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摘!要!系统筛查/01(+/01!及/01%基因编码+剪接及侧翼序列$以期发现所有潜在功能多态基因座$为进一

步探讨/01基因家族与心血管疾病的关系做准备(随机选择#Q例冠心病患者作为筛查对象$以FNS产物直接

测序检测T@+序列变异(扩增片断涵盖整个外显子$其两侧部分内含子区域及$U和%U侧翼序列(!("(%A&4<测

序范围内共发现%(个多态性基因座$均为单核甘酸多态!K@F"$其中("个K@F为首次报道(!!"国人中K@F构成

和等位基因频率与高加索人群存在显著差异(!%"一个基因内部两个或多个多态性基因座间存在完全或近乎完全

连锁不平衡相当常见(中国汉族人群中/01基因簇多个潜在功能多态基因座的识别及这些基因座间的强连锁不

平衡状态$为在国人中探讨/01基因簇与心血管疾病关系提供了重要的基础数据(
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!!(&&&年$最具影响力的杂志发表了#篇旨在探
讨人类基因序列变异特点的研究%(!#&(这些研究的
共同结论是候选基因内存在相当数量的常见多态及

不只一个功能多态基因座$多态性基因座间存在强连
锁不平衡(这对生物学和医学领域中关注基因型变
异与表型变异间生物和统计学关系的研究具有重要

意义$即必须探讨每一个多态性基因座的特定等位基
因及各多态性基因座间联合作用对疾病性状的影响$
而不仅仅是孤立的分析基因内一个功能突变基因座(
对硝苯磷酯酶基因簇!/014"位于"号染色体长

臂!(A%!!!A(区$至少由/01(+/01!和/01%
%个基因组成$顺序为着丝粒W/01(W/01%W
/01!W端粒$跨度约$’’4<%$&(/01(基因产
物’’’血清对硝苯磷酯酶可以抑制YTY氧化(最近
有研究发现/01!和/01%基因产物也具有抗氧化
功能$提示该基因簇可能影响心血管疾病的遗传易感
性(/01(基因编码区V(&!S多态和Y$#J多态是
最早定位的人类遗传多态性之一(!’’’年$Y;D/;D%)&

和K8;./32%"&等分别在瑞士和日本人群中对/01(基
因启动子区进行筛查$发现/01(基因启动子区存
在$个强连锁不平衡的K@F基因座$分别为W&’Q>,

N+WQ%(>,++W()!>,++W(!)>,N和W(’"N,-(

!’’’年$̂.9/0./%Q&和尤蓓%&&等分别在日本人群和中国
南方汉族人群中系统筛查了/01(基因的编码序
列$发现两个人群中均有V(&!S多态$日本人群虽然
有Y$#J多态$但$#J等位基因频率显著低于高加索
人群!’a’),’A%)"$而中国南方汉族人群中未发现

Y$#J多态(!’’(年$*32R.=%(’&等在美国高加索人群

/01(基因的%U\-S区发现了#个K@F位点((&&)
年在克隆/01!基因的同时$也发现了其两个常见
多态+(#Q>和K%((N(目前未见/01%基因多态的
报道(
考虑到人群和种族的差异及人类基因组研究关

于基因序列变异特点的最新进展$本研究的目的是
在中国汉族人群中系统筛查/01(+/01!及/01
%基因编码+剪接及侧翼序列$以期发现所有潜在功
能多态基因座$为进一步探讨/01 基因家族与心
血管疾病的关系做准备(

(!对象和方法

=>=!研究对象
随机选择#Q例无血缘关系的北方汉族冠心病

患者作为筛查对象(病例经冠状动脉造影确诊!%&
例"和,或有明确急性心肌梗塞病史!%$例"(该样
本量发现少见等位基因频率大于"’a’(K@F的概
率等于&$b%((&(冠状动脉造影阳性标准#主要冠状
动脉之一横截面狭窄超过"’b或左主干狭窄超过

$’b(急性心肌梗塞诊断标准#根据 1,̂ (&"&年
的诊断标准(

=?@!实验方法
以FNS产物直接测序检测T@+序列变异(根

据>;9*694中公布的/01(+/01!和/01%的
基因序列及基因结构$应用 Ĉ/H2)A$%软件设计引
物$使扩增片段涵盖整个外显子及其两侧部分内含
子区域($U及%U侧翼序列分别与第(及最末外显子
同时扩增(共设计并应用!%对引物完成对目的片
段的扩增$引物序列+扩增片段长度及退火温度可由
作者提供(FNS反应体系!!$#Y"#基因组T@+$’
9H+:@-F0!’’#I2C,Y+&:J酶!-6G6S6公司"(\+

JH!c !A’ II2C,Y+-3/0E,NC(’ II2C,Y+GNC$’
II2C,Y及引物!’’RI2C,Y(FNS循环参数#&$d
预变性$I/9$经&#d#$0$#QA$!)!d#’0$"!d
#$0$循环%’5后于"!d延伸(’I/9(FNS产物经
纯化后进行测序反应(以FNS引物作为测序引物$
大于(4<的片段$在#’’<R左右增加一条测序引物(
测序在+*‘%"’’测序仪上完成(在K\@工作站上$
应用F.3;:,F.36R,L290;:程序进行序列拼接+序列比
对和K@F基因座识别(对于少见等位基因频率小于

’a’$的K@F基因座$双向测序进行核实(

=?A!+2!命名原则
根据\?6.州K@F网站上公布的/01(+/01!

