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　　 【摘要】目的　探讨三磷酸腺苷结合盒子转运体Ｇ１（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＢＣＧ１）
启动子多态性对其转录活性的影响及其与冠心病 （ｃｏｒｏｎａｒｙａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ，ＣＡＤ）易感性的
关系。方法　采用病例对照研究，对２１７例ＣＡＤ患者和１４２例对照者的ＡＢＣＧ１近端启动子区转录
启始位点上游约１０００ｂｐ核苷酸序列进行测序分析，分析ＣＡＤ组和对照组、早发冠心病组和非早
发冠心病组、多支病变组和单支病变组间单核苷酸多态性 （ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）
和单倍型的频率分布差异。采用等位基因特异引物测序或基因克隆测序鉴定启动子单倍型，选用双

荧光素酶报告基因系统检测不同单倍型转录活性的差异。两组间的频率分布比较采用 χ２检验或
Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，组间荧光素酶活性差异比较采用成组ｔ检验或单因素方差分析。结果　在约１０００
ｂｐ启动子序列中发现３个ＳＮＰｓ［３８４（Ａ／Ｇ）、２０４（Ａ／Ｃ）和１３４（Ｔ／Ｇ）］，可形成 ＡＣＧ、ＧＡＴ
和ＧＣＧ３种单倍型，３个ＳＮＰｓ间强连锁不平衡，Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ＝２６５５（Ｐ＜００１）。３个 ＳＮＰｓ频率
和单倍型频率在ＣＡＤ组和对照组间无统计学意义，与冠状动脉血管病变严重程度和早发冠心病无
显著相关性。３种启动子单倍型的转录活性比较无统计学意义，但将ＧＡＴ突变为 ＧＡＧ后，转录活
性明显增强 （Ｐ＜００５）。结论　ＡＢＣＧ１启动子Ａ区的３个ＳＮＰｓ组成的３种单倍型对启动子活性无
影响，该区域的ＳＮＰｓ及其组成的单倍型的频率分布与ＣＡＤ的易感性无显著性相关。

【关键词】冠心病；三磷酸腺苷结合盒转运体 Ｇ１；启动子；单核苷酸多态性；单倍型；连锁
不平衡；基因克隆；双荧光素酶报告基因系统
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ｎｏｔａｂｌｙｅｌｅｖａｔｅｄａｓｔｈｅＧＡＴｈａｐｌｏｔｙｐｅｗａｓｍｕｔａｔｅｄｉｎｔｏＧＡＧ（Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅ３ＳＮＰｓ
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　　三磷酸腺苷结合盒转运体 Ｇ１（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＧ１，ＡＢＣＧ１）参与细胞内胆固
醇 （ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ）和磷脂 （ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ）向高密度
脂蛋白胆固醇 （ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＨＤＬＣ）转运的过程，从而避免胆固醇严重沉积于
外周细胞，在胆固醇逆向转运 （ｒｅｖｅｒｓｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ，ＲＣＴ）中起重要作用［１２］。ＡＢＣＧ１基因
内或启动子区的 ＳＮＰｓ与 ＣＡＤ的易感性有关［３４］。

启动子区的ＳＮＰｓ能导致 ＡＢＣＧ１的表达水平改变，
从而导致个体对 ＣＡＤ易感性的差异，致使启动子
活性下降的ＳＮＰｓ降低ＣＡＤ的发病风险，其主要机
制可能是诱导巨噬细胞的凋亡所致［５６］。然而

ＡＢＣＧ１存在多个转录调控区 （ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎＡ，
Ｂ，Ｃ等），对于启动子区Ａ中的ＳＮＰｓ是否与ＣＡＤ
的易感性有关也有研究报道［３］，且与冠脉病变血

管数相关［７］。但 ｒｓ１３７８５７７是否影响 ＡＢＣＧ１启动
子活性，以及在启动子 Ａ区是否存在其他与 ＣＡＤ
易感性有关的 ＳＮＰｓ尚不清楚，本研究拟通过
Ｓａｎｇｅｒ法 （双脱氧末端终止法）测序和双萤光素

酶报告基因系统鉴定ＡＢＣＧ１启动子Ａ区与ＣＡＤ易
感性相关的ＳＮＰｓ和单倍型，进一步揭示ＡＢＣＧ１参
与ＣＡＤ发生发展的分子遗传机制。

１　资料与方法

１１　一般资料
１１１　研究对象　ＣＡＤ组选择 ２００８年 １０月到
２００９年 １１月期间，在广州医科大学附属第二医
院、广东省人民医院心血管疾病研究所、中山大学

