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%%!摘%要"%目的%了解脂蛋白酯酶基因外显子常见突变与肥胖儿童心血管疾病发生发展的关系% 方法%用

聚合酶链反应结合限制性片段长度多态性分析检测脂蛋白酯酶外显子常见的 # 个突变位点>97'7"9!?和 ?<<@A$

同时检测血脂% 比较 !B@ 例肥胖儿童与 !@B 例非肥胖儿童基因突变率的差异$以及不同基因型血脂的分布差异%

结果%##" 名肥胖及非肥胖儿童中未检测出>97和7"9!?突变$?<<@A突变在肥胖与非肥胖儿童中分布差异无统

计学意义$?<<@ 与A<<@ 两种基因型间血脂含量差异亦无统计学意义% 结论%>97与7"9!?基因突变可能不是引

起肥胖儿童心血管疾病的危险因素$?<<@A突变对肥胖儿童心血管疾病的发展影响不大%

!中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&#%# &#%'"

!关%键%词"%肥胖#脂蛋白酯酶#基因多态性#血脂#危险因素#儿童

!中图分类号"%C@"#%%!文献标识码"%D%%!文章编号"%!$$; :;;#$("$!$)$# :$!=! :$<

()*+*,+-.)/0)*12.3./.45-1-)+/21/6-7.,)28+9:1,6)+;12:501,6)2.12.2)/:7)06,./

<)-7+=.2)->

!"#$%&'()*+$ !",%-*+'./-$ 0"123)'.-*+$ 4.5$46&)'7)/*$ %#$!%)89/:)/* ;6):<=3*>?.-?@)A/:$ 9/:)/*$ 0)/-'

*)*+$ ;6)*/ (!&)%'.$ 5B/):* C6+&)E?6B&83<&8D*)

%%?=2-,1:-* @=A.:-);.%F+()GH(3-(),+,'-3-52,(+)I'(/ J-,K--) 5(/+/3+,-() 5(/2I-(L0L) M-)->97$ 7"9!? 2)1

?<<@A/+5N.+3/'(I.I2)1 ,'-1-O-5+/.-),+PQ231(+O2IQH5231(I-2I-I() Q'(513-) K(,' +J-I(,N6B.-7+62%F'-/+5N.-32I-

Q'2() 3-2Q,(+) (0&C) 2)1 3-I,3(Q,(+) P32M.-),5-)M,' /+5N.+3/'(I.(CLR0) ,-Q')(GH-IK-3-HI-1 ,+1-,-Q,,'3--Q+..+)

.H,2,(+)I+PL0LM-)--S+) >97$ 7"9!? 2)1 ?<<@A() !B@ +J-I-Q'(513-) 2)1 !@B )+3.25Q+),3+5I6052I.25(/(1 2)1

5(/+/3+,-() 5-O-5IJ-,K--) Q'(513-) K(,' 1(PP-3-),M-)+,N/-IK-3-Q+./23-16C.250-2%F'->972)1 7"9!? M-)-.H,2,(+)I

K-3-)+,1-,-Q,-1 () -(,'-3,'-+J-I-+3,'-Q+),3+5M3+H/I6F'-3-K-3-)+I(M)(P(Q2),1(PP-3-)Q-I() ,'-P3-GH-)QN+P?<<@A

M-)-.H,2,(+) J-,K--) ,'-,K+M3+H/I6F'-3-K-3-)+I(M)(P(Q2),1(PP-3-)Q-I() ,'-5-O-5I+P/52I.25(/(1 2)1 5(/+/3+,-()

J-,K--) Q'(513-) K(,' ?<<@ 2)1 A<<@ M-)+,N/-I6D+/:052)+/2%>972)1 7"9!? M-)-.H,2,(+)I.2N)+,J-3(IT P2Q,+3I

2II+Q(2,-1 K(,' Q231(+O2IQH5231(I-2I-I() Q'(513-) K(,' +J-I(,N6?<<@AM-)-.H,2,(+) .(M',)+,/52N2) (./+3,2),3+5-()

