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　　摘　要：目的　探讨肝脂酶（ＨＬ）基因启动子－２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ、－７６３Ａ／Ｇ多态性在浙江金华地区的分布及

与脂类代谢间的关系。方法　采用聚合酶链反应限制性片段长度多态性技术检测中国金华地区３５５例健康男性的 ＨＬ基因启

动子－２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ和－７６３Ａ／Ｇ的多态性，并探讨基因多态性与血脂指标间的关系。３５５例研究对象按年龄

分组，６～７岁组７４例，１８～＜２０岁组１０９例，２０～＜４０岁组６７例，４０～７３岁组１０５例。结果　４组间ＨＬ基因启动子－２５０Ｇ／Ａ

的基因型分布和等位基因频率差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。ＨＬ－５１４Ｃ／Ｔ多态性的基因型频率分布显示，１８～＜２０岁组与

６～７岁组及４０～７３岁组间的差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。ＨＬ－７１０Ｔ／Ｃ、－７６３Ａ／Ｇ多态性的基因型和等位基因频率分布

显示，４０～７３岁组与６～７岁组及１８～＜２０岁组间的差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。ＨＬ基因多态性与血液脂代谢有关。ＨＬ

－２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ和－７６３Ａ／Ｇ间存在强连锁不平衡。结论　ＨＬ－２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ和－７６３Ａ／Ｇ

间存在强连锁不平衡，ＨＬ基因启动子多态性可能与脂类的代谢有关。
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　　肝脂酶基因（ｈｅｐａｔｉｃｌｉｐａｓｅ，ＨＬ）是由肝实质细胞合成的

一种具有磷脂肪酶Ａ１和三酰甘油水解酶活性，对血浆脂质转

运有重要作用的胞外蛋白、ＨＬ基因具有明显的基因多态

性［１２］。常见的 ＨＬ基因启动子单核苷酸多态性有４个位点，

分别为－２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ和－７６３Ａ／Ｇ，位于转

录起始序列的５′端，共同影响血浆脂蛋白的代谢
［３］。ＨＬ单核

苷酸多态性与血浆高密度脂蛋白胆固醇［４９］和 ＨＬ活性
［１０１２］有

关联。本课题采用ＰＣＲＲＦＬＰ技术检测金华地区男性 ＨＬ常

见４个启动子基因型的多态性分布，并探讨其与血脂相关指标

作一探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年７月至２０１０年７月到本院健康

体检者，且生化指标均正常的汉族男性３５５例，按年龄分为４

组，即６～７岁组（７４例）；１８～＜２０岁组（１０９例）；２０～＜４０

岁组（６７例），４０～７３岁（１０５例）。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ扩增仪（ＢｉｏＲａｄＳ１０００型）、垂直电泳

槽、电泳仪和凝胶成像系统。ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＵＮＩＱ１０柱式临床样品基因组抽提试剂盒购

自上海生工公司。ＤｒａⅠ、ＮｌａⅢ限制性内切酶购自ＮｅｗＥｎｇ

ｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ公司，ＡｖａⅡ、ＳｐｈⅠ内切酶购自上海生工公司。

引物由上海英骏公司合成。其他试剂为进口分装。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　探取研究对象晨起空腹采静脉血５ｍＬ，要

·６３１· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２
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求禁食至少１２ｈ。其中血常规管２ｍＬ，用作ＤＮＡ提取；生化

管３ｍＬ做血脂测定，包括总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固

醇（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、

载脂蛋白（Ａｐｏ）Ａ１和ＡｐｏＢ１００。

１．３．２　基因组ＤＮＡ的提取　取抗凝全血２００μＬ，按照试剂

盒说明书操作，提取基因组ＤＮＡ。

１．３．３　序列引物根据基因库序列号 Ｍ３５４２５自行设计扩增

ＨＬ启动子－２５０Ｇ／Ａ、－５４１Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ和－７６３Ａ／Ｇ的

引物，见表１。

表１　　扩增 ＨＬ启动子２５０位、５４１位、７１０位和７６３位的引物序列

多态性位点 引物（５′→３′） 片段大小（ｂｐ） 内切酶 基因型酶切后片段大小（ｂｐ）

－２５０Ｇ／Ａ［１３１４］ Ｆ：ＡＧＧＣＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＴＴＧＣＡＧ ２１５ ＤｒａⅠ ＧＧ型２１５

