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缩略语表
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————————————————————————————一一- ：：：=：：：：：=：==：=全

—————————————————————————————————————————一一-PPARGC 1A Peroxisome proliferators 磊丽丽1珲汛丽甄礴酒涌丽
receptor gamma coatcivator-la 丫协同激活因子l 0【

RERI Relative excess risk due to interaction 交互作用超额相对危险度

SBP Systolic blood pressure 收缩压

SI Synergy index 协同指数

SNP Single nucleotide polymorphism 单核苷酸多态性

T2DM Type 2 diabetes mellitus 2型糖尿病

TC Total cholesterol 总胆固醇

TG Triglycerides 甘油三酯

VCAM-l Vascular cell adhesive molecule-1 血管细胞黏附分子．1
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中文摘要

第一部分：中国汉族人群pre．miRNA常见遗传多态与冠心病的关联
研究

背景和目的

近年来大量研究表明microRNAs(miRNAs)在机体多个生理和病理过程中

发挥着广泛而重要的作用。miRNAs前体(pre．miRNAs)上的常见单核苷酸多态

性(single nucleotide polymorphisms，SNPs)在miRNA形成过程中可能具有重

要的调控作用，可通过改变成熟miRNAs的表达水平，调控靶基因的表达，从而

影响疾病的易感性。既往研究已经发现一些pre．miRNAs编码序列上的SNPs位

点与肿瘤疾病的易感性密切相关，但其与冠状动脉粥样硬化性心脏病(CHD)之

间的关联尚不明确。本研究旨在检验pre．miRNAs上的常见遗传多态与中国汉族

人群CHD的关联性。

对象和方法

本研究采用两阶段的病例对照研究设计来探究pre．miRNAs上的常见遗传多

态与CHD的关联。两阶段共入选2772名CHD患者矛112788名年龄、性别匹配的对

照个体。本研究利用生物信息学的方法筛选得到6个SNPs位点，分别为

hsa．mir-196a2 rsl 1614913、hsa．mir-27a rs895819、hsa—mir-499 rs3746444、

hsa．mir-146a rs2910164、hsa．mir-423 rs6505162以及hsa．mir-492 rs2289030。使用

ABI 7900高通量实时荧光定量PCR仪(ABI 7900 fast Real．Time PCR System)进

行基因型鉴定。第一阶段，在853名CHD患者矛1948名对照个体中对所有入选SNPs

位点进行基因型鉴定，检验SNP位点与CHD风险的关联；第二阶段，对第一阶

段发现的与CHD风险相关联的SNPs位点在另一独立的更大规模病例对照人群

(1919名CHD患者和1840名对照个体)中进一步进行基因型鉴定。合并两阶段数

据后分析这些位点变异与CHD之间的关联。应用非条件Logistic回归模型，校正

协变量(包括年龄、性别、BMI水平、HDL。C水平、TG水平、是否患有高血压、

糖尿病以及吸烟、研究状态)后，以检验多态位点与CHD的关联性。采用分层分

析的方法，在不同重要表型的人群中检验这些位点与CHD的关联，探测这些表型

与遗传多态对CHD风险的影响是否存在交互作用。
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结果

第一阶段结果显示，在所有6个SNPs位点(rsll614913、rs3746444、

rs2910164、rS895819、rs2289030和rs6505162)中，只有pre．miRNA．196a2上

的SNP rsl 1614913 T>C与CHD发病风险的关联趋于统计学显著性(仁0．05)，

进入第二阶段研究。合并两阶段数据进行分析，结果显示，经多因素调整后SNP

rsll614913与CHD发病风险的关联仍具有统计学意义，其比值比(Odds ratio，

OR)为1．17(95％Cl 1．01．1．36，P=0．039)。分层分析结果表明，在吸烟人群和

高血压人群中，rsl 1614913位点变异与CHD发病风险的关联达到统计学显著性，

OR值分别为1．23(95％CI 1．03．1．47，P=-0．023)和1．23(95％Cl 1．02．1．49，P=0．034)；

而在不吸烟人群和正常血压人群中，该位点变异与CHD发病风险的关联关系不

具有统计学意义，这些发现提示rsl 1614913位点的C等位基因可以增加吸烟人

群或高血压人群发生CHD的风险。

结论

本研究发现hsa-mir-196a2 rsll614913 T>C多态与中国汉族人群的CHD发病

风险相关联。pre-miRNAl96a2编码序列上的常见SNP变异是一个新的冠心病易

感标记，该研究结果将为更深入地理解和研究冠心病的遗传发病机制提供新的线

索。

关键词：冠心病；mieroRNAs；单核苷酸多态性：遗传易感性

第二部分：首钢男性人群总胆固醇水平与高血压对致死性心血管疾病
综合作用的前瞻性研究

背景和目的

血压升高和总胆固醇(TC)水平升高是两个非常重要的心血管疾病(CVD)

危险因素。高血压和高胆固醇血症经常同时出现，并且罹患高胆固醇血症会增加

高血压患者的死亡风险。近年来，我国已在人群中广泛开展了TC水平或高血压

与CVD的相关性研究，然而TC水平升高与高血压对致死性CVD的影响是否存

在协同作用仍有待于进一步研究。本研究旨在确证TC水平升高与高血压对致死

性CVD的发生是否存在交互作用，并进一步探讨其作用强度。

对象和方法

本研究采用前瞻性队列研究的方法，对1974．1980年在北京首都钢铁公司入
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选的5092名18．74岁男性工人进行随访。本次随访研究于2001年进行，以CVD

死亡为队列研究的观察终点，包括随访期间因急性心肌梗死、缺血性心脏骤停、

慢性冠心病、中风、心力衰竭及其他心血管病导致的死亡，CVD死亡诊断依据

国际疾病分类编码ICD．9确定(ICD-9：390．9．398．9，401．0—429．9，和430．0—348．9)。

截至2001年共记录致死性CVD302例，平均随访20．84年。应用Cox比例风险

回归模型估计TC水平升高和高血压对致死性CVD发病风险的作用，并采用加

性交互作用模型评估TC水平升高与高血压之间的交互作用对CVD死亡风险的

影响。

结果

高胆固醇血症和高血压与致死性CVD发病风险的增加相关联，CVD死亡的

风险比(Hazard ratio，HR)分别为1．67(95％CI 1．18．2．38，P=0．004)和2．91(95％CI

2．23．3．80，P<0．001)。与正常血压和TC<240mg／dl的人群相比，高胆固醇血症和

高血压人群CVD死亡的HR分别为1．1 l(95％C1 0．56．2．21，P=0．767)和2．74

(95％CI 2．07—3．64，P<0．001)，而同时具有上述两种危险因素的人群其HR为5．51

(95％CI 3．58—8．46，P<0．001)。本研究发现高胆固醇血症与高血压对CVD死亡

风险存在生物学交互作用，其交互作用超额相对危险度(relative excess risk due to

the interaction，RERI)为2．65(95％C1 0．45．4．85)，归因百分比(attributable

proportion，AP)为48．2％(95％CI 23．7％-72．7％)，协同指数(synergy index，SI)

为2．43(95％CI 1．25-4．71)。当TC水平切点由240mg／dl降至220mg／dl，其RERI、

AP和S1分别降至1．86(95％CI O．46．3．26)，42．6％(95％CI 20．10／o-65．2％)和

2．24(95％CI 1．21-4．13)。当TC水平切点降至200mg／dl时，未发现TC>，200mg／dl

与高血压对致死性CVD发生风险存在交互作用。

结论：

本研究发现在中国男性人群中，除单纯由总胆固醇水平升高或高血压所导致

的CVD死亡风险升高以外，总胆固醇水平升高与高血压之间存在加性交互作用，

且与致死性CVD的发病风险相关联。该结论提示，对于此两种危险因素的联合

预防与治疗会更好地降低致死性CVD的发病风险，从而降低人群CVD死亡率。

关键词：胆固醇；队列研究；致死性心血管疾病；高血压
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第三部分：PPARGClA基因多态性与2型糖尿病关联的meta分析

背景和目的

世界范围内包括欧洲白人和亚洲人群已有多个研究报道了过氧化物酶体增

殖活化受体y协同激活因子．10【(PPARGClA)基因单核苷酸多态(single

nucleotide polymorphisms，SNPs)与2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus，T2DM)

的关系，但其结果不尽一致。本研究运用meta分析的方法综合评价PPARGClA

基因多态性与T2DM的关联性。

对象和方法

本研究通过网络数据库文献检索的方式收集数据，在加性遗传模型下探讨

PPARGClA基因的3个SNPs位点(Gly482Ser、Thr394Thr、Thr612Met)与T2DM

的关联关系。当纳入的研究间存在显著异质性时，采用随机效应模型分析合并结

果，并根据种族属性进一步进行亚组分析。

结果

通过检索Medline、维普和中国生物医学文献数据库，共纳入了23个独立的

病例对照研究。其中，有7539名T2DM病例和9562名对照个体纳入Gly482Ser

位点的研究；18l8名T2DM病例和2376名对照个体纳入111r394111r位点的研究：

2042名T2DM病例和1289名对照个体纳入Thr612Met位点的研究。总体随机效

应模型分析检验发现Gly482Ser和Thr394Thr位点与T2DM的关联关系达到统计

学显著性，OR值分别为1．19(95％CI 1．05。1．34，P=0．006)和1．33(95％Cl 1．04．1．70，

P=0．024)，但研究间存在异质性。亚组分析结果显示，在印度人群中上述两个

SNP位点与T2DM的关联均达到统计学显著性，OR值分别为1．66(95％CI

1．28-2．15，P<0．001)和1．72(95％CI 1．45．2．03，P<0．001)，但在欧洲白人和东亚

人群中此两个位点与T2DM的关联均未达到统计学显著性。

结论：

meta分析结果提示PPARGClA基因的Gly482Ser和Thr394Thr位点变异与

T2DM发病风险相关联，特别是在印度人群中；而Thr612Met位点变异与T2DM

风险的关联未达到统计学显著性。

关键词：PPARGClA；2型糖尿病；多态性；meta分析



ABSTRACT

The first part：Common genetic varimions in pre-miRNAs and the risk

of coronary heart disease in a Chinese Han population

Backgrounds and objectives：

MicroRNAs(miRNAs)have been found to play pervasive roles in various basic

biological and pathological processes．Common single nucleotide polymorphisms

(SNPs)in pre—miRNAs may function as regulatory factors to alter miRNA expression

SO as to affect disease susceptibility．Several SNPs in pre-miRNAs have been found to

be associated with susceptibility to human cancers．However,the association between

miRNA related SNPs and coronary heart disease(CHD)remains uncertain．The

objective of this study is to examine the association between common SNPs in

pre-miRNAs and CHD in Chinese Han population．

Subjects and Methods：

We designed a two--stage case··control study to investigate whether common

SNPs in pre—miRNAs are associated with CHD in a Chinese Han population．A total

of 5560 subjects(2772 CHD cases and 2788 controls)were included in this study．Six

SNPs including hsa—mir-196a2 rsll614913，hsa-mir-27a rs895819，hsa-mir-499

rs3746444，hsa-mir-146a rs2910164，hsa-mir-423 rs6505162 and hsa-mir-492

rs2289030，were selected using bioinformatic method．Genotypes of selected SNPs

were determined by TaqMan SNP allelic discrimination．In stage 1，all the SNPs were

genotyped in a case-control sample(853 CHD cases and 948 controls)．The

associations between SNPs and CHD risk were examined．In stage 2，the SNPs

significantly associated with CHD were further genotyped in another large

case-control sample(1 9 1 9 CHD cases and 1 840 controls)．The statistical analysis was

then performed in the total 5560 subjects．Odds ratios(OR)were estimated by logistic

regression model adjusted for multivariates．Stratified analysis method was used to

investigate association between SNPs and CHD in the subjects with different clinical

traits，and further detect the possible interactive effects between such clinical traits

and SNPs on CHD risk．

Results：

In stage 1，among six SNPs，including rsl 1614913，rs3746444，rs2910164，

rs895819，rs2289030 and rs6505162，only rsll614913 T>C in pre—miRNA一196a2
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showed a marginal significant association with CHD俨O．05)．In stage 2，the marker
rsl 1614913 remained significantly associated with the increased CHD risk under

dominant genetic model after multivariate adjustment，with adjusted OR 1．1 7(95％CI

1．01—1．36)．Stratified analysis showed that SNP rsl 1614913 was significantly

associated with the risk of CHD in smokers or hypertension patients，with adjusted

ORs 1．23(95％CI 1．03-1．47)and 1．23(95％CI 1．02-1．49)，respectively．No

siginificant association was found in nonsmokers or normotensive groups．The

rs l 1 6 1 491 3 C allele significantly increased the risk of CHD among smokers or

hypertension patients in Chinese Hart population．

Conclusions：

Our study indicates that the common genetic variant rs l 1 6 1 491 3 T>C in

pre—miRNA-1 96a2 is associated with an increased risk of CHD．These results may

provide a novel genetic SUSCeptibility marker for CHD and lead to a better

understanding of CHD pathophysiology．

Keywords：Coronary heart diseases；microRNAs；Polymorphism；Genetic

susceptibility

The second part：Combined effect of elevated total cholesterol level and

hypertension on the risk of fatal cardiovascular disease：a cohort study in

Chinese steelworkers

Background and objective：

Increased blood pressure and elevated total cholesterol(TC)level are two most

important modifiable risk factors of cardiovascular disease(CVD)in the world．

Hypertension and hypereholesterolemia co-exist mole often than would be expected．

Whether there is a synergistic impact on fatal CVD between elevated TC and

hypertension need to be further examined in Chinese population．

SHbjects and Methods：

We conducted a cohort study which recruited 5092 Chinese male steelworkers

aged l 8．74 years in 1 974-1980 and followed up for an average of 20．84 years．The

follow-up study was carded out in 2001，with CVD death as the end point of

9
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observation in this study．Fatal CVD outcomes included deaths caused by acute

myocardial infarction，cardiac arrest，heart failure，stroke and other CVD deaths

(ICD一9 390．9 to 398．9，40 1．0 to 429．9，and 430．0 to 43 8．9)among the participants

without history of CVD．Totally 302 fatal CVD outcomes were documented by the

year of 2001．Cox proportional hazards regression models were undertaken to adjust

for baseline variables with fatal CVD as the outcome variable．Additive interaction

model was used to evaluate the interaction between elevated TC and hypertension．

Results：

Hypercholesterolemia and hypertension were significantly associated with an

increased hazard ratio(HR)offatal CVD，1．67(95％CI 1．1妣．38，P=0．004)and 2．91
(95％CI 2．23—3．80．P<0．001)respectively．Compared to participants with

normotension and TC<240 mg／dl，the HR was 1．11(95％CI O．5锄．2 1，P=-0．767)for
hypercholesterolemia，2．74(95％CI 2．07_3．64，P<0．001)for hypertension，and 5．5 1

(95％CI 3．58-8．46，P<0．oo i)for participants with both risk factors，respectively．

There was an additive interaction with a 2．65(95％CI O．45—4．85)relative excess risk

due to the interaction(RERa)between hypercholesterolemia and hypertension on

fatal CVD．The attributable proportion(AP)was 48．2(95％CI 23．7％-72．7％)，and the

synergy index(SI)was 2．43(95％CI 1．25-4．71)．When the cut point of TC level

decreased from 240mg／dl to 220mg／dl，the RERI，AP and SI decreased to the 1．86

(95％CI O．46—3．26)，42．6(95％CI 20．1％-65．2％)and 2．24(95％CI 1．21-4．13)

respectively．When the cut point of TC level decreased to 200mg／dl，no significantly

additive interaction was found between TC>200mg／dl group and hypertension

Conclusions：

Our study identified an additive interaction due tO elevated TC level and

hypertension on the risk of fatal CVD，besides a conventional main effect derived

from either ofthem．These results highlights that the prevention and treatment ofboth

risk factors might improve the individual risk profile thus reduce the CVD mortality．

Key words：Cholesterol；Cohort study；Cardiovascular disease；Hypertension
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The third part：Association between variants in the peroxisome

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha gene and type 2

diabetes mellitus：a meta—analysis

Background and objective：

ne association between polymorphisms in the peroxisome proliferator-activated

receptor gamma coactivator l alpha gene(PPARGCIA)and type 2 diabetes mellitus

(T2DM)has been investigated in several studies，but these studies rendered

contradictory results．We conducted a meta-analysis to assess the association between

three polymorphisms(Gly482Ser，Thr394Thr,and Thr6 1 2Met)in PPARGCIA gene

and T2DM．

SuMeets and Methods：

Literature-based searching was conducted to collect data．ne additive model

was chosen to investigate the association between three polymorphisms and T2DM．

Random effects model was used if there was heterogeneity between studies．In

addition，subgroup meta-analyses were made according to the ethnic groups．

Results：

Twenty·three studies were enrolled in this meta-analysis(7539 cases and 9562

controls for Gly482Ser,1 8 1 8 cases and 2376 controls for Thr394Thr,2042 cases and