,'-1-O-5+/.-),+PQ231(+O2IQH5231(I-2I-I() Q'(51'++16 !D7)/E D+/-.4*F.6)1-,$ !"#"$ #! ($)*#%# &#%'"

%%G.> <+,62*%UJ-I(,N# L(/+/3+,-() 5(/2I-# 0+5N.+3/'(I.# 052I.25(/(1# C(IT P2Q,+3# &'(51

%%成人和儿童中肥胖症的患病率在进行性增

加!!"

$肥胖的流行是导致心血管疾病增多的主要原

因% 动脉粥样硬化性心血管疾病的病理过程和与其

相关的危险因素在儿童期已经存在!""

% 肥胖儿童

中已经出现明显的高脂血症和动脉粥样硬化的早期

表现% 脂蛋白酯酶(5(/+/3+,-() 5(/2I-$L0L)在脂蛋

白代谢中起重要作用$催化极低密度脂蛋白和乳糜

微粒中的甘油三酯水解$从而向机体组织提供游离

脂肪酸!#"

% 脂蛋白脂酶的活性降低导致高密度脂

蛋白降低和高甘油三脂血症$对冠心病的形成有重

要影响% 人L0L基因定位于 ;/"" 上$由 !$ 个外显

子和 9 个内含子组成$是一个长度约为 #$ TJ 的单

拷贝基因!<"

% L0L基因内存在广泛多态性$在基因

外显子序列中 # 个常见的引起氨基酸改变的突变是

>97(DI/9

!

DI))'7"9!?(DI)"9!

!

?-3)和 ?<<@A

(?-3<<@

!

A)$并与血脂水平增高和冠状动脉粥样

硬化性心脏病(简称冠心病)的发生存在相关性!B"

%

目前外显子突变对肥胖儿童心血管危险因素的影响

尚不清楚% 本研究应用聚合酶链反应V限制性片段

长度多态性(0&CVCRL0)技术检测单纯性肥胖儿童

外显子 # 个常见多态位点$同时分析基因多态性与

脂代谢异常的关系%

&!=!&
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#H资料与方法

#6#H研究对象

按整群随机抽样原则$抽取上海市徐汇区 = 所

中小学 = W!< 岁的全体学生$共 B <;# 人$其中男生

" @;$ 人$女生 " @$# 人% B; 人因故缺席$实际测身

高体重人数 B <"B 人% 由经过培训的专业人员按照

统一的方法对学生的身高和体重各测量 ! 次$身高

精确至 $6! Q.$体重精确至 $6! TM$计算体重指数

(J+1N.2II()1-S$X8Y) Z体重(TM)[身高(.)

"

% 根

据国际生命科学学会中国肥胖组颁布的+中国学龄

儿童青少年超重'肥胖体重指数分类标准,

!="检测

出肥胖儿童 "9; 人$其中自愿参加检查并除外其他

疾病的单纯性肥胖儿童 !B@ 人(男 @$ 人$女 ;@ 人)

作为肥胖组#并选取年龄性别相匹配的正常对照组

!@B 人(男 @9 人$女 9= 人)%

#6!H研究方法

!6"6!%>7D提取及引物设计%%采集外周血

B$$

!

L$加入 =; ..+5[L\>FDB$$

!

L抗凝% 使用

>7D纯化试剂盒(X?<@<$X(+X2I(QY)Q$ &2)212)提

取基因组 >7D% 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成% 引物序列为*>97V! &D]DDD

]DD]D]DFFFF]F&$>97V" FF]&F]&F]F]D

FF]DDDF]D#7"9!?V! ]&&]D]DFD&DDF&F

F]]F]$7"9!?V" &F]&FF&FFFF]]&F&F]D&F

]FD#?<<@AV! FD&D&FD]&DDF]F&FD]&F]D$

?<<@AV" F&D]&FFFD]&&&D]DDF]&% 引物

>97V! 引入一个错配(下划线碱基)$创造一个 ?25Y

限制性内切酶位点$当位于引物下游的核苷酸出现

]

!