和/01%的基因序列为参考进行K@F的命名$以
开放阅读框架的第一个核苷酸作为核苷酸($其上
游!$U侧翼序列"逆向计为W@*%U侧翼序列自开放阅
读框架的最后一个核苷酸之后计为c@*内含子区

K@F以核苷酸的位置表示*编码区K@F以蛋白质中
相应的氨基酸及其位置进行命名(

=?B!统计学分析
!("计算各多态性基因座的等位基因频率及杂

合度(!!"核苷酸变异度$定义为每个核苷酸基因
座发生变异的概率(以无限基因座中心等位基因模
型估计核苷酸变异度!!"和其标准差(!!"$计算公
式如下#

!KL,:M$(!!
!"K :!MNO!!M"! ",:M$
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! 代表一定基因组长度!Y$<R"范围内识别的K@F
数目$9为样本等位基因的数目$本研究为&)(

!!结!果

@?=!C27序列多态分布
测序总长度为(%A&4<$包括!!%"<R的$U侧

翼序列+!)Q%<R的编码序列+"’$Q<R的内含子序
列及(&!!<R的%U侧翼序列(#Q例冠心病患者$

&)条染色体$(%A&4<的测序范围内共发现%(个多
态基因座$均为单核苷酸多态!K@F"$其中"个在$U
侧翼序列+$个在编码区+(#个在内含子区+$个在

%U侧翼序列*("个K@F为首次报道*少见等位基因
频率在’a’!!’A$’之间!表("(%(个K@F中(&
个为转换$(!个为颠换$转换与颠换的比率为(A$Q
!表!"(

表=!A个基因的测序长度及+2!数目

D98#-=!D(-*-E5-.,)./#-./6("06(&--/-.-*9.<6(-

.5%8-&"0+2!*

基因

>;9;

96I;

测序长度

K;_8;9L/9HC;9H?.!<R"
$U侧翼序列

$UBC694/9H

外显子

OP29

内含子

‘9?329

%U侧翼序列

%UBC694/9H

K@F0

/01( (!"Q (’)Q !)#) "’( ()

/01! #($ (’’% !"$! $Q& (’

/01% $## )(! ())’ )%! $

表@!+2!*置换类型

D98#-@!+58*6)656)".6$’-"0+2!*

置换类型

K8<0?/?8?/29?=R;
编码区K@F0
L2:/9H

非编码区K@F0
929EL2:/9H

总计

-2?6C
转换

-3690/?/29
% () (&

颠换

-690D;30/29
! (’ (!

转换,颠换
-3690/?/29,?690D;30/29

(A$ (A) (A$Q

@?@!核苷酸变异度
根据无限基因座中心等位基因模型估计核苷酸

变异度!!"和其标准差(!!"(如表%所示$非编码
区的变异度是编码区的 (A!# 倍 !’a’’’#$(e
’a’’’(#%D0’a’’’%)%e’a’’’(Q)"$而编码区错
义突变的变异度远远高于同义突变$前者约是后者
的# 倍$!’a’’’!&e’a’’’()! D0’a’’’’"%e
’a’’’’"$"(

表A!不同类型+2!发生率及核苷酸变异度分析

D98#-A!7.9#$*-*"0*-E5-.,-<)F-&*)6$9.<

.5,#-96)<-<)F-&*)6$

K@F类型
K;_8;9L;
?=R;

筛查的序

列长度

K;_8;9L;
C;9H?.!<R"

K@F0

发生率

!K@F,<R"
K;_8;9L;
:/D;30/?=

核苷酸变异度

!f(’W#"
@8LC;6?/:;
:/D;30/?=

编码区

N2:/9H3;H/29
!)Q% $ (,$%" %A)%e(AQ)

错义突变

@290=929=I280
# (,)"( !A&’e(A)!

