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载脂蛋白 E 基因多态性与茂参益气滴丸治疗

气虚血癖型冠心病的关系

赵广荣
’
肖 敏

,

李欲来
,

(l
.

天津大学化工学院制药工程系
,

天津市南开区卫津路 92

张军平 2

一

号
,

3 0 0 0 7 2 ; 2
.

天津中医药大学 )

[摘 要」 目的 探讨载脂蛋白 E ( A po E )基因多态性与蔑参益气滴丸治疗气虚血疲型冠心病疗效的关系
。

方法 符合诊断标准

的冠心病患者 49 例
,

服用茂参益气滴丸 1个月
。

提取白细胞 D N A
,

扩增 A oP E 基因第 4 外显子
,

测序检测多态性位点
。

结果 发现

2个有义突变位点
,

第 2 888 位突变与气短
、

神疲乏力的治疗效果有关 ;第 2 9 0 3 位突变对胸痛
、

自汗的治疗效果有显著影响
。

结论 A p o E 基因多态性与蔑参益气滴丸治疗气虚血痕型冠心病证候的疗效有相关性
。

〔关锐词〕 载脂蛋白 E ;基因多态性 ;蔑参益气滴丸 ;气虚血癖型冠心病
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冠心病是严重危害人类健康的重大复杂性疾病
,

在中医药学中
,

气虚血癖证是冠心病的常见类型
,

而活

血化痕是常用的治疗策略
,

血液理化特性变化与中医

证型关系密切 〔’ 」。

载脂蛋白 E ( A op E )基 因是冠心病研

究的重要候选功能基因
。

蔑参益气滴丸是用 于治疗气

虚血疲证冠心病的中药复方制剂
,

其疗效与基 因多态

性之间的关系 目前还未见广泛报道
。

为此
,

本文基于病

证结合
、

方证相应的理念
,

以蔑参益气滴丸为模型药

物
,

从基因的多态性角度探讨与中医证候治疗的关系
。

1 临床资料

1
.

1 一般资料

病例为 2 0 0 5 年 1~ 5 月天津中医药大学第一附属

医院经冠脉造影确诊的冠心病患者
,

并经中医辨证符

合气虚血痕型的 49 例纳入本研究
,

其中男性 15 例
,

女

性 3 4 例
,

男女 比例为 l
: 2

.

2 6 ;
年龄 4 1 ~ 8 0 岁

,

平均

(5 9
.

2 4士 8
.

6 3) 岁
。

1 个月后复查患者 42 例
,

脱失率为

1 4 %
。

基金项 目
:

国家自然科学 基金资助项 目 ( 3 0 3 7 1 7 1 2)

通讯作者
:

赵广荣
, g r z h a o @ t ju

.

e d u
.

e n ,

( 0 2 2 ) 8 74 0 15 4 6

.1 2 诊断标准

西医诊断符合 1 9 7 9 年世界卫生组织《缺血性心脏

病的命名及诊断标准户〕中稳定性心绞痛临床诊断标

准
,

特征为由于运动或其他增加心肌需氧量的情况所

诱发的短暂胸痛发作
,

休息或舌下含服硝酸甘油后
,

疼

痛常可迅速消失
,

病情稳定 1 个月以上
。

中医证候诊断

符合《中药新药临床研究指导原则 》中冠心病气虚血痕

证诊断标准田
。

.1 3 纳入标准

符合中西医诊断标准
,

年龄在 40 一 80 岁之间
,

并

签署知情同意书的患者
。

.1 4 排除标准

经检查证实为冠心病劳累性心绞痛 W 级 ;
合并重

度高血压
,

心肺功能不全
,

心律失常
,

肝
、

肾
、

造血系统

等严重原发性疾病者
;
精神病患者

;
妊娠或哺乳期妇

女
; 过敏体质及对多种药物过敏者

。

2 方法

.2 1 临床方案

.2 L I 治疗方案 维持患者原有基础治疗方案
,

无降

DOI : 10. 13288 /j . 11 -2166 /r . 2008. 01. 034
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l

脂药物
。

同时服用由天津天士力制药股份有限公司生产的

茂参益气滴丸 (由黄茂
、

三七
、

降香
、

丹参组成
,

国药准

字 2 2 0 0 3 0 1 3 9 )
,

每次 0
.

5 9
,

每 日 3 次
。

自检查 中医证候开始治疗 1 个月
。

2
.

1
.

2 观察指标 胸痛
、

胸闷
、

气短
、

神疲乏力
、

心悸
、

自汗
、

面色暗紫
。

依照 2 0 0 2 年 《中药新药临床研究指导

原则 》中症状分级量化表叫
,

制作中医临床症状问卷调

查
,

用药前后 中医症状评分
。

所调查症状分为 4 级
:

( l)

完全没有
; ( 2) 轻度

; ( 3) 中度
;

(4 )重度
。

以上项 目均于

治疗前后各检测 1 次
。

2
.