孙逸仙纪念医院和南方医科大学珠江医院心血管内

科住院行冠状动脉造影确定为ＣＡＤ的患者２１７例，
对照组纳入同一时期在广州医科大学附属第二医院

体检部健康者１４２例。所有研究对象经询问均为确
定三代以内为中国南方汉族人群。

１１２　入组标准和排除标准　 （１）ＣＡＤ入选标
准：①ＣＡＤ患者年龄＜８０岁；②需经冠状动脉造
影显示，在左冠状动脉主干、左前降支 （含主要

对角支）、回旋支 （含主要边缘支）或右冠状动脉

（含后降支或左室后侧支）中，至少有一支血管的

狭窄程度≥ ５０％，且至少２名副高及以上职称医
师共同评判造影结果；③ＣＡＤ患者既往通过冠状
动脉造影确诊为冠状动脉狭窄程度≥ ５０％，或陈
旧性心肌梗死。（２）ＣＡＤ组排除标准：患者年龄
≥ ８０岁者、癌症患者和多器官功能衰竭患者都不
予纳入ＣＡＤ组。（３）ＣＡＤ亚分组入选标准：病变
数为二支血管及以上者纳入多支病变组 （ｎ＝
１２８），一支血管病变纳入单支病变组 （ｎ＝７７）；
冠心病患者中，男性年龄≤ ５５岁、女性≤ ６５岁
纳入早发冠心病 （ｐｒｅｍａｔｕｒｅｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，
ｐＣＡＤ）组，男性＞５５岁、女性 ＞６５岁者纳入非
早发冠心病 （ｎｏｎｐｒｅｍａｔｕｒｅｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，
ｎｏｎｐＣＡＤ）组，ｐＣＡＤ组 （ｎ＝１２１），ｎｏｎｐＣＡＤ
组 （ｎ＝９６）。（４）健康人群对照组入选标准：每
年均参加健康体检，无胸闷、胸痛症状，无高血压

病、高脂血症、糖尿病、ＣＡＤ、心力衰竭、慢性肾
功能不全、周围血管病、脑卒中等疾病，无既往心

电图显示心肌缺血史，无肥胖 （腰围：男 ＜９０
ｃｍ，女＜８０ｃｍ）和无吸烟习惯 （即吸烟年龄 ×
每天吸烟支数 ＜１００）；或经冠状动脉造影示冠状
动脉血管及其主要分支血管腔无狭窄。

１１３　主要试剂和仪器　ＥＺ９６ＴＭＢｌｏｏｄＤＮＡＫｉｔ
（ＯＭＥＧＡ公司，美国）；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（高保真聚合酶）、限制性内切酶：Ｋｐｎ
Ⅰ和ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４连接酶、大肠杆菌感受态细胞
ＤＨ５α（Ｔａｋａｒａ公司，日本）；去内毒素质粒小提
试剂盒 （ＴＩＡＮＧＥＮ公司，中国）；胎牛血清、高糖
培养基 （Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；内皮细胞基础培养
基 （Ｌｏｎｚａ公司，瑞士）；ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ培养基 （自

配）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｌｉｆｅ公司，美国）；Ｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｓｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美
国）；ＶｅｒｉｔｉＴＭ梯度 ＰＣＲ仪 （ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司，美国）；细胞培养箱 （Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；
ＢｅｒｔｈｏｌｄＬＢ９５０７超灵敏管式发光仪 （Ｂｅｒｔｈｏｌｄ
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Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，德国）。
１２　方法
１２１　样本收集与处理　采集 ＣＡＤ患者 （ｎ＝
２１７）和对照者 （ｎ＝１４２）静脉血２ｍＬ，ＥＤＴＡ抗
凝，血液样本分装成０５ｍＬ／份存于 －２０℃以下
冰箱备用。本研究已得到广州医科大学医学伦理委

员会批准，并同所有受试者签订知情同意书。采用

ＥＺ９６ＴＭＢｌｏｏｄＤＮＡＫｉｔ提取血液基因组，操作步
骤严格按照试剂盒说明书进行。

１２２　临床指标检查　所有受试对象均检测空腹
血糖、甘油三酯、总胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇

和高密度脂蛋白胆固醇等相关生化指标。

１２３　引物设计　用ＮＣＢＩ数据库中的ＡＢＣＧ１基因
序列 （ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ：ＮＷ＿００４０７８１０９）为参考序列，
利用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５０进行引物设计。扩增ＡＢＣＧ１
启动子区及构建组成型启动子单倍型的引物序列如

下：ＫｐｎⅠＡＢＣＧ１，５’ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＡＡＧＡＡＴＡＡＡＣＡ
ＡＡＧＣ３’；下 游 引 物：Ｈｉｎｄ ⅢＡＢＣＧ１，５’
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＧＴＧＡＧＣＡＧＧＧＴＴＡＣＴＡＡＡＧ３’；构建突
变型启动子单倍型的引物包括ＫｐｎⅠＡＢＣＧ１、ＨｉｎｄⅢ
ＡＢＣＧ１、ＭＰ２Ｆ、ＭＰ３Ｒ、ＫＰ２Ｆ和 ＫＰ３Ｒ，序列如
下：ＭＰ２Ｆ，５’ＧＴＧＡＧＡＧＣＴＧＧＧＴＡＧＡＴＴＴＴＣＣＴＡ
３’；ＭＰ３Ｒ，５’ＴＡＧＧＡＡＡＡＴＣＴＡＣＣＣＡＧＣＴＣＴＣＡＣ
３’；ＫＰ２Ｆ，５’ＧＴＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＧＧＡＡＣＡＧＡＡＣＴＧ
３’；ＫＰ３Ｒ，５’ＣＡＧＴＴＣＴＧＴＴＣＣＣＴＣＣＣＡＡＧＴＣＡＣ
３’；等位基因特异测序引物为：ＡＢＣＧ１ＳＥＱ２Ｒ，５’
ＧＣＡＧＴＴＣＴＧＴＴＣＣＣＴＣＡ３’。
１２４　ＰＣＲ扩增　 反应体系：ｄｄＨ２Ｏ（双蒸水）
２２４μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ２５μＬ，正
向引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）０５μＬ，反向引物 （１０μｍｏｌ／
Ｌ）０５μＬ，ｇＤＮＡ（１０～３０ｎｇ／μＬ）１６μＬ，总体积
５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃１０
ｓ，６０℃３０ｓ，６８℃１ｍｉｎ，共３５个循环，最后６８℃
延伸３ｍｉｎ。
１２５　载体构建　 利用限制性内切酶：ＫｐｎⅠ和
ＨｉｎｄⅢ分别对得到组成型和突变型 ＡＢＣＧ１启动子
单倍型ＰＣＲ产物和ｐＧＬ３０ｃｏｎｔｒｏｌ载体进行酶切，
纯化后利用Ｔ４连接酶将ＡＢＣＧ１启动子片段定向连
接到 ｐＧＬ３０ｃｏｎｔｒｏｌ载体，从而替换掉 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
基因上游的ＳＶ４０启动子。载体与目的基因片段连
接后，将它们的产物转入大肠杆菌感受态细胞

