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中文摘要

高血压是最常见的心血管病，也是冠心病、脑卒中、心功能不全、肾脏疾病

等最主要的危险因素。在我国高血压的患病率逐年增高，已成为重要的公共卫生

问题。高血压的病因复杂，年龄、性别、体重指数，盐摄入量，精神紧张、生活

方式都可以影响的血压的变化，除了这些环境因素外，遗传因素的影响在人群的

血压变异中可以占到30％一50％。但高血压的遗传变异是复杂的，除少数单基因

变异导致的高血压外，绝大多数都不符合孟德尔遗传规律。

高血压的遗传学病因研究是当前医学界的热点和难点。近～二十年来，许多

与高血压相关的候选基因不断地被揭示出来，全基因组扫描的结果也揭示出许多

高血压的易感位点，然而大多数的研究都存在着人群或种族的差异，许多研究的

结果不一致。到目前为止，还没有任何一个基因被认为肯定与高血压相关，这一

切都因为高血压具有高度的遗传异质性，遗传迟滞性、易感基因外显不全等而且

还受到环境因素的影响。

我们在北京石景山区心血管病防治过程中发现了一个高血压的大家系，该家

系结构复杂，规模庞大，目前存活有300多人。这样的大家系能提供一个较为单

一的遗传背景，是高血压遗传学研究的良好的素材。我们对该家系进行了充分的

家系分析，从该家系成员血压表型上看，没有出现很早发病或出现十分严重的高

血压表现，同时不伴有其他畸形，不符合孟德尔遗传规律。但从其家系结构和规

模J-看，也不同于一般的高血压核心家系，可能存在着主基因效应。我们决定从

高血压的中间表型入手，对该家系进行研究，如果能发现较明显的中问表型的变

化，则根据提示，采用候选基因克隆的策略，如果没有明显的中间表型的变化，

则采用全基因组扫描的策略，寻找与该家系可能的主基因连锁的易感位点，然后

在核心家系中进行验证。

材料和方法：

高血压大家系入选：该家系系谱图中共7代398人。去除已死亡和失访者，

参加本次调查的共233人，其中15岁以上为本次调查的入选者共198例，其中
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直系亲属126人，旁系亲属72人。高血压诊断标准：按1999年WHO高血压诊断

标准：sB眨140mmHg或DB眨90r帅Hg或两周内服降压药者。高血压核心家系：在距

离高血压大家系居住地100公里的顺义区农村筛选50个高血压核心家系。先证

者入选标准：年龄>15岁；父代至少1人患高血压；子代中至少2人患高血压；

无继发性高血压的临床症状和生化指征，排除急、慢性肾小球肾炎、肾盂肾炎、

柯兴氏综合征或嗜铬细胞瘤：无皮质激素使用史(女性无雌激素使用史1；三次不

同时间测量，静息SBP≥140mmHg和／或DBP>蛐Hg或两周内服抗高血压药物
者。所有家系经初筛并确认后开始正式调查。调查内容包括心血管疾病个人与家

族史及环境因素的标准化问卷、人体指标、血压测量和血糖、血脂等生化指标测

定。高血压大家系成员放免法检测血浆胰岛素浓度、血浆血管紧张素原浓度，血

浆肾素活性血浆血管紧张素II浓度，血浆醛固酮浓度。在对高血压大家系上述

中间表型研究的基础上，对高血压大家系进行了全基因组扫描(该工作作为中德

科技合作项目由德国MDC完成)，得到两个连锁位点d9s1810，d12s1682，我们在

这两个位点附近增加微卫星标记的密度，在核心家系中通过基因扫描技术进行验

证。

结果：

离血压大家系中闯表型研究：

(1)将高血压大家系成员分为直系亲属高血压组(HD)，直系亲属正常血

压织(阿)，旁系亲属高血压组(HN)和旁系亲属正常衄压组(NN)。

(2)各组间高甘油三酪血症患病率没有差别，高胆固醇血症患病率有HN

组高于ND组。各组之间血浆甘油三酯浓度，血浆胆固醇浓度和血浆高密度脂蛋

白胆固醇浓度都没有差别，经年龄、性别、吸烟、饮酒等调整后，各组仍没有差

别。

(3)各组血糖浓度没有差别，血浆胰岛素浓度∞组高于NN组和ND组，

其余各组之间没有差别。胰岛素抵抗指数HD高于州组，其余各组之脚差别没有

显著性。经年龄、性别校正后，仍如此。

(4)在KAs系统，各组之间血浆血管紧张素原浓度、血浆血管紧张素H

浓度、血浆肾素活性和血浆醛固酮浓度没有差别。经年龄、性别校正后，这种趋
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势没有变化。

核心家系易感位点基因组扫描研究：

(5)参数连锁分析显示：在假定的显性或共显性模式下，9号染色体11个

位点以及12号染色体10个位点都没有达到连锁所需的强度。

(6)非参数连锁分析：sAGE 4．2／IDDPAI，显示两个区域内21个位点同

商血压之间都没有连锁关系。将血压按SBP和DBP分成收缩期高血压和舒张期

高血压后，分析显示在d12s1654同收缩期高血压之间LOD score=1．048。

sAQE4．2，sm黝山模块分析显示：me姐test多点分析结果显示在12号染色体

d12s1591、d12s1654和d12s363三个位点在不一致性同胞对(受累同胞和非受累

同胞组成的同胞对)共享等位基因的频率与孟德尔分离分析期望值的差异有统计

学显著性，P=0．0296、P=O．0096、P=0。014，其余各位点频率的差别无显著性。

进·步调整了同胞对间的年龄、性别和BMI之间的差异，分别以高血压质量性状

和sBP、DBP数量性状进行非参数回归分析，结果显示，包括d12s1591、d12s1654

和d12s363三个位点在内，12号染色体12p12．2区域内的10个微卫星标记位点及

9号染色体各位点同高血压和SBP、DBP之间都没有连锁关系。

(7)传递不平衡检验：对d12s1591、d12s1654和d12s363进行传递不平衡

检验，TDT检验结果没有发现三个位点与高血鹾性状有传递不平衡的证据。

结论：

(1)脂代谢、糖代谢以及肾素一血管紧张素一醛固酮系统诸指标都不是该

高血压大家系有效的中间表型。

(2)9号染色体9D24区域内的11个微卫星标记位点同高血压或SBP、DBP

之间不存在连锁关系或传递不平衡关系，基本可认为在中国北方人群中该区域内

不存在高血压易感位点或基因。

(3)虽然未证实12号染色体12p12．2区域内存在有与商血压或sBP、DBP

之间有紧密连锁关系的位点，但不能完全否定该区域存在高血压的易感位点或基

因，还需进一一步的工作来验证。

关键词：商血压：中间表型；家系；连锁
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Abstract

Bac崦mund：E黜e埘al hyper￡cnsion ㈣ is 也e most pfeⅣalem

cardiovascIllar disorder，姐d a major risk faccor for c0I；0nary heart dise觞e(cHD)，

stroke，c缸diac disfunc曲n趾d renal dise勰es．耵le preval∞ce of垤rt％sion h弱been
iIlcrea凼g wod捌de龃d hypenension is a major public healm challenge．11le

pamogenesis 0f hypenc嬲iOn is complic批d，enVi苛0衄emal factors such龉age，

gender，body ma龉，salt i1Itake，stIess and liViIlg style caIl曲Lr伽把ally iIlⅡuence blood

pressl珊．‰h鲥衄bility Ofh)|penension，or the genelic cont她如n to blood p砸suIe
variation，硼g髓from 30％t0 50％．Esscntial hypeftension is Onc of mc complex traits

that do not exbibit Mendelian inheritaIIce．

n is vefy impon粕t but difficIllty to disscct tIIe genetic patbogenes主s ofhypenension．

In山e past decade，candidate gene咖dies provided substantial eVidence Of the

involvernent of Variams in genes，aIld genome scan stIldies also revcaled decadal

genomic regions ttlat may contributc to blOod p∞髓ufe Varia曲n． Tremendous

difl’erences were曲served in fesIllts of c锄didate and geIlome scan越)proaches

锄ong di船rcnt popIllations．Few genes h觞b啪Verified to subst柚tially account for

hype鹏nsion or blood p矧湛urc Variation，due to heterogeneity aIld complexity，in

which b100d pressurc or hypertension is infIuenced by a Variety of enViro啪ental

factors．

All extremely largc hypertension family was ident谶ed in a蝴lage胁sh埒崦shan
Dis啊ct 0f Bc日堍，where cardiovaslar印idcmiological smdies of Fu wai Hospital are

based．The pedigree coVers 7 generations induding 398 indiViduals，and appears to be

a unique genetic resoufce for hypenension genetic stlldy．With this ped远ree，we矗rst

paid special attention to inte嘲ediate phenotype Of hype^ension，and then applied
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筘nome，融scan on chromosome 9蠲d chromosome 12 m order to iden斑，
suso印协bili哆geⅡes or genomic re季ons ofhypenension．

Sllbjects蛐d Me协ods：ne ex虹emely l舭伊hypene璐ion伍mily：About 233

妇¨y meI玎_bers were跚rveyed in a genetic epid锄畦olo舀cal inves衄ation，one
h岫dred niIlty ei班t f卸1ily membe玲oldef tIlan 15 years wefe ifⅣolVed．ne dia弘ose

翻teda of h)fpe哟璐ion啪s瑚tin争s谴．mg SB硷140 mmHg m蒯or DB跄90 InInHg on

th糟e di＆rent 00casions or u∞of柚蛳r妊脚；i：ve mcdi酬on in l勰t two weeks．
Nudeaf hypcnension fa棚y：A total 0f 50 hypenensioⅡfau毗ilies wcrc recmited

from shunyi District of BeijiIlg suburb．To be d蟾ible fbr our study，a prob矾d in each

nudear hyl'e她sive f啦ly had to meet thc fonowiIlg critcria：A妒grcatcr man 15

yeafs；Eitller of two parents耐th hypene船i鲫；TWO Or mOfe siblings谢m hypenension；

N0 c：IiIlical锄d biOchemical iIldexes of se∞n出ry hypenc璐ion；detail cliIlical

dif6erentiation induding clirdcal laboratory姆gb on cer衄in p幽忸蛔plemented to
exdIude patients winl o血er 虹Own disea∞s such as acute 0r chronic

glomemlon印hfitis a11d pycloniphntis，C璐hing syndrome 0r pheoch舢oc”oma etc；
without the use of cortisone-based medicalions or es仃0progest血c ho加ones(by

women)；and ReSting—sming SB硷140 mnlHg an怕r DBP>90 mmHg on t11ree

di舵卦ent occasions or use of antillypertcnsive medicadon．A fb衄al stIIdy was

conducled afterhypenensive families wcre iIlitially screened and confi肋ed．Standard

questionIlaires wefe used to collect ifIfo衄ation on demographic ch锄ctcdst溉，history

of cardiovascular disea∞，lifc style faccors，卸d family history of hypertension．Other

measufements， including blood pfessure，height， weight，and waist and Kp

circumferences， as well as electmcafdiogr姗，、)lrere 0btained．The reIlIlin

—angiotcnsin-a王dosterone system Olasma rellIIin activation，pl咖a aIlgiotellS访ogen，
plasma皿百otellsinⅡ，and plasma aldosterone)，斟ucose／抽鲫lin metabolism(plasma

insulin and出u∞se)were examined especially in extended hypenension family

members．TWo sllsceptib王e lod were detected in nucleaf hypertension family by gene
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Wan．

Resuns：

h咖ediate phmo蚵pe ofhyper蛔sion in也e e武哪ded f岫ny：
(1)An meInbers wefe d觞∞d imo 4gm叩s：HD mea衄hyperteIlsiVe iIl descent

reladves；ND mea璐no姗OtcIlsive in d船cent rda吐ves；HN means hyl)enensive iIl

non—des啪“elatives；NN meaI毽no啪01蜘sive in non．df琵ccnt姒蚯ve苟

(2)F0f lipid met曲olism：n”re werc no si驴播caIlt difference in TG，11C and

HDoc among也。阮伊aups．A￡tcr adj璐ted by age，sex，BMI’smo血g．mdex锄d

dm出ing index，no d溃bmnces锄ong gmups were found．

(3)For gluc0吲．m则n met曲HDli鼬：也ere w鹤no s啦mcant diffef胁ce in GLU

锄0ng tllose groul)s．Ill HD group'the pla锄a insllliIl level w髂signific卸ny lligher

重Il鲫廿lat iIl ND group粕d NN group．．11le iIl∞lin resistan∞index d慨red

s^驴mc觚dy betwreen HD gmup锄d NN group．ne r髓ult、张s not chaIlgcd a‰r

adjusting age and sex．

(4)For Ras system，there were no sigIlificant diffe豫nces in plasma Telmin actiV“y，

plasma aI培iotensiIlogen concentmdon，pl姗a aIl舀ote璐iIlⅡconcentration，and
plasma al面ste咖e concen仃ation锄ong mo∞gr唧s，舯espec石Vely．A缸r adjusted by
age卸d sex，tlle fiⅡdings were not chaIlged．

I翔ne-scan in nucIear hyperteⅡsiOn lhm姐y：

(5)Pafameter modd锄alysis reVealedⅡ0 lillk49e beM∞n hypenension and椭e

1 l loci in chromosome 9 and 10 10ci in chfomosOme 12 under ttle ass啪ed model．

(6)Non—parametef linkage姐alysis：s．A．GE 4．2／L(mEAL indicated no linkage

between hypertension aIld ttle l l 10ci in chromosome 9 and 10 lod iIl chromosome 12．

A weak liIlkage be聃een d12s1654翮d SBP was fo硼d wim lod score=1．048．Using

S．A．GE4．2／SmE缸aIlalysis，tIlefe wefe si印壤c觚t di虢rences for genetic makers in

discordant pai陪to sharc Mo alldes by mD(P=0．0296，P=O．0096 atld P=

0．014)，respe曲ely．HoweVer after adjusted by age，sex and BMI，trait-regression
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analysis sh∞旧d no linkage between妯diViduallOc嚼and hype蜘sion，and no linkagB
was fo佃d be呐een all lod如d SBP粕d DBP in qua蚯talive一仃ait姐alysis，eime￡舢l

loci in me chrOmosome 9 Wcre notin 1i咄Ige w岫hypcne璐ion 0I SBP or DBP by

Non—pa砌etetric a瑚lysis．

④【jnl【age’disequ曲fi岫孤al螂：mn锄issi吲Di∞qllili嘶啪协t印了)
aIlalysis did not s叩pone a si弘mcant linkage—discqIlilibril蚰喇协hypemmsion at

d12s1591。d1281654 and d12s363．

C蚰dusiOⅡ：

(1)Ⅱpid metabolism，酉ucose／insmm m劬ol姗，aIld rennin—a嚼otensin
-aldostc啪e system migllt not be appr0埘atc inte哪ediale pbeno帅e ofhypenension
iIl tlle ex慨ded hyperte璐ion f锄ily．

