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［摘要］　目的　探讨天津地区汉族儿童胰岛因子 1（Islet1，ISL1）基因 2 个单核苷酸多态性（SNP）位

点 rs41268421、rs1017 与先天性心脏病（CHD）的相关性。方法　应用聚合酶链反应（PCR）和基因测序技术

对 35 例 CHD 患儿和 30 名除外 CHD 儿童的 rs41268421、rs1017 位点进行检测，分别比较两个 SNP 位点基因型

频率和等位基因频率在两组的分布情况，并进行单体型分析。结果　SNP 位点 rs41268421 存在 GG、GT、TT 3

种基因型，CHD 组 T 等位基因频率及携带 T 等位基因的基因型（包括 GT 和 TT）频率高于对照组（P<0.05），

携带 T 等位基因的儿童患 CHD 的危险是 G 等位基因的 4.833 倍；rs1017 位点存在 AA、AT、TT 3 种基因型，

CHD 组 T 等位基因频率及携带 T 等位基因的基因型（包括 AT 和 TT）频率高于对照组（P<0.05），携带 T 等位

基因的儿童患 CHD 的危险是 A 等位基因的 4.491 倍；2 个 SNPs 位点得出 4 种单体型，以 TT 型儿童发生 CHD

的危险性最高（OR=7.813）。结论　天津地区汉族儿童中 ISL1 基因单体型 TT 的出现很可能会增加 CHD 的患

病风险。                                                                                      ［中国当代儿科杂志，2013，15（10）：822-826］
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Abstract: Objective    To investigate the association between 2 SNPs of ISL1 gene and congenital heart disease 
(CHD) in Tianjin Han children. Methods    Polymerase chain reaction and DNA sequencing were used to detect 2 
SNPs at rs41268421 and rs1017 sites of ISL1 gene, including 35 CHD cases and 30 non-CHD controls. Differences of 
genotype and allele frequencies of rs41268421 and rs1017 sites were compared, and haplotype analysis of the two sites 
was performed. Results    Three genotypes (GG, GT and TT) were detected at ISL1 gene SNP rs41268421, and three 
genotypes (AA, AT and TT) were detected at SNP rs1017. At rs41268421, GT+TT genotypes and T allele frequencies in 
the CHD group were statistically higher than in the controls. The risk of CHD in children with T allele was significantly 
increased compared with children with G allele (OR=4.833). At rs1017, AT+TT genotypes and T allele frequencies in 
the CHD group were statistically higher than controls. The risk of CHD in children with T allele was greater compared 
with children with A allele (OR=4.491; P<0.05). Four kinds of haplotype were detected in the two SNPs sites and TT type 
increased the risk of CHD (OR=7.813). Conclusions   Haplotype TT may increase the risk of CHD in Tianjin Han children.                                                                                                           

                                                                                                     [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(10): 822-826]
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先天性心脏病（congenital heart disease, CHD）
是一类严重危害婴幼儿健康的先天畸形 , 是最常见
的出生缺陷之一，占所有主要的先天性异常类疾
病的近三分之一 , 是婴幼儿非感染性疾病中最主要

的死亡原因 [1-2]。CHD 由环境因素和遗传因素共同
作用引起，尤以后者重要，然而其发病机制尚未
明了。对 CHD 分子遗传学机制的研究，不仅可为
阐明 CHD 的发生机制并进行遗传学干预提供理论
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依据，还将为其他先天畸形的研究提供科学的方
法。

胰岛因子 1（Islet1，ISL1），又称胰岛素增
强子结合蛋白 1，是一种多效转录因子，在胚胎期
通过影响细胞的增殖、分化和迁移功能，在运动
神经元的分化、心脏的发育和胰腺的形成中发挥
着重要的作用 [3-5]。ISL1 基因作为心脏前体细胞最
早的标志物参与心脏的发育和形成，其极微小的
异常表达都有可能导致心脏发育的畸形 [5]。美国
Stevens 等 [6] 最近对美国人 ISL1 基因进行了单核苷
酸多态性（SNP）分析，对 ISL1 基因内部和周围
存在的 30 个 SNPs 进行了研究。他们比较了 CHD
患儿和健康儿童在每个多态性位点以及多态性位
点组合的分布差异。在研究评估的 30 个 SNPs 中，
Stevens 等 [6] 发现 CHD 与其中的 8 个 SNPs 显著相关，
其中尤其与 rs41268421、rs1017 这两个位点具有
较高的相关性。因此，本研究选取 rs41268421、
rs1017 这两个位点进行研究，旨在探讨 ISL1 基因
多态性与天津地区汉族儿童 CHD 的相关性。