（ＤＨ５α），涂板，培养过夜，挑取单个菌落于 ５
ｍＬＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ培养基里，于３７℃、２２５ｒ／ｍｉｎ振
摇培养过夜，用去内毒素质粒小提试剂盒提取质

粒，后通过测序鉴定克隆片段序列的准确性。

１２６　细胞培养和转染　 人宫颈癌细胞 （Ｈｅｌａ细
胞）和人冠状动脉内皮细胞 （Ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＣＡＥＣ）分别用高糖培养基
（含１０％胎牛血清）和内皮细胞基础培养基 （含２
％胎牛血清和生长因子）培养。于转染前一天铺
板，Ｈｅｌａ细胞和 ＨＣＡＥＣ分别按 ５０００／ｃｍ２和 １５
０００／ｃｍ２铺板，于３７℃，含 ５％ ＣＯ２的二氧化碳
培养箱培养过夜。利用 Ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ３０００将上一
步中提取的 ＡＢＣＧ１启动子载体质粒和 ｐＲＬＳＶ４０
质粒 共 转 染 到 Ｈｅｌａ细 胞 及 ＨＣＡＥＣ 中，以
ｐＧＬ３０ｃｏｎｔｒｏｌ载体作为对照，操作严格按照
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书进行。
１２７　双萤光素酶报告基因活性分析　 质粒转染
细胞４８ｈ后进行双萤光素酶报告基因活性分析，
具体步骤按Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｓｙｓｔｅｍ厂家
说明书进行，细胞裂解液的萤光素酶活性用

ＢｅｒｔｈｏｌｄＬＢ９５０７超灵敏管式发光仪进行测量，
ＡＢＣＧ１各启动子单倍型的相对活性以其对应的萤
光素酶活性比内参 ｐＲＬＳＶ４０的萤光素酶活性，然
后除以对照ｐＧＬ３０ｃｏｎｔｒｏｌ的荧光素酶活性的校正
值。各单倍型的荧光素酶活性以３次独立实验的平
均值为最终结果。

１３　统计学方法及生物信息学分析
采用ｃｌｕｓｔａｌｘ１８１对测序的原始序列进行比对，

应用 ＴＦＳＥＡＲＣＨ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗＣｂｒｃｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／
ｄｂ／ＴＦＳＥＡＲＣＨｈｔｍｌ）对ＡＢＣＧ１启动子转录因子结
合位点进行预测。采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件，对数
据进行统计。正态分布计量资料以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，非正态分布资料以中位数 （四分位

数）［Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５）］表示。计数资料采用频数及
频率ｎ（％）表示。一般临床资料不符合正态分布，
采用两独立样本的ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ秩和检验进行比
较。所有单倍型的荧光素酶活性均值结果均符合正

态分布，采用成组ｔ检验；对于不符合方差齐性的
两组均值比较采用校正的ｔ检验。多组间单倍型的
荧光素酶活性均值结果比较：如符合正态分布、方

差齐性，采用单因素方差分析；只符合正态分布不

符合方差齐性，采用非参数ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ秩和检验
进行比较。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６对每种单倍型转
录活性结果进行作图。两组间的等位基因、基因型

及单倍型的频率分布比较：当ｎ＞４０，采用χ２检验，
当ｎ＜４０，采用 ｆｉｓｈｅｒ精确检验进行比较。采用
Ａｒｌｅｑｕｉｎ３５对所有研究对象的基因分型结果进行
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡分析。中性检验和 ＳＮＰｓ位点
间的连锁分析利用ＤＮＡＳＰ４５０进行。
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２　结果

２１　一般临床资料
与对照组相比较，ＣＡＤ组的年龄较高，且ＣＡＤ

组的女性比例较对照组低。相关生化指标空腹血糖、

甘油三酯水平在ＣＡＤ组增高，而ＣＡＤ组总胆固醇、
高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇水平降

低 （Ｐ＜００５）（表１）。

表１　入组人群的基线资料
Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｅｌｉｎｅｄａｔａｏｆｔｈｅｅｎｒｏｌｌｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

