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解偶联蛋白 , 基因多态性与维吾尔族

自然长寿的关联研究

孙!凌!乌甫尔#玛依拉!方鸣武!程祖亨!李!峰!周文郁!邱长春

摘!要!目的!探讨解偶联蛋白 '+h]4',基因 5&$$ 2DF#F((@和 )e非翻译区+hZ<,插入D缺失+ D̂3,多态性与维吾尔族

自然长寿的关联" 方法!以新疆和田地区 "#" 名维吾尔族自然长寿个体为研究对象!以 () 名 %( 岁前自然死亡的同地区#同民

族个体作为对照" 采用 4]<5限制长度片段多态性+4]<5<Y_4,和 4]<5直接测序法对 h]4' 基因 5&$$ 2DF#F((@和 )e5

hZ< D̂3多态性进行分型" 结果!启动子 5&$$2DF变异 FF基因型与长寿相关! F((@多态性和 )e5hZ< D̂3多态性基因型#

等位基因分布在长寿组和对照组之间无差异" 结论!h]4' 基因启动子 5&$$2DF多态性与长寿相关"

关键词!解偶联蛋白 '!多态性!长寿!维吾尔族

!>22<:10.>=H<0B<<=Q!), 4<=<1=ER10921:M>=D<K.0C .=QCD92)>S9:10.>=G(

*.% 62%,! 0. '.!&(F# :2$#! (#%, F2%,S.! B7!%, ).?

7!%,! 62(!%,! )7+. 0!%A.! T2. B7#%,G7.%<N!A1#"2+%#$6#;+&#"+&A+UF!/2G#$F+$!G.$#&=2+$+,A! V%D"2"."!+U=#D2GF!/2G#$*G2!%G!!

BWF*L'HFB! =!2>2%, OPPPPX! B72%#

&H/021;0!IHJ<;0.K<!ZAOM[:=WOX>W:WN:?:B>WOAM=NOR V:WG::M WN?::RABHPA?RNO=P=GOWNOM WN:hMLATRBOMXR?AW:OM 5'+h]4', X:M:

+ R?APAW:??:XOAM 5&$$ 2DF! F((@>M; )eTMW?>M=B>W:; ?:XOAM+)e5hZ< D̂3, >M; M>WT?>BBAMX:[OWHOM WN:hHXT?RARTB>WOAM08<0@>E/!

"#" N:>BWNHOM;O[O;T>B=A[:?#* H:>?=AB; >M; () LAMW?ABOM;O[O;T>B=GNA;O:; OM WN:O?$( WA%* H:>?=G:?:?:L?TOW:;0ZN:RABHPA?RNO=P=

(''(

!!论!!著!

89:; <:=!9>?'*"*!@AB0)# CA0)!!



GOWNOM h]4' X:M:! 5&$$ 2DF! F((@>M; )eTMW?>M=B>W:; ?:XOAM D̂3G:?:X:MAWHR:; VH4]<5?:=W?OLWOAM U?>LWOAM B:MXWN RABHPA?RNO=P

+4]<5<Y_4, >M; 4]<5E:ST:MLOMX0_OMa>X:;O=:STOBOV?OTP>M; N>RBAWHR:LN>?>LW:?O=WOL=>PAMXWN:RABHPA?RNO=P=G:?:>M>BHK:;0

+</9:0/! 5&$$ 2DF[>?O>WOAM G>=?:B>W:; WAWN:BAMX:[OWH0ZN:?:G>=MA;OUU:?:ML:OM WN:X:MAWHR:=>M; >BB:B:=;O=W?OVTWOAM AUWN:RABHQ

PA?RNO=P=AUF((@>M; )e5hZ< D̂3V:WG::M BAMX:[OWHX?ATR >M; LAMW?ABX?ATR0!>=;:9/.>=!ZN:?:G>=LA??:B>WOAM V:WG::M WN:RABHQ

PA?RNO=P5&$$2DFAUh]4' X:M:>M; BAMX:[OWH0

L<C B>2E/!hMLATRBOMXR?AW:OM 5'*4ABHPA?RNO=P*_AMX:[OWH*hHXT?RARTB>WOAM

!! 衰老是以时间依赖性的最佳功能下降和线粒体

突变积累为特征的生命过程!延缓衰老可使人长

寿
/"!'0

" 线粒体理论认为电子传递链 + Z̀],中生成

的活性氧+<-E,所致的氧化应激可引起 Z̀]组分和

线粒体 3CF+PW3CF,损伤" PW3CF损伤和突变逐渐

积累!引起氧化磷酸化缺陷!导致 <-E 产物增多!从

而进一步引起 PW3CF损伤和突变率增高!形成氧化

损伤增加和功能下降的恶性循环!并最终引起死

亡
/)0

" 研究已证实!<-E 损伤血管内皮和平滑肌细

胞!与动脉粥样硬化相关
/.!(0

"

