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DDAH2启动子区 -1150 C/A多态性与中国汉族人群冠心病
的遗传易感性研究

张顺芝 1 孙 吉 1 刘丽华 1 陈 磊 2 陈小平 3△

(1长沙市第一医院药剂科 湖南长沙 410005；2中南大学药学院 湖南长沙 410078；
3中南大学临床药理研究所 湖南长沙 410078)

摘要 目的：研究 DDAH2启动子区 -1150 C/A rs805304多态性与中国汉族人群冠心病之间的相关性。方法：应用限制性片段长度

多态性聚合酶链反应（PCR-RFLP）的分析方法，对 381例冠心病患者和 629例健康人群中 DDAH2基因 A-1150C rs805304多态

进行基因分型。结果：病例组和对照组 A-1150C rs805304位点基因型分布均符合 Hardy-Wenberg平衡；两组间 A-1150C位点基因

型间无显著性的差异（P=0.34）；病例组和对照组 A-1150C位点的等位频率分布也无显著的差别，但是在冠心病病例中，A等位频
率有低于 C等位频率的趋势（P=0.069）。结论：DDAH2启动子区 -1150 C/A rs805304多态性与中国汉族人群冠心病的发病不相

关。
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Functional Variant in DDAH2 Contributes to the Susceptibility of Coronary
Heart Disease in a Chinese Population

To investigate the association of DDAH2 promoter -1150 C/A rs805304 polymorphisms with coronary

heart disease susceptibility in a Chinese Han population by a case-control study. Polymerase chain reaction-restriction fragment

length polymorphism (PCR-RFLP) was used to genotype the SNP. We performed a case-control analysis including a total of 381cases

and 629 healthy controls. Genotype distribution of the DDAH2 rs805304 polymorphism in both groups were in Hardy-Weinberg

equilibrium. Our pooled result indicated that there is no significant difference in the genotype distribution between the CAD cases and
controls (P=0.34). However, comparing with A allele frequency, the C allele frequency have a lower tendency in cases of coronary heart

disease(P=0.069). the polymorphism(rs805304) of DDAH2 is not associated with the CAD.
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前言

据大量流行病学的资料显示，冠心病的发生发展与环境因

素是密切相关的，如饮食、吸烟、肥胖等环境因素都容易引起冠

心病的发病。此外，随着近几年来遗传学研究的兴起，有多项研

究都表明，冠心病是一种多基因疾病，并且它是遗传因素与多

个基因共同作用的结果[1, 2]。并且已经有多项研究证实，有多个

基因的遗传多态性与冠心病的发病发展是相关的[3,4]。

内源性活性物质一氧化氮（nitric oxide，NO）以及内皮素

（endothelium，ET）等，参与了心血管系统稳态的调节过程。内源

性活性物质 NO是 L-精氨酸在一氧化氮合酶（NO synthase，
NOS）的催化作用下所生成的。非对称二甲基精氨酸（asymme-
tric dimethylarginine，ADMA）是一种内源性 NOS 抑制剂，因

此，它通过竞争性的抑制 NOS的水平从而抑制 NO的生成[5-7]，

继而影响心血管系统的稳态。

人体内 ADMA主要通过肾脏排泄以及经二甲基精氨酸二

甲胺水解酶（DDAH）水解代谢而失活[8]。体内 DDAH酶能够影

响 ADMA 的代谢继而影响 NOS 的活性以及 NO 的水平。
DDAH在体内有两个类型，DDAH1和 DDAH2。DDAH2主要
表达于内皮源性的 NOS 组织中。研究发现，DDAH2 基因
-449G/C多态性与中国人群颅内出血的风险是相关的，C等位
频率可显著降低颅内出血的风险 [9]。另外，有研究发现位于

DDAH2 基因启动子区 -871 7G/6G 的多态性与内皮细胞
DDAH2的表达是相关[10]。以上多项研究都表明，DDAH2基因

多态性与多种疾病的发生发展都存在着相关性[11-13]。所以我们
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推测，DDAH2基因遗传多态性也可能与冠心病的易感性相关，

目前已经报道了 DDAH2 rs805305 多态性与冠心病的相关
性[14,15]，但是 DDAH2启动子区 -1150 C/A rs805304多态性与冠

心病的相关性还未见报道。

1 材料与方法

1.1 病例资料

选择冠心病患者 381 例，其中男 200 例，女 181 例，年龄
65± 9岁，来自 2007-2009年长沙市第一医院以及湘雅医院门

诊新发的病例，所有病例均符合 1979年WHO关于缺血性心
脏病的命名和诊断标准，并且还根据病人的病史、临床表现、心

电图、心肌酶谱等来确定冠心病的诊断。而正常人群对照组来

自长沙市第一医院以及湘雅医院健康体检者，无高血压病史、

无糖尿病病史以及冠心病等心脑血管疾病，并且肝肾功能正

常。所有入选的个体详细记录吸烟饮酒史、以及既往史、现病史

以及各项生理生化指标，在入选时均告知其研究方法及其意

义，做到知情同意。本研究得到了中南大学药学院伦理委员会

的批准。

1.2 主要试剂
Taq DNA 聚合酶来自北京博大泰克生物基因有限公司，

dNTP来自北京博奥森生物技术有限公司，限制性内切酶
1236 I为 MBI产品，琼脂糖凝胶为基因公司产品。
1.3 DDAH2 A-1150C多态性的测定
1.3.1 外周血 DNA提取 抽取肘静脉 EDTANa2 抗凝全血 5
ml，采用酚 -氯仿法提取外周血白细胞 DNA，-80℃保存。
1.3.2 PCR 扩增 我们从 NCBI数据库中下载人类 DDAH2

