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中国北方汉族人群核呼吸因子 -1基因 +141G/T
单核苷酸多态与冠心病发病的关联研究 *
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摘要 目的：本研究旨在探讨 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态位点与中国北方汉族人群冠心病发病的相关关系。方法：本研究

采用聚合酶链反应－限制性片段长度多态性对经过冠脉造影证实的冠状动脉有一条主要分支狭窄大于 70%的 675例冠心病患

者和经过冠状动脉造影证实冠状动脉狭窄小于 20%或完全正常的 636例对照患者进行检验检，分析核呼吸因子 IRF-1基因 +141

G/T单核苷酸多态位点的基因型和等位基因频率在两组间的分布情况。结果：核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态位

点三种基因型（GG型，GT型和 TT型）在中国北方汉族人群冠心病组的分布频率分别为 53.8 %，36.2 %和 10.1 %，在对照组的分
布频率分别为 45.6 %，46.2 %和 8.2 %，核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态位点的基因型和等位基因频率分布在对

照组和冠心病组之间存在统计学差异 (P＜ 0.05)。Logistic回归分别校正冠心病的其他危险因素性别、年龄、体重指数、吸烟、高血

压、高脂血症、糖尿病等后，核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态位点与中国北方汉族人群的冠心病的发病存在相关关

系 (P＜ 0.05)。结论：核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态与中国北方汉族人群冠心病的发病存在相关关系，IRF-1基因
+141 G/T多态可能是中国北方汉族人群冠心病发病的独立危险因子。
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Association of NRF-1 +141G/T Polymorphism with Coronary
Artery Disease in Han Population of Northern China*

The aim of the present study was to investigate the association between IRF-1 +141 G/T polymorphism and

coronary artery disease in Han population of Northern China. A case-control study was conducted in 675 patients with coronary

artery disease and 636 controls who had normal coronary angiograms. Polymorphic genotypes were determined by polymerase chain

reaction-restriction fragment length polymorphism. The genotype frequencies in IRF-1 +141 G/T polymorphism conformed well
to the Hardy-Weinberg equilibrium in both controls and case, and were 53.8 % (GG) , 36.2 % (GT), 10.1 % (TT) in case group and 45.6

% (GG)，46.2 % (GT), 8.2 % (TT) in the controls. There were significant differences in the genotype and allele distribution of +141 G/T

polymorphism of the IRF-1 gene between cases and controls (P＜ 0.05). Logistic regression analysis with adjustments for other risk factors

revealed that the IRF-1 +141 G/T allele carriers significantly increases the risk of coronary artery disease compared with the non-carriers

(P＜ 0.05). This study shows that the IRF-1 +141 G/T polymorphism may be considered a genetic risk factor for coronary
artery disease in Han population of Northern China.
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前言

冠状动脉粥样硬化性心脏病是一种严重危害全球人类健

康的常见慢性疾病，作为一种复杂性状疾病，其发生发展受遗

传和环境因素共同作用。流行病学资料显示，由冠状动脉粥样

硬化所导致冠状动脉的疾病即冠心病目前已经成为我国及世

界发展中国家 40岁以上男性人群的重要的致死性原因[1-3]。随

着人类基因组计划取得长足的进步，研究显示核呼吸因子 -1

（nuclear respiratory factor 1, NRF-1）作为一种能转录激活许多

线粒体相关基因启动子的核转录因子，在生物功能方面可能是

参与动脉粥样硬化发生发展的重要候选基因[4-7]。本文应用以人

群为基础的病例对照研究方法，采用基于第三代遗传标志—单
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核苷酸多态性（SNP）的关联研究[8,9]，以 NRF-1候选基因分析其