(2)Thefe啪s no linhgc between the 1l 10d in chromosome 9蛐d hypenension．

(3) PreliIninary due re^，ealed a su鼹es吐ve linl嘟e may exist be铆een

bypenension and 12p12．2 geⅡomic rc酉on．HI姗钾er，r印lication s饥ldies in la喀e

sample afe nece鹪afy to confiⅡn也is珏nd虹g．

Key WOrds： hypene璐ion；intefIned妇e phenotype；exte咖ed‰ily；linkage
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—埠—-
蓟f 看

高血压是最常见的心血管疾病，同时也是其它心脑血管疾病的重要危险因素

之一。高血压患病率高，患病人数众多，

压不仅是发达国家重要的公共卫生问题，

是危害人类生命健康的重要疾病。高血

也是发展中国家重要的公共卫生问题。

1991年我国第三次全国高血压抽样调查结果显示平均高血压患病率为11．26％，

较1980年第二次抽样调查7．73％的平均患病率，十年间增加了25％。目前全国

高血压患者近l亿3千万，平均每年仍以350万人的速度递增。相对于迅速增长

的患病率，我国高血压的知晓率、治疗率和控制率都在一个较低水平，根据一一项

最新的哑洲国际心血管病合作研究，目前国内成人(35～74岁)高血压的知晓率为

44．7％，治疗率为28．2％，控制率为8．1％，其中乡村要大大低于城市。当前，我

国处于经济转型时期，城市人口增长迅速。城市人口的生活方式也有较大的改变，

体力活动的减少，静坐时间的延长，体重的增加，肥胖比例的提高都进一步加大

了高血压患病的危险，使高血压患病率出现了逐年增高的趋势。我国高血压患者

的绝对数量巨大，每年花费巨大的医疗费用，加上因高血压而增加的冠心病、脑

卒中、糖尿病、肾脏疾病和心衰患病人数，更加使得国家的医疗卫生资源不堪重

负。因此高血压已成为一个不容忽视的社会问题。对高血压病因，发生机制及危

险因素的研究，探索有效的预防治疗途径，减少高血压对人民生命健康的危害，

是’个值得关注的问题。

高血压的病因和发病机制是一个十分复杂的问题，是困扰全世界医疗科研人

员的一个医学难题。血压的调节涉及到人体多个系统，肾脏、神经、内分泌、血

液动力学、血管反应性、物质代谢等形成一个整体共同完成对血压的调节。如此

复杂的情况决定了对高血压的研究不可能由单一学科来完成，目前对高血压的研

究也呈现出多学科交叉合作研究的趋势。流行病学的研究取得了较满意的成果，

各种环境因素对高血压的影响，已经较为明确。生理学、生化、分子生物学、临

床、动物模型都能从不同的角度研究导致高斑压的病因。而一切所取得的成果都
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不足以从整体上解释高血压发生的原因，因为到目前为止高血压的遗传学病因还

不清楚。对高血压遗传学病因的研究是目前研究的热点，高血压遗传学研究涉及

到分子生物学、流行病学、生理学、生化、临床、动物模型和信息学，是一个多

学科完整的体系。高血压遗传学研究也是一个逐步提高的过程，对高血压的认识

从单一基因学说逐渐发展到目前比较公认的看法，认为高衄压是一种多基因参与

的、遗传和环境因素相互作用引起的综合征或复杂性状疾病。

人群中个体间血压水平的变异30％～50％可由遗传因素决定。只有极少数的

高血压是由单个基因的变异而导致的，而大多数的高血压是许多微效基因共同作

用的结果。对符合孟德尔遗传模式的单基因突变引起的血压失调的研究取得了令

人瞩目的成果，已有17个致病基因被定位或克隆。

候选基因法(c如didatc gene)和定位克隆法Oositional doniflg)的遗传连锁和关

联研究在不同种族和人群中相继展开，迄今为止被提出的高血压相关基因有150

种之多。它们涉及到血压调节的方方面面：肾素一血管紧张素一醛固酮系统，交

感神经系统，下丘脑一垂体轴、内皮素、利钠肽、激肽释放酶一激肽系统、类圆

醇激素、前列腺素、生长因子、激素、骨架蛋白、黏附分子、细胞内信使、脂质

代谢、糖代谢、载脂蛋白、离子通道和转运载体等。

在过去的几年中全基因组扫描应用于高血压研究的报告逐渐增多，也取得了

一定的成绩。21个研究中揭示出的与高血压有关的位点涉及到人类全部23对染

色体。其中lq，2p，3p，6q，7q，1lq，12q，15q，16q，18q，19p，这些区域都

有两个或以上的研究中发现与高血压有关系。虽然在随后的研究中都没有发现相

关的基因变异，但这些研究无疑丰富了高血压的研究成果，给高血压的研究带来

令人鼓舞的线索和提示。

高血压的中间表型研究发现：某些中间表型可能比血压更好地显示其遗传方

式，前瞻性研究也发现这些中间表型对高血压有很好的预测性。依赖符合孟德尔

遗传规律的特殊中间表型，人们成功定位和克隆了一些导致血压失调的突变基

凼，如主要包括糖皮质激素可治疗性醛国酮增多症(GRA)、Liddle综合征f假性醛

固酮增多症)、哉皮质激素过多症和BilgintIlr锄综合征等。

虽然高血压的研究取得了一些成绩，但这还是远远不能令人满意的，人们也
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清醒的看到除单基因型高血压外，所有报道的与商血压有关的基因或位点都存在

着不一致的报道，还没有一个基因或基因变异被肯定是高颤压的致病基因。这跟

高血压具有高度的遗传异质性、遗传迟滞性、易感基因外显不全等特点有关。为

了克服这些困难，必须扩大研究对象的样本数量或寻找更有效的研究方法和人

群。

本研究在既往的工作中发现了一个高血压的大家系，该家系遗传背景单一，

患病人数众多，结构复杂，是进行遗传学研究的良好的素材。从结构、规模和患

病情况进行家系分析，我们怀疑不同于一般高血压核心家系，该大家系可能存在

着高血压致病的主基因效应。我们对该家系进行了较为详细的高血压中间表型的

研究，希望通过中间表型的研究揭示出该家系致病主基因的线索，以确定基因研

究的方向。中间表型的研究涉及到脂代谢，糖代谢，血浆血管紧张素原浓度，血

浆肾素活性血浆血管紧张素II浓度，血浆醛固酮浓度。研究结果发现该家系中

直系亲属患高血压者除了较皿压正常者有更严重一些的胰岛素抵抗外，其余各项

中间表型的指标在各组都没有差别。在这样的结果下，我们决定对该家系进行全

基因组扫描，以寻找易感位点。介于实验条件和资金的限制，全基因组扫描工作

没有在国内完成，而是作为中国和德国政府间的科技合作项目，由本实验室公茂

莲博士和德国科学家在德国MDC共同完成。实验结果反馈回来，全基因组扫描结

果显示其中9号染色体连锁区域为9号短臂9p24，峰值在d9s1810，多点连锁分

析lod score为1．58。而12号染色体连锁区域为12号短臂12p12．2，峰值在

d12s1682，多点连锁分析10d score为2．85。在此基础上，又在该大家系生活

的及附近的村子里又收集了32个核心家系，对该两个区域扫描后进行连锁分析，

结果显示d9s18lO lod score未见增加，而d12s1682 10d score增至3．44，

呈现出较强的连锁关系。

然而该结果是否在中国北方人群高血压的遗传信息上具有普遍意义，或者仅

仪是浚高血压大家系所特有，我们无法得出明确的结果。为了验证以上研究结果

我们又在距离该家系居住的石景山区有100公里左右的顺义地区的农村收集了50

个高血压的核心家系，增加了微卫星标记的密度，对上述两个区域进行研究，目

的有两个， ‘是验证上述研究结果是否在我国jB方人群中具有普遍意义，二是通

13
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过增加微卫星标记的密度，使两个微卫星标记之间的遗传距离小余2cM，提高研

究效率，达到精细定位的目的。

从对上述核心家系进行易感位点精细扫描的结果分析结果中，基本可排除在

9号染色体9p24区域内有与高血压存在紧密连锁的易感位点。同时等位基因共享

的亲缘一致性皿；D)分析显示d12s1591、d12s1654和d12s363存在共享等位基因

频率的差异。我们无法明确验证在12号染色体12p12．2区域内有与高血压存在紧

密连锁的易感位点，对该区域下一个明确的结论，为时尚早。

14
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第一部分高血压中间表型的研究

背 景

原发性高血压是一种复杂性状疾病，其临床表现和病因个体差异很大。从人

们认识到高血压对人的健康有危害至今，已经一百余年，对其病因的研究也伴随

着走过了一百余年的道路。既往大量的流行病学研究揭示出了高血压的环境致病

因子，如吸烟、饮食、精神紧张等等。也认识到遗传因素在高血压的发病中起到

很大的作用，但对其遗传性病因所知甚少。商血压和许多严重的心脑血管疾病如

脑卒中、冠心痛相关并且是它们的重要危险因素和发病基础，对高血压病因的研

究是打开其他心腩血管疾病病因大门的钥匙。高血压是一种具有高度遗传异质性

的复杂件状疾病，是由诸多环境因素和遗传因素共同作用而导致的。其家庭聚集

性明显，遗传度大约30—50％，在不同人群差异明显。这种高度的遗传异质性导

致对高皿压病因研究的困难，将具有不同遗传背景的家庭放在一起研究，会导致

研究效率的F降，因而难毗得到阳性的结果。解决这个问题的关键，可以从以下

三个方面着手：①在大家系巾进行研究，因为大家系成员有共同的遗传背景，混

杂因素少，前提是家系结构足够大．人员足够多，能提供足够的信息。②在相对

隔离的人群中收集离血压核心家系进行研究，相对封闭、隔离的人群，往往有共

同的祖先，由于人群流动性小，同外界接触少，婚配的选择性小，外来基因的引

入较少，遗传背景单 。③对高[h压核心家系按照其按照高血压的某一中问表型

进‘步分层，将高血压家系分为更细的亚组，得到遗传背景较一致的家系进行研

究。

我们在心血管病防治：r作中发现了一个高血压的大家系，该家系结构复杂，

人}】众多，能提供足够的遗传信息。我们对该家系进行了高血压中间表型的研究，

为匿家系高血压易感基因研究寻找线索。

为陔家系高血压易感基因研究寻找线索。

15
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材料与方法

一、研究对象：本次研究所确立的高血压大家系，为稳定居住在北京石景山区的

农民家庭。该家系的先证者在1978年我院对石景山区农民进行高血压抽样

调查时发现，后经20余年的随访，其家庭结构基本摸清。其中于1994年对

该家系进行了一次体检，搜集了部分病人。本次研究于1999年底对该家系

进行了较为全面的普查，绘制了完整系谱。共7代约398人进入系谱图(图

1—1)，现存活4代，年龄在15岁以上的家系成员198人作为研究对象。高血

压诊断标准：按1999年wH0高血压诊断标准：sBP>=140删nl{g或DBP>：90

或两周内服降压药者。

二、研究内容

(一)流行病学问卷调查：

问卷设计参照世界卫生组织推荐的标准化心血管流行病学调查问卷和

国家“863”课题“高血压人类遗传资源收集”标准问卷设计。内容涉及被

调查对象的一般情况如年龄、性别、职业、劳动强度、受教育程度，家庭收

入情况等：生活习惯如吸烟、饮酒、近年来的饮食状况、食盐摄入量调查，

参加体育活动的情况；心血管病、糖尿病、脑卒中、高脂血症和肾脏病的家

族史。

(二)体格检查：

人体测量包括身高、体重、腰围、臀围；血压、心率、心肺听诊、心电

网及心脏超声。

(三)实验室检查：

血、尿常规，血清K+、Na一、Cl-，血浆总胆固醇(TC)、高密度脂蛋

白胆固醇(HDL广c)、甘油三酯(TG)、血糖、尿糖、尿酸(uA)、肌酐(cR)、

血浆肾素活性、血浆血管紧张素原浓度、血浆血管紧张素II浓度、血浆醛固

酮浓度、血浆胰岛素浓度。

三、研究方法

16
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(一)问卷调查：问卷调查为调查员面对面直接询问被调查对象并填写调查表，

调查过程中不能存在诱导性提问，对于不能自己回答问题的老年对象由其直

系亲属(如子女)代为回答。

图l一1高血压大家系系谱图

17
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体格检查：

血压钡I量：要求被调查对象在血压测量前30分钟内无吸烟、饮酒、喝咖

啡等，无剧烈体育活动。排空膀胱静坐休息5分钟后，用标准水银血压

计测右上臂肱动脉血压3次，每次间隔2分钟。以Korotl【o丘第一音记录

收缩压，Korotko任第五音(消失音)记录舒张压，缺乏此音者按Kor0曲靠

第四音记录。取3次测量平均值为被调查者血压值。

心电图：标准12导联心电图

心脏超声：惠普sonos 5500彩色多普勒超声机。

(三)实验室检查

】、 静脉血采取：分别用无抗凝和经ED．I’A、枸橼酸钠和肝素抗凝的真空采血

管采取受检者空腹12小时静脉血，2小时内分离血浆，供生化检测用，

对于不能及时测定的血浆，．70℃深低温保存。

2、 生化指标测定：以日立7050型全自动生化分析仪测定。酶法测定血清空

腹血糖(GLU)、总胆固醇(，rc)、甘油三酯(．11G)、磷酸钨沉淀法测定高密度

脂蛋白胆固醇(}∞LQ水平。

3、 血管紧张素原测定：放免法测定。

4、 血浆肾素活性测定：同上。

5、 血管紧张素Ⅱ测定：同上。

6、 血浆醛固酮浓度测定：同上。

7、 血浆胰岛素测定：同上。

(舳)重要变量定义

l、直系亲属：指与先证者有血缘关系的该家系家庭成员，如先证者兄弟、姐

妹。

2、旁系亲属：指与先证者无血缘关系的该家系家庭成员，如先证者配偶。

3、高血压患者： 按1999年wHO高血压诊断标准：sBP≥140mmHg或DBP

≥90或两周内服降压药者。
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4、血压正常者：按1999年wHO高血压诊断标准：SBP<140mm}迢和DBP<90