同义突变

K=929=I280
( (,!)Q% ’A"%e’A"$

非编码区

@29EL2:/9H3;H/29
((!(" !) (,#%( #A$(e(A#%

$U\-S !!%" " (,%!’ )A’&e!A")
%U\-S (&!! $ (,%Q# $A’)e!A$&
内含子区

‘9?329/L3;H/29
"’$Q (# (,$’# %AQ)e(A#(

总计

-2?6C
(%&’’ %( (,##Q #A%#e(A%%

@?A!筛查区域中国汉族人群!12 基因簇+2!基
因座及频率

由表#可见$与中国南方人群相同$在中国北方
汉族冠心病患者中同样没有发现 /01(基因的

Y$#J多态$但在/01(基因的第$外显子(’Q位
发现一个+,>突变(该突变使/01(第()’位氨
基酸由精氨酸!S"变为甘氨酸!>"(/01(基因%U
\-S发现的%个K@F基因座中$两个与*32R.=等
报道的相同$即c$#Q+,> 和c$"&N,-(除发现

/01!基因编码区!个改变氨基酸编码的常见多
态外+在外显子#和%U\-S 各发现了一个低频

K@F$但前者不改变氨基酸编码(在/01%基因的
编码区未发现任何多态性基因座$但在$U和%U侧翼
序列各发现一个N,+多态和>,+多态(

@?B!多态性基因座间的完全连锁不平衡
一个基因内部两个或多个多态性基因座间存在

完全或近乎完全连锁不平衡!不同基因座的基因型
几乎完全一致$有相同的等位基因频率$人群中主要
存在两种单体型"很常见$如/01(基因的W(’")+,

>+W()!>,+和W(!)>,N多态$少见等位基因频率均
为’A()$人群中只存在+>>和>+N两种单体型(完
全连锁不平衡还见于/01(基因的W&’Q>,N与W
(’"N,-多态之间+S()’>与!)("(N,-多态之间及

/01!基因的+(#Q>+!%&)%+,N+!)’)’>,++!&%"!-,

+与K%((N多态之间(

&$%!#期!!!!!!!!!!!!!!王晓玲等#/01基因簇序列变异筛查研究



表B!筛查区域发现的+2!基因座

D98#-B!+2!*)<-.6)0)-<).6(&--/-.-*

基因

>;9;
96I;

K@F
区域

S;H/29
类型

-=R;

少见等位

基因频率

J/9236CC;C;
B3;_8;9L=

/01( W(’")+,> $U7C694 $U7C694 ’A()
W&’Q>,N $U\-S $U\-S ’A$’
WQ%(>,+ $U\-S $U\-S ’A!’
W()!>,+ $U\-S $U\-S ’A()
W(!)>,N $U\-S $U\-S ’A()
W(’"+,> $U\-S $U\-S ’A$’
($&&)>,+ ‘9?329( ‘9?329/L ’A#Q
!!"$"+,N ‘9?329# ‘9?329/L ’A!)
S()’> OP29$ @290=9 ’a’Q
!)("(N,- ‘9?329$ ‘9?329/L ’a’Q
V(&!S OP29) @290=9 ’A%Q
%(&%$>,N ‘9?329" ‘9?329/L ’A!’
%(&)’-,> ‘9?329" ‘9?329/L ’A!’
c%%!+,> %U\-S %U\-S ’A%)
c$#Q+,> %U\-S %U\-S ’A#)
c$"&N,- %U\-S %U\-S ’a’&

/01! G!+"&’G!>" OP29# K=9 ’a’!
!%&)%+,N ‘9?329# ‘9?329/L ’A()
+(#Q> OP29$ @290=9 ’A()
!)’)’>,+ ‘9?329$ ‘9?329/L ’A()
!&%()+,> ‘9?329" ‘9?329/L ’a’!
!&%"!-,+ ‘9?329" ‘9?329/L ’A()
!&&!%+,- ‘9?329" ‘9?329/L ’A(#
%’)Q#-,+ ‘9?329Q ‘9?329/L ’A%Q
K%((N OP29& @290=9 ’A()
c!%>,+ %U\-S %U\-S ’a’!

/01% W(%%N,+ $U\-S $U\-S ’A!$
##Q"-,N ‘9?329( ‘9?329/L ’a’!
QQ$#>,+ ‘9?329! ‘9?329/L ’A!)
&#))>,+ ‘9?329% ‘9?329/L ’A%Q
c(!(>,+ %U\-S %U\-S ’a’&

!!注#黑体字为新识别的K@F基因座(

@2?;#-.;92D;CR2C=I23R./0I0/:;9?/B/;:/9?./00?8:=5;3;0.259

/9<2C:A

%!讨!论

对/01基因簇序列变异的系统筛查研究共发
现了%(个K@F基因座$其中("个K@F为首次报
道((%a& 4< 测 序 范 围 内$核 苷 酸 变 异 度 为

’a’’’#%$即人群中随机选择两个序列$每!%!)个碱
基就有一个不同(这与N6I</;9%#&等对%)个心血
管疾 病 候 选 基 因 序 列 变 异 研 究 的 结 果 相 似