! Z̀]氧化反应与F34生成FZ4的磷酸化作用

相偶联" h]4=是一类线粒体内膜蛋白!参与解偶联

并调节 <-E 生成!轻微解偶联可减少线粒体 <-E 生

成!防止细胞受损
/$0

" h]4' 是较近发现的线粒体家

族新成员!其基因突变可能影响能量代谢和动脉粥样

硬化发生
/.!(0

!因此推测 h]4' 基因及其蛋白可能参

与衰老和长寿过程" 但至今对 h]4' 与人类衰老或

长寿相关的研究仍然少见"

本研究以新疆和田地区的维吾尔族自然长寿老

人为研究对象!分析 h]4' 基因启动子区 5&$$2DF#

第 . 外显子 F((@和 )e5hZ<.(VR D̂3多态性频率

分布及其与长寿的关联"

对象与方法

"0研究对象)所有研究对象均来自新疆和田地区的维吾

尔族人群" 实验分为两组)长寿组为 "#" 名年龄超过 #* 岁的

老人+男性 ")" 名!女性 $* 名,!平均年龄 #% l) 岁!其中包括

(' 名年龄超过 "** 岁的老人" 长寿老人年龄界定按 ( 步法确

认)

#

人寿保险公司提供的 )** 名百岁老人名单*

$

问卷调

查)逐村逐户走访!以家庭内至少有 . 代人为基础*

%

按该地

区历史上发生的 . 次重大事件推定年龄!一般为 $ 岁无记忆!

"' 岁开始记忆!结婚年龄不小于 "( 岁!参军年龄不小于 "&

岁" 以此推断!并与 "#&" 年户籍对照!误差不超过 ( 岁*

'

三

查三对)通过 ) 位医师进行核实!结论基本一致*

(

实际年龄

计算参考公式 k*0.( o自报年龄 d(* 岁!与上述 . 项参考标

准比较!之间的年龄误差不超过 ) 岁" 对照组为同一地区没

有血缘关系!在 $( /%* 岁自然死亡的 () 人!家族史中至少近

两代中无寿命大于 %* 岁者!他们的血样已于 & 年前采集!并

经多年随访证实" 其中男性 '# 名!女性 '. 名!平均年龄 $% l

) 岁"

该研究经过新疆医科大学医学伦理委员会批准!并获得

受试者的知情同意以及签署的知情同意书"

'0现场与临床资料收集)本研究的所有资料都是通过现

场问卷调查和身体检查获得" 通过问卷调查收集被研究人群

的家族史#现病史和吸烟#饮酒情况等相关资料并绘制家系

图" 体格检查!测量身高#体重#腰臀围#血压#心率和静态心

电图等" 征得个人同意并填写知情同意书后!抽取每人 (PB

静脉血!用于生化指标测定和基因分析" 应用全自动生化分

析仪测定血脂 +Z2#Z]#,3_#_3_#FRAF#FRA\, 和血糖水

平" !

)0基因多态性分析)

.

基因组 3CF提取)抽取静脉血

(PB!'1 3̀ZF抗凝!低渗法破红细胞分离白细胞!采用酚D氯

仿法抽提基因组 3CF!其纯度为 F'$*qF'&*

"

"0&"

/

基因分

型)

#

引物设计))e非翻译区 +)e5hZ<, .(VR 插入D缺失多态

性分析!参照文献/%0设计引物 Y)(e]F2Z2F222FF2Z22

)e!<)(e2222]F22F]2FF2FZZ])e" 第 . 外显子多态性

+F((@,分析参照文献/&0!设计错配引物!Y)(eZF]Z2]ZFF

F2Z]]22ZZF]F2)e!<)(e]FZ]F]F]]2]22ZF]Z2

22]2ZZ2)e" 启动子 5&$$2DF多态性分析参照文献/#0设

计如下引物 Y)(e]F]2]Z2]ZZ]Z2]]F22F])e!<)(e

F22]2Z]F22F2FZ22F]]2)e+所有引物均由上海英骏

公司合成,*

$

目的片段的扩增)应用美国 4̂]"** 型 4]<扩

增仪!扩增所需各目的片段" 总反应体系 '(

"