1 289 controls for Thr6 1 2Met)．In the combined analysis of all eligible studies，a

significant association was found between Gly482Ser,Thr394nr and T2DM with

pooled ORs 1．1 9(95％CI 1．05-1．34)and 1．33(95％CI 1．04—1．70)，respectively,but

large heterogeneity was found between studies．In the subgroup meta-analyses，we

found that GIy482Ser and Thr394Thr polymorphisms were associated with the risk of

T2DM，and the pooled ORs were 1．66(95％CI 1．28—2．1 5)and 1．72(95％CI 1．45-2．03)

in Indian population，respectively,but no significant evidence was found in either

Caucasian or East Asian population．

Conclusions：

This meta·analysis indicated that Gly482Ser and_肺r394Thr polymorphisms of

PPARGClA were significantly associated with the risk of T2DM，especially in Indian

population．No such relationship was found between the Thr6 l 2Met and risk of

T2DM．

Key words：PPARGC1 A；Type 2 diabetes mellitus；Polymorphism；Meta·analysis
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前言

世界卫生组织(world health organization，WHO)201 1年9月的最新报告显

示，心血管疾病(cardiovascular disease，C、m)是全球范围内危害人类健康首要

的致死、致残性疾病。CVD的疾病分布己逐渐从发达国家蔓延至发展中国家，

并呈现愈演愈烈之态势。目前，众多发展中国家正在经历一个CⅧ发病率快速
增长的时期。在中国进行的一项大规模前瞻性研究显示，心脏疾病已经成为中国

人群的主要死因，分列男、女性死亡原因的第2位和第1位。其中，冠状动脉粥

样硬化性心脏病(coronary heart disease，CHD)作为一种重大的慢性非传染性疾

病，己成为威胁人类生命健康的头号杀手。我国每年新发心肌梗死50万人，据

估计，仅考虑我国人口增加和老龄化问题，在未来20年我国CHD发病人数将增

加780万人，CHD死亡人数将增加340万人。

CVD是由遗传与环境因素长期相互作用所致的复杂性状疾病，对CVD传统

危险因素的认知与控制可大大降低CVD的疾病负担，而揭示CVD的遗传机制

对发展新的诊断、治疗策略也十分重要，是进一步实现CVD预测、个体化防治

的必要手段和关键性环节。随着社会经济的发展和科学技术的不断进步，人们对

疾病发病机制以及预防控制策略的探讨在微观和宏观两个研究层面都取得了很

大的进展。研究者开始更加注重微观与宏观视角的结合，在个体的遗传基因变异

与疾病关系的研究中引入群体概念，在防控与治疗疾病的群体性干预手段中引入

个体化治疗概念，并且在探讨疾病发病机制时强调遗传因素与环境因素的共同作

用。

定位CHD遗传易感基因的策略主要包括全基因组关联研究(genome．wide

association study，GWAS)和候选基因关联研究，研究者利用这两种策略方法近

年来在CHD地遗传发病机制方面取得了很大进展，发现了许多重要的CHD遗

传易感基因和多态位点。然而上述方法主要是针对蛋白质编码基因序列，这些编

码基因范围不足人类基因组序列的2％，大量的非编码RNA已开始成为学者研

究冠心病发生发展遗传作用机制的新热点。在众多非编码RNA中，microRNA

(miRNA)的研究尤为引人瞩目。机体miRNA表达水平以及与靶基因结合过程

中的异常可能是导致疾病发生发展的重要原因。已有研究表明miRNA编码序列

上的单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms，SNPs)变异可能会改变

miRNA的形成以及成熟的miRNA水平，而miRNAs前体(pre．miRNA)编码序

列上的SNPs变异是否与CHD存在关联有待于深入探讨。
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在CVD的传统危险因素研究方面，高血压、高胆固醇血症、吸烟、肥胖以

及年龄等都已被确证是CVD的重要危险因素。在世界范围内，研究者对单个危

险因素致CVD发病及死亡风险的影响进行了广泛而深入地探讨，但不同危险因

素之间对CVD发病和死亡风险的影响是否存在交互作用仍需要进一步研究。

本论文第一和第二部分将从遗传学和宏观流行性病学两个角度研究中国成

人遗传危险因素及传统危险因素与心血管疾病的相关性。从疾病的遗传发病机制

角度，采用两阶段病例对照的遗传关联研究设计，探讨心脏功能相关的

pre-miRNA编码序列上的SNPs在中国汉族人群中是否与CHD相关联，寻找新

的CHD遗传标记物，提出pre-miRNA编码序列上SNP位点变异通过改变成熟

miRNA水平，调控靶基因mRNA及蛋白的表达水平，进而导致CHD发病机制

的假说，并为后续的功能研究提供人群的证据支持。又从传统危险因素之间的交

互作用对CVD死亡风险影响的角度，采用前瞻性队列研究设计，探讨总胆固醇

水平升高与高血压对致死性CVD的发生是否存在交互作用及其作用强度，从而

为有效预防与治疗疾病提供依据，降低人群CVD死亡率。

此外，2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus，T2DM)既是一种由环境因素与

遗传因素共同作用导致的多基因复杂疾病，也是心血管疾病的主要危险因素之

一。近年来，T2DM遗传致病机制的研究取得了一定进展，其中，过氧化物酶体

增殖活化受体丫协同激活因子(peroxisome proliferators activated receptor gamma

coatcivator-1，PPARGClA)是一种转录协同因子，广泛参与能量代谢的过程，

可在转录水平上激活糖异生的关键酶，影响血糖代谢。PPARGClA基因是目前

T2DM遗传分子机制研究领域的重要候选基因，然而已发表的关于PPARGClA

基因多态性与T2DM之间关联性的研究结果不尽一致。本论文第三部分将采用

meta分析的方法，综合评价PPARGClA基因的3个遗传多态位点Gly482Ser、

Thr394Thr和Thr612Met变异与T2DM的关联性，并通过亚组分析的方法，在不

同种族人群中分别探讨PPARGClA基因与T2DM的关联性。
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第一部分 中国汉族人群pre．miRNA常见

遗传多态与冠心病的关联研究

一、 背景与目的

冠状动脉粥样硬化性心脏病(Coronary heart disease，CHD)是一种重大慢性

非传染性疾病，是人类健康的主要杀手【1，2】。2006年世界卫生组织公布的全世

界前5位死亡原因资料显示，在15．59岁人群中CHD位居第2位，而在60岁以

上人群中CHD的死亡人数明显增加，占死亡原因的第l位【3】。在中国进行的一

项大规模前瞻性队列研究【4】显示，心脏疾病已经成为中国人群的主要死亡原因，

分列男、女性死亡原因的第2位和第l位。我国每年新发心肌梗死50万人，据

估计，仅考虑我国人口增加速度和老龄化问题，在未来20年内我国CHD发病人

数将增加780万人，CHD死亡人数将增加340万人【5】。所以，CHD已经成为我

国重要的疾病负担。

CHD作为一种由遗传与环境因素长期相互作用所致的复杂性状疾病，定位

其遗传易感基因的关联研究策略主要包括全基因组关联研究(genome．wide

association study,GWAS)和候选基因关联研究【6．8】。前者近年来取得了重大突

破，定位了一系列新的易感区域和位点，这些新发现的易感基因和多态位点在冠

心病发病过程中的遗传分子机制还有待于进一步研究。后者是根据疾病的发病机

制提出假设，选择动脉粥样硬化相关代谢通路的关键基因，检测基因变异和疾病

的关联程度。然而这些编码基因范围占人类基因组序列的比例仅不到2％，大量

的非编码RNA已开始成为学者研究CHD发生发展遗传作用机制的新热点，有

待于深入探讨f91。

在众多的非编码RNA中，microRNA(miRNA)的研究进展飞快。miRNA

是一种内源性的、大小约为21．25个碱基的单链小分子，是一类在生物进化过程

中高度保守的非编码小分子RNA。miRNA主要由位于染色体上基因之间非编码

区域的序列编码，经过RNA聚合酶II的作用生成初级miRNA(pri．miRNA)。

pri．miRNA在Drosha．DGCR8复合体作用下形成长度约为60．70个核苷酸的发夹

状miRNA，即前体miRNA(pre．miRNA)。pre．miRNA在Ran．GTP依赖性核浆

转运因子Exportin．5的作用下转运到细胞质后，最终在Dicer酶作用下形成一个

短双链RNA片段，其中一条生成成熟的miRNA，另外一条则会被降解。成熟的
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miRNA通过与靶mRNA的3'-UTR区域结合，对mRNA进行切割或抑制其翻译，

在转录后水平指导RNA诱导沉默复合体(RNA．induced silencing complex，RISC)

调节目的基因的表达，沉默特定基因从而对生物体基因表达起到精细调节的作用

【10]。

机体miRNA表达水平以及与靶基因结合过程中的异常可能是导致疾病发生

发展的重要原因。miRNA在心血管系统病理生理中的作用机制已经成为当前的

研究热点，越来越多的研究显示miRNA在心肌细胞分化及病理生理过程中发挥

了重要作用【11】，例如miR．27a、miR．146a、miR．196a、miR-423和miR-499等。

一项大鼠试验研究发现，miR-27a在心肌细胞中可通过调控和改变主要组织相容

性复合物(majorhistocompatibility complex，MHC)基因的表达水平从而引发心

脏疾病[12】。人体免疫细胞中的Thl细胞，其表达水平上调被认为可能是导致动

脉粥样硬化发生发展的重要因素。一项在中国人群中开展的研究显示在外周血单

核细胞中miR．146a水平的变化可影响和调控Thl细胞的分化，且与急性冠脉综

合征显著关联【13】；也有研究发现中国人群血清中miR．146a水平与2型糖尿病

相关联【14】。在心衰研究方面，Tijsen等研究发现miR．423．5p是心衰的一个重要

循环生物标志物，对于心衰的临床诊断将起到重要指导作用【15】。此外，李培峰

等研究发现miR-499可通过抑制心肌细胞凋亡来抑制心肌梗死，具有心肌保护功

能。该研究构建的心脏特异性miR．499转基因小鼠，缺血再灌注诱导小鼠心肌梗

死，与野生型小鼠比较，转基因小鼠的凋亡心肌细胞数量减少、心肌梗死面积明

显减小，心功能各项指标也显著改善，表明miR．499能够通过抑制心肌细胞凋亡

发挥心肌保护的功能[16】。

人类的miRNA与传统意义上的蛋白质编码基因一样是由人类基因组中的特

定序列编码。Sun等的研究结果证实人类miRNA编码序列上的一些单核苷酸多

态性(single nucleotide polymorphisms，SNPs)会影响成熟miRNA的生物形成

以及表达水平[17】。在肿瘤学研究中己发现一些pre．miRNAs编码序列中的SNPs

与某些癌症相关联【1 8】，并且发现pre．miRNA编码序列上的遗传变异与肿瘤组织

中相应的成熟miRNA表达水平也紧密相关【19】。肿瘤与心血管疾病都是由遗传

与环境因素长期相互作用所致的复杂疾病，这提示心血管疾病相关的miRNAs

其pre．miRNA编码序列中的SNPs也可能与CHD相关联，这些遗传变异可能导

致miRNA水平的变化或影响与靶基因的结合进而导致疾病的发生。在心血管疾

病领域研究中，已有研究发现在中国人群中pre．miRNA编码序列中的常见SNPs

变异与先天性心脏病和扩张性心肌病的发生相关联[20，21】。但pre．miRNA编码

序列中的遗传变异与CHD的关联性鲜见研究报道，其在CHD发病风险中的作

用尚不清楚。
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因此，本研究主要目的是探讨相关pre．miRNA编码序列中的SNPs是否与中

国汉族人群的CHD风险相关联，分析其在CHD发病风险中可能的作用机制。

本研究采用了两阶段的病例对照研究设计方案。第一阶段，先在一组病例对照人

群样本中对所有SNPs位点进行基因型鉴定，检验SNP位点与CHD风险的关联

性；第二阶段，利用另一独立的大规模病例对照人群样本对第一阶段结果中发现

的与CHD风险显著关联的SNPs位点进一步验证，并在两阶段样本合并后的总

人群中综合分析这些位点变异与CHD之间的关联关系，为后续的功能研究提供

人群的证据支持。

二、 对象及方法

2．1研究人群和研究策略

本研究使用了两阶段的关联研究策略。第一阶段，随机入选1997年10月至

2001年12月期间阜外心血管病医院收治的汉族CHD患者853例作为病例组，

包括存活的急性心肌梗死(acute myocardial Infarction，AMI)患者和经冠状动脉

造影证实的CHD患者。所有患者均发病3个月或3个月以上，且病情稳定。急

性心肌梗死诊断标准：根据WHO诊断标准，即典型胸痛症状持续30分钟以上；

心电图连续2个导联ST段抬高并有动态改变：心肌酶升高大于正常值高限的2

倍，24小时内有动态演变，心肌同工酶升高更有助于诊断。CHD患者诊断标准：

经冠状动脉造影证实左主干狭窄≥50％和／或至少一支主要的冠状动脉血管狭窄

t>70％。对照样本来自亚洲国际心血管疾病协作研究(International Collaborative

StudyofCardiovascularDisease inAsia，InterAISA)中国部分，选择年龄(±2岁)、

性别与病例匹配的社区人群948例作为对照组。对照组入选标准：心电图无缺血

性改变，无胸痛、胸闷等心脏病症状，经Rose问卷、体格检查以及病史来排除

CHD。所有病例组和对照组研究对象均排除心脏瓣膜疾病、先天性心脏病、严重

的心力衰竭、肾脏及肝脏疾病、继发性高血压、心肌病、家族型高胆固醇血症、

严重甲状腺疾病及恶性肿瘤患者。

第二阶段，进一步扩大研究样本量，随机入选2002年2月至2009年3月期

间阜外心血管病医院收治的汉族CHD患者1919例作为病例组。对照样本来自中

国心血管病流行病学多中心协作研究，选择年龄(±2岁)、性别与病例匹配的社

区人群1840例作为研究的对照组。病例以及对照组的入选标准和排除标准与第

一阶段相一致。

本研究两阶段共纳入了5560名研究对象(2772例CHD患者和2788例对照
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个体)。所有参加者均为中国汉族人群，无血缘关系，并签署知情同意书。

2．2调查内容

采用统一的调查表，由经过严格培训和考核的专业医务人员对所有研究对象

进行详细调查，包括人口统计学和一般情况、心血管疾病个人史(包括现病史和

既往史)及家族史、吸烟与饮酒史，病例组详细记录降压药、调脂药的使用情况

(包括药物的种类、名称、是否规律用药等)。采用标准方法测量身高和体重，

测量体重时研究对象穿单衣脱鞋，计算体重指数(body mass index，BMI)=体

重／升高2(kg／m2)。高血压定义为收缩压(SBP)≥140mmHg和／或舒张压(DBP)

>，90mmHg和／或正在服用降压药物；糖尿病定义为既往诊断过糖尿病或空腹血

糖(Glucose，Glu)≥126mg／dl(7．Ommol／L)；吸烟定义为曾经吸烟100支或以上：

饮酒定义为调查前一年饮酒≥12次。

2．3生化指标测定

所有研究对象晨起空腹，由受过培训的护士使用真空采血管采集肘静脉血液

样本(6ml非抗凝血和6ml EDTA抗凝血)，于4"C条件下3000转／分钟离心15

分钟，分离血清和血浆，于．80"C冷冻保存，用于后续生化指标检测。使用日立

7060自动生化分析仪，根据标准的磷酸钨沉淀法分析高密度脂蛋白胆固醇(higll

density lipoprotein cholesterol，HDL—C)，而采用酶法测定血糖、总胆固醇(total

cholesterol，TC)、甘油三酯(triglycerides，TG)。当TG<4．5mmol／L时，用Friedewald

公式计算低密度脂蛋白胆固醇水平(10w density lipoprotein cholesterol，LDL．C)，

即LDL-(2=TC—HDL．C一1、G／5。

2．4候选SNP位点的选择

在位点的选择上，利用生物信息学的方法，从MIRbase网站

(http：／／www．mirbase．org)下载所有已经发现的人类miRNA相关信息，通过检

索NCBI的Gene数据库(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／gene，更新至201 1年5月)