和两周内未服降压药者。

5、吸烟定义：

吸烟：直至调查前一个月内，每天吸烟≥1支(或相等数量的烟叶)

且时间≥1年

不吸：从未吸烟或从未连续在1年以上时间里每天吸烟≥1支(或相

等数量的烟叶)

过去吸；符合吸烟的定义者，但在最近一年内戒烟未吸。

6、饮酒定义：

饮酒：直至调查前1年内，规律饮酒，且每周至少饮一次，包括啤酒、

白酒、黄酒。

不饮：从不饮酒或从未在超过一年时间里每周饮酒超过1次。

过去饮：符合饮酒的定义者，但在最近一年内未饮。

(五)质控措施：

参加调查的调查员皆为有多年心衄管病预防工作经验的临床医师或技

师，于调查开始前2周内对调查员进行培训，熟悉本次调查的内容、相关变

量定义和临床检查项目，考核合格者方能参加工作。血压测量培训按世界卫

生组织推荐血压测量录像带进行。对于血压值处于临界状态的调查对象，在

本次调查后3—6个月进行随访，多次测量血压，以确定准确血压值。所有

调查和实验室检查在阜外医院统一进行，放免实验结果为两次测量取平均

值。对于有特殊原因不能到阜外医院接受调查的家系成员，由课题组统1派

遣调查员到其家中进行问卷和采血。

(穴)伦理学证据：

请本院相关领域专家3～6位组成伦理委员会，监督本次调查的伦理合

法性。请所有参加研究的调查对象阅读知情同意书，同意并签字。对于无法

阅读知情同意书的调查对象，有其直系亲属解释后，经其本人同意，由其亲

属代签。知情同意书经调查对象、研究者和证人(当地村领导或乡村医师)

三方签字后妥善保存。
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(七)数据录入；

以Fox肿6．0编制数据库，所有数据由专人连续两遍录入并核对作为最后分

析数据。

(八)统计分析：

所有数据分析由sPssl0．0完成。计量数据以me蛆±sd表示，对于不符合讵

态分布的数据，取自然对数转换成正态数据后进行统计分析。以Shldem t检验进

行两组间均数的比较，多组间均数的比较以单因素方差完成，多组间均数比较有

显著差别的数据，以Bo玎如nDlli法进行组与组之间均数的比较。以卡方分析进行

两组或多组间构成比的比较。
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结 果

、高血压大家系基本结构：

该商血压大家系结构图见：图1—1，进入系谱图的共7代398人。去除已死

亡和失访者，参加本次调查的共233人，其中15岁以上为本次调查的入选者共

198例，其中直系亲属126人，旁系亲属72人。该家系可分为两个大的家族，两

家族在第三代通过一对姨表亲近亲结婚连接。目前家系中最大存活代数为5代(第

五代均年幼未入选)。为研究方便，我们现以目前存活的最高一代为第一代f系谱

图中的第三代1。

、该家系高血压患病情况

表1—1大家系直系亲属血压均值(同北京市民血压均值比较8)

$：为1991年全国高血压抽样调查北京市民平均血压值

*：同北京市民平均血压值比较有显著差别

表1—2大家系直系亲属高血压患病率(同北京市患病率比较8)

$：为1991年全国高血压抽样调查北京市民高血压分性别患病率
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该家系直系亲属中，男性家庭成员平均收缩压为132．4玎峨，舒张压为
85．1删nH2，对比1991年全国高血压抽样调查时北京市民的血压状况，男性收缩

压和舒张压均值分别为126．1n姗Hg和77．6衄nH毫，两组相比都有显著差别。而女

性家庭成员平均收缩压和舒张压分别为126．1删m逛和78．9111InHg，相对应北京市

民该值分别为122．1mm壬lg和74．2n珈Hg。舒张压两组有显著差别，收缩压差别也

在临界值附近(P=O．057)。该家系男性家庭成员高血压患病率为42．37％，女性为

26．87％，平均患病率为34．12％，对比于北京市民高血压患病率皆有显著差别。由

以上结果可知，该家系成员成年人平均血压较普通北京市民高，其中达到高m压

诊断标准的比例也远较普通北京市民高，即高血压患者在该家系中有明显的聚

集。加之该家系结构庞大，人员众多，进行遗传学研究时，可以将大家系拆分为

lO个核心家系，每个核心家系约有20人，能够提供足够的信息，因而是研究高

血压遗传病因的良好的材料。

三、该家系成员血清电解质水平

表l一3高血压大家系家庭成员血清电解质

HD：该家系直系亲属中患高血压者(HypertensiVe in Descent Relatives)；

ND：该家系直系亲属中非高血压者(NormotensiVe in Descent Relatives)；

珏N：该家系旁系亲属中患高血压者(HypertensiVe in Non—descent Relativesl

NN：该家系旁系亲属中非高血压者(NorTllotensiVe in Non—descent Relatives)；

如表1—3所示各组血电解质都在同一范围内波动，各组之间没有明显差别，

家系成员个体中血钾最低为3．22mmol／L，最高为5．3雠曲ol，L，基本都在成年人血

钾正常参考值范围以内。以上结果结合病史及其他临床检验结果，可排除常见继

发性高血压的可能，可以诊断为原发性高血压。



争厨謦莽稃擎_院手冒缛和謦科尢擎

四、血BuN，cr，ua与高血压

本研究检测了各组m清BuN、cr和uA，结果见表l一4。其中血BuN旁系

高血压组稍高，但各组差异没有显著性，考虑到年龄、性别对BUN的影响，我

们对各组年龄和性别做了调整后，旁系正常血压组血浆BIJN稍高于其他组，但

差异仍不显著。血Cr值在旁系高血压组最高，旁系正常血压组最低。经年龄、

性别调整后，旁系高血压组最高，直系高血压组最低，但两组之间的差别仍不显

著。血uA值，在旁系高血压组最高，直系正常血压组最低，经年龄和性别调整

后，这种趋势不变，各组之间的差别不显著。绝大多数个体，其BUN、cr和uA

值都在正常参考值范围之内，对于个别超出正常参考值范围之外的个体，结合其

血压及尿蛋白等其他检查，也可排除有病理性肾功能损害。

表1—4高血压大家系家庭成员各组血清尿素氮、肌酐、尿酸对比

以上各项数据以meall±sd表示，每项第二排为校正年龄、性别后数据，以mean

±se表示。
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TG 39．5％(16／26)37．3％(31／52) 50％(11／11) 48％(24，26)

Tc 30．2％(13，30) 13．9％(14，69) 45％(10，12)4 24％(12，38)

t：同ND组比较有显著差别

以血浆TG>1．70衄ol／L诊断为高TG血症，以血浆，I℃>5．68mmol／L诊断为
高TC血症，各组中高TG血症和高1℃血症的比例如表1—5所示。

表1—6高血压大家系家庭成员各组血脂对比

t：同ND组比较，有显著差别；P<0．05

为探讨该家系高血压是否与血脂代谢异常有关，我们检测了该家系成员的血

脂浓度，包括甘油三酯口G)，血清总胆固醇(Tc)，和高密度脂蛋白胆固醇(HDL

—c)，其基本情况如表1—6。由于血清TG水平呈『F偏态分布，故对其值作正态

性转换，因血清TG浓度实测值较小，直接取对数后许多数值为负，均数在0附
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近，所以对所有个体作血清TG浓度乘以10倍后取自然对数处理，各组问大小趋

势不变。11G和TC在该家系的患高血压的两组中略高于血压正常者，而旁系高血

压组又略高于直系高血压组，1-G在各组差别很小，没有显著性，旁系高J衄压组

Tc水平显著高于直系正常血压组，其它各组问没有差别。经过年龄和性别的调

整后，旁系的两组TG水平都高于直系亲属，但差别没有显著性，旁系高血压组

同直系正常血压组之间Tc水平的差别减小，差别不再有显著性。}玎)L—c在该

家系直系高血压组的均值为1．171蛐ol／L，略低于其他三组，但各组差别没有显
著性。经年龄、性别调整后，依然是直系高血压组略低于其他三组，差别无显著

性。

六、 血压与胰岛素抵抗

表l一7高血压大家系家庭成员各组血糖及胰岛素对比

HD ND HN NN

Glu

5．940±1．843 5．377±0．813 6．113±1．456 5．422±0．620

5．616±0．234 5．607±0．254 5．495±0．338 5．416±0．2ll

Ln(hs) 2．765±0．518★$ 2．5∞±O．531 2．644±O．534 2．355±0．397

2．784±O．∞28$ 2．487±0．饿Ⅺ 2．677±O．121 2．353±0．074

Ln(IR) 1’328±0．4754 1．082±O．518 1．227±0．478 0．905±0．401

1．321±0．101+ 1．089±0．061 1．208±O．147 0．902±0．072

t：同NN组比较有显著差别；

$：同ND组比较有显著差别；

该家系四组人群空腹血糖结果见表1—7，旁系高血压组最高，直系高血压组

次之，但各组之间的差别很小，无显著性。经过年龄和性别的调整后，直系亲属

的两组空腹血糖平均水平略高于旁系亲属的两组，但各组之间的差别仍然较小，
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差别无显著性。在排除各组可能存在的糖尿病患者(即G>7．0)后，以上结果基

本无变化，各组之间的空腹血糖无显著差别。血浆胰岛素水平在直系高血压组最

高(18．088姗虮)，旁系高血压组次之(16．008mInol／L)，直系正常血压组的水
平为14．260mmol／L，最低的是旁系正常血压组(11．392mmol／L)。因为血浆胰岛

素水平为正偏态分布，所以对其进行自然对数的转换，转换后分布转为正态分布，

方差分析显示直系高血压组血浆胰岛素水平显著高于旁系正常血压组(P=O．001)，

和直系正常血压组血浆胰岛素水平比较结果差别也较大(P=0．05)，其余各组之

间差别无显著性。经过年龄和性别的校正后，结果同上述结果一致，直系高血压

组血浆胰岛素水平仍显著高于旁系正常血压组(P=O．001)，和直系正常血压组血

浆胰岛素水平比较，结果差异的显著性进一步加大(P=0．045)，其余各组之间无

显著差异。以胰岛素抵抗指数作为反映个体胰岛素抵抗状况强度的指标，因为胰

岛紊抵抗指数为正偏态分布，为使分布转为正态分布，故对其进行自然对数的转

换，然后进行均数间的比较。方差分析显示，患有高血压的两组Ln(IRl水平较血

压正常的两组hl(玳)水平高，但只有直系高血压组Ln(m)水平显著高于旁系正常

血压组，其余各组之间差别无显著性。

七、高jiIL压与RAS

表1—8高血压大家系家庭成员各组RAS各指标对比

直系高血压组血浆血管紧张素原浓度低于旁系高血压组，而高于直系正常血

压组和旁系jF常血压组，但差别较小，无显著性。经过年龄和性别的调整后，这
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种趋势依然存在，各组血浆血管紧张素原浓度无显著差别。血浆肾素活性在正常

血压的两组较高，而在旁系高血压组最低，但差别不显著。经年龄性别调整后，

直系高血压组的血浆肾素活性仍然低于两组血压正常者，而高于旁系高血压组，

差别同样较小，无显著性。血浆血管紧张素Ⅱ浓度的检测结果同血浆肾素活性刚

好相反，在高血压的两组浓度较高一些，正常血压组的浓度较低，同样的各组血

浆瓶管紧张素Ⅱ浓度的差别也很小，无显著性。经年龄和性别调整后，结果同调

整前一致。

八、高血压与醛固酮

表1—9高血压大家系家庭成员各组血浆醛固酮比较

血浆醛固酮浓度在高血压的两组均值比较接近，都低于正常血压的两组，但

差别没有显著性，经过年龄和性别的调整后，直系高血压组血浆醛固酮浓度最低，

旁系正常血压组最高，差别无显著性。血浆肾素活性同血浆醛囤酮浓度的比值，

在直系高血压组最高，各组之间无显著差异。
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讨 论

商血压是一种具有高度遗传异质性的复杂性状疾病。血压的升高是一个缓慢

连续的积累过程，这个过程同时也是机体对血压调节失代偿的过程。持续的高血

压，会对血管、肾脏等靶器官造成损伤，所以同时高衄压又是心脑血管疾病最普

遍也可能是最重要的危险因素，几乎所有重要的心脑血管病包括冠心病、脑卒中

糖尿病、周围动脉疾病、肾脏疾病和心衰等同高血压都有关联。这一切决定了我

们在心脑血管疾病的研究中无法忽视或避开高血压，对高血压的研究是心脑血管

瘸研究的基础并可能成为一个重要的突破点。

我们在北京石景山区心血管病预防工作中发现了一个具有明显高血压聚集

的大家系。该家系结构复杂，人员众多，相对于高血压的核心家系来说，该家系

可以提供相对单一的遗传背景，这一点对于具有高度遗传异质性的高血压来说，

是非常难得的。为我们进行高血压研究提供了良好的素材。

在充分分析该家系的结构和血压特点后，我们决定从高血压的中间表型入

手，对该高血压大家系进行了脂代谢、胰岛素抵抗、血浆肾素活性等等高血压中

间表型的研究。所谓高血压中间表型，是指可能跟高血压有关的一些生理特征或

生化指标，这些生理特征或生化指标能反映高血压发展早期或中期病理生理变

化。JanAStaessen认为遗传上的变异导致血压升高的过程中，有多种生理或生化

的改变，这些变化是相互影响并能检测到的。他认为多个微效基因变异的联合作

用可能导致机体的蛋白、亚细胞的中间表型变化，蛋白、亚细胞的改变又可能导

致细胞或组织中间表型的变化，这些不同层次的改变在环境因素的共同作用下最

终导致血压的失调1。一些中间表型目前还难以与血压调节之间建立病因上的关

联，仅仅表现为罪血压失调现象的相关。早期对中间表型的研究，多数学者将其

看作是+种伴随现象而未予以足够重视。近年来研究发现，许多中间表型符合孟

德尔遗传规律，比血压更显著的表现出主基因效应。借助于中间表型的遗传规律，

成功的定位出十几个与血压调节相关的基因和位点243。虽然这些单基因遗传的
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疾病在人群中占的比例较小，不能解释大的人群的血压变化，但它们的成功无疑