D突变$?25Y内切酶不能识别$扩增后的 0&C产

物经内切酶消化后无变化% 引物7"9!?V" 的 # 端̂错

配(下划线碱基)$当发生核苷酸D

!

]突变时$出现

一个限制性内切酶 CI2Y识别点$扩增后的 0&C产

物能被限制性内切酶CI2Y消化%

!6"6"%0&C扩增%%反应体系*B$

!

L反应总体积

中含 "$ ..+5[LF3(IV_&5(/_;6<)$"$ ..+5[L &̀5$

!6B ..+5[L8M&5

"

$上下游引物各 $6B

!

.+5[L$

17F0I各 "$$

!

.+5[L$基因组>7D$6!

!

M$F2G>7D

聚合酶 "6B a$F2G>7D聚合酶购自北京天为时代科

技有限公司% 反应在D//5(-1 X(+INI,-.I公司 ]-)-V

D./ 0&C?NI,-."<$$ 自动热循环仪上进行% 含

>97片段扩增循环参数*9<b预变性 # .()#9<b变

性 #$ I$<Bb退火 <B I$@"b延伸 #$ I$循环 #B 次#

@"b终延伸 @ .()% 含7"9!? 片段循环参数*9<b预

变性 # .()#9<b变性 <B I$BBb退火 #$ I$@"b延伸

#$ I$循环#B次#@"b终延伸@ .()% 含 ?<<@A片段循

环参数*9<b预变性 # .()#9<b变性 <B I$B<b退火

<B I$@"b延伸 ! .()$循环 #B次#@"b终延伸 @ .()%

!6"6#%脂蛋白酯酶基因多态性检测%%按生产商

推荐的反应条件>97片段'7"9!?片段和 ?<<@A片

段分别经内切酶 ?25Y(华美生物工程公司)'内切酶

CI2Y(03+.-M2公司)和内切酶 8)5Y(8XYR-3.-),2I

公司)消化后$"c琼脂糖凝胶(含 $6B .M[L溴化乙

锭)电泳$紫外透射灯下观察结果%

!6"6<%>7D测序分析%%0&C产物的纯化*采用

>7D胶回收试剂盒(上海博彩生物科技有限公司)

从第一次0&C产物中纯化回收目的 >7D片段% 核

苷酸序列测定*采用末端标记法对0&C产物进行直

接测序% 脂蛋白酯酶含 >97位点 #^

!

B 端̂测序以

>97V" 作为测序引物$脂蛋白酯酶含 7"9!? 位点 B^

!

# 端̂测序以7"9!?V! 作为测序引物% 使用0\D/V

/5(-1 X(+INI,-.I公司X(M>N-F8F-3.()2,+3&NQ5-?-V

GH-)Q()M̀ (,测序试剂盒$在 DXY0CY?8#@$$ 型全

自动>7D序列分析仪上进行测序%

!6"6B%血脂测定%%胆固醇和甘油三酯浓度测定

采用酶法$高密度脂蛋白和低密度脂蛋白采用消除

法$D/+DVY'D/+X采用免疫比浊法$血液生化分析均

采用商业试剂盒$分析在复旦大学儿科医院实验室

应用标准实验设备进行(@$=$ DH,+.2,(QD)25Nd-3$

_YFD&_Y)%

#6$H统计学分析

所有结果均采用 ?0?? !!6B 软件分析% 肥胖组

与非肥胖组脂蛋白酯酶突变采用卡方检验#不同基

因型血脂差异采用A检验#呈非正态分布的数据$经

对数转换后呈正态化$再行方差分析% Ee$6$B 为

差异有统计学意义%

!H结果

!6#H限制性片段长度多态性分析结果

"6!6!%>97>7D片段%%>97序列 0&C扩增片

段长度为 !#= J/$经限制性内切酶消化后$正常纯合

子产生 !!@ J/ 和 !9 J/ 片段$杂合子出现 !#= J/'

