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0V(B基因 5JQWJB多态性与新疆哈萨克族人

高血压及血电解质的关联研究

徐!红!李南方!周!玲!杨!进

摘!要!目的!研究
*

H=N?基因 @$*#$?多态性与哈萨克族人原发性高血压#HD$及血电解质水平的关系" 方法!采集

HD组 +*$ 例#HD组$和正常对照组 +** 例 #=@组$对象遗传标本!检测其血清 B

d

(=N

d

水平!应用 /?5_5YL/方法检测其

@$*#$?多态性" 观察该人群此多态性的分布及其与高血压和血电解质的关系" 结果!该人群 @$*#$?多态 @@(@?(??基因型

频率分别为 ))<$#,("&<%$,(&<#),!@(?等位基因频率分别为 #$<',(%<$," HD组和 =@组 $ 种基因型频率分别为

)#W$$,(#<)),(&<'#,和 )'<(*,(""<$',("<"),!两等位基因频率分别为 #(<$%,(*<%(,和 #$<"(,(%<)%,!同时按照年龄

分层进一步发现两组间基因型和等位基因分布均无统计学差异#%k&<&*$" @@与 @?d??基因型对象间血压及血电解质水平

均无统计学差异#%k&<&*$" 结论!该人群存在 @$*#$?多态性!此多态可能与该民族高血压的发生及血电解质水平均不相关"

关键词!原发性高血压!哈萨克族!上皮细胞钠通道
*

亚单位基因!单核苷酸多态性

5;"1"'(.+%#);+&>".H""#5JQWJB<%'8*%-&;+)*%7

"
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;MN;6:4M7KGVN883;#H=N?$ M8 BNhN\V6!N84 I:6I74QIV3R3;NIM:86VMO E3IZ338 IVM6O:;QK:ROVM6KN84 36638IMN;VQO3RI386M:8 #HD$ N84

63R7K3;3GIR:;QI36<F".;%$)!X33̀IRNGI34 +*$ GN636#HDPR:7O$ N84 +** GN636#=@PR:7O$P38:K3.=FN84 K3N67R34 IV3P383O:;Q[
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N84 HDN84 63R7K3;3GIR:;QI36<1")/'.)!@V3TR3b738GM36:TIV3P38:IQO36@@! @?! ??Z3R3))<$#,! "&<%$,! &<#), N84 N;;3;36@!

?Z3R3#$<',! %<$,! R36O3GIMS3;Q<@V3TR3b738GM36:TIV3P38:IQO36@@! @?! ??Z3R3)#<$$,! #<)),! &<'#, M8 HDPR:7O N84

)'<(*,! ""<$',! "<"), M8 =@PR:7O! R36O3GIMS3;Q<@V3TR3b738GM36:TIV3N;;3;MG@! ?Z3R3#(<$%,! *<%(, M8 HDPR:7O N84

#$W"(,! %<)%, M8 =@PR:7O! R36O3GIMS3;Q<FTI3R6IRNIMTM8PIV34NINZMIV NP3PR:7O6!Z3T:784 IVNIN;;4M6IRME7IM:8 :TP38:IQOMGN84 N;;3;[
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!!人类上皮细胞钠通道 # V7KN8 3OMIV3;MN;6:4M7K

GVN883;!VH=N?$是对阿米洛利敏感的非电压依赖性

钠通道!H=N?负责的 =N

d

限速重吸收对调节细胞外

液容量和血压水平具有重要作用" H=N?基因作为

HD重要的盐敏感候选基因之一近年受到关注"

H=N?

*

(

)

(

1

$ 个高度同源的亚单位中
*

亚单位对通

道的功能起主导作用
,"! +-

" 人类基因组计划共同遗

传基因库资料显示
*

H=N?基因中存在两个共同遗传

的单体型板块!该基因第 + 内含子区域的 @$*#$?多

态位点#R6$')+'+'$位于第 + 个单体型板块中!且为

该板块的标签 C=/#IC=/$!意味该位点代表着更加

丰富的遗传信息量!在汉族人群中该位点变异等位基

因的频率为 ""<","

流行病调查显示新疆哈萨克族是高血压较高发

民族
,$-

!该人群是一个相对隔离群体!影响血压的因

素!如生存环境(饮食习惯等均较一致!一定程度地减

少了遗传异质性的影响+受当地医疗条件的限制!绝

大多数 HD患者未经药物治疗!故所测血压能客观地

反映该人群的实际血压水平!是研究遗传相关疾病的

理想人群" 且有研究表明其高血压的发生与水盐代

)$()
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谢及离子转运异常有关
,(-

!但目前尚未见有 @$*#$?

