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内皮型一氧化氮合酶基因多态性在直立不耐
受患儿核心家系中传递情况的研究
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　　［摘　要］　目的　近年研究发现内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）基因启动子区Ｔ７８６Ｃ
和第７外显子上的Ｇ８９４Ｔ变异与心血管疾病发病有关，本研究通过对等位基因Ｔ７８６Ｃ及Ｇ８９４Ｔ与直立不耐受（ｏｒｔｈｏｓｔａｔｉｃ
ｉｎｌｏｔｅｒａｎｃｅ，ＯＩ）患儿连锁不平衡传递情况分析，探讨ｅＮＯＳ基因多态性与ＯＩ发病可能的相关性。方法　采用聚合酶链
反应（ＰＣＲ）扩增、酶切等分子生物学技术，对符合ＯＩ诊断标准的６０例先证者及其生物学父母组成的核心家系，测
定ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ的基因型，进行ｅＮＯＳ基因多态性Ｔ７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ与ＯＩ相关性分析和传递不平衡检验（ｔｒａｎｓ
ｍｉｓｓｉｏｎｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｔｅｓｔ，ＴＤＴ）。结果　ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ及 Ｇ８９４Ｔ多态性与 ＯＩ患儿均存在连锁不平衡传递（均 Ｐ
＜０．０５）。结论　ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ及Ｇ８９４Ｔ与ＯＩ的发病存在相关性。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１２）：９６０－９６３］
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［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（１２）：９６０－９６３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；Ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；Ｏｒｔｈｏｓｔａｔｉｃｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ；Ｃｈｉｌｄ

　　直立不耐受（ｏｒｔｈｏｓｔａｔｉｃｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ＯＩ）是指直
立而生的一系列症状，当平卧后症状可以缓解，在欧

美称为直立不耐受，日本学者则称其为直立调节障

碍（ｏｒｔｈｏｓｔａｔｉｃｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）［１］，该病在儿童期发病
并不少见，可导致患儿精力不集中，记忆力减退而影

响学习，还可造成身体伤害，反复发生的 ＯＩ症状对
患儿的身心健康将产生严重影响［２］，但是该病常被

临床医师误诊为慢性焦虑或恐慌性疾病。关于该病

的发病机理尚不清楚。据其血流动力学反应模式将

ＯＩ分为血管迷走性晕厥（ｖａｓｏｖａｇａｌｓｙｎｃｏｐｅ，ＶＶＳ）、

体位性心动过速综合征（ｐｏｓｔｕｒａｌｏｒｔｈｏｓｔａｔｉｃｔａｃｈｙｃａｒ
ｄｉａｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＯＴＳ）和直立性低血压 （ｏｒｔｈｏｓｔａｔｉｃ
ｈｙｐｏｔｅｎｓｉｏｎ，ＯＨ）［３］，ＰＯＴＳ是ＯＩ的主要类型［４５］，而

儿童晕厥的绝大多数（约８０％左右）为 ＶＶＳ［６］。研
究发现，ＯＩ存在家族聚集现象，并受社会、心理因素
的影响［７１０］，因此寻找在ＯＩ核心家系中传递的基因
多态性，对疾病的诊断将有重要意义。

内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）是一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎ
ｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）基因多态性的一种亚型，近年来人们发
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现ｅＮＯＳ基因启动子区 Ｔ７８６Ｃ和第 ７外显子上的
Ｇ８９４Ｔ变异与成人 ＰＯＴＳ有关［５，１１１２］，石

"

等［１３］研

究了ｅＮＯＳ基因 Ｇ８９４Ｔ多态性与儿童 ＶＶＳ发病的
关系。但关于 ＯＩ患儿核心家系的 ｅＮＯＳ基因多态
性研究国内未见报道。本研究对 ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ及
Ｇ８９４Ｔ在ＯＩ患儿核心家系中传递情况进行研究，旨
在探讨这些遗传多态因子与ＯＩ之间可能的相关性，
以期为该病的早期诊断和风险评估提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２００９年２月至２０１０年１０月在我院就诊的 ＯＩ

患儿（ＯＩ的诊断符合２００９年中华医学会儿科分会
心血管学组制定的儿童晕厥诊断指南［３］）６０例及其
生物学父母１２０例（父、母各６０例），收集６０个核心
家系共１８０人。将所有核心家系成员分成两组，即
ＯＩ组：男２８例，女３２例，平均年龄１０．３±２．５岁；父
母组：平均年龄３７．０±４．３岁，每例患儿家长均被告
知研究的目的，同意配合并提供相关信息。

