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多态性与中国汉族人血脂水平的关联研究"
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"武汉大学中南医院临床基因诊断中心'检验科
!
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"摘要#

!

目的
!

探讨
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'

4

$位点多态性与中国汉族人群血脂水平的关联性%方法
!

在中南医院体

检中心收集高脂血症患者
"%$

例作为高脂血症组!健康者
!&1

例作为健康对照组%用全自动生化仪检测血脂水平!

采用聚合酶链反应
3

高分辨率熔解曲线分析技术"

N̂]3W]P

$检测
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"

a

'

4

$多态性%比较高脂血症组和健

康对照组间等位基因和基因型的分布差异!同时比较不同基因型亚组之间血脂各指标的差异%结果
!

高脂血症组

与健康对照组
aa

型&

a4

型和
44

型频率比较!差异无统计学意义"

$

&

%#%,

$!基因型亚组间各血脂指标总胆固醇

"

4N

$&三酰甘油"

4a

$&高密度脂蛋白胆固醇"

WZ/3N

$&低密度脂蛋白胆固醇"

/Z/3N

$差异也无统计学意义"

$

&
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$%结论
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$多态性与中国汉族人群血脂水平无明显相关性%

"关键词#

!

高脂血症#

!

单核苷酸多态性#

!

高分辨率熔解曲线
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大量研究发现#血液中总胆固醇$

4N

&,三酰甘油$

4a

&和

低密度脂蛋白胆固醇$

/Z/3N

&升高#高密度脂蛋白胆固醇

$

WZ/3N

&降低是冠心病的重要风险因素*

!3"

+

)目前人们已通

过全基因组关联分析$

aU2F

&发现了大量与血脂相关的遗传

易感位点*

-

+

)但这些位点多在欧美白种人中发现与血脂相关#

在亚洲人群中的验证还不充分)由于遗传特征及其对表型的

影响存在种族差异#因此鉴定与汉族人群血脂相关的位点尤为

重要)

:=!!"".%&

位于低密度脂蛋白受体$

/Z/]

&基因附近的

FP2]N2$

基因上)国外研究发现在欧美人群中该位点与

/Z/3N

水平相关*

$

+

)
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年在
R>;B:6a6+6;*C=

上发表了一项

早发性心肌梗死的全基因组关联研究#其中
:=!!"".%&

被进一

步发现与高加索人群中早发性心肌梗死明显关联*

,

+

)

"%!%

年

发现该位点与中国汉族男性心肌梗死明显相关*

.

+

)由此推测#

该位点可能与中国汉族人血脂水平相关)为此#本文研究了

:=!!"".%&
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4

&的基因多态性及其与血脂水平的相关性#旨

在观察其对汉族人群血脂水平的影响#评估患高脂血症的

风险)

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

"%!"

年
!!

月至
"%!-

年
1

月于中南医院体检

中心收集高脂血症患者
"%$

例作为高脂血症组#健康者
!&1

例

作为健康对照组)根据中国成人血脂异常防治指南*

1

+

#达到高

脂血症标准为
4N

(
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/Z/3N

(

$#!$))59

"
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,

WZ/3N

%

!#%$))59

"

/

,

4a

(

"#".))59

"

/

#其中
!

项或几项

符合即可%健康对照组为血脂水平正常的体检人群)所有受试

对象均排除甲状腺功能亢进,甲状腺功能减退,慢性肝病,糖尿

病,糖尿病肾病,肾病综合征,肾移植术后等影响脂类代谢的疾

病#排除使用影响糖脂代谢药物者)两组研究对象的一般临床

资料比较#差异无统计学意义$

$

&

%#%,

&#具有可比性)见

表
!

)

$#/

!

方法

$#/#$

!

血脂水平检测
!

采集受试者空腹
!"<

以上静脉血
-

)/

#肝素抗凝#在全自动生化分析仪$雅培全自动生化分析仪&

用酶法检测
4N

,

/Z/3N

,

WZ/3N

和
4a

)

$#/#/

!

基因组
ZR2

制备
!

采集受试者静脉血
")/

乙二胺

四乙酸二钠$

SZ423"R>

&抗凝#采用蛋白酶
X

法提取基因组

ZR2

#通过电泳鉴定
ZR2

提取成功#通过
R>+50:5

8

"%%%

微量

紫外分光光度仪测定提取基因组
ZR2

的浓度和纯度#终浓度

为
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!
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/

#纯度
eZ".%

"

"&%

为
!#,

!

"#%
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检验医学与临床
"%!,

年
1

月第
!"

卷第
!$

期
!
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!
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!

R5#!$

"

基金项目!武汉大学中南医院院内基金$
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作者简介!程小欢#女#硕士#主管技师#主要从事心血管疾病的分子生物学检验研究)
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N̂]

扩增和高分辨率熔解曲线分析
!