　　　指标 ＣＡＤ组 （ｎ＝２１７） 对照组 （ｎ＝１４２） Ｐ

　男性 ［例，％］ １５９（７３２７） ６７（４７１８） ＜０．０１
　女性 ［例，％］ ５８（２６７３） ７５（５２８２）
年龄 ［岁，ｘ±ｓ］ ５８００（５２００，６８００） ５４００（５０７５，６１２５） ０００１２
空腹血糖 ［ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５）］ ５５９（４９６，６７４） ４６７（４３８，５１０） ＜００１
甘油三酯 ［ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５）］ １４４（１０３，１９９） １０５（０８２，１３４） ＜００１
总胆固醇 ［ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５）］ ４４２（３８４，５４６） ４９４５（４５８，５３４） ０００３３
高密度脂蛋白胆固醇

　 ［ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５）］ １０２（０８８，１２２） １３０（１１３，１４８） ＜００１
低密度脂蛋白胆固醇

　 ［ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５）］ ２６４（２１２，３４２） ３１６（２７０，３５２） ００００２

２２　ＡＢＣＧ１近端启动子ＳＮＰｓ处于强连锁不平衡
通过对３５９个个体的 ＡＢＣＧ１基因近端启动子

区 （约１０００个碱基对）进行测序分析，发现了３
个ＳＮＰｓ位点，利用 ＤＮＡＳＰ４５０对所有序列进行
Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ检验，Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ值为 ２６５５，Ｐ＜
００１，提示该区域在进化过程中受到很强的自然选
择压力，３个 ＳＮＰｓ位点的等位基因频率较高且比
较接近，是受到平衡选择的显著特征。本研究中鉴

定出的３个 ＳＮＰｓ位点分别位于 ＡＢＣＧ１转录子 Ａ
转录启始位点上游 ３８４，２０４和 １３４位，即 －３８４
（Ａ／Ｇ）、 －２０４（Ａ／Ｃ）和 －１３４（Ｔ／Ｇ）。对３个
ＳＮＰｓ位点的连锁分析显示它们处于强连锁不平衡，
只组成３种单倍型，即ＡＣＧ、ＧＡＴ和ＧＣＧ，其中，
－２０４和－１３４位紧密连锁，即ＡＴ和ＣＧ连锁。
２３　ＡＢＣＧ１启动子多态性与ＣＡＤ的相关性分析

３８４（Ａ／Ｇ）、２０４（Ａ／Ｃ）和１３４（Ｔ／Ｇ）等
位基因频率和基因型频率分布在ＣＡＤ组与对照组，
ｐＣＡＤ组与ｎｏｎｐＣＡＤ组和单支血管病变亚组与多支
血管病变亚组间差异无统计学意义。单倍型 ＡＣＧ、
ＧＡＴ和ＧＣＧ在ＣＡＤ组与对照组、ｐＣＡＤ组与ｎｏｎ－
ｐＣＡＤ组、单支血管病变组与多支血管病变组间中
的频率分布也差异无统计学意义 （表２～４）。

为了排除年龄、性别、吸烟、高血压、高脂血

症、甘油三脂、高密度脂蛋白胆固醇、血糖和尿酸

等混杂因素对结果的影响，利用二元Ｌｏｇｉｓｉｔｉｇ回归
分析，结果显示ＣＡＤ与ＡＢＣＧ１启动子区多态性和
单倍型没有显著相关性，ＡＢＣＧ１启动子ＳＮＰｓ和启

动子单倍型没有最终进入方程。

表２　ＣＡＤ组和对照组 ＡＢＣＧ１启动子多态性的等位基因、

基因型及单倍型频率比较 （例，％）

Ｔａｂｌｅ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｌｌｅｌｅ，ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＡＢＣＧ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＣＡＤ ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（ｃａｓｅ，％）

ＳＮＰｓ位点
等位基因、

基因型、

单倍型

ＣＡＤ组
（ｎ＝２１７）

对照组

（ｎ＝１４２） χ２值 Ｐ值

等位基因

　－３８４（Ａ／Ｇ） Ａ ８７（２００５） ５６（１９７２）００１２ １０００
Ｇ ３４７（７９９５）２２８（８０２８）００１２ １０００

　－２０４（Ａ／Ｃ） Ａ ２２４（５１６１）１５２（５３５２）０２５１ ０６４７
Ｃ ２１０（４８３９）１３２（４６４８）０２５１ ０６４７

　－１３４（Ｔ／Ｇ） Ｔ ２２４（５１６１）１５２（５３５２）０２５１ ０６４７
Ｇ ２１０（４８３９）１３２（４６４８）０２５１ ０６４７

基因型

　－３８４（Ａ／Ｇ） ＡＡ ７（３２３） ７（４９３）  ０４１９
ＡＧ ７３（３３６４） ４２（２９５８）０６５１ ０４８８
ＧＧ １３７（６３１３）９３（６５４９）０２０８ ０６４９

　２０４（Ａ／Ｃ） ＡＡ ５７（２６２７） ４３（３０２８）０６８８ ０４０７
ＡＣ １１０（５０６９）６６（４６４８）０６０９ ０４３５
ＣＣ ５０（２３０４） ３３（２３２３） － １０００

　－１３４（Ｔ／Ｇ） ＴＴ ５７（２６２７） ４３（３０２８）０６８８ ０４０７
ＴＧ １１０（５０６９）６６（４６４８）０６０９ ０４３５
ＧＧ ５０（２３０４） ３３（２３２３）  １０００

　单倍型
ＡＣＧ １００（２３０４）５６（１９７２）１１１５ ０２９１
ＧＡＴ ２００（４６０８）１５２（５３５２）３８０１ ００５１
ＧＣＧ １３４（３０８８）７６（２６７６）１４０５ ０２３６