１．２　研究方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　　采集静脉血５ｍＬ，经溶膜
液／蛋白酶Ｋ消化，常规提取ＤＮＡ。
１．２．２　引物的制备　　利用 ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计
ｅＮＯＳ基因的引物，由北京赛百盛生物技术公司合
成，序列如下：Ｔ７６８Ｃ基因片段的上游引物：５′ＡＡＧ
ＧＣＡＧＧＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＴＧＧＡ３′，下 游 引 物：５′
ＣＣＣＡＧＴＣＡＡＴＣＣＴＴＴＧＧＴＧＣＴＣＡ３′；Ｇ８９４Ｔ基因片
段的上游引物：５′ＣＡＧＡＴＧＡＣＡＣＡＧＡＡＣＴＡＣＡＡ３′，
下游引物：５′ＧＡＧＴＣＴＧＡＣＡＴＹＡＧＧＧＴＡＴＣＣ３′。
１．２．３　ＰＣＲ反应　　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增
基因片段，ＰＣＲ反应体系为ＰＣＲ反应液共４０．０μＬ，
ＰＣＲ反应条件为 ９４℃ 预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，共３５个循
环，再７２℃ 延伸７ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物置于２％琼脂
糖凝胶中电泳分离，ＤＮＡ酶切反应 ：Ｔ７８６Ｃ扩增物
以限制性内切酶ＮａｅＩ酶切；Ｇ８９４Ｔ扩增物以限制性
内切酶ＢａｎⅡ酶切。酶切产物通过溴乙锭染色法染
色，在紫外灯下进行基因分型，Ｔ７８６Ｃ基因型：受检
者ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增产物为３３８ｂｐ的片段，若在此
片段中存在７８６Ｔ→Ｃ位点突变，则产生限制性内切
酶ＮａｅＩ的酶切位点，酶切后得到大小为１９５ｂｐ和

１４３ｂｐ的两个片段，基因型为ＣＣ型；若不含Ｃ位点
突变，则无限制性内切酶 ＮａｅＩ的酶切位点，酶切后
只得到１个大小为３３８ｂｐ的片段，基因型为ＴＴ型；
若酶切后既得到３３８ｂｐ，又得到１９５ｂｐ和１４３ｂｐ片
段者，基因型为 ＴＣ型。Ｇ８９４Ｔ基因型：野生 ＧＧ基
因型用限制性内切酶 ＢａｎⅡ酶切 ＰＣＲ阳性产物后，
得到１６３ｂｐ、８５ｂｐ两条片段；突变杂合子 ＴＧ基因
型含有８９４ＧＴ点突变，酶切 ＰＣＲ阳性产物后，得
到２４８ｂｐ、１６３ｂｐ、８５ｂｐ共３条片段；突变纯合子ＴＴ
基因型经酶切后仅有２４８ｂｐ１条片段。
１．２．４　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡法则的吻合度检测　
　ＯＩ患儿组与其生物学父母组 ｅＮＯＳ基因多态性
Ｔ７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ的基因型频率总体分布比较差异是
否有统计学意义，以判断选择的个体是否符合 Ｈａｒ
ｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。
１．２．５　ｅＮＯＳ基因多态性与 ＯＩ的 ＴＤＴ分析　　为
避免因不同分层人群、遗传背景不同的人群混杂而

造成的虚假联系，保证遗传背景完全相同，本研究采

用传递不平衡检验（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｔｅｓｔ，
ＴＤＴ）以考察杂合子基因型父母资料，舍弃患儿基因
型与父母基因型一致的家系资料，以免引入偏差。

用配对四格表ＭｃＮｅｍａｒ检验做独立判断［１４］χ２＝（ｂ
ｃ）２／（ｂ＋ｃ），Ｖ＝１，其中ｂ表示含有标记基因的杂
合子父母传递标记基因的例数，ｃ表示含有标记基
因的杂合子父母未传递标记基因的例数，Ｖ表示自
由度。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理，遗传学资料采

用ＴＤＴ检验，用ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验分析基因
型频率。计数资料采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡法则的吻合度检测
患儿组与父母组ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ的基因型频率总