位点多态性与该民族高血压及血电解质关系的研究

报道!因此我们选择生活在新疆哈萨克族牧民为研究

对象!采用 /?5_5YL/方法!检测
*

H=N?基因

@$*#$?多态性!通过病例 _对照研究的方法!研究该

多态性在哈萨克族人群中的分布及其与该民族高血

压及血电解质的关系"

对象与方法

"<对象'采用整群抽样随机抽取的方式!以生活在新疆 $&

岁以上的哈萨克族牧民为研究对象" 经标准化的流行病学问

卷调查和体格检查后!按照 +&&* 年中国高血压防治指南高血

压诊断标准!共检出 +*$ 例高血压患者#HD组$!男性 """ 例!

女性 "(+ 例!平均 ('<%& J'<)+ 岁+检出 +** 例正常血压者

#=@组$!男性 #$ 例!女性 "%+ 例!平均 ($<*+ J'<+" 岁" 两

组均排除有肝(肾(甲状腺(糖尿病和药源性疾病及正在服用

避孕药的对象"

+<标本采集'采集所有研究对象清晨空腹外周静脉血!现

场快速分离血清和血细胞! _'&p保存" 采用 ]H?B2F=_

?c' 型全自动生化分析仪测定血清 B

d

(=N

d

水平"

$<方法'#"$基因组 .=F制备'使用 CB"+*+ 试剂盒提取

基因组 .=F#上海生物工程技术服务有限公司$!溶于 @H液

中!放置 _+&p" # + $ .=F片段的扩增'采用巢式 /?5对

*

H=N?基因第 + 内含子区的目的片段进行扩增!由 /RMK3R$<&

软件设计引物!上海生物工程技术服务有限公司合成"

!

扩

增 '*'EO 外 层 /?5产 物' 外 侧 引 物' *o_@-??@?FF?@[

@?F-F?F-F?F_$o!*o_??@FFF??-@@??@---F?@_$o"

反应体系'-:@Nb 试剂混合液 +*

0

;#/R:K3PN公司$(.=F模板

"

0

;(上下游引物各 "<+*

0

;!加灭菌去离子水至 *&

0

;" 反应条

件'#*p预变性 *KM8 进入 $* 个循环##*p变性 $&6!*)p退火

(*6!'+p延伸 "<*KM8$!最后 '+p延伸 'KM8+

"

扩增 (("EO 内

层 /?5产物'内侧引物'*o_F---?F@?@?F--@@F-?F-_

$o!*o_@?F-@-?@@@-@????@@@?_$o" 反应体系'-:@Nb 试

剂混合液 +*

0

;#/R:K3PN公司$('*'EO /?5产物 "

0

;(上下游

引物各 "<+*

0

;!加灭菌去离子水至 *&

0

;" 反应条件'#*p预变

性 *KM8 进入 $* 个循环 ##*p变性 $&6!%&p退火 (*6!'+p延

伸 "KM8$!最后 '+p延伸 'KM8+

#

取
"

中的 /?5产物 *

0

;点样

在含溴乙锭的 +<&,琼脂糖凝胶上电泳!紫外灯下观察结果"

#$$基因型检测'每个酶切体系含 /?5产物 %

0

;!"& n缓冲液

+

0

;!牛血清 &<+

0

;!]6RC

.

限制性内切酶 *A#/R:K3PN公司$!

加灭菌去离子水至 +&

0

;" %*p水浴 (V!取酶切产物在含溴乙

锭的 $<&,琼脂糖凝胶上电泳!紫外灯下观察结果"

(<统计学处理'采用 C/CC"*<& 软件包!均数比较用 "检验

或方差分析!率的比较用卡方检验!%l&<&* 被认为有统计学

意义"

结!!果

"<@$*#$?多态 HD组与 =@组间临床资料'除性

别构成外!HD组的收缩压(舒张压(平均动脉压(脉

压及平均年龄均显著高于 =@组#%l&<&&"$!HD组

+*+ 例!=@组 "&* 例对象进行了血电解质检测!HD

组较 =@组的 B

d

(=N

d

水平显著增高!而 =N

d

>B

d

比

值显著降低#%l&<&*$#表 "$"

表 I60N与 V5两组间临床资料# J̀/$

项目 HD =@ %

*#男性>女性$ +*$#""" >"(+$ +**##$ >"%+$ &<&)#

年龄#岁$ ('<%& J'<)+ ($<*+ J'<+"

&<&&&

$

C]/#KKDP$ "%#<%% J+(<#% ""(<'' J#<)(

&<&&&

$

.]/#KKDP$ "&*<%( J"(<') '+<*$ J%<"$

&<&&&

$

2F/#KKDP$ "+%<## J"%<$' )%<%$ J%<$$

&<&&&

$

//#KKDP$ %(<&& J"#<*# (+<+$ J)<#"

&<&&&

$

血电解质

*#例$ +*+ "&* &<&'*

B

d

#KK:;>L$

(<(# J&<)* (<"+ J&<%&

&<&&&

$

=N

d

#KK:;>L$

"($<+& J"&<*' "(&<+$ J""<*% &<&+

=N

d

>B

d

$+<'( J(<)* $(<(* J$<*$ &<&&"

!!

