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中国成年人双生子中脂蛋白酯酶基因

多态性位点单体型与血脂关联分析

黄爱群 胡永华 詹思延 吕筠 秦颖 曹卫华 李立明

· 523 ·
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【摘要】 目的研究成年人双生子脂蛋白酯酶(LPL)基因s447x和HindⅢ多态性及其单体型

与血脂的关联。方法基于双生子登记系统，对双生子进行问卷、体检及血脂和LPL基因s447x、

HindⅢ多态性的检测。对两多态性位点进行连锁不平衡检验并用sNPHAP软件进行单体型估计。

结果共计入选合格成人双生子987对；LPL基因两多态性位点间存在着紧密的连锁不平衡。在女

性双生子中，HindⅢ多态性位点的H一等位基因与三酰甘油(TG)水平下降及高TG血症发生风险降

低的相关性在调整了x等位基因的作用后就消失了。两多态性位点的H—X单体型组合和TG水平

降低12．9％(95％a：一20．6～一4．5)、TG／HDL水平降低14．9％(95％cJ：一21．4～一6．7)以及高

TG血症发生危险降低(oR=o．40，95％CJ：o．21～O．79)均显著相关。结论 LPL基因s447x和

HindⅢ多态性位点的单体型与血脂水平的改善有关，但这种相关主要由S447x多态性决定，而

HindⅢ多态性位点通过与x等位基因的连锁不平衡间接产生与血脂的关联。

【关键词】血脂；脂蛋白酯酶基因；多态性；单体型
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【Abstract】 objective To investigate the association between haplotypes of s447x and HindⅢ

polymorphisms of lipoprotein lipase(LPL)gene and serum lipids in a population-based twin cohort study in

Chma．Methods Tw讯subiects were collected based on the twin registry system of Chirm．AJl twir塔were

investigated by a standard questionnaire and ph”ical examjnations．Po】ymerase chajn reaction—restriction

fragment length polymorphism(PCR—RFLP) method was used to detect the genotypes of S447x and

HindⅢ polymorp hisms． I。inkage disequilibrium test and haplotypes were estimated between two

polymorphisms．Results Nine hundred and eighty—seven pairs of twins were eligibIe for anaIysis．The two

polynlorphisms of LPL gene were significantly linkage disequilib^um．In female twins，the H—a11ele of Hind

Ⅲpolymorphism was significantly related to lower levels of tri91ycerides(TG)and lower risk of high TG

dislipidemia，but those associations disappeared after a(幻usting the p01ymorphism of S447X．The H X

haplotype of those two polymorphisms was significantly related to lower TG and TG／HDL(decreasing
1 2．9％and 1 4．9％respectively)，as weU as significantly to lower risk of high TG dislipidemia(()R=

O．40)．Conclusion The haplotypes of S447X and HindⅢpolyrnorphisms were significantly related to the

favorable effect of lipids'but this effect was mostly detennined by the polymorphism of S447X，while the

effect o{}hndⅢpolymorphism was indirecdy in{luenced by the linkage disequihbrium with S447X

p01ymorphism．
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脂蛋白酯酶(LPI。)在整个脂肪代谢和转运过程

中发挥了关键性的作用⋯。目前，有关LPL基因外
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显子中S447X和内含子中HindⅢ多态性与血脂的

关联已有大量的报道，但结果并不完全一致幢。4o，而

且该两位点的单体型与血脂的关联研究报道也较

少b’61。已有利用中国双生子人群进行疾病相关性

状的遗传度研究、关联和连锁分析以及基因一环境交

互作用的研究o
7’10

J。本文研究了LPL基因S447X

和HindⅢ多态性位点的单体型和血脂的关联关系，
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以进一步阐释I。PL基因对血脂的作用机制。