基因多态性与中国汉族人群 CAD遗传易感的关联性，进而从
分子水平上寻找冠心病的易感基因，以期发现冠心病早期诊断

的分子标记和早期预防的新靶点。

1 材料与方法

1.1 研究入选对象

从沈阳军区总医院心血管内科病房中随机选取 2005年 5

月入院的病例，入选者均经冠状动脉造影证实为冠心病患者及

非冠心病患者，连续入选 5年（至 2010年 10月）共入选冠心病
患者 675例，非冠心病患者 636 例，所有入选的冠心病患者的

冠脉造影的诊断标准为：冠状动脉（心外膜下的）一支或其主要

分支(左前降支、左回旋支或右冠状动脉)存在逸70%的直径狭

窄，且入选患者的所有临床症状均符合美国心脏病协（AHA）对

冠心病的诊断标准者诊断为冠心病，入选患者的年龄在 29岁

至 75岁，其全部为无血缘关系的中国北方汉族人群，并且自愿

在沈阳军区总医院心血管内科接受冠状动脉造影检查。对照人

群组：系为在沈阳军区总医院行冠脉造影显示冠状动脉完全正

常或者冠状动脉造影显示 <20%冠状动脉管腔狭窄且临床上无

相关生化检查依据证明为心肌缺血者。本研究获得沈阳军区总

医院及当地医院医学伦理委员会批准，所有受试者均在参加本

实验前签署知情同意书。

1.2 方法

患者在清晨、空腹状态，由护士利用含 1.5 mg/mL乙二胺

四乙酸二钠(EDTA–Na2)的真空采血管，抽取入选研究对象外

周静脉血液 5毫升，反复颠倒摇匀后，静置于 -20 ℃冰箱，储存

备用。提取研究对象的外周血 DNA时，先反复摇匀血液，抽取

抗凝管血液 0.5毫升，采用常规酚 -氯仿提取方法抽提人外周

血基因组 DNA，采用紫外光分光光度计检测外周血中提取的
DNA浓度和纯度，确保提取 DNA质量。采用聚合酶链反应
(polymerase chain reaction, PCR) 常规扩增人外周血基因组
DNA，按照 Oligo 6软件设计方案，设计并从上海生工生物有限

公司合成 IRF-1基因的引物：IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多

态位点的 PCR扩增引物分别为：上游引物：5’-TGGCTACCAT-

AGAAGCACAT-3’,下游引物：5’- ATCGTAAGAGGTGTCCT-
CCGG -3’，含有核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T PCR扩增产
物的在 25 滋L反应体系中进行 PCR反应。本研究采用 PCR扩

增反应体系在美国 BIO-RAD公司生产的 PCR热循环仪进行。

扩循环反应参数分别为：95 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，57℃ 30 s，72

℃ 30 s，35个循环；72 ℃ 7 min，然后通过凝胶电泳检测 PCR

扩增的样品是否扩增成功。

1.3 酶切检测 IRF-1基因 +141G/T基因型

含 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态位点的 PCR扩增产
物 256个碱基。IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态位点的 PCR

扩增产物以限制性内切酶 Bsp EI(NEB公司)消化过夜，Bsp EI

进行的酶切反应总体系为 10微升，其中包括限制性内切酶
Bsp EI 0.5微升，10× M缓冲液 1.0微升，去离子水 1.0微升，待

检的 PCR目的片段产物为 7.5微升。酶切反应后，在含 2 ％琼

脂糖凝胶中进行电泳，鉴定酶切产物。同时随机将待检测的

PCR产物送测序，验证酶切反应的效率。本实验研究发现，酶切

反应的效率为 100 %。
1.4 统计学方法

两组间的资料分析由 SPSS 13.0软件包完成，核呼吸因子
+141G/T 单核苷酸多态位点单个基因型及等位基因频率比较
采用四格表 X2检验，OR值和 95%可信区间 (95% CI)表示基