B!含 3CF模板

"

"

B+约 *0" /*0'

"

X, !上#下游引物各 'RPAB!"*PPABD_Z?O=5

,]B+ R,值 &0* ,! "*PPABD_9X]B

'

! (*PPABD_6]B! Z>S 酶

*m(h" 扩增程序为)#.r预变性 )**=后!按 #.r变性 )*=!对

)e5hZ< D̂3! 5&$$2DF和 F((@多态性分析!退火条件分别

为 $(r#)*=! $'r#)*=和 $"r#)*=!%'r延伸 )*=!共 )* 个循

环后!%'r再延伸 )**=" 反应结束后!取 (

"

B反应产物!通过

'1琼脂糖凝胶电泳和 \̀染色!于紫外灯下观察并记录结果*

%

基因分型与结果判定)应用 4]<产物的限制性片段长度分

析+4]<D<Y_4,完成 5&$$2DF和 F((@的基因分型" 鉴定 5

&$$2DF变异用 9BT

+

内切酶*F((@用 ,OML

,

内切酶" 酶切

产物经 )1琼脂糖电泳!紫外灯观察" 对 F((@位点!仅出现

'."VR 一条区带者为 FF纯合基因型*显示 '."VRD'"%VRD'.VR

三条区带者为 F@杂合基因型*显示 '"%VRD'.VR 两条区带者

为 @@纯合基因型" 对于 5&$$2DF位点类型判定!仅显示

)$)VR 一条区带者为 FF基因纯合型*仅显示 '#"VRD%'VR 两

条区带者为 22纯合基因型*显示 )$)VRD'#"VRD%'VR 三条区

()'(
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带者为 F2杂合基因型*

'

4]<产物直接测序)为验证 4]<D

<Y_4分型的准确性!取已经 4]<D<Y_4分型的每种基因型标

本各 "* 例!将其 4]<产物直接测序!进一步确定突变部位并

证实 4]<D<Y_4分型的准确性和实用性"

.0统计学分析)数据处理和统计学分析采用 EFE&0" 软

件" 基因频率用直接基因计数法计算" ,>?;H5+:OMV:?X平

衡用
!

'

检验" 连续性变量用 5lD表示" 基因多态性分布!组

间基因型及等位基因频率比较用 <o]表
!

'

检验!并以 #(1

可信区间+BV,和相对危险度+JY,表示"

结!!果

"0长寿组和对照组临床特征)如表 " 所示!两组

间除年龄存在显著差异外+'n*0*(,!其余各项指标

均无统计学差异"

表 '(长寿组和对照组临床特征+5lD,

项目 长寿组+ % k"#", 对照组+ % k(), '

性别+男性D女性, ")" D$* '# D'.

年龄+岁, #% l) $% l) n*0*(

E\4+PP,X, ""$0') l#0$( ""$0&' l&0)" CE

3\4+PP,X, %%0.& l""0") %*0$' l(0)$ CE

\9̂ + aXDP

'

,

'*0$. l'0). '"0'# l'0.# CE

Z]+PPABD_, .0&" l"0*' .0%$ l*0#% CE

,3_+PPABD_, "0*% l*0'( "0"* l*0'% CE

_3_+PPABD_, )0'' l*0#* '0#( l*0#( CE

FRAF+XD_, "0'& l*0"# "0)' l*0"% CE

FRA\+XD_, "0*" l*0'% "0"( l*0(' CE

Z2+PPABD_, "0$$ l*0%' "0&" l*0%( CE

2BT+PPABD_, (0#' l'0") (0%" l"0"% CE

!!'0样本群体代表性)以 ,>?;H5+:OMV:?X平衡评

估样本群体代表性" 结果显示!F((@多态性基因型

在长寿组!启动子 5&$$2DF位点多态性基因型在长

寿组和对照组分布偏离 ,>?;H5+:OMV:?X平衡+'分

别为 *0***"(&#*0***)". 及 *0**""&),*h]4'D)e5

hZ<多态性基因型在对照组及长寿组!F((@多态性

基因型在对照组的分布符合 ,>?;H5+:OMV:?X平衡"