得到其对应的pre．miRNA编码序列，筛选出pre．miRNA编码序列上存在SNP

的miRNA o然后，通过文献阅读的方式，一方面进一步筛选出文献报道的与心

脏功能以及心血管疾病相关的miRNA， 从HapMap数据库

(http：／／hapmap．ncbi．nlm．nih．gov／cgi—perl／gbrowse／hapmap28_B36／)中检索这些

pre．miRNA编码序列上的SNPs位点在中国汉族人群中的等位基因频率，入选少

见等位基因频率(MAF)>／0．05的常见多态位点；另一方面入选与肿瘤相关的
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pre-miRNA编码序列上的功能SNP位点。根据上述入选标准，最终入选了7个

SNPs，筛选过程如图1．1所示，入选SNP位点在染色体上所处位置、等位基因

和MAF信息详见表1．1。

本研究使用了两阶段的关联研究策略。首先在853例CHD患者和948例对

照者中，检测所有筛选得出的SNP位点的基因型；第二阶段，利用另一独立的

大规模病例对照人群样本，在包括1919例CHD患者和1840例对照者中，对第

一阶段发现的与CHD风险相关联的SNP位点进一步进行基因型鉴定，并利用两

阶段合并样本的数据进行统计分析。

在所有入选的7个SNPs位点中，其中一个位于hsa-mir-149上的rs2292832

位点由于不符合Hardy-Weinberg平衡(Hardy．Weinberg equilibrium，HWE)，未

纳入统计分析。

图l·l候选pre-miRNA编码序列中的SNP位点入选流程图



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

表1-l候选prc-miRNA和SNP位点信息

pre—miRNA SNP 等位基因} 染色体上的位置 MAF8

MAF少见等位基因频率

+常见等位基因／少见等位基因

8：在HapMap中国北京汉族人(CHB)的MAF

2．5 DNA提取及基因型鉴定

2．5．1 DNA提取

a．试剂配制

1)生理盐水(O．9％NaCl)：称取99 NaCI，溶解在大约200ml蒸馏水中，充

分搅拌，最后加蒸馏水定容到1000ml。

2)FG缓冲液与蛋白酶K混合液：45ml FG缓冲液，6259l蛋白酶K，涡旋

震荡混匀，放于4"C冰箱保存备用。

3)70％7,醇：700ml无水乙醇，300ml双蒸水(一级水)，颠倒混匀充分，放

于4。C冰箱保存备用。

4)TE液：10mM Tris HCI，lmM EDTANa2，调PH值至8．0。放置4"C冰箱

保存备用。

b．提取DNA

使用天根生化科技公司血液基因组提取试剂盒从外周血白细胞中提取

DNA，操作步骤如下：

1)将5ml抗凝血转移到50ml离心管中，然后加入30ml生理盐水，涡旋震

荡混匀。4"C条件下，4000转／分，离心10分钟。

2)离心后弃上清，保留沉淀物，加入10ml细胞裂解液，涡旋震荡混匀。静
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置lO分钟后，4"O条件下4000转／分，离心10分钟。

3)离心后弃上清，保留沉淀物，加入1．8ml配制好的FG缓冲液与蛋白酶K

的混合液，立即涡旋震荡混匀至溶液无团块。

4)65。C条件下水浴1．5小时，期间颠倒混匀数次。

5)水浴后，12000转／分，离心10分钟。

6)转移上清至另外离心管中，并加入2ml异丙醇，颠倒充分混匀至出现丝

状或簇状基因组DNA。

7)12000转／分，离心10分钟，弃上清，保留沉淀。

8)加入2ml 70％乙醇，涡旋震荡5秒钟，12000转／分，离心5分钟，弃上

清。9)重复此步骤2次。将DNA沉淀晾干。

lO)待DNA沉淀干燥后，加入400p1 TE液，溶解DNA备用。

c．DNA的鉴定、定量和稀释

1)取溶解后的DNA溶液原液，以TE液为空白对照，使用Nanodrop2000

分光光度计测定OD260、OD280及OD230。

2)DNA的鉴定：oD260／OD280>1．7，OD280／OD230>2．0，说明DNA纯度合

格，否则需要重新抽提。

3)DNA的定量稀释：根据测定的原液DNA浓度，加入TE液，稀释DNA

为浓度为10n∥山。

DNA提取及基因型鉴定的相关试剂、主要仪器以及耗材如表1．2、1．3所示。
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表1-2实验主要试剂

试剂名称 生产厂商

试剂盒法提取DNA相关试剂

细胞裂解液CL

缓冲液FG

蛋白酶K

100％异丙醇

无水乙醇

RT-PCR及基因分型相关试剂

Taqman MasterMix液

Taqman探针rsl 1614913

Taqman探针rs2292832

Taqman探针rs3746444

Taqman探针rs291 01 64

Taqman探针rs89581 9

Taqman探针rs2289030

Taqman探针rs6505 1 62

北京天根生化科技有限公司

北京天根生化科技有限公司

北京天根生化科技有限公司

北京化学试剂公司

北京化学试剂公司

美国ABI公司

美国ABI公司

美国ABI公司

美国ABI公司

美国ABI公司

美国ABI公司

美国ABI公司

美国ABI公司
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表1．3 RT-PCR及基因分型实验主要仪器及相关耗材

仪器名称 生产厂家

ABl7900高通量实时荧光定量PCR系统 美国ABI公司

384孔PCR反应板 美国ABI公司

单道移液器(0．1—2．5ittl；0．5-101xl；

8道移液器(O．5．10I_t1)

单道电动连续移液器(5．100弘1)

枪头(101tl；2001tl；1000}t1)

漩涡混合器

Milli．Q纯水制备机

SANYO SIM．F124制冰机

Eppendorf541 5 R离心机

Nanodrop2000分光光度计

低温水平离心机

阪神BD／BC．568冷柜

Haier-20℃冰箱

Haier-80度冰箱

20-2001x1)法国Gilson公司

DHG-9070A型电热恒温鼓风干燥箱

电热恒温水浴箱

德国Eppendorf公司

德国Eppendorf公司

美国Axygen公司

海门其林贝尔仪器制造有限公司

美国Millipore公司

日本SANYO公司

德国Eppendorf公司

Thermo Scientific公司

Thermo Scientific公司

江苏阪神电器有限公司

青岛海尔集团

青岛海尔集团

上海一恒科技有限公司

北京东方仪器厂
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表l-4候选pre-miRNA的SNP引物序列及探针信息
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2．5．2基因型鉴定

所有SNP均使用高通量的ABI 7900实时荧光定量PCR仪(ABI 7900 fast

Real．Time PCR System)进行基因型鉴定。表1-4列出了本研究的SNPs位点相应

的引物及探针设计序列。

PCR及基因分型操作步骤如下：

1)配制反应混合液，每反应孔总体积为69l，其组成如表1．5所示。

2)应用电动连续移液器将反应混合液分装至384孔PCR反应板内。

3)使用8道移液器将浓度为1099／dl的基因组DNA加入384孔板的PCR反

应板内，每板设置2个阴性对照孔。

4)将384孔PCR反应板置入ABI 7900 HT RT-PCR仪内。使用SDS 2．4

(Sequence Detection System)软件，设定待测SNP位点Taq探针FAM及VIC

的碱基，以及基因分型检测孔及阴性对照孔位置，进行预判读，获得本底荧光数

据(pre．read)。然后设置PCR反应参数：反应体系体积为69l；PCR循环温度

为95"(2变性10分钟，然后92"(2变性15秒，60"(3退火延伸1分钟，共40个循环。

5)开始PCR，待扩增结束后，进行基因型判读(post．read)，保存样本PCR

扩增曲线、基因型判读图谱以及数据。独立、双遍核对基因型并录入数据库。

表1．5 RT-PCR反应体系
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2．6统计学分析方法

根据基因型频率计算等位基因频率，采用卡方检验分析SNP基因型分布是

否符合HWE。连续性变量用“均数±标准差”表示，应用两样本t检验(计量

资料)和卡方检验(计数资料)比较病例组和对照组间人口学及人体测量、血压、

生化指标之间的差异。然后，使用卡方检验来比较病例组和对照组之间多态位点

的等位基因频率和基因型分布差异。

第一阶段，分别比较SNP位点的基因型和等位基因频率在病例组和对照组

中的分布是否存在差异，检验是否与CHD相关联。在等位基因频率差异或任一

遗传模型(显性模型和隐性模型)基因型分布比较中P值<O．10的SNP位点，进

入第二阶段重复验证研究。第一阶段作为一个假设的产生阶段，未对多重比较进

行校正。

第二阶段，将两阶段样本合并后进一步统计分析。首先，应用非条件logistic

回归模型(109istic regression model，LRM)分析单个SNP对CHD发病风险的

影响，SNP位点变量在显性遗传模型下， 0=常见等位基因纯合子，1=少见等位

基因纯合子+杂合子；在隐性遗传模型下，0=常见等位基因纯合子+杂合子，l=

少见等位基因纯合子。Logistic回归模型调整的变量包括年龄(连续型变量)，性

别(O=女性，1=男性)，吸烟情况(0=不吸烟，l=吸烟(一生曾经吸烟100支或以

上))，饮酒情况(0=不饮酒，l=饮酒(调查前一年饮酒／>12次))，是否患有高血

压(O=否，l=是)，是否患有糖尿病(o=否，1=是)，BMI(连续性变量)，TG(连

续性变量)和HDL．C(连续性变量)，计算比值比(odds ratio，OR)和95％可

信区间(confidence interval，CI)。

然后，根据研究人群吸烟、饮酒情况、BMI水平的不同以及高血压、糖尿

病的患病情况进行分组，采用分层分析的方法，在不同重要表型的人群中检验这

些位点与CHD的关联关系，探测这些表型与SNP位点变异对CHD风险的影响

是否存在交互作用。

利用SAS 9．0软件(SAS Institute Inc．，Cary,NC，USA)进行描述性统计分析

以及卡方检验和logistic回归分析。另外，应用CaTS软件来计算病例对照关联

研究每组所需样本量， 并进一步计算其统计学检验效能

(http：／／www．sph．umich．edu／csg／abecasis／CaTS／index．html)。本研究两阶段共入选

2772名CHD病例和2788名对照者，若以口=0．05为假设检验水准，双边检验，

在显性模型下，当SNPs位点的MAF=0．20，把握度为80％时，可发现最小OR

值为1．18的危险因素。
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三、 结果

3．1研究对象基本特征

第一阶段和第二阶段CHD病例组和对照组研究对象的人口统计学及临床特

征如表1．6所示。

在第一阶段的853名CHD患者和948名对照者中，除饮酒率在两组间分布

的差异无统计学意义外，其它基本特征在两组间分布的差异均达到统计学显著

性。病例组研究对象的平均年龄、男性比例、高血压和糖尿病的患病率以及吸烟

率均高于对照组人群(氏0．05)。与对照组研究对象相比，CHD患者都具有较低
的HDL．C水平和较高的BMl、TC、LDL．C、TG、Glu以及血压水平(P<O．001)。

在第二阶段的1919名CHD患者和1840名对照者中，除男性比例在病例组

和对照组人群间的差异无统计学意义外，其它基本特征在两组间的差异均达到了

统计学显著性。病例组研究对象的平均年龄低于对照组人群，而高血压、糖尿病

的患病率以及吸烟率、饮酒率均高于对照组(尸<0．05)。与对照组研究对象相比，

CHD患者都具有较低的HDL．C水平和较高的BMI、TG以及Glu水平(P<O．001)。

在此病例对照样本中，病例组CHD患者由于服用降压和调脂药物其TC、LDL—C

以及血压水平均低于对照组(尸<0．001)。

3．2第一阶段分析结果

在病例组和对照组分别进行HWE检验，除hsa．mir-149上的rs2292832位点

外，其余6个SNP位点在两组中均符合HWE。所有6个SNP位点的等位基因

频率和基因型分布情况如表1．7所示。其中，hsa．mir-196a2上的rsl 1614913位点

其少见等位基因C在病例组和对照组中的频率分别为0．476和0．487，卡方检验

结果显示只有该位点在隐性遗传模型下其基因型分布在病例组和对照组间的差

异趋于显著(尸=0．05)，进入第二阶段研究。

3．3第二阶段关联研究分析结果

扩大样本量至5560名研究对象，结果如表1．8所示。rsl 1614913位点C等

位基因在病例组中的频率高于对照组，该位点在两组研究对象中的MAF值分别

为0．482和0．4700在显性和隐性遗传模型下，分别比较SNP位点rsl 1614913的

基因型分布在病例组和对照组间的差异。结果显示，在显性遗传模型下，该位点

的基因型分布在病例组和对照组间的差异达到统计学显著性(尸=0．047)；而在隐

性模型下，该位点的基因型分布在两组间的差异无统计学意义(P=0．934)。

26



¨坦好擎‘d∞∞¨絮目‘nI。¨枯匿罂皿啦婴毯龆单6-1Q一

卜
N

出装船．厶∞Q
一链叵罂皿啦婴毯静馆6-1Q}{¨艘⋯曩扣．o卜一枯叵鐾躜．u卜。瓤靼悯簟‘I芝∞

惰僻懈龄碍求陋越籁<妖匿旺嘲锹粼求。惜秣椭烂蜂州籁露匠嘲锹然罩f

—oo．0V
Hoo．0V

—oo．oV
—oo．0V

—oo．0V
—oo．0V

—oo．0v
Hoo．oV

Hoo．o
Hoo．0V

—oo．0v
Hoo．ov

ooc．o
Hoo．ov

寸c-N一刊n岔“∞
o℃式N叫Hn．H寸H

N寸．一州∞一“
∞一．I刊仓寸一

o∞．0刊oN．c
N冀。州n奠一

∞o．一刊n∞寸
N心．c州HN．寸N

岔Kn
n．o寸

o．9
∞．岔n

nK∞

冀∞州N．8n

△N．H一制nN．9卜
nn．卜一刊卜寸．NN—

n口．一州卜o．9
no．一制n卜．一

N小．0制岭奠N
价N．0州oo．I

卜昏．o刊卜n．寸
oN．c州岣．【．9N

n文寸
o．8嶝

小．6_【
心“n

N．9∞

一oo．0v
—oo．oV

—oo．oV
—oo-oV

Doo．o
—oo．oV

⑦寸o．o
Hoo．oV

Nno．o
∞no．o

—oo．ov
—oo．oV

卜No．o
—oo．ov

n昏．小刊nN．0∞
=．8一州心NKN一

价n．一州品“
心全．0制寸寸．一

n∞．o刊∞一．c
on．o州⑦N．I

卜岔．o州寸H．”
∞N-￡刊o∞．寸N

H式寸
。心”

一．8
N．Nn

n．c卜

n．0H刊o．Nn

No．I一叫一n．9卜
价价．0N州。一．1c一

心。心州一o．∞
NN．一刊N∞．一

co．一刊on．￡
nN．0州岔o-I

∞一．一刊nN“
HN．c州Nn．9N

●∞寸
卜H∞

∞“N
∞式岭

N．∞卜

岔．8制心寻价

一∞z￡E一厶∞Q
一∞}{量LlI一厶∞∞

一1／一。gIII—rt—o
^1／109基一。卜

一1／一oIIJg—u．一QrI
一1／lo暑暑一u。一QI{

^摹v
^摹v

一、《一ouIIll_)u卜
一。m／堂一H至∞

一摹一瓣熙《
一摹一瓣要蓉

瓣倏硝惧噻黎
料倏砸出目幄

一摹一掣昧
一弧一翁蚌

遥钆6寸∞Hi口_)

黑匪莨

∞卜制n．价n

一⑦H⑦HiIl一黑器烬

酃鑫¨抵

遥钆一∞苌-uv鼎琵茛

^汉∞-uv黑匿惧

鄙盔l拣

措鼗伥磐嗡扑拳蟋口<g熬<囊匪莨罢襄举爆惧0曜g鄙鑫睦∞-I搽

仪秘犁扑州妖匿书鞋

迟扑藻扑幽圃七b送扑幽要塞倏菩



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

表1．7第一阶段所有SNP位点与CHD风险的关联分析

注：未校正其他因素，各模型均基于SNP位点少见等位基因。
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表l-8所有个体中rsl 1614913在显性和隐性模型下的基因型分布和等位基因频