$

%l&<&&"

!!+</?5扩增结果及 ]6RC

.

酶切结果'/?5扩增

特异性产物片段为 (("EO!包含 " 个 ]6RC

.

酶切位

点" 当 $*#$ 多态为 @时!产生 ]6RC

.

酶切位点!而当

被 ?替换时!则无酶切位点!理论上在人群中存在 $

种基因型' @@( @?和 ??" 野生纯合子 @@存在

$$+EO("$#EO + 条酶切片段+杂合子 @?存在 (("EO(

$$+EO("$#EO $ 条酶切片段+突变纯合子 ??存在

(*"EO 一条酶切片段" 本研究检测到了这 $ 种基因

型#图 "(图 +$"

图 I6T5JQWJB扩增结果

!

$<HD组与 =@组间 @$*#$?多态位点基因型和

等位基因分布' @@( @?( ??基因型频率分 别为

))W$#,#((# 例$("&<%$, #*( 例$(&<#), #* 例$!

分布符合DNR4Q_X3M8E3RP平衡定律#

!

+

m*W&$!%m

)(()
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图 !65JQWJB位点扩增酶的结果

2<标记+@@<野生纯合子+

@?<杂合子+??<突变纯合子

!

&<&)$" 两组间 @$*#$?多态基因型和等位基因频率

均无统计学差异#%k&<&*$#表 +$"

*<按年龄分层比较 @$*#$?多态位点基因型及

等位基因分布'由于 HD和 =@组间研究对象年龄存

在差异!故按照
"

$# 岁((& 0(# 岁(

#

*& 岁分层!在

各年龄段两组间基因型(等位基因频率仍均无统计学

差异#%k&<&*$#表 $$"

%<@$*#$?多态位点基因型临床资料比较'因 ??

基因型仅有 * 例!故将 @?与 ??基因型合并后比较

@@(@?d??基因型间研究对象临床资料!结果显示

它们在性别构成(年龄(C]/(.]/(2F/(//水平均未

见有统计学差异#%k&<&*$" 在 @@基因型与 @?d

??基因型间!$*'例完成血电解质检测的研究对象

表 !60N组及 V5组间 5JQWJB多态位点基因型及等位基因分布

组别# *$

基因型 等位基因

@@, *#,$ - @?, *#,$ - ??, *#,$ - @, *#,$ - ?, *#,$ -

HD# * m+*$$ ++%#)#<$$$ +*##<))$ +#&<'#$ (''##(<$%$ +##*<%($

=@# * m+**$ ++$#)'<(*$ +##""<$'$ $#"<")$ ('*##$<"($ $*#%<)%$

% &<') &<(%

表 J6按年龄分层 5JQWJB多态性基因型及等位基因分布

组别# *$

基因型 等位基因

@@, *#,$ - @?, *#,$ - ??, *#,$ - @, *#,$ - ?, *#,$ -

"

$# 岁

HD# * m("$ $)##+<'$ $#'<$$ &#&$ '###%<$$ $#$<'$

=@# * m#%$ )$#)%<*$ "+#"+<*$ "#"<&$ "')##+<'$ "(#'<$$

% &<*$ &<("

(& 0(# 岁

HD# * m#)$ #&##"<)$ '#'<"$ "#"<&$ "#(##*<%$ ##(<($

=@# * m#)$ )(#)*<'$ "+#"+<+$ +#+<&$ ")&##"<)$ "%#)<+$

% &<(& &<"*

#

*& 岁

HD# * m""($ #)#)%<&$ "*#"$<+$ "#&<#$ +""##+<*$ "'#'<*$

=@# * m%"$ *%##"<)$ *#)<+$ &#&$ ""'##*<#$ *#(<"$

% &<') &<+%

的 B

d

(=N

d

(=N

d

>B

d

水平未见有统计学差别 #%k

&W&*$#表 ($"

讨!!论

VH=N?属于变性素>上皮细胞钠通道 # .H->

H=N?$家族!为由
*

(

)

(

1

亚单位组成的异源四聚体!

