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胞浆型磷脂酶A2家族基因多态性
与精神分裂症的关联性研究
俞琼 史杰萍 寇长贵 孟祥飞 于雅琴
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实验室研究·

【摘要】 目的探讨中国北方汉族人群胞浆型磷脂酶A2(cPLA2)家族基因多态性与精神分裂

症的遗传关联性。方法采用聚合酶链反应(PCR)和连接酶检测反应(LDR)方法，在201个精神分

裂症患者核心家系中检测cPLA2家族基因上的lO个单核昔酸多态性(sNPs)，对结果进行单倍型相

对风险分析(HRR)、传递不平衡分析(TDT)、单倍型分析和多位点联合分析。结果 各位点在精神

分裂症病例组和对照组中基因型分布均符合Hardy—weinberg平衡。HRR和TDT分析表明，检测的

10个SNPs位点与精神分裂症无关联性(P>O．05)。单倍型分析结果显示，由同一染色体上各位点

组成的单倍型与精神分裂症均无关联性(P>0．05)。多位点联合作用分析显示，rs2162886与

rsl668589，rs891014与rsl668589，rS2307279与rs7542180位点的联合作用与精神分裂症相关联(Y2=

6．913，P=O．032；x2=8．393，P=0．015；3(2=8．447，P=0．038)。结论 cPLA2家族基因中存在多个

与精神分裂症关联的易感位点。
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【Abstract】 objectiVe To investigate the genetic asSociation between the p01ymorphism of cytosolic

phospholipase A2(cPLA2)family genes and schizophrenia in the North Han Chinese．Methods Method

of p01ymerase chain reaction—based ligase detection reaction(PCR—LDR)was applied to genotype 10 single

nucleOtide p01ymorphisms(SNPs) of cPLA2 family genes among 201 pedigrees consisting of fathers，

mothers and affected offsprings with schizophrenia． Haplotype relative risk(HRR) test， transmission

disequilibrium test(TDT)，haplotype transmission analysis and multiple locus analvsis were conducted to

analyze the genotyping data．Results Thegenotypic frequency of cPLA2 gene did not deviate from Hardy—

Weihberg equilibrium in both case and control grOups．HRR and TDT showed that the 10 SNPs were not

associated with schizophrenia(P>0．05)． Analysis for haplotype transmission showed that no haplotvpe

systems was associated with schizophrenia(P>0．05)．Results from COA and COG tests showed a disease

association for the rs2162886一rsl668589，rs891014一rsl668589 and rs2307279．rs7542180 combinations

(_)(2=6．913，P二0．032；_)(2二8．393，P=0．015；X2=8．447，P=O．038)．Conclusion Many loci in the

cPLA2 family genes were associated with schizophrenic．

【Key words】 schizophrenia；Cytosolic ph。sph01ipase A2；Genotype p01ymorphism

神经细胞的细胞膜大部分由磷脂组成，脑磷脂

的异常代谢在神经精神疾病的形成中起着重要的作

用。有文献报道，精神分裂症与磷脂和相关脂肪酸

的代谢异常相关u’2|。精神分裂症患者的尸检中发

现，脑中磷脂含量下降，组成成分发生改变，同时磷

脂酶A2(PLA2)活性升高。由于多不饱和脂肪酸在
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治疗精神分裂症和其他精神疾病中的有益作用，精

神分裂症的膜磷脂假说越来越受到人们的关注口1。

对膜磷脂代谢通路上相关基因的研究将会提供支持

这种新假说的有力证据。目前对于精神分裂症的

PLA2基因多态性与精神分裂症的相关性研究结果

不太一致。4。7I，需要加大样本量，在不同的人群中重

复，这样才能确定其与精神分裂症的相关性。

对象与方法

1．研究对象：血液样本来自2000—2006年吉林

省四平市精神病医院和长春市凯旋医院住院确诊为
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精神分裂症的患者及其健康父母。按国际疾病分类