1　资料与方法

1.1　研究对象

2011 年 12 月至 2012 年 12 月在天津市儿童医
院心内科住院接受治疗的 35 名 CHD 儿童纳入本
研究，其中男孩 18 例，女孩 17 例，男女之比为
1.06 :1，年龄 7 个月至 3 岁，平均年龄 23±6 个月。
患儿均符合 CHD 的诊断标准，具有典型的临床症
状 , 并经心脏彩色超声、心导管或手术证实，其中
室间隔缺损类型患儿 18 例，房间隔缺损类型患儿
17 例。来自我院同期外科收治的除外 CHD 的 30
名儿童作为对照组，其中男孩 15 例，女孩 15 例，
男女之比为 1 : 1，年龄 6 个月至 3 岁，平均年龄
22±9 个月，经心脏彩色超声明确未患有 CHD。
全部研究对象均为汉族儿童，相互之间无血缘关
系，籍贯均为天津。CHD 组及对照组在年龄及性
别上差异无统计学意义（P>0.05），两组具有可比
性。本研究获得所有入选儿童家长或监护人知情
同意及天津市儿童医院伦理委员会的批准。
1.2　研究方法

1.2.1　 标 本 采 集 及 基 因 组 DNA 提 取　　 全 部
研究对象分别采集静脉血 2 mL 于肝素钠抗凝管
中， 应 用 DNA 提 取 试 剂 盒（PROMEGA #A7710, 
PROMEGA 公司）提取 DNA，并将其溶解于 TE 缓
冲液中 , 置冰箱 -20℃保存备用。
1.2.2　 引 物 的 设 计 与 合 成　　 根 据 GenBank 中

ISL1 基因序列以及参照相关文献 [6]，由上海生工
生物技术有限公司公司合成引物。ISL1 基因外显
子 6 的扩增引物序列： 正向 5' TCT AGT CCA TCC 
TAA TCT G 3'， 反 向 5' AAA GTG GCA AGT CTT 
CCG AC 3'，产物片段大小为 535 bp。
1.2.3　PCR 反应扩增目的片段　　PCR 反应体系
25 µL: 10×buffer 2.5 µL, dNTP（10 mM） 2.0 µL, Taq
（5 U/µL） 0.5 µL, 上下引物（10 µM）各 0.5 µL, 基
因组 DNA 2.0 µL，用去离子水补足至 25 µL。扩
增条件：95℃预变性 10 min，以下 30 个循环（变
性 95℃ 30 s ，退火 56℃ 30 s，72℃ 60 s），最后
72℃延伸 10 min。取 5 µL 的扩增产物用 2% 的琼
脂糖凝胶电泳 75 mV，35 min，电泳结束后于紫外
成像仪上观察结果并记录。
1.2.4　PCR 产物测序及序列分析　　取 535 bp 处
扩增条带阳性标本的 PCR 产物 20 µL，委托上海
生工生物工程技术服务有限公司进行测序。应用
Chromas 软件分析所获测序结果。利用 NCBI 网站
在线 blast 对所获序列进行对比分析。
1.3　统计学分析

应用 SSPS 17.0 统计软件进行数据处理与分析 , 
计量资料用均数 ± 标准差（x±s） 表示，计数资
料用例数（百分比）表示；应用拟合优度 χ2 检验
计算 Hardy-Weinberg 平衡以判断样本的群体代表
性；基因型及等位基因频率采用 χ2 检验；CHD 与
ISL1 基因多态性的相关性通过计算优势比（OR）
及其 95% 可信区间 （95% CI）表示；两个 SNPs
位点的单倍型分析采用 SHEsis 在线分析软件分析。
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　测序结果