　　注：“”表示该组间频率分布比较的ｎ＜４０，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确检验进行
比较，无χ２值
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　　在两种细胞中３个组成型单倍型的转录活性之
间相比较差异仍无统计学意义 （Ｐ＞００５） （见图
１Ｂ、１Ｃ）。在Ｈｅｌａ细胞中 ＧＡＧ单倍型启动子活性
与其他四个单倍型活性比较，差异皆有统计学意义

（Ｐ＜００１），另一种突变单倍型 ＧＣＴ在 ｈｅｌａ细胞
中的转录活性与 ＧＣＧ、ＧＡＴ型单倍型活性比较差
异无统计学意义 （Ｐ＞００５），所有组间比较采用
非参数ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ秩和检验，差异具有统计学
意义 （Ｐ＝００１０６） （见图１Ｂ）；在 ＨＣＡＥＣ细胞
中ＧＡＧ单倍型启动子活性与 ＡＣＧ、ＧＣＧ、ＧＣＴ单
倍型活性比较差异有统计学意义 （Ｐ＜００５），
ＧＣＴ单倍型的转录活性与组成型单倍型活性比较
无统计学意义 （Ｐ＞００５），所有组间比较采用单
因素方差分析，差异具有统计学意义 （Ｆ＝４７２，
Ｐ＝０００６３）（见图１Ｃ）。

　　为了进一步排除年龄和性别的影响，对年龄和
性别进行校正。年龄校正：排除对照组中年龄＜５０
岁的个体，校正后 ＣＡＤ组 ［Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５），ｎ＝
２１７］与对照组 ［Ｍ （Ｐ２５，Ｐ７５），ｎ＝１１４］间年龄
分布差异无统计学意义 （Ｐ＝０５８１），性别校正是
在年龄匹配的情况下，ＣＡＤ组男性 （ｎ＝１５９）与
对照组男性 （ｎ＝５８）、ＣＡＤ组女性 （ｎ＝５８）与
对照组女性 （ｎ＝５６）分别进行比较。结果显示，
ＣＡＤ男性亚组与对照组男性亚组间，以及 ＣＡＤ女
性亚组与对照组女性亚组间的 ＡＢＣＧ１启动子 ＳＮＰｓ
频率分布差异无统计学意义，三种启动子单倍型

ＧＣＧ、ＧＡＴ和ＡＣＧ的频率分布差异也无统计学意
义 （表５）。
２４　单倍型启动子的转录活性比较

将含有ＡＣＧ、ＧＡＴ和 ＧＣＧ单倍型的启动子载
体转染至 ｈｅｌａ细胞中，双萤光素酶报告基因系统
分析显示，各组成型启动子单倍型的启动子活性相

比较差异无统计学意义 （Ｐ＞００５），（见图１Ａ）。
但当将 ＧＡＴ单倍型１３４Ｔ突变为 Ｇ，得到新的单
倍型ＧＡＧ；或将 ＧＡＴ单倍型的 ２０４位 Ａ突变为
Ｃ，得到新单倍型ＧＣＴ，将构建的２种突变启动子
单倍型ＧＡＧ和ＧＣＴ及３种组成型载体ＡＣＧ、ＧＣＧ
和ＧＡＴ分别转染至 Ｈｅｌａ细胞和 ＨＣＡＥＣ中，利用
双萤光素酶报告基因分析启动子活性。结果显示：

表３　ｐＣＡＤ组和ｎｏｎｐＣＡＤ组ＡＢＣＧ１启动子多态的等位基
因、基因型及单倍型频率比较 （例，％）

Ｔａｂｌｅ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｌｌｅｌｅ，ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＡＢＣＧ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐＣＡＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｎｐＣＡＤｇｒｏｕｐ
（ｃａｓｅ，％）