丰富了高血压病因的研究，对未来的研究起到了重要的提示作用。

对该高血压大家系中间表型研究，目的是希望通过借助于对中间表型的分

析，寻找该家系是否有符合孟德尔遗传规律的主基因的线索，并确定对该家系进

行进一步研究的策略。

血脂与高血压：

血脂代谢异常主要是指血清中甘油三酪和总胆固醇以及低密度脂蛋白胆固

醇(LDLc)的浓度升高，而高密度脂蛋白胆固醇(}D【，c)浓度降低。血脂代谢异常

是动脉粥样硬化的主要危险因素之一，其和高血压的关系密切。有研究报道，血

清中甘油三酯和胆固醇的水平与高血压相关体16。并且适当地降压干预，同时可

以降低血清中的胆固醇和甘油三酯的浓度，进而减少心脑血管事件的发生”。血

U)Lc水平升高和HDI，c水平降低被认为导致胆圃醇的运输和代谢的紊乱，直接

影响细胞间和细胞外信号传导，并对血小板、内皮细胞和平滑肌细胞造成潜在的

损伤，因而是心血管病的重要危险因素。LI)Lc和HDoc水平同血压水平的直接

关系的报道较少。但作为血脂代谢异常的。一部分。和高血压有明显的聚集关系。

有文献报道，在西方人群中约有15％的人同时患有高血压和脂代谢异常”。

家族混合性高脂血症(Familial Combined Hypedip女demia FCHL)是遗传性血脂代

谢紊乱中最普遍的形式，其在人群中的患病率约为O．5％一1％19。20。在⋯般高廊压

家系的成年人中，也有约12％成员同时患有血脂代谢异常秘，我们通常将上述情

况称为家族性脂代谢紊乱高血压(Familial Dyslipidcmic Hypertension FDlH)，

其在高血压或脂代谢紊乱的家系中都占有一定的比例。

近年来遗传学研究也揭示出在‘些人群中高血压和脂代谢紊乱可能存在着

茫同的遗传学基础。比如脂蛋白酯酶(1ip叩mtcin lipa∞，"I_)基因突变可能同时跟

脂代谢异常，高血压和动脉粥样硬化有关系。廿L是参与血浆脂蛋白代谢的关键

酶，可将极低密度脂蛋白fvIDL)和乳糜微粒(CM)中的甘油三酯水解为游离脂肪

酸fH狐)。人体内LPL鲍大多数分布在毛细血管内皮上，只有很少的一些分布在动

脉内皮上。正是这些分布在动脉内皮l二少量的LPL，可能导致动脉内皮局部粥样

硬化的形成”。廿I基因突变可以改变VLDL或CM在体内的正常代谢，从而进一
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步引起体内其它物质如胰岛素、去甲肾上腺素、细胞内钠、钙浓度的改变而最终

导致血压水平改变23。在中国南方人群中多发现廿L基因旁侧区域的一些多态标

记与高血压或血压性状连锁23甾，顾东风课题组在一个大样本的研究中，将中国

人群分为南北两个亚组，得到了一致的研究结果26。

本研究检测了该家系成员的血清Tc，TG和知)L—c的浓度，目的是阐明该家

系是否同时伴有血脂代谢紊乱，能否以血脂代谢异常作为该家系的中随j表型进行

研究。研究结果表明直系亲属和旁系亲属，1B水平相差不多，没有显著差异，高

血压患者同正常血压者之间也基本在同一个水平。而血清卸)L—c水平在该家系

直系高血压亲属组水平略低于其它三组，但差别也不是很大，没有达到统计学的

显著性。Tc水平，旁系高血压组明显高于直系正常血压组。

在人群研究中，血脂的变化受到生活环境的影响很大，特别是饮食习惯的不

同，对血清血脂水平影响很大。食物中饱和脂肪酸和醛固酮含量的高低和血清中

TC水平显著相关，血清TG水平同食物中碳水化合特别是双糖或单糖的含量有关。

本研究的对象为同一大家系的成员，生活环境近似，饮食习惯差别不大，可排除

环境造成的血脂水平的差异。考虑到年龄、性别对血脂造成的影响，对各组年龄、

性别进行了调整，调整后各组间血清1'G、瑚)L—c水平差别仍没有显著性。旁系

高血压组和直系正常血压组之间的差别减少，没有显著性。

血脂水平除了受到年龄、性别的影响外，肥胖，吸烟、饮酒等也对血脂的影

响很大，我们对体重指数，吸烟指数，饮酒指数做出调整后，各组血脂水平虽有

变化，但各组之间仍没有显著差别。

我们将1．7mmoI几作为血清TG水平的正常值高限，高于该值的诊断为高甘油

三脂皿症，将5．68mInol／L作为血清1℃水平的正常值高限，高于该值的诊断为高胆

固醇血症，各组间高甘油三脂的患者所占的比例都较高，但各组构成比之间没有

显著差异。高胆固醇血症的构成比，旁系高血压组显著高于其它三组。

浚家系血清TG浓度，处在一个较高的水平，未进行年龄和性别的校正前，除

直系正常血压组外，其它三组平均1'G水平皆高于正常值的高限1．7mm01／L，调整

年龄和性别后，旁系的两组TIG水平仍在正常值高限以上。

可以看出，该家系较高的血脂水平，源于生活习惯的可能性较大，因为无论



中国●擎晕．科-单院 中盈蔼嫡自薯t科大晕

直系还是旁系成员，都有较高水平的血脂升高，且无论是否患有高血压，旁系成

员的血脂水平还都略高于直系成员，说明在相似的生活条件下，脂代谢紊乱在该

家系没有特异性。脂代谢异常不是该家系有效的中间表型。

胰岛素与血脂

高血压患者常表现有胰岛素抵抗，而且具有高血压家族史的正常血压的子女

也常有此现象2Ⅻ，血浆胰岛素水平跟高血压呈正相关36。自1988年Reavea薛

次提出胰岛素抵抗综合征Ⅸ综合征)，并提出胰鼯素抵抗与高血压具相关性后，

胰岛素抵抗与商血压的关系一直人们研究的热点。虽然高血压是胰岛素抵抗综合

征的一个组成部分，但有研究发现，胰岛素抵抗在高血压发生的早期已经存在27，

动物实验结果也支持这一点，给予大鼠持续性稳速静脉输入胰岛素，诱发高胰岛素

血症，引起大鼠的血压增高34。胰岛素抵抗在高血压的形成中可能超一个重要作

用。来自一项流行病学调查报告30，在高血压患者中胰岛素抵抗发生率为58．O％，

当高血压患者同时合并有葡萄糖耐量减低(IGT)或2型糖尿病、血脂异常时，其

胰岛素抵抗发生率达95．2％，高血压发生胰岛素抵抗的几率明显高于普通人群。

在不同种族中，有关胰岛素抵抗和高血压的关系的研究结果各不一致，在白

人和印第安人中二者有较明确的相关性，而在黑人中，二者之问无相关或表现为

弱相关31。0sei等在三个彳i同种族的人群中研究胰岛素敏感性与动态血压之间的

关系，发现来自加纳的移民、美籍非洲人与白人相比胰岛素敏感指数显著降低，

夜问动态血压下降幅度明显减小32邓。另外，高胰岛素血症和高血压存在着共同

的终点性疾病，两者同时存在时加重动脉壁的增厚、僵硬，动脉硬化的形成，发生

心肌管疾病和脑卒中的危险性明显增高35。另一方面，改善胰岛素敏感性可能使

血压水平降低，一些增加或改变胰岛素敏感性的药物，如二甲双胍、曲格列酮，

在提高胰岛素敏感性的同时，呵以使血压下降，支持胰岛素对血压的影响3”9。

但高胰岛素血症和胰岛素抵抗通过何种途径影响血压调节的机制目前仍不

清楚。人们一般认为①高胰岛素血症导致交感神经兴奋，心输出量增加，血管收

缩；②促进肾小管对钠的重吸收；③影响细胞膜内外离子转运，阳离子向细胞内

转移，引起小动脉平滑肌对血管加压物质的反应提高，血管收缩；④血管平滑肌

肥大，管腔增厚、僵硬；⑤血管扩张功能减低。

31
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胰岛素要发挥其生理作用，必须先与靶细胞上特异的受体结合。胰岛素受体

是细胞质膜中的一种糖蛋白。胰岛素与其受体结合后，激活酪氨酸激酶，经一系

列生物学作用，从而激活靶细胞内一些介导胰岛素发挥作用的酶，如糖原合成酶

去磷酸化后激活。因此胰岛素信号传导通路中任何一个环节发生障碍，都会引起

胰岛素抵抗，使血压升高。

近来有报道胰岛素受体(Ⅱ姻R)基因突变跟高血压相关。另外，Ba啪so报道

PP哝y基因的一个常染色体隐性的突变，会导致严重的胰岛素抵抗，糖尿病和高

血压40。这一些研究结果提示，胰岛素抵抗可以作为高血压研究的一个有效的中

间表型。

我们对大家系的研究发现该家系四组人群空腹血糖各组之闻的差别很小，无

显著性。各组中患糖尿病的比例也没有差别。但血浆胰岛素水平在直系高血压组

显著高于旁系正常血压组及直系正常血压组去除掉年龄和性别的影响后，这种结

果仍然存在。我们以胰岛素抵抗指数作为反映个体胰岛素抵抗状况强度的指标，

方差分析显示，直系高血压组Ln(m)水平显著高于旁系正常血压组，其余各组之

喇差别无显著性。以上结果提示，该家系的高血压患者相对于血压正常者存在着

一定程度胰岛索抵抗，这和许多研究的结果相一致。相比于该家系成员的配偶中

的高血压患者，这种胰岛素抵抗的程度并不严重。这说明胰岛素抵抗对该家系中

高血压患者血压的升高起到了一定的作用，但该作用并不强烈，不足以使该家系

成员的血压值出现明显升高，这样的促进作用在与该家系无关的其他高血压患者

中可能也存在。我们猜测，如果该家系存在着与胰岛素抵抗相关的一种或多种基

因的变异，那么这些变异所导致的表型的改变只对血压的升高起到一定的促进作

用而不是主要作用。

高向压与肾素一血管紧张素一醛固酮系统(RAAS)

人体对血压的调节涉及到许多系统，是一个完整而周密的整体，其中肾脏系

统困涉及的水钠的重吸收，是调节血压最直接系统，因水钠调节失调而导致的血

压升高过去有肾源性高血匿学说(涮lal meory)，’肾素一血管紧张素～醛幽酮系统

是肾脏调节血压的最重要的环节。

肾脏重吸收钠离子，绝大部分通过Nal依+交换、Na+一K’～2cL一、Na一一cL
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共转运来完成，只有约2％的钠离子通过位于髓质集合小管(conical∞llectiIlg

tubIlle ccI')的上皮钠通道(epimelial Na+ch锄d ENac)重吸收。而这2％却是

维持体内钠平衡的最重要的环节。EnaC的活性受到肾素一血管紧张素一醛固酮

系统的高度调节。当肾缺血或滤液中钠离子浓度降低，会导致球旁细胞分泌肾素

增加，血管紧张素原在肾素作用下形成血管紧张素I(A119 I)而后者经过肺、

肾等组织时在血管紧张素转化酶(ACE，又称激肽酶II)的活化作用下形成细叠

Ⅱ，AnglI再经酶作用脱去天门冬氨酸转化成加培Ⅲ。在m恼系统中AngII是最

重要的成分，有强烈的收缩血管作用，其加压作用约为肾上腺素的10～40倍，

而且可刺激肾上腺皮质球带分泌醛固酮，醛固酮同盐皮质激素受体结合，增加

Enac的活性，促进钠离子的重吸收，促使水钠潴留从而使血压升高。它还可反

馈性地抑制肾脏分泌肾素。RAA系统功能失调时高血压就会产生，然而，在高血

压患者中，血浆肾素水平增高者仅是少数，近年来发现组织中包括血管壁、心脏、

中枢神经、肾皮质髓质中亦有肾素．血管紧张索系统，它们可能在正常肾素和低肾

素高压的发病以及在高血压时对靶器官的损害起着重要的作用。

肾素一血管紧张素一醛固酮系统的每一个环节出现错误，都可能导致衄压调

节的失调，因而出现血压的升高或降低。RAA系统是目前高血压研究最关注的热

点，其与高血压关系的研究不胜枚举。同其他候选基因一样编码RAA系统各组

成产物的基因变异根高血压的关系也存在着人群及种族的差异，结果不一致。但

令人感兴趣的是一些研究除发现某些基因的变异或多态跟高血压有关外，还发现

一些高血压中间表型的改变。一些研究中报道AGT基因多态同血清中血管紧张

素原的浓度有关，这种浓度的变化从人群的水平上同血压有关系，较高的血清血

管紧张素原的浓度同较高的人群血压水平相关4144。研究还发现无论是血清中还

是尿中醛固酮的水平，具有AGT_6A突变者较AGT_6G者都要高一些”。也可以

见到ACE基因DD型跟血管紧张素II的活性有关的报道46。虽然没有肾素基因

的变异影响血浆肾素活性的报道，但许多单基因突变引起血压剧烈变化的综合征

中，血浆肾素活性的降低都是重要的表型。反过来，我们通过检测【缸浆肾素活性、

由浆血管紧张素原的浓度或血浆醛固酮等的浓度就可以提示：是否有RAA系统

的基因突变影响到该家系的血压变化。
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在所检测的RAA系统的各项指标中，我们没有发现在不同血压组有显著的

差别。提示该家系不存在黜蚣．系统的变异，或RAA系统的基因的变异对这些高

血压中间表型的影响较小，不足以在各组产生明显的差别，其对衄压的影响也可

能只在“微效”的范围内。
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小 结

在我们选择的高血压中间表型：脂代谢，胰岛素抵抗，肾素一血管紧张素一

醛囿酮系统的各项指标方面，在该家系直系亲属患高血压的成员与家系其他成员

比较差异都无显著性。以上的各项指标可能不是该家系成员高血压的特殊中间表

型。不排除编码以上各指标的基因可能也存在变异，但这些基因不是该家系高血

压的主基因，对该家系成员血压的影响只产生“微效”影响。
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第二部分高血压核心家系9号、12号染色