因位点与疾病间的相关强度。群体遗传学分析采用 DNAMA-

N、SHEsis、Haplo.stats等软件进行，Binary Logistic回归用来校

正其它 CAD危险因素如性别、年龄、BMI、吸烟、高血压、糖尿

病、TC、TG、LDL-C 及 HDL-C 等混杂因素可能对结果造成的
影响。

2 结果

本研究中共入选冠心病组病例 675例，同时随机选取在沈

阳军区总医院心内科住院的经冠状动脉造影证实的非冠心病

患者 636例（非冠心病组的病例与冠心病组的病例年龄和行相
匹配）。入选的冠心病的病例中，具有吸烟史和糖尿病病史者的

患者比例明显高于非冠心病患者组(P<0.05)。病例组患者的血

浆中血脂的各项生化检测指标：低密度脂蛋白胆固醇

（LDL-C）、甘油三酯（TG）的检测水平在冠心病患者组和非冠

心病患者组间的差异存在统计学差异，表 1为入选冠心病患者
组和非冠心病患者组的临床检测资料。

核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态目的扩增

片段 PCR产物 256碱基，目的片段的扩增产物经过 Bsp EI限

制性内切酶酶切消化后，核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单

核苷酸多态目的扩增片段酶切产物经过含有 2 %琼脂糖的凝
胶电泳后，分别在紫外光下显示出不同的电泳结果，携带 GG

纯合型基因型的片段为 128碱基、携带 TT 纯合型的片段为
107碱基及 21碱基、携带 GT杂合基因型的片段分别为 128碱

基、107碱基、21碱基。

核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态三种基因
型 GG 型，GT型和 TT型在入选冠心病患者组中分布频率分

别为 53.8 %，36.2 %和 10.1 %，在入选的非冠心病患者组中分

布频率分别为 45.6 %，46.2 %和 8.2 %，核呼吸因子 IRF-1基因
+141 G/T单核苷酸多态位点的基因型和等位基因频率在费冠

心病组和入选的冠心病组之间存在显著性统计学差异 (P＜

0.05)。采用 Logistic回归的方法分别校正入选患者的年龄、性

别、体重指数、、糖尿病高血压、吸烟、高脂血症等常规的冠心病

危险因素后，核呼吸因子 IRF-1基因 +141 G/T单核苷酸多态

位点的基因型和等位基因频率与中国北方汉族人群冠心病的

发病存在相关关系 (P＜ 0.05)。

3 讨论

动脉粥样硬化性疾病已成为危害人类健康的全球性疾病,生

活方式的改变使得我国 40岁以上人群的冠心病发病率显著上

升，急性冠脉综合症作为冠心病最严重的类型导致患者死亡率

增加[1-3]。医学遗传学和基因蛋白质组学的迅猛发展给人类对冠

心病的认识提升到了一个新的水平[10-13]。国际上近年采用基于

第三代遗传标志—单核苷酸多态性（SNP）的研究方法，从分子
水平寻找基因与疾病的关系，取得了许多有意义的重大成果[8,9]。

在心血管领域，应用该方法寻找冠状动脉粥样硬化性疾病（冠
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表 1 冠心病患者与对照组的临床特征比较

Table 1 Clinical characteristics between the coronary artery disease and control groups

对照组

Control group

病例组

Case group
P

例数（n） 636 675

年龄 (Year) 55.8± 10.4 56.4± 9.9 0.134

性别 (男 /女)

Gender (Male/Female)
354/282 372/303 0.84

体重指数 (千克 /平方米)

BMI (kg/m2)
24.6± 3.2 25.7± 3.1 <0.001*

糖尿病 (%)

Diabetes mellitus (%)
67 (10.5) 144(21.3) <0.001*

高血压 (%)

Hypertension (%)
287(45.1) 353 (52.3) 0.009*

吸烟 (%)

Smoking (%)
200 (31.4) 299 (44.3) <0.001*

胆固醇 (mmol/l)

Cholesterol (mmol/l)
2.03± 1.01 2.29± 1.17 0.001*

甘油三脂 (mmol/l)

Triglyceride ((mmol/l)
4.53± 1.11 4.53± 1.11 0.006*

低密度脂蛋白胆固醇(mmol/l)

Low density lipoprotein chilesterin

(mmol/l)

2.33± 0.44 2.38± 0.57 0.083

高密度脂蛋白胆固醇(mmol/l)

High density lipoprotein chilesterin

(mmol/l)

1.21± 0.20 1.28± 0.23 0.001*

表 2 IRF-1基因 +141G/T基因多态性在冠心病患者组和对照组的频率分布

Table 2 The genotype and allele frequency of IRF-1 +141 G/T polymorphism between the coronary artery disease and control groups

对照组

Control group

n=636

病例组

Case group

n=675

P
OR(95% CI)

比值比（%可信区间）

IRF-1

+141G/T

G/G (%) 352(55.3) 308（45.7) ＜0.001

G/T (%) 220(34.6) 311(46.1)

