基因数目
占所有等位基因数目的比率, 即每个等位基因峰值
与该位点所有等位基因峰值总和之比。然后计算每

个等位基因的具体数目, 人类细胞为二倍体, 156例
患者组样本在每个遗传位点上即有 312 个等位基因
(同理, 对照组 2 000 个等位基因), 将比率乘以 312
即得到每个等位基因的具体数目 (对照组乘以 2 
000)。分别对患者组和对照组 3 次实验中每个等位
基因的具体数目取平均值, 然后对平均等位基因数
目运用CLUMP软件分析等位基因频率差异, 应用χ2

检验, 以P<0.05 作为差异标准找出有统计学意义的
遗传位点。 

2  结果与分析 

本研究得到 8号染色体 13个微卫星遗传位点的
全部分型结果(表 1), D8S264(8p23.3-p23.2)位点的等
位基因图谱 (AIP)及等位基因频率分布图 (图 1), 
D8S285(8q12.1)位点的等位基因图谱(AIP)及等位基
因频率分布图(图 2)。患者组与对照组中 D8S285 位
点(8q12.1)位点与 D8S264 位点(8p23.3-p23.2)等位基
因频率差异有统计学意义(P<0.05), 提示在其附近
可能存在 CHD的易感基因。 

3  讨 论 

Barcellos等 [3]首次将DNA混合池应用于复杂性 
 

表 1  CHD 8 号染色体 13 个微卫星遗传位点基因扫描结果 

遗传位点 染色体位置 片段长度(bp) 片段范围(UCSC) 等位基因数 χ2值 P值 

D8S264 8p23.3 136~162 2117696~2117954 14 17.114183 0.020000a

D8S277 8p23.1 161~173 6504084~6504354 7 3.302963 0.640000 

D8S550 8p23.1 204~216 10918926~10919323 7 4.394796 0.460000 

D8S549 8p22 76~78 15693948~15694316 2 0.000270 1.000000 

D8S258 8p21.3 147~155 20411447~20411681 7 2.300501 0.530000 

D8S1771 8p21.2 348~356 25497031~25497386 5 3.616079 0.320000 

D8S505 8p12 110~124 34570316~34570723 8 1.957413 0.890000 

D8S285 8q12.1 310~328 57229611~57229936 9 13.018997 0.030000a

D8S260 8q12.2 199~211 61984335~61984648 7 2.786550 0.690000 

D8S270 8q21.3 104~114 93089546~93089870 6 1.722326 0.910000 

D8S514 8q24.13 218~226 123811284~123811642 5 5.417304 0.120000 

D8S284 8q24.22 274~286 131580805~131581166 4 0.721699 0.860000 
D8S272 8q24.23 242~252 137804460~137804722 6 8.520585 0.130000 

注：a P值<0.05。 

http://www.clontech.com/takara/US/Products/PCR_Products/Pathogen_Detection_and_Screening_Kits/Food_Pathogen_Detection/Multiplex_PCR_O-157_Genes_Detection_Kit
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图 1  D8S264 位点 DNA 混合池基因扫描图谱(AIP)及其等位基因频率分布图 
A：D8S264位点 DNA混合池基因扫描图谱(AIP)。左边与右边分别为患者组和正常对照组(峰的数量, 反映此位点上的等位基因数量; 
每个峰的峰高, 反映对应等位基因的频率)。B：D8S264等位基因频率分布图(横坐标为等位基因片段, 纵坐标为等位基因频率)。 

 
遗传性疾病关联分析。此方法经济且快速, 凭借这
个优势结合目前推崇的两阶段研究设计, 已成为全
基因组扫描研究 (Genome-wide association study, 
GWAS)中经常采用的方法 [4], 广泛应用于传染病或
寄生虫病诊断、遗传性疾病及心脑血管疾病相关基

因分析等多个领域的研究[5~7]。陈刚等[8~10]采用这种

方法对精神分裂症、高血压等疾病进行的基因组扫

描也取得了良好结果。本课题组前期研究利用该方法

发现了汉族人群 3号染色体的CHD易感基因位点[11]。 

本研究发现了位于 8号染色体上D8S285位点的
8q12.1 区域和D8S264 位点的 8p23.3-p23.2 区域(图
3)与CHD相关, 提示这两个遗传位点附近可能存在
CHD的易感基因。查阅文献发现对D8S264位点报道
最多的是与体重指数(Body mass index, BMI)值相关
[12,13], Naoumova等[14]对英国患有家族性混合型高脂

血症(Familial combined hyperlipidemia, FCH)的家系
进行研究, 报道了 8p23.3-p22区域的D8S264位点与
FCH相关(P=0.014)。FCH是一种具有复杂数量性状
特征的多基因常染色体显性遗传病, 其可表现为血

浆甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)和载脂蛋白B(apoB)
中的任意一项或多项升高。FCH是 40岁以上原因不
明的缺血性脑卒中患者最常见的血脂异常类型, 且
在 60 岁以下CHD患者中最常见。本研究也得出
D8S264位点与CHD可能存在关联(P< 0.05)。值得我
们进一步深入研究在汉族人群中此区域是否也存在