体上微卫星多态与高血压关系的连锁分析

背 景

原发性高血压是导致心脑血管疾病发病和死亡的重要的危险因素。我国高血

压患病率近年也有很大升高，因心脑血管死亡或致残的比例也在逐年上升。以往

的研究来看，遗传因素对血压的调节影响很大，但具体哪些遗传因素导致高血压

的发生还不清楚。

本课题组公茂莲博士对高血压大家系直系亲属94人进行了全基因组扫描，全

基因组387个微卫星标记选自Genelhon连锁图谱，平均杂合度为O．8。

多点连锁分析结果显示，在12号染色体短臂D12s1682位点得到LOD score为

2。82，提示有连锁存在，为了进一步验证所得到的结果，我们又在该家系居住地

附近收集了32个高血压核心家系，两组家系混合后，参数连锁分析显示LoD sc(，re

升到3．44(如图2一1)。

该结果强烈提示在该区域可能存在着高血压的致病或易感基因。并且该区域

同土耳其发现的一个单基因高血压位点的重合非常好(如图2—2)，该土耳其家

系成员表现为严重的高血压同时伴有短指畸形这一特殊的中间表型，而我们所调

奄的中国高血压大家系的成员不伴有这一畸形。该实验结果表明在12号染色体短

臂D12S1682位点附近可能存在着高血压的易感基因。

4l
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材料与方法

一．研究对象：

本次研究所纳入的高血压核心家系，为居住在北京顺义区奉伯乡的汉族农民

家庭。该区距离北京石景山区(本研究第一部分高赢压大家系来源地1约100公里，

本地农民居住稳定，流动性小。核心家系家庭结构同高血压大家系的分支核心家

系结构类似。结构示意图见图2_3，图2-4。共收集家系50个272人作为研究对

象。高血压诊断标准：按1999年WHO高血压诊断标准。核心家系中先证者必须

满足以下条件：(1)年龄大于15岁；(2)父母一方患病；(3)两个或两个以上同胞患

病；(4)无继发性高血压，如甲亢或急、慢性肾小球肾炎、肾盂肾炎、柯兴氏综合

征以及嗜铬细胞瘤引起的高血压；《5)无服用皮质激素史(女性无雌激素使用史)；

(6)三次非同日测量，静息收缩压(SBP)兰140玎1m}培和／或舒张压(DBP)≥90n蚰王Ig

或长期服用抗高血压药物者。

图2—3两代高血压家系示意图
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图2—4三代人高血压家系示意图

：二．调查内容：

(一)遗传流行病学问卷调查：

使用高血压大家系病例收集时使用的调查问卷：内容涉及被调查对象的

一般情况如年龄、性别、职业、劳动强度、受教育程度，家庭收入情况等；

生活习惯如吸烟、饮酒、近年来的饮食状况、参加体育活动的情况；心血管

病、糖尿病、脑卒中、高脂血症的家族史。问卷调查为调查员面对面直接询

问被调查对象并填写调查表，对于不能自己回答问题的老年对象由其直系亲

属(如子女)代为回答。

(二：)体格检查：

人体测量包括身高、体重、腰围、臀围；血压、心率、心肿听诊、心电

图及心脏超声。标准同第一部分

(三)实验室检查：

缸、尿常规，血清K+、Na+、a一血浆总胆围醇(Tc)、高密度脂蛋白

胆同醇(曲oC)、甘油三酯(TG)、血糖、尿糖、尿酸(uA)、肌酐(CR)。

测量方法同第一部分。

(四)质控措旌：

参加调查的调查员部分为参加过高血压大家系病例收集的医务人员，有
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多年心血管病预防工作经验，于调查开始前2周内对新、老调查员统一进行

培训，熟悉本次调查的内容、相关变量定义和临床检查项目，考核合格者方

能参加工作。衄压测量培训按世界卫生组织推荐血压测量录像带进行。对于

血压值处于临界状态的调查对象，在本次调查后3—6个月进行随访，多次

测量血压，以确定准确血压值。

(五)伦理学证据：同第一部分。

(六)数据录入：同第一部分。

三、实验方法

(一)酚．氯仿法提取外周血基因组DNA

1．0．5Illl 2％BDTA@{=7．4)5IIll全血，1800 rpm离心10分钟。

2．吸弃上清血浆，将血倒入50IIll离心管中，加入5倍体积的无菌双蒸水

25Inl，混匀。

3．室温下静置5～10分钟，1800rpm离心20分钟。

4．弃上清，加入10lnl生理盐水，2500rpm离心10分钟。

5．倒弃上清，重复4步。

6．倒弃上清，加入2ml生理盐水。

7．加3×MLB lml至2llll标本中，混匀，疆37℃水浴过夜。

8．加入3lIllT|is饱和酚，轻轻振摇，充分混匀。7000rpm离心5分钟。

9．转移上层水相至另一15lIll离心管中。

10．加等体积Tfis饱和酚，重复8、9步。

11．加等体积氯仿：异戊醇(24：1)，按8、9步抽提。

12．转移上层水相，重复11步。

13．将上清转移至一15nll离心管中，加l／10体积的3M乙酸钠QH=5．2)混匀

后，再加2．5倍体积的冷无水乙醇混匀，放．20℃1hr。

14．7000rpm离心5分钟。

15．倒弃上清，沉淀加入70％乙醇0．5mlo

16．8000rpm离心lO分钟。

17．倒弃上清后，沉淀(DNA)用100或150埘TB溶解，移入O．5m】离心管，

45
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置于4℃保存。

f二1 DNA的鉴定和定量

1．取溶解后的DNA溶液1越，加蒸馏水到100 m，以蒸馏水为空白对照，在紫

外分光光度计上测定OD260、0D280和oD230。

2．DNA的鉴定：0D260／0D280>1．7，OD280，oD230>2．O，说明DNA纯度合

格，否则需要重新提取。

3．DNA的定量：D小tA浓度(ugml)=o】D260×5。

(三1DNA的贮存：

提取后的DNA均溶解于TE溶液中。每一个样品都贮存在1．5ml Eppendorf

管中，上面注明样品姓名、编号等资料。每管所加TE量应根据管中提取的DNA

量来确定。根据每管DNA的浓度，取少DNA溶液加蒸馏水至100lll，稀释浓度

为10ng／m，表明工作液，贮存于一4℃，实验时取用。其余DNA样品分装后长期

保存于．70℃。

f四1基因组扫描：

1．创建Matri】【文件：

在ABI 377测序仪进行基因组扫描时，测序仪会收集样品的荧光信息形成

“胶图”供分析使用，为了减少胶图的本底值，在基因组扫描工作进行前，需要

先做一个Mat血文件来减少不同荧光物质之间可能的相互干扰。在使用⋯台新的

测序仪，或进行一项新的GencscaIl工作时，生成一个新的Mat瓜文件是必须的，

因为不同厂家或不同批次的荧光标记，在荧光的波长或光谱特性上可能稍有差别，

另外不同浓度和组成的聚丙烯酰胺凝胶也会对荧光的分析产生影响，所以需要用

新的Mat淑文件来进行校正。

不同的荧光组合需要用不同的荧光物质来完成Mat血文件制备。本研究中所

使用的引物标记的是蓝(EAM)、黄(髓X)和绿(耶玎)三色荧光物质，DNA

标准分型片段(Size Standard)采用的是Genescan．1AMRA350，所有制各Matri】(

文件选用6．FAM、皿x、TET、1：蝴RA四种标准荧光物质fMa仃投standardl。

将四种标准荧光物质各1．8u1分别与1．Olll的上样缓冲液混合，混匀并离心后

95℃变性5分钟，然后加样。每一个泳道加一种颜色荧光标记的样品。加样完毕
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后，在ABl377测序仪上使用4．5％聚丙烯酰胺凝胶电泳2。5小时(选用恒压3000V)。

电泳结束后，对收集到的信号进行分析，形成Manix文件，存盘备用。以后每

次电泳时，调用该Mat血文件进行校正。

创建Ma廿i】【的示意图见图2—5：

毫

。圉l-_瓶哺|} l

酣{啪由证 l
。

i轴州蛔一●I

C阳贰lng a Iq删

图2～5 Ma缸讧文件创建的示意图

2．聚丙烯酰胺凝胶电泳

(1)、正式电泳前先要铺制4．5％浓度的聚丙烯酰胺凝胶，每次电泳后用软布

蘸洗洁精仔细清洗测序专用无荧光硅化玻璃板，尤其应将扫描区洗干净，晾干，

备用。

(2)、取25ml 4．5％聚丙烯酰胺溶液倒入一个干净小烧杯中，加入TEMED溶

液15l‘l，10％APS溶液125嬲，摇匀，用注射器吸取丙烯酰胺，应避免出现气泡，

尤其是扫描区内。

(3)、将玻璃板装入377测序仪。上F电泳槽分别加入700ml 1×113E电泳

47
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液，预电泳15～20分钟，待胶的温度上升至至少42℃以上才可以加样f使用专用

的测序仪上样的八道加样器)，之后进行正式电泳。电泳的参数设置值如下：

电压：3000V 电流：60IIA

功率：200W 激光功率：40Inw

由于反应用的四种荧光物质是FAM、班Ⅸ、NIm、髓胁，因此电泳时
M0dllle应选为D，即PIa_呛aleck D，GS PR36D．24_00，GS R哑36D．2400，所用梳

子为鲨齿梳，电泳收集时间为2以．5小时。

加样前要先对上样液进行变性处理：取1．8m上样缓冲液，加1．0“l PcR产物，

混匀，95℃变性5分钟，使DNA双链充分解开。变性后立即将样品浸于冰盒中

准备加样或置．20℃冰箱保存，以使PcR产物始终保持在低温状态，避免复性。

加样过程中样品也应浸于冰盒中。

加样时取l一1．5埘体积经过变性的上样液，用八道加样器缓慢加到各泳道。

一般先加一半样品，电泳2分钟后再加另外一半，这样可以避免泳道混淆不清，

有利于数据处理。

3．数据的收集分析

启动与测序仪连用的计算机系统(Madntosh操作系统)，可以自动监测电泳过

程，将电泳过程以胶图(如图2—6)的形式记录下来，并直观地将每一产物的产量

及分子量大小用曲线峰谱表示出来，使用相应的软件系统可将电泳检测到的数据

进行处理。Gen韶can软件可以对电泳检测到的数据进行分析。PcR产物片段的

大小是通过分子量内标确定的。信息核实无误后，即可将其转入Genotyper软件

进行基因分型。每一样品基因型可以用1，2，3⋯或PCR片断长度大小标记。产

生两种类型的基因型，即纯台子或杂合子(如图2—7，2—8所示1。
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55 Ye№w 237

图2—6荧光电泳胶图

61 ye¨Ow 256

图2—7纯合子示意图

图2—8杂合子示意图
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4．微卫星多态标记的选择：

根据GeIlBank数据库中公布的Ge∞thon微卫星标记，在D9S1768和

D12s1769号染色体位点附近，在9号和12号染色体上分别又选择了10个和11

个微卫星标记位点(表2—1)。相比于CⅢc微卫星标记数据库中每两个标记之

间的平均遗传距离为12cM，以4核苷酸重复序列(te仃a)的标记为主，1996年

公布的Gene廿lon微卫星标记数据库覆盖整个人类基因组，每两个标记之间的距离

为0．7cM，由2核苷酸重复序列(di)组成，更适合于基因组的精细扫描。

表2—1 9号12号染色体上微卫星多态标记

染色体 位点 类型 杂台度 间距 片断范围

9号

12号

D9S1779

D‘9S1813

D9S1871

D_9S288

D9S1810

D9S1686

D9S1852

D9S281

D9S1849

D9S230

D9S勰6

D12S358 di 77

D12S364 di 61

D12S1715 di 59

D12S363 di 61

D12S1669 di 81

D12S1682 di 77

0．1

8_3

8．8

8．8

10，4

12．52

13．62

13。62

14．52

14．78

16．82

26．23

30．60

35．52

36．06

36，06

38．50

124—1“

226—264

143．173

124一140

202．214

120．140

214．226

188．212

219．247

251，281

139．165

238．270

299．315

234．256

205．215

93．117

123—16l

D12S1654 di 60 4L55 183．189——’————————————。———————————’——————’————”————————————～————————⋯
邸∞醯斟"弱甜的配缸盯

m

m出．弓m．弓

m凼

凼

m

m
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5．引物的合成：

确定以上微卫星多态标记后，由鳢氍妇嗵塾鲴照!Q型，获得PCR反应所需的

引物序列，每条正链引物5’端分别用蓝(FAM)、黄(衄x)和绿(TET)三

色荧光物质标记(表2)。由上海生物技术工程有限公司合成。由荧光标记的引物

所引导的PcR反应产物亦带有荧光，可以被荧光测序仪所识别，并通过微卫星荧

光标记一基因扫描及分型技术，将产物的片断大小及基因型以不同的峰型表示出

来，由识别软件来识别。

表2～2．9号12号染色体上微卫星多态标记的引物序列

位点 荧光 引物序列(5’一3’)

D9S1779 RUⅥ hn=CCC玎BCCAG懈CA“jIB
撕曲饿A(姻a[℃c(卫c(珏8Q(翔。T

D9S1813 唧 k^dGGGOCnXXl^CTB虬蛆Ac

蛊ight—瑚[胤arA乜蛆A刚LAccrGG
D9S1871 聊 h矗弓AI=1睛TH订TGGAGoCAGG

Right-1m蚺crr兀BGGGAc脚3从
D9S288 唧 ￡越=AOCAAoCII【)UKIAGGG

Right=～蟠巳虹．。凸蟠|AAJ僦CA
D9S1810 哪 I七R=CI．(MC^GCAGAIjC艘C

Ri曲扭。愀础诅A∞11T酗盯ⅪrGA
D9S1686 HEX k丘zAAA敝GB钆铂AGCAGAGATCAG

Ri曲t-1啊队oⅨ疆K呵rGG凹脚A
D9S1852 FAM LefI：GA戌r(埴CAAC蓖瞄。CACCCAC

Ri曲t=(谴～K瑚限a盯兀胤∞^研雠册
D9S281 HEX k昭CaⅪG‘强GG∞鼬妍

Ri曲忙甜m惦G．兀姗棚瑚T1TmGGc
D9S1849 HEX I七：丘=ACI-疆埚LGC《K181啪筐几m

Ri窨ht=(瓶G～缸影哺cAOcOA丸虹cAcAcrG

D9S286 RⅥ证 Le排-1∞AGTGCGCn》撇
Ri曲t列AccACcTAc加眦

51
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D9S230 唧 L朋=GC“执CAGCAGAOCA托C