基因组 DNA序列，应用软件 Primer3.0设计 PCR扩增和基因

分型引物。设计后的引物由上海生工进行合成，纯化方式选择

PAGE纯化。引物序列如下所示，上游引物为：5'-AGAGGGG-

ATGAGGGAAAGAA-3'，下游引物为：5'-CCTTGTGTAGGCG-

AGCTCAT-3'。PCR 产物扩增反应体系如下所示：10× PCR

Reaction Buffer为 2 滋L，2.5 mM dNTP Mix为 0.3 滋L，上、下游

引物（10M）分别为 0.1 滋L，Taq酶（5U/滋L）加入 0.2 滋L而灭菌

双蒸水为 10.3 滋L最后加入基因组 DNA 2 滋L，总共 15 滋L。

DDAH2基因 A-1150C位点 PCR扩增反应流程如下所示：
95 ℃ 5 min；94 ℃变性 40 s，60 ℃退火 40 s，72℃延伸 45 min，
共 35个循环；最后为 72℃延伸 10 min。最后扩增好的 PCR产

物放入 4 ℃保存[16]。

1.3.3 RELP分析 我们将 DDAH2基因 -1150A/C位点的 PCR

扩增产物进行酶切消化，我们选择的限制性内切酶为 1236
I。酶切反应体系如下所示：10× Buffer为 1 滋L；Bsh1236 I内切

酶（10 U/滋L）为 0.6 滋L，另外再加入灭菌双蒸水 7.3 滋L，PCR产

物 1.5 滋L，总共 10滋L。将以上反应体系混匀后在 37 ℃恒温箱
反应 4~5小时。
1.3.4 琼脂糖凝胶电泳分析基因型 琼脂糖凝胶配置的浓度为

1.0 %和 2.0 %，经溴化乙锭（EB）染色。在 10 滋L DDAH2基因
A-1150C酶切产物中加入 2 滋L loding buffer，共同点样到 2.0

%琼脂糖凝胶上，进行电泳。在此，我们选择的电泳条件为 150

V电压同步电泳 25 min。之后切断电源，在紫外灯下观察内切

酶酶切后的条带并且判断基因型进行记录以及照相。

1.3.5 统计分析 应用 LDA软件检验 Hardy-Weinberg平衡。采

用 SPSS 13.0对数据进行统计学分析，冠心病病例与正常对照

组基因型、等位基因频率的分布比较我们采用 X2检验，冠心病

病例和正常对照组的一般临床计量资料数据我们用均数± 标
准差表示，组间的比较计量资料采用 t检验，计数资料采用 X2

检验。

2 结果

2.1 冠心病病例与正常对照人群一般情况比较
本实验研究中，我们总共收集到了冠心病病例标本 381

例，正常人群对照标本 629 例。冠心病病例组其收缩压为
132± 22 mm Hg，是显著高于正常对照人群（125± 11 mm Hg，
P<0.001）；冠心病病例组舒张压也是显著高于正常对照人群，

分别为 78 ± 13 mm Hg和 77± 8 mm Hg（P<0.001）。在平均年

龄方面，冠心病病例组人群显著高于正常对照组人群，分别为

65 ± 9岁和 43± 14岁（P<0.001）。另外，冠心病病例与正常对

照在性别、吸烟史以及高血脂症方面也存在显著差别（见表

1）。

表 1 冠心病病例与正常对照人群一般情况比较

Table 1 General characteristic of the study participants

Characteristic Control(n = 629) CAD patients（n=381） P

Gender

Male (%)

Female (%)

Age(years)

CAD family history(%)

SBP(mmHg)

DBP(mmHg)

Positive history of smoking (%)

Positive history of alcohol consumption (%)

Hyperlipidemia (%)

372(59.1)

257 (40.9)

43 14

105(16.7)

125 11

77 8

156(24.8)

131 (20.8)

280(44.5)

200 (52.5)

181 (47.5)

65 9

11(2.8)

132 22

78 13

138(36.2)

83 (21.8)

145(38.1)

0.039

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

0.751

0.044
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2.2 DDAH2基因 A-1150C多态性分析
DDAH2基因包含 A-1150C多态位点的 PCR扩增片段为