对象与方法

1．研究对象：本课题为“中国心脑血管疾病的遗

传流行病学研究——双生子研究”【111，得到北京大

学医学部伦理委员会的审批。双生子来自于2001—

2002年在青岛市和浙江省丽水市建立的双生子登

记系统，主要通过疾病控制网络、媒体宣传等方式进

行双生子的募集。所有入选的双生子均签署了知情

同意书。研究对象主要入选标准：①年龄≥24岁；

②双生子两成员的血样和问卷调查信息均可得到；

③签署了知情同意书。双生子的排除标准包括：①

有严重疾病、意识不清、不能配合者；②不同意参加

者；③仅收集到一个双生子的信息。根据标准共入

选987对双生子，其中青岛市499对，丽水市

488对。

2．研究指标及定义：由严格培训的调查员、临床

医生、实验室工作人员进行问卷调查、体格检查和实

验室检测。问卷调查主要内容包括一般社会人口学

特征、疾病史、吸烟、饮酒等。体格检查包括用标准、

规范的方法进行身高、体重、血压、腰围、臀围等的测

量。主要的血脂检测指标(mmol／I。)包括：三酰甘油

(TG)、总胆固醇(Tc)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDL．C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL—C)。采用

Freidewald公式计算，即：LDL—C=TC—HDL—

TG／2．2。另外也计算了TG和HDL—C的比值

(TG／HDI。)。根据中国血脂异常防治建议H 2|，高

TG血脂异常定义为：TG≥1．69 mmol／L

(150 mg／L)；低HDL—C血脂异常定义为：HDL．C<

1．04 mmol／L(40 mg／L)。

3．基因型监测：

(1)S447X多态性检测：PCR引物由上海生物

工程公司合成。正向引物序列：5 7一TAC ACT AGC

AAT GTC TAG CTG A一3 7；反向引物序列：5 7一TCA

GCT TTA GCC CAG AAT GC一3’。PCR反应体系

为25牡l，其中dNTPs(10 mmol／L)o．25肛1、Taq聚合

酶1 U、正、反向引物(50弘mol／L)各o．125 pl、样本

DNA 1肛l(约O．1 pg)。PCR扩增条件为：90℃预变

性5 min，94℃变性60 s、60℃退火30 s、72℃延伸

45 s，共30个循环，最后72℃延伸2 min。PcR产物

用1．25 U Mnl I限制性内切酶37℃水浴消化、过

夜。消化产物经12％聚丙烯酰胺凝胶电泳后银染，

判读基因型。野生型等位基因记为S，突变型等位

基因记为X。在987对双生子中，共检测出S447X

多态性基因型1924人，检出率为97．4％。

(2)HindⅢ多态性检测：PCR引物由上海生物

工程公司合成。正向引物序列：5 7一AGA TGc TAC

CTG GAT AAT CAA AG一3 7；反向引物序歹0：5 7一

AAT TTG TCA ATC CTA ACT TAG AG一3’。PCR

反应体系为25 pl，其中dNTPs(10 mmol／L)o．25 pl、

Taq聚合酶l U、正、反向引物(50弘mol／L)各

O．25 l￡上1、样本DNA 5 l￡上1(约o．1肛g)。PCR扩增条件

为：94℃预变性4 min，94℃变性30 s、60℃退火45 s、

72℃延伸30 s，共30个循环，最后72℃延伸2 min。

PCR产物用10 U HindⅢ限制性内切酶37℃水浴消

化、过夜。消化产物经2．5％琼脂糖凝胶电泳后溴化

乙锭染色，紫外灯下判读基因型。具有酶切位点的

等位基因记为H+，无酶切位点为H一。在987对双

生子中，共检测出HindⅢ多态性基因型1936人，检

出率为98．1％。

4．统计学分析：①对分布严重偏态的血脂指标

如TG、TC、HDI。一C、TG／HDL均进行常用对数(109)

