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全基因组高通量重测序分析原发性

高血压单核苷酸多态性变异"
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要"目的
!

利用
Ỳ:#

E

<<C

技术对原发性高血压患者进行测序!探索中国原发性高血压患者单核苷酸多态性变异"

.Y0

&

情况'方法
!

连续收集
%&$+

年
)

月至
%&$+

年
,

月深圳市孙逸仙心血管医院的高血压门诊患者
$&&

例'将基因组
Ỳ:

片段化

处理至
+&&

#

V&&F

E

进行建库测序!将测序结果与
Y"P(

"

YA?7<9AC">9?>B<IP7<?>JK9<C<

@H

(9I<BGA?7<9

&人类基因库
K

@

$2

进行比

对'结果
!

共生成
$%&*V!F

原始序列数据!测序深度约为
),*$)

倍!覆盖率达到了
22*VV5

'通过生物信息学分析共检测到

+)&',,V

个
.Y0

点!其中
"

(

!

)

;

(

:

的变异类型最多!达到
$%)$+

个变异位点'结论
!

研究验证了使用
Ỳ:#

E

<<C

的全基因组重

排序的方法'研究所得数据也对中国原发性高血压的基因型数据库进行了补充!对未来原发性高血压基因研究提供了一定的帮助'

关键词"原发性高血压$
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原发性高血压是一类由遗传易感性和环境因素相互作用

引起的#以血压升高为主要临床表现#伴或不伴有多种心血管

危险因素的综合征#是最常见的慢性病#也是心脑血管病最主

要的危险因素%世界卫生组织
%&$%

年
'

月
$,

日发布的1

%&$%

年世界卫生统计2报告全球
$

"

)

成年人患有高血压#这种病症

的死亡人数约达中风和心脏病所导致的总死亡人数的一半'

$

(

)

此病不仅致残*致死率高#而且严重消耗医疗和社会资源#给家

庭和国家造成沉重负担)探索原发性高血压患者基因有助于

预防疾病并给予有效的指导治疗)

本研究应用
Ỳ:#

E

<<C

技术$使用
(CCLG79A

公司的
(CCLG7#

9A/7.>

[

%&&&

平台&对
$&&

例中国原发性高血压患者基因进

行了高通量重测序#以期在全基因组水平上.捕获/与原发性高

血压患者性状相关的突变位点)

C

!

资料与方法

C*C

!

一般资料
!

连续收集
%&$'

年
)

月至
%&$'

年
,

月深圳市

心血管医院门诊的高血压患者
$&&

例)患者年龄范围控制在

,&

岁以内#无血缘关系#并且所有患者均居住在深圳市)本实

验所有患者知晓实验内容及实验方法并签署知情同意书)本

研究相关病历资料按1医疗机构病历管理规定2保管)依据中

国高血压防治指南$第三版&对高血压的诊断标准对原发性高

血压患者进行筛选'

%

(

)纳入标准!$

$

&收缩压
%

$+&GG /

@

和"或舒张压
%

2&GG /

@

并排除继发性高血压可能的患者%

$

%

&有家族高血压病史$高血压家族史系指家族中父母至少
$

例*直系亲属中有
$

例或
$

例以上患有原发性高血压&%$

)

&发

病年龄
$

,&

岁)在收集标本时均除外有感染*肿瘤等伴发疾

病)并尽量选择遗传背景一致的病例和年龄*性别*地区来源

相一致的对照组标本#以避免人群分层造成的假阳性关联)并

且向入选本课题研究的患者收集以下资料!一般状况*病史*家

族史*个人史*生活饮食习惯及体格检查结果)血压分级以血

压达到的最高水平进行评估)连续吸烟
$

年以上为有吸烟史#

+

%4$$

+

国际检验医学杂志
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年
'

月第
)V

卷第
2

期
!
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基金项目!广东省深圳市科技研发资金资助项目$
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作者简介!崔文博#女#在读硕士研究生#主要从事心血管疾病基因方向研究)

!

#

!

通信作者#
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戒烟
$&

年以上视为不吸烟)连续饮酒超过
$

年以上为有饮酒

史)体育锻炼评定标准按照国家相关健康指南设定)

C*D

!

Ỳ:

的提取*浓度测定及
Ỳ:#

E

<<C

制备
!