其作用主要通过
*

亚单位实现!可在肾远曲小管和

集合管高度表达!受醛固酮和血管加压素调节!基本

生理功能是对 =N

d

进行定向跨膜转运
,*-

" 既往研究

证明!H=N?基因突变可导致 H=N?活性发生变化而

参与血压的调节 !引起孟德尔式高血压或低血

表 K65JQWJB多态位点各基因型临床资料# J̀/$

项目 @@ @?d?? %

*#男性>女性$ ((##"'% >+'$$ *##+) >$"$ &<(&

年龄#岁$ (*<%" J'<)+ (*<&' J'<*' &<%"

C]/#KKDP$ "("<#' J$+<)' "($<"' J$'<") &<)&

.]/#KKDP$ )#<+' J"#<'$ )'<"' J++<(" &<(*

2F/#KKDP$ "&%<)* J+$<$" "&*<)* J+%<%* &<'%

//#KKDP$ *+<%# J")<%& **<#* J"#<+# &<+"

血电解质# *$ $"' (& &<$%

B

d

#KK:;>L$

(<$) J&<'# (<$) J&<)% &<#)

=N

d

#KK:;>L$

"(+<$) J"&<%# "("<#$ J"+<)# &<)"

=N

d

>B

d

$$<+( J(<(# $$<+* J*<"% &<##

)*()
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压
,%! '-

!目前认为 H=N?基因可能与 HD的发生也密

切相关"

本研究临床资料显示!HD组研究对象的 B

d

(

=N

d

水平均显著高于 =@组!而 =N

d

>B

d

水平则较 =@

组显著降低!与以往研究显示的血压水平与 =N

d

(

=N

d

>B

d

水平呈正相关!而与 B

d

水平呈负相关的报

道不一致
,)!#-

" 血压与电解质间的关系相当复杂!除

与遗传(神经体液因素相关外!人及动物实验研究均

表明B

d

(=N

d

(2P

+ d

(?N

+ d

等在其吸收与排泄(胞膜转

运及细胞内浓度的稳定方面存在复合作用!B

d

(

2P

+ d

(?N

+ d

能拮抗 =N

d

的升压作用+盐的摄取和排泄

常因气温(出汗而不同+血压波动也受心理活动(姿

势(气候等影响!故电解质与血压的真正关系常被掩

盖" 本研究采用 /?5_5YL/技术!检测到 @$*#$?

多态的 @@(@?(??$ 种基因型!证实哈萨克族人存在

@$*#$?多态性!其中等位基因频率 @为 &<#(!?为

&<&%!低于汉族人的 &<"""" 本研究结果显示!新疆

哈萨克族人高血压组和正常对照组间 @$*#$?多态

基因型和等位基因的分布频率无显著性差异" 比较

不同基因型研究对象间的血压(血电解质!均未见统

计学差异" 提示 @$*#$?多态性可能不是该民族高

血压发生的遗传因素" 分析本结果产生的原因认为'

!

本研究的 @$*#$?位于内含子区域!其变异可能不

会引起基因功能发生改变!从而不会影响其所编码的

蛋白质的功能(表达和稳定性而使临床表型或中间表

型发生改变+

"

我们只通过较少量的样本研究了

*

H=N?基因第 + 内含子区域 @$*#$?多态性与新疆

哈萨克族 HD间的相关性+

#

在此单体型板块中与本

研究位点存在连锁不平衡关系的其他共同遗传的未

知的变异位点可能与高血压的发生也无关联"
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摘!要!目的!分析 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子在荷瘤鼠组织中的表达!探讨其与肿瘤的内在关系" 方法!取小

鼠 () 只!随机分成 ( 组!左前腋下接种 D

++

肝癌瘤细胞 &<+ 毫升>只" 连续用药水蛭素!第 "* 天处死动物!剥离肿块称重" 同时

取荷瘤鼠肿块组织固定(包埋(切片(染色(孵育(滴加抗体等!用免疫组化法检测 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子的表达" BM

_%' 阳性表达定位于细胞核!9H-Y阳性表达定位于细胞质" 结果!BM_%' 与 9H-Y模型对照组呈强阳性+水蛭素大剂量组呈

弱阳性+水蛭素小剂量组呈阳性" 结论!水蛭素能抑制荷瘤鼠肝癌实体瘤 BM_%' 增生抗原与 9H-Y细胞因子的高表达!具有明

显的抗肿瘤作用!这与中药水蛭素活血化瘀及强大的抗凝血功效有密切关系"
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