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［摘要］ 目的 探讨 β- 烯醇化酶基因的 2 个突变位点：rs121918403 （G/A）、rs121918404 （G/A） 的基因突

变率与 COPD 骨骼肌萎缩的关系．方法 采用多聚酶链反应 （PCR） 及 DNA 单向直接测序的方法，对昆明地区

120 例 COPD 患者和 60 例年龄匹配正常对照者的 2 个位点：rs121918403 （G/A） 、rs121918404 （G/A） 以及其附

近位点进行分析．结果 在 COPD 患者和健康对照组中，rs121918403 （G/A）、rs121918404 （G/A） 2 个位点均未

发生突变．结论 β- 烯醇化酶的 rs121918403 （G/A） 、rs121918404 （G/A） 2 个突变位点的基因多态性与昆明

地区 COPD 患者骨骼肌萎缩无相关性．
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［Abstract］ Objective To investigate the relationship bewteen beta enolase gene two point rs121918403

（G/A），rs121918404 （G/A） polymorphism with skeletal muscle Atrophy in the patient with chronic obstructive

pulmonary disease （COPD） ．Method Beta enolase genes were assayed by polymerase chain and one-way

directed sequencing methods between 120 COPD patients and 60 age-matched controls in Kunming．Result

There was no mutation in rs121918403 （G/A） and rs121918404 （G/A） of beta enolase gene in COPD patients

and healthy subjects．Conclusion SNPs of two mutational sites of beta enolase are not correlated to skeletal muscle

atrophy in COPD patients in Kunming.
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慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （chronic obstructive

pulmonary disease，COPD） 主要累及肺脏，但也可

引起全身（skeletol muscle dysfantion，SMD） 的不良

效应，其中，骨骼肌功能障碍尤为突出，它直接

影响运动功能 [1]，导致健康状况不佳 [2]，是预测医

疗资源利用率和死亡率的独立因素[3，4]．β- 烯醇化

酶是能量代谢中的重要的同工酶，是人类肌生成

最早期的标志之一[5]．笔者先期的研究鉴定出了可

能与 COPD 肌萎缩发生密切相关的 12 种蛋白，其

中烯醇化酶表达上调 [6]．随后的研究中发现在

COPD 骨骼肌萎缩患者中，β- 烯醇化酶蛋白浓度

与 β- 烯醇化酶 mRNA 表达水平一致升高，且较

COPD 骨骼肌非萎缩患者、健康人高，由此说明在

DNA 层面上，β- 烯醇化酶的调控机制不同，推

测可能存在 ENO3 基因单核苷酸多态性，从而引起

了骨骼肌代谢功能的紊乱．本实验系探索性研究，

选择了昆明地区汉族人群为研究对象，探讨β- 烯

醇化酶基因的 2 个突变位点；rs121918403 （G/A）、



表 1 一般情况及相关检查（x±s）
Tab. 1 The general data and related examination results （x±s）

项 目 COPD 非萎缩组 COPD 萎缩组 正常对照组

性别 （男 / 女） 63（41/22） 57（38/19） 60（39/21）

年龄 （岁） 72.27±10.45 74.03±9.57 73.15±8.25

吸烟指数 363±22.00 374±49.50 319±33.00△*

身高 （cm） 165.54±10.20 163.52±6.67 166.35±8.48

体重 （kg） 62.37±5.72 53.30±9.60* 64.17±7.94△

BMI （kg/m/-2） 23.91±1.47 19.32±1.58* 24.71±2.78△

去脂肪指数 （kg/m2） 18.62±1.98 13.79±0.86* 19.71±1.66△

FEV1/FVC% 54.44±5.04 49.78±4.47 77.90±7.34△*

FEV1/PRE 43.23±15.30 37.16±9.89 92.58±15.51△*

PaO2(KPa) 9.10±1.07 7.84±1.10 10.49±0.82△*

PaCO2(KPa) 4.86±0.69 4.51±0.46 5.24±0.57△*

股四头肌周径 （cm） 42.5±4.7 36.6±3.3* 42.8±3.7△
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rs121918404 （G/A） 的基因突变率与 COPD 患者骨