率情况

进一步应用logistic回归模型分析rsl 1614913位点与CHD的关联关系。校

正年龄、性别后，结果显示该位点与CHD风险相关联，在显性模型下，CC+CT

基因型个体发生CHD的风险是TT基因型个体的1．13倍(95％CI 1．00．1．27，

P=-0．049)。在校正了年龄、性别、BMI水平、HDL．C水平、TG水平、是否患高

血压、糖尿病以及吸烟、饮酒状态后，SNP位点rsl 1614913与CHD风险关联关

系仍具有统计学显著意义。在显性模型下，CC+CT基因型个体发生CHD的风险

是TT基因型个体的1．17倍(95％CI 1．01．1．36，P=-0．039)，详见表1-9。应用CaTS

软件来计算关联研究的统计学检验效能，以Q=0．05为假设检验水准，双边检验，

rsll614913位点的MAF=0．47，在显性模型下，发现最小OR值为1．17的危险因

素的把握度为56％。

表1-9 pre-miRNA-196a2 SNP位点rsl 1614913与CHD危险的关联分析

8：校正年龄和性别

b：校正年龄、性别、BMI、HDL．C、TG、是否患高血压、糖尿病、吸烟和饮酒

3．4不同表型人群SNP位点rsll614913与CHD风险的关联分析

采用分层分析的方法，在不同吸烟、饮酒情况、BMI水平以及高血压、糖

尿病患病情况的亚组人群中，检验rsl 1614913点与CHD的关联关系，分层分析

结果如1．10所示。

根据研究对象的吸烟情况将人群分为吸烟组和不吸烟组。多因素调整后结果



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

显示，在吸烟人群中，rsll614913位点CC+CT基因型个体发生CHD风险是TT

基因型个体的1．23倍(95％CI 1．03．1．47，P=0．023)，该位点变异与CHD风险的

关联具有统计学显著意义；在不吸烟人群中，该位点CC+CT基因型个体发生

CHD风险是TT基因型个体的1．07倍(95％C1 0．87．1．30，P=-0．535)，该位点变

异与CHD风险的关联未达到统计学显著性。在吸烟人群中，rsl 1614913位点C

等位基因增加CHD的发病风险。

根据研究对象的饮酒情况将人群分为饮酒组和不饮酒组。多因素调整后结果

显示，在饮酒人群中，rsll614913位点CC+CT基因型个体发生CHD风险是TT

基因型个体的1．20倍(95％C1 0．97．1．47，P=-0．092)；在不饮酒人群中，该位点

CC+CT基因型个体发生CHD风险是1vr基因型个体的1．13倍(95％Cl 0．95．1．35，

P=0．160)，但两组中该位点与CHD风险的关联均无统计学显著意义。

根据研究对象高血压的患病情况将人群分为高血压组和正常血压组。多因素

调整后结果显示，在高血压人群中，rsl1614913位点CC+CT基因型个体发生CHD

风险是TT基因型个体的1．23倍(95％CI 1．02．1．49，P=0．034)，该位点变异与

CHD风险的关联具有统计学显著意义；在正常血压人群中，该位点CC+CT基因

型个体发生CHD风险是TT基因型个体的1．13倍(95％C1 0．95．1．36，P=0．217)，

该位点变异与CHD风险的关联未达到统计学显著性。在高血压人群中，

rsl 1614913位点C等位基因增加CHD的发病风险。

根据中国肥胖工作组对肥胖的定义【22】，以28．00kg／m2为切点，将研究对象

分为2组：肥胖组(BMI>／28．00 kg／m2)和非肥胖组(BMI<28．00 kg／m2)。多

因素调整后结果显示，在肥胖人群中，rsll614913位点CC+CT基因型个体发生

CHD风险是TT基因型个体的1．25倍(95％C1 0．93一1．68，P=-0．145)：在非肥胖

人群中，该位点CC+CT基因型个体发生CHD风险是TT基因型个体的1．12倍

(95％C1 0．97．1．30，P=-0．129)，但两组中该位点与CHD风险的关联均未达到统

计学显著性。

根据研究对象糖尿病的患病情况将人群分为糖尿病组和正常血糖组。多因素

调整后结果显示，在糖尿病人群中，rsll614913位点CC+CT基因型个体发生CHD

风险是TT基因型个体的1．34倍(95％C1 0．89．2．03，P=0．162)；在正常血糖人群

中，该位点CC+CT基因型个体发生CHD风险是TT基因型个体的1．14倍(95％C1

0．99．1．32，P=0．065)，但两组中该位点与CHD风险的关联均无统计学显著性。
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四、 讨论

本研究通过两阶段的病例对照研究设计，首次发现人类pre．miRNA．196a2

上的SNP位点rsl 1614193 T>C与CHD呈现显著关联。本研究为人类pre．miRNAs

上的SNP变异作为CHD遗传易感性的候选标记提供了重要证据，为今后CHD

发病机制研究提供新的线索。

miRNA是一类在生物进化过程中高度保守的非编码小分子RNA，通过对靶

mRNA进行切割或抑制其翻译，指导RNA诱导沉默复合体(ⅪSC)调节目的基

因的表达，它为RNA的沉默提供特异性的结合序列【23】。特定miRNAs与特定

的病理生理过程紧密相关，这些miRNAs通过与蛋白质编码基因的靶mRNA不

同程度的配对结合，在转录水平或转录后水平调节目的基因的表达【24】。近年来，

在肿瘤研究领域，对miRNA靶基因上miRNA结合区域中的SNPs开展了广泛深

入的研究【25】，并已经逐渐扩展到miRNA编码序列上的SNPs位点变异与疾病的

关联研究方面【18，19】。已有研究报道miRNA编码序列上的SNP变异可能会改

变miRNA的形成以及成熟的miRNA水平【17】。然而，pre．miRNAs上的SNPs

变异与CHD是否存在关联性却鲜有报道。

近两年，miRNAs在冠心病发病机制中的作用以及新型诊断标记物的探索方

面都取得了新的进展。Hoekstra等人采用miRNA表达谱分析的方法检测了不稳定

型心绞痛、稳定型心绞痛以及急性心肌梗死病例与健康对照者外周血单核细胞的

miRNA表达水平，首次发现人类外周血单核细胞中的一些miRNAs在冠心病病例

人群中的表达水平明显高于对照者【26】。另有研究利用miRNA差异表达分析的方

法发现外周血血浆或血清中的循环miRNA与冠心病的发生发展密切相关[27，

28]。这些新的发现都表明，miRNAs作为一种潜在新型工具在临床疾病诊断以及

转归预测方面具有重要价值。而位于pre．miRNAs编码序列上的SNPs很有可能通

过改变和影响miRNA在体内的形成与成熟过程以及靶点的选择，对疾病的发生

发展进程产生复杂的影响【29】。

在中国人群中，既往已有研究发现hsa．mir-196a2中的rsl 1614913和

hsa—mir-499中的rS3746444与扩张性心肌病的发病风险增加显著关联【20】。另外

一项研究结果显示，hsa-mir-196a2中的rsl 1614913与先天性心脏病的遗传易感性

相关联，并发现CC基因型的先天性心脏病病人的心脏组织样本中的成熟

miR．196a表达水平显著高于T等位基因携带者[21】。在肺癌的研究中，研究者也

发现CC基因型的肺癌病人其肿瘤组织样本中的成熟miR．196a表达水平显著高于

T等位基因携带者【18】。最近，Zhi等【30】在一项以中国东南部地区人群为研究对

象的小样本CHD病例对照研究(956名CHD病例和620名对照者)中发现

32
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hsa-mir-499中的rs3746444位点与CHD的风险相关联，且hsa．mir0196a2中的

rsl 1614913位点C等位基因可增力flCHD患者发生急性心肌梗死等严重心血管病

事件的风险，但并未发现rsl 1614913位点变异与CHD存在关联关系。本研究采用

了两阶段病例对照的研究策略，在大样本人群中首次发现hsa-mir-196a2中的

rsl 1614913位点变异与CHD之间存在显著关联关系(尸<O．05)，采用多因素logistic

回归模型调整了年龄、性别、BMI、HDL．C、TG水平、高血压、糖尿病、吸烟

以及饮酒情况等因素后，该位点在显性遗传模型下仍与CHD发病风险的增加呈显

著关联(CT+CC VS TT，OR=I．17，P=-0．039)。Zhi等的研究结果显示hsa．mir-196a2

上的SNP位点rsl 1614913与CHD患者心血管病事件的预后密切相关，这一发现也

进一步支持和加强了本研究所得的结论。对于hsa．mi卜499中的SNP rs3746444位

点，本研究第一阶段在853例CHD病例和942例对照个体中对该位点也进行了基因

分型，但分析结果显示该位点与CHD风险的关联关系未达到统计学显著性，未能

验证Zhi等的研究结果。究其原因可能是由于本研究与Zhi等的研究样本人群的来

源不同，或人群特征存在差异；也可能是由于这两个研究的样本量均较小，检验

效能不足，有待于进一步扩大样本验证。

此外，本研究通过分层分析发现，在吸烟人群和高血压人群中，rsl 1614913

位点C等位基因携带者发生CHD的风险显著高于1vr基因型个体，而在不吸烟和血

压正常人群中，该变异与CHD发病风险的关联均无统计学显著性。吸烟和高血压

是CHD的重要危险因素【31】，本研究结果提示rsl 16149131拘IC等位基因可以增加吸

烟人群或高血压人群发生CHD的风险，该变异与吸烟、高血压对与CHD的发病

风险可能存在协同的交互作用。根据饮酒情况、肥胖情况以及糖尿病患病情况的

分层分析结果显示，在饮酒人群、肥胖以及糖尿病人群中，rsll614913位点变异

与CHD风险的关联均未达到统计学显著性。这表明饮酒、肥胖或糖尿病可能掩盖

了该位点C等位基因在CHD发病风险中的作用；但也有可能是由于分层后亚组人

群样本量偏小，统计学检验效能降低所致，有待于扩大研究样本后进一步研究。

随着人们对miRNA和靶基因相互作用规律性的认识不断深入以及miRNA靶

基因预测方法和软件的不断进步，生物学家开始利用先进的miRNA靶基因预测

软件有针对性地锁定感兴趣的miRNA靶基因对其深入研究，探讨miRNA相关的

生命调控网络【32】。Luthra等[33]禾1J用生物信息学的方法，使用Sanger数据库通过

计算分析预测得出miR．196a调控的靶基因之一是膜联蛋白Al(annexin A1，

ANXAl)基因。研究者进一步通过细胞实验发现，在肿瘤细胞中成熟miR．196a

的表达水平与ANXAl基因的表达水平相关，当肿瘤细胞内的miR．196a表达水平上

升啪朋囝J mRNA的表达水平以及蛋白水平下降[33】。Annexin Al，是结构相关
钙依赖的磷脂结合蛋白超家族成员之一，是一个重要的炎症调控蛋白。它可以影
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响包括花生四烯酸(AA)代谢在内的许多炎症反应复合物的形成[34，351。CHD

不仅仅是一种脂质浸润或损伤反应的被动过程，而是一种主动的炎症过程，从脂

质沉淀、斑块形成到最终斑块破裂都有慢性炎症的参与【36】。多项研究表明

Annexin AI在炎症反应的各个阶段均发挥重要的调节作用【37，38]，并且对CHD

有重要的保护性作用。单核细胞与内皮细胞的黏附是启动CHD发生发展的关键环

节之--[39】。外源性Annexin A1以及内源性Annexin A1外化与血管内皮细黏附分

子．1(vascular cell adhesive molecule．1，VCAM．1)竞争与整合素科pl的结合，

抑制单核细胞与血管内皮细胞的黏附，参与早期炎症反应的调节[38】。在CHD病

变中，巨噬细胞分泌生长因子、前列腺素E2(PGE2)和细胞因子等都可诱导环

氧化酶(COX-2)的表达，而抑制CoX．2表达可阻止动脉粥样硬化的发生【40】。

动物实验结果显示，ANXAl基因敲除小鼠的外周巨噬细胞表面黏附分子表达异

常、吞噬功能改变，并且发现Annexin AI可抑制巨噬细胞诱导COX．2、释放PGE2

以及产生活性氧等重要功能【41】。已有研究表明Annexin A1氨基末端片段Ac2．26

可通过抑$fJcox．2 mRNA的表达来阻止干扰素-丫和脂多糖对离体心脏的抑制作

用，从而对心脏起至1J[42】。在急性心肌缺血再灌注动物模型中发现，损伤组织中

的Annexin AI表达增加，缺血后给予Annexin AI可显著抑制危险区域内梗死范围

的扩大[42】(见图1．2)。因此，hsa．mir-196a2上的SNP位点变异rsl 1614913 T>C很

可能是通过升高细胞内成熟miR．1 96a表达水平来抑制其靶基因ANXAl mRNA的

表达，降低细胞内Annexin A1的水平，抑$IJAnnexin AI对心脏的保护作用，从而

导致CHD的发生。

最近，另外一项研究利用Targetscan在线分析软件预测得fl{miR．196a是特异

性靶向调控同源盒A9基因(homeobox A9 gene，HOXA9)的重要miRNA[43]。

研究者进一步通过细胞实验发现，miR．196a可下调来自人类急性单核细胞白血病

细胞系的MV4．1l细胞中HOXA9基因的mRNA水平及蛋白水平，提示miR．196a可

以通过诱导mRNA的降解来调控HOXA9基因的表达。血管内皮细胞的激活是内皮

细胞损伤的始动因素，是炎症反应过程中的一个重要阶段，也是CHD等血管性疾

病的起始阶段【36】。在血管内皮细胞中，细胞因子诱导细胞间黏附分子．1

(intercellularadhesive molecule．1，lCAM．1)、VCAM．1以及选择素E(E．selectin)

的表达使内皮细胞激活，在动脉粥样硬化等炎症性疾病的发展进程中起到了关键

的作用。HOXA9是一个在血管内皮细胞中表达的同源盒转录因子，它的表达可

以迅速下调内皮细胞对炎症信号的反应。有研究表明，过表达HOXA9可以抑制

促炎性细胞因子诱导ICAM．1、VCAM．1和选择素E的表达，从而抑制血管内皮细

胞的激活；HOXA9表达的下降是机体炎症反应中内皮细胞激活过程中的重要表

现【44】。因此，hsa．mir-196a2中的rsl 1614913位点的变异也可能是通过升高
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miR-196a水平下调HOXA9基因mRNA水平及蛋白水平，从而促进血管内皮细胞的

激活，启动炎症反应进而逐渐发J畏成CHD(见图1．2)。

图1-2 miR．1 96a调控Annexin A1，HOXA9致动脉粥样硬化的分子机制示意图

本研究利用相对较大的样本量，采用了两阶段病例对照的研究策略，能够提

高检验效能，大大降低基因型鉴定的工作量，具有较好的成本效益关系，并且有

明确的病例和对照的纳入、排除标准，降低了假阳性的概率。但本研究尚存在一

些局限和不足。研究人群样本只局限于中国汉族人群，在其他种族人群中的进一

步验证研究将有助于确证pre．miRNA．196a2编码序列上的rSll614913与冠心病

之间关联。另外，由于pre．miRNAs编码序列上的SNP变异导致CHD发生的作

用机制只是基于目前相关研究结果的推测，尚不明确，因此，进一步的细胞功能

实验以及以人群为基础的对不同基因型人群细胞miRNA表达水平、靶基因表达

水平差异的研究将有助于更好地理解SNP rsl 1614913对冠心病病因以及疾病进

展的潜在作用机制。

五、 小结

本研究发现hsa．mir-196a2 rsl 1614913 T>C与中国汉族人群的冠心病发病风

险相关联。pre-miRNA·196a2上的常见SNP变异是一个新的冠心病易感标记。

本研究结果将为更好地研究冠心病的遗传发病机制提供新的线索，也为后续的功

能研究提供人群的证据支持。
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第二部分 首钢男性人群总胆固醇水平与

高血压对致死性心血管疾病综合作用的前

瞻性研究

研究背景与目的

心血管疾病(cardiovascular disease，CVD)是全球范围内危害人类健康的主

要疾病[11，CVD已逐渐从发达国家蔓延至发展中国家并呈现愈演愈烈之态势。

目前众多发展中国家正在经历一个CVD发病率快速增长的时期【2】。在中国，

CVD己成为导致中国成年人死亡的“头号杀手”【3】。血压升高和总胆固醇(total

cholesterol，TC)水平升高是世界范围内公认的两个重要的CVD可控危险因素

【4．8】。研究发现高血压和高胆固醇血症常常合并出现，增加CVD的死亡风险

【9．1l】。若高血压和TC水平升高二者之间存在协同作用，则同时开展降压和调

脂治疗将可以更好地预防致死性CVD，降低CVD死亡风险。在中国人群中，TC

升高或高血压对CVD的影响已经得到广泛的研究[12．141，但TC水平升高和高

血压对致死性CVD发生的影响是否存在交互作用仍有待于进一步探究。

本研究应用中国男性工人前瞻性队列的数据，探讨血清TC水平升高和高血

压单个危险因素对CVD死亡的影响，并进一步检验二者之间是否存在交互作用

及其对中国成年男性致死性CVD发病风险的影响。

二、 研究对象及方法

2．1研究对象

北京首都钢铁公司男性工人心血管疾病的前瞻性队列研究(简称“首钢队

列”)基线调查开始于1974年。来自首钢公司所属7个工厂的5298名(18—74岁)

