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过氧化物酶体增殖物激活受体单核苷酸
多态性以及基因一基因交互作用
与体重异常的关系

骆文书 郭志荣 武呜 陈秋周正元俞浩 张丽君刘景超

·实验室研究．

【摘要】 目的 探讨过氧化物酶体增殖物激活受体(PPARs)10个位点单核苷酸多态性

(SNP)以及多个SNP间交互作用与体重异常的关联。方法研究对象均来自于“江苏省多代谢异

常和代谢综合征综合防治研究(PMMJS)”队列人群。采用单纯随机抽样方法抽取其中的820名研

究对象的基线血标本进行PPARs的lO个sNP(体135539、rs4253778、rsl800206、rs2016520、rs9794、

巧10865710、rsl805192、rs709158、rs3856806、rs4684847)多态性分析，以随访时所测得的体重指数

(BMI)确定体重异常。运用logistic回归模型计算lO个SNP对体重异常发生的OR值和95％C!。

采用GMDR模型检测lO个SNP的基因一基因交互作用。结果820名研究对象平均年龄(50．05±

9．41)岁，体重正常者513人，体重异常者307人。体重异常组rs2016520的C等位基因频率显著低

于体重正常组(26％傩．33％，P<0．01)，而体重异常组rsl0865710的G等位基因频率显著高于体重

正常组(37％掷．3l％，P=O．01)。多因素logistic回归分析显示，与野生型基因(TT)携带人群相比，

rs2016520突变等位基因携带人群(TC+CC)发生体重异常的OR=O．63(95％C1：0．47—0．84)，未发

现其他SNP与体重异常的发生具有统计学相关性。GMDR模型结果显示，rs2016520和

rSl0865710的SNP间交互作用有统计学意义(P=0．0010)，交叉验证一致性为9／10，平均检验准确

度为0．5746。巧2016520、rs9794和rSl0865710的SNP间交互作用有统计学意义(P=O．0010)，交叉

验证一致性为9／10，平均检验准确度为0．5834．其中三阶模型为最佳模型。结论PPAR6的

rs2016520基因多态性与较低BMI的关联具有统计学意义，rs2016520、rs9794和璐10865710三个

SNP之间的交互作用对体重异常的发生风险存在显著影响。
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rsl805192，rs709158。rs3856806．rs4684847)were selected from the HapMap database，which

covered PPARtt，PPAR8 and PPAR7．Logistic regression model was used to examine the association

between ten SNPs in the PPARs and obesity．Odds ratios(c)R)and 95％confident interval(95％CI)

were calculated．Interactions were explored by using the Generalized Multifactor Dimensionality

Reduction(GMDR)．Results A group of 820 participants(mean age was 50．05±9．41)was

involved．The frequency of the mutant alleles of rs20 l 6520 in obese populations WaS lCSS than that in

non．obese populations(26％螂．33％。P<0．01)．The frequency ofthe mutant alleles of rsl0865710 in

obese populations was more than that in non．obese populations(37％w．3 l％。P=0．0 1)．C allele

carriers had a significantly lower obesity occurrence than TT homozygotes【0尺(95％C／)：0．63

(0．47-0．84)J for rs20 I 6520 but no significant association was observed between other SNP and

incident obesity．GMDR analysis showed a significant gene．gene interaction among rs20 l 6520．rs9794

and rsl0865710 for the three．dimension models(P=0．0010)，in which prediction accuracy was

0．5834 and cross·validation consistency WaS 9／10．It also showed a significant gene．gene interactions

between rs20 l 6520 and rs l 08657 1 0 in alI the two．dimensional models(P=0．OO l 0)，in which

predictive accuracy WaS 0．5746 and cross．validation consistency was 9／10．Conclusion Our data
showed that rs20 l 6520 Was associated with lower obesity risk。aS well as interactions among
rs2016520，rs9794 and rsl0865710 on incident obesity．

【Key words]Peroxisome proliferator-activated receptors；Polymorphism；Body mass index；