根据引物设计

原则#用
/F̂ ZF

软件设计
N̂]3W]P

引物序列#由武汉擎科

新业生物技术有限公司合成)正向引物!

,c3aN4N4N244

4Na4Na 4a4 222 2a3-c

#反向引物!

,c34aNNNN 22N

2N4aNa2a3-c

)

N̂]3W]P

反应体系总体积
!%

&

/

#其中
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D
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/

#

"))59
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&

/
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)59

"

B/

正,反向引物各
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/

#

!g

"

&

/4>

T

酶
!

&

/

#

!%`

LB??6:!

&

/

#

ZR2

模板
!

&

/

#

/N

荧光
!

&

/

#

00W

"

e$

&

/

)

N̂]

反应条件为预变性
',i

#

!%)*+

#然后
',i

#

"%=

,

,.i

#

"%=

,

1"i

#

-%=

行
,%

次循环#最后进行
1"i

#

!%)*+

延伸)

通过
/*

D

<;FC>++6:-"

高分辨率熔解曲线仪扫描得到熔解曲线

$

/*

D

<;FC>++6:-"

高分辨率熔解曲线仪由武汉大学中南医院科

研中心提供&)

$#/#1

!

测序验证
!

随机选取一部分样本进行
N̂]3W]P

#从

中选取熔解曲线不同的样本行普通
N̂]

#扩增产物由武汉擎

科新业生物技术有限公司测序确定基因型)

$#'

!

统计学处理
!

用
/̂YRX

和
F̂ FF!.#%

软件对数据进行

分析)用
W>:0

@

3U6*+A6:

D

进行遗传平衡校验#用方差分析对

两组基因型和血脂水平进行比较)以
$

%

%#%,

为差异有统计

学意义)

表
!

!

高脂血症组和健康对照组的一般资料

组别
&

男"女

$

&

"

&

&

年龄

$

O(D

#岁&

4N

$

O(D

#

))59

"

/

&

4a

$

O(D

#

))59

"

/

&

WZ/3N

$

O(D

#

))59

"

/

&

/Z/3N

$

O(D

#

))59

"

/

&

高脂血症组
"%$ !-1

"

.1 $,#'"(1#.! .#-!(!#!- "#&%(!#$! !#""(%#-! $#%"(!#!$

健康对照组
!&1 !"%

"

.1 $.#,1(.#&" $#".(%#$- !#%-(%#-& !#-%(%#", "#,!(%#$!

/

!

结
!!

果

/#$

!

N̂]3W]P

和测序验证结果
!

不同基因型的样本熔解曲

线见图
!

$

2

&#对于不同熔解曲线的样本测序验证的结果见图

!

$

L

,

N

,

Z

&#分别显示的是
aa

,

a4

,

44

基因型)

!!

注!

2

为
-

种基因型样本的熔解曲线%

L

为
aa

型基因型的测序验证图#黑色箭头指向
a

等位基因%

N

为
44

型基因型的测序验证图#黑色箭头

指向
4

等位基因%

Z

为
a4

型基因型的测序验证图#黑色箭头指向
a4

杂合基因)

图
!

!

-

种不同基因型样本的扩增熔解曲线与其对应的测序结果图谱

/#/

!

高脂血症组和健康对照组各基因型血脂水平的比较
!

利

用
/̂YRX

进行
W>:0

@

3U6*+A6:

D

检验#高脂血症组
$f%#&-

#

健康对照组
$f%#!'

#表明样本来自一个随机婚配的群体#不

存在抽样误差)两组年龄比较
$f%#,-$

#性别比较
$f

%#-1"

#均差异无统计学意义$

$

&

%#%,

&)高脂血症组与健康

对照组等位基因和基因型的分布差异见表
"

)各组的各基因

型之间的血脂水平比较见表
-

)两组各基因型间#血脂水平之

间均差异无统计学意义$

$

&

%#%,

&)

表
"

!

高脂血症组与健康对照组等位基因和

!!!

基因型的比较)

&

%

[

&*

组别
& aa a4 44 a 4

高脂血症组
"%$ !1%

$

&-#-

&

-$

$

!.#1

&

% -&$

$

'!#'

&

-$

$

&#!

&

健康对照组
!&1 !$,

$

11#,

&

-'

$

"%#'

&

-

$

!#.

&

-"'

$

&&#1

&

$"

$

!!#-

&

)

"

$#,'. "#"'-

$ %#!%% %#!$1

表
-

!