Ｒ：ＧＧＴＣＧＡＴＴＴＡＣＡＧＡＡＧＴＧＣＴＴＣ ＧＡ型２１５、１０８、１０７

ＡＡ型１０８、１０７

－５１４Ｃ／Ｔ［１４１５］ Ｆ：ＴＣＴＡＧＧＡＴＣＡＣＣＴＣＴＣＡＡＴＧＧＧＴＣＡ ２８５ ＮｌａⅢ ＣＣ型２５８

Ｒ：ＧＧＴＧＧＣＴＴＣＣＡＣＧＴＧＧＣＴＧＣＣＴＡＡＧ ＣＴ型２８５、２１５、５０

ＴＴ型２１５、７０

－７１０Ｔ／Ｃ［１４，１６］ Ｆ：ＴＧＴＣＴＡＣＴＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＣＡ ３３３ ＡｖａⅡ ＴＴ型１７５、１５８

Ｒ：ＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＣＣ ＴＣ型３３３、１７５、１５８

ＣＣ型３３３

－７６３Ａ／Ｇ［１４，１７１８］ Ｆ：ＴＧＴＣＴＡＣＴＧＴＣＣＧＴＴＡＴＣＣＡ ３３３ ＳｐｈⅠ ＡＡ型３３３

Ｒ：ＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＣＣ ＴＣ型３３３、２２８、１０５

ＧＧ型２２８、１０５

１．３．４　ＰＣＲ扩增及酶切产物的检测　严格按试剂操作说明

书进行循环扩增，共３５个循环，最后７２ ℃ 延长至５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物行琼脂糖凝胶电泳，酶切过夜，再取酶切产物行８％

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，最后经硝酸银染色、拍照、保存。

１．３．５　ＰＣＲ产物核苷酸序列测定　随机选取ＰＣＲ产物各２

例，包括野生型、杂合子、突变纯合子，外送测序分析。

１．４　统计学处理　等位基因频率计算参见文献［１３］。采用

ＳＡＳ８ｅ统计软件，临床资料比较采用狋检验，基因型和等位基

因频率分布以率表示；组间比较采用χ
２ 检验；连锁不平衡系数

（Ｄ′）用配对连锁不平衡检验计算；单倍型频率用最大期望值法

估算［１４］。

２　结　　果

２．１　多态性分析　经对应的限制性内切酶消化ＰＣＲ扩增产

物可产生不同的基因型片段，分别为 ＨＬ－２５０Ｇ／Ａ ：ＧＧ型１

个片段，ＧＡ型２个片段，ＡＡ型１个片段；ＨＬ－５１４Ｃ／Ｔ ：ＣＣ

型１个片段，ＣＴ型３个片段，ＴＴ型２个片段；ＨＬ－７１０Ｔ／Ｃ：

ＣＣ型１个片段，ＴＣ型３个片段，ＴＴ型２个片段；ＨＬ－７６３Ａ／

Ｇ：ＡＡ型１个片段，ＡＧ型３个片段，ＧＧ型２个片段。

２．２　各组的血脂指标比较　４组的各实验室指标进行比较，

ＴＣ、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＢ１００３项指标２０～＜４０岁组、４０～７３岁组与