1
.

3 质量控制方 案 由专人进行相关知识培训后

进行问卷调查
,

确保真实性
、

一致性
、

准确性
、

完整性
;

所有相关实验室检验 由专业人员检测
;
实验前对患者

充分解释进行相关宣传
,

提高其依从性
;
将化验结果在

实验结束后统一将复印件交给患者
,

避免患者加服其

他药物 (仅 l 例患者由于血糖为 27 m m ol / L
,

为防止 意

外通知其结果
,

后成为脱失病例 )
。

2
.

2 主要仪 器和试剂

2
.

2
.

1 仪器 P C R 扩增仪
,

英国 H Y B A I D P C R E X
-

P R E S S ;
台式高速离心机 S E G M A 2 K 1 5

,

美国 S E G M A

公 司
;
凝 胶 成 像 系 统

,

上 海 华美 科 技仪 器 公 司
;

E C P 3 0 0 o 三恒 电泳仪
,

北 京市 六一仪器厂
; N D

一

1 0 0 0

紫外可见分光光度计
,

美国 N a n o D r o p T e e h n o lo g ie s 。

2
.

2
.

2 试 剂 全 血基 因组 D N A 提取 试 剂盒
、

T aq

D N A 聚合酶
、

d N T P
、

D N A M a r k e r (大连宝生物工程公

司 )
,

P C R 引物合成
,

基因测序 (上海生工生物工程公

司 )
。

2
.

3 A oP E 基因多态性的检测

2
.

3
.

1 模 板 D N A 的提 取 提 取 人静脉 血 白细 胞

D N A
,

经琼脂糖凝胶 电泳和分光光度计检测 D N A 的

浓 度 和 纯 度 ( 2 6 o n m 吸 光 度 > 0
.

1
,

A 2 6 o / A 2 8 o 在

1
.

6一 1
.

8 )
。

2
.

.3 2 引物的设计 与合成 根据人类基 因组数据库

中的 序列 设 计 引 物
,

序列 为 P l (上 游 引 物 ) 为
:

5’
-

G G A C G A G A C C A T G A A G G A G T T G A
一

3
’ ; P Z ( 下游引

物 )为
: 5气 G C T G C C C A T C T C C T C C A T C C

一

3
’ 。

由上海

生工生物工程公司在 D N A 合成仪上合成
,

P C R 产物

长度
: 4 7 8 b p

。

2
.

3
.

3 P C R 反应体 系 总体系 5 0拌l
,

l o X P C R 缓冲

液 5拌l
,

T a q D N A 聚合酶 0
.

5拌l
,

d N T P 混合物 4拌l
,

引物

各 ( 2 0拼m o l / L ) 1拼l
,

模 板 D N A Z Oo n g
,

加 双 蒸 馏 水

( d d H
Z
( ) )补齐至 5 0拌l

。

2
.

.3 4 P C R 反 应 条件 95 C 预变性 3 分钟
,

1 个循

环 ; 9 5 C 变性 6 0 秒
,

5 5 C 退火 5 0 秒
,

7 2 C 延伸 5 0 秒
,

共 35 个循环
;
最后于 72 C 延伸 10 分钟

。

2
.

3
.

5 测序测定与比对 P C R 产物 由上海生工生物

工程公 司在 D N A 测序仪上进行全测序
。

通过 lC us at lW

对基因的测序结果进行比较找出突变位点
。

2
.

4 统计学方法

根据治疗前后患者的各个证候症状的分值
,

计算

其差值
。

采用 S P S SI 1
.

0 软件处理
,

各证候差值用非参

数统计的秩和检验
。

3 结果

3
.

1 基 因的 PC R 扩增

以白细胞 D N A 作为模板
,

对 A p o E 基因的第 4 外

显子的部分序列进行 P C R 扩增
,

然后用琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物可以发现 P C R 扩增是特异性的
,

产物

是唯一的
。

与 D N A 标准分子比对
,

可知 P C R 产物大小

符合预期大小
。

3
.

2 A p o E 基因测序结果

为了进一步确证 P C R 产物
,

对其进行 D N A 测序
。

将该序列搜索 G en
e B an k 数据库

,

与 A p o E 基因第 4 外

显子的相似性为 99 %
,

表明 P C R 产物是 A oP E 基因的

第 4 外显子
。

进一步进行 lC us at 1W 序列比对
,

发现了突

变 5个
,

其中 2 个有义突变位点
。

第 2 8 8 8 位 G ~ A 的

突变
,

N C B I 数据库中并没有记 录
,

使氨基酸由天冬氨

酸变为天冬酞胺
;
第 2 9 0 3 位碱基 T ~ C 的突变

,

N C BI

数据库有记录
,

使氨基酸由半胧氨酸变为精氨酸
。

3
.

3 A p 0 E 基 因第 2 8 8 8 位碱基 突变对疗效的影响

通过对纳人有效患者 目的基因的比较
,

得出 A op E

基因第 2 8 8 8 位碱基 G ~ A 的突变率为 1 3
.