)0长寿与对照组个基因型和等位基因频率分布)

表 ' 显示!长寿组与对照组比较!)e5hZ<及 F((@

多态性位点各基因型及等位基因频率分布无统计学

差异" 启动子 5&$$2DF多态性位点 FF基因型频率

分布在长寿组和对照组之间存在差异!长寿组 FF基

因型频率较对照组显著升高!而 2F与 22基因型频

率降低+'k*0*.%,"

表 ,(Q!), 基因 5 种多态性基因型和等位基因在长寿组和对照组的分布/%+1,0

长寿组 对照组 ' JY JY#(ZBV

启动子 5&$$FD2

基因型

22

2F

FF

."+'"0.$,

"'*+$'0&),

)*+"(0%",

"(+'&0)*,

)$+$%0#',

'+)0%%,

*0*.%

等位基因
2

F

'*'+('0&&,

"&*+.%0"',

$$+$'0'$,

.*+)%0%.,

*0*&$ "0.%* *0#.$ /'0'&(

F((@

基因型

FF

F@

@@

(&+)*0)%,

""$+$*0%),

"%+&0#*,

')+.)0.*,

'&+('0&),

'+)0%%,

*0")&

等位基因
F

@

')'+$*0%),

"(*+)#0'%,

%.+$#0&",

)'+)*0"#,

*0*&% *0$$# *0.'" /"0*$'

F((@)e5hZ<

基因型

^̂

3̂

33

)+"0(%,

(#+)*0&#,

"'#+$%0(.,

*+*,

".+'$0.',

)#+%)0(&,

*0%*%

等位基因
^

3

$(+"%0*',

)"%+&'0#&,

".+")0'",

#'+&$0%#,

*0).$ "0).% *0%') /'0(""

讨!!论

本文首次报告线粒体解偶联蛋白 '+h]4',基因

多态性与新疆维吾尔族人长寿的关系!其科学价值旨

在从能量代谢和自由基对人体损伤的角度探索人类
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长寿的机制"

在此!将重点讨论以下问题"

.

被鉴定位点偏离

,>?;H5+:OMV:?X平衡问题" 众所周知! ,>?;H5

+:OMV:?X平衡指在随机人群中!某一基因型或等位基

因的分布规律" 而本研究中的研究对象是特别选择

#* 岁以上或仅在 $( /%* 岁的个体!并不是随机人

群" 因此!本文出现的启动子 5&$$2DF多态性基因

型在长寿组和对照组中均偏离 ,>?;H5+:OMV:?X平

衡的现象!可能与样本选择有关"

/

本研究仅发现

h]4' 的 5&$$2DF基因多态性与长寿相关!h]4' 是

线粒体内膜蛋白!其功能是可通过线粒体内膜质子传

递使氧化磷酸解偶联!其结果可调控活性氧+<-E,的

产生!减少细胞#分子损伤!从而可延缓衰老过程
/""0

"

本研究结果显示!维吾尔族人群 F((@和 5

&$$2DF多态性位点的基因型和等位基因频率与已

有文献报道的其他种族结果相似
/(!&!"'0

" 但长寿组和

对照组中 )e5hZ<插入D缺失多态性的 等̂位基因和

^̂纯合基因型的频率低于文献报告数据
/")0

!推测 )e

5hZ<插入基因型在维吾尔族中为少见基因型!与

长寿无关" 本文结果也提示!长寿组 5&$$2DF多态

性位点的 FF基因型频率明显高于对照组+"(0%"1

[=)0%%1!'k*0*.%," 据报告! 5&$$2DF位点的

FF基因型与动脉粥样硬化和冠心病相关" 本研究

发现 FF与长寿相关!表明 FF是长寿的保护基因"

文献报告认为!启动子 5&$$F可增加 h]4' 转录水

平
/".0

和之后的蛋白翻译水平!导致 h]4' 蛋白量增

加!增强解偶联活性!减少 <-E 生成及其对器官损伤

作用!从而延缓衰老!延长寿命"

本研究的局限性在于)

#

由于难以寻找 $( /%*

岁自然死亡人群!致使对照样本较少*

$

因采集的长

寿和对照样本均属特殊人群!故多位点偏离 ,>?;H5

+:OMV:?X平衡!所得数据不宜作为单倍型分析" 期望

在未来研究中获得更多的样本!深入研究 h]4' 功能

及与长寿的关系"
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