与FCH相关的易感基因突变, 且此易感基因可能不
仅与CHD相关, 也与其危险因素如血脂异常、肥胖
等相关。 

2009年Ling等[15]对北欧和西欧人群做了全基因

组扫描 , 分析基因多态性与脂联素水平的相关性 , 
发现在北欧和西欧人群中D8S264 位点的 8p23 区域
与脂联素水平最大联锁LOD值达 3.10(P<0.005)脂联
素(Adiponectin, APN)又称脂肪细胞补体相关蛋白
(Adipocyte complement related protein of 30 kDa, 
Acrp30), 是一种由脂肪组织分泌的脂肪因子, 又是
一种胰岛素增敏激素, 具有调节血脂、抗动脉粥样
硬化及改善胰岛素抵抗等作用[16~19]。Gormez等[20]对

代谢综合征合并CHD病例研究发现 ,  病例组较对 
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图 2  D8S285 位点 DNA 混合池基因扫描图谱(AIP)及其等位基因频率分布图 
A：D8S285位点 DNA混合池基因扫描图谱(AIP)。左边与右边分别为患者组和正常对照组(峰的数量, 反映此位点上的等位基因数量; 

每个峰的峰高, 反映对应等位基因的频率)。B：D8S285等位基因频率分布图(横坐标为等位基因片段, 纵坐标为等位基因频率)。 

 

 
 

图 3  D8S264(8p23.3-p23.2)和 D8S285(8q12.1)在 8 号染色体上的位置 
 
照组脂肪组织APN基因表达明显减少(P<0.001), 肿
瘤坏死因子(Tumor necrosis factor-α, TNF-α) 基因和
瘦素基因表达显著增加(P<0.001)。日本Nishimura等
[21]报道血浆APN水平与再狭窄发生相关(OR= 0.651 
P=0.001)。加拿大Hayashi等[22]报道低APN水平者颈
动脉粥样硬化发生明显高于高APN水平者。在汉族
人群中也有类似报道[23, 24]。本研究发现D8S264区域
可能与CHD发病相关, 在汉族人群中此区域是否也
存在影响APN基因表达的易感基因突变, 不同水平
的APN是否影响CHD发病值得我们深入研究。
D8S549 位点与CHD不相关, 与 2008 年Engert等[2] 
的报道结论不同, D8S552位点与D8S549位点虽同在
8p22区域但二者仍相距 190 kb, 且两个人群存在遗
传异质性、种族差异, 尚需进一步扩大样本量控制

混杂因素研究该区域是否存在候选基因突变。

D8S285位点的 8q12.1区域与CHD关联, 目前尚无这
方面的文献报道, 需要进行更多的实验去验证。 

目前全基因组关联研究推崇两阶段研究设计策

略, 第一阶段用 DNA 混合池的方法初步筛选出与
CHD 相关的易感基因位点, 第二阶段在更大的样本
中对于前一阶段所得的阳性结果进行个体基因分型, 
这两阶段结合分析 CHD 易感基因位点是一种既经
济又有较高把握度的研究策略。本研究采用 DNA混
合池的方法对山东地区汉族人群 8 号染色体进行基
因扫描分析, 发现了 2 个与 CHD 关联遗传位点, 按
照这个研究策略, 下一步还需在更大样本中对于这
一步得到的阳性结果进行个体基因分型, 查找汉族
人群中 8 号染色体上 CHD 易感基因位点, 为 CHD
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高危人群早期筛查和危险因素预防提供依据。 
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•科学新闻• 
 

转录中介体复合物(Mediator complex)调控茉莉酸信号途径的新机制 
 

转录中介体 (Mediator)是由多个在进化上高度保守的亚基组成的蛋白复合物。在基因转录过程中, 转录中介体分
别与基因特异的转录因子和 RNA聚合酶 II相互作用, 广泛参与二者之间的信息传递, 被称为真核生物基因转录的中央
控制器。在植物激素信号转导研究中, 人们主要关注激素特异的转录因子的作用, 但对于转录中介体的功能及作用机理
所知甚少。 

李传友实验室最近的研究揭示了拟南芥转录中介体复合物在茉莉酸信号途径中的功能及作用机理。MYC2 是茉莉
酸信号通路的核心转录因子, 调控茉莉酸反应的多个方面, 包括根生长、机械受伤反应和抗病反应等。遗传学研究表明
拟南芥转录中介体的一个亚基 MED25 是茉莉酸信号途径的正向调控元件, MED25 突变后影响了 MYC2 的功能及茉莉
酸诱导的基因表达。一系列生化证据表明, 在茉莉酸信号转导过程中, MED25 以茉莉酸依赖的方式被募集到 MYC2 靶
标基因的启动子区域, 特异性地与 MYC2的转录激活区相互作用并正向影响其转录调控功能。更深入的研究表明, 在茉
莉酸诱导的基因转录过程中, MED25 的一个重要作用是把 RNA聚合酶 II 及相关的转录辅助因子招募到 MYC2 靶标基
因的启动子区域, 进而精细调节 MYC2的转录调控活性。该研究同时发现 MED25通过与转录因子 ABI5相互作用负向
调控脱落酸介导的基因表达。令人感兴趣的是, MED25对脱落酸信号通路的影响是通过负向调控 ABI5蛋白的降解过程
实现的。 

这项研究表明作为转录中介体的一个亚基, MED25 能够和多种信号途径的转录因子相互作用, 从而以截然不同的
方式调控不同植物激素的信号转导, 这些发现为深入认识植物激素的转录调控机理提供了一个新的切入点。相关研究成
果于 2012年 7月 20日在线发表在Plant Cell(DOI:10.1105/tpc.112.098277)上。李传友实验室的陈蓉和蒋红玲为该论文的
共同第一作者。该项工作得到农业部、科技部和国家自然科学基金委的资助。 
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