Ri曲t=GcAAGI强Am址田盯兀．册GTBA
D12S1715 FAM LeR刮射a蛆Tn’1THX玎℃GCr

础曲僦AGGl口旧罔旧GAcr
}Dt2s363 Rd蝴 Left=G^鹊GGTGGc^TcTcT

Righ忙CTCAAATGAA^TCAGC—弘AA
D12S1669 髓X kfI=《n僦GCr】fCAGCm

Right《c兀D∞A舡℃AGo晰m妍
D12S1682 R～M hm划GGGACAAGAGH甜BACr】ⅪG

础庐矧c(Z旺蛆卫黝枷舢址娜AAGc
D12S1654 BUⅥ L酣【_AGCI_Ij虹T11MCC兀BGAA

砒ghtzGcGAGm蛆TE^耵BKTrr

D12S1688 E～M I上砾《屺ACAGr甜^aG戌r^GAOA【．c眦
m曲t划蚺n11[．0阳卫ⅪDc('Aa硼1℃

D12S1591 E、M ktt=《}(=GCr]nB．D“X却阳_r瑚CArIT

Right《}AA{珀-cGl广rG‘粥T(}A加℃

D12S1617 E^M h卿纠吣X)C叮GA00000eAC册

Ri曲硝【’GGGc^^cITGG觚^^G^^^c^

D12S364 聊 I卫丘《CA(玎℃CH玉钆“》岛aC

Right《℃cIbG～蟠mcCc加旧

D12S358 HEX h舡oc(Tn咖A^AClllBG
撕曲t《配脚拍G朋盼脚黜OcGT

6．聚合酶链反应Polymerasc chain Re蒯on pcR)：
由于荧光测序仪对荧光分辨率极高，少许含有荧光的产物即可被识别，因此

对PcR产物的量要求不高，但对产物的纯度要求很高，因为在反应的解链和退火

过程中生成的非目的产物也带有荧光，即使量很少也能影响到测序仪的分辩识

别，造成判读的误差。因此我们在进行PcR的时候采用了T0uch—down PcR反应

和手工热启动的技术。

7。Touch．down PCR反应：

T0uch—DownPCR是～‘种PCR优化方法。它设汁多循环反应的程序以使相连

的循环退火温度由高逐渐减低，每一循环减低O．5℃，减到适当退火温度后再以

恒定的退火温度完成剩余循环。T0uch．Down PCR配合热启动技术可以得到更好

的效果。热启动是指PcR反应中使用含有热启动特性的DNA聚合酶。该酶需要

热启动才能激活(95℃10分钟才能激活酶的活性，无须加入抗Taq酶抗体)，没有
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热启动过程，则该酶催化性能不高，因此常温下PCR不会发生反应，提高了反应

的特异性。

8．手工热启动技术：

常用的热启动酶为AmplilnlqG0ld DNA聚合酶，该酶产量和特异性都很好，

但价格昂贵，我们在研究中采用了手工热启动技术，使用普通1她酶取得了类似

的效果。手工热启动是指将PcR的过程分为两步，第一步先将除1姆酶以外的反

应体系加热95℃变性8分钟，第二步在变性的过程中加入1她酶，这样．I她酶直

接加入95℃的体系中，减少了升温过程中非特异产物的生产，起到了热启动酶的

效果。

PCR反应在9700型PcR仪上进行，反应体系为10讲，使用50 ng基因组

DNA。反应条件为：先在95℃变性10分钟，随后进行42个循环，每一-循环包

括94℃变性30秒，56℃退火如秒，72℃延伸60秒。在前17个循环中，退火温

度由63℃开始，每个循环降0．5℃，至第18个循环退火温度达到56℃，其余反

应条件不变。扩增反应的最后，72℃延伸10分钟。每个96孔板中分别加入一个

对照标准品DN丸1347—02(源自法国a强H家系，即舳个3代多个体家系)。PcR

反应示意图见下图。

表2—3 PCR反应体系

名称

M92+

Bu＆r

dNTP

Primers

Amplinq

Template

原液浓度

25mM

lOx

2mM

5一l(kM

5 unitsml

50ll跏l

加样量(M1)

0．6

O．5

O．2

0．04Hl

0．04以

1

体系终浓度

3mM

，×

40HM

O．02～O．0她M

O．02U／lll

50 ngml
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Touch．Down PcR扩增条件：

+表示每经过一个循环温度下降O．5度。

由于各微卫星多肽的引物扩增效率不一一致，在PcR反应中，根据不同情况具体调

整起始退火温度或循环次数，取得满意的扩增产物。

PCR结束后不需经过任何纯化可以直接在377电泳仪上进行电泳(在多数情况

下会有引物二聚体形成，但其大小和目的片段相差较大，因此并不影响实验结果1。

f五)、统计学分析

核心家系成员按血压状况分为受累和非受累两组，两组间各血生化指标以

meaIl±sd表示，对于不符合正态分布的资料经正念性校正，两组之间均数的比较

进行t检验，统计分析使用SPSslO．O软件。

参数连锁分析使用s．A．GE 4．2／MOLD程序，对位于9号染色体短臂和12号

染色体短臂的各11个和lO个微卫星多态标记进行血压质量和数量性状的连锁分

析，计算Lod score值。

非参数连锁分析分别使用s．A．GE／SIBPAL2 4．O和S-A．GE／LODPAL程序：

对位于9号染色体短臂和12号染色体短臂的各11个和10个微卫犀多态标记进

行皿压质量和数量性状的连锁分析，计算Lod scorc值，将同胞对问经均数矫lI

的表型乘积与等位基冈共享的亲缘皱性(IBD)的乎均概率进行回归。

连锁不平衡分析：TDT／S．TDT比较受累与非受累同胞问基阕型的差异。
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结 果

～、高血压核心家系成员一般情况

表2—4．高血压核心家系患高血压和非高血压者一般情况比较

t：与No册otensive组比较有显著差别，P<0．05

所有家系成员I临床指标的检测结果见表2—4，计量指标均以均数±标准差

(埘【eaⅡ±s)表示。以sPssl0．O对血压、血糖、血脂，血浆尿酸水平进行正态性检验，

其中1、G、GLU和UA呈正偏态分布，对GLU和UA取自然对数后转化为正态分

椎，TG数值较小，许多数值小于1，直接取对数会出现负数，在两组间均数比较

时为避免出现负数故对所有家系成员血清TG值乘以10倍后再取对数，进行比较，

其趋势不变。

二、参数连锁分析结果

参数连锁分析采用S．A．GE 4．2皿ⅥLoD模块分别对9号12号染色体两个区域
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内11个和10个微卫星标记同高血压质量性状之间计算LDD s∞re，参数设定按

照大家系连锁分析时选取的参数设定，首先选取遗传模式选择为显性模式，致病

基因A和非致病基因a频率分别为0．14和O．86，显性模式下AA、Aa和aa的外

显率分别为O．7：O．7：O．02。结果如表2—2，表2—3，除D9S1849、D9S230、

D12s364三个位点未能计算出LoD sc0陀外，其余各位点LDD score皆为O，未

达到连锁所需的强度。调整遗传模式，增加隐性模式和共显性模式后，进一步分

析，隐性模式参数为O．14(0．99：O．2：O．2)，共显性模式参数为O．14(0．99：0．5：0．2)，

在以上参数下分析，都没有得到连锁所需的强度。

表2—5 9号染色体微卫星多态标记参数连锁分析结果

8：以上结果为显性模式，致病基因A和非致病基因a频率分别为0．14和0．86

显性模式下AA、Aa和aa的外显率分别为0．7，0．7，O．02时的计算结果
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表2—6．12号染色体微卫星多念标记参数连锁分析结果

t：以上结果为显性模式，致病基因A和非致病基因a频率分别为O．14和0．86

显性模式下AA、Aa和aa的外显率分别为O．7，0．7，O．02时的计算结果

i、非参数连锁分析结果

l、S．A．GE4．2／LODPAL分析结果

对12号染色体12p23区的10个微卫星多态与高血压及SBP和DBP分别以

s_A．GⅣLoD靴山进行连锁分析，以年龄，性别和劭m作为协变量进行调整。

S．A．G．目LoD队L基于受累同胞对连锁分析的设计，计算LoD score时无法将连

续性状作为变量，限于软件的限制，所以我们将SBP和DBP分别以140mmHg

和90mmHg作为切点，对SBP和DBP调整后进行分析，结果如下(表2—7；2

—8)；(图2—9；2—10)。除12号染色体d12s1654同SBP之间LoD score=1．048

达到建议性的连锁外，其余位点同高血压、SBP和DBP之间都没有达到建设性

连锁所需的强度。

2、S．A．GE4．2／SⅢP：AL分析：结果如表2—9，2一lO
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表2—7．12号染色体微卫星多态标记LODEAL分析结果

位点EHLOD score SBPLOD score DBPLOD score

D12S358 ⋯⋯一

D12S 1715 0．121391

D12S 363

D12S 1669

0．091289 O．001135

0．015547 0．178714

O。015547

D12S 1682 O．832204

D12S 1654 O．960617

D12S 1688

D12S 1591 0．525561

O。178714

O．648941

1．048001

0．468619

O．000000

O。000000

O-262303

O．103925

D12S 1617 O．040399 0．241869 0．000000

D12S 364 0．650241 0．647932 O．800231

表2—8．9号染色体微卫星多态标记LODEAL分析结果

位点 EH lod score SBPlod score DBPlod score一一⋯———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————一
D9S1779 0．365305 O．147587 0．194635

D9S1813

D9S1871

0．644970

O．638491

O．291999

0．375010

0．101976

O．152753

D9S288 0．004901 O．009764 0．047860

D9S1810

D9S1686

D9S1852

D9S28l

D9S1849

D9S286

O．000000

O．027385

0．473738

O．0【)0000

0．068817

0．035463

0．691289

O．124057

0．071904

O．361993

O．351264

D9S230 ⋯． ～． ⋯一

一～——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————一
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图2～9 12号染色体各位点uOD score趋势

图2—10．9号染色体并位点LOD score趋势
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D12S358
_o·0615

D12S1715
m·0071

D12S363
0·3494

D12S1669加-4737

D12S1682 0·1438

D12S1654 0·0947

D12s1688‘o．1289

D12S1591 O·1297

D12S1617-o·02s4

D12S364 ⋯⋯

0．7837

O．5399

0．4999

0．5000

0．0697

O．0718

0。9499

O．0562l

0．6433

—569．4237 O．8962

156．6828 0．3196

257．8893 O．2781

_419．4077 O．8718

60．9631 0．424l

482．5853 0．1428

48．1515 0．4394

311．4543 O．1735

．388．3624 O．8813

—99．9482 0．8489

30．7842 O．3377

32．5254 0-3670

—43．2199 O．7047

-0．6240 O．5036

81．4824 0．1997

24．1710 O．3636

123．5469 0．0477

．134．9924 O．9661

D9S1779⋯⋯

D9S1813 ’0-0583

D9S1871 m·1656

D9S288
’0·0772

D9S18lO
’0-0390

D9S1686 。0·1278

D9S1852
O·1504

D9S281
O·1829

D9S1849
D·1476

D9S286
O．02勰

D9S230 一⋯

O．6687

O．9272

O．6909

0．6192

0．8576

O．1砷6

0．0582

0．1169

0．4149

-143．5199 O．6605

—140．4149 0．6893

181．1698 O．3216

-424．9010 0．9043

-169．3992 0．7166

593．2507 0．0651

77．7050 0．3930

222．9686 0．2374

-302．9166 O，8479

90．1518 O．2099

—70．6254 0．7749

26．903l 0，4173

-81．7085 O．7765

—97．7552 0．8373

114．4672 0．1822

33，9025 0．3607

66．6824 0．2574

—148．6397 O 9349
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讨 论

本研究分别使用参数连锁分析和非参数连锁分析对位于9号染色体短臂9p24

区和12号染色体12p12．2区域内的11个和10个微卫星标记与高血压及SBP和

D】弹进行了分析，没有发现该区域内的微卫星标记与高血压或SBP、DBP之间有

连锁或传递不平衡的证据。

(一)研究区域的选择：

自1999年Krashkal等1在美国白人原发性高血压家系完成第一个全基因组扫

描进行高血压易感基因定位研究后，全基因组扫描作为一种全新的策略被广大从

事高血压病因研究的科研人员所接受。在不同人群中基于全基因组扫描的高血压

易感基因定位的研究成果陆续报道出来撕。妇删的研究中定位了四个与高jln
压相关的区域涉及到四条染色体(2p22．1-p21，5q33．3·q34，6q23．1一q24．1，

15q25．1．q26．1)，这些区域该包含了钙调蛋白、钠．钙交换蛋白、alB．肾上腺素受体、

多巴胺受体、肌浆网磷酸受钙蛋白、雌激素受体、氨肽酶N基因。到目前为止，

基因组扫描研究的结果涉及到人类全部23条染色体7—23。其中关于中国人群的研

究，2号、3号、5号、8号等染色体的某些区域与高血压或血压数量性状之间呈

连锁阳性的报道较多24—29。关于12号染色体上有高血压易感位点的报道较少，

而且集中于符合孟德尔常染色体显性遗传的高血压30。关于9号染色体与高血压

或血压数量性状之间有连锁关系的尚未见报道。本研究所选择的两个研究区域分

别位于第9号染色体短臂9p24区和12号染色体12p12．2区。这两个区域的选择，

来源于本实验室另外一个课题小组对一个高血压大家系进行全基因组扫描的结

果，该大家系即本研究第一部分所探讨的来源于北京石景山区的高血压火家系，

令基因组扫描工作在德国柏林分子医学中心(MDC)的两个独立实验室完成。扫

描工作分两步完成，第一步选择了高血压大家系直系亲属94人做为研究对象，

全基因组选择387个微卫星标记进行全基因组扫描，初筛的结果显示有别于既往

中幽人群的研究结果，2号、3号、8号等染色体皆没有阳性位点出现，而在9号

和12号染色体上届示有建议性连锁区域出现，其中9号染色体连锁区域为9弓

短臂2区4带9p24，峰值在d9s18lO，多点连锁分析lod score为1．58。而12号

61
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染色体连锁区域为12号短臂1区2带12p12．2，峰值在d12s1682，多点连锁分析

lod score为2．85。第二步，在第一步的基础上，又在该大家系生活的及附近的村

子里又收集了32个核心家系，对该两个区域扫描后进行连锁分析，结果显示

d9s1810 lod score未见增加，而d12s1682 lod score增至3．“，呈现出较强的连

锁关系31。

考虑到以上结果主要是在一个高血压大家系的基础上得到的，而且该研究后

增加的核心家系也同该家系生活在同一地区，彼此之间是否具有遗传学上的联系

无法明确。因此该结果是否在中国北方人群高血压的遗传信息上具有普遍意义，

或者仅仅是该高血压大家系所特有，我们无法得出明确的结果。为了验证以上研

究结果我们又在距离该家系居住的石景山区有100公里左右的顺义地区的农村收

集了50个高血压的核心家系，增加了微卫星标记的密度，对上述两个区域进行

研究，目的有两个，一是验证上述研究结果是否在我国北方人群中具有普遍意义，

二是通过增加微卫星标记的密度，使两个微卫星标i已之间的遗传距离小余2cM，

提高研究效率，以便精细定位。

(二二)扫描结果的分析：

我们在9号染色体短臂9p24区域内，d9s1810附近约15cM的范围内，选择

了11个微卫星标记，使得平均遗传距离小于1．5cM。在12号短臂12p12．2内，

d12s1682附近约18cM的范围内，选择了lO个微卫星标记，平均遗传距离小余

1．8cM。一般情况下，两个位点在遗传距离上不超过10cM，它们之间如果存在连

锁关系，是能够通过连锁分析发现的。在遗传距离小余2cM这样短的距离下进行

连锁分析，发现阳性位点的效率是很高的。

我们对上述两个区域扫描后，经过连锁分析，没有发现达到具有建设性连锁

强度的位点。

在大家系的连锁分析中，采用了参数连锁分析，由于要验证大家系的分析结

果，所以我们首先采用了参数连锁分析的方法对9号和12号染色体进行分析，

所选取的参数同大家系分析时采用的一致，遗传模式选择为显性模式，致病基因

和非致病基因频率分别为0．14和0．86，显性模式—F的外显率分别为O．7，O．7，0．02。

在以上参数下，以SA．GE 4．2，MOu)进行多位点参数连锁分析，9号和12号染
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色体的两个区域内的各11个和10微卫星标记都没有得到连锁的证据。引入隐性