T/T (%) 64(10.1) 56 (8.3)

G等位基因

G allele
924(72.6) 927(68.7) 0.02 0.83(0.69-0.97)

T等位基因

T allele
348(27.4) 423(31.3)

心病）的易感基因及其易感的多态性位点以期发现冠心病早期

诊断的分子标记和早期预防的新靶点也取得了许多实质性成

果，使得冠心病的防治将进入基因治疗的时代[11-14]。汉族人群急

性冠脉综合症的发病的相关关系, 如在病例 -对照研究中获取

阳性关联 SNP位点，并在另一独立队列中进行验证[15,16]。对已

验证的阳性 SNP位点，进一步进行生物学功能研究，以确认其

为易感基因。上述研究的最终结果将为阐明特定的趋化因子及

其受体是否为急性冠脉综合症的易感基因，为急性冠脉综合症

发生的预测及个体化防治提供新的依据。冠心病是一种具有复

杂性状的多基因遗传性疾病，冠心病的发病是由多个微效基因

协同作用、并受环境因素影响所导致的疾病。

核呼吸因子 NRF-1为一种能转录激活许多线粒体相关基

因启动子的核转录因子，NRF-1为一种核转录因子，NRF-1 基

因定位于 7号染色体长臂 3区 2带，是由 503个氨基酸组成，

分子量为 68 kD，在细胞内以同源二聚体的形式存在，有两个

功能性区域：(1) DNA结合区 (2)转录激活区：位于 C-末端，富

含疏水氨基酸，其转录激活功能依赖于特异性疏水结构。研究

表明 NRF-1对呼吸链的表达以及线粒体 DNA 的转录与复制
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都发挥着重要作用，近年研究显示 CAD的发生可能与线粒体

功能缺失密切相关 [9-12]，NRF-1可能控制着核和线粒体两个基
因组的协同表达，它可以调节核基因组编码的呼吸链亚基的表

达，NRF-1的功能改变，可能导致体内的氧化还原反应的异常，

进而导致脂质代谢的异常，因而导致脂质沉积在动脉粥样硬化

的血管管壁，从而影响动脉粥样硬化的发生发展的进程，由上

我们认为 NRF-1可能在 CAD 的动脉粥样硬化的发生发展进

程中发挥重要的作用[10-13]。

目前，关于核转录因子 NRF-1基因单核苷酸多态性与冠

心病及其并发症的关联研究报道不多，本研究对 NRF-1受体

基因多态位点进行病例 -对照研究，研究结果发现 NRF-1多态

和中国北方汉族人群冠心病的发生存在相关关系。本研究采用

同一中国北方的汉族人群，减少了人群分层的影响，上述研究

从遗传学的角度证实 NRF-1基因 +141 G/T多态和冠心病发生

存在相关关系，故 IRF-1基因 +141 G/T多态是冠心病发生的

危险预测因子。目前关于冠心病的发病机制尚未明确，本研究

显示 IRF-1基因的 +141 G/T多态性与冠心病的发病存在明显

关联性，提示 IRF-1基因 +141 G/T多态性可能作为一种特殊

的遗传学形式而参与冠心病的发生发展过程，IRF-1可能通过

影响基因的剪切功能和转录后的翻译功能参与该基因的表达

调控。本研究对象均接受了冠脉造影检查，保证了病例组和对

照组之间的明确区分，但本研究仍存在一定的局限性，由于入

选病例存在一定地域上的差别，会影响关联分析的结果，同时

本研究结果尚需要在中国汉族及其他人群中进行相应的复制

研究验证关联分析的结果[16,17]，同时对本研究的结果进行功能

学的验证，进一步从离体和在体水平验证 IRF-1基因的 +141

G/T单核多态位点的功能学意义，同时分析与本位点处于连锁

不平衡的其他位点的基因型和等位基因频率，分析同一个

BLOCK区域的其他位点与冠心病发病的相关关系，更能明确
IFR-1基因在冠心病发病的意义[18-20]。

IRF-1基因 +141 G/T多态位点是冠心病发病危险因子，而
IRF-1基因 +141 G/T多态与冠心病发生存在相关关系。
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