Interaction

肥胖是复杂的代谢紊乱疾病⋯，其发病是遗传

背景和环境因素共同作用的结果，因此在一定的环

境因素下，遗传因素在肥胖的发生过程中起主要作

用，这在双胞胎人群研究中已得到证实呛。】。过氧化

物酶体增殖物激活受体(peroxisome proliferator-

activated receptors，PPAR)是配体激活的转录因子核

受体超家族成员，是肥胖的候选基因之一，主要有

PPARa、PPAR6和PPART---"种亚型，分别位于人体第

22、6和3号染色体。在多个种族间已报道有关

PPARct和PPART与肥胖的关联h引。但有关PPAR8与

体重异常关系的研究尚少，研究结论也存在较大分

歧旧m】。近年来认为体重异常等常见复杂疾病的遗

传易感性可能涉及多个单核苷酸多态性(SNP)，其

中多为微效基因，体重异常也可能是多个微效基因

共同作用的结果，因此易感基因位点之间往往存在

交互作用。为此，本研究以“江苏省多代谢异常和代

谢综合征综合防治研究(PMMJs)”队列人群为基

础，探讨PPARa的rsl35539、rs4253778、rsl800206，

PPARfi的rs2016520、rs9794和PPAR7的rsl0865710、

rsl805192、rs709158、rs3856806、rs4684847与体重异

常的关联以及多个SNP之间的交互作用。

对象与方法

1．研究对象：来自PMMJS队列人群⋯】。人组时

间为1999年4月至2004年6月。2006年3月至2007

年10月随访4582名基线调查满5年的对象，共随访

到4083名(随访率为89．Il％，失访人群与未失访人

群基线时的年龄、性别及生活方式各项指标的差异

无统计学意义，P>0．05)。该队列随访的终点为心

血管疾病、糖尿病和代谢综合征各组分代谢异常。
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2009年lO月对随访得到的4083名对象，在排除基

线时心血管疾病(心肌梗死、中风、外周血管性疾病)

(36例，其中ll例死亡)、糖尿病(289例，其中31例

死亡)、BMI<18．5 kg／m2(27例，其中2例死亡)后的

3731名对象基础上。采用单纯随机抽样方法(抽样

中如有I>2个对象之间有血缘关系，则按ID号上下

延伸选取对象)，共对820名研究对象的基线血标本

进行PPAR基因多态性检测。研究中涉及的各项I临

床生化指标以及人口统计学和环境危险因素均来源

于基线数据，各项指标在被抽取的研究对象与未被

抽取的对象间差异均无统计学意义。以随访时所测

得的BMI值确定体重异常。本研究得到苏州大学

伦理委员会批准，进行基线调查和队列随访时均获

得所有调查对象知情同意。

2．问卷调查和体格检查：研究对象均填写饮食

和体力活动问卷，并采集空腹8 h静脉血(用于检测

和建立细胞库)。流行病学调查内容包括一般人口

学特征(姓名、性别、年龄、文化程度、婚姻状况、经济

状况等)、既往病史(高血压、冠心病、脑卒中和糖尿

病病史及其家族史、个人用药、诊断治疗史等)、生活

习惯危险因素(吸烟、饮酒、体力活动状况等)。采用

标准方法测量身高、体重、腰嗣等指标¨引，并计算

BMI(kg／m2)。基线时问卷、体格检查方法与随访时

一致。体重异常的判定采用WHO推荐的亚洲人群

标准(BMI>／24 kg／m2)⋯1。

3．DNA的提取和基因多态性检测：

(1)DNA的提取：采用德国QIAGEN公司试剂

盒，包括QIAGEN Protease、BufferAL、BufferAWl、

BufferAW2、双蒸水。DNA质量用琼脂糖凝胶电泳

法检验，并用分光光度法定量。
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(2)基因多态性检测：采用两种方法检测本研究