模式和共显性模式，并调整外显率后，对上述位点重新分折，也没有得到连锁的

证据。通常情况下，参数连锁分析对具有明确遗传模式和致病基因频率以及外显

率的单基因遗传病有很高的统计效率，对于有明显主基因效应的多基因遗传瘸，

也能够发现建议性或紧密的连锁证据，从而找到明确的易感基因或易感位点。对

于病因复杂的多基因疾病如高血压、糖尿病等，其致病原因十分复杂，除遗传因

素外，受环境因素的影响也很大。单就其遗传学病因来说，不符合孟德尔遗传规

律，可能是很多“微效基因”的联合作用，没有明显的主基因效应，很难估计参

数连锁分析所需的各种参数。而且参数连锁分析主要针对符合孟德尔遗传规律的

疾病所设计，其遗传模式仅有显性、隐性、共显性等几种模式，对复杂性状疾病

来说过于简单，因此，在以参数连锁分析的方法对复杂性状疾病进行检验，检测

到连锁的效能大大降低。

为了解决参数连锁分析对复杂性状疾病分析效率低的问题，上世纪七卜年

代，H勰em姐和Elston发布了不需要设定遗传模式的非参数连锁分析方法32，该

方法基于同胞对研究所设计，并可对疾病的数量性状进行研究33。

我们首先以s．A．GE 4．狮DD队L对9号和12号染色体的两个区域内的各11

个和10微卫星标记同高血压进行连锁分析，计算LoD score，两个区域内21个

位点同高血压之间都没有连锁关系。随后，我们又对两个区域内的微卫星标汜同

SBP和DBP之间进行连锁分析，除12号染色体d12s1654同SBP之间LDD score

=1．048达到建议性的连锁外，其余位点同SBP和DBP之间都没有获得连锁的证

据。需要指出的是，由于S．A．GE 4．2软件的限制，我们目前所能得到的免费的

s．A．GE 4．狮DDPAL模块无法对数量性状进行分析，I型此我们将SBP和DBP分

别以140mmHg和90mmHg作为切点，对SBP和DBP调整后进行分析。所以分

析结果不是两个区域内的微卫星标汜同SBP和DBP数量性状之问的连锁关系，

而是微卫星标记同收缩期高血压和舒张期高血压质量性状之间的关系。从上述分

析的结果来看，d12s1654同收缩期高血压之间有一个LOD score约为l的弱的连

锁提示。由于该连锁的LoD score较低，其意义的大小较难评价，有待于适当增

加研究家系的数量后，再进一步分析，如果随着家系数量的增加，该LoD score也
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逐步增大，那么该位点则可能是一个有意义的提示，否则，可能为假阳性结果。

sAGE4．2，sm鼢L对核心家系中的同胞对进行分析，me锄test检验同胞对

间对等位基因共享的一致性， 多点分析结果显示在12号染色体d12s1591、

d12s1654和d12s363三个位点在不一致性同胞对(受累同胞和非受累同胞组成的

同胞对)共享两个等位基因的频率与孟德尔分离分析期望值的差异有统计学显著

性，P=0．0296、P=0．0096、P=O．014，其余各位点频率的差别无显著性。而在

一致性受累同胞对(受累同胞组成的同胞对)和一致性正常同胞对(非受累同胞

组成的同胞对)间共享两个等位基因的频率与孟德尔分离分析期望值的差异都没

有统计学差异。等位基因共享的亲缘一致性(mD)分析的基础上，我们进一步调整

了同胞对间的年龄、性别和BMI之间的差异，分别以高血压质量性状和SBP、

DBP数量性状作为性状参数进行回归分析，t嘣t regre黯ion分析结果显示，包括

d12s1591、d12s1654和d12s363三个位点在内，12号染色体12p12．2区域内的10

个微卫星标记位点同高血压和SBP、DBP之间都没有连锁关系。对9号染色体的

分析显示一致性受累同胞对、一致性正常同胞对和不一致性同胞对间共享两个等

位基因的频率与孟德尔分离分析期望值的差异都没有统计学差异，tfait

坨gfession分析也没有发现9号染色体9p24区域内的11个微卫星标记位点同高

血压和SBP、DBP之间有连锁的证据。

因为d12s1591、d12s1654和d12s363三个微卫星标记位点在亲缘一致性(mDl

分析中，不一致性同胞对问在共享两个等位基因频率与孟德尔分离分析期望值的

差异有统计学差异，该结果和tmit-rcg嘲喀ion分析结果不一致，所以我们又对这

三个位点同高血压质量性状之间进行了传递不平衡检验㈣，Ⅱ)T检验结果没
有发现三个位点与高血压性状有传递不平衡的证据。

相对于传统的连锁分析仅能对易感位点和性状之间的连锁关系进行检验，传

递不平衡检验(rm∞可同时对候选基因进行关联和连锁分析，因而具有更高的灵

敏度，结果不受群体混杂或分层影响。如果能在连锁的基础上经过传递不平衡检

验的验证，其结果将更可靠，是目前对连锁分析良好的补充，其在基因组扫描中

的应用越来越广。

通过上述参数连锁分析、非参数连锁分析和传递不平衡检验3类统计分析的
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结果，可以看到，对于9号染色体9D24区域内的11个微卫星位点，我们的结果

同大家系的分析结果较一致，没有发现与高血压存在连锁的证据。但对于12号

染色体12p12．2区域内的10个微卫星位点，3类统计的结果有一定的差别，SA．GE

4．2／LoDPAL发现d12s1654位点同SBP存在建议性弱连锁，同时等位基因共享的

亲缘一致性(mD)分析显示d12s1591、d12s1654和d12s363存在共享等位基因频

率的差异。而S．A．GE 4．2／MOLD、SAGE4．2／SⅢⅣ山trait regrc姻ion和TDT检

验未发现该3个位点存在与高血压连锁的证据。

从以上分析结果中，基本可排除在9号染色体9p24区域内有与高血压存在

紧密连锁的易感位点。我们无法明确验证在12号染色体12p12．2区域内有与高血

压存在紧密连锁的易感位点，对该区域下一个明确的结论，为时尚早。
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小 结

1．9号染色体9p24区域内的11个微卫星标记位点同高血压或sBP、DBP之间不

存在连锁关系或传递不平衡关系，基本可认为在中国北方人群中该区域内不

存在高血压易感位点或基因。

2．虽然未证实12号染色体12p12．2区域内存在有与高血压或sBP、DBP之间有

紧密连锁关系的位点，但不能完全否定该区域存在高10l压的易感位点或基

因，还需进一步的工作来验证。
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高血压遗传学研究的进展

高血压是一种常见的复杂性状疾病，血压的调节是一个涉及到人体多个系统

的复杂工程，因而导致高血压的原因也十分复杂，尚未阐明。目前认为高血压是

由多种遗传因素和多种环境因素以及基因一基因间，基因一环境间相互作用的结

果。

对高血压遗传学研究从人们认识到血压对人体有影响起大约有一个世纪的

时间，1923年，weitz报道在一些家庭中有连续两代人有高血压史，这是关于高

血压的最早的家庭聚集性的报道1。关于高血压遗传性的最著名的争论是上世纪50

年代发生于Robert Platt和George Pickering爵士之间。Platt基于weitz等人

的报道认为高血压是一种(或一系列)明显的符合孟德尔遗传模式的疾患，而

Pickering从人群的血压资料认识到遗传因素是高血压的一种重要的因素，它贯

串于整个血压调节中，而高血压只是整个血压范围这个连续性状中极端的表现而

已，直接定义高血压等位基因显得过于激进了。从广义的角度来看，两人都对了。

在随后的研究中⋯些符合孟德尔遗传模式的高血压陆续在分子水平得到证明，而

符合单基因遗传的高血压在人群中所占的比例却是微乎其微的，它不能对人群中

占绝大多数的高血压作出解释。

这场争论过去50年了，回顾这50年中，遗传学、分子生物学技术取得了飞跃

性的进展，特别是上世纪末人类基因组计划的实旌和完成，更为人们研究高血压

等复杂性状疾病的遗传学机理奠定了坚实的基础。研究手段也得到了很大提高，

遗传标记已从第一代的限制性内切酶片段长度多态性(RF")发展到第二代的短串联

重复序列str(也称为微卫星)到第三代的单核苷酸多态性(sin西e nudeotide

polymoIphisms，sN_Ps)，可以更精细的定位遗传变异，帮助克隆易感基因。研究策

略电发展出了关联研究、连锁研究等，目前利用SNP进行全基因组关联分析的研

究也已兴起，预计在随后的几年中将逐渐成熟。
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伴随着技术的飞速发展，对高血压的遗传学研究也取得了一定的进展。我们

认识到遗传因素的影响在高血压的发病中占到30％一50％2，只有极少数的高血压

是由单个或少数基因的变异而导致的，而大多数的高赢压是许多微效基因共同作

用的结果，既来自多个位点大多数微效基因在群体中发生频率都很低，它们之间

相互作用，通过数量性状的剂量一效应关系，使血压升高，达到疾病发生的临界

阈值，而共同决定了高血压的遗传易感性。但这些进展无论从发展速度还是人们

对这些研究的期望上都是难以令人满意的。

高血压既作为一种独立的疾病影响人们的健康，同时又作为脑卒中、冠心病、

心功能不全、肾脏疾病等多种疾病的重要危险因素，对其发病和预后都有十分重

要的作用。我们研究脑卒中、冠心痛等疾病的病因和预防，高血压是一个无法回

避和跳跃的重要阶段，同时高血压病因的阐明，也会给脑卒中、冠心病等疾病的

研究带来革命性的成果。深入探索高血压病因，从分子水平开展高血压致病或易

感基因研究是十分重要的现实课题。现将高血压遗传学研究方面的进展作一综

述。

一、 单基因突变引起的高血压

虽然高血压遗传学病因的研究成果不能让人满意，但如果单单就符合盂德尔

遗传模式的单基因突变引起的血压调节失调来说，在最近的一二十年中还是成果

辉煌的。这一切得益于分子生物学技术的飞速发展，使得高通量的基因组扫描能

够进行，短期内可以处理大量的标本。结合连锁分析的进一步完善，迄今为』卜，

已有17种符合孟德尔遗传规律的导致血压调节失调的致病基因被定位或克隆。其

中导致高血压的有8个，导致低血压的有9个。尽管这些单基因突变引起的高血压

在高血压人群中占的比例很小，但这些致病基因的识别为高血压易感基因研究提

供了线索。当然，特殊类型继发性高血压基因研究并未结束，发现新的致病基因、

阐明基因突变与高血压发病问联系，探索基因治疗方法等都有待进一步努力。

值得人们关注的是，在已发现的这17个基因中，几乎都是通过肾途径来影响

血压调节的。其突变改变了钠的再吸收，功能获得性的突变导致盐的再吸收增加，

丽使血压增高，最终导致高血压，功能丢失性突变导致盐的再吸收减少而使血压

降低，最终导致低血压。从这个角度来看，导致低血压的突变通导致高血压的突
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变一样能给我们对高血压易感基因的研究提供线索和提示。

1．皮质激素抑制性醛固酮增多症(Glucocomcoid嘲nediable aldostemIlism

GRA)：醛固酮合成酶(醛固酮生物合成的限速酶)基因突变，8号染色体不等交换

产生一个11且羟化酶基因和醛固酮合成酶基因的嵌合基因，此突变使醛固酮

合成酶活性增高，可导致糖皮质激素抑制性醛固酮增多症。GRA为常染色体

显性遗传病，其主要临床表现为高血压、高醛固酮、低肾素3一。

2．表征性盐皮质激素增多征(Apparemm沁ralocomcoid cxcess，』地仍)：11 0羟类

固醇脱氢酶(11 B HsD)基因：该基因突变可导致表征性盐皮质激素增多征。

先天性1l 8 HsD缺乏是常染色体隐性遗传病5一。到目前为止，已在15个AMB

患病家系中找到了11种不同的11 B HSD基因突变型。

3．妊娠期加重型高血压：盐皮质激素受体(M‰ralconicoid Reccptor MR)突变，

该突变发生在盐皮质激素受体的配体区导致常染色体显性遗传性高血压，以

妊娠期高血压加重为主要标志7’8。

4．Liddle综合征：敏感性上皮细胞钠通道p、Y亚单位发生突变，该病为常染色体

显性遗传病。9，10

5．Gordon综合征：为常染色体显性遗传病，与肾脏离子转运有关，该病基因最近

已被定位在1号、12号和17号染色体。11·12

6．高血压伴短指综合征：schuster等在土耳其东北部一家族中发现一常染色体显

性遗传疾病，患者有短指畸形(brachydac哆ly)，伴严重高血压。该病基因已

定位于12p11．2．12．2区域1 3'14。

7．过氧化物酶增殖·活化受体gamma(Peroxisome proliferato卜activated receptor

斟nma PPAR叮)突变：伴有胰岛素抵抗综合征的高血压，对利尿药敏感”。
．、与高血压相关的候选基因

从1992年Jeunemaitrc等报道血管紧张索原基因多态性与赢血压相关16，开

创了高血压基因多态性关联研究的先河起，此后这类研究在国内外广泛开展，相

关论文不计其数。迄今为止被提出的高血压相关基因有150种之多。它们涉及到

血压调节的方方面面：肾素一血管紧张素一醛固酮系统，交感神经系统，下．丘脑

一垂体轴、内皮素、利钠肽、激肽释放酶一激肽系统、类固醇激素、前列腺素、
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生长因子、激素、骨架蛋白、黏附分子、细胞内信使、脂致代谢、糖代谢、载脂

