
 



酸多态性(SNP)‘1J，研究多态位点与EH的关系，并

分析上述基因之间是否存在交互作用。

对象与方法

1．对象：分别于2001年8月和2002年4、5、7

月分4次进行现况调查，采集EH高发区新疆巴里

坤县海子沿乡、萨尔乔克乡、黄土场乡、巴墙子乡、大

河乡牧区的哈萨克族牧民血样，经筛选，有足够的血

液学标本做DNA检测者455例。全部样本人群符

合年龄≥30岁、无血缘关系、无异族通婚史。血压

测量依照1999年世界卫生组织／国际高血压协会诊

断标准。病例组241例，人组标准：sBP≥

140 mm Hg和(或)DBP≥90 mm Hg(1 mm Hg=

O．133 kPa)，调查前2周内服用降压药者及以往曾

被诊断为高血压者也被纳入高血压组，并排除继发

性高血压、心肌病、先天性心脏病、风湿性心脏瓣膜

病；对照组200例，人组标准：SBP<140 mm Hg且

DBP<90 mm Hg，无服用降压药史，无高血压家族

史，排除心脑血管病、糖尿病、肝肾功能不全者。

2．调查内容与方法：

(1)问卷调查：在获得受试者知情同意的前提

下，使用统一的流行病学调查表，调查内容包括年

龄、高血压史、高血压家族史、既往史、服用药物

史等。

(2)人体基本参数测定：包括身高、体重、血压

等。血压测量均在8：00—10：00进行，静坐10 min，

由受过严格训练的心内科医生使用标准台式血压计

坐位连续测量3次，每次间隔10 min，取其均值。以

体重／身高2(kg／m2)计算BMI。

(3)生化指标测定：抽取调查对象空腹静脉血，

离心取血清，采样当天生化分析仪检测空腹血糖

(FPG)、TG、TC等生化指标。其余血样一20℃冻存

以供提取DNA。

(4)DNA提取：取冷冻EDTA．Na2抗凝全血，水

浴解冻，红细胞裂解液裂解红细胞，经典酚．氯仿抽

提法提取基因组DNA，电泳定量并标化至10 ng／肛l。

(5)PCR．RFLP检测基因型：扩增体系20"l，包

括基因组DNA 10 ng，TaqDNA聚合酶1 U，引物各

20 prr]Iol／L，200弘rrlol／L dNTP，5 mnlol／L MgCl2

(ACE多态加5％DMSO 1“1)，BioRad．9600 PCR

仪。PCR产物酶切后经2％琼脂糖凝胶电泳，EB染

色，凝胶成像仪成像。各位点引物见表1。

3．统计学分析：计量资料经正态性检验均服从

·753·

正态或近似正态分布，以互±s表示，比较采用成组￡

检验。Hardy—Weinberg平衡及分类变量的单因素比

较采用x2检验。假定所有的SNP位点的致病效应

符合广义遗传模型。由于病例组和对照组之间很多

高血压相关因素(如年龄、BMI和一些生化指标等)