高脂血症组与健康对照组各基因型亚组血脂水平的比较%

O(D

'

))59
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/

&

组别 基因型
& 4N $ 4a $ WZ/3N $ /Z/3N $

高脂血症组
aa !.1 .#",(!#!, %#%1 "#&%(!#-! %#.&- !#"!(%#-" %#''$ -#'&(!#!$ %#"",

a4 -" .#.$(%#'- "#'!(!#'$ !#"!(%#"- $#",(!#!%

健康对照组
aa !$, $#",(%#$- %#'. !#%-(%#-- %#!'$ !#-!(%#"1 %#--1 "#$&(%#$! %#"%,

a4 -' $#"1(%#$, !#%1(%#,! !#"$(%#!& "#.!(%#-&

44 - $#-%(%#-% %#.1(%#%, !#-.(%#!$ "#$&(%#".

-
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-

检验医学与临床
"%!,

年
1

月第
!"

卷第
!$

期
!
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QB9

@

"%!,

!

E59#!"

!

R5#!$
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讨
!!

论

心脑血管疾病一直是威胁人类健康的重要杀手之一#而心

血管疾病的风险因素很多#其中高脂血症是主要的一个危险因

子*

1

+

)因此通过对血脂的遗传特性研究#有望寻找降低心血管

疾病的预防方案)近年来#随着高通量技术的发展#通过

aU2F

已发现多个血脂关联的
FR̂ =

位点#在欧洲白种人群中

的大量研究表明部分与血脂关联的
FR̂ =

大都与心血管疾病

的发生与进展存在关联性*

&

+

)在中国人群中也发现部分与血

脂关联的
FR̂ =

与冠心病存在相关性*

'

+

)

本文研究的
FR̂

位点
:=!!"".%&

$

a

"

4

&位于
/Z/]

附近

FP2]N2$

基因的
-%

号内含子上#

FP2]N2$

基因距
/Z/]

基因仅
-.JA

)该基因也被称为
L]a!

$

A:)

"

FUY"3:69>;60

D

6+6

!

&#位于
!'

8

!-#"

#包含
-.

个外显子#编码
FUY

"

FR_

核染色质

重组复合体的一个主要催化亚单位#参与干细胞更新和分化#

诱导谱系特异性基因程序*

!%

+

)

"%%'

年
X+5B??

等*

,

+首先通过

aU2F

发现
:=!!"".%&

与心肌梗死相关)该位点在俄罗斯人

群中是心肌梗死的高风险因子#但与汉族人群的心肌梗死相关

性不明显*

!!

+

#且与欧洲白种人
/Z/3N

和冠心病关联*

$

+

)在伊

朗人群的研究文献中也提示
:=!!"".%&

$

a4

或
44

&与冠心病

的严重程度相关#与多根血管的受累的相关度更高*

!"

+

)与本

课题研究几乎同期的#关于中国汉族人群冠心病
:=!!"".%&

$

a

"

4

&的病例
3

对照研究和
)6;>

分析报道#显示此位点与汉族

人群冠心病发生无明显相关*

!-

+

#在此研究中讨论了
FR̂

与多

种心血管疾病的关系)而本研究着重于
FR̂

与高血脂尤其是

/Z/3N

的关系#本研究发现此位点与
/Z/3N

水平之间并无相

关性#共同印证了此位点可能具有种族遗传异质性)

在对一些人种的大量研究中发现许多
FR̂

位点与血浆中

/Z/3N

水平和冠心病均相关)对这些相关
FR̂

的研究统计发

现使
/Z/3N

升高的等位基因仍然会增加使用降脂药物治疗患

者患心肌梗死的风险#而对于未使用降脂药物的患者此风险并

未增加*

!$

+

)所以对于有这些等位基因的患者#降脂并不是唯

一降低他们患心血管疾病的方法)同时也说明这些位点对于

心血管疾病的发生机制可能还涉及与血脂无关的因素)一篇

关于中国汉族人群中
:=!!"".%&

基因对于前
)]R2

剪接因子

F_]F-

表达调节的研究发现#其等位基因
4

显示出与总胆固

醇水平降低有明显相关性#而它也能上调
F_]F-

编码的一个

)]R2

剪接子的表达水平#但是与
L]a!

"

FP2]N2$

或
/Z3

/]

的表达无明显相关性*

!,

+

)本文中各等位基因亚群与各血

脂指标的关系均未发现明显相关性)一方面可能由于本研究

样本例数偏少#而另一方面#该文提出
F_F]-

表达水平的增加

可能会降低白细胞介素
3!

$

的表达和分泌#从而降低动脉粥样

硬化和中风的风险)这些表明
:=!!"".%&

基因对于心血管疾

病的发生产生的作用可能并非直接影响了血脂相关基因的表

达#而是通过上调
F_]F-

间接对其产生影响)

本研究发现在汉族人群中
:=!!"".%&

$

a

"

4

&与高血脂之间

无明显相关性#可能具有种族特异性)
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