蛋白、离子通道和转运载体等17。

1．肾素一血管紧张素一醛固酮系统

血管紧张素原(AG．I)基因

定位于人染色体1q42-43，基因组序列全长12kb，包含4个外显子和4个内

含子，是单拷贝基因。是第一个被报道同高血压连锁的基因，也是目前研究最深

入，最有希望被证实为高血压易感基因的基因。1992年Jeunemai仃c等首先在原

发性高血压家系中使用受累同胞对的方法(A髓cted sib_pa锄发现AGT基因

M235T多态性与高血压连锁，随后国内外学者对AGT基因进行了大量研究，又

发现T174M多态性也与高血压连锁。近年的两个荟萃分析：一个分析了11个研

究5493个研究对象，另一个分析了69个研究27906个研究对象，两个研究都得

出结论发现AGT基因M235T多态性与高血压的危险增加有关系18，”。这样的结

果在随后的高血压候选基因的连锁或关联研究中被证实舡22，同一时期在不f司的

人群中一下研究却得到了相反的结果23烈。另外，高血压和血清血管紧张素原水

平都被发现同AGT基因235T及174M变异有关16。AGT基因M235T多态性，

本身没有任何功能性改变，但同其启动予区G．6A突变存在完全连锁不平衡，相

对于．6G等位基因，在基因表达的研究中，发现．6A突变能增加AGT基因的表达，

并且同高血压显著关联25。而由美国国立肺心脏血液研究所ⅢHLBD进行的大样

本、多中心的研究报告，AGT基因G．6A突变与M235T多态与血压水平可能无

关”。一些研究中报道AGT基因多态同血清中血管紧张素原的浓度有关，这种

浓度的变化从人群的水平上同血压有关系，较高的血清血管紧张素原的浓度同较

高的人群血压水平相关27，28。研究还发现无论是血清中还是尿中醛固酮的水平，

具有AGT-6A突变者较AGT-6G者都要高一些29。不同人群和种族的大量研究结

果没有得出一致的结论。究竟它们之间真实的关系如何，还需进一步进行大样本、

多种族及与其他基因的关联研究才能确定。

肾素一血管紧张素一醛固酮系统其它基因：
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血管紧张素转化酶(ACE)基因：人AcE基因定位在染色体17q23，在16号

内含子存在插入型(Insemon，I)或缺失型(Dele垃衄，D)多态性。血清ACE

水平与AcE基因多态往之间有显著相关性，在不同AcE基因型人群中依次为

DD>DI>II型。在人类，有关ACE基因多态性与高血压病关系的研究结果不一

致。

血管紧张素II 1型受体(棚)基因：人衄1受体基因位于染色体3q22，在人
AⅡ受体基因已检测到5种基因变异体，其中All66c基因多态性似与高血压有关。

然而有的研究不能证实舢r1受体基因位点与高血压有关，而且上述基因多态性并

不改变ATl受体的氨基酸序列。AcE及An受体基因多态性分析发现，同时携

带ACE～DD型和ATl—C等位基因者发生心肌梗塞的危险性最高。另‘、一对于

A(押及AcE基因多态性研究发现，同时携带AGT～TT及Ac雹一DD者与分别

带一种基因多态性相比，前者与心肌梗塞关系远比后二者密切，由此可见基因多

态性联合分型可能比单一分型更有价值。

2．影响离子转运活性的基因突变

a—Adducin基因(ADDl)

Adducin是组成细胞骨架的一种蛋白，以二聚体@、融或四聚体(叫p6)的形式

存在，Adducin可以影响细胞膜上Na+．K+ArP酶的活性。编码伍．adducin(ADDl)

的基因定位于人类4号染色体4p16．3，全长约85kb，由17个外显子和16个内含

子组成。编码p．adducin基因定位于人类2号染色体2p13．14，由13个外显子和

12个内含子组成。

Adducm基因突变同高血压的关系最早来源于动物实验，在对米兰高血压大鼠

rMHSl的研究中，发现a．addudn第316位氨基酸密码予存在TIA突变和第460

位氨基酸密码子存在G．T突变30；随后的研究中发现旺．adducin，B．adducin的变

异大约可以解释50％左右米兰高血压大鼠同普通大鼠血压的差别。Adducin基冈

突变可以通过增加Na+．K+．ArP酶在细胞膜上的数码并增强其活性而促使大鼠的

fffI压升高31’。

Addudn基因突变，特别是ADDl基因Gly46帆印多念忭同人类高血压的关系
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的研究也在动物实验候有陆续报道，无论是关联研究还是连锁分析都提示ADDl

基因Gly460rI印多态性同高血压有关联32-34。由美国国家心肺血液研究中心发起

的有四个中心参与的“家庭血压计划”项目中的Hypc嵋EN研究报道ADDl基

因4601b多态携带者在高加索人群中可以增加50％一70％的患高血压的危险，

而在老年、超重并且高甘油三酯的人群中，这种危险增加到4．2倍35。

ADDl基因，被认为是“盐敏感性高血压”的候选基因。病例生理学研究发

现460rIb突变跟血液中盐的滞留有关系，并且对利尿剂降压作用明显优于正常者

36，同时盐负荷后的血压升高幅度也大大高于正常者37。日本oh褐ama研究发现，

在年轻人中ADDl基因Gly460，I印多态性与低肾紊型高血压相关38，460rI阳纯合

子携带者更容易表现为低肾素型高血压，钠的重吸收分数也更高一些，类似的结

果在其它人群中也可以见到39。

AdduciIl基因突变同高血压的关系，也存在着种群间的差异，阳性的结果在高

加索人群中较多见，非洲裔美国人、日本、澳洲及加拿大人群中未能验证该基因

与高血压相关拍，4¨2。来自中国安徽和上海的报道也没有发现ADDl基因与高血

压相关43一。

要证实Addudn基因同高血压的关系，还需要更多，更大规模的研究。

3．肾上腺素系统的基因突变

G～蛋白B 3亚单位基因(GNB3)：p一肾上腺受体一G一蛋白系统是激活心脏和血

管平滑肌内的腺苷酰环化酶的基础， G蛋白可调节N a—H交换体功能，促进肾

远曲小管细胞外Na+与细胞内H+进行交换。编码G一蛋白B 3亚单位的基因定位于人

类12号染色体12p13，研究发现其第10外显子内存在C825T多态，c到T的突变并不

引起编码氨基酸的改变，但该多态中T等位基因跟其他突变相关联或导致GNB3转

录过程中剪切位点发生改变，使第9和第10外显子之间498～620位核苷酸的缺

失，其蛋白产物GNB3相应的第167～197位氨基酸发生了缺失。变异的GNB3在

信号传导过程中活性增强，导致Na+，H+交换活性异常。Si疵n报道相对于Cc纯

合子基因型，具有TT纯合或CT杂台基因型者发生高血压的危险升高79％和38％

45，其他学者的重复实验中也发现具有T等位基因者，比缺少T等位基因者增加50
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％患高血压的机会46。同其它高血压候选基因一样，研究发现GNB3跟高血压的关

系同样存在着种族或人群差异，不同种族人群中，825T的基因频率差别很大，高

加索人群约为25％，亚洲人群约为50％，而在非裔美国黑人中825T的基因频率达

到80％。825T多态跟高血压有关联的报道多见于高加索人群47一，而一些关于亚

洲人群或美国黑人的研究中则未发现825T跟高血压有关联4蟠o。除了与高血压有

关外，一些研究还发现GNB3 c825T多态跟超重或胰岛素抵抗和动脉粥样硬化有

关系51娜。另外，有研究发现T等位基因同左室舒张期贯注受损有关系53，并能增

加冠脉血管对a-2肾上腺素激动剂的反应54。

三．全基因组扫描在高血压易感基因研究中的应用：

全基因组扫描是指在基因组中每隔一定的距离设立一个遗传学标志，通过生

物统计学方法计算出每一个遗传学标志是否与特定的生物学性状相连锁，若得到

与特定生物学性状相连锁的证据，则该遗传学标志附近可能存在决定该生物学性

状的基因。在此基础上，对该区域内进行更精细的基因定位，或以该遗传学标志

附近的基因作为候选基因，进⋯步定位和克隆决定该生物学性状的基因。

用于基因组扫描的DNA多态性标记有3类：(1)限制性内切酶片段长度多态

性(RFI，)；(2)重复序列多态，特别是那些可通过PCR方法检测的短串联重复

片段(sTR)；(3)单核苷酸多态性(sNP)，是DNA序列的单个碱基的差别。目

前常用的是sTR，亦称微卫星DNA，这种遗传标志具有种类多(约5～10万)、

分布广(遍及整个基因组)、呈高度多态性和杂合度、遵循Mendel共盟性遗传规

律、易用PCR扩增等特点，已被广泛应用于多种疾病的基因组扫描。目前，法国

的人类多态性研究中心(cEPH)和美国的Mafs陋eld医学遗传中心分别公布了最

新版本的STR图谱，前者包含90叩多个STR，后者包含8000多个sTR。许多

公司己开发出STR的成套试剂盒，包括优化的PCR条件和不同荧光标记的微卫

星DNA引物，采用这些引物进行PCR扩增，将扩增产物在测序仪上走聚丙烯酰

胺凝胶电泳，采用基因扫描(G吧ncscan)和基因分型(Genotyper)软件，对电泳

结果进行图象及数据处理，判断基因型并计算等位基因频率。

使用受累同胞对(AsP)法进行基因组扫描是定位高血压易感基因的有效方
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法。在基因组中分阶段扫查策略较为有效，开始先以低密度(如20cM)分布的

标记进行初始扫查，再在第二阶段对超过低阙值(T毛1)的标记区域用更密集的

标记(如每个标记两侧10cM再检两个标记)进一步扫查。对常染色体显性遗传

采用初始标记为20cM比采用相距10cM或40cM的标记更为有效。

近年来，随着人类基因组计划的迅猛发展，第三代遗传多态性标志一SNP又

引起了人们越来越多的关注。染色体基因组水平上单个核苷酸变异引起的DNA

序列多态性，在人群中的发生频率大于l％，即为sNP。人类DNA序列变异约

90％表现为SNP。以前人们估计，在人类基因组中每1000个核营酸有1个以上

的sNP，但最近的研究表明，sNP比人们想像的要更多地存在于基因组中。sNP

可以用于疾病的连锁分析和未知致病基因的定位。sNP数量大和分布广，在任何

已知或未知致病基因附近都可能找到众多的SNP，并用于遗传病的单倍型诊断。

在有适当的家系资料时，sNP又可用作遗传标记来定位未知基因。与目前广泛使

用的微卫星小卫星基因图比较，未来sNP图的标记更多，分辨率更高，定位基因

也更加准确。有作者计算，有700～900个SNP的基因图与目前用于基因组扫描

的300～400个微卫星位点的基因图的分析能力相当，但制作前者要容易得多。

而如果采用1500～3000个SNP作扫描，结果明显优于目前使用的微卫星扫描。

最近几年全基因缎扫描在高血压研究中取得了许多成果，一些高血压易感位

点被揭示出来，现将这些工作总结如表3—2。

四．中间表型

中间表型是指能反映高血压发展早期或中期病理变化的一系列生化或生理

性状。基于对高血压这类多基因疾病有较强的异质性的认识，寻找合适的中间表型

成为高血压基因研究的重要策略之一。一个理想的中间表型应该具备如下特点：

①与原发性高血压相关；②高度遗传；③高外显率：④在高血压后代中表现较早；

⑤呈双峰分布；⑥与高血压的发病机理有因果关系；⑦能提示可供检测的候选基

因： ⑧具可操作性，即便于评估和相对无创，能在高血压先证者家属中方便检

测”’56。虽然完全符合上述理想特征的中间表性并未确认，还是有一些与高血压

相关的性状显示部分特征可供参考。
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研究发现某些中间表型可能比血压更好地显示其遗传方式，前瞻性研究也发

现这些中间表型对高血压有很好的预测性。近年来，几个与高血压相关的基因通

过家系研究相继被定位克隆，这些高血压均为单基因型高血压，分离其基因所依

赖的性状均为符合孟德尔遗传规律的中间表型，如主要包括糖皮质激素可治疗性

醛固酮增多症(GRA)、Uddle综合征(假性醛固酮增多症)、盐皮质激素过多症和

BilgintIⅡ龃综合征等。

盐敏感因表现有一系列涉及血压调节的内分泌及生化代谢异常，故被认为可

能是高血压的一个中间表型而广受关注。Wmi锄s等57曾提出过盐敏感中的“非

调节型”(non．modulation)这个表型，其特征为血管紧张素II的输注后对醛固酮

分泌及肾血流无调节作用。最近的研究发现该表型与AGT基因M235T基因型

相关58，同时也与年龄、性别和基因型相互作用有关59。尿游离皮质醇的增多与

盐敏感性高血压相关，并呈双峰分布，可能也是一种有助于定义高血压亚型的中问

表型。。最新有研究提出肾上腺皮质醇合成的变化是一个关键的中间表型。Connell

等61发现醛固酮合成酶C344T多态与高血压，特别是与高醛固酮／肾素比者相

关。而这一基因改变直接影响肾上腺11 B羟化过程，认为其引起的去氧皮质醇与

皮质醇转化的改变导致长期低量促肾上腺皮质激素的增加，最终改变了醛固酮对

赢管紧张素II的反应，导致这一高醛固酮／肾索比表型的产生。

以上候选基因、全基因组扫描以及中间表型的研究是目前高血压遗传学研究

的常用策略和方法。在高血压的遗传因素的研究中也取得了一定的成绩。但我们

同时也要清醒的认识的到，高血压病因的研究仍然任重道远。今后多开展一些大

规模、高质量的关联或连锁研究，多关注。一下多个基因间相互作用，以及基因与

环境间相互作用，或许是高血压遗传学研究取得突破的一条可行之路。
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