不均衡，因此将这些因素和基因型一起做logistic回

归分析，以消除这些混杂因素的影响，探讨两组基因

型频率分布是否与高血压相关，将3种基因型定义

哑变量，分别为(1，0，O)，(0，1，0)，(0，O，1)，进行多

元logistic回归分析。所有数据应用SAS 9．0软件

进行统计学处理(a=0．05)。应用Ritchie等旧1提出

的Multifactor Dimensionality Reduction(MDR)分析

基因间的交互作用，应用http：／／www．epistasis．org／

mdr．html提供的MDR软件对数据进行分析。

表1 各位点的PCR引物

位点 引物(5’～37) 内切酶

ATCTCCCGGGCCll”I”fCCTCCl’A

M235T GGTTTGTGCAGGGCCTGGCT(1℃ TthⅢI

G(jT(j【：TGTCCACACCTGCTCC

ACE基因I，D CTGGAGACCC(℃ATC(肌(了r
GTAGTGGCATCACATTCGTCAGAT

ADDl基因G门r CTCCTTTGCTAGTGACGGTGATTC Asu 1

GAClvrGGGA【了rG(11、(：CATTCGGCC

(Ⅺ25T TGACCCACTTGCCACCCGTGC B∞D 1

竺!釜生竺垒鱼竺兰垒!!鱼鱼里!堕
注：引物依次为上游引物和F游引物

结 果

1．临床资料比较：两组比较，性别、FPG、TG差

异无统计学意义，年龄、BMI、TC差异有统计学意义

(P<0．001，P<0．05)，见表2。

表2 高缸压组和iE常血压组的临床资料比较(牙±5)

2．基因型频率和等位基因频率分布比较：两组

各等位基因频率及基因型频率分布均符合Hardy．

Weinberg平衡，说明达到遗传平衡，具有群体代表

性；各位点之间除了AGT基因两个位点存在较强

的连锁不平衡(LD)，其余位点未见。对AGT基因
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的两个位点应用PHASE软件进行单倍型分析，未

发现有意义单倍型(P=0．1875，结果未列出)。病

例组与对照组相比较，基因型频率分布差异均无统

计学意义；两组等位基因频率比较，AGT基因的

M235T差异有统计学意义(P=0．0483)，其他位点

等位基因频率差异无统计学意义(表3)。

表3 各位点基因型频率和等位基因频率分布比较

注：4为氨基酸突变各多态位点基因分型略有缺失

3．多元logistic回归分析：逐步回归法拟合模

型，变量选人和剔除水平均为0．1，最终被选入方程

的因素有年龄、BMI、TG、TC。各多态位点的差异

都有统计学意义，AGT基因的两位点G。6A和

M235T，携带GG和AA基因型个体相对于携带GA

基因型个体的发病风险分别为1．27和1．47，携带

MT和1vr基因型个体相对于携带MM基因型个体

的发病风险分别为2．58和2．62，其他位点的具体结

果见表4。

4．基因间的交互作用：MDR方法实际上是一种

组合划分方法的扩展，组合划分方法要求连续变量，

而MDR针对的是诸如疾病状态等分类变量，但都

是采用数据降维的策略，以解决在有限的样本量条

件下，分析高维数据之间交互作用的问题。我们把

年龄和TC也划为分类变量，和5个SNP多态一起

放入MDR软件，用MDR附带的过滤器对属性进行

筛选，因分析的属性都存在独立的主效应，宜使用

Y2值统计量过滤器¨J。数据放入MDR软件，运行

得到表5结果，其中4因子的模型符号秩和检验有

统计学意义(P=0．0010)，且交叉验证的一致性好

(10110)，因此选择4因子模型作为最佳模型。

。 讨 论

EH是一种多基因遗传病，其中肾素一血管紧张

素系统(RAS)在高血压的发生过程中起着重要作

用h6J。AGT是RAS惟一的初始底物，近年来分子

’

表4 多元logistic回归分析

位点 基因型 8 Y2值P值 Odds 95％cJ 0R值
’