16 %
。

对突

变与未 突变 分组样本的 中医证候变化比较结果见表

1
。

尽管对证候总积分的影响不明显
,

但该位点的突变

与气短
、

神疲乏力的治疗效果有关 ( P 簇 0
.

05 )
,

对其胸

痛
、

胸闷
、

心悸和自汗无显著影响 (尸> 0
.

05 )
。

表 l 第 2 8 8 8 位碱基突变对疗效的影响

突变组平均秩 未突变组平均秩
尸 值

一 ( n 一 5 ) ( n 一 3 3 )
一

~

症候总积分差 21
.

50 1 9
.

20 0 6 65

胸痛差 17
.

8 0 1 9
.

7 6 0
.

68 0

胸闷差 17
.

0 0 1 9
.

8 8 0
.

5 70

气短差 2 8
.

0 0 1 8
.

2 1 0
.

0 50

神疲乏力差 2 8
.

4 0 1 8
.

1 5 0
.

04 4

心悸差 2 2
.

6 0 1 9
.

0 3 0
.

4 8 4

自汗差 2 4
.

6 0 1 8
.

7 3 0
.

24 1

面色紫暗差 16
.

0 0 2 0
.

0 3 0
.

3 6 5

3
.

4 A op E 基因第 2 90 3 位碱基突变对疗效的影响

纳人有效患者 目的基因第 2 9 0 3 位碱基 T ~ C 的

突变率为 7
.

9 %
。

该位点突变对 中医证候治疗影 响的

结果见表 2
。

第 2 9 0 3 位碱基突变对胸痛
、

自汗的治疗
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效果有显著影响 (尸 < 0
.

05 )
,

并且对症候总积分有显

著影响 (尸 < 0
.

05 )
,

但对气短
、

神疲乏力
、

胸闷
、

心悸
、

面色暗紫的治疗效果不明显
。

表 2 第 2 90 3 位碱基突变对疗效的影响

项 目
突变组平均秩 未突变组平均秩

( n 一 3 ) (
n = 3 5 )

尸值

症候总积分差

胸痛差

胸闷差

气短差

神疲乏力差

心悸差

自汗差

面色萦暗差

3 7
.

0 0

3 6
.

6 7

9
.

5 0

2 5
.

8 3

2 6
.

6 7

2 6
.

5 0

3 1
.

6 7

1 1
.

6 7

1 8
.

0 0

1 8
.

0 3

2 0
.

3 6

1 8
.

9 6

1 8
.

8 9

1 8
.

9 0

1 8
.

4 6

2 0
.

1 7

0
.

0 0 4

0
.

0 0 3

0
.

0 8 5

0
.

2 7 2

0
.

2 2 4

0
.

2 3 5

0
.

0 3 9

0
.

11 9

4 讨论

蔑参益气滴丸 中黄蔑性味甘微温
,

《神农本草经 》

谓其可以
“

补虚
” 。

丹参性味苦微寒
,

《神农本草经 》
: “

主

心腹邪气
,

肠鸣幽幽如走水
,

寒热积聚
,

破鹿除痕
,

止烦

满
,

益气
” ,

《本草纲目》
: “

活血
,

通心包络
” 。

三七性味甘

微苦温
, 《本草纲 目》

: “

止血
、

散血
、

定痛
” ,

《玉揪药解 》
:

“

合营止血
,

通脉行寮
,

行疲血而敛新血
” 。

降香功能为

行气止痛
,

活血止血川
。

研究表明
,

黄蔑圈
、

丹参困
、

三

七 .7[
“」具有降脂作用

。

临床前动物实验表明
,

蔑参益气滴丸可缩小心肌

梗死犬的梗死范围
,

降低血浆及全血猫度 ;扩张冠脉血

管
,

增加冠脉流量
。

我们的临床实验表明
,

蔑参益气滴

丸降低血脂
,

同时提高了载脂蛋白 A op A I 的含量
,

对

气虚血寮型冠心病患者血脂代谢紊乱具有良好的调节

作用
,

从而缓解气虚血癖型冠心病患者自觉症状
,

减轻

中医证候表现 n[J
。

可见
,

调节血脂可能是蔑参益气滴丸

治疗冠心病的作用途径之一
。

A p o E 对血脂代谢起着重

要作用
,

它主要由肝脏合成
,

是由 2” 个氨基酸组成的

多肤
。

其竣基末端的稳定区 (主要由第 4 外显子编码的

氨基酸组成 )可能是脂类结合区 l0[
·

川
。

该区域中氨基酸

的变化将对 A op E 的结构和功能产生很大的影响
。

本

研究中检测出的 2 个有义 S N P 位点位于该区域
,

对中

医临床症状的胸痛
、

气短
、

神疲乏力等有显著影响
。

这

表明
,

基因多态性与中药对证治疗之间存在相关关系
。
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