转换使其近似正态分布，对变量的统计分析均采用

转换后的数据，表中所列的结果为反对数转化后的

均数(孟)及其95％可信区间(Cj)。同时，为了剔除

异常值对统计分析的影响，超过3个标准差以外的

血脂值(或对数转化后的值)均设置为缺失值。②

Hardy—Weinberg平衡及分类变量的单因素比较采用

Y2检验。各组问连续变量均值的比较用f检验或

方差分析。③对两多态性位点进行连锁不平衡检

验，并用SNPHAP软件进行单体型估计。④在关联

分析中，为了调整来自同一个家庭的双生子之间的

相关性影响，采用了GEE(Generalized estimating

equation)模型的方法，对关联强度指标(0R或B)及

其95％C工进行计算。由于TG、TC、HDI．一C、TG／

HDL是用对数转化后的值作为因变量进行GEE模

型分析的，因此，与对照组相比，各原始血脂值的改

变率可通过(10p一1)×100％计算。而对于未进行

对数转化的LDL—C而言，血脂的改变率为|3与对照

组均值的比值。所有数据整理和统计分析均在SAS

8．2软件中进行。

结 果

1．双生子人群一般特征及基因型分布情况：研

究共入选合格双生子987对，其中男性双生子441

对，女性双生子379对，男女性别不一致双生子167
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对。所有合格双生子中，检测出S447X多态性基因

型1924人(男性1031人，女性893人)、HindⅢ多态

性基因型1936人(男性1032人，女性904人)。分

布情况见表1。可见，男性双生子的年龄(38．4岁±

10．7岁)显著高于女性双生子(36．3岁±8．8岁)，男

女双生子在地区、吸烟、饮酒和教育程度上差异有统

计学意义。另外，男女双生子在TG、HDL—C和TG／

HDI。水平上差异有统计学意义，且在男性中高TG

血症的比例也显著高于女性。在两多态性位点的基

因型分布上，s447X多态性中X等位基因的频率<

10％，而H一等位基因的频率约为20％。从每个双

生子对中随机抽取一个双生子，结果显示两多态性

位点的基因型分布均符合Hardy—Weinberg平衡。

表1 双生子人群一般特征及基因型分布情况

一般特征4 男性(n一1049) 女性(n一925)

年龄(岁)

BMI(kg／m2)

TG(mmol／L)

Tc(mmol／L)

HDL．c(mmol，L)

LDL—c(mm01／L)

TG／HDL

高TG血症

低}玎)L血症

地区

青岛地区

丽水地区

目前吸烟

目前饮酒

教育程度

文盲、小学

初中、高中

高中以上

s447x多态性

SS

SX

XX

HindⅢ多态性

H+H+

H+H—

H H一

38．4±10．7 36．3±8．86

22．8±3．O 22．9±3．3

1．09(1．06～1．13) 1．oO(o．97～1．03)6

4．76(4．70～4．83) 4．75(4．69～4．82)

1．46(1．44～1．48) 1．42(1．40～1．44)6

2．80±O．81 2．88±0．876

O．75(O．72～O．78) O．70(o．68～o．73)6

203(19．4) 132(14．4)6

71(6．8) 68(7．4)

480(45-8) 518(56．O)

569(54．2) 407(44．O)6

611(58．2) 2(O．2)6

368(35．1) 18(1．9)6

349(33．3) 260(28．1)

601(57．3) 526(56．9)

99(9 4) 139(15．o)6

860(83．4) 752(84．2)

156(15．1) 134(15．O)

15(1．5) 7(O．8)

664(64．3) 581(64．3)

323(31．3) 302(33．4)

45(4．4) 21(2．3)