ＳＮＰｓ位点
等位基因、

基因型、

单倍型

ｐＣＡＤ组
（ｎ＝１２１）

ｎｏｎＣＡＤ组
（ｎ＝９６） χ２值 Ｐ值

等位基因

　３８４（Ａ／Ｇ） Ａ ４５（１８６０） ４２（２１８７）０７１９ ０４０１
Ｇ １９７（８１４０）１５０（７８１３）０７１９ ０４０１

　２０４（Ａ／Ｃ） Ａ １２７（５２４８）９７（５０５２）０１６４ ０７００
Ｃ １１５（４７５２）９５（４９４８）０１６４ ０７００

　１３４（Ｔ／Ｇ） Ｔ １２７（５２４８）９７（５０５２）０１６４ ０７００
Ｇ １１５（４７５２）９５（４９４８）０１６４ ０７００

基因型

　３８４（Ａ／Ｇ） ＡＡ ４（３３１） ３（３１２）  １０００
ＡＧ ３７（３０５８） ３６（３７５０）  ０３１３
ＧＧ ８０（６６１１） ５７（５９３８）１０４５ ０３０７

　２０４（Ａ／Ｃ） ＡＡ ３０（２４７９） ２７（２８１３）  ０６４２
ＡＣ ６７（５５３７） ４３（４４７９）２３９７ ０１２２
ＣＣ ２４（１９８４） ２６（２７０８）  ０２５６

　１３４（Ｔ／Ｇ） ＴＴ ３０（２４７９） ２７（２８１３）  ０６４２
ＴＧ ６７（５５３７） ４３（４４７９）２３９７ ０１２２
ＧＧ ２４（１９８４） ２６（２７０８）  ０２５６

　单倍型
ＡＣＧ ４５（１８６０） ４２（２１８８）０７１９ ０３９７
ＧＡＴ １２７（５２４８）９７（５０５２）０１６４ ０６８５
ＧＣＧ ７０（２８９２） ５３（２７６０）００９２ ０７６２

　　注：“”表示该组间频率分布比较的ｎ＜４０，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确检验进行
比较

表４　多支病变组和单支病变组ＡＢＣＧ１启动子多态的等位
基因、基因型及单倍型频率比较 （例，％）

Ｔａｂｌｅ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｌｌｅｌｅ，ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＡＢＣＧ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｖｅｓｓｅｌｄｉｓｅａｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ｓｉｎｇｌｅｖｅｓｓｅｌｄｉｓｅａｓｅｇｒｏｕｐ（ｃａｓｅ，％）

ＳＮＰｓ位点
等位基因、

基因型、

单倍型

多支病变组

（ｎ＝１２８）
单支病变组

（ｎ＝７７） χ２值 Ｐ值

等位基因

　３８４（Ａ／Ｇ） Ａ ５４（２１０９） ２６（１６８８）  ０３６８
Ｇ ２０２（７８９１）１２８（８３１２）  ０３６８

　２０４（Ａ／Ｃ） Ａ １３１（５１１７）８２（５３２５）０１６６ ０６８４
Ｃ １２５（４８８３）７２（４６７５）０１６６ ０６８４

　１３４（Ｔ／Ｇ） Ｔ １３１（５１１７）８２（５３２５）０１６６ ０６８４
Ｇ １２５（４８８３）７２（４６７５）０１６６ ０６８４

基因型

　３８４（Ａ／Ｇ） ＡＡ ４（３１２） ２（２６０）  １０００
ＡＧ ４６（３５９４） ２２（２８５７）  ０２８９
ＧＧ ７８（６０９４） ５３（６８８３）１２９９ ０２５４

　２０４（Ａ／Ｃ） ＡＡ ３４（２６５６） ２１（２７２７）  １０００
ＡＣ ６３（４９２２） ４０（５１９５）０１４３ ０７０５
ＣＣ ３１（２４２２） １６（２０７８）  ０６１１

　１３４（Ｔ／Ｇ） ＴＴ ３４（２６５６） ２１（２７２７）  １０００
ＴＧ ６３（４９２２） ４０（５１９５）０１４３ ０７０５
ＧＧ ３１（２４２２） １６（２０７８）  ０６１１

　单倍型
ＡＣＧ ５５（２１４８） ３８（２４６７）  ０４６７
ＧＡＴ １３１（５１１７）８２（５３２５）０１６６ ０６８４
ＧＣＧ ７０（２７３４） ３４（２２０８）  ０２４４

　　注：“”表示该组间频率分布比较的ｎ＜４０，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确检验进行
比较
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表５　校正年龄和性别后的各亚组间的等位基因、基因型
及单倍型频率比较 （例，％）

Ｔａｂｌｅ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｌｌｅｌｅ，ｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｈａｐｌｏｔｙｐｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＡＢＣＧ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｕｂｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒａｄｊｕｓｔｍｅｎｔｆｏｒａｇｅａｎｄ
ｇｅｎｄｅｒ（ｃａｓｅ，％）

ＳＮＰｓ位点
等位基因、

基因型、

单倍型

ＣＡＤ组
（ｎ＝２１７）

对照组

（ｎ＝１１４） χ２值 Ｐ值

女性亚组

　等位基因
　　３８４（Ａ／Ｇ） Ａ ２２（１８９７） １８（１６０７）  ０６０５

Ｇ ９４（８１０３） ９４（８３９３）  ０６０５
　　２０４（Ａ／Ｃ） Ａ ５５（４７４１） ５８（５１７９）０４３６ ０５９６

Ｃ ６１（５２５８） ５４（４８２１）０４３６ ０５９６
　　１３４（Ｔ／Ｇ） Ｔ ５５（４７４１） ５８（５１７９）０４３６ ０５９６

Ｇ ６１（５２５８） ５４（４８２１）０４３６ ０５９６
　基因型
　　３８４（Ａ／Ｇ） ＡＡ １（１７２） ２（３５７）  ０６１５

ＡＧ ２０（３４４８） １４（２５００）  ０３１０
ＧＧ ３７（６３７９） ４０（７１４３）  ０４２８

　　２０４（Ａ／Ｃ） ＡＡ １１（１８９６） １５（２６７９）  ０３７６
ＡＣ ３３（５６９０） ２８（５０００）  ０５７３
ＣＣ １４（２４１３） １３（２３２１）  １０００

　　１３４（Ｔ／Ｇ） ＴＴ １１（１８９６） １５（２６７９）  ０３７６
ＴＧ ３３（５６９０） ２８（５０００）  ０５７３
ＧＧ １４（２４１３） １３（２３２１）  １０００

　单倍型
ＧＣＧ ３９（３３６２） ３６（３２１４）  ０８８８
ＧＡＴ ５５（４７４１） ５８（５１７９）０４３６ ０５０９
ＡＣＧ ２２（１８９７） １８（１６０７）  ０６０５