空腹抽取静

脉血
%GU

#

Z̀ ;:

抗凝#采用血液基因
Ỳ:

提取试剂盒提取

Ỳ:

$武汉华大医学检验所有限公司进行&)以聚合酶链反应

$

0"O

&进行扩增)用紫外分光光度计测量每个
Ỳ:

样品浓

度
)

次#取平均值#再稀释为
$&&9

@

"

$

U

#将原发性高血压病例

组的
$&&

个
Ỳ:

样品各取
'

$

U

混合构建原发性高血压病例

Ỳ:#

E

<<C

)

C*E

!

(CCLG79A/7.>

[

%&&&

进行全基因组高通量重测序
!

将基

因组
Ỳ:

片段化处理至
+&&

#

V&&F

E

#凝胶电泳切下所需长

度的
Ỳ:

片段)使用
%

种酶分别把
Ỳ:

片段的两端补平)

在
)i

端挂上一个
:

碱基)接头的
)i

端有一个突出的
;

#它们

通过类似
;#:

克隆的方式连接起来)留下两端连接完整的产

物#去掉残缺不全的片段)然后再进行
$&

#

$%

循环的
0"O

#

使产物富集)

0"O

完成后可以进行一次凝胶电泳#检测文库

的质量和浓度)将扩增的
Ỳ:

文库在
JP<?

上进行簇生成)

之后在武汉华大医学检验所有限公司进行边合成边测序

$

.P.

&

'

)#'

(

)

C*F

!

生物信息学分析
!

测序完成之后生成大量的原始数据需

要进行生物信息学分析$武汉华大医学检验所有限公司进行&)

首先#从原始数据中去除接头序列和含有大量
Y8

的低质量碱

基序列)通过这一步骤将产生.纯净数据/)其次#应用
PLB#

B<Q8#cK>>C>B:C7

@

9>B

$

Pc:

&序列取匹配参考序列'

,

(

)匹配信

息应用
P:1

格式文件存储#对所得数据进行以下步骤的处

理#包括修复
GA?>#

E

A7B

信息#增加序列组信息#标记由
0"O

引

起的重复序列取)通过以上步骤得到最终的
P:1

数据用来

进行 变 体 识 别)应 用
.a:089

E

检 测 单 核 苷 酸 多 态 性

$

.Y08

&

'

4

(

)应用
.>

@

8>

[

方法进行自我识别'

V

(

)应用自我识

别的方法检测序列上未标明的病毒整合序列)管道质控还包

括纯度估计)经过滤之后得到更有意义的变异结果)使用

:YYaX:O

注释变异的结果'

V

(

#用来做进一步的高级分析)

为了得到纯净数据在生物信息学分析的每个阶段都要进行包

括管道清洁#序列对齐和变体识别等质控方法)质控的步骤用

于确定原始序列是否合格#图
$

中
:

曲线与
;

曲线#

!

曲线与

"

曲线没有重合#它显示一个不平衡的组合)图
%

中
:

曲线与

;

曲线重叠#

!

曲线与
"

曲线重叠#它显示了一个平衡的组合)

图
)

在横轴表示序列#纵轴是碱基在相应序列上的分布)图像

中的每个点代表碱基在序列上相对应的位置)如果低质量的

碱基$

'

%&

&所占百分比非常高#那么这个轨道的测序质量不符

合要求)图
+

中的每个点代表碱基在序列上相对应的位置)

如果低质量碱基$

'

%&

&所占的百分比很低#表示这个轨道的测

序质量)对于不符合要求的测序结果#需要重测)

图
$

!!

不平衡原始序列

图
%

!!

平衡原始序列

图
)

!!

低质量碱基在序列上的分布

图
+

!!

高质量碱基在序列上的分布

D

!

结
!!

果

D*C

!

数据质控
!

Ỳ:#

E

<<C

测序在
/7.>

[

%&&&

平台$美国#圣

地亚哥#

(CCLG79A

公司&上进行)测序深度约
)&

倍共有
$%&*V

!F

原始序列数据生成$表
$

&)所有数据均经过质控#质控内

容包括去除含有接头的
B>AD8

*去除未知碱基
Y

超过
$&5

的

B>AD8

和去除低质量的
B>AD8

$指质量分数
e

$

'

的碱基数占整

个序列的
'&5

以上&#之后得到纯净数据)在进行任何进一步

的分析之前#均需要对原始数据进行过滤质量控制以便检测数

据是否 合 格)去 除 含 有 未 知 碱 基
Y

%

$&5

的
B>AD8

为

$,')+)+

#去除低质量
B>AD8

为
'%,%%&++

#去除接头
B>AD8

为

+)$V,&%

#纯净数据"原始数据为
2'*,)5

)

表
$

!!