注：4 TG、TC、HDL—C、T(纠HDL均表不为孟(95％凹)，年龄、

BMI和LDL．c表示为至±s；其他变量均表示为人数及构成比(％)，

其中，s447x多态性和HindⅢ多态性的基因型分布均按各自实际检

测出的双生子人数进行统计。6男、女双生子连续变量￡检验及分类

变量f检验，P<o．05

2．LPL基因S447X和HindⅢ多态性位点的连

锁不平衡及单体型分析：从每个双生子对中随机抽

取一个双生子，进行连锁不平衡检验，结果见表2。

表2显示，基于两多态性位点等位基因是独立、不连

锁的理论频数分布和两位点等位基因实际观测频数

分布问的差异具有统计学意义，提示两多态性位点

具有连锁不平衡。经计算，连锁不平衡参数D为

o．034，除去基因频率和样本大小影响后的标准化连

锁不平衡参数D7为o．478。用sNPHAP软件进行

两位点的单体型估计后，为了便于分析，剔除了具有

H+X单体型的10个双生子。根据单体型的分布情

况，定义了3种单体型组合，基因型分别为H’S／

H+S(H+S)、H S／H S或H S／H+S(H—S)、H—x／

H X或H—X／H—S或H X／H+S(H X)。3种单体

型组合的频率分别为64．4％、19．8％和15．7％。

表2 LPL基因S447x和HindⅢ多态性位点的

连锁不平衡检验

H十 1448 70 1518 1384．1 133．6 1517．7

H一 275 97 372 339．6 32．8 372 4

合计 1723 167 1890 1723．7 166．4 1890．O

注：每对双生子中仅取1名双生子；4理论频数是根据两位点随

机独立原理，根据各等位基因频率得到的各种单体型组合频率(Y2—

59．85，P<O．001)

3．LPL基因S447X和HindⅢ多态性及其单体

型与血脂水平的关联分析：按性别分层后，S447X和

HindⅢ多态性与各血脂指标水平的单因素和多因素

分析结果见表3。对于S447X多态性而言，在女性

双生子中，X等位基因和TG水平降低12．9％、

HDL—C水平升高4．7％以及TG／HDL升高16．8％显

著相关。对于HindⅢ多态性，H等位基因和血脂

水平的关联与X等位基因的结果类似，但其仅和女

性双生子的TG水平下降6．7％显著相关，且在调整

了X等位基因的作用后，该关联消失(结果未列

出)。LPL基因两位点单体型与血脂水平的多因素

GEE分析见表4。可见，仅H X单体型组合和TG

及TG／HDL水平下降相关，且在女性双生子中这种

相关有统计学意义。

4．LPL基因S447X和HindⅢ多态性及其单体

型与血脂异常的关联：按性别分层后，S447X和

HindⅢ多态性与血脂异常的单因素和多因素GEE

分析见表5。仅在女性双生子中发现s447x多态性

位点的X等位基因和高TG异常、低HDL—c异常的

发生风险降低显著相关，0R值分别为o．41

(95％Cf：O．21～O．79)和0．55(95％凹：O．33～

O．91)。HindⅢ多态性位点的H一等位基因和高TG

异常的发生风险降低(0R—o．53，95％CJ：o．33～
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o．85)显著相关，但这种相关在调整了X等位基因

的作用后就消失了(结果未列出)。I。PL基因两位

点单体型与血脂异常的多因素GEE分析见表6。

可见，仅H—X单体型组合和TG及TG／HDI。水平下

降相关，且在女性双生子中这种相关有统计学意义。

讨 论

LPI，是由全身大多数组织合成和分泌的一种

糖蛋白，它在实质细胞合成后穿过组织间隙，在毛细

血管内皮的腔面发挥生理功能⋯。人类I．PL基因

可编码由475个氨基酸构成的LPL前体蛋白。I，PL

表3 LPL基因s447x和HindⅢ多态性与血脂水平的单因素和多因素GEE分析

血脂
(mmol／L)

互(95％CJ)或孟±5 j(95％CJ)或f±s

ss Sx+xX △(95％(¨)6 H+H+ H+H+H H一 △(95％CJ)6

男性人数 860 171 664 368

TG 1．11(1 07～1】5)1．03(o．95～1．11) 4 5(一12 9～4 7) 1．11(1．06～1．15) 1．08(1．02～1 14)

TC 4．78(4．72～4 85)4．68(4．51～4．85) o．O(一2．3～4．7) 4．81(4 73～4．89) 4．71(4．61～4．82)

}DI，C 1．45(1．43～1．48)1．50(1．44～1．55) 2．3(一2．3～7．2) 1．46(1．43～1 48) 1．46(1．43～1 49)