参照 NCBI 网站 SNP 位点 rs41268421、rs1017, 
利用该网站在线 blast 对所获序列进行对比分析发
现，SNP 位 点 rs41268421 存 在 GG、GT、TT 3 种
基因型， rs1017 存在 AA、AT、TT 3 种基因型，
如图 1 所示。测序所得结果：在 rs41268421 位点，
CHD 组基因型 GG 26 例、GT 8 例、TT 1 例，对照
组基因型 GG 28 例、GT 2 例、TT 0 例；在 rs1017
位点，CHD 组基因型 AA 20 例、AT 13 例、TT 2 例，
对照组基因型 AA 26 例、AT 4 例、TT 0 例。
2.2　基因型及等位基因频率分布

在 ISL1 基 因 rs41268421、rs1017 位 点，CHD
组和对照组基因型频率分布符合 Hardy-Weinberg
平衡定律，具有群代表性。在 rs41268421 位点，
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CHD 组 携 带 T 等 位 基 因 的 基 因 型（ 包 括 GT 和
TT）频率及 T 等位基因频率明显高于对照组 , 差
异有统计学意义（P<0.05），携带 T 等位基因的
儿童患 CHD 的风险是 G 等位基因的儿童 4.833 倍
（OR=4.833），见表 1。在 rs1017 位点，CHD 组
携 带 T 等 位 基 因 的 基 因 型（ 包 括 AT 和 TT） 频
率及 T 等位基因频率明显高于对照组，差异有
统 计 学 意 义（P<0.05）， 携 带 T 等 位 基 因 的 儿
童 患 CHD 的 危 险 是 A 等 位 基 因 儿 童 的 4.491 倍 
（OR=4.491），见表 2。

2.3　单体型分析

在 rs41268421、rs1017 两位点，以 rs41268421
基 因 型 在 前、rs1017 基 因 型 在 后 表 示：CHD 组
GGAA 型 18 例、GGAT 型 8 例、GTAA 型 2 例、
GTAT 型 5 例、GTTT 型 1 例、TTTT 型 1 例； 对
照 组 GGAA 型 25 例、GGAT 型 3 例、GTAA 型 1
例、GTAT 型 1 例。应用 SHEsis 在线软件对 2 个
位点进行单体型分析，共检出 4 种单体型，得
出 表 现 TT 单 体 型 的 儿 童 患 CHD 的 危 险 度 最 高
（OR=7.813），见表 3。

表 1　CHD 组与对照组 rs41268421 位点基因型频率与等

           位基因频率分布　[n(%)]

组别 n 基因型 等位基因
GG GT+TT G T

对照组 30 28(93) 2(7) 58(97) 2(3)
CHD 组 35 26(74) 9(26) 60(86) 10(14)
χ2 值 4.169 4.625
P 值 0.041 0.032

OR 值 4.833
95% CI 1.015~23.012

表 2　CHD 组与对照组 rs1017 位点基因型频率与等位基

          因频率分布　[n(%)]

组别 n 基因型 等位基因
AA AT+TT A T

对照组 30 26(87) 4 (13) 56 (93) 4(7)
CHD 组 35 20(57) 15(43) 53(76) 17(24)

χ2 值 6.807 7.405
P 值 0.009 0.007

OR 值 4.491
95% CI 1.419~14.212

图 1　ISL1 基因 SNPs 位点 rs41268421、rs1017 测序图　上图为 rs41268421 位点，A: GG 型，B：GT 型，C：TT 型；

下图为 rs1017 位点，D：AA 型，E：AT 型，F：TT 型。箭头所示为多态位点，绿色峰为碱基 A, 黑色峰为碱基 G, 同时单峰为

纯合子基因型，套峰为杂合子基因型。

A B C

D E F

表 3　CHD 组与对照组间单体型频率比较

组别 n GA GT TA TT

对照组 30 0.916 0.051 0.018 0.016
病例组 35 0.725 0.132 0.032 0.111

χ2 值 7.728 2.484 0.274 4.132
P 值 0.005 0.115 0.600 0.042

OR 值 0.243 2.835 1.850 7.813 
95% CI 0.085~0.694 0.741~10.851 0.179~19.116 1.285~47.500
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3　讨论