６～７岁组、１８～＜２０岁组间差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；

４０～７３岁组的 ＴＧ 水平显著高于其他３组（犘＜０．０５）；而

ＨＤＬＣ则明显低于６～７岁组（犘＜０．０５）；ＬＤＬＣ水平则各组

间差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　各组间的基因型频率和等位基因频率比较

２．３．１　总研究组的基因型频率和等位基因频率分布　将各研

究组合并为总研究组，对其多态性分布进行比较：－２５０Ｇ／Ａ

基因型 ＧＧ３８．３１％、ＧＡ４７．３２％、ＡＡ１４．３７％；等位基因 Ｇ

６１．９７％、Ａ３８．０３％；ＨＷＥχ
２ ＝０．００５７，犘＝０．９３９３。－

５１４Ｃ／Ｔ基因型ＣＣ３６．３４％、ＣＴ４８．４５％、ＴＴ１５．２１％；等位基

因Ｔ６０．５６％、Ｃ３９．４４％；ＨＷＥχ
２＝０．０７２４，犘＝０．７８７８。－

７１０Ｔ／Ｃ基因型ＴＴ３７．１８％、ＴＣ４４．５１％、ＣＣ１８．３１％；等位基

因Ｔ５９．４４％、Ｃ４０．５６％；ＨＷＥχ
２＝２．１０３８，犘＝０．１４６９。－

７６３Ａ／Ｇ基因型ＡＡ３７．７６％、ＡＧ４６．４８％、ＧＧ１５．７６％；等位

基因Ａ６０．９９％、Ｇ３９．０１％；ＨＷＥχ
２＝０．１９２３，犘＝０．６６１１，发

现各ＳＮＰ位点的多态性都符合 ＨＷＥ定律（犘＞０．０５），说明样

本来自总体人群。

２．３．２　各组间的基因型频率和等位基因频率分布　４组间

ＨＬ－２５０Ｇ／Ａ多态性的基因型分布（χ
２＝７．３５１１，犘＝０．２８９

６）和等位基因频率差异均无统计学意义（χ
２＝２．８６６８，犘＝

０．４１２６）。ＨＬ－５１４Ｃ／Ｔ多态性的基因型频率分布分析发现

１８～＜２０岁组与４０～７３岁组间差异有统计学意义（χ
２＝８．２３６

３，犘＝０．０１６３），但各组间等位基因频率差异无统计学意义（χ
２

＝４．０９７２，犘＝０．２５１２）；ＨＬ－７１０Ｔ／Ｃ多态性的基因型分布

分析发现４０～７３岁组与１８～＜２０岁组间差异有统计学意义

（χ
２＝９．３２５６，犘＝０．００９４）。组间等位基因频率分布差异有

统计学意义（χ
２＝５．９８４９，犘＝０．０１４４；χ

２＝１０．０５０３，犘＝

０．００１５）的是４０～７３岁组分别与６～７岁组和１８～＜２０岁组

比较；比较４０～７３岁组与６～７岁组、１８～１９岁组的ＣＣ型发

现，其比数比（犗犚）和９５％可信区间（犆犐）分别为２．４５６９（１．

２５５０～４．９２５９）、３．３１４３（１．５１３０～７．２６０３），而比较其Ｃ等

位基因，则犗犚值和９５％犆犐分别为１．５９１２（１．１１６８～２．２６７

３）、１．８７０７（１．２６７９～２．７６００）。ＨＬ－７６３Ａ／Ｇ基因型分布差

异有统计学意义（χ
２＝９．８０５２，犘＝０．００７４；χ

２＝８．９５４８，犘＝

０．０１１４）的是４０～７３岁组分别与６～７岁组和１８～＜２０岁组

比较；组间等位基因频率分布４０～７３岁组与６～７岁组、１８～

＜２０岁组和２０～３９岁组间差异有统计学意义（χ
２＝９．０２８２，

犘＝０．００２７；χ
２＝９．４４２３，犘＝０．００２１；χ

２＝４．５６１０，犘＝０．０３２

７）；比较４０～７３岁组与６～７岁组及１８～１９岁组ＧＧ型发现，

其犗犚值（９５％犆犐）分别为２．４５６９（１．２５５７～４．９２４９）、３．３１４

３（１．５１３０～７．２６０３）；比较Ｇ等位基因，则ＯＲ值（９５％ＣＩ）分

别为１．８１８３（１．２７２１～２．５９８９）、１．８３５４（１．２４４０～２．７０８
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０）、１．６１７２（１．０３９０～２．５１７２）。

表２　　４组间的 ＨＬ－２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ、－７６３Ａ／Ｇ基因型和等位基因频率比较［狀（％）］