!’a’’’%""$均明显低于 @/L4;3029%%&等报道 的

’a’’!(差别的主要原因可能是@/L4;3029筛查的

(’4<脂蛋白酯酶基因序列&’b在内含子区(由
于选择压力的作用$编码区核苷酸变异度低于非编
码区$在@/L4;3029等人的研究中$后者是前者的#
倍(另一个原因是@/L4;3029等筛查了"(个个体$
高于本研究的#Q个个体及N6I</;9等研究的!’个

个体$有更大的概率发现罕见K@F(
一般情况下$同义K@F的概率高于错义K@F$

因为错义K@F影响基因产物的功能$进化过程中$
由于选择的压力而逐渐消失(但是$对/01 基因
簇序列的筛查发现的$个编码区K@F中$#个改变
氨基酸编码(这种错义K@F的高发生率可能的原
因有两个#第一$氨基酸替代可能并不影响基因产物
的结构或极性*第二$在一定环境因素下$氨基酸改
变可能具有某些有益作用$如杂合子优势$所以在选
择压力下仍能保持高发生率%(!&(
与N6I</;9等研究相似$/01基因簇各基因内

部的多态性基因座间存在强连锁不平衡$两个多态
性基因座间存在完全连锁不平衡是常见现象$一个
基因内部多个多态性基因座间存在近乎完全连锁不

平衡也是一种常见现象$除了完全一致多态性产生
过多信息外$这种现象增加了存在功能单体型的概
率(这表明如果以关联研究识别复杂疾病的候选基
因$了解潜在的生物学机制则需要针对特定基因的
方法和研究该基因所有序列变异$即必须探讨每一
个多态性基因座的特定等位基因及各多态性基因座

间联合作用对疾病性状的影响$而不仅仅是孤立的
分析基因内一个功能突变基因座(以下几个实例可
以证明上述观点#(A’B"基因第()内含子的插入,
缺失多态与血浆+NO水平强相关$但进一步的分子
筛查发现’B"基因的编码区和调节区序列发现还
存在两个存在强连锁不平衡的多态性基因座$以相
加的方式影响血浆+NO水平%(%&*!AB"&/ 基因的

&:J$多态性与NO-F浓度和,TYWN水平间均存
在关联$并于饮酒间存在相互作用$但系统筛查

B"&/基因序列发现至少存在%个功能突变基因座
以不同机制影响NO-F浓度和,TYWN水平%(#&*%A
’/0"基因((!位和($Q位多态产生的%个等位基
因已是众所周知$但最近发现基因启动子区存在影
响+F̂ O表达的第三个多态$且与其他两个存在连
锁不平衡%($&(上述的例子表明应调查一个基因的
所有多态性基因座$而不只是几个标记基因座(同
时也强调了测定相关表型的重要性$这有助于识别
功能突变基因座(
人群和种族序列变异的差别是另外一个需要关

注的问题(以/01(基因为例$在/01(筛查区
域共报道的!(个K@F中$与高加索人群相比$(’个

K@F为两个人群所共有的$)个K@F为中国汉族人

"$% 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



群所特有的$另有$个K@F为高加索人群所特有
的*某些共有的K@F其等位基因频率在两个人群之
间也存在显著差别$如V(&!S多态$中国汉族人群
中 Q 等位基因频率为’a%Q$而高加索人群为

’a"%%()&(这充分强调了鉴定种族特异性K@F的重
要性(在中国南方人群和日本人群中未发现S()’>
多态的主要原因可能是序列筛查方法的不同所致$
前者采取的是敏感度较低的变相梯度凝胶电泳

!T>>O"$后者使用了T@+R22C/9H技术$敏感度也
低于单个样本的直接测序(
既往文献及我们的研究均证明$尽管个体之间

的差异大于族群与群体之间的差异$但一个群体的
基因组特点$甚至于与疾病易感性相关的差异是客
观存在的(尽管在国际K@F协作组的-T@+F2C=E
I23R./0IT/0L2D;3=S;0283L;.中$+0/69E+I;3/L69
!亚裔"的个体占!$b(由于他们的亚裔来源与代
表性尚不清楚$独立的个体数目未达统计学要求$直
接使用国际K@F的数据将不可避免的造成多个实
验室的重复劳动与资源浪费(我国搬用NOF,的

K-S数据!现有的连锁分析手段都需要输入来自同
一群体的K-S基因座各等位基因的频率"曾造成计
算误差(我国法医T@+领域在使用K-S!美国7F‘
的(%个推荐基因座"等也曾经出现频率问题而影响
了可靠性与使用价值(因此$使用中国人群的材料$
筛选适用于我国人群的K@F$是了解中华民族主要
群体的基因组特点$使我国受惠于人类基因组计划+
应用K@F不可逾越的基础研究(
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