男性钢铁工人分别参加了1974年、1979年和1980年的基线调查，其中206名

工人因基线患心血管疾病被排除，其余5092名研究对象进入本研究随访队列人

群。截至2001年最后一次随访，有106人(2．1％)失访，共4986名研究对象完成
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随访。

2．2基线检查

基线资料由经培训合格的研究人员采用标准方案收集[15】。基线危险因素调

查主要项目包括问卷调查和体格检查。问卷调查收集包括人口学特征、个人生活

方式(吸烟、饮酒状态)、疾病史和家族史等信息；体格检查包括血压测量、血

清TC水平、身高体重测量等。血压测量为一次偶测血压，采用标准血压计按规

定方法测量，受试者静坐休息5分钟，采用坐位，用校正的标准水银柱血压计测

量右臂血压，测量前30分钟内禁止剧烈活动、吸烟、饮茶或咖啡；Korotkoff第

1音为收缩压(systolic blood pressure，SBP)，Korotkoff第5音为舒张压(diastolic

blood pressure，DBP)。高血压定义为SBP>，140mmHg和／或DBP，>90mmHg。抽

取受试者空腹静脉血，先后采用乙酸酐直接提取法与三氯化铁测定显色法测定血

清TC，两方法作对比所得结果在质量控制允许范围内。吸烟定义为平均每天至

少吸1支烟并持续1年以上。采用标准方法测量身高和体重，测量体重时研究对

象穿单衣脱鞋。体重指数(body mass index，BMI)=体重(kg)／身高2(m2)。

2．3随访数据收集

本次随访研究于2001年进行，以CVD死亡为队列研究的观察终点。致死性

CVD包括随访期间因急性心肌梗死、缺血性心脏骤停、慢性冠心病、中风、心

力衰竭及其他心血管病导致的死亡事件，CVD死亡诊断依据国际疾病分类编码

lCD．9确定(ICD．9：390．9．398．9，401．0．429．9，和430．0．348．9)。随访采用统一

的调查表格，调查员由首钢心血管研究所经过统一技术培训的医护人员担任，所

有调查表项目内容都经专人核实。由基层医务人员填报发病和死亡报告单至首钢

总医院心血管病专科门诊，由心内科专科医生通过翻阅病历、到基层保健站或住

户进行核对。若研究对象发生院外死亡，则工作人员根据研究对象家庭现住址或

电话对随访对象或其家属、同事进行访谈，获取研究对象相关危险因素及死亡信

息，并核查住院记录。退休去外地的人员则通过家属或厂劳资部门掌握的材料确

定其发病和死亡状况。凡死于其他医院的患者先通过基层医疗点及医学统计室查

明后，专业人员再进行家访核实。本研究设立专门的终点判断委员会，所有终点

判断委员会成员均不知晓研究对象基线危险因素信息。所有死亡病例都具备死亡

证明书，明确死因，阜外心血管病医院专科医生对每一个死亡病例的死因进行确

证核实，并最终做出终点事件的判断。
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2．4统计分析方法

在本研究中，由于随访对象进入队列的起始和终止时间不同，因此应用观察

人年计算发病率。观察对象随访人年数的计算方法为从基线检查开始到终点事件

发生为止，分析时剔除了缺失血清TC检测数据者465例，实际4521人进入本

次分析。

研究对象基线特征按照血清TC水平不同分为3组[12】：合适范围组

(<200mg／d1)，边缘升高组(200—239mg／d1)，高胆固醇血症组(>一240mg／d1)，

采用卡方检验及ANOVA方差分析对分类变量及连续变量进行进行组间差异的

分析检验。采用Cox比例风险模型调整基线变量后估计TC水平升高、高血压对

发生致死性CVD的风险比(hazards ratio，腿)，利用调整后HR计算归因危险

度百分比(population attributable risk percentage，PAR％)，计算公式为

PAR％=f(HR-1)／[f(HR-I)+l】。

本研究采用Rothman和Greenland[16]提出的加性交互作用模型来分析评价

高血压联合高胆固醇血症致CVD死亡的生物学交互作用。该模型针对Cox回归

的相乘模型构建了交互作用超额相对危险度(relative excess risk due to

interaction，RERI)、归因百分比(attributable proportion，AP)和协同指数(synergy

index，SI)3个指标。计算公式：RERI=ⅪhB．RRA．RRB+1，AP=RERI／RRAB，

S[=[RRAB-1]／[(RRA·1)+(RR&1)】。其中I汛AB为同时暴露于A因素和B因素的相

对危险度(多因素调整后)，RRA是仅暴露于A因素的相对危险度，RRB是仅暴

露于B因素的相对危险度，共同的参照组为既不暴露于A因素也不暴露于B因

素组。无加性交互作用的判断依据为RERI和AP的可信区间包含0，SI的可信

区间包含1，根据该3个指标的95％可信区间(confidence interval，CI)估计值

来判断其是否具有统计学意义(P<0．05)【1 7】。

本研究对基线资料和随访调查结果数据进行二次录入，对比纠错，使用

SAS9．0(SAS institute)和SPSSl3．0(SPSS Inc．)软件进行统计分析，作图使用

Excel软件。

三、 研究结果

3．1研究对象基线特征

按照基线血清TC水平分层后，研究人群基线特征如表2．1所示。随着人群

血清TC水平的升高，平均年龄、BMI、血压水平、高血压患病率以及饮酒率都
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呈升高趋势。

3．2随访基本情况

本次前瞻性研究的随访调查于2001年完成，共随访到4986人，失访106人，

随访率为97．9％。本研究以CVD死亡为终点事件的总随访人年为103，927人年，

平均随访20．84年。随访期间该队列人群共发生302例致死性CVD，CVD死亡

率为290．59／10万人年。致死性CVD的发生年龄最小为25岁，最大为85岁。

其中死于冠心病的研究对象94例，冠心病死亡率为90．45／10万人年；死于中风

的研究对象169例，中风死亡率为162．61／10万人年；死于其它心血管病的研究

对象39例。CVD死亡分类详见图2．1。

表2．1研究对象基线特征变量—<200 2—00～240 9240 尸值

3人数,032(67．1％) 1,089(24．1％)400(8·8％) ～

年龄(岁)44．4钍8．14 46．ol士7．06 46．72士6．81 <0．001

吸烟率(％) 73．3 72．2 69．5 0．05

饮酒率(％)45．2 50．5 52．8 0．001

BMI(k咖2) 22．9l士2．65 23．52--}：2．73 24．13士2．86 <0，001

SBPfmmHg) 121．85士18．28 125．53士19．26 127．61士20．84 <0．001

DBP(mmHg)80．20-士1 1．54 82．41士12．43 83．46士12．69 <O．001

高血压患病人数877(28．9％)429(39．4％) 163(40．5％) <0．001

TC(m∥d1) 165．42士23．14 215．17士1 1．23 265．44士25．40 <0．001

注：使用均数士标准差和百分率表示。

BMI，体重指数。SBP，收缩压。DBP，舒张压。TC，总胆固醇。
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图2-1首钢男性钢铁工人主要CVD死亡分类(n；％)

3．3危险因素的多因素分析

3．3．1不同血清TC水平和高血压与致死性CVD的关系

不同血清TC水平人群CVD死亡率和风险比如表2-2所示。随着血清TC水

平的升高，CVD死亡率也随之升高。按照TC水平分层并进行多因素校正后，

结果显示：与血清TC水平在合适范围内的人群相比，高胆周醇血症对致死性

CVD的HR为1．67(95％Cl 1．18-2．38)，结果具有统计学意义(户卸．004)；而TC

水平边缘升高对致死性CVD的HR值未达到统计学显著性(P--0．619)。

高血压是致死性CVD的独立危险因素。与正常血压人群相比，高血压人群

发生致死性CVD的发病风险相对较高，其CVD死亡率明显增加，相应的风险

比为2．91(95％CI 2．23．3．80，P<0．001)，如表2．2所示。高胆固醇血症和高血压

对CVD死亡的人群归因危险度百分比(PAl之％)分别为5．30哆矗和38．91％。
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表2．2不同TC和血压水平人群CVD死亡率和风险比

8：多因素Cox模型校正基线年龄，吸烟、饮酒情况，体重指数和高血压。

6：多因素Cox模型校正基线年龄，吸烟、饮酒情况，体重指数和血清TC水平。

缩写：HR，风险比；CVD，心血管疾病；TC，总胆固醇；Cl，可信区间。

3．3．2 TC水平升高与高血压的交互作用对致死性CVD的影响

首先，将研究对象分为TC<240mg／dl和TCl>240 mg／dl两组，调整了基线年

龄、吸烟、饮酒情况以及体重指数后，分析结果显示两组人群中高血压与致死性

CVD发病风险的增加均呈现显著关联，相应的风险比为2．62(95％Cl 1．96．3．49，

P<0．001)和6．08(95％CI 2．84．1 2．99，P<0．001)。然后，根据研究对象高胆固醇

血症和高血压的患病情况，采用分层分析的方法将研究对象分为四组，如表2．3

所示。与正常血压且TC<240mg／d1人群相比，正常血压且TC>／240 mg／dl组人群

以及患高血压且TC<240mg／dl组人群发生致死性CVD的风险比分别为1．1l

(95％C1 0．56．2．21，P=0．767)和2．74(5％Cl 2．07．3．64，P<0．001)，而同时患有

两种疾病的人群其相应风险比为5．51(95％CI 3．58．8．46，P<0．001)。结果表明高

血压和高胆固醇血症并发的人群CVD死亡率明显高于患上述任意一种疾病的人

群，且共同暴露组人群其发生致死性CVD的风险比也明显高于单一暴露组人群，

提示高胆固醇血症与高血压可能对增加致死性CVD的风险存在协同作用。

本研究应用加性模型评价TC水平升高与高血压对致死性CVD发病风险的

生物学交互作用，调整基线年龄、BMI、吸烟和饮酒状况后，结果显示，高胆固

醇血症联合高血压对于增加致死性CVD发病风险存在显著的协同作用。以

240mg／dl为切点，交互作用超额相对危险度、交互归因百分比和协同指数分别为

2．65(95％Cl 0．45．4．85)，48．2％(95％Cl 23．7％．72．7％)和2．43(95％C¨．25．4．71)。

这表明归因于高胆固醇血症和高血压两者交互作用所致的CVD死亡是其他因子
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的2．65倍，共同暴露组人群发生致死性CVD的相对危险有48．2％1日因于两者的

交互作用，并且此交互作用对致死性CVD发病风险的综合作用是单一危险因素

作用总和的2．43倍。(图2-2，表24)

表2-3不同暴露水平人群发生致死性CVD的风险比

日圆 HRt 95％cl cvD死亡∽∞死亡，P值
(／i00000人年)

正常组。(n一-2812) 1．00 一 97 162．84 一

高胆固酵血症组b(n皇237) 1．1 1 0．56-2．21 9 178．29 0,767

高血压组。仉。1306) 2．74 2．07-3．64 145 545．配<O．00l

共同暴露组d沁162) 5．51 3．58-8．46 33 l,042．98<0．001

。：正常血压且'rc<'z40mg／,u。

。：正常血压且TCE_240 mg／d1．

。：高血压且'rc<240mg／dl。

d：高血压且TCE_240 mg／dl。

’：多因素Cox模型校正基线年龄，吸烟、饮滔，和体重指数。

缩写：FIR，风险比；CVD，心血管疾病；Cl，可信区间。

暴露情况

图2-2高胆固醇血症与高血压交互作用对致死性CVD的影响
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表2—4 TC水平升高与高血压对致死性CVD发病风险的交互作用

注：调整基线年龄，体重指数，吸烟和饮酒情况。

缩写：RERI，交互作用超额相对危险度；AP，交互归因百分比；Sl，协同指数；

Cl，可信区间。

为进一步深入探讨不同TC水平与高血压对致死性CVD发病风险的交互作

用强度，本研究随后将220mg／dl和200mg／dl作为TC水平的切点。分析结果如

表2．4所示，当TC水平切点为220mg／dl时，TC／>220 mg／dl与高血压之间存在

协同作用且具有统计学显著性。交互作用超额相对危险度、交互归因百分比和协

同指数分别为1．86(95％C1 0．46．3．26)，42．6％(95％CI 20．1％．65．2％)和2．24(95％CI

1．21-4．13)。但当切点降至200mg／dl时，未发现TC>；，200 mg／dl与高血压对致死

性CVD发病风险存在交互作用。敏感性分析，当剔除第1年发生CVD死亡的

研究对象后，高胆固醇血症与高血压对致死性CVD发病风险仍存在显著的加性

交互作用。
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四、 讨论

首钢男工队列研究是截至目前国内随访时间最长的心血管病前瞻性队列研

究，研究的病例诊断均采用WHO统一诊断标准，并且与首钢心血管病研究所的

MONICA登记资料进行核对。本研究通过对首钢男工队列人群的随访观察研究，

对中国男性人群TC水平升高和高血压对致死性CVD的风险比进行评估。不仅

发现CVD死亡率随TC水平和血压水平的升高而升高，而且分析结果还显示TC

水平升高和高血压对致死性CVD的发病风险存在加性交互作用，TC水平越高，

归因于交互作用的致死性CVD发病风险越高。

既往西方发达国家和亚洲人群的研究结果显示，高胆固醇血症和高血压是致

死性和非致死性心血管疾病重要的常见可控性危险因素【18-201，本研究结果也显

示高胆固醇血症和高血压都是致死性CVD的独立危险因素，与既往研究结论一

致【8，13，14]。

基于大规模人群的研究数据表明，高胆固醇血症在高血压病人中很常见，二

者并发会增加心血管死亡的风险[10，1l】，这可能是由于高血压和高胆固醇血症在

病理生理机制方面存在着相互作用，而这种作用是由于高TC水平对人体外周血

管张力的影响造成的【21】。截至目前为止，心血管疾病发病风险的多因素分析大

多是围绕血脂与吸烟的联合作用对CVD风险的影响进行探讨。美国人群的一些

研究发现血浆胆固醇与血压水平对心血管死亡率也存在加性效应[22-24]。近年来

中国人群中也已开展了探讨血压和吸烟的联合作用对心血管疾病的影响以及不

同TC水平人群吸烟对冠心病死亡影响的相关研究[25，261，但血清TC水平升高

和高血压的联合作用对CVD死亡的影响尚不明确，因此，我们有必要在中国人

群中进一步深入探究TC水平升高与高血压的联合作用对致死性CVD风险的影

响。

既往评估疾病负担的传统方法严重低估了血清总胆固醇对CVD发病和死亡

风险的影响。尽管本研究结果显示血清TC水平导致致死性CVD事件的PAR％

仅为5．3％，明显低于高血压，但不应该因此而低估它对CVD死亡的影响。高胆

固醇血症与高血压的综合作用对致死性CVD发病风险的影响大大超过了单一危

险因素，本研究发现在中国男性人群中TC水平升高与高血压对致死性CVD发

病风险的加性交互作用存在统计学显著性，即两种危险因素之间存在协同作用。

此外，当将TC水平的切点由240mg／dl降至220mg／dl时，相应的交互作用超额

相对危险度从2．65下降至2．3l，交互归因百分比从48．1％下降至42．6％，协同指

数从2．43下降至2．24，但当切点降至200mg／dl时则未发现TC水平与高血压之

间存在显著的交互作用，由此可见交互作用超额相对危险度、交互归因百分比和
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协同指数的水平都随着TC水平的降低而呈下降趋势，TC水平的升高可能直接

或间接在血压升高的病理生理过程中发挥重要作用。本研究的发现将给中国人群

CVD死亡的预防以重要启示：尽管高胆固醇血症的PAR％很低，但由于高血压

和血清TC水平之间存在交互作用，因此高血压人群的调脂策略对于有效降低

CVD死亡风险所发挥的作用要远高于我们的预期效果。与此同时，高血压与TC

水平升高间交互作用的发现对临床治疗也具有重要的指导意义，在医疗诊治中同

时进行降压、调脂治疗，特别是对高血压人群的调脂治疗，能获得更好的预防

CVD死亡的效果，具有更高收益。

本研究队列人群样本量比较大，随访时间平均长达20余年，随访率高，统

计学把握度高，但也存在一些不足之处。第一，未收集研究对象在基线和随访阶

段是否服用降压或降脂药物的相关信息，因而无法检验服用此类药物对致死性

CVD事件风险的影响，并且可能低估服用降压或调脂药物人群的血压、血脂水

平，对高血压、高胆固醇血症的判断会造成一定影响，但由于我国20世纪70年

代人群总体的高血压、高胆固醇血症的治疗率和控制率普遍较低，因此不会造成

显著影响[1 2，27．29]；第二，基线血压为一次偶测血压，可能造成对个体血压水

平的过高估计；第三，基线时条件所限，未测定研究对象的血糖值，且本队列中

明确诊断为糖尿病的病人很少，在多因素分析无法在模型中调整血糖水平，所以

无法评估糖尿病对致死性CVD发病风险的影响；第四，本研究队列人群属于职

业人群而并非一般人群，尽管该队列人群的传统危险因素水平与我国其它一般人

群的研究结果相似，但无法完全代表中国人群。

五、 小结

本随访研究证实，TC水平升高和高血压都是致死性CVD的独立危险因素；

血清TC水平与高血压对增加CVD死亡风险存在协同作用。这种协同作用提示

在高血压人群中采取调脂治疗策略能获得更好的CVD防治效果，对于此两种危

险因素的有效预防与治疗会更好地降低致死性CVD的发病风险，从而降低人群

CVD死亡率。

49



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

【l】

【2】

【3】

【4】

【5】

【6】

【7】

【8】

【9】

【lO]