体分布差异无统计学意义（χ２＝３．６３４，Ｐ＞０．０５）；
同样，患儿组与父母组ｅＮＯＳ／Ｇ８９４Ｔ的基因型频率总
体分布差异亦无统计学意义（χ２＝０．４９６，Ｐ＞０．０５。
提示选择的个体符合ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。见表１，
表２。
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　　表１　ＯＩ患儿组及父母组ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ等位基因频率
分布　［ｎ（％）］

组别 例数
基因型频率

ＴＴ ＴＣ ＣＣ
χ２值 Ｐ值

父母组 １２０ １４（１１．７） ６２（５１．７）４４（３６．６）
３．６３４＞０．０５

患儿组 ６０ ９（１５．０） ２２（３６．７）２９（４８．３）

　　表２　ＯＩ患儿组及父母组ｅＮＯＳ／Ｇ８９４Ｔ等位基因频率
分布　［ｎ（％）］

组别 例数
基因型频率

ＴＴ ＴＧ ＧＧ
χ２值 Ｐ值

父母组 １２０ ２５（２０．８） ６１（５０．８）３４（２８．４）
０．４９６＞０．０５

患儿组 ６０ １１（１８．３） ２９（４８．４）２０（３３．３）

２．２　ｅＮＯＳ基因多态性与ＯＩ的ＴＤＴ分析
从６０个完整家系中排除不能提供信息的纯合子

家系，携带 Ｔ７８６Ｃ剩下 ５４个杂合子父母家系，共
７５个杂合子亲代，其中有４８个Ｔ等位基因和２７个Ｃ
等位基因传给了患病的子女（χ２＝５．８８０，Ｐ＜０．０５）；
携带Ｇ８９４Ｔ剩下４９个杂合子父母家系，共６８个杂合
子亲代，其中有４３个Ｇ等位基因和２５个Ｔ等位基因
传给了患病的子女（χ２＝４．７６５，Ｐ＜０．０５）。提示
ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ及 Ｇ８９４Ｔ多态性与 ＯＩ患儿均存在连
锁不平衡传递，从而推测等位基因Ｔ７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ与
ＯＩ患儿核心家系存在相关性。见表３。

表３　ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ与ＯＩ的ＴＤＴ分析

含杂合子的

完整家系数

杂合子

亲代数
传递

观测的

传递数
χ２值 Ｐ值

Ｔ７８６Ｃ ５４ ７５
Ｔ ６９（４８）

５．８８０＜０．０５
Ｃ ３９（２７）

Ｇ８９４Ｔ ４９ ６８
Ｇ ５６（４３）

４．７６５＜０．０５
Ｔ ４２（２５）

３　讨论

ＯＩ有急性 ＯＩ和慢性 ＯＩ两种，急性 ＯＩ通常表
现为晕厥，即因急性脑血流灌注不足引起的短暂意

识丧失，不能维持站立位而跌倒，有时也可表现为晕

厥先兆，并不出现意识的完全丧失；慢性 ＯＩ的主要
症状有：经常性的头晕、头痛、乏力、视物模糊、眼前

发黑、心悸、胸闷、长出气、颤抖、面色苍白、出冷汗、

焦虑、晕车晕船，直立时腹痛、指端紫绀，因直立而致

头痛、脸红、意识改变和睡眠障碍等，有些患儿坐位

时也会出现上述症状［１５］。ＯＩ的发病可能与直立后

的生理性血流调节障碍有关［１５］，直立体位对人体是

一种基础的刺激，需要足够的血容和迅速有效的血

管和神经的代偿调节来维持正常的血压和意识，肌

肉泵及腿部和臀部的肌肉收缩可使淤积在静脉系统

的血液回流心脏，这是机体对抗静脉淤血的基础机

制，神经血管的调节和体液因素也是血流调节的重

要因素。

在众多候选基因中，ｅＮＯＳ基因由于对血管调节
的重要作用而倍受重视，人类 ｅＮＯＳ基因定位于
７ｑ３５３６区域，长约２１ｋｂ，Ｍｏｒｓｙ等［１６］研究了 ｅＮＯＳ
基因第４内含子中可变串联重复序列（ＶＮＴＲ）多态
性４ａ／ｂ，这段可变串联重复序列长２７ｂｐ，为非编码
序列，在基因调控中起一定作用，ｅＮＯＳ基因Ｔ７８６Ｃ、
Ｇ８９４Ｔ多态性与内皮细胞合成ＮＯ、血压调节均密切
相关，被认为与心血管疾病有关。近年人们发现