骼肌萎缩的关系．

1 资料与方法

1.1 研究对象

所有患者都符合中华医学会呼吸分会慢性阻塞

性肺疾病学组颁布的 《慢性阻塞性肺疾病诊疗指

南》 （2013 年修订版） 诊断标准：吸入支气管扩

张剂后 FEV1/FVC＜70%，并以 FEV1%预计值来评

估 COPD 严重程度，所有患者近 3 周均未使用过全

身性的激素．但允许吸入维持剂量的长效激素和

（或） 支气管扩张剂 （B2 受体激动剂或胆碱能受体

阻滞剂） ．排出标准：COPD 患者伴有恶性肿瘤、

哮喘、支气管扩张症、心功能衰竭、截瘫、最近外

科手术、肝肾功能不全、内分泌功能障碍及免疫系

统性疾病．按照上述标准，最终纳入昆明地区

COPD 患者 120 例．60 例年龄相匹配的健康对照者

均无亲戚关系，均来自昆明地区．登记所有入选对

象的基本资料，包括年龄、性别、吸烟指数、体质

量指数 （body mass index，BMI）、无脂肪组织指数

（fat—free mass index，FFMI，生物电阻抗法测定）、

动脉氧分压 （PaO2） 和肺功能[FEV 占预计值的百

分比 （FEVl％）、l s 用力呼气量占用力肺活量比值

（FEVl/FVC％） ]；对 COPD 患者，以 BMI＞21

kg/m2 和 BMI≤21 kg/m2，且男性以 FFMI＞16 kg/m2

和 FFMI≤16 kg/m2，女性以 FFMI＞15 kg/m2 和

FFMI≤15 kg/m2 的 COPD 组患者分为萎缩组和非萎

缩组．一般情况及相关检查，见表 1．

1.2 方法

DNA 的提取，取外周全血 3 mL，EDTA-Na2

抗凝，-80℃冰箱保存 （不超过 6 个月） ．冰冻血

块室温解冻后，采用血液基因组 DNA 抽提试剂盒

（康为），严格按说明操作，提取外周血白细胞

DNA．所提 DNA 放入 -80℃冰箱中保存备用．

β 烯醇化酶基因多态性分析 在 PUBMED 上查

出 β 烯醇化酶基因全序列．2 个突变位点相邻．

采用普通聚合酶链反应 （PCR） 方法，用 Primer

Premier 设计引物，rs121918403 （G/A） 引物：上

游引物 ENO3-F：TCCACCCCAACACCCCCCGCC -

CCTG，下游引物 ENO3-R：CCATACTTGGCCTT -

GATGACCCCCT，rs121918404 （G/A） 引物：上游

引物 ENO3-F2：CCCTGCAGAGTGCTTGCTACCC-

AAA，下游引物 ENO3-R2：AGAATTTGGAGGGT-

TAGGTGAGGCT；扩增体系：DNA 2 滋L，上下游

引物各 2 滋L；高保真 EXTaq 酶 0.5 滋L；10×Buffer

（含 Mg2+） 2.5 滋L； dNTP 1 滋L；加 ddH2O2 到总体

积 25 滋L．反应条件为 94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 60 s，60 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 60 s，共 35 个

循环后延伸 5 min．PCR 产物经 1％的琼脂糖凝胶

电泳分析， rs121918403 （G/A） 和 rs121918404

（G/A） 目的条带分别于 240 bp 和 352 bp 处显影，

PCR 产物外送上海生工进行 DNA 直接单向测序，

对基因多态性位点进行检测．

与非萎缩组比较，* ＜0.05；与萎缩组比较，△ ＜0.05.