G．6A GA 一2．6l 17．52 <0．001 0．074 0．026～0．209 1．00

GG 一2．37 14．35 <0．001 0．094 0．030～O．29l 1．27

AA 一2．2l 15．05 <0．001 0．109 0．039～0．305 1．47

M2351V M／M 一2．94 19．03 <0．00l 0．053 0．014～0．196 1．00

M／T 一1．99 12．84 <0．001 0．137 0．050～0．381 2．58

T『T 一1．95 13．50 <0．001 0．139 0．051--0．376 2．62

I／D II 一3．95 16．20 <0．001 0．019 0．003～0．131 1．00

ID 一3．75 15．19 <0．001 0．023 0．004～0．155 1．21

DD 一3．78 15．12 <0．001 0．023 0．003～0．154 1．21

G460T G／T 一4．02 16．70 <0．001 0．018 0．003～0．124 1．OO

G，G 一3．84 15．12 <0．001 0．02l 0．003～O．149 1．11

T／T 一3．57 13．50 <0．001 0．028 0．004～O．189 1．47

C825T TT ～3．82 15．37 <0．001 0．022 0．003～0．148 1．oo

CT 一3．75 14．37 <0．001 0．024 0．003～0．160 1．09

cC 一3．63 14．02 <0．001 0．027 0．004～O．177 1．23

注：4同表3；Bonferroni校正法校正后a=0．0083；OR值为此种基因型的Odds与此位点Odds最小基因型的Odds之比，意义为具有此种

基因型个体相对于具有Odds最小基因型个体的患病风险
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表5 MDR分析高血压中多位点交互作用的模型

位点的数日及组合 符号检验(P值)CV一致性检验

流行病学研究表明，AGT基因上的某些突变可能是

血压升高的危险因子"1，这些突变在不同人群中的

分布以及对血压调控的影响程度不尽相同，但也有

不同报道旧1。本研究选取AGT基因的2个热点

SNP(G一6A和M235T)，其中携带GG和AA基因型

个体相对于携带GA基因型个体的发病风险分别为

1．27和1．47，携带MT和1vr基因型个体相对于携

带MM基因型个体的发病风险分别为2．58和2．62，

说明G一6A位点的纯合子发病风险高于杂合子，

M235q、位点的T等位基因可能为与高血压相关的

等位基因。M235T位点并不位于肽链的剪切位点，

也不在启动子区域，有研究证实它对AGT的功能

无影响。所以该突变可能同某些未知的功能突变连

锁而使其成为高血压的易患因素。由于G一6A同

M235T呈连锁，而M235T为非功能突变，故推测

M235T同高血压关联的原因源于G一6A多态，而

M235T仅为一Marker。本研究也发现此两个位点

存在较强的连锁不平衡，这与以往的研究一致旧1。

RAS系统的另一重要酶ACE，较高水平的ACE浓

度，有较高水平的血管紧张素Ⅱ，影响机体内水钠平

衡代谢、醛固酮的分泌、血管收缩和血管平滑肌增

殖。这都是导致心血管疾病尤其是高血压发病的关

键因素。目前实验证实DD基因型及含D等位基因

的个体具有较高水平的ACE浓度，我们的研究发现

携带DD和DI基因型个体相对于携带II基因型个

体的发病风险分别为1．21和1．21，这与国内外研究

一致‘10。1引。

内收蛋白是一种膜骨架蛋白，由a和B两个亚

基组成，它参与细胞信号传导和细胞膜离子转运，尤

其与多种Na+转运机制相关，在EH发生机制中发

挥重要作用。Cusi等¨引证实此基因同白种人EH

连锁，并发现此基因第10外显子Gly460Trp突变同

EH相关，但此后在不同人群研究中出现了不同的

研究结果¨4·引。本研究中G460T的1vr基因型发

病风险为杂合子的1．47倍，此基因可能与哈萨克族

EH有关。

G蛋白介导许多血管活性刺激和增殖刺激的细
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胞内效应，在高血压的发生发展中可能发挥重要作