ＳＮＰｓ位点 基因型 等位基因

－２５０Ｇ／Ａ ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ

　６～７岁组 ３２（４３．２４） ３２（４３．２４） １０（１３．５１） ９６（６４．８６） ５２（３５．１４）

　１８～＜２０岁组 ３６（３３．０３） ６０（５５．０５） １３（１１．９３） １３２（６０．５５） ８６（３９．４５）

　２０～＜４０岁组 ２９（４３．２８） ３１（４６．２７） ７（１０．４５） ８９（６６．４２） ４５（３３．５８）

　４０～７３岁组 ３９（３７．１４） ４５（４２．８６） ２１（２０．００） １２３（５８．５７） ８７（４１．４３）

－５１４Ｃ／Ｔ ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ

　６～７岁组 ３１（４１．８９） ３２（４３．２４） １１（１４．８６） ９４（６３．５１） ５４（３６．４９）

　１８～＜２０岁组 ３４（３１．１９） ６１（５５．９６） １４（１２．８４） １２９（５９．１７） ８９（４０．８３）

　２０～＜４０岁组 ２９（４３．２８） ３１（４６．２７） ７（１０．４５） ８９（６６．４２） ４５（３３．５８）

　４０～７３岁组 ３５（３３．３３） ４８（４５．７１） ２２（２０．９５） １１８（５６．１９） ９２（４３．８１）

－７１０Ｔ／Ｃ ＴＴ ＴＣ ＣＣ Ｔ Ｃ

　６～７岁组 ３１（４１．８９） ３２（４３．２４） １１（１４．８６） ９４（６３．５１） ５４（３６．４９）

　１８～＜２０岁组 ４８（４４．０４） ４７（４３．１２） １４（１２．８４） １４３（６５．６０） ７５（３４．４０）

　２０～＜４０岁组 ２３（３４．３３） ３３（４９．２５） １１（１６．４２） ７９（５８．９６） ５５（４１．０４）

　４０～７３岁组 ３０（２８．５７） ４６（４３．８１） ２９（２７．６２） １０６（５０．４８） １０４（４９．５２）

－７６３Ａ／Ｇ ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

　６～７岁组 ３１（４１．８９） ３７（５０．００） ６（８．１１） ９９（６６．８９） ４９（３３．１１）

　１８～＜２０岁组 ４８（４４．０４） ４７（４３．１２） １４（１２．８４） １４３（６５．６０） ７５（３４．４０）

　２０～＜４０岁组 ２７（４０．３０） ３０（４４．７８） １０（１４．９３ ８４（６２．６９） ５０（３７．３１）

　４０～７３岁组 ２８（２６．６７） ５１（４８．５７） ２６（２４．７６） １０７（５０．９５） １０３（４９．０５）

２．４　ＨＬ－２５０Ｇ／Ａ基因多态性分布与血脂指标的关系　从

表３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）可见，差异

有统计学意义的是ＧＧ、ＧＡ基因型者的ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＡｐｏＡ１、

ＡｐｏＢ１００等血脂指标，２０～＜４０岁、４０～７３岁组均高于６～７

岁组、１８～＜２０岁组；ＧＡ基因型的４０～７３岁组的ＴＧ、ＨＤＬ

Ｃ水平则高于６～７组岁；ＡＡ基因型的ＴＣ、ＬＤＬＣ、ＡｐｏＡ１均

高于６～７岁组、１８～１９岁组，而１８～１９岁组、２０～＜４０岁组、

及４０～７３岁组的ＴＧ水平高于６～７岁组，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。

２．５　ＨＬ－５１４Ｃ／Ｔ基因多态性分布与血脂指标的关系　从表

４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）中可见，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）的是 ＣＣ基因型者的 ＴＣ、ＬＤＬＣ、

ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＢ１００等血脂指标２０～＜４０岁组、４０～７３岁组均高

于６～７岁组、１８～＜２０岁组；ＣＴ基因型者的 ＴＣ、ＡｐｏＡ１、

ＡｐｏＢ１００等３项指标２０～＜４０岁组、４０～７３岁均高于６～７岁

组、１８～＜２０岁组，而４０～７３岁组的ＴＧ、ＨＤＬＣ则高于６～７

岁组，ＬＤＬＣ则４组间均有差异；ＴＴ型者的ＬＤＬＣ、ＡｐｏＡ１

均高于６～７岁组及１８～１９岁组，而４０～７３岁组的ＴＧ高于６

～７岁组。

２．６　ＨＬ－７１０Ｔ／Ｃ基因多态性分布与血脂指标的关系　从表

５（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）中可见，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）的是 ＴＴ和 ＴＣ基因型者的 ＴＣ、

ＬＤＬＣ、ＡｐｏＡ１、ＡｐｏＢ１００等血脂指标２０～＜４０岁组、４０～７３

岁组均高于６～７岁组、１８～＜２０岁组；ＴＣ基因型者的 ＴＧ、

ＨＤＬＣ水平４０～７３岁组则高于６～７岁组，ＣＣ型者的ＡｐｏＡ１

均高于６～７组岁及１８～＜２０岁组，而ＴＧ、ＴＣ水平高于６～７

岁组；２０～＜４０岁组ＣＣ型者的ＬＤＬＣ水平高于１８～＜２０岁

组。

２．７　ＨＬ－７６３Ａ／Ｇ基因多态性分布与血脂指标的关系　从

表６（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）中可见，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）的是 ＡＡ基因型者的ＴＣ、ＡｐｏＡ１