心脏的发育是一个复杂的过程，胚胎期心
血管系统发育过程中任何一个环节的异常都会导
致先天畸形。ISL1 基因含有 6 个外显子（exon）
和 5 个 内 含 子（intron）， 定 位 于 人 类 5 号 染 色
体 5q11.2，自首次从胰岛细胞的 cDNA 文库中发
现 ISL1 基因到现在的 20 多年间 [7]，多项研究已
经证实 ISL1 在多种种属的不同组织中发挥着重要
作用，已有研究发现 ISL1 基因的 SNP 与糖尿病和
多种肿瘤疾病的发生发展相关 [8-9]。ISL1 基因其编
码的蛋白质具有 3 部分高度保守的结构域：N 端
含有两个串连的富含半胱氨酸和组氨酸的 LIM 结
构域，介导与蛋白质间的相互作用；C 端含有一
个表面有高密度碱性和极性氨基酸的同源结构域
（homeodomain 结构域），与下游靶基因调控序列
相结合，介导蛋白质与 DNA 之间的相互作用 [3]。
近年来研究发现，ISL1 在心脏发育的最早期阶段
起着关键性作用，其标记着心脏第二生心区（second 
heart field, SHF）的心脏前体细胞 [5]，在心脏发育
的胚胎早期，可以分化成心脏的起搏细胞、血管
内皮细胞、血管平滑肌细胞和心肌细胞 [10-11], 并且
对心房、心室及流入道交界处组织的发育有重要
意义 [12]。ISL1 可协同 GATA4，激活心肌特异性基
因 Nkx2.5、Mef2C 的 表 达， 并 受 到 Wnt/β-catinin
信号通路及 FGFs 信号分子的上调表达作用 [13-15]，
而且 ISL1 和 TBX-1 等心脏祖细胞标志基因受到
BMP4、BMP2 通路的负性调节 [16-17]。由此可见，
ISL1 基因在心脏的发育中处于一个上游、核心枢
纽的位置，对 ISL1 基因在 CHD 的发病机制中所扮
演的角色进行研究显得十分必要。

Stevens 等 [6] 最近对美国人 ISL1 基因进行了
SNPs 分析，发现 ISL1 基因多态性与 CHD 相关。
本课题首次对 ISL1 基因外显子 6 内两个 SNP 位点
rs41268421 和 rs1017 多态性与天津地区汉族儿童
CHD 的相关性做了研究，并且首次将 rs41268421
和 rs1017 这两个位点联系起来进行分析。本研究
在样本中检测到 rs41268421 和 rs1017 位点均存在
多态性，这与 Stevens 等 [6] 的报道一致。本研究
着眼于天津地区汉族儿童，得出在 rs41268421 位
点基因表型为 GT 和 TT 以及携带 T 等位基因及在
rs1017 位点基因表型为 AT 和 TT 以及携带 T 等位
基因的儿童可能是 CHD 的易感人群。本研究通过
对 2 个 SNP 位点进行单体型分析，得出表现 TT 单
体型的儿童患 CHD 的危险度最高（OR=7.813），
也就是说这两位点同时表达突变型时，罹患 CHD

的风险最高。而至于这两个均位于 ISL1 基因的外
显子 6 内，相距约 100 bp 的 SNP 位点之间究竟是
怎样相互影响的，仍有待进一步的研究。

因此，通过检测 ISL1 基因多态性可能会筛
查到 CHD 高危人群，在临床上为儿童 CHD 的早
期发现与预防提供一条新的途径。rs41268421 和
rs1017 这两个位点的多态性是如何增加 CHD 的易
感性呢？可能的原因是多态性影响了 ISL1 基因正
常的转录、翻译，导致基因表达产物 mRNA 或蛋
白质的异常，使 ISL1 基因丧失了正常的功能，导
致标记 ISL1 的祖细胞表达异常，进而影响下游的
ISl1/Flk1 和 ISl1+/Nkx2.5+/Flk1- 细胞亚群，造成心
脏的右心室以及大部分心房的心肌细胞，以及室
间隔的发育异常。另外，ISL1 基因的点突变使得
ISl1-GATA-Mef2c 这一心脏发育的主要调控信号通
路的异常，导致 ISl1 基因在第二生心区的表达下调，
造成心脏发育的畸形，从而导致了 CHD 的易感性，
然而确切的作用机制还有待今后更加深入的研究。

本研究为儿童 CHD 的研究提供了一条新的思
路，但由于样本数量有限，并且只是选取了天津
籍的汉族儿童，考虑到人群的种族、地区差异，
ISL1 基因多态性与 CHD 的确切关系尚需要后续大
样本、多中心的研究。
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