参考文献

Murray CJ，Lopcz AD．Mortality by cause for eight regions of the world：

Global Burden ofDisease Study【J】．Lancet 1997；349(9061)：1269·1276．

Mathers CD，Loncar D．Projections of global mortality and burden of disease

from 2002 to 2030【J】．PLoS Med 2006；3(1 1)：e442．

He J，Gu D，Wu X，Reynolds K，Duan X，Yao C，Wang J，Chen CS，Chen J，

Wildman RP et a1．Major causes ofdeath among men and women in China【J】．

N Engl J Med 2005；353(1 1)：1 124-l 134．

Greenland B Knoll MD，Stamler J，Neaton JD，Dyer AR，Garside DB，Wilson

PW．Major risk factors as antecedents of fatal and nonfatal coronary heart

disease events【J】．JAMA 2003；290(7)：891—897．

Khot UN，Khot MB，Bajzer CT，Sapp SK，Ohman EM，Brener SJ，Ellis SG,

Lincoff AM．Topoi EJ．Prevalence ofconventional risk factors in patients with

coronary heart disease【J】．JAMA 2003；290(7)：898-904．

Chobanian AV,Bakris GL，Black H心Cushman WC，Green LA，Izzo JL，Jr．，

Jones DW,Materson BJ，Oparil S，Wright JT，Jr．et a1．The Seventh Report of

the Joint National Committee on Prevention，Detection，Evaluation，and

Treatment of High Blood Pressure：the JNC 7 report【J】．JAMA 2003；

289(1 9)：2560-2572．

Whelton PK，He J．Blood pressure reduction．In：Buring JE，Manson JE，

Ridker PM，eds．Clinical trials in cardiovascular disease【M】．2nd ed．

Philadelphia：W．B．Saundem；2004：282-296．

Woodward M，Martiniuk A，Lee CM，Lam TH，Vanderhoorn S，Ueshima H，

Fang X，Kim HC，Rodgers A，Patel A et a1．Elevated total cholesterol：its

prevalence and population attributable fraction for mortality from coronary

heart disease and ischaemic stroke in the Asia-Pacific region【J】．Eur J

Cardiovasc Prev Rehabil 2008；1 5(4)：397—401．

Goode GK，Miller JP,Heagerty AM．Hyperlipidaemia，hypertension，and

coronary heart disease【J】．Lancet 1 995；345(8946)：362·364．

Laurenzi M，Mancini M，Menotti A，Stamler J，Stamler R，Trevisan M，

Zancheai A．Multiple risk factors in hypertension：results from the Gubbio



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

【1 1】

【12]

【13】

【14】

【15】

【16】

【1 7】

【18】

【19】

【20]

【21]

【22】

study【J】．J Hypertens Suppl 1990；8(1)：S7-12．

Kannel WB．Risk stratification in hypertension：new insights from the

Framingham Study【J】．Am J Hypertens 2000；1 3(1 Pt 2)：3S-1 0S．

He J，Gu D，Reynolds K，Wu X，Muntner只Zhao J，Chen J，Liu D，Mo J，

Whelton PK．Serum total and lipoprotein cholesterol levels and awareness，

treatment,and control of hypercholesterolemia in China【J】．Circulation 2004；

1 10(4)：405·41 1．

Gu D，Kelly TN，Wu X，Chen J，Duan X，Huang JF,Chen JC，Whelton PK，He

J．Blood pressure and risk of cardiovascular disease in Chinese men and

women【J】．Am J Hypertens 2008；2 1(3)：265—272．

Chen J，Gu D，Whelton SP,Wu X，Chen CS，Duan X，Huang J，Kelly TN，

Hamm LL，He J．Blood pressure and mortality among Chinese patients with

cardiovascular disease【J】．J Hypertens 2008；26(5)：859-865．

Li JX，Cao J，Lu XF，Chen SF,Yu DH，Duan XF，Wu XG Gu DE The effect of

total cholesterol on myocardial infarction in Chinese male hypertension

population【J】．Biomed Environ Sci 2010；23(1)：37-41．

Rothman KJ，Greenland S．Modem epidemiology．2nd ed【M】．Philadelphia：

Lippincott-Raven；1998：255—259．

Andersson L Alfredsson L，Kailberg H，Zdravkovic S，Ahlbom A．Calculating

measures ofbiological interaction【J】．Eur J Epidemiol 2005；20(7)：575—579．

Stamler J，Daviglus ML，Garside DB，Dyer AR，Greenland只Neaton JD．

Relationship of baseline serum cholesterol levels in 3 large cohorts ofyounger

men to long-term coronary,cardiovascular,and all-cause mortality and to

longevity[J】．JAMA 2000；284(3)：3 1 1—3 1 8．

Chen Z，Peto R，Collins R，MacMahon S，Lu J，Li W．Serum cholesterol

concentration and coronary heart disease in population with low cholesterol

concentrations【J】．BMJ 1 991；303(6797)：276—282．

Eastern Stroke and Coronary Heart Disease Collaborative Research Group．

Blood pressure，cholesterol，and stroke in eastern Asia【J】．Lancet 1 998；

352(9143)：1801一l 807．

Borghi C．Interactions between hypercholesterolemia and hypertension：

implications for therapy【J】．Curr Opin Nephrol Hypertens 2002；

1 1(5)：489-496．

Stamler J，Wentworth D，Neaton JD．Prevalence and prognostic significance of

5l



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

【23】

[24】

【25】

【26】

【27】

【28】

【29】

hypercholesterolemia in men with hypertension．Prospective data on the

primary screenees ofthe Multiple Risk Factor Intervention Trial【J】．Am J Med

l 986；80(2A)：33—39．

Neaton JD，Wentworth D．Serum cholesterol，blood pressure，cigarette

smoking，and death from coronary heart disease．Overall findings and

differences by age for 3 1 6，099 white men．Multiple Risk Factor Intervention

Trial Research Group[J】．Arch Intern Med 1 992；1 52(1)：56—64．

Lowe LP,Greenland E Ruth KJ，Dyer AR，Stamler R，Stamler J．Impact of

major cardiovascular disease risk factors，particularly in combination，OB

22一year mortality in women and men【J】．Arch Intern Med 1 998；

1 58(1 8)：2007-2014．

Sun D，Cao J，Liu X，Yu L，Yao C，Li J，Yu D，Chen J，Wu X，Huang J et a1．

Combined effects of smoking and systolic blood pressure on risk of coronary

heart disease：a cohort study in Chinese women【J】．J Womens Health

(Larchmt)201 0：l 9(4)：7 1 3—7 1 8．

姜斌，何耀，封康，朱善香，李良寿，李兰荪．不同胆固醇水平人群吸烟与

冠心病死亡的关系【J】．中国慢性病预防与控制2006；14(6)：389．331．
Gu D，Reynolds K，Wu X，Chen J，Duan X，Muntner只Huang G Reynolds RF,

Su S，Whelton PK et a1．Prevalence，awareness，treatment,and control of

hypertension in china【J】．Hypertension 2002；40(6)：920-927．

李立明，饶克勤，孑L灵芝，姚崇华，向红丁，翟风英，马冠生，杨晓光．中

国居民2002年营养与健康状况调查【J】．中华流行病学杂志2005；

26(7)：478-484．

Wang Z，Wu Y Zhao L，Li Y Yang J，Zhou B．Trends in prevalence，awareness，

treatment and control of hypertension in the middle—aged population of China，

1 992-1 998【J】．Hypertens Res 2004；27(1 0)：703—709．

52



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

第三部分PPARGCIA基因多态性与2型

糖尿病关联研究的meta分析

一、 研究背景与目的

2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus，T2DM)是心血管疾病的主要危险因

素之一，目前世界范围内的糖尿病患病人数已接近3亿，并呈逐年上升趋势【1】。

全球糖尿病患病情况统计数据显示，2010年全球20．79岁的成年人中有2．85亿

患有糖尿病，患病率为6．4％。预计到2030年，糖尿病患病率将增加至7．7％(4．39

亿患者)【2】。T2DM是一种由环境因素与遗传因素共同作用导致的多基因复杂

疾病【3】。尽管近年来T2DM的发病机制研究取得了一些进展，然而其确切的遗

传分子机制仍有待于进一步探究。

过氧化物酶体增殖活化受体1，协同激活因子(peroxisome proliferators

activated receptor gamma coatcivator-I，PPARGClA)是近年发现的一种转录协同

因子，在人的肝脏、心脏、肾脏以及骨骼肌中都呈高水平表达。作为一种重要的

多功能转录因子蛋白，PPARGClA在人体内葡萄糖自稳态平衡通路中充当“分

子开关”的角色。它通过控制糖异生过程来调节肝脏葡萄糖的合成【4，5】，并且

通过肌肉增强因子2C(muscle enhance factor 2C，MEF2C)来诱导骨骼肌葡萄糖

转运子4(glucose transporter4，GLU4)的基因表达从而激活和促进骨骼肌对葡

萄糖的摄取【6】。鉴于PPARGClA广泛参与机体代谢的过程并发挥着重要作用，

PPARGClA基因己成为目前糖尿病遗传分子机制研究领域的重要候选基因。

PPARGClA基因位于4号染色体的p15．1，全长67kb，含有13个外显子。在高

加索人群与亚洲人群中，有研究发现位于PPARGClA基因外显子8上的

Gly482Ser和Thr394Th“AcG—ACA)以及外显子9上的Thr61 2Met变异与T2DM

的发病风险相关联，但其关联结果在重复验证研究中并未得到一致性结论。在高

加索人群和东亚人群中，上述3个SNPs位点彼此处于较弱的连锁不平衡状态。

己发表的一篇meta分析报道了高加索人群中Gly482Ser与T2DM的发病风险相

关联，但仍需要大样本的重复验证研究来证实【7】。本研究采用meta分析的方法，

在不同种族人群中，，综合评价PPARGClA基因的3个遗传多态位点Gly482Ser、

Thr394Thr和Thr612Met变异与T2DM的关联关系。
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二、 研究对象和方法

2．1文献检索

为准确纳入相关的研究文献，本研究首先入选了已发表的“PPARGClA基因

多态性与T2DM关联研究的meta分析”文章中所有相关的病例对照研究【7】。然

后，分别以“PPARGClA”9“PGCl”9“PGC-J『”9“PGClalpha"或“PGC-lalpha”

与“t)，pe 2 diabetes”，“type two diabetes”，“T2DM”或“diabetes”的不同组合作

为检索词，在电子数据库PubMed上检索所有PPARGClA基因与T2DM关联的

英文文献；再分别以“PPARGCIA”，“PGCl”，“PGC-J”，“PGClalpha”或

“PGC-lalpha”与“2型糖尿病”，“ll型糖尿病"，或“糖尿病”的不同组合作

为检索词，联合检索中国生物医学数据库(CBM)和维普医药信息资源系统数据库

(Cqvip)收录的所有相关中文文献，并辅以文献追溯方法收集相关中英文文献。末

次检索日期为2010年4月。本研究的文献纳入标准如下：(1)无关人群样本的病

例对照研究，(2)提供完整的基因型以及等位基因频率的数据信息，(3)对照组的

基因型分布符合Hardy．Weinberg平衡(HWE)。检索到的文献若仅以摘要形式发

表，通过与通讯作者联系的方式索取详细基因分型数据，若作者无法提供数据该

文章予以剔除。本研究所有文献检索工作由两位研究人员独立完成，再进行比较

整合。

2．2统计分析

仔细阅读文献，按meta分析的数据要求进行数据整理。采用卡方检验的方

法对各相关研究的基因型分布进行HWE检验，采用SPSS软件(Version 13．0：

SPSS Inc，USA)分析检验各研究的对照组人群基因型分布是否符合HWE，若

不满足则剔除该文献。采用STATA软件(Version 10．0；Stata Corporation，College

Station，TX)的“metan”程序模块计算各研究等位基因的OR值，在“metabias”

程序模块中的Egger线性回归模型以及漏斗图对各研究进行发表偏倚的评估【8】。

采用标准的Coehran’S检验对各研究间的异质性进行统计学检验，统计量fl>50％

被认为研究间具有显著的异质性【9】。若无显著异质性，则采用固定效应模型

(Mantel-Haenszel)进行数据合并；若存在显著异质性，需要对异质性原因进行

分析，采用校正后的随机效应模型(DerSiomonian．Laird)进行数据合并。计算

合并OR值以及95％可信区间(Confidence interval，CI)，双侧检验尸值<0．05

被认为具有统计学显著性。
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三、 研究结果

3．1文献筛选结果

经过初步检索筛选，获得33篇符合纳入标准的相关研究，剔除重复报告以

及研究对象为家系样本的文献6篇[10．17】，未提供相关基因型数据的文献1篇

【18】，研究样本对照组人群基因型分布不符合HWE的文献3篇[19．31]，数据质

量差且存在基因分型错误的文献3篇【22．24】(图3．1)，最后来自20篇文献的23

个研究被纳入meta分析，具体研究信息详见表3．1。

根据题目、关键词和摘要筛选得至1J351篇文献

排除非原始论著文献62篇

得到研究内容相关的文献289篇

排除功能研究以及其他非关联研究的文献256篇

排除家系研究设计的文献4篇

排除未提供具体数据信息的文献1篇

排除不符合H-W平衡的文献3篇

排除重复报告的文献2篇

排除数据质量差的文献2篇

20篇文献被纳入meta分析

图3．1 符合条件研究的筛选过程
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表3—1纳入研究的文献基本特征

研究对象样本量 少见等位基因频率(％)

研究作者 种族 病俪蕴—■葡赢百一—丽历唾f_———对丽甄一
G1y482Ser

J．Ek et a1．[25]

J．Ek et a1．[25]

Lacquenmant et a1．[26]

Barraso et a1．[27]

Oberkofler et a1．[28]

T．Kunej et a1．[29]

Barraso et a1．[7]

Hara et a1．[30]

Chen et a1．[31]

Wang X et a1．[32]

Wang X et a1．[32]

Kim et a1．[33]

Sun et a1．[34]

Zhang S et a1．[16]

Zhu et a1．[35]

Hui et a1．[36]

Weng et a1．[37]

Vimaleswaran et a1．[38]

Bhat et a1．[39]

Bhat et a1．[39]

Rai E et a1．[40]

Thr394Thr

Chen et a1．[31]

Zhang S et a1．[16]

Zhang Z et a1．[15]

Zhang Z et a1．[15]

Vimaleswaran et a1．[38]

Vimaleswaran et a1．[4H

Bhat et a1．[39]

Bhat et a1．[39]

胁r61俎et

J．Ek et a1．[25]

J．EK et a1．[25]

Kim et a1．[33]

高加索人

高加索人

高加索人

高加索人

高加索人

高加索人

高加索人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

印度人

印度人

印度人

印度人

东亚人

东亚人

东亚人

东亚人

印度人

印度人

印度人

印度人

高加索人

高加索人

东亚人

454

201

659

514

494

305

337

417

494

20

27

758

390

263

595

140

276

82

199

152

762

494

263

65

48

82

515

199

152

475

220

752

198

293

748

507

1478

240

713

537

555

39

36

302

525

282

495

88

1049

82

213

258

924

555

282

58

46

82

882

213

258

203

291

300

37．O

38．1

36．0

33．3

36．4

32．6

35．5

46．6

42．8

47．5

40．7

43．5

44．4

40．1

44．1

54．7

43．7

28．0

39．9

31．6

52．0

‘

21．7

22．2

20．8

24．O

29．9

11．0

27．9

26．6

3．5

2．0

20．5

30．8

30．4

35．O

37．2

34．8

29．4

33．9

43．7

42．9

48．7

43．1

43．9

41．1

29．3

46．9

39．2

43．7

22．O

28．6

26．O

33．8

22．0

24．1

23．3

20．7

17．1

7．5

16．7

17．4

4．9

5．3

18．5

Zhu et a1．[35] 东亚人 595 495 17．6 18．3

56
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3．2PPARGCIA Gly482Ser多态性与T2DM关联的meta分析结果