用。Siffert等¨71首先研究发现在G蛋白如亚单位

基因第10外显子内检测到一多态C825T，其中T

等位基因与G蛋白fi3亚单位第9外显子的一个有

功能的剪接变异相关。该变异体第9外显子498～

620位核苷缺失，造成G蛋白&亚单位少41个氨

基酸和一个WD重复区，结果最终形成的G蛋白复

合体活性更高，当他与Cal、Gr亚单位结合后，G蛋

白过度活化，对血管活性物质及生长因子的反应增

强，导致血管强烈收缩及平滑肌增生，同时引起

Na／H交换、Ca2+流动等离子运输紊乱等，这可能就

是引起血压升高的分子机制。Western blot分析表

明，GNB3表达主要见于携带T等位基因的个体。

此研究结果在另一个德国大样本研究中得到重

复¨8|。但是我们的研究中发现，携T等位基因的个

体却有着最小的发病风险，CC和CT基因型对”
基因型的发病风险分别为1．23和1．09。在排除分型

错误以后，这种差异可能是由于种族的不同造成的。

应用MDR分析基因的交互作用，发现AGE、

CHO、G一6A、ACE存在交互作用，年龄和TC作为环

境因素影响着遗传因素，这两个位点位于两条不同

的染色体，这就说明交互作用不会仅局限在物理距

离很近的基因，而可能于各基因处于相同或相似的

生物通路有关。在后基因组时代，遗传流行病学研

究的主要目的是了解各基因的功能，其中包括基因

与基因、基因与环境之间复杂的交互作用。虽然目

前尚不能奢望能够完全解释全部的交互作用，但至

少可能对于多基因疾病中相对重要的一些交互作用

予以探讨，这也有助于今后对于多基因疾病更全面

的认识。当然对于简单的基因与基因的统计学交互

作用的研究，并不一定必然能够得到生物学交互作

用的结果。本研究在进行单因素分析时，各多态的

等位基因频率和基因型频率均没有统计学意义

(M235T等位基因频率除外)，而把年龄、TC、BMI

和TG放入logistic模型同基因型一起分析时，各多

态位点均有统计学意义，这可能是因为交互作用的

存在掩盖了多态的独立作用，而校正这些因素后，各

自的主效应才能得以体现。这就说明疾病的发生是

基因和环境共同作用的结果。

本项研究还存在一个不可忽视的问题：年龄因

素在病例组和对照组不均衡。众所周知，年龄可以

作为一个独立的因素致高血压。由于条件的制约，

未能收集到很好的对照样本，年龄因素在两组间不

 



·756· 生竺煎堑疸堂塑查!!塑笙!旦箜!!鲞箜!塑￡竖!』巨Pii!垫i!!：垒竖!墼!!!!!№!：!!：垒生：!

均衡可能就会影响研究结果的可靠性，我们在分析

数据的时候考虑对年龄进行分层分析，但是由于样

本量不够大，可能达不到统计学检验标准。筛选年

龄<65岁样本进行分析，结果同整体样本相似(结

果未详细列出)。在以后研究中，将会增加对照，以

期达到更为准确的结果。

总之，高血压是一种及其复杂的疾病，不仅与遗

传有一定的关系，而且在不同人种和地域间也会有

很大的差别。各种遗传因素和环境因素共同导致高

血压的发生，本研究以新疆哈萨克族人群作为研究

对象，该民族人群是一个相对隔离群体，一定程度地

减少遗传异质性的影响，较能真实地反映遗传因素

在高血压患病中所起的作用，我们发现：所研究的4

个基因均可能是与哈萨克族EH发病相关的基因，

而且AGT、ACE、年龄、TC可能存在一定的交互作

用。此结论尚需在更大的人群和其他种族人群中证

实。
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本刊2008年开始实行网上在线投稿

·消。

(re华流行病学杂志》自2008年1月1日起启动网上投稿平台。投稿网址：http：[／zhlxb．medline．org．cn各位作者可登

录此网站注册后即可在线投稿。单位介绍信请从邮局寄出，来稿需付稿件处理费20元／篇(邮局汇款)，凡未寄单位介绍信和

稿件处理费者，本刊将对文稿不再做进一步处理，视为退稿。新的网上投稿平台可以做到：①投稿过程一步到位，稿件处理进

程一日了然；②随时在线查询稿件处理情况；③缩短稿件处理时滞；④避免稿件寄失，退修后作者修回不及时，编辑部送审时

间过长等弊端。
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