男性亚组

　等位基因
　　３８４（Ａ／Ｇ） Ａ ６５（２０４４） ２７（２３２８）  ０５１０

Ｇ ２５３（７９５６）８９（７６７２）  ０５１０
　　２０４（Ａ／Ｃ） Ａ １６９（５３１４）６３（５４３１）００４６ ０８２９

Ｃ １４９（４６８６）５３（４５６９）００４６ ０８２９
　　１３４（Ｔ／Ｇ） Ｔ １６９（５３１４）６３（５４３１）００４６ ０８２９

Ｇ １４９（４６８６）５３（４５６９）００４６ ０８２９
　基因型
　　３８４（Ａ／Ｇ） ＡＡ ６（３７８） ４（６９０）  ０４６３

ＡＧ ５３（３３３３） １９（３２７６）  １０００
ＧＧ １００（６２８９）３５（６０３４）  ０７５３

　　２０４（Ａ／Ｃ） ＡＡ ４６（２８９３） １９（３２７６）  ０６１７
ＡＣ ７７（４８４３） ２５（４３１０）  ０５４０
ＣＣ ３６（２２６４） １４（２４１４）  ０８５６

　　１３４（Ｔ／Ｇ） ＴＴ ４６（２８９３） １９（３２７６）  ０６１７
ＴＧ ７７（４８４３） ２５（４３１０）  ０５４０
ＧＧ ３６（２２６４） １４（２４１４）  ０８５６

　单倍型
ＧＣＧ ８４（２６４２） ２６（２２４１）  ０４５５
ＧＡＴ １６９（５３１４）６３（５４３１）００４６ ０８２９
ＡＣＧ ６５（２０４４） ２７（２３２８）  ０５１０

　　注：“”表示该组间频率分布比较的ｎ＜４０，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确检验进行
比较

３　讨论

ＣＡＤ是一种严重危害人类健康的疾病，动脉
粥样硬化的形成是由多方面因素所致［８］，其主要

病理变化为动脉管壁沉积的粥样斑块，胆固醇和胆

固醇酯则是构成粥样斑块的主要成分［９１０］。ＡＢＣＧ１
蛋白不仅在富脂的单核巨噬细胞中高表达，在人动

脉内皮细胞中也高表达［１１］。单核巨噬细胞和动脉

内皮细胞内的胆固醇变化会影响细胞的正常生理功

能，如当巨噬细胞内胆固醇过高时，巨噬细胞会转

变为泡沫细胞，参与动脉粥样硬化的发生；而内皮

细胞的胆固醇增高会降低内皮细胞内的一氧化氮合

酶活性和增加内皮细胞炎症反应，参与动脉粥样硬

化的发生［１２］，所以影响ＡＢＣＧ１基因表达的因素将
导致 ＣＡＤ易感性的差异。既往许多研究已证实
ＡＢＣＧ１基因内或启动子区的 ＳＮＰｓ与 ＣＡＤ的易感
性有关，尽管ＡＢＣＧ１在ＣＡＤ发生发展中的角色尚
存在争议［１３］。ＳＮＰｓ是近年来研究发现的最有潜力
的第三代分子标记，充分反映了不同个体间的遗传

差异，具有数量多、分布广及遗传稳定性强等特

点，目前已广泛应用于生物、生物进化、群体遗传

学、疾病等领域研究中［１４］。Ｌｉｕ等［１５］发现 ＡＢＣＧ１
启动子ＳＮＰｓ（ｒｓ５７１３７９１９Ｇ＞Ａ）Ａ等位基因携带
者ＡＢＣＧ１表达水平明显下降，与ＣＡＤ易感性降低
有关。

本研究中 １３４（Ｔ／Ｇ）即为数据库中的 ＳＮＰｓ
（ｒｓ１３７８５７７），王延风等［３］曾报道 ｒｓ１３７８５７７位点
Ａ／Ｃ基因多态性可能与中国人群心肌梗死有关联，
Ｃ等位基因型携带者增加了心肌梗死风险。本研究
中未观察到 １３４Ｇ（ｒｓ１３７８５７７Ｃ）与 ＣＡＤ的易感
性、早发ＣＡＤ及血管多支病等间的相关性，这与
启动子活性检验结果相互印证。王延风等［３］发现

ｒｓ１３７８５７７Ｃ等位基因增加ＭＩ的发生风险，但未检
测附近其他 ＳＮＰｓ位点，如果他们的研究中 ＭＩ患
者中较多个体 ｒｓ１３７８５７７Ｃ与 ２０４Ｔ、３８４Ｃ组成单
倍型ＣＴＣ（即本研究中的 ＧＡＧ单倍型，本研究中
为正义链），ＡＢＣＧ１的表达水平将升高，发生ＣＡＤ
的风险升高，这与Ｌｉｕ等［１５］的研究结果一致。