水平２０～＜４０岁组、４０～７３岁组均高于６～７岁组、１８～＜２０

岁组；ＴＧ水平则４０～７３岁组高于６～７岁组，而 ＡｐｏＢ１００水

平在４组间均有统计学意义；ＡＧ基因型者的ＴＣ、ＡｐｏＡ１水平

２０～＜４０岁组、４０～７３岁组均高于６～７岁组、１８～＜２０岁

组；４０～７３岁组的ＴＧ、ＨＤＬＣ水平高于６～７岁组，ＡｐｏＢ１００

水平高于其他３组；４组间ＬＤＬＣ水平的差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）；ＧＧ型者的ＬＤＬＣ水平２０～＜４０岁组、４０～７３

岁组均高于６～７岁组、１８～＜２０岁组，而２０～＜４０岁组

ＨＤＬＣ水平高于６～７岁组。

２．８　ＳＮＰ位点间的连锁不平衡分析　金华地区男性人群中，

ＨＬ基因启动子－２５０Ｇ／Ａ与－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ、－７６３Ａ／Ｇ

的Ｄ′分布为０．８９９、０．５８８、０．７５７，提示存在强连锁不平衡；而

－５１４Ｃ／Ｔ与－７１０Ｔ／Ｃ、－７６３Ａ／Ｇ的Ｄ′分别为０．５５２、０．７１５，

提示存在强连锁不平衡，－７１０Ｔ／Ｃ 与－７６３Ａ／Ｇ 的 Ｄ′为

０．７８８，提示存在强连锁不平衡。

３　讨　　论

ＨＬ基因位于人染色体１５ｑ２１，其 ＤＮＡ序列已经基本阐

明，它由９个外显子和８个内含子组成，长度约３５ｋｂ。它是由

肝脏细胞合成的一种糖蛋白，是多种脂蛋白（包括乳糜微粒残

骸，高密度脂蛋白、低密度脂蛋白）代谢的关键酶，基因的多态

性和基因突变可引起高脂血症［１５１７］。

本课题研究提示随着年龄的增长，ＨＬ－７１０Ｔ／Ｃ多态性的

ＣＣ基因型和Ｃ等位基因频率、－７６３Ａ／Ｇ 多态性的 ＧＧ基因

型和Ｇ等位基因频率逐渐增高，而其产物对脂类代谢的影响

也逐渐增加。通过研究获得区域内男性不同年龄段 ＨＬ基因

启动子多态性的基因型及等位基因的频率分布特点，分析高血

脂与 ＨＬ基因启动子多态性的关系，同时发现４个启动子－

２５０Ｇ／Ａ、－５１４Ｃ／Ｔ、－７１０Ｔ／Ｃ、－７６３Ａ／Ｇ间存在强连锁不平

衡，为将来研究与脂类代谢异常疾病的预防、治疗提供了新
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思路。
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的患者中，移植肾的慢性损伤过程是普遍而持续存在的，只是

程度的不同。

同时实验结果显示：进行过肾移植的患者 Ｔｙｒ、Ｔｒｐ水平

与健康对照组人群的差异无统计学意义，而Ｐｈｅ水平明显升

高，且随着肾功能变化，肾功能受损严重时，Ｐｈｅ明显升高。相

关分析结果表明，血清Ｐｈｅ浓度与Ｃｒ、Ｂｕｎ、Ｃｙｓｃ、ＢＭＧ具有相

关性。可能一方面是因为随着肾单位的逐渐破坏，残存的肾单

位越来越少，生成的ＰＡＨ、ＩＤＯ酶活性明显减弱，Ｐｈｅ由于转

化受阻而水平升高［１２］。另一方面，随着肾脏滤过功能的受损，

肾脏对体内有害物质的排泄作用下降，而过高的Ｐｈｅ在体内是

一种神经毒性物质。Ｔｙｒ作为一种非必须氨基酸，其可通过饮

食、蛋白质降解以及Ｐｈｅ转化等途径保持其在体内的代谢平

衡。

综上所述，肾功能状态与 ＡＡＡ的代谢密切有关，肾移植

后患者体内出现的 ＡＡＡ代谢变化可能对其疾病的进展与愈

后有密切的联系，有待更深入地研究来阐明。
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ａｔｏｇｒＢＡｎａｌｙｔＴｅｃｈｎｏｌＢｉｏｍｅｄＬｉｆｅＳｃｉ，２０１２，２８（２）：１０７１１３．

（收稿日期：２０１３０８１８）

·９３１·国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２