517 bp。 DDAH2 基因 A-1150C 位点 CC 基因型的个体，其
PCR扩增产物内是存在限制性内切酶 1236 I的酶切位点，
酶切后所得到的片段大小分别为 388 bp、87 bp以及 42 bp；AA
基因型的个体，PCR扩增产物内无 1236 I的酶切位点，酶
切后所得到的片段大小分别为 475 bp和 42 bp，AC基因型的
个体，PCR产物扩增产物内也部分存在限制性内切酶 1236
I的酶切位点，酶切后所得到的片段大小分别为 475 bp、388
bp、87 bp和 42 bp，然而 87 bp和 42 bp片段大小较小，电泳后，
在图中显示不出，故只有 475 bp、388 bp两个片段（见图 1）。随
机选取样本送去南京金斯瑞公司进行 PCR产物测序，测序分

型结果（见图 2）与 PCR-RFLP分型结果是一致的。

图 1 DDAH2基因 A-1150C多态性基因分型电泳图

注：AA AA基因型，AC AC基因型，CC CC基因型。

Fig. 1 DDAH2 gene A-1150C genotyping electrophoresis.

Note：AA AA genotype, AC AC genotype, CC CC genotype.

图 2 DDAH2基因 A-1150C多态性测序分型峰图

Fig.2 The sequencing peak figure of DDAH2 gene A-1150C polymorphism

2.3 DDAH2基因 A-1150C多态性在病例和对照人群中的分布

对照组 DDAH2 基因 A-1150C 位点 AA、AC 以及 CC 基

因型的分布频率分别为 47.5 %、42.6 %和 9.9 %，其中 C等位的

分布频率为 62.3 %；冠心病组中 DDAH2基因 A-1150C位点
AA、AC 以及 CC基因型的分布频率分别为 42.8 %、46.4 %和
10.8 %，C等位的分布频率为 68.0 %（见表 2）。冠心病病例组和

对照人群组 DDAH2 基因 A-1150C 位点基因型分布均符合
Hardy-Wenberg 平衡，并且结果显示两组间 DDAH2 基因
A-1150C位点基因型以及等位频率的分布均无显著的差异（表
2）。

通过对性别、年龄、吸烟（是或否）、饮酒（是或否）、高血脂

（有或无）校正，Logistic回归分析发现高血脂、性别、吸烟都与

与冠心病的发病风险相关。

3 讨论

动脉粥样硬化是冠心病发病的主要原因，目前研究认为内

皮受损在动脉粥样硬化发生发展中起关键作用。

大量研究表明一氧化氮(nitric oxide，NO)，是一种被公认的

抗动脉粥样硬化因子。研究表明 NO除了有促进血管舒张之

外，还具有抗氧化、阻止血小板聚集和单核细胞粘附以及抑制

平滑肌细胞增殖多种作用。ADMA是一种内源性 NOS的抑制
剂，能够减少 NO的生成，从而损伤内皮功能。二甲基精氨酸二

甲胺水解酶（DDAH）能够水解代谢体内的 ADMA，从而在心血

管系统发挥作用。

表 2 冠心病病例与对照人群 DDAH2基因 A-1150C多态位点基因型分布情况比较

Table 2 DDAH2 gene A-1150C genotype distribution between CAD and controls

Genotype
Control

n (%)

CAD

n (%)
X 2 P

AA 299 (47.5) 163(42.8)

AC 268 (42.6) 177(46.4) 2.16 0.340

CC 62 (9.9) 41(10.8)

C Allele 62.3% 68.0% 3.315 0.069
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目前，关于 DDAH2基因多态性与心血管系统疾病的相关

性已有研究，如高血压、糖尿病等，与冠心病之间的相关性也已

开始有了研究[17-20]。基于 DDAH2在 ADMA代谢灭活中的重要

性以及对体内 NO生物利用度重要影响，本研究通过病例对照
研究，初步探讨了 DDAH2基因 A-1150C多态性与湖南地区汉

族人群冠心病遗传易感性的关系。目前国内外对 DDAH2遗传

多态性与冠心病的研究很少，仅有两个多态性位点的报道[17,18]。

DDAH2基因 A-1150C 多态性这一位点与冠心病的易感性的

研究尚未见报道。我们研究结果发现，经过 X2检验，DDAH2

A-1150C多态性与该地区人群冠心病的发病不相关，无显著性

的差异。但是从我们结果可以看出，A等位频率在冠心病病例

中有要低于 C等位频率的趋势（P=0.069）。可能是因为样本例

数偏少，还没能观察到其显著性的差异。另外也有可能是不同

种族间存在着遗传差异而导致的。

我们经 logistic回归分析发现，通过对性别、年龄、血脂、吸

烟、饮酒进行校正后发现，合并有高血脂的人群，冠心病的发病

风险会增加。

本研究对 DDAH2基因 A-1150C多态性与湖南地区汉族

人群冠心病遗传易感性的关系进行了探讨，虽然结果显示其多

态性与湖南地区汉族人群冠心病的发病风险不相关，但是为以

后进一步研究冠心病的发生发展机制提供着指导意义。
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