!!@ J/ 和 !9 J/ 片段$先证者仅出现 !#= J/ 片段%

本研究实验对象经 ?25Y酶切后均未见 !#= J/ 片段$

说明均为正常纯合子%

"6!6"%7"9!? >7D片段%%7"9!?序列0&C扩增

片段长度为 "#; J/$经限制性内切酶消化后$正常纯

合子 "#; J/ 0&C产物保持完整$杂合子出现

&"=!&
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"#; J/'"!B J/和 "# J/片段$先证者出现 "!B J/和

"# J/片段% 本研究实验对象经CI2Y酶切后均保持

完整的 "#; J/片段$说明均为正常纯合子%

"6!6#%?<<@A>7D片段%%?<<@A>7D片段0&C

扩增长度为 <;; J/$该 >7D片段包含两个 8)5Y限

制性内切酶位点$其中一个提示 ?<<@A位点发生 &

!

]突变% 经限制性内切酶消化后$正常纯合子产

生 "$< J/ 和 ";B J/ 片段$杂合子出现 "$< J/'

"<; J/和 ";B J/片段$突变纯合子仅出现 "$< J/ 和

"<; J/片段(图 !)% 根据 ?<<@A位点有无突变$表

示基因型命名为*突变纯合子为 ]]$杂合子为 &]$

正常纯合子为&&% 本研究实验对象经 8)5Y酶切共

检出突变者 =$ 名$检出率 !;6!c% 其中*!B@ 名肥

胖儿童中$正常纯合子 !"@ 名$占 ;$69c#携带者 "9

名$占 !;6Bc#突变纯合子 ! 名$占 $6=c% !@B 名正

常体重儿童中$正常纯合子 !<B 名$占 ;"69c#携带

者 "@ 名$占 !B6<c#突变纯合子 # 名$占 !6@c% 经

卡方检验$正常组与肥胖组间 ?<<@A基因型分布差

异无统计学意义% 见表 !%

!6!H突变携带者$包括突变纯合子%与正常纯合子

血脂比较

突变携带者(A<<@)高密度脂蛋白较正常纯合

子(?<<@)增高$而甘油三酯和低密度脂蛋白较正常

纯合子稍降低$但差异均无统计学意义% 见表 "%

!""#$%

&""#$%

'""#$%

(""#$%

)""#$%

*""#$%

* ) ( ' & ! + ,

%%图 #HI''JK扩增产物经 B/0L酶切后电泳图HH注*

泳道 ! 为>7D823T-3$泳道 "'B 为突变纯合子$泳道 # 为突变杂合

子#泳道 <'='@'; 为正常纯合子%

表 #H各组I''JK基因型分布H

!例(c)"

组别 例数
基因型

&& &] ]]

正常组 !@B !<B(;"69) "@(!B6<) #(!6@)

肥胖组 !B@ !"@(;$69) "9(!;6B) !($6=)

合计 ##" "@"(;!69) B=(!=69) <(!6")

表 !HI''JK突变携带者与非携带者血脂比较
%(Ff?)

例数
胆固醇

(..+5[L)

甘油三酯

(..+5[L)

D/+D

(M[L)

D/+X

(M[L)

高密度脂蛋白

(..+5[L)

低密度脂蛋白

(..+5[L)

携带者(A<<@) =$ #69# f$6;< $6;; f$6#< !6"$ f$6"" $6=@ f$6!9 !6<B f$6#$ "6"= f$6@<

非携带者(?<<@) "@" #69= f$6;= $69; f$6B# !6!= f$6"< $6=; f$6!9 !6#= f$6## "6#" f$6@#

2值 $6$@B !6"""

"

!6""$ $6<;= #6="$ $6<;"

E值 $6@;< $6"@$ $6"@$ $6<;= $6$B; $6<;;

%%

"

呈非正态分布$经对数转换后呈正态化$再行方差分析

!6$H基因序列测定结果

对>97基因0&C产物反义链测序显示0&C扩

增产物与目的基因片段一致$>97位点编码链未发

生]

!