在PPARGCIA基因Gly482Ser多态性与T2DM关联性的meta分析中，共纳

入21个研究，均为病例对照研究，累计T2DM病例7539例，累计对照者9562

例。其中7个研究来自高加索人群，lO个研究来自东亚人群，另外4个研究来

自印度人群。

首先，采用随机效应模型对来自不同种族人群的所有研究进行meta分析。

结果显示在加性遗传模型下，以482Gly等位基因为对照，携带482Ser等位基因

人群发生12DM的合并OR值为1．19(95％Cl 1．05．1．34，P=0．006)(图3-2)。

以仅=0．05为检验水准，Egger线性回归检验定量评估meta分析漏斗图对称性的

结果显示所有纳入研究无发表偏倚(P--O．393)(图3．3)。但异质性检验发现各研

究问的异质性达到统计学显著性，庠83．8％，P<0．001。
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雹

Begg’s funnel plot with pseudo 95％confidence limits

0 ．2 ．4

s．e．of．Iogor

图3·3 PPARGCIA基因Gly482Ser多态性与T2DM关联的meta分析漏斗图

考虑到种族差异很可能是研究问存在显著异质性的原因，本研究随后将纳入

的21个研究根据研究样本人群不同的种族属性分为高加索人群、东亚人群和印

度人群3个亚组并分别进行meta分析。

高加索人群亚组共纳入7个研究，累计T2DM病例2964例，累计对照4177

例。亚组meta分析结果显示，PPARGClA基因Gly482Scr多态位点与T2DM的

关联未达到统计学显著性，合并OR值为1．09(95％Cl 0．98-1．23，P=0．126)(图

2)。异质性检验结果显示，上述7个研究间只有轻度的异质性(P=56．7％，

P--0．031)。漏斗图对称性检验结果显示该7个研究不存在发表偏倚(户=O．361)(图

3-4)。

东亚人群皿组共纳入10个研究，累计T2DM病例3380例，累计对照3908

例。其中有8个研究来自中国人群，另外2个研究分别来自日本和韩国。亚组

meta分析结果显示，在加性遗传模型下，482Ser等位基因对T2DM发病风险的

作用未达到统计学显著性，合并OR值为1．08(95％C1 0．97．1．21，P=0．148)(图

3．2)。异质性研究结果显示，上述10个研究间存在轻度异质性(／2=52．6％，

P--0．025)。漏斗图对称性检验结果显示该10个研究不存在发表偏倚(P=-0．066)

(图3．5)。

印度人群亚组共纳入4个研究，累计T2DM病例l195例，累计对照1477

例。与高加索人群和东亚人群亚组meta分析的结果不同，在印度人群亚组mcta
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分析中，发现了PPARGCIA基因Gly482Ser多态与T2DM发病风险的关联关系

达到统计学显著性，其合并OR值为1．66(95％CI 1．28-2．15，P<0．001)(图3-2)。

异质性检验结果显示上述4个研究间存在异质性(户_70．3％，P---0．018)。漏斗图

对称性检验结果显示该4个研究不存在发表偏倚(P--0．058)(图3-6)。

o
o’
O

0

Begg。s funnel plot with pseudo 95％confidence limits

s．e．of．Iogor

图3．4高加索人群PPARGCIA基因Gly482Ser多态性与T2DM关联的meta分析漏斗图

Begg's funnel plot with pseudo 95％confidence limits

s．e．of．Iogor

图3-5东亚人群PPARGC／,4基因Gly482Ser多态性与T2DM关联的meta分析漏斗图
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图3-6印度人群尸以俄弼弘基因Gly4S2Ser多态性与T2DM关联的meta分析漏斗图
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3．3 PPARGCIA Thr394Thr多态性与T2DM的meta分析结果

在PPARGCIA基因nr39411lr多态性与T2DM关联关系的meta分析中，共

纳入8个研究，累计T2DM病例1818例，累计对照2376例。其中4个研究来

中国人群，另外4个研究来自印度人群。先采用随机效应模型对所有纳入的研究

进行meta分析，以394Thr(ACG)等位基因为对照，携带39411lr(ACA)等位

基因的人群发生T2DM的合并OR值为1．33(95％Cl 1．04．1．70，P=0．024)(图

3．7)。以Q=o．05为检验水准，Egger线性回归检验定量评估meta分析漏斗图对称

性的结果显示所有纳入研究无发表偏倚(p=0．166)(图3．8)。但异质性检验发现

各研究间的异质性达到统计学显著水平，／2=74．4％，P<0．001。

0

Begg’S funnel plot with pseudo 95％confidence limits

s．e．of．Iogor

图3．8 PPARGCL4基因Thr394Thr多态性与T2DM关联的meta分析漏斗图

由于考虑到种族差异很可能是研究间存在异质性的原因，随后将纳入的8个

研究分为中国人群和印度人群2个亚组，并分别对亚组人群进行meta分析。结

果显示分组后亚组内的各研究间均不存在异质性(J『2=0)。中国人群亚组共纳入4

个研究，累计T2DM病例870例，累计对照941例。亚组meta分析结果显示，

在加性遗传模型下，394Thr(ACA)等位基因对T2DM发病风险的作用未达到

统计学显著性，合并OR值为0．96(95％Cl 0．82．1．12，P=O．587)(图3．7)。印度

人群亚组共纳入4个研究，累计T2DM病例948例，累计对照1435例。而与中

国人群不同，在印度人群亚组meta分析中发现PPARGCIA基因Thr394nr(ACG

6l
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一ACA)多态位点与T2DM发病风险关联达到统计学显著性，其合并OR值为

1．72(95V把I 1．45-2．03，P<0．001)(图3．7)。漏斗图对称性检验结果显示，两个

亚组的研究均不存在发表偏倚(图3-9，图3．10)。

5

Begg‘s funnel plot with pseudo 95％confidence limits

0 ．2．‘
s．e．0t 1090r

4

图3-9东亚人群PPARGCIA基因11Ir39411lr多态性与砣DM关联的meta分析漏斗图

0

BeggIs funnel plot with pseudo 95％confidence limits

雹 2 3

图3．10印度人群PPARGC朋基因Tlv394Thr多态性与1r2DM关联的meta分析漏斗图
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3．4 PPARGCIA Thr612Met多态性与T2DM的meta分析结果

在PPARGCIA基因Thr612Met多态性与T2DM关联关系的meta分析中，

共纳入4个研究，累计T2DM病例2042例，累计对照1289例。采用随机效应

模型对所有纳入的研究进行meta分析，以612Thr等位基因为对照，携带612Met

等位基因的人群发生T2DM风险的合并OR值为1．18(95％C1 0．86-1．63，

P=O．308)，未达到统计学显著性(图3．11)。漏斗图对称性检验结果显示上述研

究均不存在发表偏倚(图3．12)。
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0

一．5

．1

Begg’s funnel plot with pseudo 95％confidence limits

0

s．e．of．Iogor

图3．12 PPARGCIA基因Thr612Met多态性与T2DM关联的mcta分析漏斗图
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四、 讨论

PPARGClA广泛参与能量代谢的过程，在糖异生过程中的作用尤为重要，

可在转录水平上激活糖异生的关键酶，从而影响血糖代谢[42】。已有研究发现

T2DM患者及其一级亲属的PPARGClA水平低于对照人群，这提示PPARGClA

很可能与T2DM的发病风险存在紧密联系【43，44]。由于PPARGCIA基因

Gly482Ser、Thr394Thr(ACG--'-ACA)或Thr612Met多态位点的变异可能导致

PPARGClA的活性或表达量的改变，从而直接或间接地影响T2DM相关代谢通

路的作用进而引发疾病。

已发表的关于PPARGClA基因Gly482Ser、Thr394Thr和Thr612Met遗传多

态性与T2DM之间关联的研究结果不尽一致。对于复杂性疾病的研究，原始发

表文献的结果与重复验证研究的结果相左的现象是很常见的【45】。这些研究结果

缺乏一致性的原因主要源于研究本身的一些局限性，比如样本量偏小，种族差异

以及研究设计差异等[45】。近年来，meta分析是一种被公认的用于整合分析不同

研究数据结果的强大方法和工具，它通过合并来自不同研究数据信息的途径来增

加研究的样本量，从而克服单一研究样本量小以及复杂性状遗传关联研究把握度

水平过低的缺点。因此，本研究采用meta分析的方法对所有已发表的PPARGClA

基因Gly482Ser、Thr394Thr和Thr612Met位点变异与T2DM易感性的关联研究

结果进行合并分析。结果表明，Gly482Ser和Thr394Thr的多态位点变异与T2DM

易感性相关联，这种关联关系在印度人群中尤为明显；但Thr612Met位点变异与

T2DM的关联性无统计学意义。

2006年Barroso[7]发表的关于PPARGClA基因与T2DM关系的meta分析文

章其结果显示，Gly482Ser位点变异对T2DM风险的合并OR值为1．07(P=-0．044)。

本研究结论与该研究结果一致。此外，考虑到此位点阳性和阴性报告结果的多重

性以及种族差异，本研究在高加索人群、东亚人群以及印度人群中分别进行了亚

组meta分析。结果显示印度人群中Gly482Ser位点多态与T2DM显著关联，但

高加索人群与东亚人群中的关联未达到统计学显著性。高加索人群、东亚人群和

印度人群Gly482Ser位点的少见等位基因频率分别为0．347，0．435和0．376，三

种人群该位点少见等位基因频率的差异可能是造成其关联研究结果差异以及

meta分析异质性的原因之一。尽管本研究通过不同种族亚组分析的方法可以除

去种族差异可能带来的混杂，但meta分析的合并结果中仍有轻度的研究间异质

性存在。究其原因，这种残余异质性可能来源于不同研究中研究对象入选标准的

差异、基因型与个体代谢、临床相关指标之间的交互作用。

对于PPARGCIA基因的Thr394Thr多态位点，本研究结果表明该位点与

65
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T2DM的易感性显著关联，meta分析总合并OR值为1．33(950／'o(2I 1．04．1．70，

P=-0．024)。在高加索人群中，至今尚未有关于此位点与T2DM关联研究的相关

报道。在本文纳入的8个研究中，4个中国人群关联研究的OR值明显低于另外

4个来自印度人群关联研究的OR值。同样采用了亚组分析的方法进一步探讨在

不同种族人群nr394nr多态位点与T2DM的关联关系。在东亚人群中，

Thr394Thr多态位点变异与T2DM发病风险的关联未达到统计学显著性。而在印

度人群中，此位点与T2DM的发病风险显著关联，其合并OR值为1．72(95％CI

1．45．2．03，P<0．001)。与此同时，两个亚组Meta分析均不存在研究间异质性

(户=0)。东亚人群和印度人群Thr394Thr位点的少见等位基因频率分别为0．222

和0．142，由此可推断该位点总的meta分析中存在的研究间异质性是由种族差异

导致的。

本研究入选了符合纳入标准的所有高加索人群和亚洲人群的PPARGClA基

因与T2DM病例对照设计的关联研究，在增加研究对象样本量的同时也增大了

发现关联的把握度，提高检验效能，得到更客观的结论。但本meta分析也存在

一定的局限性。首先，未收集入选研究的参与对象其个体代谢以及临床相关指标

的具体信息，无法排除基因．环境问交互作用导致的研究间异质性，从而降低横

断面研究的meta分析发现真实关联性的把握度。其次，由于检索筛选各国语言

全文文献存在一定的难度，本研究只纳入了以中文和英文两个语种发表的学术文

献，这样可能漏掉一些以其他语种语言发表的PPARGCIA基因与T2DM关联研

究的相关文献。

五、 小结

综上所述，本研究结果表明PPARGClA基因的Gly482Ser和Thr394Thr多态

位点与T2DM发病风险显著关联，此种关联作用在印度人群中尤为显著。未来

仍需要大规模样本人群的研究来发现那些微效的遗传变异所导致疾病风险。另

外，考虑到基因．环境的交互作用，仍然需要开展关于PPARGCIA基因变异的更

为全面深入的研究，从而探究其基因变异与T2DM之间客观真实的关联性，更

好地去理解和进一步阐明PPARGClA基因在T2DM疾病中的作用。
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综述

microRNA在心血管疾病中的作用

人类基因组计划的完成将生命科学带入了后基因组时代。动物基因组非蛋白

质编码区内的大量非编码RNA开始成为科学家关注和研究的热点，其中，

microRNA(miRNA)的研究尤为引人瞩目。

miRNA是一类在生物进化过程中高度保守的非编码小分子RNA，通过与其

靶mRNA的3'-UTR区域的互补结合，对mRNA进行切割或抑制其翻译，在转

录后水平指导RNA诱导沉默复合体(RNA．induced silencing complex，RISC)调

节靶基因的表达，沉默特定基因从而对生物体基因表达起到精细调控的作用【l】。

miRNA参与30％～50％基因的转录和表达调控，机体miRNA水平以及靶基因结

合过程的异常可能是导致疾病发生发展的重要原因。

miRNA在心血管系统病理生理中的作用机制已取得不错的进展，越来越多

的研究结果显示miRNA在心肌细胞分化及心血管疾病病理生理过程中发挥着重

要的作用【2】。本文旨在对miRNA的形成、作用机制及其在心血管疾病发展进程

中的作用进行综述。

一、 miRNA的发现、形成和作用机制

1．1 miRNA的发现

1993年，Lee等【3】在秀丽隐杆线虫(C．elegans)细胞中发现了一个在线虫

发育L1期暂时下调砌．船基因的表达的22个核苷酸的小分子非编码RNA lin．4，

它可以使线虫向L2期发育过渡。2000年，Reinhart等【4】在线虫中发现了另一个

具有类似的转录后调节功能的小分子非编码RNA let．7，它可调控使线虫由幼虫

L3期向成虫发育。在此之后，许多的miRNA被发现，每一种miRNA调节着几

十到几百种不同的靶基因，对于细胞生物学研究产生了巨大深远的影响。至此，

miRNA迅速成为生命科学界研究的热点，对其形成、作用机制和功能的研究很

快全面开展起来。

72



北京协和医学院中国医学科学院 博士研究生学位论文

1．2 miRNA的形成

miRNA是一种内源性的、大小约为21．25个碱基的单链小分子，它们对生

物体基因表达的精细调控作用是通过在转录后水平沉默特定基因来实现的【5】。

miRNA主要由位于染色体上基因之间非编码区域的序列编码，经过RNA聚合酶

II的作用生成初级miRNA(pfi—miRNA)。pri．miRNA在Drosha．DGCR8复合体

作用下形成长度约为60．70个核苷酸的发夹状miRNA，即前体miRNA

(pre。miRNA)。pre．miRNA在Ran-GTP依赖性核浆转运因子Exportin．5的作用

下转运到细胞质后，最终在Dicer酶作用下形成一个短双链RNA片段，其中的

一条生成成熟的miRNA，另外一条则会被降解【6．8】。尽管多数哺乳动物miRNA

由单独序列编码，仍有研究发现许多miRNA来源于同一pre．miRNA：miR．23a、

miR．27a、miR．24．2三者均来自于2．2 kb的pre．miRNA，三者在心肌增生中均呈

明显增加趋势，提示多种miRNA可能协调完成某一生理功能【9】。

1．3 miRNA的作用机制

多数miRNA以核蛋白复合体的形式与靶mRNA特异性结合，通过对mRNA的

降解或者翻译抑制的方式来使靶基因沉默。miRNA复合体在解螺旋酶的作用下

分离，其中一条链装配入RISC[4】，与靶mRNA的3'-UTR区结合到位于胞浆的

P-body(processing body)中[10，11】：①如果miRNA与靶mRNA匹配完全，则靶

mRNA被该复合体降解；②若两者序列部分匹配，尤其是miRNA的5’端2．8个被称

为种子序列的核苷酸与靶mRNA完全匹配，则通过抑制靶mRNA的翻译来沉默特

定基因【4，12．141。研究还表明，某些miRNA能够结合于某些基因富含AU元件

(AU rich element，ARE)的3’．UTR区，可以增强靶基因的翻译，也与靶mRNA

的降解密切相关【15，16]。

二、 miRNA在心血管病理生理中的作用

miRNA广泛表达于各个组织和器官，其在机体病理生理过程中发挥着重要

的作用。研究表明在心血管系统中，miRNA在正常和患有心脏病的小鼠的心脏

中均有特异性表达，miRNA参与了心脏发育、心肌重构、心力衰竭、心律失常、

心肌缺血等病理生理过程【2】，在心血管疾病中起重要作用。

2．1 miRNA在心脏发育中的作用

心脏的发育形成需要来自多个细胞系的多种类细胞(比如心肌细胞，心内膜、
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心外膜和血管细胞，纤维母细胞以及传导系统细胞等)通过相互之间精细而复杂