数据质量控制

项目 纯净数据 原始数据

测序所得
B>AD8 $%V),,2,+% $)+%%,)4%%

数据大小
$$'')&%,44V& $%&V&)4)+2V&

I

[

$

文件中
Y

碱基的数量
%))V'&, %'&'4$44

I

[

%

文件中
Y

碱基的数量
)%%4)%4 '2V))&'+

I

[

$

文件中
!"

含量$

5

&

+$*&&

#

+$*$$ +$*&2

#

+$*)$

I

[

%

文件中
!"

含量$

5

&

+$*$%

#

+$*$V +$*%

#

+$*)%

I

[

$

中质量
%

%&

的碱基$

5

&

24*'2

#

2V*4$ 2,*V$

#

24*V4

I

[

%

中质量
%

%&

的碱基$

5

&

2+*2)

#

2,*)' 2%*%2

#

2+*$'

I

[

$

中质量
%

)&

的碱基$

5

&

2%*&,

#

2'*'$ 2&*2V

#

2+*%$

I

[

%

中质量
%

)&

的碱基$

5

&

V4*,%

#

2$*&2 V'*&2

#

VV*$%

D*D

!

质控校准
!

本研究将人类基因组
FL7CD)4

$

K

@

$2

&作为本

+

)4$$

+

国际检验医学杂志
%&$4

年
'

月第
)V

卷第
2

期
!

(9?WUAF1>D

!

1A

H

%&$4

!

X<C*)V

!

Y<*2



课题的参考基因组#通过
Pc:

与测到的序列进行对比)去除

杂质数据之后的纯净数据与参考序列比对#

),*'%

倍的测序深

度得到了
22*V25

的极高覆盖率#与参考序列的匹配率达到了

2'*445

#错误匹配仅有
&*),5

#证明本研究的测序结果质量

非常高#为后续的生物信息学分析奠定了坚实基础#对齐质控

结果如表
%

所示)本研究通过
.:1?<<C8

软件分析每一个碱

基测序深度分布*累计测序深度分布#如图
'

所示
5

轴指测序

深度#

/

轴指大于或等于给定的测序深度的碱基所占的百分

比)图
,

所示
5

轴指测序深度#

/

轴指大于或等于给定的测

序深度的碱基所占的百分比)它大致遵循泊松分布#这表示

>M<G>#JA

E

?LB79

@

目标区域是均匀采样)

表
%

!!

对齐质量控制数据

项目 数量 项目 数量

纯净数据
$)%)')%4&V

重复序列所占比率$

5

&

,*4V

纯净碱基$

F

E

&

$$2$$42+)4%&

错配碱基
+&'2,%%4V

匹配
B>AD8 $%V&42),,4

错配率$

5

&

&*),

匹配碱基$

F

E

&

$$)V4)+)%+$V

平均测序深度
),*'%

匹配率$

5

&

2,*44

覆盖率$

5

&

22*V2

特别
B>AD8 $%%''%'$V$

至少
+

条
B>AD8

覆盖率$

5

&

22*)&

特别碱基$

F

E

&

$&V2,2&V)4V,

至少
$&

条
B>AD8

覆盖率$

5

&

24*,)

特别
B>AD8

比率$

5

&

2'*,V

至少
%&

条
B>AD8

覆盖率$

5

&

2)*'$

重复
B>AD8 V,4V2$)4

D*E

!

.Y0

的识别与注释分析结果
!

本研究使用短寡核苷酸

分析软件包
.a:089

E

识别
.Y08

#在每个确定轨迹的单独测

序样品概率最高的基因型和标本的一致性序列组装和保存为

"Y.

格式)使用一致性序列所确定的基因型和参考序列之间

的多态位点可以被过滤#

.Y0

确定之后#使用进行
:YYaX:O

注释和分类)在全基因组范围内检测到
+)&',,V

个
.Y0

#其

中新发现
%V)''

个
.Y0

位点#在外显子区有
%+2&&

个
.Y0

位点#内含子区有
$+4V$%$

个
.Y0

位点#根据
.(-;

$

8<B?79

@

79?<C>BA9?IB<G?<C>BA9?

&评分#低于
&*&'

就被认为是有可能存

在损害#本研究发现有
)$&,

个
.Y0

位点
.(-;

评分低于

&*&'

#详见表
)

)

图
'

!!

测序深度分布

图
,

!!

累计测序深度分布

表
)

!!