D突变% 对 7"9!? 基因 0&C产物编码序列

测序显示 0&C扩增产物与目的基因片段一致$

7"9!?位点无D

!

]突变%

$H讨论

在脂蛋白酯酶基因编码区常见 # 个氨基酸改

变*>97(位点 ";$]

!

D)$7"9!?(位点 !!"@D

!

])$

?<<@A(位点 !B9B&

!

])已经经过单链构象多态性

和直接测序确定!@"

% 本研究对 ##" 人进行基因多态

性分析$未发现 >97和 7"9!? 突变携带者$国内也

未见相关资料$可能与我国人群突变率很低有关%

>97突变在西方普通人群检出率为 <6"c$是一个

常见突变$但在人群的分布不均$>97携带率在芬兰

为 $6"c$英国为 @6@c

!;"

% 7"9!? 的突变率在欧洲

为 #6!c

!;"

% 在健康人群的前瞻性观察发现$>97和

7"9!?携带者血浆甘油三酯分别高于非携带者

!<6#c和 !$69c$并在几年的随访中维持不变!9V!$"

%

*HT-.2等!!!"报道 >97携带者血浆甘油三酯增高$

高密度脂蛋白降低$冠心病发病率比非携带者高%

g(,,3H/等!!""研究发现7"9!? 突变与血浆甘油三酯

增高和高密度脂蛋白降低有关$携带者冠心病发病

率高% >97和 7"9!? 突变共同的表现型是低高密

&#=!&
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度脂蛋白和高甘油三酯血症$在各种高脂血症人群

中的发生率不尽相同$提示它们是血脂异常的易患

因素$但完全解释血脂异常的表现型除 >97或

7"9!?突变以外$还需要其他的遗传和环境因素!@"

%

]-31-I等!;"发现$>97或 7"9!? 突变引起甘油三酯

增高的作用随体重指数增加更为突出$任意一种突变

携带者轻微肥胖就显著增加心血管疾病的危险性%

?<<@A突变携带率为 !;6!c$正常组与肥胖组

间差异无统计学意义% &'-) 等!!#"的一项社区人群

纵向队列研究显示$?<<@A多态性与成人高密度脂

蛋白增高及甘油三酯降低有关$对于高密度脂蛋白

从儿童期到成人期的变化有良性影响$冠心病的家

族性易患因素降低% 但本研究显示 ?<<@A突变对

儿童期的高密度脂蛋白和甘油三酯没有明显影响$

原因不清% 年龄依赖性基因表达$基因潜在表现率

的变化$暴露某种环境因素的积累作用等方面可能

影响脂蛋白随年龄变化$这可能是最常见的多态性

作用不明显的原因!!<V!B"

% ?2K2)+等!!="对日本冠心

病患者与正常人群对照研究发现$?<<@A基因突变

导致高密度脂蛋白增高$甘油三酯和极低密度脂蛋

白降低$冠心病患者中 ?<<@A突变检出率显著低于

正常人群$?<<@A携带者患冠心病的相对危险度为

$6#;$证明 ?<<@A突变可以降低甘油三脂和极低密

度脂蛋白两种导致动脉粥样化的因素$增加高密度

脂蛋白的抗动脉粥样化的因素$对冠心病的形成有

保护作用%

我国肥胖儿童脂蛋白酯酶基因 >97和 7"9!?

突变发生率极低$可能不是引起心血管疾病的危险

因素% 肥胖儿童与非肥胖儿童 ?<<@A突变率差异

无统计学意义$其对心血管疾病的保护作用有待长

期的前瞻性研究%
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