中lO个基因位点(rsl35539、rs4253778、rsl800206、

rS2016520、rs9794、rsl0865710 7 rsl805192、rs709158，

rs3856806、rs4684847)的多态性，其中rs4253778位

点采用聚合酶链反应一限制性片段长度多态性分析

方法(PCR—RFLP)，其余9个位点采用TaqMan荧光
探针法。PCR—RFLP采用聚合酶链反应(PCR)扩增

含有突变位点的DNA片段，采用限制性内切酶识别

并切割特异的序列，酶切产物经电泳由限制酶图谱

分析，根据片段的多样性对基因型进行判断。上游

引物：5’一ACA ATC ACT CCT TAA ATA TGG

TGG一3’；下游引物：5’一AAG TAG GGACAGACA

GGACCAGTA一3’。TaqMan荧光探针法是PCR扩
增时，在加入l对引物的同时加入1个荧光探针(为

一寡核苷酸，两端分别标记1个报告荧光基团和1个

淬灭荧光基团)。探针完整时，报告基团发射的荧光

信号被淬灭基团吸收，此时检测不到荧光信号；PCR

扩增时，Taq酶的5’一3’外切酶活性将探针酶切降

解，使报告荧光基团和淬灭荧光基团分离，打破能量

的传递，激发报告基团产生的荧光信号从而被荧光

检测系统检测到，SNP多态性的检测所采用的探针

序列见表l。最终以ABI Prism7000软件Allelic

Discrimination程序进行基因分型。

4．统计学分析：正态分布的计量资料以均数

(；)±标准差(s)表示，组间比较采用t检验；计数资

料计算率并采用Z检验进行比较。等位基因和基因

型频率采用直接计数法统计，)c2检验以确定体重异

常与体重正常组中基因频数分布有无差异及全人群

是否符合Hardy．Weinberg(H．W)遗传平衡定律，当
P>0．05时表明所选样本符合遗传平衡定律ntl 5。。

应用SHEsis(http：／／analysis．bio-x．e11)软件对各位点

进行连锁平衡检验，计算D’值(<O．75表明不存在

强烈的连锁不平衡状态)。运用logistic回归模型

分析计算基因多态性对体重异常发生的OR值和

95％CI；多因素分析时，将体重异常可能的混杂因素

如性别、年龄、吸烟、饮酒、体力活动、高脂肪饮食和

低纤维饮食纳入调整。采用GMDR模型，以随访时

BMI作为结局变量，并将性别、年龄、吸烟、饮酒、体

力活动、高脂肪饮食和低纤维饮食作为协变量引入

模型进行调整，进行符号检验和置换检验，并计算

各个维度不同因子组合的交叉验证一致性、平衡检

验准确度。

结 果

1．研究对象一般特征：820名对象(男性270人、

女性550人)，其中体重正常者513人。体重异常者

307人，平均年龄(50．05±9．41)岁。体重异常组和

体重正常组除年龄外，性别、文化程度、经济收入、吸

烟、饮酒、高脂肪饮食、低纤维饮食、职业体力活动间

的差异无统计学意义(表2)。

2．H—w遗传平衡检验和基因连锁平衡检验：

H．w遗传平衡检验结果显示10个基因位点各基因

型频数的实际值与期望值的差异无统计学意义

(P>0．05)，表明样本基因型在人群中为均匀分布，

处于群体遗传平衡状态。对10个基因位点之间进

行的连锁平衡检验结果显示，任意两位点问的D’值

均<0．75，不存在强烈的连锁不平衡状态。

3．体重异常组和正常组PPAR等位基因的频数

分布：PPAR6家族的m2016520位点和PPARy家族的

rsl0865710位点的等位基因在两组间分布差异有统

计学意义，体重异常组rs2016520位点的c等位基因

频率显著低于体重正常组(26％伪．33％，P<0．01)，

而体重异常组rsl0865710位点的G等位基因频率显

著高于体重正常组(37％傩．3l％，P=0．01)。未发现

其余位点突变等位基因频率在两组间的差异有统计

学意义(表3)。

4．体重异常组和正常组PPAR 10个位点突变型

基因(杂合子和突变型纯合子)、野生型基因的分布

表1检测PPAR 9个SNP的探针序列
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表2两组研究对象基本特征

注：括号外数据为人数．括号内数据为发生率(％)

表3 PPARs等位基冈在体重正常组

和体重异常组的频数分布

注：括号外数据为人数，括号内数据为频率(％)

及其与体重异常关系的logistic回归分析：PPARfi家

族的rs2016520基冈型在两组间分布的差异有统计

学意义。单因素logistic回归分析显示，与野生型

(TT)基因携带人群相比，rs2016520的C等位基冈携

带(TC+CC)人群发生体重异常的OR(95％CI)篁

0．65(0．49—0．87)，在调整吸烟、饮酒、高脂肪饮食、

低纤维饮食和体力活动后，rs2016520位点的c等位

基因携带人群(TC+CC)发生体重异常的OR(95％

C／)=0．63(0．47—0．84)，差异依然有统计学意义。未

发现其他SNP与体重异常的发生有统计学相关性

(表4)。

5．GMDR模型分析：以随访时BMI值作为结局

变量，将10个位点按基因型纳入GMDR模型作为分

析因子，同时将性别、年龄、吸烟、饮酒、高脂肪饮食、

低纤维饮食、体力活动作为协变量纳入模型进行调

整。结果显示，rs2016520和rsl0865710两个SNP之

间的交互作用达到统计学显著水平(P=0．0010)．交

叉验证一致性为9／10，平均检验准确度为0．5746。

rs2016520、rs9794和rsl0865710三个SNP之间的交

互作用达到统计学显著水平(P--0．0010)，交叉验证

一致性为9／10，平均检验准确度为0．5834。其中三阶

显著模型的交叉检验一致性和平均检验准确度高于

二阶显著模型，因此rs2016520、rs9794和rsl0865710

三位点交互作用模型为最佳模型(表5)。两个显著

模型的单元格划分及组合情况见图l。

讨 论

本研究结果显示，PPAR6的rs201 6520位点基因

多态性与低BMI显著相关，C等位基因的频率为

30．4％，与国内外报道存在异同¨·№博】。有研究证明，

PPAR6在能量储存和消耗方面发挥重要作用。

Wang等¨州动物实验证实．通过选择性激动剂对

PPAR6的激活，可减少脂肪酸在脂肪细胞中的储存，

进而避免高脂肪饮食引起的体重异常。Oliver等【201

研究发现。使用PPAR8选择性激动剂(GW501516)