ｅＮＯＳ基因启动子区 Ｔ７８６Ｃ和第 ７外显子上的
Ｇ８９４Ｔ变异与儿童 ＶＶＳ、成人 ＰＯＴＳ、高血压等心血
管疾病发病有关［１３，１７１８］，多数学者认为，ｅＮＯＳ基因
多态性是影响 ｅＮＯＳ合成 ＮＯ的重要因素，直接决
定体内内皮细胞合成 ＮＯ，从而影响动脉血压。
Ｇ８９４Ｔ被认为是与心血管疾病有关的 ｅＮＯＳ基因多
态性位点，由于８９４位碱基Ｇ突变成Ｔ，导致相应
蛋白产物第２９８位上的谷氨酸被替换成天冬氨酸
（Ｇｌｕ２９８Ａｓｐ）［１９］，从而限制了内皮细胞合成 ＮＯ，影
响体内ＮＯ水平。

Ｈｙｎｄｍａｎ等［１８］发现 ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ变异与高血
压有明显相关性，携带Ｃ／Ｃ基因型人群有更高的收
缩压水平，且患高血压的危险性亦增高，国内华琦

等［２０］认为Ｔ７８６Ｃ的Ｃ等位基因与中国汉族人高血
压相关，Ｃ等位基因携带者可能通过减少内皮 ＮＯ
的释放而影响ｅＮＯＳ基因活性和 ＮＯ水平。但也有
相反报道，Ｇａｒｌａｎｄ等［１７］２００５年在对美国成人ＰＯＴＳ
病人ｅＮＯＳ基因启动子７８６ＴＣ及第７外显子８９４Ｇ
Ｔ基因多态性的研究发现，ＰＯＴＳ病人 ｅＮＯＳ基因启
动子７８６ＴＣ的Ｃ等位基因及第７外显子８９４ＧＴ的
Ｔ等位基因突变频率明显少于正常对照。Ｙｏｏｎ
等［１９］报道在ｅＮＯＳ基因外显子７处８９４ＧＴ多态性
中，携带Ｔ等位基因者血浆中 ＮＯ和 ＮＯＳ的水平显
著高于没有携带Ｔ等位基因者。

染色体上遗传位标与疾病位点间的距离较近，

在传递过程中一起传递给子代，表现为共分离，即连

锁不平衡（ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ），由于群体相关分
析可能产生因群体分层而导致假阳性，近年来提倡

用患者核心家系成员（双亲及同胞）作为相关分析

对照，即 Ｓｐｉｅｌｍａｎ创立的传递 －连锁不平衡检验
·２６９·
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（ＴＤＴ）。在群体遗传学中，用于检验致病基因的方
法很多，由于遗传异质的存在，遗传调查设计的不

同，对研究结果的影响不容忽视，故本课题对６０个
核心家系中 ｅＮＯＳ／Ｔ７８６Ｃ、Ｇ８９４Ｔ基因多态性的研
究采用ＴＤＴ检验，ＴＤＴ是基于寻找假定的致病等位
基因由杂合子父母传递给患病子女的不平衡传递

性，从而推测致病基因是否存在。本研究结果显示

等位基因Ｃ（７８６Ｃ）及Ｔ（８９４Ｔ）与 ＯＩ患儿均存在连
锁不平衡传递，推测等位基因Ｔ７８６Ｃ与Ｇ８９４Ｔ与ＯＩ
患儿核心家系存在相关性，突变基因 Ｃ（７８６Ｃ）及 Ｔ
（８９４Ｔ）可能是ＯＩ的发病机制之一。

最近有研究发现［９，２１］，β１肾上腺素受体基因
Ａｒｇ３８９Ｇｌｙ与ＶＶＳ有相关性，且与ＶＶＳ临床分型中心
脏抑制型更密切相关，Ｇ蛋白 β３亚型基因多态性
Ｃ８２５Ｔ与ＶＶＳ亦有相关性，进一步研究发现，位于１８
号染色体的ＮＥＤＤ４Ｌ基因的一个译码基因突变与高
血压患者的体位性低血压发病危险有关［２２２３］，说明

ＯＩ的发病机制比较复杂，且与多种基因有关，要揭示
ＯＩ的发病机制，还需要大样本、多中心的研究。相信
随着集约化基因芯片的大规模应用，使同时对大样本

和大批候选基因的筛选分型及其之间的相关分析成

为可能，且在今后直接对临床的基因诊断及风险预

测，甚而是基因治疗都会带来很好的前景。
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