手册(ICD—10)和《中国精神病分类与诊断标准》(第

2版)修订本精神分裂症标准诊断，共201个核心家

系(包括患者、父亲和母亲)，603例研究对象均为中

国北方汉族人。年龄为24．58岁±6．18岁。患者中

男性141例，女性60例。在获得家系成员知情同意

的情况下，采取患者及家系各成员每人外周静脉血

5 m1，一20℃保存至提取基因组DNA。临床资料的

评定参照精神科评定量表手册编制量表，由主管医

师针对患者的病史资料记录详细情况，同时排除资

料不全或难以判定的病例。

2．位点的选择与引物设计：利用计算机国际互

联网和生物信息学方法，在人类基因库中确定

cPLA2基因家族中的成员，包括：PLA2G4A、

PLA2G4C、PLA2G4D、PLA2G4E、PLA2G4F 和

PLA2R1基因。选择每个基因上符合条件的单核苷

酸多态性(SNPs)进行引物设计。

3．荧光探针设计：根据LDR探针设计原则，探

针长度通常在20～30 bp，对每一个SNP位点，在位

点的5’方向根据SNP的碱基类型设计两条特异性

探针，每条探针的3’末端碱基分别与此位点的一种

等位基因型相对应，这两条特异性探针的长度设计

有差异，便于后期的检测。此外在该位点的3 7方向

序列中设计一条末端带有蓝色荧光(FAM)修饰的

通用探针，通用探针的5 7端磷酸化，以便与特异性

探针连接。

4．人外周血白细胞基因组DNA的提取：采用

液体纯化提取DNA试剂盒(Promega美国产品)，严

格按照说明书的方法操作。

5．基因型检测：用聚合酶链反应和连接酶检测反

应(PCR—U)R)方法进行基因型检测。多重PCR反应

体系为10肚l，其中含有10 mmol／L商s—Ha(pH值
8．3，25℃)，50蝴l／L KCl，3．0 mmo】／L Mga2，
0．2 mm01／L dNTP，O．5肚mol／L混合引物，O，25 u

HotStar 1蛔DNA聚合酶(Qiagen)，1×Q_一ution

(Qiagen)，30～50 ng基因组DNA和8肚l石蜡油。

PCR反应条件：95℃15 Inin(94℃30 s，60℃90 s，

72℃90 s)35个循环，72℃10 min。I■D体系10脚：

ddH20 7．5止，10×连接酶缓冲液1．0础，荧光探针

(5 md／L)0．5弘l，砀q DNA连接酶(5 U／肛I)0．05弘l，

肼姐模板(PCR扩增后<1趣)1弘l。连接酶检测反
应条件：94℃变性2 min；(94℃30 s，60℃2 rnjn)35个

循环。连接酶检测反应后，将U)R产物、蓝色葡聚糖

上样缓冲液和内参比Marker各1肚l等体积混合，应用

377型DNA测序仪(ABI，美国)检测结果。以Marker

为内参分子质量标准，检测不同长度DNA片段的荧

光强度，并根据产物片段大小确定基因型。

6．统计学分析：应用拟和优度x2检验，计算基

因型分布是否符合Hardy—Weinberg平衡。借助

SPSS 13．0统计软件，采用相对风险分析(HRR)、传

递不平衡分析(TDT)方法，检验各位点与精神分裂

症的关系。借助unphased分析平台分析单倍型、多

位点联合作用与精神分裂症的关系。

结 果

1．Hardy—weinberg平衡检验：对患者组和其父

母组的基因型频数分布分别进行拟和优度Y2检验，

结果表明，各位点基因型在两组中的频数分布均符

合Hardy—weinberg平衡定律(P>0，05)。

2．HRR分析：HRR分析是基于家系的相关分

析方法。其原理是以父母双亲传递给患病子女的基

因为“疾病基因”，没有传递的为“对照基因”，从而构

建遗传学上完全匹配的“病例”与“对照”样品。结果

表明，检测的10个位点等位基因在病例组和对照组

中的频数分布差异均无统计学意义(P>O．05)。

3．TDT分析：TDT分析也是基于家系的相关

分析方法，是观察杂合子父母亲的两个不同等位基

因传递概率是否偏离50％，采用菲参数Y2检验。

结果表明，检测的10个位点杂合子父母双亲传递给

患病子女的两个不同等位基因概率均未偏离50％

(P>0．05)，结果见表1。

表l 不同等位基因传递不平衡检验结果

位点 传递等位基因频数 x2值 d， P值

rsl56631 C=54．T=40 2．085 1 0．149

rs2307279 C=79，G=65 1．361 1 O．243

rs2162886 C=32，T=23 1．473 1 O．225

rs89lQl4 C=27，T=34 0．397 l 0．529

rsl668589 C=93．T=79 1．140 1 0．286

rsl356410 A=28，G=26 0．074 1 O．785

rs3828323 C=62．T=74 1．059 1 O．303

rs3749117 C=85．T=69 1．662 1 0．197

rs4924595 C=75．T=71 0．110 1 0．741

4．单倍型传递Y2检验：SNP属于双态性遗传

标记，在群体中其杂合度和多态信息量均较低。上

述HRR和TDT分析，均属于单位点分析。为了提

高杂合性，更有效地利用遗传学信息，有必要进行多

位点分析，即单倍型分析。单倍型为在给定的一条

染色体的紧密连锁的位点上多个等位基因的集合，
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通常几个相邻等位基因彼此靠近而构成的单倍型可