LDL厂C 2．81±O．81 2．70±O．84 O．4(一3．9～4．7) 2．82±O．80 2．76±O．84

TG／}正}L O、78(o，74～O．81)O．69(O，63～O 75)4—818(一16．8～2 3) O．77(O．73～O．81) O．75(O．70～o．80)

女性人数 752 141 581 323

O．O(一6．7～7．2)

O．O(一4．5～2 3)

O．0(一4 5～2．3)

O．4(一3 6～3．2)

O．O( 8．8～7．2)

TG 1．02(O．98～1．06)o．91(O．84～O．97)8—12．9(18．7～4．5)。 1．03(O．99～1．07) o．95(O 91～1．01)“ 6．7(一12．9～O O)8

TC 4．75(4．68～4．83)4．71(4．54～4．89) O．O(一4．5～2．3) 4．79(4．70～4．87) 4．70(4．59～4 81) 一2．3(一4．5～2．3)

}删．一C 1．40(1．38～1．43)1．47(1．43～1．52)4 4．7(o．o～7．2)“ 1．42(1 40～1．45) 】．40(1．37～1．44) O，0(一4，5～2．3)

LDLC 2．87±O．85 2．88±0．93 1．4(一3 5～6．3) 2．89±O．85 2．87±0．89 O．O( 3．8～3．5)

1吲HDL o．74(0．71～o．77)O．62(o．57～O．66)“一16_8(一24．1～一8．8)4 O．73(o．70～O．77) O．69(O．65～o．73) 一6．7(一14．9～2．3)

注：4Sx+xx基因型组相对于ss基因型组或H+H一+H—H一基因型组相对于H+H+基因型组的￡检验和多因素GEE统计分析中，P值

分别<o．01和<o．05；6两种基因型间血脂改变率及其95％凹，它是根据在多因素GEE模型中得到的参数估计p而计算得来的，即△一(10p～

1)x 100％；对于LDL—c，改变率是B与对照组均数的比值；血脂水平均调整了年龄、BMI、地区、吸烟、饮酒、教育程度的混杂作用

表4 LPL基因两多态性位点单体型与血脂水平的多因素GEE分析嚣人数_丽著坠嗜}_丽孝螋鼍簪_面万型号丽可一
男性

H+S 654 1．10(1．06～1．15) 0 1．46(1．44～1．48) O O．76(O．73～o．80) o

H—S 195 1．13(1．05～1．22) 2．3(一6．7～9．6) 1．43(1 39～1．47)一z．3(一6．7～2．3) O．81(o．74～O．87) 4．7(一4．5～14．8)

H—x 166 1．05(o．97～1．14)一4．5(一12．9～4．7) 1．49(1．45～1．55) 2．3(一2．3～7．2) o．71(o．65～o．77)一6．7(一16 8～2．3)

女性

H+S 557 1．03(0．99～1．07) O 1．42(1．39～1．44) O O．74(o．71～O．77) O

H—s 178 O．98(O．93～1．07)一4．5( 10．9～4．7) 1．38(1．33～1．42)一2．3(一6．7～2．3) O．73(O．67～O．80) O．O(一10．9～12．2)

H—x 130 o．91(O 85～o．99)一12．9(一20．6～一4 5)4 1．44(1．41～1．49) 2．3(一2．3～7．2) o．63(O．59～o．70)一14．9(一24．1～一6．7)4

注：4在GEE多因素分析中，H—s单体型组合、H—x单体型组合与对照组(H+s单体型组合)相比P值<o 01；6同表3

表5 LPL基因s447x和HindⅢ多态性与血脂异常的单因素和多因素GEE分析

赚异常丽蒜飞淼勰卸s％c胪页淼焉黑锨∞s％刚
男性

高TG 179 20．8 25 14．6 o．64(o．36～1．13) 137 20．6 65 17．7 o．80(o．54～1．18)

低HDL．C 62 7．2 9 5，3 0．72(0．29～1．83) 51 7．7 19 5．2 O．74(O．39～1．38)