的交互协调来共同完成。心肌细胞分化与心脏发育形成的转录调节是高度保守

的，该过程需要不同基因的激活和(或)抑制来共同实现。不同的miRNAs会在

不同类型的心脏细胞内呈现高表达，研究者还发现miRNAs在某些情况下会参与

细胞特异性识别的过程。

miR．1是在心肌细胞中表达量最高的miRNA，也是在心脏发育的研究中第

一个被发现的miRNA[17]。miR。l和miR-133都属于肌肉特异性miRNA，在心

脏形成的早期阶段存在特异性表达，经过微阵列分析后科学家发现miR．1和

miR．133在小鼠胚胎发育周期的12．5到18天的时间内有表达增强的现象，说明

这些miRNA是心脏发育中必不可少的调控因子i18】。同时，miR．1和miR．133

可以调控许多肌肉细胞调节因子，这些调节因子包括血清反应因子(Serum

response factor，SRF)、肌分化因子(Myogenic differentiation，MyoD)和肌细胞

增强因子2(Myocyte enhancer facior 2，MEF2)【19．21】。在心脏形成的早期胚胎

发育阶段中，miR．1和miR．133二者相互协作从而促进胚胎干细胞中胚层的分化

以及抑制内胚层和外胚层的细胞凋亡【22】。然而，在心脏细胞系发育晚期，miR．1

与miR．133却扮演着相反的角色，当miR．1促进心肌细胞分化时miR．133则起

抑制作用【22】。Hand2(heart and neural crest derivatives expressed 2)基因是胚胎

发育初级阶段扩增前体细胞的必需基因，该基因的突变或缺失可导致心脏发育不

良甚至心脏发育停滞【23】。Zhao等【19】发现miRNA．1．1和miRNA一1．2在小鼠心

肌和骨骼肌前体细胞中特异性表达，并且通过序列互补配对发现Hand2是

miRNA．1的靶基因，能调节关键的心肌调节蛋白的表达量，而这些心肌调节蛋

白控制着心肌分化与增殖之间的平衡，从而调控心脏正常发育。另外，科学家还

通过斑马鱼的miRNA敲除实验发现miR．138和miR．143．adducin3在胚胎发育时

期心房、心室形成过程中起重要作用【24，25]。这些发现都有助于了解干细胞增

殖分化为心肌细胞的机制，也为先天性心脏病的诊疗提供了新的线索。

2．2 miRNA在心肌肥厚及心力衰竭中的作用

心脏对于机体生理上的刺激以及病理状态都是十分敏感的，即使很轻微的非

稳态变化都可能导致严重的心脏重构，最终造成对机体有害的结果[26】。面对应

激情况时，心脏自身将发生由于心脏细胞肥大导致的心室膨胀及室壁肥厚，从而

初步代偿性地维持心脏射血功能，在持续刺激下最终发展为不可逆的心脏功能衰

竭。在心肌细胞中转染特定的miRNA可导致心肌细胞肥大和功能改变，某些

miRNA过表达的转基因小鼠可导致心力衰竭的发生【27】。参与肥厚性心肌病以及

心力衰竭病理生理过程的一些miRNAs逐渐被确认，例如miR．1、miR．133a、
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miR一208、miR-23、miR一2 1、miR一30和miR-423-5p等。

Chen等的研究发现miRNA．1．2缺陷的大鼠其心肌细胞大量增生进而导致心

室壁肥厚【17】。miR．1可以通过负向调节钙离子信号通道元件心肌肥厚相关钙调

蛋白(calmodulin)、Mef2a和GATA结合蛋白4(GATAbinding protein 4，Gata4)

基因的表达水平来调控心肌细胞的生长。它在小鼠主动脉缩窄的心肌肥厚模型中

表达下降，导致其靶基因。肾素．血管紧张素系统蛋白激活因子(ms p21 protein

activator，RasGAP)基因、细胞周期依赖性激酶9(cyclin．dependent kinase 9，Cdk9)

基因以及Ras蛋白脑组织同源类似物(ms homolog enriched in Brain，Rheb)基因

表达的异常，从而使心肌细胞向肥厚表型转变【28】。研究发现在主动脉缩窄、心

肌AKT激酶突变以及运动负荷三种大鼠心肌肥厚模型中，miR．133a的表达水平均

明显下降，敲除miR-133的小鼠可诱发病理性心肌肥厚【29】，这些都表明miR．133a

是抑制心肌肥厚的重要因子。它可能是通过调控其靶基因Ras同源基因家族成员A

(ras homolog gene family member A，Rhoa)基因及细胞分裂周期42蛋白(cell

division cycle 42 protein，Cdc42)基因的表达进而影响心肌肥厚的病理过程【29】，

也可能是通过负向调节T细胞活化核因子4(nuclear factor ofactivated T cells 4，

NFATc4)的表达来抑制心肌肥厚[30】。但是，研究者发现miR．133基因敲除小鼠

的病理表现与miR．133．nulPb鼠的表型并不一致，后者的心肌细胞肥厚状态处于

正常水平【3l】，这也提示遗传敲除实验并不能代表机体内源miRNA表达的精细调

控作用。

除了miR．1和miR．133a夕[-，miR．208作为一种由a-MHC基因内含子编码、在

心肌细胞中特异表达的miRNA，它在心肌生长的激素调节以及心肌肥厚的病理

过程中也起到重要作用【32】。miR．208可能通过抑制不表达于正常心脏中的骨骼

肌收缩蛋白基因来维持心肌细胞的收缩表型[33】。进一步研究显示，在应激状态

下，miR．208通过抑制靶基因甲状腺素受体相关蛋白l(Thyroid hormone receptor

associated protein 1，THRAPI)的表达，从而调控心肌肥厚、纤维化以及伊膨嬲
的表达。研究者还发现a-MHC的基因表达在正常者中处于低水平而在心肌肥厚者

中表达水平上升。此外，NFATc3作为一种心脏压力信号通路的转录调控因子，

它可以促进心肌细胞的病理性肥大。NFATc3在心肌细胞中可以诱导miR．23的表

达，且敲除小鼠的miR．23可消除小鼠长期注射异丙肾上腺素导致的心肌肥厚

【34]。

最近，研究者发现miR．21是心力衰竭疾病的一个靶点，参与调控对整个心脏

结构和功能起重要作用的心脏纤维原细胞的细胞外信号调节激酶／促分裂素原活

化蛋白激酶(E删AP)信号通路，在压力超负荷疾病模型的小鼠体内通过特
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异性地下调miR-21的表达水平，可抑制间质纤维化并缓解心脏功能障碍[35】。

Duisters[36]等研究发现miR．133和miR．30都可以直接下调一种重要的纤维变性蛋

白一结缔组织增长因子(connective tissue growth factor，CTGF)的表达水平，证

实了在调控心肌细胞外基质结构改变过程中miRNA所起到的重要作用。此外研

究还表明miRNA的表达变化与心力衰竭早期的重要病理机制密切相关[37】。

Matkovich等通过芯片技术比较了健康对照组、未进行治疗的心力衰竭患者组和

给予左心室生物力学辅助装置治疗后的心理衰竭患者组的miRNA和mRNA表达

变化，结果显示与健康对照组相比，心衰组有28个miRNA上调，而经过治疗后

该上调的28个miRNA均又恢复至与健康对照组相当的水平[38】。另外他们还发现

衰竭的心脏中有444个mRNA表达发生改变，但治疗后仅有29个mRNA恢复到健

康对照组的水平【38】。研究已经发现miR．423．5p是心力衰竭诊断的一个重要循环

生物标志物【39】，如果将miRNA干ImRNA表达谱联合应用于心力衰竭的诊断和预

后，可能具有更高价值。

越来越多的研究表明参与上述心脏疾病病理进程的各种miRNAs并非独立作

用而彼此交互共同作用从而决定疾病的发生与发展[40】。因此，对于miRNAs的

研究也逐渐由单一靶点向交互作用研究发展。

2．3 miRNA在心律失常中的作用

心律失常是指心律起源部位、心搏频率与节律以及激动传导等任一项异常。

心律失常经常是致死性的，是心肌梗死和心衰中心脏死亡的主要死因之一，也是

当今临床中最为关注的难题之一。它主要是由心肌细胞离子通道(钠离子通道、

钙离子通道、钾离子通道、起搏器通道等)的功能异常所引发【41】，这种异常可

能是原发的，也可能继发于某些心脏疾病。近年来研究表明心律失常与miRNA

的表达异常相关。

miR．1．2心脏条件性敲除的小鼠由于其在心脏组织中的表达缺失而引发小鼠

的猝死【17】。miR．1对心脏电生理的影响可能是通过调控转录因子IRX5来实现

的，IRX5能抑制钾离子通道蛋白基因KCND2的表达，而KCND2在心脏负极化

过程中起重要作用。2007年，Yang[42]等发现miR．1可以通过调控其靶基因

KCNJ2和GJAl的表达来减慢传导，促使细胞膜去极化。小鼠心脏内过表达miR．1

可导致小鼠心律失常，通过反义寡核苷酸移除miR．1后，梗死小鼠心律失常明显

缓解。进一步的实验证明KCNQl和KCNEl分别是miR．133和miR．1调控抑制

表达的靶基因，更重要的是发现了miR．133和miR．1转录产物在心脏内的空间分

布因KCNQl和KCNEl蛋白以及如的分布不同而呈现空间异质性[43】。另外，

SRF因子的功能性抑制或基因沉默可以下调miR．133的表达水平以及增加拓的
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密度，并且也调控抑制ERG(ether-a．go．go基因，一种长QT间期综合征患者在

心脏细胞中编码一种关键的钾离子通道蛋白的基因)基因的表达，从而在糖尿病

型心脏疾病中引起QT间期延长以及伴随的心律失常【44】。

超极化激活环核苷酸门控钾离子通道基因(Hyperpolarization．activated cyclic

nucleotide．gated potassium channels，HCN)，是在舒张期选择性激活的内源性起

搏通道基因。删共有4种类型，HCN2主要分布于心脏和脑组织，HCNl和
HCN4除分布于脑组织和心脏外，还分布于窦房结【45】。在Spl促进HCN2／HCN4

转录翻译的同时，miR．133和miR．1明显抑制HCN2／HCN4蛋白表达。但现存

miRNA所引起的基因表达抑制不能通过移除任何一种miRNA实现转复，表明

HCN2受miR．133和miR．1两者共同作用，通过反义寡核苷酸技术减少内源性

miR．133和miR．1可使HCN2／HCN4表达有效增加。另外，HERG基因异常可导

致心肌内向整流性钾离子通道的功能出现异常，使3相复极延长而导致长QT综

合征(LQTS)。miR．133可靶向调节HERG基因使其表达异常，因此应用反义寡

核苷酸技术抑制miR．1 33，可以增加正常基因的表达。

心房颤动(atrial fibrillation，AF)作为一种最常见的心律失常疾病，是当前

心脏疾病临床治疗的重要难题之一。最近的一项研究发现miR．328与AF的发生

密切相关。研究者通过建立miR．328特异性过表达的转基因小鼠和miR．328功能

敲除小鼠模型，发现miR．328的过表达可诱发小鼠AF的发生，而miR．328功能

敲除小鼠或应用反义寡核苷酸技术抑制miR．328的表达则可减少发颤的发生

【46]。此研究发现揭示了AF新的分子机制，也为抗心律失常药物的研究提供了

新的治疗靶点。

2．4 miRNA在缺血性心血管疾病中的作用

心肌缺血，是指心脏的血液灌注减少，导致心脏的供氧减少，心肌能量代谢

异常，不能支持心脏正常工作的一种病理状态。研究发现miR．29家族在心肌梗

死发作后表达水平下降，并且抑制一些胶原蛋白和细胞外基质蛋白的表达，从而

导致心肌损伤形成以及纤维化【47】。相类似的，研究者发现miR．1 99家族在缺氧

条件下的心肌细胞中表达水平迅速下调，并且在缺氧预处理模型中对去乙酰化酶

l和缺氧诱导因子1-a(hypoxia．inducible factor 1．仪，HIF I．伐)的抑制作用也有所

减弱【48】。研究者构建的心脏特异性miRNA．499转基因小鼠，缺血再灌注诱导

小鼠心肌梗死，与野生型小鼠比较，转基因小鼠的凋亡心肌细胞、心肌梗死面积

明显减少，心功能各项指标也显著改善，并且发现miRNA-499可以通过抑制心

肌细胞凋亡来抑制心肌梗死，具有心肌保护功能【49】。在抑制心肌细胞凋亡方面，

研究者通过体外实验证实骨髓源性单核细胞分泌的胰岛素生长因子．1(insulin
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growth factor-1，IGF．1)可以下调促心肌细胞凋亡的miR-34a的表达水平，从而

阻止心肌细胞凋亡【50】。另一项研究发现miR．24的表达对恢复梗死后成心肌细

胞功能以及缓解心脏纤维化有重要作用，它可能成为今后心肌梗死以及其他纤维

化心脏疾病的重要治疗靶点【5l】。此外，miR．27a在心肌细胞中可通过调控靶基

因MHC的表达水平引发心脏疾病【52】；miR．27家族广泛参与血管形成、脂肪形

成、炎症反应、脂质代谢、氧化应激以及胰岛素抵抗等过程的调控，是动脉粥样

硬化引起的缺血性心血管疾病发病机制中重要的调控miRNA[53]。

随着研究的不断深入以及技术手段的不断提高，在进行动物试验的同时研究

者也开始在人群样本中探究人心肌组织、外周血等的miRNA表达水平与心血管

疾病的关系。研究者发现在血浆或血细胞中miRNA水平的变化与心血管疾病的

发生密切相关【54】。Th!细胞的上调被认为可能是导致动脉粥样硬化发生发展的

重要因素，一项在中国人群中开展的病例对照研究表明在人外周血单核细胞中的

miR．146a水平的变化可调节Thl细胞的分化，并且与急性冠脉综合征相关联

[55]。Hoekstra等人采用miRNA表达谱分析的方法，检测了不稳定性心绞痛、

稳定型心绞痛以及急性心肌梗死病例与健康对照者外周血单核细胞的miRNA表

达水平差异，首次发现人类外周血单核细胞中的一些miRNA在冠心病患者中的

表达水平明显高于对照者【56】。研究者将人颈动脉粥样硬化斑块与健康对照者的

正常血管组织进行miRNA表达谱的差异对比分析，发现miR．99b、miR．1 52和

miR．422a共同表达于斑块组织和单核细胞中，并且在单核细胞募集以及靶向促

发动脉粥样硬化中起重要作用，提示这些miRNA可能作为临床上炎症性血管类

疾病的重要治疗靶点【57】。近年来，临床研究者开始探讨将某些与心血管疾病发

生密切相关的外周血中的miRNAs作为心血管疾病的重要循环生物标志物[58，

59]。研究发现人体血浆中的循环miR-1在急性心肌梗死患者中显著升高【60】，并

且与血清中的肌酸激酶(CK．MB)水平呈正相关【6l】，它可以作为急性心肌梗死

的一种新型生物标志物，有望用于临床急性心肌梗死的预测和诊断。另有研究发

现人体血浆中的miR．208a水平升高也可以作为早期探测心肌损伤的生物标记物

【62]。上述研究对缺血性心血管疾病的临床诊断都起到重要指导价值，也是将科

学研究的发现与临床应用紧密联系的体现。

三、 展望

miRNA是基因表达调控网络中的关键成员，参与影响多条信号传导通路。

研究miRNA在各种心血管疾病中的作用机制，更加准确地预测mil斟A的靶基因，

明确miRNA调控机制，寻找临床治疗的miRNA靶点，增强治疗效果，仍是miRNA

研究领域面临的主要问题。一方面，需要使用合适的动物模型深入研究miRNA
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在心血管系统中的功能，深入探讨miRNA调控网络的复杂机制。另一方面，应

该充分注重转化医学，将miRNA的研究结果从动物模型过渡到人体，将功能机

制研究与临床流行病学研究方法相结合。近两年，研究者的目光己不单纯局限于

miRNA本身在疾病进程中的作用，一些基于miRNA及其靶位点多态性与疾病关

系的研究也取得了许多新的进展，拓宽了科研思路，也更有助于探寻疾病的药物

治疗靶点。可以相信，随着人们对miRNA在心血管疾病发病机制中所发挥作用

的不断深入了解，以敏感的循环miRNA作为心血管疾病的新型生物标志物，更

快更准确地预测和诊断疾病，争取治疗时间；以miRNA靶点设计药物，进行心

脏疾病靶向治疗，推动个体化治疗进程，提高疗效，都将为心血管疾病患者带来

福音。
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