作为一个整体而遗传。通过单倍型分析可以找到含

有疾病易感基因的特异单倍型或染色体。单倍型分

析的优点是检验效力强，且可发现多个易感位点。

结果显示，由同一染色体上各位点组成的单倍型系

统中，父母传递和未传递给患病子女的单倍型差异

均无统计学意义(P>0．05)，结果见表2。

表2 等位基因单倍型传递x2检验结果

兰堡型 x：笪 !￡ 兰篁
rs4924595一rsl668589 2．626 3 O．453

rsl668589一rsl356410 1．741 3 O．628

rsl356410一rsl648833 6．183 3 0．103

rs3749117一rs3828323 3，009 3 O．390

rs2307279一rsl56631 4．152 3 0．245

rsl56631一rs2162886 4．295 3 0．231

rs2162886．rs891014 1．016 1 O．313

rs4924595．rsl668589一rsl356410 4．339 7 0．740 ’

rS2307279．rsl56631．rs2162886 6，192 6 0．402

111i!!i!：!呈!!垫!!：塑!!!!! !：ii； j !：；!1

5．条件检验分析：采用COA和COG两种分析

方法分析遗传标记位点间的相互作用与精神分裂症

的关系。经Global Y2检验，以等位基因为条件，检

验与另一位点的联合作用，结果显示，rs2162886与

rsl668589，rs891014与rsl668589的联合作用与精

神分裂症相关联；同时以基因型为条件，分别检验与

另一位点的联合作用，结果也显示rs2162886与

rsl668589，rs891014与rsl668589，rs2307279与

rs7542180的联合作用与精神分裂症相关联。其他

基因位点之间未显示联合作用。具体结果见表3。

表3 与精神分裂症相关联的基因位点检验分析结果

壁鱼堡旦篁皇 盖：焦 堑 兰篁
以等位基因为条件
rs2162886．rsl668589 7．088 2 0．029

rs891014．rsl668589 7．005 2 0．030

以基因型为条件
rs2307279一rs7542180 8．447 3 0．038

rs2162886．rsl668589 6 913 3 0．032

堂!!!!!：!!!!箜i!! !：i!i j !：!!i

注：P值均<0．05

讨 论

本研究选择cPLA2家族基因为候选基因，主要

是依据神经细胞膜磷脂代谢异常假说。该假说认

为，神经细胞的机能活动将有赖于细胞膜的完整性，

而磷脂是细胞膜的重要组成成分，若磷脂的合成发

生障碍，则会影响神经细胞的功能，最终导致精神障

碍隅]。PLA2是磷脂代谢的关键酶，它的异常必将

导致神经细胞磷脂的异常，从而导致精神异常，这充

分说明PLA2与精神分裂症的关系。近来有不少学

者研究报道，cPLA2可能是精神分裂症的易感基

因，这些阳性结果在英国和韩国人群中均得到了重

复¨’⋯，但也有研究报道cPLA2可能不是精神分裂

症的易感基因¨0’11 o。

本研究对cPLA2家族成员PLA2G4A、

PLA2G4C、PLA2G4D、PLA2G4E、PLA2G4F基因

及与它们功能作用相关的PLA2R1基因上的10个

标记SNPs进行检测，探讨cPLA2家族基因多态性

与精神分裂症的关系。HRR和TDT分析表明，检

测的10个SNPs位点与精神分裂症无关联性(P>

0．05)。HRR、TDT分析均是局限于传统的单位点

(基因)分析方法，但精神分裂症是基因与基因之间、

基因与环境之间相互作用形成的复杂疾病，因此对

复杂疾病数据的分析不能脱离基因的相互作用进

行。只有综合考虑基因间的相互作用，才能发现它

们与疾病的联系。单倍型分析结果显示，由同一染

色体上各位点组成的单倍型系统中，父母传递和未

传递给患病子女的单倍型差异均无统计学意义

(P>0．05)。多位点联合作用分析显示，rs2162886

与rsl668589，rs891014与rsl668589，rS2307279与

rs7542180的联合作用与精神分裂症相关联。提示

PLA2G4A、PLA2G4C和PLA2G4D基因可能是精

神分裂症的易感基因或与精神分裂症的易感基因处

于紧密连锁，从而证实cPLA2与精神分裂症相关

联。但它们在精神分裂症的发病过程中，需要与不

同的SNP位点联合，才能起作用。这也就是说各个

基因位点不能单独致病，只在联合作用的情况下，才

会参与精神分裂症的发病过程。

综上所述，cPu屹家族基因中存在多个与精神分

裂症关联的易感位点，从而说明cPLA2与精神分裂

症密切相关，这与上述国外的多数阳性报道相一致，

有力地支持了神经细胞膜磷脂代谢异常假说。同时，

不同位点间的相互作用参与精神分裂症的发病过程，

有力地支持了复杂疾病的多基因学说。虽然本研究

获得了部分阳性结果，但还需要扩大样本量，在不同

的人群中进行验证，同时对cPL嘘家族基因的功能

进行研究，以早日确证其与精神分裂症的关系。
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青海省2000—2006年人间鼠疫病例分析