治疗体重异常猕猴，可引起HDL．C水平升高，

LDL-C、TG、胰岛素水平降低为特征的代谢紊乱。

Aberle等¨州对462名体重异常伴血脂异常的病例研

究表明。PPAR6的rs2016520基闪位点与低体重和低

BMI显著相关。上述结果基本与本研究一致。

以往研究对PPARy家族的报道较多，但本研
究所选的5个SNP中(rsl08657lO、rsl805192、

rs709158、rs3856806、rs4684847)均未发现显著的主

效应，亦未发现PPARa家族的rsl35539、rs4253778
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表4 PPARs基因型的频数分布及SNP与体重异常关系的logistic回归分析 和以往报道相对较多的

rsl800206与体重异常存在显

著相关性，与Evans等B1对糖尿

病人群的研究结果一致。近来

研究认为，体重异常等常见复

杂表型的遗传易感性涉及多个

基因，其中多为微效基因，由于

基因距离的关系，PPAR家族相

邻基因位点之间或与其他体重

异常易感基因之间可能存在上

位性陋川，使得微效基因对体重

异常的单独作用被相邻基因的

作用掩盖，导致其与体重异常

等复杂疾病的关联在单个SNP

分析中不被发现，而PPAR基

因之间和基因环境之间交互作

用的存在更增加了单个SNP

分析结果重复验证的难度，因

此体重异常等复杂表型与

PPAR关联通过单个SNP研究

常常不能发现易感位点或结
注：模型1为单因素分析；模型2为调整性别、年龄、吸烟、饮酒、高脂饮食、低纤饮食、体力活动 果缺乏可重复性，而多个SNP

表5 PPAR基因一基因交互作用与BMI关系的GMDR模型

注：调整性别、年龄、吸烟、饮酒、高脂饮食、低纤维饮食、体力活动

三i：盏Q：Q型

￡；1、2、3分别代表野生型、杂合子和突变型纯合子

图l GMDR方法的量优模型(二阶模型和三阶模型

 



的交互作用分析可以解决上述问题。

本研究采用GMDR模型分析lO个SNP交互作

用对体重异常发生的影响，并将性别、年龄、吸烟、

饮酒、高脂肪饮食、低纤维饮食和体力活动等因素

作为协变量引入GMDR模型进行调整。结果发现

1个二阶模型(包括rs2016520和rsl0865710)和1个

三阶模型的交互作用(包括rs2016520、rs9794和

rsl0865710)有统计学意义，其中三阶模型为最优，

包含PPAR8和PPAR7两个家族。有研究指出妇2·23|，

PPARs亚型之间在表达水平方面存在功能上的相互

干扰，表现为PPAR6激活后抑制PPAR价导靶基因的
表达或PPAR6依赖PPAR7的激活。有研究认为¨钆圳，

PPAR8能够促进PPAR)d／甫激活因子21a(Poe21伐)的

表达，后者是机体参与适应性产热、抵御体重异常

的重要分子，在棕色脂肪组织和骨骼肌中促进线粒

体呼吸作用，其表达能增加脂肪酸的8氧化，加强肌

肉组织中线粒体呼吸链的活性，消耗能量，从而抑

制脂肪蓄积，减少体重。另外，本研究中rs9794和

rsl0865710两位点的突变型等位基因与BMI的关联

无统计学意义，但同rs2016520位点突变型等位基因

一起，可显著改变体重异常的发生风险，未发现在单

个SNP分析中主效应显著的rSl35539位点与其他位

点存在交互作用，由此提示，虽然体重异常与某些强

主效应基因有关，但并非意味弱主效应基因不起作

用，由于多基因交互作用的存在，弱主效应基因(甚

至主效应接近0的基因)与强主效应之间的交互作

用可能远远超过其独立作用的总和b轧2引。因此通过

对PPAR家族多个位点的交互作弁j研究可更好解释

其与体重异常的复杂关系。总之，本研究证实

PPAR6家族的rs2016520与BMI显著相关，且与

rS9794和rsl0865710两位点在体重异常的发生过程

中存在显著的交互作用。
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