.Y08

数据

类别 数量 类别 数量

总计
B>AD8 +)&',,V

剪切位点
$4+

千人基因组和
DF.Y0$)'

数据库
+$+%+$$

非编码
OY: $&V,V'

千人特异性基因组数据库
'V 'i

端非翻译区
'%+)

DF.Y0$)'

特异性基因数据库
$)+V++ 'i#)i

非翻译区
$$

DF.Y0

出现率$

5

&

22*)+

内含子区
$+4V$%$

新发现基因位点
%V)''

转录起始位置上游
%%V,2

纯合子
'')&4%

转录起始位置上游和转录终止位置下游
,2V

杂合子
)4'%'2,

转录终止位置下游
%+'+'

同义突变
$)'%V

基因间区
%,$%+22

错义突变
$$'2+ .(-;

评分
'

&*&' )$&,

密码子变为终止密码子突变
V%

碱基转换与颠换比
%*$%%2

密码子变为非终止密码子
), DF.Y0

区域碱基转换与颠换比
%*$%2,

外显子区域
%+2&&

新发现位点碱基转换与颠换比
$*),%'

外显子和剪切位点区域
)+&

E

!

讨
!!

论

!!

目前对于原发性高血压易感基因的研究国内外主要采取

候选基因研究*基于遗传标志的连锁分析及全基因组关联研究

等方法#通过这些方法#在高血压易感基因的探索上取得了一

些成果)在候选基因研究中#目前研究主要集中在肾素
#

血管

紧张素
#

醛固酮系统*

!#

蛋白信号传导系统*儿茶酚胺肾上腺素

能系统*离子通道*炎症*内皮相关因子等'

2#$'

(

)但是针对高血

压相关基因位点的研究多集中于常见变异#对于罕见变异在高

血压发病机制中的作用还知之甚少)研究发现的与血压相关

的基因位点只在特定的人群中存在#由于遗传背景*环境等因

素的差异#大多不能进一步在不同人种之间进行重复验证%研

究大多需要巨大的样本量才能得到有显著关联性的结果#而且

发现的单个基因位点的变异对血压的影响都极其微弱)新近

的研究利用多个已经证实的对血压有影响的基因位点而设计

的危险评分对不同人群的高血压的风险进行评估#发现该危险

评分与血压升高和高血压发病独立相关#说明利用多个基因位

点变异的累积效应来评价高血压的发病风险可能获益会更

大'

$,#$4

(

)全基因组关联研究$

!c:.

&在时间和成本上限制了

许多研究的可行性和有效性'

$V#%&

(

)

本研究应用
Ỳ:#

E

<<C

为中国原发性高血压进行了全基因

+

+4$$

+

国际检验医学杂志
%&$4

年
'

月第
)V

卷第
2

期
!

(9?WUAF1>D

!

1A

H

%&$4

!

X<C*)V

!

Y<*2



组重测序)共生成
$%&*V!F

原始序列数据)其中
+)&',,V

个

.Y0

位点#

),*$)

倍的测序深度得到了
22*VV5

的极高覆盖率#

与参考序列的匹配率达到了
2'*,V5

#错误匹配仅有
&*),5

#

体现了
Ỳ:#

E

<<C

的高效性与准确性#为探索常见的家族性疾

病的遗传基础提供了一个高效的方法)

Ỳ:#

E

<<C

已被证实是

一种进行基因个体化诊断和治疗的有效方法'

%&#%$

(

)这意味着

对上千例的样本进行
!c:

研究#包括对遗传变异进行大规模

检测#在技术上和经济上是可行的)此外#本研究还发现了基

因拷贝数变异*插入缺失*单核苷酸变异等等)

通过本研究#本组总结出使用
Ỳ:#

E

<<C

进行全基因组重

测序相关研究的经验#并提出质控的重要性)在这项研究中#

测序轨道产生了含有大量
Y8

或低质量的碱基的
$%&*V!F(C#

CLG7A9

原始数据)小的系统误差很容易对真正的关联产生影

响'

%$#%%

(

)本研究使用包括管道清洁*序列对齐和变体识别等

质控方法最小化系统误差从而得到纯净数据)这种排序方法

也导致序列冗余达到平均
),*$)

倍)因此#一致性序列精度比

较高#特别适用于对杂合的等位基因的识别'

%%

(

)应用
Ỳ:#

E

<<C

进行全基因组重排序技术拥有非常高的吞吐量#

$

亿

Ỳ:

片段可以并行测序芯片)用于本研究的
(CCLG79A

公司

/7.>

[

%&&&

平台可以提供每天
''!F

的高质量的数据#大大提

高了
!c:.

研究在技术*时间和经济上的可行性)
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