1.3 统计学方法

采用 SPSS 软件包对数据进行统计处理，数据

用均数±标准差表示．两组数据比较用独立样本

均数 检验，多组均数比较应用单因素方差分析；

3 组间的基因型与等位基因频率分布比较采用 χ2

检验，以 Hardy-Winberg 平衡法检验各组基因频率

群体群体代表性， ＜0.05 为差异有统计学意义．

2 结果

经过实验，扩增出所需目的片段，共成功测

序 180 例．经比对，在 COPD 患者骨骼肌萎缩组、

COPD 患者骨骼肌非萎缩组和健康对照组中，

rs121918403 （G/A）、rs121918404 （G/A） 两个位

点均未发生突变，均为 G，提示均为 GG 型纯合

子．所以未对 3 组间基因型和等位基因进行比

较．

3 讨论

慢性阻塞性肺疾病的肺外表现近年来被认为

与 COPD 的发病率和死亡率密切相关，其中骨骼

肌功能障碍尤为突出，发生于 COPD 的各个时期，

即使进行低强度运动，患者的耐力仍然是下降的

[7]，在 I/II 期骨骼肌功能障碍的发生率为 31%，IV

期上升为 38% [8]， I/II 期患者的骨骼肌细胞水平、

分子水平都发生了改变 [9]．β- 烯醇化酶参与肌修

复和肌再生，主要分布于骨骼肌和心肌．由 β-

烯醇化酶基因 （ENO-3 基因） 编码，该基因位于

17 号染色体短臂上，17p13.2，包括 12 个外显子，

第一个外显子包含了未翻译序列，编码由 433 个

氨基酸残基构成的蛋白质，即 β- 烯醇化酶，从

而发挥相应的生物学作用．

β- 烯醇化酶的低氧应答发生在一个保守的富

含 GC 的启动子区域上， GC 盒可与转录激活蛋白

Sp1 和 Sp3 结合，Sp3 的过度表达可抑制 β- 烯醇

化酶的启动子．低氧可导致 Sp3 逐渐耗竭，而 Sp1

蛋白水平却未发生变化[10]．当 COPD 患者 β- 烯醇

化酶 GC 盒发生突变或缺失后，不能与 Sp 蛋白结

合，失去了启动子功能，导致基本的有氧表达减

少，低氧应答消失[10]，不能以糖酵解途径产生足够

的 ATP 以补偿机体能量的不足，导致蛋白质合成

代谢降低，从而骨骼肌发生萎缩．

目前，COPD 骨骼肌萎缩发病机制研究中，已

有研究者发现血管紧张素转换酶 （ACE）、维生素

D 受体的基因多态性与 COPD 骨骼肌功能障碍有

关．而先期我们的研究发现，β- 烯醇化酶表达上

调导致 COPD 骨骼肌不同表型产生，笔者推测究
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图 1 部分样本的ENO3 基因

Fig. 1 ENO3 gene in some samples

4858288..4858648 rs121918403 的 PCR 结果电泳图．目的条带在 240bp 位置
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图 2 部分样本的 ENO3基因

Fig. 2 ENO3 gene in some samples

4859760.4860111 rs121918404 的 PCR 结果电泳图．目的条带在 352 bp 位置



其根本原因在于 β- 烯醇化酶基因的多态性．本

实验所选 2 个突变位点与糖原储积病 XIII 型有关，

COPD 骨骼肌萎缩患者由于慢性缺氧、骨骼肌类型

转换的原因，其依靠无氧糖酵解获能的肌纤维数量

增加，此类肌纤维极易疲劳，耐力差，ATP 消耗率

高，与糖原储积病 XⅢ型患者的临床表现相似，且

β- 烯醇化酶皆为导致其骨骼肌代谢异常的关键

酶．本研究证实，上述 2 个突变位点在昆明地区汉

族人群突变概率低，与 COPD 骨骼肌萎缩无明显关

系．需要进一步筛查 β- 烯醇化酶基因的其他突

变位点的多态性与 COPD 患者骨骼肌萎缩的关系．
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