ＡＢＣＧ１有 ７种不同的变异体，其中变异体 ５
和变异体６都是由最上游启动子 （启动子 Ａ）调
控，转录后选择性剪接所得；变异体７和变异体４
则有不同的启动子调控区，变异体４的启动子区位
于变异体５的第２内含子中［１６１７］。本研究中的启动
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　　 “ｐＧＬ３０ｃｏｎ”表示 “ｐＧＬ３０ｃｏｎｔｒｏｌ”的荧光值。Ａ：表示３个ＡＢＣＧ１启动子单倍型在Ｈｅｌａ细胞中的转录活性；Ｂ：表示各 ＡＢＣＧ１

启动子单倍型及突变单倍型在Ｈｅｌａ细胞中的转录活性；Ｃ：表示各ＡＢＣＧ１启动子单倍型及突变单倍型在ＨＣＡＥＣ中的转录活性

图１　各ＡＢＣＧ１启动子单倍型及突变单倍型在Ｈｅｌａ细胞和／ＨＣＡＥＣ中的转录活性

Ｆｉｇ１　ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＢＣＧ１ｐｒｏｍｏｔｅｒａｎｄｍｕｔａｎｔｈａｐｌｏｔｙｐｅｉｎＨｅｌａｃｅｌｌａｎｄ／ＨＣＡＥＣ

子区为变异体５、６的启动子 （启动子Ａ），编码最
长的转录本，而Ｌｉｕ等发现的影响启动子活性且与
ＣＡＤ易感性有关的 ＳＮＰｓ（ｒｓ５７１３７９１９Ｇ＞Ａ）则位
于变异体４的启动子内。变异体４和其他变异体相
比，不但前导肽不同，在功能区 （２６８２７７位）还
有一段９个氨基酸的插入缺失，可见不同变异体在
细胞间的定位和功能可能有差异，检测不同变异体

的表达水平差异与 ＣＡＤ易感性的关系，也许可以
进一步揭示ＡＢＣＧ１参与ＣＡＤ发生发展的分子遗传
机制。

有研究报道发现ＡＢＣＧ１启动子区２５７Ｔ＞Ｇ位
点上，携带Ｇ等位基因可能会增加 ＣＡＤ多支病变
的风险［４］；Ｓｃｈｏｕ等［６］报道 ＡＢＣＧ１启动子区 ＳＮＰｓ
位点３７６Ｃ＞Ｔ可能与心肌梗死、缺血性心脏病发
病增加相关；笔者前期研究发现在隐性遗传模型

下，ｒｓ１３７８５７７Ａ／Ｃ与 ＣＡＤ多支血管病变相关［７］。

以上研究发现的ＣＡＤ相关ＳＮＰｓ较少重复，不同的
ＳＮＰｓ可能位于ＡＢＣＧ１的不同启动子区，调控不同
的变异体。对于哪一个 ＡＢＣＧ１变异体在细胞功能
中发挥主导作用，哪一个启动子发挥主要调控作

用，以及在不同人种间 ＡＢＣＧ１的主要调控子是否
不同也需要进一步研究。

本研究在 ＡＢＣＧ１启动子 Ａ中发现 ３个 ＳＮＰｓ
位点，３个ＳＮＰｓ位点强连锁不平衡，只组成３种
启动子单倍型，而且三种启动子单倍型的转录活性

无统计学意义。但将组成型单倍型 ＧＡＴ突变为
ＧＡＧ后，转录活性升高１倍以上。在３个 ＳＮＰｓ位
点间，２０４Ａ和１３４Ｔ，２０４Ｃ和 １３４Ｇ紧密连锁，

如果两位点间发生重组，与３８４（Ａ／Ｇ）中的Ｇ形
成ＧＡＧ和ＧＣＴ单倍型，ＧＡＧ导致启动子活性大大
升高，然而，本研究在 ３５９例受试者中并未发现
ＧＡＧ单倍型，Ｌｉｕ等［１５］发现高表达 ＡＢＣＧ１可诱导
细胞凋亡，提示高转录活性的 ＧＡＧ单倍型可能不
利于本研究群体个体的生长发育，在长期进化过程

中逐渐被淘汰。核苷酸序列分析 Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ值 ＝
２６５５，提示该启动子区受到强自然选择压力，
ＡＢＣＧ１的表达可能受到稳定性选择压力，因此，
笔者推测 ＡＢＣＧ１可能在个体发育中也扮演重要
角色。

总之，ＡＢＣＧ１启动子Ａ内的３个ＳＮＰｓ［３８４
（Ａ／Ｇ）、２０４（Ａ／Ｃ）和 １３４（Ｔ／Ｇ）］的基因型、
等位基因及单倍型的频率在 ＣＡＤ与对照组及各
ＣＡＤ亚组间分布无统计学意义，与 ＣＡＤ的易感性
无显著相关性，３个单倍型对启动子转录活性无显
著影响。
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（收稿日期：２０１７０２１０）
（本文编辑：何小军）
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