女性

高TG 118 15．7 13 9．2 o．41(o 21～O．79)4 96 16．5 34 10．5“ o．53(o．33～o．85)“

低HDL．C 65 8．5 2 1．4n 0．15(O．02～1．12) 43 7 5 23 7．2 O．85(O 46～1 56)

注：“同表3；6均调整了年龄、BMI、地区、吸烟、饮酒、教育程度的混杂

表6 LPL基因两多态性位点单体型与血脂异常的多因素GEE分析

单体型 人数—1吾爵军丁i厂j萱!生号冀茬妾元瓦矿—1事雨军了i厂堡』墅k旦粤譬善善}i矿
男性H+S 654 20．9 1．oO 7．8 1．oo

H—S 195 20．0 O．93(O．58～1．49) 5．1 O．67(O．32～1．38)

H—X 166 15．1 O．72(O．40～1．28) 5．5 O．65(O．26～1．64)

女性H+S 557 16．9 1．OO 7．5 1．Oo

H—S 178 11．8 O．68(O．37～1．24) 11．8 1．40(0．73～2 69)

H—X 130 10．O O．40(0．21～O．79)4 1．5 O．19(O．02～1．44)

注：4同表3；6同表5
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基因S447X突变是第9外显子上发生的一个无义

突变¨3I，而HindⅢ是内含子8内的常见多态性位

点H 4。。目前有关LPI．基因S447X多态性和血脂的

大部分研究显示该突变有利于血脂水平的正

常¨·15’16]，而且体内和体外实验大多表明S447X突

变可能和LPL活性增加有关Ⅲo。但在另一些研究

中却认为S447X突变与血脂水平无关联心'18。。因

此，到底S447X是功能性突变还是中性的多态性，

至今仍无定论幢’4|。由于HindⅢ多态性发生在LPL

基因的内含子区域，因此，可能并不直接影响LPL

蛋白结构，但它们可以通过连锁不平衡原理影响

I。PI，编码基因或附近的调控基因表达，间接影响

LPL对CM和VI。DI。中的TG的脂解作用n 9。。

本研究在以一般人群为基础的大规模双生子人

群中发现，在女性双生子中，S447X多态性位点的X

等位基因和TG水平降低12．9％、皿L-C水平升高
4．7％以及TG／Ⅷ)L降低16．8％显著相关，而且X等

位基因和高TG异常的发生风险降低也显著相关。

而对于HindⅢ多态性位点，H一等位基因也和女性双

生子TG水平下降6．7％以及高TG异常的发生风险

降低显著相关，但这种相关在调整了X等位基因的作

用后就消失了。因此，本研究的结果提示了HindⅢ多

态性可能是通过与S447X多态性位点的连锁不平衡，

从而间接影响了IJL对TG水平调节。

最近的研究表明，能描述人类广泛变异的方法

是几组相关多态性组合的单体型怛0I。单体型中包

含了在群体进化的历史过程中，那些没有被重组所

拆开的染色体区域组合。和既往的研究一样∞’6o，

我们在大规模的双生子人群中也发现了LPL基因

S447X和HindⅢ多态性位点问存在着紧密的连锁

不平衡。在本研究的女性双生子中，H X单体型组

合和TG及TG／HDL水平下降显著性相关。由于

H—X单体型组合和血脂指标的关联基本和单独X

等位基因的作用一致，因此，可以推测由该两多态性

位点所组成的单体型组合与血脂的关联主要是由X

等位基因所决定，而H一等位基因与血脂的关联是

由于其与X等位基因的连锁不平衡而间接体现的。

这也进一步提示了LPL基因中S447X多态性位点

区域在血脂调节中的重要性。总之，本研究在既往

该双生子登记系统的一系列有意义的研究基础

上怛1|，又进一步研究了LPL基因S447X和HindⅢ

多态性及其单体型与血脂的关联关系。研究结果显

示LPL基因S447X和HindⅢ多态性位点的单体型

· 527 ·

与血脂水平的改善有关联，但这种关系是由s447x

多态性决定的。
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