田富彰 王国钧 焦巴太 魏柏青 唐新元 李君 王梅

对青海省2000—2006年12起人间鼠疫病例进行了流

行病学和临床特征分析。

1．对象与方法：人间鼠疫病例确诊判定标准按GB

15991—1995鼠疫诊断标准。调查对象为20(10—2006年青海

省人间鼠疫病例并对6年人间鼠疫疫情现场调查资料及临

床病历资料进行整理和分析。

2．结果：①地区分布：2000一2006年青海省鼠疫病例的

发病地点为同德、祁连、囊谦、称多、治多、曲麻莱、天峻、乌兰

等8个县的10个乡。其中同德县河北乡1例，祁连县央隆

乡1例，囊谦县尕羊乡14例，称多县清水河乡1例，治多县

治曲乡1例，曲麻莱县东风乡2例和曲麻河乡1例，天峻县

生格乡和苏里乡各1例，乌兰县赛什克乡和希里沟镇各1

例。在25例病例中有6例在发病后曾经过长距离的转移，

均为湟源、湟中县农民。②时间分布：青海省2000和2002

年未发生人间鼠疫病例；2001、2003年各1起，均发病1例并

死亡；2004年7起，发病20例，死亡9例；2005年2起，发病

2例并死亡；2006年1起，发病1例，未死亡。25例病例均发

病于5—10月，其中5、7月各1例，6月2例，10月2例，9月

19例，占76．0％。③人群分布：25例病例中藏族牧民17例，

占68．0％，汉族农民8例，占32．0％；病例年龄5～69岁，以

20～45岁年龄段为主，占68．0％；其中20岁以下3例，20～

45岁17例，45岁以上5例；该8例汉族农民患(死)者皆为

各次疫情的首发病例。25例中男性19例，占76．0％；女性6

例，占24．0％。④感染途径：12例首发病例中有8例是在剥

食旱獭过程中经伤口感染后发病，2例与牧犬密切接触过程

被犬体外寄生蚤叮咬感染发病，1例在接触了自毙旱獭后感

染发病，1例是因剥死狐狸皮感染发病；其余13例为接触肺

鼠疫患者经空气飞沫传染。⑤临床特征：25例病例中，腺鼠

疫3例(12．0％)；腺鼠疫继发败血型鼠疫4例(16．O％)；腺
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鼠疫继发肺鼠疫1例(4．O％)；败血型鼠疫继发肺鼠疫2例

(8．0％)；原发性肺鼠疫13例(52．O％)；原发性败血型鼠疫1

例(4．0％)；腺鼠疫合并鼠疫蜂窝组织炎1例(4．0％)。重症

鼠疫(包括肺鼠疫和败血型鼠疫)21例(84．0％)。⑥病程及

转归：腺鼠疫和腺鼠疫合并鼠疫蜂窝组织炎者全部治愈，病

程为26—33 d；原发性和继发性败血型鼠疫6例，未经及时

治疗全部死亡，病程为3—5 d；8例患者经及时抢救治疗全部

治愈，病程为16—21 d。

3．讨论：青海省2000—2006年人间鼠疫疫情较20世纪

90年代有所上升，一是近年来动物问鼠疫疫情呈明显上升趋

势，染疫动物和媒介昆虫的种类和数量不断增多，新的疫源

地不断发现。二是由于近年来，旱獭皮价格大幅上涨，受经

济利益的驱动，每年8—9月大量捕旱獭人员进入鼠疫疫源

地；这些捕旱獭者不具备自我保护知识和任何的防护措施；

在12例首发病例中有8例为捕旱獭民工，主要由于剥食旱

獭而发病。三是青海省鼠疫疫源地面积大，大部分疫源地为

交通、通讯欠发达地区，一旦发生鼠疫病例，很难得到及时的

治疗与报告。在25例病例中藏族17例，13例为接触肺鼠疫

患者经空气飞沫传播，另外4例为首发病例，其发病原因为

密切接触患病牧犬、玩耍自毙旱獭和剥自毙狐狸皮。汉族群

众有在外地得病后立即返回家中的习俗，很容易将鼠疫由偏

远牧区带到人口相对稠密的农村和城镇，增加了鼠疫远距离

传播的机会。在8例汉族农民病例中有6例经过了长距离

的转运，其中3例因败血症死在转运途中，3例回家后在被当

地村医发现后上报；另外2例在本县范围内捕旱獭后返回家

中在县疾病预防控制中心就诊时被发现。结果提示，鼠疫远

距离传播的威胁正在增加，防止鼠疫远距离传播是今后鼠疫

防治工作的难点。
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